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REGULAMENTUL DE PUNERE IN APLICARE (UE) 2024/ 771 AL COMISIEI
din 29 februarie 2024

de modificare a Regulamentului (CE) nr. 152/2009 de stabilire a metodelor de esantionare si analizd
pentru controlul oficial al furajelor

(Text cu relevanti pentru SEE)

COMISIA EUROPEANA,
avand in vedere Tratatul privind functionarea Uniunii Europene,

avind in vedere Regulamentul (UE) 2017/625 al Parlamentului European si al Consiliului din 15 martie 2017 privind
controalele oficiale si alte activitdti oficiale efectuate pentru a asigura aplicarea legislatiei privind alimentele si furajele, a
normelor privind sindtatea si bundstarea animalelor, sinitatea plantelor si produsele de protectie a plantelor, de
modificare a Regulamentelor (CE) nr. 999/2001, (CE) nr. 396/2005, (CE) nr. 1069/2009, (CE) nr. 1107/2009, (UE)
nr. 1151/2012, (UE) nr. 652/2014, (UE) 2016/429 si (UE) 2016/2031 ale Parlamentului European si ale Consiliului, a
Regulamentelor (CE) nr. 1/2005 si (CE) nr. 1099/2009 ale Consiliului si a Directivelor 98/58/CE, 1999/74/CE,
2007/43|CE, 2008/119/CE si 2008/120/CE ale Consiliului si de abrogare a Regulamentelor (CE) nr. 854/2004 si (CE)
nr. 882/2004 ale Parlamentului European si ale Consiliului, precum si a Directivelor 89/608/CEE, 89/662/CEE,
90/425/CEE, 91/496/CEE, 96/23|CE, 96/93/CE si 97/78|CE ale Consiliului si a Deciziei 92/438/CEE a Consiliului
(Regulamentul privind controalele oficiale) (), in special articolul 34 alineatul (6),

intrucat:

(1)  Regulamentul (CE) nr. 152/2009 al Comisiei (%) stabileste metodele de esantionare si analizd pentru controlul oficial
al furajelor.

(2)  Metodele de esantionare si analizd stabilite prin Regulamentul (CE) nr. 152/2009 trebuie adaptate in functie de
evolutia cunostintelor stiintifice si tehnologice. Prezentul regulament trebuie si introducd mai multe modificari
minore, tindnd seama de experienta dobanditd prin aplicarea metodei de analizd sau pentru a oferi clarificiri la
anumite dispozitii.

(3)  Metoda de esantionare descrisd in Regulamentul (CE) nr. 152/2009 nu este adecvatd pentru esantionarea pentru
controlul contamindrii microbiologice si, prin urmare, este exclusd din domeniul de aplicare. Cu toate acestea,
deoarece in urma modificarii aduse prin Regulamentul (UE) nr. 691/2013 al Comisiei (}) nu mai este exclusi in mod
explicit din domeniul de aplicare, acest lucru a condus la 0 anumitid confuzie i, prin urmare, este oportun ca aceasta
sd fie exclusd din nou in mod explicit din domeniul de aplicare.

(4)  Este oportun si se introduci dispozitii specifice pentru esantionarea hranei pentru animale oferite spre vinzare de
citre operatorii din sectorul hranei pentru animale prin mijloace de comunicare la distantd, avind in vedere c3
vanzarea hranei pentru animale prin mijloace de comunicare la distantd se afld in crestere. Pe langd dispozitiile
privind incertitudinea de misurare analitici §i recuperarea in cazul analizei substantelor nedorite, astfel de dispozitii
trebuie, de asemenea, introduse pentru analiza continutului de aditivi furajeri, avind in vedere cd dispozitiile
respective sunt relevante si in cazul respectiv. Avand in vedere dovezile conform cirora aplicarea metodei de analizd
pentru determinarea ureei in afara domeniului de aplicare al autorizdrii ureei ca aditiv pentru hrana animalelor
genereazd rezultate analitice incorecte, trebuie specificat domeniul de aplicare al metodei respective si trebuie
adiugate informatii privind evaluarea metodei si rezultatele unui studiu colaborativ.

(5)  Trebuie eliminate mai multe metode de analizi stabilite prin Regulamentul (CE) nr. 152/2009, deoarece acestea nu
mai sunt valabile pentru scopul pentru care au fost concepute. Metoda de analizd pentru determinarea bazelor
azotate volatile si metoda de determinare a carbonatilor trebuie eliminate, deoarece nu mai existd nicio cerintd
legald de controlul conformititii in legislatia Uniunii privind hrana pentru animale. Metoda de analizd existentd
pentru determinarea substantei diclazuril contine erori de redactare si, in consecintd, nu oferd rezultate analitice
fiabile. Prin urmare, aceasta trebuie inlocuitd cu o metodd ajustatd care a demonstrat ci oferd rezultate fiabile. Noile

() JOL95,7.42017,p. 1.

() Regulamentul (CE) nr. 152/2009 al Comisiei din 27 ianuarie 2009 de stabilire a metodelor de esantionare si analizd pentru controlul
oficial al furajelor (O L 54, 26.2.2009, p. 1).

() Regulamentul (UE) nr. 691/2013 al Comisiei din 19 iulie 2013 de modificare a Regulamentului (CE) nr. 152/2009 in ceea ce priveste
metodele de esantionare si de analizd JO L 197, 20.7.2013, p. 1).
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metode de analizd pentru analiza gosipolului liber si total au furnizat dovezi ci metoda de analizd pentru
determinarea gosipolului liber si total stabilitd prin Regulamentul (CE) nr. 152/2009 nu oferd rezultate fiabile si,
prin urmare, trebuie eliminatd si inlocuitd cu o trimitere la standardele europene (standarde EN). Metodele de
analizd pentru a controla prezenta ilegald a aditivilor care nu mai sunt autorizati in hrana pentru animale trebuie
eliminate, deoarece de atunci au fost elaborate aborddri de depistare si metode de analizd mai sensibile.

Pe langd metodele de analizi descrise in anexele la prezentul regulament, trebuie sa se facd o trimitere la standardele
EN pentru a fi utilizate in cadrul controalelor oficiale.

Deoarece Regulamentul de punere in aplicare (UE) 2021/2047 al Comisiei (*) a autorizat noul aditiv pentru hrana
animalelor amproliu, in anexa IV la Regulamentul (CE) nr. 152/2009 trebuie addugatd o metodd de analizd pentru
determinarea amproliului.

Deoarece modificirile aduse Regulamentului (CE) nr. 152/2009 sunt substantiale si se referd la mai multe dispozitii
din anexele la acesta, este oportun, din motive de claritate, si se inlocuiasci anexele respective in intregime.

Misurile previzute in prezentul regulament sunt conforme cu avizul Comitetului permanent pentru plante, animale,
produse alimentare si hrand pentru animale,

ADOPTA PREZENTUL REGULAMENT:

Articolul 1

Modificiri aduse Regulamentului (CE) nr. 152/2009

Regulamentul (CE) nr. 152/2009 se modificd dupd cum urmeazd:

1.

La articolul 1, primul paragraf se inlocuieste cu urmdtorul text:

,Esantionarea pentru controlul oficial al furajelor, in special in ceea ce priveste determinarea constituentilor, inclusiv
materialele care contin, constau in sau sunt produse din organisme modificate genetic (OMG), aditivii pentru hrana
animalelor, astfel cum sunt definiti in Regulamentul (CE) nr. 1831/2003 al Parlamentului European si al Consiliului (¥),
substantele nedorite, astfel cum sunt definite de Directiva 2002/32/CE a Parlamentului European si a Consiliului (**), se
efectueazd in conformitate cu metodele previzute in anexa I, cu exceptia esantiondrii pentru controlul contamindrii
microbiologice.

() Regulamentul (CE) nr. 1831/2003 al Parlamentului European si al Consiliului din 22 septembrie 2003 privind
aditivii din hrana animalelor (JO L 268, 18.10.2003, p. 29).

(**) Directiva 2002/32/CE a Parlamentului European si a Consiliului din 7 mai 2002 privind substantele nedorite din
furaje JO L 140, 30.5.2002, p. 10).”

Anexa [ se inlocuieste cu textul din anexa I la prezentul regulament.

Anexa II se inlocuieste cu textul din anexa II la prezentul regulament.

Anexa III se inlocuieste cu textul din anexa Il la prezentul regulament.

. Anexa IV se inlocuieste cu textul din anexa IV la prezentul regulament.

Anexa V se inlocuieste cu textul din anexa V la prezentul regulament.
Anexa VII se inlocuiegte cu textul din anexa VI la prezentul regulament.

Anexa VIII se elimina.

Regulamentul de punere in aplicare (UE) 2021/2047 al Comisiei din 23 noiembrie 2021 privind autorizarea clorhidratului de
amproliu (COXAM) ca aditiv in hrana puilor pentru ingrisare si a puicutelor pentru ouat (titularul autorizatiei: HuvePharma NV)
(OL 418,24.11.2021, p. 13).
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Articolul 2

Intrare in vigoare

Prezentul regulament intrd in vigoare in a doudzecea zi de la data publicdrii in Jurnalul Oficial al Uniunii Europene.

Prezentul regulament este obligatoriu in toate elementele sale si se aplicd direct in toate statele
membre.

Adoptat la Bruxelles, 29 februarie 2024.

Pentru Comisie
Presedinta
Ursula VON DER LEYEN
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ANEXA

~ANEXA T
METODE DE ESANTIONARE

1. SCOP SI DOMENIU DE APLICARE

Esantioanele destinate controlului oficial al furajelor se preleveazi in conformitate cu metodele descrise in
continuare. Esantioanele astfel prelevate se considera reprezentative pentru loturile esantionate.

Scopul esantiondrii reprezentative este de a obtine o micd fractiune dintr-un lot in asa fel incat determinarea
oricdrei caracteristici speciale a acestei fractiuni va reprezenta valoarea medie a caracteristicii lotului. Lotul se
esantioneazd prin prelevarea in mod repetat de esantioane elementare, la diferite pozitii unice din lot. Aceste
esantioane elementare sunt combinate prin amestecare pentru a forma un esantion agregat pornind de la care
sunt pregdtite esantioane finale reprezentative prin divizare reprezentativa.

In cazul in care, printr-o inspectie vizuald sau pe baza altor informatii relevante, portiuni din furajele care urmeazd
sd fie esantionate aratd o diferentd de calitate fatd de restul furajelor din acelasi lot, aceste fragmente se separd de
restul de furaje si se trateazd ca sublot separat. In cazul in care nu este posibild separarea furajului in subloturi
separate, el se esantioneazd ca un singur lot. In astfel de cazuri, se mentioneazi acest fapt in raportul de
esantionare.

In cazul in care un furaj esantionat in conformitate cu dispozitiile prezentului regulament este identificat ca
neindeplinind cerintele UE si face parte dintr-un lot de furaje din aceeasi clasi sau avind aceeasi descriere, se
presupune ci rezultatele sunt valabile pentru toate furajele din acel lot, cu exceptia cazului in care, in urma unei
evaludri detaliate, nu existd nicio dovadi ci restul lotului nu satisface cerintele UE.

Esantionarea poate include, de asemenea, furajele oferite spre vanzare de citre operatorii din sectorul hranei
pentru animale prin mijloace de comunicare la distantd in conformitate cu articolul 11 alineatul (3) din
Regulamentul (CE) nr. 767/2009 al Parlamentului European si al Consiliului (*). Esantionarea furajelor oferite spre
vanzare prin mijloace de comunicare la distanta face, in principiu, obiectul punctelor prevazute in prezenta anexa.
Aspectele specifice ale esantiondrii in cazul esantioanelor din vinzare la distanti sunt descrise la punctul 11.

2. DEFINITII
— Lot: o cantitate identificabild de furaj avand anumite caracteristici comune confirmate, precum originea,
varietatea, tipul ambalajului, ambalatorul, expeditorul sau etichetarea si, in cazul unui proces de productie, o

unitate de productie provenind dintr-o singurd instalatie care utilizeazd parametri de productie uniformi sau
mai multe astfel de unitati, daci sunt produse in mod continuu si depozitate impreund.

— Lot esantionat: un lot sau o parte identificatd din lot sau sublot.

— Esantion sigilat: un esantion sigilat astfel incat si se impiedice orice acces la esantion fird a se distruge sau a se
elimina sigiliul.

— Esantion elementar: o cantitate prelevatd dintr-un punct al lotului esantionat.
— Esantion agregat: o combinatie de esantioane elementare prelevate din acelasi lot esantionat.

— Esantion redus: o parte dintr-un esantion agregat, obtinutd din acesta printr-un proces de reducere
reprezentativa.

— Esantion final: o parte din esantionul agregat (amestecat), din esantionul redus sau din esantionul agregat
omogenizat, in functie de tipul de control (a se vedea punctul 9.4).

— Esantion de laborator: un esantion destinat laboratorului (astfel cum este primit de laborator) si care poate fi
esantionul final, redus sau agregat.

— Esantion din vanzare la distantd: un esantion dintr-un lot de furaje oferite spre vinzare prin mijloace de
comunicare la distanta.

(") Regulamentul (CE) nr. 767/2009 al Parlamentului European si al Consiliului din 13 iulie 2009 privind introducerea pe piatd si

utilizarea furajelor, de modificare a Regulamentului (CE) nr. 1831/2003 al Parlamentului European si al Consiliului si de abrogare a
Directivei 79/373/CEE a Consiliului, a Directivei 80/511/CEE a Comisiei, a Directivelor 82/471/CEE, 83/228|CEE, 93/74/CEE,
93/113/CE si 96/25/CE ale Consiliului si a Deciziei 2004/217/CE a Comisiei (JO L 229, 1.9.2009, p. 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.

DISPOZITII GENERALE
— Esantioanele se preleveazd de citre personal autorizat in acest sens de citre autoritatea competenta.

— Pentru un esantion din vinzare la distantd, o cantitate de furaj este solicitatd operatorului din sectorul hranei
pentru animale de citre autoritatea competentd prin mijloace de comunicare la distantd.

— Esantionul trebuie si fie sigilat astfel incat sd se impiedice orice acces la esantion fird a se distruge sau a se
elimina sigiliul.
Marcajul sigiliului trebuie sd poatd fi identificat in mod clar si vizibil.

— Identificarea esantionului: esantionul trebuie sd poarte un marcaj de nesters si trebuie sa fie identificat astfel
incat sd existe o legiturd lipsitd de ambiguitate cu raportul de esantionare.

— Din fiecare esantion agregat sau redus se preleveazd urmdtoarele esantioane finale: unul pentru control
(asigurarea respectdrii legislatiei) si unul pentru operatorul din sectorul hranei pentru animale (apirare). In
final, poate fi prelevat incd un esantion final pentru referinti. In cazul in care esantionul agregat complet se
omogenizeazd, esantioanele finale sunt prelevate din esantionul agregat omogenizat, cu exceptia cazului in
care aceastd procedurd este contrard reglementdrilor statelor membre in ceea ce priveste dreptul operatorului
din sectorul hranei pentru animale.

— In conformitate cu articolul 15 alineatele (1) si (2) din Regulamentul (UE) 2017625, atunci cand acest lucru
este necesar pentru efectuarea esantiondrii oficiale, operatorii din sectorul hranei pentru animale, la cererea
autorititilor competente:

— acorda personalului autoritdtilor competente acces la echipamentele aflate sub controlul lor, inclusiv,
atunci cind este necesar, pun la dispozitie echipament adecvat de esantionare si echipamentul individual
de protectie;

— acordd asistentd personalului autoritdtilor competente §i coopereazi cu acesta pentru a permite
esantionarea, inclusiv punerea la dispozitia personalului autorititilor competente a furajelor.

APARATURA

Aparatura de prelevare de esantioane trebuie si fie realizatd din materiale care nu contamineazd produsele de
esantionat. Aparatura care este destinatd a fi utilizatd de mai multe ori trebuie s fie usor de curdtat pentru a evita
contaminarea incrucisatd.

Aparatura recomandatd pentru prelevarea esantioanelor din furaje solide
Prelevarea manuald
Lopatd platd cu margini verticale.

Sondd de esantionare cu o fantd lungd sau compartimentati. Dimensiunile sondei de esantionare trebuie sd fie
adecvate caracteristicilor lotului esantionat (adancimea recipientului, dimensiunile sacului etc.) si dimensiunilor
particulelor furajului.

In cazul in care sonda de esantionare are mai multe orificii, pentru a se asigura faptul ci esantionul este prelevat in
diferite locuri de-a lungul sondei, orificiile ar trebui sd fie separate prin compartimente sau orificii esalonate
secvential.

Prelevarea mecanicd

Pentru prelevarea de esantioane din furajele in miscare poate fi utilizatd aparaturd mecanicd adecvatd. Aparatul
mecanic este considerat adecvat dacd cel putin intreaga sectiune a fluxului este esantionata.

Prelevarea de esantioane din furajele in miscare (la rate de debit ridicat) poate fi efectuati de prelevatoare automate.

Separator

In cazul in care acest lucru este posibil si oportun, aparatura destinata divizarii esantionului in parti aproximativ
egale trebuie s fie utilizatd pentru prepararea esantioanelor reduse in mod reprezentativ.
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5.

5.1.

CERINTE CANTITATIVE IN CEEA CE PRIVESTE NUMARUL DE ESANTIOANE ELEMENTARE

— Cerintele cantitative la punctele 5.1 si 5.2 in ceea ce priveste numdrul de esantioane elementare sunt aplicabile
pentru loturile esantionate cu dimensiuni de pand la maximum 500 de tone si care pot fi esantionate in mod
reprezentativ. Procedura de esantionare descrisi este, de asemenea, valabild pentru cantititi mai mari decat
dimensiunea maximad a lotului esantionat cu conditia ca numirul maxim de esantioane elementare indicate in
urmdtoarele tabele la punctele 5.1.1, 5.1.3 si 5.1.5 sd fie ignoratd, numdarul de esantioane elementare fiind
determinat prin formula cu rddicina pétratd prevdzutd in partea corespunzitoare a procedurii (a se vedea
punctul 5.3) si dimensiunea minimid a esantionului agregat sd fi crescut proportional. Acest lucru nu
impiedicd impdrtirea unui lot mare in subloturi mai mici §i esantionarea fiecirui sublot in conformitate cu
procedura descrisd la punctele 5.1 i 5.2.

— Dimensiunea lotului esantionat trebuie s permitd esantionarea fiecireia dintre partile sale constituente.

— Pentru loturile sau subloturile foarte mari (> 500 de tone) si pentru loturile care sunt transportate sau
depozitate in asa fel incat esantionarea nu poate fi efectuatd in conformitate cu procedura de esantionare
previzutd la punctele 5.1 si 5.2 de la prezentul punct, trebuie aplicatd procedura de esantionare previzuti la
punctul 5.3.

— 1In cazul esantioanelor din vanzirile la distantd, de obicei autoritatea competentd nu cunoaste dimensiunea
lotului din care se solicitd cantitatea. Prin urmare, procedura mentionatd la punctele 5.1 si 5.2 nu poate fi
utilizatd. In acest caz, se aplicd procedura descrisd la punctul 11.

— In cazul in care legislatia impune operatorului din sectorul hranei pentru animale si se conformeze
prezentului regulament in cadrul unui sistem de monitorizare obligatorie, operatorul din sectorul hranei
pentru animale se poate abate de la cerintele cantitative prevdzute la prezentul punct pentru a lua in
considerare caracteristicile operationale, cu conditia ca el s fi demonstrat, intr-un mod satisficitor pentru
autoritatea competentd, echivalenta procedurii de esantionare in ceea ce priveste reprezentativitatea si dupa
autorizarea din partea autoritatii competente.

— 1In cazuri exceptionale, daci nu este posibil si se aplice metoda de esantionare previzuti in ceea ce priveste
cerintele cantitative din cauza unei deteriordri comerciale inacceptabile a lotului (din cauza formelor
ambalajului, a mijlocului de transport, a modului de depozitare etc.), se poate aplica 0 metoda alternativd de
esantionare cu conditia ca aceasta si fie cat mai reprezentativa posibil si si fie descrisa si documentatd integral.

Cerinte cantitative in ceea ce priveste esantioanele elementare legate de controlul substantelor sau
produselor uniform distribuite in furaje.

Furaje vrac solide

Dimensiunea lotului esantionat Numir minim de esantioane elementare
< 2,5 tone 7
> 2,5 tone vV (20 inmultit cu numirul de tone care compun lotul
esantionat) (*), pand la 40 de esantioane elementare

(*) In cazul in care numdrul obtinut este o fractie, aceasta se rotunjeste la numarul intreg imediat superior.

Furaje vrac lichide

Dimensiunea lotului esantionat Numir minim de esantioane elementare
< 2,5 tone sau < 2 500 de litri 4 (%
> 2,5 tone sau > 2 500 de litri 7 (%)

(*) In cazul in care nu este posibil sd se obtind omogenizarea lichidului, numarul de esantioane elementare trebuie marit.
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5.1.4.

5.2.

Furaje ambalate

Furajele (solide si lichide) pot fi ambalate in pungi, saci, cutii de metal, cuve etc. care sunt mentionate in urmdtorul
tabel ca unitdti. Unitdtile mari (> 500 kg sau litri) trebuie s fie esantionate in conformitate cu dispozitiile
previzute pentru furaje vrac (a se vedea punctele 5.1.1 si 5.1.2)

Numdr minim de unitii din care trebuie prelevat (cel putin) un esantion

Dimensiunea lotului esantionat *
elementar (¥)

1-20 de unitdti 1 unitate (**)
21-150 de unitati 3 unitati (**)
151-400 de unitati 5 unitdti (*¥)
> 400 de unitati ¥ din V (numirul de unititi care compun lotul esantionat) (**¥),

pand la 40 de unitdti

(®  In cazul in care deschiderea unei unititi ar putea afecta analiza (de exemplu, in cazul furajelor umede perisabile), un
esantion elementar va fi reprezentat de unitatea nedeschisa.

(**)  Pentru unitdtile al ciror continut nu depiseste 1 kg sau un litru, un esantion elementar este reprezentat de continutul unei
unititi originale.

(**) In cazul in care numirul obtinut este o fractie, aceasta se rotunjeste la numarul intreg imediat superior.

Blocuri de furaje si brichete minerale

Minimum un bloc sau o bricheti trebuie esantionat(3) per lot esantionat de 25 de unititi, pani la un maximum de
patru blocuri sau brichete.

In cazul blocurilor sau brichetelor care nu cintiresc mai mult de 1 kg fiecare, un esantion elementar este
reprezentat de continutul unui bloc sau al unei brichete.

Furaje grosiere/nutref

Dimensiunea lotului esantionat Numdr minim de esantioane elementare (*)
< 5 tone 5
> 5 tone V(5 inmultit cu numdrul de tone care compun lotul esantionat) (*¥),
pénd la 40 de esantioane elementare

(*) Este recunoscut faptul cd in anumite situatii (de exemplu, furaje insilozate) nu este posibil sd se preleveze esantioanele
elementare necesare, fird a cauza daune inacceptabile pentru lot. In astfel de situatii se poate aplica 0 metodd alternativa de
esantionare, iar un ghid pentru esantionarea unor astfel de loturi a fost elaborat si este disponibil la urmatorul link https://
food.ec.curopa.cu/system/files/2016-10/animal-feed-guidance_documents_691_2013_en.pdf

(**) In cazul in care numarul obtinut este o fractie, aceasta se rotunjeste la numarul intreg imediat superior.

Cerinte cantitative in ceea ce priveste esantioanele elementare legate de controlul constituentilor sau
substantelor care pot fi distribuite neuniform in masa de furaje

Aceste cerinte cantitative in ceea ce priveste esantioanele elementare trebuie utilizate in urmatoarele situatii:

— controlul aflatoxinelor, al cornului-secarei, al altor micotoxine si impurititi botanice diundtoare in materiile
prime furajere;

— controlul contamindrii incrucisate printr-un constituent, inclusiv material MG, sau substantd pentru care este
preconizatd o distributie neuniformad in furaje.

In cazul in care autoritatea de control are serioase suspiciuni privind aparitia unei astfel de distributii neuniforme
si in cazul unei contamindri incrucisate printr-un constituent sau printr-o substantd intr-un furaj combinat, se pot
aplica cerintele cantitative, astfel cum sunt previzute in urmdtorul tabel.
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Dimensiunea lotului esantionat Numdr minim de esantioane elementare
< 80 de tone A se vedea cerinte cantitative de la punctul 5.1. Numdrul de
esantioane elementare care trebuie prelevate trebuie si fie inmultit
cu 2,5.
> 80 de tone 100
5.3. Cerinte cantitative in ceea ce priveste esantioanele elementare in cazul loturilor de dimensiuni foarte

mari

In cazul loturilor mari esantionate (loturi esantionate > 500 de tone), numdrul de esantioane elementare care
trebuie prelevate = 40 de esantioane elementare + Y tone in ceea ce priveste controlul substantelor sau produselor
distribuite uniform in masa de furaje sau 100 de esantioane elementare + \ tone in ceea ce priveste controlul
constituentilor sau substantelor care pot fi distribuite neuniform in furaje.

6. CERINTE CANTITATIVE IN CEEA CE PRIVESTE ESANTIONUL AGREGAT

Este necesar un singur esantion agregat per lot esantionat.

Natura furajelor Dimensiunea minimd a esantionului agregat (¥) (**)
6.1. Furaje vrac 4 kg
6.2. Furaje ambalate: 4 kg (***)
6.3. Furaje lichide sau semilichide: 4 litri
6.4. Blocuri de furaje sau brichete minerale:
6.4.1. cantdrind mai mult de 1 kg fiecare 4 kg
6.4.2. cantdrind cel mult 1 kg fiecare greutatea a patru blocuri sau brichete originale
6.5. Furaje grosiere/nutret 4 kg (%)

* fn cazul in furajele esantionate au o valoare ridicatd, se preleveazi o cantitate mai mici de esantion agregat cu conditia ca
aceasta sa fie descrisi si documentatd in raportul de esantionare.

(**)  In conformitate cu dispozitiile Regulamentului (UE) 619/2011 al Comisiei din 24 iunie 2011 de stabilire a metodelor de
esantionare si analizd pentru controlul oficial al furajelor in vederea detectdrii materialului modificat genetic pentru care
o procedurd de autorizare este in curs de desfisurare sau a cdrui autorizare a expirat (JO L 166, 25.6.2011, p. 9),
esantionul agregat pentru controlul prezentei materialului modificat genetic trebuie sd contind cel putin 35 000
de seminte/boabe. Aceasta inseamnd cd pentru porumb dimensiunea esantionului agregat trebuie si fie de cel putin 10,5
kg si pentru soia de 7 kg. Pentru alte seminte si boabe, precum orzul, meiul, ovdzul, orezul, secara, graul si semintele de
rapitd, dimensiunea esantionului agregat de 4 kg corespunde unui numdr de peste 35 000 de seminte/boabe.

(**  In cazul furajelor ambalate, poate fi posibil, de asemenea, si nu se atingi dimensiunea de 4 kg pentru esantionul agregat
in functie de dimensiunea unititilor individuale.

() n cazul in care se referd la furajele grosiere sau la nutref cu o densitate specificd redusi (de exemplu, fan, paie), esantionul
agregat trebuie sd aibd o dimensiune minimi de 1 kg.

7. CERINTE CANTITATIVE IN CEEA CE PRIVESTE ESANTIOANELE FINALE

Esantioane finale

Este necesard analiza a cel putin un esantion final. Cantitatea din esantionul final de analizat nu poate fi mai micd
decat cantitdtile de mai jos:
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8.1.

8.2.

8.2.1.

Furaje solide 500 g () (%) (%) (00

Furaje lichide sau semilichide 500 ml (¥

* in conformitate cu dispozitiile Regulamentului (UE) nr. 619/2011, esantionul final pentru controlul prezentei
materialului modificat genetic trebuie sd contind cel putin 10 000 de seminte/boabe. Aceasta inseamnd cd pentru
porumb dimensiunea esantionului final trebuie si fie de cel putin 3 000 g si pentru soia de 2 000 g. Pentru alte seminte
si boabe, precum orzul, meiul, ovizul, orezul, secara, graul si semintele de rapitd, dimensiunea esantionului final de 500
g corespunde unui numdr de peste 10 000 de seminte/boabe.

() In cazul in care dimensiunea esantionului agregat este semnificativ mai mica de 4 kg sau litri (a se vedea notele de subsol
de la punctul 6), se poate preleva, de asemenea, o cantitate mai mici de esantion final, cu conditia ca aceasta s fie descrisd
si documentati in raportul de esantionare.

(** In cazul esantionirii leguminoaselor, boabelor de cereale si fructelor nucifere pentru determinarea reziduurilor de
pesticide, dimensiunea minimd a esantionului final este de 1 kg in conformitate cu dispozitiile Directivei 2002/63/CE a
Comisiei din 11 iulie 2002 de stabilire a metodelor comunitare de prelevare de probe pentru controlul oficial al
reziduurilor de pesticide de pe si din produsele de origine vegetald si animald si de abrogare a Directivei 79/700/CEE
(O L 187, 16.7.2002, p. 30).

() In cazul examinirii prin inspectie vizuald sau prin microscopie, cantitatea esantionului final pentru examinare este de
1kg.

METODA DE ESANTIONARE PENTRU LOTURI FOARTE MARI SAU LOTURI DEPOZITATE SAU TRANSPORTATE INTR-UN
MOD CARE NU PERMITE ESANTIONAREA INTREGULUI LOT

Principii generale

In cazul in care modul de transport sau de depozitare a unui lot nu permite prelevarea de esantioane elementare
din intregul lot, esantionarea unor astfel de loturi trebuie, de preferint, si fie efectuatd atunci cand lotul se afld in
flux.

In cazul antrepozitelor mari destinate si stocheze furajele, operatorii trebuie si fie incurajati si instaleze
echipamente in antrepozit care s permitd esantionarea (automat) a intregului lot stocat.

In cazul aplicarii procedurilor de esantionare previzute la prezentul punct, operatorul din sectorul hranei pentru
animale sau reprezentantul sdu este informat cu privire la procedura de esantionare. In cazul in care procedura de
esantionare este pusd sub semnul intrebdrii de citre operatorul din sectorul hranei pentru animale sau de citre
reprezentantul acestuia, operatorul din sectorul hranei pentru animale sau reprezentantul acestuia va permite
autorititii competente s preleveze esantioane din intregul lot pe cheltuiala sa.

Loturile mari transportate pe cale navald

Esantionarea dinamicd a loturilor mari transportate pe cale navald

Esantionarea loturilor mari in nave se efectueazd de preferintd in timp ce produsul este in flux (esantionare
dinamici).

Esantionarea se face per stivd (entitate care poate fi separatd fizic). Stivele sunt, totusi, golite partial una dupd alta,
astfel incit separarea fizicd initiald nu mai existd dupd transferul in instalatiile de depozitare. Prin urmare,
esantionarea poate fi efectuatd in functie de separarea fizica initiald sau in functie de separarea dupd transferul in
instalatiile de depozitare.

Descircarea unei nave poate dura cateva zile. in mod normal, esantionarea trebuie si fie efectuati la intervale de
timp regulate pe intreaga duratd a descarcdrii. Cu toate acestea, nu este intotdeauna posibil sau adecvat pentru un
inspector oficial s3 fie prezent pentru esantionare pe parcursul intregii operatiuni de descarcare. Prin urmare, se
permite esantionarea unei parti (lot esantionat) din intregul lot. Numdarul de esantioane elementare este stabilit
luand in considerare dimensiunea lotului esantionat.

In cazul esantionarii unei parti dintr-un lot de furaje din aceeasi clasi sau avand aceeasi descriere si in cazul in care
acea parte a lotului este identificatd ca nesatisficind cerintele UE, se presupune ci rezultatele sunt valabile pentru
toate furajele din acel lot, cu exceptia cazului in care, in urma unei evaludri detaliate, nu existd nicio dovadd cd
restul lotului nu satisface cerintele UE.

Chiar dacd esantionul oficial este prelevat automat, prezenta unui inspector este necesard. Cu toate acestea, in
cazul in care se efectueazd o prelevare automatd cu parametri prestabiliti care nu pot fi schimbati in cursul
esantiondrii si esantioanele elementare sunt colectate intr-un recipient inchis, impiedicind orice posibild fraudi,
prezenta unui inspector este necesard numai la inceputul esantiondrii, de fiecare datd cand recipientul in care se
afli esantioanele trebuie si fie schimbat si la sfarsitul esantiondrii.
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8.2.2.  Esantionarea loturilor transportate pe cale navald prin esantionare staticd

In cazul in care esantionarea se efectueazd in mod static, trebuie aplicatd aceeasi procedurd ca si cea previzutd
pentru spatiile de depozitare (silozuri) accesibile din partea de sus (a se vedea punctul 8.4.1).

Esantionarea trebuie si se efectueze pe partea accesibild (de sus) din lot/stivi. Numdirul de esantioane elementare
este stabilit luand in considerare dimensiunea lotului esantionat. In cazul esantionarii unei parti dintr-un lot de
furaje din aceeasi clasd sau avind aceeasi descriere §i in cazul in care acea parte a lotului este identificatd ca
nesatisficind cerintele UE, se presupune ci rezultatele sunt valabile pentru toate furajele din acel lot, cu exceptia
cazului in care, in urma unei evaludri detaliate, nu existd nicio dovada ci restul lotului nu satisface cerintele UE.

8.3. Esantionarea loturilor mari depozitate in antrepozite

Esantionarea trebuie si se efectueze pe partea accesibild a lotului. Numdrul de esantioane elementare este stabilit
luand in considerare dimensiunea lotului esantionat. In cazul esantionarii unei parti dintr-un lot de furaje din
aceeasi clasd sau avand aceeasi descriere si in cazul in care acea parte a lotului este identificatd ca nesatisficand
cerintele UE, se presupune ci rezultatele sunt valabile pentru toate furajele din acel lot, cu exceptia cazului in care,
in urma unei evaludri detaliate, nu existd nicio dovada cd restul lotului nu satisface cerintele UE.

8.4. Prelevarea de esantioane din spatii de depozitare (silozuri)

8.4.1.  Prelevarea de esantioane din silozuri (usor) accesibile din partea de sus

Esantionarea trebuie si se efectueze pe partea accesibild a lotului. Numirul de esantioane elementare este stabilit
luand in considerare dimensiunea lotului esantionat. In cazul esantiondrii unei parti dintr-un lot de furaje din
aceeasi clasd sau avand aceeasi descriere si in cazul in care acea parte a lotului este identificatd ca nesatisficand
cerintele UE, se presupune ci rezultatele sunt valabile pentru toate furajele din acel lot, cu exceptia cazului in care,
in urma unei evaludri detaliate, nu existd nicio dovada cd restul lotului nu satisface cerintele UE.

8.4.2.  Prelevarea de esantioane din silozuri care nu sunt accesibile din partea de sus (silozuri inchise)

8.4.2.1. Silozuri care nu sunt accesibile din partea de sus (silozuri inchise) cu dimensiunea > 100 de
tone

Furajele depozitate in astfel de silozuri nu pot fi esantionate in mod static. Prin urmare, in cazul in care furajele din
siloz trebuie s3 fie esantionate si nu existd nicio posibilitate de a deplasa lotul, trebuie s se ajungi la un acord cu
operatorul conform ciruia acesta trebuie si informeze inspectorul cu privire la momentul in care silozul va fi
descdrcat pentru a permite esantionarea atunci cand furajul este in flux.

8.4.2.2. Silozuri care nu sunt accesibile din partea de sus (silozuri inchise) cu dimensiunea < 100 de
tone

Procedura de esantionare implicd introducerea intr-un recipient a unei cantititi de 50-100 kg si prelevarea
esantionului din aceasta. Dimensiunea esantionului agregat corespunde cu intregul lot, iar numarul de esantioane
elementare este legat de cantitatea din siloz introdusd intr-un recipient pentru esantionare. In cazul esantiondrii
unei parti dintr-un lot de furaje din aceeasi clasd sau avand aceeasi descriere si in cazul in care acea parte a lotului
este identificatd ca nesatisficand cerintele UE, se presupune cd rezultatele sunt valabile pentru toate furajele din
acel lot, cu exceptia cazului in care, in urma unei evaludri detaliate, nu existd nicio dovadd ci restul lotului nu
satisface cerintele UE.

8.5. Esantionarea furajelor vrac in recipiente mari inchise

Adesea, astfel de loturi pot fi esantionate numai atunci cand sunt descircate. In anumite cazuri nu este posibil s se
descarce loturile la punctul de import sau de control si, prin urmare, esantionarea ar trebui s aibd loc atunci cand
aceste recipiente sunt descircate.

9. INSTRUCTIUNI PENTRU PRELEVAREA, PREPARAREA ST AMBALAREA ESANTIOANELOR

9.1. Generalitati

RIS

Esantioanele trebuie prelevate si preparate fird intarzieri inutile, ludnd in considerare precautiile necesare pentru a
garanta cd produsul nu este nici modificat, nici contaminat. Instrumentele, suprafetele de lucru si recipientele
destinate colectdrii de esantioane trebuie si fie curate si uscate.
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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.

Esantioane elementare

Esantioanele elementare trebuie prelevate in mod aleatoriu si distribuite uniform din intregul lot esantionat, iar
dimensiunile lor trebuie si fie aproximativ egale.

Dimensiunea esantionului elementar este de cel putin 100 de grame sau 25 de grame in cazul furajelor grosiere
sau al nutretului cu o densitate specificd redusa.

In cazul in care, in conformitate cu normele pentru procedura de esantionare stabilite la punctul 8, trebuie
prelevate mai putin de 40 de esantioane elementare, dimensiunea esantioanelor elementare se determind in
functie de dimensiunea necesard a esantionului agregat (a se vedea punctul 6).

In cazul esantiondrii loturilor de dimensiuni reduse de furaje ambalate in cazul cirora, conform cerintelor
cantitative, trebuie prelevat un numdr limitat de esantioane elementare, un esantion elementar este reprezentat de
continutul unei unititi originale al cirei continut nu depaseste 1 kg sau un litru.

In cazul esantiondrii furajelor ambalate compuse din unitdti mici (de exemplu, < 250 g), dimensiunea esantionului
elementar depinde de dimensiunea unitatii.

In cazul esantioanelor din vanzdrile la distantd, dimensiunea esantionului elementar depinde de dimensiunea
unitdtii si poate contine, de asemenea, mai putin de 100 g sau 100 ml in cazuri individuale.

Furaje vrac

Dupi caz, esantionarea poate fi efectuatd atunci cand lotul esantionat este in flux (incircare sau descircare).

Furaje ambalate

Dupd selectarea numdrului necesar de unititi pentru esantionare, conform indicatiilor de la punctul 5, o parte a
continutului fiecirei unitdti se indepdrteazd folosind o sondd sau o lopatd. Dacd este necesar, esantioanele se
preleveazd dupa ce unitdtile au fost golite separat.

Furaje lichide sau semilichide, omogene sau omogenizabile

Dupd selectarea pentru esantionare a numdarului necesar de unititi, in conformitate cu indicatiile de la punctul 5,
continutul se omogenizeazd, daci este necesar, si se preleveazi o cantitate din fiecare unitate.

Esantioanele elementare pot fi prelevate la descdrcarea continutului.

Furaje lichide sau semilichide, neomogenizabile

Dupd selectarea pentru esantionare a numdarului necesar de unitati, in conformitate cu indicatiile de la punctul 5,
se preleveazd esantioane de la diferite niveluri.

Esantioanele se pot preleva si in timpul descrcdrii continutului, dar primele fractiuni se indeparteaza.

In oricare dintre cazuri, volumul total prelevat nu trebuie si fie mai mic de 10 litri.

Blocuri de furaje si brichete minerale

Dupi selectarea pentru esantionare a numdrului necesar de blocuri sau brichete, conform indicatiilor de la punctul
5, se preleveazd o parte din fiecare bloc sau brichetd. In cazul in care existd suspiciuni legate de un bloc sau de o
brichetd neomogen(d), intregul bloc sau intreaga brichetd poate fi considerat(d) ca esantion.

In cazul blocurilor sau brichetelor care nu cantiresc mai mult de 1 kg fiecare, un esantion elementar este
reprezentat de continutul unui bloc sau al unei brichete.

Prepararea esantioanelor agregat

Esantioanele elementare se amestecd pentru a forma un singur esantion agregat.

Prepararea esantioanelor finale

Materialul din esantionul agregat se amesteci cu griji (3.

(*) Orice aglomeriri se destramd (dacd este cazul, prin separarea lor de esantion, urmata de reincorporarea lor in esantion).
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Fiecare esantion este introdus intr-un recipient corespunzdtor. Se iau toate precautiile necesare pentru evitarea
oricirei modificiri de compozitie a esantionului, a contamindrii sau a falsificarii, care ar putea avea loc in timpul
transportdrii sau depozitarii.

9.4.1.  Substante distribuite uniform

In cazul controlului constituentilor sau substantelor uniform distribuite in intregul furaj, esantionul agregat poate
fi redus in mod reprezentativ la cel putin 2,0 kg sau 2,0 I (esantion redus) (), de preferinti prin utilizarea fie a unui
separator mecanic, fie a unui separator automat. Pentru controlul prezentei de reziduuri de pesticide in
leguminoase, boabe de cereale si fructe nucifere, dimensiunea minima a esantionului redus este de 3 kg. In cazul
in care natura furajului nu permite utilizarea unui separator sau separatorul nu este disponibil, esantionul poate fi
redus prin metoda sferturilor.

Din esantionul agregat sau din esantioanele reduse se preleveazd esantioanele finale (pentru control, apdrare si,
eventual, referintd) de o dimensiune aproximativ egald, in conformitate cu cerintele cantitative de la punctul 7.

9.4.2.  Substante distribuite neuniform

In cazul controlului constituentilor, inclusiv materialul modificat genetic sau substantele care ar putea fi distribuite
neuniform in furaje, esantionul agregat trebuie s fie:

(i) complet omogenizat. Apoi, din esantionul agregat omogenizat se preleveazd esantioanele finale (pentru
control, apdrare i, eventual, referintd) de o dimensiune aproximativ egald, in conformitate cu cerintele
cantitative de la punctul 7; sau

(ii) redus la cel putin 2 kg sau 2 litri () prin utilizarea unui separator mecanic sau automat. Numai in cazul in care
natura furajului nu permite utilizarea unui separator, esantionul poate, daci este necesar, si fie redus prin
metoda sferturilor. Pentru controlul prezentei materialului modificat genetic in temeiul Regulamentului (UE)
nr. 619/2011, esantionul redus trebuie sd contind cel putin 35000 de seminte/boabe pentru a permite
obtinerea esantioanelor finale de cel putin 10 000 de seminte pentru asigurarea respectarii legislatiei, aparare
si, eventual, referintd [a se vedea nota de subsol (**) de la punctul 6 si nota de subsol (*) de la punctul 7].

Din esantionul redus se preleveazd esantioanele finale de o dimensiune aproximativ egald, in conformitate cu
cerintele cantitative de la punctul 7.

9.5. Ambalarea esantioanelor
Recipientele sau ambalajele se sigileazd si se eticheteazd astfel incat sd nu poatd fi deschise fird a deteriora sigiliul.
Eticheta completd se incorporeaz in sigiliu. In mod alternativ, esantionul poate fi pus intr-un recipient care poate

fi inchis astfel incit si nu poatd fi deschis fard a deteriora in mod ireversibil recipientul, evitind reutilizarea
recipientului.

9.6. Expedierea esantioanelor citre laborator

Esantionul trebuie sd fie trimis fdrd intarzieri inutile la laboratorul analitic desemnat, impreund cu informatiile
necesare laborantului.

10. PROCESUL-VERBAL DE ESANTIONARE

Pentru fiecare esantion se intocmeste un proces-verbal, care permite identificarea fird ambiguitdti a lotului
esantionat si a dimensiunii acestuia.

Procesul-verbal trebuie sd mentioneze, de asemenea, orice abatere de la procedura de esantionare, astfel cum se
prevede in prezentul regulament.

Procesul-verbal trebuie pus atat la dispozitia laboratorului de control oficial, cat si la dispozitia operatorului din
sectorul hranei pentru animale si/sau a laboratorului desemnat de operatorul din sectorul hranei pentru animale.

() Cu exceptia cazului in care este vorba de furaje grosiere sau de nutref cu o densitate specificd redusa.
(*) Cu exceptia cazului in care este vorba de furaje grosiere sau de nutret cu o densitate specificd redusa.
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11. ESANTION DIN VANZARE LA DISTANTA

— Pentru un esantion din vinzare la distantd, furajul se solicitd operatorului din sectorul hranei pentru animale

prin mijloace de comunicare la distantd. In acest caz, atunci cand solicitd furajul, autoritatea competenti nu
trebuie sa se identifice cu o identitate oficiald operatorului din sectorul hranei pentru animale si poate utiliza
o identitate falsa.

Esantionul agregat si esantioanele finale ale esantionului din vinzarea la distantd trebuie prelevate imediat
dupd primirea transportului de citre persoane autorizate in acest scop. Pentru generarea esantionului agregat,
trebuie prelevat un numdr adecvat de esantioane elementare aleatorii si uniform distribuite din cantitatea
totald obtinutd si amestecate/omogenizate cu grijd, in conformitate, pe cat posibil, cu principiile stabilite la
punctul 5 si la punctele 9.2 si 9.3. In cazul in care furajul este ambalat in unititi individuale, trebuie si se
obtind cel putin 4 unititi din care trebuie prelevat cel putin un esantion elementar. In cazul in care se
demonstreazd, de la caz la caz, cd unititile obtinute provin din loturi diferite, numdrul de unititi care trebuie
esantionate trebuie redus si limitat la unitatile care provin din acelasi lot. In cazul analizirii esantionului din
vanzare la distantd pentru constituenti sau substante care sunt distribuite neuniform in furaje, numirul de
esantioane elementare trebuie sd fie de cel putin 2,5 ori mai mare decat cel al esantioanelor analizate pentru
substante distribuite uniform in furaj.

Din esantionul agregat se preleveaza apoi esantioanele finale corespunzitoare (pentru control, pentru aparare
si, eventual, pentru referintd) in conformitate, in misura posibilului, cu principiile previzute la punctul 9.4, iar
procesul-verbal de esantionare indica faptul cd esantionul este un esantion din vanzare la distantd. Autoritatea
competentd informeazd imediat operatorul din sectorul hranei pentru animale cu privire la esantionare.
Operatorul din sectorul hranei pentru animale este, de asemenea, informat ci un esantion (pentru apdrare)
este pastrat, atunci cand este posibil, la dispozitia sa de cdtre autoritatea competent, intr-un loc specificat, in
scopuri de apdrare, sau este trimis operatorului din sectorul hranei pentru animale sau laboratorului
desemnat de operatorul din sectorul hranei pentru animale in conformitate cu normele nationale in vigoare.

In cazul in care esantionul este trimis direct laboratorului oficial, esantionul final trebuie preparat si sigilat in
laborator de citre persoane autorizate in acest scop sau in prezenta unor persoane autorizate in acest scop.
Procesul-verbal de esantionare a esantionului din vanzarea la distantd trebuie trimis imediat dupd formarea
esantioanelor finale autorititii competente, care informeaza operatorul din sectorul hranei pentru animale cu
privire la esantionare.

Se considerd cd respectiva cantitate furnizatd autorititii competente de cdtre operatorul din sectorul hranei
pentru animale reprezintd o parte dintr-un lot de hrand pentru animale din aceeasi clasi sau cu aceeasi
descriere. In conformitate cu articolul 15 din Regulamentul (CE) nr. 178/2002 al Parlamentului European si
al Consiliului (), in cazul in care acea parte a lotului este identificatd ca nesatisficand cerintele UE, se
presupune, si in cazul unui esantion din vinzare la distantd, cd rezultatele sunt valabile pentru toate furajele
din acel lot, cu exceptia cazului in care, in urma unei evaludri detaliate (dupa caz, in cadrul unei inspectii la
fata locului), se constatd cd nu existd nicio dovadi ci restul lotului nu satisface cerintele UE.”

() Regulamentul (CE) nr. 178/2002 al Parlamentului European si al Consiliului din 28 ianuarie 2002 de stabilire a principiilor si a
cerintelor generale ale legislatiei alimentare, de instituire a Autoritdtii Europene pentru Siguranta Alimentard si de stabilire a
procedurilor in domeniul sigurantei produselor alimentare (JO L 31, 1.2.2002, p. 1).
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ANEXA I

JANEXA 11
DISPOZITII GENERALE PRIVIND METODELE DE ANALIZA A FURAJELOR
A. PREPARAREA ESANTIOANELOR PENTRU ANALIZA

1. Obiectiv

Procedurile descrise in prezenta anexd se referd la prepararea pentru analizd a esantioanelor trimise laboratoarelor
de control dupi esantionare conform dispozitiilor previzute in anexa I.

Esantioanele de laborator trebuie pregitite astfel inct cantitdtile prelevate, astfel cum se prevede in metodele de
analizd, sa fie omogene si reprezentative pentru esantioanele finale.

In plus fatd de procedurile descrise in prezenta anexd, trebuie respectate orientirile pentru prepararea esantioanelor
prevazute in EN ISO 6498.

2. Misuri de precautie

Procedura de preparare a esantioanelor care trebuie urmatd este in functie de metodele de analizd care trebuie
utilizate si de constituentii sau substantele care trebuie controlate. De aceea, este extrem de important ca procedura
de preparare a esantioanelor urmatd si fie adecvatd pentru metoda de analizd utilizatd si pentru constituentii sau
substantele care trebuie controlate.

Toate operatiunile necesare trebuie sd se efectueze astfel incat sd se evite, pe cat posibil, contaminarea esantionului si
modificarea compozitiei acestuia.

Mécinarea, amestecarea si cernerea se efectueaza fird intarziere in conditiile unei expuneri minime a esantionului la
aer si la lumind. Nu se utilizeazd rasnite sau aparate de micinat care ar putea cauza incilzirea semnificativd a
esantionului.

Se recomanda ca furajele foarte sensibile la cildurd sd fie micinate manual. Trebuie, de asemenea, sd se asigure cd
aparatul in sine nu constituie o sursd de contaminare.

Omogenizarea esantionului prin prepararea unei suspensii prin amestecare cu apd cu ajutorul unui mixer cu
forfecare inaltd s-a dovedit a furniza, in anumite cazuri, subesantioane mai omogene decit omogenizarea/
mdcinarea uscatd, in special in cazul substantelor chimice distribuite eterogen. Cu toate acestea, omogenizarea
printr-o micinare uscatd suficientd ar putea oferi subesantioane omogene.

In anumite cazuri, cum ar fi pentru determinarea cornului secarei, a impuritdtilor botanice nocive etc.,
omogenizarea esantionului nu poate fi realizatd prin micinare, ci prin amestecarea suficientd a esantionului.

Dacd prepararea nu poate fi efectuatd fard modificiri semnificative ale continutului de umiditate al esantionului, se
determind continutul de umiditate inainte si dupa preparare, in conformitate cu metoda mentionatd in partea A din
anexa III.

3. Procedura

3.1.  Procedura generald

Alicota de test este prelevatd din esantionul final omogenizat. Formarea unui con si selectarea de sferturi nu sunt
recomandate deoarece ar putea sa se formeze alicote de test care sd dea nastere la erori de separare mari.

3.1.1. Furaje care pot fi macinate ca atare

— Se amestecd esantionul final si se introduce intr-un recipient adecvat, curat si uscat, dotat cu un capac ermetic. Se
amestecd din nou pentru a asigura o omogenizare completd, imediat inainte de prelevarea cantititii pentru
analizi (alicota de test).

3.1.2. Furaje care pot fi macinate dupd uscare

— Daci nu se specificd altfel in metodele de analizd, esantionul final se deshidrateazi astfel incat umiditatea sa sd se
reduci la 8-12 %, in conformitate cu procedura de preuscare descrisd la punctul 4.3 din metoda de determinare
a umiditdtii mentionatd in partea A din anexa IIL. Se procedeaza apoi in conformitate cu indicatiile de la punctul
3.1.1.
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3.1.3.

3.2.

Furaje lichide sau semilichide

— Se recolteazd esantionul final intr-un recipient adecvat, curat si uscat, dotat cu un sistem de inchidere ermetica.
Se amestecd cu grijd pentru a se asigura o omogenizare completd, imediat inainte de prelevarea cantititii pentru
analizd (alicota de test).

. Alte furaje

— Esantioanele finale care nu pot fi preparate conform uneia dintre procedurile indicate anterior se trateazd prin
orice altd procedurd prin care se asigurd ci cantitdtile prelevate pentru analiza (alicota de test) sunt omogene si
reprezentative pentru esantioanele finale.

Proceduri specifice in cazul examindrii prin inspectie vizuald sau la microscop sau in cazurile in care intregul esantion agregat se
omogenizeazd

— 1In cazul unei examinri prin inspectie vizuald (fird a recurge la microscop), intregul esantion agregat sau final se
utilizeazd pentru examinare.

— 1In cazul unei examiniri microscopice, laboratorul poate reduce esantionul agregat sau poate efectua o reducere
ulterioard a esantionului redus. Esantioanele finale pentru aparare si, eventual, pentru referintd sunt prelevate in
urma unei proceduri echivalente cu procedura urmati pentru esantionul final pentru asigurarea respectdrii
legislatiei.

— 1In cazul in care intregul esantion agregat este omogenizat, esantioanele finale sunt prelevate din esantionul
agregat omogenizat.

— Pentru determinarea cornului secarei si a impuritatilor botanice nocive, esantionul final trebuie impartit in doud
subesantioane cu o greutate egald de aproximativ 500 de grame. Se examineazi un subesantion. in cazul in care
rezultatul subesantioanelor este mai mic sau egal cu 50 % (prag analitic) din nivelul maxim, esantionul este
conform cu nivelul maxim. Dacd rezultatul este mai mare de 50 % din nivelul maxim, este necesar si se
examineze un alt subesantion si pentru verificarea conformitdtii cu nivelul maxim se utilizeazd media
rezultatului celor doud subesantioane.

Depozitarea esantioanelor

Esantioanele trebuie pdstrate la o temperaturd care sd nu le altereze compozitia. Esantioanele destinate analizarii
prezentei vitaminelor sau substantelor foarte sensibile la lumind se pastreazd in conditii care si garanteze cd
esantionul nu este afectat in mod negativ de lumind.

B. DISPOZITII PRIVIND REACTIVII ST APARATURA UTILIZATE IN METODELE DE ANALIZA

Daci nu se specificd altfel in metodele de analiz3, toti reactivii destinati analizelor trebuie s fie puri din punct de
vedere analitic (p.a.). Pentru analiza prezentei oligoelementelor, puritatea reactivilor se controleazd printr-un test
martor. In functie de rezultatele obtinute, poate fi necesard o purificare suplimentard a reactivilor.

Pentru orice operatie care implicd prepararea solutiilor, dilutia, clitirea sau spalarea, mentionate in metodele de
analizd si pentru care nu existd indicatii referitoare la natura solventului sau diluantului, se utilizeaza apa. Ca reguld
generald, se utilizeazd apd demineralizatd sau distilata. in cazuri speciale, care sunt indicate in metodele de analizd,
apa trebuie supusd unor proceduri de purificare speciale.

Avand in vedere dotarea uzuali a laboratoarelor de control, in metodele de analizdi se mentioneazd doar
instrumentele si aparatura speciale sau care au utilizdri specifice. Ele trebuie si fie curate, in special in cazul
determindrii unor cantitdti foarte mici de substante.

