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KOMMISSIONENS GENOMFORANDEFORORDNING (EU) 2024/ 771
av den 29 februari 2024

om indring av forordning (EG) nr 152/2009 om provtagnings- och analysmetoder for offentlig
kontroll av foder

(Text av betydelse for EES)

EUROPEISKA KOMMISSIONEN HAR ANTAGIT DENNA FORORDNING
med beaktande av fordraget om Europeiska unionens funktionssitt,

med beaktande av Europaparlamentets och radets forordning (EU) 2017/625 av den 15 mars 2017 om offentlig kontroll
och annan offentlig verksamhet for att sikerstilla tillimpningen av livsmedels- och foderlagstiftningen och av
bestimmelser om djurs hélsa och djurskydd, vixtskydd och vixtskyddsmedel samt om dndring av Europaparlamentets och
rédets forordningar (EG) nr 999/2001, (EG) nr 396/2005, (EG) nr 1069/2009, (EG) nr 1107/2009, (EU) nr 1151/2012,
(EU) nr 652/2014, (EU) 2016/429 och (EU) 2016/2031, ridets forordningar (EG) nr 1/2005 och (EG) nr 1099/2009 och
radets direktiv 98/58/EG, 1999/74/EG, 200743 [EG, 2008/119/EG och 2008/120/EG och om upphivande av Europapar-
lamentets och rddets forordningar (EG) nr 854/2004 och (EG) nr 882/2004, ridets direktiv 89/608/EEG, 89/662/EEG,
90/425[EEG, 91/496[EEG, 96/23(EG, 96/93/EG och 97/78/EG samt ridets beslut 92/438/EEG (férordningen om offentlig
kontroll) ('), sarskilt artikel 34.6, och

av foljande skal:

(1) I kommissionens forordning (EG) nr 152/2009 () faststills provtagnings- och analysmetoder for offentlig kontroll
av foder.

(2)  Provtagnings- och analysmetoderna i forordning (EG) nr 152/2009 bor anpassas for att ta hinsyn till nya
vetenskapliga och tekniska ron. Flera mindre dndringar bér inforas genom den hir forordningen utifrin de
erfarenheter som gjorts vid tillimpningen av analysmetoder eller for att fortydliga vissa bestimmelser.

(3)  Den provtagningsmetod som beskrivs i forordning (EG) nr 152/2009 ir inte lamplig for provtagning for kontroll av
mikrobiell kontaminering, som darfor inte omfattas av tillimpningsomréadet. Eftersom mikrobiell kontaminering,
efter en dndring genom kommissionens forordning (EU) nr 691/2013 (), inte lingre uttryckligen utesluts frdn
tillimpningsomradet har detta dock lett till viss forvirring och det ar darfor lampligt att dterigen uttryckligen
utesluta detta frén tillimpningsomradet.

(4)  Det ar lampligt att infora sirskilda bestimmelser for provtagning av foder som saluférs av foderforetagare via
distansforsiljning, med tanke pa att foder siljs via distansforsiljning i allt storre utstrickning. Bestimmelserna om
frimmande dmnen omfattar analytisk métosdkerhet och utbyte vid analys, och sddana bestimmelser bor ocksé
inforas for analys av halten fodertillsatser eftersom bestimmelserna ar relevanta dven i det fallet. Det finns beldgg
for att analysmetoden for bestimning av urea ger felaktiga analysresultat ndr den anvinds for annat dn
godkinnande av urea som fodertillsats, och dirfor bor metodens tillimpningsomrade specificeras och information
om utvirdering av metoden och resultaten av en kollaborativ avprévning liggas till.

(5)  Flera analysmetoder som faststills i férordning (EG) nr 152/2009 bor utgé eftersom de inte lingre fyller sitt syfte.
Analysmetoden for bestimning av flyktiga kviveforeningar och metoden for bestimning av karbonater bor utgd
eftersom det inte ldngre finns ndgot rittsligt krav pd kontroll av efterlevnaden i unionens foderlagstiftning. Den
befintliga analysmetoden for bestimning av diclazuril innehéller redaktionella fel och ger dirfor inte tillforlitliga
analysresultat. Den bor dirfor ersittas med en anpassad metod som har visat sig ge tillforlitliga resultat. Nya

() EUTL95,7.4.2017,s. 1.

() Kommissionens forordning (EG) nr 152/2009 av den 27 januari 2009 om provtagnings- och analysmetoder for offentlig kontroll av
foder (EUT L 54, 26.2.2009, s. 1).

(®) Kommissionens forordning (EU) nr 691/2013 av den 19 juli 2013 om éndring av forordning (EG) nr 152/2009 vad giller
provtagnings- och analysmetoder (EUT L 197, 20.7.2013, s. 1).
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analysmetoder for analys av fri och total gossypol har visat att den analysmetod for bestimning av fri och total
gossypol som faststills i forordning (EG) nr 152/2009 inte ger tillforlitliga resultat och dérfor bor utgé och ersittas
med en hdnvisning till europeiska standarder (EN-standarder). Analysmetoderna for kontroll av férekomst av
otillatna fodertillsatser bor utga eftersom kansligare screeningmetoder och analysmetoder har utvecklats sedan dess.

Utover de analysmetoder som beskrivs i bilagorna till den hir foérordningen bor det goras en hinvisning till
EN-standarder for anvindning vid offentlig kontroll.

Eftersom den nya fodertillsatsen amprolium har godkints genom kommissionens genomforandeforordning
(EU) 2021/2047 (*) bor en analysmetod for bestimning av amprolium ldggas till i bilaga IV till forordning (EG)
nr 152/20009.

Eftersom dndringarna av férordning (EG) nr 152/2009 dr omfattande och ror flera bestimmelser i bilagorna till den
forordningen ar det av tydlighetsskal lampligt att ersitta bilagorna i helhet.

De édtgidrder som foreskrivs i denna forordning ér forenliga med yttrandet frén stindiga kommittén for vaxter, djur,
livsmedel och foder.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Andringar av forordning (EG) nr 152/2009

Forordning (EG) nr 152/2009 ska dndras pé foljande sitt:

1.

[ artikel 1 ska forsta stycket ersittas med foljande:

"Provtagning for offentlig kontroll av foder, sirskilt nir det giller bestimning av bestandsdelar, inbegripet material som
innehéller eller bestdr av eller har framstillts av genetiskt modifierade organismer (GMO), fodertillsatser enligt
definitionen i Europaparlamentets och radets forordning (EG) nr 1831/2003 (*) och frimmande dmnen enligt

definitionen i Europaparlamentets och rddets direktiv 2002/32/EG (**) ska utforas enligt de metoder som anges i bilaga
I, med undantag av provtagning for kontroll av mikrobiell kontaminering.

(*) Europaparlamentets och rddets foérordning (EG) nr 1831/2003 av den 22 september 2003 om fodertillsatser
(EUTL 268, 18.10.2003, 5. 29).

(**) Europaparlamentets och radets direktiv 2002/32/EG av den 7 maj 2002 om frimmande dmnen och produkter i
djurfoder (EGT L 140, 30.5.2002, s. 10).”

Bilaga I ska ersdttas med texten i bilaga I till den hir forordningen.

Bilaga II ska ersittas med texten i bilaga II till den hir férordningen.

Bilaga III ska ersittas med texten i bilaga III till den hir forordningen.

Bilaga IV ska ersittas med texten i bilaga IV till den hér forordningen.

Bilaga V ska ersittas med texten i bilaga V till den har forordningen.

Bilaga VII ska ersittas med texten i bilaga VI till den hér forordningen.

Bilaga VIII ska utga.

Kommissionens genomférandeférordning (EU) 2021/2047 av den 23 november 2021 om godkinnande av amproliumhydroklorid
(COXAM) som fodertillsats for slaktkycklingar och kycklingar som fods upp till varphons (innehavare av godkdnnandet: HuvePharma
NV) (EUT L 418, 24.11.2021, 5. 13).
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Artikel 2
Ikrafttridande

Denna férordning trader i kraft den tjugonde dagen efter det att den har offentliggjorts i Europeiska unionens officiella tidning.

Denna forordning 4r till alla delar bindande och direkt tillimplig i alla medlemsstater.

Utfdrdad i Bryssel den 29 februari 2024.

Pi kommissionens vaghar
Ursula VON DER LEYEN
Ordférande
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BILAGA 1

"BILAGA 1
PROVTAGNINGSMETODER

1. SYFTE OCH TILLAMPNINGSOMRADE

Prover som dr avsedda for offentlig kontroll av foder ska tas med de metoder som beskrivs nedan. Prover som har
tagits pa detta sitt ska anses vara representativa for de provtagna mangderna.

Syftet med representativ provtagning 4r att ta ut en liten fraktion av ett parti pa ett sddant sitt att bestdimningen av
en viss egenskap hos denna fraktion representerar medelvirdet av denna egenskap i partiet. Partiet ska provtas
genom att det upprepade ganger tas delprover fran olika enskilda platser i partiet. Dessa delprover ska blandas sd
att det bildas ett enda samlingsprov, fran vilket representativa slutliga prover ska beredas genom representativ

delning.

Om det vid en okuldrbesiktning eller baserat pa annan relevant information visar sig att delar av det foder som ska
provtas skiljer sig i kvalitet frdn resten av fodret frn samma parti, ska sddana delar skiljas frdn resten av fodret och
behandlas som ett separat delparti. Om det inte dr mojligt att dela upp fodret i separata delpartier ska fodret
provtas som ett parti. | sidana fall ska detta nimnas i provtagningsrapporten.

Om det har konstaterats att ett foder som provtagits i enlighet med bestimmelserna i denna foérordning inte
uppfyller EU-kraven, och detta ingdr i ett foderparti av samma kategori eller varuslag, ska man anta att inget foder
i detta parti uppfyller kraven, utom om man efter en utforlig bedomning kan konstatera att det inte finns ndgra
beldgg for att resten av partiet inte uppfyller EU-kraven.

Provtagningen fir ocksa inbegripa foder som salufors av foderforetagare med hjilp av distanskommunikation i
enlighet med artikel 11.3 i Europaparlamentets och radets férordning (EG) nr 767/2009 ('). Provtagning av foder

som salufors med hjilp av distanskommunikation ska i regel omfattas av punkterna i denna bilaga. Sirskilda
aspekter gillande provtagning av distansforsiljningsprover beskrivs i punkt 11.

2. DEFINITIONER
— parti (eller sats): identifierad midngd foder som konstaterats ha gemensamma egenskaper som ursprung, sort,
forpackningstyp, forpackare, avsindare eller markning; nir det giller en produktionsprocess, en
produktionsenhet frdn ett och samma tillverkningsstille som framstillts med samma produktionsparametrar,
eller ett antal sddana enheter som producerats samtidigt och lagrats tillsammans.

— provtagen mdngd: parti eller identifierad del av partiet eller delpartiet.

— forseglat prov: prov som forseglats pa sddant sitt att det blir omojligt att fa tillgdng till provet utan att
forseglingen bryts eller avligsnas.

— delprov: viss mdngd som tagits frdn ett stdlle i den provtagna mangden.
— samlingsprov: blandning av delprover som tagits frdn samma provtagna mingd.
— reducerat prov: del av samlingsprovet som erhllits ur detta genom representativ reduktion.

— slutligt prov: del av samlingsprovet (blandat), av det reducerade provet eller av det homogeniserade
samlingsprovet, beroende pa typ av kontroll (se punkt 9.4).

— laboratorieprov: prov som dr avsett for laboratoriet (sdsom det tagits emot av laboratoriet) och som kan vara det
slutliga provet, det reducerade provet eller samlingsprovet.

— distansforsaljningsprov: prov av parti eller sats av foder som saluférs med hjilp av distanskommunikation.

(") Europaparlamentets och radets forordning (EG) nr 767/2009 av den 13 juli 2009 om utslippande pd marknaden och anvindning av

foder, om dndring av Europaparlamentets och rddets forordning (EG) nr 1831/2003 och om upphivande av rdets
direktiv 79/373/EEG, kommissionens direktiv 80/511/EEG, radets direktiv 82/471/EEG, 83/228/EEG, 93[74/EEG, 93[/113EG
och 96/25/EG samt kommissionens beslut 2004/217EG (EUT L 229, 1.9.2009, s. 1).
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4.1

4.2

4.2.1

4.2.1.1

4.2.1.2

4.2.2

423

ALLMANNA BESTAMMELSER
— Proverna ska tas av personer som den behoriga myndigheten har bemyndigat for detta.

— For ett distansforsiljningsprov ska den behoriga myndigheten begira en mingd av fodret fran foderforetagaren
med hjilp av distanskommunikation.

— Provet ska forseglas pa sddant sitt att det blir omojligt att fa tillgdng till provet utan att forseglingen bryts eller
avldgsnas.

Forseglingens mirke bor vara klart identifierbart och synligt.

— Identifiering av provet: provet ska vara mirkt pa ett outpldnligt sitt och ska identifieras pa ett sddant satt att det
finns en otvetydig koppling till provtagningsrapporten.

— Frén varje samlingsprov eller reducerat prov ska foljande slutliga prover tas: ett for kontroll (tillsyn) och ett for
foderforetagaren (6verklagande). Slutligen fir ytterligare ett slutligt prov tas som referens. Om hela
samlingsprovet homogeniseras, tas de slutliga proverna fran det homogeniserade samlingsprovet, sivida detta

inte strider mot medlemsstaternas bestimmelser om foderforetagares rattigheter.

— Om det dr nodvandigt for att utfora officiell provtagning och om behoriga myndigheter sd kriver ska
foderforetagarna i enlighet med artikel 15.1 och 15.2 i férordning (EU) 2017/625

— ge de behoriga myndigheternas personal tillgang till utrustning under deras kontroll, vid behov inbegripet
tillgéng till ritt provtagningsutrustning och personlig skyddsutrustning,

— bistd och samarbeta med de behoriga myndigheternas personal for att mojliggora provtagningen, bland
annat genom att ge de behoriga myndigheternas personal tillgang till foder.

UTRUSTNING

Provtagningsutrustningen ska vara tillverkad av material som inte kan kontaminera de produkter som ska provtas.
Utrustning som dr avsedd att anvandas flera gdnger ska vara litt att rengora for att undvika korskontaminering.

Utrustning som rekommenderas for provtagning av fast foder

Manuell provtagning

Flatbottnad provtagningsskyffel med vertikala sidor.

Provtagningsspjut med en lang skéra eller med olika fack. Provtagningsspjutets dimensioner ska limpa sig for den
provtagna mingdens egenskaper (behdllarens djup, sickformat osv.) och fodrets partikelstorlek.

Om provtagningsspjutet har flera 6ppningar som ska garantera att provet tas pa de olika stillena utmed spjutet,
bor oppningarna separeras av fack eller sekventiellt forskjutna 6ppningar.

Mekanisk provtagning

Limplig mekanisk utrustning far anvindas for provtagning pa foder i rorelse. Den mekaniska utrustningen ska
anses lamplig nir prover tas pd dtminstone hela sektionen av flodet.

Provtagning pa foder i rorelse (vid hoga flodeshastigheter) kan utforas med automatiska provtagare.

Provdelare

Om s ar mojligt och lampligt, bor utrustning avsedd att dela upp provet i ungefir lika stora delar anvindas for
beredning av reducerade prover pd ett representativt sitt.

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj
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5. KVANTITATIVA KRAV FOR ANTALET DELPROVER

— De kvantitativa kraven i punkterna 5.1 och 5.2 for antalet delprover ir tillimpliga pd provtagna mangder pa
hogst 500 ton som kan provtas pé ett representativt sitt. Det beskrivna provtagningsforfarandet giller dven
storre kvantiteter 4n den foreskrivna storsta provtagna mangden, under forutsittning att det hogsta antalet
delprover som anges i tabellerna i punkterna 5.1.1, 5.1.3 och 5.1.5 limnas utan avseende och antalet
delprover bestims utifrén den kvadratrotsformel som anges i den relevanta delen av forfarandet (se punkt 5.3)
och minsta storleken pa samlingsprovet 6kas proportionellt. Detta forhindrar inte att ett storre parti delas upp i
mindre delpartier och att varje delparti provtas i enlighet med det forfarande som beskrivs i punkterna 5.1
och 5.2.

— Den provtagna mangden ska vara av sddan storlek att var och en av dess bestdndsdelar kan provtas.

— For mycket stora partier eller delpartier (> 500 ton) och for partier som transporteras eller lagras pd sddant sitt
att provtagning inte kan ske enligt det provtagningsforfarande som anges i punkterna 5.1 och 5.2 ska det
provtagningsforfarande som anges i punkt 5.3 anvindas.

— Nir det giller distansforsiljningsprover kinner den behoriga myndigheten oftast inte till storleken pé det parti
fran vilket mangden begirs. Sdledes kan forfarandet i punkterna 5.1 och 5.2 inte anvdndas. I det fallet ska
forfarandet i punkt 11 anvindas.

— Om en foderforetagare enligt lag idr skyldig att folja denna forordning inom ramen for ett obligatoriskt
overvakningssystem, fir foderforetagaren avvika fran de kvantitativa krav som foreskrivs i denna punkt for att
ta hinsyn till operativa egenskaper, forutsatt att foderforetagaren pd ett tillfredsstillande sitt har visat for den
behoriga myndigheten att provtagningsforfarandet dr likvirdigt i friga om representativitet och efter

godkdnnande av den behoriga myndigheten.

— Om det inte dr mojligt att anvdnda den angivna provtagningsmetoden vad giller de kvantitativa kraven
beroende pé oacceptabla kommersiella skador pd partiet (pd grund av forpackningstyper, transportmedel,
lagring osv.) kan i undantagsfall en alternativ provtagningsmetod anvindas, forutsatt att den ger sd
representativa resultat som majligt och att den beskrivs och dokumenteras i sin helhet.

5.1 Kvantitativa krav for delprover vid kontroll av imnen eller produkter som ir jimnt fordelade i fodret

5.1.1  Fast foder i lgs vikt

Storlek pd provtagen mangd Minsta antal delprover
< 2,5ton 7
> 2,5 ton V(20 génger det antal ton som utgor provtagen mingd) (*) , upp till
40 delprover

(*) Om det erhéllna antalet inte 4r ett heltal ska det avrundas uppat till ndrmaste heltal.

5.1.2  Lost flytande foder

Storlek pd provtagen mangd Minsta antal delprover
< 2,5 ton eller < 2 500 liter 4"
> 2,5 ton eller > 2 500 liter 7 (%)

(*) Om det inte 4r mojligt att gora vitskan homogen mdste antalet delprover okas.
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5.2

Forpackat foder

Foder (fast och flytande) kan forpackas i pésar, sickar, burkar, tunnor osv. som i foljande tabell anges som enheter.
Stora enheter (> 500 kg eller liter) ska provtas i enlighet med bestimmelserna for 16st foder (se punkterna 5.1.1
och 5.1.2).

Storlek pd provtagen mingd Minsta antal enheter frdn vilka (minst) ett delprov ska tas (*)
1-20 enheter 1 enhet (**)
21-150 enheter 3 enheter (**)
151-400 enheter 5 enheter (**)
> 400 enheter V4 av \(det antal enheter som utgor provtagen mingd) (**¥), upp till
40 enheter

(*)  Om oppnande av en enhet kan paverka analysen (t.ex. blotfoder som latt fordirvas) ska ett delprov utgoras av den
oOppnade enheten.

(**)  For enheter med ett innehdll pd hogst 1 kg eller 1 liter ska ett delprov utgoras av innehéllet i den ursprungliga enheten.

(***) Om det erhéllna antalet inte dr ett heltal ska det avrundas uppét till nirmaste heltal.

Foderblock och saltstenar

Prover ska tas pd minst ett block eller en sten per provtagen mingd om 25 enheter, som mest fyra block eller
stenar.

For block eller stenar pd hogst 1 kg/styck ska ett delprov utgoras av ett block eller en sten.

Grovfoder/vallfoder
Storlek pd provtagen mangd Minsta antal delprover (¥)
< 5ton 5
> 5 ton V(5 ganger det antal ton som utgor provtagen mangd) (**), upp till
40 delprover

(*) Faktum 4r att i vissa situationer (t.ex. betriffande ensilage) dr det inte majligt att ta de delprover som kravs utan att orsaka
oacceptabel skada pd partiet. En alternativ provtagningsmetod fir anvindas i sidana situationer och en vigledning for
provtagning av sddana partier finns pd https://food.ec.europa.eu/system/files/2016-10/animal-feed-guidance_do
cuments_691_2013_en.pdf.

(**) Om det erhallna antalet inte 4r ett heltal ska det avrundas uppat till ndrmaste heltal.

Kvantitativa krav for delprover vid kontroll av bestindsdelar eller imnen som troligen ir ojimnt

fordelade i foder
Dessa kvantitativa krav for delprover ska anvindas i foljande situationer:
— Kontroll av aflatoxiner, mjoldryga, andra mykotoxiner och skadliga botaniska orenheter i foderrévaror.

— Kontroll av korskontaminering med en bestindsdel, inbegripet genetiskt modifierade material, eller ett dmne
for vilket en ojamn fordelning forvantas i foder.

Om tillsynsmyndigheten har en stark misstanke om att det finns en sddan ojamn fordelning dven vid korskonta-
minering med en bestdndsdel eller ett amne i en foderblandning kan de kvantitativa kraven enligt foljande tabell
tillimpas.

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj
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Storlek pd provtagen mingd Minsta antal delprover
< 80 ton Se de kvantitativa kraven i punkt 5.1. Antalet delprover som ska tas
ska multipliceras med 2,5
> 80 ton 100
5.3 Kvantitativa krav for delprover vid mycket stora partier

Nir det giller stora provtagna méangder (provtagna méingder > 500 ton) 4r antalet delprover som ska tas = 40
delprover + Vton vid kontroll av zmnen eller produkter som 4r jamnt fordelade i fodret eller 100 delprover + Vton
vid kontroll av bestdndsdelar eller amnen som troligen ar ojimnt fordelade i foder.

6. KVANTITATIVA KRAV FOR SAMLINGSPROV

Det krivs ett samlingsprov per provtagen mangd.

Typ av foder

Minsta storlek p& samlingsprov (*) (**)

6.1 Lost foder 4 kg

6.2 Forpackat foder 4 kg ()

6.3 Flytande eller halvflytande foder 4 liter

6.4 Foderblock eller saltstenar

6.4.1 med en vikt pd mer dn 1 kg/styck 4kg

6.4.2 med en vikt pd hogst 1 kg/styck Vikten av fyra block eller stenar i ursprunglig
storlek

6.5 Grovfoder/vallfoder 4 kg (%)

(***)

Om det provtagna fodret har ett hogt virde kan en mindre mingd samlingsprov tas, forutsatt att detta beskrivs och

dokumenteras i provtagningsrapporten.

Enligt bestimmelserna i kommissionens férordning (EU) nr 619/2011 av den 24 juni 2011 om provtagnings- och
analysmetoder for offentlig kontroll av foder vad giller forekomst av genetiskt modifierat material dir godkinnandefor-
farandet fortfarande pagér eller godkdnnandet har upphort att gilla (EUT L 166, 25.6.2011, s. 9) ska samlingsprovet for
kontroll av forekomst av genetiskt modifierat material innehélla minst 35 000 korn/utsade. Detta innebar for majs att
storleken pd samlingsprovet ska vara minst 10,5 kg och f6r sojabonor 7 kg. For andra utsidden och spannmél som korn,
hirs, havre, ris, rdg, vete och raps, motsvarar samlingsprovets storlek pa 4 kg mer dn 35 000 korn/utside.

[ friga om forpackat foder dr det mojligt att storleken pé 4 kg for samlingsprovet inte kan uppnds beroende pa de

enskilda enheternas storlek.

(****)  Om det dr fraga om grovfoder eller vallfoder med 1ag densitet (t.ex. ho och halm) bor samlingsprovet vara minst 1 kg.

7. KVANTITATIVA KRAV FOR SLUTLIGA PROVER

Slutliga prover

Minst ett slutligt prov ska analyseras. Det slutliga prov som analyseras ska vara av minst foljande mingd:
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8.1

8.2

8.2.1

Fast foder 500 g (*) (**) (***) (****)

Flytande eller halvflytande foder 500 ml (*)

() Enligt bestimmelserna i forordning (EU) nr 619/2011 ska det slutliga provet for kontroll av forekomst av genetiskt
modifierat material innehélla minst 10 000 korn/utsdde. Detta innebir att storleken pd det slutliga provet ska vara minst
3 000 g for majs och 2 000 g for sojabonor. For andra utsidden och spannmadl som korn, hirs, havre, ris, rdg, vete och
raps, motsvarar det slutliga provets storlek pa 500 g mer 4n 10 000 korn/utside.

() Om samlingsprovet ir betydligt mindre 4n 4 kg eller liter (se fotnoterna under punkt 6) kan ocksé en mindre méngd av
det slutliga provet tas, forutsatt att detta beskrivs och dokumenteras i provtagningsrapporten.

(***)  Vid provtagning av baljvixter, spannmal och tradnétter for bestimning av bekdmpningsmedelsrester ska den minsta
storleken pé det slutliga provet vara 1 kg enligt bestimmelserna i kommissionens direktiv 2002/63/EG av den 11 juli
2002 om faststdllande av gemenskapens provtagningsmetoder for den offentliga kontrollen av bekdampningsmedelsrester
i och pa produkter av vegetabiliskt och animaliskt ursprung och om upphavande av direktiv 79/700/EEG (EGT L 187,
16.7.2002, s. 30).

(***)  Vid undersokning genom okuldrbesiktning eller genom mikroskopi ska det slutliga provet for undersokning viga 1 kg.

PROVTAGNINGSMETOD FOR MYCKET STORA PARTIER ELLER PARTIER SOM LAGRAS OCH TRANSPORTERAS PA ETT
SATT SOM INNEBAR ATT PROVTAGNING PA HELA PARTIET AR OMOJLIG

Allminna principer

Om det inte 4r mojligt att ta delprover pa hela partiet pd grund av det sitt som partiet transporteras eller lagras bor
provtagning pd sddana partier helst ske nir partiet ar i flode.

For stora lagerlokaler avsedda for lagring av foder bor foretagarna uppmuntras att installera utrustning i
lagerlokalen som mojliggor (automatisk) provtagning pd hela det lagrade partiet.

Om man anvinder de provtagningsférfaranden som anges i denna punkt ska foderforetagaren eller dennes
foretradare informeras om provtagningsforfarandet. Om detta provtagningsforfarande ifrigasitts av
foderforetagaren eller dennes foretrddare ska foderforetagaren eller dennes foretridare ge den behoriga
myndigheten méjlighet att provta hela partiet pa foretagarens bekostnad.

Stora partier som transporteras med fartyg

Dynamisk provtagning pd stora partier som transporteras med fartyg
Provtagning pa stora partier pa fartyg ska helst ske nir produkten ir i flode, dvs. dynamisk provtagning.

Provtagningen ska goras per lastrum (enhet som kan atskiljas fysiskt). Lastrum toms dock delvis det ena efter det
andra, vilket innebar att det ursprungliga fysiska atskiljandet inte lingre foreligger efter att lasten overforts till
lagringsanldggningar. Provtagningen kan dirfor utforas antingen baserat pd det ursprungliga fysiska atskiljandet
eller baserat pé atskiljande efter overforing till lagringsanldggningarna.

Lossningen av ett fartyg kan pdga i flera dagar. Normalt ska provtagning ske med jamna mellanrum under hela
lossningen. Det dr dock inte alltid mojligt eller lampligt att en officiell inspektor dr ndrvarande for provtagning
under hela lossningen. Darfor r det tillatet att provta en del (provtagen mangd) av hela partiet. Antalet delprover
faststalls med hinsyn till storleken pé den provtagna méingden.

Om provtagning utfors pd en del av ett foderparti som ingdr i samma kategori eller varuslag, och det har
konstaterats att den delen av partiet inte uppfyller EU-kraven, ska man anta att inget foder i detta parti uppfyller
kraven, utom om man efter en utforlig bedomning kan konstatera att det inte finns ndgra beldgg for att resten av
partiet inte uppfyller EU-kraven.

Aven om det officiella provet tas automatiskt méiste en inspektdér vara nidrvarande. Om den automatiska
provtagningen utfors med forinstillda parametrar som inte kan dndras under provtagningen och delproverna
samlas i ett forseglat kirl, varigenom eventuella bedrigerier forhindras, krdvs det enbart att en inspektor dr
ndrvarande i borjan av provtagningen, varje gdng provkirlet behover bytas och i slutet av provtagningen.
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8.2.2  Provtagning pd partier som transporteras med fartyg genom stationdr provtagning

Om provtagningen utfors stationirt ska man tillimpa samma forfarande som foreskrivs for lagringsanldggningar
(silor) som kan nds ovanifran (se punkt 8.4.1).

Provtagningen ska utforas pd den (ovanifrdn) dtkomliga delen av partiet/lastrummet. Antalet delprover faststills
med hinsyn till storleken pd den provtagna mingden. Om provtagning utfors pd en del av ett foderparti som
ingdr i samma kategori eller varuslag, och det har konstaterats att den delen av partiet inte uppfyller EU-kraven,
ska man anta att inget foder i detta parti uppfyller kraven, utom om man efter en utforlig bedémning kan
konstatera att det inte finns nigra beldgg for att resten av partiet inte uppfyller EU-kraven.

8.3 Provtagning pd stora partier som lagras i lagerlokaler

Provtagningen ska utforas pd den dtkomliga delen av partiet. Antalet delprover faststills med hénsyn till storleken
pa den provtagna miangden. Om provtagning utfors pd en del av ett foderparti som ingdr i samma kategori eller
varuslag, och det har konstaterats att den delen av partiet inte uppfyller EU-kraven, ska man anta att inget foder i
detta parti uppfyller kraven, utom om man efter en utforlig bedomning kan konstatera att det inte finns ndgra
beldgg for att resten av partiet inte uppfyller EU-kraven.

8.4 Provtagning pa lagringsanliggningar (silor)

8.4.1  Provtagning pd silor som (litt) kan nds ovanifran

Provtagningen ska utforas pd den dtkomliga delen av partiet. Antalet delprover faststills med hinsyn till storleken
pa den provtagna mangden. Om provtagning utfors pa en del av ett foderparti som ingdr i samma kategori eller
varuslag, och det har konstaterats att den delen av partiet inte uppfyller EU-kraven, ska man anta att inget foder i
detta parti uppfyller kraven, utom om man efter en utforlig beddomning kan konstatera att det inte finns ndgra
beldgg for att resten av partiet inte uppfyller EU-kraven.

8.4.2  Provtagning pd silor som inte kan nds ovanifrdn (slutna silor)

8.4.2.1 Silor som inte kan nds ovanifrdn (slutna silor) i storleken > 100 ton

Foder som lagras i sddana silor kan inte provtas stationart. Nar fodret i silon maste provtas och det inte finns nigon
mojlighet att flytta sindningen ska det dirfor avtalas med foretagaren att denne ska informera inspektéren om nér
silon kommer att tommas for att mojliggora provtagning pa fodret nir det ar i flode.

8.4.2.2 Silor som inte kan nds ovanifrdn (slutna silor) i storleken < 100 ton

Provtagningsforfarandet innebdr att 50-100 kg overfors till ett kirl och att provet tas fran detta. Storleken pa
samlingsprovet 6verensstimmer med hela partiet och antalet delprover stér i relation till den mangd i silon som
overforts till ett kirl f6r provtagning. Om provtagning utfors pd en del av ett foderparti som ingdr i samma
kategori eller varuslag, och det har konstaterats att den delen av partiet inte uppfyller EU-kraven, ska man anta att
inget foder i detta parti uppfyller kraven, utom om man efter en utforlig bedomning kan konstatera att det inte
finns ndgra beldgg for att resten av partiet inte uppfyller EU-kraven.

8.5 Provtagning pa 16st foder i stora slutna behéllare

Sédana partier kan ofta enbart provtas nir de lossas. Det ar i vissa fall omojligt att lossa vid importstallet eller
kontrollstationen och darfor bor provtagningen ske nér sddana behéllare lossas.

9. ANVISNINGAR FOR PROVTAGNING, PROVBEREDNING OCH FORPACKNING AV PROVER

9.1 Allmiint

Proverna ska tas och beredas utan onodigt dr6jsmal med beaktande av de forsiktighetsdtgarder som krévs for att
produkten varken ska fordndras eller kontamineras. Instrument, ytor och behéllare som kommer i kontakt med
proverna ska vara rena och torra.
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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

Delprover
Delprover ska tas slumpvis och vara jimnt fordelade i hela den provtagna mingden och ha ungefir samma storlek.
Delprovets storlek ska vara minst 100 gram eller for grovfoder eller vallfoder med 13g densitet 25 gram.

Om fdrre 4n 40 delprover ska tas enligt bestimmelserna om provtagningsforfarande i punkt 8 ska delprovernas
storlek faststallas i forhallande till den storlek som kravs for samlingsprovet (se punkt 6).

Om sma partier av forpackat foder provtas, dir det enligt de kvantitativa kraven ska tas ett begrinsat antal
delprover, ska ett delprov utgéras av innehdllet i en ursprunglig enhet med ett innehall pa hogst 1 kg eller 1 liter.

Om forpackat foder provtas som bestdr av smd enheter (t.ex. < 250 g) beror delprovets storlek pa enhetens storlek.

Nar det giller distansforsaljningsprover beror delprovets storlek pa enhetens storlek, och delprovet far i enskilda
fall 4ven innehalla mindre 4n 100 g eller 100 ml.

Lost foder

Provtagningen kan, om sd dr lampligt, goras medan den provtagna mingden ar i rorelse (vid lastning eller
lossning).

Forpackat foder

Nar det antal enheter som krévs for provtagning enligt punkt 5 har valts ut ska en del av innehallet i varje enhet tas
ut med spjut eller skyffel. Vid behov tas proverna efter det att enheterna har tomts separat.

Flytande eller halvflytande foder som ar homogent eller kan homogeniseras

Nar det antal enheter som krévs for provtagning enligt punkt 5 har valts ut ska innehéllet vid behov homogeniseras
och en mingd tas fran varje enhet.

Delproverna fér tas nér innehéllet lossas.

Flytande eller halvflytande foder som inte kan homogeniseras
Nir det antal enheter som krévs for provtagning enligt punkt 5 har valts ut ska prover tas fran olika nivaer.
Proverna far ocksa tas nir innehdllet lossas, men de forsta fraktionerna ska da kastas.

I bada fallen ska den totala volymen vara minst tio liter.

Foderblock och saltstenar
Nar det antal block eller stenar som krivs for provtagning enligt punkt 5 har valts ut fir en del av varje block eller
sten tas. Om det finns en misstanke om att ett block eller en sten inte 4r homogen far hela blocket eller stenen tas

som prov.

For block eller stenar pd hogst 1 kg/styck ska ett delprov utgoras av ett block eller en sten.

Beredning av samlingsprover

Delproverna ska blandas till ett enda samlingsprov.

Beredning av slutliga prover

Materialet i samlingsprovet ska blandas noggrant (3).

() Eventuella klumpar ska brytas upp (om sd dr nodvandigt genom att de sirskiljs fran provet och sedan aterfors till detta).

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj
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Varje prov ska placeras i en lamplig behéllare/ett limpligt kirl. Alla nodvandiga forsiktighetsatgarder ska vidtas for
att undvika att provets sammansattning forandras eller att provet kontamineras eller forfalskas under transport och
lagring.

9.4.1  Jamnt fordelade dmnen

Vid kontroll av bestindsdelar eller dmnen som ir jimnt fordelade i fodret, fir samlingsprovet reduceras
representativt till minst 2,0 kg eller 2,0 liter (reducerat prov) (), helst med mekanisk eller automatisk delare. Vid
kontroll av forekomsten av bekdmpningsmedelsrester i drtvixter, sideskorn och tridnotter ska det reducerade
provet vara minst 3 kg. Om fodrets beskaffenhet inte medger anvindning av delare eller delaren inte ér tillganglig,
far provet reduceras med kvarteringsmetoden.

Fran samlingsprovet eller de reducerade proverna ska de slutliga proverna (for kontroll, overklagande och moéjligen
referens) dérefter tas och ha ungefir samma storlek samt Gverensstimma med de kvantitativa kraven i punkt 7.

9.4.2  Ojamnt fordelade gmnen

Vid kontroll av bestdndsdelar, inklusive genetiskt modifierade material, eller 4mnen som troligen 4r ojamnt
fordelade i foder ska samlingsprovet vara

i) helt homogeniserat; frdn det homogeniserade samlingsprovet ska de slutliga proverna (for kontroll,
overklagande och mojligen referens) direfter tas och ha ungefar samma storlek samt 6verensstimma med de
kvantitativa kraven i punkt 7, eller

i) reducerat till minst 2 kg eller 2 liter () med mekanisk eller automatisk delare. Endast om fodrets beskaffenhet
inte medger anvindning av delare fir provet vid behov reduceras med kvarteringsmetoden. For kontroll av
forekomst av genetiskt modifierat material enligt forordning (EU) nr 619/2011 ska det reducerade provet
innehélla minst 35000 korn/utside for att gora det mojligt att erhdlla de slutliga proverna for tillsyn,
overklagande och méjligen referens pa minst 10 000 korn/utsidde (se fotnot ** i punkt 6 och fotnot * i punkt 7).

Frin det reducerade provet ska de slutliga proverna direfter tas och ha ungefir samma storlek samt
overensstimma med de kvantitativa kraven i punkt 7.

9.5 Forpackning av prover

Behdllarna eller forpackningarna ska forseglas och mirkas pd sddant sitt att de inte kan Oppnas utan att
forseglingen skadas. Hela markningen ska ingd i forseglingen. Alternativt kan provet placeras i ett kirl som kan
tillslutas pd ett sddant sitt att det inte kan Oppnas utan att kirlet eller behallaren odterkalleligt skadas, och
dteranvandning av karlet eller behéllaren darigenom undviks.

9.6 Sindning av prover till laboratoriet

Provet ska utan onodigt drojsmaél sindas till det utsedda analyslaboratoriet tillsammans med den information som
den som utfor analysen behéver.

10. PROVTAGNINGSPROTOKOLL
For varje prov ska ett protokoll upprittas sd att varje provtagen mingd och dess storlek entydigt kan identifieras.
I protokollet ska ocksd anges varje avvikelse fran det provtagningsforfarande som foreskrivs i denna férordning.

Forutom att protokollet ska hallas tillgingligt for det officiella kontrollaboratoriet, ska det hallas tillgingligt for
foderforetagaren och/eller det laboratorium som utsetts av foderforetagaren.

() Utom i friga om grovfoder eller vallfoder med ldg densitet.
(*) Utom i frdga om grovfoder eller vallfoder med ldg densitet.
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11. DISTANSFORSALJNINGSPROV

Nar det galler ett distansforsiljningsprov ska fodret begiras fran foderforetagaren med hjilp av distanskommu-
nikation. Nir den behoriga myndigheten begir foder pé det sittet behover den inte visa upp nigon officiell
identitetshandling for foderforetagaren, och myndigheten kan verka under annan identitet.

Distansforsiljningsprovets samlingsprov och slutliga prover maste tas av personer behoriga for detta andamal
omedelbart efter mottagandet av sindningen. For att {4 fram samlingsprovet ska ett lampligt antal delprover
tas slumpmissigt och jamnt fordelat frin den erhdllna totala mingden och direfter blandas/homogeniseras
noggrant, sd lingt det dr mojligt i enlighet med principerna i punkterna 5, 9.2 och 9.3. Om fodret ar
forpackat i enskilda enheter ska minst ett delprov tas fran minst fyra erhdllna enheter. Om det fran fall till fall
visas att de erhdllna enheterna kommer frdn olika partier ska antalet enheter som provtas minskas och enbart
omfatta de enheter som kommer fran samma parti. Om distansforsiljningsprovet analyseras for bestdndsdelar
eller amnen som ér ojamnt fordelade i fodret ska antalet delprover vara minst 2,5 ganger hogre 4n for prover
som analyseras for dmnen som dr jamnt fordelade i fodret.

Fran samlingsprovet ska motsvarande slutliga prover (for tillsyn, overklagande och mojligen referens) darefter
tas sd lingt det 4r mojligt i enlighet med principerna i punkt 9.4, och i provtagningsprotokollet anges att
provet ar ett distansforsdljningsprov. Den behériga myndigheten underrittar omedelbart foderforetagaren om
provtagningen. Foderforetagaren underrittas ocksd om att ett prov (for overklagande) om mojligt halls
tillgdngligt av den behoriga myndigheten pd en angiven plats for overklagandeandamal eller skickas till
foderforetagaren eller det laboratorium som utsetts av foderforetagaren i enlighet med gillande nationella
bestimmelser.

Om provet skickas direkt till det officiella laboratoriet ska det slutliga provet beredas och forseglas i laboratoriet
av personer som bemyndigats for detta andamal eller i ndrvaro av sddana personer. Nir de slutliga proverna har
tagits ska distansforsiljningsprovets provtagningsprotokoll omedelbart skickas till den behoriga myndigheten,
som underrittar foderforetagaren om provtagningen.

Den mingd som foderforetagaren levererar till den behoriga myndigheten anses utgora en del av ett foderparti
i samma kategori eller varuslag. Om det har konstaterats att den delen av partiet inte uppfyller EU-kraven ska
man, i enlighet med artikel 15 i Europaparlamentets och rddets forordning (EG) nr 178/2002 (), dven for
distansforsiljningsprover anta att inget foder i detta parti uppfyller kraven, utom om man efter en utforlig
bedémning (genom inspektion pé plats om sd 4r lampligt) kan konstatera att det inte finns nigra beldgg for att
resten av partiet inte uppfyller EU-kraven.”

() Europaparlamentets och radets férordning (EG) nr 1782002 av den 28 januari 2002 om allméinna principer och krav for livsmedels-
lagstiftning, om inréttande av Europeiska myndigheten for livsmedelssikerhet och om forfaranden i frigor som giller livsmedels-
sikerhet (EGT L 31, 1.2.2002, s. 1).
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BILAGA II

"BILAGA II
ALLMANNA BESTAMMELSER OM ANALYSMETODER FOR FODER
A. BEREDNING AV PROVER FOR ANALYS

1.  Syfte

De forfaranden som beskrivs i denna bilaga giller beredning for analys av prover som skickats till kontrollabora-
torierna efter provtagning i enlighet med bilaga I.

Laboratorieproverna ska beredas sa att den uppvigda mangden enligt analysmetoden 4r homogen och representativ
for de slutliga proverna.

Utover de forfaranden som beskrivs i denna bilaga ska riktlinjerna for provberedning enligt EN ISO 6498 foljas.

2. Forsiktighetsatgirder
Vilket provberedningsforfarande som ska anvindas beror pa analysmetoden och de bestdndsdelar eller imnen som
ska kontrolleras. Det dr darfor viktigt att provberedningsforfarandet limpar sig for den analysmetod som anvinds
och for de bestandsdelar eller imnen som ska kontrolleras.

Alla nédvindiga moment ska utforas pd ett sddant sitt att man i gorligaste man undviker att provet kontamineras
eller att dess sammansittning dndras.

Malning, blandning och siktning bor goras utan drojsmaél sd att provet i minsta mojliga utstrackning utsitts for luft
och ljus. Kvarnar som avsevirt kan hetta upp provet ska inte anvindas.

Malning for hand rekommenderas for foder som ar sérskilt kdnsligt for virme. Man bor ocksé se till att utrustningen i
sig inte 4r en kalla till kontaminering.

Homogenisering av provet genom véatmalning for att fa en slurry har i vissa fall visat sig ge mer homogena delprover
an torr homogenisering/malning, sirskilt nar det giller ojimnt fordelade kemiska dmnen. Homogenisering genom
tillracklig torrmalning kan ocksd ge homogena delurval.

[ vissa fall, t.ex. vid bestimning av mjoldryga, skadliga botaniska orenheter osv., kan provet inte homogeniseras
genom malning utan genom att provet blandas tillrickligt.

Om provet inte kan beredas utan betydande forindringar av dess vattenhalt ska vattenhalten fore och efter
beredningen bestimmas med den metod som anges i del A i bilaga IIL

3. Forfarande

3.1 Allmant forfarande

En alikvot tas frdn det slutliga homogeniserade provet. Koning och kvartering rekommenderas inte eftersom det kan
ge alikvoter med storre neddelningsfel.

3.1.1 Foder som kan malas i befintligt tillstind

— Blanda det slutliga provet och placera det i en lamplig ren, torr behallare med lufttdt forslutning. For att garantera
fullstaindig homogenisering blandas provet igen omedelbart innan den alikvot som ska analyseras vigs upp.

3.1.2 Foder som kan malas efter torkning

— Om inget annat anges for analysmetoden torkas det slutliga provet till en vattenhalt pd 8-12 %, enligt det
forfarande for forberedande torkning som gors vid bestimning av vattenhalt och som anges i del A punkt 4.3 i
bilaga III. Fortsitt sedan enligt punkt 3.1.1.
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3.1.3

3.2

Flytande eller halvflytande foder

— Placera det slutliga provet i en limplig ren, torr behdllare med lufttit forslutning. For att garantera fullstindig
homogenisering blandas provet noggrant omedelbart innan den alikvot som ska analyseras vigs upp.

Ovriga foder

— Slutliga prover som inte kan beredas enligt ndgon av de foregdende forfarandena ska behandlas med négot annat
forfarande som garanterar att de alikvoter som vidgs upp for analys dr homogena och representativa for de slutliga
proverna.

Sdrskilt forfarande vid undersikning genom okuldrbesiktning eller genom mikroskopi eller om hela samlingsprovet
homogeniserats

— Vid en undersokning genom okuldrbesiktning (utan att anvinda mikroskop) anvinds hela samlingsprovet eller
hela det slutliga provet for undersokningen.

— Vid undersokning i mikroskop far laboratoriet reducera samlingsprovet eller ytterligare reducera det reducerade
provet. De slutliga proverna for 6verklagandeindamadl och mojligen referensindamal tas enligt ett forfarande
som motsvarar forfarandet for det slutliga provet for tillsyn.

— Om hela samlingsprovet homogeniserats ska de slutliga proverna tas frin det homogeniserade samlingsprovet.

— For bestimning av mj6ldryga och skadliga botaniska orenheter ska det slutliga provet delas upp i tvé lika stora
delurval pé cirka 500 gram. Ett delurval undersoks. Om resultatet frin delurvalen ér lika med eller under 50 %
(analytisk grins) av gransvirdet Overensstimmer urvalet med grinsvirdet. Om resultatet ligger 6ver 50 % av
gransvirdet ska ytterligare ett delurval undersokas och medelvirdet av resultaten frén de tvd delurvalen
anvindas for att kontrollera 6verensstimmelsen med gransvardet.

Provforvaring

Prover ska forvaras vid en temperatur som inte paverkar deras sammansittning. Prover avsedda for analys av
vitaminer eller dmnen som &r sirskilt ljuskinsliga ska forvaras under sidana forhéllanden att de inte péverkas
negativt av ljus.

B. BESTAMMELSER OM REAGENS OCH UTRUSTNING FOR ANALYS

Om inget annat anges for analysmetoden ska alla reagens vara analysrena (p.a.). Vid sparanalys ska reagensens renhet
kontrolleras mot ett blankprov. Beroende pa resultatet kan det kravas ytterligare rening av reagensen.

Om det i analysmetoden inte anges vilken typ av [6snings- eller spidningsmedel som ska anvindas for beredning av
16sningar, spadning, skoljning eller tvittning ska vatten anvindas. I allménhet ska vattnet vara demineraliserat eller
destillerat. I sdrskilda fall, som anges for analysmetoden, ska vattnet behandlas med sérskilda reningsmetoder.

Eftersom viss utrustning normalt sett forekommer pa kontrollaboratorier, ndmns i analysmetoden endast instrument
och utrustning som ar speciella eller som ska anvindas pa ett speciellt sitt. Instrument och utrustning ska vara rena,
sarskilt nar mycket smd méngder ska bestdimmas.

C. VAL AV ANALYSMETOD OCH REDOVISNING AV RESULTAT

Extraktion

For flera analysmetoder anges en specifik extraktionsmetod. I allminhet kan andra extraktionsmetoder 4n den som
anges i metodbeskrivningen anvindas om det har visats att den anvdnda extraktionsmetoden har likvirdig
extraktionseffektivitet for den analyserade matrisen som den metod som anges for analysmetoden.

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

For flera analysmetoder anges en specifik uppreningsmetod. I allminhet kan andra uppreningsmetoder dn den som
anges i metodbeskrivningen anvindas om det har visats att den anvinda uppreningsmetoden ger likvirdiga
analysresultat for den analyserade matrisen som den metod som anges for analysmetoden.

3. Antal bestimningar

Vid analys av frimmande dmnen giller att om resultatet frin den forsta bestimningen dr betydligt (> 50 %) lagre dn
den specifikation som ska kontrolleras sd behovs ingen ytterligare bestimning, forutsatt att limpliga kvalitetsfor-
faranden anvinds. Annars beh6vs tva analyser (en andra bestimning) for att utesluta en mojlig intern korskonta-
minering eller oavsiktlig hopblandning av prover. Medelvirdet av de tvd bestimningarna anvinds for ytterligare
bedomning.

Vid kontroll av hogsta eller lidgsta halter av fodertillsatser giller att om resultatet frn den forsta bestdimningen ar 6ver
den ldgsta halten eller under den hogsta halten s& beh6vs ingen ytterligare bestimning, forutsatt att limpliga
kvalitetsforfaranden anviands. Annars behovs tva analyser (en andra bestimning) for att utesluta en mojlig intern
korskontaminering eller oavsiktlig hopblandning av prover. Medelvirdet av de tvd bestimningarna anvinds for
ytterligare bedomning.

