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Forskrift om fastsettelse av metoder for prevetaking og analyse i forbindelse
med offentlig kontroll av forvarer (foranalyseforskriften)

Hjemmel: Fastsatt av Landbruks- og matdepartementet og Naerings- og fiskeridepartementet 28. februar 2020 med hjemmel i lov
19. desember 2003 nr. 124 om matproduksjon og mattrygghet mv. (matloven) § 7, § 9 og § 17 jf. delegeringsvedtak 19. desember
2003 nr. 1790.

EOS-henvisninger: EQS-avtalen vedlegg I kap. II nr. 310 (forordning (EF) nr. 152/2009 som endret ved forordning (EU) nr.
278/2012, forordning, (EU) nr. 51/2013, forordning (EU) nr. 691/2013, forordning (EU) nr. 709/2014 og forordning (EU)
2017/771).

§ 1. Gjennomforing av forordning (EF) nr. 152/2009

EOS-avtalens vedlegg I kapittel 11, del 3, nr. 310 (forordning (EF) nr. 152/2009 som endret ved
forordning (EU) nr. 278/2012, forordning (EU) nr. 51/2013, forordning (EU) nr. 691/2013, forordning
(EU) nr. 709/2014 og forordning (EU) 2017/771) om metoder for provetakings- og analysemetoder ved
offentlig kontroll av for gjelder som forskrift med de tilpasninger som foelger av vedlegg I, protokoll 1 til
avtalen og avtalen for gvrig.

§ 2. Tilsyn og vedtak

Mattilsynet forer tilsyn og kan fatte nedvendige enkeltvedtak, jf. matloven § 23, for & oppna etterlevelse
av bestemmelser gitt i eller i medhold av denne forskriften. Mattilsynet kan ogsa fatte vedtak i henhold til
matloven § 24 til § 26.

§ 3. Straff

Overtredelse av bestemmelser gitt i denne forskriften eller enkeltvedtak gitt i medhold av forskriften, er
straffbart i henhold til matloven § 28.

§ 4. Ikrafttredelse
Forskriften trer i kraft fra den blir kunngjort i Norsk Lovtidend.
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Forordninger

Konsolidert forordning (EF) nr. 152/2009

Nedenfor gjengis til informasjon norsk oversettelse av forordning (EF) nr. 152/2009, som er endret ved
forordning (EU) nr. 278/2012, forordning (EU) nr. 51/2013, forordning (EU) nr. 691/2013, forordning
(EU) nr. 709/2014 og forordning (EU) 2017/771 med de endringer og tillegg som felger av EQS-
tilpasningen av rettsakten i samsvar med vedlegg I og protokoll 1 til E®S-avtalen.

Forordning (EF) nr. 152/2009 er konsolidert til og med endringer gjennomfert ved forordning (EU) nr.
278/2012, forordning (EU) nr. 51/2013, forordning (EU) nr. 691/2013, forordning (EU) nr. 709/2014 og
forordning (EU) 2017/771.

» B Forordning (EF) nr. 152/2009 av 27. januar 2009 om prevetakings- og analysemetoder av for, som
endret ved

» M1 Forordning (EU) nr. 278/2012 av 28. mars 2012
» M2 Forordning (EU) nr. 51/2013 av 16. januar 2013
» M3 Forordning (EU) nr. 691/2013 av 19. juli 2013
» M4 Forordning (EU) 709/2014 av 20. juni 2014

» M5 Forordning (EU) 2017/771 av 3. mai 2017

KOMMISJONSFORORDNING (EF) nr. 152/2009
av 27. januar 2009
om fastsettelse av metoder for provetaking og analyse i forbindelse med offentlig
kontroll av forvarer

KOMMISJONEN FOR DE EUROPEISKE FELLESSKAP HAR —
under henvisning til traktaten om opprettelse av Det europeiske fellesskap, og

under henvisning til europarlaments- og radsforordning (EF) nr. 882/2004 av 29. april 2004 om offentlig
kontroll for & sikre at forvare- og neringsmiddelregelverket samt bestemmelsene om dyrs helse og velferd
overholdes!, sarlig artikkel 11 nr. 4 bokstav a), b) og c), og

ut fra felgende betraktninger:
1) Felgende rettsakter er vedtatt for gjennomfering av direktiv 70/373/EQS og er fortsatt i kraft i samsvar
med artikkel 61 nr. 2 av forordning (EF) nr. 882/2004:
Forste kommisjonsdirektiv 71/250/EQF av 15. juni 1971 om fastsettelse av analysemetoder 1
Fellesskapet i forbindelse med offentlig kontroll av forvarer?,

Annet kommisjonsdirektiv 71/393/EQF av 18. november 1971 om fastsettelse pa av analysemetoder
i Fellesskapet i forbindelse med offentlig kontroll av forvarer?,

Tredje kommisjonsdirektiv 72/199/EQF av 27. april 1972 om fastsettelse av analysemetoder i
Fellesskapet i forbindelse med offentlig kontroll av forvarer?,

Fjerde kommisjonsdirektiv 73/46/EQF av 5. desember 1972 om fastsettelse av analysemetoder i
Fellesskapet i forbindelse med offentlig kontroll av forvarer?,

Forste kommisjonsdirektiv 76/371/EQF av 1. mars 1976 om fastsettelse av prevetakingsmetoder i
Fellesskapet i forbindelse med offentlig kontroll av forvarer®,
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Sjuende kommisjonsdirektiv 76/372/EQF av 1. mars 1976 om fastsettelse av analysemetoder i
Fellesskapet i forbindelse med offentlig kontroll av forvarer’,

Attende kommisjonsdirektiv 78/633/EQ@F av 15. juni 1978 om fastsettelse pa av analysemetoder i
Fellesskapet i forbindelse med offentlig kontroll av forvarer?®,

Niende kommisjonsdirektiv 81/715/EQF av 31. juli 1981 om fastsettelse pa av analysemetoder i
Fellesskapet i forbindelse med offentlig kontroll av forvarer?,

Tiende kommisjonsdirektiv 84/425/EQF av 25. juli 1984 om fastsettelse av analysemetoder i
Fellesskapet i forbindelse med offentlig kontroll av forvarer!?,

Kommisjonsdirektiv 86/174/EQF av 9. april 1986 om fastsettelse av en metode til & beregne
energiverdien i forblandinger for fjorfe!’,

Ellevte kommisjonsdirektiv 93/70/EQF av 28. juli 1993 om fastsettelse av analysemetoder i
Fellesskapet i forbindelse med offentlig kontroll av forvarer!?,

Tolvte kommisjonsdirektiv 93/117/EQF av 17. desember 1993 om fastsettelse av analysemetoder i
Fellesskapet i forbindelse med offentlig kontroll av forvarer!?,

Kommisjonsdirektiv 98/64/EF av 3. september 1998 om fastsettelse av analysemetoder i
Fellesskapet for bestemmelse av aminosyrer, raoljer og -fett og olakindoks i férvarer og om endring
av direktiv 71/393/EQF",

Kommisjonsdirektiv 1999/27/EF av 20. april 1999 om fastsettelse av analysemetoder i Fellesskapet
for bestemmelse av amprolium, diclazuril og karbadoks i forvarer og om endring av direktiv
71/250/EQF, 73/46/EQF og oppheving av direktiv 74/203/EQF ',

Kommisjonsdirektiv 1999/76/EF av 23. juli 1999 om fastsettelse av en analysemetode i1 Fellesskapet
for bestemmelse av lasalocid-natrium i forvarer!®,

Kommisjonsdirektiv 2000/45/EF av 6. juli 2000 om fastsettelse av fellesskapsmetoder for
bestemmelse av vitamin A, vitamin E og tryptofan i forvarer'’,

Kommisjonsdirektiv 2002/70/EF av 26. juli 2002 om fastsettelse av krav til bestemmelse av
innholdet av dioksiner og dioksinlignende PCB i forvarer!®,

Kommisjonsdirektiv 2003/126/EF av 23. desember 2003 om analysemetoden for bestemmelse av
bestanddeler av animalsk opprinnelse i forbindelse med offentlig kontroll av forvarer'®.

2) Ettersom direktiv 70/373/EQF er erstattet av forordning (EF) nr. 882/2004, ber gjennomferingsrettsaktene

for det direktivet erstattes med en enkelt forordning. Samtidig ber metodene tilpasses i trdd med den
vitenskapelige og teknologiske utviklingen. Metoder som ikke lenger er gyldige for det tiltenkte formal,
bor slettes. Bestemmelsene for provetaking vil med tiden bli ajourfert for & ta heyde for de siste
utviklingene innen framstilling, lagring, transport og markedsfering av for, men inntil videre er det likevel
hensiktsmessig & opprettholde de eksisterende bestemmelsene for provetaking.