C. APLICAREA METODELOR DE ANALIZA $SI PREZENTAREA REZULTATELOR

Procedura de extractie

O serie de metode determind o procedurd de extractie specificd. Ca reguld generald, se pot aplica alte proceduri de
extractie decat cea la care se face referire in metodd dacd s-a dovedit cd procedura de extractie utilizatd are, pentru
matricea analizatd, o eficientd de extractie echivalentd cu procedura mentionatd in metoda.
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2. Procedura de purificare

O serie de metode determind o procedurd de purificare specificd. Ca reguld generald, se pot aplica alte proceduri de
purificare decat cea la care se face referire in metodd dacd s-a dovedit ¢ procedura de purificare utilizatd determing,
pentru matricea analizatd, rezultate analitice echivalente cu procedura mentionatd in metoda.

3. Numairul de determindri

in cazul analizelor de detectare a substantelor indezirabile, daci rezultatul primei determindri este semnificativ
(> 50 %) mai mic decat specificatia de control, nu sunt necesare alte determindri, cu conditia s fie aplicate
procedurile calitative adecvate. In alte cazuri, o analizd duplicat (a doua determinare) este necesara pentru a exclude
posibilitatea contamindrii incrucisate interne sau a incurcdrii accidentale a esantioanelor. Media celor doud
determindri este utilizatd pentru o evaluare suplimentard.

In cazul controlului nivelurilor minime sau maxime de aditivi furajeri, daci rezultatul primei determiniri este peste
nivelul minim sau sub nivelul maxim, nu sunt necesare alte determindri, cu conditia sd fie aplicate procedurile
calitative adecvate. In alte cazuri, o analizi duplicat (a doua determinare) este necesard pentru a exclude
posibilitatea contamindrii incrucisate interne sau a incurcdrii accidentale a esantioanelor. Media celor doud
determindri este utilizatd pentru o evaluare suplimentard.

In cazul controlului privind continutul declarat pentru o anumitd substantd sau un anumit ingredient, daci
rezultatul primei determindri confirmd continutul declarat, adicd rezultatul analizei se situeazd in interiorul
intervalului de variatie acceptat, nu sunt necesare alte determindri, cu conditia si fie aplicate procedurile calitative
adecvate. In alte cazuri, o analizd duplicat (a doua determinare) este necesard pentru a exclude posibilitatea
contamindrii Incrucisate interne sau a incurcirii accidentale a esantioanelor. Media celor doud determindri este
utilizatd pentru o evaluare suplimentard (rezultatul analitic mediu se incadreazi sau nu in intervalul acceptabil de
variatie a continutului declarat).

In unele cazuri, acest interval acceptabil de variatie este definit in legislatie, cum ar fi Regulamentul (CE)
nr. 767/2009 si Regulamentul (UE) 2019/4 al Parlamentului European si al Consiliului ().

4. Raportarea metodei de analizi utilizate

Raportul de analizd mentioneazd metoda de analiza utilizata.

5. Raportarea rezultatului analitic

Rezultatul analitic se exprimd in maniera indicatd in metoda de analizd, cu un numdr adecvat de zecimale si se
ajusteazd, daci este cazul, la continutul de umiditate al egantionului final inainte de preparare.

Majoritatea nivelurilor reglementate (de exemplu, nivelul maxim, nivelul minim) din legislatia UE privind hrana
pentru animale sunt stabilite in raport cu un furaj cu un continut de umiditate de 12 %. Prin urmare, in aceste
cazuri, pentru a evalua rezultatul analitic mdsurat pe esantion in raport cu nivelul de reglementare, rezultatul
analitic trebuie mai intai impartit la continutul de substanti uscati al esantionului (in %) inmultit cu 88, astfel cum
se indicd in urmatoarea formula:

RIZ% = Bxfu

100 - Mc

unde:

Mc: continutul de umiditate al esantionului (in %). 100 — Mc reprezintd, prin urmare, continutul de substantd
uscatd al esantionului (in %).

Rana rezultatul analitic misurat pe esantion

Riy4:  rezultat pentru un furaj cu un continut de umiditate de 12 %; a se evalua in raport cu nivelul de

reglementare.

1) Regulamentul (UE) 2019/4 al Parlamentului European si al Consiliului din 11 decembrie 2018 privind fabricarea, introducerea pe piatd
g pean § p pe piat
si utilizarea furajelor medicamentate, de modificare a Regulamentului (CE) nr. 183/2005 al Parlamentului European si al Consiliului si
de abrogare a Directivei 90/167/CEE a Consiliului (JO L 4, 7.1.2019, p. 1).
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In plus, dacd sunt indeplinite urmitoarele condii:

— rezultatul analizei este semnificativ (> 50 %) mai mic sau mai mare decit informatiile de etichetare/specificatiile
care trebuie controlate (dupd caz, dacd trebuie controlat nivelul maxim, respectiv minim al informatiilor de
etichetare/specificatii);

— continutul de umiditate al furajelor esantionate este cunoscut si se poate stabili faptul ¢i corectia continutului de
umiditate nu va modifica evaluarea,

atunci, cu conditia ca procedurile de calitate adecvate si fie aplicate si ca analiza s serveascd doar la verificarea
conformititii cu dispozitiile legale, corectia continutului de umiditate ar putea fi omisa (de exemplu, in cazurile in
care nu existd nicio specificatie sau nivel de reglementare), cu exceptia cazului in care acest lucru este necesar
pentru interpretare.

In cazul in care rezultatul analitic este ajustat pentru continutul de umiditate, incertitudinea de misurare
corespunzitoare trebuie, de asemenea, si fie ajustatd in cadrul aceleiasi proceduri.

In cazul determindrii cornului secarei sau a impurititilor botanice nocive prin examinare vizuald/microscopici, nu
este necesard ajustarea continutului de umiditate.

6. Incertitudinea de misurare analiticd si rata de recuperare in cazul analizelor de detectare a substantelor
indezirabile

In ce priveste substantele indezirabile, in sensul Directivei 2002/32/CE, un produs destinat utilizirii in furaje se
considerd neconform cu continutul maxim stabilit daci rezultatul analitic calculat ca media a doud determindri
independente, referitor la un furaj cu un continut de umiditate de 12 %, este considerat ca depasind continutul
maxim, tinind cont de incertitudinea de mdsurare analitici extinsd folosind un factor de acoperire 2 care conferd
un nivel de incredere de aproximativ 95 % si de ajustarea pentru recuperare. Aceasta inseamnd cd, pentru a evalua
conformitatea, concentratia analizatd se utilizeazd dupa ce a fost ajustatd pentru recuperare si dupd ce s-a dedus
incertitudinea de mdsurare analiticd extinsd. Aceastd procedurd se aplicd numai in cazurile in care metoda de
analizd permite estimarea incertitudinii de masurare analiticd extinse §i a ajustdrii pentru recuperare. (de exemplu,
nu este necesar in cazul examindrii vizuale/microscopice).

In cazul in care rezultatul analitic al esantionului prelevat pentru aparare depdseste continutul maxim (fird a lua in
considerare incertitudinea de misurare analiticd extinsd), acest lucru confirmd neconformitatea constatatd cu
esantionul de control, in absenta unor norme nationale specifice in acest sens.

Rezultatul analitic se raporteazd in modul urmdtor (in mdsura in care metoda de analizd utilizatd permite estimarea
incertitudinii de masurare analiticd extinse):

(a) ajustat pentru recuperare, dacd este cazul si dacd este relevant, cu mentionarea faptului cd a fost ajustat. Rata de
recuperare trebuie indicatd, cu exceptia cazului in care corectia intrinsecd pentru eroare sistematicd face parte
din procedurd, unde eroarea sistematici este diferenta dintre valoarea misuratd si concentratia de referinta.
Ajustarea pentru recuperare nu este necesard in cazul in care rata de recuperare este intre 90 si 110 %.

(b) ca «x +/- U», unde x este rezultatul analitic si U este incertitudinea de masurare analiticd extinsd, folosind un
factor de acoperire 2 (%), care di un nivel de incredere de aproximativ 95 %.

Totusi, dacd rezultatul analizei este semnificativ (> 50 %) mai mic decit specificatia de control si cu conditia ca
procedurile calitative corespunzdtoare si fie aplicate si ca analiza si serveascd doar verificdrii conformititii cu
prevederile legale, raportarea ratei de recuperare si a incertitudinii de masurare analiticd extinse ar putea fi omisd
(de exemplu, in cazul in care nu existd nicio specificatie sau nivel de reglementare), cu exceptia cazului in care
incertitudinea de mdsurare este necesard pentru interpretare.

7. Incertitudinea de misurare analiticd si rata de recuperare in cazul analizei continutului de aditivi furajeri
Pentru a verifica conformitatea cu continutul minim §i maxim autorizat de aditivi furajeri, prezenta unui aditiv
furajer este consideratd neconformd cu continutul minim §i maxim stabilit dacd rezultatul analitic, calculat ca

media doud determindri independente, in raport cu un furaj cu un continut de umiditate de 12 %, este considerat:

() Intervalul de incredere de 95 % poate fi atins prin utilizarea unui alt factor, cum ar fi factorul t.
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— cd depidseste continutul maxim, tinind seama de incertitudinea de mdsurare analiticd extinsi si de ajustarea
pentru recuperare. Aceasta iInseamnad cd, pentru a evalua conformitatea, concentratia analizatd (si anume, media
a doud determindri) se utilizeazd dupi ce a fost ajustatd pentru recuperare si dupd ce s-a dedus incertitudinea de
mdsurare analiticd extinsa;

— cd este sub continutul minim, tindnd seama de incertitudinea de masurare analiticd extinsa si de ajustarea pentru
recuperare. Aceasta iInseamnd cd, pentru a evalua conformitatea, concentratia analizatd (si anume, media a doud
determindri) se utilizeazd dupd ce a fost ajustatd pentru recuperare si dupd ce s-a addugat incertitudinea de
mdsurare analiticd extinsa.

In cazul in care rezultatul analitic al esantionului prelevat pentru aparare depdseste continutul maxim (fard a lua in
considerare incertitudinea de misurare analitici extinsd), acest lucru confirmd neconformitatea constatatd cu
esantionul de control, in absenta unor norme nationale specifice in acest sens.

Rezultatul analitic se raporteazd in modul urmitor (in misura in care metoda de analizd utilizatd permite estimarea
incertitudinii de mdsurare analiticd extinse):

(a) ajustat pentru recuperare, dacd este cazul si dacd este relevant, cu mentionarea faptului cd a fost ajustat. Rata de
recuperare trebuie indicatd, cu exceptia cazului in care corectia intrinsecd pentru eroare sistematicd face parte
din procedurd, unde eroarea sistematici este diferenta dintre valoarea masuratd si concentratia de referintd.
Ajustarea pentru recuperare nu este necesara in cazul in care rata de recuperare este intre 90 si 110 %.

(b) ca «x +/- U», unde x este rezultatul analitic (media a doud determiniri) si U este incertitudinea de misurare
analiticd extinsd, folosind un factor de acoperire 2 (%), care dd un nivel de incredere de aproximativ 95 %.”

() Intervalul de incredere de 95 % poate fi atins prin utilizarea unui alt factor, cum ar fi factorul t.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

()

ANEXA III

LANEXA III

METODE DE ANALIZA DE CONTROL AL COMPOZITIEI MATERIILOR PRIME FURAJERE SI AL FURAJELOR
COMBINATE

A. DETERMINAREA UMIDITATII

Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea continutului de umiditate al furajelor. In cazul furajelor care contin
substante volatile, cum sunt acizii organici, este de notat ci o datd cu determinarea continutului de umiditate se
determind si un numdr semnificativ de substante volatile.

Metoda nu se aplicd in cazul analizei produselor lactate utilizate ca materii prime furajere si al furajelor combinate
care constau in principal din produse lactate, analizei grasimilor i uleiurilor de origine animali si vegetald sau
analizei semintelor si a fructelor oleaginoase.

Determinarea continutului de umiditate din semintele oleaginoase se determind prin metoda prevazutd in EN ISO
665 «Determinarea continutului de umiditate si de materii volatile», cu mentiunea ci boabele de soia trebuie si fie
micinate inainte de determinarea continutului de umiditate.

Principiu

Esantionul se deshidrateazd in conditii specificate, care variaz in functie de natura furajelor. Pierderea de greutate
se determind prin cantdrire. Este necesar si se efectueze o uscare prealabild atunci cind se analizeazi furaje solide
cu continut ridicat de umiditate.

Aparatura

Moard construitd dintr-un material care nu absoarbe umiditatea, usor de curitat, care permite o zdrobire rapidd si
uniformd, fird a provoca incidlzire semnificativd, care evitd pe cit posibil contactul cu aerul exterior si care
corespunde cerintelor mentionate la punctele 4.1.1 si 4.1.2 (de exemplu, micro-mori cu ciocane sau ricite cu apa,
mori conice pliabile sau mori cu mecanism lent sau cu discuri dintate).

Balant3 analitic3, cu tolerantd de 1 mg.

Recipiente uscate din metal care nu se corodeazd sau din sticld cu capace ermetice; suprafata de lucru permite
imprastierea esantionului pand la aproximativ 0,3 g/cm?.

Cuptor izoterm cu incilzire electrici (* 2 °C), ventilat corespunzitor si care asigurd o reglare rapidd a
temperaturii (').

Cuptor vidat cu incilzire electricd, reglabil, dotat cu o pompd de ulei si cu: fie un mecanism de introducere a
aerului fierbinte uscat, fie un agent de desicare (de exemplu, oxid de calciu).

Desicator cu o placd din metal sau portelan, groasa, perforatd, continand un agent de desicare eficient.
Procedura

N.B.:  Operatiile descrise in aceastd sectiune se efectueazd imediat dupi deschiderea ambalajelor care contin
esantioanele. Analizele trebuie sd fie efectuate cel putin in duplicat.

Pentru uscarea cerealelor, a fainii fine, a taratelor si a fiinii grunjoase, cuptorul trebuie s aibd o capacitate termicd astfel incit, atunci
cand este prestabilitd la 131 °C, va reveni la temperatura respectiva in mai putin de 45 de minute dupa ce in interior a fost plasat un
numir maxim de esantioane de testat, in vederea uscdrii simultane. Ventilatia trebuie si fie astfel incat, atunci cAnd un numdr cat mai
mare de esantioane de grau comun pe care le poate contine sunt supuse uscirii timp de doud ore, rezultatele diferd de cele obtinute
dupd patru ore de uscare cu mai putin de 0,15 %.
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4.1. Preparare

4.1.1. Furaje care nu sunt mentionate la punctele 4.1.2 si 4.1.3

Se preleveazd cel putin 50 g de esantion. Dacd este necesar, se zdrobeste sau se divizeazd astfel incat sd se evite
orice variatie a continutului de umiditate (a se vedea punctul 6).

41.2. Cereale si tdrite

Se preleveaza cel putin 50 g de esantion. Se macind in particule din care cel putin 50 % trec printr-o sitd cu orificii
de 0,5 mm si care nu determind un reziduu mai mare de 10 % in cazul folosirii unei site cu orificii rotunde cu
diametru de 1 mm.

4.1.3.  Furaje lichide sau pdstoase, furaje constituite in mod predominant din uleiuri si grasimi

Se preleveazd aproximativ 25 g din esantion, se cintdreste cu o abatere de 10 mg, se adaugd o cantitate adecvatd
de nisip anhidru cantdritd cu o abatere de 10 mg si se amestecd pand la obtinerea unui produs omogen.

4.2. Uscare

Se usucd un recipient (punctul 3.3) impreund cu capacul sdu in cuptorul reglat la 103 °C timp de 30 de minute +/-
1 min. Se scoate din cuptor si se lasd sa se riceascd la temperatura ambiantd in desicator (punctul 3.6).

4.2.1. Furaje care nu sunt mentionate la punctele 4.2.2 si 4.2.3

Se cantareste recipientul impreund cu capacul siu, cu o abatere de 1 mg. In recipientul respectiv se cantireste, cu o
abatere de 1 mg, o cantitate de aproximativ 5 g de esantion si se impristie uniform. Recipientul se introduce, fard
capac, in cuptorul preincilzit la 103 °C. Pentru a impiedica scdderea inadecvati a temperaturii din cuptor,
recipientul se introduce cat mai rapid posibil. Se lasé la uscat timp de patru ore, calculate din momentul in care
temperatura din cuptor revine la 103 °C. Se deschide cuptorul, se asazid imediat capacul pe recipient, se scoate
acesta din urmd din cuptor, se lasd sd se riceascd timp de 30-45 de minute in desicator (punctul 3.6) si se
cantdreste cu o abatere de 1 mg.

In cazul furajelor constituite in mod predominant (> 50 %) din uleiuri si grisimi de origine animald si vegetald,
uscarea in cuptor se prelungeste cu 30 de minute, la 103 °C. Diferenta intre cele doud cantdriri nu trebuie si
depigeascd 0,1 % in umiditate.

4.2.2. Cereale, fdind find, tirate si fdind grunjoasd

Se cantareste recipientul impreund cu capacul su, cu o abatere de 0,5 mg. In recipientul respectiv se cantdreste, cu
o abatere de 1 mg, o cantitate de aproximativ 5 g de esantion mdcinat si se imprdstie uniform. Recipientul se
introduce, fird capac, in cuptorul preincilzit la 130 °C. Pentru a impiedica sciderea inadecvatd a temperaturii din
cuptor, recipientul se introduce cit mai rapid posibil. Se lasi la uscat timp de doud ore, considerate din momentul
in care temperatura din cuptor revine la 130 °C. Se deschide cuptorul, se asazd imediat capacul pe recipient, se
scoate acesta din urmd din cuptor, se lasd sa se rdceascd timp de 30-45 de minute in desicator (punctul 3.6) si se
cantdreste cu o abatere de 1 mg.

4.2.3. Furaje combinate continidnd peste 4 % zaharozd sau lactozd: materii prime furajere precum
semintele de roscove, produsele cerealiere hidrolizate, semintele de malf, bucidti de sfecld
uscatd, solubilizate de peste si zaharuri

Se cantareste recipientul impreund cu capacul su, cu o abatere de 0,5 mg. In recipientul respectiv se cantdreste, cu
o abatere de 1 mg, o cantitate de aproximativ 5 g de esantion si se impréstie uniform. Recipientul se introduce, fard
capac, in cuptorul vidat (punctul 3.5) preincilzit la o temperaturd cuprinsd intre 80 °C si 85 °C. Pentru a impiedica
scdderea inadecvatd a temperaturii din cuptor, recipientul se introduce cat mai rapid posibil.
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4.3.

5.1.

5.2.

Se aduce presiunea la 100 Torr si se lasd la uscat, la aceastd presiune, timp de patru ore, fie intr-un curent de aer
uscat si cald, fie cu ajutorul unui agent de desicare (aproximativ 300 g pentru 20 de esantioane). In al doilea caz,
pompa de vid se deconecteazd dupi ce se obtine presiunea recomandatd. Durata de uscare se calculeazd din
momentul in care temperatura in cuptor revine la o valoare cuprinsi intre 80 °C i 85 °C. Presiunea cuptorului se
readuce cu grijd pand la nivelul presiunii atmosferice. Se deschide cuptorul, se asazd imediat capacul pe recipient,
se scoate recipientul din cuptor, se lasd sd se riceascd timp de 30-45 de minute in desicator (punctul 3.6) si se
cantireste cu o abatere de 1 mg. Uscarea in cuptorul vidat se prelungeste cu incd 30 de minute la o temperaturd
cuprinsd intre 80 °C si 85 °C si se recantireste. Diferenta intre cele doud cantiriri nu trebuie s3 depiseascd 0,1 %
in umiditate.

Uscarea prealabild (partiald)

Este necesard uscarea partiald a furajelor «umede» cu o fractiune masicd mai micd de 85 % substantd uscati (de
exemplu, nutret, ratii totale amestecate, furaje nelichide) inainte de micinarea find, pentru a analiza substantele
stabile ale acestora; pentru substantele instabile, uscarea partiald nu este posibild.

Uscarea partiald se poate efectua cu un cuptor cu aer fortat, cu un cuptor cu microunde sau prin liofilizare. Cu
exceptia uscdrii partiale prin liofilizare, scopul este uscarea furajului mentinind in acelasi timp temperatura
esantionului sub 60 °C, astfel incit compozitia chimici sd fie minim afectati. Uscarea la temperaturi mai mari de
60 °C provoacd modificari chimice in furaje (de exemplu, degradarea proteinelor). Furajul uscat se echilibreazi la
temperatura camerei timp de aproximativ 15 minute inainte de masurarea materiei uscate partiale, astfel incat si
se reducd la minimum modificarea potentiald a umiditdtii care poate apirea in timpul mdicindrii si depozitarii.
Uscarea la temperaturi mai mici de 60 °C nu indepirteazd toatd apa din furaj; prin urmare, uscarea partiald
(initiald) nu reprezintd substanta uscatd totald a furajului. Dupd uscare, subesantionul este mdcinat §i analizat
pentru a se stabili continutul de substanti uscatd (finald) al esantionului partial uscat (restul de umiditate intre 3 %
si 15 %) atunci cand se determind alti constituenti chimici.

Prin urmare, se recomandd o procedurd in dou etape pentru determinarea substantei uscate. Se determind mai
intai continutul partial de substantd uscatd (in cazul in care acesta este mai mic de 85 %), apoi se determini

continutul de substantd uscat rimasd pe un esantion de testat micinat si se inmulteste substanta uscati partiald
cu substanta uscatd rdmasd pentru a determina continutul total de substantd uscata.

Calculul rezultatelor

Continutul de umiditate (X) al esantionului, in procente, se calculeazd prin utilizarea formulelor urmdtoare:

Uscare fard uscare prealabild

X = (%m) 100

unde:
m= greutatea initiald, in grame, a esantionului de testat,
mg = greutatea, in grame, a esantionului de testat uscat.

Uscare cu uscare prealabild (%)

(mg —myq) x mq 100 my X mg
- — x U — X —

X, = [0 gy, | < 19— 100 x (1 2
unde:

m= greutatea initiald, in grame, a esantionului de testat,

m; = greutatea, in grame, a esantionului de testat dupd uscare prealabild,

m, = greutatea, in grame, a esantionului de testat dupd zdrobire sau macinare,
mg = greutatea, in grame, a esantionului de testat uscat.

(¥ Pentru mai multe detalii privind calculul, se face trimitere la EN ISO 6498 — Hrand pentru animale — Orientdri pentru pregitirea

esantioanelor.

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

2

1/129



RO JOL, 15.3.2024

5.3. Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele obtinute in doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu depaseste 0,2 %
din valoarea absolutd pentru umiditate, cu exceptia hranei umede pentru animale de companie si a produselor de
ros pentru cdini, in cazul cdrora diferenta nu depdseste 0,5 % din valoarea absolutd pentru umiditate.

6. Observatie
Dacd zdrobirea se dovedeste a fi necesard si dacd aceastd actiune poate modifica continutul de umiditate al

produsului, rezultatele analizei referitoare la componentele furajelor trebuie ajustate in functie de continutul de
umiditate al esantionului in starea lui initiald.

B. DETERMINAREA UMIDITATII DIN GRASIMILE $I ULEIURILE ANIMALE SI VEGETALE

1. Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea continutului in apd si substante volatile din grisimile si uleiurile animale si
vegetale.

2. Principiu

Esantionul se usucd pand la atingerea greutdtii constante (pierderea de greutate intre doud cantdriri succesive
trebuie si fie mai mica sau egald cu 1 mg) la 103 °C. Pierderea de greutate se determind prin cantdrire.

3. Aparatura
3.1. Vas cu fund plat, din material rezistent la coroziune, cu diametru de 8-9 cm si adancime de aproximativ 3 cm.
3.2. Termometru cu bulb intdrit si cu tub de expansiune la capitul superior, gradat de la aproximativ 80 °C pani la cel

putin 110 °C si lung de aproximativ 10 cm.

3.3. Cuvd cu nisip sau plita.

3.4. Desicator, continind un agent de uscare eficient.
3.5. Balanta analiticd.

4. Procedura

Se cantiresc, cu o abatere de 1 mg, aproximativ 20 g din esantionul omogenizat, in recipientul uscat si cantdrit
(punctul 3.1), continind termometrul (punctul 3.2). Se incilzeste pe cuva cu nisip sau pe plitd (punctul 3.3),
amestecand continuu cu termometrul, astfel incat temperatura sd ajungd la 90 °C in aproximativ 7 minute.

Se reduce intensitatea caldurii, urmarind frecventa cu care bulele se ridicd de pe fundul vasului. Temperatura nu
trebuie sd depigeascd 105 °C. Se continud amestecarea, razuind fundul vasului, pAnd cind bulele inceteazd si se
mai formeze.

Pentru a asigura eliminarea completd a umiditdtii, se reincilzeste de citeva ori la 103 * 2 °C, ricind la 93 °C intre
incilziri succesive. In continuare se lasd si se rdceascd la temperatura camerei in desicator (punctul 3.4) si se
cantdreste. Se repetd aceastd operatie pand cand pierderea de greutate dintre doud incilziri succesive nu depdseste

2 mg.
N.B. O crestere a greutdtii esantionului dupd incilzire repetatd indicd oxidarea grdsimilor, caz in care
rezultatul se calculeazd prin cntirirea imediat inainte ca greutatea sd inceapd si creascd.
5. Calculul rezultatelor

Continutul de umiditate (X), ca procentaj din esantion, este dat de urmdatoarea formuld:

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.

unde:

m= greutatea, in grame, a esantionului de testat;

m; = greutatea, in grame, a vasului impreund cu continutul siu inainte de incilzire;
m, = greutatea, in grame, a vasului impreund cu continutul siu dupd incilzire.

Rezultatele mai mici de 0,05 % se inregistreaza ca fiind «sub 0,05 %».

Repetabilitate

Diferenta de umiditate dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie si

depiseascd 0,1 %, in valoare absoluta.

C. DETERMINAREA CONTINUTULUI DE AZOT $I CALCULAREA CONTINUTULUI DE PROTEINE BRUTE

Obiectiv si domeniu de aplicare

Prezenta metodd permite determinarea continutului de proteine brute din furaje pe baza continutului de azot,

determinat conform metodei Kjeldahl ().

Principiu

Esantionul se dizolvd cu acid sulfuric in prezenta unui catalizator. Solutia acidd se alcalinizeazd cu solutie de
hidroxid de sodiu. Amoniacul se distileaza si se colecteazi intr-o cantitate masuratd de acid sulfuric, al cdrei exces

se titreazd cu o solutie etalon de hidroxid de sodiu.

Ca alternativi, amoniacul eliberat se distileaza intr-o solutie de acid boric in exces, urmat de titrare cu o solutie de

acid clorhidric sau acid sulfuric.

Reactivi

Sulfat de potasiu.

Catalizator: oxid de cupru (II) CuO sau sulfat de cupru (Il) pentahidrat, CuSO4 5H,0.
Zinc granulat.

Acid sulfuric, p20 = 1,84 g/ml.

Acid sulfuric, solutie volumetricd standard, ¢(H,SO,) = 0,25 mol/l.

Acid sulfuric, solutie volumetric standard, ¢(H,SO,) = 0,10 mol/l.

Acid sulfuric, solutie volumetricd standard, c(H,SO,) = 0,05 mol/l.

Indicator rosu de metil; se dizolvd 300 mg de rosu de metil in 100 ml de etanol, 6 = 95-96 % (v/v).

Solutie de hidroxid de sodiu (se poate utiliza solutie de calitate tehnicd) f = 40 g/100 ml (m/v: 40 %).

Hidroxid de sodiu, solutie volumetrici standard, c¢(NaOH) = 0,25 mol/l.
Hidroxid de sodiu, solutie volumetrici standard, c¢(NaOH) = 0,10 mol/l.
Piatrd ponce granulatd, spalatd in acid clorhidric i calcinata.
Acetanilidd (m.p. = 114 °C, continutul in N = 10,36 %).

Zaharozi (fird azot).

Acid boric (H;BOs).

() Continutul de N poate fi determinat in toate furajele, dar este posibil ca factorul de conversie de 6,25 pentru calcularea continutului de
proteine brute sd nu fie aplicabil pentru materiile prime furajere pe bazd de insecte (factor de conversie mai mic) si in unele cazuri
pentru hrana pentru animale de companie si proteinele din plasma sanguini (factor de conversie mai ridicat).
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3.16.  Solutie de indicator rosu de metil: se dizolvd 100 mg de rosu de metil in 100 ml de etanol sau metanol.
3.17.  Solutie de verde de bromocrezol: se dizolvd 100 mg de verde de bromocrezol in 100 ml de etanol sau metanol.

3.18.  Solutie de acid boric (10 g/1-40 g1, in functie de aparatura utilizata)

Cand se aplicd detectarea prin colorimetrie a punctului final, indicatorii rosu de metil §i bromocrezol trebuie
adiugati la solutiile de acid boric. Dacid se prepari 1 litru de solutie de acid boric, inainte de ajustarea de volum,
se adaugd 7 ml de solutie de indicator rosu de metil (punctul 3.16) si 10 ml de solutie verde de bromocrezol
(punctul 3.17).

In functie de apa utilizatd, pH-ul solutiei de acid boric poate diferi de la lot la lot. pH-ul solutiei de acid boric
trebuie si fie intre 4,3 si 4,7. Adesea este necesard o ajustare cu ajutorul unui mic volum de substantd alcalind
pentru a obtine un martor pozitiv.

Notd:  Adadugarea a aproximativ 3-4 ml de NaOH (punctul 3.11) in 1 litru de acid boric 10 g/l oferd, de obicei,
ajustdri bune. Solutia se pastreazi la temperatura camerei si, pe durata pastrrii, se protejeazd de lumini
si de surse de vapori de amoniac.

3.19.  Acid clorhidric, solutie volumetricd standard, ¢(HCI) = 0,10 mol/l.

Notd:  Dacd in calcule se fac ajustdrile necesare, se pot folosi alte concentratii de solutii volumetrice (punctele
3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 si 3.19). Concentratiile se exprima intotdeauna cu patru zecimale.

4. Aparatura

Aparaturd adecvatd pentru efectuarea dizolvarii, distildrii si titrdrii conform procedurii Kjeldahl.
5. Procedura

5.1. Dizolvarea

Se cantdreste 1 g de esantion cu o abatere de 0,001 g si se transferd esantionul in vasul aparatului de dizolvare. Se
adaugd 15 g de sulfat de potasiu (punctul 3.1), o cantitate adecvatd de catalizator (punctul 3.2) [0,3-0,4 g oxid de
cupru (II) sau 0,9-1,2 g sulfat de cupru (Il) pentahidrat], 25 ml de acid sulfuric (punctul 3.4) si, daci este necesar,
cateva granule de piatrd ponce (punctul 3.12), apoi se amesteca.

Se incdlzeste vasul, la inceput moderat, agitand circular din cand, daci este cazul, pAnd cind materia s-a carbonizat
si spuma a disparut; apoi se incilzeste mai intens, pana cand lichidul fierbe constant. incilzirea este adecvata dacd
acidul aflat in fierbere se condenseazd pe peretele vasului. Se previne supraincilzirea marginilor si lipirea
particulelor organice de acestea.

Cand solutia devine limpede si de culoare verde deschis, se continud fierberea timp de incd doud ore, apoi se lasa sd
se rdceascd.

5.2. Distilarea

Se adaugd cu atentie apd suficientd pentru a asigura dizolvarea completd a sulfatilor. Se lasd la ricit si apoi se
adaugd, daci este cazul, cateva granule de zinc (punctul 3.3). Se procedeazd ca la punctul 5.2.1 sau 5.2.2.

5.2.1. Distilarea in acid sulfuric

In vasul de colectare al aparatului de distilare se introduce o cantitate de 25 ml de acid sulfuric (punctul 3.5) sau
(punctul 3.7), mdsuratd cu exactitate, in functie de continutul estimat de azot. Se addugd citeva picdturi de
indicator rosu de metil (punctul 3.8).

Se conecteazd vasul de dizolvare la condensatorul aparatului de distilare si se scufunda capitul condensatorului in
lichidul din vasul de colectare pani la o adincime de cel putin 1 cm (a se vedea observatia 8.3). Se toarnd incet 100
ml de solutie de hidroxid de sodiu (punctul 3.9) in vasul de dizolvare, fird pierderi de amoniac (a se vedea
observatia 8.1). Se incilzeste vasul pani la distilarea completd a amoniacului.
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5.2.2.

5.3.

5.4.

6.1.

Distilarea in acid boric

In cazul in care titrarea amoniacului continut in distilat se face manual, se aplicd procedura de mai jos. In cazul in
care unitatea de distilare este complet automatizatd, inclusiv titrarea amoniacului continut in distilat, se urmeaza
instructiunile de operare a unitatii de distilare puse la dispozitie de fabricant.

Sub orificiul de evacuare al condensatorului se agazd un vas de colectare continand 25-30 ml de solutie de acid
boric (punctul 3.18), astfel incat tubul de evacuare se afld sub nivelul suprafetei solutiei de acid boric in exces. Se
regleazd unitatea de distilare astfel incat sd elibereze 50 ml de solutie de hidroxid de sodiu (punctul 3.9). Unitatea
de distilare se opereazd in conformitate cu instructiunile fabricantului, distilandu-se complet amoniacul eliberat
prin addugarea de solutie de hidroxid de sodiu. Distilatul se colecteazd in solutia de acid boric receptoare.
Cantitatea de distilat (timpul de distilare in vapori) depinde de cantitatea de azot din esantion. Se urmeazd
instructiunile fabricantului.

Notd:  In cazul unei unititi de distilare semiautomate, addugarea hidroxidului de sodiu in exces si distilarea in
vapori se efectueazd automat.

Titrarea

Se procedeazd ca la punctul 5.3.1 sau 5.3.2.

Acid sulfuric

Se titreazd excesul de acid sulfuric in vasul de colectare cu solutie de hidroxid de sodiu (punctul 3.10 sau 3.11), in
functie de concentratia acidului sulfuric utilizat, pana se atinge punctul final.

Acid boric

Cu ajutorul unei biurete se titreazd continutul vasului de colectare cu solutie volumetricd standard de acid
clorhidric (punctul 3.19) sau cu solutie volumetricd standard de acid sulfuric (punctul 3.6) si se citeste cantitatea
de solutie de titrare utilizata.

Cand se aplicd detectarea colorimetricd a punctului final, acesta este atins la prima aparitie in continut a culorii
roz. Citirea biuretei se estimeazd cu o abatere de 0,05 ml. Vizualizarea punctului final poate fi facilitatd de o placd
de agitator magnetic iluminat sau de un detector fotometric.

Aceasta poate fi efectuatd automat prin utilizarea unui aparat de distilare cu vapori cu titrare automata.

Operarea specificd a aparatului de distilare sau a celui de distilare/titrare se face conform instructiunilor
fabricantului.

Notd:  In cazul in care se utilizeaza un sistem automat de titrare, aceasta incepe imediat dup inceperea distilrii
si se utilizeazd solutia de acid boric 1 % (punctul 3.18).

In cazul care se utilizeazd o unitate de distilare complet automat3, titrarea automatd a amoniacului poate fi
efectuatd, de asemenea, prin detectarea punctului final cu ajutorul unui sistem pH potentiometric.

In acest caz, se utilizeazd un aparat de titrare automat, cu pH-metru. pH-metrul se calibreazi in mod
corespunzdtor in intervalul de pH 4-7, folosindu-se proceduri de laborator normale de calibrare a pH-ului.

Punctul final al titririi exprimat in pH este atins la valoarea de 4,6, reprezentand punctul cel mai de jos al curbei de
titrare (punctul de inflexiune).

Testul martor

Pentru a confirma faptul ¢ reactivii nu contin azot, se efectueazd un test martor (dizolvare, distilare si titrare),
folosind 1 g de zaharoza (punctul 3.14) in locul esantionului.

Calculul rezultatelor

Calcularea se efectueazd in conformitate cu punctul 6.1 sau 6.2.

Calcularea titrarii in conformitate cu punctul 5.3.1

Continutul de proteine brute, exprimat ca procent din greutate, se calculeazd conform urmatoarei formule:
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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

m
unde:

Vo = volumul (ml) de NaOH (punctul 3.10 sau 3.11) folosit in testul martor;

V, = volumul (ml) de NaOH (punctul 3.10 sau 3.11) folosit in titrarea esantionului;
c= concentratia (mol/l) a hidroxidului de sodiu (punctul 3.10 sau 3.11);

m= greutatea (g) a esantionului.

Calcularea titrarii in conformitate cu punctul 5.3.2

Titrare cu acid clorhidric

Continutul de proteine brute, exprimat ca procent din greutate, se calculeazd conform urmatoarei formule:

(V1 -Vg) xex14%6,25
m

unde:

m= greutatea (g) a partii de testat;

c= concentratia (mol/l) a solutiei volumetrice standard de acid clorhidric (punctul 3.19);
Vo = volumul (in ml) de acid clorhidric utilizat in testul martor;

V, = volumul (in ml) de acid clorhidric utilizat in partea de testat.

Titrare cu acid sulfuric

Continutul de proteine brute, exprimat ca procent din greutate, se calculeazd conform urmatoarei formule:

(V1 - V() xex28%6,25

m
unde:

m= greutatea (g) a partii de testat;

c= concentratia (mol/l) a solutiei volumetrice standard de acid sulfuric (punctul 3.6);
Vo = volumul (in ml) de acid sulfuric (punctul 3.6) utilizat in testul martor;

V, = volumul (in ml) de acid sulfuric (punctul 3.6) utilizat in partea de testat.

Verificarea metodei

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie sd depdseasca:
— 0,4 % in valoare absolut3, pentru un continut de proteine brute mai mic de 20 %;

— 2,0 % relativ la valoarea mai mare, pentru un continut de proteine brute cuprins intre 20 si 40 %;

— 0,8 % in valoare absolutd, pentru un continut de proteine brute mai mare de 40 %.

Reproductibilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri efectuate pe acelasi esantion in laboratoare diferite nu trebuie si
depiseasca:

— 1,8 % in valoare absolutd, pentru un continut de proteine brute mai mic de 20 %;
— 9,0 % relativ la valoarea mai mare, pentru un continut de proteine brute cuprins intre 20 si 40 %;

— 3,6 % in valoare absolut3, pentru un continut de proteine brute mai mare de 40 %.
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7.3. Acuratetea
Analiza (dizolvare, distilare si titrare) se efectueazd pe o cantitate adecvatd de acetanilidd (punctul 3.13) (de
exemplu, 0,2-0,3 g), in prezenta a 1 g zaharozd (punctul 3.14); 1 g de acetanilidd consuma 14,80 ml de acid
sulfuric (punctul 3.5). Recuperarea trebuie si fie de cel putin 99 %.

8. Observatii

8.1. Aparatura poate fi de tip manual, semiautomat sau automat. Dacd aparatura necesitd un transfer intre etapele de
dizolvare si distilare, acest transfer trebuie realizat fard pierderi. Daci vasul aparatului de distilare nu este previzut
cu o palnie de picurare, se adaugd hidroxidul de sodiu imediat inainte de conectarea vasului la condensator,
turnand incet lichidul pe marginea vasului.

8.2. Dacd produsul de dizolvare se solidificd, se reincepe determinarea folosind o cantitate mai mare de acid sulfuric
(punctul 3.4) decat cea mentionatd la punctul 5.1.

8.3. Pentru produsele cu continut scizut de azot, volumul de acidul sulfuric (punctul 3.7) care trebuie introdus in vasul
de colectare poate fi redus, dacd este cazul, la 10 sau 15 ml si completat pand la 25 ml cu apa.

8.4. Pentru analizele curente, in vederea determindrii continutului de proteine brute se pot aplica metode alternative de
analizd, dar metoda Kjeldahl descrisd in prezenta parte C este metoda de referintd. Echivalenta dintre rezultatele
obtinute cu metoda alternativi (de exemplu, DUMAS) si cele obtinute prin metoda de referintd trebuie
demonstratd pentru fiecare matrice in mod individual. Intrucit rezultatele obtinute cu o metodi alternativi, chiar
si dupd verificarea echivalentei, pot devia ugor fatd de rezultatele obtinute cu metoda de referintd, este necesar a
mentiona in raportul analitic metoda de analiza utilizatd pentru determinarea continutului de proteine brute.

D. DETERMINAREA UREEI

1. Obiectiv si domeniu de aplicare
Aceastd metodd permite determinarea continutului de uree utilizatd ca aditiv furajer in furajele pentru
rumegdtoare.

2. Principiu
Esantionul este pus in suspensie in apd, in care s-a addugat un produs de limpezire. Suspensia se filtreazd.
Continutul in uree al filtratului este determinat dupad addugarea de 4-dimetilaminobenzaldehida (4-DMAB), prin
mdsurarea densitatii optice la o lungime de unda de 420 nm.

3. Reactivi

3.1. Solutie de 4-dimetilaminobenzaldehida: se dizolva 1,6 g de 4-DMAB in 100 ml de etanol 96 % si se adaugd 10 ml
de acid clorhidric (pyo 1,19 g/ml). Acest reactiv se conserva timp de maximum doud sdptdmani.

3.2. Solutie Carrez I se dizolvd 21,9 g de acetat de zinc, Zn(CH;COO), 2H,0 si 3 g de acid acetic glacial in apa. Se
completeazi cu apd pani la 100 ml.

3.3. Solutie Carrez II: se dizolvi 10,6 g de ferocianurd de potasiu, K,Fe(CN)s 3H,O in api. Se completeazd cu apd pand
la 100 ml.

3.4. Cdrbune activ care nu absoarbe ureea (de controlat).

3.5. Uree, solutie 0,1 % (greutate/volum).

4. Aparatura

4.1. Mixer (agitator): aproximativ 35-40 rpm.

4.2. Eprubete: 160 x 16 mm cu dopuri de sticld slefuita.

4.3. Spectrofotometru.
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5. Procedura

5.1. Analiza esantionului

Se cintdresc 2 g de esantion cu abatere de 1 mg si se introduc impreund cu 1 g de carbune activ (punctul 3.4)
intr-un balon gradat de 500 ml. Se adaugd 400 ml de apd si 5 ml de solutie Carrez I (punctul 3.2), se amestecad
timp de aproximativ 30 de secunde si se adaugd 5 ml de solutie Carrez II (punctul 3.3). Se amestecd timp de 30
de minute in agitator. Se completeazd volumul cu apd, se agitd si se filtreaza.

Se indepirteazd 5 ml de filtrat transparent si incolor, se introduc in eprubete cu dop de sticld slefuitd, se adaugd
5 ml de solutie de 4-DMAB (punctul 3.1) si se amestecd. Se introduc eprubetele intr-o baie de apd la 20 °C (+/-
4 °C). Dupd 15 minute se mdsoard densitatea opticd a solutiei de esantion cu spectrofotometrul la 420 nm. Se
compard cu solutia de reactivi pentru testul martor.

5.2. Curba de calibrare

Se indepdrteazd volume de 1, 2, 4, 5 si 10 ml din solutia de uree (punctul 3.5), se introduc in baloanele gradate de
100 ml si se completeazd volumul cu api. Se indepirteazd 5 ml din fiecare solutie, se adaugd in fiecare 5 ml de
solutie 4-DMAB (punctul 3.1), se omogenizeazd si se misoard densitatea opticd conform indicatiilor de mai sus
cu o solutie martor care contine 5 ml de 4-DMAB si 5 ml de apd in care nu existd uree. Se traseazd curba de
calibrare.

6. Calculul rezultatelor
Se determind cantitatea de uree din esantion cu ajutorul curbei de calibrare.

Rezultatul se exprimd in mg de uree per kg esantion.
7. Evaluarea metodei

7.1. Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri efectuate pe acelasi esantion in acelasi laborator si de citre acelasi
laborant nu trebuie sd depdseasca:

— La 420 nm
— 50 % din valoarea superioard, pentru un continut de uree situat intre 3 000 mg/kg si sub 5 000 mg/kg;
— 25 % din valoarea superioard, pentru un continut de uree situat intre 5 000 mg/kg si sub 7 000 mg/kg;
— 20 % din valoarea superioard, pentru un continut de uree de 7 000 mg/kg sau mai mult.

— La435nm
— 40 % din valoarea superioard, pentru un continut de uree situat intre 3 000 mg/kg si sub 5 000 mg/kg;
— 25 % din valoarea superioard, pentru un continut de uree situat intre 5 000 mg/kg si sub 9 000 mg/kg;

— 5 % din valoarea superioard, pentru un continut de uree de 9 000 mg/kg sau mai mult.

7.2. Reproductibilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri efectuate pe acelasi esantion in laboratoare diferite sifsau efectuate
de laboranti diferiti nu trebuie sd depdseasca:

— La 420 nm

— 3000 mg/kg, in valoare absolutd, pentru un continut de uree situat intre 3 000 mg/kg si sub 12 000
mg/kg;

— 4500 mg/kg, in valoare absolutd, pentru un continut de uree de 12 000 mg/kg sau mai mult.
— La435nm
— 50 % din valoarea superioard, pentru un continut de uree situat intre 3 000 mg/kg si sub 8 000 mg/kg;

— 25 % din valoarea superioard, pentru un continut de uree de 8 000 mg/kg sau mai mult.
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Rezultatele unui studiu colaborativ

A fost organizat un exercitiu de comparare interlaboratoare la nivelul UE, la care au participat 18 laboratoare. Au
fost analizate cinci esantioane pozitive de furaje combinate pentru rumegdtoare (in tabelele 1 si 2, denumite MAT)
(1 analizd) in duplicate oarbe, in timp ce un furaj combinat de rumegdtoare martor a fost analizat o singurd data.

Calculele pentru limitele de repetabilitate (r) si reproductibilitate (R), astfel cum sunt definite in orientirile
internationale, au fost efectuate dupd eliminarea valorilor exceptionale utilizdnd analiza variantei valorilor
valabile.

Cifrele privind performanta calculatd a metodei (repetabilitate, reproductibilitate) sunt prezentate in tabelele
urmdtoare. Pentru toate esantioanele testate, inclusiv materialul martor, nu au fost gisite rezultate fals pozitive
sau fals negative.

Tabelul 1

Caracteristicile de performanti ale metodei pentru uree, masuratd la A = 420 nm in toate materialele

MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6
Ovine Bovine Ovine Ovine Bovine
Fractie masicd tintd (mg kg") 3000 5000 7001 9036 11000
Fractie masicd medie. (mg kg 4241 6993 7 830 9962 12071
Deviatia standard a 1141 1303 985 994 1711
reproductibilitdtii sy (mg kg™
Deviatia standard a repetabilitatii s, 723 601 549 712 737
(mg kg*)
Deviatia standard relativi a 27 19 13 10 14
reproductibilititii RSDx (%)
Deviatia standard relativi a 17 9 7 7 6
repetabilititii RSD, (%)
Limita reproductibilitatii, R 3195 3649 2759 2784 4790
[R = 2,8 x sg]
Limita repetabilitatii, r 2024 1684 1536 1994 2064
[r=2,8 xs]
Tabelul 2
Caracteristicile de performanti ale metodei pentru uree, misurati la X = 435 nm in toate materialele
MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6
Ovine Bovine Ovine Ovine Bovine
Fractie masicd tintd (mg kg™ 3000 5000 7001 9036 11000
Fractie masicd medie. (mg kg™') 4101 6467 7 890 10062 11 642
Deviatia standard a 706 1194 675 745 1378
reproductibilitdtii sy (mg kg™)
Deviatia standard a repetabilititii s, 570 628 613 196 167
(mg kg)
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9.1.

9.2.

9.3.

2.1.

Deviatia standard relativi a 17 18 9 7 12
reproductibilitatii RSDx (%)

Deviatia standard relativi a 14 10 8 2 1
repetabilititii RSD, (%)

Limita reproductibilitatii, R 1977 3344 1889 2087 3859
[R=2,8 x sg]

Limita repetabilitatii, r 1596 1759 1715 549 467
[r=2,8 xs]

Observatii

in cazul unui continut de uree care depaseste 3 %, se reduce greutatea esantionului la 1 g sau se dilueazd solutia
initiald astfel inct sd nu fie mai mult de 50 mg de uree in 500 ml.

In cazul unui continut mic in uree, se creste greutatea esantionului atta timp cat filtratul rimane transparent si
incolor.

Rezultatele de mai sus obtinute in urma studiilor colaborative nu indicd o diferentd semnificativd de precizie intre
ureea masuratd la 420 nm sau la 435 nm.

E. DETERMINAREA AMINOACIZILOR (CU EXCEPTIA TRIPTOFANULUI)
Metodele de analiza utilizate pentru determinarea aminoacizilor (cu exceptia triptofanului) sunt:
— EN ISO 13903 Hrand pentru animale — Determinarea continutului de aminoacizi;

— EN ISO 17180 Hrand pentru animale — Determinarea lizinei, metioninei si treoninei in produsele
comerciale de aminoacizi si in preamestecuri (*);

— metoda de analizi descrisi la punctele 1-10 de mai jos.

Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea aminoacizilor liberi (sintetici §i naturali) si totali (legati in peptide si liberi)
din materii prime furajere, furaje combinate si preamestecuri care contin mai putin de 10 % () din fiecare
aminoacid, folosind un analizator de aminoacizi. Ea este aplicabild urmdtorilor aminoacizi: cist(e)ind, metionind,
lizind, treonind, alanind, arginind, acid aspartic, acid glutamic, glicind, histidind, izoleucind, leucing, fenilalanind,
prolind, sering, tirozind si valina.

Metoda nu deosebeste diferite sdruri ale aminoacizilor si nu permite diferentierea intre formele D si L ale
aminoacizilor. Ea nu este valabild pentru determinarea triptofanului sau a analogilor hidroxilati ai aminoacizilor.

Principiu

Aminoacizi liberi

Aminoacizii liberi se extrag cu acid clorhidric diluat. Macromoleculele azotate coextrase se precipitd cu acid
sulfosalicilic si se indepdrteaza prin filtrare. Solutia filtratd se ajusteazd la pH-ul de 2,20. Aminoacizii se separd
prin cromatografie cu schimb de ioni si se determind prin reactie cu ninhidrind cu detectie fotometrica la 570 nm.

Metoda de analizd previzutd de EN 17180 este mentionatd ca metoda alternativd de utilizat in scopul controalelor oficiale pentru
determinarea aminoacizilor din furajele care contin mai mult de 10 % aminoacizi.

Aceastd metodd nu a fost validatd printr-un studiu colaborativ pentru preamestecurile care contin peste 10 % aditivi furajeri. Cu toate
acestea, ea se aplicd si acestor matrice, cu mici modificri corespunzitoare, cu conditia ca metoda sd fie apoi validatd intern. Pentru
informatii suplimentare, consultati https://ec.europa.eu/jrc/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.

3.16.1.

3.16.2.

3.16.3.

Aminoacizi totali

Procedura aleasd depinde de aminoacizii care sunt analizati. Cist(e)ina si metionina trebuie oxidate la acid cisteic si,
respectiv, metionin sulfond inainte de hidrolizd. Tirozina trebuie determinati in hidrolizate de esantioane
neoxidate. Toti ceilalti aminoacizi enumerati la punctul 1 (Obiectiv si domeniu de aplicare) se pot determina fie in
esantionul oxidat, fie in esantionul neoxidat.

Oxidarea se realizeazd la 0 °C cu ajutorul unui amestec de acid performic si fenol. Reactivul de oxidare in exces se
descompune cu disulfit de sodiu. Esantionul oxidat sau neoxidat se hidrolizeaza cu acid clorhidric (punctul 3.20)
timp de 23 de ore. Hidrolizatul se ajusteazi la pH-ul de 2,20. Aminoacizii se separd prin cromatografie cu schimb
de ioni si se determind prin reactie cu ninhidrind folosind detectia fotometricd la 570 nm (440 nm pentru prolind).

Reactivi

Trebuie utilizatd apa dublu distilatd sau apd de calitate echivalentd (conductivitate < 10 pS).
Peroxid de hidrogen, g (g/g) = 30 %.

Acid formic, g (g/g) = 98-100 %.

Fenol.

Disulfit de sodiu.

Hidroxid de sodiu.

Acid 5-sulfosalicilic dihidrat.

Acid clorhidric, cu densitate de aproximativ 1,18 g/ml.

Citrat trisodic dihidrat.

2,2-tiodietanol (tiodiglicol).

Cloruri de sodiu.

Ninhidrina.

Eter de petrol, interval de fierbere 40-60 °C.

Norleucini sau alt compus adecvat pentru a fi utilizat ca etalon intern.

Azot, gaz (< 10 ppm oxigen).

1-octanol.

Aminoacizi.

Substantele standard ale aminoacizilor enumerati la punctul 1 (Obiect si domeniu de aplicare). Compusi puri care
nu contin deloc api de cristalizare. Inainte de utilizare, se usucd in vid cu ajutorul P,Os sau al H,SO,, timp de 1
sdptamand.

Acid cisteic.

Metionin sulfona.

Solutie de hidroxid de sodiu, ¢ = 7,5 mol/l:

Se dizolvi 300 g de NaOH (punctul 3.5) in apa si se completeazd pand la 1 litru.

Solutie de hidroxid de sodiu, ¢ = 1 mol/l:

Se dizolvi 40 g de NaOH (punctul 3.5) in api si se completeazd pand la 1 litru.

Solutie de acid formic-fenol:

Se amestecd 889 g de acid formic (punctul 3.2) cu 111 g de apd si se adaugd 4,73 g de fenol (punctul 3.3).
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3.20.  Mixturd de hidrolizd, ¢ = 6 mol HCl/I continind 1 g de fenol/l:

Se adaugi 1 g de fenol (punctul 3.3) la 492 ml de HCl (punctul 3.7) si se completeazd cu apd pand la 1 litru.

3.21.  Mixturd de extractie, ¢ = 0,1 mol HCl/l continind 2 % tiodiglicol: se iau 8,2 ml de HCl (punctul 3.7), se dilueazi cu
aproximativ 900 ml de apd, se adaugd 20 ml de tiodiglicol (punctul 3.9) si se completeazd cu apd pand la 1 litru
(nu se amestecd direct 3.7 si 3.9).

3.22.  Acid 5-sulfosalicilic dihidrat, 8 = 6 %:

Se dizolvd 60 g de acid 5-sulfosalicilic (punctul 3.6) in apd si se completeazd cu apd pana la 1 litru.

3.23.  Mixturd de oxidare (acid performic-fenol):

Se amestecd 0,5 ml de peroxid de hidrogen (punctul 3.1) cu 4,5 ml solutie de acid formic-fenol (punctul 3.19)
intr-un mic pahar de laborator. Se incubeazi la 20-30 °C timp de 1 ord pentru a se forma acid performic, apoi se
rdceste in baie de apd cu gheatd (15 min) inainte de a se adduga la esantion.

Atentie: a se evita contactul cu pielea si a se purta imbricdminte protectoare.

3.24.  Solutie tampon de citrat, ¢ = 0,2 mol Na*[l, pH 2,20:

Se dizolvd 19,61 g de citrat de sodiu (punctul 3.8), 5 ml de tiodiglicol (punctul 3.9), 1 g de fenol (punctul 3.3)
si 16,50 ml de HCI (punctul 3.7) in aproximativ 800 ml de apd. Se ajusteazd pH-ul la 2,20. Se completeaza cu
apd pand la 1 litru.