Vid kontroll av det deklarerade innehéllet av ett dmne eller en ingrediens giller att om resultatet frin den forsta
bestdimningen bekriftar det deklarerade innehéllet, dvs. analysresultatet ligger inom det deklarerade innehéllets
acceptabla variationsintervall, behovs ingen ytterligare bestimning, forutsatt att limpliga kvalitetsforfaranden
anvinds. Annars behovs tvéd analyser (en andra bestdimning) for att utesluta en mojlig intern korskontaminering eller
oavsiktlig hopblandning av prover. Medelvirdet av de tvd bestimningarna anvinds for ytterligare bedémning (det
genomsnittliga analysresultatet ligger inom eller utom det deklarerade innehéllets acceptabla variationsintervall).

I en del fall anges detta acceptabla variationsintervall i lagstiftningen sésom i forordning (EG) nr 767/2009 och i
Europaparlamentets och ridets forordning (EU) 2019/4 ().

4. Rapportering av analysmetod som anvints

[ analysrapporten ska anges vilken analysmetod som anvints.

5. Rapportering av analysresultat

Analysresultatet ska uttryckas med lampligt antal signifikanta siffror pd det sitt som anges i analysmetoden och ska
vid behov korrigeras for vattenhalten i det slutliga provet fore beredning.

De flesta foreskrivna halter (t.ex. hogsta eller ldgsta halt) i EU:s foderlagstiftning faststills for foder med en vattenhalt
pad 12 %. For att man i dessa fall ska kunna bedoma det analysresultat som uppmitts i provet i forhallande till den
foreskrivna halten mdste analysresultatet forst divideras med provets torrsubstanshalt (i procent) multiplicerat med
88 enligt formeln

88 X Rana

-~
I

100 - Mc
dir
Mc: provets vattenhalt (i procent), och 100 — Mc séledes motsvarar provets torrsubstanshalt (i procent),
Rons: analysresultat uppmitt i provet,
Ris o resultat for ett foder med en vattenhalt pd 12 %, som ska bedomas mot den foreskrivna halten.

(") Europaparlamentets och rédets forordning (EU) 2019/4 av den 11 december 2018 om tillverkning, utslippande pd marknaden,
anvindning av foder som innehaller lakemedel, om dndring av Europaparlamentets och radets férordning (EG) nr 183/2005 och om
upphavande av rddets direktiv 90/167/EEG (EUT L 4, 7.1.2019, s. 1).
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Darutover, om

— analysresultatet dr betydligt (> 50 %) lagre eller hogre dn den mdrkningsinformation/specifikation som ska
kontrolleras (beroende p& om mirkningsinformationen/specifikationen ar en hogsta eller lagsta halt),

— vattenhalten i det provtagna fodret ar kind och det kan faststillas att korrigeringen av vattenhalten inte dndrar
bedomningen,

kan korrigeringen for vattenhalten uteldimnas (t.ex. om det inte finns ndgon specifikation eller ndgon foreskriven
halt) under forutsittning att lampliga kvalitetsforfaranden tillimpas och analysen endast syftar till att kontrollera
efterlevnaden av rittsliga bestimmelser, sdvida inte korrigeringen for vattenhalten 4r nddvindig for tolkningen.

Om analysresultatet korrigeras for vattenhalten ska motsvarande mitosikerhet ocksd korrigeras enligt samma
forfarande.

Vid bestimning av mjoldryga eller skadliga botaniska orenheter genom visuell/mikroskopisk undersokning behovs
ingen korrigering for vattenhalten.

6.  Analytisk mitosikerhet och utbyte vid analys av frimmande dmnen

I friga om frimmande dmnen enligt direktiv 2002/32/EG ska en produkt avsedd som foder inte anses
overensstimma med hogsta tilldtna halt om analysresultatet som ett genomsnitt av tva oberoende bestimningar (for
foder med en vattenhalt pd 12 %) bedoms overskrida hogsta tillitna halt med hinsyn tagen till den utvidgade
analytiska mitosikerheten beridknad med en tickningsfaktor pd 2 vilket ger en konfidensgrad pé ca 95 %, och
korrigeringen for utbytet. For att bedoma Overensstimmelsen anvidnder man sdledes den analyserade halten,
korrigerad for utbyte, minus den utvidgade analytiska matosikerheten. Detta forfarande dr endast tillimpligt i fall
dir analysmetoden gor det mojligt att uppskatta den utvidgade analytiska matosakerheten och korrigeringen for
utbytet (exempelvis kravs det inte vid visuell/mikroskopisk undersokning).

Om analysresultatet for det prov som tagits for 6verklagandeindamal 6verskrider den hogsta tillitna halten (utan
hiansyn till den utvidgade analytiska mitosikerheten) bekriftar detta den bristande Overensstimmelsen med
kontrollprovet i avsaknad av sirskilda nationella bestimmelser om detta.

Analysresultatet ska rapporteras enligt foljande (om analysmetoden gor det mojligt att uppskatta den utvidgade
analytiska matosakerheten):

a) Korrigerat for utbyte, ndr sd ar lampligt och relevant, vilket dd ska anges. Utbytet ska anges sdvida inte korrigering
for systematiskt fel (skillnaden mellan det uppmatta vdrdet och referenskoncentrationen) ingér i forfarandet.
Korrigeringen for utbytet 4r inte n6dvandig om utbytet dr 90-110 %.

b) Som x + U, dir x dr analysresultatet och U den utvidgade analytiska mitosdkerheten beriknad med en
tickningsfaktor pé 2 (3, vilket ger en konfidensgrad pa ca 95 %.

Om analysresultatet ar betydligt (> 50 %) ldgre dn den specifikation som ska kontrolleras, och forutsatt att lampliga
kvalitetsforfaranden tillimpas och att analysen endast syftar till att kontrollera efterlevnaden av rittsliga
bestimmelser, behover utbyte och utvidgad analytisk maétosikerhet inte anges (t.ex. om det inte finns ndgon
specifikation eller nigon foreskriven halt), sdvida inte matosakerheten ar nodvindig for tolkningen.

7. Analytisk mitosikerhet och utbyte vid analys av halten fodertillsatser

For att kontrollera Gverensstimmelse med ldgsta och hogsta halter av fodertillsatser ska forekomsten av en
fodertillsats inte anses uppfylla kraven pé lagsta och hogsta halt om analysresultatet som ett genomsnitt av tvd
oberoende bestimningar (for foder med en vattenhalt pd 12 %) bedoms

() Konfidensintervallet pd 95 % kan uppnas med hjilp av en annan faktor, till exempel t-faktorn.
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— overskrida den hogsta halten med hinsyn tagen till den utvidgade analytiska matosiakerheten och korrigeringen
for utbytet; for att bedoma om kraven uppfylls anvinder man sledes den analyserade halten (dvs. medelvardet
av de tva bestimningarna), korrigerad for utbyte, minus den utvidgade analytiska matosikerheten,

— vara lagre dn den ldgsta halten med hénsyn tagen till den utvidgade analytiska mitosakerheten och korrigeringen
for utbytet. For att bedoma om kraven uppfylls anvinder man saledes den analyserade halten (dvs. medelvirdet
av de tvéd bestimningarna), korrigerad for utbyte, plus den utvidgade analytiska mitosikerheten.

Om analysresultatet for det prov som tagits for 6verklagandeindamal 6verskrider den hogsta tillitna halten (utan
hinsyn till den utvidgade analytiska matosikerheten) bekriftar detta den bristande Gverensstimmelsen med
kontrollprovet i avsaknad av sirskilda nationella bestimmelser om detta.

Analysresultatet ska rapporteras enligt foljande (om analysmetoden gor det mojligt att uppskatta den utvidgade
analytiska matosakerheten):

a) Korrigerat for utbyte, ndr sd ar limpligt och relevant, vilket dd ska anges. Utbytet ska anges sdvida inte korrigering
for systematiskt fel (skillnaden mellan det uppmatta vdrdet och referenskoncentrationen) ingér i forfarandet.
Korrigeringen for utbytet 4r inte noédvandig om utbytet dr 90-110 %.

b) Som x * U, dér x 4r analysresultatet (medelvirdet av de tvd bestimningarna) och U den utvidgade analytiska
mitosikerheten berdknad med en tickningsfaktor pd 2 (%), vilket ger en konfidensgrad pé ca 95 %.”

() Konfidensintervallet pd 95 % kan uppnas med hjilp av en annan faktor, till exempel t-faktorn.
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

()

BILAGA III

"BILAGA Il

ANALYSMETODER FOR KONTROLL AV FODERRAVARORS OCH FODERBLANDNINGARS
SAMMANSATTNING

A. BESTAMNING AV VATTENHALT

Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod bestims vattenhalten i foder. Det bor framhdllas att nar det giller foder som innehéller flyktiga
dmnen, exempelvis organiska syror, bestims ocksd ett betydande antal flyktiga dmnen tillsammans med
vatteninnehallet.

Metoden omfattar inte analys av mjolkprodukter som anvinds som foderrévaror, analys av foderblandningar som
framst bestar av mjolkprodukter, analys av animaliska och vegetabiliska fetter och oljor eller analys av oljevixtfron

och oljehaltiga frukter.

Vattenhalten i oljevéxtfron ska bestimmas med den metod som foreskrivs i EN ISO 665 (Bestimning av vattenhalt
och flyktiga dmnen), varvid det forutsitts att sojabonor maste malas innan vattenhalten bestims.

Princip

Provet torkas pa angivet sitt, alltefter fodrets beskaffenhet. Viktforlusten bestims genom vigning. Nir det géller
fast foder med hog vattenhalt dr det nddvindigt att gora en forberedande torkning.

Utrustning

Kross av ej vattenabsorberande material som ar litt att rengora, mojliggor snabb och jimn krossning utan
ndmnvird virmeutveckling och sé langt mojligt forhindrar kontakt med omgivande luft samt som uppfyller
kraven i punkterna 4.1.1 och 4.1.2 (t.ex. rivkvarnar med variabel malning, vattenkylda kvarnar eller liknande).

Analysvag med en noggrannhet av 1 mg.

Torra behdllare av korrosionsfri metall eller av glas och med lufttdta lock. Arbetsytan ska gora det mojligt att sprida
ut provet till ca 0,3 g/cm?

Elektrisk isotermisk ugn (£ 2 °C) med god ventilation och mojlighet till snabb temperaturreglering ().

Reglerbar elektrisk vakuumugn med oljepump och antingen en anordning for tillforsel av varm, torr luft eller ett
torkmedel (t.ex. kalciumoxid).

Exsickator med tjock perforerad metall- eller porslinsplatta och med ett effektivt torkmedel.

Forfarande

Anm.. De moment som beskrivs i detta avsnitt maste utforas omedelbart efter det att provforpackningarna
oppnats. Minst dubbelprover ska analyseras.

For torkning av spannmal, mjol och grope ska ugnen ha sa hog effekt att den vid en instillning pd 131 °C dter uppnar denna
temperatur pd mindre dn 45 minuter efter det att det maximala antalet prover har placerats i den for att torka samtidigt. Ventilationen
mdste vara sd god att resultatet, efter tvd timmars torkning av sd médnga prover av vanligt vete som ugnen rymmer, skiljer sig frin
resultatet efter fyra timmars torkning med mindre 4n 0,15 %.
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4.1 Beredning

4.1.1 Andra fodertyper 4n de som behandlas i punkterna 4.1.2 och 4.1.3:

Ta minst 50 g av provet. Krossa eller sonderdela vid behov for att géra provet homogent med avseende pa
vattenhalt (se punkt 6).

4.1.2 Spannmal och grépe:

Ta minst 50 g av provet. Mal till partiklar som till minst 50 % passerar genom en sikt med en maskvidd av 0,5 mm
och som ldmnar hogst 10 % éterstod pa en rundmaskig sikt med en maskvidd av 1 mm.

4.1.3 Foder i flytande form eller pastaform samt foder som till stérre delen bestdr av oljor och
fetter:

Vdg med en noggrannhet av 10 mg upp ca 25 g prov. Tillsdtt limplig mangd vattenfri sand som vigts med en
noggrannhet av 10 mg och blanda tills en homogen massa erhalls.

4.2 Torkning

Torka en behéllare (punkt 3.3) med lock i ugnen instilld pd 103 °C i 30 min *+ 1 min. Ta ut behallaren ur ugnen
och 14t den svalna till rumstemperatur i exsickatorn (punkt 3.6).

42.1 Andra fodertyper 4n de som behandlas i punkterna 4.2.2 och 4.2.3:

Vig behillaren med lock med en noggrannhet av 1 mg. Vig med en noggrannhet av 1 mg upp ca 5 g prov i den
vigda behdllaren och fordela det jamnt. Sitt in behallaren utan lock i ugnen som forvirmts till 103 °C. Sitt in
behéllaren i ugnen sd snabbt som mojligt sd att ugnstemperaturen inte sjunker alltfor mycket. Lat torka i fyra
timmar riknat frin det att ugnstemperaturen &ter stigit till 103 °C. Oppna ugnen, sitt omedelbart locket pd
behdllaren, ta ut den ur ugnen, 1at den svalna i 30-45 minuter i exsickatorn (punkt 3.6) och vig med en
noggrannhet av 1 mg.

Foder som till storre delen (> 50 %) bestdr av oljor och fetter av animaliskt och vegetabiliskt ursprung torkas i
ugnen i ytterligare 30 minuter vid 103 °C. Skillnaden i vattenhalt mellan de bdda vigningarna far inte Gverskrida
0,1 %.

4.2.2  Spannmdl, mjol och grope:

Vig behéllaren med lock med en noggrannhet av 0,5 mg. Vig med en noggrannhet av 1 mg upp ca 5 g av det
krossade provet i den vigda behallaren och fordela det jamnt. Sitt in behéllaren utan lock i ugnen som forvirmts
till 130 °C. Sitt in behéllaren i ugnen s snabbt som mojligt sé att ugnstemperaturen inte sjunker alltfor mycket.
L4t torka i tvd timmar rdknat frin det att ugnstemperaturen ter stigit till 130 °C. Oppna ugnen, sitt omedelbart
locket pé behallaren, ta ut den ur ugnen, lit den svalna i 30-45 minuter i exsickatorn (punkt 3.6) och vidg med en
noggrannhet av 1 mg.

4.2.3 Foderblandningar som innehdller mer 4n 4 % sackaros eller laktos: foderrdvaror som t.ex.
johannesbrodsfron, hydrolyserade spannmélsprodukter, malt, torkad betsnitsel, losliga
biprodukter fran fisk- eller sockerindustrin

Vidg behéllaren med lock med en noggrannhet av 0,5 mg. Vdg med en noggrannhet av 1 mg upp ca 5 g prov i den
vigda behéllaren och fordela det jamnt. Satt in behéllaren utan lock i vakuumugnen (punkt 3.5) som forvarmts till
80-85 °C. Sitt in behallaren i ugnen sé snabbt som moéjligt sa att ugnstemperaturen inte sjunker alltfér mycket.
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4.3

5.1

5.2

Stall in trycket pd 100 torr och 14t torka vid detta tryck i fyra timmar, antingen med en torr varmluftsstrom eller
med anvindning av torkmedel (ca 300 g till 20 prover). Om det senare alternativet viljs ska vakuumpumpen
frankopplas ndr det angivna trycket har uppnatts. Rdkna torkningstiden fran det att ugnstemperaturen &ter stigit
till 80-85 °C. Lat forsiktigt ugnen 4tergd till atmosfirstryck. Oppna ugnen, sitt omedelbart locket pa behéllaren,
ta ut den ur ugnen, ldt den svalna i 30-45 minuter i exsickatorn (punkt 3.6) och vig med en noggrannhet av 1
mg. Lét torka i ytterligare 30 minuter i vakuumugnen vid 80-85 °C och vdg pa nytt. Skillnaden i vattenhalt mellan
de bada vigningarna far inte overskrida 0,1 %.

Forberedande (partiell) torkning

Blotfoder med ett massforhéillande p& mindre dn 85 % torrsubstans (t.ex. vallfoder, totalt blandat dagsbehov, icke-
flytande foder) behover vid analys av stabila dmnen torkas partiellt f6re finmalning. For instabila gmnen ar partiell
torkning inte mojlig.

Partiell torkning kan utforas med antingen ett flakttorkskép eller en mikrovégsugn eller genom frystorkning. Med
undantag for partiell torkning genom frystorkning ar syftet att torka fodret samtidigt som provets temperatur
halls under 60 °C sd att den kemiska sammansittningen paverkas sa lite som majligt. Torkning vid temperaturer
over 60 °C orsakar kemiska forandringar i fodret (t.ex. proteinnedbrytning). Det torkade fodret ska jamviktas vid
rumstemperatur i ca 15 minuter innan partiell torrsubstans mits, for att minimera den potentiella fordndring av
vattenhalten som kan intriffa vid malning och lagring. Torkning vid temperaturer under 60 °C avldgsnar inte allt
vatten frin fodret. Den (inledande) partiella torkningen motsvarar dirfor inte fodrets totala torrsubstans. Efter
torkning av delurvalet mals det ned och analyseras for (slutlig) torrsubstans av det partiellt torkade provet (3-15 %
resterande vattenhalt) dd andra kemiska bestdndsdelar bestims.

Dirfor rekommenderas ett forfarande i tva steg for bestimning av torrsubstans. Bestim forst den partiella
torrsubstanshalten (om mindre dn 85 % torrsubstans), och bestim darefter den resterande torrsubstanshalten pé
ett malet prov och multiplicera den partiella torrsubstansen med den resterande torrsubstansen for att bestimma
den totala torrsubstanshalten.

Berikning av resultat

Provets vattenhalt (X) i procent berdknas med nedanstdende formler.

Torkning utan forberedande torkning

X = (210 ) x 100

m
dir
m= provets ursprungliga vikt i gram,
my = det torkade provets vikt i gram.

Torkning med forberedande torkning (%)

_ [(mg=mg)xmy 100 _ my X mp
Xn_ T-’—H’I*ml X mo 100 x 17m><—rr12
dar
m= provets ursprungliga vikt i gram,
m; = provets vikt i gram efter forberedande torkning,
m, = provets vikt i gram efter krossning eller malning,
my = det torkade provets vikt i gram.

(*) Nérmare uppgifter om berdkningen finns i EN ISO 6498 (Djurfoder — Riktlinjer for provberedning).
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5.3 Repeterbarhet
Skillnaden mellan resultaten frdn tva parallella bestimningar som utfors pa samma prov fir inte 6verskrida 0,2 %

av den absoluta vattenhalten, utom nir det giller vatfoder for sillskapsdjur och tuggben, dir skillnaden inte far
overskrida 0,5 % av den absoluta vattenhalten.

6. Anmirkning

Om det 4r nodvindigt att krossa provet och detta medfor en fordndring av vattenhalten, ska analysresultaten for
fodrets bestdndsdelar korrigeras pd grundval av provets ursprungliga vattenhalt.

B. BESTAMNING AV VATTENHALT I ANIMALISKA OCH VEGETABILISKA OLJOR OCH FETTER

1. Syfte och tillimpningsomride

Med denna metod bestdms halten vatten och flyktiga dmnen i animaliska och vegetabiliska oljor och fetter.

2. Princip

Provet torkas till konstant vikt vid 103 °C (viktférlusten mellan tvd pd varandra foljande vigningar fir inte
overskrida 1 mg). Viktforlusten bestims genom végning.

3. Utrustning

3.1 Flatbottnad skal av korrosionsresistent material, 8-9 ¢cm i diameter och ca 3 cm hog.

3.2 Termometer med forstirkt kula och expansionsrér i 6verdelen, graderad fran ca 80 °C till minst 110 °C och ca 10
cm lang.

3.3 Sandbad eller elektrisk virmeplatta.
3.4 Exsickator med ett effektivt torkmedel.
3.5 Analysvag.

4. Forfarande
Vdg med 1 mg noggrannhet upp ca 20 g av det homogeniserade provet i den torra, vigda skdlen (punkt 3.1) dar
termometern (punkt 3.2) placerats. Upphetta pd sandbadet eller virmeplattan (punkt 3.3) under stindig

omrorning med termometern sd att temperaturen stiger till 90 °C pé ca 7 minuter.

Sdnk vdrmen och ge akt pd miangden bubblor som stiger fran skdlens botten. Temperaturen fir inte dverskrida
105 °C. Fortsitt att rora om och skrapa skélens botten tills det inte lingre bildas nigra bubblor.

For att sakerstdlla att vattnet helt har avldgsnats hettas skédlen upp upprepade génger till 103 (+ 2) °C och kyls till

93 °C mellan upphettningarna. Darefter fr provet svalna till rumstemperatur i exsickatorn (punkt 3.4) varefter
det vigs. Detta upprepas tills viktforlusten mellan tvd pd varandra foljande viagningar inte lingre 6verskrider 2 mg.

Anm.. Om provets vikt okar efter flera upphettningar, tyder detta pa att fettet har oxiderat. Resultatet berdknas
d4 utifrdn den vigning som gjordes omedelbart innan vikten borjade oka.

5. Berikning av resultat

Provets vattenhalt (X) i procent beriknas med formeln
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dar

m= provets vikt i gram,

m; = skalens vikt i gram inklusive innehall fore upphettning,
m, = skalens vikt i gram inklusive innehall efter upphettning.

Resultat under 0,05 % ska redovisas som "under 0,05 %'.

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tvd parallella bestimningar som utfors pad samma prov far inte dverskrida 0,1 %
av den absoluta vattenhalten.

C. BESTAMNING AV KVAVEHALT OCH BERAKNING AV RAPROTEINHALT

Syfte och tillimpningsomride

Med denna metod bestims rdproteinhalten i foder pd grundval av kvivehalten, bestimd med Kjeldahlmetoden ().

Princip

Provet uppsluts med svavelsyra i nirvaro av en katalysator. Syralosningen gors basisk med natriumhydro-
xidlosning. Ammoniaken destilleras av och samlas upp i en uppmitt miangd svavelsyra varefter syradverskottet
titreras med en standardlosning av natriumhydroxid.

Alternativt destilleras den frigjorda ammoniaken till ett 6verskott av borsyralosning, som sedan titreras med
saltsyra eller svavelsyra.

Reagens

Kaliumsulfat.

Katalysator: koppar(Il)oxid (CuO) eller koppar(Il)sulfatpentahydrat (CuSO, 5H,0).
Zinkgranulat.

Svavelsyra, p20 = 1,84 g/ml.

Svavelsyra, standardlosning, ¢(H,SO,) = 0,25 mol/l.

Svavelsyra, standardlosning, ¢(H,SO,) = 0,10 mol/l.

Svavelsyra, standardlosning, ¢(H,SO,) = 0,05 mol/l.

Metylrott (indikator): 16s 300 mg metylrétt i 100 ml etanol, 0 = 95-96 % (v/v).
Natriumhydroxidlosning (teknisk kvalitet kan anvindas) f = 40 g/100 ml (m/v: 40 %).
Natriumhydroxid, standardlésning, ¢(NaOH) = 0,25 mol/l.

Natriumhydroxid, standardlosning, ¢(NaOH) = 0,10 mol/l.

Pimpstensgranulat som skoljts i saltsyra och glodgats.

Acetanilid (sméltpunkt = 114 °C, N-halt = 10,36 %).

Sackaros (kvivefri).

Borsyra (H;BOs3).

() Kvivehalten kan bestimmas i allt foder, men omvandlingsfaktorn 6,25 for berdkning av raproteinhalten kanske inte ir tillimplig for
foderrdvaror av insekter (ligre omvandlingsfaktor) och vissa proteiner frdn sillskapsdjursfoder och blodplasma (hogre
omvandlingsfaktor).
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3.16  Indikatorlosning av metylrott: 16s 100 mg metylr6tt i 100 ml etanol eller metanol.

3.17  Losning av bromkresolgront: 16s 100 mg bromkresolgront i 100 ml etanol eller metanol.

3.18  Borsyralosning (10-40 g/l beroende pa vilken utrustning som anvinds).
Vid kolorimetrisk bestimning av ekvivalenspunkt ska indikatorerna metylrott och bromkresolgront tillsittas
borsyralosningen. For beredning av 1 liter borsyralosning tillsitts 7 ml indikatorlosning av metylrott (punkt 3.16)

och 10 ml 16sning av bromkresolgront (punkt 3.17) innan volymen justeras.

Beroende pé det vatten som anvinds kan borsyralosningens pH variera mellan olika satser. Borsyralosningens pH
ska vara mellan 4,3 och 4,7. Det dr ofta nédvandigt med en liten tillsats av bas for att fa ett positivt blankprov.

Anm.: En tillsats av ca 3—4 ml NaOH (punkt 3.11) till 1 liter borsyra (10 g/l) ger vanligen en god justering.
Losningen forvaras i rumstemperatur skyddad fran ljus och ammoniakéngor.

3.19  Saltsyra, standardlosning, c(HCI) = 0,10 mol/l.

Anm.:  Andra koncentrationer av losningarna (punkterna 3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 och 3.19) kan anvindas om
berikningarna korrigeras for detta. Koncentrationerna bor alltid anges med fyra decimaler.

4. Utrustning

Lamplig utrustning for uppslutning, destillation och titrering enligt Kjeldahlmetoden.

5. Forfarande

5.1 Uppslutning

Vig med en noggrannhet av 0,001 g upp 1 g av provet och 6verfor detta till en flaska for uppslutning. Tillsdtt 15 g
kaliumsulfat (punkt 3.1), en limplig méingd katalysator (punkt 3.2) (0,3-0,4 g koppar(Il)oxid eller 0,9-1,2 g
koppar(I)sulfatpentahydrat), 25 ml svavelsyra (punkt 3.4) och vid behov ndgra korn pimpsten (punkt 3.12).
Blanda.

Upphetta flaskan forst mattligt, och rotera den vid behov da och da tills innehéllet har férkolnat och skummet
forsvunnit. Upphetta sedan intensivare tills vitskan kommit i konstant kokning. Varmen ir tillricklig om den
kokande syran kondenserar pé flaskans viggar. Se till att flaskans vdggar inte blir 6verhettade och att organiska
partiklar inte fastnar pa dem.

Nir 16sningen har blivit klar och ljusgron fortsitts kokningen i ytterligare tvd timmar, varefter losningen far svalna.

5.2 Destillation

Tillsatt forsiktigt tillrackligt med vatten for att sulfaterna ska l6sas upp fullstindigt. Lat svalna. Tillsitt sedan vid
behov nagra korn zinkgranulat (punkt 3.3). Fortsitt enligt punkt 5.2.1 eller 5.2.2.

5.2.1 Destillation till svavelsyra

Tillfér en exakt uppmatt mangd av 25 ml svavelsyra (punkt 3.5 eller 3.7 beroende pé den formodade kvivehalten)
till destillationsapparatens uppsamlingskolv. Tillsdtt ndgra droppar metylrott (punkt 3.8).

Koppla samman flaskan for uppslutning med destillationsapparatens kylare och sink ned kylarens dnde minst 1
cm (se punkt 8.3) i vitskan i uppsamlingskolven. Hill lingsamt 100 ml natriumhydroxidlosning (punkt 3.9) i
flaskan for uppslutning utan att ammoniak forsvinner (se punkt 8.1). Upphetta flaskan tills ammoniaken har
destillerats fardigt.
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5.2.2

5.3

5.4

6.1

Destillation till borsyra

Om destillatets ammoniakinnehall titreras manuellt anvinds nedanstdende forfarande. Om destillationsenheten ar
helautomatisk och inkluderar titrering av destillatets ammoniakinnehall, ska tillverkarens bruksanvisning f6ljas.

Stdll en uppsamlingskolv innehéllande 25-30 ml borsyralosning (punkt 3.18) under kylarens utlopp pé ett sddant
sdtt att utloppsroret mynnar under ytan i ett 6verskott av borsyralosning. Stall in destillationsenheten sa att 50 ml
natriumhydroxidlosning (punkt 3.9) tillsitts. Anvand destillationsenheten enligt tillverkarens bruksanvisning och
destillera bort den ammoniak som frigjorts genom tillsatsen av natriumhydroxidlosning. Samla upp destillatet i

borsyralosningen. Mangden destillat (tiden for dngdestillation) beror pd mangden kvive i provet. Folj tillverkarens
bruksanvisning.

Anm.: I en halvautomatisk destillationsenhet sker savil tillsats av ett overskott av natriumhydroxid som
angdestillation automatiskt.

Titrering

Fortsatt enligt punkt 5.3.1 eller 5.3.2.

Svavelsyra

Overskottet av svavelsyra i uppsamlingskolven titreras med natriumhydroxidlosning (punkt 3.10 eller 3.11
beroende pd vilken koncentration av svavelsyra som anvints) tills ekvivalenspunkten dr nidd.

Borsyra

Uppsamlingskolvens innehall titreras med standardlosningen av saltsyra (punkt 3.19) eller med standardlosningen
av svavelsyra (punkt 3.6) med hjilp av en byrett. Avlds den anvinda méngden titrator.

Vid kolorimetrisk bestimning av ekvivalenspunkten nds denna sd snart provet borjar skifta firg till rosa. Avlds
byretten med en noggrannhet av 0,05 ml. En upplyst magnetomrorare eller en fotometer kan gora det lttare att
pavisa firgomslaget.

Detta kan ocksé goras automatiskt med hjalp av en dngdestillationsapparat med automatisk titrering.

Folj tillverkarens bruksanvisning for den anvinda destillationsapparaten eller destillations-/titreringsapparaten.

Anm.: Om automatisk titrering anvinds, inleds titreringen omedelbart efter det att destillationen har borjat,
och 1 % borsyralosning (punkt 3.18) anvands.

Med en helautomatisk destillationsenhet kan man ocksd gora en potentiometrisk titrering av ammoniak, dar
ekvivalenspunkten bestims genom kontinuerlig pH-métning.

I sd fall anvinds en automatisk titreringsapparat med en pH-meter som med hjilp av standardmetoder dr noggrant
kalibrerad i intervallet pH 4-7.

Ekvivalenspunkten nds vid pH 4,6 dir titrerkurvan 4r som brantast (inflexionspunkt).

Blankprov

For att sikerstilla att reagensen ér fria fran kvive utfors ett blankprov (uppslutning, destillation och titrering) med
1 g sackaros (punkt 3.14) i stillet for provet.

Berikning av resultat

Berikningarna gors enligt punkt 6.1 eller 6.2.

Berdakning for titrering enligt punkt 5.3.1

Réproteinhalten i viktprocent berdknas med formeln
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6.2

6.2.1

6.2.2

7.1

7.2

(Vg - V1) X ¢ x 0,014 x 100 x 6,25

dir

Vo = volymen (ml) NaOH (punkt 3.10 eller 3.11) i blankprovet,

V, = volymen (ml) NaOH (punkt 3.10 eller 3.11) vid titreringen av provet,
c= koncentrationen (mol/l) NaOH (punkt 3.10 eller 3.11),

m= provets vikt (g).

Berikning for titrering enligt punkt 5.3.2

Titrering med saltsyra

Réproteinhalten i viktprocent berdknas med formeln

(V1 -Vg)xcx14%x625

dar

m = provets vikt (g),

c= koncentrationen (mol/l) saltsyra i standardlosningen (punkt 3.19),
Vo = volymen (ml) saltsyra i blankprovet,

vV, = volymen (ml) saltsyra i provet.

Titrering med svavelsyra

Réproteinhalten i viktprocent beriknas med formeln

(V1-Vp)*cx28%625

dar

m= provets vikt (g),

c= koncentrationen (mol/l) svavelsyra i standardlosningen (punkt 3.6),
Vo = volymen (ml) svavelsyra (punkt 3.6) i blankprovet,

V,= volymen (ml) svavelsyra (punkt 3.6) i provet.
Verifiering av metoden

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten frdn tvd parallella bestimningar som utfors pd samma prov far inte 6verskrida
— 0,4 % (absolut virde) for raproteinhalter under 20 %,
— 2,0 % av det hogre virdet for raproteinhalter pa 20-40 %,

— 0,8 % (absolut virde) for raproteinhalter dver 40 %.

Reproducerbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tvd bestimningar som utfors pd samma prov i olika laboratorier fir inte

overskrida
— 1,8 % (absolut virde) for raproteinhalter under 20 %,
— 9,0 % av det hogre virdet for raproteinhalter pa 20-40 %,

— 3,6 % (absolut virde) for raproteinhalter dver 40 %.
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7.3

8.1

8.2

8.3

8.4

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

4.1

4.2

4.3

Noggrannhet

Utfor analysen (uppslutning, destillation och titrering) pé en limplig méingd acetanilid (punkt 3.13) (t.ex. 0,2-0,3
g) i ndrvaro av 1 g sackaros (punkt 3.14). 1 g acetanilid forbrukar 14,80 ml svavelsyra (punkt 3.5). Utbytet ska
vara minst 99 %.

Anmirkningar

Den anvdnda utrustningen kan vara manuell, halvautomatisk eller automatisk. Om utrustningen kraver att
materialet overférs mellan uppslutnings- och destillationsstegen ska Overforingen ske utan forlust. Om
destillationsapparatens kolv inte r forsedd med en dropptratt ska natriumhydroxiden tillsittas omedelbart innan
kolven ansluts till kylaren, varvid vitskan langsamt hills ned lings kolvens vigg.

Om det uppslutna materialet tjocknar gors bestimningen om med en storre mingd svavelsyra (punkt 3.4) dn den
som anges i punkt 5.1.

For produkter med ldg kvivehalt kan volymen svavelsyra (punkt 3.7) som tillsitts i uppsamlingskolven vid behov
minskas till 10 eller 15 ml, varefter vatten fylls pa till 25 ml.

For rutinanalyser kan alternativa metoder for bestimning av rdprotein anvindas, men Kjeldahlmetoden som
beskrivs i denna del C ir referensmetoden. De resultat som erhdlls med den alternativa metoden (t.ex. Dumas) ska
for varje matris individuellt visas vara likvirdiga jamfort med referensmetoden. Resultaten kan dock skilja sig ndgot
fran resultat erhdllna med referensmetoden, dven om likvirdigheten har kontrollerats. Dirfor maéste
analysrapporten ange vilken metod som anvints for bestimning av rdprotein.

D. BESTAMNING AV UREA

Syfte och tillimpningsomride

Med denna metod bestdms den halt urea som anvinds som fodertillsats i idisslarfoder.

Princip

Provet slammas upp i vatten med klarmedel. Suspensionen filtreras. Ureahalten i filtratet bestdms efter tillsats av
4-dimetylaminobensaldehyd (4-DMAB) genom maétning av absorbansen vid vglingden 420 nm.

Reagens

Losning av 4-dimetylaminobensaldehyd: 16s 1,6 g¢ 4-DMAB i 100 ml 96 % etanol och tillsitt 10 ml saltsyra (p,o =
1,19 g/ml). Denna reagens haller sig i hogst tva veckor.

Carrez-16sning I: 16s 21,9 g zinkacetat (Zn(CH;COO), 2H,0) och 3 g isittika i vatten. Spad med vatten till 100 ml.
Carrez-16sning II: 16s 10,6 g kaliumferrocyanid (K,Fe(CN)4 3H,0) i vatten. Spad med vatten till 100 ml.

Aktivt kol som inte absorberar urea (ska kontrolleras).

Urea, 0,1 % losning (w/v).

Utrustning

Omblandare: ca 35-40 varv per minut.

Provror: 160 x 16 mm med slipade glasproppar.

Spektrofotometer.
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5. Forfarande

5.1 Analys av provet
Vdg med en noggrannhet av 1 mg upp 2 g av provet i en 500 ml mitkolv tillsammans med 1 g aktivt kol (punkt
3.4). Tillsitt 400 ml vatten och 5 ml Carrez-16sning I (punkt 3.2), blanda i ca 30 sekunder och tillsdtt 5 ml Carrez-
16sning IT (punkt 3.3). Blanda i 30 minuter pa skakapparaten. Spad med vatten till full volym, skaka och filtrera.
For 6ver 5 ml av de transparenta, firglosa filtraten till provror med slipade glasproppar, tillsitt 5 ml 4-DMAB-

losning (punkt 3.1) och blanda. Still provroren i ett vattenbad som haller 20 (+4) °C. Mit efter 15 minuter
provldsningens absorbans med spektrofotometer vid 420 nm. Jimfor med reagensens blankprov.

5.2 Kalibreringskurva
For over 1, 2, 4, 5 och 10 ml urealosning (punkt 3.5) till 100 ml matkolvar och spdd med vatten till full volym.
Avldgsna 5 ml frén varje 16sning, tillsitt 5 ml 4-DMAB-16sning (punkt 3.1) till var och en av dem, homogenisera

och mit absorbansen enligt ovan jimfort med en kontrollosning som innehéller 5 ml 4-DMAB-16sning och 5 ml
ureafritt vatten. Konstruera kalibreringskurvan.

6. Berikning av resultat
Bestdm ureahalt i provet med hjalp av kalibreringskurvan.

Uttryck resultatet i milligram urea per kg prov.
7. Utvirdering av metoden

7.1 Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten frdn tvd bestimningar som utférs pd samma prov i samma laboratorium och av
samma aktor far inte overskrida

— vid 420 nm
— 50 % av det hogre virdet for ureahalter frdn 3 000 mg/kg till mindre 4n 5 000 mg/kg.
— 25 % av det hogre virdet for ureahalter fran 5 000 mg/kg till mindre d4n 7 000 mg/kg.
— 20 % av det hogre virdet for ureahalter pd minst 7 000 mg/kg.

— vid 435 nm
— 40 % av det hogre virdet for ureahalter frin 3 000 mg/kg till mindre 4n 5 000 mg/kg.
— 25 % av det hogre virdet for ureahalter frin 5 000 mg/kg till mindre 4n 9 000 mg/kg.

— 5 % av det hogre virdet for ureahalter pd minst 9 000 mg/kg.

7.2 Reproducerbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tvd bestimningar som utfors pad samma prov i olika laboratorier och/eller av olika
aktorer fir inte overskrida

— vid 420 nm
— 3000 mg/kg (absolut virde) for ureahalter fran 3 000 mg/kg till mindre dn 12 000 mg/kg.
— 4500 mg/kg (absolut virde) for ureahalter pd minst 12 000 mg/kg.

— vid 435 nm
— 50 % av det hogre virdet for ureahalter fran 3 000 mg/kg till mindre 4n 8 000 mg/kg.

— 25 % av det hogre virdet for ureahalter pd minst 8 000 mg/kg.

28/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



EUT L, 15.3.2024

SV

Resultat av en kollaborativ avprévning

18 laboratorier deltog i en provningsjimforelse mellan laboratorier i EU. Fem positiva prover pa foderblandning
for idisslare (MAT i tabellerna 1 och 2) analyserades (1 analys) i dubbelblindprover, medan ett blankprov pa
foderblandning for idisslare analyserades en ging.

Berikningar av griansvirden for repeterbarhet (r) och reproducerbarhet (R) enligt internationella riktlinjer gjordes
efter eliminering av extremvarden med hjilp av variansanalys av giltiga virden.

De beriknade virdena for metodens prestanda (repeterbarhet, reproducerbarhet) presenteras i foljande tabeller. I

alla testade prover, inklusive blankmaterialet, hittades inga falskt positiva eller falskt negativa resultat.

Tabell 1

Metodens prestanda for urea mitt vid A = 420 nm i alla material

MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6
Far Notkreatur Far Far Notkreatur
Mélmassforhallande (mg kg™') 3000 5000 7001 9036 11000
Genomsnittligt massforhéllande 4241 6993 7 830 9962 12071
(mg kg™)
Standardavvikelse for 1141 1303 985 994 1711
reproducerbarhet sg (mg kg?)
Standardavvikelse for repeterbarhet 723 601 549 712 737
s, (mg kg™
Relativ standardavvikelse for 27 19 13 10 14
reproducerbarhet RSDy, (%)
Relativ standardavvikelse for 17 9 7 7 6
repeterbarhet RSD, (%)
Reproducerbarhetsgrins, R 3195 3649 2759 2784 4790
[R = 2,8 x SR]
Repeterbarhetsgrans, r 2024 1684 1536 1994 2064
[r=2,8 xs]
Tabell 2
Metodens prestanda for urea mitt vid A = 435 nm i alla material
MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6
Far Notkreatur Far Fér Notkreatur
Mélmassforhallande (mg kg™) 3000 5000 7001 9036 11000
Genomsnittligt massforhdllande 4101 6467 7 890 10062 11 642
(mg kg™)
Standardavvikelse for 706 1194 675 745 1378
reproducerbarhet sy (mg kg™)
Standardavvikelse for repeterbarhet 570 628 613 196 167

s, (mg kg™
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Relativ standardavvikelse for 17 18 9 7 12
reproducerbarhet RSDx (%)

Relativ standardavvikelse for 14 10 8 2 1
repeterbarhet RSD, (%)

Reproducerbarhetsgrins, R 1977 3344 1889 2087 3859
[R = 2,8 x SR]
Repeterbarhetsgrins, r 1596 1759 1715 549 467
[r=2,8 xs]

9. Anmiirkningar

9.1 Om ureahalten overskrider 3 %, reducera provet till 1 g eller spad den ursprungliga 16sningen sa att det inte finns
mer dn 50 mg urea per 500 ml.

9.2 Om ureahalten dr ldg, 6ka provmingden sd mycket som kan ske med bibehéllen transparens och firgloshet hos

filtratet.
9.3 Ovanstdende resultat frin den kollaborativ avprévningen ger ingen betydande skillnad i precision mellan urea
uppmiitt vid 420 nm eller 435 nm.
E. BESTAMNING AV AMINOSYROR (UTOM TRYPTOFAN)
Foljande analysmetoder ska anvindas for bestimning av aminosyror (utom tryptofan):
— ENISO 13903 (Djurfoder — Bestimning av halten aminosyror).
— EN ISO 17180 (Djurfoder — Bestimning av lysin, metionin och treonin i kommersiella aminosyre-
produkter och forblandningar) (%).

— Den analysmetod som beskrivs i punkterna 1-10 nedan.

1. Syfte och tillimpningsomride
Med denna metod bestims halten fria aminosyror (syntetiska och naturliga) och totalhalten aminosyror
(peptidbundna och fria) i foderravaror, foderblandningar och férblandningar som innehéller mindre 4n 10 % (°) av
varje aminosyra, med hjilp av en aminosyraanalysator. Den ir tillimplig pé foljande aminosyror: cyst(e)in,
metionin, lysin, treonin, alanin, arginin, asparaginsyra, glutaminsyra, glycin, histidin, isoleucin, leucin, fenylalanin,
prolin, serin, tyrosin och valin.
Metoden skiljer inte mellan aminosyrornas olika salter och kan inte skilja mellan aminosyrornas D- och L-former.
Den &r inte anvandbar for bestimning av tryptofan eller hydroxianaloger av aminosyror.

2. Princip

2.1 Fria aminosyror
De fria aminosyrorna extraheras med utspidd saltsyra. Samextraherade kvivehaltiga makromolekyler fills ut med
sulfosalicylsyra och avligsnas genom filtrering. Den filtrerade 16sningens pH justeras till 2,20. Aminosyrorna
separeras genom jonbyteskromatografi och bestims fotometriskt vid 570 nm genom reaktion med ninhydrin.

() Den analysmetod som foreskrivs i EN 17180 betecknas som en alternativ metod som ska anvindas vid offentlig kontroll for
bestimning av aminosyror i foder som innehaller mer dn 10 % aminosyror.

() Denna metod har inte validerats genom kollaborativ avprévning for forblandningar som innehéller mer 4n 10 % fodertillsatser.
Metoden ar dock dven tillimplig pd dessa matriser med mindre dndringar, forutsatt att metoden sedan valideras internt. Lis mer pd
https:/[ec.europa.eufjrc/en/eurl/feed-additives/authorisation.
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2.2

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.10

3.11

3.16.1

3.16.2

3.16.3

Totalhalt aminosyror

Valet av forfarande beror pd vilka aminosyror som ska bestimmas. Cyst(e)in och metionin mdste oxideras till
cysteinsyra respektive metioninsulfon fére hydrolys. Tyrosin ska bestimmas i hydrolysat av ooxiderade prover.
Alla 6vriga aminosyror som fortecknas i punkt 1 (Syfte och tillimpningsomrade) kan bestimmas i antingen det
oxiderade eller ooxiderade provet.

Oxidation utférs vid 0 °C med en blandning av permyrsyra och fenol. Overskott av oxidationsreagens avligsnas
genom tillsats av natriumdisulfit. Det oxiderade eller ooxiderade provet hydrolyseras med saltsyra (punkt 3.20)
i 23 timmar. Hydrolysatet justeras till pH 2,20. Aminosyrorna separeras genom jonbyteskromatografi och
bestams fotometriskt vid 570 nm (440 nm f6r prolin) genom reaktion med ninhydrin.

Reagens

Dubbeldestillerat vatten eller vatten av likvardig kvalitet ska anvindas (konduktivitet < 10pS).
Viteperoxid, w = 30 % (w/w).

Myrsyra, w = 98-100 % (w/w).

Fenol.

Natriumdisulfit

Natriumhydroxid.

5-Sulfosalicylsyradihydrat.

Saltsyra, densitet ca 1,18 g/ml.

Trinatriumcitratdihydrat.

2,2-Tiodietanol (tiodiglykol).

Natriumklorid.

Ninhydrin.

Petroleumeter, kokpunktsintervall 40-60 °C.

Norleucin eller annan forening limplig som intern standard.
Kvavgas (< 10 ppm syrgas).

1-Oktanol.

Aminosyror:

Referenssubstanser av de aminosyror som fortecknas i punkt 1 (Syfte och tillimpningsomrdde). Rena foreningar,
fria frdn kristallvatten. Torka i vakuum over P,Os eller H,SO, i 1 vecka fore anvindning.

Cysteinsyra.
Metioninsulfon.

Natriumhydroxidlosning, ¢ = 7,5 mol/l:

Los 300 g NaOH (punkt 3.5) i vatten och spad till 1 liter.

Natriumhydroxidlosning, ¢ = 1 mol/l:
Los 40 g NaOH (punkt 3.5) i vatten och spad till 1 liter.
Myrsyra-fenollosning:

Blanda 889 g myrsyra (punkt 3.2) med 111 g vatten och tillsitt 4,73 g fenol (punkt 3.3).

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj 31/129



SV

EUT L, 15.3.2024
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3.22
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3.24

3.25

3.26

3.27

3.27.1

3.27.2

3.27.3

3.27.4

3.27.5

Hydrolysblandning, ¢ = 6 mol HCl/l innehallande 1 g fenol/l:
Tillsdtt 1 g fenol (punkt 3.3) till 492 ml HCI (punkt 3.7) och spid med vatten till 1 liter.

Extraktionsblandning, ¢ = 0,1 mol HCl/I innehallande 2 % tiodiglykol: ta 8,2 ml HCl (punkt 3.7) och spid med ca
900 ml vatten. Tillsdtt 20 ml tiodiglykol (punkt 3.9) och spdd med vatten till 1 liter (blanda inte dmnena i
punkterna 3.7 och 3.9 direkt).

5-Sulfosalicylsyra, £ = 6 %:

Los 60 g 5-sulfosalicylsyra (punkt 3.6) i vatten och spad till 1 liter.

Oxidationsblandning (permyrsyra-fenol):

Blanda 0,5 ml viteperoxid (punkt 3.1) med 4,5 ml myrsyra-fenollosning (punkt 3.19) i en liten bigare. Inkubera
i20-30 °C i en timme for att permyrsyra ska bildas, kyl sedan i isvattenbad (15 min.) fore tillsats till provet.

Varning: undvik hudkontakt, anvind skyddsklader.

Citratbuffert, ¢ = 0,2 mol Na'/l, pH 2,20:

Los 19,61 g natriumcitrat (punkt 3.8), 5 ml tiodiglykol (punkt 3.9), 1 g fenol (punkt 3.3) och 16,50 ml HCI (punkt
3.7) i ca 800 ml vatten. Justera pH till 2,20. Spad med vatten till 1 liter.

Elueringsbuffertar som limpar sig fér den analysator som anvinds (punkt 4.9).
Ninhydrinreagens som lampar sig for den analysator som anvénds (punkt 4.9).
Standardlésningar av aminosyror. Dessa losningar ska forvaras vid en temperatur under 5 °C.

Stamlosningar av aminosyror (punkt 3.16.1),
¢ = 2,5 pmol/ml av var och en i saltsyra.

Finns att kopa i handeln.

Stamldsning av cysteinsyra och metioninsulfon, ¢ = 1,25 pmol/ml:

Los 0,2115 g cysteinsyra (punkt 3.16.2) och 0,2265 g metioninsulfon (punkt 3.16.3) i citratbuffert (punkt 3.24) i
en 1 liter matkolv och spid till mirket med citratbuffert. Kan forvaras vid en temperatur under 5 °C i hogst 12
ménader. Denna l6sning anvinds ej om stamlosningen (punkt 3.27.1) innehéller cysteinsyra och metioninsulfon.
Stamldsning av intern standard, t.ex. norleucin, ¢ = 20 pmol/ml:

Los 0,6560 g norleucin (punkt 3.13) i citratbuffert (punkt 3.24) i en mitkolv och spdd till 250 ml med

citratbuffert. Kan forvaras vid en temperatur under 5 °C i hogst 6 méanader.

Kalibreringslosning av standardaminosyror for anvindning med hydrolysater, ¢ = 5 nmol/50 pl for cysteinsyra och
metioninsulfon och ¢ = 10 nmol/50 pl f6r 6vriga aminosyror: 16s 2,2 g natriumklorid (punkt 3.10) i en 100 ml
bagare med 30 ml citratbuffert (punkt 3.24). Tillsitt 4,00 ml staml6sning av aminosyror (punkt 3.27.1), 4,00 ml
stamlosning av cysteinsyra och metioninsulfon (punkt 3.27.2) och 0,50 ml stamlosning av intern standard (punkt
3.27.3) om sddan anvands. Justera pH till 2,20 med natriumhydroxid (punkt 3.18).