3) Direktiv 71/250/EQF, 71/393/EQF, 72/199/EQF, 73/46/EQF, 76/371/EQF, 76/372/EQF, 78/633/EQF,

81/715/EQF, 84/425/EQF, 86/174/EQF, 93/70/EQF, 93/117/EF, 98/64/EF, 1999/27/EF, 1999/76/EF,
2000/45/EF, 2002/70/EF og 2003/126/EF ber derfor oppheves.

4) Tiltakene fastsatt i denne forordning er i samsvar med uttalelse fra Den faste komité for

naringsmiddelkjeden og dyrehelsen —

1 EUT L 165 av 30.4.2004, s. 1. Rettet versjon i EUT L 191 av 28.5.2004, s. 1.
2 EFTL 155 av 12.7.1971, s. 13.

3 EFT L 279 av 20.12.1971, s. 7.

4 EFTL 123 av 29.5.1972, s. 6.

5 EFT L 83 av 30.3.1973, s. 21.

6 EFT L 102 av 15.4.1976, s. 1.

7 EFTL 102 av 15.4.1976, s. 8.
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8 EFT L 206 av 29.7.1978, s. 43.

9 EFTL 257 av 10.9.1981, s. 38.
10 EFT L 238 av 6.9.1984, s. 34.
11 EFT L 130 av 16.5.1986, s. 53.
12 EFT L 234 av 17.9.1993, 5. 17.
13 EFT L 329 av 30.12.1993, s. 54.
14 EFT L 257 av 19.9.1998, s. 14.
15 EFTL 118 av 6.5.1999, s. 36.
16 EFT L 207 av 6.8.1999, s. 13.
17 EFT L 174 av 13.7.2000, s. 32.
18 EFT L 209 av 6.8.2002, s. 15.
19 EUT L 339 av 24.12.2003, s. 78.

VEDTATT DENNE FORORDNING:
> M3

Artikkel 1

Provetaking i forbindelse med offentlig kontroll av forvarer med henblikk pa bestemmelse av
bestanddeler, tilsetningsstoffer og uenskede stoffer, med unntak av rester av plantevernmidler og
mikroorganismer, skal utferes i samsvar med metodene som er fastsatt i vedlegg 1.

<4 M3

Artikkel 2
Tillaging av prever for analyse og presentasjon av resultater skal utferes i samsvar med metodene som
er fastsatt i vedlegg II.
Artikkel 3

Analyse i forbindelse med offentlig kontroll av forvarer skal utfores ved bruk av de metodene som er
fastsatt i vedlegg III (Analysemetoder for kontroll av sammensetningen av formidler og forblandinger),
vedlegg IV (Analysemetoder for kontroll av godkjente tilsetningsstoffer i forvarer), vedlegg V
(Analysemetoder for kontroll av uenskede stoffer i forvarer) og vedlegg VI (Analysemetoder for
bestemmelse av bestanddeler av animalsk opprinnelse i forbindelse med offentlig kontroll av for).

Artikkel 4

Energiverdien i forblandinger for fjerfe skal beregnes i samsvar med vedlegg VIL.

Artikkel 5
For bekreftelse skal analysemetodene for kontroll av ulovlig tilstedevaerelse av ikke lenger godkjente
tilsetningsstoffer i forvarer som er fastsatt i vedlegg VIII, benyttes.
Artikkel 6

Direktiv 71/250/EQF, 71/393/EQF, 72/199/EQF, 73/46/EQF, 76/371/EQF, 76/372/EQF, 78/633/EQF,
81/715/EQF, 84/425/EQF, 86/174/EQF, 93/70/EQF, 93/117/EF, 98/64/EF, 1999/27/EF, 1999/76/EF,
2000/45/EF, 2002/70/EF og 2003/126/EF oppheves.

Henvisninger til de opphevede direktivene skal forstds som henvisninger til denne forordning og leses
som angitt i sammenligningstabellen i vedlegg IV.
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Artikkel 7
Denne forordning trer i kraft den 20. dag etter at den er kunngjort i Den europeiske unions tidende.
Den far anvendelse fra 26. august 2009.
Denne forordning er bindende i alle deler og kommer direkte til anvendelse i alle medlemsstater.

Utferdiget i Brussel, 27. januar 2009.

For Kommisjonen
Androulla VASSILIOU

Medlem av Kommisjonen

VEDLEGG I
Provetakingsmetoder

1. Formal og virkeomride

Prover som er ment brukt til offentlig kontroll av forvarer skal tas i samsvar med de metoder som
beskrives under. Prover som innhentes pa denne méten, skal betraktes som representative for de partier
som prgven er tatt fra.

2. Provetakingspersonell

Provene skal tas av personale som medlemsstatene har autorisert for dette formal.

3. Definisjoner
Parti: En produktmengde som utgjer en enhet og har egenskaper som antas & vaere ensartet.
Enkeltprove: En mengde tatt fra ett punkt i partiet.
Samleprove: Summen av enkeltpraver tatt fra samme parti.
Redusert prove: En representativ del av samleproven som er tatt fra denne ved en reduksjonsprosess.

Sluttpreve: En del av den reduserte proven eller av den homogeniserte samleproven.

4. Provetakingsutstyr

4.1. Preovetakingsutstyret skal vaere laget av materialer som ikke kan forurense produktene det skal tas
prove av. Medlemsstatene kan gi offisiell godkjenning av slikt utstyr.

4.2. Anbefalt utstyr for provetaking av forvarer i fast form.
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4.2.1. Manuell provetaking
4.2.1.1. Flatbunnet skuffe med loddrette sider.

4.2.1.2. Provetakingssonde med lang splitt eller oppdelt i rom. Provetakingssondens dimensjoner mé vare
tilpasset partiets egenskaper (beholderens dybde, sekkens dimensjoner osv.) og starrelsen pa de
partiklene forvaren bestar av.

4.2.2. Mekanisk provetaking
Godkjent mekanisk utstyr kan brukes ved prevetaking av for i bevegelse.

4.2.3. Deleapparat

Utstyr som er konstruert for & dele opp preven i omtrent like store deler, kan brukes til & ta
enkeltprover og til tillaging av reduserte prever eller sluttprover.

5. Kvantitative krav

5.A. I forbindelse med kontroll av stoffer eller produkter som er jevnt fordelt i foret
5.A.1. Parti
Partiets storrelse ma veare slik at det kan tas prover av hver av partiets bestanddeler.

5.A.2. Enkeltprover

5.A2.1. Uemballert for: Minste antall enkeltprover:

5.A.2.1.1. Partier som ikke overskrider 2,5 tonn Sju

5.A.2.1.2. Partier som overskrider 2,5 tonn \ 20 ganger det antall tonn partiet bestér

av?’, men heyst 40 enkeltpraver

5.A.2.2. Emballert for: Minste antall pakninger det skal tas prover
av?!:

5.A.2.2.1. Pakninger pa over 1 kg:

5.A.2.2.1.1. Partier pa 1-4 pakninger Alle pakningene

5.A.2.2.1.2. Partier pa 5-16 pakninger Fire

5.A.2.2.1.3. Partier pa over 16 pakninger \ Antall pakninger partiet bestar av?2, men

hayst 20 pakninger

5.A.2.2.2. Pakninger som ikke overskrider 1 kg Fire

5.A.23. Flytende eller halvflytende for Minste antall beholdere det skal tas prever
av?:

5.A.2.3.1. Beholdere pé over 1 liter:

5.A.2.3.1.1. Partier pa 1-4 beholdere Alle beholderne

5.A.2.3.1.2. Partier pa 5—16 beholdere Fire

5.A.2.3.1.3. Partier pa over 16 beholdere \ Antall beholdere partiet bestar av>*, men

hgyst 20 beholdere
5.A.2.3.2. Beholdere som ikke overskrider 1 liter Fire
5.A2.4. Forbriketter og saltslikkesteiner Minste antall briketter eller
saltslikkesteiner det skal tas prover av?>:
1 brikett eller saltslikkestein per parti pa
25 enheter, men hoyst 4 briketter eller
saltslikkesteiner