3.25.  Solutii tampon de elutie, preparate in conformitate cu conditiile pentru analizorul utilizat (punctul 4.9).
3.26.  Reactiv ninhidrind, preparat in conformitate cu conditiile pentru analizorul utilizat (punctul 4.9).
3.27.  Solutii etalon de aminoacizi. Aceste solutii se pastreazi la o temperaturd sub 5 °C.

3.27.1. Solutie etalon stoc de aminoacizi (punctul 3.16.1).
¢ = 2,5 pmol/ml pentru fiecare, in acid clorhidric.

Se pot obtine din surse comerciale.

3.27.2. Solutie etalon stoc de acid cisteic si metionin sulfond, ¢ = 1,25 pmol/ml.

Se dizolvd 0,2115 g de acid cisteic (punctul 3.16.2) i 0,2265 g de metionin sulfond (punctul 3.16.3) in solutie
tampon de citrat (punctul 3.24) intr-un balon gradat de 1 litru si se completeazd pand la semn cu solutie tampon
de citrat. Se pastreazd la o temperaturd sub 5 °C, nu mai mult de 12 luni. Aceastd solutie nu se utilizeazd daci
solutia etalon stoc (punctul 3.27.1) contine acid cisteic si metionin sulfond.

3.27.3. Solutie etalon stoc de etalon intern, de exemplu, norleucind, ¢ = 20 pmol/ml.

Se dizolva 0,6560 g de norleucind (punctul 3.13) in solutie tampon de citrat (punctul 3.24) intr-un balon gradat si
se completeazd cu solutie tampon de citrat pand la 250 ml. Se pastreazd la o temperaturd sub 5 °C, nu mai mult de
6 luni.

3.27.4. Solutie de calibrare a aminoacizilor standard pentru utilizare cu hidrolizate, ¢ = 5 nmol/50 pl de acid cisteic si
metionin sulfond si ¢ = 10 nmol/50 pl din ceilalti aminoacizi. Se dizolvd 2,2 g de clorurd de sodiu (punctul 3.10)
intr-un pahar de laborator de 100 ml care contine 30 ml solutie tampon de citrat (punctul 3.24). Se adaugi 4,00
ml de solutie etalon stoc de aminoacizi (punctul 3.27.1), 4,00 ml solutie etalon stoc de acid cisteic si metionin
sulfond (punctul 3.27.2) si 0,50 ml solutie etalon stoc de etalon intern (punctul 3.27.3), dacd este cazul. Se
ajusteazd pH-ul la valoarea 2,20 cu hidroxid de sodiu (punctul 3.18).

Se transferd cantitativ intr-un balon gradat de 50 ml, se completeazd pand la semn cu solutie tampon de citrat
(punctul 3.24) si se amesteca.

Se pastreazd la o temperaturd sub 5 °C, nu mai mult de 3 luni.

A se vedea si observatiile de la punctul 9.1.

3.27.5. Solutie de calibrare a aminoacizilor standard pentru utilizare cu hidrolizate preparatd in conformitate cu punctul
5.3.3.1 si pentru utilizare cu extracte (punctul 5.2). Solutia de calibrare se prepard in conformitate cu punctul
3.27.4, dar omitand clorura de sodiu.

Se péstreazd la o temperaturd sub 5 °C, nu mai mult de 3 luni.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

5.1.

5.2.

Aparatura
Balon cu fund rotund de 100 sau 250 ml dotat cu un condensator cu reflux.

Sticld din borosilicat, de 100 ml, cu un dop filetat cu ciptuseald de cauciuc/teflon (de exemplu, Duran, Schott)
pentru utilizare in cuptor.

Cuptor cu ventilatie fortatd si un regulator de temperaturd cu precizie mai mare de + 2 °C.
pH-metru (cu trei zecimale).

Filtru cu membrand (0,22 pm).

Centrifuga.

Evaporator rotativ cu vid.

Agitator mecanic sau magnetic.

Analizor de aminoacizi sau echipament HPLC cu coloand schimbitoare de ioni, dispozitiv pentru ninhidrini,
derivare post-coloand si detector fotometric.

Coloana este umplutd cu rdsini de polistiren sulfonat capabile si separe aminoacizii unul de altul, precum si de
materiale care contin ninhidrina. Fluxul din liniile cu solutie tampon si ninhidrina este asigurat de pompe care au
o stabilitate a fluxului de + 0,5 % in perioada care include atat functionarea in vederea calibrdrii standardului, cat si
analiza esantionului.

In cazul unor analizori de aminoacizi se pot utiliza proceduri de hidrolizare in care hidrolizatul are o concentratie
de sodiu de ¢ = 0,8 mol/l si contine intreaga cantitate de acid formic rezidual din etapa de oxidare. Alti analizori nu
oferd o separare satisficitoare a anumitor aminoacizi dacd hidrolizatul contine exces de acid formic sifsau
concentratii mari de ioni de sodiu. In acest caz, volumul de acid se reduce prin evaporare la aproximativ 5 ml
dupd hidroliza si inainte de ajustarea pH-ului. Evaporarea se face sub vid, la o temperaturd maxima de 40 °C.

Procedura

Pregatirea esantionului

Esantionul se macind astfel incat poate trece printr-o sitd cu ochiuri de 0,5 mm. Inainte de micinare, esantioanele
cu un continut ridicat de umiditate trebuie fie uscate la aer la o temperaturd de maximum 50 °C, fie liofilizate.
Esantioanele cu un continut ridicat de substante grase se extrag cu eter de petrol (punctul 3.12) inainte de
mdcinare.

Determinarea aminoacizilor liberi

Se cantdreste cu o abatere de 0,2 mg o cantitate adecvatd (1-5 g) din esantionul preparat (punctul 5.1), intr-un
flacon tip Erlenmeyer si se adaugd 100,0 ml de extract de mixturd (punctul 3.21). Se agitd mixtura timp de 60 de
minute cu ajutorul agitatorului mecanic sau magnetic (punctul 4.8). Se lasd sd se decanteze sedimentul si se
pipeteazd 10,0 ml din solutia supernatant3 intr-un pahar de laborator de 100 ml.

Se adaugd 5,0 ml de solutie de acid sulfosalicilic (punctul 3.22) in cursul agitdrii si se continud agitarea cu ajutorul
agitatorului magnetic timp de 5 minute. Se filtreazd sau se centrifugheazd supernatantul pentru a se indeparta
orice precipitat. Se introduc 10,0 ml din solutia rezultatd intr-un pahar de laborator de 100 ml si se ajusteazi
pH-ul la valoarea de 2,20 cu ajutorul solutiei de hidroxid de sodiu (punctul 3.18), se transferd intr-un balon
gradat de volum adecvat utilizdndu-se solutie tampon de citrat (punctul 3.24) si se completeaza pand la semn cu
solutia tampon (punctul 3.24).

Daci se utilizeazd etalon intern, se adaugd 1,00 ml de etalon intern (punctul 3.27.3) pentru fiecare 100 ml de
solutie finald si se completeazi pand la semn cu solutie tampon (punctul 3.24).

Se trece la etapa de cromatografie conform punctului 5.4.

Daci extractele nu se examineaza in aceeasi zi, trebuie pdstrate la o temperaturd sub 5 °C.
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5.3. Determinarea aminoacizilor totali

5.3.1. Oxidare
Se cantdresc cu o abatere de 0,2 mg intre 0,1 si 1 g de esantion preparat (punctul 5.1) intr-un (intr-o):
— balon cu fund rotund de 100 ml (punctul 4.1) pentru hidroliz in mediu deschis (punctul 5.3.2.3); sau

— balon cu fund rotund de 250 ml (punctul 4.1) dacd este necesard o concentratie micd de sodiu (punctul
5.3.3.1); sau

— sticld de 100 ml dotati cu un dop filetat (punctul 4.2) (pentru hidrolizd in mediu inchis 5.3.2.4).

Portia de esantion cantdritd are un continut de azot de aproximativ 10 mg si un continut de umiditate de
maximum 100 mg.

Se introduce balonul/sticla intr-o baie de apd cu gheatd si se riceste la 0 °C, se adaugd 5 ml de mixturd de oxidare
(punctul 3.23) si se amestecd cu ajutorul unei spatule de sticld cu varf incovoiat. Se etanseizeazd balonul/sticla
continand spatula cu ajutorul unei pelicule ermetizante, se introduce baia de api cu gheatd continand recipientul
etangeizat intr-un frigider la 0 °C si se lasa timp de 16 ore. Dupd 16 ore, se scoate din frigider, iar excesul de
reactiv de oxidare se descompune prin addugarea a 0,84 g de disulfit de sodiu (punctul 3.4).

Se trece la 5.3.2.1.
5.3.2. Hidroliza

5.3.2.1. Hidroliza esantioanelor oxidate

La esantioanele oxidate preparate in conformitate cu punctul 5.3.1 se adaugd 25 ml de mixturd de hidrolizd
(punctul 3.20) avand griji si se spele orice reziduu de esantion de pe peretii vasului si de pe spatuld.

In functie de procedura de hidrolizare utilizatd, se trece la punctul 5.3.2.3 sau 5.3.2.4.

5.3.2.2. Hidroliza esantioanelor neoxidate

Se cantdresc 0,1-1 g de esantion preparat (punctul 5.1), cu o abatere de 0,2 mg, fie intr-un balon cu fund rotund de
100 ml sau 250 ml (punctul 4.1), fie intr-o sticld de 100 ml dotatd cu dop filetat (punctul 4.2). Portia de esantion
cantdrit trebuie sd aibd un continut de azot de aproximativ 10 mg. Se adaugd cu grijd 25 ml de mixturd de
hidrolizd (punctul 3.20) si se amestecd cu esantionul. Se procedeazd ca la punctul 5.3.2.3 sau 5.3.2.4.

5.3.2.3. Hidroliza in mediu deschis

Se adaugd 3 mdrgele de sticld in mixtura din balon (preparatd conform mentiunilor de la punctul 5.3.2.1 sau
5.3.2.2) si se fierbe in clocot continuu sub reflux timp de 23 de ore. La incheierea hidrolizei, se spald
condensatorul cu 5 ml de solutie tampon de citrat (punctul 3.24). Se deconecteazi balonul si se riceste intr-o baie
de apd cu gheat.

Se procedeazd ca la punctul 5.3.3.

5.3.2.4. Hidroliza in mediu inchis

Sticla continind mixtura preparatd conform punctului 5.3.2.1 sau 5.3.2.2 se introduce in cuptor (punctul 4.3) la
110 °C. In timpul primei ore, pentru a se preveni o crestere progresivi a presiunii (datorati expansiunii
substantelor gazoase) si pentru a se evita o explozie, se plaseazd dopul filetat la nivelul extremititii superioare a
vasului. A nu se inchide vasul cu dopul respectiv. Dupd o ord, se inchide vasul cu dopul respectiv si se lasd in
cuptor (punctul 4.3) timp de 23 de ore. La incheierea hidrolizei, se indepirteazi sticla din cuptor, se scoate cu
grijd dopul de la nivelul sticlei, iar aceasta se introduce intr-o baie de apa cu gheatd. Se lasd sd se riceascd.

In functie de procedura de ajustare a pH-ului (punctul 5.3.3), se transferd cantitativ continutul sticlei intr-un pahar
de laborator de 250 ml sau intr-un balon cu fund rotund de 250 ml, utilizand solutie tampon de citrat (punctul
3.24).

Se procedeazd ca la punctul 5.3.3.
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5.3.3.1.

5.3.3.2.

5.3.4.

5.4.

Ajustarea pH-ului

In functie de toleranta la sodiu a analizorului de aminoacizi (punctul 4.9), pentru ajustarea pH-ului se procedeazi
ca la punctul 5.3.3.1 sau 5.3.3.2.

Pentru sistemele cromatografice (punctul 4.9) necesitdnd o concentratie de sodiu mica.

Este recomandabil s3 se utilizeze o solutie etalon stoc internd (punctul 3.27.3) in cazul in care se folosesc analizori
de aminoacizi necesitind o concentratie mica de sodiu (in cazul in care volumul de acid trebuie redus).

In acest caz, la hidrolizat se adaugi 2,00 ml de solutie etalon stoc internd (punctul 3.27.3) inainte de evaporare.
La hidrolizatul obtinut conform punctului 5.3.2.3 sau 5.3.2.4 se adaugd 2 picaturi de 1-octanol (punctul 3.15).

Utilizdnd un evaporator rotativ (punctul 4.7) se reduce volumul la 5-10 ml in conditii de vid la 40 °C. Daci
volumul este redus accidental la mai putin de 5 ml, hidrolizatul trebuie aruncat, iar analiza trebuie repetata.

Se ajusteazd pH-ul la 2,20 cu ajutorul solutiei de hidroxid de sodiu (punctul 3.18) si se procedeazi ca la punctul
5.3.4.

Pentru toti ceilalti analizori de aminoacizi (punctul 4.9)

Hidrolizatele obtinute conform punctului 5.3.2.3 sau 5.3.2.4 se neutralizeazd partial prin adiugarea cu grij, in
conditii de agitare continud, a 17 ml de solutie de hidroxid de sodiu (punctul 3.17), asigurdndu-se ci temperatura
este mentinutd sub 40 °C.

Se ajusteazd pH-ul la valoarea de 2,20 la temperatura camerei prin utilizarea solutiei de hidroxid de sodiu (punctul
3.17) si in cele din urma a solutiei de hidroxid de sodiu (punctul 3.18). Se trece la punctul 5.3.4.

Solutia de esantion pentru cromatografie

Se transferd cantitativ hidrolizatul cu pH ajustat (punctul 5.3.3.1 sau 5.3.3.2) cu solutie tampon de citrat (punctul
3.24) intr-un balon gradat de 200 ml si se completeazd pand la semn cu solutie tampon (punctul 3.24).

Dacd nu s-a utilizat deja un etalon intern, se adaugi 2,00 ml de etalon intern (punctul 3.27.3) si se completeazd
pand la semn cu solutie tampon de citrat (punctul 3.24). Se amestecd minutios.

Se trece la etapa cromatografica (punctul 5.4).

Daci solutiile de esantion nu se examineaza in aceeasi zi, ele se pdstreazd la o temperaturd sub 5 °C.

Cromatografia

Inainte de cromatografie se aduce extractul (punctul 5.2) sau hidrolizatul (punctul 5.3.4) la temperatura camerei.
Se agitd mixtura si se filtreazd o cantitate potrivitd printr-un filtru cu membrand cu orificii de 0,22 um (punctul
4.5). Solutia limpede rezultatd se supune cromatografiei prin schimb ionic, utilizdnd un analizor de aminoacizi
(punctul 4.9).

Injectarea poate fi efectuatd manual sau automat. Este important ca aceeasi cantitate de solutie + 0,5 % si fie
adidugatd in coloand pentru analizarea etaloanelor si a esantioanelor cu exceptia situatiilor in care se utilizeazd un
etalon intern si ca raporturile sodiu:aminoacizi in solutiile de etalon si in cele de esantion si fie cit mai similare
posibil.

In general, frecventa manevrelor de calibrare depinde de stabilitatea reactivului ninhidrin si a sistemului analitic.
Etalonul sau esantionul se dilueazd cu solutie tampon de citrat (punctul 3.24) pentru a genera o arie a varfului
pentru etalon de 30-200 % din aria varfului pentru esantionul de aminoacid.

Cromatografia aminoacizilor va varia usor in functie de tipul analizorului si de rdsina utilizate. Sistemul ales
trebuie sa fie capabil sd separe aminoacizii unul de altul, precum si de materiale care contin ninhidrind. In cursul
operatiilor, sistemul cromatografic genereaza un raspuns linear la modificdrile cantititilor de aminoacizi addugati
la coloana.
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6.1.

In cursul etapei cromatografice se aplici rapoartele indltimii corespunzitoare punctului minim:varfului
mentionate mai jos, in cazul in care se analizeazd o solutie echimolard (de aminoacizi analizati). Aceastd solutie
echimolard trebuie sd contind cel putin 30 % din cantitatea maximd de aminoacizi care poate fi masuratd cu
precizie cu ajutorul sistemului analizor de aminoacizi (punctul 4.9).

Pentru separarea treoninei-serinei, in cazul suprapunerii a doi aminoacizi, raportul punct minim/varf
corespunzitor aminoacidului situat mai jos pe cromatogramd nu trebuie sd depdseascd 2:10. [dacd se determind
doar cist(e)ina, metionina, treonina si lizina, separarea insuficientd a varfurilor invecinate va influenta in mod

negativ determinarea). Pentru toti ceilalti aminoacizi, separarea trebuie sa fie mai buna de 1:10.

Sistemul trebuie sd asigure ¢ lizina se separd de «artefactele de lizind» si de ornitina.

Calculul rezultatelor

Aria varfului pentru esantion si etalon se misoard pentru fiecare aminoacid in parte, iar cantitatea (X) se calculeazi
in g de aminoacid per kg de esantion.

X = A xexMxV

Bxm x 1000
Daci se utilizeazd un etalon intern se multiplica cu: 2
A= aria varfului, hidrolizat sau extract
B= aria varfului, solutia etalon de calibrare
C= aria varfului, etalon intern in hidrolizat sau extract
D= aria varfului, etalon intern, solutia etalon de calibrare
M= greutatea molard a aminoacidului determinat
c= concentratia de standard in pmol/ml
m= greutatea esantionului (g) (corectatd pentru a obtine greutatea originald dacd produsul este uscat sau
degresat)
V= total hidrolizat in ml (punctul 5.3.4) sau volumul de dilutie total calculat pentru extract, in ml (6.1)

Cistina si cisteina se determind amandoud ca acid cisteic in hidrolizate de esantion oxidat, dar se calculeazd ca
cistind (CsH;,N,04S,, M 240,30 g/mol) folosind M 120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30 g/mol).

Metionina se determini ca metionin sulfond in hidrolizate de esantion oxidat, dar se calculeazd ca metionind
folosind M pentru metionind: 149,21 g/mol.

Metionina liberd addugati se determind dupd extractie ca metionind, pentru calculare folosindu-se aceeasi M.

Volumul total de dilutie al extractelor (F) pentru determinarea aminoacizilor liberi (punctul 5.2) se calculeazd dupa
cum urmeaza:

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

V= volumul extractului final

Evaluarea metodei

Metoda a fost testatd prin comparatii la nivel international in 1990 utilizand patru furaje diferite (furaje combinate
pentru porcine, furaje combinate pentru pui de carne, concentrate proteice, preamestecuri).

Notd:  Metoda a fost testatd in cadrul unui al doilea studiu de comparare interlaboratoare la nivel international
in 2003 utilizdnd perechi de duplicate oarbe pe esantioane de furaje de finisare pentru pui de carne,
furaje starter pentru pui de carne, porumb, fdind de peste si fdind de pasdri de curte. Pentru detalii, a se
vedea EN ISO 13903.

36129
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7.1.

7.2.

Rezultatele studiului de comparare interlaboratoare din 1990, dupd eliminarea valorilor extreme, exprimate ca
medie si deviatie standard sunt prezentate in tabelele de la acest punct:

Medii in g/kg
Aminoacid
Material de referintd

Treonina Cist(e)ind Metionina Lizina
Furaje mixte pentru porcine 6,94 3,01 3,27 9,55

n=15 n=17 n=17 n=13
Furaj combinat pentru pui de 9,31 3,92 5,08 13,93
carne n=16 n=18 n=18 n=16
Concentrat proteic 22,32 5,06 12,01 47,74

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

n=16 n=16 n=16

n = numdr de laboratoare participante

Repetabilitate

Repetabilitatea exprimatd ca «deviatie standard intralaborator» a comparatiei interlaboratoare din tabelul de mai

sus este redatd in tabelele de mai jos:

Coeficient de variatie (%) pentru repetabilitate (CV,)

Aminoacid
Material de referintd
Treonina Cist(e)ind Metionina Lizina
Furaje mixte pentru porcine 1,9 3,3 3,4 2,8
n=15 n=17 n=17 n=13
Furaj combinat pentru pui de 2,1 2,8 3,1 2,1
carne n=16 n=18 n=18 n=16
Concentrat proteic 2,7 2,6 2,2 2,4
n=16 n=17 n=17 n=15
Preamestec 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n = numdr de laboratoare participante

Reproductibilitate

Rezultatele pentru deviatia standard interlaboratoare pentru comparatia interlaboratoare mentionatd mai sus sunt

prezentate in tabelul de mai jos:

Coeficient de variatie (%) pentru reproductibilitate (CVy)

Aminoacid
Material de referintd

Treonina Cist(e)ind Metionina Lizina
Furaje mixte pentru porcine 4,1 9,9 7,0 3,2

n=15 n=17 n=17 n=13
Furaj combinat pentru pui de 5,2 8,8 10,9 5,4
carne n=16 n=18 n=18 n=16
Concentrat proteic 3,8 12,3 13,0 3,0

n=16 n=17 n=17 n=15
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Preamestec 4,3 — 6,9 6,7

n = numdr de laboratoare participante

8. Utilizarea materialelor de referinta

Aplicarea corectd a metodei se verifici prin repetarea misuritorilor pentru materialele de referingi certificate,
atunci cand acestea sunt disponibile. Se recomanda calibrarea cu solutie de calibrare pentru aminoacid certificatd.

9. Observatii

9.1. Din cauza diferentelor dintre analizorii de aminoacizi, concentratiile finale ale solutiilor de calibrare pentru
aminoacizii standard (a se vedea punctele 3.27.4 si 3.27.5) si pentru hidrolizat (a se vedea punctul 5.3.4) se
considerd orientative.

Intervalul rdspunsului liniar al aparatului trebuie verificat pentru toti aminoacizii.

Solutia etalon se dilueaza cu solutie tampon de citrat pentru a genera arii de varf situate la mijlocul intervalului.

9.2. In cazul in care pentru analizarea hidrolizatelor se foloseste aparaturd de cromatografie lichidd de inaltd
performantd, conditiile experimentale trebuie optimizate in conformitate cu recomanddrile fabricantului.

9.3. Prin aplicarea metodei la furajele combinate sau la preamestecurile care contin peste 1 % clorurd (concentrate,
furaje minerale, furaje complementare) poate apdrea o subestimare a metioninei, ceea ce necesitd un tratament
special.

10. Criterii de performantd

Compilarea rezultatelor (cu exceptia tirozinei) care provin din cele doud studii colaborative (din 1990 raportate la
punctul 7 de mai sus si din 2005 raportate in EN/ISO 13903) oferd urmdtoarele criterii de repetabilitate si
reproductibilitate. Este posibil ca valorile obtinute din aceste doud studii interlaboratoare s nu fie aplicabile altor
intervale de concentratie si matrice decit cele date.

10.1.  Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri efectuate pe acelasi esantion in acelasi laborator si de citre acelasi
laborant nu trebuie sd depdseasca:

— 6 % fatd de valoarea superioard, pentru aminoacizii totali in cazul glicinei, alaninei, lizinei, prolinei, acidului
glutamic, izoleucinei si histidinei;

— 8 % fatd de valoarea superioard, pentru aminoacizii totali in cazul treoninei, fenilalaninei, metioninei, acidului
aspartic i leucinei;

— 10 % fatd de valoarea superioard, pentru aminoacizii totali in cazul argininei si valinei;
— 12 % in raport cu valoarea superioard, pentru aminoacizii totali in cazul serinei;

— 15 % in raport cu valoarea superioard, pentru aminoacizii totali in cazul cist(e)inei.

10.2.  Reproductibilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri efectuate pe acelasi esantion in laboratoare diferite sifsau efectuate
de laboranti diferiti nu trebuie si depdseasci:

— 15 % fatd de valoarea superioard, pentru aminoacizii totali in cazul glicinei, alaninei si treoninei;

— 20 % fatd de valoarea superioard, pentru aminoacizii totali in cazul lizinei, prolinei, fenilalaninei, metioninei si
acidului aspartic;

— 22 % fatd de valoarea superioard, pentru aminoacizii totali in cazul acidului glutamic si leucinei;
— 27 % in raport cu valoarea superioard, pentru aminoacizii totali in cazul argininei;

— 32 % in raport cu valoarea superioard, pentru aminoacizii totali in cazul izoleucinei;
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3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

— 35 % fatd de valoarea superioard, pentru aminoacizii totali in cazul valinei i serinei;
— 40 % in raport cu valoarea superioard, pentru aminoacizii totali in cazul histidinei;

— 50 % in raport cu valoarea superioard, pentru aminoacizii totali in cazul cist(e)inei.

F. DETERMINAREA TRIPTOFANULUI
Metodele de analizi utilizate pentru determinarea triptofanului sunt:
— EN ISO 13904 Hrand pentru animale — Determinarea continutului de triptofan;

— metoda de analizd descrisa la punctele 1-9 de mai jos.

Obiectiv si domeniu de aplicare

Metoda permite determinarea in furaje a triptofanului total si liber. Ea nu face distinctie intre formele D si L.
Principiu

Pentru determinarea triptofanului total, esantionul se hidrolizeazi in mediu bazic cu o solutie de hidroxid de bariu
saturatd si se incdlzeste la 110 °C timp de 20 de ore. Dupd hidrolizd, se adauga etalon intern.

Pentru determinarea triptofanului liber, esantionul se extrage in mediu usor acid in prezenta etalonului intern.

Triptofanul si etalonul intern din hidrolizat sau din extract se determini prin HPLC prin detectarea fluorescentei.
Reactivi

Se utilizeazd apd dublu distilatd sau apd de calitate echivalentd (conductivitate < 10 pS/cm).

Substantd etalon: triptofan (puritate/continut > 99 %), uscat sub vid pe pentoxid fosforic.

Substantd etalon intern: a-metil-triptofan (puritate/continut = 99 %), uscat sub vid pe pentoxid fosforic.

Hidroxid de bariu octahidratat (se evitd expunerea excesivi la aer a Ba(OH),.8 H,O pentru a se evita formarea de
BaCO;, care ar putea perturba determinarea) (a se vedea observatia de la punctul 9.3).

Hidroxid de sodiu.

Acid ortofosforic, g (g/g) = 85 %.

Acid clorhidric, pao 1,19 g/ml.

Metanol, de calitate HPLC.

Eter de petrol, interval de fierbere 40-60 °C.

Solutie de hidroxid de sodiu, ¢ = 1 mol/l

Se dizolva 40,0 g de NaOH (punctul 3.5) in apd si se completeazd pand la 1 litru cu apd (punctul 3.1).

Acid clorhidric, ¢ = 6 mol/l:

Se iau 492 ml HCI (punctul 3.7) si se completeazd pand la 1 litru cu apd.

Acid clorhidric, ¢ = 1 mol/l:

Se iau 82 ml HCI (punctul 3.7) si se completeazd pand la 1 litru cu apd.
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4.2.
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4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

Acid clorhidric, ¢ = 0,1 mol/l:

Se iau 8,2 ml HCI (punctul 3.7) si se completeazd pand la 1 litru cu apd.

Acid ortofosforic, ¢ = 0,5 mol/l:

Se iau 34 ml de acid ortofosforic (punctul 3.6) si se completeazd pand la 1 litru cu api (punctul 3.1).

Solutie concentratd de triptofan (punctul 3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

Intr-un balon gradat de 500 ml se dizolvi 0,2553 g de triptofan (punctul 3.2) in acid clorhidric (punctul 3.13) si se
completeazd pand la semn cu acid clorhidric (punctul 3.13). Se pdstreazd la — 18 °C timp de maximum 4
sdptdmani.

Solutie etalon intern concentratd, ¢ = 2,50 pmol/ml:

Intr-un balon gradat de 500 ml se dizolvi 0,2728 g de a-metil-triptofan (punctul 3.3) in acid clorhidric (punctul
3.13) si se completeazd pand la semn cu acid clorhidric (punctul 3.13). Se pastreazd la — 18 °C timp de maximum
4 sdptdmani.

Solutie etalon de calibrare pentru triptofan si etalon intern:

Se iau 2,00 ml din solutia concentratd de triptofan (punctul 3.15) si 2,00 ml din solutia concentrati de etalon
intern (a-metil-triptofan) (punctul 3.16). Se dilueazi cu apd (punctul 3.1) si metanol (punctul 3.8) pand se ajunge
la un volum aproximativ egal si la aproximativ aceeasi concentratie de metanol (10-30 %) ca si hidrolizatul final.

Solutia se prepard imediat nainte de utilizare.

In timpul preparirii se protejeazd de lumina solara directd.

Acid acetic

1,1,1-triclor-2-metil-2-propanol.

Etanolamind g (g/g) > 98 %.

1 g de solutie de 1,1,1-triclor-2-metil-2-propanol (punctul 3.19) in 100 ml de metanol (punctul 3.8).

Fazd mobild pentru HPLC: 3,00 g acetic acid (punctul 3.18) + 900 ml apa (punctul 3.1) + 50,0 ml solutie (punctul
3.21) de 1,1,1-triclor-2-metil-2-propanol (punctul 3.19) in metanol (punctul 3.8) (1 g/100 ml). Se ajusteazd pH-ul
la valoarea 5,00 utilizand etanolamind (punctul 3.20). Se completeazd pand la 1 000 ml cu apd (punctul 3.1).

Aparatura

Echipament de HPLC cu detector spectrofluorometric.

Coloand pentru cromatografie lichidd, 125 mm x 4 mm, C, g, particule de 3 pm sau echivalent.
pH-metru.

Vas de polipropilend, cu capacitate de 125 ml, cu gat larg si dop filetat.

Filtru cu membrand, 0,45 pm.

Autoclavd, 110 (¢ 2) °C, 1.4 (+ 0,1) bar.

Agitator mecanic sau magnetic.

Mixer Vortex.
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5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Procedura

Prepararea esantioanelor

Esantionul se macind astfel incat poate trece printr-o sitd cu ochiuri de 0,5 mm. Inainte de micinare, esantioanele
cu un continut ridicat de umiditate trebuie fie uscate la aer la o temperaturd de maximum 50 °C, fie liofilizate.
Inainte de micinare, esantioanele cu un continut ridicat de substante grase se extrag cu eter de petrol (punctul 3.9).

Determinarea triptofanului liber (extract)

Se cintdreste cu o abatere de 1 mg o cantitate adecvatd (1-5 g) din esantionul preparat (punctul 5.1), intr-un flacon
tip Erlenmeyer. Se adaugd 100,0 ml de acid clorhidric (punctul 3.13) si 5,00 ml din solutia etalon intern
concentratd (punctul 3.16). Se agitd sau se amestecd timp de 60 de minute cu ajutorul unui agitator mecanic sau
al unui amestecdtor magnetic (punctul 4.7). Se lasd sa se decanteze sedimentul si se pipeteazd 10,0 ml din solutia
supernatantd intr-un pahar de laborator. Se adaugi 5 ml de acid ortofosforic (punctul 3.14). Se ajusteazd pH-ul la
valoarea 3 utilizdnd hidroxid de sodiu (punctul 3.10). Se adaugd suficient metanol (punctul 3.8) pentru a obtine o
concentratie de metanol in volumul final de 10-30 %. Se transferd intr-un balon gradat de volum corespunzitor si
se dilueaza cu apd pand la un volum necesar pentru cromatografie (aproximativ acelasi volum ca si solutia etalon
de calibrare (punctul 3.17).

Se filtreaza ctiva ml de solutie printr-un filtru cu membrand cu orificii de 0,45 pm (punctul 4.5) inainte de a se
injecta in coloana HPLC. Se trece la etapa de cromatografie conform punctului 5.4.

Solutia etalon si extractele se protejeazd de lumina solard directd. Dacd analizarea extractelor nu este posibild in
aceeasi zi, ele pot fi depozitate la 5 °C, cel mult 3 zile.

Determinarea triptofanului total (hidrolizat)

Se cantdresc cu o abatere de 0,2 mg intre 0,1 si 1 g din esantionul preparat (punctul 5.1) intr-un vas de
polipropilend (punctul 4.4). Portia de esantion cantdrit trebuie s aibd un continut de azot de aproximativ 10 mg.
Se adaugd 8,4 g de hidroxid de bariu octahidrat (punctul 3.4) si 10 ml de apa. Se amestecd intr-un mixer Vortex
(punctul 4.8) sau intr-un amestecitor magnetic (punctul 4.7). Magnetul invelit in teflon se lasd in amestec. Se
spald peretii vasului cu 4 ml de apd. Se pune dopul filetat si se inchide vasul neermetic. Se transferd intr-o
autoclavd (punctul 4.6) cu apd clocotitd si se expun la vapori de apd timp de 30-60 de minute. Se inchide
autoclava si se autoclaveazi la 110 (£ 2) °C timp de 20 de ore.

Tnainte de a deschide autoclava se reduce temperatura la o valoare imediat sub 100 °C. Pentru a evita cristalizarea
Ba(OH),.8 H,O0, se adaugi la amestecul cald 30 ml apd la temperatura camerei. Se agitd sau se amestecd usor. Se
adaugd 2,00 ml din solutia etalon intern concentratd (a-metil-triptofan) (punctul 3.16). Se rdcesc vasele intr-o
baie de apd/gheatd timp de 15 minute.

Apoi, se adaugd 5 ml de acid ortofosforic (punctul 3.14). Se mentine vasul in baia de ricire si se neutralizeazd cu
HCI (punctul 3.11) amestecand continuu, apoi se ajusteazd pH-ul la valoarea 3,0 utilizind HCI (punctul 3.12). Se
adaugd suficient metanol pentru a obtine o concentratie de metanol in volumul final de 10-30 %. Se transferd
intr-un balon gradat de volum corespunzitor si se dilueazd cu apd pand la volumul definit necesar pentru
cromatografie (de exemplu 100 ml). Addugarea de metanol nu provoaci precipitare.

Se filtreazd cativa ml de solutie printr-un filtru cu membrani cu orificii de 0,45 pm (punctul 4.5) inainte de a se
injecta in coloana HPLC. Se trece la etapa de cromatografie conform punctului 5.4.

Solutia etalon si hidrolizatele se protejeaza de lumina solara directd. Dacd analizarea hidrolizatelor nu este posibild
in aceeasi zi, ele pot fi depozitate la 5 °C, cel mult 3 zile.

Determinarea prin HPLC

Urmdtoarele conditii pentru elutia izocratici sunt oferite in scop orientativ; se pot aplica alte conditii cu conditia
ca acestea si determine rezultate echivalente (a se vedea, de asemenea, observatiile de la punctele 9.1 si 9.2):
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Cromatografie lichidd coloand 125 mm x 4 mm, Cys, particule de 3 pm sau echivalent

(punctul 4.2):

Temperatura coloanei: Temperatura camerei

Faza mobild (punctul 3.22): 3,00 g acetic acid (punctul 3.18) + 900 ml apa (punctul 3.1) + 50,0 ml

solutie (punctul 3.21) de 1,1,1-triclor-2-metil-2-propanol (punctul 3.19)
in metanol (punctul 3.8) (1 g/100 ml). Se ajusteazd pH-ul la valoarea 5,00
utilizand etanolamina (punctul 3.20). Se completeaza pani la 1 000 ml cu
apa (punctul 3.1)

Debit: 1 ml/min
Timpul total de desfasurare: aprox. 34 de minute
Lungimea undei de detectie: excitatie: 280 nm, emisie: 356 nm.
Volum de injectie 20 pl
6. Calculul rezultatelor

Se calculeazi cantitatea de triptofan (X), in g per 100 g de esantion.

_ A XBxV]xcxVogxM

X = CxDx V5 x10000%m

A= aria varfului etalonului intern, solutia etalon de calibrare (punctul 3.17)

B= suprafata varfului pentru triptofan, extract (punctul 5.2) sau hidrolizat (punctul 5.3)

V,= volumul in ml (2 ml) al solutiei concentrate de triptofan (punctul 3.15) addugati la solutia de calibrare
(punctul 3.17)

c= concentratia in pmol/ml (= 2,50) a solutiei concentrate de triptofan (punctul 3.15) adiugatd la solutia de
calibrare (punctul 3.17)

V, = volumul in ml al solutiei etalon intern concentrate (punctul 3.16) addugati la extract (punctul 5.2)
(= 5,00 ml) sau la hidrolizat (punctul 5.3) (= 2,00 ml)

C= aria varfului etalonului intern, extract (punctul 5.2) sau hidrolizat (punctul 5.3)

D= aria varfului pentru triptofan, solutia etalon de calibrare (punctul 3.17)

V; = volumul in ml (= 2,00 ml) al solutiei de etalon intern concentrate (punctul 3.16) addugatd la solutia
etalon de calibrare (punctul 3.17)

m= greutatea esantionului in g (corectatd pentru a obtine greutatea originald dacd produsul este uscat si/sau
degresat)

M= masa molard a triptofanului (= 204,23 g/mol).

7. Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele realizate pe acelasi esantion nu trebuie si depiseascd 10 %
din rezultatul cel mai mare.

8. Rezultatele unui studiu colaborativ

S-a efectuat un studiu colaborativ la nivelul UE (a 4-a comparatie interlaboratoare) in care au fost analizate trei
esantioane de citre 12 laboratoare pentru a certifica metoda de hidrolizi. Fiecare esantion a fost supus la cinci
analize. Rezultatele sunt prezentate in tabelul de mai jos:

42/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



JO L, 15.3.2024

Egantion 1 Esantion 2 Esantion 3
Furaje pentru porcine Fgraje pentru porFine Furaje concentrate pentru
suplimentate cu L-triptofan porcine
L 12 12 12
n 50 55 50
Medie (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= numdrul de laboratoare care au transmis rezultate
n= numdrul de rezultate individuale retinute dupd eliminarea extremelor (identificate prin testele Cochran,
Dixon pentru extreme)
S = deviatia standard a repetabilitatii
Sg = deviatia standard a reproductibilitatii
r= repetabilitate
= reproductibilitate
CV,=  coeficientul de variatie a repetabilitatii, %
CVg = coeficientul de variatie a reproductibilitatii, %

S-a efectuat un alt studiu colaborativ la nivelul UE (a 3-a comparatie interlaboratoare) in care au fost analizate doud
esantioane de cdtre 13 laboratoare pentru a certifica metoda de extractie a triptofanului liber. Fiecare esantion a

fost supus la cinci analize. Rezultatele sunt prezentate in tabelul de mai jos:

Esantion 4

Amestec de grau cu soia

Esantion 5

Amestec de grau cu soia (= esantion 4)
addugat cu triptofan (0,457 g/kg)

12
55
0,391
0,005
0,014
1,34
0,018

0,050

4,71

12
60
0,931
0,012
0,034
1,34
0,048
0,134

511
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L= numarul de laboratoare care au transmis rezultate

n= numdrul de rezultate individuale retinute dupd eliminarea extremelor (identificate prin testele Cochran,
Dixon pentru extreme)

S, = deviatia standard a repetabilitatii

Sp = deviatia standard a reproductibilitatii

r= repetabilitate

R= reproductibilitate

CV.=  coeficientul de variatie a repetabilitatii, %
CVg = coeficientul de variatie a reproductibilitatii, %

S-a efectuat un alt studiu de comparatie interlaboratoare la nivelul UE in care au fost analizate patru esantioane de
citre 7 laboratoare cu scopul de a certifica metoda de hidroliza pentru triptofan. Rezultatele sunt prezentate mai

jos. Fiecare esantion a fost supus la cinci analize.

Esantion 2
Esantion 1 Faind de peste cu Esantion 3 Esantion 4
Furaje mixte pentru con;imvlt.m.ic de Fidind din soia Lapte praf degresat
porcine (CRM 117) grasim (CRM 119) (CRM 120)
(CRM 118)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Medie (g/kg) 2,064 8,801 6,882 5,236
s; [g/ke] 0,021 0,101 0,089 0,040
r (g/kg) 0,059 0,283 0,249 0,112
v, [%] 1,04 1,15 1,30 0,76
Sk [g/ke] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CVy [%] 1,48 4,69 4,11 4,22
L= numdrul de laboratoare care au transmis rezultate
n= numdrul de rezultate individuale retinute dupd eliminarea extremelor (identificate prin testele Cochran,
Dixon pentru extreme)
S = deviatia standard a repetabilitatii
Sk = deviatia standard a reproductibilitatii
r= repetabilitate
R= reproductibilitate
CV,.=  coeficientul de variatie a repetabilitdtii, %
CVg = coeficientul de variatie a reproductibilitatii, %
9. Observatii
9.1. Respectarea urmadtoarelor conditiile speciale de cromatografie poate conduce la o mai bund separare a
triptofanului de a-metil-triptofan.
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Elutie izocraticd urmatd de curdtarea coloanei prin gradient:

Coloand pentru cromatografie lichida: 125 mm x 4 mm, Cy, particule de 5 pm sau echivalent
Temperatura coloanei: 32°C
Fazd mobila: A: 0,01 mol/l KH,PO,/metanol, 95 + 5 (V+V).
B: Metanol
Programul gradientului: 0 min 100 % A 0%B
15 min 100 % A 0%B
17 min 60% A40%B
19 min 60 % A 40 % B
21 min 100 % A 0%B
33 min 100 % A 0%B
Debit: 1,2 ml/min
Timpul total de desfasurare: aproximativ 33 de minute
9.2. Cromatografia variazd in functie de tipul de HPLC si de materialul utilizat la umplerea coloanei. Sistemul ales

trebuie si fie capabil si stabileascd o separare initiald de referinta intre triptofan si etalonul intern. In plus, este
important ca produsii de degradare si fie bine separati de triptofan si de etalonul intern. Se efectueazi o operatie
de probad pe hidrolizate fird etalon intern pentru a verifica prezenta impurititilor la nivelul liniei de bazi
corespunzitoare etalonului intern. Este important ca durata elutiei pentru toti produsii de degradare si fie
suficient de lung3, altfel prezenta unor varfuri de elutie intarziate poate interfera cu operatiile ulterioare de
cromatografie.

In cursul operatiilor, sistemul cromatografic oferd un raspuns linear. Acest rispuns linear se masoara in conditii de
concentratie constantd (normalul) a etalonului intern §i de concentratii variabile a triptofanului. Este important cd
indltimea varfurilor pentru triptofan si pentru etalonul intern si se situeze in gama lineard a
sistemului HPLC/fluorescentd. Dacd varfurile pentru triptofan sifsau pentru etalonul intern sunt prea joase sau
prea inalte, analiza se repetd cu un esantion de o altd dimensiune si/sau un volum final modificat.

9.3. Hidroxid de bariu

Cu timpul, hidroxidul de bariu devine mai dificil de dizolvat. Aceasta genereazd o solutie lipsitd de limpezime
pentru determinarea HPLC, ceea ce poate duce la rezultate slabe pentru triptofan.

G. DETERMINAREA CONTINUTULUI DE ULEIURI $I GRASIMI BRUTE

1. Obiectiv si domeniu de aplicare
Prezenta metodi este destinatd determindrii in furaje a continutului de uleiuri si grasimi brute.

Utilizarea celor doud proceduri descrise mai jos depinde de natura si compozitia furajului si de motivul efectudrii
analizei.

Pentru determinarea uleiurilor si grasimilor brute din semintele oleaginoase si din fructele oleaginoase, precum si
din hrana pentru animale in care continutul de uleiuri/grisimi este mai mare de 15 %, extractia trebuie efectuatd
prin procedura A si reextractia prin procedura B (punctul 5.3).

1.1. Procedura A — Uleiuri si grisimi brute care pot fi extrase direct

Aceastd metoda este aplicabild materiilor prime furajere de origine vegetald, cu exceptia celor incluse in sfera de
aplicare a procedeului B.
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1.2.

1.3.

2.1.

2.2.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

Procedura B — Uleiuri si grdsimi brute totale

Aceastd metodd este aplicabild materiilor prime furajere de origine animald si tuturor furajelor combinate. Ea
trebuie folositd pentru toate materiile din care uleiurile si grdsimile nu pot fi extrase complet fard hidrolizd
prealabild (de exemplu, gluten, drojdie, proteine din cartofi si produse supuse unor procese cum ar fi extrudarea,
transformarea in fulgi si incilzirea).

Interpretarea rezultatelor

In toate cazurile in care se obtine un rezultat superior folosind procedura B comparativ cu cel obtinut prin
folosirea procedurii A, rezultatul obtinut prin procedura B se acceptd ca valoarea reali.

Principiu

Procedura A

Esantionul se extrage cu eter de petrol. Solventul se indepirteazd prin distilare, iar reziduul se usucid si se
cantdreste.

Procedura B

Esantionul se trateazd la cald cu acid clorhidric. Amestecul se riceste si se filtreaza. Reziduul se spald si se usucd,
apoi se supune determindrii in conformitate cu procedura A.

Reactivi

Eter de petrol, interval de fierbere: 40-60 °C. Indicele de brom trebuie sd fie mai mic de 1, iar reziduul dupd
evaporare sub 2 mg/100 ml.

Sulfat de sodiu, anhidru.

Acid clorhidric, ¢ = 3 mol/l

Agent de filtrare, de exemplu Kieselguhr, Hyflo-supercel.
Aparatura

Aparat de extractie. Dacd este dotat cu un sifon (aparat Soxhlet), rata refluxului este astfel incat sd produci
aproximativ 10 cicluri pe ord; dacd aparatul este de tip fird sifon, rata refluxului este de aproximativ 10 ml pe
minut.

Cartuge de extractie, lipsite de materie solubild in eter de petrol si cu o porozitate compatibild cu cerintele de la
punctul 4.1.

Cuptor de uscare, fie cu vid reglat la 75 £ 3 °C, fie cu aer reglat la 100 £ 3 °C.
Procedura

Procedura A (a se vedea punctul 8.1)

Se cantdresc 5 g de esantion cu o abatere de 1 mg, se transferd intr-un cartus de extractie (punctul 4.2) si se
acoperd cu un tampon de vatd lipsit de grasimi.

Cartusul se introduce intr-un extractor (punctul 4.1) si se extrage timp de sase ore cu eter de petrol (punctul 3.1).
Se colecteazd extractul de eter de petrol intr-un vas uscat si cintdrit, care contine fragmente de piatrd ponce (°).

Solventul se indeparteaza prin distilare. Se usucid reziduul, pastrand vasul timp de o ord si jumdtate in cuptorul de
uscare (punctul 4.3). Se lasi sd se riceascd intr-un desicator si se cantireste. Se usucd din nou timp de 30 de minute
pentru a asigura ci greutatea uleiurilor si grisimilor riméne constantd (pierderea de greutate intre doud cantariri
succesive trebuie si fie mai micd sau egald cu 1 mg).

(®) In cazul in care ulejurile sau grisimile trebuie supuse unor teste de calitate ulterioare, fragmentele de piatrd ponce se inlocuiesc cu

margele de sticla.
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5.2.

5.3.

8.1.

Procedura B

Se cantdresc 2,5 g de esantion cu o abatere de 1 mg (a se vedea punctul 8.2), se introduc intr-un pahar de laborator
de 400 ml sau intr-un flacon tip Erlenmeyer de 300 ml si se adaugd 100 ml de acid clorhidric (punctul 3.3) si
fragmente de piatrd ponce. Se acoperd paharul de laborator cu o sticld de ceas sau se conecteazd un condensator
cu reflux la flaconul tip Erlenmeyer. Se aduce amestecul la fierbere usoard deasupra unei flicdri mici sau pe o
plitd si se pastreazd in aceastd stare timp de o ord. Trebuie sd se impiedice lipirea produsului de partile laterale ale
recipientului.

Se rdceste si se adaugd o cantitate de adjuvant de filtrare (punctul 3.4) suficientd pentru a evita orice pierdere de
ulei si grasime in timpul filtrarii. Se filtreaza printr-un filtru de hartie dubld, umezitd si lipsitd de grdsimi. Se spald
reziduul in apd rece pand se obtine un filtrat neutru. Se verifici filtratul ca sd nu contind deloc uleiuri si grasimi.
Prezenta acestora indicd faptul cd esantionul trebuie extras cu eter de petrol, folosind procedura A, inainte de
hidroliza.

Se asazd filtrul de hartie dubla care contine reziduul pe o sticld de ceas si se usucd timp de o ord si jumatate in
cuptorul cu aer (punctul 4.3) la 100 £ 3 °C.

Se asaza filtrul de hartie dubli care contine reziduul uscat intr-un cartus de extractie (punctul 4.2) si se acoperi cu

un tampon de vatd lipsit de grasimi. Cartusul se introduce intr-un extractor (punctul 4.1) si se procedeazi astfel
cum se indicd la paragrafele doi si trei de la punctul 5.1.

Procedura A si reextragerea prin procedura B.

Pentru determinarea uleiurilor si grasimilor brute din semintele oleaginoase si din fructele oleaginoase, precum si
din hrana pentru animale in care continutul de uleiuri/grisimi este mai mare de 15 %, extractia trebuie efectuatd
prin procedura A si reextractia prin procedura B.

Aceasta inseamnd c3, dupd extractia cu eter de petrol (procedura A), reziduul sau o portiune din reziduu se

reextrage cu acid clorhidric (procedura B). Continutul de uleiuri si de grdsimi brute este suma rezultatelor
procedurilor A si B.

Exprimarea rezultatului

Greutatea reziduului se exprimd ca procent din esantion.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion de citre acelasi laborant nu
depiseste:

— 0,2 % in valoare absolutd, pentru un continut in uleiuri si grisimi brute mai mic de 5 %;
— 4,0 % relativ la rezultatul cel mai mare pentru un continut cuprins intre 5 si 10 %;

— 0,4 % in valoare absolutd, pentru un continut mai mare de 10 %.

Observatii

Pentru produse cu un continut mare de uleiuri si grasimi, care sunt dificil de macinat sau care sunt improprii
prelevirii unui esantion de testare redus omogen, se procedeazd dupd cum urmeaza.

Se cantdresc 20 g de esantion cu o abatere de 1 mg si se amestecd cu o cantitate de 10 g sau mai mare de sulfat de
sodiu anhidru (punctul 3.2). Se extrage cu eter de petrol (punctul 3.1) astfel cum se indicd la punctul 5.1. Se
completeazd extractul obtinut pand la 500 ml cu eter de petrol (punctul 3.1) si se amestecd. Se iau 50 ml de
solutie si se introduc intr-un vas mic, uscat §i cantdrit, care contine fragmente de piatrd ponce. Se elimind
solventul prin distilare, se usucd si se procedeazi astfel cum se indicd la ultimul paragraf al punctului 5.1.

Se elimind solventul din reziduul de extractie rimas in cartus, se macind reziduul pand la o finete de 1 mm, se
reintroduce in cartusul de extractie (nu se adauga sulfat de sodiu) si se procedeazi astfel cum se indicd la punctul
5.1, paragrafele doi si trei.
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Continutul de uleiuri i grasimi se calculeaza ca procent din esantion folosind urmatoarea formuli:

(1I0m, + m,) x 5

unde:
m,; = greutatea in grame a reziduului dupd prima extractie (parte alicotd din extract);
m, = greutatea in grame a reziduului dupi a doua extractie.
8.2. Pentru anumite produse (de exemplu, cu continut mic de uleiuri si grisimi) masa esantionului de testat se poate
mdri.
8.3. Este posibil ca, inainte de hidroliza si extractie, hrana pentru animalele de companie cu continut mare de apa si

trebuiascd si fie amestecatd cu sulfat de sodiu anhidru, conform procedurii B.
8.4. La punctul 5.2, poate fi mai eficienta folosirea apei calde in locul apei reci pentru spilarea reziduului dupa filtrare.

8.5. Este posibil ca timpul de uscare de 1,5 h s necesite a fi prelungit pentru unele furaje. Uscarea excesivd se evitd,
intruct acest fapt poate determina rezultate slabe. Se poate folosi, de asemenea, un cuptor cu microunde.

H. DETERMINAREA CONTINUTULUI DE FIBRE BRUTE

1. Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea in furaje a substantelor organice lipsite de grisimi care sunt insolubile in
mediu acid si alcalin si care sunt descrise in mod conventional ca fibre brute.

Metoda nu se aplicd in cazul lignocelulozei si al carbonului vegetal (particule prea fine).

2. Principiu
Esantionul, degresat la nevoie, se trateazd succesiv cu solutii de acid sulfuric si hidroxid de potasiu, de concentratii
specifice, in stare de fierbere. Reziduul se separd prin filtrare printr-un filtru de sticld sinterizatd spilat, uscat,

cantdrit si calcinat la o temperaturd cuprinsd intre 475 si 500 °C. Pierderea de greutate rezultatd prin calcinare
corespunde fibrelor brute din esantionul testat.

3. Reactivi

3.1. Acid sulfuric, ¢ = 0,13 mol/l.

3.2. Agent antispumant (de exemplu n-octanol).

3.3. Agent de filtrare (Celite 545 sau echivalent), incilzit la 500 °C timp de patru ore (8.6).
3.4. Acetonad.

3.5. Eter de petrol cu interval de fierbere intre 40 si 60 °C.

3.6. Acid clorhidric, ¢ = 0,5 mol/l.
3.7. Solutie de hidroxid de potasiu, ¢ = 0,23 mol/l.
4. Aparatura

4.1. Unitate de incdlzire pentru dizolvare cu acid sulfuric i solutie de hidroxid de potasiu, echipatd cu un suport
pentru creuzetul filtrant (punctul 4.2) si dotatd cu un tub de evacuare previzut cu un dop la orificiul de iesire
pentru lichide si de creare de vid, posibil si cu aer comprimat. Inainte de fiecare utilizare zilnicd, unitatea se
preincilzeste cu apd aflatd in stare de fierbere, timp de 5 minute.

4.2. Creuzet filtrant de sticld cu placd filtrantd de sticld sinterizati fuzionatd, cu pori de 40-90 pm. Inainte de prima
utilizare se incilzeste la 500 °C timp de citeva minute, iar apoi se riceste (8.6).
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4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Cilindru de cel putin 270 ml cu condensator cu reflux, care poate fi supus fierberii.
Cuptor de uscare, cu termostat.
Cuptor cu mufld, cu termostat.

Unitate de extractie compusd dintr-o placd de sprijin pentru creuzetul filtrant (punctul 4.2) si cu o teavi de
evacuare prevazutd cu un dop la orificiul de creare de vid si de iesire a lichidelor.

Inele de conectare utilizate pentru a asambla unitatea de incilzire (punctul 4.1), creuzetul (punctul 4.2) si cilindrul
(punctul 4.3), precum si pentru a conecta unitatea de extractie la rece (punctul 4.6) cu creuzetul.

Procedura

Se cantdreste 1 g de esantion preparat cu o abatere de 1 mg si se introduce in creuzet (punctul 4.2), (a se vedea
observatiile 9.1, 9.2 si 9.3) si se adaugd 1 g de adjuvant de filtrare (punctul 3.3).

Se asambleazd unitatea de incilzire (punctul 4.1) si creuzetul filtrant (punctul 4.2), apoi se ataseazd cilindrul
(punctul 4.3) la creuzet. Se toarnd 150 ml de acid sulfuric aflat in stare de fierbere (punctul 3.1) in ansamblul
cilindru-creuzet si, dacd este necesar, se adauga citeva picituri de agent antispumant (punctul 3.2).

Se aduce lichidul la fierbere in decurs de 5 + 2 minute si se fierbe viguros exact 30 de minute.

Se deschide dopul tevii de evacuare (punctul 4.1) si, in conditii de vid, se filtreaza acidul sulfuric prin creuzetul
filtrant, apoi se spald reziduul cu trei portii consecutive de 30 ml de api aflatd in stare de fierbere, asigurdndu-se
cd reziduul se filtreazd uscat dupa fiecare spélare.