Overfor kvantitativt till en 50 ml mitkoly, spad till market med citratbuffert (punkt 3.24) och blanda.
Kan forvaras vid en temperatur under 5 °C i hogst 3 ménader.

Se dven punkt 9.1.

Kalibreringslsning av standardaminosyror for anvindning med hydrolysater beredda enligt punkt 5.3.3.1 och for
anvindning med extrakt (punkt 5.2). Kalibreringslosningen bereds enligt punkt 3.27.4 men utan natriumklorid.

Kan forvaras vid en temperatur under 5 °C i hégst 3 ménader.
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4.5
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4.7
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4.9

5.1

5.2

Utrustning
100 eller 250 ml rundkolv med aterloppskylare.

100 ml borosilikatglasflaska med skruvkork forsedd med gummi/teflontdtning (t.ex. Duran, Schott) for
anvindning i ugn.

Ugn med flaktventilation och temperaturreglering med noggrannhet battre dn = 2 °C.
pH-meter (tre decimalers noggrannhet).

Membranfilter (0,22 pm).

Centrifug.

Rotationsindunstare.

Mekanisk skakapparat eller magnetomrorare.

Aminosyraanlysator eller HPLC-utrustning med jonbytarkolonn, anordning for ninhydrin, post-kolonnderiva-
tisering och fotometrisk detektor.

Kolonnen fylls med sulfonerad polystyren som kan separera aminosyrorna frdn varandra och frdn andra
ninhydrinpositiva material. Flodet av buffert och ninhydrin ombes6rjs av pumpar vars flodesstabilitet ar + 0,5 %
under bade standardkalibreringen och analysen av provet.

Med vissa aminosyraanalysatorer kan man anvinda hydrolysmetoder dir hydrolysatet har en natriumkon-
centration pd ¢ = 0,8 mol/l och innehaller allt 6verskott av myrsyra fran oxidationssteget. Andra ger inte en
tillfredsstdllande separation av vissa aminosyror i hydrolysat vid ett overskott av myrsyra ochfeller hog
natriumkoncentration. I detta fall reduceras syravolymen genom indunstning till ca 5 ml efter hydrolysen och fore
pH-justeringen. Indunstningen ska utforas i vakuum vid hogst 40 °C.

Forfarande

Provberedning

Provet mals sd att det kan passera genom en 0,5 mm sikt. Prover med hog vattenhalt ska antingen lufttorkas vid en
temperatur pad hogst 50 °C eller frystorkas fore malning. Prover med hog fetthalt ska extraheras med petroleumeter
(punkt 3.12) fore malning.

Bestimning av fria aminosyror

Vig med en noggrannhet av 0,2 mg upp en limplig mingd (1-5 g) av det beredda provet (5.1) i en E-kolv och
tillsatt 100,0 ml av extraktionsblandningen (punkt 3.21). Blanda i 60 minuter med en mekanisk skakapparat eller
magnetomrorare (punkt 4.8). Lat sedimentera och pipettera 10,0 ml av supernatanten till en 100 ml bagare.

Tillsdtt 5,0 ml sulfosalicylsyralosning (punkt 3.22) under omrorning och fortsitt réra om med hjilp av en
magnetomrorare i fem minuter. Filtrera eller centrifugera supernatanten for att avldgsna eventuella fillningar.
Overfor 10,0 ml av den kvarvarande 16sningen till en 100 ml bégare och justera pH till 2,20 med natriumhydro-
xidlosning (punkt 3.18), Gverfor till en mitkolv av limplig volym med citratbuffert (punkt 3.24) och spad till
market med buffertlosningen (punkt 3.24).

Om en intern standard anvinds, tillsdtt 1,00 ml av denna (punkt 3.27.3) for varje 100 ml firdig l6sning och spad
till mirket med buffertlosningen (punkt 3.24).

Fortsdtt med kromatografisteget enligt punkt 5.4.

Om extrakten inte analyseras samma dag ska de forvaras vid en temperatur under 5 °C.
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5.3 Bestamning av totalhalt aminosyror

5.3.1 Oxidation
Vdg med en noggrannhet av 0,2 mg upp 0,1-1 g av det beredda provet (punkt 5.1) i
— en 100 ml rundkolv (punkt 4.1) for 6ppen hydrolys (punkt 5.3.2.3) eller,
— en 250 ml rundkolv (punkt 4.1) om en lag natriumkoncentration dr nodvindig (punkt 5.3.3.1) eller,
— en 100 ml flaska med skruvkork (punkt 4.2) for sluten hydrolys (punkt 5.3.2.4).
Det invdgda provet ska innehélla ca 10 mg kvive, och vattenhalten fir inte 6verskrida 100 mg.
Stall kolven/flaskan i ett isvattenbad och kyl till 0 °C, tillsitt 5 ml oxidationsblandning (punkt 3.23) och blanda
med hjilp av en glasspatel med bojd spets. Tillslut kolven/flaskan innehéllande spateln med en lufttit folie, stall
isvattenbadet innehallande den tillslutna behallaren i ett kylskdp vid 0 °C och lat std i 16 timmar. Avldgsna provet
ur kylskdpet efter 16 timmar och avligsna overskottet av oxidationsreagens genom tillsats av 0,84 g

natriumdisulfit (punkt 3.4).

Fortsitt till punkt 5.3.2.1.

5.3.2  Hydrolys

5.3.2.1 Hydrolys av oxiderade prover

Tillsdtt 25 ml av hydrolysblandningen (punkt 3.20) till det oxiderade prov som beretts enligt punkt 5.3.1. Skolj ned
eventuella provrester som fastnat pa kirlets sidor och pé spateln.

Fortsitt enligt punkt 5.3.2.3 eller 5.3.2.4, beroende pa vilken hydrolysmetod som anvinds.

5.3.2.2 Hydrolys av ooxiderade prover

Vidg med en noggrannhet av 0,2 mg upp 0,1-1 g av det beredda provet (punkt 5.1) i antingen en 100 ml eller 250
ml rundkolv (punkt 4.1) eller en 100 ml flaska med skruvkork (punkt 4.2). Det invdgda provet ska innehélla ca 10
mg kvave. Tillsdtt forsiktigt 25 ml av hydrolysblandningen (punkt 3.20) och blanda med provet. Fortsitt enligt
punkt 5.3.2.3 eller 5.3.2.4.

5.3.2.3 Oppen hydrolys

Tillsétt tre glaspdrlor till blandningen i kolven (beredd enligt punkt 5.3.2.1 eller 5.3.2.2) och aterloppskoka i 23
timmar. Efter fullbordad hydrolys, skolj kylaren med 5 ml citratbuffert (punkt 3.24). Koppla bort kolven och kyl
den i ett isvattenbad.

Fortsitt enligt punkt 5.3.3.

5.3.2.4 Sluten hydrolys

Satt in flaskan med blandningen, beredd enligt punkt 5.3.2.1 eller 5.3.2.2, i en ugn (punkt 4.3) vid 110 °C. For att
forhindra tryckokning (pé grund av gasutveckling) och explosion bor skruvkorken sittas 1ost pa flaskan under den
forsta timmen. Tillslut inte flaskan med skruvkorken. Efter en timme dras skruvkorken &t och flaskan far sté i
ugnen (punkt 4.3) i 23 timmar. Efter fullbordad hydrolys, ta ut flaskan ur ugnen, 6ppna forsiktigt skruvkorken
och still flaskan i ett isvattenbad. Lat svalna.

Beroende pd metod for pH-justering (punkt 5.3.3), overfor flaskans innehall kvantitativt till en 250 ml bagare eller
en 250 ml rundkolv med citratbuffert (punkt 3.24).

Fortsitt enligt punkt 5.3.3.
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5.3.3.1

53.3.2

5.4

Justering av pH

Beroende pd aminosyraanalysatorns (punkt 4.9) natriumtolerans, fortsitt enligt punkt 5.3.3.1 eller 5.3.3.2 for
pH-justeringen.

Kromatografiska system (punkt 4.9) som kriver en lag natriumkoncentration

Det dr lampligt att anvidnda en stamldsning av intern standard (punkt 3.27.3) om aminosyraanalysatorn kriver en
lag natriumkoncentration (och om syravolymen madste reduceras).

Tillsitt i detta fall 2,00 ml stamlosning av intern standard (punkt 3.27.3) till hydrolysatet fore indunstningen.
Tillsdtt 2 droppar 1-oktanol (punkt 3.15) till det hydrolysat som erhéllits enligt punkt 5.3.2.3 eller 5.3.2.4.

Lat provet indunsta i rotationsindunstare (punkt 4.7) till 5-10 ml i vakuum vid 40 °C. Om volymen av nigon
anledning reduceras till mindre dn 5 ml ska hydrolysatet kastas och analysen géras om.

Justera pH till 2,20 med natriumhydroxidlosning (punkt 3.18) och fortsitt enligt punkt 5.3.4.

Alla 6vriga aminosyraanalysatorer (punkt 4.9)

Ta det hydrolysat som erhélls enligt punkt 5.3.2.3 eller 5.3.2.4 och neutralisera det delvis genom att forsiktigt och
under omrorning tillsitta 17 ml natriumhydroxidlosning (punkt 3.17), och se till att temperaturen halls under
40 °C.

Justera pH till 2,20 vid rumstemperatur med natriumhydroxidlosning i punkt 3.17 och sedan med den i punkt
3.18. Fortsitt enligt punkt 5.3.4.

Provlésning for kromatografi

Overfor kvantitativt det pH-justerade hydrolysatet (punkt 5.3.3.1 eller 5.3.3.2) med citratbuffert (punkt 3.24) till
en 200 ml mitkolv och spad till mirket med buffert (punkt 3.24).

Om en intern standard inte redan anvints, tillsitt 2,00 ml av denna (punkt 3.27.3) och spad till méirket med
citratbuffert (punkt 3.24). Blanda noggrant.

Fortsdtt med kromatografisteget enligt punkt 5.4.

Om provlosningarna inte analyseras samma dag ska de forvaras vid en temperatur under 5 °C.

Kromatografi

Fore kromatografin, 1at extraktet (punkt 5.2) eller hydrolysatet (punkt 5.3.4) anta rumstemperatur. Skaka
blandningen och filtrera en limplig midngd genom ett 0,22 pm membranfilter (punkt 4.5). Den klara 16sning som
erhdlls ska genomga jonbyteskromatografi i en aminosyraanalysator (punkt 4.9).

Injektionen kan utforas antingen manuellt eller automatiskt. Det 4r viktigt att samma miéngd l6sning £ 0,5 %
tillsitts kolonnen for analys av standarder och prover, utom nir en intern standard anvinds, och att
kvoten natrium/aminosyra i standard- och provlgsningarna ar sé lika som mojligt.

Hur ofta kalibreringsprover behover koéras beror i allminhet pd ninhydrinreagensens stabilitet och typen av
analyssystem. Standarden eller provet spads med citratbuffert (punkt 3.24) for att ge en topparea for standarden
pa 30-200 % av topparean for aminosyrorna i provet.

Kromatografin av aminosyror varierar nigot beroende pé typen av analysator och massa. Det valda systemet ska
kunna separera aminosyrorna fran varandra och frdn ninhydrinpositiva material. Kromatografisystemet ska i
driftsomradet ge en linjdr respons pa férandringar i de aminsyramédngder som tillfors kolonnen.
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Under kromatografisteget giller de botten/toppkvoter som anges nedan nir en ekvimoldr losning (av de
aminosyror som mats) analyseras. Denna ekvimolara l6sning ska innehdlla minst 30 % av den maximala méingd
av varje aminosyra som med noggrannhet kan bestimmas med analyssystemet (punkt 4.9).

For separering av treonin och serin bor botten/toppkvoten for den lagre av de tvd overlappande aminosyrorna pa
kromatogrammet inte overskrida 2:10. (Om endast cyst(e)in, metionin, treonin och lysin bestims kommer
otillracklig separation frin angrinsande toppar att paverka bestimningen). For alla andra aminosyror maste
separationen vara bittre dn 1:10.

Systemet ska kunna separera lysin frdn 'lysinartefakter’ och ornitin.

6. Berikning av resultat
Arean for provets och standardens toppar mats for varje enskild aminosyra, och miangden (X) i gram aminosyra
per kg prov beraknas.
X = o
Om intern standard anvinds, multiplicera med 2
A= topparea, hydrolysat eller extrakt,
B= topparea, kalibreringslosning,
C= topparea, intern standard i hydrolysat eller extrakt,
D= topparea, intern standard, kalibreringslosning,
M= molvikt for den aminosyra som bestdms,
c= standardlosningens koncentration i pmol/ml,
m= provets vikt i gram (korrigerad till ursprungsvikten om provet torkats eller avfettats),
V= ml totalt hydrolysat (punkt 5.3.4) eller ml berdknad total spadningsvolym for extraktet (punkt 6.1).
Cystin och cystein bestdims bdda som cysteinsyra i hydrolysat av oxiderat prov, men berdknas som cystin
(C¢H;,N,0,S,, molvikt 240,30 g/mol) med hjilp av molvikten 120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30 g/mol).
Metionin bestims som metioninsulfon i hydrolysat av oxiderat prov, men berdknas som metionin med hjilp av
molvikten for metionin: 149,21 g/mol.
Tillsatt fritt metionin bestdms efter extraktion som metionin, for berdkningen anvinds samma molvikt.
6.1 Den totala spidningsvolymen for extrakten (F) for bestimning av fria aminosyror (punkt 5.2) berdknas enligt
foljande:
100 ml % (10 ml+5 ml
F= = f() mnl1 S x %
V= det slutliga extraktets volym.
7. Utvirdering av metoden
Metoden testades i en internationell kollaborativ avprovning 1990 med fyra olika fodertyper (blandat grisfoder,
foderblandning for slaktkycklingar, proteinkoncentrat, forblandning).
Anm.: Metoden testades i en andra internationell kollaborativ avprovning 2003 med hjilp av dubbelblindprover
av start- och slutfoder for slaktkycklingar samt prover av majs, fiskmjol och fjaderfimjol. Mer
information finns i EN ISO 13903.
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7.1

7.2

Resultaten av den kollaborativa avprovningen 1990, efter eliminering av extremvirden, i form av medelvarden och
standardavvikelser redovisas i nedanstiende tabeller.

Medelvirden i g/kg
Aminosyra
Referensmaterial

Treonin Cyst(e)in Metionin Lysin
Blandat grisfoder 6,94 3,01 3,27 9,55

n=15 n=17 n=17 n=13
Foderblandning f6r 9,31 3,92 5,08 13,93
slaktkycklingar n=16 n=18 n=18 n=16
Proteinkoncentrat 22,32 5,06 12,01 47,74

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

n=16 n=16 n=16

n = Antal deltagande laboratorier.

Repeterbarhet

Repeterbarheten uttryckt som standardavvikelse inom laboratoriet for den kollaborativa avprévningen i

foregdende tabell redovisas i nedanstdende tabell.

Variationskoefficient (%) for repeterbarhet (CV,)

Aminosyra
Referensmaterial
Treonin Cyst(e)in Metionin Lysin
Blandat grisfoder 1,9 3,3 3,4 2,8
n=15 n=17 n=17 n=13
Foderblandning for 2,1 2,8 3,1 2,1
slaktkycklingar n=16 n=18 n=18 n=16
Proteinkoncentrat 2,7 2,6 2,2 2,4
n=16 n=17 n=17 n=15
Forblandning 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n = Antal deltagande laboratorier.

Reproducerbarhet

Resultaten uttryckt som standardavvikelse mellan laboratorier for ovannimnda kollaborativa avprévning redovisas

i nedanstdende tabell.

Variationskoefficient (%) for reproducerbarhet (CVy)

Aminosyra
Referensmaterial

Treonin Cyst(e)in Metionin Lysin
Blandat grisfoder 4,1 9,9 7,0 3,2

n=15 n=17 n=17 n=13
Foderblandning f6r 52 8,8 10,9 5,4
slaktkycklingar n=16 n=18 n=18 n=16
Proteinkoncentrat 3,8 12,3 13,0 3,0

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

n = Antal deltagande laboratorier.

8. Anvindning av referensmaterial

Korrekt tillimpning av metoden ska verifieras genom analys av certifierade referensmaterial om sddana finns
tillgdngliga. Kalibrering med godkinda kalibreringslosningar for aminosyror rekommenderas.

9. Anmiirkningar

9.1 P4 grund av skillnaderna mellan aminosyraanalysatorer ska de slutliga koncentrationerna for kalibreringslos-
ningarna f6r standardaminosyror (se punkterna 3.27.4 och 3.27.5) och f6r hydrolysatet (se punkt 5.3.4) anvindas
som riktlinje.

Det intervall inom vilket utrustningen ger linjar respons ska kontrolleras for alla aminosyror.

Standardlosningen spads med citratbuffert sd att man far toppar i mitten av intervallet.

9.2 I de fall HPLC anvinds for att analysera hydrolysater ska forsoksbetingelserna optimeras i enlighet med
tillverkarens rekommendationer.

9.3 Om denna metod tillimpas pa foderblandningar eller férblandningar som innehéller mer dn 1 % klorid (kraftfoder,
mineralfoder eller kompletteringsfoder) kan den uppmiitta halten av metionin bli for ldg. For att undvika detta ska
provet behandlas pa sarskilt sitt.

10. Prestandakriterier

En sammanstillning av resultaten (med undantag for tyrosin) fran de tvd kollaborativa avprovningarna (frdn 1990 i
punkt 7 ovan och frdn 2005 i EN/ISO 13903) ger foljande kriterier for repeterbarhet och reproducerbarhet.
Resultaten frdn dessa tvd kollaborativa avprovningar behover inte vara tillimpbara for andra koncentrations-
intervall och matriser 4n dem som anges.

10.1  Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten frin tvd bestdimningar som utfors pd samma prov i samma laboratorium och av
samma aktor far inte overskrida

— 6 % av det hogre virdet for totalhalten av aminosyrorna glycin, alanin, lysin, prolin, glutaminsyra, isoleucin
och histidin,

— 8 % av det hogre virdet for totalhalten av aminosyrorna treonin, fenylalanin, metionin, asparaginsyra och
leucin,

— 10 % av det hogre virdet for totalhalten av aminosyrorna arginin och valin,
— 12 % av det hogre virdet for totalhalten av aminosyran serin,

— 15 % av det hogre virdet for totalhalten av aminosyran cyst(e)in.

10.2  Reproducerbarhet

Skillnaden mellan resultaten frin tvd bestimningar som utfors pd samma prov i olika laboratorier och/eller av olika
aktorer fir inte 6verskrida

— 15 % av det hogre virdet for totalhalten av aminosyrorna glycin, alanin och treonin,

— 20 % av det hogre virdet for totalhalten av aminosyrorna lysin, prolin, fenylalanin, metionin och
asparaginsyra,

— 22 % av det hogre virdet for totalhalten av aminosyrorna glutaminsyra och leucin,
— 27 % av det hogre virdet for totalhalten av aminosyran arginin,

— 32 % av det hogre virdet for totalhalten av aminosyran isoleucin,
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— 35 % av det hogre virdet for totalhalten av aminosyrorna valin och serin,
— 40 % av det hogre virdet for totalhalten av aminosyran histidin,

— 50 % av det hogre virdet for totalhalten av aminosyran cyst(e)in.

F. BESTAMNING AV TRYPTOFAN
Foljande analysmetoder ska anvindas for bestimning av tryptofan:
— EN ISO 13904 (Djurfoder — Bestimning av halten tryptofan).

— Den analysmetod som beskrivs i punkterna 1-9 nedan.

Syfte och tillimpningsomride

Med denna metod kan totalhalten tryptofan och halten fritt tryptofan bestdimmas i foder. Ingen atskillnad gors
mellan D- och L-formerna.

Princip

For bestimning av totalhalten tryptofan hydrolyseras provet i alkalisk miljo med mittad bariumhydroxidlosning
och upphettas till 110 °C i 20 timmar. Efter hydrolysen tillsitts en intern standard.

For bestdmning av halten fritt tryptofan extraheras provet i ltt sur miljo i nirvaro av den interna standarden.

Halten av tryptofan och intern standard i hydrolysatet eller extraktet bestims med HPLC med fluorescensdetektion.
Reagens

Dubbeldestillerat vatten eller vatten av likvirdig kvalitet ska anvindas (konduktivitet < 10 pS/cm).
Referenssubstans: tryptofan (renhet/halt > 99 %) torkat i vakuum 6ver fosforpentoxid.

Intern standard: a-metyltryptofan (renhet/halt > 99 %) torkat i vakuum 6ver fosforpentoxid.

Bariumhydroxidoktahydrat (undvik att exponera Ba(OH), 8H,0 for storre méangder luft, eftersom det dd kan bildas
BaCO; som stor bestimningen) (se punkt 9.3).

Natriumhydroxid.

Ortofosforsyra, w = 85 % (w/w).

Saltsyra, pyo = 1,19 g/ml.

Metanol, HPLC-kvalitet.

Petroleumeter, kokpunktsintervall 40-60 °C.

Natriumhydroxidlosning, ¢ = 1 mol/l:

Los 40,0 g NaOH (punkt 3.5) i vatten och spad till 1 liter (punkt 3.1).

Saltsyra, ¢ = 6 mol/l:

Spéad 492 ml HCI (punkt 3.7) med vatten och spad till 1 liter.

Saltsyra, ¢ = 1 mol/l:

Spad 82 ml HCI (punkt 3.7) med vatten och spad till 1 liter.
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3.13  Saltsyra, c = 0,1 mol/l:

Spéd 8,2 ml HCI (punkt 3.7) med vatten och spad till 1 liter.

3.14  Ortofosforsyra, ¢ = 0,5 mol/l:

Spad 34 ml ortofosforsyra (punkt 3.6) med vatten (punkt 3.1) och spad till 1 liter.

3.15  Koncentrerad tryptofanlésning (punkt 3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

Los 0,2553 g tryptofan (punkt 3.2) i saltsyra (punkt 3.13) i en 500 ml miétkolv och spad till méirket med saltsyra
(punkt 3.13). Losningen kan forvaras vid —18 °C i hogst 4 veckor.

3.16  Koncentrerad 10sning av intern standard, ¢ = 2,50 umol/ml:

Los 0,2728 g a-metyltryptofan (punkt 3.3) i saltsyra (punkt 3.13) i en 500 ml mitkolv och spad till méirket med
saltsyra (punkt 3.13). Losningen kan forvaras vid =18 °C i hogst 4 veckor.

3.17  Kalibreringslosning av tryptofan och intern standard:

Ta 2,00 ml koncentrerad tryptofanlosning (punkt 3.15) och 2,00 ml koncentrerad l6sning av intern standard
(a-metyltryptofan) (punkt 3.16). Spad med vatten (punkt 3.1) och metanol (punkt 3.8) till ungefir samma volym
och samma metanolkoncentration (10-30 %) som det firdiga hydrolysatet.

Denna 16sning ska vara nyberedd.

Den ska skyddas frdn direkt solljus under beredningen.
3.18  Attiksyra.
3.19  1,1,1-Triklor-2-metyl-2-propanol.
3.20  Etanolamin, w > 98 % (w/w).
3.21  Losning av 1 gram 1,1,1-triklor-2-metyl-2-propanol (punkt 3.19) i 100 ml metanol (punkt 3.8).

3.22  Mobilfas for HPLC: 3,00 g ittiksyra (punkt 3.18) + 900 ml vatten (punkt 3.1) + 50,0 ml l6sning (punkt 3.21) av
1,1,1-triklor-2-metyl-2-propanol (punkt 3.19) i metanol (punkt 3.8) (1 g/100 ml). Justera pH till 5,00 med
etanolamin (punkt 3.20). Spad till 1 000 ml med vatten (punkt 3.1).

4. Utrustning

4.1 HPLC-utrustning med en spektrofluorometrisk detektor.

4.2 HPLC-kolonn, 125 x 4 mm, packad med 3 pm C,; eller motsvarande.
4.3 pH-meter.

4.4 Polypropylenflaska, 125 ml, med vid hals och skruvkork.

4.5 Membranfilter, 0,45 pum.

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

4.7 Mekanisk skakapparat eller magnetomrorare.

4.8 Vortexblandare.
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5.

5.1

5.2

5.3

5.4

Forfarande

Provberedning

Provet mals sd att det kan passera genom en 0,5 mm sikt. Prover med hog vattenhalt ska antingen lufttorkas vid en
temperatur pd hogst 50 °C eller frystorkas fére malning. Prover med hog fetthalt ska extraheras med petroleumeter
(punkt 3.9) fére malning.

Bestimning av fritt tryptofan (extrakt)

Vig med en noggrannhet av 1 mg upp en limplig mingd (1-5 g) av det beredda provet (punkt 5.1) i en E-kolv.
Tillsdtt 100,0 ml saltsyra (punkt 3.13) och 5,00 ml koncentrerad 16sning av intern standard (punkt 3.16). Skaka
eller blanda i 60 minuter med en mekanisk skakapparat eller magnetomrorare (punkt 4.7). Lt sedimentera och
pipettera sedan 10,0 ml av supernatanten till en bagare. Tillsitt 5 ml ortofosforsyra (punkt 3.14). Justera pH till 3
med natriumhydroxid (punkt 3.10). Tillsdtt s& mycket metanol (punkt 3.8) att koncentrationen blir 10-30 % i
slutvolymen. Overfor till en mitkolv av limplig volym och spid med vatten till den volym som behovs for
kromatografi (ungefir samma volym som kalibreringslosningen [punkt 3.17]).

Filtrera ndgra ml av losningen genom ett 0,45 pm membranfilter (punkt 4.5) fore injektion i HPLC-kolonnen.
Fortsdtt med kromatografisteget enligt punkt 5.4.

Skydda standardlosning och extrakt fran direkt solljus. Om extrakten inte kan analyseras samma dag kan de
forvaras vid 5 °C i hogst 3 dagar.

Bestamning av totalhalt tryptofan (hydrolysat)

Vdg med en noggrannhet av 0,2 mg upp 0,1-1 g av det beredda provet (punkt 5.1) i en polypropylenflaska (punkt
4.4). Det invdgda provet ska innehdlla ca 10 mg kvéve. Tillsitt 8,4 g bariumhydroxidoktahydrat (punkt 3.4) och 10
ml vatten. Blanda med en vortexblandare (punkt 4.8) eller magnetomrorare (punkt 4.7). Limna kvar den
teflontdckta magneten i blandningen. Skolj karlets viggar med 4 ml vatten. Satt pa skruvkorken och skruva &t den
lost. Satt kdrlet i en autoklav (punkt 4.6) med kokande vatten och 1at dnga i 30-60 minuter. Sting autoklaven och
autoklavera vid 110 (¢ 2) °C i 20 timmar.

Sink temperaturen till strax under 100 °C innan autoklaven 6ppnas. Tillsdtt 30 ml rumstempererat vatten till den
varma blandningen f6r att undvika kristallisering av Ba(OH),-8H,0. Skaka eller ror forsiktigt. Tillsitt 2,00 ml
koncentrerad 16sning av intern standard (a-metyltryptofan) (punkt 3.16). Kyl kérlet i isvattenbad i 15 minuter.

Tillsdtt 5 ml ortofosforsyra (punkt 3.14). Lit kérlet vara kvar i kylbadet och neutralisera 16sningen med saltsyra
(punkt 3.11) under omrérning. Justera pH till 3,0 med saltsyra (punkt 3.12). Tillsitt sd mycket metanol att
koncentrationen blir 10-30 % i slutvolymen. Overfor till en mitkolv av limplig volym och spdd med vatten till

den volym som behovs for kromatografi (t.ex. 100 ml). Tillsatsen av metanol bor goras utan att nigon fallning
bildas.

Filtrera ndgra ml av l0sningen genom ett 0,45 pm membranfilter (punkt 4.5) fore injektion i HPLC-kolonnen.
Fortsdtt med kromatografisteget enligt punkt 5.4.

Skydda standardlésning och hydrolysat mot direkt solljus. Om hydrolysaten inte kan analyseras samma dag kan de
forvaras vid 5 °C i hogst tre dagar.

HPLC-bestimning

Foljande betingelser for isokratisk eluering anges som vigledning. Andra betingelser kan viljas om de ger
likvdrdiga resultat (se dven punkterna 9.1 och 9.2).
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HPLC-kolonn (punkt 4.2): 125 x 4 mm, packad med 3 pm C,; eller motsvarande
Kolonntemperatur: Rumstemperatur
Mobilfas (punkt 3.22): 3,00 g attiksyra (punkt 3.18) + 900 ml vatten (punkt 3.1) + 50,0 ml

16sning (punkt 3.21) av 1,1,1-triklor-2-metyl-2-propanol (punkt 3.19) i
metanol (punkt 3.8) (1 g/100 ml). Justera pH till 5,00 med etanolamin
(punkt 3.20). Spad till 1 000 ml med vatten (punkt 3.1)

Flodeshastighet: 1 ml/min
Total kortid: ca 34 min
Detektionsvéglangd: excitation: 280 nm, emission: 356 nm
Injektionsvolym: 20 pl
6. Berikning av resultat

Mingden tryptofan (X) i gram per 100 g prov beridknas enligt foljande:

_A ><B><V1><C><V2><M

X = 5Dy <0000 % m

A= topparea for intern standard, kalibreringslosning (punkt 3.17),

B= topparea for tryptofan, extrakt (punkt 5.2) eller hydrolysat (punkt 5.3),

v, = volym i ml (2 ml) av koncentrerad tryptofanlosning (punkt 3.15) som satts till kalibreringslosningen
(punkt 3.17),

c= koncentration i pmol/ml (= 2,50) av koncentrerad tryptofanlosning (punkt 3.15) som satts till
kalibreringslosningen (punkt 3.17),

V,= volym i ml av koncentrerad 16sning av intern standard (punkt 3.16) som satts till vid extraktionen
(punkt 5.2) (= 5,00 ml) eller till hydrolysatet (punkt 5.3) (= 2,00 ml),

C= topparea for intern standard, extrakt (punkt 5.2) eller hydrolysat (punkt 5.3),

D= topparea for tryptofan, kalibreringslosning (punkt 3.17),

Vs = volym i ml (2,00 ml) av koncentrerad 16sning av intern standard (punkt 3.16) som satts till kalibrering-
slosningen (punkt 3.17),

m= provets vikt i gram (korrigerad till den ursprungliga vikten om provet har torkats och/eller avfettats),

M= molvikt for tryptofan (= 204,23 g/mol).

7. Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tvé parallella bestimningar som utfors pd samma prov fir inte 6verskrida 10 %
av det hogre virdet.

8. Resultat av en kollaborativ avprévning

I en kollaborativ avprovning inom EU (fjarde jamforelsen) analyserades tre prover av upp till tolv laboratorier for
certifiering av hydrolysmetoden. Varje prov analyserades fem ganger. Resultaten redovisas i nedanstiende tabell.
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Prov 1 Prov 2 Prov 3
Grisfoder Grisfoie_rtrl;l}icéft;gsats av Kraftfoder for grisar
L 12 12 12
n 50 55 50
Medelvirde [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/kg] 0,42 0,56 0,25
CVi [%] 6,3 6,0 2,2
L= antal laboratorier som limnade in resultat,
n= antalet dterstdende enskilda resultat efter eliminering av extremvirden (enligt Cochran-Dixons
extremvardestest),
S, = standardavvikelse for repeterbarhet,
Sk =  standardavvikelse for reproducerbarhet.
r= repeterbarhet,
= reproducerbarhet,
CV, = variationskoefficient for repeterbarhet, %,
CVy = variationskoefficient for reproducerbarhet, %.

I en annan kollaborativ avprévning inom EU (tredje jimforelsen) analyserades tvd prover av upp till tretton
laboratorier for certifiering av extraktionsmetoden for fritt tryptofan. Varje prov analyserades fem ganger.

Resultaten redovisas i nedanstdende tabell.

Prov 4

Vete- och sojablandning

Prov 5

Vete- och sojablandning (= prov 4) med
tillsats av tryptofan (0,457 g/kg)

L
n

Medelvirde [g/kg]
s: [g/kg]

r [g/kg]

v, [%]

Sk [g/kg]

R [g/kg]

CVr [%]

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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9.1

L= antal laboratorier som limnade in resultat,

n= antalet dterstdende enskilda resultat efter eliminering av extremvirden (enligt Cochran-Dixons
extremvardestest),

S, = standardavvikelse for repeterbarhet,

Sk =  standardavvikelse for reproducerbarhet.

r= repeterbarhet,

R= reproducerbarhet,

CV, = variationskoefficient for repeterbarhet, %,

CVy = variationskoefficient for reproducerbarhet, %.

I ytterligare en kollaborativ avprévning inom EU analyserades fyra prover av upp till sju laboratorier for certifiering
av metoden for tryptofanhydrolys. Resultatet redovisas i nedanstdende tabell. Varje prov analyserades fem ganger.

prov 1 Fsknizzt;idlag e o
Blandat grisfoder fetthalt Sojamjol Skummijolkspulver
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 119) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Medelvirde [g/kg] 2,064 8,801 6,882 5,236
s, [g/kg] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/kg] 0,059 0,283 0,249 0,112
v, [%] 1,04 1,15 1,30 0,76
Sk [g/kg] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CVr [%] 1,48 4,69 411 4,22
L= antal laboratorier som limnade in resultat,
n= antalet dterstdende enskilda resultat efter eliminering av extremvirden (enligt Cochran-Dixons
extremvardestest),

S, = standardavvikelse for repeterbarhet,
Sk = standardavvikelse for reproducerbarhet,
r= repeterbarhet,
R= reproducerbarhet,
CV, = variationskoefficient for repeterbarhet, %,
CVyp = variationskoefficient for reproducerbarhet, %.
Anmirkningar

For att fa bittre separation mellan tryptofan och a-metyltryptofan kan man prova att anvinda
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foljande kromatografiska betingelser:

Isokratisk eluering foljt av rening av 125 x 4 mm, packad med 5 pm C; eller motsvarande
kolonnen med hjilp av
en gradient:HPLC-kolonn:

Kolonntemperatur: 32°C
Mobilfas: A: 0,01 mol/l KH,PO,/metanol, 95 + 5 (v+v)
B: metanol
Gradientprogram: 0 min 100 % A 0%B
15 min 100 % A 0%B
17 min 60 % A 40%B
19 min 60 % A 40%B
21 min 100 % A 0%B
33 min 100 % A 0%B
Flodeshastighet: 1,2 ml/min
Total kortid: ca 33 min
9.2 Kromatografin varierar beroende pé typen av HPLC och vilket material som kolonnen packats med. Det valda

systemet ska klara av att ge baslinjeseparation mellan tryptofan och intern standard. Det dr ocksd viktigt att
nedbrytningsprodukter tydligt kan separeras frén tryptofan och intern standard. Man bor kéra hydrolysat utan
intern standard for att uppticka eventuella orenheter pa baslinjen under den interna standarden. Det ar viktigt att
kortiden 4r sd lang att alla nedbrytningsprodukter hinner elueras ut, annars kan sena elueringstoppar stéra
efterféljande korningar.

Kromatografisystemet ska ge linjar respons i driftsomrddet. Den linjira responsen ska mitas med en konstant
koncentration (den normala) av intern standard och varierande koncentrationer av tryptofan. Det ar viktigt att
topparna for bdde tryptofan och intern standard ligger inom det linjdra intervallet for HPLC-/fluorescenssystemet.
Om topparna for tryptofan ochfeller intern standard ir for ldga eller for hoga bor bestimningen goras om med
annan provstorlek och/eller slutvolym.

9.3 Bariumhydroxid

Bariumhydroxid blir mer svarlosligt ndr det dldras. Detta ger en grumlig losning for HPLC-bestimning, vilket kan
ge alltfor laga virden for tryptofan.

G. BESTAMNING AV RAOLJA OCH RAFETT

1. Syfte och tillimpningsomride
Med denna metod bestdms halten rdolja och réfett i foder.

Beroende pé fodrets egenskaper och sammansittning samt bestimningens syfte anvinds en av nedanstdende tva
metoder.

For bestdimning av rdolja och réfett i oljevixtfron och oljehaltiga frukter samt i foder dér halten rdolja och réfett dr
hogre dn 15 % bor extraktion goras enligt metod A och upprepad extraktion enligt metod B (punkt 5.3).

1.1 Metod A — direkt extraherbar rdolja och rafett

Denna metod dr tillimplig pa foderravaror av vegetabiliskt ursprung, utom dem som omfattas av metod B.
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1.2 Metod B — total halt rdolja och rafett

Denna metod ar tillimplig pd foderrdvaror av animaliskt ursprung och pa alla foderblandningar. Den ska anvindas
for alla révaror fran vilka olja och fett inte kan extraheras fullstindigt utan féregdende hydrolys, till exempel gluten,
jast, potatisprotein och produkter som genomgdr processer sdsom extrudering, bearbetning till flingor samt
uppvarmning.

1.3 Tolkning av resultaten

I samtliga fall dar ett hogre resultat fis genom metod B 4n metod A, ska resultatet av metod B riknas som det sanna

vadrdet.
2. Princip
2.1 Metod A

Provet extraheras med petroleumeter. Losningsmedlet destilleras bort och aterstoden torkas och vigs.

2.2 Metod B

Provet behandlas under uppvirmning med saltsyra. Blandningen kyls och filtreras. Aterstoden skéljs och torkas
och bestdms enligt metod A.

3. Reagens

3.1 Petroleumeter, kokpunktsintervall 40-60 °C. Bromtalet mdste vara mindre dn 1 och &terstoden efter forangning
mindre dn 2 mg/100 ml.

3.2 Vattenfritt natriumsulfat.

3.3 Saltsyra, ¢ = 3 mol/l.

3.4 Filtreringshjdlpmedel, till exempel kiselgur, Hyflo-supercel.
4. Utrustning

4.1 Extraktionsapparat. Om denna ér forsedd med havert (Soxhletapparat), ska fordngningstakten vara sidan att ca tio
kretslopp sker per timme. Om hévert saknas ska fordngningstakten vara ca 10 ml per minut.

4.2 Extraktionshylsorna ska vara fria frin dmnen som ar losliga i petroleumeter och ha en porositet som
overensstimmer med kraven i punkt 4.1.

4.3 Torkugn, antingen en vakuumtorkugn instilld pd 75 (£ 3) °C eller en varmluftsugn instilld pd 100 (z 3) °C.
5. Forfarande

5.1 Metod A (se punkt 8.1)

Vag med en noggrannhet av 1 mg upp 5 gram av provet, 6verfor det till en extraktionshylsa (punkt 4.2) och tick
med en fettfri bomullstuss.

Placera hylsan i en extraktionsapparat (punkt 4.1) och extrahera i sex timmar med petroleumeter (punkt 3.1).
Samla upp petroleumeterextraktet i en torr, vigd kolv med pimpstensskarvor (°).

Destillera bort losningsmedlet. Torka dterstoden i 1,5 timmar i torkugnen (punkt 4.3). Kyl i en exsickator och vig.
Torka igen i 30 minuter for att sikerstilla att oljans och fettets vikt 4r konstant (viktforlusten mellan tvd pd
varandra foljande vigningar fir inte overskrida 1 mg).

(®) Om oljan eller fettet senare ska genomga kvalitetstester ersitts pimpstensskdrvorna med glaspérlor.
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5.2

5.3

8.1

Metod B

Vdg med en noggrannhet av 1 mg upp 2,5 gram av provet (se punkt 8.2) i en 400 ml bagare eller en 300 ml E-kolv.
Tillsdtt 100 ml saltsyra (punkt 3.3) och pimpstensskarvor. Tack over bagaren med ett urglas eller koppla E-kolven
till en dterloppskylare. Lat blandningen koka sakta i en timme Over en svag ldga eller pd en varmeplatta. Lat inte
produkten fastna pa behéllarens insida.

Kyl och tillsdtt s& mycket filtreringshjdlpmedel (punkt 3.4) att ingen olja och inget fett forloras under filtreringen.
Filtrera genom ett fuktat, fettfritt, dubbelt filtrerpapper. Skolj dterstoden i kallt vatten tills ett neutralt filtrat erhalls.
Kontrollera att filtratet inte innehéller ndgon olja eller ndgot fett. Om sé 4nda ar fallet ska provet extraheras med
petroleumeter, enligt metod A, fore hydrolys.

Ligg det dubbla filtrerpappret med aterstoden pé ett urglas och torka i 1,5 timmar i varmluftsugnen (punkt 4.3)
vid 100 (+ 3) °C.

Placera det dubbla filtrerpappret med den torra terstoden i en extraktionshylsa (punkt 4.2) och tick med en fettfri
bomullstuss. Placera hylsan i en extraktionsapparat (punkt 4.1) och fortsitt enligt punkt 5.1 andra och tredje
styckena.

Metod A och upprepad extraktion enligt metod B

For bestdmning av rdolja och réfett i oljevixtfron och oljehaltiga frukter samt i foder dir halten rdolja och réfett ar
hogre dn 15 % bor extraktion goras enligt metod A och upprepad extraktion enligt metod B.

Detta innebdr att dterstoden eller en del av aterstoden efter extraktion med petroleumeter (metod A) extraheras pa
nytt med saltsyra (metod B). Halten rdolja och réfett 4r summan av resultatet av metod A och B.

Redovisning av resultat

Aterstodens vikt uttrycks i procent av provet.

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tva parallella bestimningar som utfors pd samma prov av samma person far inte
overskrida

— 0,2 % (absolut virde) for halter av riolja och réfett under 5 %,
— 4,0 % av det hogre virdet for halter pd 5-10 %,

— 0,4 % (absolut virde) for halter 6ver 10 %.

Anmirkningar

For produkter med hog olja- och fetthalt, som ar svdra att krossa eller frin vilka det dr svirt att f3 fram ett
homogent reducerat prov, anvinds foljande forfarande.

Vdg med en noggrannhet av 1 mg upp 20 gram av provet och blanda med minst 10 gram vattenfritt natriumsulfat
(punkt 3.2). Extrahera med petroleumeter (punkt 3.1) enligt punkt 5.1. Spad extraktet med petroleumeter (punkt
3.1) till 500 ml och blanda. Overfor 50 ml av losningen till en liten, torr, vdgd kolv som innehéller
pimpstensskarvor. Destillera bort losningsmedlet, torka och fortsitt enligt punkt 5.1 sista stycket.

Avldgsna l6sningsmedlet frin extraktionsdterstoden i hylsan, krossa aterstoden till 1 mm partikelstorlek, aterfor
den till extraktionshylsan (tillsitt inte natriumsulfat) och fortsitt enligt punkt 5.1 andra och tredje styckena.
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8.2

8.3

8.4

8.5

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

4.1

4.2

Provets olje- och fetthalt i procent berdknas med formeln

(10m, +m,) x 5

ddr
m, = aterstodens vikt i gram efter forsta extraktionen (alikvoten av extraktet),
m, = aterstodens vikt i gram efter andra extraktionen.

For vissa produkter (t.ex. med ldg olje- och fetthalt) kan provmingden 6kas.

Sillskapsdjursfoder med hog vattenhalt kan beh6va blandas med vattenfritt natriumsulfat fore hydrolys och
extraktion enligt metod B.

I punkt 5.2 kan det vara effektivare att anvinda varmt vatten i stallet for kallt vatten for att skolja dterstoden efter
filtrering.

Torktiden pd 1,5 timmar kan behova forldngas for vissa foder. For lang torktid bor undvikas eftersom detta kan
leda till laga resultat. En mikrovdgsugn kan ocksd anvindas.

H. BESTAMNING AV VAXTTRAD

Syfte och tillimpningsomride

Med denna metod bestdms halten i foder av fettfria organiska amnen som ér ol6sliga i sur och basisk miljé och som
vanligen betecknas vixttrad.

Metoden ér inte tillimplig pa lignocellulosa och vegetabiliskt kol (fér sma partiklar).

Princip

Provet, som vid behov avfettas, behandlas i tur och ordning med kokande ldsningar av svavelsyra och
kaliumhydroxid i bestimda koncentrationer. Aterstoden separeras genom filtrering pa ett sintrat glasfilter och
skoljs, torkas, vigs och foraskas vid en temperatur pd 475-500 °C. Viktforlusten efter foraskning motsvarar
andelen vixttrad i provet.

Reagens

Svavelsyra, ¢ = 0,13 mol/l.

Skumdimpningsmedel (t.ex. n-oktanol).

Filtreringshjilpmedel (Celite 545 eller motsvarande), upphettat till 500 °C i fyra timmar (punkt 8.6).
Aceton.

Petroleumeter, kokpunktsintervall 40-60 °C.

Saltsyra, ¢ = 0,5 mol/l.

Kaliumhydroxidlésning, ¢ = 0,23 mol/l.

Utrustning

Varmeenhet for uppslutning med svavelsyra och kaliumhydroxidlosning, férsedd med en hallare for filterdegeln
(punkt 4.2) och ett utloppsror med kran for utslipp av vitska samt anslutning for vakuum och eventuellt for
tryckluft. Varje dag ska enheten innan den tas i bruk forvirmas med kokande vatten i 5 minuter.

Glasfilterdegel med insmalt filterskiva av sintrat glas, porstorlek 40-90 pm. Innan degeln anvinds forsta gangen,
virm den till 500 °C i ndgra minuter och lit den svalna (punkt 8.6).
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4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

Cylinder pd minst 270 ml med dterloppskylare, limplig for kokning.
Torkugn med termostat.
Muffelugn med termostat.

Extraktionsenhet bestiende av en stodplatta for filterdegeln (punkt 4.2) och med ett utloppsrér med kran for
utsldpp av vakuum och vitska.

Kopplingsringar for ihopmontering av virmeenheten (punkt 4.1), filterdegeln (punkt 4.2) och cylindern (punkt
4.3) och for anslutning av extraktionsenheten (punkt 4.6) och filterdegeln.

Forfarande

Vig med en noggrannhet av 1 mg upp 1 g av det beredda provet i filterdegeln (punkt 4.2) (se punkterna 9.1, 9.2
och 9.3) och tillsitt 1 g filtreringshjdlpmedel (punkt 3.3).

Montera ihop varmeenheten (punkt 4.1) och filterdegeln (punkt 4.2) och anslut sedan cylindern (punkt 4.3) till
filterdegeln. Hall 150 ml kokande svavelsyra (punkt 3.1) i cylinder/degeluppstillningen och tillsétt vid behov
ndgra droppar skumdidmpningsmedel (punkt 3.2).

Koka upp vitskan inom 5 # 2 minuter och 1at koka kraftigt i exakt 30 minuter.

Oppna kranen till utloppsréret (punkt 4.1) och vakuumfiltrera svavelsyran genom filterdegeln. Tvitta 4terstoden
tre gdnger med 30 ml kokande vatten per gdng och se till att dterstoden vakuumfiltreras torr efter varje tvittning.

Sting utloppskranen och hill 150 ml kokande kaliumhydroxidlosning (punkt 3.7) i cylinder/degeluppstallningen.
Tillsitt ndgra droppar skumdampningsmedel (punkt 3.2). Koka upp vitskan inom 5 * 2 minuter och lat koka
kraftigt i exakt 30 minuter. Filtrera och tvitta pd samma sitt som vid behandlingen med svavelsyra.

Efter den sista tvittningen och torkningen kopplas degeln med innehdll loss och ansluts till extraktionsenheten
(punkt 4.6). Anslut vakuum, tvitta dterstoden i degeln tre gdnger med 25 ml aceton (punkt 3.4) per gdng och se
till att terstoden vakuumfiltreras torr efter varje tvittning.

Torka degeln till konstant vikt i ugnen vid 130 °C. Lat den svalna i exsickator efter varje torkning och vig snabbt.
Sitt in degeln i en muffelugn och foraska till konstant vikt (viktforlusten mellan tvd pd varandra foljande
véagningar far inte overskrida 2 mg) vid 475-500 °C i minst 30 minuter.

Efter varje upphettning ska degeln forst svalna i ugnen och sedan i exsickatorn innan den vigs.

Gor ett blankprov utan provet. Viktforlusten till f5ljd av foraskningen far inte 6verskrida 4 mg.

Berikning av resultat

Provets vaxttradhalt i procent berdknas med formeln

X = (mg —mq) x 100
m
dar
m= provets vikt i gram,
my = viktforlust efter foraskning vid bestimningen, i gram,
m; = viktforlust efter foraskning for blankprovet, i gram.
Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten frdn tvd parallella bestimningar som utfors pd samma prov far inte 6verskrida
— 0,6 % (absolut virde) om vixttrddhalten dr mindre 4n 10 %,

— 6 % av det hogre virdet om vixttraddhalten uppgér till 10 % eller mer.
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8. Reproducerbarhet

Skillnaden mellan resultaten frn tvd bestimningar som utfors pd samma prov i olika laboratorier fir inte
overskrida

— 1,0 % (absolut virde) om vixttradhalten dr mindre 4n 10 %,

— 10 % av det hogre virdet om vixttraddhalten uppgér till 10 % eller mer.
9. Anmirkningar

9.1 Foder som innehéller mer dn 10 % réfett ska fore analys avfettas med petroleumeter (punkt 3.5). Anslut filterdegeln
(punkt 4.2) med innehdll till extraktionsenheten (punkt 4.6), anslut vakuum, tvitta terstoden tre ganger med 30
ml petroleumeter och se till att dterstoden vakuumfiltreras torr. Anslut degeln med innehdll till virmeenheten
(punkt 4.1) och fortsatt enligt punkt 5.