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702




5.A3. Samleprove
Det kreves en enkelt samlepreve fra hvert parti det preve av. Den totale mengde
enkeltprover som samlepragven bestér av, skal ikke vaere mindre enn:
5.A3.1. Uemballert for 4 kg
5.A.3.2. Emballert for:
5.A3.2.1. Pakninger pé over 1 kg 4 kg
5.A3.2.2. Pakninger som ikke overskrider 1 kg Vekten av innholdet av 4 opprinnelige
pakninger
5.A.3.3. Flytende eller halvflytende for:
5.A.3.3.1. Beholdere pa over 1 liter 4 liter
5.A3.3.2. Beholdere som ikke overskrider 1 liter Volumet av innholdet av 4 opprinnelige
beholdere
5.A.34. Forbriketter og saltslikkesteiner:
5.A34.1. Med en vekt pd over 1 kg per stk 4 kg
5.A3.4.2. Med en vekt pa inntil 1 kg per stk Vekten av 4 opprinnelige briketter eller
saltslikkesteiner
5.A4. Sluttprover
Sluttpreven framkommer ved eventuell reduksjon av samlepreven. Det kreves analyse
av minst 1 sluttpreve. Mengden av sluttpreven som skal analyseres, skal ikke vere
mindre enn:
For i fast form 500 g
Flytende eller halvflytende for 500 ml
5.B. Kontroll av uenskede stoffer eller produkter som vanligvis er ujevnt fordelt i forvaren,
f.eks. aflatoksiner, meldraye, ricinus og crotalaria i ublandede formidler?
5.B.1. Parti: se 5.A.1.
5.B.2. Enkeltprover
5.B.2.1. Uemballert for: se 5.A.2.1.
5.B.2.2. Emballert for: Minste antall pakninger det skal tas prover
av:
5.B.2.2.1. Partier pa 1-4 pakninger Alle pakningene
5.B.2.2.2. Partier pa 516 pakninger Fire
5.B.2.2.3. Partier pa over 16 pakninger \ Antall pakninger partiet bestir av?’, men
hayst 40 pakninger
5.B.3. Samleprove
Antall samlepraver vil variere med starrelsen pa partiet. Minste antall samleprover fra
hvert parti det tas prever av, er angitt under. Totalvekten av enkeltprovene som
samlepreven bestar av, skal ikke veere under 4 kg
5.B.3.1. Uemballert for
Partiets vekt i tonn: Minste antall samleprever per parti:
inntil 1 1
mer enn 1 og inntil 10 2
mer enn 10 og inntil 40 3
mer enn 40 4
5.B.3.2. Emballert for
Partiets storrelse i antall pakninger: Minste antall samlepraver per parti:
1til 16 1
17 til 200 2
201 til 800 3
mer enn 800 4
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5.B4. Sluttprover

Sluttpreven framkommer ved reduksjon av samlepraven. Det kreves analyse av minst 1
sluttpreve per samleprove. Vekten av sluttpreven som skal analyseres, skal ikke vere
under 500 g.

20
21

22
23

24
25

26
27

6.1.

6.2.

6.2

6.2

6.2

6.2

Nar det oppnadde tallet er en brek, skal den avrundes oppover til nermeste hele tall.

For pakninger eller beholdere med et innhold som ikke overskrider 1 kg eller 1 1, og for briketter og saltslikkesteiner som hver for seg
ikke veier over 1 kg, skal en enkeltpreve vere innholdet av en opprinnelig pakning eller beholder, en brikett eller en saltslikkestein.

Nar det oppnéadde tallet er en brek, skal den avrundes oppover til nermeste hele tall.

For pakninger eller beholdere med et innhold som ikke overskrider 1 kg eller 1 1, og for briketter og saltslikkesteiner som hver for seg
ikke veier over 1 kg, skal en enkeltpreve vere innholdet av en opprinnelig pakning eller beholder, en brikett eller en saltslikkestein.

Nar det oppnadde tallet er en brek, skal den avrundes oppover til narmeste hele tall.

For pakninger eller beholdere med et innhold som ikke overskrider 1 kg eller 1 1, og for briketter og saltslikkesteiner som hver for seg
ikke veier over 1 kg, skal en enkeltprove vare innholdet av en opprinnelig pakning eller beholder, en brikett eller en saltslikkestein.

Metodene som omfattes av 5.A er beregnet for bruk i kontroll av aflatoksiner, meldraye, ricinus og crotalaria i fullfor- og tilskuddsfor.

Nér det oppnadde tallet er en brek, skal den avrundes oppover til neermeste hele tall.

6. Veiledning for uttak, tillaging og emballering av prevene

Allment

Provene skal tas og lages til s& raskt som mulig under overholdelse av de forholdsregler som er
nedvendige for & unngé at produktet endres eller kontamineres. Instrumenter, overflater og
beholdere som provene skal plasseres i, skal vere rene og terre.

Enkeltprover

A.  Ved kontroll av stoffer eller produkter som er jevnt fordelt i foret

Enkeltprover skal tas vilkérlig fra hele partiet, og de ma vaere av tilnermet samme storrelse.

A.1. Uemballert for

Partiet deles symbolsk i et antall tilnaermet like store deler. Et antall deler som tilsvarer antallet
enkeltprever som kreves 1 samsvar med 5.A.2, velges ut vilkarlig, og det skal velges ut minst en
prove fra hver av disse delene.

Provetaking kan om nedvendig foretas mens partiet er i bevegelse (under lasting eller lossing).
A.2. Emballert for

Etter at det fastsatte antall pakninger valgt ut til prevetaking som angitt i 5.A.2, tas en del av
innholdet i hver pakning ut med sonde eller skuffe. Pravetakingen kan om nedvendig foretas etter
at pakningene er tomt hver for seg. Eventuelle klumper skal knuses, om nedvendig ved at de tas ut
og legges tilbake i praven, hver for seg for hver samleprove.

A.3. Flytende eller halvtflytende forvarer som er homogene eller kan gjores homogene

Etter at det fastsatte antall beholdere er valgt ut til prevetaking som angitt i 5.A.2,
homogeniseres innholdet om nedvendig, og det tas ut en mengde fra hver beholder.
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Enkeltprovene kan eventuelt tas mens innholdet tammes ut.

6.2.A.3. Flytende eller halviflytende forvarer som ikke kan gjores homogene

Etter at det fastsatte antall beholdere er valgt ut til provetaking som angitt i 5.A.2, skal det tas ut
prover fra forskjellige nivaer.

Prover kan ogsa tas mens innholdet i beholderne temmes ut, men de forste fraksjonene bar
kasseres.

I begge tilfeller ma totalt uttatt volum ikke vaere under enn 10 liter.

6.2.A.5. Forbriketter og saltslikkesteiner

6.2.B.

6.3.

6.3.A.

6.3.B.

6.4.

6.5.

Etter at det fastsatte antall briketter eller saltslikkesteiner er valgt ut til prevetaking som angitt i
5.A.2, skal det tas ut en prove fra en del av hver brikett eller saltslikkestein.

Ved kontroll av uonskede stoffer eller produkter som vanligvis er ujevnt fordelt i foret, f.eks.
aflatoksiner, meldroye, ricinus og crotalaria i ublandede formidler

Partiet deles symbolsk i et antall tilneermet like store deler, som tilsvarer det antall samleprover
som er fastsatt i 5.B.3. Dersom dette antallet er sterre enn 1, fordeles det totale antallet
enkeltprever som kreves i samsvar med 5.B.2, tilneermet likt mellom de forskjellige delene.
Deretter tas det prover av tilneermet samme storrelse®® og pa en slik méte at den totale mengden i
prevene fra den enkelte del ikke er mindre enn de 4 kg som er minstekravet for hver samleprove.
Enkeltpraver som er tatt fra de ulike delene, skal ikke blandes sammen.

Tillaging av samleprover

Ved kontroll av stoffer eller produkter som er jevnt fordelt i foret

Enkeltprovene skal blandes slik at de utgjer én enkelt samleprave.

Ved kontroll av uonskede stoffer eller produkter som vanligvis er ujevnt fordelt i foret, f.eks.
aflatoksiner, meldroye, ricinus og crotalaria i ublandede formidler

Enkeltprovene fra hver del av partiet blandes, og deles opp i det antall samleprever som kreves i
samsvar med 5.B.3, idet hver samlepraves opprinnelse omhyggelig noteres.

Tillaging av sluttprover

Materialet i hver samlepreve blandes omhyggelig for & oppna en homogen prove?. Om
nedvendig kan samlepreven forst reduseres til minst 2 kg eller 2 liter (redusert prove) enten ved
anvendelse av et mekanisk eller automatisk deleapparat eller ved firedelingsmetoden.

Deretter skal det klargjeres minst tre sluttprever, som har tilneermet samme mengde, og som
oppfyller de kvantitative kravene i 5.A.4 eller 5.B.4. Hver prove skal plasseres i en egnet
beholder. Alle nadvendige tiltak ma treffes for & unnga at prevens sammensetning endres eller at
den kontamineres eller forfalskes under transport eller oppbevaring.

Emballering av sluttprover

Beholderne eller pakningene forsegles og forsynes med etiketter (hele etiketten ma anbringes
inne i forseglingen) pé en slik méte at de ikke kan &pnes uten at forseglingen brytes.