Se inchide dopul orificiului de evacuare si se toarnd 150 ml de solutie de hidroxid de potasiu aflati in stare de
fierbere (punctul 3.7) in ansamblul cilindru-creuzet, apoi se adaugd cteva picdturi de agent antispumant (punctul
3.2). Se aduce lichidul la punctul de fierbere in decurs de 5 + 2 minute si se fierbe viguros exact 30 de minute. Se
filtreaza si se repetd procedura de spalare utilizatd in etapa cu acid sulfuric.

Dupi spilarea si uscarea finald, se deconecteazd creuzetul impreund cu continutul siu si se reconecteazd la
unitatea de extractie la rece (punctul 4.6). Se creeazd vidul, iar reziduul se spald in creuzet cu trei portii
consecutive de acetond de 25 ml (punctul 3.4), asigurdndu-se ca reziduul se filtreazd in starea uscatd dupd fiecare
spélare.

Creuzetul se usucd in cuptor la 130 °C pand se ajunge la o greutate constantd. Dupd fiecare uscare, se riceste in
desicator si se cantdreste rapid. Se introduce creuzetul intr-un cuptor cu mufld si se calcineazd pand se atinge o
greutate constantd (pierderea de greutate intre doud cantdriri succesive trebuie sd fie mai micd sau egald cu 2 mg)
la o temperaturd cuprinsi intre 475 °C si 500 °C timp de cel putin 30 de minute.

Dupi fiecare incilzire, inainte de cintdrire se rdceste mai inti in cuptor, iar apoi in desicator.

Se efectueazd un test martor fard esantion. Pierderea de greutate rezultatd din calcinare nu trebui si depdseascd
4 mg.

Calculul rezultatelor

Continutul de fibre brute exprimat ca procent din esantion este dat de formula:

(mo —ml) x 100

X =
m
unde:
m = greutatea esantionului in g;
my = pierderea de greutate dupd calcinare in cursul determindrii, in g;
m; = pierderea de greutate dupd calcinare in cursul testului martor, in g.
Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie s depdseasca:
— 0,6 % in valoare absolutd pentru un continut de fibre brute mai mic de 10 %;

— 6 % relativ la rezultatul mai mare, pentru un continut de fibre brute egal sau mai mare de 10 %.
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8. Reproductibilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri efectuate pe acelasi esantion in laboratoare diferite nu trebuie si
depigeasci:

— 1,0 % in valoare absolutd pentru un continut de fibre brute mai mic de 10 %;

— 10 % relativ la rezultatul mai mare, pentru un continut de fibre brute egal sau mai mare de 10 %.
9. Observatii

9.1. Furajele care au continut de grasimi brute mai mare de 10 % trebuie sd fie degresate inainte de a fi supuse analizei
cu eter de petrol (punctul 3.5). Creuzetul filtrant (punctul 4.2) impreund cu continutul siu se conecteazd la
unitatea de extractie la rece (punctul 4.6) si se creeazd vidul, apoi se spald reziduul cu trei portii consecutive de
eter de petrol de 30 ml, asigurandu-se cd reziduul este uscat. Creuzetul impreund cu continutul siu se conecteaza
la unitatea de incdlzire (punctul 4.1) si se continud astfel cum se descrie la punctul 5.

9.2. Furajele care contin grasimi care nu pot fi extrase direct cu eter de petrol (punctul 3.5) trebuie degresate astfel cum
se indicd la punctul 8.1 si degresate incd o datd dupd fierbere cu acid. Dupd fierbere cu acid si spélare consecutivd,
creuzetul impreund cu continutul sdu se conecteazd la unitatea de extractie la rece (punctul 4.6), apoi se spald de
trei ori cu 30 ml acetond, urmat de trei spdldri suplimentare cu portii de eter de petrol de 30 ml. Se filtreazd sub
vid pand la uscare, iar analizarea se continud astfel cum se descrie la punctul 5, incepind cu tratamentul cu
hidroxid de potasiu.

9.3. Dacd furajul contine mai mult de 5 % carbonati, exprimati ca si carbonat de calciu, se conecteazd creuzetul
(punctul 4.2) impreund cu esantionul cintdrit la unitatea de incdlzire (punctul 4.1). Esantionul se spald de trei ori
cu 30 ml acid clorhidric (punctul 3.6). Dupd fiecare addugare, se lasd esantionul sd stea timp de aproximativ un
minut inainte de filtrare. Se spald o singurd dati cu 30 ml apd, iar apoi se continud astfel cum se descrie la
punctul 5.

9.4. Daci se utilizeazd aparaturd in formd de stativ (o serie de creuzete atasate la aceeasi unitate de incilzire) nu se
efectueazd doud determindri individuale pe acelasi esantion de analizat in aceeasi serie.

9.5. Dacd dupi fierbere este dificil sd se filtreze solutiile acide si alcaline, se utilizeazd aer comprimat introdus prin
teava de evacuare a unitdtii de incilzire §i apoi se continui filtrarea.

9.6. Temperatura de calcinare nu depdseste 500 °C pentru a se putea prelungi timpul de utilizare a sticlei creuzetului
filtrant. Trebuie acordatd atentie pentru a se evita socurile termice excesive in cursul ciclurilor de incilzire si ricire.

I. DETERMINAREA ZAHARURILOR

1. Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea cantitdtii de zaharuri reductoare §i a zaharurilor totale dupd inversie,
exprimate ca glucozd sau, acolo unde este cazul, ca zaharozd, prin conversie cu factorul 0,95. Ea este aplicabild
furajelor combinate. Pentru alte tipuri de furaje existd metode specifice. Dacd este necesar, lactoza se determini
separat, tinindu-se cont de aceasta la calcularea rezultatelor.

Aceastd metoda se utilizeazd pentru determinarea continutului de zahar utilizat la calcularea valorii energetice a
furajului.

In cazul in care continutul de zahar trebuie determinat in alte scopuri, se pot utiliza alte metode de analiza.

2. Principiu
Zaharurile se extrag in etanol diluat; solutia se limpezeste cu solutii Carrez I si II. Dupi eliminarea etanolului,
cantitdtile pre- si post-inversie se determind prin metoda Luff-Schoorl.

3. Reactivi

3.1. Etanol, solutie cu concentratie de 40 % (v/v): 0,948 g/ml la 20 °C, neutralizati cu fenolftaleina.
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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.

3.10.

5.1.

5.2.

Solutie Carrez I: se dizolvd 21,9 g de acetat de zinc, Zn(CH;COO), 2H,0 si 3 g de acid acetic glacial in apa. Se
completeazd cu api pand la 100 ml.

Solutie Carrez II: se dizolvd 10,6 g de ferocianurd de potasiu, K4 Fe (CN)s 3H,0 in api. Se completeazd cu apd
pand la 100 ml.

Metiloranj, solutie 0,1 % (greutate/volum).
Acid clorhidric 4 mol/litru.

Acid clorhidric 0,1 mol/litru.

Solutie de hidroxid de sodiu 0,1 mol/litru.

Reactiv Luff-Schoorl:

Amestecind cu grijd, se toarnd solutia de acid citric (punctul 3.8.2) in solutia de carbonat de sodiu (punctul 3.8.3).
Se adauga solutia de sulfat de cupru (punctul 3.8.1) si se completeazd pand la 1 litru cu apd. Se lasi la decantare
peste noapte si se filtreaza.

Se verificd concentratia reactivului obtinut astfel (Cu 0,05 mol/litru; Na, CO; 1 mol/litru), a se vedea (punctul 5.4)
ultimul paragraf. pH-ul solutiei este aproximativ 9,4.
Solutie de sulfat de cupru: se dizolvi 25 g de sulfat de cupru, Cu SO, 5H,0, lipsitd de fier, in 100 ml apa.

Solutie de acid citric: se dizolva 50 g de acid citric, CsHgO,*H,0, in 50 ml de apa.

Solutie de carbonat de sodiu: se dizolvd 143,8 g de carbonat de sodiu anhidru in aproximativ 300 ml de apd calda.
Se lasd sd se raceasca.

Solutie de tiosulfat de sodiu 0,1 mol/litru.

Solutie de amidon: se adaugd un amestec de 5 g de amidon solubil cu 30 ml de ap3 la 1 litru de apd in stare de
fierbere. Se fierbe timp de 3 minute, se lasd sd se rdceascd si, dacd este necesar, se adaugd 10 mg de iodurd de
mercur ca agent de conservare.

Acid sulfuric 3 mol/litru.

lodurd de potasiu, solutie 30 % (greutate/volum).

Granule de piatrd ponce fierte in acid clorhidric, spélate in apd si uscate.
3-metilbutan-1-ol.

Aparatura

Mixer (agitator): aproximativ 35-40 rpm.
Procedura

Extractia esantionului

Se cantdresc 2,5 g de esantion cu o abatere de 1 mg si se introduc intr-un balon gradat de 250 ml. Se adaugd 200
ml etanol (punctul 3.1) si se amestecd timp de o ord in agitator. Se adaugd 5 ml de solutie Carrez I (punctul 3.2) si
se amestecd timp de aproximativ 30 de secunde. Se adauga aproximativ 5 ml de solutie Carrez II (punctul 3.3) si se
amestecd din nou timp de un minut. Se completeazd pand la volum cu etanolul (punctul 3.1), se omogenizeazd si
se filtreazd. Se indeparteazd 200 ml de filtrat §i se evapord pand la aproximativ jumdtate din volum in scopul
elimindrii majoritatii etanolului. Reziduul rimas dupd evaporare se transferd cantitativ intr-un balon gradat de
200 ml cu ajutorul apei calde, se riceste, se completeazd pand la volum cu apd, se omogenizeaza si, dacd este
necesar, se filtreazd. Aceastd solutie se va utiliza pentru determinarea cantitdtii zaharurilor reductoare si, dupi
inversie, a zaharurilor totale.

Determinarea zaharurilor reductoare

Cu ajutorul unei pipete se indepirteazd maximum 25 ml din solutia care contine mai putin de 60 mg de zaharuri
reductoare exprimate ca glucozd. Daci este necesar, se completeazd pand la 25 ml cu apd distilatd si se determind
continutul in zaharuri reductoare prin metoda Luff-Schoorl. Rezultatul se exprimd sub formd de continut
procentual de glucoza in esantion.
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5.3. Determinarea zaharurilor totale dupd inversie

Cu ajutorul unei pipete se recolteazd 50 ml de solutie si se transferd intr-un balon gradat de 100 ml. Se adaugd
citeva picdturi de solutie de metiloranj (punctul 3.4), apoi, amestecind continuu, se adaugi cu grija acid
clorhidric (punctul 3.5) pand cand lichidul vireazd intr-un rosu bine definit. Se adaugd 15 ml de acid clorhidric
(punctul 3.6), se scufundd balonul intr-o baie de api clocotindi si se mentine acolo timp de 30 de minute. Se
rdceste rapid la aproximativ 20 °C si se adaugd 15 ml de solutie de hidroxid de sodiu (punctul 3.7). Se
completeazd cu apd pand la 100 ml si se omogenizeazd. Se indepirteazd maximum 25 ml din solutia care
contine mai putin de 60 mg de zaharuri reductoare exprimate ca glucozi. Dacd este necesar, se completeazd pand
la 25 ml cu apd distilatd si se determind continutul in zaharuri reductoare prin metoda Luff-Schoorl. Rezultatul se
exprimd in procente de glucozd sau, dacd este cazul, de zaharozd, prin multiplicare cu factorul 0,95.

5.4. Titrare prin metoda Luff-Schoorl

Cu ajutorul unei pipete se recolteazd 25 ml de reactiv Luff-Schoorl (punctul 3.8) si se transferd intr-un flacon
Erlenmeyer de 300 ml; se adauga exact 25 ml din solutia de zaharuri limpezitd. Se adaugd 2 granule de piatrd
ponce (punctul 3.13), se incdlzeste, amestecind manual, deasupra unei fliciri libere cu indltime medie,
aducindu-se lichidul la fierbere in aproximativ 2 minute. Flaconul Erlenmeyer se agazd imediat pe o plasd de
sdrmd acoperitd cu azbest avand un orificiu cu diametru de aproximativ 6 cm sub care existd o flacdrd aprinsd.
Flacira se regleazd astfel incat si se incilzeascd doar baza flaconului Erlenmeyer. La flaconul Erlenmeyer se
monteazd un condensator cu reflux. Se fierbe exact 10 minute. Se riceste imediat in apa rece si, dupd aproximativ
5 minute, se titreazd dupd cum urmeaza:

Se adaugd 10 ml de solutie de ioduri de potasiu (punctul 3.12) si, imediat dupd aceea (cu griji, din cauza riscului
formdrii unei spume abundente), se adaugd 25 ml de acid sulfuric (punctul 3.11). Se titreazd in continuare cu
solutie de tiosulfat de sodiu (punctul 3.9) pand la aparitia unei coloraturi galben sters, addugind ca indicator
solutia de amidon (punctul 3.10) si incheind titrarea.

Se efectueazd aceeasi titrare pe un amestec de 25 ml de reactiv Luff-Schoorl (punctul 3.8) cu 25 ml de apd, masurat
cu precizie, dupd ce s-au addugat 10 ml de solutie de iodurd de potasiu (punctul 3.12) si 25 ml de acid sulfuric
(punctul 3.11), fir3 a se fierbe.

6. Calculul rezultatelor

Utilizand tabelul, se stabileste cantitatea de glucozd in mg care corespunde diferentei dintre valorile celor doud
titrdri, exprimate in ml de tiosulfat de sodiu 0,1 mol/litru. Rezultatul se exprimi ca procent din egantion.

7. Proceduri speciale

7.1. In cazul furajelor bogate in melase si al altor furaje care nu sunt in mod particular omogene, se cantiresc 20 g si se
introduc, impreund cu 500 ml de apd, intr-un balon gradat de 1 litru. Se amestecd timp de o ord in agitator. Se
limpezeste cu ajutorul solutiilor reactiv Carrez I (punctul 3.2) si I (punctul 3.3) astfel cum se descrie la punctul
5.1, utilizdnd, de data aceasta, o cantitate de patru ori mai mare din fiecare reactiv. Se completeazi pand la volum
cu etanol 80 % (v/v).

Se omogenizeazd si se filtreazd. Se elimind etanolul astfel cum se descrie la punctul 5.1. In absenta amidonului
dextrinizat, se completeazd pand la volum cu apd distilata.

7.2. In cazul melaselor si al materiilor prime pentru furaje bogate in zaharuri si cvasi lipsite de amidon (roscove, fulgi
de ridicind de sfecld uscati etc.), se cantiresc 5 g, se introduc intr-un balon gradat de 250 ml, se adaugd 200 ml
apd distilatd si se amestecd in agitator timp de o ord sau, dacd este necesar, mai mult. Se limpezeste cu ajutorul
solutiilor reactiv Carrez I (punctul 3.2) si I (punctul 3.3) astfel cum se descrie la punctul 5.1. Se completeazi
pand la volum cu apd rece, se omogenizeazd si se filtreazd. Pentru determinarea cantititii totale de zaharuri, se
continud astfel cum se descrie la punctul 5.3.

8. Observatii

8.1. In scopul prevenirii formdrii de spum3 este recomandabil s3 se adauge (indiferent de volum) aproximativ 1 ml de
3-metilbutan-1-ol (punctul 3.14) inainte de fierbere cu reactiv Luff-Schoorl.

8.2. Diferenta dintre continutul total de zaharuri dupd inversie exprimat ca glucozd si continutul de zaharuri
reductoare exprimat ca glucozd, multiplicatd cu 0,95, reprezintd continutul procentual de zaharoza.

8.3. Pentru a determina continutul de zaharuri reductoare, cu exceptia lactozei, se pot adopta doud metode:
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8.3.1.  Pentru un calcul aproximativ, continutul de lactoza stabilit printr-o metodd de analizd diferitd se multiplicd cu
0,675, iar rezultatul obtinut se scade din continutul de zaharuri reductoare.

8.3.2.  Pentru un calcul precis al zaharurilor reductoare, cu exceptia lactozei, se utilizeaza acelasi esantion in cele doud
determindri finale. Una dintre analize se efectueazd pe o parte din solutia obtinutd in conformitate cu punctul
5.1, alta pe o parte din solutia obtinutd in cursul determindrii lactozei prin metoda stabilitd in acest sens (dupa
fermentarea celorlalte tipuri de zaharuri si limpezire).

In ambele cazuri, cantitatea de zaharuri prezenti se determind prin metoda Luff-Schoorl si se calculeaza in mg de
glucozd. Una dintre valori se scade din cealaltd, iar diferenta se exprima ca procent din esantion.

Exemplu
Cele doud volume considerate corespund, pentru fiecare determinare, unui esantion de 250 mg.

In primul caz, se consuma 17 ml de solutie de tiosulfat de sodiu 0,1 mol/litru, ceea ce corespunde la 44,2 mg de
glucozd; in al doilea, 11 ml, ceea ce corespunde la 27,6 mg de glucoza.

Diferenta este 16,6 mg de glucozd.

Prin urmare, continutul de zaharuri reductoare (cu exceptia lactozei), calculat ca glucozi, este:

4x16,6 __
168 — 6,64 %

Tabel de valori pentru 25 mi de reactiv Luff-Schoorl

ml de Na, S, O; 0,1 mol/litru, 2 minute incilzire, 10 minute fierbere

Na, S, O; Glucoz3, fructozd zaharuri invertite Lactozd Na, S, O;
0,1 mol/litru Cs Hy, O Ci2 Hy, O 0,1 mol/litru
ml mg diferentd mg diferentd 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. DETERMINAREA LACTOZEI

1. Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea continutului de lactoza in furajele care au un continut de lactozd mai mare
de 0,5 %.
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2. Principiu

Zaharurile se dizolvd in apd. Solutia este supusd fermentatiei de citre drojdia Saccharomyces cerevisiae care nu
descompune lactoza. Dupa limpezire si filtrare, continutul de lactozd al filtratului se determind prin metoda Luff-

Schoorl.
3. Reactivi
3.1. Suspensie de Saccharomyces cerevisiae: se suspendd 25 g de drojdie proaspitd in 100 ml de apd. Suspensia se

pastreazd in frigider o perioadd de maximum o sdptimand.

3.2 Solutie Carrez I: se dizolvi 21,9 g de acetat de zinc, Zn (CH; COO), 2H,0 si 3 g de acid acetic glacial in api. Se
completeazd cu apd pand la 100 ml.

3.3. Solutie Carrez II: se dizolvd 10,6 g de ferocianurd de potasiu, K, Fe (CN)s 3H,O in api. Se completeazd cu apd
pand la 100 ml.

3.4. Reactiv Luff-Schoorl:

Amestecand cu grijd, se toarnd solutia de acid citric (punctul 3.4.2) in solutia de carbonat de sodiu (punctul 3.4.3).
Se adauga solutia de sulfat de cupru (punctul 3.4.1) si se completeazd pand la 1 litru cu apd. Se lasd la decantare
peste noapte si se filtreazd. Se verificd concentratia reactivului obtinut astfel (Cu 0,05 mol/litru; Na,
CO; 1 mol/litru). pH-ul solutiei este aproximativ 9,4.

3.4.1.  Solutie de sulfat de cupru: se dizolvd 25 g de sulfat de cupru, Cu SO, 5H,0, lipsitd de fier, in 100 ml apa.
3.4.2.  Solutie de acid citric: se dizolvad 50 g de acid citric, CsHzO,*H,0, in 50 ml de apa.

3.4.3.  Solutie de carbonat de sodiu: se dizolvd 143,8 g de carbonat de sodiu anhidru in aproximativ 300 ml de ap calda.
Se lasd sd se raceascd.

3.5. Granule de piatrd ponce fierte in acid clorhidric, spalate in apa si uscate.

3.6. Iodurd de potasiu, solutie 30 % (greutate/volum).

3.7. Acid sulfuric 3 mol/litru.

3.8. Solutie de tiosulfat de sodiu 0,1 mol/litru.

3.9. Solutie de amidon: se adaugd un amestec de 5 g de amidon solubil cu 30 ml de apd la 1 litru de apd in stare de

fierbere. Se fierbe timp de 3 minute, se lasd sd se rdceascd si, dacd este necesar, se adaugd 10 mg de iodurd de
mercur ca agent de conservare.

4. Aparatura

Baie de apd cu termostat reglat la 38-40 °C.

5. Procedura

Se cantdreste 1 g de esantion cu o abatere de 1 mg si se introduce intr-un balon gradat de 100 ml. Se adaugd 25-30
ml de apd. Balonul se introduce intr-o baie de apd aflatd la temperatura de fierbere, timp de 30 de minute, apoi se
riceste la aproximativ 35 °C. Se adaugd 5 ml de suspensie de drojdie (punctul 3.1) si se omogenizeazi. Balonul se
lasd sd stea timp de doud ore intr-o baie de apd la temperatura de 38-40 °C. Se riceste la aproximativ 20 °C.

Se adaugd 2,5 ml de solutie Carrez I (punctul 3.2) si se amestecd timp de 30 de secunde, apoi se adaugd 2,5 ml de
solutie Carrez II (punctul 3.3) si se amestecd din nou timp de 30 de secunde. Se completeazd cu apd pand la 100
ml, se amestecd si se filtreazd. Cu ajutorul unei pipete, se indeparteazd o cantitate de filtrat care nu depaseste 25
ml si care contine, de preferintd, 40-80 mg de lactozd, apoi se transferd intr-un flacon Erlenmeyer de 300 ml.
Daci este necesar, se completeazd cu apd pand la 25 ml.

Se efectueazd un test martor in acelasi mod cu 5 ml de suspensie de drojdie (punctul 3.1). Se determind continutul
de lactozd prin metoda Luff-Schoorl, dupd cum urmeaza: se adaugd exact 25 ml de reactiv Luff-Schoorl (punctul
3.4) si doud granule de piatrd ponce (punctul 3.5). Se amestecd manual concomitent cu incdlzirea deasupra unei
flacari libere de indltime medie, iar lichidul se aduce la fierbere in aproximativ 2 minute. Flaconul Erlenmeyer se
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asazd imediat pe o plasd de sarmad acoperitd cu azbest avand un orificiu cu diametru de aproximativ 6 cm sub care
existd o flacdrd aprinsd. Flacdra se regleazd astfel incit si se incilzeascd doar baza flaconului Erlenmeyer. La
flaconul Erlenmeyer se monteazd un condensator cu reflux. Se fierbe exact 10 minute. Se riceste imediat in ap
rece i, dupd aproximativ 5 minute, se titreazd dupd cum urmeaza:

Se adaugd 10 ml de solutie de iodurd de potasiu (punctul 3.6) si, imediat dupd aceea (cu grijd, din cauza riscului
formarii unei spume abundente), se adaugd 25 ml acid sulfuric (punctul 3.7). Se titreazd in continuare cu solutie
de tiosulfat de sodiu (punctul 3.8) pand la aparitia unei coloraturi galben sters, addugind ca indicator solutia de
amidon (punctul 3.9) si incheind titrarea.

Se efectueazd aceeasi titrare pe un amestec de 25 ml de reactiv Luff-Schoorl (punctul 3.4) cu 25 ml de apd, masurat
cu precizie, dupd ce s-au addugat 10 ml de solutie de iodurd de potasiu (punctul 3.6) si 25 ml de acid sulfuric
(punctul 3.7), fird a se fierbe.

6. Calculul rezultatelor

Utilizand tabelul atasat, se stabileste cantitatea de lactoza in mg care corespunde diferentei dintre rezultatele celor
doud titrdri, exprimate in ml de tiosulfat de sodiu 0,1 mol/litru.

Rezultatul pentru lactoza anhidrd se exprima ca procent din esantion.
7. Observatie

1. Pentru produsele care contin mai mult de 40 % zahir fermentescibil, se utilizeazd mai mult de 5 ml de
suspensie de drojdie (punctul 3.1).

2. In hrana «cu continut redus de lactozd» (de exemplu, laptele pentru pisici), lactoza este convertitd in
fructozd, care nu este complet fermentatd in decurs de doud ore, ceea ce duce la rezultate pozitive mai
mari sau false (deoarece reziduurile de fructozd riman in extract).

Tabel de valori pentru 25 ml de reactiv Luff-Schoorl

ml de Na, S, O; 0,1 mol/litru, doud minute incilzire, 10 minute fierbere

Na, S, Os Glucozi, fructozd zaharuri invertite Lactozd Na, S, Os
0,1 mol/litru Cs Hy, Og Cy, Hy, Oy 0,1 mol/litru
ml mg diferenta mg diferentd 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
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K. DETERMINAREA AMIDONULUI

METODA POLARIMETRICA

1. Obiectiv si domeniu de aplicare
Aceastd metodd permite determinarea in furaje a continutului de amidon si a produselor de degradare a
amidonului cu masd moleculard mare cu scopul de a se verifica conformitatea cu valoarea energeticd declaratd
(prevederile din anexa VII) si cu Regulamentul (CE) nr. 767/2009.

Aceastd metodd se utilizeazd pentru determinarea continutului de amidon utilizat la calcularea valorii energetice a
furajului.

In cazul in care continutul de amidon trebuie determinat in alte scopuri, se pot utiliza alte metode de analiza.

2. Principiu

Metoda cuprinde doud determindri. In prima, esantionul este tratat cu acid clorhidric diluat. Dupa limpezire si
filtrare, se mdsoard rotatia opticd a solutiei prin polarimetrie.

In cea de-a doua, esantionul este extras cu etanol 40 %. Dupi acidificarea filtratului cu acid clorhidric, limpezire si
filtrare, se mdsoar rotatia opticd la fel ca in prima determinare.

Diferenta dintre cele doud mdsuritori, multiplicatd cu un factor cunoscut, oferd continutul de amidon al
esantionului.

3. Reactivi
3.1 Acid clorhidric, solutie cu concentratie 25 % (g/g): 1,126 g/ml.

3.2 Acid clorhidric, solutie 1,13 % (greutate/volum)
Concentratia se verificd prin titrare folosind o solutie de hidroxid de sodiu 0,1 mol/litru in prezenta rosului de

metil 0,1 % (greutate/volum) in etanol 94 % (v/v). Pentru neutralizarea a 10 ml sunt necesari 30,94 ml de NaOH
0,1 mol/litru.

3.3. Solutie Carrez I: se dizolva 21,9 g de acetat de zinc, Zn (CH; COO), 2H,0 si 3 g de acid acetic glacial in apa. Se
completeazd cu apd pand la 100 ml.

3.4. Solutie Carrez II: se dizolvd 10,6 g de ferocianurd de potasiu, K, Fe (CN), 3H,O in api. Se completeazd cu apd
pand la 100 ml.

3.5. Etanol, solutie cu concentratie de 40 % (v/v): 0,948 g/mlla 20 °C.

4. Aparatura

4.1. Flacon Erlenmeyer de 250 ml cu imbinare de sticld slefuitd standard si cu condensator cu reflux.
4.2. Polarimetru sau zaharimetru.

5. Procedura

5.1. Pregdtirea esantionului

Esantionul se zdrobeste pand cand devine suficient de fin pentru a trece complet printr-o sitd cu orificii rotunde de
0,5 mm.
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5.2.

5.3.

6.1.

Determinarea rotatiei optice totale (P sau S) (a se vedea observatia de la punctul 7.1)

Se céantdresc 2,5 g din esantionul zdrobit cu abatere de 1 mg si se introduc intr-un balon gradat de 100 ml. Se
adaugd 25 ml de acid clorhidric (punctul 3.2), se agitd pentru a obtine o distributie uniformd a esantionului de
testat i se adaugd incd 25 ml de acid clorhidric (punctul 3.2). Se scufundi balonul intr-o baie de apa care fierbe,
agitindu-se cu putere §i in mod constant in primele trei minute pentru a preveni formarea de aglomerdri.
Cantitatea de apd din baia de apd trebuie si fie suficientd pentru ca baia sd rimani la punctul de fierbere atunci
cand balonul este introdus in ea. Balonul nu trebuie si fie scos din baie in timp ce este agitat. Dupd exact
15 minute, se scoate din baie, se adaugd 30 ml de ap rece si se riceste imediat la 20 °C.

Se adaugd 5 ml de solutie Carrez I (punctul 3.3) si se agitd timp de aproximativ 30 de secunde. Apoi se adaugd
5 ml de solutie Carrez II (punctul 3.4) si se agitd din nou timp de aproximativ 30 de secunde. Se completeaza cu
apd pand la volum, se amestecd si se filtreazd. Daci filtratul nu este perfect limpede (ceea ce se intdmpla rar), se
repetd determinarea folosind o cantitate mai mare din solutiile Carrez I i I, de exemplu 10 ml.

Se mdsoard rotatia opticd a solutiei intr-un tub de 200 mm cu polarimetrul sau cu zaharimetrul.

Determinarea rotatiei optice (P’ sau S’) a substantelor solubile in etanol 40 %

Se cantdresc 5 g din esantion cu abatere de 1 mg, se introduc intr-un balon gradat de 100 ml si se adaugd
aproximativ 80 ml de etanol (punctul 3.5) (a se vedea observatia de la punctul 7.2). Se lasd balonul s stea timp
de 1 ord la temperatura camerei; in acest timp, se agitd cu putere de sase ori astfel incat esantionul de testat si se
amestece complet cu etanolul. Se completeazd pana la volum cu etanol (punctul 3.5), se amestecd si se filtreaza.

Se pipeteazd 50 ml de filtrat (corespunde la 2,5 g de esantion) intr-un flacon Erlenmeyer de 250 ml, se adaugd
2,1 ml de acid clorhidric (punctul 3.1) si se agitd puternic. La flaconul Erlenmeyer se monteazad un condensator
cu reflux, iar vasul se scufundi intr-o baie de apd in fierbere. Dupd exact 15 minute, se scoate flaconul
Erlenmeyer din baie, se transferd continutul intr-un balon gradat de 100 ml, clitind cu putind apd rece si se
rdceste la 20 °C.

Se limpezeste folosind solutiile Carrez I (punctul 3.3) si Il (punctul 3.4), se completeaza pand la volum cu apd, se
amestecd, se filtreazd §i se mdsoard rotatia opticd astfel cum se indicd la punctul 5.2 paragrafele doi si trei.

Calculul rezultatelor

Continutul de amidon (%) se calculeazi dupa cum urmeaza:

Mudsurare cu polarimetrul

Continut de amidon (%) = 2200x(-P)

oy
p= rotatia opticd totald in grade unghiulare
P = rotatia opticd in grade unghiulare a substantelor solubile in etanol 40 % (V/[V)
[a];” = rotatia opticd specificd a amidonului pur. Valorile numerice acceptate in mod conventional pentru acest

factor sunt urmdtoarele:

+185,9°:  amidon din orez
+185,7°:  amidon din cartofi
+184,6°. amidon din porumb
+182,7°: amidon din griu
+181,5% amidon din orz
+181,3°: amidon din oviz

+184,0°:  alte tipuri de amidon §i amestecuri de amidon in furaje combinate
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6.2. Mdsurare cu zaharimetrul

/
_ 2000  (2Nx0665)x(S-S) 266Nx(S—8')

Continut de amidon (%)

- W 100 M%w
S= rotatia opticd totald in grade zaharimetrice
§= rotatia opticd in grade zaharimetrice a substantelor solubile in etanol 40 % (v/v)
N= greutatea (g) a zaharozei in 100 ml de apd determinind o rotatie opticd de 100 grade zaharimetrice
mdsuratd cu un tub de 200 mm
16,29 g pentru zaharimetrele franceze
26,00 g pentru zaharimetrele germane
20,00 g pentru zaharimetrele mixte.
[0]2" = rotatia opticd specificd a amidonului pur (a se vedea punctul 6.1)

6.3. Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie si depiseascd 0,4
in valoare absolutd pentru un continut de amidon mai mic de 40 % si 1 % in valoare relativd in cazul continutului
de amidon egal sau mai mare de 40 %.

7. Observatii

7.1. In cazul in care esantionul contine mai mult de 6 % carbonati, calculati sub form3 de carbonat de calciu, acestia
trebuie distrusi prin tratare cu o cantitate perfect adecvatd de acid sulfuric diluat inaintea determindrii rotatiei
optice totale.

7.2. In cazul produselor cu un continut mare de lactozd, cum ar fi zerul praf sau laptele praf degresat, se procedeazd
dupd cum urmeazd dupd addugarea a 80 ml etanol (punctul 3.5). La balon se fixeazd un condensator cu reflux,
iar balonul se scufundd intr-o baie de apd la 50 °C timp de 30 de minute. Se lasd sd se riceascd si se continud
analiza astfel cum se indicd la punctul 5.3.

7.3. In cazul in care sunt prezente in cantititi semnificative in furaje, urmdtoarele materii prime furajere sunt
cunoscute ca dand nastere la interferente atunci cand continutul de amidon se determind prin metoda
polarimetricd si, din acest motiv, se pot obtine rezultate incorecte:

— produse din sfecld (de zahdr), precum pulpa de sfecld (de zahdr), melasa de sfecld (de zahir), pulpd melasatd de
sfecld (de zahar), vinasa de sfecld (de zahdr), zahir (din sfecld);

— pulpd de citrice;
— seminte de in; srot de seminte de in; srot de seminte de in rezultat dupa extractie;

— seminte de rapitd; srot de seminte de rapitd; srot de seminte de rapitd rezultat dupd extractie; coji de seminte de
rapitd;

— seminte de floarea soarelui; srot de seminte de floarea soarelui rezultat dupd extractie; seminte de floarea
soarelui partial decorticate, rezultate dupa extractie;

— srot de copra; srot de copra rezultat dupd extractie;

— pulpd de cartofi;

— drojdie deshidratat3;

— produse bogate in inulind (de exemplu, fulgi si fdind de topinambur);
— jumdri;

— produse din soia

In aceste cazuri, se poate aplica metoda de analizi previzuti de Regulamentul (CE) nr. 121/2008 al Comisiei ().
Aceastd metodd poate fi utilizatd si pentru furajele care contin mai putin de 1 % amidon.

() Regulamentul (CE) nr. 121/2008 al Comisiei din 11 februarie 2008 de stabilire a metodei de analizd pentru determinarea continutului
de amidon din preparatele de tipul celor utilizate pentru hrana animalelor (cod NC 2309) (JO L 37, 12.2.2008, p. 3).
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4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

7.1.

7.2.

7.3.

L. DETERMINAREA CONTINUTULUI DE CENUSA BRUTA

Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea in furaje a continutului de cenusi bruta.
Principiu

Esantionul se calcineazi la 550 °C; reziduul se cantdreste.

Reactivi

Nitrat de amoniu, solutie 20 % (greutate/volum).

Aparatura

Plita.

Cuptor electric cu mufl3, dotat cu termostat.

Creuzete pentru calcinare fabricate din silice, portelan sau platind, de formd rectangulard (aproximativ 60 x 40 x
25 mm) sau circulard (diametru: 60-75 mm, iniltime: 20-40 mm).

Procedura

Se cantdresc aproximativ 5 g de esantion cu o abatere de 1 mg (2,5 g pentru produsele cu tendintd de umflare) si
se introduc intr-un creuzet pentru calcinare, care in prealabil a fost incilzit la 550 °C, ricit si tarat. Se asazd
creuzetul pe plitd si se incilzeste progresiv pand la carbonizarea materialului. Se calcineazd in conformitate cu
mentiunile de la punctul 5.1 sau 5.2.

Se introduce creuzetul in cuptorul cu mufla calibrat, reglat la 550 °C. Se mentine la aceastd temperaturd pand la
obtinerea unei cenusi albe, gri deschis sau rosiatice, aparent lipsitd de particule carbonizate. Se introduce
creuzetul intr-un desicator, se lasd s se riceasci si se cantdreste imediat.

Se introduce creuzetul in cuptorul cu mufla calibrat, reglat la 550 °C. Se calcineazd timp de 3 ore. Se introduce
creuzetul intr-un desicator, se lasd sd se riceascd si se cantireste imediat. Se calcineazd din nou timp de 30 de
minute pentru a asigura cd greutatea cenusii rdmane constantd (pierderea de greutate intre doud cantdriri
succesive trebuie sd fie mai micd sau egald cu 1 mg).

Calculul rezultatelor
Se calculeazd greutatea reziduului prin deducerea tarei.

Rezultatul se exprimd ca procent din esantion.
Observatii

Cenusa substantelor dificil de calcinat trebuie supusa unei calcindri initiale timp de cel putin trei ore, urmati de ricire
si de addugarea catorva picdturi de solutie de nitrat de amoniu 20 % sau de apd (cu grijd, pentru a evita dispersarea
cenusii si formarea de aglomerdri). Se continud calcinarea dupd uscarea in cuptor. Operatia se repetd pana cand
calcinarea este completd.

In cazul substantelor rezistente la tratamentul descris la punctul 7.1, se procedeazi in felul urmator: dupi calcinare
timp de trei ore, se introduce cenusa in api caldd si se filtreazd printr-un filtru mic, lipsit de cenusa. Filtrul si
continutul sdu se calcineazd in creuzetul initial. Filtratul se introduce in creuzetul ricit, se evapord pan la uscare,
se calcineazd si se cantireste.

In cazul uleiurilor si grasimilor, se cantdresc cu precizie 25 g de esantion intr-un creuzet de dimensiuni adecvate. Se
carbonizeazd prin aprinderea materialului cu ajutorul unei benzi de filtru de hartie, lipsit de cenusi. Dupi
combustie, se umecteaza cu cit mai putind apa. Se usuci si se calcineazd astfel cum se descrie la punctul 5.

M. DETERMINAREA CENUSII INSOLUBILE IN ACID CLORHIDRIC

Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metoda permite determinarea in furaje a continutului de substante minerale insolubile in acid clorhidric.
Se pot utiliza doud metode, in functie de natura esantionului.

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

59/129



RO

JO L, 15.3.2024

1.1. Metoda A: aplicabild materiilor prime furajere organice furaje si majoritatii furajelor combinate;

1.2. Metoda B: aplicabild compusilor si amestecurilor minerale, precum furajelor combinate al ciror continut de
substante insolubile in acid clorhidric, determinat conform metodei A, este mai mare de 1 %.

2. Principiu

2.1. Metoda A: esantionul se calcineazd, cenusa se fierbe in acid clorhidric, iar reziduul insolubil se filtreazd si se
cantdreste.

2.2. Metoda B: esantionul se trateazd cu acid clorhidric. Solutia se filtreazd, reziduul se calcineazd, iar cenusa astfel
obtinuti se trateazd conform metodei A.

3. Reactivi

3.1. Acid clorhidric 3 mol/litru.

3.2. Acid tricloracetic, solutie 20 % (greutate/volum).

3.3. Acid tricloracetic, solutie 1 % (greutate/volum).

4. Aparaturd

4.1. Plitd.

4.2. Cuptor electric cu mufl3, dotat cu termostat.

4.3 Creuzete pentru calcinare fabricate din silice, portelan sau platind, de formd rectangulard (aproximativ 60 x 40 x
25 mm) sau circulard (diametru: 60-75 mm, iniltime: 20-40 mm).

4.4, Filtre lipsite de cenusd

5. Procedura

5.1. Metoda A:
Esantionul se calcineazd prin metoda descrisi la determinarea cenusii brute. Se poate utiliza si cenusd obtinutd din
analiza respectiva.
Se introduce cenusa intr-un pahar de laborator de 250-400 ml, utilizdnd 75 ml de acid clorhidric (punctul 3.1). Se
aduce lent la fierbere si se fierbe incet timp de 15 minute. Solutia calda se filtreaza printr-un filtru de hartie lipsit
de cenusd, iar reziduul se spald cu apd caldd pand cind reactia acidd nu mai este vizibild. Filtrul care contine
reziduul se usuci si se calcineazd intr-un creuzet tarat, la o temperaturd de minimum 550 °C si maximum 700 °C.
Se lasd sd se rdceascd intr-un desicator si se cantdreste.

5.2. Metoda B
Se cantdresc 5 g de esantion cu o abatere de 1 mg si se introduc intr-un pahar de laborator de 250-400 ml. Se
adaugd succesiv 25 ml apd si 25 ml acid clorhidric (punctul 3.1), se amestecd si se asteaptd ca efervescenta si
inceteze. Se adaugd incd 50 ml de acid clorhidric (punctul 3.1). Se asteaptd ca degajarea de gaz sd inceteze, apoi se
introduce paharul de laborator intr-o baie de apd la temperatura de fierbere si se mentine acolo timp de 30 de
minute sau, dacd este necesar, mai mult, pentru ca amidonul eventual prezent si se hidrolizeze complet. Se
filtreaza pand este incd cald, printr-un filtru lipsit de cenus, iar filtrul se spald in 50 ml de apd caldd (a se vedea
observatia 7). Se introduce filtrul care contine reziduul intr-un creuzet pentru calcinare, se usuci si se calcineaza
la o temperaturd de minimum 550 °C si maximum 700 °C. Se introduce cenusa intr-un pahar de laborator de
250-400 ml, utilizdnd 75 ml de acid clorhidric (punctul 3.1); se continud astfel cum se descrie la punctul 5.1, al
doilea paragraf.

6. Calculul rezultatelor
Se calculeazd greutatea reziduului prin deducerea tarei. Rezultatul se exprimd ca procent din esantion.
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Observatie

Daci filtrarea se dovedeste dificild, se reia analiza, inlocuind cei 50 ml de acid clorhidric (punctul 3.1) cu 50 ml de
acid tricloracetic, solutie 20 % (greutate/volum) (punctul 3.2) si spiland filtrul intr-o solutie caldd de acid
tricloracetic 1 % (punctul 3.3).

N. DETERMINAREA FOSFORULUI TOTAL

Fosforul total se determind prin:

— metoda de analizd previzutd de EN 15510 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd —
Determinarea calciului, sodiului, fosforului, magneziului, potasiului, fierului, zincului, cuprului,
manganului, cobaltului, molibdenului si plumbului prin ICP-AES; sau

— metoda de analizd previzutd de EN 15621 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd —
Determinarea calciului, sodiului, fosforului, magneziului, potasiului, sulfului, fierului, zincului, cuprului,
manganului si cobaltului dupa dizolvarea sub presiune prin ICP-AES; sau

— metoda fotometricd, astfel cum este descrisa in continuare.

METODA FOTOMETRICA

Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea in furaje a continutului de fosfor total. Ea este indicatd in special pentru
analiza produselor sidrace in fosfor. In anumite cazuri (produs bogat in fosfor), se poate utiliza o metodd
gravimetricd.

Principiu
Esantionul se mineralizeaz3, fie prin combustie uscati (in cazul furajelor organice), fie prin dizolvare in mediu acid
(in cazul furajelor combinate continidnd minerale si al celor lichide), iar apoi se introduce in solutie acida. Solutia se

trateazd cu reactivul molibdovanadat. Densitatea opticd a solutiei galbene astfel formate se masoard cu un
spectrofotometru la 430 nm.

Reactivi

Carbonat de calciu.

Acid clorhidric, pyo = 1,10 g/ml (aproximativ 6 mol/litru).
Acid azotic, pyo = 1,045 g/ml.

Acid azotic, pyo = 1,38-1,42 g/ml.

Acid sulfuric, pyo = 1,84 g/ml.

Reactiv molibdovanadat: se amestecd 200 ml de solutie de heptamolibdat de amoniu (punctul 3.6.1), 200 ml de
solutie de monovanadat de amoniu (punctul 3.6.2) si 134 ml de acid azotic (punctul 3.4) intr-un balon gradat de
1 litru. Se completeazd pani la volum cu apd.

Solutie de heptamolibdat de amoniu: se dizolvd in api fierbinte 100 g de heptamolibdat de amoniu (NH,)
6Mo0,0,,4.4H,0. Se adaugd 10 ml de amoniac (concentratie 0,91 g/ml) si se completeaza cu apd pand la 1 litru.

Solutie de monovanadat de amoniu: se dizolvd 2,35 g de monovanadat de amoniu NH,VO; in 400 ml de apd
fierbinte. Amestecand constant, se adaugi lent 20 ml de acid azotic diluat [7 ml de HNO; (punctul 3.4) + 13 ml
de H,0] si se completeaza cu apd pand la 1 litru.

Solutie etalon de 1 mg de fosfor per ml: se dizolvd 4,387 g de fosfat diacid de potasiu KH,PO, in apd. Se
completeazid cu apd pand la 1 litru.

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

6

1/129



RO JOL, 15.3.2024

4. Aparatura
4.1. Creuzete pentru calcinare din silice, portelan sau platina.
4.2. Cuptor cu mufld electric, dotat cu termostat reglat la 550 °C.

4.3. Flacon Kjeldahl de 250 ml.

4.4. Baloane gradate si pipete de precizie.

4.5. Spectrofotometru.

4.6. Eprubete cu diametru de aproximativ 16 mm, cu dopuri gradate la un diametru de 14,5 mm; capacitate:
25-30 ml.

5. Procedura

5.1. Prepararea solufiei

In functie de natura esantionului, solutia se prepari astfel cum se indic la punctul 5.1.1 sau 5.1.2.

5.1.1. Procedura uzuali

Se cantdreste 1 g de esantion, sau mai mult, cu o abatere de 1 mg. Se introduce esantionul de testat intr-un flacon
Kjeldahl, se adaugd 20 ml de acid sulfuric (punctul 3.5), se agitd pentru a impregna complet substanta cu acid si
pentru a preveni ca substanta s adere pe peretii flaconului, se incilzeste si se mentine la punctul de fierbere timp
de 10 minute. Se lasd si se rdceascd usor, se adaugi 2 ml de acid azotic (punctul 3.4), se incilzeste usor, se lasd si
se riceascd usor, se mai adaugd putin acid azotic (punctul 3.4) si se readuce la punctul de fierbere. Se repetd aceastd
procedurd pand se obtine o solutie incolord. Se riceste, se adaugd putind apd, se decanteazi lichidul intr-un balon
gradat de 500 ml clatind flaconul Kjeldahl cu api fierbinte. Se lasd sa se rdceascd, se completeazd pand la volum cu
apd, se omogenizeaza si se filtreazd.

5.1.2. Esantioane care contin substante organice si sunt lipsite de fosfati diacizi de calciu si
magneziu

Se cantdresc aproximativ 2,5 g de esantion cu abatere de 1 mg intr-un creuzet de calcinare. Se amestecd esantionul
de testat cu 1 g de carbonat de calciu (punctul 3.1) pana cand se obtine un amestec complet omogen. Se calcineazi
in cuptor la 550 °C pand se obtine o cenusd albd sau gri (o cantitate micd de cdrbune se ignord). Se transferd cenusa
intr-un pahar de laborator de 250 ml. Se adaugd 20 ml de apd si acid clorhidric (punctul 3.2) panid cand
efervescenta inceteazd. Se adaugd incd 10 ml de acid clorhidric (punctul 3.2). Se asazd paharul de laborator pe o
baie de nisip si se evapord pand la uscare, pentru a face silicea insolubild. Se redizolvi reziduul in 10 ml de acid
azotic (punctul 3.3) si se fierbe pe baia de nisip sau pe o plitd timp de 5 minute, fird a se evapora pani la uscare.
Se decanteaza lichidul intr-un balon gradat de 500 ml, clitind paharul de mai multe ori cu apd fierbinte. Se lasad sd
se riceascd, se completeazd pand la volum cu apd, se omogenizeaza si se filtreazd.

5.2. Aparitia coloratiei si mdsurarea densitdtii optice

Se dilueazi o parte alicotd de filtrat obtinut ca la punctul 5.1.1 sau 5.1.2 pentru a obtine o concentratie de fosfor
de maximum 40 pg/ml. Se introduc 10 ml din aceastd solutie intr-o eprubetd (punctul 4.6) si se adaugd 10 ml de
reactiv molibdovanadat (punctul 3.6). Se omogenizeazd si se lasi sd stea timp de cel pugin 10 minute la 20 °C.
Densitatea opticd se mdsoard cu un spectrofotometru la 430 nm, prin comparatie cu o solutie obtinutd prin
addugarea de 10 ml de reactiv molibdovanadat (punctul 3.6) la 10 ml de apa.

5.3. Curba de calibrare

Din solutia etalon (punctul 3.7) se prepard solutii care contin 5, 10, 20, 30 si 40 pg de fosfor per ml, respectiv. Se
jau 10 ml din fiecare din aceste solutii i se adaugd la 10 ml de reactiv molibdovanadat (punctul 3.6). Se
omogenizeazd si se lasd sd stea timp de cel putin 10 minute la 20 °C. Densitatea opticd se masoard astfel cum se
indicd la punctul 5.2. Se traseazd curba de calibrare prin inscrierea graficd a densititilor optice in raport cu
cantitdtile corespunzdtoare de fosfor. Pentru concentratii cuprinse intre 0 si 40 pg/ml, curba va fi liniara.

6. Calculul rezultatelor

Cantitatea de fosfor din esantionul de testat se determind prin utilizarea curbei de calibrare.
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Rezultatul se exprimd ca procent din esantion.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele obtinute in doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu depasesc:
— 3%, relativ la rezultatul mai mare, pentru un continut de fosfor mai mic de 5 %;

— 0,15 % in valoare absolutd, pentru un continut de fosfor egal sau mai mare de 5 %.

O. DETERMINAREA CLORULUI DIN CLORURI

Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea cantititii de clor din clorurile solubile in api, exprimate conventional ca
clorurd de sodiu. Este aplicabild tuturor furajelor.

Principiu
Clorurile se dizolva in api. Dacd produsul contine materii organice, se limpezeste. Solutia se acidificd usor cu acid

azotic, iar clorurile precipitd sub formd de clorurd de argint cu ajutorul unei solutii de nitrat de argint. Excesul de
nitrat de argint se titreaza cu o solutie de tiocianat de amoniu, prin metoda Volhard.

Reactivi

Solutie de tiocianat de amoniu 0,1 mol/litru.

Solutie de nitrat de argint 0,1 mol/litru.

Solutie saturatd de sulfat feric de amoniu (NH,)Fe(SO,),.
Acid azotic, concentratie: 1,38 g/ml.

Eter dietilic.

Acetond.

Solutie Carrez I: se dizolvd 21,9 g de acetat de zinc, Zn (CH;COO),2H,0 si 3 g de acid acetic glacial in apa. Se
completeazd cu api pand la 100 ml.

Solutie Carrez II: se dizolvi 10,6 g de ferocianurd de potasiu, K,Fe(CN)¢3H,O in api. Se completeazd cu apd pand
la 100 ml.

Carbune activ, lipsit de cloruri si firi a le absorbi.
Aparatura

Mixer (agitator): aproximativ 35-40 rpm.
Procedura

Prepararea solufiei

In functie de natura esantionului, se prepari o solutie conform indicatiilor de la punctul 5.1.1, 5.1.2 sau 5.1.3.

In acelasi timp, se efectueaz un test martor fard esantionul de analizat.

Esantioane fird materii organice

Se cantdresc maximum 10 g de esantion cu o abatere de 1 mg, care contin maximum 3 g de clor sub forma de
cloruri. Se introduc, impreund cu 400 ml de apd, intr-un balon gradat de 500 ml la aproximativ 20 °C. Se
amestecd timp de 30 de minute in agitator, se aduce la volum, se omogenizeazi si se filtreaza.
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Esantioane care contin materii organice, exceptand produsele mentionate la punctul 5.1.3

Se cantdresc aproximativ 5 g de esantion cu o abatere de 1 mg si se introduc, impreund cu 1 g de cirbune activ,
intr-un balon gradat de 500 ml. Se adaugd 400 ml api la aproximativ 20 °C si 5 ml de solutie Carrez I (punctul
3.7), se amestecd timp de 30 de secunde, apoi se adaugd 5 ml de solutie Carrez II (punctul 3.8). Se amestecd timp
de 30 de minute in agitator, se aduce la volum, se omogenizeaza si se filtreaza.

Furaje preparate termic, turte si fiind de in, produse bogate in fdinid de in si alte produse
bogate in mucilagii sau in substante coloidale (de exemplu amidon dextrinat)

Se prepard solutia astfel cum se descrie la punctul 5.1.2, dar nu se filtreazd. Se decanteazd (dacd este necesar, se
centrifugheazd), se indeparteazd 100 ml lichid supernatant si se transferd intr-un flacon de misurare de 200 ml.
Se amestecd cu acetond (punctul 3.6) si se aduce la volum cu acest solvent, se omogenizeazi si se filtreaza.

Titrarea

Cu ajutorul unei pipete, se transferd intr-un flacon Erlenmeyer o cantitate cuprinsd intre de 25 si 100 ml de filtrat
(in functie de continutul anticipat de clor), obtinut astfel cum se descrie la punctul 5.1.1, 5.1.2 sau 5.1.3. Portia
alicotd nu trebuie si contind mai mult de 150 mg de clor (Cl). Daci este necesar, se dilueazd cu maximum 50 ml
de ap3, se adaugd 5 ml acid azotic (punctul 3.4), 2 ml de solutie saturatd de sulfat feric de amoniu (punctul 3.3) si
doud picdturi de solutie de tiocianat de amoniu (punctul 3.1) transferatd cu ajutorul unei biurete umplute pand la
gradatia zero. Cu ajutorul unei biurete, se transferd solutia de nitrat de argint (punctul 3.2) astfel incat sd se obtind
un exces de 5 ml. Se adaugd 5 ml de eter dietilic (punctul 3.5) si se agitd puternic pentru a coagula precipitatul.
Excesul de nitrat de argint se titreazd cu solutia de tiocianat de amoniu (punctul 3.1) pand cand coloratia maro-
rogcat a persistat timp de un minut.

Calculul rezultatelor

Cantitatea de clor (X), exprimatd ca % de clorurd de sodiu, se calculeazd cu ajutorul urmitoarei formule:

_ SIS (V) V)

X m
unde:
V,= ml de solutie de nitrat de argint 0,1 mol/l addugat3;
V, = ml de solutie de tiocianat de amoniu 0,1 mol/l utilizat3 la titrare;
m= g din greutatea esantionului in partea alicotd.

Dacd testul martor indicd un consum de solutie de nitrat de argint 0,1 mol/l, se deduce aceasti valoare din volum
(Vi=Va).

Observatii
Titrarea se poate face si prin potentiometrie sau amperometrie.

In cazul produselor foarte bogate in uleiuri si grisimi, se procedeazd mai intai la o degresare cu eter dietilic sau cu
eter de petrol.

In cazul fiinii de peste, titrarea se poate efectua prin metoda Mohr.”
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ANEXA IV

+ANEXA IV
METODE DE ANALIZA PENTRU CONTROLAREA NIVELULUI AUTORIZAT DE ADITIVI DIN FURAJE

A. DETERMINAREA VITAMINEI A
Vitamina A se determind prin:

— Metoda de analizd prevdzutd de EN 17547 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd —
Determinarea continutului de vitamine A, E i D (*) — Metoda care utilizeazd extractia in fazi solidd (SPE)
si cromatografia lichida de inaltd performantd (HPLC); sau

— prin cromatografie lichidd de inaltd performantd (RP-HPLC) cu fazd inversatd, utilizdnd un detector UV
sau un detector de fluorescentd, astfel cum se descrie la punctele 1-9 de mai jos.

Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea nivelului de vitamind A (retinol) din furaje. Vitamina A include alcoolul
all-trans-retinil si izomerii sdi cis, care se determind prin aceastd metodd. Continutul de vitamind A se exprimd in
unitdti internationale (UI) per kg O UI corespunde activitatii a 0,300 ug de alcool all-trans-vitamind A sau a 0,344
pg all-trans-vitamind A acetat sau 0,550 pg all-trans-vitamind A palmitat.

Limita de cuantificare este 2 000 UI de vitamini Akg.