9.2 Foder som innehaller fetter som inte kan extraheras direkt med petroleumeter (punkt 3.5) ska avfettas enligt punkt
8.1 och direfter avfettas dnnu en gang efter kokning med syra. Efter kokning med syra och dirpa foljande tvittning
ansluts degeln med innehdll till extraktionsenheten (punkt 4.6) och tvittas tre gdnger med 30 ml aceton per ging
och direfter ytterligare tre gdnger med 30 ml petroleumeter per ging. Vakuumfiltrera torrt och fortsitt analysen
fran och med kaliumhydroxidbehandlingen enligt punkt 5.

9.3 Om fodret innehdller mer dn 5 % karbonat, uttryckt som kalciumkarbonat, ansluts degeln (punkt 4.2) med det
uppviagda provet till virmeenheten (punkt 4.1). Tvitta provet tre gdnger med 30 ml saltsyra (punkt 3.6) per ging.
Lét provet std ca en minut efter varje tillsats innan det filtreras. Tvitta en gdng med 30 ml vatten och fortsitt sedan
enligt punkt 5.

9.4 Om den utrustning som anvénds utgors av ett stativ (flera deglar anslutna till ssamma virmeenhet) far tvd enskilda
bestdmningar av samma analysprov inte ingd i samma provserie.

9.5 Om det efter kokningen ér svért att filtrera de sura och basiska losningarna blases tryckluft genom virmeenhetens
utloppsror, varefter filtreringen fullf6ljes.

9.6 For att forlinga glasfilterdeglarnas livslingd far temperaturen vid féraskningen inte dverskrida 500 °C. Var noga
med att undvika alltf6r hastiga temperaturférindringar vid uppvirmning och avkylning.

. BESTAMNING AV SOCKERARTER

1. Syfte och tillimpningsomride
Med denna metod bestims halten reducerande sockerarter och totalhalten sockerarter efter invertering, uttryckt
som glukos eller, om s& dr limpligt, sackaros med omvandlingsfaktorn 0,95. Metoden ir tillimplig pa
foderblandningar. For andra typer av foder finns sirskilda metoder. Om s krévs ska laktos bestimmas separat och
tas med i resultatberdkningen.

Denna metod ska anvindas for bestimning av halten sockerarter for berdkning av fodrets energivirde.

Om halten sockerarter ska bestimmas f6r andra dndamal far andra analysmetoder anvindas.

2. Princip

Sockerarterna extraheras i utspadd etanol. Losningen klaras med Carrez-losning I och II. Efter det att etanolen
eliminerats bestims kvantiteterna fore och efter invertering med Luff-Schoorl-metoden.

3. Reagens

3.1 Etanol 40 % (v/v), densitet: 0,948 g/ml vid 20 °C, fenolftaleinneutral.
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3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.8.1

3.8.2

3.8.3

3.9

5.1

5.2

Carrez-16sning I: 16s 21,9 g zinkacetat (Zn(CH;COO), 2H,0) och 3 g isittika i vatten. Spad med vatten till 100 ml.
Carrez-16sning II: 16s 10,6 g kaliumferrocyanid (K,Fe(CN), 3H,0) i vatten. Spad med vatten till 100 ml.
Metylorange, losning 0,1 % (w/v).

Saltsyra, 4 mol/l.

Saltsyra, 0,1 mol/l.

Natriumhydoxidlsning, 0,1 mol/l.

Luff-Schoorl-reagens:

Hill citronsyralosningen (punkt 3.8.2) i natriumkarbonatlosningen (punkt 3.8.3) under noggrann omrorning.
Tillsétt kopparsulfatlosningen (punkt 3.8.1) och spad med vatten till 1 liter. Lat std 6ver natten och filtrera.

Kontrollera koncentrationen hos det erhéllna reagenset (Cu 0,05 mol/l, Na,CO; 1 mol/l), se punkt 5.4 sista stycket.
Losningens pH ska vara ca 9,4.

Kopparsulfatlosning: 16s 25 g jarnfritt kopparsulfat (CuSO4 5H,0) i 100 ml vatten.

Citronsyralosning: 16s 50 g citronsyra (CsHgO,*H,0) i 50 ml vatten.

Natriumkarbonatlosning: 16s 143,8 g vattenfritt natriumkarbonat i ca 300 ml varmt vatten. Lit svalna.
Natriumtiosulfatlosning, 0,1 mol/l.

Stirkelselosning: tillsdtt en blandning av 5 g 16slig stirkelse och 30 ml vatten till 1 1 kokande vatten. Koka i tre
minuter, 13t svalna och tillsitt vid behov 10 mg kvicksilverjodid som konserveringsmedel.

Svavelsyra, 3 mol/l.

Kaliumjodidl6sning, 30 % (w/v).

Pimpstensgranulat som kokats i saltsyra, skoljts med vatten och torkats.
3-Metylbutan-1-ol.

Utrustning

Omblandare: ca 35-40 varv per minut.
Forfarande

Extraktion av provet

Vig med en noggrannhet av 1 mg upp 2,5 g av provet i en 250 ml mitkolv. Tillsatt 200 ml etanol (punkt 3.1) och
blanda pa skakapparaten i en timme. Tillsdtt 5 ml Carrez-l6sning I (punkt 3.2) och rér om i ca 30 sekunder. Tillsitt
5 ml Carrez-losning II (punkt 3.3) och ror om i en minut. Spid med etanol (punkt 3.1) till full volym,
homogenisera och filtrera. Avldgsna 200 ml av filtratet och 1t indunsta till ungefir halv volym sa att det mesta av
etanolen elimineras. Overfor &terstoden efter avdunstningen kvantitativt, med varmt vatten, till en 200 ml mitkolv,
kyl, spiad med vatten till full volym, homogenisera och filtrera vid behov. Denna l6sning anvénds for att bestimma
halten av reducerande sockerarter och, efter invertering, totalhalten sockerarter.

Bestimning av reducerande sockerarter

Avldgsna med pipett hogst 25 ml av l6sningen som innehéller mindre dn 60 mg reducerande sockerarter uttryckt
som glukos. Spid vid behov med destillerat vatten till 25 ml och bestdm halten reducerande sockerarter med Luff-
Schoorl-metoden. Resultatet uttrycks som procent glukos i provet.
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5.3 Bestimning av totalhalten sockerarter efter invertering

Pipettera 50 ml av l6sningen till en 100 ml métkolv. Tillsitt ndgra droppar metylorangelésning (punkt 3.4) och
darefter — forsiktigt och under stindig omrorning — saltsyra (punkt 3.5) tills vétskan blir tydligt rod. Tillsdtt 15 ml
saltsyra (punkt 3.6), sink ned kolven i ett kraftigt kokande vattenbad och 14t std i 30 minuter. Kyl hastigt till ca
20 °C och tillsitt 15 ml natriumhydroxidlosning (punkt 3.7). Spad med vatten till 100 ml och homogenisera.
Avligsna hogst 25 ml av losningen som innehdller mindre d4n 60 mg reducerande sockerarter uttryckt som
glukos. Spiad vid behov med destillerat vatten till 25 ml och bestim halten reducerande sockerarter med Luff-
Schoorl-metoden. Resultatet uttrycks som procent glukos i provet eller, om sé ar lampligt, sackaros, genom att
multiplicera med faktorn 0,95.

5.4 Titrering med Luff-Schoorl-metoden

Pipettera 6ver 25 ml Luff-Schoorl-reagens (punkt 3.8) till en 300 ml E-kolv. Tillsitt exakt 25 ml av den klarade
sockerlosningen. Tillsdtt tvd korn pimpsten (punkt 3.13), hetta upp under omrorning for hand 6ver medelstor
oppen laga och 14t vitskan koka i ca tvd minuter. Still omedelbart E-kolven pa ett asbestklitt trddndt med ett hal
med ca 6 cm diameter under vilket en ldga brinner. Lagan ska justeras sa att endast E-kolvens botten hettas upp.
Anslut en dterloppskylare till E-kolven. Lit koka i exakt 10 minuter. Kyl omedelbart i kallt vatten och titrera efter
ca 5 minuter pd foljande sitt:

Tillsdtt 10 ml kaliumjodidlosning (punkt 3.12) och omedelbart direfter (forsiktigt, pa grund av risken for kraftig
skumbildning) 25 ml svavelsyra (punkt 3.11). Titrera med natriumtiosulfatlésning (punkt 3.9) tills en matt gul
farg upptrader, tillsitt stirkelseindikatorn (punkt 3.10) och slutfor titreringen.

Utfor samma titrering pa en noggrant uppmatt blandning av 25 ml Luff-Schoorl-reagens (punkt 3.8) och 25 ml
vatten efter tillsats av 10 ml kaliumjodidlosning (punkt 3.12) och 25 ml svavelsyra (punkt 3.11) utan kokning.

6. Berikning av resultat

Faststdll med hjilp av tabellen nedan den glukosmingd i mg som motsvarar skillnaden mellan virdena av de bada
titreringarna, uttryckt i ml 0,1 mol/l natriumtiosulfat. Resultatet uttrycks i procent av provet.

7. Sirskilda forfaranden

7.1 For foder som innehaller mycket melass eller som inte 4r sarskilt homogena vags 20 g upp och 6verfors med 500
ml vatten till en 1 1 mitkolv. Blanda pé skakapparaten i en timme. Gor l6sningen klar med Carrez-l6sning I (punkt
3.2) och Carrez-16sning II (punkt 3.3) enligt beskrivningen i punkt 5.1 men med fyra génger sa stor mingd av varje
reagens. Spad till full volym med etanol 80 % (v/v).

Homogenisera och filtrera. Eliminera etanolen enligt beskrivningen i punkt 5.1. Om det inte finns ndgon
dextrinerad stirkelse, spdd med destillerat vatten till full volym.

7.2 For melass och foderrdvaror som innehdller mycket socker och som ar néstan stirkelsefria (johannesbrdd, torkad
betsnitsel osv.), vigs 5 g upp i en 250 ml mitkolv, varefter 200 ml destillerat vatten tillsitts och 16sningen blandas
pa skakapparaten i en timme eller mer om s& behovs. Gor losningen klar med Carrez-16sning I (punkt 3.2) och
Carrez-16sning II (punkt 3.3) enligt beskrivningen i punkt 5.1. Spad med kallt vatten till full volym, homogenisera
och filtrera. Bestdm totalhalten sockerarter enligt beskrivningen i punkt 5.3.

8. Anmiirkningar

8.1 For att forhindra skumbildning ar det lampligt att (oberoende av volym) tillsdtta ca 1 ml 3-metylbutan-1-ol (punkt
3.14) fore uppkokning med Luff-Schoorl-reagens.

8.2 Skillnaden mellan totalhalten sockerarter efter invertering, uttryckt som glukos, och halten reducerande
sockerarter, uttryckt som glukos, multiplicerad med 0,95 ger sackaroshalten i procent.

8.3 For att bestimma halten reducerande sockerarter, med undantag av laktos, kan tvd metoder anvindas:
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1.

For en ungefirlig berakning multipliceras den laktoshalt som faststallts med en annan analysmetod med 0,675, och
subtrahera det erhdllna resultatet frdn halten reducerande sockerarter.

For en exakt berdkning av reducerande sockerarter, med undantag av laktos, médste samma prov anvindas for de
tva slutliga bestimningarna. Den ena analysen utfors péd en del av den 16sning som erhéllits enligt punkt 5.1 och
den andra pé en del av den 16sning som erhdllits vid bestimningen av laktos med den metod som faststillts for
detta dndamal (efter det att de andra sockerarterna jasts och l6sningen klarats).

I bada fallen bestims méngden befintliga sockerarter med Luff-Schoorl-metoden och beriknas i mg glukos. Det ena
av virdena subtraheras frdn det andra och skillnaden uttrycks i procent av provet.

Exempel
De tva valda volymerna motsvarar vid varje bestimning ett prov p& 250 mg.

I det forsta fallet forbrukas 17 ml 0,1 mol/l natriumtiosulfatlosning, vilket motsvarar 44,2 mg glukos, och i det
andra fallet 11 ml, vilket motsvarar 27,6 mg glukos.

Skillnaden 4r 16,6 mg glukos.
Halten reducerande socker (med undantag av laktos) berdknad som glukos ar alltsa:
200 = 6,64 %

Tabell 6ver vérden for 25 ml Luff-Schoorl-reagens

ml 0,1 mol/l Na,S,0;, uppvirmning 2 minuter, kokning 10 minuter

Na,S$,0; Glukos, fruktos, invertsocker Laktos Na,$,0;
0,1 mol/l CeH,,04 C,H,,014 0,1 mol/l
ml mg skillnad mg skillnad ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4.8 2,4 7,3 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 16
17 442 2,9 63,8 3,9 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 22
23 62,2 88,0 23

J. BESTAMNING AV LAKTOS

Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod bestims laktoshalten i foder som innehéller mer 4n 0,5 % laktos.
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2. Princip

Sockerarterna 16ses upp i vatten. Losningen fermenteras med jasten Saccharomyces cerevisiae som limnar laktosen
opaverkad. Efter klarning och filtrering bestdms laktoshalten i filtratet med Luff-Schoorl-metoden.

3. Reagens
3.1 Suspension av Saccharomyces cerevisiae: slamma upp 25 g farsk jast i 100 ml vatten. Suspensionen héller sig hogst en
vecka i kylskép.

3.2 Carrez-16sning I: 16s 21,9 g zinkacetat (Zn(CH; COO), 2H,0) och 3 g isittika i vatten. Spid med vatten till 100 ml.
3.3 Carrez-16sning II: 16s 10,6 g kaliumferrocyanid (K,Fe(CN), 3H,0) i vatten. Spad med vatten till 100 ml.

3.4 Luff-Schoorl-reagens:
Hill citronsyralosningen (punkt 3.4.2) i natriumkarbonatlosningen (punkt 3.4.3) under noggrann omrorning.
Tillsdtt kopparsulfatlosningen (punkt 3.4.1) och spdd med vatten till 1 liter. Lit std Over natten och filtrera.

Kontrollera koncentrationen hos det erhdllna reagenset (Cu 0,05 mol/l, Na,CO5 1 mol/l). Lésningens pH ska vara
ca9,4.

3.4.1 Kopparsulfatlosning: 16s 25 g jarnfritt kopparsulfat (CuSO4 5H,0) i 100 ml vatten.

3.4.2  Citronsyralosning: 16s 50 g citronsyra (CsHgO,*H,0) i 50 ml vatten.

3.4.3  Natriumkarbonatl6sning: 16s 143,8 g vattenfritt natriumkarbonat i ca 300 ml varmt vatten. Lt svalna.
3.5 Pimpstensgranulat som kokats i saltsyra, skoljts med vatten och torkats.

3.6 Kaliumjodidlosning, 30 % (w/v).

3.7 Svavelsyra, 3 mol/l.

3.8 Natriumtiosulfatlosning, 0,1 mol/L.

3.9 Stirkelselosning: tillsitt en blandning av 5 g 16slig stirkelse och 30 ml vatten till 1 | kokande vatten. Koka i 3
minuter, 1dt svalna och tillsitt vid behov 10 mg kvicksilverjodid som konserveringsmedel.

4, Utrustning

Vattenbad med termostaten instélld pd 38—40 °C.

5. Forfarande

Vig med en noggrannhet av 1 mg upp 1 g av provet i en 100 ml métkolv. Tillsdtt 25-30 ml vatten. Lt kolven std i
ett kokande vattenbad i 30 minuter och kyl sedan till ca 35 °C. Tillsitt 5 ml jastsuspension (punkt 3.1) och
homogenisera. Lat kolven std i vattenbad i tvd timmar vid en temperatur av 38-40 °C. Kyl dérefter till ca 20 °C.

Tillsdtt 2,5 ml Carrez-16sning I (punkt 3.2), ror om i 30 sekunder och tillsdtt sedan 2,5 ml Carrez-16sning II (punkt
3.3) och ror om i ytterligare 30 sekunder. Spiad med vatten till 100 ml, blanda och filtrera. Avligsna med pipett
hogst 25 ml av filtratet som bor innehélla 40-80 mg laktos och Gverfor detta till en 300 ml E-kolv. Spad vid
behov med vatten till 25 ml.

Utfor ett blankprov pa samma sitt med 5 ml jdstsuspension (punkt 3.1). Faststall laktoshalten enligt Luff-Schoorl
pa foljande sitt: tillsatt exakt 25 ml Luff-Schoorl-reagens (punkt 3.4) och tvd korn pimpsten (punkt 3.5). Hetta
upp under omroérning for hand ver medelstor 6ppen 13ga och 14t vitskan koka i ca tvd minuter. Still omedelbart
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E-kolven pd ett asbestkldtt tradnit med ett hal med ca 6 cm diameter under vilket en ldga brinner. Ligan ska
justeras sd att endast E-kolvens botten hettas upp. Anslut en aterloppskylare till E-kolven. Lit koka i exakt 10
minuter. Kyl omedelbart i kallt vatten och titrera efter ca 5 minuter pa f6ljande sitt:

Tillsdtt 10 ml kaliumjodidlosning (punkt 3.6) och omedelbart darefter (forsiktigt, pd grund av risken for kraftig
skumbildning) 25 ml svavelsyra (punkt 3.7). Titrera med natriumtiosulfatlésning (punkt 3.8) tills en matt gul firg
upptrader, tillsitt stirkelseindikatorn (punkt 3.9) och slutfor titreringen.

Utfor samma titrering pa en noggrant uppmatt blandning av 25 ml Luff-Schoorl-reagens (punkt 3.4) och 25 ml
vatten efter tillsats av 10 ml kaliumjodidlosning (punkt 3.6) och 25 ml svavelsyra (punkt 3.7) utan kokning.

6. Berikning av resultat

Faststdll med hjilp av tabellen nedan den laktosmingd i mg som motsvarar skillnaden mellan resultaten av de bada
titreringarna, uttryckt i ml 0,1 mol/l natriumtiosulfat.

Uttryck resultatet som halten vattenfri laktos i procent av provet.

7. Anmirkning

1. For produkter som innehéller mer 4n 40 % jdsbara sockerarter anvinds mer 4n 5 ml jdstsuspension
(punkt 3.1).

2. I laktosreducerat foder (t.ex. kattmjolk) omvandlas laktos till fruktos, som inte jéses fullstindigt inom tva
timmar, vilket leder till hogre eller falska positiva resultat (eftersom det finns kvar rester av fruktos i
extraktet).

Tabell Gver vérden for 25 ml Luff-Schoorl-reagens
ml 0,1 mol/l Na,S,0;, uppvirmning 2 minuter, kokning 10 minuter
Na,S,0; Glukos, fruktos, invertsocker Laktos Na,S,0;
0,1 mol/l CsH;,04 C,H5,014 0,1 mol/l
ml mg skillnad mg skillnad 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. BESTAMNING AV STARKELSE

POLARIMETRISK METOD

1. Syfte och tillimpningsomride

Med denna metod bestims halten stirkelse och nedbrytningsprodukter av stirkelse med hog molekylvikt i foder, i
syfte att kontrollera att det deklarerade energivirdet dr korrekt (bestimmelser i bilaga VII) och att forordning (EG)
nr 7672009 efterlevs.

Denna metod ska anvindas for bestimning av stirkelsehalten for berdkning av fodrets energivirde.

Om stirkelsehalten ska bestimmas for andra dndamél far andra analysmetoder anvindas.
2. Princip

Metoden omfattar tvd bestimningar. I den forsta behandlas provet med utspidd saltsyra. Efter klarning och
filtrering mits losningens optiska rotation polarimetriskt.

I den andra extraheras provet med 40 % etanol. Efter att filtratet surgjorts med saltsyra, klarats och filtrerats miits
den optiska rotationen pd samma sitt som vid den forsta bestimningen.

Genom att multiplicera skillnaden mellan de bdda métningarna med en kind faktor erhélls provets stirkelsehalt.
3. Reagens
3.1 Saltsyra, 16sning 25 % (w/w), densitet: 1,126 g/ml.
3.2 Saltsyra, l6sning 1,13 % (w/v).
Koncentrationen ska kontrolleras genom titrering med 0,1 mol/l natriumhydroxidlosning i nirvaro av 0,1 % (w/v)
metylrott i 94 % (v/v) etanol. For att neutralisera 10 ml krdvs 30,94 ml 0,1 mol/l NaOH.
3.3 Carrez-16sning I 16s 21,9 g zinkacetat (Zn(CH;COO), 2H,0) och 3 g isittika i vatten. Spad med vatten till 100 ml.
3.4 Carrez-16sning II: 16s 10,6 g kaliumferrocyanid (K,Fe(CN)s 3H,0) i vatten. Spad med vatten till 100 ml.
3.5 Etanol 40 % (v[v), densitet: 0,948 g/ml vid 20 °C.
4. Utrustning
4.1 250 ml E-kolv med standardfog av slipat glas och dterloppskylare.
4.2 Polarimeter eller sackarimeter.

5. Forfarande

5.1 Provberedning

Krossa provet tills det ar tillrdckligt finfrdelat for att helt kunna passera genom en sikt med 0,5 mm runda maskor.
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5.2

53

6.1

Bestdmning av den totala optiska rotationen (P eller S) (se punkt 7.1)

Vdg med en noggrannhet av 1 mg upp 2,5 g av det krossade provet i en 100 ml mitkolv. Tillsitt 25 ml saltsyra
(punkt 3.2), skaka om sd att provet fordelas jamnt och tillsdtt ytterligare 25 ml saltsyra (punkt 3.2). Sink ned
kolven i ett kokande vattenbad under kraftig och jimn omskakning under de tre forsta minuterna for att férhindra
agglomeratbildning. Vattenbadet maste innehalla sd mycket vatten att det fortsitter att koka dé kolven sinks ned i
det. Kolven fir inte tas upp ur vattenbadet medan den skakas. Ta upp kolven ur vattenbadet efter exakt 15 minuter,
tillsdte 30 ml kallt vatten och kyl omedelbart till 20 °C.

Tillsdtt 5 ml Carrez-16sning I (punkt 3.3) och skaka i ca 30 sekunder. Tillsitt sedan 5 ml Carrez-16sning II (punkt
3.4) och skaka i ytterligare ca 30 sekunder. Spdd med vatten till full volym, blanda och filtrera. Om filtratet inte ar
fullstandigt klart (vilket dr sillsynt) upprepas bestimningen med en storre mangd Carrez-l6sning I och Carrez-
16sning 11, till exempel 10 ml.

Losningens optiska rotation mats i ett 200 mm r6r med polarimeter eller sackarimeter.

Bestamning av den optiska rotationen (P’ eller S’) hos dmnen som dr losliga i 40 % etanol

Vig med en noggrannhet av 1 mg upp 5 g av provet i en 100 ml mitkolv och tillsitt ca 80 ml etanol (punkt 3.5)
(se punkt 7.2). Lat kolven std i en timme i rumstemperatur och skaka under denna tid om kraftigt vid sex tillfallen
sd att provet blandas noggrant med etanolen. Spad med etanol (punkt 3.5) till full volym, blanda och filtrera.

Pipettera 50 ml av filtratet (motsvarar 2,5 g av provet) till en 250 ml E-koly, tillsdtt 2,1 ml saltsyra (punkt 3.1) och
skaka kraftigt. Anslut en aterloppskylare till E-kolven och sdnk darefter ned E-kolven i ett kokande vattenbad. Ta
efter exakt 15 minuter upp E-kolven ur vattenbadet, overfor innehéllet till en 100 ml mitkolv (skolj med lite kallt
vatten) och kyl till 20 °C.

Klara provet med Carrez-16sning I (punkt 3.3) och Carrez-l6sning II (punkt 3.4), spiad med vatten till full volym,
blanda, filtrera och mit den optiska rotationen enligt punkt 5.2 andra och tredje styckena.

Berikning av resultat

Stirkelsehalten (%) berdknas pa foljande sitt:

Mtning med polarimeter

Starkelsehalt (%) = 2000 x (P —P')

oy
p= total optisk rotation i vinkelgrader
P = optisk rotation i vinkelgrader for imnen som ér 16sliga i 40 % (v/v) etanol
[a]2” = specifik optisk rotation for ren stirkelse. De konventionella numeriska virdena for denna faktor ar

+185,9°: risstirkelse
+185,7°%:  potatisstirkelse
+184,6°: majsstirkelse
+182,7°  vetestirkelse
+181,5°  kornstirkelse
+181,3% havrestirkelse

+184,0° andra typer av stirkelse och starkelseblandningar i foderblandningar
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6.2 Matning med sackarimeter

Stiirkelsehalt (%) = 2000 x (2N<0.665) x (5-5) _ 206N (s-8)

T @ 100 )
S= total optisk rotation i sackarimetergrader
S= optisk rotation i sackarimetergrader for dmnen som ar losliga i 40 % (v/v) etanol
N= vikt (g) av sackaros i 100 ml vatten som ger en optisk rotation pd 100 sackarimetergrader vid mitning

med ett 200 mm ror
16,29 g for franska sackarimetrar
26,00 g for tyska sackarimetrar
20,00 g for sackarimetrar av blandtyp
[@]2" = specifik optisk rotation for ren stirkelse (se punkt 6.1)

6.3 Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten av tvd parallella bestimningar som utfors pa samma prov fir inte 6verskrida 0,4
(absolut virde) om stirkelsehalten dr under 40 %, och 1 % (relativt virde) om stirkelsehalten dr 40 % eller hogre.

7. Anmirkningar

7.1 Om provet innehdller mer d4n 6 % karbonater, berdknat som kalciumkarbonat, maste dessa avligsnas genom
behandling med en vil avvigd mingd utspadd svavelsyra, innan den totala optiska rotationen bestims.

7.2 For produkter med hog laktoshalt, som mjélkserum i pulverform och skummjélkspulver, anvinds foljande
forfarande efter tillsats av 80 ml etanol (punkt 3.5): Anslut en &terloppskylare till kolven och sink direfter ned
kolven i ett vattenbad vid 50 °C i 30 minuter. Lat svalna och fortsitt analysen enligt punkt 5.3.

7.3 Foljande foderravaror kan, om de férekommer i betydande mangder i fodret, stora bestimningen av stirkelsehalt
med polarimeter och kan dirigenom ge upphov till felaktiga resultat:

— (Socker)betsprodukter som (socker)betmassa, (socker)betmelass, melasserad (socker)betmassa, (socker)
betvinass, (bet)socker.

— Citruspulpa.

— Linfron, linfroexpeller, extraherade linfron.

— Rapsfron, rapsfroexpeller, extraherade rapsfron, rapsfroskal.

— Solrosfron, extraherade solrosfron, delvis skalade extraherade solrosfron.
— Kopraexpeller, extraherad kopra.

— Potatispulpa.

— Torkad jast.

— Inulinrika produkter (t.ex. chips mjol av jordartskockor).

— Fettgrevar.

— Sojabonsprodukter.

I dessa fall kan den analysmetod som f6reskrivs i kommissionens forordning (EG) nr 121/2008 () tillimpas. Den
metoden kan ocksd anvindas for foder som innehéller mindre dn 1 % stirkelse.

() Kommissionens forordning (EG) nr 121/2008 av den 11 februari 2008 om faststillande av analysmetoder for faststillande av
stirkelsehalten i beredningar av sddana slag som anvinds vid utfodring av djur (KN-nummer 2309) (EUT L 37, 12.2.2008, s. 3).
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4.2

4.3

5.1

5.2

7.1

7.2

7.3

L. BESTAMNING AV RAASKA

Syfte och tillimpningsomride

Med denna metod bestims halten rdaska i foder.

Princip

Provet foraskas vid 550 °C. Aterstoden vigs.

Reagens

Ammoniumnitrat, l6sning 20 % (w/v).
Utrustning

Virmeplatta.

Elektrisk muffelugn med termostat.

Deglar av kvarts, porslin eller platina, rektangulira (ca 60 x 40 x 25 mm) eller cirkelformade (diameter: 60-75
mm, hojd: 20-40 mm).

Forfarande

Vig med en noggrannhet av 1 mg upp ca 5 g av provet (2,5 g for produkter som har bendgenhet att svilla) i en
degel som forst har upphettats till 550 °C, svalnat och tarerats. Still degeln pd virmeplattan och upphetta sakta
tills provet forkolnar. Foraska enligt punkt 5.1 eller 5.2.

Satt in degeln i den kalibrerade muffelugnen instilld pa 550 °C. Hall provet vid denna temperatur tills en vit, ljusgra
eller rodaktig aska bildas som forefaller fri fran kolhaltiga partiklar. Still degeln i en exsickator, 1at svalna och vig
omedelbart.

Sitt in degeln i den kalibrerade muffelugnen installd pa 550 °C. Foraska i tre timmar. Stall degeln i en exsickator, lat
svalna och vig omedelbart. Foraska pd nytt i 30 minuter for att sikerstilla att askans vikt ar konstant (viktforlusten
mellan tvd pd varandra foljande vigningar far inte 6verskrida 1 mg).

Berikning av resultat
Berikna aterstodens vikt genom att subtrahera taran.

Resultatet uttrycks i procent av provet.
Anmirkningar

Askan av dmnen som dr svéra att foraska ska forst genomgé en forberedande foraskning i minst tre timmar, kylas
och sedan tillsittas ndgra droppar 20 % ammoniumnitratlosning eller vatten (forsiktigt sd att inte askan sprids
eller klumpar bildas). Fortsdtt kalcineringen efter torkning i ugn. Upprepa forfarandet si manga ginger som
behovs tills foraskningen ar fullstindig.

For dmnen som 4dr motstdndskraftiga mot den behandling som beskrivs i punkt 7.1, gor pa foljande sitt: efter
foraskning i tre timmar ldggs askan i varmt vatten och filtreras genom ett litet askfritt filter. Foraska filtret och
dess innehdll i den ursprungliga degeln. Overfor filtratet till den avsvalnade degeln, 14t indunsta tills det ér torrt,
foraska och vig.

For oljor och fetter: vdg noggrant upp ett prov pa 25 g i en degel av lamplig storlek. Forkola provet genom att
antinda den med en remsa askfritt filtrerpapper. Fukta efter forbranning med minsta mojliga mingd vatten. Torka
och foraska enligt beskrivningen i punkt 5.

M. BESTAMNING AV ASKA SOM AR OLOSLIG I SALTSYRA

Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod bestims halten i foder av mineralimnen som ir oldsliga i saltsyra. Tvd metoder kan anvindas
beroende pa typen av prov.
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1.1 Metod A: tillimplig pé organiska foderravaror och pa de flesta foderblandningar.

1.2 Metod B: tillimplig pd mineralimnen och mineralblandningar och pé foderblandningar vilkas innehall av amnen
som dr olosliga i saltsyra overskrider 1 % enligt bestimning med metod A.

2. Princip

2.1 Metod A: provet foraskas, askan kokas i saltsyra och den olosliga aterstoden filtreras och vags.

22 Metod B: provet behandlas med saltsyra. Losningen filtreras varpa terstoden foraskas och den aska som erhalls
behandlas enligt metod A.

3. Reagens

3.1 Saltsyra, 3 mol/l.

3.2 Triklorittiksyra, l6sning 20 % (w/v).

3.3 Triklorittiksyra, l6sning 1 % (w[v).

4. Utrustning

4.1 Virmeplatta.

4.2 Elektrisk muffelugn med termostat.

43 Deglar av kvarts, porslin eller platina, rektangulira (ca 60 x 40 x 25 mm) eller cirkelformade (diameter: 60-75
mm, hojd: 20-40 mm).

4.4 Askfria filter.

5. Forfarande

5.1 Metod A
Foraska provet med samma metod som for bestimning av rdaska. Aska som erhillits vid den analysen kan ocksa
anvindas.
Overfor askan till en 250-400 ml bégare med 75 ml saltsyra (punkt 3.1). Koka upp ldngsamt och 1t koka sakta
i 15 minuter. Filtrera den varma l6sningen genom ett askfritt filtrerpapper och skolj dterstoden med varmt vatten
tills ingen syrareaktion lingre dr miérkbar. Torka filtret med dterstoden och foraska i en tarerad degel vid ldgst
550 °C och hogst 700 °C. Kyl i exsickator och vig.

5.2 Metod B
Vdg med en noggrannhet av 1 mg upp 5 g av provet i en 250-400 ml bagare. Tillsdtt 25 ml vatten och darefter 25
ml saltsyra (punkt 3.1), blanda och vinta tills gasutvecklingen upphor. Tillsitt ytterligare 50 ml saltsyra (punkt
3.1). Vinta tills gasutvecklingen upphor och still sedan bigaren i ett kokande vattenbad i 30 minuter eller lingre
sd att eventuell stirkelse hydrolyseras fullstindigt. Filtrera den fortfarande varma losningen genom ett askfritt
filter och tvitta filtret i 50 ml varmt vatten (se punkt 7). Lagg filtret med dterstod i en degel, torka och foraska vid
lagst 550 °C och hogst 700 °C. Overfor askan till en 250-400 ml bagare med 75 ml saltsyra (punkt 3.1). Fortsatt
enligt punkt 5.1 andra stycket.

6. Berikning av resultat
Berdkna dterstodens vikt genom att subtrahera taran. Resultatet uttrycks i procent av provet.
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.6.1

3.6.2

3.7

Anmirkning
Om filtreringen visar sig svdr att genomfora ska analysen paborjas pa nytt, varvid de 50 ml saltsyra (punkt 3.1)

ersitts med 50 ml 20 % triklordttiksyra (w/v) (punkt 3.2) och filtret skoljs med en varm losning av 1 %
triklordttiksyra (punkt 3.3).

N. BESTAMNING AV TOTALHALT FOSFOR

Totalhalt fosfor ska bestimmas med

— analysmetoden i EN 15510 (Djurfoder — Metoder for provtagning och analys — Bestimning av kalcium,
natrium, fosfor, magnesium, kalium, jirn, zink, koppar, mangan, kobolt, molybden och bly med ICP-
AES), eller

— analysmetoden i EN 15621 (Djurfoder — Metoder for provtagning och analys — Bestimning av kalcium,
natrium, fosfor, magnesium, kalium, svavel, jirn, zink, koppar, mangan och kobolt efter uppslutning
med ICP-AES), eller

— den fotometriska metod som beskrivs nedan.

FOTOMETRISK METOD

Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod bestims totalhalten fosfor i foder. Metoden r sirskilt limplig for analys av produkter med ldg
fosforhalt. I vissa fall (fosforrika produkter) kan en gravimetrisk metod anvindas.

Princip
Provet mineraliseras antingen genom torrforbranning (organiska foder) eller genom uppslutning med syra

(mineralimnen och flytande foder) och liggs i en syralosning. Losningen behandlas med molybdovanadatreagens.
Absorbansen hos den gula [6sning som dé bildas mats i spektrofotometer vid 430 nm.

Reagens

Kalciumkarbonat.

Saltsyra, pyo = 1,10 g/ml (ca 6 mol/l).
Salpetersyra, p,o = 1,045 g/ml.
Salpetersyra, pyo = 1,38-1,42 g/ml.
Svavelsyra, p,o = 1,84 g/ml.

Molybdovanadatreagens: blanda 200 ml ammoniumheptamolybdatlésning (punkt 3.6.1), 200 ml ammoniumva-
nadatlosning (punkt 3.6.2) och 134 ml salpetersyra (punkt 3.4) i en 1 | mitkolv. Spdd med vatten till full volym.

Ammoniumheptamolybdatlosning: 16s 100 ¢ ammoniumheptamolybdat (NH,) 6Mo,0,,.4H,0) i varmt vatten.
Tillsdtt 10 ml ammoniak (densitet 0,91 g/ml) och spad med vatten till 1 liter.

Ammoniumvanadatlsning: 16s 2,35 g ammoniumvanadat (NH,VO;) i 400 ml varmt vatten. Tillsatt ldngsamt
under stindig omrérning 20 ml utspadd salpetersyra (7 ml HNO; [punkt 3.4] + 13 ml vatten) och spid med
vatten till 1 liter.

Standardfosforlosning, 1 mg/ml: 16s 4,387 g kaliumdivitefosfat (KH,PO,) i vatten. Spad med vatten till 1 liter.
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4. Utrustning

4.1 Deglar av kvarts, porslin eller platina.

4.2 Elektrisk muffelugn med termostaten instélld pa 550 °C.
43 250 ml Kjeldahlkolv.

4.4 Mitkolvar och precisionspipetter.

4.5 Spektrofotometer.

4.6 Provror, ca 16 mm i diameter, med proppar, 14,5 mm i diameter, volym 25-30 ml.
5. Forfarande

5.1 Beredning av losningen

Losningen bereds enligt punkt 5.1.1 eller 5.1.2 beroende pd typ av prov.

5.1.1 Vanlig metod

Vig upp 1 g eller mer av provet med en noggrannhet av 1 mg. Placera provet i en Kjeldahlkoly, tillsitt 20 ml
svavelsyra (punkt 3.5), skaka s att materialet helt impregneras med syra och sd att det inte fastnar pd kolvens
vdggar, upphetta och lat koka i 10 minuter. Lat svalna négot, tillsitt 2 ml salpetersyra (punkt 3.4), upphetta
forsiktigt, 1at svalna ndgot, tillsitt lite mer salpetersyra (punkt 3.4) och upphetta dter till kokpunkten. Upprepa
detta forfarande tills en firglos 16sning erhélls. Kyl, tillsdtt lite vatten, hall over vitskan i en 500 ml matkolv och
skolj ur Kjeldahlkolven med varmt vatten. Lit svalna, spid med vatten till full volym, homogenisera och filtrera.

5.1.2 Prover som innehdller organiska dmnen och som ir fria frén kalcium- och magnesiumdiva-
tefosfat

Vdg med en noggrannhet av 1 mg upp ca 2,5 g av provet i en degel. Blanda provet fullstindigt med 1 g
kalciumkarbonat (punkt 3.1). Foraska i ugnen vid 550 °C tills en vit eller grd aska erhalls (visst inslag av trikol har
ingen betydelse). Overfér askan till en 250 ml bdgare. Tillsdtt 20 ml vatten och saltsyra (punkt 3.2) tills
skumningen upphor. Tillsdtt ytterligare 10 ml saltsyra (punkt 3.2). Still bdgaren i sandbad och indunsta
fullstindigt s att kiseldioxiden blir oloslig. Los upp dterstoden i 10 ml salpetersyra (punkt 3.3) och koka pa
sandbadet eller pd en virmeplatta i 5 minuter utan fullstindig indunstning. Hall over vdtskan i en 500 ml mitkolv
och skolj ur bagaren flera gdnger med varmt vatten. Lt svalna, spdd med vatten till full volym, homogenisera och
filtrera.

5.2 Férgutveckling och mdtning av absorbans

Spéd en alikvot av det filtrat som erhdllits enligt punkt 5.1.1 eller 5.1.2 sd att en fosforhalt av hogst 40 pg/ml
erhdlls. Overfér 10 ml av denna Isning till ett provrér (punkt 4.6) och tillsitt 10 ml molybdovanadatreagens
(punkt 3.6). Homogenisera och 14t std i minst 10 minuter vid 20 °C. Mét absorbansen i spektrofotometer vid 430
nm mot en 16sning av 10 ml molybdovanadatreagens (punkt 3.6) i 10 ml vatten.

5.3 Kalibreringskurva
Av standardlésningen (punkt 3.7) bereds losningar som innehéller 5, 10, 20, 30 och 40 pg fosfor per ml. Ta 10 ml
av var och en av dessa losningar och tillsdtt 10 ml molybdovanadatreagens (punkt 3.6). Homogenisera och lat std i

minst 10 minuter vid 20 °C. Mt absorbansen enligt punkt 5.2. Konstruera kalibreringskurvan genom att avsitta
absorbansvirdena mot motsvarande méangder fosfor. Vid koncentrationer mellan 0 och 40 pg/ml dr kurvan linjar.

6. Berikning av resultat

Bestdm miéngden fosfor i provet med hjilp av kalibreringskurvan.
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3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

5.1

Resultatet uttrycks i procent av provet.

Repeterbarhet
Skillnaden mellan resultaten fran tvé parallella bestimningar som utfors pa samma prov far inte 6verskrida
— 3 % av det hogre virdet for fosforhalter under 5 %,

— 0,15 % (absolut virde) for fosforhalter pd 5 % eller mer.

O. BESTAMNING AV KLOR I KLORIDER

Syfte och tillimpningsomride

Med denna metod bestims mingden klor i vattenlosliga klorider, konventionellt uttryckt som natriumklorid.
Metoden dr tillimplig p4 alla foder.

Princip

Kloriderna 16ses upp i vatten. Om produkten innehaller organiskt material ska den klaras. Losningen surgérs nigot
med salpetersyra och kloriderna fills ut som silverklorid genom tillsats av silvernitratlosning. Overskottet av
silvernitrat titreras med ammoniumtiocyanatlosning enligt Volhardmetoden.

Reagens

Ammoniumtiocyanatlosning, 0,1 mol/l.

Silvernitratlosning, 0,1 mol/l.

Miittad 16sning av ammoniumjarnsulfat (NH,)Fe(SO4),).

Salpetersyra, densitet: 1,38 g/ml.

Dietyleter.

Aceton.

Carrez-16sning I: 16s 21,9 g zinkacetat (Zn(CH;COO),-2H,0) och 3 g isittika i vatten. Spad med vatten till 100 ml.
Carrez-16sning II: 16s 10,6 g kaliumferrocyanid (K,Fe(CN),-3H,0) i vatten. Spad med vatten till 100 ml.

Aktivt kol, fritt frén klorider och inte kloridabsorberande.

Utrustning

Omblandare: ca 35-40 varv per minut.
Forfarande

Beredning av lgsningen
Beroende pd typ av prov bereds en 16sning enligt punkt 5.1.1, 5.1.2 eller 5.1.3.

Utfor samtidigt ett blankprov utan det prov som ska analyseras.

Prover som ir fria frdn organiskt material

Vig med en noggrannhet av 1 mg upp ett prov pa hogst 10 g som innehéller hogst 3 g klor i kloridform. Overfor
provet och 400 ml vatten till en 500 ml métkolv vid ca 20 °C. Blanda pé skakapparaten i 30 minuter, spad till full
volym, homogenisera och filtrera.
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5.1.2 Prover som innehdller organiskt material, med undantag av produkterna i punkt 5.1.3

Vig med en noggrannhet av 1 mg upp ca 5 g av provet tillsammans med 1 g aktivt kol i en 500 ml métkolv. Tillsatt
400 ml vatten (ca 20 °C) och 5 ml Carrez-16sning I (punkt 3.7), ror om i 30 sekunder och tillsitt darefter 5 ml
Carrez-16sning IT (punkt 3.8). Blanda pé skakapparaten i 30 minuter, spad till full volym, homogenisera och filtrera.

5.1.3 Kokt foder, linfrokakor och linfromjol, produkter med hog halt linfromjol och andra
produkter med hog halt vixtslem eller kolloider (till exempel dextrinerad stirkelse)

Bered 16sningen enligt i punkt 5.1.2 men filtrera inte. Dekantera (centrifugera vid behov) och 6verfor 100 ml av
supernatanten till en 200 ml mitkolv. Blanda med aceton (punkt 3.6) och spidd med detta losningsmedel till full
volym, homogenisera och filtrera.

5.2 Titrering

Pipettera 6ver 25-100 ml (beroende pa den formodade klorhalten) av det filtrat som erhllits enligt punkt 5.1.1,
5.1.2 eller 5.1.3 till en E-kolv. Alikvoten far inte innehdlla mer 4n 150 mg klor (Cl). Spad vid behov med vatten till
minst 50 ml, tillsitt 5 ml salpetersyra (punkt 3.4), 2 ml mittad ammoniumjirnsulfatlosning (punkt 3.3) och tvd
droppar ammoniumtiocyanatlosning (punkt 3.1) som tillfors med hjilp av en byrett som ar fylld till
nollmarkeringen. Tillfor silvernitratlosningen (punkt 3.2) med en byrett sd att ett Gverskott pa 5 ml erhills. Tillsatt
5 ml dietyleter (punkt 3.5) och skaka kraftigt sd att en fallning bildas. Titrera overskottet av silvernitrat med
ammoniumtiocyanatlosningen (punkt 3.1) tills den rodbruna fargen har bestétt i en minut.

6. Berikning av resultat

Mingden klor (X) uttryckt som procent natriumklorid beriknas med formeln

5845 x (V= V9)

X m
dar
V, = ml tillsatt 0,1 mol/l silvernitratlosning,
V,= ml 0,1 mol/l ammoniumtiocyanatlosning som anvénts vid titreringen,
m= provets (i alikvoten) vikt i gram.

Om blankprovet visar att 0,1 mol/l silvernitratlosning har forbrukats ska detta virde subtraheras frén volymen

(Vi=Va).
7. Anmiirkningar
7.1 Titreringen kan dven utforas potentiometriskt eller amperometriskt.

7.2 Produkter med mycket hog olje- och fetthalt ska forst avfettas med dietyleter eller petroleumeter.

7.3 Vid analys av fiskmjol far titreringen utféras med Mohrs metod.”
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.6.1

3.7

3.8

3.9

3.10

BILAGA IV

"BILAGA IV
ANALYSMETODER FOR KONTROLL AV HALTEN GODKANDA FODERTILLSATSER

A. BESTAMNING AV VITAMIN A
Vitamin A ska bestimmas med

— analysmetoden i EN 17547 (Djurfoder: Metoder for provtagning och analys — Bestimning av vitamin
A-, E- och D-innehdll () - Metod med anvdndning av fastfas-extraktions-(SPE-)rening och
hogpresterande vitskekromatografi (HPLC)), eller

— omvind fas-kromatografi (RP-HPLC) med UV- eller fluorescensdetektor enligt beskrivningen i
punkterna 1-9.

Syfte och tillimpningsomride

Med denna metod bestidms halten vitamin A (retinol) i foder. Vitamin A inbegriper all-trans-retinylalkohol och de
av dess cis-isomerer som bestims med denna metod. Halten av vitamin A uttrycks som internationella enheter
(IE) per kg, dar 1 IE motsvarar aktiviteten hos 0,300 pg all-trans-vitamin A-alkohol eller 0,344 pg all-trans-
vitamin A-acetat eller 0,550 pg all-trans-vitamin A-palmitat.

Kvantifieringsgriansen for vitamin A dr 2 000 IE kg.

Princip

Provet hydrolyseras med kaliumhydroxid som 16sts i etanol, och vitamin A extraheras sedan o6ver till
petroleumeter. Losningsmedlet avlidgsnas genom avdunstning, och &terstoden av provet 1ses i metanol och
spads vid behov till lamplig koncentration. Halten vitamin A bestdims genom omvind fas-kromatografi
(RP-HPLC) med UV- eller fluorescensdetektor. De kromatografiska parametrarna viljs sd att all-trans-vitamin
A-alkohol inte separeras fran sina cis-isomerer.

Reagens

Etanol, 0 = 96 %.

Petroleumeter, kokpunktsintervall 40-60 °C.

Metanol.

Kaliumhydroxidl6sning, ¢ = 50 g/100 ml.

Natriumaskorbatlosning, ¢ = 10 g/100 ml (se punkt 7.7).

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

Natriumsulfidlosning, ¢ = 0,5 mol/l i glycerol, £ = 120 g/l f6r x = 9 (se punkt 7.8).
Fenolftalein som 16sts i etanol, ¢ = 2 g/100 ml (punkt 3.1).

2-Propanol.

Mobilfas for HPLC: blandning av metanol (punkt 3.3) och vatten, tex. 980 + 20 (v + v). Det exakta
volymforhallandet anpassas efter kolonnens egenskaper.

Kvivgas, syrefri.

(") Analysmetoden i EN 17547 betecknas som en alternativ metod som ska anvindas vid offentlig kontroll for bestimning av vitamin A
och E i stallet for den metod for bestimning av vitamin A som beskrivs i del A i denna bilaga och for vitamin E i del B i denna bilaga.
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3.11.1

3.12.1

4.1

4.2

4.2.1

4.2.2

4.2.3

4.2.4

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.8.1

4.8.2

All-trans-vitamin A-acetat, av extra hog renhetsgrad, med certifierad aktivitet, t.ex. 2,80 x 106 IE/g.

Stamlosning av all-trans-vitamin A-acetat: vig med en noggrannhet av 0,1 mg upp 50 mg vitamin A-acetat
(punkt 3.11) i en 100 ml mitkolv. Los i 2-propanol (punkt 3.8) och spdd till méirket med samma l6sningsmedel.
Den nominella halten av vitamin A i 16sningen 4r 1 400 IE/ml. Den exakta halten ska bestimmas enligt punkt
5.6.3.1.

All-trans-vitamin A-palmitat, av extra hog renhetsgrad, med certifierad aktivitet, t.ex. 1,80 x 106 IE/g

Stamlosning av all-trans-vitamin A-palmitat: vig med en noggrannhet av 0,1 mg upp 80 mg vitamin A-palmitat
(punkt 3.12) i en 100 ml mitkolv. Los i 2-propanol (punkt 3.8) och spad till mérket med samma l6sningsmedel.
Den nominella halten av vitamin A i 16sningen dr 1 400 IE/ml. Den exakta halten ska bestimmas enligt punkt
5.6.3.2.

2,6-Di-tert-butyl-4-metylfenol (BHT) (se punkt 7.5).

Utrustning

Rotationsindunstare.

Bruna glaskarl.

Sattkolvar eller E-kolvar, 500 ml, med slipad hals.

Smalhalsade mitkolvar, 10, 25, 100 och 500 ml, med slipade proppar.

Koniska separertrattar, 1 000 ml, med slipade proppar.

Rundkolvar, 250 ml, med slipad hals.

Allihn-kylare, mantellingd 300 mm, med fog av slipat glas och adapter for gasinledningsror.
Veckat filtrerpapper for fasseparation, diameter 185 mm (t.ex. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2).
HPLC-utrustning med injektor.

HPLC-kolonn, 250 x 4 mm, packad med 5 eller 10 pm C; eller motsvarande (prestandakriterium: en enda topp
for alla retinolisomerer vid normala HPLC-betingelser).