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702
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28 For emballert for skal en del av innholdet i pakningen det tas prove fra, tas ut med sonde eller skuffe etter at pakningene om nedvendig
er tomt hver for seg.

29 Eventuelle klumper skal knuses, om nedvendig ved at de tas ut og legges tilbake i preven, hver for seg for hver samleprove.

7. Rapportering av preveuttak

For hvert proveuttak skal det utarbeides en rapport, slik at hvert uttatt parti kan identifiseres pa en
utvetydig mate.

8. Provenes bestemmelsessted

For hver samleprove skal minst én sluttpreve sendes sa raskt som mulig til det autoriserte
analyselaboratoriet sammen med de opplysninger som er nedvendige for analysen.

VEDLEGG 11
Alminnelige bestemmelser for analysemetoder for forvarer

A. Tillaging av analyseprover

1. Formal

Framgangsmatene som beskrives nedenfor, omhandler tillaging med sikte pa analyse av sluttprever som
er sendt til kontrollaboratoriene etter provetaking i samsvar med bestemmelsene i vedlegg I.

Disse prevene ma tillages pé en slik méte at mengdene, som er veid opp slik analysemetodene beskriver,
er ensartede og representative for sluttpravene.

2. Forholdsregler

Framgangsmaéten for tillaging av prever som skal folges, avhenger av hvilke analysemetoder som
anvendes. Det er derfor svert viktig & sikre at framgangsmaten for tillaging av prever som folges, er
hensiktsmessig for den analysemetoden som anvendes.

Alle de nedvendige operasjoner ma utfores slik at det i sterst mulig grad unngés & kontaminere proven
og endre dens sammensetning.

Findeling, blanding og sikting skal utferes sa hurtig som mulig slik at preven utsettes minst mulig for
luft og lys. Det ber ikke brukes kverner eller andre findelingsapparater som kan varme opp preven i
merkbar grad.

Manuell findeling anbefales for forvarer som er serlig folsomme for varme. Det ber ogsa utvises
forsiktighet for & sikre at selve utstyret ikke er en kilde til forurensning med sporstoffer.

Dersom tillagingen ikke kan utferes uten & fore til vesentlige endringer i vanninnholdet i preven, mé
vanninnholdet bestemmes for og etter tilberedningen, i samsvar med metoden fastsatt i vedlegg I1I del A.

3. Framgangsmate

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702
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Del proven inn i egnede delprever for analyse og som referanse ved bruk av egnede delingsteknikker,
f.eks. omspaing eller stasjonzr eller roterende blanding. Coning og firedeling anbefales ikke ettersom
dette kan resultere i delprover med hoy feilmargin. Oppbevar referansepraven i en egnet ren og terr
beholder med lufttett lukkeanordning og lag til en delpreve pa minst 100 g for analyse som beskrevet
under.

3.1. Forvarer som kan males opp direkte

Med mindre annet er angitt i analysemetodene skal hele proven siktes gjennom en sikt med en
kvadratisk maskevidde p4 1 mm (i samsvar med [SO-anbefaling R565), om nedvendig etter
oppmaling. Unnga at preven males for fint opp.

Den siktede proven blandes og samles opp 1 en egnet beholder som er terr, ren og utstyrt med
lufttett lukkeanordning. Bland pa nytt umiddelbart for mengden som skal analyseres, veies opp.

3.2 Forvarer som kan males opp etter torking

Med mindre annet er angitt i analysemetodene, skal proven terkes for & fi vanninnholdet ned til
et niva pa 8—12 %, i samsvar med framgangsmaten for forhandsterking som beskrevet under 4.3
om metoden for bestemmelse av vanninnhold omhandlet i vedlegg III del A. Deretter folges
anvisningene i 3.1.

3.3. Flytende eller halvflytende forvarer

Preven samles opp i en egnet beholder som er terr, ren og utstyrt med lufttett lukkeanordning.
Bland grundig umiddelbart for mengden som skal analyseres, veies opp.

34. Andre typer forvarer

Prever som ikke kan lages til etter noen av framgangsmatene beskrevet ovenfor, skal lages til
etter en annen fremgangsmate som sikrer at mengdene som veies opp for analyse, er ensartede og
representative for sluttprevene.

4. Oppbevaring av provene

Provene mé oppbevares ved en temperatur som ikke forer til endringer i sammensetningen av prevene.
Praver som skal brukes til analyse av vitaminer eller stoffer som er serlig folsomme for lys, skal
oppbevares i brune glassbeholdere.

B. Bestemmelser om reagenser og utstyr som brukes i forbindelse med analysemetodene

1. Med mindre annet er angitt i analysemetodene, ma alle reagenser vaere av analysekvalitet (p.a.). Ved
analyse av sporstoffer ma reagensenes renhet kontrolleres med en blindpreve. Resultatet av blindpreven
avgjer om reagensen ma renses ytterligere.

2. Ved enhver tillaging av lesninger, fortynning, skylling eller vasking som nevnes i analysemetodene
uten angivelse av lgsnings- eller fortynningsmidlets art, skal det brukes vann. Vannet skal vanligvis vaere
demineralisert eller destillert. I spesielle tilfeller, som er angitt i analysemetodene, ma vannet gjennomga
sarlige renseprosesser.

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702



12

3. I betraktning av utstyret som normalt finnes i kontrollaboratorier, omhandler analysemetodene bare de
instrumenter eller apparater som er beregnet pa spesielle formél, eller som skal oppfylle sarskilte krav.
Utstyret ma vaere godt rengjort, serlig nar det er svaert smé mengder av stoffer som skal bestemmes.

C. Gjennomfering av analysemetodene og angivelse av resultatene

1. Ekstraksjon

Flere metoder fastsetter en seerskilt framgangsméte for ekstraksjon. Generelt kan andre framgangsméter
for ekstraksjon enn de som det vises til i metoden, anvendes, forutsatt at det er dokumentert at de
framgangsmatene som anvendes har tilsvarende ekstraksjonseftektivitet for den analyserte matrisen, som
den som omtales i metoden.

2. Rensing

Flere metoder fastsetter en serskilt framgangsmate for rensing. Generelt kan andre framgangsmater for
rensing enn de det vises til i metoden, anvendes, forutsatt at det er dokumentert at de framgangsmatene
som anvendes, gir tilsvarende analyseresultater for den analyserte matrisen som den som omtales 1
metoden.

3. Rapportering av anvendt analysemetode

Generelt er det fastsatt en analysemetode for bestemmelse av hvert stoff i forvarer. I de tilfeller det er
angitt flere analysemetoder, skal den bestemte metoden som kontrollaboratoriet anvender, vere angitt i
analyserapporten.

4. Antall bestemmelser

Det resultatet som oppgis i analyserapporten, skal vare gjennomsnittsverdien fra minst to bestemmelser
som er foretatt pa to forskjellige deler av praven og holder tilfredsstillende repeterbarhet.

Nér det gjelder analyse av uenskede stoffer, der resultatene av forste bestemmelse er signifikant (dvs.
>50 %) lavere enn den spesifikasjonen som skal kontrolleres, er imidlertid ingen ytterligere bestemmelse
ngdvendig, forutsatt at hensiktsmessige kvalitetsprosedyrer er anvendt.

Nar det gjelder kontroll av det angitte innholdet av et stoff eller ingrediens, der resultatet av den forste
bestemmelsen bekrefter det angitte innholdet, dvs. at analyseresultatet er innenfor det akseptable
variasjonsomradet for det angitte innholdet, er det ikke nedvendig med ytterligere bestemmelse, forutsatt
at hensiktsmessige kvalitetsprosedyrer er anvendt.

I noen tilfeller er dette akseptable variasjonsomrédet definert i lovgivningen, som i rddsdirektiv
79/373/EQF.

30 EFT L 86 av 6.4.1979, s. 30.

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702
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5. Rapportering av analyseresultater

Analyseresultatene skal uttrykkes pad den maten som er fastsatt i analysemetoden, med et hensiktsmessig
antall signifikante tall, og skal om nedvendig vaere korrigert for vanninnholdet i sluttpraven for tillaging.

6. Maleusikkerhet og gjenfinningsprosent ved analyse av uenskede stoffer

Nér det gjelder uenskede stoffer i henhold til direktiv 2002/32/EF, herunder dioksiner og
dioksinlignende PCB, skal et produkt beregnet pé forvarer anses for ikke & vaere i samsvar med den
fastsatte @vre grenseverdien for restmengder dersom analyseresultatet anses & overskride den fastsatte gvre
grenseverdien, idet det tas hensyn til den utvidede méleusikkerheten og korreksjonen for gjenfinning. Den
analyserte konsentrasjonen korrigert for gjenfinning og utvidet maleusikkerhet brukes til & vurdere
samsvar. Denne framgangsmaten kan anvendes bare i de tilfeller der analysemetoden gjeor det mulig &
ansla maleusikkerheten og korreksjonen for gjenfinning (dette er f.eks. ikke mulig ved mikroskopisk
analyse).