Principiu

Esantionul se hidrolizeazi cu o solutie de hidroxid de potasiu etanolic, iar vitamina A se extrage cu eter de petrol.
Solventul se indepdrteazd prin evaporare, iar reziduul se dizolva in metanol si, daci este necesar, se dilueazd pand
la concentratia necesard. Continutul de vitamind A se determind prin cromatografie lichidd de inaltd performantd

cu fazd inversatd (RP-HPLC) cu ajutorul unui detector de UV sau de fluorescentd. Parametrii cromatografiei se aleg
astfel incat sd nu existe separatie intre alcoolul all-trans-vitamina A si izomerii si cis.

Reactivi

Etanol, 0= 96 %

Eter de petrol, interval de fierbere 40-60 °C

Metanol

Solutie de hidroxid de potasiu, ¢ = 50 g/100 ml

Solutie de ascorbat de sodiu, ¢ = 10 g/100 ml (a se vedea observatiile de la punctul 7.7)
Sulfurd de sodiu, Na,S - x H,O (x =7 - 9)

Solutie de sulfurd de sodiu, ¢ = 0,5 mol/l in glicerol, f = 120 g/l (pentru x = 9) (a se vedea observatiile de la punctul
7.8)

Solutie de fenolftaleind, ¢ = 2 g/100 ml in etanol (punctul 3.1)
2-propanol

Fazd mobild pentru HPLC: amestec de metanol (punctul 3.3) si apd, de exemplu 980 + 20 (v + v). Proportia exactd
este determinatd de caracteristicile coloanei folosite.

Azot, lipsit de oxigen

(") Metoda de analizd previzuti de EN 17547 este mentionatd ca metodd alternativd care trebuie utilizatd in scopul controlului oficial
pentru determinarea vitaminei A si E in locul metodei descrise pentru determinarea vitaminei A in partea A din prezenta anexd si
pentru vitamina E in partea B din prezenta anexa.
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3.11.  All-trans-vitamind A acetat, extra purd, cu activitate certificatd, de exemplu, 2,80 x 106 Ul/g

3.11.1. Solutie stoc de all-trans-vitamind A acetat: Se cintdresc, cu o abatere de 0,1 mg, 50 mg de vitamind A acetat
(punctul 3.11) intr-un balon gradat de 100 ml. Se dizolvd in 2-propanol (punctul 3.8) si se completeaza pani la
semn cu acelasi solvent. Concentratia nominald a acestei solutii este de 1400 Ul vitamind A per ml. Continutul
exact se determind in conformitate cu indicatiile de la punctul 5.6.3.1.

3.12.  All-trans-vitamind A palmitat, extra purd, cu activitate certificatd, de exemplu 1,80 x 106 Ul/g

3.12.1. Solutie stoc de all-trans-vitamind A palmitat: Se cantiresc, cu o abatere de 0,1 mg, 80 mg de vitamind A palmitat
(punctul 3.12) intr-un balon gradat de 100 ml. Se dizolvi in 2-propanol (punctul 3.8) si se completeazd pani la
semn cu acelasi solvent. Concentratia nominali a acestei solutii este de 1 400 Ul vitamind A per ml. Continutul
exact se determind in conformitate cu indicatiile de la punctul 5.6.3.2.

3.13.  2,6-di-terf-butil-4-metilfenol (BHT) (a se vedea observatiile de la punctul 7.5)

4. Aparatura
4.1. Evaporator rotativ cu vid
4.2. Sticldrie laborator brund

4.2.1.  Baloane cu fund plat sau flacoane tip Erlenmeyer, 500 ml, cu orificiu din sticld slefuitd.
4.2.2.  Baloane gradate cu dopuri de sticld slefuitd, cu gat ingust, de 10, 25, 100 si 500 ml.
4.2.3.  Palnii de separare, conice, 1 000 ml, cu dopuri de sticld slefuitd.

4.2.4.  Flacoane piriforme, 250 ml, cu orificiu din sticld slefuita.

4.3. Condensator Allihn, cu lungime a mantalei de 300 mm, cu imbinare de sticld slefuitd si cu adaptor pentru
conducti de alimentare cu gaz

4.4, Filtru de hartie plisatd pentru separarea fazelor, cu diametru de 185 mm (de exemplu Schleicher & Schuell 597
HY 1/2)
4.5. Echipament HPLC cu sistem de injectie

4.5.1.  Coloand pentru cromatografie lichidd, 250 mm x 4 mm, C,s, cu particule de 5 sau 10 pm, sau echivalent (criteriu
de performantd: un singur varf pentru toti izomerii de retinol in conditiile HPLC).

4.5.2.  Detector de UV sau de fluorescentd, cu ajustare variabild a lungimii de unda.

4.6. Spectrofotometru cu celule de cuart de 10 mm.
4.7. Baie de apd cu agitator magnetic.
4.8. Aparat de extractie (a se vedea figura 1) compus din:

4.8.1.  Cilindru din sticld cu capacitate de 1 | prevazut cu gat si dop de sticld slefuite.

4.8.2.  Piesi din sticld slefuitd echipatd cu o tijd laterald si un tub reglabil care trece prin centru. Tubul ajustabil are un
capit inferior in formd de «U» si o duzi la capitul opus, astfel incat stratul superior de lichid din cilindru si poatd
fi transferat intr-o palnie de separare.
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Procedura

Notd:  Vitamina A este sensibild la lumini (UV) si la oxidare. Toate operatiunile se efectueazi in absenta luminii
(in recipiente de sticld brund sau protejate cu folie de aluminiu) si in absenta oxigenului (se expune unui
flux de azot). In timpul extractiei, aerul de deasupra lichidului se inlocuieste cu azot (a se evita excesul
de presiune sldbind din cand in cind dopul).

Pregdtirea esantionului

Se macind esantionul pentru a trece printr-o sitd cu ochiuri de 1 mm, evitdndu-se producerea de caldurd.
Micinarea trebuie efectuatd imediat inainte de cintdrire si saponificare, in caz contrar riscindu-se pierderi de
vitamina A. Nu se macind esantionul (esantioanele) in cazul in care distributia granulometricd este adecvatd (de
exemplu, preamestecuri si aditivi furajeri).

Saponificarea

In functie de continutul de vitamind A, se cantiresc 2-25 g de esantion cu o abatere de 1 mg intr-un balon cu fund
plat sau intr-un flacon tip Erlenmeyer de 500 ml (punctul 4.2.1). in cazul concentratiilor scizute, greutatea
esantionului poate fi mdritd pentru a avea suficiente particule in portiunea de testare. Se adaugd, agitind circular,
130 ml de etanol (punctul 3.1), aproximativ 100 mg de BHT (punctul 3.13), 2 ml de solutie de ascorbat de sodiu
(punctul 3.5) si 2 ml de solutie de sulfurd de sodiu (punctul 3.6). Se monteazd un condensator (punctul 4.3) la
balon si acesta se scufundi intr-o baie de apd cu agitator magnetic (punctul 4.7). Se incilzeste pand la fierbere si
se lasd sd reflueze timp de 5 minute. Apoi se adaugd 25 ml de solutie de hidroxid de potasiu (punctul 3.4) prin
condensator (punctul 4.3) si se lasd si reflueze timp de incd 25 min, amestecand sub un flux usor de azot. Apoi
se clateste condensatorul cu circa 20 ml de api si se riceste continutul vasului la temperatura camerei.

Extractie

Se transferd cantitativ prin decantare solutia saponificatd, prin clitire cu un volum total de 250 ml de apd intr-o
palnie de separare de 1 000 ml (punctul 4.2.3) sau in aparatul de extractie (punctul 4.8). Se cliteste succesiv vasul
de saponificare cu 25 ml de etanol (punctul 3.1) si 100 ml de eter de petrol (punctul 3.2) si se transferd lichidul de
clatire in palnia de separare sau in aparatul de extractie. Proportia de apd si etanol in solutiile combinate trebuie si
fie de cca 2:1. Se agitd energic timp de 2 minute si se lasd sd se sedimenteze timp de 2 minute.

Extractia folosind o palnie de separare (punctul 4.2.3)

Cand straturile s-au separat (a se vedea observatia de la punctul 7.3), se transferd stratul de eter de petrol intr-o altd
palnie de separare (punctul 4.2.3). Se repetd aceastd extractie de doud ori cu 100 ml eter de petrol (punctul 3.2) si
de doud ori cu 50 ml eter de petrol (punctul 3.2).

Se spald de doui ori extractele combinate in palnia de separare amestecand usor (pentru a se evita formarea de
emulsii) cu cantitdti de 100 ml de apd si din nou, prin agitare repetatd cu alte cantitdti de apd de 100 ml pana
cand apa rimane incolord dupd addugarea unei solutii de fenolftaleind (punctul 3.7) (patru spilari sunt in general
suficiente). Se filtreazd extractul spilat cu un filtru cutat uscat pentru separarea fazelor (punctul 4.4) pentru a se
elimina apa in suspensie si se transferd intr-un balon gradat de 500 ml (punctul 4.2.2). Se clitesc palnia de
separare i filtrul cu 50 ml eter de petrol (punctul 3.2), se completeazd pand la semn cu eter de petrol (punctul
3.2) si se amestecd bine.

Extractia folosind un aparat de extractie (punctul 4.8)

Cand straturile s-au separat (a se vedea observatia de la punctul 7.3), se inlocuieste dopul cilindrului de sticld
(punctul 4.8.1) prin insertie de sticld slefuitd (punctul 4.8.2) si se amplaseazd extremitatea inferioard in formd de
«U» a tubului reglabil astfel incat si se afle exact deasupra nivelului interfetei. Aplicind o presiune de la
generatorul de azot prin bratul lateral, se transferd stratul superior de eter de petrol intr-o palnie de separare de
1000 ml (punctul 4.2.3). Se adaugd 100 ml de eter de petrol (punctul 3.2) in cilindrul de sticld, se pune dopul si
se agitd energic. Se lasd straturile sd se separe si se transferd stratul superior in palnia de separare, la fel ca inainte.
Se repetd procedura de extractie cu incd 100 ml eter de petrol (punctul 3.2), apoi de doud ori cu cantititi de 50 ml
eter de petrol (punctul 3.2) si se adaugd straturile de eter de petrol in palnia de separare.

Se spald extractele combinate de eter de petrol conform procedurii descrise la punctul 5.3.1 si se procedeazd
conform punctului mentionat.
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5.4, Prepararea solutiei de esantion pentru HPLC

Se pipeteazd o parte alicotd din solutia de eter de petrol (de la punctul 5.3.1 sau 5.3.2) intr-un balon piriform de
250 ml (punctul 4.2.4). Se evapord solventul aproape in totalitate pe evaporatorul rotativ (punctul 4.1), cu
presiune redusd, la o temperaturd a biii de apd de maximum 40 °C. Se restabileste presiunea atmosfericd prin
admisia azotului (punctul 3.10) si se indepdrteazd flaconul din evaporatorul rotativ. Se elimind restul de solvent
cu un jet de azot (punctul 3.10), iar reziduul se dizolvd imediat intr-un volum cunoscut (10-100 ml) de metanol
(punctul 3.3) (concentratia de vitamind A trebuie sa fie cuprinsd in intervalul 5-30 UI/ml).

5.5. Determinarea prin HPLC

Vitamina A se separd pe o coloand cu fazd inversatd C18 (punctul 4.5.1), iar concentratia se masoard cu un
detector de UV (punctul 325 nm) sau un detector de fluorescentd (excitatie: 325 nm, emisie: 475 nm) (punctul
4.5.2).

Se injecteazd o portie alicotd (de exemplu 20 pl) din solutia metanolicd obtinuti la punctul 5.4 si se elueaza cu faza

mobild (punctul 3.9). Se calculeaza iniltimea medie a varfului (aria) mai multor injectdri ale aceleiasi solutii de
esantion si indltimile (ariile) medii ale varfurilor mai multor injectdri ale solutiilor de calibrare (punctul 5.6.2).

Conditii HPLC

Urmitoarele conditii sunt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica si alte conditii, dac acestea duc la rezultate
echivalente.

Coloand pentru cromatografie lichidd (punctul 250 mm x 4 mm, C,, particule de 5 sau 10 pm sau echivalent

4.5.1):

Faza mobild (punctul 3.9): Amestec de metanol (punctul 3.3) si apd de exemplu 980 + 20
(v +v).

Debit: 1-2 ml/min

Detector (punctul 4.5.2): detector de UV (punctul 325 nm) sau detector de fluorescentd

(excitatie: 325 nm/emisie: 475 nm)

5.6. Calibrarea

5.6.1. Prepararea solutiilor etalon de lucru

Se pipeteazd 20 ml de solutie stoc de vitamind A acetat (punctul 3.11.1) sau 20 ml de solutie stoc de vitamind A
palmitat (punctul 3.12.1) intr-un balon cu fund plat sau intr-un flacon tip Erlenmeyer de 500 ml (punctul 4.2.1)
si se hidrolizeazd astfel cum se descrie la punctul 5.2, dar fird a se adduga BHT. In continuare se extrage cu eter de
petrol (punctul 3.2) conform punctului 5.3 si se completeazd pand la 500 ml cu eter de petrol (punctul 3.2). Se
lasd sd se evaporeze 100 ml din acest extract aproape in totalitate in evaporatorul rotativ (a se vedea punctul 5.4),
se indepirteazd solventul rimas intr-un curent de azot (punctul 3.10) si se dizolvd din nou reziduul in 10,0 ml de
metanol (punctul 3.3). Concentratia nominald a acestei solutii este de 560 Ul vitamind A per ml. Continutul exact
se determind in conformitate cu indicatiile de la punctul 5.6.3.3. Solutia etalon de lucru trebuie si fie preparatd
imediat inainte de utilizare.

Se pipeteaza 2,0 ml din aceastd solutie etalon de lucru intr-un balon gradat de 20 ml, se completeazd pand la semn
cu metanol (punctul 3.3) si se amestecd. Concentratia nominali a acestei solutii etalon de lucru diluate este de 56
Ul de vitamind A per ml.

5.6.2. Prepararea solutiilor de calibrare si a curbei de calibrare

Se transferd 1,0, 2,0, 5,0 si 10,0 ml din solutia etalon de lucru diluati intr-o serie de baloane gradate de 20 ml, se
completeazd pand la semn cu metanol (punctul 3.3) si se amestecd. Concentratiile nominale ale acestor solutii sunt
de 2,8, 5,6, 14,0 si respectiv 28,0 Ul de vitamind A per ml.

Se injecteazd de mai multe ori cate 20 pl din fiecare solutie de calibrare si se determind inaltimile (ariile) medii ale
varfurilor. Utilizdnd indltimile (ariile) medii ale varfurilor, se traseazd o curbd de calibrare tinind cont de
rezultatele obtinute cu solutia de control UV (punctul 5.6.3.3).
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5.6.3.

5.6.3.1.

5.6.3.2.

5.6.3.3.

Standardizarea UV a solutiilor etalon

Solutia stoc de vitamind A acetat

Se pipeteazd 2,0 ml din solutia stoc de vitamind A acetat (punctul 3.11.1) intr-un balon gradat de 50 ml (punctul
4.2.2) si se completeazd pand la semn cu 2-propanol (punctul 3.8). Concentratia nominald a acestei solutii este de
56 Ul vitamind A per ml. Se pipeteazi 3,0 ml din aceastd solutie diluatd de vitamind A acetat intr-un balon gradat
de 25 ml si se completeazd pand la semn cu 2-propanol (punctul 3.8). Concentratia nominald a acestei solutii este
de 6,72 Ul vitamind A per ml. Se masoard spectrul UV al acestei solutii comparativ cu cel al solutiei de 2-propanol
(punctul 3.8), in spectrofotometru (punctul 4.6), in intervalul 300-400 nm. Maximumul de extinctie trebuie si fie
intre 325 si 327 nm.

Calculul continutului de vitamini A:
UI vitamind A/ml = E,,; x 19,0
(E;” pentru vitamind A acetat = 1530 la 326 nm in 2—Propanol)

Solutia stoc de vitamind A palmitat

Se pipeteazd 2,0 ml de solutie stoc de vitamind A palmitat (punctul 3.12.1) intr-un balon gradat de 50 ml (punctul
4.2.2) si se completeazd pand la gradatie cu propanol-2 (punctul 3.8). Concentratia nominald a acestei solutii este
de 56 Ul vitamind A per ml. Se pipeteazd 3,0 ml din aceastd solutie diluatd de vitamind A palmitat intr-un balon
gradat de 25 ml si se completeazd pand la semn cu 2-propanol (punctul 3.8). Concentratia nominald a acestei
solutii este de 6,72 Ul vitamind A per ml. Se misoara spectrul UV al acestei solutii comparativ cu cel al solutiei de
2-propanol (punctul 3.8), in spectrofotometru (punctul 4.6), in intervalul 300-400 nm. Maximumul de extinctie
trebuie s3 fie intre 325 i 327 nm.

Calculul continutului de vitamind A:
Ul vitamind A/ml = E,, x 19,0

(E!” pentru vitamind A palmitat = 957 la 326 nm in 2-Propanol)

1cm

Solutia etalon de lucru de vitamind A

Se pipeteazd 3,0 ml din solutia etalon de lucru nediluatd de vitamind A, preparati conform punctului 5.6.1,
intr-un balon gradat de 50 ml (punctul 4.2.2) si se completeazd pand la semn cu 2-propanol (punctul 3.8). Se
pipeteazd 5,0 ml din aceastd solutie intr-un balon gradat de 25 ml si se completeazi pana la semn cu 2-propanol
(punctul 3.8). Concentratia nominald a acestei solutii este de 6,72 Ul vitamind A per ml. Se misoard spectrul UV
al acestei solutii comparativ cu cel al solutiei de 2-propanol (punctul 3.8), in spectrofotometru (punctul 4.6), in
intervalul 300-400 nm. Maximumul de extinctie trebuie si fie intre 325 si 327 nm.

Calculul continutului de vitamind A:
Ul vitamind A/ml = E,,; x 18,30

(E!” pentru vitamind A alcool = 1821 la 325 nm in 2-Propanol)

1cm

Calculul rezultatelor

Din indltimea (aria) medie a varfurilor de vitamind A ale solutiei de esantion se determind concentratia solutiei de
esantion in Ul/ml prin referire la curba de calibrare (punctul 5.6.2).

Continutul w de vitamini A al esantionului, in Ul/kg, este dat de urmdtoarea formuld:

500 x ¢ x Vg x 1000
= vrm 1U/kg]
unde:
c= concentratia de vitamind A a solutiei de esantion (punctul 5.4), in Ul/ml;
V,= volumul solutiei de esantion (punctul 5.4), in ml;
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7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

V,= volumul de alicotd prelevat la punctul 5.4, in ml;
m= greutatea portiunii de testat, in g.
Observatii

Pentru esantioanele cu concentratii mici de vitamind A poate fi utili combinarea extractelor cu eter de petrol
provenite din doud operatii de saponificare (cantitate cantdritd: 25 g) intr-o solutie de esantion pentru
determinare prin HPLC.

Esantionul prelevat pentru analizd nu contine mai mult de 2 g de grisime.

Daci nu are loc separatia fazelor, se adaugi cca 10 ml de etanol (punctul 3.1) pentru a fragmenta emulsia.

In cazul uleiului din ficat de cod si al altor grisimi pure, timpul de saponificare se prelungeste la 45-60 minute.
BHT poate fi inlocuit cu hidrochinona.

Utilizdndu-se o coloand cu fazd normald, separarea izomerilor de retinol este posibild. Dar in acest caz, indltimile
(ariile) varfurilor izomerilor all-cis si all-trans trebuie insumate pentru a face calcule.

Solutia de ascorbat de sodiu poate fi inlocuitd cu cca 150 mg de acid ascorbic.
Solutia de sulfurd de sodiu poate fi inlocuiti cu cca 50 mg de EDTA.

In cazul analizdrii vitaminei A in inlocuitorii de lapte, se acorda o atentie deosebita la

— saponificare (punctul 5.2): din cauza cantititii de grdsimi prezente in esantion, poate fi necesard cresterea
cantitdtii de solutie de hidroxid de potasiu (punctul 3.4);

— extractie (punctul 5.3): din cauza prezentei emulsiilor, poate fi necesard adaptarea valorii raportului de 2:1
pentru apd/etanol.

Pentru a verifica dacd metoda de analizare aplicatd genereazd rezultate fiabile pentru aceastd matrice specificd
(inlocuitor de lapte), se aplicd un test de recuperare pe o portie suplimentard de testat. Dacd rata de recuperare
este mai micd de 80 %, rezultatul analitic trebuie corectat in functie de recuperare.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele realizate pe acelasi esantion nu trebuie si depaseascd 15 %
din rezultatul superior.

Rezultatele unui studiu colaborativ (%)

Preamestec Furaje de tip Coqcentrate Furaje proteice Hrand pentru

preamestec minerale purcei
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
medie (Ul/kg) 17,02 x 106 1,21 x 106 537100 151 800 18070
st (UI/kg) 0,51 x 106 0,039 x 106 22080 12280 682
r (UI/kg) 1,43 x 106 0,109 x 106 61824 34384 1910
CVr [%] 3,0 3,5 4,1 81 3,8
sR (Ul/kg) 1,36 x 106 0,069 x 106 46 300 23060 3614
R (Ul/kg) 3,81 x 106 0,193 x 106 129 640 64568 10119

(* Studiu realizat de Grupul de lucru pentru furaje Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten

(VDLUFA).
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B. DETERMINAREA VITAMINEI E
Vitamina E se determind prin:
— Metoda de analizd prevdzutd de EN 17547 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd —
Determinarea continutului de vitamine A, E si D () — Metodd care utilizeazd extractia in fazi solidd (SPE)

si cromatografia lichidi de inaltd performantd (HPLC); sau

— prin cromatografie lichisdd de inaltd performanti (RP-HPLC) cu fazd inversatd, utilizind un detector UV
sau un detector de fluorescentd, astfel cum se descrie la punctele 1-9 de mai jos.

1. Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodi permite determinarea nivelului de vitamind E din furaje. Continutul de vitamini E se exprimi ca
mg DL-a-tocoferol acetat per kg 1 mg DL-a-tocoferol acetat corespunde la 0,91 mg DL-a-tocoferol (vitamind E).

Limita de cuantificare este 2 mg de vitamina E/kg Aceastd limitd de cuantificare se obtine doar cu detectorul de
fluorescentd. Cu un detector de UV, limita de cuantificare este 10 mg/kg

2. Principiu
Esantionul se hidrolizeazi cu o solutie etanolicd de hidroxid de potasiu, iar vitamina E se extrage cu eter de petrol.
Solventul se indepdrteazd prin evaporare, iar reziduul se dizolva in metanol si, daci este necesar, se dilueazd pand

la concentratia necesard. Continutul de vitamina E se determind prin cromatografie lichidd de inaltd performantd
cu fazd inversatd (RP-HPLC), utilizand un detector de fluorescentd sau de UV.

3. Reactivi

3.1. Etanol, 6 = 96 %

3.2 Eter de petrol, interval de fierbere 40-60 °C

3.3. Metanol

3.4, Solutie de hidroxid de potasiu, ¢ = 50 g/100 ml

3.5. Solutie de ascorbat de sodiu, ¢ = 10 g/100 ml (a se vedea observatiile de la punctul 7.7)
3.6. Sulfurd de sodiu, Na,S - x H,O (x =7 -9)

3.6.1.  Solutie de sulfurd de sodiu, ¢ = 0,5 mol/l in glicerol, f = 120 g/l (pentru x = 9) (a se vedea observatiile de la punctul

7.8)
3.7. Solutie de fenolftaleind, ¢ = 2 g/100 ml in etanol (punctul 3.1)
3.8. Fazd mobild pentru HPLC: amestec de metanol (punctul 3.3) si apd, de exemplu 980 + 20 (v + v). Proportia exactd

este determinatd de caracteristicile coloanei folosite.
3.9. Azot, lipsit de oxigen
3.10.  DL-a-tocoferol acetat, extra pur, cu activitate certificatd

3.10.1. Solutie stoc de DL-a-tocoferol acetat: Se cintdresc, cu o abatere de 0,1 mg, 100 mg de DL-a-tocoferol acetat
(punctul 3.10) intr-un balon gradat de 100 ml. Se dizolva in etanol (punctul 3.1) si se completeaza pand la semn
cu acelasi solvent. 1 ml din aceastd solutie contine 1 mg de DL-a-tocoferol acetat. (pentru control UV a se vedea
punctul 5.6.1.3; pentru stabilizare a se vedea observatiile de la punctul 7.4).

() Metoda de analizd previzutd de EN 17547 este mentionatd ca metodd alternativd care trebuie utilizatd in scopul controlului oficial
pentru determinarea vitaminei A si E in locul metodei descrise pentru determinarea vitaminei A in partea A din prezenta anexd si
pentru vitamina E in partea B din prezenta anexa.
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3.11.1.

3.12.

4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

5.1.

DL-a-tocoferol, extra pur, cu activitate certificatd

Solutie stoc de DL-a-tocoferol: Se cantiresc, cu o abatere de 0,1 mg, 100 mg de DL-a-tocoferol (punctul 3.11)
intr-un balon gradat de 100 ml. Se dizolvd in etanol (punctul 3.1) si se completeazd pand la semn cu acelasi
solvent. 1 ml din aceasta solutie contine 1 mg de DL-a-tocoferol. (pentru control UV a se vedea punctul 5.6.2.3;
pentru stabilizare a se vedea observatiile de la punctul 7.4).

2,6-di-tert-butil-4-metilfenol (BHT) (a se vedea observatiile de la punctul 7.5)
Aparatura

Evaporator rotativ cu generare de film.

Sticlarie laborator bruna

Baloane cu fund plat sau flacoane tip Erlenmeyer, 500 ml, cu orificiu din sticla slefuitd;
Baloane gradate cu dopuri de sticld slefuitd, cu gat ingust, de 10, 25, 100 si 500 ml;
Palnii de separare, conice, 1 000 ml, cu dopuri de sticli slefuit;

Flacoane piriforme, 250 ml, cu orificiu din sticli slefuita.

Condensator Allihn, cu lungime a mantalei de 300 mm, cu imbinare de sticld slefuitd §i cu adaptor pentru
conductd de alimentare cu gaz.

Filtru de hartie plisatd pentru separarea fazelor, cu diametru de 185 mm (de exemplu Schleicher & Schuell 597
HY 1/2).

Echipament HPLC cu sistem de injectie

Coloand pentru cromatografie lichidd, 250 mm x 4 mm, C,, particule de 5 sau 10 pm, sau echivalent;
Detector de fluorescentd sau de UV, cu ajustare variabild a lungimii de unda.

Spectrofotometru cu celule de cuart de 10 mm.

Baie de apd cu agitator magnetic.

Aparat de extractie (a se vedea figura 1) compus din:

Cilindru din sticld cu capacitate de 1 | previzut cu gat si dop de sticld slefuite;

Piesd din sticld slefuitd echipatd cu o tijd laterald si un tub reglabil care trece prin centru. Tubul ajustabil are un
capit inferior in forma de «U» si o duzi la capdtul opus, astfel incét stratul superior de lichid din cilindru sd poatd
fi transferat intr-o palnie de separare.

Procedura

Notd:  Vitamina E este sensibild la lumind (UV) si la oxidare. Toate operatiunile se efectueaza in absenta luminii
(in recipiente de sticld brund sau protejate cu folie de aluminiu) si in absenta oxigenului (se expune unui
flux de azot). In timpul extractiei, aerul de deasupra lichidului se inlocuieste cu azot (a se evita excesul
de presiune sldbind din cind in cand dopul).

Pregdtirea esantionului

Se macind esantionul pentru a trece printr-o sitd cu ochiuri de 1 mm, evitdndu-se producerea de cildurd.
Micinarea trebuie efectuatd imediat inainte de cAntdrire si saponificare, in caz contrar riscindu-se pierderi de
vitamina E.
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5.2. Saponificarea

In functie de greutatea continutului de vitamina E, se cantiresc, cu o abatere de 0,01 g, 2-25 g de esantion intr-un
balon cu fund plat sau intr-un flacon tip Erlenmeyer, de 500 ml (punctul 4.2.1). Se adaugd, agitand circular, 130
ml de etanol (punctul 3.1), aproximativ 100 mg de BHT (punctul 3.12), 2 ml de solutie de ascorbat de sodiu
(punctul 3.5) si 2 ml de solutie de sulfuri de sodiu (punctul 3.6). Se monteazi un condensator (punctul 4.3) la vas
si se introduce vasul intr-o baie de apd cu agitator magnetic (punctul 4.7). Se incilzeste pand la fierbere si se lasa sa
reflueze timp de 5 minute. Apoi se adaugi 25 ml de solutie de hidroxid de potasiu (punctul 3.4) prin condensator
(punctul 4.3) si se lasd sd reflueze timp de incd 25 min, amestecdnd sub un flux usor de azot. Apoi se cliteste
condensatorul cu circa 20 ml de apd si se rdceste continutul vasului la temperatura camerei.

5.3. Extractie

Se transferd cantitativ prin decantare solutia saponificatd, prin clitire cu un volum total de 250 ml de api intr-o
palnie de separare de 1 000 ml (punctul 4.2.3) sau in aparatul de extractie (punctul 4.8). Se cliteste succesiv vasul
de saponificare cu 25 ml de etanol (punctul 3.1) si 100 ml de eter de petrol (punctul 3.2) si se transferd lichidul de
clatire in palnia de separare sau in aparatul de extractie. Proportia de apd si etanol in solutiile combinate trebuie sd
fie de cca 2:1. Se agitd energic timp de 2 minute si se lasd sd se sedimenteze timp de 2 minute.

5.3.1. Extractia folosind o palnie de separare (punctul 4.2.3)

Cand straturile s-au separat (a se vedea observatia de la punctul 7.3), se transferd stratul de eter de petrol intr-o altd
palnie de separare (punctul 4.2.3). Se repetd aceastd extractie de doud ori cu 100 ml eter de petrol (punctul 3.2) si
de doud ori cu 50 ml eter de petrol (punctul 3.2).

Se spald de doud ori extractele combinate in palnia de separare amestecand usor (pentru a se evita formarea de
emulsii) cu cantitdti de 100 ml de api si din nou, prin agitare repetatd cu alte cantititi de apd de 100 ml pani
cand apa rimane incolord dupd addugarea unei solutii de fenolftaleina (punctul 3.7) (patru spalari sunt in general
suficiente). Se filtreazd extractul spdlat cu un filtru cutat uscat pentru separarea fazelor (punctul 4.4) pentru a se
elimina apa in suspensie si se transferd intr-un balon gradat de 500 ml (punctul 4.2.2). Se clitesc palnia de
separare i filtrul cu 50 ml eter de petrol (punctul 3.2), se completeazd pand la semn cu eter de petrol (punctul
3.2) si se amestecd bine.

5.3.2.  Extractia folosind un aparat de extractie (punctul 4.8)

Cand straturile s-au separat (a se vedea observatia de la punctul 7.3), se inlocuieste dopul cilindrului de sticld
(punctul 4.8.1) prin insertie de sticld slefuitd (punctul 4.8.2) si se amplaseazd extremitatea inferioard in forma de
«U» a tubului reglabil astfel incat si se afle exact deasupra nivelului interfetei. Aplicind o presiune de la
generatorul de azot prin bratul lateral, se transferd stratul superior de eter de petrol intr-o palnie de separare de
1000 ml (punctul 4.2.3). Se adaugd 100 ml de eter de petrol (punctul 3.2) in cilindrul de sticld, se pune dopul si
se agitd energic. Se lasd straturile si se separe si se transferd stratul superior in palnia de separare, la fel ca inainte.
Se repetd procedura de extractie cu incd 100 ml eter de petrol (punctul 3.2), apoi de doud ori cu cantititi de 50 ml
eter de petrol (punctul 3.2) si se adauga straturile de eter de petrol in palnia de separare.

Se spald extractele combinate de eter de petrol conform procedurii descrise la punctul 5.3.1 si se procedeazd
conform punctului mentionat.

5.4. Prepararea solufiei de esantion pentru HPLC

Se pipeteazi o parte alicotd din solutia de eter de petrol (de la punctul 5.3.1 sau 5.3.2) intr-un balon piriform de
250 ml (punctul 4.2.4). Se evapord solventul aproape in totalitate pe evaporatorul rotativ (punctul 4.1), cu
presiune redusd, la o temperaturd a biii de apd de maximum 40 °C. Se restabileste presiunea atmosfericd prin
admisia azotului (punctul 3.9) si se indepdrteazd flaconul din evaporatorul rotativ. Se elimind restul de solvent cu
un curent de azot (punctul 3.9) si se dizolva imediat reziduul intr-un volum cunoscut (10-100 ml) de metanol
(punctul 3.3) (concentratia de DL-a-tocoferol trebuie si fie in intervalul 5-30 pg/ml).

5.5. Determinarea prin HPLC

Vitamina E se separd pe o coloand cu fazd inversatd C;5 (punctul 4.5.1), iar concentratia se mdsoard cu un detector
de fluorescentd (excitatie: 295 nm, emisie: 330 nm) sau un detector UV (292 nm) (punctul 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.

Se injecteazd o portie alicotd (de exemplu, 20 pl) din solutia metanolicd obtinutd la punctul 5.4 si se elueazd cu
faza mobild (punctul 3.8). Se calculeazd iniltimile (ariile) medii ale varfurilor pentru mai multe injectdri ale
aceleiasi solutii esantion si indltimile (ariile) medii ale varfurilor pentru mai multe injectdri ale solutiilor de
calibrare (punctul 5.6.2).

Conditii HPLC

Urmdtoarele conditii sunt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica si alte conditii, dac acestea duc la rezultate
echivalente.

Coloand pentru cromatografie lichidd (punctul 250 mm x 4 mm, Cy, particule de 5 sau 10 pm sau echivalent
4.5.1):

Faza mobild (punctul 3.8): Amestec de metanol (punctul 3.3) si apd de exemplu, 980 + 20
(Vv +w).

Debit: 1-2 ml/min

Detector (punctul 4.5.2) Detector de fluorescentd (excitatie: 295 nm/ emisie: 330 nm)

sau detector UV (292 nm)

Calibrare (DL-a-tocoferol acetat sau DL-a-tocoferol)
Etalon de DL-a-tocoferol acetat

Prepararea solutiei etalon de lucru

Se picurd din pipetd 25 ml din solutia stoc de DI--tocoferola-tocoferol acetat (punctul 3.10.1) intr-un balon cu
fundul plat sau intr-un flacon tip Erlenmeyer, de 500 ml (punctul 4.2.1) si se hidrolizeazd conform procedurii
descrise la punctul 5.2. Se realizeazd apoi extractia cu eter de petrol (punctul 3.2) conform punctului 5.3 si se
completeazd pand la 500 ml cu eter de petrol. Se lasi sd se evaporeze 25 ml din acest extract aproape in totalitate
in evaporatorul rotativ (a se vedea punctul 5.4), se indepdrteazd solventul rdmas intr-un curent de azot (punctul
3.9) si se dizolvd din nou reziduul in 25,0 ml de metanol (punctul 3.3). Concentratia nominald a acestei solutii
este de 45,5 ug DL-a-tocoferol per ml, echivalent cu 50 pug DL-a-tocoferol acetat per ml. Solutia etalon de lucru
trebuie sa fie preparatd imediat inainte de utilizare.

Prepararea solutiilor de calibrare si a curbei de calibrare

Se transferd 1,0, 2,0, 4,0 si 10,0 ml din solutia etalon de lucru intr-o serie de baloane gradate de 20 ml, se
completeazd pand la semn cu metanol (punctul 3.3) si se amestecd. Concentratiile nominale ale acestor solutii
sunt 2,5, 5,0, 10,0 si 25,0 pg/ml DL-a-tocoferol acetat, echivalent cu 2,28, 4,55, 9,10 pg/ml si 22,8 pg/ml DL-a-
tocoferol.

Se injecteazd de mai multe ori cate 20 pl din fiecare solutie de calibrare si se determind inaltimile (ariile) medii ale
varfurilor. In functie de indltimile (ariile) medii ale varfurilor, se traseazd o curbi de calibrare.
Standardizarea UV a solutiei stoc de DL-a-tocoferol acetat (punctul 3.10.1)

Se dilueazd 5,0 ml din solutia stoc de DL-a-tocoferol acetat (punctul 3.10.1) in 25,0 ml de etanol si se misoard
spectrul UV al acestei solutii fatd de etanol (punctul 3.1) in spectrofotometru (punctul 4.6), intre 250 nm si 320
nm.

Absorbtia maxima este de 284 nm:

E'” = 43,6 la 284 nm in etanol

1cm

La aceastd dilutie trebuie sd se obtind o valoare de extinctie intre 0,84 si 0,88.
Etalonul de DL-a-tocoferol

Prepararea solutiei etalon de lucru

Se pun cu pipeta 2 ml din solutia stoc de DL-a-tocoferol (punctul 3.11.1) intr-un balon gradat de 50 ml, se dizolvd
in metanol (punctul 3.3) si se completeazd pana la semn cu metanol. Concentratia nominald a acestei solutii este
de 40 pg DL-a-tocoferol per ml, echivalent cu 44,0 ug DL-a-tocoferol acetat per ml. Solutia etalon de lucru
trebuie si fie preparatd imediat inainte de utilizare.
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5.6.2.2. Prepararea solutiilor de calibrare si a curbei de calibrare
Se transferd 1,0, 2,0, 4,0 si 10,0 ml din solutia etalon de lucru intr-o serie de baloane gradate de 20 ml, se
completeazd pand la semn cu metanol (punctul 3.3) si se amestecd. Concentratiile nominale ale acestor solutii
sunt 2,0, 4,0, 8,0 si 20,0 pg/ml DL-a-tocoferol, echivalent cu 2,20, 4,40, 8,79 pg/ml si 22,0 pg/ml DL-a-tocoferol
acetat.

Se injecteazd de mai multe ori cate 20 pl din fiecare solutie de calibrare si se determind iniltimile (ariile) medii ale
varfurilor. In functie de indltimile (ariile) medii ale varfurilor, se traseazd o curbd de calibrare.

5.6.2.3. Standardizarea UV a solutiei stoc de DL-a-tocoferol (punctul 3.11.1)
Se dilueazd 2,0 ml din solutia stoc de DL-a-tocoferol (punctul 3.11.1) in 25,0 ml de etanol si se madsoard spectrul

UV al acestei solutii fatd de etanol (punctul 3.1) in spectrofotometru (punctul 4.6) intre 250 nm si 320 nm.
Absorbtia maxima este de 292 nm:

E!" = 75,8 la 292 nm in etanol

La aceastd dilutie trebuie s se obtind o valoare de extinctie de 0,6.

6. Calculul rezultatelor
Pornindu-se de la indltimile (ariile) medii ale varfurilor de vitamina E ale solutiei de esantion, se determind
concentratia solutiei de esantion in pg/ml (calculatd ca DL-a-tocoferol acetat) prin referire la curba de calibrare
(punctul 5.6.1.2 sau 5.6.2.2).

Continutul w de vitamina E al esantionului, exprimat in mg/kg, este dat de urmdtoarea formuli:

500 x ¢ x V.
= ﬁ [mg/kg]

unde:
c= concentratia de vitamina E (ca DL-a-tocoferol acetat) al solutiei de esantion (punctul 5.4) in pg/ml
V,= volumul solutiei de esantion (punctul 5.4), in ml
V,= volumul de alicotd prelevat la punctul 5.4, in ml
m = greutatea portiunii de testat, in g
7. Observatii
7.1. Pentru egantioanele cu concentratii mici de vitamind E poate fi utild combinarea extractelor cu eter de petrol

provenite din doud operatii de saponificare (cantitate cantdritd: 25 g) intr-o solutie de esantion pentru
determinare prin HPLC.

7.2. Esantionul prelevat pentru analizd nu contine mai mult de 2 g de grisime.
7.3. Dacd nu are loc separatia fazelor, se adaugd cca 10 ml de etanol (punctul 3.1) pentru a fragmenta emulsia.
7.4. Odatd efectuatd mdsuritoarea spectrofotometricd a solutiei de DL-a-tocoferol acetat sau de DL-a-tocoferol,

conform punctului 5.6.1.3 sau 5.6.2.3, se adaugd cca 10 mg de BHT (punctul 3.12) la solutie (punctul 3.10.1 sau
3.10.2) si se conservi solutia la frigider (durata maxima de stocare patru siptimani).

7.5. BHT poate fi inlocuit cu hidrochinond.

7.6. Utilizdndu-se o coloand in fazd normali este posibil separarea tocoferolilor a, f, y si 6.
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7.7.
7.8.

7.9.

Solutia de ascorbat de sodiu poate fi inlocuitd cu cca 150 mg de acid ascorbic.

Solutia de sulfurd de sodiu poate fi inlocuitd cu cca 50 mg de EDTA.

Acetatul de vitamina E hidrolizeazd foarte rapid in conditii alcaline fiind, prin urmare, foarte sensibil la oxidare,

mai ales in prezenta oligoelementelor, cum ar fi fierul sau cuprul. Determinarea vitaminei E in preamestecuri la
niveluri de peste 5 000 mg/kg ar avea drept consecintd o degradare a vitaminei E. Prin urmare, pentru confirmare
se recomandd o metodd HPLC care include o digestie enzimaticd a preparatului de vitamina E fird o etapd de

saponificare alcalind

Repetabilitate.

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele realizate pe acelasi esantion nu trebuie si depaseascd 15 %

din rezultatul superior.

Rezultatele unui studiu colaborativ (%)

Preamestec Furaje de tip Coqcentrate Furaje proteice Hrana pentru

preamestec minerale purcei
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
medie (mg/kg) 17 380 1187 926 315 61,3
st (mg/kg) 384 453 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/kg) 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVR [%] 48 5,5 6,0 6,0 12,7
L: numdr de laboratoare
n: numdr de valori unice
Sy deviatia standard a repetabilitatii
Sg: deviatia standard a reproductibilitatii
r: repetabilitate
R: reproductibilitate
CV.:  coeficientul de variatie a repetabilitatii
CVr:  coeficientul de variatie a reproductibilitatii

(*) Studiu realizat de Grupul de lucru pentru furaje Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten

(VDLUFA).
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

C. DETERMINAREA OLIGOELEMENTELOR FIER, CUPRU, MANGAN $I ZINC
Continutul de fier, cupru, mangan si zinc se determind prin:

— Metoda de analizd prevdzutd de EN 15510 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analiza —
Determinarea calciului, sodiului, fosforului, magneziului, potasiului, fierului, zincului, cuprului,
manganului, cobaltului, molibdenului si plumbului prin ICP-AES; sau

— Metoda de analizd prevdzutd de EN 15621 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizi —
Determinarea calciului, sodiului, fosforului, magneziului, potasiului, sulfului, fierului, zincului, cuprului,
manganului si cobaltului dupd dizolvarea sub presiune prin ICP-AES; sau

— Metoda de analiza prevdzutd de EN 17053 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd —
Determinarea oligoelementelor, a metalelor grele si a altor elemente din furaje prin ICP-MS
(multimetoda); sau

— Metoda de analizd prevdzutd de EN ISO 6869 Hrand pentru animale: Determinarea continutului de
calciu, cupru, fier, magneziu, mangan, potasiu, sodiu §i zinc. Metoda care utilizeazd spectrometria de
absorbtie atomic; sau

— Metoda spectrometriei de absorbtie atomicd cu flacird (FAAS), descrisi la punctele 1-8 de mai jos.

Obiectiv si domeniu de aplicare

Metoda permite determinarea oligoelementelor fier, cupru, mangan si zinc din furaje (). Limitele de cuantificare
sunt:

— fier (Fe): 20 mg/kg

— cupru (Cu): 10 mg/kg
— mangan (Mn): 20 mg/kg
— zinc (Zn): 20 mg/kg
Principiu

Esantionul este pus in solutie de acid clorhidric dupd distrugerea materiei organice, dacd aceasta este prezentd. Se
determind elementele fier, cupru, mangan si zinc, dupd o diluare corespunzdtoare, cu ajutorul spectrometriei de
absorbtie atomica.

Reactivi

Comentarii introductive

Pentru prepararea reactivilor si a solutiilor analitice se foloseste apd fard cationii care urmeaza si fie determinati,
obtinutd fie prin distilarea dubld a apei intr-un distilator din sticld borosilicat sau din cuart, fie prin dublu
tratament cu rdsind schimbitoare de ioni.

Reactivii trebuie s fie cel putin de calitate analiticd. Absenta elementului care urmeazi si fie determinat trebuie
verificatd intr-un experiment martor. Dac este necesar, reactivii trebuie si fie purificati in continuare.

In locul solutiilor etalon descrise mai jos pot fi folosite solutii etalon din comert, cu conditia ca ele s fie garantate
si si fi fost verificate inainte de utilizare.

Acid clorhidric. (d:1,19 g/ml).
Acid clorhidric. (6 mol/litru).
Acid clorhidric. (0,5 mol/litru).

Acid fluorhidric 38-40 % (v[v) cu un continut de fier (Fe) de mai putin de 1 mg/litru si un reziduu dupi evaporare
de mai putin de 10 mg (ca sulfat)/litru.

() Aceastd metodd a fost validatd prin intermediul unui test colaborativ pentru diferite matrice de furaje. Pentru informatii suplimentare,

consultati https://ec.europa.eufjrc/en/eurl/feed-additives/authorisation.
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3.5. Acid sulfuric. (d: 1,84 g/ml).

3.6. Peroxid de hidrogen. [circa 100 volume de oxigen (punctul 30 % in greutate)].

3.7. Solutie etalon de fier (1 000 pg Fe/ml) preparatd conform indicatiilor de mai jos sau o solutie echivalentd din
comert: se dizolvd 1 g de sirmd de fier in 200 ml de acid clorhidric 6 mol/litru (punctul 3.2), se adaugd 16 ml de
peroxid de hidrogen (punctul 3.6) si se completeaza pana la un litru cu apd.

3.7.1.  Solutie etalon de lucru de fier (100 ug Fe/ml) preparata diluind o parte din solutia etalon (punctul 3.7) cu 9 parti
de apa.

3.8. Solutie etalon de cupru (1 000 ug Cu/ml) preparatd conform indicatiilor de mai jos sau o solutie echivalentd din
comert:

— se dizolvd 1 g de praf de cupru in 25 ml de acid clorhidric 6 mol/litru (punctul 3.2), se adaugd 5 ml de peroxid
de hidrogen (punctul 3.6) si se completeazd pand la un litru cu apa.

3.8.1.  Solutie etalon de cupru de lucru (10 pg Cu/ml) preparatd diludnd o parte din solutia standard (punctul 3.8) cu 9
parti de apd si apoi diludnd o parte din solutia rezultatd cu 9 parti de apa.

3.9. Solutie etalon de mangan (1 000 pg Mn/ml) preparatd conform indicatiilor de mai jos sau o solutie echivalentd din
comert:

— sedizolvd 1 g de praf de mangan in 25 ml de acid clorhidric 6 mol/litru (punctul 3.2) si se completeazi pand la
un litru cu apa.

3.9.1.  Solutie etalon de lucru de mangan (10 pg Mn/ml) preparatd diludnd o parte din solutia etalon (punctul 3.9) cu 9
parti de apad si apoi diludnd o parte din solutia rezultatd cu 9 parti de apa.

3.10.  Solutie etalon de zinc (1 000 pg Zn/ml) preparatd conform indicatiilor de mai jos sau o solutie echivalentd din
comert:

— se dizolvd 1 g de zinc sub formd de benzi sau folii in 25 ml de acid clorhidric 6 mol/litru (punctul 3.2) si se
completeazd pand la un litru cu apa.

3.10.1. Solutie etalon de lucru de zinc (10 ug Zn/ml) preparati diludnd o parte din solutia etalon (punctul 3.10) cu 9 parti
de api si apoi diludnd o parte din solutia rezultatd cu 9 parti de apa.

3.11.  Solutie de clorurd de lantan: se dizolvd 12 g de oxid de lantan in 150 ml de apd, se adaugd 100 ml de acid
clorhidric 6 mol/litru (punctul 3.2) si se completeaza pand la un litru cu apa.

4. Aparatura
4.1. Cuptor cu mufld cu reglare de temperaturi si, preferabil, cu dispozitiv de inregistrare.
4.2. Sticldria trebuie si fie de tip borosilicat rezistent si se recomanda folosirea aparaturii rezervate exclusiv pentru

determinarea oligoelementelor.

4.3. Spectrofotometru de absorbtie atomici care indeplineste cerintele metodei cu privire la sensibilitatea si precizia in
intervalul necesar.
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5.1

5.1

)
()

Procedura (°)

Esantioane care contin materie organicd

1. Arderea si prepararea solutiei pentru analizd ()

.1.1. Seintroduc 5-10 g de esantion cantirit cu o abatere de 0,2 mg intr-un creuzet de cuart sau platind [a se vedea nota
(b)], se usucd intr-un cuptor la 105 °C si se introduce creuzetul in cuptorul cu mufld neincalzit (punctul 4.1). Se
inchide cuptorul [a se vedea nota (c)] si se mareste treptat temperatura pand la 450-475 °C, timp de circa 90 de
minute. Se mentine temperatura timp de 4-16 ore (de exemplu, peste noapte) pentru a indepirta materialul
carbonic si apoi se deschide cuptorul si se lasa sd se rdceascd [a se vedea nota (d)].

Se umezeste cenusa cu apd si se transferd substanta obtinutd intr-un pahar de laborator de 250 ml. Se spald
creuzetul cu o cantitate totald de circa 5 ml de acid clorhidric (punctul 3.1) si se adaugd acesta din urma incet si
cu atentie in paharul de laborator (poate apdrea o reactie puternicd din cauza formdrii de CO,). Se adaugi acid
clorhidric (punctul 3.1), piciturd cu picdturd, agitindu-se, pand cand efervescenta inceteazd. Se evapord pand la
uscare, agitdndu-se din cind in cind cu o baghetd de sticla.

Se adaugd apoi 15 ml de acid clorhidric 6 mol/litru (punctul 3.2) la reziduu, apoi circa 120 ml de api. Se amestecd
cu bagheta de sticld, care se lasd in paharul de laborator, si se acoperd paharul cu o sticld de ceas. Se aduce incet la
fierbere si se mentine la punctul de fierbere pana cand cenusa se dizolvd complet. Se filtreazd cu hartie de filtru
lipsitd de cenusd si se colecteazi filtratul intr-un balon gradat de 250 ml. Se spald paharul de laborator si se
filtreazd cu 5 ml de acid clorhidric 6 mol/litru fierbinte (punctul 3.2) si de doud ori cu apd fiartd. Se umple
balonul gradat cu api pand la semn (concentratia de HCL: circa 0,5 mol/litru).

.1.2. Daci reziduul din filtru este negru (cirbune), se reintroduce in cuptor si se calcineazd din nou la 450-475 °C.
Calcinarea, care necesitd numai cateva ore (intre trei si cinci ore), este completd cand cenusa este albi sau aproape
albd. Se dizolvd reziduul cu aproximativ 2 ml de acid clorhidric (punctul 3.1), se evapord pand la uscare si se
adaugd 5 ml de acid clorhidric 6 mol/litru (punctul 3.2). Se incilzeste, se filtreazd solutia in balonul gradat si se
umple cu apd pand la semn (concentratia HCL: circa 0,5 mol/litru).

Note:

(a) Este important ca atunci cAnd se masoard oligoelementele s se tind cont de riscul de contaminare, in special
cu zine, cupru si fier. Din acest motiv, echipamentul folosit in cursul prepardrii esantioanelor trebuie si nu
contind aceste metale.

Pentru reducerea riscului general de contaminare, se lucreazd intr-o atmosferd fird praf, folosind un
echipament curdtat cu mare atentie si o sticldrie spdlatd cu grija. Determinarea zincului este in mod special
sensibild la multe tipuri de contaminare, de exemplu prin intermediul sticldriei, al reactivilor, al prafului etc.

(b) Greutatea esantionului care urmeaza si fie calcinat rezultd din cantitatea aproximativi de oligoelemente din
furaje in raport cu sensibilitatea spectrofotometrului folosit. Pentru anumite tipuri de furaje, sirace in
oligoelemente, poate fi necesar si se inceapd cu un esantion de 10-20 g si sd se completeze solutia finald
numai pand la 100 ml.

(c) Arderea trebuie efectuatd intr-un cuptor inchis fard injectare de aer sau de oxigen.
(d) Temperatura indicatd de pirometru nu trebuie sd depaseascd 475 °C.

Se pot folosi alte metode de dizolvare, cu conditia ca acestea si fi fost demonstrate si sd aibd rezultate similare (cum ar fi dizolvarea sub
presiune cu microunde).

Furajul verde (proaspit sau uscat) poate contine cantitdti mari de silice vegetald, care ar putea retine oligoelemente si trebuie eliminatd.
Prin urmare, pentru esantioane din aceste furaje trebuie urmat urmatoarea procedurd modificatd. Se efectueazd operatia 5.1.1.1 pand
la filtrare. Hartia de filtru care contine reziduul insolubil se spald de doud ori cu apd clocotitd si se asazd intr-un creuzet de cuart sau
platind.

Se incalzeste in cuptorul cu mufld (punctul 4.1) la o temperaturd sub 550 °C, pand cand materialul carbonic a dispdrut complet. Se lasa
sd se rdceascd, se adaugd cateva picdturi de apd urmate de 10-15 ml de acid fluorhidric (punctul 3.4) si se evaporeazd pani la uscare la
circa 150 °C. Daci reziduul incd mai contine silice, aceasta se dizolvad din nou in cétiva mililitri de acid fluorhidric (punctul 3.4) si se
evapord pand la uscare. Se adaugd cinci picaturi de acid sulfuric (punctul 3.5) si se incalzeste pana cand emisiile de fum alb inceteaza.
Dupd ce se adaugd 5 ml de acid clorhidric 6 mol/litru (punctul 3.2) si circa 30 ml de apd, se incilzeste, se filtreaza solutia intr-un balon
gradat de 250 ml si se completeazd pand la semn cu apd (concentratie a HCl circa 0,5 mol/l). Se trece apoi la determinarea de la punctul
5.1.2.
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5.1.2. Determinarea spectrofotometricd

5.1.2.1. Pregitirea solutiilor de calibrare
Pentru fiecare dintre elementele care urmeazd si fie determinate se prepard din solutiile etalon de lucru de la
punctele 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 si 3.10.1 o gami de solutii de calibrare, fiecare solutie de calibrare avand o
concentratie de HCl de aproximativ 0,5 mol/litru si (in cazul fierului, manganului si zincului) o concentratie de
cloruri de lantan echivalentd cu 0,1 % La (g/v).
Concentratiile de oligoelemente selectate trebuie si se situeze in intervalul sensibilititii spectrofotometrului
utilizat. Tabelele prezentate in continuare indicd, de exemplu, compozitiile unor seturi tipice de solutii de
calibrare; totusi, in functie de tipul si sensibilitatea spectrofotometrului folosit, poate fi necesar si se selecteze alte
concentratii.