UV- eller fluorescensdetektor, med variabel vaglingd.
Spektrofotometer med 10 mm kvartskyvetter.
Vattenbad med magnetomrorare.

Extraktionsapparat (se figur 1) bestdende av:
Glascylinder, 1 liter, med slipad hals och propp.

Adapter av slipat glas med en sidoarm och ett justerbart ror genom mitten. Det justerbara réret bor ha U-formad
nederdel och en pip i 6vre dnden sd att det Gvre vitskeskiktet i cylindern kan Gverforas till en separertratt.
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5.1

5.2

5.3

Forfarande

Anm.:  Vitamin A ar kinsligt for (UV-)ljus och oxidation. Alla arbetsmoment bor darfor utforas i skydd fran ljus
(bruna glaskdrl eller glaskdrl insvepta i aluminiumfolie) och frdn syre (spola med kvivgas). Vid

extraktionen ersitts luften ovanfor vitskan med kvivgas (undvik dvertryck genom att litta pa proppen
da och da).

Provberedning

Mal provet sé att det kan passera genom en 1 mm sikt, men undvik friktionsvirme. For att undvika forlust av
vitamin A mdste malningen goras omedelbart innan provet vigs och fortvalas. Mal inte provet om partikelstor-
leksfordelningen ar lamplig (t.ex. forblandningar och fodertillsatser).

Fortvdlning

Vig med en noggrannhet av 1 mg upp 2-25 g av provet, beroende pa halten vitamin A, i en 500 ml sittkolv eller
E-kolv (punkt 4.2.1). Vid laga koncentrationer kan provets vikt okas sa att det finns tillrackligt med partiklar i
provet. Tillsdtt — i tur och ordning, och samtidigt som kolven roteras — 130 ml etanol (punkt 3.1), ca 100 mg
BHT (punkt 3.13), 2 ml natriumaskorbatlosning (punkt 3.5) och 2 ml natriumsulfidlésning (punkt 3.6). Kolven
kopplas till en kylare (punkt 4.3) och stills ddrefter i ett vattenbad med magnetomrorare (punkt 4.7). Varm till
kokpunkten och lat terloppskoka i 5 minuter. Tillsitt ddrefter 25 ml kaliumhydroxidlosning (punkt 3.4) genom
kylaren (punkt 4.3) och lat aterloppskoka i ytterligare 25 minuter under omrorning och ett lingsamt flode av
kvivgas. Skolj sedan kylaren med ca 20 ml vatten och kyl innehallet i kolven till rumstemperatur.

Extraktion

Overfor genom dekantering den fortvélade 1osningen kvantitativt till en 1 000 ml separertratt (punkt 4.2.3) eller
till en extraktionsapparat (punkt 4.8) genom att skolja med sammanlagt 250 ml vatten. Skolj ur
fortvalningskolven forst med 25 ml etanol (punkt 3.1) och sedan med 100 ml petroleumeter (punkt 3.2) och
overfor skoljvitskan till separertratten eller extraktionsapparaten. Forhdllandet mellan vatten och etanol i de
sammanslagna losningarna ska vara ca 2:1. Skaka kraftigt i 2 minuter och ldt sedan std i 2 minuter.

Extraktion med separertratt (punkt 4.2.3)

Nir skikten har separerat (se punkt 7.3) overfors skiktet med petroleumeter till en annan separertratt (punkt
4.2.3). Upprepa extraktionen tvd gdnger med 100 ml petroleumeter (punkt 3.2) och tvd gdnger med 50 ml
petroleumeter (punkt 3.2).

Tvitta de sammanslagna extrakten i separertratten tva gdnger genom att tillsitta portioner pd 100 ml vatten och
sedan forsiktigt rotera tratten (for att undvika att emulsioner bildas). Skaka sedan tratten upprepade gdnger med
portioner pd 100 ml vatten, tills vattnet inte lingre firgas vid tillsats av fenolftaleinlosning (punkt 3.7) (fyra
tvattningar brukar ricka). Avldgsna vatten i suspension genom att filtrera det tvittade extraktet genom ett torrt
veckat filtrerpapper for fasseparation (punkt 4.4) till en 500 ml mitkolv (punkt 4.2.2). Skélj ur separertratten
och filtret med 50 ml petroleumeter (punkt 3.2), spdd till market med petroleumeter (punkt 3.2) och blanda
noggrant.

Extraktion med extraktionsapparat (punkt 4.8)

Nar skikten har separerat (se punkt 7.3) ersitts glascylinderns propp (punkt 4.8.1) med adaptern av slipat glas
(punkt 4.8.2). Den U-formade nederdelen av det justerbara roret ska mynna precis ovanfor grinsytan mellan
skikten. Overfor det 6vre skiktet av petroleumeter till en 1000 ml separertratt (punkt 4.2.3) genom att féra in
kvivgas via sidororet. Tillsdtt 100 ml petroleumeter (punkt 3.2) till glascylindern, sitt i proppen och skaka
kraftigt. Lat skikten separera och overfor det Gvre skiktet till separertratten enligt ovan. Upprepa extraktionen
med ytterligare 100 ml petroleumeter (punkt 3.2) och sedan tvd ganger med 50 ml-portioner av petroleumeter
(punkt 3.2). Overfor petroleumeterskikten till separertratten.

Tvitta de sammanslagna extrakten av petroleumeter enligt punkt 5.3.1 och fortsitt enligt den punkten.
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5.4 Beredning av provlgsning for HPLC

Pipettera en alikvot av petroleumeterlosningen (frdn punkt 5.3.1 eller 5.3.2) till en 250 ml rundkolv (punkt
4.2.4). Lt losningsmedlet avdunsta néstan fullstindigt i en rotationsindunstare (punkt 4.1) med reducerat tryck
och en temperatur pd vattenbadet som inte overskrider 40 °C. Aterstill atmosfirstryck genom att slippa in
kvivgas (punkt 3.10) och ta sedan bort kolven frdn rotationsindunstaren. Avligsna resterande losningsmedel
med en kvivgasstrom (punkt 3.10) och los omedelbart upp aterstoden av provet i en kidnd volym (10-100 ml)
metanol (punkt 3.3). (Halten av vitamin A ska ligga i intervallet 5-30 IE/ml.)

5.5 Bestamning med HPLC

Vitamin A separeras i en Cyg-kolonn for omvind fas-kromatografi (punkt 4.5.1) och halten bestims med en
UV-detektor (punkt 325 nm) eller fluorescensdetektor (excitation: 325 nm, emission: 475 nm) (punkt 4.5.2).

Injicera en alikvot (t.ex. 20 pl) av den metanollosning som erholls i punkt 5.4 och eluera med mobilfasen (punkt
3.9). Berdakna den genomsnittliga topphojden (arean) for flera injektioner av samma provlosning och de
genomsnittliga topphojderna (areorna) for flera injektioner av kalibreringslosningarna (punkt 5.6.2).

HPLC-betingelser

Foljande betingelser anges som vigledning. Andra betingelser kan viljas om de ger likvirdiga resultat.

HPLC-kolonn (punkt 4.5.1): 250 x 4 mm, packad med 5 eller 10 pm C, 5 eller motsvarande.

Mobilfas (punkt 3.9): Blandning av metanol (punkt 3.3) och vatten, t.ex. 980 + 20
(Vv +wv).

Flodeshastighet: 1-2 ml/min.

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

nm, emission: 475 nm).

5.6 Kalibrering

561  Beredning av arbetslosningar

Pipettera 20 ml av stamldsningen av vitamin A-acetat (punkt 3.11.1) eller 20 ml stamldsning av vitamin
A-palmitat (punkt 3.12.1) till en 500 ml sittkolv eller E-kolv (punkt 4.2.1) och hydrolysera enligt punkt 5.2 men
utan tillsats av BHT. Extrahera sedan med petroleumeter (punkt 3.2) enligt punkt 5.3 och spad till 500 ml med
petroleumeter (punkt 3.2). Lat 100 ml av extraktet indunsta i en rotationsindunstare (se punkt 5.4) tills provet dr
ndstan torrt. Avldgsna resterande 16sningsmedel med en kvivgasstrom (punkt 3.10) och 16s upp provet pé nytt
i 10,0 ml metanol (punkt 3.3). Den nominella halten av vitamin A i 16sningen 4r 560 IE/ml. Den exakta halten
ska bestimmas enligt punkt 5.6.3.3. Arbetslosningen ska vara nyberedd.

Pipettera 2,0 ml av arbetslosningen till en 20 ml mitkolv. Spéd till mérket med metanol (punkt 3.3) och blanda.
Den nominella halten av vitamin A i denna utspiddda arbetslosning dr 56 IE[ml.

5.6.2 Beredning av kalibreringslosningar och konstruktion av kalibreringskurva

For over 1,0, 2,0, 5,0 och 10,0 ml av den utspadda arbetslosningen till ett antal 20 ml métkolvar. Spad till market
med metanol (punkt 3.3) och blanda. Den nominella halten av vitamin A i dessa 16sningar 4r 2,8, 5,6, 14,0
respektive 28,0 IE/ml.

Injicera upprepade gdnger 20 pl av varje kalibreringslosning och bestim de genomsnittliga topphdjderna
(areorna). Anvind de genomsnittliga topphojderna (areorna) for att konstruera en kalibreringskurva med
beaktande av resultatet av UV-kontrollen (punkt 5.6.3.3).
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5.6.3

5.6.3.1

5.6.3.2

5.6.3.3

UV-standardisering av standardlosningar

Stamlosning av vitamin A-acetat

Pipettera 2,0 ml av stamlosningen av vitamin A-acetat (punkt 3.11.1) till en 50 ml mitkolv (punkt 4.2.2) och
spad till mirket med 2-propanol (punkt 3.8). Den nominella halten av vitamin A i lésningen 4r 56 IE/ml.
Pipettera 3,0 ml av den utspadda 16sningen av vitamin A-acetat till en 25 ml matkolv och spad till market med
2-propanol (punkt 3.8). Den nominella halten av vitamin A i losningen ar 6,72 IE[ml. Mat UV-spektrumet for
losningen mot 2-propanol (punkt 3.8) i en spektrofotometer (punkt 4.6) mellan 300 och 400 nm.
Extinktionsmaximum ska ligga mellan 325 och 327 nm.

Berdkning av halten vitamin A:
Halten vitamin A (IE/ml) = E,,; x 19,0

(Ei” for vitamin A —acetat = 1 530 vid 326 nm i 2—propanol)

1cm

Stamldsning av vitamin A-palmitat

Pipettera 2,0 ml av stamlosningen av vitamin A-palmitat (punkt 3.12.1) till en 50 ml mitkolv (punkt 4.2.2) och
spad till mirket med 2-propanol (punkt 3.8). Den nominella halten av vitamin A i losningen dr 56 IE[ml.
Pipettera 3,0 ml av den utspddda losningen av vitamin A-palmitat till en 25 ml matkolv och spdd till market
med 2-propanol (punkt 3.8). Den nominella halten av vitamin A i 16sningen ér 6,72 IE/ml. Mat UV-spektrumet
for 16sningen mot 2-propanol (punkt 3.8) i en spektrofotometer (punkt 4.6) mellan 300 och 400 nm.
Extinktionsmaximum ska ligga mellan 325 och 327 nm.

Berikning av halten vitamin A:
Halten vitamin A (IE/ml) = E,,; x 19,0
(Ei” for vitamin A — palmitat = 957 vid 326 nm i 2—propanol)

Arbetslosning av vitamin A

Pipettera 3,0 ml av den outspidda arbetslosning av vitamin A som beretts enligt punkt 5.6.1 till en 50 ml
mitkolv (punkt 4.2.2) och spad till market med 2-propanol (punkt 3.8). Pipettera 5,0 ml av denna 16sning till
en 25 ml mitkolv och spid till mirket med 2-propanol (punkt 3.8). Den nominella halten av vitamin A i
l6sningen ar 6,72 IE/ml. Mdt UV-spektrumet for l6sningen mot 2-propanol (punkt 3.8) i en spektrofotometer
(punkt 4.6) mellan 300 och 400 nm. Extinktionsmaximum ska ligga mellan 325 och 327 nm.

Berdkning av halten vitamin A:
Halten vitamin A (IE/ml) = E,,; x 18,30

(Ei” for vitamin A — alkohol = vid 325 nm i 2—propanol)

1em

Berikning av resultat

Anvind den genomsnittliga topphojden (arean) for provlosningens vitamin A-toppar for att bestimma halten
i IE/ml med hjilp av kalibreringskurvan (punkt 5.6.2).

Provets vitamin A-halt (w) i IE/kg berdknas med formeln

500 x ¢ x Vo x 1000
W= SV 10y
ddr
c= halten vitamin A i provlosningen (punkt 5.4) i [E/ml,
Vv, = provldsningens volym (punkt 5.4) i ml,
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7.1

7.2

7.3

7.4

7.5

7.6

7.7

7.8

7.9

V,= den uttagna alikvotens volym (punkt 5.4) i ml,
m= provets vikt i gram.
Anmirkningar

For prover med lag halt av vitamin A kan det vara limpligt att sld ihop petroleumeterextrakten frdn tva
fortvalningsomgangar (uppvagd mangd: 25 ) till en enda provlosning for bestimning med HPLC.

Det prov som ska bestimmas far inte innehalla mer 4n 2 g fett.

Om ingen fasseparation dger rum tillsitts ca 10 ml etanol (punkt 3.1) for att fd emulsionen att skikta sig.
For torskleverolja och andra rena fetter ska fortvalningstiden forlingas till 45-60 minuter.

I stillet for BHT kan man anvidnda hydrokinon.

Retinolisomerer kan separeras med en kolonn f6r normal fas-kromatografi. Topphéjderna (areorna) for alla cis-
och trans-isomerer ska dd adderas vid berdkningen.

I stillet for natriumaskorbatlosning kan man anvinda ca 150 mg askorbinsyra.
I stillet for natriumsulfidlosning kan man anvinda ca 50 mg EDTA.

Vid bestimning av vitamin A i mjolkersittning ska f6ljande beaktas:

— Vid fortvalning (punkt 5.2): det kan vara nodvindigt att 6ka méingden kaliumhydroxidlosning (punkt 3.4) pa
grund av mangden fett i provet.

— Vid extraktion (punkt 5.3): det kan vara nddvindigt att anpassa volymforhallandet mellan vatten och
etanol (2:1) pd grund av forekomsten av emulsioner.

Gor ett utbytesforsok pa ett separat prov for att kontrollera att bestimningsmetoden ger tillforlitliga resultat for
just denna matris (mjolkersittning). Om utbytet r ldgre dn 80 % ska resultatet av bestimningen korrigeras for
detta.

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tva parallella bestimningar som utfors pd samma prov far inte 6verskrida 15 %
av det hogre virdet.

Resultat av en kollaborativ avprovning (%)

Forblandning | Forblandat foder | MITCRIKONCEN= | proreinfoger Smagrisfoder

L 13 12 13 12 13

n 48 45 47 46 49
Medel- 17,02 x 106 1,21 x 106 537100 151 800 18070
varde [IE[kg]

st [IE/kg] 0,51 x 106 0,039 x 106 22080 12 280 682

r [IE/kg] 1,43 x 106 0,109 x 106 61824 34384 1910
CVr [%] 3,0 3,5 41 8,1 3.8

sR [IE/kg] 1,36 x 106 0,069 x 106 46 300 23060 3614

R [IE[kg] 3,81 x 106 0,193 x 106 129 640 64568 10119

() Genomford av arbetsgruppen for foder inom Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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B. BESTAMNING AV VITAMIN E
Vitamin E ska bestimmas med

— analysmetoden i EN 17547 (Djurfoder: Metoder for provtagning och analys — Bestimning av vitamin
A-, E- och D-innehdll ¢) — Metod med anvindning av fastfas-extraktions-(SPE-)rening och
hogpresterande vitskekromatografi (HPLC)), eller

— omvind fas-kromatografi (RP-HPLC) med UV- eller fluorescensdetektor enligt beskrivningen i
punkterna 1-9.

1. Syfte och tillimpningsomride

Med denna metod bestdms halten vitamin E i foder. Halten vitamin E uttrycks som mg DL-a-tokoferolacetat/kg. 1
mg DL-a-tokoferolacetat motsvarar 0,91 mg DL-a-tokoferol (vitamin E).

Kvantifieringsgrdnsen for vitamin E 4r 2 mg/kg. Denna grins kan bara uppnds med fluorescensdetektor. Med
UV-detektor ligger kvantifieringsgrinsen pa 10 mg/kg.

2. Princip

Provet hydrolyseras med kaliumhydroxid som 1osts i etanol, och vitamin E extraheras 6ver till petroleumeter.
Losningsmedlet avldgsnas genom avdunstning, och dterstoden av provet 16ses i metanol och spids vid behov till
lamplig koncentration. Halten av vitamin E bestims genom omvind fas-kromatografi (RP-HPLC) med
fluorescens- eller UV-detektor.

3. Reagens

3.1 Etanol, 0 = 96 %.

3.2 Petroleumeter, kokpunktsintervall 40-60 °C.

3.3 Metanol.

3.4 Kaliumhydroxidlosning, ¢ = 50 g/100 ml.

3.5 Natriumaskorbatlosning, ¢ = 10 g/100 ml (se punkt 7.7).
3.6 Natriumsulfid (Na,S - x H,O ddr x = 7 - 9).

3.6.1  Natriumsulfidlosning, ¢ = 0,5 mol/l i glycerol, f = 120 g/l for x = 9 (se punkt 7.8).
3.7 Fenolftalein som 16sts i etanol, ¢ = 2 g/100 ml (punkt 3.1).

3.8 Mobilfas for HPLC: blandning av metanol (punkt 3.3) och vatten, tex. 980 + 20 (v + v). Det exakta
volymforhallandet anpassas efter kolonnens egenskaper.

3.9 Kvivgas, syrefri.
3.10 DL-a-tokoferolacetat, av extra hog renhetsgrad, med certifierad aktivitet.

3.10.1  Stamlosning av DL-a-tokoferolacetat: vig med en noggrannhet av 0,1 mg upp 100 mg DL-a-tokoferolacetat
(punkt 3.10) i en 100 ml métkolv. Los i etanol (punkt 3.1) och spid till mirket med samma 16sningsmedel. 1 ml
av denna 16sning innehdller 1 mg DL-a-tokoferolacetat. (Fér UV-kontroll, se punkt 5.6.1.3; for stabilisering, se
punkt 7.4).

() Analysmetoden i EN 17547 betecknas som en alternativ metod som ska anvindas vid offentlig kontroll for bestimning av vitamin A
och E i stallet for den metod for bestimning av vitamin A som beskrivs i del A i denna bilaga och for vitamin E i del B i denna bilaga.
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4.1

4.2

4.2.1

4.2.2

4.2.3

4.2.4

4.3

4.4

4.6

4.7

4.8

4.8.1

4.8.2

5.1

DL-a-tokoferol, av extra hog renhetsgrad, med certifierad aktivitet.

Stamldsning av DL-a-tokoferol: vig med en noggrannhet av 0,1 mg upp 100 mg DL-a-tokoferol (punkt 3.11) i
en 100 ml matkolv. Los i etanol (punkt 3.1) och spad till mirket med samma losningsmedel. 1 ml av denna
16sning innehaller 1 mg DL-a-tokoferol. (Fér UV-kontroll, se punkt 5.6.2.3; for stabilisering, se punkt 7.4).

2,6-Di-tert-butyl-4-metylfenol (BHT) (se punkt 7.5).

Utrustning

Rotationsindunstare.

Bruna glaskarl.

Sattkolvar eller E-kolvar, 500 ml, med slipad hals.

Smalhalsade mitkolvar, 10, 25, 100 och 500 ml, med slipade proppar.

Koniska separertrattar, 1 000 ml, med slipade proppar.

Rundkolvar, 250 ml, med slipad hals.

Allihn-kylare, mantellingd 300 mm, med fog av slipat glas och adapter for gasinledningsror.
Veckat filtrerpapper for fasseparation, diameter 185 mm (t.ex. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2).
HPLC-utrustning med injektor.

HPLC-kolonn, 250 x 4 mm, packad med 5 eller 10 pm C,; eller motsvarande.

Fluorescens- eller UV-detektor, med variabel vaglingd.

Spektrofotometer med 10 mm kvartskyvetter.

Vattenbad med magnetomrorare.

Extraktionsapparat (se figur 2) bestdende av:

Glascylinder, 1 liter, med slipad hals och propp.

Adapter av slipat glas med en sidoarm och ett justerbart rér genom mitten. Det justerbara roret bor ha U-formad
nederdel och en pip i 6vre dnden sé att det ovre vitskeskiktet i cylindern kan 6verforas till en separertratt.

Forfarande

Anm.:  Vitamin E dr kansligt for (UV-)ljus och oxidation. Alla arbetsmoment bor darfor utforas i skydd frén ljus
(bruna glaskdrl eller glaskidrl insvepta i aluminiumfolie) och frdn syre (spola med kvivgas). Vid
extraktionen ersitts luften ovanfor vitskan med kvivgas (undvik 6vertryck genom att ldtta pd proppen
da och di).

Provberedning

Mal provet sé att det kan passera genom en 1 mm sikt, men undvik friktionsvirme. For att undvika forlust av
vitamin E méste malningen géras omedelbart innan provet vigs och fortvilas.
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5.2 Fortvdlning

Vig med en noggrannhet av 0,01 g upp 2-25 g av provet, beroende pa halten vitamin E, i en 500 ml sittkolv eller
E-kolv (punkt 4.2.1). Tillsitt — i tur och ordning, och samtidigt som kolven roteras — 130 ml etanol (punkt 3.1), ca
100 mg BHT (punkt 3.12), 2 ml natriumaskorbatlosning (punkt 3.5) och 2 ml natriumsulfidlosning (punkt 3.6).
Kolven kopplas till en kylare (punkt 4.3) och stills darefter i ett vattenbad med magnetomrorare (punkt 4.7).
Varm till kokpunkten och 1at dterloppskoka i 5 minuter. Tillsdtt darefter 25 ml kaliumhydroxidlosning (punkt
3.4) genom kylaren (punkt 4.3) och 14t dterloppskoka i ytterligare 25 minuter under omrorning och ett lingsamt
flode av kvivgas. Skolj sedan kylaren med ca 20 ml vatten och kyl innehéllet i kolven till rumstemperatur.

5.3 Extraktion

Overfor genom dekantering den fortvalade 16sningen kvantitativt till en 1 000 ml separertratt (punkt 4.2.3) eller
till en extraktionsapparat (punkt 4.8) genom att skolja med sammanlagt 250 ml vatten. Skolj ur
fortvalningskolven forst med 25 ml etanol (punkt 3.1) och sedan med 100 ml petroleumeter (punkt 3.2) och
overfor skoljvitskan till separertratten eller extraktionsapparaten. Forhdllandet mellan vatten och etanol i de
sammanslagna losningarna ska vara ca 2:1. Skaka kraftigt i 2 minuter och lat sedan std i 2 minuter.

5.3.1 Extraktion med separertratt (punkt 4.2.3)

Nir skikten har separerat (se punkt 7.3) 6verfors skiktet med petroleumeter till en annan separertratt (punkt
4.2.3). Upprepa extraktionen tvd gdnger med 100 ml petroleumeter (punkt 3.2) och tvd ginger med 50 ml
petroleumeter (punkt 3.2).

Tvitta de sammanslagna extrakten i separertratten tva gdnger genom att tillsitta portioner pd 100 ml vatten och
sedan forsiktigt rotera tratten (for att undvika att emulsioner bildas). Skaka sedan tratten upprepade ganger med
portioner pd 100 ml vatten, tills vattnet inte lingre firgas vid tillsats av fenolftaleinlosning (punkt 3.7) (fyra
tvattningar brukar ricka). Avldgsna vatten i suspension genom att filtrera det tvittade extraktet genom ett torrt
veckat filtrerpapper for fasseparation (punkt 4.4) till en 500 ml mitkolv (punkt 4.2.2). Skolj ur separertratten
och filtret med 50 ml petroleumeter (punkt 3.2), spdd till mirket med petroleumeter (punkt 3.2) och blanda
noggrant.

5.3.2 Extraktion med extraktionsapparat (punkt 4.8)

Nir skikten har separerat (se punkt 7.3) ersitts glascylinderns propp (punkt 4.8.1) med adaptern av slipat glas
(punkt 4.8.2). Den U-formade nederdelen av det justerbara roret ska mynna precis ovanfor grinsytan mellan
skikten. Overfor det 6vre skiktet av petroleumeter till en 1000 ml separertratt (punkt 4.2.3) genom att féra in
kvdvgas via sidororet. Tillsitt 100 ml petroleumeter (punkt 3.2) till glascylindern, sitt i proppen och skaka
kraftigt. Lat skikten separera och overfor det ovre skiktet till separertratten enligt ovan. Upprepa extraktionen
med ytterligare 100 ml petroleumeter (punkt 3.2) och sedan tvd gdnger med 50 ml-portioner av petroleumeter
(punkt 3.2). Overfor petroleumeterskikten till separertratten.

Tvitta de sammanslagna extrakten av petroleumeter enligt punkt 5.3.1 och fortsitt enligt den punkten.

5.4 Beredning av provlosning for HPLC

Pipettera en alikvot av petroleumeterlosningen (frdn punkt 5.3.1 eller 5.3.2) till en 250 ml rundkolv (punkt
4.2.4). Lat losningsmedlet avdunsta néstan fullstindigt i en rotationsindunstare (punkt 4.1) med reducerat tryck
och en temperatur pd vattenbadet som inte overskrider 40 °C. Aterstill atmosfarstryck genom att slippa in
kvivgas (punkt 3.9) och ta sedan bort kolven frin rotationsindunstaren. Avligsna resterande 16sningsmedel med
en kvidvgasstrom (punkt 3.9) och 16s omedelbart upp aterstoden av provet i en kind volym (10-100 ml) metanol
(punkt 3.3). (Halten DL-a-tokoferol ska ligga i intervallet 5-30 pg/ml.)

5.5 Bestimning med HPLC

Vitamin E separeras i en Cig-kolonn for omvind fas-kromatografi (punkt 4.5.1) och halten bestims med
fluorescensdetektor (excitation: 295 nm, emission: 330 nm) eller UV-detektor (292 nm) (punkt 4.5.2).
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Injicera en alikvot (t.ex. 20 pl) av den metanollosning som erholls i punkt 5.4 och eluera med mobilfasen (punkt
3.8). Berdkna de genomsnittliga topphdjderna (areorna) for flera injektioner av samma provlosning och de
genomsnittliga topphojderna (areorna) for flera injektioner av kalibreringslosningarna (punkt 5.6.2).

HPLC-betingelser

Foljande betingelser anges som végledning. Andra betingelser kan viljas om de ger likvardiga resultat.

HPLC-kolonn (punkt 4.5.1): 250 mm x 4 mm, packad med 5 eller 10 um Cy4 eller
motsvarande.

Mobilfas (punkt 3.8): Blandning av metanol (punkt 3.3) och vatten, t.ex. 980 + 20
(v +w).

Flodeshastighet: 1-2 ml/min.

Detektor (punkt 4.5.2): Fluorescensdetektor (excitation: 295 nm, emission: 330 nm)

eller UV-detektor (292 nm).

5.6 Kalibrering (DL-a-tokoferolacetat eller DL-a-tokoferol)
5.6.1 Standardlosning av DL-a-tokoferolacetat

5.6.1.1 Beredning av arbetslosning

Pipettera 25 ml av stamlosningen av DL-a-tokoferolacetat (punkt 3.10.1) till en 500 ml sittkolv eller E-kolv
(punkt 4.2.1) och hydrolysera enligt punkt 5.2. Extrahera sedan med petroleumeter (punkt 3.2) enligt punkt 5.3
och spdd till 500 ml med petroleumeter. Lat 25 ml av extraktet indunsta i en rotationsindunstare (se punkt 5.4)
tills provet dr nistan torrt. Avldgsna resterande 16sningsmedel med en kvivgasstrom (punkt 3.9) och 16s upp
provet pd nytt i 25,0 ml metanol (punkt 3.3). Den nominella halten DL-a-tokoferol i 16sningen édr 45,5 pg/ml,
vilket motsvarar 50 pg DL-a-tokoferolacetat/ml. Arbetslosningen ska vara nyberedd.

5.6.1.2 Beredning av kalibreringslosningar och konstruktion av kalibreringskurva
For over 1,0, 2,0, 4,0 och 10,0 ml av arbetslosningen till ett antal 20 ml métkolvar. Spéd till market med metanol
(punkt 3.3) och blanda. De nominella halterna av DL-a-tokoferolacetat i dessa losningar 4r 2,5, 5,0, 10,0
och 25,0 pg/ml, vilket motsvarar 2,28, 4,55, 9,10 respektive 22,8 pug DL-a-tokoferol/ml.

Injicera upprepade gdnger 20 pl av varje kalibreringslosning och bestim de genomsnittliga topphojderna
(areorna). Anvind de genomsnittliga topphojderna (areorna) for att konstruera en kalibreringskurva.

5.6.1.3 UV-standardisering av stamldsningen av DL-a-tokoferolacetat (punkt 3.10.1)

Spid 5,0 ml stamlosning av DL-a-tokoferolacetat (punkt 3.10.1) till 25,0 ml med etanol och mat UV-spektrumet
for denna 16sning mot etanol (punkt 3.1) i en spektrofotometer (punkt 4.6) mellan 250 och 320 nm.

Absorptionsmaximum ska vid 284 nm vara

E'” = 43,6 vid 284 nm i etanol.

1cm

Vid denna spidning ska extinktionskoefficienten ligga mellan 0,84 och 0,88.
5.6.2 Standardlosning av DL-a-tokoferol

5.6.2.1 Beredning av arbetslosning

Pipettera 2 ml av stamlosningen av DL-a-tokoferol (punkt 3.11.1) till en 50 ml métkolv. Los tokoferolet i metanol
(punkt 3.3) och spid till market med samma losningsmedel. Den nominella halten DL-a-tokoferol i losningen dr
40 pg/ml, vilket motsvarar 44,0 pg DL-a-tokoferolacetat/ml. Arbetslosningen ska vara nyberedd.
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5.6.2.2  Beredning av kalibreringslosningar och konstruktion av kalibreringskurva
For 6ver 1,0, 2,0, 4,0 och 10,0 ml av arbetslosningen till ett antal 20 ml métkolvar. Spad till méirket med metanol
(punkt 3.3) och blanda. De nominella halterna av DL-a-tokoferol i dessa 16sningar ér 2,0, 4,0, 8,0 och 20,0 ug/ml,
vilket motsvarar 2,20, 4,40, 8,79 respektive 22,0 ug DL-a-tokoferolacetat/ml.

Injicera upprepade gdnger 20 pl av varje kalibreringslosning och bestim de genomsnittliga topphdjderna
(areorna). Anvind de genomsnittliga topphojderna (areorna) for att konstruera en kalibreringskurva.

5.6.2.3 UV-standardisering av stamlosningen av DL-a-tokoferol (punkt 3.11.1)

Spéd 2,0 ml stamlosning av DL-a-tokoferol (punkt 3.11.1) till 25,0 ml med etanol och mat UV-spektrumet for
denna losning mot etanol (punkt 3.1) i en spektrofotometer (punkt 4.6) mellan 250 och 320 nm.
Absorptionsmaximum ska vid 292 nm vara

E” =75,8 vid 292 nm i etanol.
Vid denna spddning ska extinktionskoefficienten ligga pa 0,6.

6. Berikning av resultat
Anvind den genomsnittliga topphojden (arean) for provlosningens vitamin E-toppar for att bestimma halten
i pug/ml (beraknat som DL-a-tokoferolacetat) med hjilp av kalibreringskurvan (punkt 5.6.1.2 eller 5.6.2.2).
Provets vitamin E-halt (w) i mg/kg berdknas med formeln

500 X ¢ X V
W= [mg/kg
dar
c= halten vitamin E (uttryckt som DL-a-tokoferolacetat) i provlsningen (punkt 5.4) i pg/ml,
V, = provldsningens volym (punkt 5.4) i ml,
V,= den uttagna alikvotens volym (punkt 5.4) i ml,
m = provets vikt i gram.

7. Anmirkningar

7.1 For prover med lag halt av vitamin E kan det vara limpligt att sld ihop petroleumeterextrakten frin tvd
fortvalningsomgangar (uppvigd mingd: 25 g) till en enda provldsning for bestimning med HPLC.

7.2 Det prov som ska bestimmas far inte innehélla mer 4n 2 g fett.

7.3 Om ingen fasseparation dger rum tillsitts ca 10 ml etanol (punkt 3.1) for att fi emulsionen att skikta sig.

7.4 Efter spektrofotometrisk bestimning av l6sningen av DL-a-tokoferolacetat eller DL-a-tokoferol enligt punkt
5.6.1.3 resp. 5.6.2.3, tillsitts ca 10 mg BHT (punkt 3.12) till denna (punkt 3.10.1 eller 3.10.2). Losningen
forvaras sedan i kylskdp (i hogst 4 veckor).

7.5 I stillet for BHT kan man anvinda hydrokinon.

7.6 Med en kolonn for normal fas-kromatografi gar det att separera a-, f-, y- och §-tokoferol.
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7.7
7.8

7.9

I stillet for natriumaskorbatlosning kan man anvinda ca 150 mg askorbinsyra.

I stillet f6r natriumsulfidlésning kan man anvinda ca 50 mg EDTA.

Vitamin E-acetat hydrolyseras mycket snabbt i alkalisk miljé och ar ddrfor mycket kinsligt for oxidation, sarskilt i
ndrvaro av sparelement som jérn eller koppar. Vid bestimning av vitamin E i forblandningar som innehaller mer
dn 5000 mg/kg finns det alltsd en risk att vitamin E bryts ned. Dirf6r bor en HPLC-metod med enzymatisk
nedbrytning av vitamin E-beredningen utan ndgon alkalisk fortvalning anvindas for att bekrifta resultaten.

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tva parallella bestimningar som utfors pd samma prov far inte 6verskrida 15 %

av det hogre virdet.

Resultat av en kollaborativ avprovning (%)

Forblandning | Forblandat foder | MerIRONCen | proyeinfoder Smagrisfoder
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
Medel- 17 380 1187 926 315 61,3
virde [mg/kg]
st [mg/ke] 384 453 25,2 13,0 23
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CVr [%] 2,2 3,8 2,7 41 3,8
sR [mg/ke] 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: antal laboratorier,
n: antal enskilda virden,
Si: standardavvikelse for repeterbarhet,
Sk: standardavvikelse for reproducerbarhet,
I repeterbarhet,
R: reproducerbarhet,
CV,: variationskoefficient for repeterbarhet,
CVg: variationskoefficient for reproducerbarhet.

() Genomford av arbetsgruppen for foder inom Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Figur 2
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3.1

3.2

3.3

3.4

C. BESTAMNING AV SPARELEMENTEN JARN, KOPPAR, MANGAN OCH ZINK
Halten jirn, koppar, mangan och zink ska bestimmas med
— analysmetoden i EN 15510 (Djurfoder — Metoder for provtagning och analys — Bestdmning av kalcium,
natrium, fosfor, magnesium, kalium, jirn, zink, koppar, mangan, kobolt, molybden och bly med ICP-
AES), eller
— analysmetoden i EN 15621 (Djurfoder — Metoder for provtagning och analys — Bestdimning av kalcium,
natrium, fosfor, magnesium, kalium, svavel, jirn, zink, koppar, mangan och kobolt efter uppslutning

med ICP-AES), eller

— analysmetoden i EN 17053 (Djurfoder — Metoder for provtagning och analys — Bestimning av
sparelement, tungmetaller och andra element med ICP-MS (multimetod)), eller

— analysmetoden i EN ISO 6869 (Foder — Bestdmning av halt kalcium, koppar, jirn, magnesium, mangan,
kalium, natrium och zink — Metod med atomabsorptionsspektrometri), eller

— metoden med atomabsorptionsspektrometri (FAAS) enligt beskrivningen i punkterna 1-8.

Syfte och tillimpningsomride

Med denna metod bestims halten av spdrelementen jarn, koppar, mangan och zink i foder (°). Kvantifier-
ingsgranser:

— jéarn (Fe): 20 mg/kg
— koppar (Cu): 10 mg/kg
— mangan (Mn): 20 mg/kg

— zink (Zn): 20 mg/kg

Princip

Provet loses upp i saltsyra efter destruktion av eventuellt organiskt material. Sparelementen jirn, koppar, mangan
och zink bestiams efter limplig spidning genom atomabsorptionsspektrometri.

Reagens

Inledande anmarkningar

Vid beredning av reagens och analyslosningar ska man anvinda vatten som ir fritt frdn de katjoner som ska
bestimmas, genom att det antingen har dubbeldestillerats i en destillationsapparat av borosilikatglas eller
kvartsglas eller har genomgétt dubbel behandling med jonbytarmassa.

Reagensen mdste minst vara av p.a.-kvalitet. Det ska kontrolleras genom ett blankprov att de ar fria frin det
grundimne som ska bestimmas. Om det visar sig nodvandigt ska reagensen renas ytterligare.

I stiéllet for de standardlosningar som beskrivs nedan kan i handeln forekommande standardlosningar anvindas,
forutsatt att de dr garanterade och att de kontrolleras fore anvindning.

Saltsyra, d: 1,19 g/ml.
Saltsyra, 6 mol/l.
Saltsyra, 0,5 mol/L.

38-40 % fluorvitesyra (v/v) med en jarnhalt (Fe) under 1 mg/l och en rest efter indunstning pd mindre 4n 10 mg
(i form av sulfat)/liter.

() Denna metod har validerats genom en kollaborativ avprovning for olika fodermatriser. Lis mer pa https://ec.europa.eufjrc/en/eurl/

feed-additives/authorisation.
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3.5 Svavelsyra, d: 1,84 g/ml.
3.6 Viteperoxid (ca 100 volymer syre [30 viktprocent]).
3.7 Standardl6sning av jarn (1 000 pg Fe/ml) beredd pa foljande sitt (eller motsvarande kommersiellt tillgingliga

16sning): Los upp 1 g jirntrdd i 200 ml 6 mol/l saltsyra (punkt 3.2), tillsdtt 16 ml viteperoxid (punkt 3.6) och
spad till 1 liter med vatten.

3.7.1  Arbetslosning av jarn (100 pg Fe/ml) beredd genom spiddning av 1 del standardlosning (punkt 3.7) med 9 delar
vatten.

3.8 Standardl6sning av koppar (1 000 pg Cu/ml) beredd p4 f6ljande sitt (eller motsvarande kommersiellt tillgdngliga
16sning):

— Los 1 g kopparpulver i 25 ml 6 mol/l saltsyra (punkt 3.2), tillsdtt 5 ml viteperoxid (punkt 3.6) och spad till 1
liter med vatten.

3.8.1 Arbetslosning av koppar (10 pg Cu/ml) beredd genom spéadning av 1 del standardlésning (punkt 3.8) med 9 delar
vatten varefter 1 del av den erhallna 16sningen spids med 9 delar vatten.

3.9 Standardlosning av mangan (1 000 pg Mn/ml) beredd pd foljande sitt (eller motsvarande kommersiellt
tillgingliga 16sning):

— Los 1 g manganpulver i 25 ml 6 mol/l saltsyra (punkt 3.2) och spad till 1 liter med vatten.

3.9.1  Arbetslosning av mangan (10 pg Mn/ml) beredd genom spéadning av 1 del standardlosning (punkt 3.9) med 9
delar vatten varefter 1 del av den erhdllna 16sningen spads med 9 delar vatten.

3.10 Standardlosning av zink (1 000 pg Zn/ml) beredd pé foljande sitt (eller motsvarande kommersiellt tillgingliga
16sning):

— Los 1 g zink i rems- eller bladform i 25 ml 6 mol/l saltsyra (punkt 3.2) och spéd till 1 liter med vatten.

3.10.1  Arbetslosning av zink (10 pg Zn/ml) beredd genom spadning av 1 del standardlosning (punkt 3.10) med 9 delar
vatten varefter 1 del av den erhallna 16sningen spads med 9 delar vatten.

3.11 Lantankloridlosning: 16s 12 g lantanoxid i 150 ml vatten, tillsitt 100 ml 6 mol/l saltsyra (punkt 3.2) och spad till
1 liter med vatten.

4. Utrustning

4.1 Muffelugn med temperaturreglering och helst med skrivare.

4.2 Glaskirlen ska vara av resistent borosilikattyp, och utrustningen bor bara anvindas for bestimning av
sparelement.

4.3 Atomabsorptionsspektrofotometer som motsvarar metodens krav i friga om kénslighet och precision inom det

aktuella mitomradet.
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5. Forfarande (°)
5.1 Prover som innehdller organiskt material
5.1.1 Foraskning och beredning av losningen for analys ()

5.1.1.1 Vig med en noggrannhet av 0,2 mg upp 5-10 g av provet i en degel av kvarts eller platina (se anmirkning b),
torka i ugn vid 105 °C och sitt in degeln i den kalla muffelugnen (punkt 4.1). Sting ugnen (se anmérkning c) och
hoj temperaturen gradvis till 450-475 °C under ca 90 minuter. Behdll denna temperatur under 4-16 timmar
(t.ex. dver natten) sd att kolhaltigt material avldgsnas. Oppna direfter ugnen och I4t den svalna (se anmérkning d).

Fukta askan med vatten och for 6ver den till en 250 ml bagare. Tvitta ur degeln med sammanlagt ca 5 ml saltsyra
(punkt 3.1) och tillfor sedan detta lingsamt och forsiktigt i bdgaren. (CO,-bildning kan leda till en kraftig
reaktion.) Tillsitt saltsyra (punkt 3.1) droppvis under skakning tills all bubbelbildning upphort. Lat provet
indunsta fullstindigt, under omrorning da och dd med glasstav.

Tillsatt 15 ml 6 mol/l saltsyra (punkt 3.2) till dterstoden, dérefter ca 120 ml vatten. Ror med glasstaven, som ska
std kvar i bagaren, och tick over bagaren med ett urglas. Koka upp forsiktigt och ldt koka tills askan dr fullstindigt
upplost. Filtrera genom askfritt filtrerpapper och samla upp filtratet i en 250 ml métkolv. Skolj bagaren och filtret
en ging med 5 ml varm 6 mol/l saltsyra (punkt 3.2) och tvd gdnger med kokande vatten. Fyll mitkolven till
mirket med vatten (HCl-koncentration ca 0,5 mol/l).

5.1.1.2  Om aterstoden i filtret dr svart (kol) sitts den in i ugnen pé nytt och foraskas vid 450-475 °C. Denna foraskning,
som bara tar ndgra timmar (ca 3—5 timmar), dr klar nér askan blivit vit eller ndstan vit. Los upp aterstoden i ca 2
ml saltsyra (punkt 3.1), 1at indunsta fullstindigt och tillsdtt darefter 5 ml 6 mol/l saltsyra (punkt 3.2). Losningen
upphettas och filtreras sedan 6ver till mitkolven. Spad till mirket med vatten (HCl-koncentration ca 0,5 mol/l).

Anm.:

a) Vid bestdmning av sparelement ér det viktigt att vara uppmarksam pa riskerna for kontaminering, sarskilt av
zink, koppar och jirn. Den utrustning som anvidnds vid provberedningen ska dirfor vara fri frin dessa
metaller.

For att minska den allménna risken for kontaminering ska bestimningen utforas i dammfri miljo med ytterst
noggrant rengjord utrustning och omsorgsfullt diskade glaskirl. Bestimning av zink ir sirskilt kinslig for
madnga slag av kontaminering, t.ex. genom glas, reagens och damm.

b) Vikten av det prov som ska f6raskas beriknas utifran fodrets ungefirliga halt av sparelement i forhéllande till
kinsligheten hos den spektrofotometer som anvinds. For vissa foder med lag halt av sparelement kan det vara
nodvindigt att utgd fran ett prov pd 10-20 g och spida den slutliga 16sningen till endast 100 ml.

¢) Foraskningen ska utforas i en stingd ugn utan tillfrsel av luft eller syre.

d) Pyrometern far inte visa hogre temperatur dn 475 °C.

(") Andra metoder for uppslutning (t.ex. uppslutning med mikrovagor, under tryck) far anvindas om man kunnat visa att de ger liknande
resultat.

() Gronfoder (farskt eller torkat) innehaller ofta stora mingder silikater. Dessa mdste avldgsnas, eftersom sparelement annars riskerar att

kvarhdllas. Prover fran sddant foder ska darfor behandlas enligt foljande modifierade forfarande: utfor steg 5.1.1.1 till och med
filtreringen. Skolj filtrerpapperet med den olosliga aterstoden tva ganger med kokande vatten, och ligg det sedan i en degel av kvarts
eller platina.
Glodga i muffelugnen (punkt 4.1) vid en temperatur ldgre dn 550 °C tills allt kolhaltigt material har forsvunnit. Lit svalna. Tillsétt nigra
droppar vatten, foljt av 10-15 ml fluorvitesyra (punkt 3.4) och lat vitskan avdunsta fullstindigt vid ca 150 °C. Eventuella kvarvarande
silikater i dterstoden 16ses upp i ndgra milliliter fluorvitesyra (punkt 3.4) som darefter far avdunsta fullstindigt. Tillsitt fem droppar
svavelsyra (punkt 3.5) och upphetta tills ingen vit rok lingre avges. Tillsdtt 5 ml 6 mol/l saltsyra (punkt 3.2) samt ca 30 ml vatten och
upphetta pa nytt. Filtrera 6ver 16sningen till en 250 ml mitkolv och spdd till méarket med vatten (HCl-koncentration ca 0,5 mol/l).
Fortsitt sedan bestimningen enligt punkt 5.1.2.
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5.1.2 Spektrofotometrisk bestimning

5.1.2.1 Beredning av kalibreringslosningar
Bered, for vart och ett av de spirelement som ska bestimmas, en serie kalibreringslosningar utifrén arbetslos-
ningarna (punkterna 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 och 3.10.1) med en HCl-koncentration pd ca 0,5 mol/l for varje
kalibreringslésning och, i friga om jdrn, mangan och zink, en lantankloridkoncentration motsvarande 0,1 %
La (w/v).
Koncentrationerna av sparelement ska viljas sd att de ligger inom kinslighetsomradet for den spektrofotometer
som anvinds. Foljande tabeller ger exempel pd sammansittningen hos typiska serier av kalibreringslosningar.
Beroende pa typen av spektrofotometer och dess kinslighet kan det dock vara nodvindigt att vilja andra
koncentrationer.

Jarn
ng Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml arbetslosning (punkt 3.7.1) (1 ml = 100 0 0,5 1 2 3 4 5
pg Fe)
ml HCI (punkt 3.2) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml lantankloridlosning (punkt 3.11); spad till 100 ml med vatten
Koppar
yg Cufml 0 0,1 02 | 04 | 06 | 08 1,0
ml arbetslosning (punkt 3.8.1) (1 ml=10pg 0 1 2 4 6 8 10
Cu)
ml HCI (punkt 3.2) 8 8 8 8 8 8 8
Mangan
1ig Mn/ml 0 0,1 02 | 04 | 06 | 08 1,0
ml arbetslosning (punkt 3.9.1) (1 ml =10 pg 0 1 2 4 6 8 10
Mn)
ml HCI (punkt 3.2) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml lantankloridlosning (punkt 3.11); spad till 100 ml med vatten
Zink

ug Zn/ml 0 005 | 01 02 | 04 | 06 0.8
ml arbetslosning (punkt 3.10.1) (1 ml =10 0 0,5 1 2 4 6 8
ug Zn)
ml HCl (punkt 3.2) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml lantankloridlosning (punkt 3.11); spdd till 100 ml med vatten

5.1.2.2  Beredning av 16sning for analys
Vid bestdmning av koppar kan den 16sning som beretts enligt punkt 5.1.1 normalt sett anvindas direkt. Om det
ar nodvandigt att justera dess koncentration sd att den ligger i intervallet for kalibreringslosningarna pipetteras en
alikvot till en 100 ml mitkolv och spdds till market med 0,5 mol/l saltsyra (punkt 3.3).
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Vid bestimning av jarn, mangan och zink pipetteras en alikvot av den losning som beretts enligt punkt 5.1.1 till
en 100 ml matkolv. Tillsdtt 10 ml lantankloridlosning (punkt 3.11) och spid till méarket med 0,5 mol/l saltsyra
(punkt 3.3) (se punkt 8, Anmirkning’).

5.1.2.3  Blankprov

Blankprovet ska omfatta samtliga moment som anges i denna metod med den enda skillnaden att provmaterialet
utesluts. Kalibreringslosningen 0’ fir inte anvindas som blankprov.

5.1.2.4 Mitning av atomabsorption

Mt atomabsorptionen hos kalibreringslésningarna och hos den l6sning som ska analyseras med en oxiderande
luft-acetylenldga vid f6ljande vaglingder:

Fe: 248,3 nm.

Cu: 324,8 nm.
Mn: 279,5 nm.
Zn: 213,8 nm.

Utf6r varje mitning fyra gdnger.

5.2 Mineralfoder

Om provet inte innehaller ndgot organiskt material behovs ingen foregdende foraskning. Fortsitt enligt punkt
5.1.1.1 andra stycket. Indunstning med fluorvitesyra kan uteslutas.

6. Berikning av resultat

Berdkna med hjilp av en kalibreringskurva halten av sparelementet i den losning som ska analyseras och uttryck
resultatet i milligram sparelement per kilogram prov (ppm).

7. Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten frén tvé parallella bestimningar som utfors pd samma prov av samma person far
inte overskrida

— 5 mg/kg (absolut vdrde) for halter av berort sparelement pd upp till 50 mg/kg,
— 10 % av det hogre vdrdet for halter av berort sparelement pd 50-100 mg/kg,
— 10 mg/kg (absolut virde) for halter av berort sparelement pd 100-200 mg/kg,

— 5 % av det hogre virdet for halter av berort sparelement som 6verskrider 200 mg/kg.