Analyseresultatet skal rapporteres pa felgende mate (dersom den anvendte analysemetoden gjor det
mulig & ansld maleusikkerheten og gjenfinningsprosenten):

a) korrigert eller ikke korrigert for gjenfinning, med angivelse av rapporteringsmate og gjenfinningsprosent.
Korreksjon for gjenfinningsprosent er ikke nedvendig nar gjenfinningsprosenten ligger pd mellom 90 %
og 110 %,

b) som «x +/— Uy, der x er analyseresultatet og U den utvidede méleusikkerheten, ved bruk av en
dekningsfaktor pa 2 som gir et konfidensintervall pa ca. 95 %.

Dersom analyseresultatet er signifikant lavere (>50 %) enn den spesifikasjon som skal kontrolleres, og
forutsatt at hensiktsmessige kvalitetsprosedyrer er anvendt og analysen bare har som formal & kontrollere
samsvar med bestemmelser i lovgivningen, kan analyseresultatet likevel rapporteres uten korreksjon for
gjenfinning, og rapportering av gjenfinningsprosent og méaleusikkerhet kan i disse tilfellene utelates.

VEDLEGG III
Analysemetoder for kontroll av sammensetningen i formidler og forblandinger

A. Bestemmelse av vanninnhold

1. Formél og virkeomrade

Denne metoden gjor det mulig & bestemme vanninnholdet i forvarer. Dersom forvarer inneholder
flyktige stoffer, som organiske syrer, vil ogsa en vesentlig mengde flyktige stoffer bestemmes sammen
med vanninnholdet.

Den er ikke beregnet pa analyse av melkeprodukter som brukes som ublandede forvarer, analyse av
mineralske stoffer og blandinger som hovedsakelig bestar av mineralske stoffer, analyse av animalsk og
vegetabilsk olje og fett, og heller ikke analyse av oljeholdige fre og frukter.

2. Prinsipp

Proven terkes under angitte betingelser som varierer etter forvarens art. Massetapet bestemmes ved
veiing. Det er ngdvendig & foreta en forhandsterking av faste forvarer med heyt vanninnhold.

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702
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3. Utstyr

3.1.

3.2

3.3.

34.

3.5.

3.6.

Knuser av et materiale som ikke absorberer fuktighet, som er lett & gjore ren og muliggjer hurtig og
jevn knusing uten merkbar varmeutvikling, og som sé langt mulig hindrer kontakt med luften utenfor
og oppfyller kravene 1 4.1.1 og 4.1.2 (f.eks. hammermeller eller vannavkjelte mikroknusere,
demonterbare kjeglemeoller, saktegéende knusere eller tannhjulsknusere).

Analysevekt med en ngyaktighet pa 1 mg.

Terre beholdere av korrosjonsbestandig metall eller glass med lufttette lokk. Nyttearealet skal kunne
tillate en spredning av preven pé ca. 0,3 g/c.

Elektrisk oppvarmet isotermisk terkeskap (+2 °C), godt ventilert og utstyrt med hurtigvirkende
temperaturregulering®’.

Justerbart, elektrisk oppvarmet vakuumterkeskap som er utstyrt med oljepumpe og enten en
mekanisme som bringer inn terket varmluft, eller et terkemiddel (f.eks. kalsiumoksid).

Eksikator med en tykk, perforert plate av porselen eller metall, som inneholder et effektivt
terkemiddel.

31 For terking av korn, mel, gryn og sammalt mel skal tarkeskapet ha en slik termisk kapasitet at den nar den er forhandsinnstilt pa 131
°C, igjen oppnér denne temperaturen pa mindre enn 45 minutter etter at det maksimale antall praver er plassert inne i skapet for &
tarkes samtidig. Ventilasjonen ma vare slik at nar antall prever av vanlig hvete som det skal romme, har vert terket i to timer, skal
resultatet avvike fra det som oppnas etter fire timers torking med mindre enn 0,15 %.

4. Framgangsmate

4.1.

4.1.1.

Merk: Operasjonene som beskrives i dette avsnittet, ma utferes umiddelbart etter at pakningene
med prever er apnet. Analysen skal foretas minst to ganger.

Tillaging

Andre typer forvarer enn de som er nevnti 4.1.2 0g 4.1.3

Minst 50 g av preven knuses om ngdvendig eller deles opp pé en slik mate at variasjoner i
vanninnholdet unngas (se nr. 6).

Korn og gryn

Minst 50 g av preven males slik at minst 50 % av partiklene passerer en sikt med maskevidde pa
0,5 mm og ikke etterlater mer enn 10 % avfall i en sikt med runde hull p4 1 mm.

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702
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4.1.3. Forvarer i flytende eller grotaktig form og forvarer som hovedsakelig bestdr av oljer og fett

Vei opp ca. 25 g av preven med en ngyaktighet pa 10 mg og tilsett en passende mengde vannfri
sand veid opp med en neyaktighet pa 10 mg, og bland til det oppnas et homogent produkt.

4.2. Torking

4.2.1.  Andre typer forvarer enn de som er nevnt i 4.2.2 0og 4.2.3

Tarer en beholder (3.3) med lokk med en neyaktighet pa 1 mg. Vei opp ca. 5 g av preven med
en neyaktighet pd 1 mg i den tarerte beholderen og spre jevnt utover. Plasser beholderen uten
lokket i terkeskapet, som er oppvarmet til 103 °C. For at temperaturen i skapet ikke skal synke for
mye, mé beholderen settes pa plass sé raskt som mulig. La preven terke i fire timer regnet fra det
tidspunkt temperaturen igjen har nadd 103 °C. Lokket settes pd beholderen, den tas ut av skapet
og avkjeles 30 til 45 minutter i eksikatoren (3.6) for den veies med en neyaktighet pa 1 mg.

Forvarer som hovedsakelig bestér av oljer og fett, tarkes i skapet i ytterligere 30 minutter pa 130
°C. Forskjellen mellom de to veiingene skal ikke overskride 0,1 % vanninnhold.

4.2.2.  Korn, mel, gryn og sammalt mel

Tarer en beholder (3.3) med lokk med en neyaktighet pa 0,5 mg. Vei opp ca. 5 g av den knuste
proven med en ngyaktighet pa 1 mg i den tarerte beholderen og spre jevnt utover. Plasser
beholderen uten lokket i tarkeskapet, som er oppvarmet til 130 °C. For at temperaturen i skapet
ikke skal synke for mye, ma beholderen settes pa plass sa raskt som mulig. La preven torke i to
timer regnet fra det tidspunkt temperaturen har nadd 130 °C. Lokket settes pa beholderen, den tas
ut av skapet og avkjeles 30 til 45 minutter i eksikatoren (3.6) for den veies med en neyaktighet péa
1 mg.

4.2.3. Forblandinger som inneholder mer enn 4 % sukrose eller laktose: formidler som johannesbrod,
hydrolyserte kornprodukter, maltspirer, torkede forbetesnitter, fiskelimvann og pressveeske fra sukker
samt forblandinger som inneholder mer enn 25 % mineralsalter inklusive vann fra krystallisering

Tarer en beholder (3.3) med lokk med en neyaktighet pa 0,5 mg. Vei opp ca. 5 g av preven med
en ngyaktighet pd 1 mg i den tarerte beholderen og spre jevnt utover. Beholderen uten lokk
plasseres i vakuumterkeskapet (3.5), som er oppvarmet til mellom 80 °C og 85 °C. For at
temperaturen i skapet ikke skal synke for mye, ma beholderen settes pa plass sé raskt som mulig.

Bring trykket opp til 100 torr og terk preven i fire timer ved dette trykket, enten i en strom av
terr varmluft eller ved bruk av et terkemiddel (ca. 300 g for 20 prever). I det siste tilfellet
frakobles vakuumpumpen nér det angitte trykk er oppnédd. Terketiden regnes fra det tidspunkt
temperaturen igjen har nadd 80 °C til 85 °C. Nér terketiden er over bringes trykket forsiktig
tilbake til atmosfarisk trykk. Apne torkeskapet og sett straks lokket pa beholderen Ta beholderen
ut av skapet og avkjel den i 30 til 45 minutter i eksikatoren (3.6) for den veies med en noyaktighet
pa 1 mg. Tork proven i ytterligere 30 minutter i vakuumterkeskapet ved 80 °C til 85 °C og vei pa
nytt. Forskjellen mellom de to veiingene skal ikke overskride 0,1 % vanninnhold.