Fier
pg Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml de solutie etalon de lucru (punctul 3.7.1) 0 0,5 1 2 3 4 5
(1 ml =100 pg Fe)
ml HCI (punctul 3.2) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml de solutie de cloruri de lantan (punctul 3.11) si se completeazd pand la 100 ml cu apd
Cupru
g Cufml 0 0,1 02 | 04 | 06 | 08 1,0
ml de solutie etalon de lucru (punctul 3.8.1) 0 1 2 4 6 8 10
(1 ml=10 pg Cu)
ml HCI (punctul 3.2) 8 8 8 8 8 8 8
Mangan
pg Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml de solutie etalon de lucru (punctul 3.9.1) 0 1 2 4 6 8 10
(1 ml = 10 pg Mn)
ml HCl (punctul 3.2) 7 7 7 7 7 7 7
+10 ml de solutie de clorurd de lantan (punctul 3.11) si se completeazd pand la 100 ml cu api
Zinc

yg Zn/ml 0 005 | 01 02 | 04 | 06 0.8
ml de solutie etalon de lucru (punctul 0 0,5 1 2 4 6 8
3.10.1) (1 ml = 10 pg Zn)
ml HCl (punctul 3.2) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml de solutie de clorurd de lantan (punctul 3.11) si se completeazd pand la 100 ml cu apa

5.1.2.2. Prepararea solutiei pentru analizd
Pentru determinarea cuprului, solutia preparatd la punctul 5.1.1 poate fi, in mod normal, folosita direct. Dacd este
necesar s se obtind o concentratie situatd in intervalul solutiilor de calibrare, o parte alicotd poate fi pipetatd
intr-un balon gradat de 100 ml si completatd pana la semn cu acid clorhidric 0,5 mol/litru (punctul 3.3).
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5.1.2.3.

5.1.2.4.

5.2.

Pentru determinarea fierului, manganului si zincului, se pipeteazd o parte alicotd din solutia preparatd la punctul
5.1.1 intr-un balon gradat de 100 ml, se adaugd 10 ml de solutie de clorurd de lantan (punctul 3.11) si se
completeazd pand la semn cu acid clorhidric 0,5 mol/litru (punctul 3.3) (a se vedea si punctul 8, «Observatii»).

Experiment martor

Experimentul martor trebuie sa includi toate etapele previzute in procedurd, cu exceptia faptului cd materialul de
esantion este omis. Solutia de calibrare «0» nu trebuie si fie folositd ca martor.

Misurarea absorbtiei atomice

Se misoard absorbtia atomicd a solutiilor de calibrare si a solutiei care urmeazi si fie analizatd folosind o flacird
aer-acetilend oxidantd, la urmitoarele lungimi de unda:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm
Mn: 279,5 nm
Zn: 213,8 nm

Fiecare masurdtoare se realizeaza de patru ori.

Furaje minerale

Dacd esantionul nu contine materie organicd, calcinarea prealabild nu este necesard. Se procedeazd conform
descrierii de la punctul 5.1.1.1, incepand de la al doilea paragraf. Evaporarea cu acid fluorhidric poate fi omisa.

Calculul rezultatelor

Folosind o curbi de calibrare, se calculeazi concentratia de oligoelemente in solutia care urmeaza si fie analizatd si
se exprimd rezultatul in mg de oligoelemente per kg de esantion (ppm).

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion de citre acelasi laborant nu
depiseste:

— 5 mg/kg, in valoare absolutd, pentru continutul de oligoelement in cauzi pani la 50 mg/kg;
— 10 % din valoarea superioard, pentru un continut de oligoelement in cauzi de la 50 pand la 100 mg/kg;
— 10 mg/kg, in valoare absolutd, pentru un continut de oligoelement in cauza de la 100 pani la 200 mg/kg;

— 5 % din valoarea superioard, pentru un continut de oligoelement in cauzd mai mare de 200 mg/kg.

Observatie

Prezenta de cantitdti mari de fosfati ar putea interfera cu determinarea fierului, manganului si zincului. Astfel de
interferente trebuie si fie corectate addugand solutie de clorurd de lantan (punctul 3.11). Dacd, insd, in esantion,
raportul de greutate Ca + Mg/P este > 2, addugarea solutiei de clorurd de lantan (punctul 3.11) la solutia de
analizat si la solutiile de calibrare poate fi omisa.
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D. DETERMINAREA CONTINUTULUI DE HALOFUGINONA

DL-trans-7-brom-6-clor-3-[ 3-(3-hidroxi- 2-piperidil)acetonil ]-chinazolin-4-(3H)-ond hidrobromid
Continutul de halofuginona se determind prin:

— Metoda de analizd previzutd de EN 17299 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizi —
screeningul si determinarea coccidiostaticelor autorizate la nivel de aditiv si de contaminare incrucisatd
de 1 % si 3 %, precum si a coccidiostaticelor neinregistrate si a unui antibiotic la niveluri de subaditiv, in
furajele combinate cu cromatografie lichidd de inaltd performantd — detectie spectrometricd de masa in
tandem (LC-MS/MS); sau

— prin cromatografie lichidd de inaltd performantd (HPLC) cu fazd inversatd, utilizdnd un detector UV,
astfel cum se descrie la punctele 1-8 de mai jos.

1. Obiectiv si domeniu de aplicare
Metoda permite determinarea continutului de halofuginona din furaje. Limita de cuantificare este de 1 mg/kg

2. Principiu
Dupd tratarea cu apd fierbinte, halofuginona se extrage ca bazd liberd in acetat de etil si ulterior se separd ca
clorhidrat, intr-o solutie apoasd de acid. Extractul se purificd prin cromatografie prin schimb ionic. Continutul de
halofuginond se determind prin cromatografie lichidd de inaltd performantd cu fazd inversatd (RP-HPLC), prin
utilizarea unui detector de raze UV.

3. Reactivi

3.1. Acetonitril, de calitate HPLC

3.2. Risind Amberlit XAD-2

3.3. Acetat de amoniu

3.4. Acetat de etil

3.5. Acid acetic glacial

3.6. Substanta etalon halofuginond (DL-trans-7-brom-6-clor-3-[3-(3-hidroxi-2-piperidil)acetonil]chinazolin-4-(3H)-
ond hidrobromid, E 764)

3.6.1.  Solutie etalon stoc de halofuginoni, 100 pg/ml
Se cantdresc, cu o abatere de 0,1 mg, 50 mg de halofuginona (punctul 3.6) intr-un balon gradat de 500 ml, apoi se
dizolvd in solutie tampon de acetat de amoniu (punctul 3.18), se completeazd pand la semn cu solutie tampon si se
amestecd. Aceastd solutie este stabild timp de trei sdptdmani, la 5 °C, daci este depozitati la intuneric.

3.6.2.  Solutii de calibrare
Se transferd 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 si 6,0 ml de solutie etalon stoc (punctul 3.6.1) intr-o serie de baloane gradate de 100
ml. Se completeazd pand la semn cu fazd mobild (punctul 3.21) si se amestecd. Solutiile au concentratii de 1,0, 2,0,
3,0, 4,0 si 6,0 pg/ml de halofuginona. Solutiile se prepard imediat inainte de a fi utilizate.

3.7. Acid clorhidric (p,o aproximativ 1,16 g/ml).

3.8. Metanol

3.9. Nitrat de argint

3.10.  Ascorbat de sodiu

3.11.  Carbonat de sodiu

3.12.  Cloruri de sodiu
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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 (acid etilendiaminotetraacetic, sare disodicd)
Apd, de calitate HPLC
Solutie de carbonat de sodiu, ¢ = 10 g/100 ml

Solutie de carbonat de sodiu saturatd cu clorurd de sodiu, ¢ = 5 g/100 ml

Se dizolva 50 g de carbonat de sodiu (punctul 3.11) in apd, se dilueazd pani la 1 litru si se adaugi clorurd de sodiu
(punctul 3.12) pana la saturarea solutiei.

Acid clorhidric, aproximativ 0,1 mol/l

Se dilueazd 10 ml de HCl (punctul 3.7) in apd pand la 1 litru.

Solutie tampon de acetat de amoniu, aproximativ 0,25 mol/l

Se dizolvd 19,3 g de acetat de amoniu (punctul 3.3) si 30 ml de acid acetic (punctul 3.5) in apa (punctul 3.14) si se
dilueazd pand la 1 litru.

Prepararea rdsinii de Amberlit XAD-2

Se spald cu apd o cantitate corespunzitoare de Amberlit (punctul 3.2), pand la indepdrtarea tuturor ionilor de clor,
dupd cum indicd testul cu nitrat de argint (punctul 3.20) efectuat pe faza apoasd eliminatd. Apoi se spald risina cu
50 ml de metanol (punctul 3.8), se elimind metanolul si se depoziteazi rdsina in metanol proaspit.

Solutie de nitrat de argint, aproximativ 0,1 mol/l

Se dizolvi 0,17 g de nitrat de argint (punctul 3.9) in 10 ml de apa.

Fazd mobild HPLC

Se amestecd 500 ml de acetonitril (punctul 3.1) cu 300 ml solutie tampon de acetat de amoniu (punctul 3.18) si
1200 ml de apd (punctul 3.14). Se aduce pH-ul la valoarea 4,3 folosind acid acetic (punctul 3.5). Se trece
printr-un filtru de 0,22 pm (punctul 4.8) si se degazeazd solutia (de exemplu, prin ultrasonare timp de 10
minute). Aceastd solutie este stabild timp de o lund daci este depozitatd intr-un recipient inchis, la intuneric.

Aparatura

Baie cu ultrasunete

Evaporator rotativ cu generare de film

Centrifuga

Echipament HPLC cu detector de raze UV cu lungimi de undi variabile sau detector cu grup de diode
Coloand pentru cromatografie lichidd, 300 mm x 4 mm, Cys, particule de 10 pm sau o coloand echivalentd
Coloand de sticld (300 mm x 10 mm) previzuti cu filtru de sticli sinterizatd si cu robinet de inchidere
Filtre din fibrd de sticld, cu diametru de 150 mm

Filtre cu membrand, 0,45 um

Filtre cu membrand, 0,22 pm

Procedura

Notd  Halofuginona ca bazi libera este instabild in solutii alcaline sau de acetat de etil. Ea nu trebuie sd rdimana
in acetat de etil mai mult de 30 de minute.

Generalitati

Se analizeazd un furaj martor pentru a verifica absenta halofuginonei si a substantelor interferente.
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5.1.2.  Seefectueazd un test de recuperare prin analiza furajului martor care a fost imbogitit prin addugarea unei cantitdti
de halofuginon, similard cu cea prezentd in esantion. Pentru a obtine o concentratie de 3 mg/kg se adaugd 300 pl
din solutia etalon stoc (punctul 3.6.1) la 10 g de furaj martor, se amestecd si se asteaptd 10 minute inainte de a se
incepe etapa de extractie (punctul 5.2).

Notd:  Conform acestei metode, furajul martor este similar, ca tip, cu esantionul, iar la analizd nu se detecteazd
halofuginona.

5.2. Extractie

Se cantiresc, cu o abatere de 0,1 g, 10 g de esantion preparat, intr-un tub de centrifugd de 200 ml, se adaugd 0,5 g
de ascorbat de sodiu (punctul 3.10), 0,5 g de EDTA (punctul 3.13) si 20 ml de apd, apoi se amestecd. Se plaseazd
tubul intr-o baie de apd timp de 5 minute (80 °C). Dupd ricire la temperatura camerei se adaugd 20 ml solutie de
carbonat de sodiu (punctul 3.15) si se amestecd. Se adaugd imediat 100 ml de acetat de etil (punctul 3.4) si se
agitd energic cu mana timp de 15 secunde. Apoi tubul se asazd intr-o baie cu ultrasunete (punctul 4.1) timp de 3
minute si se slabeste dopul. Se centrifugheaza timp de 2 minute §i se decanteazd faza de acetat de etil printr-un
filtru de fibra de sticld (punctul 4.6), intr-o palnie de separare de 500 ml. Se repetd extractia esantionului cu o a
doua cantitate de 100 ml acetat de etil. Se spald extractele combinate timp de un minut cu 50 ml de solutie de
carbonat de sodiu saturati cu clorurd de sodiu (punctul 3.16) si se indeparteaza stratul apos.

Se extrage stratul organic timp de 1 minut cu 50 ml de acid clorhidric (punctul 3.17). Se trece stratul inferior de
acid printr-o palnie de separare de 250 ml. Se extrage din nou stratul organic timp de 1,5 minute, cu o altd
cantitate de 50 ml acid clorhidric, apoi se combind cu primul extract. Se spald extractele de acid combinate prin
agitare circulard timp de aproximativ 10 secunde cu 10 ml de acetat de etil (punctul 3.4).

Se transferd cantitativ stratul apos intr-un balon cu fund rotund de 250 ml si se indepirteaza faza organici. Se
evapord din solutia acidd tot acetatul de etil rimas utilizind un evaporator rotativ cu generare de film (punctul
4.2). Temperatura bdii de apd nu trebuie sd depdseascd 40 °C. Sub vid la o presiune de aproximativ 25 mbar
intreaga cantitate de acetat de etil rezidual se indeparteazd in 5 minute la 38 °C.

5.3. Curdtare

5.3.1. Pregdtirea coloanei de Amberlit

Pentru fiecare extract de esantion se pregiteste cite o coloand XAD-2. Se transferd 10 g de Amberlit preparat
(punctul 3.19) intr-o coloand de sticld (punctul 4.5) cu metanol (punctul 3.8). Se adaugd un dop mic de vatd de
sticld deasupra patului de risind. Se scurge metanolul din coloand si se spald rdsina cu 100 ml de apd, oprind
fluxul pe mésurd ce lichidul ajunge la partea superioard a patului de rasina. Se lasd coloana si se echilibreze timp
de 10 minute inainte de utilizare. Niciodatd nu se lasd coloana si se usuce.

5.3.2. Curdtarea esantionului

Se transferd cantitativ extractul (punctul 5.2) in partea superioard a coloanei de Amberlit preparatd (punctul 5.3.1)
si se elueazd, indepartand apoi eluatul. Rata de eluare nu trebuie si depiseascd 20 ml/min. Se cliteste balonul cu
fund rotund cu 20 ml de acid clorhidric (punctul 3.17), apoi acesta se foloseste pentru spilarea coloanei de
rdsind. Se sufld orice urmd de solutie acidd rdmasd cu ajutorul unui curent de aer. Se indeparteazi lichidele de
spélare. Se adaugd 100 ml de metanol (punctul 3.8) in coloani si se elueazd 5-10 ml; se colecteazd eluatul intr-un
balon cu fundul rotund de 250 ml. Se lasd metanolul rimas timp de 10 minute si se echilibreze cu risina si se
continud eluarea la o ratd care si nu depiseascd 20 ml/min, colectdnd eluatul in acelasi balon cu fundul rotund.
Se evapord metanolul pe evaporatorul rotativ cu generare de film (punctul 4.2); temperatura baii de apd trebuie sd
nu depdseascd 40 °C. Se transferd cantitativ reziduul intr-un balon gradat de 10 ml, utilizand faza mobila (punctul
3.21). Se completeazd pand la semn cu ajutorul fazei mobile si se amestecd. Se filtreazd o parte alicotd printr-un
filtru cu membrand (punctul 4.7). Aceastd solutie se pastreazd pentru determinarea prin HPLC (punctul 5.4).

5.4. Determinarea prin HPLC

5.4.1. Parametri

Urmdtoarele conditii sunt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica si alte conditii, dac acestea duc la rezultate
echivalente.
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5.4.2.

5.4.3.

7.1.

Coloand pentru cromatografie lichidd (punctul 4.4.1)

Fazd mobild HPLC (punctul 3.21)

Debit: 1,5-2 ml/min.

Lungimea undei de detectie: 243 nm

Volum de injectie: 40-100 pl.

Stabilitatea sistemului cromatografic se verificd prin injectarea de mai multe ori a solutiei de calibrare (punctul

3.6.2) continind 3,0 pg/ml, pand la obtinerea de indltimi (sau de arii) ale varfurilor si de timpi de retentie
constanti.

Curba de calibrare

Se injecteazd fiecare solutie de calibrare (punctul 3.6.2) de mai multe ori si se determind indltimile (ariile) varfurilor
pentru fiecare concentratie. Se traseazd o curbd de calibrare utilizdnd iniltimile (ariile) medii ale varfurilor
solutiilor de calibrare ca ordonate si concentratiile corespunzitoare, in pg/ml, ca abscise.

Solutia de esantion

Se injecteazd extractul de esantion (punctul 5.3.2) de mai multe ori, utilizind acelasi volum ca cel utilizat pentru
solutiile de calibrare si se determin indltimea (aria) medie a varfurilor pentru varfurile de halofuginona.

Calculul rezultatelor

Concentratia solutiei de esantion in pg/ml se determind plecand de la iniltimea (aria) medie a varfurilor de
halofuginona a solutiei de esantion prin referire la curba de calibrare (punctul 5.4.2).

Continutul de halofuginond w (mg/kg) al esantionului este dat de formula urmdtoare:

— ¢x10
wW="
unde:
c concentratia de halofuginona din solutia de esantion, in pg/ml,
m: greutatea portiunii de testat, in grame.

Validarea rezultatelor

Identitate

Identitatea analitului poate fi confirmati prin co-cromatografie sau prin utilizarea unui detector cu grup de diode
care permite compararea spectrelor extractului de esantion si ale solutiei de calibrare (punctul 3.6.2), care contine
6,0 pg/ml.

Co-cromatografie

Un extract de esantion este imbogdtit prin addugarea unei cantitdti corespunzitoare de solutie de calibrare
(punctul 3.6.2). Cantitatea de halofuginoni adiugatd trebuie s fie similard cu cantitatea estimatd de halofuginona
gdsitd in extractul de esantion.

Dupd luarea in considerare atit a cantitdtii addugate, cat si a dilutiei extractului, creste numai indltimea varfului de
halofuginond. Lirgimea varfului, la jumdtate din indltimea sa maximd, trebuie si se incadreze intr-o variatie
de + 10 % din ldrgimea originala.

Detectie cu grup de diode

Rezultatele se evalueazd in functie de urmitoarele criterii:

(a) lungimea de undi a absorbtiei maxime a spectrelor esantionului si etalonului, inregistratd la vérful cel mai
tnalt al cromatogramei, trebuie si fie aceeasi, intr-o marjd determinati de puterea de rezolutie a sistemului de
detectie. Pentru detectia cu grup de diode, aceasta este de obicei de * 2 nm;
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(b) intre 225 si 300 nm, spectrele esantionului si ale etalonului, inregistrate la varful cel mai inalt al
cromatogramei, nu trebuie si fie diferite pentru acele pirti ale spectrului situate intre 10 si 100 % din
absorbanta relativi. Acest criteriu este indeplinit atunci cand sunt prezente aceleasi maxime si cand deviatia
dintre doud spectre nu depiseste In niciun punct observat 15 % din absorbanta analitului etalon;

(c) 1intre 225 si 300 nm, spectrele curbei ascendente, ale punctului maxim si ale curbei descendente ale varfului
produs de extractul de esantion nu trebuie sa fie diferite unele de altele pentru acele parti ale spectrului situate
intre 10 si 100 % din absorbanta relativi. Acest criteriu este indeplinit atunci cand sunt prezente aceleasi
maxime §i cAnd deviatia dintre spectre nu depdseste in niciun punct observat 15 % din absorbanta spectrului
punctului maxim.

Dacd unul din aceste criterii nu este indeplinit, prezenta analitului nu a fost confirmata.

7.2. Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie sd depdseascd
0,5 mg/kg pentru un continut de halofugiononi de pani la 3 mg/kg

7.3. Recuperare

Pentru esantionul martor imbogatit se realizeazd o recuperare de minimum 80 %.

8. Rezultatele unui studiu colaborativ

A fost organizat un studiu colaborativ (*) in cadrul cdruia trei esantioane au fost analizate de opt laboratoare.

Rezultate
Esantionul A
(martor) Esantionul B (fdind) Esantionul C (pelete)
La primire
La primire Dupi doud luni La primire Dupi doud luni
Medie (mg/kg) ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sk [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVi [%] — 16 18 14 17
Rec. [%] 86 74 88 75
ND=  nedetectat
Sk= deviatia standard a reproductibilitatii
CVg=  coeficientul de variatie a reproductibilitatii (%)
Rec.=  recuperare %

E. DETERMINAREA ROBENIDINEI

Clorhidrat de 1,3-bis[(4-clorbenziliden)amino Jguaniding
Continutul de robenidind se determin prin

— Metoda de analizd prevdzutd de EN 17299 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd —
screeningul si determinarea coccidiostaticelor autorizate la nivel de aditiv si de contaminare incrucisatd
de 1 % si 3 %, precum si a coccidiostaticelor neinregistrate si a unui antibiotic la niveluri de subaditiv, in
furajele combinate cu cromatografie lichidd de inaltd performantd — detectie spectrometricd de masd in
tandem (LC-MS/MS), sau

— prin cromatografie lichidd de inaltd performantd (HPLC) cu fazd inversatd, utilizdnd un detector UV,
astfel cum se descrie la punctele 1-8 de mai jos.

() The Analyst 108, 1983, pp. 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.

Obiectiv si domeniu de aplicare
Metoda permite determinarea continutului de robenidind din furaje. Limita de cuantificare este de 5 mg/kg

Principiu

Mox A

Esantionul se extrage cu metanol acidifiat. Extractul se usuci si o parte alicotd se curdtd intr-o coloand de oxid de

5

aluminiu. Robenidina se elueazd din coloand cu metanol, se concentreazi si se completeazd pand la un volum
adecvat cu fazd mobild. Continutul de robenidind se determind prin cromatografie lichidd de inaltd performantd
cu fazd inversatd (RP-HPLC), utilizand un detector de radiatii UV.

Reactivi
Metanol

Metanol acidifiat

Se transferd 4,0 ml de acid clorhidric (p20 = 1,18 g/ml) intr-un balon gradat de 500 ml, se completeazd pand la
semn cu metanol (punctul 3.1) si se amestecd. Solutia se prepard imediat inainte de utilizare.

Acetonitril, de calitate HPLC

Sitd moleculard

Tip 3A, 8-12 noduri ale sitei (noduri de 1,6-2,5 mm, aluminosilicat cristalin, diametrul porilor 0,3 mm).

Oxid de aluminiu, activitate acidd grad I pentru cromatografia pe coloand

Se transferd 100 g de oxid de aluminiu intr-un recipient adecvat si se adaugd 2,0 ml de apa. Se inchide si se agitd
timp de aproximativ 20 de minute. Se pastreaza intr-un recipient bine inchis.

Solutie de fosfat diacid de potasiu, ¢ = 0,025 mol/l

Se dizolvd 3,40 g de fosfat diacid de potasiu in apd (de calitate HPLC), intr-un balon gradat de 1 000 ml, se
completeazd pand la semn §i se amestecd.

Solutie de fosfat acid disodic, ¢ = 0,025 mol/l

Se dizolvd 3,55 g de fosfat acid disodic anhidru (sau 4,45 ¢ de dihidrat sau 8,95 g de dodecahidrat) in apd (de
calitate HPLC), intr-un balon gradat de 1 litru, se completeazd pand la semn si se amesteca.

Fazd mobild HPLC

Se amestecd urmadtorii reactivi:

650 ml de acetonitril (punctul 3.3),

250 ml apa (de calitate HPLC),

50 ml solutie de fosfat diacid de potasiu (punctul 3.6),
50 ml solutie de fosfat acid disodic (punctul 3.7).

Se trece printr-un filtru de 0,22 pm (punctul 4.6) si se degazeaza solutia (de exemplu, prin ultrasonare timp de 10
minute).

Substanta etalon

Robenidind puri: Clorhidrat de 1,3-bis[(4-clorbenziliden)amino]guanidind.

Solutia etalon stoc de robenidini: 300 pg/ml

Se cantiresc, cu o abatere de 0,1 mg, 30 mg de substanti etalon de robenidini (punctul 3.9). Se dizolva in metanol
acidifiat (punctul 3.2) intr-un balon gradat de 100 ml, se completeazd pand la semn cu acelasi solvent si se
amestecd. Se impacheteazd balonul in folie de aluminiu si se pastreazd la intuneric.
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3.9.2.  Solutia etalon intermediard de robenidina: 12 pg/ml

Se transferd 10,0 ml din solutia etalon stoc (punctul 3.9.1) intr-un balon gradat de 250 ml, se completeaza pani la
semn cu faza mobild (punctul 3.8) si se amestecd. Se impacheteazi balonul in folie de aluminiu si se pastreazd la
intuneric.

3.9.3.  Solutii de calibrare

Se transferd 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 si 25,0 ml de solutie etalon intermediard (punctul 3.9.2) intr-o serie de baloane
gradate de 50 ml. Se completeazd pand la semn cu fazd mobild (punctul 3.8) si se amestecd. Aceste solutii
corespund concentratiilor de 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 si 6,0 ug/ml de robenidind. Solutiile se prepard imediat inainte de a
fi utilizate.

3.10.  Apd, de calitate HPLC
4. Aparatura

4.1. Coloani de sticla

Construitd din sticld brund, previzutd cu robinet de inchidere si un rezervor cu capacitatea de aproximativ 150 ml,
diametru interior 10-15 mm, lungime 250 mm.

4.2. Agitator mecanic sau magnetic
4.3. Evaporator rotativ cu generare de film
4.4. Echipament HPLC cu detector de radiatii UV cu lungimi de undi variabile sau cu detector cu grup de diode care

functioneaza in intervalul 250-400 nm

4.4.1.  Coloand pentru cromatografie lichidd: 300 mm x 4 mm, C,s, particule de 10 pm sau echivalent

4.5. Hartie de filtru din fibra de sticld (Whatman GF/A sau echivalents)
4.6. Filtre cu membrani, 0,22 pm

4.7. Filtre cu membrand, 0,45 pm

5. Procedura

Notd:  Robenidina este sensibild la lumind. Pentru toate operatiile se foloseste sticla bruna.
5.1. Generalitdti
5.1.1.  Se analizeazi un furaj martor pentru a verifica absenta robenidinei si a substantelor interferente.

5.1.2.  Se efectueazd un test de recuperare prin analizarea furajului martor (punctul 5.1.1) care a fost imbogdtit prin
addugarea unei cantitdti de robenidind, similard cu cea prezentd in esantion. Pentru a obtine o concentratie de
60 mg/kg, se transferd 3,0 ml din solutia etalon stoc (punctul 3.9.1) intr-un flacon tip Erlenmeyer de 250 ml. Se
evapord solutia pand la cca 0,5 ml intr-un curent de azot. Se adaugd 15 g din furajul martor, se amestecd si se
asteaptd 10 minute inainte de a se incepe etapa de extractie (punctul 5.2).

Notd:  Pentru aceastd metodd, furajul martor este similar, ca tip, cu esantionul, iar la analizd nu se detecteazd
robenidina.

5.2. Extractie

Se cantiresc cu o abatere de 0,01 g, aproximativ 15 g de esantion preparat. Se transferd intr-un flacon tip
Erlenmeyer de 250 ml si se adaugd 100,0 ml metanol acidifiat (punctul 3.2), se inchide si se agitd timp de o ord in
agitator (punctul 4.2). Se filtreazd solutia prin hartie de filtru din fibrd de sticld (punctul 4.5) si se colecteazd
intregul filtrat intr-un flacon tip Erlenmeyer de 150 ml. Se adaugd 7,5 g de sitd moleculard (punctul 3.4), se
inchide si se agitd timp de 5 minute. Se filtreazd imediat prin hartie de filtru din fibrd de sticld. Se conserva
aceastd solutie pentru etapa de purificare (punctul 5.3).
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5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Purificare

Pregitirea coloanei de oxid de aluminiu
Se introduce un tampon mic de vatd de sticld in capitul inferior al coloanei de sticld (punctul 4.1) si se impinge
utilizdnd o baghetd de sticlad. Se cantiresc 11,0 g din oxidul de aluminiu preparat (punctul 3.5) si se transferd in

coloand. Pe parcursul acestei etape este important ca expunerea la aer sd fie redusd la minimum. Se loveste usor
coloana incdrcatd in partea inferioard pentru a permite stabilizarea oxidului de aluminiu.

Purificarea esantionului

Se transferd in coloand cu pipeta 5,0 ml de extract de esantionul preparat in (punctul 5.2). Varful pipetei se
mentine aproape de peretele coloanei i se permite ca solutia sd fie absorbitd de oxidul de aluminiu. Se elueaza
robenidina din coloani folosind 100 ml metanol (punctul 3.1), cu un debit de 2-3 ml/minut si se colecteazi
eluatul intr-un balon cu fundul rotund de 250 ml. Se evapord solutia de metanol pand la uscare sub presiune
redusi la 40 °C, prin intermediul unui evaporator rotativ cu generare de film (punctul 4.3). Se redizolva reziduul
in 3-4 ml de fazd mobili (punctul 3.8) si se transferd cantitativ intr-un balon gradat de 10 ml. Se cliteste balonul
de mai multe ori cu cantitdti de 1-2 ml de fazd mobild si se transferd lichidul de clitire in balonul gradat. Se
completeazd pand la semn cu acelasi solvent si se amestecd. Se filtreazd o parte alicotd printr-un filtru cu
membrand de 0,45 pm (punctul 4.7). Aceastd solutie se pdstreazd pentru determinarea prin HPLC (punctul 5.4).

Determinarea prin HPLC

Parametri

Urmdtoarele conditii sunt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica si alte conditii, daci acestea duc la rezultate
echivalente:

Coloand pentru cromatografie lichidd (punctul 4.4.1),
Fazd mobild HPLC (punctul 3.8),

Debit: 1,5-2 ml/min,

Lungimea de undi a detectorului: 317 nm,

Volum de injectie: 20-50 pl.

Stabilitatea sistemului cromatografic se verificd prin injectarea de mai multe ori a solutiei de calibrare (punctul
3.9.3) continind 3,6 pg/ml, pana la obtinerea de indltimi ale varfurilor si de timpi de retentie constanti.

Curba de calibrare
Se injecteaza fiecare solutie de calibrare (punctul 3.9.3) de mai multe ori si se determind indltimile (ariile) varfurilor

pentru fiecare concentratie. Se traseazd o curbd de calibrare utilizind indltimile sau ariile medii ale varfurilor
solutiilor de calibrare ca ordonate si concentratiile corespunzitoare, in pg/ml, ca abscise.

Solutia de esantion

Se injecteazd de mai multe ori extractul de esantion (punctul 5.3.2) folosind acelasi volum ca si in cazul solutiilor
de calibrare si se determind indltimea (aria) medie a varfurilor pentru varfurile de robenidind.

Calculul rezultatelor

Din indlfimea (aria) medie a varfurilor robenidinei din solutia de esantion se determind concentratia in pg/ml a
solutiei de esantion prin referire la curba de calibrare (punctul 5.4.2).

Continutul de robenidind w (mg/kg) din esantion este dat de formula urmatoare:

_ cx200

w m

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

91/129



RO JOL, 15.3.2024

unde:
c= concentratia de robenidind din solutia de esantion, in pg/ml,
m = greutatea portiunii de testat, in grame.

7. Validarea rezultatelor

7.1. Identitate

Identitatea analitului poate fi confirmata prin co-cromatografie sau prin utilizarea unui detector cu grup de diode
care permite compararea spectrelor extractului de esantion si ale solutiei de calibrare (punctul 3.9.3), care contine

6 pg/ml.

7.1.1. Co-cromatografie

Un extract de esantion se imbogdteste prin addugarea unei cantitdti adecvate de solutie de calibrare (punctul 3.9.3).
Cantitatea de robenidind addugatd trebuie si fie similard cu cantitatea estimati de robenidind constatatd in
extractul de esantion.

Numai indltimea varfului de robenidind creste dupd luarea in considerare a cantitdtii addugate si a dilutiei
extractului. Lirgimea varfului la jumadtatea indlfimii sale maxime trebuie s se incadreze intr-o variatie de
aproximativ 10 % din lirgimea initiala.

7.1.2.  Detectie cu grup de diode

Rezultatele se evalueazd in functie de urmatoarele criterii:

(a) lungimea de undi a absorbtiei maxime a spectrelor esantionului si etalonului, inregistratd la varful cel mai
inalt al cromatogramei, trebuie s3 fie aceeasi, intr-o marji determinatd de puterea de rezolutie a sistemului de
detectie. Pentru detectia cu grup de diode, aceasta este in mod normal de aproximativ 2 nm;

(b) intre 250 si 400 nm, spectrele esantionului si ale etalonului, inregistrate la varful cel mai inalt al
cromatogramei, nu trebuie sd fie diferite pentru acele parti ale spectrului situate intre 10 si 100 % din
absorbanta relativd. Acest criteriu este indeplinit atunci cand sunt prezente aceleasi maxime si cAnd deviatia
dintre doud spectre nu depdseste in niciun punct observat 15 % din absorbanta analitului etalon;

() intre 250 si 400 nm, spectrele curbei ascendente, ale punctului maxim si ale curbei descendente ale varfului
produs de extractul de esantion nu trebuie si fie diferite unele de altele pentru acele parti ale spectrului situate
intre 10 si 100 % din absorbanta relativi. Acest criteriu este indeplinit atunci cand sunt prezente aceleasi
maxime §i cAnd deviatia dintre spectre nu depdseste in niciun punct observat 15 % din absorbanta spectrului
punctului maxim.

Dacd unul din aceste criterii nu este indeplinit, prezenta analitului nu a fost confirmata.

7.2. Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie sd depdseascd 10 %
din valoarea superioard, pentru un continut de robenidind mai mare de 15 mg/kg

7.3. Recuperare

Pentru un esantion martor imbogdtit, recuperarea este de cel putin 85 %.

8. Rezultatele unui studiu colaborativ

A fost organizat un studiu prin colaborare la nivelul UE, in cursul ciruia au fost analizate de citre 12 laboratoare
patru esantioane, sub forma de fdind sau de pelete, de hrand pentru pisiri de curte si pentru iepuri. Fiecare
esantion a facut obiectul unei duble analize. Rezultatele sunt prezentate in tabelul de mai jos:

Pisdri de curte lepuri
Fdina Pelete Faina Pelete
Medie (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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3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.

3.8.

(®) Metoda poate fi aplicabild si pentru determinarea diclazurilului in materiile prime furajere.

v, [%] 5,4 45 3,3 41

Sk [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 3,91
CVe [%] 16,1 12,0 10,6 9,7

Recuperare (%) 90,0 93,3 87,2 80,2
= deviatia standard a repetabilitatii

CV,=  coeficientul de variatie a repetabilitatii, %

Sp= deviatia standard a reproductibilitatii

CVg=  coeficientul de variatie a reproductibilitatii, (%)

F. DETERMINAREA CONTINUTULUI DE DICLAZURIL

(+)-4-clorfenil [2,6-diclor-4-(2,3,4,5-tetrahidro- 3, 5-dioxo- 1,2,4-triazin- 2il fenil]-acetonitril.

Continutul de diclazuril se determind prin:

— Metoda de analizd prevdzutd de EN 17299 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizi —
screeningul si determinarea coccidiostaticelor autorizate la nivel de aditiv si de contaminare incrucisatd
de 1 % si 3 %, precum si a coccidiostaticelor neinregistrate si a unui antibiotic la niveluri de subaditiv, in
furajele combinate cu cromatografie lichida de inaltd performantd — detectie spectrometricd de masi in
tandem (LC-MS/MS); sau

— prin cromatografie lichida de inaltd performantd (HPLC) cu fazd inversatd, utilizdnd un detector UV, astfel

cum se descrie la punctele 1-9 de mai jos.

Obiectiv si domeniu de aplica:

re

Metoda permite determinarea continutului de diclazuril din furaje combinate §i preamestecuri (°). Limita de
detectie este de 0,1 mg/kg, iar limita de cuantificare este de 0,5 mg/kg Limite de cuantificare mai mici sunt
realizabile, dar acest lucru trebuie validat de citre utilizator.

Principiu

Dupd addugarea unui standard intern, esantionul este extras cu metanol acidifiat. Pentru furaje, o parte alicotd a
extractului este purificatd pe un cartus C18 pentru extractie in fazd solidd. Diclazurilul este eluat din cartus cu un
amestec de metanol acidifiat si apd. Dupd evaporare, reziduul se dizolvd intr-un amestec DMF/apd. Pentru
preamestecuri, extractul se evapord si reziduul se dizolva intr-un amestec DMF/apa. Continutul de diclazuril se
determind prin cromatografie lichidd de inaltd performantd (HPLC) cu gradient ternar si cu fazi inversatd, prin

utilizarea unui detector UV.
Reactivi
Apd, de calitate HPLC

Acetat de amoniu

Sulfat acid de tetrabutilamoniu (TBHS)

Acetonitril, de calitate HPLC
Metanol, de calitate HPLC
N,N-dimetilformamidd (DMF)

Acid clorhidric, pyo = 1,19 g/ml

Substantd etalon: diclazuril: (+)-4-clorfenil [2,6-diclor-4-(2,3,4,5-tetrahidro— 3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-il) fenil]

acetonitril, cu puritate garantatd
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3.8.1.  Solutie etalon stoc de diclazuril, 500 pg/ml

Se cantdresc, cu o abatere de 0,1 mg, 25 mg de substantd etalon de diclazuril (punctul 3.8) intr-un balon gradat de
50 ml. Se dizolvd in DMF (punctul 3.6), se completeazd pand la semn cu DMF (punctul 3.6) si se amestecd. Se
impacheteazd balonul in folie de aluminiu sau se utilizeazd un balon de culoare bruni si se depoziteazd in
frigider. La o temperaturd mai micd sau egald cu 4 °C solutia este stabild timp de 1 lund (*9).

3.8.2.  Solutia etalon de diclazuril, 50 pg/ml

Se transferd 5,00 ml din solutia etalon stoc (punctul 3.8.1) intr-un balon gradat de 50 ml, se completeazd pand la
semn cu DMF (punctul 3.6) si se amestecd. Se impacheteazd balonul in folie de aluminiu sau se utilizeazd un balon
de culoare brund si se depoziteaza in frigider. La o temperaturd mai micd sau egald cu 4 °C solutia este stabild timp
de 1 luna.

3.9. Substanti etalon intern: 2,6 diclor-a-(4-clorfenil)-4-[4,5-dihidro- 3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2 (3H)-ilJa-metilbenzen-
acetonitril (diclazuril de metil)

3.9.1.  Solutie etalon stoc internd de diclazuril, 500 pg/ml

Se cantdresc, cu o abatere de 0,1 mg, 25 mg de substantd etalon internd (punctul 3.9) intr-un balon gradat de 50
ml. Se dizolvd in DMF (punctul 3.6), se completeazd pand la semn cu DMF (punctul 3.6) si se amestecid. Se
impacheteazd balonul in folie de aluminiu sau se utilizeazd un balon de culoare bruni si se depoziteazd in
frigider. La o temperaturd mai mici sau egald cu 4 °C solutia este stabild timp de 1 lund.

3.9.2.  Solutie etalon intern, 50 pg/ml

Se transferd 5,00 ml din solutia etalon stoc internd de etalon intern (punctul 3.9.1) intr-un balon gradat de 50 ml,
se completeazd pand la semn cu DMF (punctul 3.6) si se amestecd. Se impacheteazd balonul in folie de aluminiu
sau se utilizeazd un balon de culoare bruni si se depoziteazi in frigider. La o temperaturd mai micd sau egald cu
4 °C solutia este stabild timp de 1 luna.

3.9.3.  Solutie etalon intern pentru preamestecuri, p/1 000 mg/ml (p = continutul nominal de diclazuril in preamestec
in mg/kg)

Se cantdresc, cu o abatere de 0,1 mg, p/10 mg de substantd etalon intern intr-un balon gradat de 100 ml, se
dizolvd in DMF (punctul 3.6) intr-o baie cu ultrasunete (punctul 4.7), se completeazd pand la semn cu DMF si se
amestecd. Se impacheteazd balonul in folie de aluminiu sau se utilizeazd un balon de culoare bruni si se
depoziteazd in frigider. La o temperaturd mai micd sau egald cu 4 °C solutia este stabild timp de 1 luna.

3.10.  Solutii de calibrare

3.10.1. Solutie de calibrare, 1 pg/ml (diclazuril)
Se pipeteazd 1,00 ml din solutia etalon de diclazuril (punctul 3.8.2) si 2,00 ml din solutia etalon intern (punctul

3.9.2) intr-un balon gradat de 50 ml. Se adaugd 17 ml de DMF (punctul 3.6), se completeaza pand la semn cu apd
(punctul 3.1) si se amestecd. Solutia se prepard imediat inainte de utilizare.

3.10.2. Solutie de calibrare, 2 pg/ml (diclazuril)
Se pipeteazd 2,00 ml din solutia etalon de diclazuril (punctul 3.8.2) si 2,00 ml din solutia etalon intern (punctul

3.9.2) intr-un balon gradat de 50 ml. Se adaugd 16 ml de DMF (punctul 3.6), se completeaza pand la semn cu apd
(punctul 3.1) si se amestecd. Solutia se prepard imediat inainte de utilizare.

3.10.3. Solutie de calibrare, 3 pug/ml (diclazuril)
Se pipeteazd 3,00 ml din solutia etalon de diclazuril (punctul 3.8.2) si 2,00 ml din solutia etalon intern (punctul

3.9.2) intr-un balon gradat de 50 ml. Se adaugd 15 ml de DMF (punctul 3.6), se completeaza pand la semn cu apd
(punctul 3.1) si se amestecd. Solutia se prepard imediat inainte de utilizare.

(%) Este posibild o stabilitate mai lungd (pand la 1 an), dar aceasta trebuie confirmatd de laboratorul individual.
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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.

Solutie de calibrare, 4 pg/ml (diclazuril)

Se pipeteazd 4,00 ml din solutia etalon de diclazuril (punctul 3.8.2) si 2,00 ml din solutia etalon intern (punctul
3.9.2) intr-un balon gradat de 50 ml. Se adaugd 14 ml de DMF (punctul 3.6), se completeaza pand la semn cu apd
(punctul 3.1) si se amestecd. Solutia se prepard imediat inainte de utilizare.

Solutie de calibrare, 5 pg/ml (diclazuril)

Se pipeteazd 5,00 ml din solutia etalon de diclazuril (punctul 3.8.2) si 2,00 ml din solutia etalon intern (punctul
3.9.2) intr-un balon gradat de 50 ml. Se adaugd 13 ml de DMF (punctul 3.6), se completeaza pand la semn cu apd
(punctul 3.1) si se amestecd. Solutia se prepard imediat inainte de utilizare.

Notd:  solutiile de calibrare (punctele 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 si 3.10.5) acoperi concentratia de diclazuril
din hrana pentru animale cuprinsd intre 0,5 si 2,5 mg/kg atunci cind se utilizeazd protocolul actual.

Cartug C pentru extractie in fazd solidi, de exemplu Bond Elut, mdrime: 20 cc, greutatea absorbentului: 5 000
mg (preconditionare in conformitate cu orientarile furnizorului).

Solvent de extractie: metanol acidifiat.

Se pipeteazd 5,0 ml de acid clorhidric (punctul 3.7) in 1 000 ml de metanol (punctul 3.5) si se amestecd.
Fazd mobild pentru HPLC

Eluent A: acetat de amoniu — solutie de sulfat acid de tetrabutilamoniu.

Se dizolva 5 g de acetat de amoniu (punctul 3.2) si 3,4 ¢ de TBHS (punctul 3.3) in 1 000 ml de api (punctul 3.1) si
se amestecd.

Eluent B: acetonitril (punctul 3.4).

Eluent C: metanol (punctul 3.5).

Aparatura

Agitator mecanic

Echipament pentru HPLC cu gradient ternar:

Coloand pentru cromatografie lichidd, Hypersil ODS, particule de 3 pm, 100 mm x 4,6 mm sau echivalent
Detector UV cu ajustare variabil a lungimii de undd sau detector cu grup de diode
Evaporator rotativ cu generare de film

Filtru cu membrand (de exemplu, nailon cu rezistentd chimicd), 0,45 pm

Seringd de unici folosintd, 5 ml

Distribuitor in vid

Baie cu ultrasunete

Procedura

Generalitati

Furaj martor

Se analizeazd un furaj martor pentru a verifica absenta diclazurilului si a substantelor interferente. Furajul martor
este similar, ca tip, cu esantionul, iar prin analizd nu se detecteaza nici diclazuril, nici substante interferente.
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5.1.2.  Test de recuperare

Se efectueazd un test de recuperare prin analiza furajului martor imbogdtit prin addugarea unei cantitati de
diclazuril, similard cu cea prezentd in esantion. Pentru a obtine o concentratie de 1 mg/kg, se adaugd 0,1 ml din
solutia etalon stoc (punctul 3.8.1) la 50 g din furajul martor, se amestecd bine si se lasd timp de 10 minute,
amestecand din nou de mai multe ori inainte de a continua (punctul 5.2).

Alternativ, dacd nu este disponibil un furaj martor similar, ca tip, cu esantionul (a se vedea punctul 5.1.1), testul de
recuperare poate fi efectuat conform metodei de aditie standard. In acest caz, esantionul de analizat se imbogiteste
addugand o cantitate de diclazuril similard celei deja prezente in esantion. Acest esantion este analizat impreund cu
esantionul neimbogitit, iar recuperarea poate fi calculatd prin diferenta.

5.2. Extractie

5.2.1. Puide carne

Se cantdresc, cu o abatere de 0,01 g, aproximativ 50 g de esantion. Se transferd intr-un flacon tip Erlenmeyer de
500 ml, se adaugd 1,00 ml din solutia etalon intern (punctul 3.9.2), 200 ml din solventul de extractie (punctul
3.12) si se astupd flaconul. Se agitd amestecul in agitator (punctul 4.1) pe parcursul noptii. Se lasd s se
sedimenteze timp de 10 minute. Se transferd o parte alicotd de 20 ml din supernatant intr-un recipient de sticld
adecvat si se dilueazd in 20 ml apd (punctul 3.1). Se transferd aceastd solutie intr-un cartus de extractie (punctul
3.11) si se trece prin acesta prin aplicare de vid (punctul 4.6). Se spald cartusul cu 25 ml dintr-un amestec de
solvent de extractie (punctul 3.12) si apd (punctul 3.1), 65 + 35 (V + V). Se elimind fractiunile colectate si se
elueazd compusii cu ajutorul a 25 ml dintr-un amestec de solvent de extractie (punctul 3.12) si apd, 80 + 20
(V + V). Se evapord aceastd fractiune pand la uscare prin intermediul evaporatorului rotativ (punctul 4.3) la 60 °C.
Se dizolva reziduul in 1,0 ml DMF (punctul 3.6), se adaugd 1,5 ml de apd (punctul 3.1) si se amesteca. Se filtreazd
printr-un filtru cu membrand (punctul 4.4) montat pe o seringd de unici folosintd (punctul 4.5). Se continud cu
determinarea prin HPLC (punctul 5.3).

5.2.2. Preamestecuri

Se cantdresc, cu o abatere de 0,001 g, aproximativ 1 g de esantion. Se transferd intr-un flacon tip Erlenmeyer de
500 ml, se adaugd 1,00 ml din solutia etalon intern (punctul 3.9.3), 200 ml din solventul de extractie (punctul
3.12) si se astupd flaconul. Se agitd amestecul in agitator (punctul 4.1) pe parcursul noptii. Se lasd s se
sedimenteze timp de 10 minute. Se transferd o parte alicotd de 10 000/p ml (p = continutul nominal in diclazuril
al preamestecului in mg/kg) din supernatant intr-un balon cu fund rotund de dimensiuni adecvate. Se evapord
acest amestec pand la uscare, la presiune scizutd i la 60 °C, cu ajutorul unui evaporator rotativ (punctul 4.3). Se
dizolvd din nou reziduul in 10,0 ml de DMF (punctul 3.6), se adaugd 15,0 ml de apd (punctul 3.1) si se amesteca.
Se continud cu determinarea prin HPLC (punctul 5.3).

5.3. Determinarea prin HPLC

5.3.1. Parametri

Urmdtoarele conditii sunt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica si alte conditii, dac acestea duc la rezultate
echivalente sau mai bune.

— Coloand pentru cromatografie lichidd (punctul 4.2.1): 100 mm x 4,6 mm Hypersil ODS, particule de 3 pm sau
echivalent.

— Fazd mobild
— Eluent A [3.13.1]: Solutie apoasi de acetat de amoniu si sulfat acid de tetrabutilamoniu.
— FEluent B [3.13.2]: acetonitril.
— Eluent C [3.13.3]: metanol.
— Mod de eluare - gradient liniar
— conditii initiale: A + B+ C =60+ 20 + 20 (V + V + V);
— dupd 10 min, elutia gradientului timp de 30 de minute pdnd la: A+B+ C=45+20+35(V+V+V),
— se clateste apoi cu B timp de 10 minute.

— Debit: 1,5-2 ml/min
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6.1.

6.2.

— Volum de injectie: 20 pl
— Lungimea de undi a detectorului: 280 nm.

Se verificd stabilitatea sistemului cromatografic injectdndu-se de mai multe ori solutia de calibrare (punctul 3.10.2)
care contine 2 pg/ml de diclazuril sau etalon intern, pand cind se obtin valori de varf si timpi de retentie constanti.

Analiza cromatograficid a solutiilor de calibrare

Se injecteazd de doud ori 20 pl din fiecare solutie de calibrare (punctele 3.10.1, 3.10.3, 3.10.4, 3.10.5 si 3.10.2), se
identificd si se integreaza varfurile diclazurilului si etalonului intern §i se traseazd curba de calibrare pe baza
raportului dintre indltimea medie a varfului sau aria diclazurilului si indltimea medie a varfului sau aria etalonului
intern in raport cu concentratia de diclazuril in solutiile de calibrare (pg/ml).

Analiza cromatograficd a solutiilor esantion

Se injecteazd 20 pl din solutia de esantion (punctul 5.2.1 sau 5.2.2) de doud ori si se determind iniltimea medie
sau aria varfurilor de diclazuril si a varfurilor etalonului intern.

Calculul rezultatelor

Pui de carne

Continutul de diclazuril w (in mg/kg) al esantionului este dat de urmitoarea formula:

f11dl,timea(d,s) L Aria(ds)
o Inal,tzmeaa(z,s) X 0¥y = Arza(;,s) x 10

unde:

— Inalfimea(d,s) este iniltimea varfului de diclazuril din solutia esantion (punctul 5.2.1)

— Aria(d,s) este aria varfului de diclazuril din solutia esantion (punctul 5.2.1)

— Iniltimea(i,s) este inltimea varfului etalonului intern din solutia esantion (punctul 5.2.1)
— Aria(i,s) este aria varfului etalonului intern din solutia esantion (punctul 5.2.1)

— b este ordonata la origine a curbei de calibrare trasati din solutiile de calibrare (punctele 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3,
3.10.4 si 3.10.5) in conformitate cu punctul 5.3.2.

— a este panta curbei de calibrare trasatd din solutiile de calibrare (punctele 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4
si 3.10.5) in conformitate cu punctul 5.3.2.

— m este masa portiunii de testat, in grame

— Veste volumul final in mililitri al extractului de esantion dupa redizolvare in conformitate cu 5.2.1 (adici 2,5
ml)

Preamestecuri
Continutul de diclazuril w (in mg/kg) al esantionului este dat de urmatoarea formula:

Inaltimea(d.s) L Aria(d,s) ,

W Inal,tlme”a(l,s) X DO b iy = Arla(:,s)

x 002
unde:

— TIniltimea(d,s) este indltimea varfului de diclazuril din solutia esantion (punctul 5.2.2)

— Aria(d,s) este aria varfului de diclazuril din solutia esantion (punctul 5.2.2)

— Iniltimea(i,s) este indltimea varfului etalonului intern din solutia esantion (punctul 5.2.2)

— Aria(i,s) este aria varfului etalonului intern din solutia esantion (punctul 5.2.2)

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

97/129



RO JOL, 15.3.2024

— b este ordonata la origine a curbei de calibrare trasatd din solutiile de calibrare (punctele 3.10.1, 3.10. 2,
3.10.3, 3.10.4 si 3.10.5) in conformitate cu punctul 5.3.2

— a este panta curbei de calibrare trasatd din solutiile de calibrare (punctele 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4
si 3.10.5) in conformitate cu punctul 5.3.2.

— m este masa portiunii de testat, in grame

— V este volumul final in mililitri al extractului de esantion dupi redizolvare in conformitate cu punctul 5.2.2
(adicd 25 ml)

— p este continutul nominal de diclazuril al preamestecului in mg/kg
7. Validarea rezultatelor

7.1. Identitate

Identitatea analitului poate fi confirmati prin co-cromatografie sau prin utilizarea unui detector cu grup de diode
care permite compararea spectrelor extractului de esantion (punctul 5.2.1 sau 5.2.2) si ale solutiei de calibrare
(punctul 3.10.2).

7.1.1. Co-cromatografie

Un extract de esantion (punctul 5.2.1 sau 5.2.2) este imbogitit prin adiugarea unei cantitdti adecvate din solutia
de calibrare (punctul 3.10.2). Cantitatea de diclazuril addugata trebuie sd fie similard cu cantitatea de diclazuril
constatati in extractul de esantion.

Numai inaltimea varfului de diclazuril si a varfului etalonului intern creste dupd luarea in considerare atat a
cantitdtii adiugate, cat si a dilutiei extractului. Lirgimea varfului, la jumdtatea iniltimii sale, trebuie si se
incadreze in + 10 % din lirgimea initiald a varfului de diclazuril sau a varfului etalonului intern al extractului de
esantion neimbogitit.

7.1.2.  Detectie cu grup de diode

Rezultatele se evalueazd in functie de urmitoarele criterii:

(a) Lungimea de undd a absorbtiei maxime a spectrelor esantionului si etalonului, inregistrata la varful cel mai
inalt al cromatogramei, trebuie si fie aceeasi, intr-o marji determinatd de puterea de rezolutie a sistemului de
detectie. Pentru detectia cu grup de diode, acest interval este in general de + 2 nm.

(b) Intre 230 si 320 nm, spectrele esantionului si etalonului inregistrate la varful cel mai inalt al cromatogramei
nu trebuie sd fie diferite pentru acele parti ale spectrului situate intre 10 si 100 % din absorbanta relativa.
Acest criteriu este indeplinit atunci cind sunt prezente aceleasi maxime si cind deviatia dintre spectre nu
depdseste in niciun punct observat 15 % din absorbanta analitului etalon.

(c) intre 230 si 320 nm, spectrele curbei ascendente, ale punctului maxim si ale curbei descendente ale varfului
produs de extractul de esantion nu trebuie si fie diferite unele de altele pentru acele parti ale spectrului situate
intre 10 si 100 % din absorbanta relativi. Acest criteriu este indeplinit atunci cAnd sunt prezente aceleasi
maxime si cAnd deviatia dintre spectre nu depaseste in niciun punct observat 15 % din absorbanta spectrului
celui mai inalt varf al cromatogramei.

Dacd unul din aceste criterii nu este indeplinit, prezenta analitului nu a fost confirmata.

7.2. Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud mdasurdtori independente efectuate pe doud subesantioane nu trebuie si
depiseasci:

— 30 % din valoarea superioard pentru un continut in diclazuril situat intre 0,5 mg/kg si 2,5 mg/kg,
— 0,75 mg/kg pentru un continut in diclazuril situat intre 2,5 mg/kg si 5 mg/kg,

— 15 % din valoarea superioard pentru un continut de diclazuril mai mare de 5 mg/kg

7.3. Recuperare

Pentru un esantion (martor) imbogitit, recuperarea este de cel putin 80 %.
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8. Rezultatele unui studiu colaborativ

Au fost organizate doud studii colaborative. In primul, efectuat de un alt grup de laboratoare in 1994, esantioanele
analizate au fost doud preamestecuri (O 100, A 100) si trei esantioane de furaje complementare pentru pasiri de
curte (L1, Z1, K1). Un esantion de preamestec a fost amestecat cu o matrice organicd (O 100), iar celdlalt cu o
matrice anorganicd (A 100). Continutul teoretic este de 100 mg de diclazuril pe kg Laboratoarele au primit
instructiuni s analizeze fiecare esantion o singurd dati sau in duplicat. (Informatii detaliate privind primul studiu
colaborativ figureazi in Journal of AOAC International, vol. 77, nr. 6, 1994, p. 1359-1361).