8. Anmirkning

Hoga halter av fosfater kan stora bestimningen av jirn, mangan och zink. Sddana interferenser ska korrigeras
genom tillsats av lantankloridlosning (punkt 3.11). Denna tillsats behover dock inte goras, vare sig till den
16sning som ska analyseras eller till kalibreringslosningarna, om viktforhéllandet Ca + Mg/P i provet ar > 2.
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D. BESTAMNING AV HALOFUGINON

DL-trans-7-brom-6-klor-3-[ 3-(3-hydroxi- 2-piperidyl)acetonyl Jkinazolin-4-(3H)-on-hydrobromid
Halofuginonhalten ska bestimmas med

— analysmetoden i EN 17299 (Djurfoder: Provtagnings- och analysmetoder — Screening och bestimning
av godkinda koccidiostatika vid tillsats och 1 % och 3 % korskontaminationsnivd och av icke-
registrerade koccidiostatika och av ett antibiotikum vid subadditiva nivaer i foderblandning med High
Performance Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry Detection (LC-MS | MS)), eller

— omvind fas-kromatografi (HPLC) med UV-detektor enligt beskrivningen i punkterna 1-8.

1. Syfte och tillimpningsomrade
Med denna metod bestdms halten av halofuginon i foder. Kvantifieringsgransen ar 1 mg/kg.

2. Princip
Efter behandling med varmt vatten extraheras halofuginon, i form av den fria basen, till etylacetat och extraheras
direfter, i form av hydroklorid, till en syralosning. Extraktet renas med jonbyteskromatografi. Halten av
halofuginon bestims genom omvind fas-kromatografi (HPLC) med UV-detektor.

3. Reagens

3.1 Acetonitril, HPLC-kvalitet.

3.2 Amberlite XAD-2.

3.3 Ammoniumacetat.

3.4 Etylacetat.

3.5 Isdttika.

3.6 Halofuginon referenssubstans (DL-trans-7-brom-6-klor-3-[3-hydroxi-2-piperidyl)acetonyl]kinazolin-4-(3H)-on-
hydrobromid, E 764).

3.6.1 Stamldsning av halofuginon, 100 pg/ml:
Vig med en noggrannhet av 0,1 mg upp 50 mg halofuginon (punkt 3.6) i en 500 ml métkolv. L6s i ammoniuma-
cetatbuffertlosning (punkt 3.18) och spid sedan med samma l6sning till méarket och blanda. Losningen ér stabil i
tre veckor om den forvaras morkt vid 5 °C.

3.6.2 Kalibreringslosningar:
For over 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 och 6,0 ml stamlosning (punkt 3.6.1) till ett antal 100 ml mitkolvar. Spad till market
med mobilfasen (punkt 3.21) och blanda. Koncentrationen av halofuginon i dessa 16sningar 4r 1,0, 2,0, 3,0, 4,0
respektive 6,0 pg/ml. Dessa 16sningar ska vara nyberedda.

3.7 Saltsyra (pyo ca 1,16 g/ml).

3.8 Metanol.

3.9 Silvernitrat.

3.10 Natriumaskorbat.

3.11 Natriumkarbonat.

3.12 Natriumklorid.
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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 (etylendiamintetraittiksyra, dinatriumsalt).
Vatten, HPLC-kvalitet.
Natriumkarbonatlosning, ¢ = 10 g/100 ml.

Natriumkloridmittad natriumkarbonatlosning, ¢ = 5 g/100 ml:

Los 50 g natriumkarbonat (punkt 3.11) i vatten. Spad till 1 liter och tillsitt natriumklorid (punkt 3.12) tills
16sningen dr mattad.

Saltsyra, ca 0,1 mol/l:

Spad 10 ml HCl (punkt 3.7) med vatten till 1 liter.

Ammoniumacetatbuffertlosning, ca 0,25mol/l:

L6s 19,3 g ammoniumacetat (punkt 3.3) och 30 ml attiksyra (punkt 3.5) i vatten (punkt 3.14) och spad till 1 liter.

Forbehandling av Amberlite XAD-2:

Skolj en lamplig mingd amberlit (punkt 3.2) med vatten tills alla kloridjoner har tvittats ur. Detta bekriftas
genom en kontroll med silvernitrat (punkt 3.20) pé skoljvattnet. Skolj direfter massan med 50 ml metanol
(punkt 3.8). Hall bort metanolen och forvara massan i firsk metanol.

Silvernitratlosning, ca 0,1 mol/l:

Los 0,17 g silvernitrat (punkt 3.9) i 10 ml vatten.

Mobilfas f6r HPLC:

Blanda 500 ml acetonitril (punkt 3.1) med 300 ml ammoniumacetatbuffertlosning (punkt 3.18) och 1200 ml
vatten (punkt 3.14). Justera pH till 4,3 med 4ttiksyra (punkt 3.5). Filtrera losningen genom ett 0,22 pm filter
(punkt 4.8) och avlufta den (t.ex. i ultraljudsbad i 10 minuter). Losningen ar stabil i en mdnad om den forvaras
morkt i ett slutet karl.

Utrustning

Ultraljudsbad.

Rotationsindunstare.

Centrifug.

HPLC-utrustning med UV-detektor med variabel viglingd eller diod-array-detektor.
HPLC-kolonn, 300 x 4 mm, packad med 10 pm C, eller en motsvarande kolonn.
Glaskolonn (300 x 10 mm) med sintrat glasfilter och avstingningsventil.
Glasfiberfilter, diameter 150 mm.

Membranfilter, 0,45 pm.

Membranfilter, 0,22 pm.

Forfarande

Anm.:  Halofuginon som fri bas ar instabil i alkaliska 16sningar och etylacetatlosningar. Det far dérfor inte vara i
etylacetat i mer 4n 30 minuter.

Allmant

Ett blankprov ska analyseras for att kontrollera att varken halofuginon eller storande dmnen 4r ndrvarande.
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5.1.2 Gor ett utbytesforsok genom analys av ett blankprov som spikats med ungefir samma méngd halofuginon som
finns i provet. For spikning pd nivan 3 mg/kg, tillsitt 300 pl stamlosning (punkt 3.6.1) till 10 g av blankprovet.
Blanda och vinta i 10 minuter innan extraktionen (punkt 5.2) paborjas.

Anm.:  Blankprovet ska vara av liknande typ som analysprovet. Vid analys ska halofuginon inte kunna pévisas.

5.2 Extraktion

Vdg med en noggrannhet av 0,1 g upp 10 gram av det beredda provet i ett 200 ml centrifugror. Tillsatt 0,5 g
natriumaskorbat (punkt 3.10), 0,5 g EDTA (punkt 3.13) samt 20 ml vatten och blanda. Stall réret i vattenbad
(80 °C) i 5 minuter. Lat svalna till rumstemperatur. Tillsétt ddrefter 20 ml natriumkarbonatlosning (punkt 3.15)
och blanda. Tillsitt omedelbart dérefter 100 ml etylacetat (punkt 3.4) och skaka roret kraftigt for hand i 15
sekunder. Still roret i ultraljudsbadet (punkt 4.1) i 3 minuter och lossa proppen. Centrifugera i 2 minuter och
dekantera etylacetatfasen genom ett glasfiberfilter (punkt 4.6) till en 500 ml separertratt. Upprepa extraktionen
av provet med en ny volym pd 100 ml etylacetat. Tvitta de kombinerade extrakten i 1 minut med 50 ml
natriumkloridmittad natriumkarbonatlosning (punkt 3.16). Hall bort vattenskiktet.

Extrahera det organiska skiktet i 1 minut med 50 ml saltsyra (punkt 3.17). Det undre syraskiktet tappas av till
en 250 ml separertratt. Extrahera det organiska skiktet en gdng till i 1,5 minuter med ytterligare 50 ml saltsyra
och sld samman med det forsta extraktet. Tvitta de kombinerade syraextrakten genom att rotera karlet i ca 10
sekunder med 10 ml etylacetat (punkt 3.4).

Overfor vattenskiktet kvantitativt till en 250 ml rundkolv och hill bort den organiska fasen. Avligsna allt
resterande etylacetat fran syralosningen i en rotationsindunstare (punkt 4.2). Vattenbadets temperatur fir inte
overskrida 40 °C. Vid ett vakuum pa ca 25 mbar avdunstar allt resterande etylacetat inom 5 minuter vid 38 °C.

5.3 Rening

5.3.1 Forberedelse av amberlitkolonnen

Forbered en XAD-2-kolonn for varje provextrakt. For éver 10 g forbehandlad amberlit (punkt 3.19) till en
glaskolonn (punkt 4.5) med metanol (punkt 3.8). Sitt en liten propp av glasull i toppen av jonbytarmassan. Lat
metanolen rinna ur kolonnen och skolj massan med 100 ml vatten. Stoppa flodet nar vitskan ndr toppen av
jonbytarmassan. Lat kolonnen komma i jamvikt i 10 minuter fére anvindning. Se till att kolonnen aldrig torkar
ut.

53.2 Rening av prov

For over extraktet (punkt 5.2) kvantitativt till toppen av den forberedda amberlitkolonnen (punkt 5.3.1) och
eluera. Hall bort eluatet. Flodeshastigheten vid elueringen bor inte overskrida 20 ml/minut. Skdlj rundkolven
med 20 ml saltsyra (punkt 3.17) som direfter anvinds for att skolja jonbytarkolonnen. Avlagsna resterande
syralosning med en luftstrom. Hall bort skoljresterna. Tillsitt 100 ml metanol (punkt 3.8) i kolonnen och eluera
5-10 ml. Samla upp eluatet i en 250 ml rundkolv. Vénta i 10 minuter sd att den aterstdende metanolen kommer i
jamvikt med massan. Fortsitt elueringen med en flédeshastighet pd hogst 20 ml/minut och samla upp eluatet i
samma rundkolv. Lit metanolen avdunsta i en rotationsindunstare (punkt 4.2). Vattenbadets temperatur far inte
dverskrida 40 °C. Overfor aterstoden kvantitativt till en 10 ml métkolv genom att anvinda mobilfasen (punkt
3.21). Spad med mobilfasen till market och blanda. En alikvot av 16sningen filtreras genom ett membranfilter
(punkt 4.7). Denna losning anvinds sedan for HPLC-bestimningen (punkt 5.4).

5.4 HPLC-bestimning

5.4.1 Parametrar

Foljande betingelser anges som vagledning. Andra betingelser far viljas om de ger likvirdiga resultat.
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5.4.2

5.4.3

7.1

7.1.1

HPLC-kolonn (punkt 4.4.1).
Mobilfas for HPLC (punkt 3.21).
Flodeshastighet: 1,5-2 ml/min.
Detektionsvéglangd: 243 nm.
Injektionsvolym: 40-100 pl.

Kontrollera att det kromatografiska systemet ar stabilt genom att upprepade ganger injicera en kalibrering-
slosning (punkt 3.6.2) med koncentrationen 3,0 pg/ml tills topphéjder (areor) och retentionstider dr konstanta.

Kalibreringskurva
Injicera varje kalibreringslosning (punkt 3.6.2) upprepade gdnger och mit topphojderna (areorna) for varje

koncentration. Konstruera en kalibreringskurva med kalibreringslosningarnas genomsnittliga topphojder (areor)
lings y-axeln och motsvarande koncentrationer i pg/ml lings x-axeln.

Provldsning

Provextraktet (punkt 5.3.2) injiceras upprepade ganger, varvid samma volym ska anvindas som for kalibrering-
slosningarna. Bestim darefter den genomsnittliga topphojden (arean) for halofuginon.

Berikning av resultat

Anvind den genomsnittliga topphéjden (arean) for provlosningens halofuginontoppar for att bestimma
koncentrationen i pg/ml med hjilp av kalibreringskurvan (punkt 5.4.2).

Provets halofuginonhalt (w) i mg/kg beriknas med formeln

Wi
dir
c= provldsningens halofuginonkoncentration i pg/ml,
m =: provets vikt i gram.
Validering av resultat
Identitet

Analytens identitet kan bekriftas genom co-kromatografi eller genom anvindning av en diod-array-detektor med
vars hjilp spektrumen for provextraktet och den kalibreringslosning (punkt 3.6.2) som innehaller 6,0 pg/ml
jamfors.

Co-kromatografi

Ett provextrakt spikas genom tillsats av en limplig méingd kalibreringslosning (punkt 3.6.2). Mingden tillsatt
halofuginon ska motsvara den uppskattade mangden halofuginon i provextraktet.

Endast halofuginontoppens hojd ska oka efter det att hdnsyn tagits till bade den tillsatta mingden och
spadningen av extraktet. Toppens bredd pd halva hojden ska ligga inom + 10 % av den ursprungliga bredden.

Diod-array-detektion
Resultaten utvirderas enligt foljande kriterier:
a) Véglingderna for prov- och standardspektrumens absorptionsmaximum, i toppens spets pa

kromatogrammet, ska ligga inom en marginal som beror pd detektionssystemets upplosningsforméga. For
diod-array-detektion dr denna i allmanhet £ 2 nm.
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7.2

7.3

b) Mellan 225 och 300 nm fér prov- och standardspektrumen, i toppens spets pd kromatogrammet, inte skilja
sig 4t for de delar av spektrumet ddr den relativa absorbansen 4r 10-100 %. Detta kriterium dr uppfyllt om
samma maximum observeras och avvikelsen mellan de tva spektrumen inte vid ndgon matpunkt 6verskrider

15 % av standardanalytens absorbans.

¢) Mellan 225 och 300 nm far spektrumen for den uppétgdende delen, spetsen och den neddtgdende delen av
toppen frdn provextraktet inte skilja sig frin varandra for de delar av spektrumet dir den relativa
absorbansen ar 10-100 %. Detta kriterium ar uppfyllt om samma maximum observeras och avvikelsen

mellan spektrumen inte vid ndgon métpunkt 6verskrider 15 % av absorbansen vid spetsen.

Om ndgot av dessa kriterier inte dr uppfyllt har analytens forekomst inte bekriftats.

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tvé parallella bestimningar som utfors pd samma prov fir inte Gverskrida
0,5 mg/kg for halofuginonhalter till och med 3 mg/kg.

Utbyte

For ett spikat blankprov ska utbytet vara minst 80 %.

Resultat av en kollaborativ avprévning

I en kollaborativ avprovning (*) analyserades tre prover av dtta laboratorier.

Resultat

Prov A
(blankprov)
vid mottagandet

Prov B (mjol)

Prov C (pellets)

Vid mottagandet frlera(ti‘g Vid mottagandet | Efter tvd manader
Medelvirde [mg/kg] ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sx [mg/kg] - 0,45 0,43 0,40 0,42
CVr [%] - 16 18 14 17
Utbyte [%] 86 74 88 75
ND = analyten har inte pavisats,
Sk = standardavvikelse for reproducerbarhet,
CVg = variationskoefficient for reproducerbarhet, %,

Utbyte = utbyte, %.

E. BESTAMNING AV ROBENIDIN

1,3-bis[(4-klorbensyliden)amin ]guanidin-hydroklorid

Robenidinhalten ska bestimmas med

— analysmetoden i EN 17299 (Djurfoder: Provtagnings- och analysmetoder — Screening och bestimning
av godkinda koccidiostatika vid tillsats och 1 % och 3 % korskontaminationsnivd och av icke-
registrerade koccidiostatika och av ett antibiotikum vid subadditiva nivaer i foderblandning med High
Performance Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry Detection (LC-MS | MS)), eller

— omvind fas-kromatografi (HPLC) med UV-detektor enligt beskrivningen i punkterna 1-8.

() The Analyst, 108, 1983, s. 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

Syfte och tillimpningsomride

Med denna metod bestidms halten robenidin i foder. Kvantifieringsgransen ar 5 mg/kg.

Princip
Provet extraheras med surgjord metanol. Extraktet torkas och en alikvot renas i en kolonn med aluminiumoxid.

Robenidinet elueras fran kolonnen med metanol och koncentreras. Den erhéllna losningen spidds med en
lamplig volym mobilfas. Halten robenidin bestims genom omvand fas-kromatografi (HPLC) med UV-detektor.

Reagens
Metanol.

Surgjord metanol:

For over 4,0 ml saltsyra (p20 = 1,18 g/ml) till en 500 ml métkolv. Spidd med metanol (punkt 3.1) till market och
blanda. Denna l6sning ska vara nyberedd.

Acetonitril, HPLC-kvalitet.

Molekylsikt.

Typ 3A, 8-12 mesh (1,6-2,5 mm kulor, kristallint aluminiumsilikat, pordiameter 0,3 nm).

Aluminiumoxid, sur, aktivitetsgrad I, for kolonnkromatografi:

For 6ver 100 g aluminiumoxid till ett limpligt kirl och tillsdtt 2,0 ml vatten. Forslut kirlet och skaka i ca 20
minuter. Forvara sedan i ett vl tillslutet karl.

Kaliumdivétefosfatlosning, ¢ = 0,025 mol/l:

Los 3,40 g kaliumdivitefosfat i vatten (HPLC-kvalitet) i en 1 000 ml métkolv. Spad till mirket och blanda.

Dinatriumvitefosfatlosning, ¢ = 0,025 mol/l:

Los 3,55 g vattenfri (eller 4,45 g dihydrat eller 8,95 g dodekahydrat) dinatriumvatefosfat i vatten (HPLC-kvalitet) i
en 1 1 mitkolv. Spad till market och blanda.

Mobilfas for HPLC:

Blanda foljande reagens:

650 ml acetonitril (punkt 3.3),

250 ml vatten (HPLC-kvalitet),

50 ml kaliumdivitefosfatlosning (punkt 3.6),
50 ml dinatriumvitefosfatlosning (punkt 3.7).

Filtrera losningen genom ett 0,22 pm filter (punkt 4.6) och avlufta den (t.ex. i ultraljudsbad i 10 minuter).

Referenssubstans:

Rent robenidin: 1,3-bis[(4-klorbensyliden)amin]guanidin-hydroklorid.

Stamldsning av robenidin: 300 ug/ml:

Vidg med en noggrannhet av 0,1 mg upp 30 mg referenssubstans av robenidin (punkt 3.9). Los i surgjord metanol
(punkt 3.2) i en 100 ml mitkolv. Spad till mdrket med samma losningsmedel och blanda. Sl in kolven i
aluminiumfolie och forvara morkt.
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3.9.2

3.9.3

4.2

4.3

4.4

4.4.1

4.5

4.6

4.7

5.1

5.1.2

5.2

Standardlosning av robenidin: 12 pg/ml:

For 6ver 10,0 ml stamlosning (punkt 3.9.1) till en 250 ml métkolv. Spad till mérket med mobilfas (punkt 3.8) och
blanda. SI4 in kolven i aluminiumfolie och forvara morkt.

Kalibreringslosningar:

For over 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 respektive 25,0 ml standardlosning (punkt 3.9.2) till ett antal 50 ml métkolvar.
Spad till méirket med mobilfas (punkt 3.8) och blanda. Dessa losningar innehaller 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 respektive
6,0 pg robenidin/ml. Dessa losningar ska vara nyberedda.

Vatten, HPLC-kvalitet.
Utrustning

Glaskolonn.

Kolonn i brunt glas, med avstingningsventil och en behéllare med ca 150 ml volym, invindig diameter 10-15
mm, lingd 250 mm.

Mekanisk skakapparat eller magnetomrorare.
Rotationsindunstare.
HPLC-utrustning med UV-detektor med variabel viglingd eller diod-array-detektor for intervallet 250-400 nm.
HPLC-kolonn: 300 x 4 mm, packad med 10 pm C,z eller motsvarande.
Glasfiberfilter (Whatman GF/A eller motsvarande).
Membranfilter, 0,22 pum.
Membranfilter, 0,45 pum.
Forfarande
Anm.:  Robenidin ir ljuskénsligt. Bruna glaskarl ska dirfor anvindas vid alla arbetsmoment.
Allmant
Ett blankprov ska analyseras for att kontrollera att varken robenidin eller stérande dmnen &r nirvarande.

Gor ett utbytesforsok genom analys av ett blankprov (punkt 5.1.1) som spikats med ungefir samma miéngd
robenidin som finns i provet. For spikning pa nivin 60 mg/kg, overfér 3,0 ml stamlosning (punkt 3.9.1) till
en 250 ml E-kolv. Indunsta losningen till ca 0,5 ml i en kvivgasstrom. Tillsdtt 15 g av blankprovet, blanda och
vanta i 10 minuter innan extraktionen (punkt 5.2) paborjas.

Anm.:  Blankprovet bor vara av liknande typ som analysprovet. Vid analys ska robenidin inte kunna pévisas.

Extraktion

Vidg med en noggrannhet av 0,01 g upp ca 15 gram av det beredda provet. For 6ver till en 250 ml E-kolv. Tillsatt
100,0 ml surgjord metanol (punkt 3.2), tillslut kolven och skaka i en timme i skakapparaten (punkt 4.2). Filtrera
16sningen genom ett glasfiberfilter (punkt 4.5) och samla upp allt filtrat i en 150 ml E-kolv. Tillsitt 7,5 g
molekylsikt (punkt 3.4), tillslut kolven och skaka i 5 minuter. Filtrera omedelbart genom ett glasfiberfilter. Spara
16sningen for reningen (punkt 5.3).
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53

5.4

5.4.1

5.4.2

5.4.3

Rening

Forberedelse av aluminiumoxidkolonnen
Sétt en liten propp av glasull i glaskolonnens (punkt 4.1) nedre del och pressa ihop den med en glasstav. Vig upp

11,0 g av den beredda aluminiumoxiden (punkt 3.5) och 6verfor till kolonnen. Forsok minimera exponeringen
for luft under detta arbetsmoment. Knacka forsiktigt pa kolonnens nederdel sd att aluminiumoxiden sitter sig.

Rening av prov

Pipettera 5,0 ml av det provextrakt som beretts enligt punkt 5.2 till kolonnen. Hall pipettens spets néra
kolonnviggen och 1t 16sningen absorberas av aluminiumoxiden. Eluera robenidinet frn kolonnen med 100 ml
metanol (punkt 3.1), flodeshastighet 2-3 ml/minut, och samla upp eluatet i en 250 ml rundkolv. Lét
metanollosningen indunsta fullstindigt i rotationsindunstaren (punkt 4.3) under reducerat tryck vid 40 °C. Los
upp &terstoden i 3—4 ml mobilfas (punkt 3.8) och 6verfor kvantitativt till en 10 ml mitkolv. Skolj kolven flera
ganger med 1-2 ml mobilfas och overfor skoljvitskan till mitkolven. Spad till mirket med samma

16sningsmedel och blanda. En alikvot av 16sningen filtreras genom ett 0,45 pm membranfilter (punkt 4.7).
Denna losning anvinds sedan for HPLC-bestimningen (punkt 5.4).

HPLC-bestimning

Parametrar

Foljande betingelser anges som vigledning. Andra betingelser fir viljas om de ger likvirdiga resultat.
HPLC-kolonn (punkt 4.4.1).

Mobilfas for HPLC (punkt 3.8).

Flodeshastighet: 1,5-2 ml/minut.

Detektorvaglingd: 317 nm.

Injektionsvolym: 20-50 pl.

Kontrollera att det kromatografiska systemet ar stabilt genom att upprepade génger injicera en kalibrering-
slosning (punkt 3.9.3) med koncentrationen 3,6 pg/ml tills topphéjder och retentionstider dr konstanta.

Kalibreringskurva
Injicera varje kalibreringslosning (punkt 3.9.3) upprepade gdnger och mit topphdjderna (areorna) for varje

koncentration. Konstruera en kalibreringskurva med kalibreringslosningarnas genomsnittliga topphdjder (areor)
ldngs y-axeln och motsvarande koncentrationer i pg/ml lings x-axeln.

Provl6sning

Provextraktet (punkt 5.3.2) injiceras upprepade ganger, varvid samma volym ska anvindas som for kalibrering-
slosningarna. Bestdim den genomsnittliga topphdjden (arean) for robenidin.

Berikning av resultat

Anvind den genomsnittliga topphojden (arean) for provlosningens robenidintoppar for att bestimma
koncentrationen i ug/ml med hjilp av kalibreringskurvan (punkt 5.4.2).

Provets robenidinhalt (w) i mg/kg berdknas med formeln

¢ x 200

W = m
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dir
c= provlosningens robenidinkoncentration i pg/ml,
m= provets vikt i gram.

7. Validering av resultat

7.1 Identitet

Analytens identitet kan bekriftas genom co-kromatografi eller genom anvindning av en diod-array-detektor med
vars hjilp spektrumen for provextraktet och den kalibreringslosning (punkt 3.9.3) som innehéller 6 pg/ml
jamfors.

7.1.1  Co-kromatografi

Ett provextrakt spikas genom tillsats av en limplig midngd kalibreringslosning (punkt 3.9.3). Mingden tillsatt
robenidin ska motsvara den uppskattade mangden robenidin i provextraktet.

Endast robenidintoppens hojd ska ka efter det att hdnsyn tagits till bade den tillsatta mingden och spadningen
av extraktet. Toppens bredd pd halva hojden ska ligga inom 10 % av den ursprungliga bredden.

7.1.2 Diod-array-detektion

Resultaten utvirderas enligt foljande kriterier:

a) Vaglingderna for prov- och standardspektrumens absorptionsmaximum, i toppens spets pd
kromatogrammet, ska ligga inom en marginal som beror pa detektionssystemets upplosningsformdga. For
diod-array-detektion dr denna i allminhet 2 nm.

b) Mellan 250 och 400 nm far prov- och standardspektrumen, i toppens spets pa kromatogrammet, inte skilja
sig &t for de delar av spektrumet dir den relativa absorbansen dr 10-100 %. Detta kriterium dr uppfyllt om
samma maximum observeras och avvikelsen mellan de tvd spektrumen inte vid ndgon métpunkt 6verskrider
15 % av standardanalytens absorbans.

¢) Mellan 250 och 400 nm far spektrumen for den uppétgdende delen, spetsen och den neddtgdende delen av
toppen frdn provextraktet inte skilja sig frin varandra for de delar av spektrumet dir den relativa
absorbansen dr 10-100 %. Detta kriterium ar uppfyllt om samma maximum observeras och avvikelsen
mellan spektrumen inte vid ndgon métpunkt 6verskrider 15 % av absorbansen vid spetsen.

Om ndgot av dessa kriterier inte dr uppfyllt har analytens forekomst inte bekriftats.

7.2 Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten frin tva parallella bestimningar som utfors pa samma prov far inte overskrida 10 %
av det hogre virdet for robenidinhalter 6ver 15 mg/kg.

7.3 Utbyte

For ett spikat blankprov ska utbytet vara minst 85 %.

8. Resultat av en kollaborativ avprovning

I en kollaborativ avprovning inom EU fick tolv laboratorier analysera fyra prover av fjaderfi- och kaninfoder i
form av mjol eller pellets. Varje prov analyserades tvd ganger. Resultaten redovisas i nedanstdende tabell.

Fjiderfs Kanin
Mjol Pellets Mjol Pellets
Medelvirde [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

v, [%] 5,4 45 3,3 41
Sk [mg/ke] 4,36 3,36 4,61 3,91
CVy [%] 16,1 12,0 10,6 9,7
Utbyte [%)] 90,0 93,3 87,2 80,2
8 = standardavvikelse for repeterbarhet,

CV, = variationskoefficient for repeterbarhet, %,

Sk = standardavvikelse for reproducerbarhet,

CVg =  variationskoefficient for reproducerbarhet, %.

(+)-4-klorfenyl[ 2,6-diklor-4-(2,3,4, 5-tetrahydro—3, 5-dioxo- 1,2,4-triazin-2-yl)fenyl Jacetonitril

F. BESTAMNING AV DICLAZURIL

Diclazurilhalten ska bestimmas med

— analysmetoden i EN 17299 (Djurfoder: Provtagnings- och analysmetoder — Screening och bestimning
av godkinda koccidiostatika vid tillsats och 1 % och 3 % korskontaminationsnivd och av icke-
registrerade koccidiostatika och av ett antibiotikum vid subadditiva nivéer i foderblandning med High

Performance Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry Detection (LC-MS | MS)), eller

— terndr-gradient omvand fas-kromatografi (HPLC) med UV-detektor enligt beskrivningen i punkterna

1-9.

Syfte och tillimpningsomride

Med denna metod bestims halten diclazuril i foderblandningar och forblandningar (°). Detektionsgrinsen ar
0,1 mg/kg och kvantifieringsgrinsen 0,5 mg/kg. Ligre kvantifieringsgrinser kan uppnds, men detta ska valideras

av anvindaren.

Princip

Efter tillsats av intern standard extraheras provet med surgjord metanol. For foder renas en alikvot av extraktet pa
en C18-kolonn for fastfasextraktion. Diclazuril elueras frdn kolonnen med en blandning av surgjord metanol och
vatten. Efter indunstning léses terstoden i DMF/vatten. For forblandningar indunstas extraktet och dterstoden
loses i DMF/vatten. Diclazurilhalten bestims med ternir-gradient omvind fas-kromatografi (HPLC) med

UV-detektor.
Reagens
Vatten, HPLC-kvalitet.

Ammoniumacetat.

Tetrabutylammoniumvitesulfat (TBHS).

Acetonitril, HPLC-kvalitet.
Metanol, HPLC-kvalitet.
N,N-dimetylformamid (DMF).
Saltsyra, pyo = 1,19 g/ml.

Referenssubstans: diclazuril:

(+)-4-klorfenyl[2,6-diklor-4-(2,3,4,5-tetrahydro— 3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-yl)fenyl]acetonitril med garanterad

renhet.

(®) Metoden kan ocksé anvindas for bestimning av diclazuril i foderravaror.
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3.8.1 Stamldsning av diclazuril, 500 pg/ml

Vdg med en noggrannhet av 0,1 mg upp 25 mg av diclazuril referenssubstans (punkt 3.8) i en 50 ml mitkolv. Los
i DMF (punkt 3.6), spad till market med DMF (punkt 3.6) och blanda. Sla in kolven i aluminiumfolie eller anvind
en kolv av brunt glas. Forvara i kylskdp. Losningen ar stabil i en ménad vid hogst 4 °C (*9).

3.8.2 Standardlosning av diclazuril, 50 pg/ml
Overfér 5,00 ml stamldsning (punkt 3.8.1) till en 50 ml mitkolv, spad till market med DMF (punkt 3.6) och

blanda. SI4 in kolven i aluminiumfolie eller anvind en kolv av brunt glas. Forvara i kylskdp. Losningen ér stabil i
en ménad vid hogst 4 °C.

3.9 Intern standard:
2,6-diklor-a-(4-klorfenyl)-4-(4,5-dihydro— 3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-(3H)-yl)-a-metylbensenacetonitril
(metyldiclazuril).

3.9.1 Stamlosning av intern standard, 500 pg/ml
Vidg med en noggrannhet av 0,1 mg upp 25 mg intern standard (punkt 3.9) i en 50 ml mitkolv. Los i DMF (punkt

3.6), spad till market med DMF (punkt 3.6) och blanda. Sla in kolven i aluminiumfolie eller anvind en kolv av
brunt glas. Forvara i kylskdp. Losningen ar stabil i en ménad vid hogst 4 °C.

3.9.2 Losning av intern standard, 50 pg/ml
Overfér 5,00 ml stamlosning av intern standard (punkt 3.9.1) till en 50 ml métkolv, spad till mérket med DMF

(punkt 3.6) och blanda. S1a in kolven i aluminiumfolie eller anvind en kolv av brunt glas. Forvara i kylskép.
Losningen ér stabil i en manad vid hogst 4 °C.

3.9.3 Losning av intern standard for forblandningar, p/1 000 mg/ml (p = nominell diclazurilhalt i forblandningen
i mgfkg)
Vidg med en noggrannhet av 0,1 mg upp p/10 mg intern standard i en 100 ml métkolv, 16s i DMF (punkt 3.6) i ett

ultraljudsbad (punkt 4.7), spad till mirket med DMF och blanda. Sl& in kolven i aluminiumfolie eller anvind en
kolv av brunt glas. Forvara i kylskap. Losningen ér stabil i en ménad vid hogst 4 °C.

3.10 Kalibreringslosningar

3.10.1  Kalibreringslosning, 1 pg/ml (diclazuril)
Pipettera 1,00 ml standardlosning av diclazuril (punkt 3.8.2) och 2,00 ml losning av intern standard (punkt

3.9.2) till en 50 ml mitkolv. Tillsdtt 17 ml DMF (punkt 3.6), spad till mérket med vatten (punkt 3.1) och blanda.
Denna losning ska vara nyberedd.

3.10.2  Kalibreringslosning, 2 pg/ml (diclazuril)
Pipettera 2,00 ml standardlosning av diclazuril (punkt 3.8.2) och 2,00 ml losning av intern standard (punkt

3.9.2) till en 50 ml mitkolv. Tillsitt 16 ml DMF (punkt 3.6), spad till market med vatten (punkt 3.1) och blanda.
Denna l6sning ska vara nyberedd.

3.10.3  Kalibreringslosning, 3 pg/ml (diclazuril)
Pipettera 3,00 ml standardlosning av diclazuril (punkt 3.8.2) och 2,00 ml 16sning av intern standard (punkt
3.9.2) till en 50 ml mitkolv. Tillsatt 15 ml DMF (punkt 3.6), spad till market med vatten (punkt 3.1) och blanda.

Denna l6sning ska vara nyberedd.

(") Léangre stabilitet (upp till 1 ar) kan vara mojlig, men det maste bekriftas av laboratoriet i friga.
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3.10.4

3.10.5

3.11

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

Kalibreringslosning, 4 pg/ml (diclazuril)

Pipettera 4,00 ml standardlosning av diclazuril (punkt 3.8.2) och 2,00 ml 16sning av intern standard (punkt
3.9.2) till en 50 ml mitkolv. Tillsitt 14 ml DMF (punkt 3.6), spad till market med vatten (punkt 3.1) och blanda.
Denna losning ska vara nyberedd.

Kalibreringslosning, 5 pg/ml (diclazuril)

Pipettera 5,00 ml standardlosning av diclazuril (punkt 3.8.2) och 2,00 ml l6sning av intern standard (punkt
3.9.2) till en 50 ml métkolv. Tillsdtt 13 ml DMF (punkt 3.6), spad till market med vatten (punkt 3.1) och blanda.
Denna losning ska vara nyberedd.

Anm.:  Kalibreringslosningarna (punkterna 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 och 3.10.5) ticker diclazurilkoncen-

trationen i foder pé 0,5-2,5 mg/kg vid anvindning av nuvarande protokoll.

C,s-kolonn for fastfasextraktion, t.ex. Mega Bond Elut, storlek: 20 cm’, sorbent: 5 000 mg (prekonditionering
enligt leverantorens riktlinjer).

Extraktionsmedel: surgjord metanol:

Pipettera 5,0 ml saltsyra (punkt 3.7) till 1 000 ml metanol (punkt 3.5) och blanda.
Mobilfas for HPLC:

Elueringsmedel A: ammoniumacetat—tetrabutylammoniumvitesulfatlosning.

Los 5 g ammoniumacetat (punkt 3.2) och 3,4 ¢ TBHS (punkt 3.3) i 1 000 ml vatten (punkt 3.1) och blanda.
Elueringsmedel B: acetonitril (punkt 3.4).

Elueringsmedel C: metanol (punkt 3.5).

Utrustning

Mekanisk skakapparat.

Utrustning for terndr-gradient-HPLC.

HPLC-kolonn, 100 x 4,6 mm, packad med 3 pm Hypersil ODS eller motsvarande.
UV-detektor med variabel vaglingd eller diod-array-detektor.
Rotationsindunstare.

Membranfilter (t.ex. kemikaliebestdndigt nylon), 0,45 pm.

Engédngsspruta, 5 ml.

Vakuumgrenror.

Ultraljudsbad.

Forfarande

Allmant

Blankprov

Ett blankprov ska analyseras for att kontrollera att varken diclazuril eller storande dmnen ar nirvarande.
Blankprovet ska vara av liknande typ som analysprovet och varken diclazuril eller storande dmnen ska kunna
pavisas i det.
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5.1.2 Utbytesforsok

Gor ett utbytesforsok genom analys av ett blankprov som spikats med ungefar samma mangd diclazuril som
finns i provet. For spikning pa nivdn 1 mg/kg, tillsitt 0,1 ml stamlosning (punkt 3.8.1) till 50 g av ett blankprov,
blanda noggrant och l4t std i 10 minuter. Blanda sedan flera gdnger innan extraktionen (punkt 5.2) paborjas.

Om ett blankprov av liknande typ som provet inte finns att tillgd (se punkt 5.1.1), kan ett utbytesforsok goras
med standardadditionsmetoden. Det prov som ska analyseras spikas dd med ungefar samma mangd diclazuril

som finns i provet. Detta prov analyseras tillsammans med det ej spikade provet och utbytet berdknas genom
subtraktion.

5.2 Extraktion

5.2.1 Foderblandningar
Vig med en noggrannhet av 0,01 g upp ca 50 g prov. Overfor detta till en 500 ml E-kolv, tillsitt 1,00 ml [6sning
av intern standard (punkt 3.9.2) och 200 ml extraktionsmedel (punkt 3.12) och tillslut kolven. Skaka
blandningen i skakapparaten (punkt 4.1) 6ver natten. Lat std i 10 minuter. Overfor en 20 ml alikvot av
supernatanten till ett limpligt glaskarl och spad med 20 ml vatten (punkt 3.1). Overfor denna I6sning till en
extraktionskolonn (punkt 3.11) och 1t den passera genom kolonnen med hjilp av vakuum (punkt 4.6). Tvitta
kolonnen med 25 ml av en blandning av extraktionsmedel (punkt 3.12) och vatten (punkt 3.1), 65 + 35 (v + v).
Kasta de uppsamlade fraktionerna och eluera amnena med 25 ml av en blandning av extraktionsmedel (punkt
3.12) och vatten, 80 + 20 (v + v). Indunsta denna fraktion i en rotationsindunstare (punkt 4.3) vid 60 °C tills den
precis har torkat. Los terstoden i 1,0 ml DMF (punkt 3.6), tillsdtt 1,5 ml vatten (punkt 3.1) och blanda. Filtrera
genom ett membranfilter (punkt 4.4) fastsatt pa en engdngsspruta (punkt 4.5). Fortsitt med HPLC-bestimningen
(punkt 5.3).

5.2.2  Forblandningar
Vig med en noggrannhet av 0,001 g upp ca 1 g prov. Overfor till en 500 ml E-kolv, tillsitt 1,00 ml 16sning av
intern standard (punkt 3.9.3) och 200 ml extraktionsmedel (punkt 3.12) och tillslut kolven. Skaka blandningen i
skakapparaten (punkt 4.1) dver natten. Lit std i 10 minuter. Overfor en alikvot p4 10 000/p ml (p = nominell
diclazurilhalt i forblandningen i mg/kg) av supernatanten till en rundkolv av limplig storlek. Indunsta i en
rotationsindunstare (punkt 4.3) under reducerat tryck vid 60 °C tills dterstoden precis har torkat. Los upp

aterstoden i 10,0 ml DMF (punkt 3.6), tillsdtt 15,0 ml vatten (punkt 3.1) och blanda. Fortsitt med HPLC-
bestdmningen (punkt 5.3).

53 HPLC-bestimning

5.3.1 Parametrar
Foljande betingelser anges som vigledning. Andra betingelser far viljas om de ger likvirdiga eller battre resultat.
— HPLC-kolonn (punkt 4.2.1): 100 x 4,6 mm, packad med 3 um Hypersil ODS eller motsvarande.
— Mobilfas:
— Elueringsmedel A (punkt 3.13.1): vattenlosning av ammoniumacetat och tetrabutylammoniumvitesulfat.
— Elueringsmedel B (punkt 3.13.2): acetonitril.
— Elueringsmedel C (punkt 3.13.3): metanol.
— Elueringssitt— linjar gradient:
— startbetingelser: A + B + C= 60 + 20 + 20 (v + v + v).
— Efter 10 minuter, gradienteluering i 30 minuter till A + B+ C =45+ 20 + 35 (v + v + V).
— Skolj sedan med B i 10 min.

— Flodeshastighet: 1,5-2 ml/min.
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6.1

6.2

— Injektionsvolym: 20 pl.
— Detektorvaglingd: 280 nm
Kontrollera att kromatografisystemet ar stabilt genom att upprepade ganger injicera kalibreringslosningen (punkt

3.10.2) med diclazurilkoncentrationen 2 pg/ml och intern standard, tills topphojder och retentionstider ar
konstanta.

Kromatografisk analys av kalibreringslosningar
Injicera 20 pl av kalibreringslosningarna (punkterna 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 och 3.10.5) tva ganger per
16sning, identifiera och integrera topparna for diclazuril och intern standard och konstruera kalibreringskurvan

utifrdn forhallandet mellan den genomsnittliga topphojden (arean) for diclazuril och den genomsnittliga
topphdjden (arean) for intern standard mot diclazurilkoncentrationen i kalibreringslosningarna (ug/ml).

Kromatografisk analys av provlsningar

Injicera 20 pl av provlésningen (punkt 5.2.1 eller 5.2.2) tva gdnger och bestim den genomsnittliga topphojden
(arean) for diclazuril och den interna standarden.

Berikning av resultat

Foderblandningar
Provets diclazurilhalt (w) i mg/kg beridknas med formeln

hdjd(d.s) _, area(d.s)

w— hojd(i,s) area(;’,s) o 10V

- x W eller w = 1oy
dir

— hojd (d, s) dr topphojden for diclazuril i provlosningen (punkt 5.2.1),

— area (d, s) dr topparean for diclazuril i provlosningen (punkt 5.2.1),

— hojd (i, s) dr topphojden for den interna standarden i provlosningen (punkt 5.2.1),

— area (i, s) dr topparean for den interna standarden i provlosningen (punkt 5.2.1),

— b dr skdrningspunkten for den kalibreringskurva som konstruerats fran kalibreringslosningarna (punkterna
3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 och 3.10.5) enligt punkt 5.3.2,

— a dr lutningen for den kalibreringskurva som konstruerats fran kalibreringslosningarna (punkterna 3.10.1,
3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 och 3.10.5) enligt punkt 5.3.2,

— m 4r provets vikt i gram,

— V ir provextraktets slutvolym i ml (= 2,5 ml) efter att dterigen ha lost upp enligt punkt 5.2.1.

Forblandningar
Provets diclazurilhalt (w) i mg/kg berdknas med formeln

hajd(ds) , area(d.s) ,
w— hojd(i,s) area(i,s)

x 002V 5 b eller w = x 002V p
dir

— hojd (d, s) dr topphojden f6r diclazuril i provlésningen (punkt 5.2.2),

— area (d, s) dr topparean for diclazuril i provlosningen (punkt 5.2.2),

— hojd (i, s) ar topphojden for den interna standarden i provlosningen (punkt 5.2.2),

— area (i, s) dr topparean for den interna standarden i provlsningen (punkt 5.2.2),
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— b dr skdrningspunkten for den kalibreringskurva som konstruerats fran kalibreringslosningarna (punkterna
3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 och 3.10.5) enligt punkt 5.3.2,

— a dr lutningen for den kalibreringskurva som konstruerats fran kalibreringslosningarna (punkterna 3.10.1,
3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 och 3.10.5) enligt punkt 5.3.2,

— m 4r provets vikt i gram,
— Vir provextraktets slutvolym i ml (= 25 ml) efter att aterigen ha 16st upp enligt punkt 5.2.2,

— p dr nominell diclazurilhalt i mg/kg i férblandningen.
7. Validering av resultat

7.1 Identitet
Analytens identitet kan bekriftas genom co-kromatografi eller genom anvindning av en diod-array-detektor med
vars hjilp spektrumen for provextraktet (punkt 5.2.1 eller 5.2.2) och kalibreringslosningen (punkt 3.10.2)
jamfors.

7.1.1 Co-kromatografi

Ett provextrakt (punkt 5.2.1 eller 5.2.2) spikas genom tillsats av en ldmplig méngd kalibreringslosning (punkt
3.10.2). Mingden tillsatt diclazuril ska motsvara mangden diclazuril i provextraktet.

Endast diclazuriltoppens ho6jd och den interna standardens topp ska oka efter det att hidnsyn tagits till bdde den

tillsatta méngden och spddningen av extraktet. Toppens bredd pa halva hojden ska ligga inom = 10 % av den
ursprungliga bredden pa toppen for diclazuril eller for den interna standarden i det ej spikade provextraktet.

7.1.2  Diod-array-detektion

Resultaten utvirderas enligt foljande kriterier:

a) Vaglingderna for prov- och standardspektrumens absorptionsmaximum, i toppens spets pd
kromatogrammet, ska ligga inom en marginal som beror pa detektionssystemets upplosningsformdga. For
diod-array-detektion dr denna i allminhet £ 2 nm.

b) Mellan 230 och 320 nm far prov- och standardspektrumen, i toppens spets pa kromatogrammet, inte skilja
sig &t for de delar av spektrumet ddr den relativa absorbansen dr 10-100 %. Detta kriterium dr uppfyllt om
samma maximum observeras och avvikelsen mellan de tvd spektrumen inte vid ndgon métpunkt 6verskrider
15 % av standardanalytens absorbans.

¢) Mellan 230 och 320 nm far spektrumen for den uppétgdende delen, spetsen och den neddtgdende delen av
toppen frdn provextraktet inte skilja sig frin varandra for de delar av spektrumet dir den relativa
absorbansen 4r 10-100 %. Detta kriterium ar uppfyllt om samma maximum observeras och avvikelsen
mellan de tvd spektrumen inte vid ndgon matpunkt 6verskrider 15 % av absorbansen vid spetsen.

Om ndgot av dessa kriterier inte dr uppfyllt har analytens forekomst inte bekriftats.

7.2 Repeterbarhet
Skillnaden mellan resultaten fran tvd oberoende métningar som utfors pa tva delurval far inte 6verskrida
— 30 % av det hogre virdet for diclazurilhalter pa 0,5-2,5 mg/kg,
— 0,75 mg/kg f6r diclazurilhalter pd 2,5-5 mg/kg,

— 15 % av det hogre vardet for diclazurilhalter over 5 mg/kg.

7.3 Utbyte

For ett spikat (blank)prov ska utbytet vara minst 80 %.
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8. Resultat av en kollaborativ avprovning

Tva kollaborativa avprévningar har dgt rum. I den forsta, som utfordes av en annan grupp laboratorier 1994,
utgjordes de analyserade proverna av tvé forblandningar (O 100, A 100) och tre prover av kompletteringsfoder
for fjaderfd (L1, Z1, K1). Ett forblandningsprov var blandat med en organisk matris (O 100) och det andra med
en oorganisk matris (A 100). Den teoretiska halten 4r 100 mg diclazuril per kg. Laboratorierna instruerades att
gora en eller tvd analyser av varje prov. (Narmare upplysningar om den forsta kollaborativa avprévningen finns i
Journal of AOAC International, volym 77, nr 6, 1994, s. 1359-1361).

I den andra kollaborativa avprovningen analyserades tre foderblandningar for fjaderfd innehéllande diclazuril i
koncentrationer pd 0,9 mg/kg (MAT 1), 1,5 mg/kg (MAT 2) och blankprov (MAT 3). (Ndrmare upplysningar om
den andra kollaborativa avprovningen finns i JRC:s tekniska rapport (2016) och i Journal of AOAC International,
volym 102, nr 2, 2019, s. 646-652). Resultaten av de tvd kollaborativa avprovningarna redovisas i
nedanstéende tabell.

Prov 1A Prov 20 Prov 6 Prov 7 Prov 8
100 100 Prov 3 L1 Prov 4 Z1 Prov 5 K1 MAT 1 MAT 2 MAT 3
L 11 11 11 11 6 10 9 10
n 19 18 19 19 12 20 18 10
Medel- 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89 1,0 1,5 <LOQ
virde (mg/kg)
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03 0,11 0,07 —
CV, (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34 11,2 4,5 —
Sx (mgfkg) 7,59 7,64 017 0,11 0,12 0,18 0,21 —
CVy (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65 18,1 14,3 —
Nominell 100 100 1,0 1,0 1,0 0,9 1,5 —
halt (mg/kg)
Referens (*) l:a l:a l:a l:a l:a 2:a 2:a 2:a avprovn.
avprovn. avprovn. avprovn. avprovn. avprovn. avprovn. avprovn. 2015
1994 1994 1994 1994 1994 2015 2015
L= antal laboratorier
n= antal enskilda virden
S, = standardavvikelse for repeterbarhet
CV,=  variationskoefficient for repeterbarhet
Sk = standardavvikelse for reproducerbarhet
CVg = variationskoefficient f6r reproducerbarhet

LOQ = kvantifieringsgrins (limit of quantification)

()  Forsta avprovningen frén 1994: Journal of AOAC International, volym 77, nr 6, 1994, s. 1359-1361. Andra avprovningen
frdn 2015: JRC:s tekniska rapport Re-validation of a method for the determination of diclazuril by collaborative study (2016).

9. Allminna kommentarer

Diclazurilresponsen ska tidigare ha visats vara linjr i det koncentrationsintervall métningarna giller.