4.3. Forhandstorking

4.3.1. Andre typer forvarer enn de som er nevnt i 4.3.2

Forvarer i fast form med et hgyt vanninnhold som gjer knusingen vanskelig, mé& gjennomga en
forhandsterking pé felgende mate:

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702
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50 g av den uknuste proven veies opp med en neyaktighet pad 10 mg (sammenpresset eller
klumpet for kan om nedvendig grovknuses) i en egnet beholder (f.eks. et aluminiumsbrett pd 20 x
12 cm med en kant pa 0,5 cm). Plasser beholderen i terkeskapet ved 60 °C til 70 °C inntil
vanninnholdet er redusert til mellom 8 % og 12 %. Preven tas ut av skapet, avkjeles utildekket i
laboratoriet i en time og veies med en noyaktighet pd 10 mg. Deretter knuses den umiddelbart som
angitt i 4.1.1 og terkes som angitt i 4.2.1 eller 4.2.3, alt etter hvilken type forvarer det dreier seg
om.

Korn

Korn med et vanninnhold pa over 17 % mé gjennomga en forhdndsterking pd folgende mate:

Vei opp 50 g av den umalte preven med en ngyaktighet pa 10 mg i en egnet beholder (f.eks. et
aluminiumsbrett pa 20 x 12 cm med en kant pa 0,5 cm). Plasser beholderen i terkeskapet ved 130
°C i fem til sju minutter. Proven tas ut av skapet, avkjoeles utildekket i laboratoriet i to timer og
veies med en ngyaktighet pd 10 mg. Deretter males den umiddelbart som angitt i 4.1.2 og terkes
som angitt i 4.2.2.

5. Beregning av resultater

Vanninnholdet (X), som en prosentandel av preven, beregnes ved bruk av felgende formel:

5.1. Torking uten forhdandstorking
X=(((m- mo)) / (m)) x 100 der:
m = provens opprinnelige masse i g,
mo = den terkede prevemengdens masse i g.
5.2. Torking med forhdndstorking
[((mz —mg) X mp)/ (mz) + m—m;] X ((100) / (m)) =100 x (1 — (m; X me) / (m X my)) der:
m = prevens opprinnelige masse i g,
m = provens masse etter forhdndsterking i g,
m = provens masse etter knusing eller maling i g,
my = den terkede provens masse i g.
5.3. Repeterbarhet
Forskjellen mellom resultatene av to parallelle bestemmelser som utferes pa samme prove, skal
ikke overskride 0,2 % absolutt verdi av vanninnhold.
6. Merknad

Dersom det viser seg nedvendig med knusing og denne forer til endring av vanninnholdet, mé
resultatene av analysen av forvarens bestanddeler korrigeres pd grunnlag av prevens vanninnhold i dens
opprinnelige tilstand.
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B. Kvantitativ bestemmelse av vanninnhold i animalsk og vegetabilsk fett og olje

1. Formél og virkeomrade

Denne metoden gjor det mulig & bestemme vanninnholdet og innholdet av flyktige stoffer i animalsk og
vegetabilsk fett og olje.

2. Prinsipp

Preven tarkes til en konstant vekt (massetapet mellom to pafelgende veiinger ma veere <1 mg) ved 103
°C. Massetapet bestemmes ved veiing.

3. Utstyr
3.1 Flatbunnet fat i et korrosjonsbestandig materiale, 89 cm i diameter og ca. 3 cm hoyt.
3.2 Termometer med forsterket kule og ekspansjonsrer i gverste ende, gradert fra ca. 80 °C til minst 110

°C, og ca. 10 cm langt.
3.3. Sandbad eller elektrisk varmeplate.
3.4. Eksikator som inneholder et effektivt tarkemiddel.

3.5. Analysevekt.

4. Framgangsmate

Vei opp ca. 20 g av den homogeniserte preven med en neyaktighet pad 1 mg i det terre, tarerte fatet (3.1)
som inneholder termometeret (3.2). Varm opp sandbadet eller varmeplaten (3.3) under konstant omrering
med termometeret slik at temperaturen nér 90 °C innen ca. sju minutter.

Senk temperaturen og felg med pa hvor hyppig boblene stiger opp fra bunnen av fatet. Temperaturen
skal ikke overskride 105 °C. Fortsett & rore om fra bunnen av fatet til bobledannelsen oppherer.

For & sikre at vanninnholdet fjernes fullstendig, gjentas oppvarmingen til 103 °C + 2 °C flere ganger
med avkjeling til 93 °C mellom hver oppvarming. Avkjel deretter proven til romtemperatur i eksikatoren
(3.4) for den veies. Denne operasjonen gjentas til massetapet mellom to pafelgende veiinger ikke lenger
overskrider 2 mg.

Merk :Dersom prevens vekt gker etter gjentatte oppvarminger indikerer dette at fettet oksideres.
I s4 tilfelle beregnes resultatet pd grunnlag av veiingen som ble foretatt umiddelbart for
vekten begynte & oke.
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5. Beregning av resultater

Vanninnholdet (X), som en prosentandel av praven, beregnes ved bruk av felgende formel:

X = (m; —my) x ((100) / (m)) der:

m = provens masse i g,
m = fatet masse (uten innhold) for oppvarming, i g,
m = fatets masse (med innhold) etter oppvarming, i g,

Resultater lavere enn 0,05 % skal registreres som «lavere enn 0,05 %o».
Repeterbarhet

Forskjellen i vanninnhold mellom resultatene av to parallelle bestemmelser som utferes pa samme
preve, skal ikke overskride 0,05 % i absolutt verdi.

C. Bestemmelse av raprotein

1. Formél og virkeomrade

Denne metoden gjor det mulig & bestemme innholdet av rdprotein i forvarer pd grunnlag av innholdet av
nitrogen i samsvar med Kjeldahl-metoden.

2. Prinsipp

Proven oppsluttes med svovelsyre i nerver av en katalysator. Syrelesningen alkaliseres med en losning
av natriumhydroksid. Ammoniakken fjernes ved destillering og samles opp i en angitt mengde svovelsyre,
hvis overskudd titreres med en standardlgsning av natriumhydroksid.

Alternativt kan den frigjorte ammoniakken destilleres i et overskudd av borsyrelgsning, etterfulgt av
titrering med saltsyre- eller svovelsyrelesning.

3. Reagenser

3.1 Kalsiumsulfat.

3.2. Katalysator: Kobber(II)oksid CuO eller kobber(Il)sulfat-pentahydrat CuSO4 SH>O
3.3. Granulert sink.

34. Svovelsyre, p20 = 1,84 g/ml.

3.5. Svovelsyre, standard volumetrisk lgsning, c(H>.SO4) = 0,25 mol/l.

3.6. Svovelsyre, standard volumetrisk lgsning, c(H>2SO4) = 0,10 mol/l.

3.7. Svovelsyre, standard volumetrisk lgsning, c(H.SO4) = 0,05 mol/I.

3.8. Metylradtindikator: 300 mg metylreadt oppleses i 100 ml etanol, o = 95-96 % (v/v).
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3.9. Lesning av natriumhydroksid (teknisk kvalitet kan brukes) f =40 g/100 ml (m/v: 40 %).

3.10.  Natriumhydroksid, standard volumetrisk lgsning c(NaOH) = 0,25 mol/l.

3.11.  Natriumhydroksid, standard volumetrisk lgsning c¢(NaOH) = 0,10 mol/l.

3.12.  Granulert pimpstein, vasket i saltsyre og gladet.

3.13.  Acetanilid (smeltepunkt = 114 °C, N = 10,36 %).

3.14.  Sukrose (nitrogenfti).

3.15. Borsyre (H3:BOs3).

3.16. Lesning med metylradtindikator: 100 mg metylredt oppleses i 100 ml etanol eller metanol.
3.17.  Lesning med bromkresolgrent: 100 mg bromkresolgrent oppleses i 100 ml etanol eller metanol.

3.18.  Borsyrelosning (10 g/1 til 40 g/l avhengig av utstyret som brukes).

Nér kolorimetrisk pdvisning av endepunkt anvendes, tilsettes metylradt- og
bromkresolgrentindikatorer i borsyrelgsningene. Dersom 1 liter borsyrelgsning tillages, skal 7 ml
lgsning med metylrgdtindikator (3.16) og 10 ml lgsning med bromkresolgrent (3.17) tilsettes for
volumjustering.

pH-verdien til borsyrelesningen kan variere fra prove til prove avhengig av vannet som
benyttes. Ofte er det nedvendig & justere med en liten mengde alkalier for & oppna en positiv
blindprove.