In al doilea studiu colaborativ au fost analizate trei furaje combinate pentru pasiri de curte, care contin diclazuril
in concentratii de 0,9 mg/kg (MAT 1), 1,5 mg/kg (MAT 2) si furajul martor (MAT 3). (Informatii detaliate privind
al doilea studiu figureazi in JRC Technical report (2016) si in Journal of AOAC International, vol. 102, nr. 2, 2019,
p. 646-652). Rezultatele celor doud studii colaborative sunt prezentate in tabelul urmator.

Esantion 1A | Esantion 20 Esantion 3 Esantion 4 Esantion 5 Esantion 6 Esantion 7 Esantion 8
100 100 L1 Z1 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
Medie (mg]kg) 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89 1,0 1,5 <LOQ
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 —
S« (mgfkg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12 0,18 021 —
CVir (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65 18,1 14,3 —
Continut 100 100 1,0 1,0 1,0 0,9 1,5 —
nominal (mg/kg)
Referinta (*) Primul Primul Primul Primul Primul Al doilea Al doilea Al doilea
studiudin | studiudin | studiudin | studiudin | studiudin | studiudin | studiudin studiu din
1994 1994 1994 1994 1994 2015 2015 2015
L= numdir de laboratoare
n= numdr de valori unice
S, = deviatia standard a repetabilitatii
CV.=  coeficientul de variatie a repetabilitatii
Sg = deviatia standard a reproductibilitatii
CVr = coeficientul de variatie a reproductibilitatii

LOQ = Limita de cuantificare

() Primul studiu din 1994: Journal of AOAC International, Volumul 77, No 6, 1994, p. 1359-1361; Al doilea studiu din
2015: JRC Technical report «Re-validation of a method for the determination of diclazuril by collaborative study» (2016).

9. Observatii generale

Trebuie sd se demonstreze in prealabil ci reactia diclazurilului este liniard pentru toatd gama de concentratii
madsurate.

Cel putin pentru analiza diclazurilului din furajele combinate cu un continut ridicat de grasime (in acest scop, care
depdseste 12 % grasime), metoda analiticd poate fi inlocuitd cu alte metode bazate pe HPLC, de exemplu o
cromatografie lichidd de inaltd performanti cuplatd cu spectrometrie de masd (HPLC-MS), cu conditia ca metoda
alternativd si aibd caracteristici de performantd echivalente (rata de recuperare, precizia la conditiile de
repetabilitate si reproductibilitate).
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G. DETERMINAREA CONTINUTULUI DE LASALOCID SODIC

Sare sodicd a unui acid monocarboxilic polieter, produsd de Streptomyces lasaliensis.
Continutul de lasalocid sodic se determini prin

— Metoda de analizi prevdzutd de EN 17299 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd —
screeningul si determinarea coccidiostaticelor autorizate la nivel de aditiv si de contaminare incrucisatd
de 1 % si 3 %, precum si a coccidiostaticelor neinregistrate si a unui antibiotic la niveluri de subaditiv, in
furajele combinate cu cromatografie lichidi de inaltd performantd — detectie spectrometricd de masi in
tandem (LC-MS/MS); sau

— prin cromatografie lichidd de inaltd performantd (HPLC) cu fazd inversatd, utilizdind un detector
spectrofluorimetric (fluorescentd), astfel cum se descrie la punctele 1-8 de mai jos.

1. Obiectiv si domeniu de aplicare

Metoda permite determinarea continutului in lasalocid sodic din furaje. Limita de detectie este de 5 mg/kg, iar
limita de cuantificare este de 10 mg/kg

2. Principiu

Lasalocidul sodic este extras din esantion cu metanol acidifiat si dozat prin cromatografie lichidd de inaltd
performanti cu fazd inversatd (RP-HPLC) cu ajutorul unui detector spectrofluorimetric (fluorescents).

3. Reactivi
3.1. Fosfat diacid de potasiu (KH,PO,)
3.2. Acid ortofosforic, g (g/g) = 85 %

3.3. Solutie de acid ortofosforic, ¢ = 20 %

Se dilueazd 23,5 ml acid ortofosforic (punctul 3.2) in 100 ml de apa.
3.4. 6-metil-2-heptilamin (1,5-dimetilhexilamind), g (g/g) = 99 %
3.5. Metanol, de calitate HPLC
3.6. Acid clorhidric, densitate = 1,19 g/ml

3.7. Solutie tampon de fosfat, ¢ = 0,01 mol/l

Se dizolvd 1,36 g de KH,PO, (punctul 3.1) in 500 ml de apa (punctul 3.11), se adaugd 3,5 ml de acid ortofosforic
(punctul 3.2) si 10,0 ml de 6-metil-2-heptilamina (punctul 3.4). Se ajusteazd pH-ul la 4,0 cu ajutorul solutiei de
acid ortofosforic (punctul 3.3) si se dilueazd cu apd completdndu-se pand la 1 000 ml (punctul 3.11).

3.8. Metanol acidifiat
Se transferd 5,0 ml de acid clorhidric (punctul 3.6) intr-un balon gradat de 1 000 ml, se completeazd pani la semn
cu metanol (punctul 3.5) si se amestecd. Solutia se prepard imediat inainte de utilizare.

3.9. Fazd mobild HPLC, solutie tampon de fosfat si metanol 5 + 95 (V + V)

Se amestecd 5 ml de solutie tampon de fosfat (punctul 3.7) cu 95 ml de metanol (punctul 3.5).

3.10.  Substantd etalon de lasalocid sodic cu puritate garantatd, C;4Hs;OgNa (sare sodicd a unui acid monocarboxilic
polieter, produsd de Streptomyces lasaliensis), E 763

3.10.1. Solutie etalon stoc de lasalocid sodic, 500 pg/ml

Se cantiresc, cu o abatere de 0,1 mg, 50 mg de lasalocid sodic (punctul 3.10) intr-un balon gradat de 100 ml, se
dizolvd in metanol acidifiat (punctul 3.8), se completeazd pand la semn cu acelasi solvent si se amestecd. Solutia
se prepard imediat Inainte de utilizare.
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3.10.2.

3.10.3.

3.11.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.1.1.

5.1.2.

5.2.

5.2.1.

Solutie etalon intermediard de lasalocid sodic, 50 ug/ml

Se pipeteazd 10,0 ml din solutia etalon stoc (punctul 3.10.1) intr-un balon gradat de 100 ml, se completeazd pand
la semn cu metanol acidifiat (punctul 3.8) si se amestecd. Solutia se prepard imediat inainte de utilizare.

Solutii de calibrare

Se transferd 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 si 10,0 ml de solutie etalon intermediard (punctul 3.10.2) intr-o serie de baloane
gradate de 50 ml. Se completeazd pand la semn cu metanol acidifiat (punctul 3.8) si se amestecd. Aceste solutii
corespund concentratiilor de 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 si 10,0 pg de lasalocid sodic pe ml. Solutiile se prepard imediat
inainte de utilizare.

Apd, de calitate HPLC

Aparatura

Baie cu ultrasunete (sau baie de apd cu agitare) cu reglaj de temperatura

Filtre cu membrand, 0,45 pm

Echipament HPLC cu sistem de injectie, permitand injectarea de volume de 20 pl.

Coloand pentru cromatografie lichidd, 125 mm x 4 mm, cu fazd inversatd C,, particule de 5 pm sau echivalent
Spectrofluorimetru cu ajustare variabild a lungimii de undi pentru excitatie si emisie

Procedura

Generalitati

Furaj martor

Pentru a efectua testul de recuperare (punctul 5.1.2), se analizeazd un furaj martor pentru a verifica absenta
lasalocidului sodic si a substantelor interferente. Furajul martor este similar, ca tip, cu esantionul; nu se detecteazi
nici lasalocid sodic, nici substante interferente.

Test de recuperare

Se efectueazd un test de recuperare prin analiza furajului martor imbogitit prin addugarea unei cantitdti de
lasalocid sodic, similard cu cea prezentd in esantion. Pentru a obtine o concentratie de 100 mg/kg, se transferd
10,0 ml de solutie etalon stoc (punctul 3.10.1) intr-un flacon tip Erlenmeyer de 250 ml si se evapora solutia pand
la aproximativ 0,5 ml. Se adaugd 50 g de furaj martor, se amestecd bine si se lasd timp de 10 minute, amestecind
din nou de mai multe ori inainte de a trece la etapa de extractie (punctul 5.2).

Alternativ, dacd nu este disponibil un furaj martor similar, ca tip, cu esantionul (a se vedea punctul 5.1.1), testul de
recuperare poate fi efectuat conform metodei de aditie standard. In acest caz, esantionul de analizat este imbogitit
cu o cantitate de lasalocid sodic asemdnitoare celei deja prezente in esantion. Acesta este analizat impreund cu
esantionul nelmbogitit, iar recuperarea se poate calcula prin diferenta.

Extractie

Pentru porcine

Se cantdresc cu o abatere de 0,01 g, de la 5 la 10 g de esantion intr-un flacon tip Erlenmeyer de 250 ml cu dop. Se
picurd cu pipeta 100,0 ml de metanol acidifiat (punctul 3.8). Se inchide usor si se agitd circular pentru a se
dispersa. Flaconul se plaseazi intr-o baie cu ultrasunete (punctul 4.1) la aproximativ 40 °C timp de 20 de minute,
se scoate si se lasd sd se rdceascd la temperatura camerei. Se lasd in repaus timp de aproximativ 1 ord, pand la
decantarea materiilor in suspensie, apoi se filtreazd o parte alicotd printr-un filtru cu membrand de 0,45 pm
(punctul 4.2) intr-un recipient adecvat. Se continud cu determinarea prin HPLC (punctul 5.3).
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5.2.2. Preamestecuri

Se cantdresc, cu o abatere de 0,001 g, 2 g de preamestec nemdcinat intr-un balon gradat de 250 ml. Se adaugd
100,0 ml de metanol acidifiat (punctul 3.8) si se agitd circular pentru a se dispersa. Se pune balonul si continutul
acestuia intr-o baie cu ultrasunete (punctul 4.1) la aproximativ 40 °C timp de 20 de minute, apoi se scoate si se
lasd s3 se riceascd la temperatura camerei. Se completeazi pand la semn cu metanol acidifiat (punctul 3.8) si se
amestecd bine. Se lasd in repaus timp de aproximativ 1 ord, pand la decantarea materiilor in suspensie, apoi se
filtreazd o parte alicotd printr-un filtru cu membrana de 0,45 pm (punctul 4.2). Se dilueazd un volum adecvat de
filtrat limpede cu metanol acidifiat (punctul 3.8), pentru a produce o solutie de testat finald care s contind
aproximativ 4 pg/ml de lasalocid sodic. Se continud cu determinarea prin HPLC (punctul 5.3).

5.3. Determinarea prin HPLC

5.3.1. Parametri

Urmdtoarele conditii sunt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica si alte conditii, daci acestea duc la rezultate

echivalente:

Coloand pentru cromatografie 125 mm x 4 mm, cu fazd inversatd C,g, particule de 5 um sau echivalent

lichida (punctul 4.3.1):

Faza mobild (punctul 3.9): amestec de solutie tampon de fosfat (punctul 3.7) si metanol (punctul 3.5),
5+95(V+V)

Debit: 1,2 ml/min

Lungimea undelor de detectie: Excitatie: 310 nm

Emisie: 419 nm

Volum de injectie: 20 pl

Se verificd stabilitatea sistemului cromatografic, injectdnd de mai multe ori solutia de calibrare (punctul 3.10.3)
continind 4,0 pg/ml, pand la obtinerea de iniltimi (arii) ale varfurilor si de timpi de retentie constanti.

5.3.2. Curba de calibrare

Se injecteaza fiecare solutie de calibrare (punctul 3.10.3) de mai multe ori i se determind indltimile (ariile) medii
ale varfurilor pentru fiecare concentratie. Se traseazd o curbi de calibrare utilizdnd valorile (ariile) medii ale
varfurilor ca ordonate si concentratiile corespunzitoare, in pg/ml, ca abscise.

5.3.3. Solutia de esantion

Se injecteazd extractul de esantion (punctul 5.2.1 sau 5.2.2) de mai multe ori utilizind acelasi volum cu cel retinut
pentru solutia de calibrare si se determind inaltimile (ariile) medii ale varfurilor de lasalocid sodic.

6. Calculul rezultatelor

Plecand de la inaltimea (aria) medie a varfurilor solutiei de esantion (punctul 5.3.3), se determini concentratia de
lasalocid sodic (pug/ml) prin referire la curba de calibrare.

6.1. pentru porcine

Continutul de lasalocid sodic w (in mg/kg) al esantionului este dat de urmatoarea formula:

x vV
w = [mg/kg]

unde:

c= concentratia de lasalocid sodic a solutiei de esantion (punctul 5.2.1) in pg/ml

V, = volumul extractului de esantion conform 5.2.1 in ml (adicd 100)

m = greutatea portiunii de testat, in g
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6.2.

7.1.

7.1.1.

7.2.

7.3.

Preamestecuri

Continutul de lasalocid sodic w (in mg/kg) al esantionului este dat de urmdtoarea formula:

we=o Vs xf [mg/kg]

m
unde:

c= concentratia de lasalocid sodic a solutiei de esantion (punctul 5.2.2) in pg/ml
V, = volumul extractului de esantion conform 5.2.2 in ml (adici 250)

f= factorul de dilutie conform 5.2.2

m= greutatea portiunii de testat, in g

Validarea rezultatelor

Identitate

Metodele bazate pe spectrofluorimetrie sunt mai putin supuse interferentelor decat cele care utilizeazd un detector
UV. Identitatea analitului poate fi confirmata de citre co-cromatografie.

Co-cromatografie

Un extract de esantion (punctul 5.2.1 sau 5.2.2) este imbogdtit prin addugarea unei cantitti corespunzitoare de
solutie de calibrare (punctul 3.10.3). Cantitatea de lasalocid sodic adiugata trebuie si fie asemdnitoare cantitatii
de lasalocid sodic constatatd in extractul de esantion. Numai indltimea varfului corespunzitor lasalocidului sodic
se mdreste dupd ce s-a luat in calcul cantitatea de lasalocid sodic addugati si dilutia extractului. Lirgimea varfului,
la jumdtatea inaltimii, trebuie sd se incadreze intre £ 10 % din largimea initiald a varfului produs de extractul de
esantion neimbogitit.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie sd depdseasca:

— 15 % din valoarea superioard pentru un continut de lasalocid sodic situat intre 30 mg/kg si 100 mg/kg;

— 15 mg/kg pentru un continut de lasalocid sodic situat intre 100 mg/kg si 200 mg/kg;

— 7,5 % din valoarea superioard pentru un continut de lasalocid sodic mai mare de 200 mg/kg.

Recuperare

Pentru un esantion de furaj (martor) imbogitit, recuperarea este de cel putin 80 %. Pentru esantioanele de
preamestecuri imbogitite, recuperarea este de cel putin 90 %.

Rezultatele unui studiu colaborativ

S-a realizat un studiu colaborativ (*) in cursul ciruia au fost analizate 2 preamestecuri (esantioanele 1 si 2) si 5
furaje (esantioanele 3-7) de citre 12 laboratoare. Fiecare esantion a facut obiectul unei duble analize. Rezultatele
sunt prezentate in tabelul de mai jos:

Esantionul Esantionul Esantionul | - Esantionul
Esantionul | Esantionul 2 3 Esantionul - 6 7
! Preamestec P 4 . Furaje Furaje
elete A Furaje
Preamestec pentru Sfdramaturi pentru pentru
: . pentru : pentru S S
pentru pui curcani . pentru pui ! pasari de pasdri de
curcani curcani curte A curte B
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Medie (mg/kg) 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
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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
Iclgr‘;tg;f mglkg | 5000 (%) | 16000 () | 80 (%) 105 (%) | 120 () 50 () 35 ()
L= numdr de laboratoare.

n= numdr de valori unice.

8= deviatia standard a repetabilitatii.

Sp= deviatia standard a reproductibilitatii.

CV.= coeficientul de variatie a repetabilitatii, %.

CVg=  coeficientul de variatie a reproductibilitatii, %.

* Analyst, 1995, 120, p. 2 175-2 180.

(**) Continutul declarat de producitor.

() Furaj preparat in laborator.

H. DETERMINAREA CONTINUTULUI DE CLORHIDRAT DE AMPROLIU

clorurd de 1-[(4-amino-2-propil-5-pirimidinil)metil - 2-metilpiridiniu monoclorhidrat

1. Obiectiv si domeniu de aplicare
Metoda permite determinarea continutului de amproliu din furaje. Limita de detectie este de 1 mg/kg, limita de
cuantificare este de 5 mg/kg

2. Principiu
Esantionul este extras cu un amestec de metanol si apd. Dupa diluarea cu fazd mobild si filtrarea prin membrand,
continutul de amproliu se determind prin cromatografie lichidd de inaltd performantd (HPLC) cu schimb de
cationi, utilizand un detector UV.

3. Reactivi

3.1. Metanol

3.2. Acetonitril, de calitate HPLC

3.3. Apd, de calitate HPLC

3.4. Solutie de fosfat diacid de sodiu, ¢ = 0,1 mol/l
Se dizolva 13,80 g de fosfat diacid de sodiu in apd (punctul 3.3) intr-un balon gradat de 1 000 ml, se completeazd
pani la semn cu apd (punctul 3.3) si se amestecd.

3.5. Solutie de perclorat de sodiu, ¢ = 1,6 mol/l
Se dizolvd 224,74 g de perclorat de sodiu monohidrat in apd (punctul 3.3) intr-un balon gradat de 1 000 ml, se
completeazd pand la semn cu apd (punctul 3.3) si se amestecd.

3.6. Fazd mobild pentru HPLC (a se vedea observatia de la punctul 9.1).
Amestec de acetonitril (punctul 3.2), solutie de fosfat diacid de sodiu (punctul 3.4) si solutie de perclorat de sodiu
(punctul 3.5), 450 + 450 + 100 (v + v + v). Inainte de utilizare, se filtreazd printr-un filtru cu membrand de 0,22
pm (punctul 4.3) si se degazeazd solutia [de exemplu, intr-o baie cu ultrasunete (punctul 4.4) timp de cel putin 15
minute].

3.7. Substantd etalon: amproliu pur, clorurd de 1-[(4-amino-2-propil-5-pirimidinil)metil]-2-metilpiridiniu, E 750 (a se
vedea punctul 9.2)
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3.8.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

Solutie etalon stoc de amproliu, 500 ug/ml

Se cantdresc, cu o abatere de 0,1 mg, 50 mg de amproliu (punctul 3.7) intr-un balon gradat de 100 ml, se dizolvd
in 80 ml de metanol (punctul 3.1) si se plaseazd balonul timp de 10 minute intr-o baie cu ultrasunete (punctul
4.4). Dupd tratamentul cu ultrasunete, se aduce solutia la temperatura camerei, se completeazd pand la semn cu
apd si se amestecd. La o temperaturd de < 4 °C, solutia este stabild timp de 1 luna.

Solutie etalon intermediard de amproliu, 50 pg/ml

Se pipeteaza 5,0 ml din solutia etalon stoc (punctul 3.7.1) intr-un balon gradat de 50 ml, se completeazi pani la
semn cu solvent de extractie (punctul 3.8) si se amestecd. La o temperaturd de < 4 °C, solutia este stabild timp de
1 lund.

Solutii de calibrare

Se transferd 0,5, 1,0 si 2,0 ml din solutia etalon intermediara (punctul 3.7.2) intr-o serie de baloane gradate de 50
ml. Se completeazi pand la semn cu faza mobild (punctul 3.6) si se amestecd. Aceste solutii corespund la 0,5, 1,0 si
respectiv 2,0 ug de amproliu per ml. Solutiile se prepard imediat inainte de utilizare.

Solvent de extractie

Amestec de metanol (punctul 3.1) siapd 2 + 1 (v +v)
Aparatura
Echipament HPLC cu sistem de injectie, permitind injectarea de volume de 100 pl

Coloand pentru cromatografie lichidd de 125 mm x 4 mm, Nucleosil 10 SA cu schimb de cationi, particule de 5
sau 10 pm sau echivalent

Detector UV cu ajustare variabild a lungimii de undd sau detector cu grup de diode
Filtru cu membrand, material PTFE, de 0,45 pm

Filtru cu membrand, 0,22 pm

Baie cu ultrasunete

Agitator mecanic sau magnetic

Procedura

Generalitdti

Furaj martor

Pentru efectuarea testului de recuperare (punctul 5.1.2), se analizeazd un furaj martor pentru a verifica absenta
amproliului si a substantelor interferente. Furajul martor este similar, ca tip, cu esantionul; nu trebuie si se
detecteze amproliu sau substante interferente.

Testul de recuperare

Se efectueazd un test de recuperare prin analiza furajului martor imbogitit prin addugarea unei cantititi de
amproliu similard celei prezente in esantion. Pentru a obtine o concentratie de 100 mg/kg, se transferd 10,0 ml
de solutie etalon stoc (punctul 3.7.1) intr-un flacon tip Erlenmeyer de 250 ml si se evapord solutia pand la
aproximativ 0,5 ml. Se adaugd 50 g de furaj martor, se amestecd bine si se lasd timp de 10 min, amestecand din
nou de mai multe ori Inainte de a trece la etapa de extractie (punctul 5.2).

Alternativ, daci nu este disponibil un furaj martor similar, ca tip, cu esantionul (a se vedea punctul 5.1.1), testul de
recuperare poate fi efectuat conform metodei de aditie standard. In acest caz, esantionul de analizat este imbogatit
cu o cantitate de amproliu similard cu cea deja prezentd in esantion. Acest esantion este analizat impreund cu
esantionul nelmbogitit si recuperarea poate fi calculatd prin scidere.
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5.2. Extractie

5.2.1. Preamestecuri (continut de amproliu < 1 %) si furaje

Se cantdresc, cu o abatere de 0,01 g, intre 5 si 40 g de esantion, in functie de continutul de amproliu, intr-un
flacon tip Erlenmeyer de 500 ml si se adaugd 200 ml de solvent de extractie (punctul 3.8). Se plaseazi flaconul in
baia cu ultrasunete (punctul 4.4) si se lasd timp de 15 minute. Se scoate flaconul din baia cu ultrasunete si se agitd
timp de 1 ord cu agitatorul mecanic sau magnetic (punctul 4.5). Se dilueazi o parte alicotd din extract cu faza
mobild (punctul 3.6), pentru a se obtine un continut de amproliu intre 0,5 si 2 pg/ml si se amesteci (a se vedea
observatia de la 9.3). Se filtreazd 5-10 ml din aceastd solutie diluatd cu un filtru cu membrand (punctul 4.2). Se
continud cu determinarea prin HPLC (punctul 5.3).

5.2.2.  Preamestecuri (continut de amproliu > 1 %)

Se cantiresc, cu o abatere de 0,001 g, 1-4 g de preamestec, in functie de continutul de amproliu, intr-un flacon tip
Erlenmeyer de 500 ml si se adaugd 200 ml solvent de extractie (punctul 3.8). Se plaseazd flaconul in baia cu
ultrasunete (punctul 4.4) si se lasd timp de 15 minute. Se scoate flaconul din baia cu ultrasunete si se agitd timp
de 1 ord cu agitatorul mecanic sau magnetic (punctul 4.5). Se dilueazi o parte alicotd din extract cu faza mobild
(punctul 3.6), pentru a se obtine un continut de amproliu intre 0,5 si 2 pg/ml si se amestecd. Se filtreazd 5-10 ml
din aceastd solutie diluatd cu un filtru cu membrand (punctul 4.2). Se continud cu determinarea prin HPLC
(punctul 5.3).

5.3. Determinarea prin HPLC

5.3.1. Parametri:

Urmdtoarele conditii sunt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica si alte conditii, daci acestea duc la rezultate
echivalente.

Coloani pentru cromatografie lichidd 125 mm x 4 mm, Nucleosil 10 SA cu schimb de cationi, particule de 5 sau
(punctul 4.1.1): 10 pm sau echivalent

Faza mobili (punctul 3.6): Amestec de acetonitril (punctul 3.2), solutie de fosfat diacid de sodiu
(punctul 3.4) si solutie de perclorat de sodiu (punctul 3.5),
450+ 450+ 100 (v+v+v).

Debit: 0,7-1 ml/min
Lungimea undei de detectie: 264 nm
Volum de injectie: 100 pl

Se verificd stabilitatea sistemului cromatografic, injectindu-se de mai multe ori solutia de calibrare (punctul 3.7.3)
care contine 1,0 ug/ml, pand cind se obtin valori de varf si timpi de retentie constanti.

5.3.2. Curba de calibrare

Se injecteazd fiecare solutie de calibrare (punctul 3.7.3) de mai multe ori si se determind indltimile (ariile) medii ale
varfurilor pentru fiecare concentratie. Se traseazd o curbi de calibrare utilizind iniltimile (ariile) medii ale
varfurilor solutiilor de calibrare ca ordonate si concentratiile corespunzitoare, in ug/ml, ca abscise.

5.3.3. Solutia de esantion

Se injecteazd extractul de esantion (punctul 5.2) de mai multe ori folosind acelasi volum ca cel utilizat pentru
solutiile de calibrare si se determin indltimea (aria) medie a varfurilor de amproliu.

6. Calculul rezultatelor

Din indltimea (aria) medie a varfurilor de amproliu din solutia de esantion se determind concentratia in pg/ml a
solutiei de esantion prin referire la curba de calibrare (punctul 5.3.2).

Continutul w de amproliu al esantionului, exprimat in mg/kg, este dat de urmitoarea formuli:

w ="t [mg/kg]
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7.1.

7.1.1.

7.2.

7.3.

unde:

V= volumul solventului de extractie (punctul 3.8), in ml, conform 5.2 (adicd 200 ml)
c= concentratia de amproliu din extractul de esantion (punctul 5.2), in pg/ml

f= factorul de dilutie conform 5.2

m= greutatea portiunii de testat, in g

Validarea rezultatelor

Identitate

Identitatea analitului poate fi confirmatd prin co-cromatografie sau prin utilizarea unui detector cu grup de diode
care permite compararea spectrelor extractului de esantion (punctul 5.2) si ale solutiei de calibrare (punctul 3.7.3),
care contine 2,0 pg/ml.

Co-cromatografie

Un extract de esantion (punctul 5.2) se imbogdteste prin addugarea unei cantititi adecvate de solutie de calibrare
(punctul 3.7.3). Cantitatea de amproliu addugata trebuie si fie similard cu cantitatea de amproliu constatatd in
extractul de esantion.

Numai indltimea varfului de amproliu se mareste dupd luarea in considerare att a cantitdtii addugate, cat si a
dilutiei extractului. Lirgimea varfului, la jumdtatea inaltimii sale, trebuie s se incadreze intr-o variatie de + 10 %
din largimea initiald a varfului de amproliu din extractul de esantion neimbogitit.

Detectie cu grup de diode
Rezultatele se evalueazd in functie de urmatoarele criterii:

(@) Lungimea de undd a absorbtiei maxime a spectrelor esantionului si etalonului, inregistrata la varful cel mai
inalt al cromatogramei, trebuie si fie aceeasi, intr-o marjd determinatd de puterea de rezolutie a sistemului de
detectie. Pentru detectia cu grup de diode, acest interval este in general de £ 2 nm.

(b) Intre 210 si 320 nm, spectrele esantionului si etalonului inregistrate la varful cel mai inalt al cromatogramei
nu trebuie si fie diferite pentru acele parti ale spectrului situate intre 10 si 100 % din absorbanta relativa.
Acest criteriu este indeplinit atunci cind sunt prezente aceleasi maxime si cind deviatia dintre spectre nu
depiseste n niciun punct observat 15 % din absorbanta analitului etalon.

(c) Intre 210 si 320 nm, spectrele curbei ascendente, ale punctului maxim si ale curbei descendente ale varfului
produs de extractul de esantion nu trebuie si fie diferite unele de altele pentru acele parti ale spectrului situate
intre 10 si 100 % din absorbanta relativi. Acest criteriu este indeplinit atunci cind sunt prezente aceleasi
maxime si cand deviatia dintre spectre nu depdseste in niciun punct observat 15 % din absorbanta spectrului
celui mai inalt varf al cromatogramei.

Dacd unul dintre aceste criterii nu este indeplinit, prezenta analitului nu este confirmati.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie s depdseasca:
— 15 % din rezultatul superior pentru un continut de amproliu situat intre 25 mg/kg si 500 mg/kg;

— 75 mg/kg pentru un continut de amproliu situat intre 500 mg/kg si 1 000 mg/kg;

— 7,5 % din valoarea superioard pentru un continut de amproliu mai mare de 1 000 mg/kg.

Recuperare

Pentru un esantion (martor) imbogitit, recuperarea este de cel putin 90 %.

Rezultatele unui studiu colaborativ

S-a realizat un studiu colaborativ in cursul cdruia au fost analizate trei tipuri de hrand pentru pasiri de curte
(esantioanele 1-3), un furaj mineral (esantionul 4) si un preamestec (esantionul 5). Rezultatele sunt prezentate in
tabelul de mai jos:
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(fﬁfzj“;";;tér) Esantion 2 Esantion 3 Esantion 4 Esantion 5

L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
medie (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 6,27 519 3,00
continut nominal [mg/kg] — 50 200 5000 25000
L: numdr de laboratoare
n: numdr de valori unice
Si: deviatia standard a repetabilitatii
CV.: coeficientul de variatie a repetabilitatii
Sg: deviatia standard a reproductibilitatii
CVyx:  coeficientul de variatie a reproductibilitatii

9. Observatii

9.1. Daci esantionul contine tiamind, varful tiaminei din cromatogrami apare putin inaintea varfului de amproliu.

Conform acestei metode, amproliul i tiamina trebuie si fie separate. Dacd amproliul si tiamina nu sunt separate
de coloana (punctul 4.1.1) utilizatd in aceastd metodd, se inlocuieste cu metanol pand la 50 % din portia de
acetonitril a fazei mobile (punctul 3.6).

9.2. Conform Farmacopeei Britanice, spectrul solutiei de amproliu (¢ = 0,02 mol/l) in acid clorhidric (c = 0,1 mol/l)
prezintd valori maxime la 246 nm si 262 nm. Absorbanta este de 0,84 la 246 nm si de 0,80 la 262 nm.

9.3. Extractul trebuie s3 fie intotdeauna diluat cu faza mobild, altfel timpul de retinere al varfului de amproliu se poate
schimba in mod semnificativ din cauza variatiilor fortei ionice.

I. DETERMINAREA NARAZINULUI
Continutul de nazarin se determind prin

— metoda de analizd previzutd de EN 17299 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd —
screeningul si determinarea coccidiostaticelor autorizate la nivel de aditiv si de contaminare incrucisatd
de 1 % si 3 %, precum si a coccidiostaticelor neinregistrate si a unui antibiotic la niveluri de subaditiv, in
furajele combinate cu cromatografie lichidd de inaltd performanti — detectie spectrometricd de masi in
tandem (LC-MS/MS); sau

— metoda previzutd de EN ISO 14183 Hrand pentru animale — Determinarea continutului de monensin,
narazin si salinomicind — Metodd cromatograficd lichida prin derivatizare post-coloand

J. DETERMINAREA NICARBAZINULUI
Continutul de nicarbazin se determina prin:

— metoda de analizd prevdzutd de EN 17299 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd —
screeningul si determinarea coccidiostaticelor autorizate la nivel de aditiv si de contaminare incrucisatd
de 1 % si 3 %, precum si a coccidiostaticelor neinregistrate §i a unui antibiotic la niveluri de subaditiv, in
furajele combinate cu cromatografie lichida de inaltd performantd — detectie spectrometricd de masa in
tandem (LC-MS/MS); sau
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— metoda prevdzutd de EN 15782 Hrand pentru animale — Determinarea nicarbazinului — Metodd
cromatografici lichidd de inaltd performanta.

K. DETERMINAREA DECOCHINATULUI
Continutul de decochinat se determind prin:

— metoda de analizd previzutd de EN 17299 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd —
screeningul si determinarea coccidiostaticelor autorizate la nivel de aditiv si de contaminare incrucisatd
de 1 % si 3 %, precum si a coccidiostaticelor neinregistrate si a unui antibiotic la niveluri de subaditiv, in
furajele combinate cu cromatografie lichidi de inaltd performantd — detectie spectrometricd de masi in
tandem (LC-MS/MS), sau

— metoda previzutd de EN 16162 Hrand pentru animale — Determinarea decochinatului prin HPLC cu
detectarea fluorescentei.

L. DETERMINAREA MONENSINULUI
Continutul de monensin se determind prin

— metoda de analizd previzutd de EN 17299 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd —
screeningul si determinarea coccidiostaticelor autorizate la nivel de aditiv si de contaminare incrucisatd
de 1 % si 3 %, precum si a coccidiostaticelor neinregistrate §i a unui antibiotic la niveluri de subaditiv, in
furajele combinate cu cromatografie lichidd de inaltd performantd — detectie spectrometricd de masi in
tandem (LC-MS/MS); sau

— metoda previzutd de EN ISO 14183 Hrand pentru animale — Determinarea continutului de monensin,
narazin si salinomicind — Metodd cromatografici lichidd prin derivatizare post-coloana.

M. DETERMINAREA SALINOMICINULUI
Continutul de salinomicin se determini prin

— metoda de analizd previzutd de EN 17299 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd —
screeningul si determinarea coccidiostaticelor autorizate la nivel de aditiv si de contaminare incrucisatd
de 1 % si 3 %, precum si a coccidiostaticelor neinregistrate si a unui antibiotic la niveluri de subaditiv, in
furajele combinate cu cromatografie lichidd de inaltd performantd — detectie spectrometricd de masi in
tandem (LC-MS/MS); sau

— metoda prevdzutd de EN ISO 14183 Hrand pentru animale — Determinarea continutului de monensin,
narazin si salinomicind — Metoda cromatografici lichida prin derivatizare post-coloana.

N. DETERMINAREA SEMDURAMICINULUI
Continutul de semduramicin se determind prin:

— metoda de analizd previzutd de EN 17299 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd —
screeningul si determinarea coccidiostaticelor autorizate la nivel de aditiv §i de contaminare incrucisatd
de 1 % si 3 %, precum si a coccidiostaticelor neinregistrate si a unui antibiotic la niveluri de subaditiv, in
furajele combinate cu cromatografie lichida de inaltd performantd — detectie spectrometricd de masa in
tandem (LC-MS/MS); sau

— metoda previzutd de EN ISO 16158 Hrand pentru animale — Determinarea continutului de
semduramicin — Metodd cromatografica lichida prin utilizarea unei abordari de tip «ramificat».

O. STANDARDE EN

Pentru aplicarea articolului 34 alineatul (2) litera (a) din Regulamentul (UE) 2017/625, sunt relevante urmdtoarele
standarde EN:

EN ISO 30024 Hrand pentru animale — Determinarea activitatii fitazei

EN 17050 Hrand pentru animale — Metode de esantionare si de analizd — Determinarea iodului din furaje prin
ICP-MS

EN 17550 Hrand pentru animale: Determinarea carotenoidelor in furajele combinate si in preamestecuri prin
cromatografie lichidd de inaltd performanti — detectie UV (HPLC-UV)

EN 15784 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd — Detectarea si enumerarea Bacillus spp.

EN 15785 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd — Izolarea si enumerarea Bifidobacterium spp.
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EN 15786 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd — Detectarea si enumerarea Pediococcus spp.

EN 15787 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd — Detectarea si enumerarea Lactobacillus spp.
utilizat ca aditiv furajer

EN 15788 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd — Detectarea si enumerarea Enterococcus (E.
faecium) spp. utilizat ca aditiv furajer

EN 15789 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd — Detectarea si enumerarea Saccharomyces
cerevisiae utilizatd ca aditiv furajer

EN 15510 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizi — Determinarea calciului, sodiuluj,
fosforului, magneziului, potasiului, fierului, zincului, cuprului, manganului, cobaltului, molibdenului si
plumbului prin ICP-AES (pentru analiza aditivilor furajeri cobalt si molibden)

EN 15621 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizi — Determinarea calciului, sodiului,
fosforului, magneziului, potasiului, sulfului, fierului, zincului, cuprului, manganului si cobaltului dupi dizolvarea
sub presiune prin ICP-AES (pentru analiza aditivului furajer cobalt)

EN 16159 Hrand pentru animale — Determinarea seleniului prin spectrometrie de absorbtie atomicd cu generare
de hidruri (HGAAS) dupi dizolvarea cu microunde (dizolvare cu 65 % acid azotic si 30 % peroxid de hidrogen)
(pentru analiza aditivului furajer seleniu)

EN 17053: Hrand pentru animale: Metode de esantionare §i de analizi — Determinarea oligoelementelor, a
metalelor grele si a altor elemente din furaje prin ICP-MS (multimetodd) (pentru analiza aditivilor furajeri cobalt,
molibden si seleniu).”
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1. Domeniu de aplicare si definitii

ANEXAV

~ANEXAV

METODE DE ANALIZA PENTRU CONTROLUL SUBSTANTELOR NEDORITE DIN FURAJE

A. DETERMINAREA NIVELURILOR DE DIOXINE (PCDD/PCDF) I DE PCB-URI

CAPITOLUL I

METODE DE ESANTIONARE S$I DE INTERPRETARE A REZULTATELOR ANALITICE

Esantioanele destinate controlului oficial al nivelurilor de p-dibenzodioxine policlorurate (PCDD-uri),
dibenzofurani policlorurati (PCDF-uri), bifenili policlorurati de tipul dioxinelor (PCB-uri) (*) si PCB-uri care nu
sunt de tipul dioxinelor din furaje sunt prelevate in conformitate cu dispozitiile din anexa I. Se aplicd cerintele
cantitative privind controlul substantelor sau produselor repartizate uniform in furaje, asa cum sunt previzute la
punctul 5.1 din anexa I. Esantioanele agregat astfel obtinute se considerd reprezentative pentru loturile sau
subloturile din care sunt prelevate. Pe baza nivelurilor determinate in esantioanele de laborator se stabileste dacd
se respectd nivelurile maxime previzute de Directiva 2002/32/CE.

In sensul prezentei parti, se aplicd definitiile mentionate in anexa I la Regulamentul de punere in aplicare
(UE) 2021/808 al Comisiei ().

In plus fatd de aceste definitii, in sensul prezentei parti se aplici urmitoarele definitii:

(1) Tabelul factorilor de echivalentd toxicd (= TEF — toxic equivalency factors), pentru PCDD, PCDF si PCB-uri de tipul dioxinelor: Factorii de
echivalentd toxicd ai OMS (OMS-TEF) pentru evaluarea riscurilor pentru sinitatea umand se bazeazd pe concluziile reuniunii de
experti din cadrul Programului international pentru securitate chimica (IPCS) al OMS, care a avut loc la Geneva in iunie 2005 [Martin
van den Berg et al., «The 2005 World Health Organization Re-evaluation of Human and Mammalian Toxic Equivalency Factors for Dioxins and
Dioxin-like Compounds». Toxicological Sciences 93(2), 223-241 (2006)].

Congener Valoare TEF Congener Valoare TEF
P-dibenzodioxine («PCDD-uri») si PCB-uri de tipul dioxinelor
p-dibenzofurani (<PCDF-uri») PCB-uri non-orto + PCB-uri mono-orto
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 PCB-uri non-orto
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 PCB-uri mono-orto
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

Abrevieri utilizate: «T» = tetra; «Pe» = penta; «Hx» = hexa; «Hp» = hepta; «O» = octa; «<CDD» = clorodibenzodioxind; «CDF» =
clorodibenzofuran; «CB» = clorobifenil.
(* Regulamentul de punere in aplicare (UE) 2021/808 al Comisiei din 22 martie 2021 privind performanta metodelor analitice pentru
reziduurile de substante farmacologic active utilizate la animalele de la care se obtin produse alimentare si privind interpretarea
rezultatelor, precum si privind metodele care trebuie utilizate pentru prelevarea de probe si de abrogare a Deciziilor 2002/657/CE
5 98/179/CE (JO L 180, 21.5.2021, p. 84).
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«Metode de screening» inseamnd metode utilizate pentru selectarea esantioanelor cu niveluri de PCDD-uri/PCDF-
uri si PCB-uri de tipul dioxinelor care depasesc nivelurile maxime sau pragurile de actiune. Ele permit o capacitate
sporitd de analizd a esantioanelor, eficientd din punctul de vedere al costurilor, sporind astfel sansa de a descoperi
noi incidente cu un nivel mare de expunere si riscuri de sdnitate importante pentru consumatori. Metodele de
screening se bazeazd pe metode bioanalitice sau metode GC-MS. Rezultatele de la esantioanele care depisesc
valoarea-limitd utilizatd pentru verificarea conformitatii cu nivelul maxim trebuie si fie verificate printr-o noud
analizd completd din proba originald printr-o metodi de confirmare.

«Metode de confirmare» inseamnd metode care furnizeazi informatii complete sau complementare care permit
identificarea si cuantificarea certd a PCDD-urilor/PCDF-urilor §i a PCB-urilor de tipul dioxinelor la pragul maxim
sau, la nevoie, la pragul de actiune. Aceste metode utilizeaz cromatografia in fazd gazoasd/spectrometria de masi
de inaltd rezolutie (GC-HRMS) sau cromatografia in fazd gazoasi/spectrometria de masd in tandem (GC-MS/MS).

2. Conformitatea lotului sau a sublotului cu nivelul maxim

2.1. In ceea ce priveste PCB-urile care nu sunt de tipul dioxinelor

Lotul sau sublotul respectd nivelul maxim in cazul in care rezultatul analitic al sumei PCB 28, PCB 52, PCB 101,
PCB 138, PCB 153 si PCB 180 (PCB-uri care nu sunt de tipul dioxinelor) nu depaseste nivelul maxim prescris de
Directiva 2002/32/CE, tindnd cont de incertitudinea de mdsurare extinsd (). Lotul sau sublotul nu respectd
nivelul maxim prescris de Directiva 2002/32/CE in cazul in care media celor doud rezultate analitice ale estimarii
superioare (*) obtinutd printr-o analizd duplicat (), luAndu-se in considerare incertitudinea de masurare extinsd,
depdseste dincolo de orice indoiald rezonabild nivelul maxim, adicd, pentru a evalua conformitatea, se foloseste
concentratia analizatd dupa ce s-a dedus incertitudinea de masurare extinsa.

Incertitudinea de mdsurare extinsd se calculeaza utilizdndu-se un coeficient de acoperire cu valoarea 2, care
conferd un nivel de incredere de aproximativ 95 %. Un lot sau un sublot nu este conform dacd media valorilor
mdsurate minus incertitudinea extinsd a mediei este mai mare decat nivelul maxim.

Normele mentionate la paragrafele de mai sus din cadrul acestui punct se aplicd pentru rezultatul analitic obtinut
pe proba pentru controlul oficial. In cazul analizei efectuate pentru o a doua expertizd sau pentru referintd, se
aplicd reglementdrile nationale.

2.2. Referitor la PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor
Lotul sau sublotul respectd nivelul maxim in cazul in care rezultatul unei singure analize

— efectuate printr-o metoda de screening, cu o ratd a rezultatelor fals conforme sub 5 %, indicd faptul ca nivelul
nu depiseste nivelul maxim respectiv de PCDD-uri/PCDF-uri si suma de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de
tipul dioxinelor previzute de Directiva 2002/32/CE;

— efectuate printr-o metodi de confirmare, nu depaseste nivelul maxim respectiv de PCDD-uri/PCDF-uri si suma
de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor prevdzute de Directiva 2002/32/CE, luandu-se in
considerare incertitudinea de masurare extinsa.

() Dacid este cazul, trebuie respectate principiile descrise in ,Ghidul privind incertitudinea de mdisurare pentru laboratoarele care
efectueazd analize de PCDDJF si PCB utilizand spectrometria de masi prin metoda de dilutie a izotopilor» (https://food.ec.europa.euf
system/files/2017-05 [animal-feed-guidance_document_pcdd-f_pcb_en.pdf).

(*) Conceptul de «estimare superioard» necesitd utilizarea limitei de cuantificare pentru contributia fiecirui congener necuantificat.
Conceptul de «estimare inferioard» necesitd utilizarea valorii zero pentru contributia fiecdrui congener necuantificat. Conceptul de
«estimare mediand» necesitd utilizarea jumatatii limitei de cuantificare la calcularea contributiei fiecirui congener necuantificat.

() Analizd duplicat: analiza separatd a analitilor de interes, folosind o a doua parte alicotd din aceeasi proba omogenizati. In general, se
aplicd cerintele pentru analiza duplicat, astfel cum sunt prevdzute in anexa II capitolul C punctul 3. Cu toate acestea, pentru metodele
care utilizeazd etalonul intern marcat cu “C pentru analitii relevanti, analiza duplicat este necesard doar in cazul in care rezultatul
primei determindri nu este conform. Analiza duplicat este necesard pentru a exclude posibilitatea contamindrii incrucisate interne sau
a incurcdrii accidentale a esantioanelor. In cazul in care analiza este efectuatd in contextul unui incident de contaminare, se poate
omite confirmarea printr-o analizd duplicat atunci cand esantioanele selectionate pentru analizd sunt asociate prin trasabilitate cu
incidentul de contaminare si nivelul constatat este cu mult peste nivelul maxim.

112/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj


https://food.ec.europa.eu/system/files/2017-05/animal-feed-guidance_document_pcdd-f_pcb_en.pdf
https://food.ec.europa.eu/system/files/2017-05/animal-feed-guidance_document_pcdd-f_pcb_en.pdf

JO L, 15.3.2024

RO

Pentru testele de screening, se stabileste o valoare-limitd pentru deciziile privind conformitatea esantioanelor cu
nivelurile maxime respective stabilite fie pentru PCDD-uri/PCDF-uri, fie pentru suma de PCDD-uri/PCDF-uri si
PCB-uri de tipul dioxinelor.

Lotul sau sublotul este considerat neconform cu nivelul maxim conform Directivei 2002/32/CE daci media celor
doud rezultate analitice ale estimdrii superioare (°) obtinute in urma unei analize duplicat (") depaseste dincolo de
orice indoiald rezonabild nivelul maxim, tinind seama de incertitudinea de mdsurare extinsi, adicd pentru a
evalua conformitatea, este utilizatd concentratia analizatd dupd ce s-a dedus incertitudinea de masurare extinsa.

Incertitudinea de mdsurare extinsd se calculeazi utilizdndu-se un coeficient de acoperire cu valoarea 2, care
conferd un nivel de incredere de aproximativ 95 %. Un lot sau un sublot nu este conform dacd media valorilor
mdsurate minus incertitudinea extinsd a mediei este mai mare decat nivelul maxim.

Se utilizeazd suma incertitudinilor extinse estimate a rezultatelor analitice separate ale PCDD-urilor/PCDF-urilor si
a PCB-urilor de tipul dioxinelor pentru suma PCDD-urilor/PCDF-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor.

Normele mentionate la paragrafele de mai sus din cadrul acestui punct se aplicd pentru rezultatul analitic obtinut
pe proba pentru controlul oficial. In cazul analizei efectuate in scop de apirare sau pentru referintd, se aplici
reglementdrile nationale.

Rezultate care depisesc pragurile de actiune stabilite in anexa II la Directiva 2002/32/CE

Pragurile de actiune servesc ca instrument pentru selectarea esantioanelor in cazurile in care este necesar s se
identifice o sursd de contaminare si si se ia mdisuri pentru reducerea sau eliminarea acesteia. Metodele de
screening stabilesc valori-limitd corespunzitoare pentru selectarea acelor esantioane. In cazul in care sunt
necesare eforturi importante pentru a identifica o sursa si pentru a reduce sau elimina contaminarea, s-ar putea si
fie adecvat sd se confirme depdsirea pragurilor de actiune printr-o analizd duplicat folosind o metodd de
confirmare si luindu-se in considerare incertitudinea de misurare extinsd (¥).

CAPITOLUL II

PREGATIREA ESANTIOANELOR SI CERINTE PRIVIND METODELE DE ANALIZA UTILIZATE PENTRU CONTROLUL
OFICIAL AL NIVELURILOR DE DIOXINE (PCDD/PCDF) SI DE PCB-URI DE TIPUL DIOXINELOR DIN FURAJE

Domeniu de aplicare

Cerintele stabilite in prezentul capitol se aplicd atunci cind furajele sunt analizate pentru controlul oficial al
nivelurilor de PCDD/PCDF substituite la pozitiile 2,3,7,8 si PCB-uri de tipul dioxinelor, precum si in ceea ce
priveste pregitirea esantioanelor si cerintele analitice pentru alte scopuri de reglementare, care includ controalele
oficiale efectuate de operatorii din sectorul hranei pentru animale pentru a asigura conformitatea cu
Regulamentul (CE) nr. 183/2005 al Parlamentului European si al Consiliului (°).

Monitorizarea prezentei PCDD-urilor/PCDF-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor in furaje poate fi efectuatd cu
doud tipuri diferite de metode analitice:

Conceptul de «estimare superioard» necesitd utilizarea limitei de cuantificare pentru contributia fiecdrui congener necuantificat la
echivalentul toxic (TEQ). Conceptul de «estimare inferioard» necesitd utilizarea valorii zero pentru contributia fiecirui congener
necuantificat la echivalentul toxic (TEQ). Conceptul de «estimare mediand» necesitd utilizarea jumatitii limitei de cuantificare la
calcularea contributiei fiecirui congener necuantificat la echivalentul toxic (TEQ).

In general, se aplici cerintele pentru analiza duplicat, astfel cum sunt prevdzute in anexa II capitolul C punctul 3. Cu toate acestea,
pentru metodele de confirmare care utilizeazd etalonul intern marcat cu *C pentru analitii relevanti, analiza duplicat este necesard
doar in cazul in care rezultatul primei determindri nu este conform. Analiza duplicat este necesard pentru a exclude posibilitatea
contaminirii incrucisate interne sau a incurcirii accidentale a esantioanelor. In cazul in care analiza este efectuati in contextul unui
incident de contaminare, se poate omite confirmarea printr-o analizd duplicat atunci cind esantioanele selectionate pentru analizi
sunt asociate prin trasabilitate cu incidentul de contaminare si nivelul constatat este cu mult peste nivelul maxim.

Explicatie si cerinte identice pentru analiza duplicat pentru controlul pragurilor de actiune ca in nota de subsol 5 pentru nivelurile
maxime.

Regulamentul (CE) nr. 183/2005 al Parlamentului European si al Consiliului din 12 ianuarie 2005 de stabilire a cerintelor privind
igiena furajelor (JO L 35, 8.2.2005, p. 1).
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(a) Metode de screening

Obiectivul metodelor de screening este selectarea acelor esantioane cu niveluri de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri
de tipul dioxinelor care depdsesc nivelurile maxime sau pragurile de actiune. Metodele de screening trebuie sd
garanteze o capacitate sporitd de analizd a esantioanelor, eficientd din punctul de vedere al costurilor, sporind
astfel sansa de a descoperi noi incidente cu un nivel mare de expunere si riscuri de sdndtate importante pentru
consumatori. Aplicarea lor trebuie si urmareasci evitarea rezultatelor fals conforme. Ele pot sd cuprindd metode
bioanalitice si metode GC-MS.

Metodele de screening compard rezultatul analitic cu o valoare-limitd, determinind o decizie de tip da/nu in
legdturd cu eventuala depdsire a nivelului maxim sau a pragului de actiune. Concentratia PCDD-urilor/PCDF-
urilor si suma de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor din esantioanele suspectate a fi neconforme
cu nivelul maxim trebuie determinate sau confirmate printr-o metoda de confirmare.

In plus, metodele de screening pot oferi o indicatie a nivelului de PCDD/F-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor
prezente in probd. In cazul aplicirii metodelor bioanalitice de screening, rezultatul se exprima ca echivalente
bioanalitice (BEQ), iar in cazul aplicirii metodelor GC-MS fizico-chimice se exprimd ca echivalente toxice (TEQ).
Rezultatele exprimate numeric ale metodelor de screening sunt utile pentru a dovedi conformitatea sau
suspiciunea de neconformitate sau depdsirea pragurilor de actiune si oferd o indicatie a intervalului in care se
situeazd nivelurile in vederea monitorizarii prin metode de confirmare. Acestea nu sunt adecvate pentru scopuri
precum evaluarea nivelurilor de fond, aprecierea prelevdrii, urmdrirea tendintelor pe care le urmeazd nivelurile in
timp sau reevaluarea pragurilor de actiune si a nivelurilor maxime.

(b) Metode de confirmare

Metodele de confirmare permit identificarea si cuantificarea frd echivoc a PCDD-urilor/PCDF-urilor i PCB-urilor
de tipul dioxinelor prezente intr-o probd si oferd informatii depline la nivel de congeneri individuali. Prin urmare,
aceste metode permit controlarea nivelurilor maxime si a pragurilor de actiune, inclusiv confirmarea rezultatelor
obtinute prin metodele de screening. In plus, rezultatele pot fi folosite si pentru alte scopuri, precum
determinarea nivelurilor de fond scizute in monitorizarea furajelor, urmdrirea tendintelor in timp, evaluarea
expunerii si crearea unei baze de date pentru eventuala reevaluare a pragurilor de actiune si a nivelurilor maxime.
Acestea sunt, de asemenea, importante pentru stabilirea modelelor pentru congeneri in scopul de a identifica sursa
unei posibile contamindri. Astfel de metode utilizeazd GC-HRMS. Pentru a confirma respectarea sau nerespectarea
nivelului maxim, se poate utiliza, de asemenea, GC-MS/MS.

2. Context

Pentru calcularea concentratiilor echivalentelor toxice (TEQ), concentratiile fiecirei substante dintr-o proba dati se
inmultesc cu factorul de echivalentd toxicd (TEF) corespunzitor (a se vedea nota de subsol 1 de la capitolul I) si
apoi se adund pentru a obtine concentratia totald de compusi de tipul dioxinelor exprimatd ca TEQ-uri.

In sensul prezentei parti A, limita specificd acceptatd de cuantificare a unui congener individual inseamni
continutul minim al unui analit care poate fi masurat cu certitudine statisticd rezonabild si indeplineste criteriile
de identificare, astfel cum sunt descrise in standarde recunoscute la nivel international, de exemplu,
EN 16215:2012 (Hrand pentru animale — Determinarea continutului de dioxind, a PCB-urilor de tip dioxind si a
indicatorilor PCB prin GC-HRMS) si/sau in metodele EPA 1613 si 1668 revizuite.