Atminstone vid analys av diclazuril i foderblandningar med hog fetthalt (6ver 12 % fett) far analysmetoden
ersittas med andra HPLC-baserade metoder, t.ex. vitskekromatografi med masspektrometri (HPLC-MS), forutsatt
att den alternativa metoden har likvirdiga prestanda (utbyte, precision vid repeterbara och reproducerbara

betingelser).
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G. BESTAMNING AV NATRIUMLASALOCID

Natriumsalt av en polyeter-monokarboxylsyra som framstdllts av Streptomyces lasaliensis
Natriumlasalocidhalten ska bestimmas med

— analysmetoden i EN 17299 (Djurfoder: Provtagnings- och analysmetoder — Screening och bestimning
av godkinda koccidiostatika vid tillsats och 1 % och 3 % korskontaminationsnivd och av icke-
registrerade koccidiostatika och av ett antibiotikum vid subadditiva nivder i foderblandning med High
Performance Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry Detection (LC-MS | MS)), eller

— omvind fas-kromatografi (HPLC) med spektrofluorometrisk detektor (fluorescensdetektor) enligt
beskrivningen i punkterna 1-8.

1. Syfte och tillimpningsomride
Med denna metod bestims halten natriumlasalocid i foder. Detektionsgrinsen 4r 5 mg/kg och kvantifier-
ingsgransen 10 mg/kg.

2. Princip

Natriumlasalocid extraheras fran provet med surgjord metanol och en bestimning gors genom omvind fas-
kromatografi (HPLC) med en spektrofluorometrisk detektor (fluorescensdetektor).

3. Reagens

3.1 Kaliumdivitefosfat (KH,PO,).
3.2 Ortofosforsyra, w = 85 % (w/|w).
3.3 Ortofosforsyralosning, ¢ = 20 %:

Spéd 23,5 ml ortofosforsyra (punkt 3.2) med vatten till 100 ml.

3.4 6-Metyl-2-heptylamin (1,5-dimetylhexylamin), w = 99 % (w/w).
3.5 Metanol, HPLC-kvalitet.

3.6 Saltsyra, densitet = 1,19 g/ml.

3.7 Fosfatbuffertlosning, ¢ = 0,01 mol/l

Los 1,36 gram KH,PO, (punkt 3.1) i 500 ml vatten (punkt 3.11). Tillsitt 3,5 ml ortofosforsyra (punkt 3.2)
och 10,0 ml 6-metyl-2-heptylamin (punkt 3.4). Justera pH till 4,0 med ortofosforsyralsningen (punkt 3.3) och
spad med vatten (punkt 3.11) till 1 000 ml.

3.8 Surgjord metanol

Overfér 5,0 ml saltsyra (punkt 3.6) till en 1000 ml matkolv. Spad till mérket med metanol (punkt 3.5) och
blanda. Denna 16sning ska vara nyberedd.

3.9 Mobilfas for HPLC: 16sning av fosfatbuffert och metanol, 5 + 95 (v + v)
Blanda 5 ml fosfatbuffertlosning (punkt 3.7) med 95 ml metanol (punkt 3.5).

3.10 Natriumlasalocid referenssubstans med garanterad renhet, C;;Hs30gNa (natriumsalt av en polyeter-
monokarboxylsyra som framstillts av Streptomyces lasaliensis), E763.

3.10.1  Stamlosning av natriumlasalocid, 500 pg/ml:

Vdg med en noggrannhet av 0,1 mg upp 50 mg natriumlasalocid (punkt 3.10) i en 100 ml mitkolv. Los i
surgjord metanol (punkt 3.8), spad till market med samma 16sningsmedel och blanda. Denna l6sning ska vara

nyberedd.
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3.10.2

3.10.3

4.1

4.2

4.3

5.2

5.2.1

Standardlosning av natriumlasalocid, 50 pg/ml:

Pipettera 10,0 ml stamlosning (punkt 3.10.1) till en 100 ml métkolv. Spad till market med surgjord metanol
(punkt 3.8) och blanda. Denna losning ska vara nyberedd.

Kalibreringslosningar:
Overfor 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 och 10,0 ml standardldsning (punkt 3.10.2) till ett antal 50 ml métkolvar. Spid till

mirket med surgjord metanol (punkt 3.8) och blanda. Dessa 16sningar innehéller 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 respektive
10,0 pg natriumlasalocid/ml. Dessa losningar ska vara nyberedda.

Vatten, HPLC-kvalitet.

Utrustning

Termostatreglerat ultraljudsbad (eller skakapparat med vattenbad).

Membranfilter, 0,45 pm.

HPLC-utrustning med injektor, anpassad for volymer pa 20 pl

HPLC-kolonn, 125 x 4 mm, omvand fas, packad med 5 pm C,z eller motsvarande.
Spektrofluorometer med varjabel excitations- och emissionsvaglangd.
Forfarande

Allmant

Blankprov

Infor utbytesforsoket (punkt 5.1.2) ska ett blankprov analyseras for att kontrollera att varken natriumlasalocid
eller storande dmnen 4r nirvarande. Blankprovet ska vara av liknande typ som analysprovet och varken
natriumlasalocid eller stérande dmnen ska kunna pévisas i det.

Utbytesforsok

Gor ett utbytesforsok genom analys av ett blankprov som spikats med ungefir ssmma mangd natriumlasalocid
som finns i provet. For spikning péd nivin 100 mg/kg, verfor 10,0 ml stamldsning (punkt 3.10.1) till en 250 ml
E-kolv och indunsta till ca 0,5 ml. Tillsdtt 50 g av blankprovet, blanda noggrant, 1t std i 10 minuter och blanda
igen flera ganger innan extraktionen (punkt 5.2) paborjas.

Om ett blankprov av liknande typ som provet inte finns att tillgd (se punkt 5.1.1), kan ett utbytesforsok goras
med standardadditionsmetoden. Det prov som ska analyseras spikas dd med ungefir samma mingd
natriumlasalocid som finns i provet. Detta prov analyseras tillsammans med det ej spikade provet och utbytet
beriknas genom subtraktion.

Extraktion

Foder

Vidg med en noggrannhet av 0,01 gram upp 5-10 g av provet i en 250 ml E-kolv med propp. Tillsdtt med pipett
100,0 ml surgjord metanol (punkt 3.8). Sitt i proppen 16st och rotera kolven for att dispergera provet. Stll
kolven i ett ca 40 °C ultraljudsbad (punkt 4.1) i 20 minuter. Ta upp kolven ur badet och lat den svalna till
rumstemperatur. Lat std i ca en timme tills de suspenderade partiklarna sjunker till botten. Filtrera en alikvot
genom ett 0,45 um membranfilter (punkt 4.2) till ett limpligt karl. Fortsitt med HPLC-bestimningen (punkt 5.3).
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5.2.2

53

6.1

Forblandningar

Vdg med en noggrannhet av 0,001 gram upp ca 2 gram av den omalda forblandningen i en 250 ml mitkolv.
Tillsdtt 100,0 ml surgjord metanol (punkt 3.8) och rotera kolven for att dispergera provet. Still kolven med
innehdll i ett ca 40 °C ultraljudsbad (punkt 4.1) i 20 minuter. Ta upp kolven ur badet och 1at den svalna till
rumstemperatur. Spad till mirket med surgjord metanol (punkt 3.8) och blanda noggrant. Lat st i en timme tills
de suspenderade partiklarna sjunker till botten. Filtrera en alikvot genom ett 0,45 pm membranfilter (punkt 4.2).
Spéd en lamplig volym av det klara filtratet med surgjord metanol (punkt 3.8) sd att en slutlig provlésning erhalls
som innehéller ca 4 pg natriumlasalocid/ml. Fortsitt med HPLC-bestimningen (punkt 5.3).

HPLC-bestimning

Parametrar

Foljande betingelser anges som vigledning. Andra betingelser fir viljas om de ger likvirdiga resultat:

HPLC-kolonn (punkt 4.3.1): 125 x 4 mm, omvind fas, packad med 5 pm C,5 eller motsvarande

Mobilfas (punkt 3.9): Blandning av fosfatbuffertlosning (punkt 3.7) och metanol (punkt 3.5),
5+95 (v +v)

Flodeshastighet: 1,2 ml/min

Detektionsvéglingder: Excitation: 310 nm

Emission: 419 nm

Injektionsvolym: 20 pl

Kontrollera att det kromatografiska systemet ar stabilt genom att upprepade ganger injicera kalibreringslosningen
(punkt 3.10.3) med koncentrationen 4,0 ug/ml tills topphojder (areor) och retentionstider ar konstanta.
Kalibreringskurva

Injicera varje kalibreringslosning (punkt 3.10.3) upprepade ganger och bestim de genomsnittliga topphdjderna
(areorna) for varje koncentration. Konstruera en kalibreringskurva med kalibreringslosningarnas genomsnittliga
topphojder (areor) lings y-axeln och motsvarande koncentrationer i pg/ml lings x-axeln.

Provldsning

Injicera upprepade gdnger de provextrakt som erhdllits i punkt 5.2.1 eller 5.2.2. Anvind samma volym som for
kalibreringslosningen. Bestim de genomsnittliga topphdjderna (areorna) for natriumlasalocid.

Berikning av resultat

Anvind den genomsnittliga topphojd (area) som erhdllits vid injektion av provlosningen (punkt 5.3.3) for att
bestimma koncentrationen natriumlasalocid (ug/ml) med hjilp av kalibreringskurvan.

Foder

Provets natriumlasalocidhalt (w) i mg/kg berdknas med formeln

c %

w ="l [mg/kg]

dir

c= koncentrationen av natriumlasalocid i provldsningen (punkt 5.2.1) i ug/ml,
v, = provextraktets volym i ml (= 100 ml), se punkt 5.2.1,

m = provets vikt i gram.
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6.2

7.1

7.1.1

7.2

7.3

Forblandningar

Provets natriumlasalocidhalt (w) i mg/kg berdknas med formeln

x V. x f
W = [mg/ke]
dir
c= koncentrationen av natriumlasalocid i provlosningen (punkt 5.2.2) i ug/ml,
V,= provextraktets volym i ml (= 250 ml), se punkt 5.2.2,
f= spadningsfaktor, se punkt 5.2.2,
m= provets vikt i gram.

Validering av resultat

Identitet

Metoder som grundar sig pa spektrofluorometri medfér inte samma problem med interferenser som metoder
med UV-detektion. Analytens identitet kan bekriftas genom co-kromatografi.

Co-kromatografi

Ett provextrakt (punkt 5.2.1 eller 5.2.2) spikas genom tillsats av en limplig médngd kalibreringslosning (punkt
3.10.3). Mangden tillsatt natriumlasalocid ska motsvara méngden natriumlasalocid i provextraktet. Endast
natriumlasalocidtoppens hojd ska oka efter det att hansyn tagits till den tillsatta mangden natriumlasalocid och

spadningen av extraktet. Toppens bredd pé halva hojden ska ligga inom * 10 % av den ursprungliga bredden pé
toppen for det ej spikade provextraktet.

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tvd parallella bestimningar som utf6rs pd samma prov far inte overskrida
— 15 % av det hogre virdet, for halter av natriumlasalocid pa 30-100 mg/kg,

— 15 mgkg, for halter pd 100-200 mg/kg,

— 7.5 % av det hogre virdet, for halter som 6verskrider 200 mg/kg.

Utbyte

For det spikade (blank)provet ska utbytet vara minst 80 %. For de spikade forblandningsproverna ska utbytet vara
minst 90 %.

Resultat av en kollaborativ avprévning

I en kollaborativ avprévning (*) analyserades tva forblandningar (proverna 1 och 2) och fem fodertyper (proverna
3-7) av tolv laboratorier. Varje prov analyserades tvd gdnger. Resultaten redovisas i nedanstdende tabell.

Prov 1 Prov 2 Prov 3 Prov 4 Prov 5 Prov 6 Prov 7
Fo.rbla?dn- Forblandning | Pellets for | Kycklingfo- | Kalkonfo- | Fjaderfifo- | Fjaderfifo-
kmg or for kalkon kalkon der der der A der B
yckling
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Medel- 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
virde [mg/kg]
ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj 103/129



SV

EUT L, 15.3.2024

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
SR [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
Nominell ok *x - *x - ¥ ¥
halt [mg/kg] 5000 (%) | 16000 (%) | 80 (* 105 (%) | 120 (%) 50 () 35 ()

L= antal laboratorier,

n= antal enskilda resultat,

8= standardavvikelse for repeterbarhet,

Sp= standardavvikelse for reproducerbarhet,

CV.= variationskoefficient for repeterbarhet, %,
CVg= variationskoefficient for reproducerbarhet, %.
* Analyst, 1995, 120,s.2175-2180.

(**) Halt deklarerad av tillverkaren.

() Foder berett i laboratoriet.

H. BESTAMNING AV AMPROLIUMHYDROKLORID

1-[(4-amino-2-propyl-5-pyrimidinyl)metyl]- 2-metylpyridiniumkloridmonohydroklorid

1. Syfte och tillimpningsomride
Med denna metod bestims halten amprolium i foder. Detektionsgrinsen dr 1 mgfkg och kvantifieringsgransen
5 mg/kg.

2. Princip
Provet extraheras med en metanol-vattenblandning. Efter spidning med mobilfasen och membranfiltrering
bestdms amproliumhalten genom katjonbyteskromatografi (HPLC) med UV-detektor.

3. Reagens

3.1 Metanol.

3.2 Acetonitril, HPLC-kvalitet.

3.3 Vatten, HPLC-kvalitet.

3.4 Natriumdivitefosfatlosning, ¢ = 0,1 mol/l:
Los 13,80 g natriumdivitefosfatmonohydrat i vatten (punkt 3.3) i en 1 000 ml matkolv. Spad till market med
vatten (punkt 3.3) och blanda.

3.5 Natriumperkloratlosning, ¢ = 1,6 mol/l:
Los 224,74 g natriumperkloratmonohydrat i vatten (punkt 3.3) i en 1 000 ml mitkolv. Spad till mérket med
vatten (punkt 3.3) och blanda.

3.6 Mobilfas for HPLC (se punkt 9.1):
Blandning av acetonitril (punkt 3.2), natriumdivitefosfatlosning (punkt 3.4) och natriumperkloratlosning (punkt
3.5), 450 + 450 + 100 (v+v+v). Filtrera l6sningen genom ett 0,22 pm membranfilter (punkt 4.3) och avlufta den
(t.ex. i ultraljudsbad [punkt 4.4] i minst 15 minuter) fore anvindning.

3.7 Referenssubstans: rent amprolium, 1-[(4-amino-2-propyl-5-pyrimidinyl)metyl]-2-metylpyridiniumklorid, E 750
(se punkt 9.2).
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3.8

4.2

4.3

4.4

4.5

Standardlosning av amprolium, 500 pg/ml
Vdg med en noggrannhet av 0,1 mg upp 50 mg amprolium (punkt 3.7) i en 100 ml mitkolv. Los upp i 80 ml

metanol (punkt 3.1) och stdll kolven i ett ultraljudsbad i 10 min (punkt 4.4). Lat dérefter 16sningen anta
rumstemperatur, spad till market med vatten och blanda. Losningen ar stabil i en ménad vid < 4 °C.

Standardl6sning av amprolium, 50 pg/ml

Pipettera 5,0 ml staml6sning (punkt 3.7.1) till en 50 ml matkolv. Spad till market med extraktionsmedlet (punkt
3.8) och blanda. Losningen 4r stabil i en ménad vid < 4 °C.

Kalibreringslosningar
Overfor 0,5, 1,0 respektive 2,0 ml standardldsning (punkt 3.7.2) till ett antal 50 ml métkolvar. Spad till market

med mobilfas (punkt 3.6) och blanda. Dessa losningar innehéller 0,5, 1,0 respektive 2,0 pg amprolium/ml.
Dessa 10sningar ska vara nyberedda.

Extraktionsmedel

Blandning av metanol (punkt 3.1) och vatten 2 + 1 (v+v).
Utrustning

HPLC-utrustning med injektor, anpassad for volymer pa 100 pl.
HPLC-kolonn, 125 x 4 mm, packad med 5 eller 10 pm katjonbytare Nucleosil 10 SA eller motsvarande.
UV-detektor med variabel vaglingd eller diod-array-detektor.
Membranfilter, PTFE-material, 0,45 pm.

Membranfilter, 0,22 pum.

Ultraljudsbad.

Mekanisk skakapparat eller magnetomrorare.

Forfarande

Allmant

Blankprov

Infor utbytesforsoket (punkt 5.1.2) ska ett blankprov analyseras for att kontrollera att varken amprolium eller
storande dmnen dr ndrvarande. Blankprovet ska vara av liknande typ som analysprovet och varken amprolium
eller storande dmnen ska kunna pavisas i det.

Utbytesforsok

Gor ett utbytesforsok genom analys av ett blankprov som spikats med ungefir samma mingd amprolium som
finns i provet. For spikning pd nivin 100 mg/kg, overfér 10,0 ml stamlosning (punkt 3.7.1) till en 250 ml
E-kolv och indunsta till ca 0,5 ml. Tillsdtt 50 g av blankprovet, blanda noggrant, 1t std i 10 minuter och blanda
igen flera ganger innan extraktionen (punkt 5.2) paborjas.

Om ett blankprov av liknande typ som provet inte finns att tillgd (se punkt 5.1.1), kan ett utbytesforsok goras
med standardadditionsmetoden. Det prov som ska analyseras spikas dd med ungefir samma mingd amprolium
som finns i provet. Detta prov analyseras tillsammans med det ¢j spikade provet och utbytet berdknas genom
subtraktion.
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5.2 Extraktion

5.2.1 Forblandningar (< 1 % amprolium) och foder

Vidg med en noggrannhet av 0,01 g upp 5-40 g av provet, beroende pd amproliumhalten, i en 500 ml E-kolv och
tillsatt 200 ml extraktionsmedel (punkt 3.8). Still kolven i ultraljudsbad (punkt 4.4) och lat std i 15 minuter. Ta
kolven ur badet och skaka eller r6r om i 1 timme med en skakapparat eller magnetomrorare (punkt 4.5). Spad
en alikvot av extraktet med mobilfas (punkt 3.6) till en amproliumhalt pd 0,5-2 pg/ml och blanda (se punkt 9.3).
Filtrera 5-10 ml av denna utspidda losning genom ett membranfilter (punkt 4.2). Fortsitt med HPLC-
bestdmningen (punkt 5.3).

5.2.2 Forblandningar (= 1 % amprolium)

Vdg med en noggrannhet av 0,001 g upp 1-4 g av forblandningen, beroende pa amproliumhalten, i en 500 ml
E-kolv och tillsitt 200 ml extraktionsmedel (punkt 3.8). Still kolven i ultraljudsbad (punkt 4.4) och lat std i 15
minuter. Ta kolven ur badet och skaka eller ror om i 1 timme med en skakapparat eller magnetomrorare (punkt
4.5). Spad en alikvot av extraktet med mobilfas (punkt 3.6) till en amproliumhalt pd 0,5-2 pg/ml och blanda.
Filtrera 5-10 ml av denna utspiadda losning genom ett membranfilter (punkt 4.2). Fortsitt med HPLC-
bestdmningen (punkt 5.3).

53 HPLC-bestimning

5.3.1 Parametrar

Foljande betingelser anges som vigledning. Andra betingelser fir viljas om de ger likvirdiga resultat.

HPLC-kolonn (punkt 4.1.1): 125 mm x 4 mm, katjonbytare packad med 5 eller 10 pm Nucleosil 10 SA
eller motsvarande.

Mobilfas (punkt 3.6): Blandning av acetonitril (punkt 3.2), natriumdivitefosfatlosning (punkt
3.4) och natriumperkloratlosning (punkt 3.5), 450 + 450 + 100 (v + v +v).

Flodeshastighet: 0,7-1 ml/min.

Detektionsvéglingd: 264 nm.

Injektionsvolym: 100 pl.

Kontrollera att det kromatografiska systemet ar stabilt genom att upprepade gdnger injicera en kalibrering-
slosning (punkt 3.7.3) med koncentrationen 1,0 pg/ml tills topphojder och retentionstider ar konstanta.

5.3.2  Kalibreringskurva
Injicera varje kalibreringslosning (punkt 3.7.3) upprepade gdnger och bestim de genomsnittliga topphojderna

(areorna) for varje koncentration. Konstruera en kalibreringskurva med kalibreringslosningarnas genomsnittliga
topphojder (areor) lings y-axeln och motsvarande koncentrationer i pg/ml lings x-axeln.

53.3 Provlésning

Injicera provextraktet (punkt 5.2) upprepade gdnger med samma volym som for kalibreringslosningarna och
bestdm den genomsnittliga topphéjden (arean) for amprolium.

6. Berikning av resultat

Anvind den genomsnittliga topphdjden (arean) for provlosningens amproliumtoppar for att bestimma
koncentrationen i pg/ml med hjilp av kalibreringskurvan (punkt 5.3.2).

Provets amproliumhalt (w) i mg/kg berdknas med formeln

chxf[
m

W= mg/kg]
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7.

7.1

7.2

7.3

V= extraktionsmedlets (punkt 3.8) volym i ml enligt punkt 5.2 (dvs. 200 ml),
c= provextraktets amproliumkoncentration (punkt 5.2) i pg/ml,
f= spadningsfaktor enligt punkt 5.2,

m= provets vikt i gram.

Validering av resultat

Identitet

Analytens identitet kan bekriftas genom co-kromatografi eller genom anvindning av en diod-array-detektor med
vars hjilp spektrumen for provextraktet (punkt 5.2) och den kalibreringslosning (punkt 3.7.3) som innehéller
2,0 pg/ml jamfors.

Co-kromatografi

Ett provextrakt (punkt 5.2) spikas genom tillsats av en limplig méingd kalibreringslosning (punkt 3.7.3).
Mingden tillsatt amprolium ska motsvara mingden amprolium i provextraktet.

Endast amproliumtoppens hojd ska oka efter det att hansyn tagits till bade den tillsatta mingden och spadningen

av extraktet. Toppens bredd ska pd halva hojden ligga inom + 10 % av den ursprungliga bredden pé
amproliumtoppen i det ¢j spikade provextraktet.

Diod-array-detektion

Resultaten utvirderas enligt foljande kriterier:

a) Vaglingderna for prov- och standardspektrumens absorptionsmaximum, i toppens spets pa
kromatogrammet, ska ligga inom en marginal som beror pd detektionssystemets upplosningsformdga. For
diod-array-detektion dr denna i allminhet 2 nm.

b) Mellan 210 och 320 nm far prov- och standardspektrumen, i toppens spets pd kromatogrammet, inte skilja
sig 4t for de delar av spektrumet ddr den relativa absorbansen dr 10-100 %. Detta kriterium ar uppfyllt om
samma maximum observeras och avvikelsen mellan de tva spektrumen inte vid ndgon matpunkt 6verskrider

15 % av standardanalytens absorbans.

¢) Mellan 210 och 320 nm fér spektrumen for den uppétgdende delen, spetsen och den nedatgdende delen av
toppen frin provextraktet inte skilja sig frdn varandra for de delar av spektrumet dir den relativa
absorbansen dr 10-100 %. Detta kriterium ar uppfyllt om samma maximum observeras och avvikelsen
mellan de tvd spektrumen inte vid ndgon matpunkt éverskrider 15 % av absorbansen vid spetsen.

Om ndgot av dessa kriterier inte dr uppfyllt har analytens forekomst inte bekriftats.

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten frdn tvd parallella bestimningar som utfors pd samma prov far inte 6verskrida
— 15 % av det hogre virdet for amproliumhalter pa 25-500 mg/kg,

— 75 mg/kg for amproliumhalter pd 500-1 000 mg/kg,

— 7,5 % av det hogre virdet for amproliumhalter pa 6ver 1 000 mg/kg.

Utbyte

For ett spikat (blank)prov ska utbytet vara minst 90 %.

Resultat av en kollaborativ avprévning

I en kollaborativ avprovning analyserades tre olika fjaderfafoder (proverna 1-3), ett mineralfoder (prov 4) och en
forblandning (prov 5). Resultaten redovisas i nedanstdende tabell.
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(blzfi‘;rlov) Prov 2 Prov 3 Prov 4 Prov 5

L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
Medelvirde [mg/kg] — 45,5 188 5129 25140
s, [mg/ke] — 2,26 3,57 178 550
CVr [%] — 4,95 1,90 3,46 2,20
s [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CVy [%] — 6,47 6,27 5,19 3,00
Nominell halt [mg/kg] — 50 200 5000 25000
L: antal laboratorier,
n: antal enskilda virden,
S standardavvikelse for repeterbarhet,
CV,: variationskoefficient for repeterbarhet,
ki standardavvikelse for reproducerbarhet,
CVg: variationskoefficient for reproducerbarhet.

9. Anmirkningar

9.1 Om provet innehdller tiamin kommer tiamintoppen i kromatogrammet att ligga strax fore amproliumtoppen.
Med denna metod méste amprolium och tiamin separeras. Om amprolium och tiamin inte separeras med den
kolonn (punkt 4.1.1) som anvinds for den hir metoden ska upp till 50 % av acetonitrildelen av mobilfasen
(punkt 3.6) ersittas med metanol.

9.2 Enligt den brittiska farmakopén har amproliumlésningens spektrum (c = 0,02 mol/]) i saltsyra (c = 0,1 mol/])
maximum vid 246 och 262 nm. Absorbansen ska vara 0,84 vid 246 nm och 0,80 vid 262 nm.

9.3 Extraktet ska alltid spddas med mobilfasen, annars kan retentionstiden fér amproliumtoppen fordndras visentligt

pa grund av dndrad jonstyrka.

I. BESTAMNING AV NARASIN
Narasinhalten ska bestimmas med

— analysmetoden i EN 17299 (Djurfoder: Provtagnings- och analysmetoder — Screening och bestimning
av godkinda koccidiostatika vid tillsats och 1 % och 3 % korskontaminationsnivd och av icke-
registrerade koccidiostatika och av ett antibiotikum vid subadditiva nivéer i foderblandning med High
Performance Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry Detection (LC-MS | MS)), eller

— metoden i EN ISO 14183 (Djurfoder — Bestimning av monensin, narasin och salinomycin — Vitskekro-
matografisk metod med post-kolonnderivatisering).

J. BESTAMNING AV NICARBAZIN
Nicarbazinhalten ska bestimmas med

— analysmetoden i EN 17299 (Djurfoder: Provtagnings- och analysmetoder — Screening och bestimning
av godkinda koccidiostatika vid tillsats och 1 % och 3 % korskontaminationsnivd och av icke-
registrerade koccidiostatika och av ett antibiotikum vid subadditiva nivder i foderblandning med High
Performance Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry Detection (LC-MS | MS)), eller
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— metoden i EN 15782 (Djurfoder — Bestimning av nicarbazin — Vitskekromatografisk metod).

K. BESTAMNING AV DEKOKINAT
Dekokinathalten ska bestimmas med

— analysmetoden i EN 17299 (Djurfoder: Provtagnings- och analysmetoder — Screening och bestimning
av godkinda koccidiostatika vid tillsats och 1 % och 3 % korskontaminationsnivd och av icke-
registrerade koccidiostatika och av ett antibiotikum vid subadditiva nivder i foderblandning med High
Performance Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry Detection (LC-MS | MS)), eller

— metoden i EN 16162 (Djurfoder — Bestimning av decoquinate med vitskekromatografi och
fluorimetrisk detektion).

L. BESTAMNING AV MONENSIN
Monensinhalten ska bestimmas med
— analysmetoden i EN 17299 (Djurfoder: Provtagnings- och analysmetoder — Screening och bestimning
av godkinda koccidiostatika vid tillsats och 1 % och 3 % korskontaminationsnivd och av icke-
registrerade koccidiostatika och av ett antibiotikum vid subadditiva nivéer i foderblandning med High

Performance Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry Detection (LC-MS | MS)), eller

— metoden i EN ISO 14183 (Djurfoder — Bestimning av monensin, narasin och salinomycin — Vatskekro-
matografisk metod med post-kolonnderivatisering).

M. BESTAMNING AV SALINOMYCIN
Salinomycinhalten ska bestimmas med
— analysmetoden i EN 17299 (Djurfoder: Provtagnings- och analysmetoder — Screening och bestimning
av godkinda koccidiostatika vid tillsats och 1 % och 3 % korskontaminationsnivd och av icke-
registrerade koccidiostatika och av ett antibiotikum vid subadditiva nivder i foderblandning med High

Performance Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry Detection (LC-MS | MS)), eller

— metoden i EN ISO 14183 (Djurfoder — Bestimning av monensin, narasin och salinomycin — Vatskekro-
matografisk metod med post-kolonnderivatisering).

N. BESTAMNING AV SEMDURAMYCIN
Semduramycinhalten ska bestimmas med

— analysmetoden i EN 17299 (Djurfoder: Provtagnings- och analysmetoder — Screening och bestimning
av godkinda koccidiostatika vid tillsats och 1 % och 3 % korskontaminationsnivd och av icke-
registrerade koccidiostatika och av ett antibiotikum vid subadditiva nivéer i foderblandning med High
Performance Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry Detection (LC-MS | MS)), eller

— metoden i EN 16158 (Animal feedingstuffs — Determination of semduramycin content — Liquid
chromatographic method using a ‘tree” analytical approach).

O. EN-STANDARDER
For tillimpningen av artikel 34.2 a i férordning (EU) 2017/625 ar f6ljande EN-standarder relevanta:
EN ISO 30024 (Animal feeding stuffs — Determination of phytase activity)

EN 17050 (Djurfoder — Metoder for provtagning och analys — Bestimning av jod med jonbyteskroatografi-
ICP-MS i djurfoder)

EN 17550 (Djurfoder: Metoder for provtagning och analys — Bestimning av karotenoider i djurfoderblandningar
och forblandningar med vitskekromatografi med UV-detektion (HPLC-UV))

EN 15784 (Djurfoder: Metoder for provtagning och analys — Detektering och kvantifiering av Bacillus spp.
anvinda som fodertillsats)

EN 15785 (Djurfoder — Isolering och kvantifiering av Bifidobacterium spp.)
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EN 15786 (Djurfoder: Metoder for provtagning och analys — Detektering och kvantifiering av Pediococcus spp.
anvinda som fodertillsats)

EN 15787 (Djurfoder: Metoder for provtagning och analys — Detektering och kvantifiering av Lactobacillus spp.
anvinda som fodertillsats)

EN 15788 (Djurfoder: Metoder for provtagning och analys — Detektering och kvantifiering av Enterococcus (E.
faecium) spp. anvinda som fodertillsats)

EN 15789 (Djurfoder: Metoder for provtagning och analys — Detektering och kvantifiering av probiotiska
jaststammar (Saccharomyces cerevisiae) anvinda som fodertillsats)

EN 15510 (Djurfoder: Metoder for provtagning och analys — Bestimning av kalcium, natrium, fosfor,
magnesium, kalium, jirn, zink, koppar, mangan, kobolt, molybden och bly med ICP-AES) for analys av fodertill-
satserna kobolt och molybden

EN 15621 (Djurfoder: Metoder for provtagning och analys — Bestimning av kalcium, natrium, fosfor,
magnesium, kalium, svavel, jarn, zink, koppar, mangan och kobolt efter uppslutning med ICP-AES) for analys av
fodertillsatsen kobolt

EN 16159 (Animal feeding stuffs — Determination of selenium by hydride generation atomic absorption spectrometry
(HGAAS) after microwave digestion (digestion with 65 % nitric acid and 30 % hydrogen peroxide)) for analys av
fodertillsatsen selen

EN 17053 (Djurfoder — Metoder for provtagning och analys — Bestimning av sparelement, tungmetaller och
andra element med ICP-MS (multimetod)) for analys av fodertillsatserna kobolt, molybden och selen”
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1. Tillimpningsomride och definitioner

ANALYSMETODER FOR KONTROLL AV FRAMMANDE AMNEN I FODER

BILAGAV

"BILAGAV

A. BESTAMNING AV HALTER AV DIOXINER (PCDD/PCDF) OCH PCB

PROVTAGNINGSMETODER OCH TOLKNING AV ANALYSRESULTAT

KAPITEL I

Provtagning for offentlig kontroll av halter av polyklorerade dibenso-p-dioxiner (PCDD) och polyklorerade
dibensofuraner (PCDF), dioxinlika polyklorerade bifenyler (dioxinlika PCB) (') och icke-dioxinlika PCB i foder ska
goras i enlighet med bilaga 1. De kvantitativa kraven i frdga om kontroll av dmnen eller produkter som ér jimnt
fordelade i fodret enligt punkt 5.1 i bilaga I ska tillimpas. De erhdllna samlingsproverna ska betraktas som
representativa for de partier eller delpartier frén vilka de tas. De halter som bestdms i laboratorieproverna ska
ligga till grund for bedémningen av om proverna ar Overensstimmande med grénsvirdena enligt
direktiv 2002/32/EG.

I denna del giller definitionerna i bilaga I till kommissionens genomforandeférordning (EU) 2021/808 (3.

Dessutom giller f6ljande definitioner:

(1) Tabell over TEF-virden (toxicitetsekvivalensfaktorer) for PCDD, PCDF och dioxinlika PCB: Virldshilsoorganisationens toxicitetsekviva-
lensfaktorer (WHO-TEF) for bedomningen av risker for ménniskor pd grundval av slutsatserna frdn WHO:s expertmote inom det
internationella programmet for kemikaliesakerhet (IPCS) i Geneve i juni 2005 (Martin van den Berg et al, 'The 2005 World Health
Organization Re-evaluation of Human and Mammalian Toxic Equivalency Factors for Dioxins and Dioxin-like Compounds’,

Toxicological Sciences, 2006, 93(2), s. 223-241).

Kongen TEF-virde Kongen TEF-virde
Dibenso-p-dioxiner (PCDD) och Dioxinlika PCB:
dibenso-p-furaner (PCDF) non-orto PCB + mono-orto PCB
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Non-orto PCB
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0003
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,03
OCDD 0,0003 Mono-orto PCB
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 123 0,00003
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 157 0,00003
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00003
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0003

Forkortningar: T = tetra, Pe = penta, Hx = hexa, Hp = hepta, O = okta, CDD = klordibensodioxin, CDF = klordibensofuran, CB =

klorbifenyl.

(*) Kommissionens genomforandeforordning (EU) 2021/808 av den 22 mars 2021 om prestanda och utforande for analysmetoder
avseende resthalter av farmakologiskt aktiva substanser som anvénds till livsmedelsproducerande djur, om tolkning av resultat och om
de metoder som ska anvindas for provtagning samt om upphivande av besluten 2002/657/EG och 98/179/EG (EUT L 180,
21.5.2021, 5. 84)
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screeningmetoder: metoder for att pavisa prover med halter av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB som &verskrider
grinsvdrdena eller dtgdrdsgrinserna. De ska ge en kostnadseffektiv och hog analyskapacitet och dirigenom oka
mojligheterna att uppticka nya incidenter med hdg exponering och hilsorisker for konsumenterna.
Screeningmetoder ska baseras pd bioanalytiska metoder eller GC-MS-metoder. Provresultat som Gverskrider den
anvinda brytpunkten vid kontroll av 6verensstimmelsen med gransvirdet ska kontrolleras genom en fullstindig
ny analys av det ursprungliga provet med en konfirmeringsmetod.

konfirmeringsmetoder: metoder for att fd fram fullstindig eller kompletterande information som mojliggér en
entydig identifiering och kvantifiering av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB vid grinsvirdet, eller vid behov vid
atgdrdsgransen. Sddana metoder bygger pa gaskromatografi i kombination med hgupplosande masspektrometri
(GC-HRMS) eller gaskromatografi i kombination med tandem-masspektrometri (GC-MS/MS).

Partiets eller delpartiets 6verensstimmelse med grinsvirdet

Icke-dioxinlika PCB

Partiet eller delpartiet 6verensstimmer med gransvirdet om analysresultatet for summan av PCB 28, PCB 52, PCB
101, PCB 138, PCB 153 och PCB 180 (icke-dioxinlika PCB) inte 6verskrider grinsvirdet enligt direktiv 2002/32[EG,
med beaktande av den utvidgade matosikerheten (). Partiet eller delpartiet 6verensstimmer inte med griansvardet
enligt direktiv 2002/32/EG om det ar stéllt utom rimligt tvivel att medelvirdet av tva analysresultat avseende den
ovre koncentrationen () faststdllda genom analys av dubbelprover () overskrider gransvirdet, med beaktande av
den utvidgade mitosikerheten, dvs. att den analyserade koncentrationen efter att den utvidgade mitosikerheten
subtraherats anvinds for beddomning av 6verensstimmelse.

Den utvidgade mitosikerheten berdknas med en tickningsfaktor pd 2 som ger en konfidensgrad pé cirka 95 %. Ett
parti eller delparti dr icke-6verensstimmande om medelvirdet av de uppmatta virdena minus den utvidgade
mitosikerheten for medelvirdet 4r hogre dn gransvirdet.

De bestimmelser som ndmns i denna punkt ska tillimpas pa de analysresultat som erhélls vid provtagning for
offentlig kontroll. Nér det giller analys for ett andra expertutlitande eller for referensindamal ska nationella regler
gilla.

Dioxiner (PCDD/PCDF) och dioxinlika PCB
Partiet eller delpartiet dr overensstimmande med gransvirdet i foljande fall:

— En enda analys med en screeningmetod for vilken andelen prover som felaktigt bedomts 6verensstimma med
grinsvardet dr ligre 4n 5 % ger ett resultat som visar att halten inte Overskrider respektive gransvirde
for PCDD/PCDF och f6r summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB enligt direktiv 2002/32/EG.

— En enda analys med en konfirmeringsmetod ger ett resultat som inte Overskrider respektive gransvirde
for PCDD/PCDF och for summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB enligt direktiv 2002/32/EG, med
beaktande av den utvidgade matosikerheten.

Principerna i vigledningen Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F and PCB Analysis using
Isotope Dilution Mass Spectrometry (https:|[food.ec.europa.eu/system/files/2017-05[animal-feed-guidance_document_pcdd-f_pcb_en.
pdf) ska foljas i tillimpliga fall.

Begreppet Gvre koncentration kraver att man anvinder kvantifieringsgrinsen for bidraget fran varje icke-kvantifierad kongen. Begreppet
lagre koncentration kraver att man anvinder noll for bidraget fran varje icke-kvantifierad kongen. Begreppet mellanvirde kriver att man
anvinder halva kvantifieringsgransen vid berdkning av bidraget frén varje icke-kvantifierad kongen.

Analys av dubbelprover: en separat analys av de givna analyterna med anvindning av en andra alikvot frdn samma homogeniserade
prov. I allminhet giller de krav for analys av dubbelprover som anges i kapitel C punkt 3 i bilaga II. For metoder med *C-mirkt intern
standard for de relevanta analyterna behovs dock analys av dubbelprover endast om resultatet fran den forsta bestimningen inte dr
overensstimmande. Tvd analyser beh6vs for att utesluta en méjlig intern korskontaminering eller oavsiktlig hopblandning av prover.
Nir analysen utfors till foljd av en fororeningsincident behover resultatet inte konfirmeras genom analys av dubbelprover om de
prover som valts ut for analys kan sparas till fororeningsincidenten och den uppmatta halten ar betydligt 6ver gransvirdet.
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For screeningmetoder ska en brytpunkt faststillas vad giller bedomningen av om provet eller proverna
overensstimmer med gransvirdet for PCDD/PCDF respektive f6r summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB.

Partiet eller delpartiet 6verensstimmer inte med grinsvirdet enligt direktiv 2002/32/EG om det ir stillt utom
rimligt tvivel att medelvirdet av tva analysresultat avseende den 6vre koncentrationen (°) faststillda genom analys
av dubbelprover () med en konfirmeringsmetod overskrider grinsvirdet, med beaktande av den utvidgade
mitosikerheten, dvs. att den analyserade koncentrationen efter att den utvidgade mitosikerheten subtraherats
anvinds f6r bedémning av 6verensstimmelse.

Den utvidgade matosikerheten beriknas med en tickningsfaktor pd 2 som ger en konfidensgrad pa cirka 95 %. Ett
parti eller delparti dr icke-overensstimmande om medelvirdet av de uppmitta virdena minus den utvidgade
mitosikerheten for medelvirdet dr hogre dn gransvirdet.

Summan av den uppskattade utvidgade matosikerheten for de enskilda analysresultaten f6r PCDD/PCDF och
dioxinlika PCB ska anvindas f6r summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB.

De bestimmelser som nimns i denna punkt ska tillimpas pa de analysresultat som erhélls vid provtagning for
offentlig kontroll. Nir det giller analys for 6verklagande- eller referensindamal ska nationella regler gilla.

Resultat som 6verskrider de dtgirdsgrinser som anges i bilaga II till direktiv 2002/32/EG

Atgirdsgrinserna fungerar som ett redskap for provurval i de fall dir det ar nodvindigt att identifiera en
fororeningskilla och att vidta dtgarder for att minska eller eliminera den. Screeningmetoderna ska faststilla
lampliga brytpunkter for urvalet av dessa prover. Om det behdvs betydande insatser for att identifiera en
fororeningskilla och minska eller eliminera fororeningen dr det lampligt att bekrifta om atgdrdsgrinsen
overskridits genom att analysera dubbelprover med en konfirmeringsmetod, med beaktande av den utvidgade
matosikerheten (%).

KAPITEL II

PROVBEREDNING OCH KRAV FOR ANALYSMETODER FOR OFFENTLIG KONTROLL AV HALTER AV
DIOXINER (PCDD/PCDF) OCH DIOXINLIKA PCB I FODER

Tillimpningsomrade

Kraven i detta kapitel ska tillimpas nidr foder analyseras for offentlig kontroll av halterna av
2,3,7,8-substituerade PCDD/PCDF och dioxinlika PCB och nir det giller provberedning och analyskrav for andra
lagstadgade dndamdl, inbegripet foderforetagarens kontroller for att sikerstilla oOverensstimmelse med
bestimmelserna i Europaparlamentets och ridets férordning (EG) nr 183/2005 (°).

Overvakningen av forekomsten av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB i foder kan utféras med tvd olika typer av
analysmetoder:

Begreppet dvre koncentration kriver att man anvander kvantifieringsgransen for bidraget frén varje icke-kvantifierad kongen till TEQ-
virdet (toxicitetsekvivalenter). Begreppet lagre koncentration kraver att man anvdnder noll for bidraget fran varje icke-kvantifierad
kongen till TEQ-virdet. Begreppet mellanvirde kraver att man anvinder halva kvantifieringsgransen vid berdkning av bidraget frin
varje icke-kvantifierad kongen till TEQ-vérdet.

[ allminhet giller de krav for analys av dubbelprover som anges i kapitel C punkt 3 i bilaga II. For konfirmeringsmetoder med

BC-markt intern standard for de relevanta analyterna behovs dock analys av dubbelprover endast om resultatet frin den forsta
bestdmningen inte dr Gverensstimmande. Tva analyser behovs for att utesluta en mojlig intern korskontaminering eller oavsiktlig
hopblandning av prover. Nar analysen utfors till foljd av en fororeningsincident behover resultatet inte konfirmeras genom analys av
dubbelprover om de prover som valts ut for analys kan spras till fororeningsincidenten och den uppmitta halten ar betydligt over
gransvardet.

Samma forklaring och krav avseende analys av dubbelprover giller for kontroll av dtgirdsgrinser som for gransvirden i fotnot 5.
Europaparlamentets och rddets forordning (EG) nr 183/2005 av den 12 januari 2005 om faststillande av krav for foderhygien
(EUTL 35, 8.2.2005, s. 1).
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a) Screeningmetoder

Syftet med screeningmetoder ar att pavisa prover med halter av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB som 6verskrider
gransvirdena eller dtgdrdsgrianserna. Screeningmetoder ska sikerstilla en kostnadseffektiv och hog analyskapacitet
och dirigenom oka mojligheterna att uppticka nya incidenter med hdg exponering och hilsorisker for
konsumenterna. Nar dessa metoder anvinds ska man striva efter att undvika resultat som felaktigt bedémts
overensstimma. De kan bland annat bestd av bioanalytiska metoder och GC-MS-metoder.

Screeningmetoder jaimfor analysresultatet med en brytpunkt och ger ett ja/nej-svar for bedémning av om
gransvardet eller atgdrdsgrinsen eventuellt har 6verskridits. Koncentrationen av PCDD/PCDF och av summan
av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB i prover som misstinks vara icke-overensstimmande med grinsvardet ska
bestimmas eller bekriftas med en konfirmeringsmetod.

Screeningmetoderna kan dessutom ge en indikation pa halterna av de PCDD/PCDF och dioxinlika PCB som
forekommer i provet. Om bioanalytiska screeningmetoder anvinds ska resultatet uttryckas som bioanalytiska
ekvivalenter (BEQ), medan om fysikalisk-kemiska GC-MS-metoder anvinds ska resultatet uttryckas som toxicitets-
ekvivalenter (TEQ). Screeningmetodernas resultat i form av numeriska virden ar limpliga for att visa pd
overensstimmelse eller misstinkt icke-overensstimmelse eller pd att dtgdrdsgrinsen Gverskridits, och ger en
indikation pa koncentrationsintervallet vid uppfoljning med konfirmeringsmetoder. Daremot &r de inte lampliga
for utvirdering av bakgrundshalter, uppskattning av intag, uppfoljning av tidstrender avseende halter eller
omproévning av dtgirdsgranser och gransvirden.

b) Konfirmeringsmetoder

Konfirmeringsmetoder mojliggor en entydig identifiering och kvantifiering av de PCDD/PCDF och dioxinlika PCB
som forekommer i ett prov och ger fullstindig information om halten enskilda kongener. Dessa metoder
mojliggor dirfor kontroll av gransvirden och dtgdrdsgranser, inklusive konfirmering av de resultat som erhéllits
med screeningmetoder. Dessutom kan resultaten anvindas for andra dndamdl, t.ex. bestimning av ldga
bakgrundshalter vid foderévervakning, uppfoljning av tidstrender, bedomning av exponering samt for att bygga
upp en databas for eventuell omprovning av dtgardsgranser och gransvirden. De dr ocksd viktiga for att faststilla
kongenmonster s3 att killan till en eventuell fororening kan identifieras. Sddana metoder bygger pd GC-HRMS.
For att bekrifta Gverensstimmelse eller icke-Gverensstimmelse med gransvirdet kan aven GC-MS/MS anvindas.

2. Bakgrund

For att berdkna den totala koncentrationen av dioxinlika foreningar i ett prov, den sa kallade toxicitetsekvivalenten
(TEQ), ska koncentrationen av varje enskilt dmne i ett givet prov multipliceras med respektive dmnes toxicitetsekvi-
valensfaktor (TEF) (se fotnot 1 i kapitel I) och dérefter adderas.

I denna del A avses med den accepterade sirskilda kvantifieringsgrinsen for en enskild kongen den ligsta
analythalten som med rimlig statistisk sikerhet kan mdtas och som uppfyller de identifieringskriterier som
beskrivs i internationellt erkinda standarder, t.ex. standarden EN 16215:2012 (Djurfoder — Bestimning av
dioxiner och dioxinlika PCB:er med GC/HRMS och av indikator-PCB:er med GC/HRMS) och/eller i EPA-metoderna
1613 och 1668, med senare revideringar.

Kvantifieringsgransen for en enskild kongen kan identifieras

a) som den koncentration av en analyt i ett provextrakt som ger en instrumentrespons for de tva skilda joner som
ska 6vervakas, med ett S/N-forhallande (signal-brusforhéllande) pd 3:1 for den mindre kinsliga rdatasignalen,
eller

b) om berdkningen av signal-brusforhéllandet pd grund av tekniska skal inte ger tillforlitliga resultat, som den
lagsta koncentrationen péa en kalibreringskurva som ger en godtagbar (< 30 %) och konsekvent (uppmatt
dtminstone i borjan och slutet av en provserie) avvikelse till den genomsnittliga relativa responsfaktorn som
beriknats for alla punkter pd kalibreringskurvan for varje provserie. Kvantifieringsgransen beriknas utifrdn
den lagsta koncentrationen med beaktande av utbytet for interna standarder och miangden prov.
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Bioanalytiska screeningmetoder ger inte resultat pd kongennivd utan endast en indikation (*) pd TEQ-virdet,
uttryckt som BEQ, pa grund av att det i ett provextrakt dven kan finnas foreningar som ger en respons i analysen
men som inte uppfyller TEQ-principens alla krav.

Screeningmetoder och konfirmeringsmetoder fir endast anvindas f6r kontroll av en viss matris om metoderna har
tillrackligt hog kanslighet for att pa ett tillforlitligt sitt pavisa halter vid dtgardsgrinsen eller gransvirdet.

Krav for kvalitetssikring
Atgirder ska vidtas for att undvika korskontaminering under alla moment vid provtagning och analys.

Proverna ska forvaras och transporteras i behéllare av glas, aluminium, polypropen eller polyeten som ar limpade
for forvaring och inte paverkar halterna av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB i proverna. Spar av pappersdamm ska
avldgsnas fran provbehdllaren.

Proverna ska forvaras och transporteras pa ett sddant sitt att foderprovet bibehalls i oférandrat tillstdnd.

Varje laboratorieprov ska vid behov finmalas och blandas noggrant enligt en metod som garanterar fullstindig
homogenisering (t.ex. sd att de passerar en 1 mm sikt). Om vattenhalten ar for hog ska proverna torkas innan de
mals.

Reagenser, glasvaror och utrustning ska kontrolleras for om de eventuellt kan paverka de TEQ- eller BEQ-baserade
resultaten.

En analys av ett blankprov ska goras genom att man utfor hela analysen men utelimnar provet.

For bioanalytiska metoder ska alla glasvaror och losningsmedel som anvinds analyseras for att garantera att de dr
fria frdn dmnen som kan stora pévisandet av mdlforeningar i mitomrddet. Glasvaror ska skoljas med
losningsmedel eller upphettas till de temperaturer som krivs for att avligsna spar av PCDD/PCDF, dioxinlika
foreningar och storande foreningar frin dess yta.

Det prov som extraheras ska vara tillrickligt stort for att uppfylla kraven vad giller ett tillrackligt 18gt matomrade
som inkluderar gransvarden eller dtgdrdsgrinser.