Merk : Tilsetting av ca. 3—4 ml NaOH (3.11) i 1 liter 10 g/l borsyre gir vanligvis gode
justeringer. Oppbevar lgsningen i romtemperatur og beskytt den mot lys og
ammoniakkdampkilder under oppbevaringen.

3.19.  Saltsyre, standard volumetrisk lesning c(HCI) = 0,10 mol/I.
Merk: Andre konsentrasjoner av volumetriske lesninger (3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 og 3.19) kan

brukes, hvis det korrigeres for dette i beregningene. Konsentrasjonene skal alltid
uttrykkes med fire desimaler.

4. Utstyr

Apparater som er egnet til oppslutning, destillering og titrering etter Kjeldahl-metoden.

5. Framgangsmate

5.1 Oppslutning
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Vei opp 1 g av praven med en ngyaktighet pa 0,001 g og overfer til oppslutningsapparatet.
Tilsett 15 g kalsiumsulfat (3.1), en passende mengde av katalysatoren (3.2) [0,3-0,4 g
kobberoksid (p.a.) eller 0,9—1,2 g kobber(Il)sulfat-pentahydrat (p.a.)], 25 ml svovelsyre (3.4) og
om ngdvendig noen stykker granulert pimpstein (3.12), og bland.

Varm opp kolben forsiktig i begynnelsen og rist av og til om nedvendig til massen er forkullet
og skummet er borte, og deretter gkes varmen til vaesken koker jevnt. Oppvarmingen er
tilstrekkelig dersom den kokende syren kondenseres pa sidene av kolben. Unnga at sidene blir
overopphetet, og at organiske partikler kleber seg til dem.

Nér losningen er blitt klar og lysegrenn, kokes den videre i ytterligere to timer for lesningen
settes bort til avkjeling.

Destillering

Tilsett forsiktig tilstrekkelig med vann for & sikre at sulfatene oppleses fullstendig. Avkjel
lgsningen og tilsett om nedvendig noen stykker granulert sink (3.3). Fortsett med 5.2.1 eller 5.2.2.

Destillering til svovelsyre

Avhengig av det forventede innholdet av nitrogen helles neyaktig 25 ml svovelsyre (3.5) eller
(3.7) opp 1 destillasjonsapparatets oppsamlingskolbe, og det tilsettes et par dréper
metylredtindikator (3.8).

Kolben forbindes med destillasjonsapparatets kjoler, og kjelerens ende dyppes minst 1 cm ned i
vaesken i oppsamlingskolben (se merknad 8.3). Hell langsomt 100 ml av lesningen av
natriumhydroksid (3.9) ned i oppslutningskolben uten tap av ammoniakk (se merknad 8.1). Varm
opp kolben til ammoniakken er fullstendig destillert.

Destillering til borsyre

Nér titrering av ammoniakkinnholdet i destillatet utferes manuelt, brukes framgangsmaten
beskrevet nedenfor. Nar destillasjonsenheten er helautomatisert og omfatter titrering av
ammoniakkinnholdet i destillatet, skal produsentens bruksanvisning for destillasjonsenheten
folges.

Plasser en oppsamlingskolbe som inneholder 25-30 ml av borsyrelgsningen (3.18) under
avlapet pa kjeleren slik at utslippsreret er under den overskytende borsyrelgsningens overflate.
Juster destillasjonsenheten slik at den slipper ut 50 ml natriumhydroksidlesning (3.9).
Destillasjonsenheten skal betjenes i henhold til produsentens anvisninger, og ammoniakken som
frigjeres ved tilsettingen av natriumhydroksidlgsningen, fradestilleres. Destillatet samles opp i
mottakende borsyrelasning. Mengden destillat (dampdestillasjonens varighet) avhenger av
mengden nitrogen i proven. Felg produsentens anvisninger.

Merk: I en halvautomatisk destillasjonsenhet skjer tilsettingen av overskytende
natriumhydroksid og dampdestillasjon automatisk.

Titrering
Forsett som beskrevet15.3.1 eller 5.3.2.

Svovelsyre

Overskuddet av svovelsyre titreres i oppsamlingskolben med lgsningen av natriumhydroksid
(3.10 eller 3.11), avhengig av konsentrasjonen av den anvendte svovelsyre, til endepunktet nas.
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5.3.2.  Borsyre

Innholdet i oppsamlingskolben titreres med standard volumetrisk lgsning av saltsyre (3.19) eller
med standard volumetrisk lgsning av svovelsyre (3.6) ved hjelp av byrette, og mengden titrant
som brukes, avleses.

Nér kolorimetrisk pavisning av endepunkt anvendes, nds endepunktet ved forste spor av rosa
farge 1 innholdet. Les av byretten med en neyaktighet pd 0,05 ml. En opplyst magnetrerer eller en
fotometrisk detektor kan vare til hjelp i visualiseringen av endepunktet.

Dette kan utferes automatisk med et dampdestillasjonsapparat med automatisk titrering.

Folg produsentens bruksanvisning for destillasjonsapparatet eller
destillasjonsapparatet/titratoren.

Merk : Ved bruk av et automatisk titreringssystem starter titreringen rett etter at destillasjonen
starter og 1 % borsyrelegsningen (3.18) brukes.

Ved bruk av en helautomatisk destillasjonsenhet kan den automatiske titreringen av
ammoniakk ogsa utferes med endepunktpavisning via et potensiometrisk pH-system.

I dette tilfellet brukes en automatisk titrator med et pH-meter. pH-meteret skal kalibreres
i omrédet fra pH 4 til pH 7 i henhold til normale prosedyrer for pH-kalibrering i
laboratorier.

Titreringens pH-endepunkt nas ved pH 4,6, som er det dypeste punktet i titreringskurven
(vendepunkt).

5.4. Blindprove

For a bekrefte at reagensene er nitrogenfrie, foretas en blindpreve (oppslutning, destillering og
titrering) ved & bruke 1 g sukrose (3.14) i stedet for proven.

6. Beregning av resultater
Beregningene utferes i samsvar med 6.1 eller 6.2.
6.1. Beregning ved titrering i samsvar med 5.3.1

Innholdet av raprotein, uttrykt i prosent av massen, beregnes ved hjelp av felgende formel:
((VO_VI) x ¢ % 0,014 x 100 x 6,25) / (m) der:

Vo = volum (ml) av NaOH (3.10 eller 3.11) brukt i blindpraven
Vi = volum (ml) av NaOH (3.10 eller 3.11) brukt ved titrering av preven
C = konsentrasjonen (mol/l) av natriumhydroksid (3.10 eller 3.11)
M = prevemengdens masse i g
6.2. Beregning ved titrering i samsvar med 5.3.2

6.2.1.  Titrering med saltsyre

Innholdet av raprotein, uttrykt i prosent av massen, beregnes ved hjelp av folgende formel:

(Vi — Vo)><c><14><625)/(m)der
m = provemengdens masse i g
c = konsentrasjonen (mol/l) av standard volumetrisk lgsning av saltsyre
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(3.19)
Vo = volum (ml) av saltsyre brukt til blindpreven
Vi = volum (ml) av saltsyre brukt til prevemengden

Titrering med svovelsyre

Innholdet av rdprotein, uttrykt i prosent av massen, beregnes ved hjelp av felgende formel:

((Vi—=Vo) xcx2,8x6,25)/(m) der:

m = provemengdens masse i g

c = konsentrasjonen (mol/l) av standard volumetrisk lgsning av
svovelsyre (3.6)

Vo = volum (ml) av svovelsyre (3.6) brukt til blindpreven

Vi = volum (ml) av svovelsyre (3.6) brukt til prevemengden

7. Verifisering av metoden

7.1.

7.2.

Repeterbarhet

Forskjellen mellom resultatene av to parallelle bestemmelser som utferes pd samme prove, skal
ikke overskride:
- 0,2 % 1 absolutt verdi for et innhold av rdprotein pd mindre enn 20 %,

- 1,0 % i relativ verdi av det hayeste resultatet for et innhold av rdprotein pa 2040 %,
- 0,4 % 1 absolutt verdi for et innhold av rdprotein pd mer enn 40 %.

Noyaktighet

Utfor analysen (oppslutning, destillering og titrering) med 1,5-2,0 g acetanilid (3.13) i nervaer
av 1 g sukrose (3.14). 1 g acetanilid forbruker 14,80 ml svovelsyre (3.5). Gjenfinningsprosenten
ma vere minst 99 %.

8. Merknader

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

Apparatet kan veere manuelt, halvautomatisk eller automatisk. Dersom apparatet krever omhelling
mellom oppstilling og destillering, mé& omhellingen utferes uten tap. Dersom kolben pa
destilleringsapparatet ikke er utstyrt med drapetrakt, tilsettes natriumhydroksid umiddelbart for
kolben forbindes med kjaleren, ved at vaesken helles langsomt nedover langs kolbens vegg.