Limita de cuantificare a unui congener individual poate fi identificatd drept:

(a) concentratia unui analit din extractul unui esantion care produce un rdspuns instrumental la doi ioni diferiti
care urmeazd si fie monitorizatd printr-un raport S/Z (semnal/zgomot) de 3:1 pentru semnalul de date
primare cel mai putin intens; sau

(b) in cazul in care, din motive tehnice, calculul raportului semnal/zgomot nu furnizeazi rezultate fiabile, punctul
cel mai mic de concentratie de pe o curbi de calibrare care oferd o deviatie acceptabild (< 30 %) si coerentd
(masuratd cel putin la inceputul si la sfarsitul unei serii analitice de esantioane) de la factorul de raspuns
relativ mediu calculat pentru toate punctele de pe curba de calibrare pentru fiecare serie de esantioane. Limita
de cuantificare (LOQ) se calculeazd de la cel mai mic punct de concentratie tinind seama de recuperarea
etaloanelor interne si de prelevarea de esantioane.
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Metodele bioanalitice de screening nu vor da rezultate la nivel de congener, ci doar o indicatie (%) a nivelului TEQ,
exprimatd in echivalente bioanalitice (BEQ) pentru a tine cont de faptul c¢d nu toti compusii prezenti intr-un
extract de probd care produce un raspuns in cadrul testului pot si indeplineasci toate cerintele principiului TEQ.

Metodele de screening si de confirmare pot fi aplicate pentru controlul unei anumite matrice numai dacd metodele
sunt suficient de sensibile pentru a detecta in mod fiabil niveluri la pragul de actiune sau nivelul maxim.

Cerinte de asigurare a calitatii
Se fau masuri pentru a se evita contaminarea incrucisati la fiecare etapd a procedurii de esantionare si de analiza.

Esantioanele se depoziteazd si se transportd in recipiente de sticld, aluminiu, polipropilend sau polietilend
corespunzitoare pentru depozitare, fard nicio influentd asupra nivelurilor de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de
tipul dioxinelor din probe. Urmele de praf de hartie se indeparteaza de pe recipientul pentru probe.

Depozitarea si transportul probelor se efectueazi astfel incat sd se pastreze integritatea probei de furaj.

In misura in care acest lucru este relevant, fiecare probd de laborator se marunteste si se amestecd cu grija
printr-un procedeu care s-a dovedit ci realizeazd o omogenizare completd (de exemplu, proba maruntitd astfel
incat sd treacd printr-o sitd cu ochiuri de 1 mm). Probele se usucd inainte de mdruntire, dacd continutul de
umiditate este prea mare.

Se efectueazd controlul reactivilor, al sticlariei si al echipamentului pentru o posibild influentd a rezultatelor pe
bazi de TEQ sau BEQ.

Se realizeazd o analizd-martor parcurgind intreaga procedurd analiticd, insa fird probd.

Pentru metodele bioanalitice, toatd sticldria si toti solventii utilizati in cadrul analizei sunt testati pentru a se
verifica dacd sunt liberi de compusi care perturbd detectarea compusilor-tintd in intervalul de lucru. Sticliria se
cliteste cu solventi sau se incdlzeste la temperaturi adecvate pentru a elimina urmele de PCDD-uri/PCDF-uri, de
compusi de tipul dioxinelor si de compusi interferenti de pe suprafata acesteia.

Cantitatea de probad utilizatd pentru extractie este suficientd pentru a indeplini cerintele referitoare la un interval de
lucru suficient de redus, inclusiv concentratiile nivelurilor maxime sau pragul de actiune.

Procedurile specifice de pregitire a probelor utilizate pentru produsele avute in vedere urmeazi orientiri
recunoscute la nivel international, si anume EN ISO 6498.

Cerinte pentru laboratoare

In conformitate cu dispozitiile Regulamentului (UE) 2017/625, laboratoarele sunt acreditate de un organism
recunoscut care functioneazd in conformitate cu Ghidul ISO/IEC 58, pentru a se asigura aplicarea de citre acestea
a procedurilor de asigurare a calititii analizelor. Laboratoarele sunt acreditate conform standardului EN ISO/IEC
17025. Trebuie respectate principiile descrise in Orientdrile tehnice pentru estimarea incertitudinii de masurare si
a limitelor de cuantificare pentru analiza PCDD/F-urilor si a PCB-urilor (*!).

Competenta laboratoarelor se demonstreaza prin participarea continud si cu succes la studiile interlaboratoare
pentru determinarea PCDD-urilor/PCDF-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor in matricele de furaje si in
intervalele de concentratii relevante.

Metodele bioanalitice nu sunt specifice pentru acei congeneri inclusi in schema TEF. In extractul de probi pot fi prezenti alti compusi
AhR-activi inruditi structural care contribuie la rdspunsul global. Prin urmare, rezultatele bioanalitice nu pot fi o estimare, ci mai
degraba un indiciu al nivelului TEQ din proba.

«Ghidul privind incertitudinea de masurare pentru laboratoarele care efectueazd analize de PCDD/F si PCB utilizand spectrometria de
masd prin metoda de dilutie a izotopilor» (https:|/food.ec.europa.eu/system/files/2017-05/animal-feed-guidance_document_pcdd-
f_pcb_en.pdf), «Ghidul privind estimarea LDD si LDC pentru mdsurdtorile in domeniul contaminantilor din produsele alimentare si
din hrana pentru animale» (https://food.ec.europa.eu/system/files/2016-10/cs_contaminants_sampling_analysis-report_2004_en.

pdf).
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4.3. Laboratoarele care aplici metode de screening pentru controlul de rutind al probelor stabilesc o cooperare stransd
cu laboratoarele care aplici metoda de confirmare, atit pentru controlul calititii, cit si pentru confirmarea
rezultatului analitic al probelor suspectate.

5. Cerinte de bazi privind procedura analitici pentru dioxine (PCDD/F-uri) si PCB-uri de tipul dioxinelor

5.1. Intervalul de lucru la niveluri mici si limitele de cuantificare

Pentru PCDD-uri/PCDF-uri, cantititile detectabile sunt de ordinul femtogramelor (10-15g), extremitatea
superioard a intervalului, din cauza toxicitdtii extreme a unora dintre acesti compusi. Pentru majoritatea
congenerilor PCB, limita de cuantificare de ordinul nanogramelor (10-9 g) este deja suficientd. Pentru mdsurarea
congenerilor PCB-urilor de tipul dioxinelor mai toxici (in special a congenerilor substituiti non-orto), extremitatea
inferioard a intervalului de lucru ajunge la niveluri mici de ordinul picogramelor (10-12g). Pentru toti ceilalti
congeneri PCB, o limitd de cuantificare de ordinul nanogramelor (10-9 g) este suficientd.

5.2. Selectivitate (specificitate) mare

5.2.1.  Este necesar si se faci o distinctie intre PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor si o multitudine de alti
compusi coextrasi si care pot sd interfereze, prezenti in concentratii cu pand la cteva ordine de marime mai mari
decat cele ale analitilor de interes. Pentru metodele GC-MS, este necesar si se facd deosebirea intre diferitii
congeneri, cum ar fi intre cei toxici (de exemplu, cele 17 PCDD-uri/PCDF-uri substituite la pozitiile 2,3,7,8 si cele
12 PCB-uri de tipul dioxinelor) si alti congeneri.

5.2.2.  Metodele bioanalitice sunt capabile sd detecteze compusii-tintd ca sumd de PCDD/F-uri sifsau PCB-uri de tipul
dioxinelor. Curdtarea probelor are drept scop eliminarea compusilor care duc la rezultate fals neconforme sau a
compusilor care pot atenua raspunsul, ducand la rezultate fals conforme.

5.3. Acuratete ridicatd (autenticitate si precizie, recuperare aparentd a biotestului)

5.3.1.  Pentru metodele GC-MS, determinarea oferd o estimare valabili a concentratiei reale dintr-o probd. Acuratetea
ridicatd este necesard pentru a se evita respingerea rezultatului analizei unei probe din cauza fiabilitatii reduse a
nivelului TEQ determinat. Acuratetea se exprimd prin autenticitate (diferenta dintre valoarea medie masurati
pentru un analit pe un material certificat si valoarea sa certificatd, exprimatd ca procent din aceastd valoare) si
precizie (deviatia standard relativd RSDy calculatd pe baza rezultatelor generate in conditii de reproductibilitate).

5.3.2.  Pentru metodele bioanalitice, se determind recuperarea aparentd a biotestului. Recuperarea aparentd a biotestului
inseamnd nivelul BEQ calculat pornind de la curba de calibrare a TCDD sau PCB 126 corectatd in functie de
determinarea-martor §i apoi divizatd la nivelul TEQ determinat prin metoda de confirmare. Aceasta vizeazd
corectarea factorilor cum ar fi pierderea de PCDD-uri/PCDF-uri si compusi de tipul dioxinelor in timpul etapelor
de extractie si curdtare, coextragerea compusilor care duc la intensificarea sau atenuarea rispunsului (efecte
agoniste §i antagoniste), calitatea de ajustare a curbei sau diferentele dintre valorile factorilor de echivalenta toxicd
(TEF) si ale potentei relative (REP). Recuperarea aparentd a biotestului se calculeazd pornind de la probe de
referintd adecvate cu modele pentru congeneri reprezentativi in jurul nivelului de interes.

5.4. Validarea in intervalul nivelului maxim si mdsuri generale de control al calitdtii

5.4.1. Laboratoarele demonstreazi performanta unei metode in intervalul nivelului maxim, de exemplu, 0,5x%, 1x si 2x
nivelul maxim, cu un coeficient de variatie acceptabil pentru analize repetate, in timpul procedurii de validare si
in timpul analizei de rutina.

5.4.2. Ca mdsuri interne de control al calititii, se efectueazd periodic controale ale martorului, experimente cu
imbogdtire sau analize ale unor probe de control (daci este posibil, cu material de referintd certificat). Se
inregistreazd si se verificd graficele de control al calititii pentru controalele martorului, experimentele cu
imbogitire sau analizele unor probe de control, pentru a se garanta cd performanta analiticd este conforma
cerintelor.
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5.5.

5.6.

5.7.

Limita de cuantificare

Pentru o metoda bioanaliticd de screening, stabilirea limitei de cuantificare (LOQ) nu este o cerintd indispensabild,
insd metoda trebuie s3 dovedeascd ci se poate face distinctie intre valoarea-martor i valoarea-limitd. La furnizarea
unui nivel BEQ, se stabileste un nivel de raportare pentru a se lua decizii legate de probele care prezintd un raspuns
sub acest nivel. Nivelul de raportare se dovedeste a fi diferit de probele-martor din cadrul procedurii cel putin cu
un factor de trei, cu un rispuns inferior intervalului de lucru. Prin urmare, se calculeazd pornind de la probe care
contin compusii-tintd in jurul nivelului minim necesar, si nu de la un raport S/Z sau un test-martor.

Limita de cuantificare (LOQ) pentru o metodd de confirmare se situeazd la aproximativ o cincime din nivelul
maxim.

Criterii analitice

Pentru rezultate fiabile in urma metodelor de confirmare sau de screening, trebuie si fie respectate urmatoarele
criterii in intervalul nivelului maxim pentru valoarea TEQ sau, respectiv, BEQ, indiferent daci este determinati ca
TEQ total sau BEQ total (ca suma de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor) sau separat pentru PCDD-
uri/PCDF-uri i PCB-uri de tipul dioxinelor:

Screening C}l. rpet0d§ b'ioanalitice sau Metode de confirmare
izico-chimice
Ratd fals conforme (*) <5%
Autenticitate intre —20 % si + 20 %
Repetabilitate (RSD,) <20%
Precizie intermediard (RSDg) <25% <15%

(*) In raport cu nivelurile maxime.

Cerinte specifice pentru metodele de screening

Pot fi folosite pentru screening atat metodele GC-MS, cat si metodele bioanalitice. Pentru metodele GC-MS, trebuie
respectate cerintele previzute la punctul 6. Pentru metodele bioanalitice bazate pe celule, sunt previzute cerinte
specifice la punctul 7.

Laboratoarele care aplicd metode de screening pentru controlul de rutind al probelor stabilesc o cooperare stransd
cu laboratoarele care aplicd metoda de confirmare.

Performanta metodei de screening trebuie verificatd in timpul analizei de rutind, printr-un control al calitatii
analizelor si printr-o validare continud a metodei. Trebuie si existe un program continuu pentru controlul
rezultatelor conforme.

Verificarea posibilei suprimari a raspunsului celular si a citotoxicitatii:

20 % din extractele de probe sunt masurate in screeningul de rutind cu si fird 2,3,7,8-TCDD care se adaugi in
functie de nivelul maxim sau de pragul de actiune, pentru a verifica dacd rdspunsul este, eventual, suprimat de
citre substantele interferente prezente in extractul de probd. Concentratia misurati a probei imbogitite se
compard cu suma concentratiei extractului neimbogitit, plus concentratia cu imbogitire. Dacd aceastd
concentratie mdsuratd este cu peste 25 % mai micd decit concentratia (suma) calculati, aceasta indicd
posibilitatea elimindrii semnalului, jar proba respectivd este supusd analizei de confirmare prin GC-HRMS.
Rezultatele sunt monitorizate prin grafice de control al calitatii.

Controlul calitatii probelor conforme:

Aproximativ 2-10 % din probele conforme, in functie de matricea probei si de experienta laboratorului, sunt
confirmate prin GC-HRMS.
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5.7.6.  Determinarea ratelor rezultatelor fals conforme pornind de la datele de control al calitatii:

Se determind rata rezultatelor fals conforme care rezultd din screeningul probelor sub si peste nivelul maxim sau
pragul de actiune. Ratele rezultatelor fals conforme reale trebuie si fie sub 5 %. Atunci cind, in urma controlului
de calitate al probelor conforme, sunt disponibile cel putin 20 de rezultate confirmate per matrice/grup de
matrice, concluziile privind rata rezultatelor fals conforme trebuie sd fie desprinse din aceastd bazd de date.
Rezultatele probelor analizate prin intermediul testirilor interlaboratoare sau in timpul incidentelor de
contaminare, care acoperd un interval de concentratii de pani la, de exemplu, 2 x nivelul maxim (NM), pot fi, de
asemenea, incluse in cele cel putin 20 de rezultate pentru evaluarea ratei rezultatelor fals conforme. Probele
acoperd cele mai frecvente modele pentru congeneri, reprezentand diverse surse.

Desi testele de screening au, preferabil, ca scop detectarea probelor care depdsesc pragul de actiune, criteriul de
determinare a ratelor rezultatelor fals conforme este nivelul maxim, tinind seama de incertitudinea de masurare
extinsd a metodei de confirmare.

5.7.7.  Probele potential neconforme care rezultd in urma screeningului se verificd intotdeauna printr-o noud analizd
completd a probei originale printr-o metoda analiticd de confirmare. Aceste probe pot fi, de asemenea, folosite
pentru a evalua rata rezultatelor fals neconforme. Pentru metodele de screening, rata rezultatelor fals neconforme
este procentul rezultatelor confirmate ca fiind conforme in urma analizei de confirmare, in timp ce, in screeningul
anterior, s-a declarat in legdturd cu proba cd este potential neconforma. Evaluarea avantajelor metodei de
screening se bazeazd pe compararea probelor fals neconforme cu numdrul total de probe verificate. Aceastd ratd
este suficient de scazutd pentru a face ca utilizarea unui instrument de screening sa fie avantajoasa.

5.7.8.  In conditii de validare, metodele bioanalitice ofera o indicatie valabild a nivelului TEQ, calculat si exprimat ca BEQ.

Si pentru metodele bioanalitice efectuate in conditii de repetabilitate, valoarea RSD, intralaborator ar fi, in general,
mai micd decat in conditii de reproductibilitate (RSDg)

6. Cerinte specifice privind metodele GC-MS care trebuie respectate in scop de screening sau de confirmare

6.1. Diferente acceptabile intre estimarea superioard si estimarea inferioard a rezultatelor OMS-TEQ

Diferenta dintre nivelul estimdrii superioare si cel al estimdrii inferioare nu depdseste 20 % pentru confirmarea
depdsirii nivelului maxim sau in cazul in care sunt necesare praguri de actiune.

6.2. Controlul recuperdrilor

6.2.1. La inceputul metodei de analizd, de exemplu, inaintea fazei de extractie, trebuie sd se adauge etaloane interne
de PCDD-uri/PCDF-uri substituite cu clor la pozitiile 2,3,7,8 si marcate cu P°C si etaloane interne de PCB-uri de
tipul dioxinelor marcate cu “*C, pentru a se valida procedura analiticd. Trebuie addugat cel putin un congener
pentru fiecare din grupele omoloage tetra- pand la octo-clorurate de PCDD/F-uri si cel putin un congener pentru
fiecare dintre grupele omoloage de PCB-uri de tipul dioxinelor (alternativ, cel putin un congener pentru fiecare
functie de inregistrare a ionului selectionat prin spectrometrie de masa utilizat pentru monitorizarea PCDD/F-
urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor). In cazul metodelor de confirmare, trebuie utilizate toate cele 17
etaloane interne de PCDD-uri/PCDF-uri substituite la pozitiile 2,3,7,8, marcate cu *C si toate cele 12 etaloane
interne de PCB-uri de tipul dioxinelor marcate cu *C.

6.2.2. De asemenea, se determind factorii de rdspuns relativ pentru acei congeneri pentru care nu se adaugd niciun
analog marcat cu "*C, utilizandu-se solutii de calibrare corespunzitoare.

6.2.3.  Pentru furajele de origine vegetald si furajele de origine animald care contin mai putin de 10 % grisime, este
obligatorie addugarea etaloanelor interne inainte de extractie. Pentru furajele de origine animald care contin mai
mult de 10 % grisime, etaloanele interne se pot adduga fie inaintea extractiei, fie dupd extractia grasimii. Se
procedeazd la o validare corespunzitoare a eficacitatii extractiei, in functie de etapa in care se introduc etaloanele
interne.

6.2.4.  Inaintea analizei GC-MS, trebuie s se adauge unul sau doud etaloane de recuperare (surogat).

118/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



JO L, 15.3.2024

RO

6.2.5.

6.3.

6.4.

6.5.

Este necesar controlul recuperdrii. Pentru metodele de confirmare, recuperdrile de etaloane interne individuale
trebuie sa se situeze in intervalul 60-120 %. Se acceptd si recuperdri inferioare sau superioare pentru congeneri
individuali, in special pentru unele p-dibenzodioxine si unii dibenzofurani hepta- si octo-clorurati, atit timp cat
contributia acestora la valoarea TEQ nu depiseste 10 % din valoarea TEQ totald (bazatd pe suma de PCDD-
uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor). Pentru metodele de screening prin GC-MS, recuperdrile trebuie si se
situeze in intervalul 30-140 %.

Eliminarea substantelor interferente

— Separarea PCDD/PCDF-urilor de compusii clorurati interferenti, cum sunt PCB-urile care nu sunt de tipul
dioxinelor si bifenileterii clorurati, se realizeazd prin tehnici cromatografice adecvate (de preferintd pe coloand
de florisil, alumind sifsau carbune).

— Separarea izomerilor prin cromatografie in fazd gazoasd este < 25 % de la pic la pic intre 1,2,3,4,7,8-HxCDF
si 1,2,3,6,7,8-HxCDF.

Calibrarea cu curba standard

Intervalul curbei de calibrare trebuie sd acopere intervalul relevant de niveluri maxime sau praguri de actiune.

Criterii specifice pentru metodele de confirmare
— Pentru GC-HRMS:

In HRMS, rezolutia caracteristicd trebuie si fie mai mare sau egald cu 10 000 pentru intregul interval al
maselor, cu o concavitate de 10 %.

Indeplinirea criteriilor de identificare si confirmare suplimentare, astfel cum sunt descrise in standardele
recunoscute la nivel international, de exemplu, in standardul EN 16215:2012 (Hrani pentru animale —
Determinarea continutului de dioxind, a PCB-urilor de tip dioxini si a indicatorilor PCB prin
GC-HRMS) sifsau in metodele EPA 1613 si 1668 revizuite.

— Pentru GC-MS/MS:

Monitorizarea a cel putin doi ioni precursori specifici, fiecdruia corespunzandu-i un anumit ion produs,
pentru toti analitii etichetati si neetichetati din domeniul de aplicare al analizei.

Toleranta maximd admisi a intensitdtilor relative ale ionilor de + 15 % pentru ionii de tranzitie selectionati
produsi in comparatie cu valorile calculate sau mdsurate (medie din standardele de calibrare), aplicind
conditii MS/MS identice, in special energia de coliziune si presiunea gazului de coliziune, pentru fiecare
tranzitie a unui analit.

Rezolutia fiecdrui cuadrupol trebuie s3 fie stabilitd ca fiind egald sau mai mare decat rezolutia unitatii de masd
(rezolutia unitdtii de masi: rezolutie suficientd pentru a separa doud varfuri ale unei unitdti de masd) in scopul
de a reduce la minimum interferentele posibile cu analitii de interes.

Indeplinirea criteriilor suplimentare, astfel cum sunt descrise in standardele recunoscute la nivel international,
de exemplu, in standardul EN 16215:2012 (Hrand pentru animale — Determinarea continutului de dioxind, a
PCB-urilor de tip dioxind si a indicatorilor PCB prin GC-HRMS) sifsau in metodele EPA 1613 si 1668
revizuite, cu exceptia obligatiei de a utiliza GC-HRMS.

Cerinte specifice pentru metodele bioanalitice

Metodele bioanalitice sunt metode bazate pe utilizarea de principii biologice precum testele pe bazi de celule sau
de receptori sau imunodozari. Prezentul punct stabileste cerinte pentru metodele bioanalitice in general.

O metodi de screening, in principiu, clasifici o probi ca fiind conforma sau suspectati a fi neconforma. in acest
scop, nivelul BEQ calculat este comparat cu valoarea-limitd (a se vedea punctul 7.3). Probele sub valoarea-limitd
sunt declarate conforme, probele egale sau peste valoarea-limitd sunt suspectate a fi neconforme, necesitand o
analizi printr-o metodd de confirmare. In practicd, un nivel BEQ echivalent cu doud treimi din nivelul maxim
poate servi drept valoare-limitd, cu conditia sd se asigure o ratd a rezultatelor fals conforme de sub 5 % si o ratd
acceptabild pentru rezultate fals neconforme. Cu niveluri maxime diferite pentru PCDD-uri/PCDF-uri si pentru
suma de PCDD-uri/PCDF-uri §i PCB-uri de tipul dioxinelor, verificarea conformitdtii probelor fird fractionare
necesitd valori-limitd corespunzitoare ale biotestelor pentru PCDD-uri/PCDF-uri. Pentru verificarea probelor care
depisesc pragurile de actiune, un procentaj corespunzitor al pragului de actiune respectiv este considerat adecvat
ca valoare-limitd.
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Dacd un nivel indicativ este exprimat in BEQ, rezultatele probelor trebuie sd fie in intervalul de lucru si sd
depdseascd limita de raportare (a se vedea punctele 7.1.1 i 7.1.6).

7.1. Evaluarea raspunsului la test

7.1.1.  Conditii generale

— Atunci cind se calculeazi concentratiile pornind de la o curbi de calibrare a TCDD, valorile la extremitatile
superioare ale curbei vor prezenta o variatie importantd [coeficient de variatie ridicat (CV)]. Intervalul de
lucru este aria in care acest CV este mai mic de 15 %. Extremitatea inferioard a intervalului de lucru (limita de
raportare) se fixeazd cel putin cu un factor de trei peste martorii procedurii. Extremitatea superioard a
intervalului de lucru este, de obicei, reprezentatd de valoarea EC;o (70 % din concentratia maxima efectiva),
dar mai scdzutd dacd CV este mai mare de 15 % in acest interval. Intervalul de lucru se stabileste in timpul
validdrii. Valorile-limit3 (a se vedea punctul 7.3) se situeazi in intervalul de lucru.

— Solutiile etalon si extractele de probe trebuie si fie testate in triplicat sau cel putin in duplicat. Atunci cand se
utilizeazd duplicate, o solutie etalon sau un extract de control testatd (testat) in patru pand la sase godeuri
repartizate pe placd trebuie si producd un rispuns sau o concentratie (posibild doar in intervalul de lucru) pe
baza unui CV < 15 %.

7.1.2. Calibrarea

7.1.2.1. Calibrarea cu curba standard

— Nivelurile din probe se estimeazd prin compararea raspunsului la test cu o curbd de calibrare a TCDD (sau a
PCB 126 sau a unui amestec etalon de PCDD/PCDF/PCB de tipul dioxinelor) pentru a se calcula nivelul BEQ
din extract si, prin urmare, din probd.

— Curbele de calibrare contin intre opt si 12 concentratii (cel putin in duplicate), cu concentratii suficiente in
partea inferioard a curbei (intervalul de lucru). Se acordd atentie speciald calitdtii ajustdrii curbei in intervalul
de lucru. Ca atare, valoarea R? are valoare redusd sau nicio valoare in estimarea calititii ajustirii in regresia
nelineard. Se ajunge la o ajustare mai bund prin reducerea la minimum a diferentei intre nivelurile calculate si
cele observate in intervalul de lucru al curbei, de exemplu prin reducerea la minimum a sumei patratelor
rezidualelor.

— Nivelul estimat din extractul de proba este corectat ulterior pentru nivelul BEQ calculat pentru o probd-martor
de matrice/solvent (pentru a se tine cont de impuritdtile din solventi si din substantele chimice utilizate) si
recuperarea aparentd (calculatd pornind de la nivelul BEQ al probelor de referintd adecvate cu modele
reprezentative pentru congeneri in jurul nivelului maxim sau al pragului de actiune). Pentru a efectua o
corectie in functie de recuperare, recuperarea aparentd se situeazd in intervalul necesar (a se vedea punctul
7.1.4). Probele de referintd utilizate pentru corectia in functie de recuperare sunt in conformitate cu cerintele
previzute la punctul 7.2.

7.1.2.2. Calibrarea cu esantioane de referintd

Alternativ, poate fi utilizatd o curbd de calibrare realizatd pe baza a cel putin patru esantioane de referinta (a se
vedea punctul 7.2.4): poate fi utilizatd un esantion martor de matrice, plus trei esantioane de referintd de 0,5x, 1x
si 2x nivelul maxim sau pragul de actiune, eliminand necesitatea de a corecta in functie de martor si de recuperare.
In acest caz, rispunsul la test echivalent cu doud treimi din nivelul maxim (a se vedea punctul 7.3) poate fi calculat
direct din aceste probe si utilizat ca valoare-limita. Pentru verificarea probelor care depdsesc pragurile de actiune,
un procentaj corespunzitor al acestor praguri de actiune este considerat adecvat ca valoare-limitd.

7.1.3. Determinarea separatd a PCDD/F-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor

Extractele pot fi divizate in fractiuni care contin PCDD/F-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor, permitand o indicare
separatd a nivelurilor TEQ pentru PCDD/F-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor (in BEQ). Se utilizeazd, de preferintd,
o curbd de calibrare standard a PCB 126 pentru evaluarea rezultatelor fractiunii care contine PCB-uri de tipul
dioxinelor.
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7.2.

7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

7.2.4.

7.3.

Recuperdri aparente ale biotestului

«Recuperarea aparentd a biotestului» se calculeazd pornind de la probe de referintd adecvate cu modele
reprezentative pentru congeneri in jurul nivelului maxim sau al pragului de actiune si exprimate ca procentaj al
nivelului BEQ in comparatie cu nivelul TEQ. in functie de tipul de test si de TEF (*?) utilizati, diferentele intre
factorii TEF si REP pentru PCB-urile de tipul dioxinelor pot cauza recuperiri aparente reduse pentru PCB-urile de
tipul dioxinelor in comparatie cu PCDD-uri/PCDF-uri. Prin urmare, in cazul in care se efectueazd o determinare
separatd a PCDD|F-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor, recuperdrile aparente ale testului biologic sunt:
pentru PCB-uri de tipul dioxinelor, intre 20 % si 60 %, pentru PCDD-uri/PCDF-uri, intre 50 % si 130 %
(intervalele se aplicd pentru curba de calibrare a TCDD). Deoarece contributia PCB-urilor de tipul dioxinelor la
suma de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor poate varia intre diferite matrice §i probe, recuperarile
aparente ale biotestului pentru suma de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor reflectd aceste intervale
si se situeazd intre 30 % si 130 %. Orice implicare a valorilor TEF revizuite in mod substantial pentru legislatia
Uniunii pentru PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor necesitd revizuirea acestor intervale.

Controlul recuperdrilor pentru curidtare

Pierderea de compusi in timpul curdtdrii se verificd in timpul validirii. Un esantion martor imbogdtit cu un
amestec de congeneri diferiti face obiectul curdtdrii (n = 3 cel putin), iar recuperarea si variabilitatea sunt
verificate printr-o metodd de confirmare. Recuperarea se situeaza intre 60 % si 120 %, mai ales pentru congeneri
care contribuie cu mai mult de 10 % la nivelul TEQ in diverse amestecuri.

Limita de raportare

Atunci cand se raporteazd nivelurile BEQ, se determind o limitd de raportare pornind de la probele de matrice
relevante care implicd modele tipice pentru congeneri, dar nu pornind de la curba de calibrare a standardelor, din
cauza preciziei reduse in intervalul inferior al curbei. Se iau in considerare efectele extractiei si ale curdgirii. Limita
de raportare se fixeazd cel putin cu un factor de trei peste martorii procedurii.

Utilizarea esantioanelor de referintd

Esantioanele de referintd reprezintd matricea de esantionare, modelele pentru congeneri si intervalele de
concentratie pentru PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor in jurul nivelului maxim sau al pragului de
actiune.

In fiecare serie de teste, se includ o matrice martor si, in cazul in care acest lucru nu este posibil, un esantion
martor din cadrul procedurii, precum si un esantion de referinta la nivelul maxim sau la pragul de actiune. Aceste
esantioane se supun extractiei si testdrii in acelasi timp si in conditii identice. Esantionul de referintd prezintd un
raspuns cu mult mai mare in comparatie cu esantionul martor, asigurand astfel conformitatea testului. Aceste
esantioane pot fi utilizate pentru corectiile in functie de martor si recuperare.

Probele de referintd alese pentru a efectua o corectie in functie de recuperare sunt reprezentative pentru probele de
testare, in sensul cd modelele pentru congeneri nu pot conduce la o subestimare a nivelurilor.

Se pot include probe de referintd suplimentare de 0,5 x si 2 x nivelul maxim sau pragul de actiune, de exemplu,
pentru a se demonstra eficacitatea testului in intervalul de interes, pentru controlul nivelului maxim sau al
pragului de actiune. Combinate, aceste probe pot fi utilizate pentru calcularea nivelurilor BEQ in probele de
testare (a se vedea punctul 7.1.2.2).

Determinarea valorilor-limitd

Se stabileste relatia dintre rezultatele bioanalitice in BEQ si rezultatele in urma metodei de confirmare in TEQ [de
exemplu, prin experimente de calibrare in raport cu matricea, care implicd probe de referintd imbogitite la 0,
0,5%, 1x si 2x fatd de nivelul maxim (NM), cu sase repetdri la fiecare nivel (n = 24)]. Factorii de corectie (martor si
recuperare) pot fi estimati pornind de la aceastd relatie, insd se verificd in conformitate cu punctul 7.2.2.

(") Cerintele actuale se bazeazd pe TEF publicati in: M. Van den Berg et al, Toxicol Sci 93 (2), 223-241 (2006).
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Valorile-limitd se stabilesc pentru deciziile privind conformitatea probelor cu nivelurile maxime sau pentru
controlul pragurilor de actiune, in cazul in care acest lucru este relevant, cu nivelurile maxime sau pragul de
actiune respective stabilite fie numai pentru PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor, fie pentru suma
de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor. Acestea sunt reprezentate prin extremitatea inferioard a
distributiei rezultatelor bioanalitice (corectate in functie de martor si recuperare) care corespund limitei de decizie
a metodei de confirmare bazatd pe un nivel de incredere de 95 %, ceea ce inseamnd o ratd a rezultatelor fals
conforme < 5 %, si pe o valoare a RSDg < 25 %. Limita de decizie a metodei de confirmare este nivelul maxim,
tinind seama de incertitudinea de masurare extinsa.

Valoarea-limitd (in BEQ) poate fi calculatd in conformitate cu una dintre abordarile descrise la punctele 7.3.1, 7.3.2
si 7.3.3 (a se vedea figura 1).

7.3.1.  Utilizarea sectorului inferior al intervalului de predictie de 95 % la limita de decizie aferentd metodei de confirmare

Valoarea limiti = BEQ,, —s,, % tyn »\/1/n+1/m+ (x,—X)’/QO.

unde:

BEQp, BEQ corespunzénd limitei de decizie a metodei de confirmare este nivelul maxim, tinind
seama de incertitudinea de misurare extinsd

Syx deviatia standard reziduald

taf=ma2 factorul student (a = 5 %, f = grade de libertate, asimetric)

m m numidrul total de puncte de calibrare (indice j)

n n numdrul de repetdri la fiecare nivel

X; concentratia probei (in TEQ) a punctului de calibrare i determinat printr-o metodd de
confirmare

X medie a concentratiilor (in TEQ) ale tuturor probelor de calibrare

Q. = Z,m:] (x, —X)* parametrul sumei pdtratelor, i = indice pentru punctul de calibrare i

7.3.2.  Calcul pornind de la rezultatele bioanalitice (corectate in functie de martor si recuperare) ale analizelor multiple ale
probelor (n> 6) contaminate la limita de decizie a metodei de confirmare, ca extremitate inferioard a distributiei
datelor la valoarea medie BEQ corespunzitoare:

Valoarea limitda = BEQ,, — 1,64 x SD,

unde:

SDy deviatia standard a rezultatelor biotestului la BEQp,, misuratd in conditii de reproductibilitate
intralaborator

7.3.3.  Calcul ca valoare medie a rezultatelor bioanalitice (in BEQ, corectatd in functie de martor si recuperare) pornind de
la analiza multipld a probelor (n > 6) contaminate la doud treimi din nivelul maxim sau pragul de actiune, avand
drept bazd observatia cd acest nivel va fi in jurul valorii-limitd determinate la punctul 7.3.1 sau la punctul 7.3.2:

Calcul al valorilor-limitd, bazat pe un nivel de incredere de 95 %, implicind o rati a rezultatelor fals conforme
< 5%, si pe o valoare a RSDg < 25 %:

1. pornind de la spectrul inferior al intervalului de predictie de 95 % la limita de decizie a metodei de confirmare.

2. pornind de la analiza multipld a probelor (n = 6) contaminate la limita de decizie a metodei de confirmare ca
extremitate inferioard a distributiei datelor (reprezentatd in Figurd 1 printr-o curbd sub forma de clopot) la
valoarea medie BEQ corespunzitoare.
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7.4.5.

Figura 1
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Restrictii ale valorilor-limita

Valorile-limitd bazate pe BEQ, calculate pornind de la valoarea RSDy obtinutd in cursul validarii utilizdnd un
numdr limitat de probe cu modele pentru matrice/congeneri diferite pot fi mai mari decat nivelurile maxime sau
pragurile de actiune bazate pe TEQ datoritd unei precizii mai mari decat cea realizabild in analizele de rutind
atunci cand trebuie controlat un spectru necunoscut de posibile modele pentru congeneri. in astfel de cazuri,
valorile-limitd se calculeazd pornind de la RSDy = 25 % sau se preferd doud treimi din nivelul maxim sau pragul
de actiune.

Caracteristici de performantd

Avand in vedere faptul cd nu se pot utiliza etaloane interne in metodele bioanalitice, testele cu privire la
repetabilitatea metodelor bioanalitice se efectueazd pentru obtinerea unor informatii privind deviatia standard in
cadrul unei serii de teste si intre serii de teste. Repetabilitatea trebuie sd fie sub 20 %, iar reproductibilitatea
intralaborator sub 25 %. Aceasta se bazeazd pe nivelurile calculate in BEQ dupi corectia in functie de martor si
recuperare.

Ca parte din procesul de validare, testul trebuie sd permitd stabilirea diferentei intre o probd-martor si un nivel la
valoarea-limitd, permitind identificarea probelor peste valoarea-limitd corespunzitoare (a se vedea punctul 7.1.2).

Se definesc compusii-tintd, interferentele potentiale i nivelurile maxime tolerabile ale martorului.

Deviatia standard procentuald a rdspunsului sau a concentratiei calculate pornind de la rispuns (posibild numai in
intervalul de lucru) a unei determindri triple a unui extract de probd nu poate fi mai mare de 15 %.

Rezultatele necorectate ale probei (probelor) de referintd exprimati (exprimate) in BEQ (martor si nivelul maxim
sau pragul de actiune) sunt utilizate pentru evaluarea performantei metodei bioanalitice pe o perioadd de timp
constantd.
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7.4.6.  Graficele de control al calitdtii pentru martorii procedurii si fiecare tip de probd de referintd se inregistreaza si se
verificd pentru a se garanta cd performanta analiticd este in conformitate cu cerintele, in special pentru martorii
procedurii cu privire la diferenta minima solicitata la limita inferioard a intervalului de lucru si pentru probele de
referintd cu privire la reproductibilitatea intralaborator. Martorii procedurii sunt controlati intr-un mod care si
evite rezultatele fals conforme atunci cind se scad.

7.4.7.  Rezultatele metodelor de confirmare ale probelor suspectate si a 2-10 % din probele conforme (minimum 20 de
probe pentru fiecare matrice) sunt colectate si folosite pentru a evalua performanta metodei de screening si relatia
intre BEQ si TEQ. Aceastd bazi de date poate fi utilizatd pentru reevaluarea valorilor-limita aplicabile probelor de
rutind pentru matricele validate.

7.4.8. Buna performantd a metodelor poate fi, de asemenea, demonstratd prin participarea la testirile interlaboratoare.
Rezultatele probelor analizate in testdrile interlaboratoare, care acoperd un interval de concentratii care sd ajungd
pani la, de exemplu, 2x nivelul maxim, pot fi incluse in evaluarea ratei rezultatelor fals conforme, in cazul in care
un laborator este in mdsurd si demonstreze buna sa performantd. Probele acoperd cele mai frecvente modele
pentru congeneri, reprezentand diverse surse.

7.4.9.  In timpul incidentelor, valorile-limita pot fi reevaluate, reflectind matricea specificd si modelele pentru congeneri
doar ale acestui incident.

8. Raportarea rezultatelor
8.1. Metode de confirmare

8.1.1.  Rezultatele analitice includ nivelurile de congeneri individuali ai PCDD|F-urilor si ai PCB-urilor de tipul dioxinelor
si sunt raportate ca estimare inferioard, estimare superioard si estimare mediand, pentru a include o cantitate
maximd de informatii in raportarea rezultatelor, ceea ce permite o interpretare a rezultatelor in conformitate cu
cerinte specifice.

8.1.2.  Raportul include metoda utilizatd pentru extractia PCDD-urilor/PCDF-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor.

8.1.3.  Recuperdrile etaloanelor interne individuale sunt disponibile daci recuperdrile se situeazd in afara intervalului
mentionat la punctul 6.2.5, dacd se depaseste nivelul maxim (in acest caz, recuperdrile pentru una din cele doud
analize duplicat), iar in celelalte cazuri, la cerere.

8.1.4. Intrucat, atunci cand se decide conformitatea unei probe, se tine seama de incertitudinea de masurare extinsa,
acest parametru trebuie pus la dispozitie. De aceea, rezultatele analitice se raporteazd ca x +/— U, unde x este
rezultatul analitic §i U este incertitudinea de mdsurare extinsd, folosind un factor de acoperire 2, care dd un nivel
de incredere de aproximativ 95 %. In cazul unei determindri separate a PCDD-urilor/PCDF-urilor si a PCB-urilor
de tipul dioxinelor, se utilizeazd suma incertitudinii extinse estimate a rezultatelor analitice separate ale PCDD-
urilor/PCDF-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor pentru suma PCDD-urilor/PCDF-urilor si a PCB-urilor de
tipul dioxinelor.

8.1.5. Rezultatele se exprimd in aceleasi unitdti si prin cel putin acelasi numir de zecimale precum nivelurile maxime
previzute de Directiva 2002/32/CE.

8.2. Metode bioanalitice de screening
8.2.1.  Rezultatul screeningului se exprimi ca si «conform» sau «suspectat a fi neconformn (<suspectat).

8.2.2. Inplus, se poate da un rezultat indicativ pentru PCDD-uri/PCDF-uri si/sau PCB-uri de tipul dioxinelor exprimat in
BEQ, si nu in TEQ.

8.2.3.  Probele cu un rdspuns inferior limitei de raportare se exprimi ca fiind «sub limita de raportare». Rezultatul
probelor cu un rdspuns peste intervalul de lucru se raporteazd ca «depdsind intervalul de lucru», iar nivelul
corespunzdtor extremitatii superioare a intervalului de lucru se furnizeaza in BEQ.

8.2.4.  Pentru fiecare tip de matrice a probei, raportul mentioneazd nivelul maxim sau pragul de actiune pe care se
bazeazd evaluarea.
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8.2.5.

8.2.6.

8.2.7.

8.2.8.

8.3.

Raportul mentioneazd tipul de test aplicat, principiul de bazi al testului si tipul de calibrare.
Raportul include metoda utilizatd pentru extractia PCDD-urilor/PCDF-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor.

In cazul probelor suspectate a fi neconforme, raportul trebuie sd includi o nota privind misurile care urmeazi a fi
adoptate. Concentratia de PCDD-uri/PCDF-uri si suma de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor din
acele probe cu niveluri ridicate trebuie determinatd/confirmatd printr-o metoda de confirmare.

Rezultatele neconforme se raporteazd numai in urma analizei de confirmare.
Metode fizico-chimice de screening
Rezultatul screeningului se exprima ca si «conform» sau «suspectat a fi neconform» («suspectat»).

Pentru fiecare tip de matrice a probei, raportul mentioneaza nivelul maxim sau pragul de actiune pe care se
bazeazd evaluarea.

In plus, nivelurile de congeneri individuali ai PCDD/F-urilor si/sau ai PCB-urilor de tipul dioxinelor si valorile TEQ
se pot furniza ca estimare inferioard, estimare superioard si estimare mediand. Rezultatele se exprimi in aceleasi
unitdti si prin cel putin acelasi numdr de zecimale precum nivelurile maxime previzute de Directiva 2002/32/CE.

Recuperdrile etaloanelor interne individuale sunt disponibile dacd recuperdrile se situeazd in afara intervalului
mentionat la punctul 6.2.5, dacd se depaseste nivelul maxim (in acest caz, recuperdrile pentru una din cele doud
analize duplicat), iar in celelalte cazuri, la cerere.

Raportul trebuie si mentioneze metoda GC-MS utilizata.
Raportul include metoda utilizatd pentru extractia PCDD-urilor/PCDF-urilor si a PCB-urilor de tipul dioxinelor.

In cazul probelor suspectate a fi neconforme, raportul trebuie s includd o nota privind masurile care urmeaza a fi
adoptate. Concentratia de PCDD-uri/PCDF-uri si suma de PCDD-uri/PCDF-uri si PCB-uri de tipul dioxinelor din
acele probe cu niveluri ridicate trebuie determinatd/confirmatd printr-o metoda de confirmare.

Neconformitatea poate fi decisd numai in urma analizei de confirmare.

CAPITOLUL III

PREGATIREA PROBELOR SI CERINTE PRIVIND METODELE DE ANALIZA UTILIZATE PENTRU CONTROLUL OFICIAL AL

3.1.

NIVELURILOR DE PCB-URI CARE NU SUNT DE TIPUL DIOXINELOR DIN FURAJE

Domeniu de aplicare

Cerintele stabilite in prezentul capitol se aplicd atunci cand furajele sunt analizate pentru controlul oficial al
nivelurilor de bifenili policlorurati care nu sunt de tipul dioxinelor (PCB-uri care nu sunt de tipul dioxinelor),
precum si in ceea ce priveste pregitirea probelor si cerintele analitice pentru alte scopuri de reglementare, care
includ controalele oficiale efectuate de operatorii din sectorul hranei pentru animale pentru a asigura
conformitatea cu Regulamentul (CE) nr. 183/2005.

Metode de detectare aplicabile

Gaz-cromatografie/detectare prin capturd de electroni (GC-CDE), GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-HRMS sau metode
echivalente.

Identificarea si confirmarea analitilor de interes

Timpul de retentie relativ in raport cu etaloanele interne sau etaloanele de referintd (deviatie acceptabild +/-
0,25 %).
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3.2.

3.3.

3.4.

7.1.

7.2.

7.3.

)
("
)

Separarea gaz-cromatografici a PCB-urilor care nu sunt de tipul dioxinelor de substantele interferente, in special
PCB-uri co-eluante, mai ales in cazul in care nivelurile probelor sunt in limite legale si neconformitatea trebuie si
se confirme ().

Cerinte pentru tehnici GC-MS

Monitorizarea cel putin a urmdtorului numar de ioni moleculari sau de ioni caracteristici din clusterul molecular:
(a) doi ioni specifici pentru HRMS;

(b) trei ioni specifici pentru LRMS;

(c) doi ioni precursori specifici, fieciruia corespunzandu-i un anumit ion produs pentru MS-MS.

Tolerantele maxime admisibile pentru raportul valorilor izotopilor pentru fragmentele de masi selectionate:

Deviatia relativd a abundentei izotopice relative pentru fragmentele de masi selectionate si valoarea teoreticd a
abundentei izotopice sau standardul de calibrare pentru ionul tintd (jonul monitorizat cu cea mai ridicatd
abundentd izotopicd) si ionul (ionii) calificativ(i): + 15 %.

Cerinte pentru tehnici GC-ECD

Rezultatele care depdsesc nivelul maxim sunt confirmate cu doud coloane de GC cu faze stationare de polaritate
diferita.

Demonstrarea randamentului metodei

Randamentul metodei se valideaza in intervalul nivelului maxim (0,5 la 2 x nivelul maxim), cu un coeficient de
variatie acceptabil pentru analiza repetatd (a se vedea cerintele pentru precizia intermediard de la punctul 9).

Limita de cuantificare

Suma limitelor de cuantificare (LOQ) (**) ale PCB-urilor care nu sunt de tipul dioxinelor nu trebuie s fie mai mare
de o treime din nivelul maxim (*%).

Controlul calititii

Controale ale martorului, analizd a probelor imbogitite, probe pentru controlul calitatii, participarea la studii
interlaboratoare pe matrice relevante, la intervale regulate.
Controlul recuperirilor

Se utilizeazi etaloane interne adecvate cu proprietti fizico-chimice comparabile cu cele ale analitilor de interes.

Adiugarea de etaloane interne:

addugare la produse (inaintea procesului de extractie si de curdtare).

Cerinte privind metodele care utilizeazd toti cei sase congeneri ai PCB-urilor care nu sunt de tipul dioxinelor
marcati cu un izotop:

(a) rezultatele sunt corectate pentru recuperdrile etaloanelor interne;
(b) recuperirile etaloanelor interne marcate cu un izotop sunt intre 60 si 120 %;

(c) recuperdrile inferioare sau superioare pentru congenerii individuali cu o contributie la suma de sase PCB-uri
care nu sunt de tipul dioxinelor mai mici de 10 % sunt acceptabile.

Congeneri despre care s-a constatat cd sunt adesea co-eluanti sunt, de exemplu, PCB 28/31, PCB 52/69 si PCB 138/163/164. Pentru
GC-MS, este necesar sd se tind seama si de interferentele posibile din partea fragmentelor de congeneri mai puternic clorurati.

Dacd este cazul, se aplicd principiile descrise in «Ghidul privind estimarea LOD §i LOQ pentru mdsuritorile in domeniul
contaminantilor din produsele alimentare si din hrana pentru animale» (https:|/data.europa.eu/doi/10.2787/8931).

Este foarte recomandabil s3 existe o contributie mai scizutd a nivelului reactivului-martor la nivelul unui contaminant dintr-o proba.
Este responsabilitatea laboratorului sd controleze variatia nivelurilor reactiilor-martor, in special in cazul in care nivelurile reactiilor-
martor se scad.
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7.4.

7.5.

10.

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

10.5.

Cerinte privind metodele care nu utilizeaza toate cele sase etaloane interne marcate cu un izotop sau alte etaloane
interne:

(a) recuperarea etalonului (etaloanelor) intern(e) se controleazd pentru fiecare probd;
(b) recuperdrile etalonului (etaloanelor) intern(e) sunt intre 60 % si 120 %;

(c) rezultatele sunt corectate pentru recuperdrile etaloanelor interne.

Recuperdrile congenerilor nemarcati se verificd prin probe imbogitite sau probe pentru controlul calitatii cu
concentratii in intervalul nivelului maxim. Recuperdrile acestor congeneri se considerd acceptabile, in cazul in
care sunt intre 60 si 120 %.

Cerinte pentru laboratoare

In conformitate cu dispozitiile Regulamentului (UE) 2017/625, laboratoarele sunt acreditate de un organism
recunoscut care functioneazi in conformitate cu Ghidul ISO/IEC 58, pentru a se asigura aplicarea de citre acestea
a procedurilor de asigurare a calitdtii analizelor. Laboratoarele sunt acreditate conform standardului EN ISO/IEC
17025. In plus, trebuie respectate principiile descrise in Orientirile tehnice pentru estimarea incertitudinii de
mdsurare si a limitelor de cuantificare pentru analiza PCB-urilor ().

Caracteristici de performanti: criterii pentru suma celor sase PCB-uri care nu sunt de tipul dioxinelor la
nivelul maxim

Spectrometrie de masd prin metoda

de dilutie a izotopilor (¥) Alte tehnici

Autenticitate intre —20 % si+ 20 % intre-30%si+30%
Precizie intermediard (RSD %) <15% <20%
Diferenta dintre estimarea superioar3 si <20% <20%

estimarea inferioard a calculului

(*) Utilizarea tuturor celor sase analogi marcati ’C, conform standardelor interne.

Raportarea rezultatelor

Rezultatele analitice includ nivelurile de congeneri individuali ai PCB-urilor individuali care nu sunt de tipul
dioxinelor si suma PCB-urilor congeneri raportati ca estimare inferioard, estimare superioari si estimare mediand,
pentru a include o cantitate maxima de informatii in raportarea rezultatelor, ceea ce permite o interpretare a
rezultatelor in conformitate cu cerintele specifice.

Raportul include metoda utilizatd pentru extractia PCB-urilor.

Recuperdrile etaloanelor interne individuale sunt disponibile dacd recuperdrile se situeazd in afara intervalului
mentionat la punctul 7, daci se depaseste nivelul maxim, iar in celelalte cazuri, la cerere.

Intrucat, atunci cand se decide conformitatea unei probe, se tine seama de incertitudinea de mdsurare extinsa,
acest parametru trebuie pus si el la dispozitie. De aceea, rezultatele analitice se raporteazd ca x +/- U, unde x este
rezultatul analitic §i U este incertitudinea de mdsurare extinsd, folosind un factor de acoperire 2, care dd un nivel
de incredere de aproximativ 95 %.

Rezultatele se exprimd in aceleasi unitdti si prin cel putin acelasi numdr de zecimale precum nivelurile maxime
previzute de Directiva 2002/32/CE.

(") A se vedea nota de subsol 37.
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B. STANDARDE EN

Pentru aplicarea articolului 34 alineatul (2) litera (a) din Regulamentul (UE) 2017/625, sunt relevante urmditoarele
standarde EN:

EN 17194: Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizi — Determinarea deoxinivalenolului, aflatoxinei B1,
fumonisinei B1 si B2, T-2 si H-2, a zearalenonei si ochratoxinei A in materiile prime furajere si in furajele combinate prin
LC-MS/MS

EN 17270: Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd — Determinarea teobrominei din materiile prime
furajere si din furajele combinate, inclusiv ingredientele derivate din cacao, prin cromatografie lichida

EN 17504 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd. Determinarea gosipolului din semintele de bumbac si
furaje prin LC-MS/MS

EN 17362 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizi — Determinarea pentaclorfenolului (PCP) in materiile
prime furajere si in furajele combinate prin LCMS/MS

EN 16279: Hrand pentru animale — Determinarea continutului de fluorurd dupd tratamentul cu acid clorhidric prin metoda
electrozilor sensibili la ioni (ISE)

EN 17053: Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd — Determinarea oligoelementelor, a metalelor grele si
a altor elemente din furaje prin ICP-MS (multimetoda)

EN 15550 Hrand pentru animale — Metode de esantionare si de analizd — Determinarea cadmiului si a plumbului prin
spectrometrie de absorbtie atomicd in cuptorul cu grafit (GF-AAS) dupd dizolvare sub presiune

EN 16206 Hrand pentru animale — Determinarea arsenului prin spectrometrie de absorbtie atomicd cu generare de hidruri
(HGAAS) dupi dizolvarea cu microunde (dizolvare cu 65 % acid azotic si 30 % peroxid de hidrogen)

EN 16277 Hrand pentru animale — Determinarea mercurului prin spectrometrie de absorbtie atomicd cu vapori reci
(CVAAS) dupi dizolvarea cu microunde (extractie cu 65 % acid azotic si 30 % peroxid de hidrogen)

EN 16278 Hrand pentru animale — Determinarea arsenului anorganic prin spectrometrie de absorbtie atomicd cu generare
de hidruri (HG-AAS) dupi extractie cu microunde si separarea prin extractie in fazi solidd (SPE)

EN 17374 Hrani pentru animale: Metode de esantionare si de analizd — Determinarea arsenului anorganic din furaje prin
HPLC-ICP-MS cu schimbdtor de anioni.”
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ANEXA VI

~ANEXA VII

METODA DE CALCUL A VALORII ENERGETICE A FURAJELOR PENTRU PASARI DE CURTE

1. METODA DE CALCUL $I EXPRIMAREA VALORII ENERGETICE

Valoarea energetici a hranei combinate pentru pésdrile de curte se calculeaza aplicandu-se formula de mai jos, pe baza
procentajului anumitor compusi analitici ai furajelor pentru pasdri de curte. Aceastd valoare se exprima in megajouli
(M]) de energie metabolizabild (EM), corectatd pentru azot, per kilogram de furaje combinate:

MJ/kg de EM = 0,1551 x % proteind brutd + 0,3431 x % grisime brutd + 0,1669 x % amidon + 0,1301 x % zaharuri
totale (exprimate in zaharozd).
2. TOLERANTE APLICABILE VALORILOR DECLARATE

In cazul in care la inspectia oficiald se constatd o diferentd (valoare energeticd mai mare sau mai micd a furajului) intre
rezultatul inspectiei i valoarea energeticd mentionatd, se admite o toleranta de 0,4 MJ/kg EM.

3. EXPRIMAREA REZULTATULUI

Rezultatul obtinut prin aplicarea formulei mentionate se exprima cu o zecimala.

4. METODE DE ESANTIONARE $I DE ANALIZA

Prelevarea esantionului din furajele combinate §i determinarea continutului de compusi analitici indicati in metoda de
calcul trebuie si se efectueze in conformitate cu metodele Uniunii de esantionare si de analizd pentru controlul oficial al
hranei pentru animale.

Se aplicd urmdtoarele metode:

— pentru determinarea continutului de grasime brutd: procedura B a metodei de determinare a uleiurilor si a grasimilor
brute, din anexa III partea G;

— pentru determinarea continutului de amidon: metoda polarimetricd, din anexa III partea K.

METODA DE CALCUL A VALORII ENERGETICE A MATERIILOR PRIME DESTINATE HRANEI ANIMALELOR
SI A HRANEI COMBINATE PENTRU PISICI SI CAINI

Valoarea energeticd a materiilor prime destinate hranei animalelor si a hranei combinate pentru pisici si caini se calculeazd
in conformitate cu EN 16967 Hrand pentru animale: Metode de esantionare si de analizd — ecuatii predictive pentru energia
metabolizabild in materiile prime destinate hranei animalelor si in hrana combinatd pentru animale (hrand pentru animale
de companie) pentru pisici §i cdini, inclusiv in alimentele dietetice.”
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