De sirskilda provberedningsforfaranden som anvinds for de givna produkterna ska folja internationellt
accepterade riktlinjer, dvs. EN ISO 6498.

Krav f6r laboratorier

I enlighet med forordning (EU) 2017/625 ska laboratorier ackrediteras av ett godkant ackrediteringsorgan som
verkar enligt ISO/IEC Guide 58 for att sdkerstilla att de tillimpar ett system for kvalitetssikring av analysverk-
samheten. Laboratorier ska ackrediteras enligt standarden EN ISO/IEC 17025. Principerna i de tekniska
vigledningarna (') om uppskattning av métosikerhet och kvantifieringsgrianser vid analys av PCDD/PCDF och
PCB ska foljas.

Laboratoriekompetensen ska bevisas genom fortlopande medverkan i interlaborativa avprévningar f6r bestamning
av halten PCDD/PCDF och dioxinlika PCB i relevanta fodermatriser och koncentrationsintervall.

Bioanalytiska metoder ir inte specifika for de kongener som ingdr i TEF-systemet. Aven andra strukturellt besliktade féreningar som
aktiverar Ah-receptorn kan forekomma i provextraktet och dirigenom bidra till den totala responsen. Bioanalytiska resultat kan
dirfor inte vara en uppskattning av, utan snarare en indikation p& TEQ-virdet i provet.

Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F and PCB Analysis using Isotope Dilution Mass
Spectrometry  (https:[/food.ec.europa.eu/system/files/2017-05 [animal-feed-guidance_document_pcdd-f_pcb_en.pdf) och Guidance
Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the Field of Contaminants in Feed and Food (https:/[food.ec.europa.eu/
system/files/2016-10/cs_contaminants_sampling_analysis-report_2004_en.pdf).
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4.3 Laboratorier som anvinder screeningmetoder vid rutinkontroll av prover ska ha ett ndra samarbete med
laboratorier som anvinder konfirmeringsmetoden, bdde for kvalitetskontroll och for att konfirmera
analysresultatet for misstinkta prover.

5. Grundliggande krav for analysmetoder f6r dioxiner (PCDD/PCDF) och dioxinlika PCB
5.1 Lagt matomrade och ldga kvantifieringsgranser

Eftersom vissa typer av PCDD/PCDF dr extremt toxiska ska detektionsgrinsen for dessa foreningar vara i
storleksordningen femtogram (107" g). For de flesta PCB-kongener ricker det att kvantifieringsgransen dr i
storleksordningen nanogram (10~ g). Vid mitning av mer toxiska dioxinlika PCB-kongener (sirskilt kongener
som inte dr substituerade pa orto-position, s.k. non-orto kongener) ska de ldgsta halterna i mitomradet vara i
storleksordningen picogram (1072 g). For alla andra PCB-kongener racker det att kvantifieringsgransen ir i
storleksordningen nanogram (10~ g).

5.2 Hag selektivitet (specificitet)

5.2.1 PCDD/PCDF och dioxinlika PCB ska kunna skiljas fran en stor mingd andra foreningar som extraheras samtidigt
och som férekommer i koncentrationer flerfaldigt hogre 4n hos de givna analyterna och som kan stora analysen.
GC-MS-metoder ska kunna sirskilja mellan olika kongener, exempelvis mellan de toxiska kongenerna (t.ex. de
sjutton 2,3,7,8-substituerade PCDD/PCDF och de tolv dioxinlika PCB) och andra kongener.

5.2.2  Bioanalytiska metoder ska kunna pdvisa malféreningar och ange dem som summan av PCDD/PCDF och/eller
dioxinlika PCB. Upprening av prov ska syfta till att avligsna foreningar som orsakar resultat som felaktigt
bedomts vara icke-6verensstimmande eller féreningar som kan minska responsen, vilket orsakar resultat som
felaktigt bedomts dverensstimma.

5.3 Hag noggrannhet (riktighet och precision, skenbart utbyte for bioassay)

5.3.1 Bestimning med GC-MS-metoder ska ge en giltig uppskattning av den sanna koncentrationen i ett prov. En hog
noggrannhet kravs for att resultatet av en provanalys inte ska avvisas pd grund av att det faststillda TEQ-vardet
har for dalig tillforlitlighet. Noggrannheten uttrycks som riktighet (skillnaden mellan det medelvirde som har
uppmiitts for en analyt i ett certifierat material och dess certifierade virde, uttryckt som ett procenttal av detta
virde) och precision (RSDg, dvs. den relativa standardavvikelsen berdknad utifrdn de resultat som erhdllits under
reproducerbara betingelser).

5.3.2  For bioanalytiska metoder ska det skenbara utbytet for bioassay bestimmas. Det skenbara utbytet for bioassay
motsvaras av det BEQ-virde som berdknas utifrdn kalibreringskurvan f6r TCDD eller PCB 126, korrigeras for
blank och direfter delas med det TEQ-virde som faststills med konfirmeringsmetoden. Syftet dr att korrigera for
faktorer som till exempel forlusten av PCDD/PCDF och dioxinlika foreningar under extraktions- och
uppreningsstegen, foreningar som extraherats samtidigt och okar eller minskar resultatet (agonistiska och
antagonistiska effekter), kvaliteten pd kurvpassningen eller skillnader mellan TEF-virden och REP-virden (relativ
potensfaktor). Det skenbara utbytet for bioassay berdknas utifrdn limpliga referensprover med representativa
kongenmonster kring den givna nivan.

5.4 Validering i intervallet for gransvirdet och allmdnna dtgarder for kvalitetskontroll

5.4.1 Laboratorierna ska visa en metods prestanda i intervallet for gransvirdet, t.ex. 0,5 gdng, 1 gdng och 2 génger
grinsvdrdet med en godtagbar variationskoefficient fér upprepade analyser, under valideringsforfarandet och
rutinanalyser.

5.4.2  Laboratorierna ska regelbundet analysera blankprover och spikade prover eller kontrollprover (helst certifierat
referensmaterial om sddant finns) som en &dtgird for intern kvalitetskontroll. Kontrollkort for analyser av
blankprover, spikade prover eller kontrollprover ska framstillas och kontrolleras for att sikerstilla att den
analytiska prestandan uppfyller kraven.
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Kvantifieringsgrins

For en bioanalytisk screeningmetod ir det inte ett absolut krav att kvantifieringsgrinsen faststills, men metoden
ska bevisligen kunna sirskilja mellan blankprovet och brytpunkten. Nir ett BEQ-virde anges ska en rapporter-
ingsniva faststillas for att hantera prover som ger en respons under denna nivd. Rapporteringsnivan ska bevisligen
vara skild frin metodens blankprover med dtminstone en faktor pd tre och ge respons vid halter under
matomrdadet. Den ska darfor berdknas utifrdn prover med halter av mélféreningarna kring de miniminivaer som
krdvs och inte utifrdn ett S/N-forhéllande (signal-brusforhéllande) eller ett blankprov.

Kvantifieringsgransen for en konfirmeringsmetod ska motsvara ungefir en femtedel av gransvirdet.

Analyskriterier

For att resultaten frdn konfirmerings- eller screeningmetoder ska vara tillforlitliga ska foljande kriterier vara
uppfyllda i intervallet for gransvirdet for TEQ-vardet respektive BEQ-virdet, vilka kan bestimmas antingen for
summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB (dvs. totalt TEQ eller totalt BEQ) eller separat for PCDD/PCDF och for
dioxinlika PCB.

Screening med bioanalytiska eller Konfirmerinosmetoder
fysikalisk-kemiska metoder 8
Andelen prover som felaktigt bedomts <5%
vara Overensstimmande (¥)
Riktighet —-20 % till +20 %
Repeterbarhet (RSD,) <20 %
Intermedidrt precisionsmatt (RSDg) <25% <15%

(*) Med avseende pa gransvirdena.

Sdrskilda krav for screeningmetoder

Bade GC-MS och bioanalytiska metoder far anvindas for screening. For GC-MS-metoder ska kraven i punkt 6
uppfyllas. For cellbaserade bioanalytiska metoder anges sirskilda krav i punkt 7.

Laboratorier som anvinder screeningmetoder vid rutinkontroll av prover ska ha ett ndra samarbete med
laboratorier som anvinder konfirmeringsmetoden.

Screeningmetodens prestanda ska kontrolleras vid rutinanalyser genom kvalitetskontroll av analysverksamheten
och 16pande metodvalidering. Det ska finnas ett fortlopande program for att kontrollera Gverensstimmande
resultat.

Kontroll av en eventuell hdmning av cellens respons och cytotoxicitet

Vid rutinméssig screening ska 20 % av provextrakten analyseras med och utan tillsats av 2,3,7,8-TCDD i en halt
som motsvarar gransvardet eller atgardsgrinsen for att kontrollera om responsen eventuellt himmas av stérande
amnen i provextraktet. Den uppmitta koncentrationen i det spikade provet ska jimféras med summan av
koncentrationen i det ej spikade provet och den tillsatta koncentrationen. Om den uppmitta koncentrationen ar
mer dn 25 % lagre dn den berdknade koncentrationen (summan) tyder detta pa att signalen eventuellt himmas
och det berorda provet ska genomgd konfirmeringsanalys med GC-HRMS. Resultaten ska Gvervakas med
kontrollkort.

Kvalitetskontroll av 6verensstimmande prover

Ungefir 2-10 % av de overensstimmande proverna ska konfirmeras med GC-HRMS, beroende pd provmatrisen
och laboratoriets erfarenhetsniva.
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5.7.6  Kvalitetskontrolluppgifter som grund for bestimning av andelen prover som felaktigt bedomts 6verensstimma

Efter screening av prover vars halter ligger under eller 6ver gransvirdena eller atgardsgranserna ska man bestimma
andelen resultat som felaktigt bedémts Gverensstimma. Den faktiska andelen prover som felaktigt bedomts
overensstimma ska vara ldgre dn 5 %. Ndr man vid kvalitetskontrollen av dverensstimmande prover har tillgéng
till minst 20 konfirmerade resultat per matris eller matrisgrupp ska dessa uppgifter anvindas som grund for att
dra slutsatser om andelen prover som felaktigt bedémts Gverensstimma. Resultat frdn prover som analyserats i
provningsjamforelser eller vid fororeningsincidenter och som ticker koncentrationsintervall upp till exempelvis
tvd ganger gransvirdet kan ocksd tas med i de minst 20 resultat som ska ingd i utvdrderingen. Proverna ska
omfatta de vanligaste kongenmonstren och komma frén olika kéllor.

Aven om det frimsta syftet med screeningmetoder ir att pavisa prover som overskrider atgdrdsgrinsen, ir
gransvirdet kriteriet for att faststilla andelen som felaktigt bedomts Gverensstimma, med beaktande av den
utvidgade matosikerheten for konfirmeringsmetoden.

5.7.7  Screeningresultat som eventuellt 4r icke-6verensstimmande ska alltid kontrolleras genom en fullstindig ny analys
av det ursprungliga provet med en konfirmeringsmetod. Dessa prover kan ocksd anvindas for att utvirdera
andelen resultat som felaktigt bedomts vara icke-Gverensstimmande. For screeningmetoder motsvaras andelen
prover som felaktigt bedomts vara icke-6verensstimmande av den fraktion prover som med hjilp av konfirmering-
sanalyser konstaterats Overensstimma, dven om dessa prover hade konstaterats vara eventuellt icke-
overensstimmande vid tidigare screening. Utvirderingen av hur vil screeningmetoden fungerar ska goras pa
grundval av en jamforelse mellan antalet prover som felaktigt bedémts vara icke-6verensstimmande och det
totala antalet prover som kontrollerats. Detta varde ska vara sa ldgt att det lonar sig att anvinda en screeningmetod.

5.7.8  Bioanalytiska metoder ska under valideringsbetingelser ge en godtagbar indikation pd TEQ-virdet, berdknat och
uttryckt som BEQ.

Aven for bioanalytiska metoder som anvinds under repeterbara betingelser 4r normalt sett den interna
repeterbarheten (RSD,) lagre 4n under reproducerbara betingelser (RSDg).

6. Sirskilda krav pd metoder for gaskromatografi och masspektrometri for screening- eller konfirmering-
sindamal
6.1 Godtagbara skillnader mellan WHO-TEQ-virdena avseende den 6vre och den ligre koncentrationen

Det fér inte skilja mer dn 20 % mellan den 6vre och den lagre koncentrationen vid konfirmering av att griansvirdet,
eller vid behov dtgardsgrinsen, har 6verskridits.

6.2 Kontroll av utbytet

6.2.1  For validering av analysmetoden ska "C-mirkta 2,3,7,8-klorsubstituerade interna PCDD/PCDF-standarder och

"C-mirkta interna dioxinlika PCB-standarder tillsittas alldeles i borjan av analysen, t.ex. fore extraktionen. Minst
en kongen for varje tetra- till oktaklorerad homolog grupp av PCDD/PCDF och minst en kongen for varje
homolog grupp av dioxinlika PCB ska tillsittas (alternativt tillsdtts minst en kongen for varje masspektrometrisk
SIR-funktion [selected ion recording] som anvinds for att dvervaka PCDD/PCDF och dioxinlika PCB). For konfirmer-
ingsmetoder ska alla de sjutton *C-mirkta 2,3,7,8-substituerade interna PCDD/PCDF-standarderna och alla de tolv

BC-markta interna dioxinlika PCB-standarderna anvindas.

6.2.2  Med hjilp av lampliga kalibreringslosningar ska de relativa responsfaktorerna ockséd bestimmas for de kongener till
vilka ingen "*C-mirkt analog tillsatts.

6.2.3  For foder av vegetabiliskt eller animaliskt ursprung som innehaller mindre 4dn 10 % fett ska interna standarder
tillsittas fore extraktionen. For foder av animaliskt ursprung som innehéller mer 4n 10 % fett ska interna
standarder tillsdttas antingen fore eller efter fettextraktionen. Extraktionens effektivitet ska valideras pa limpligt
sitt, beroende pd nir de interna standarderna tillsitts.

6.2.4 Innan en GC-MS-analys utfors ska en eller tva utbytesstandarder (surrogat) tillsittas.
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6.2.5

6.3

6.4

6.5

Det krévs en kontroll av utbytet. For konfirmeringsmetoder ska utbytet for de enskilda interna standarderna ligga i
intervallet 60-120 %. Ligre eller hogre utbytesgrad for enskilda kongener — sirskilt for vissa hepta- och
oktaklorerade dibenso-p-dioxiner och dibensofuraner — ska godtas under forutsittning att deras bidrag till TEQ-
virdet inte overskrider 10 % av det totala TEQ-vidrdet (baserat pd summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB).
For GC-MS-screeningmetoder ska utbytet ligga i intervallet 30-140 %.

Avldgsnande av stirande dmnen

— PCDD/PCDF ska separeras fran storande klorforeningar, sdsom icke-dioxinlika PCB och klorerade difenyletrar,
med hjilp av lampliga kromatografiska tekniker (limpligtvis med en florisil-, aluminiumoxid- och/eller
kolkolonn).

— Gaskromatografisk separation av isomerer ska ha mindre dn 25 % mellan topparna for 1,2,3,4,7,8-HxCDF
och 1,2,3,6,7,8-HxCDF.

Kalibrering med standardkurva

Kalibreringskurvan ska omfatta det relevanta intervallet for gransvardet eller atgardsgransen.

Sdrskilda kriterier for konfirmeringsmetoder
— For GC-HRMS:
Vid HRMS ska upplosningen vara storre dn eller lika med 10 000 i hela massomradet vid 10 % valley.

De ska uppfylla ytterligare kriterier for identifiering och konfirmering som beskrivs i internationellt erkdnda
standarder, tex. standarden EN 16215:2012 (Djurfoder — Bestimning av dioxiner och dioxinlika PCB:er
med GC/HRMS och av indikator-PCB:er med GC/HRMS) och/eller i EPA-metoderna 1613 och 1668, med
senare revideringar.

— For GC-MS/MS:

Overvakning av minst tvd specifika moderjoner, var och en med en specifik motsvarande dotterjon frén
transitionen, for alla méirkta och omirkta analyter som omfattas av analysens tillimpningsomréde.

Hogsta tilldtna tolerans for relativ jonintensitet pd + 15 % for utvalda dotterjoner frin transitionen i jamforelse
med berdknade eller uppmitta virden (medelvirde frén kalibreringsstandarder) vid identiska MS/MS-
betingelser, i synnerhet kollisionsenergi och kollisionsgastryck, for varje transition av en analyt.

Upplosningen for varje kvadrupol ska minst motsvara upplosningen for en massenhet (dvs. tillricklig
upplosning for att separera tva toppar som skiljer sig 4t med en massenhet) i syfte att minimera risken for att
eventuella interferenser stor de givna analyterna.

De ska uppfylla ytterligare kriterier som beskrivs i internationellt erkdnda standarder, t.ex. standarden
EN 16215:2012 (Djurfoder — Bestimning av dioxiner och dioxinlika PCB:er med GC/HRMS och av indikator-
PCB:er med GC/HRMS) och/eller i EPA-metoderna 1613 och 1668, med senare revideringar, utom kravet pa
att anvanda GC-HRMS.

Sirskilda krav for bioanalytiska metoder

Bioanalytiska metoder bygger pa biologiska principer sisom cellbaserade metoder, receptorbaserade metoder eller
immunologiska metoder. I denna punkt faststills krav for bioanalytiska metoder i allménhet.

Med en screeningmetod klassificeras enkelt uttryckt ett prov antingen som 6verensstimmande eller som misstankt
icke-6verensstimmande genom en jamforelse mellan det berdknade BEQ-virdet och brytpunkten (se punkt 7.3).
Prover under brytpunkten dr Gverensstimmande, medan prover som ir lika med eller 6ver brytpunkten dr
misstankt icke-6verensstimmande och kriver analys med en konfirmeringsmetod. I praktiken kan ett BEQ-virde
som motsvarar 2/3 av gransvardet anvandas som brytpunkt, forutsatt att det kan sakerstillas att andelen prover
som felaktigt bedomts vara overensstimmande ar lagre dn 5 % och att andelen prover som felaktigt bedomts vara
icke-6verensstimmande dr godtagbar. Om man anvinder separata gransvirden for PCDD/PCDF och f6r summan
av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB krdvs limpliga brytpunkter for bioassay av PCDD/PCDF for att utan
fraktionering kunna kontrollera provernas overensstimmelse. For kontroll av prover som overskrider
dtgdrdsgranserna dr en limplig procentandel av respektive dtgirdsgrans passande som brytpunkt.
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Om ett vigledande virde uttrycks i BEQ ska provresultaten ges i mitomradet och overskrida rapporteringsgransen
(se punkterna 7.1.1 och 7.1.6).

7.1 Utvirdering av forsoksrespons

7.1.1 Allminna krav

— Nir man berdknar koncentrationer utifrdn en kalibreringskurva for TCDD kommer de hogsta koncentra-
tionerna i kurvan att ha en hog variation (hog variationskoefficient). Matomradet dr det omrade dér variations-
koefficienten dr mindre dn 15 %. Den lagsta koncentrationen i matomradet (rapporteringsgransen) ska ligga
over metodens blankvirde med dtminstone en faktor pd tre. Den hogsta koncentrationen i métomradet
motsvaras vanligtvis av EC;o-virdet (70 % av den maximalt effektiva koncentrationen), men den ar ligre om
variationskoefficienten Gverskrider 15 % i detta omrdde. Matomradet ska faststillas under valideringen.
Brytpunkterna (se punkt 7.3) ska med god marginal ligga inom matomrédet.

— Standardlésningar och provextrakt ska analyseras som trippelprover eller dtminstone som dubbelprover. Nar
dubbelprover analyseras ska en standardlosning eller ett kontrollextrakt som provas i 4-6 brunnar (fordelade
over plattan) ge en respons eller en koncentration (endast méjligt i mitomrddet) som har en variations-
koefficient mindre 4n 15 %.

7.1.2  Kalibrering

7.1.2.1 Kalibrering med standardkurva

— Provhalter ska uppskattas genom att forsoksresponsen jamfors med en kalibreringskurva for TCDD (eller PCB
126 eller en standardblandning med PCDD/PCDF och dioxinlika PCB) utifrdn vilken BEQ-vardet kan berdknas
i extraktet och ddrefter i provet.

— Kalibreringskurvor ska bestd av 8-12 koncentrationer (dtminstone som dubbelprover) och ha tillrackligt med
koncentrationer i den nedre delen av kurvan (mitomréidet). Sirskild uppmarksamhet ska dgnas kvaliteten pa
kurvpassningen i midtomradet. Nar man ska bedéma anpassningsgraden vid icke-linjdr regression dr R2-virdet
i sig inte viktigt. Man uppndr en bittre kurvpassning genom att minimera skillnaden mellan beriknade och
observerade koncentrationer inom kurvans mitomréde, t.ex. genom att minimera residualkvadratsumman.

— Den uppskattade halten i provextraktet korrigeras darefter for BEQ-vérdet hos ett blankprov for matrisen eller
losningsmedlet (for att beakta fororeningar frdn 16sningsmedel och andra kemikalier som anvénts) och for det
skenbara utbytet (som berdknats utifrdin BEQ-virdet for lampliga referensprover med representativa
kongenmonster kring gransvirdet eller dtgirdsgransen). Nar man korrigerar for ett utbyte ska det skenbara
utbytet ligga inom det intervall som krédvs (se punkt 7.1.4). Referensprover som anvinds for att korrigera
utbytet ska uppfylla de krav som anges i punkt 7.2.

7.1.2.2 Kalibrering med referensprover

Om egenskaperna hos referensprovernas matris 6verensstimmer med dem hos de okinda provernas matris kan
man ocksd anvinda en kalibreringskurva som genererats frdn minst fyra referensprover (se punkt 7.2.4: ett
blankprov for matrisen och tre referensprover pa 0,5 gang, 1 gang och 2 ganger gransvirdet eller dtgirdsgransen),
varigenom man inte behover korrigera f6r blank och utbyte. I detta fall kan den fors6ksrespons som motsvarar 2/3
av gransvirdet (se punkt 7.3) berdknas direkt utifrdn dessa prover och anvindas som brytpunkt. For kontroll av
prover som Overskrider dtgirdsgranserna dr en limplig procentandel av dessa dtgirdsgrinser passande som
brytpunkt.

7.1.3 Separat bestimning av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB

Extrakt kan delas upp i fraktioner som innehéller dels PCDD/PCDF, dels dioxinlika PCB, vilket gor att man kan ange
separata TEQ-virden for PCDD/PCDF och for dioxinlika PCB (uttryckta som BEQ). Foretradesvis ska man anvinda
en kalibreringskurva for PCB 126-standard for att utvirdera resultaten for den fraktion som innehaller dioxinlika
PCB.
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7.1.6

7.2

7.2.1

7.2.2

7.2.3

7.2.4

7.3

Skenbart utbyte for bioassay

Det skenbara utbytet for bioassay ska beraknas utifran lampliga referensprover med representativa kongenmonster
kring gransvirdet eller dtgirdsgransen och uttryckas som en procentandel av BEQ-virdet i jimforelse med TEQ-
virdet. Beroende pd vilken typ av analysmetod och vilka TEF-virden (') som anvinds kan skillnaderna mellan
TEF- och REP-faktorerna for dioxinlika PCB ge upphov till ldga skenbara utbyten for dioxinlika PCB i jamforelse
med f6r PCDD/PCDE. Om en separat bestimning av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB utfors ska dérfor de skenbara
utbytena for bioassay ligga i intervallet 20-60 % for dioxinlika PCB och i intervallet 50-130 % for PCDD/PCDF
(intervallen giller for kalibreringskurvan for TCDD). Bidraget fran dioxinlika PCB till summan av PCDD/PCDF och
dioxinlika PCB kan variera mellan olika matriser och prover. Dessa variationer dterspeglas i de skenbara utbytena
for bioassay, vilka ska ligga i intervallet 30-130 % f6r summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB. Om TEF-
virdena for PCDD/PCDF och dioxinlika PCB i EU-lagstiftningen skulle dndras visentligt, maste dessa intervall ses
over.

Kontroll av utbytet efter upprening

Forlusten av foreningar under uppreningen ska kontrolleras under valideringen. Ett blankprov som spikats med en
blandning av olika kongener ska genomga upprening (minst n = 3) och didrefter ska utbyte och variabilitet
kontrolleras med en konfirmeringsmetod. Utbytet ska ligga i intervallet 60-120 %, sdrskilt for kongener som i
olika blandningar bidrar med mer 4n 10 % till TEQ-vardet.

Rapporteringsgrans

Vid rapportering av BEQ-virden ska en rapporteringsgrins bestimmas utifrdn relevanta matrisprover som
omfattar typiska kongenmonster. Ddremot ska inte kalibreringskurvan for standarder anvindas eftersom
precisionen r 14g for den nedre delen av kurvan. Aven effekter fran extraktion och upprening ska beaktas.
Rapporteringsgriansen ska ligga 6ver metodens blankvirde med dtminstone en faktor pa tre.

Anvindning av referensprover

Referensproverna ska representera provmatriser, kongenmonster och koncentrationsintervall for PCDD/PCDF och
dioxinlika PCB kring grinsvirdet eller dtgdrdsgransen.

Ett blankprov for matrisen, eller ndr detta inte 4r mojligt ett blankprov f6r metoden, och ett referensprov vid
gransvirdet eller atgardsgrinsen ska ingd i varje forsoksserie. Dessa prover ska extraheras och analyseras samtidigt
under identiska betingelser. Referensprovet ska ha en klart hogre respons dn blankprovet eftersom detta
sakerstiller metodens lamplighet. Dessa prover kan anvindas for att korrigera for blank och utbyte.

De referensprover som valts ut for att korrigera for utbyte ska vara representativa for alla proverna, vilket innebar
att kongenmonstrena inte ska resultera i att halterna underskattas.

For kontroll av gransvirdet eller dtgirdsgransen kan ytterligare referensprover pd exempelvis 0,5 ging och 2
ganger gransvirdet eller dtgdrdsgransen tas med i syfte att visa analysens prestanda inom det givna intervallet.
Dessa prover kan kombineras for att berdkna BEQ-virdena i proverna (se punkt 7.1.2.2).

Bestimning av brytpunkter

Forhéllandet mellan bioanalytiska resultat angivna som BEQ och resultat fran konfirmeringsmetoden angivna som
TEQ ska faststillas, till exempel genom matrisanpassade kalibreringsexperiment som omfattar referensprover
spikade med 0 gdng, 0,5 gng, 1 gdng och 2 ginger grinsvirdet och 6 prover per halt (totalt n = 24). Korrektions-
faktorer (blank och utbyte) kan beriknas utifran detta forhllande, men de ska kontrolleras i enlighet med punkt
7.2.2.

(") Nuvarande krav dr grundade pd de TEF-virden som offentliggjorts i Martin Van den Berg m.fl,, Toxicological Sciences, 2006, 93(2),
s. 223-241.
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Brytpunkter ska faststillas for bedomning av om prover dverensstimmer med griansvirdena, eller vid behov for
kontroll av Aatgdrdsgrinserna, med respektive grinsvirden eller dtgdrdsgranser som faststillts for
antingen PCDD/PCDF och dioxinlika PCB var for sig, eller for summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB. De
representeras av den nedre grinsen for fordelningen av de bioanalytiska resultaten (korrigerade for blank och
utbyte) som motsvarar beslutsgransen for konfirmeringsmetoden med en konfidensgrad pd 95 %, vilket innebér
att andelen prover som felaktigt bedomts vara 6verensstimmande dr mindre dn 5 % och RSDy, dr mindre dn 25 %.
Beslutsgransen for konfirmeringsmetoden motsvaras av grinsvirdet, med beaktande av den utvidgade
mitosikerheten.

Brytpunkten (uttryckt som BEQ) kan beraknas enligt ett av de sitt som anges i punkterna 7.3.1, 7.3.2 och 7.3.3 (se

figur 1).

7.3.1 Med anvindning av det nedre konfidensbandet i det 95-procentiga prediktionsintervallet for beslutsgransen for
konfirmeringsmetoden och med formeln

brytpunkt = BEQ,, —8,, * t,n ,\/1/n+1/m+ (x, —X)’/0.,

dir

BEQp. BEQ-vdrdet som motsvarar beslutsgrinsen for konfirmeringsmetoden, vilket ar
gransvirdet med beaktande av den utvidgade mitosikerheten,

Syx residualstandardavvikelse,

taf=ma students t-faktor (a = 5 %, f = frihetsgrader, ensidiga),

m totalt antal kalibreringspunkter (index j),

n antal prover per koncentration (repetitioner),

X; provkoncentration for kalibreringspunkt i analyserad med en konfirmeringsmetod
(uttryckt som TEQ),

X medelvirdet av koncentrationerna for alla kalibreringsprover (uttryckt som TEQ),

Q. = Z’" (x, —X)’ parametern kvadratsumma, i = index for kalibreringspunkt i.

xx -

7.3.2  Beriknat utifrdn de bioanalytiska resultaten (korrigerade for blank och utbyte) fran flera analyser av prover (n > 6)
som fororenats med en halt som motsvarar beslutsgransen for konfirmeringsmetoden, vilken dr den nedre gransen
for fordelningen vid motsvarande medelvirde for BEQ, och med formeln

brytpunkt = BEQ,, — 1,64 x SD,
dir

SDx standardavvikelse for resultat frn bioassay vid BEQp,, mitt under reproducerbara betingelser inom
laboratoriet.

7.3.3  Berdknat som medelvirdet av de bioanalytiska resultaten (uttryckta som BEQ, korrigerade for blank och utbyte)
utifrdn flera analyser av prover (n > 6) som fororenats med en halt som motsvarar 2/3 av gransvirdet eller
atgdrdsgransen. Detta grundas pd att denna halt kommer att ligga kring den brytpunkt som faststallts enligt punkt
7.3.1 eller 7.3.2.

Tillvigagangssitt for berikning av brytpunkter som bygger pd en 95-procentig konfidensgrad, vilket innebir att
andelen prover som felaktigt bedomts vara dverensstimmande dr mindre 4n 5 %, och RSDy dr mindre 4n 25 %.

1. Utifrdn det nedre konfidensbandet i det 95-procentiga prediktionsintervallet for beslutsgransen for konfirmer-
ingsmetoden.

2. Utifrdn flera analyser av prover (n > 6) som fororenats med en halt som motsvarar beslutsgrinsen for
konfirmeringsmetoden, vilket 4r den nedre grinsen for fordelningen (en klockformad kurva i Figur 1) vid
motsvarande medelvirde for BEQ.
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Begransningar for brytpunkter

De BEQ-baserade brytpunkter som beraknats utifrdn den RSDy som faststillts under valideringen med hjilp av ett
begrinsat antal prover med olika matriser eller kongenmonster kan vara hogre dn de gransvirden eller
dtgirdsgranser som baserats pd TEQ-virden, eftersom en bittre precision kan uppnds vid validering dn vid
rutinanalyser da ett okédnt spektrum av mojliga kongenmonster mdste kontrolleras. I sédana fall ska brytpunkterna
helst berdknas utifrdn en RSDg som motsvarar 25 % eller 2/3 av gransvirdet eller tgardsgransen.

Prestanda

Eftersom inga interna standarder kan anvindas i bioanalytiska metoder ska forsok som kontrollerar
repeterbarheten hos dessa metoder utforas i syfte att bedoma standardavvikelsen inom en forsoksserie och mellan
forsoksserier. Repeterbarheten ska vara under 20 % och reproducerbarheten inom laboratoriet under 25 %. Detta
ska grundas pé de beriknade halterna uttryckta som BEQ efter korrigering for blank och utbyte.

Under valideringsforfarandet ska det visas att metoden kan skilja mellan ett blankprov och ett prov med en halt
som motsvarar brytpunkten, s att prover som ligger 6ver den relevanta brytpunkten kan identifieras (se punkt
7.1.2).

Mélforeningar, mojliga interferenser och hogsta godtagbara virden for blankprover ska definieras.

Vid analys av ett provextrakt (n = 3) fir standardavvikelsen inte Gverskrida 15 % for en respons eller en
koncentration som berdknats utifran responsen (endast mojligt i matomradet).

De okorrigerade resultaten frdn ett eller flera referensprover, uttryckta som BEQ (blank och vid grinsvirdet eller
atgirdsgransen), ska anvindas vid utvirderingen av den bioanalytiska metodens prestanda under en konstant
tidsperiod.
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7.4.6  Kontrollkort for metodens blankprover och for varje typ av referensprover ska framstallas och kontrolleras for att
sikerstilla att den analytiska prestandan uppfyller kraven, sirskilt for metodens blankprover nir det géller kravet
pa minsta skillnad till de lagsta koncentrationerna i matomradet och for referensprover nir det giller reproducer-
barheten inom laboratoriet. Metodens blankprover ska kontrolleras s att man nér blankprovet subtraheras frin
provresultatet inte fir resultat som felaktigt bedoms vara 6verensstimmande.

7.4.7 Resultaten frén analyserna med konfirmeringsmetoderna av misstinkta prover och av 2-10 % av de
overensstimmande proverna (minst 20 prover per matris) ska samlas in och anvindas for att utvirdera screening-
metodens prestanda och forhallandet mellan BEQ- och TEQ-vdrdena. Dessa uppgifter kan anvindas for
omprovning av de brytpunkter som tillimpas pé rutinprover for validerade matriser.

7.4.8  Atten metod har en bra prestanda kan ocksa visas genom deltagande i provningsjaimforelser. Om ett laboratorium
kan visa en bra prestanda kan ocksa resultaten frin prover som analyserats i provningsjimforelser och som ticker
koncentrationsintervallet upp till exempelvis tvd ganger gransvirdet tas med i utvirderingen av andelen prover
som felaktigt bedomts vara overensstimmande. Proverna ska omfatta de vanligaste kongenmonstren och komma
fran olika kallor.

7.4.9  Vid incidenter kan brytpunkterna omprévas for att aterspegla den specifika matrisen och kongenmonstret for
denna enda incident.

8. Rapportering av resultat
8.1 Konfirmeringsmetoder

8.1.1  Analysresultaten ska innehalla halterna av de enskilda PCDD/PCDF- och dioxinlika PCB-kongenerna och TEQ-
virdena angivna som lagre koncentrationer, 6vre koncentrationer och mellanvirden. Rapporteringen av resultaten
ska pé sd sitt ge maximalt med information och dirigenom gora det mojligt att tolka resultaten utifran sirskilda
krav.

8.1.2  Rapporten ska ange den metod som anvints for extraktion av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB.

8.1.3  Utbytena for de enskilda interna standarderna ska redovisas om de ligger utanfor det intervall som anges i punkt
6.2.5 eller ndr gransvardet 6verskrids (i sd fall ska utbytet for ett av de tvd dubbelproverna anges). I 6vriga fall ska
de redovisas pé begiran.

8.1.4  Eftersom den utvidgade mitosikerheten ska beaktas vid bedomning av om ett prov dr overensstimmande ska
denna parameter anges. Analysresultatet bor rapporteras som x +/- U, dir x 4r analysresultatet och U den
utvidgade matosikerheten, beriknad med en tickningsfaktor pé 2, vilket ger en konfidensgrad pd ca 95 %. Om
det har gjorts en separat bestimning av PCDD/PCDF och av dioxinlika PCB ska summan av den uppskattade
utvidgade matosdkerheten for de enskilda analysresultaten anvindas for summan av PCDD/PCDF och dioxinlika
PCB.

8.1.5 Resultaten ska anges i samma enheter och med minst samma antal signifikanta siffror som anvénds for att ange
gransvdrden i direktiv 2002/32/EG.

8.2 Bioanalytiska screeningmetoder
8.2.1  Resultaten frdn screeningen ska anges som 'dverensstimmande’ eller som 'misstankt icke-6verensstimmande’.

8.2.2  Dessutom kan ett vigledande resultat for PCDD/PCDF och/eller dioxinlika PCB, uttryckt som BEQ och inte som
TEQ, anges.

8.2.3  Prover vars respons ligger under rapporteringsgrinsen ska anges som 'under rapporteringsgrinsen’. Prover vars
respons ligger over mitomradet ska anges som ’Gverskridande matomrddet’ och den halt som motsvarar den
hogsta koncentrationen i mitomradet ska anges som BEQ.

8.2.4  For varje typ av provmatris ska rapporten innehélla uppgifter om det gransvirde eller den dtgirdsgrins som
utvirderingen baseras pé.

124/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



EUT L, 15.3.2024 SV

8.2.5 Rapporten ska innehalla uppgifter om typ av forsok som har gjorts, den grundliggande principen for forsoket och
typ av kalibrering.

8.2.6  Rapporten ska ange den metod som anvints for extraktion av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB.

8.2.7  For prover som misstinks vara icke-6verensstimmande ska rapporten innehélla information om de dtgirder som
ska vidtas. Koncentrationen av PCDD/PCDF och summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB i proverna med
forhojda halter ska bestimmas/bekriftas med en konfirmeringsmetod.

8.2.8  Icke-overensstimmande resultat ska endast rapporteras fran konfirmeringsanalys.
8.3 Fysikalisk-kemiska screeningmetoder
8.3.1 Resultaten fran screeningen ska anges som 'dverensstimmande’ eller som 'misstankt icke-6verensstimmande’.

8.3.2  For varje typ av provmatris ska rapporten innehélla uppgifter om det grinsvirde eller den atgirdsgrins som
utvirderingen baseras pd.

8.3.3  Halter av enskilda PCDD/PCDF- och/eller dioxinlika PCB-kongener samt TEQ-virden kan dessutom anges som
lagre koncentrationer, 6vre koncentrationer och mellanvirden. Resultaten ska anges i samma enheter och med
minst samma antal signifikanta siffror som anvinds for att ange griansvirden i direktiv 2002/32/EG.

8.3.4  Utbytena for de enskilda interna standarderna ska redovisas om de ligger utanfor det intervall som anges i punkt
6.2.5 eller ndr gransvardet 6verskrids (i sd fall ska utbytet for ett av de tvd dubbelproverna anges). I 6vriga fall ska
de redovisas pd begdran.

8.3.5 Rapporten ska ange den GC-MS-metod som anvénts.
8.3.6  Rapporten ska ange den metod som anvints for extraktion av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB.

8.3.7  For prover som misstinks vara icke-6verensstimmande ska rapporten innehalla information om de dtgirder som
ska vidtas. Koncentrationen av PCDD/PCDF och summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB i proverna med
forhojda halter ska bestimmas/bekriftas med en konfirmeringsmetod.

8.3.8  Bedomningen av om ett prov ir icke-Gverensstimmande kan endast goras efter konfirmeringsanalys.

KAPITEL III
PROVBEREDNING OCH KRAV FOR ANALYSMETODER FOR OFFENTLIG KONTROLL AV HALTER AV ICKE-DIOXINLIKA PCB I FODER

1. Tillimpningsomrade
Kraven i detta kapitel ska tillimpas nar foder analyseras for offentlig kontroll av halterna av icke-dioxinlika PCB och

ndr det giller provberedning och analyskrav for andra lagstadgade dndamadl, inbegripet foderforetagarens
kontroller for att sikerstilla 6verensstimmelse med bestimmelserna i férordning (EG) nr 183/2005.

2. Detektionsmetoder som ska anvindas

Gaskromatografi i kombination med elektroninfingningsdetektion (GC-ECD), GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-HRMS
eller likvardiga metoder.

3. Identifiering och konfirmering av givna analyter

3.1 Relativ retentionstid i forhallande till interna standarder eller referensstandarder (godtagbar avvikelse £ 0,25 %).
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3.2

3.3

3.4

7.1

7.2

7.3

Gaskromatografisk separation av icke-dioxinlika PCB frdn storande dmnen, sirskilt andra PCB som elueras
samtidigt, i synnerhet om provhalterna ligger i intervallet for lagstadgade grinsvirden och det ska konfirmeras att
proverna dr icke-overensstimmande ().

Krav for GC-MS-metoder

Overvakning av minst foljande antal molekyljoner eller joner karakteristiska fér molekylklustret:

a) Tva specifika joner for HRMS.

b) Tre specifika joner for LRMS.

) Tva specifika moderjoner, var och en med en specifik motsvarande dotterjon fran transitionen, for MS-MS.
Hogsta tilldtna toleranser for kvoten for forekomsten av utvalda massfragment:

Relativ avvikelse mellan kvoten for forekomsten av utvalda massfragment frdn den teoretiska forekomsten eller

kalibreringsstandarden f6r maljon (den vanligast férekommande jonen som overvakas) och en eller flera
konfirmeringsjoner: £15 %.

Krav for GC-ECD-metoder

Resultat som overskrider gransvardet ska konfirmeras med hjilp av tvd GC-kolonner som har stationarfaser med
olika polaritet.

Bevis for metodens prestanda

Metodens prestanda ska valideras i intervallet for gransvardet (0,5-2 gdnger grinsvirdet) med en godtagbar
variationskoefficient for upprepade analyser (se krav for intermedidrt precisionsmatt i punkt 9).

Kvantifieringsgrins

Summan av kvantifieringsgranserna (') for icke-dioxinlika PCB far inte vara hogre dn 1/3 av gransvardet (**).

Kvalitetskontroll

Laboratorierna ska regelbundet kontrollera blankprover, analysera spikade prover och prover for kvalitetskontroll
samt medverka i interlaborativa avprévningar med relevanta matriser.

Kontroll av utbytet

Limpliga interna standarder med fysikalisk-kemiska egenskaper som ar jimforbara med de givna analyternas ska
anvindas.

Tillsats av intern standard:

Ska tillsdttas produkter fore extraktion och upprening.

Krav for metoder som anvinder alla sex isotopmarkta icke-dioxinlika PCB-kongener:
a) Resultaten ska korrigeras for utbyten for interna standarder.
b) Utbyten for isotopmirkta interna standarder ska ligga i intervallet 60-120 %.

c) Ett lagre eller hogre utbyte for enskilda kongener vars bidrag till summan av icke-dioxinlika PCB dr mindre dn
10 % ir godtagbart.

Kongener som ofta elueras samtidigt r t.ex. PCB 28/31, PCB 52/69 och PCB 138/163/164. Nir det giller GC-MS ska dven eventuella
interferenser fran fragment av mer hogklorerade kongener beaktas.

Principerna i vigledningen Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the Field of Contaminants in Feed and
Food (https://data.europa.eu/doi/10.2787/8931) ska foljas i tillimpliga fall.

Reagensblankprovet bor limna ett sd litet bidrag som mojligt till halten av en fororening i ett prov. Det dr laboratoriets skyldighet att
kontrollera hur halterna i blankproverna varierar, i synnerhet om blankproverna subtraheras fran proverna.
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7.4

7.5

10.

10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

Krav for metoder som inte anvdnder alla sex isotopmarkta interna standarder eller anvinder andra interna
standarder:

a) Utbyten for interna standarder ska kontrolleras for varje prov.
b) Utbyten for interna standarder ska ligga i intervallet 60-120 %.

) Resultaten ska korrigeras for utbyten for interna standarder.

Utbytena for omirkta kongener ska kontrolleras genom spikade prover eller prover for kvalitetskontroll med
koncentrationer i intervallet for grinsvirdet. Godtagbara utbyten for dessa kongener ska ligga i intervallet
60-120 %.

Krav f6r laboratorier

I enlighet med f6rordning (EU) 2017/625 ska laboratorier ackrediteras av ett godkdnt ackrediteringsorgan som
verkar enligt ISO/IEC Guide 58 for att sdkerstilla att de tillimpar ett system for kvalitetssikring av analysverk-
samheten. Laboratorier ska ackrediteras enligt standarden EN ISO/IEC 17025. Principerna i vigledningen Technical
Guidelines for the estimation of measurement uncertainty and limits of quantification for PCB analysis ska dessutom
foljas (*9).

Prestanda: Kriterier fér summan av icke-dioxinlika PCB vid grinsvirdet

Masspektrometri med

isotoputspadning (*) Andra metoder

Riktighet -20till +20 % -30till +30 %
Intermedidrt precisionsmatt (RSD %) <15% <20%
Skillnaden mellan berdkningen av dvre <20% <20%

och lagre koncentration

(*) Alla sex *C-markta analoger anvinds som interna standarder.

Rapportering av resultat

Analysresultaten ska innehalla halterna av enskilda icke-dioxinlika PCB och summan av dessa PCB-kongener
angivna som ligre koncentrationer, 6vre koncentrationer och mellanvirden. Rapporteringen av resultaten ska pa
sd sitt ge maximalt med information och dirigenom gora det majligt att tolka resultaten utifran sarskilda krav.

Rapporten ska ange den metod som anvints for extraktion av PCB.

Utbytena for de enskilda interna standarderna ska redovisas om de ligger utanfor det intervall som anges i punkt 7
eller nir gransvirdet 6verskrids. I 6vriga fall ska de redovisas pd begéran.

Eftersom den utvidgade mitosikerheten ska beaktas vid bedomning av om ett prov dr overensstimmande ska
ocksd denna parameter anges. Analysresultatet bor rapporteras som x + U, ddr x dr analysresultatet och U den
utvidgade matosikerheten, berdknad med en tickningsfaktor pa 2, vilket ger en konfidensgrad pa ca 95 %.

Resultaten ska anges i samma enheter och med minst samma antal signifikanta siffror som anvinds for att ange
gransvirden i direktiv 2002/32/EG.

(") Se fotnot 9.
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B. EN-STANDARDER
For tillimpningen av artikel 34.2 a i férordning (EU) 2017/625 &r f6ljande EN-standarder relevanta:

EN 17194 (Djurfoder — Provtagnings- och analysmetoder — Bestimning av deoxynivalenol, aflatoxin B1, Fumonisin B1 och
B2, T-2 och HT-2-toxiner, Zearalenon och Ochratoxin A i foderravaror och foderblandningar av LC-MS | MS)

EN 17270 (Djurfoder — Provtagnings- och analysmetoder — Bestimning av teobromin i foderrdvaror och foderblandningar,
inklusive kakao hirledda ingredienser, genom vitskekromatografi — Kompletterande element)

EN 17504 (Djurfoder: Metoder for provtagning och analys — Bestimning av gossypol i bomullsfr6 och utfodringsmaterial
genom LC-MS/MS)

EN 17362 (Djurfoder: Provtagnings- och analysmetoder — Bestimning av pentaklorfenol (PCP) i foderrdvaror och
foderblandningar med LC-MS/MS)

EN 16279 (Djurfoder — Bestimning av fluor med jon selektiv elektrod (ISE) efter behandling med saltsyra)

EN 17053 (Djurfoder — Metoder for provtagning och analys — Bestimning av sparelement, tungmetaller och andra element
med ICP-MS (multimetod))

EN 15550 (Djurfoder — Metoder for provtagning och analys — Bestimning av kadmium och bly genom grafitugns
atomabsorptionsspektrometri (GF-AAS) efter uppslutning under tryck)

EN 16206 (Animal feeding stuffs - Determination of arsenic by hydride generation atomic absorption spectrometry (HGAAS) after
microwave pressure digestion (digestion with 65 % nitric acid and 30 % hydrogen peroxide))

EN 16277 (Djurfoder - Bestimning av kvicksilver med ’cold-vapour’ atom absorption spektrometri (CVAAS) efter
uppslutning under tryck i mikrovigsugn (extraktion med 65 % salpetersyra och 30 % viteperoxid))

EN 16278 (Djurfoder — Bestimning av oorganisk arsenik med hydrid generering atom absorption spektrometri (HG-AAS)
efter extraktion i mikrovigsugn och separation med fastfasextraktion (SPE))

EN 17374 (Djurfoder: Metoder for provtagning och analys — Bestimning av oorganisk arsenik i djurfoder genom anjonbyte
HPLC-ICP-MS)”
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BILAGA VI

"BILAGA VII

METOD FOR BERAKNING AV ENERGIVARDET I FODER TILL FJADERFA

1. BERAKNINGSMETOD OCH REDOVISNING AV ENERGIVARDE

Energivirdet i foderblandningar till fjaderfd ska berdknas enligt formeln nedan pd grundval av vissa bestdndsdelar i
procent. Virdet ska anges i megajoule (M]) omsittbar energi (OE), med korrigering for kvive, per kilo foderblandning.

MJ OE/kg = 0,1551 x % raprotein + 0,3431 x % rafett + 0,1669 x % stirkelse + 0,1301 x % totalhalt sockerarter
(uttryckt som sackaros).

2. TOLERANSER SOM AR TILLAMPLIGA PA DEKLARERADE VARDEN

Om den officiella kontrollen visar en avvikelse (hogre eller lagre energivirde i fodret) mellan kontrollresultatet och det
deklarerade virdet ska en tolerans pa 0,4 MJ omsittbar energifkg tillatas.

3. REDOVISNING AV RESULTAT

Det resultat som fds med hjilp av ovanstdende formel ska anges med en decimal.

4. PROVTAGNINGS- OCH ANALYSMETODER

Provtagning av foderblandningen och bestdmning av de bestdndsdelar som anges i formeln ska utforas enligt unionens
metoder for provtagning och analys vid officiell foderkontroll.

Foljande metoder ska anvindas:
— For bestimning av réfetthalt: metod B for bestimning av rdolja och réfett i del G i bilaga IIL

— For bestimning av stirkelsehalt: den polarimetriska metod som anges i del K i bilaga IIL.

METOD FOR BERAKNING AV ENERGIVARDET I FODERRAVAROR OCH FODERBLANDNINGAR FOR
KATTER OCH HUNDAR

Energivirdet i foderrdvaror och foderblandningar f6r katter och hundar ska berdknas i enlighet med EN 16967 (Djurfoder:
Metoder for provtagning och analys — Berdkning av omsittbar energi i helfoder och kompletteringsfoder till katter och
hundar (inklusive dietfoder)).”
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