Dersom oppstillingsproduktet starkner, gjentas bestemmelsen ved & bruke en storre mengde
svovelsyre (3.4) enn angitt ovenfor.

For produkter med lavt nitrogeninnhold kan mengden svovelsyre (3.7) som skal helles over 1
oppsamlingskolben, om ngdvendig reduseres til 10 eller 15 ml, og kolben kan fylles opp med vann til
25 ml.

Ved rutineanalyse kan alternative analysemetoder brukes til & bestemme innholdet av réprotein, men
Kjeldahl-metoden beskrevet i denne del C er referansemetode. Ekvivalensen mellom resultatene
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oppnadd med den alternative metoden (f.eks. DUMAS) og resultatene oppnadd med
referansemetoden, skal demonstreres for hver enkelt matrise. Da resultatene oppnaddd med en
alternativ metode, selv etter at ekvivalensen er verifisert, kan avvike noe fra resultatene oppnadd med
referansemetoden, mé analysemetoden som er brukt til & bestemme innholdet av raprotein, nevnes i
analyserapporten.

D. Bestemmelse av urea

1. Formal og virkeomrade

Denne metoden gjor det mulig & bestemme innholdet av urea i forvarer.

2. Prinsipp

Proven oppslemmes i vann med et klaringsmiddel. Suspensjonen filtreres. Bestem innholdet av urea i
filtratet etter tilsetting av 4-dimetylaminobenzaldehyd (4-DMAB) ved & méle den optiske tettheten ved en
belgelengde péa 420 nm.

3. Reagenser

3.1. Losning av 4-dimetylaminobenzaldehyd: Les opp 1,6 g4-DMAB i 100 ml 96 % etanol og tilsett 10
ml saltsyre (p2o 1,19 g/ml). Denne reagensen kan oppbevares i hayst to uker.

3.2 Carrez-lgsning I: Les opp 21,9 g sinkacetat Zn(CH; COO), 2H,0 og 3 g iseddik i vann. Fyll opp med
vann til 100 ml.

3.3. Carrez-losning II: Los opp 10,6 g kaliumferrocyanid K4 Fe (CN)s 3H,O i vann. Fyll opp med vann til
100 ml.

34. Aktivt karbon, som ikke absorberer urea (ma kontrolleres).

3.5. 0,1 % (w/v) urealgsning.

4. Utstyr

4.1. Blandeapparat (mekanisk risteapparat): ca. 3540 opm.

4.2. Reagensglass: 160 x 16 mm med slipt glasspropp.

4.3. Spektrofotometer.

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702



24

5. Framgangsmate

5.1.

5.2.

Analyse av proven

Vei opp 2 g av preven med en negyaktighet pad 1 mg og overfor til en 500 ml malekolbe sammen
med 1 g aktivt karbon (3.4). Tilsett 400 ml vann og 5 ml Carrez-lgsning I (3.2). Bland i ca. 30
sekunder og tilsett 5 ml Carrez-lesning II (3.3). Bland lesningen i risteapparatet i 30 minutter. Fyll
pa vann opp til merket, rist og filtrer.

Ta av 5 ml av det klare, fargelose filtratet og ha det i reagensglass med slipt glasspropp, tilsett 5
ml 4-DMAB-lesning (3.1) og bland. Sett reagensglassene i vannbad ved 20 °C (+/— 4 °C). Etter
15 minutter méles den optiske tettheten til prevelesningen i spektrofotometeret ved 420 nm og
sammenlignes med blindprevelgsningene av reagensene.

Kalibreringskurve

Ta av volumer pa 1, 2, 4, 5 og 10 ml urealgsning (3.5), hell dem i 100 ml malekolber og fyll opp
med vann til volummerket. Ta av 5 ml fra hver lesning, tilsett 5 ml 4-DMAB-lgsning (3.1) i hver
av dem, homogeniser og mal den optiske tettheten som vist over, og sammenlign med en
kontrollesning som inneholder 5 ml 4-DMAB og 5 ml vann, men ikke urea. Tegn opp
kalibreringskurven.

6. Beregning av resultater

Bestem mengden av urea i preven ut fra kalibreringsproven.

Resultatet uttrykkes som en prosentandel av proven.

7. Merknader

7.1.

7.2.

7.3.

Dersom innholdet av urea er over 3 %, reduseres preven til 1 g, eller den opprinnelige preven
fortynnes slik at det ikke er mer enn 50 mg urea i 500 ml.

Dersom innholdet av urea er lavt, kan preven okes sa lenge filtratet holder seg klart og fargelost.

Dersom pregven inneholder enkle nitrogenholdige forbindelser slik som aminosyrer, bar den optiske
tettheten méles ved 435 nm.

E. Bestemmelse av flyktige nitrogenbaser

I. Ved mikrodiffusjon

1. Formél og virkeomride

Denne metoden gjor det mulig & bestemme innholdet av flyktige nitrogenbaser i forvarer, uttrykt som
ammoniakk.
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2. Prinsipp

Proven ekstraheres med vann, og lesningen klares og filtreres. De flyktige nitrogenbasene utskilles ved
mikrodiffusjon ved bruk av en lesning av kaliumkarbonat, samles opp i1 en borsyrelesning og titreres med
svovelsyre.

3. Reagenser

3.1. Trikloreddiksyrelesning 20 % (w/v).

3.2 Indikator: les opp 33 mg bromkresolgrent og 65 mg metylredt i 100 ml etanol 95-96 % (v/v).

3.3. Borsyrelgsning: 10 g borsyre lgses opp i en mélekolbe pa 1 1 sammen med 200 ml etanol 95-96 %
(v/v) og 700 ml vann. Tilsett 10 ml indikator (3.2). Bland lesningen og juster eventuelt fargen til
lyseredt ved tilsetting av en lgsning av natriumhydroksid. 1 ml av denne lesningen kan binde inntil
300 pg NHs.

34. Mettet losning av kaliumkarbonat: les opp 100 g kaliumkarbonat i 100 ml kokende vann. Avkjeles og
filtreres.

3.5. Svovelsyre 0,01 mol/I.

4. Utstyr

4.1. Blandeapparat (mekanisk risteapparat): ca. 35—40 opm.

4.2. Conway-skaler (se tegning) av glass eller plast.

4.3. Mikrobyretter med en ngyaktighet pa 1/100 ml.

5. Framgangsmaéte

Vei opp 10 g av preven med en ngyaktighet pa 1 mg og overfor til en malekolbe pa 200 ml sammen
med 100 ml vann. Bland lgsningen i risteapparatet i 30 minutter. Tilsett 50 ml av
trikloreddiksyrelasningen (3.1), fyll opp kolben med vann til merket, rist blandingen kraftig og filtrer
gjennom et foldefilter.

Plasser med en pipette 1 ml av borsyrelgsningen (3.3) i midtpartiet pa en Conway-skal og 1 ml av
provefiltratet i skalens ring. Dekk skalen delvis til med det innfettede lokket. Drypp hurtig 1 ml av den
mettede losningen av kaliumkarbonat (3.4) ned i ringen og lukk lokket sa skalen blir lufttett. Drei skalen
ved forsiktig rotasjon i horisontalplanet slik at de to reagensene blir blandet. La den sta enten minst fire
timer i romtemperatur eller en time ved 40 °C.

Titrer de flyktige basene i borsyrelgsningen med svovelsyre (3.5) ved bruk av en mikrobyrette (4.3).
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Utfor deretter en blindpreve med samme framgangsmate, men uten bruk av analyseprgven.

6. Beregning av resultater
1 ml H,SO4 0,01 mol/l tilsvarer 0,34 mg ammoniakk.
Resultatet uttrykkes som en prosentandel av proven.
Repeterbarhet

Forskjellen mellom resultatene av to parallelle bestemmelser som utferes pad samme prove, skal ikke

overskride:
10 % i relativ verdi for et innhold av ammoniakk pa mindre enn 1,0 %,
0,1 % 1 absolutt verdi for et innhold av fosfor pa 1,0 % eller over.

7. Merknad

Dersom prevens innhold av ammoniakk overskrider 0,6 %, fortynnes det opprinnelige filtratet.
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II. Ved destillering

1. Formél og virkeomrade

Denne metoden gjor det mulig & bestemme innholdet av flyktige nitrogenbaser, uttrykt som ammoniakk,
i fiskemel som praktisk talt ikke inneholder urea. Den kan bare anvendes for et innhold av ammoniakk pa
under 0,25 %.

2. Prinsipp

Proven ekstraheres med vann, og lesningen klares og filtreres. De flyktige nitrogenbasene utskilles ved
kokepunktet ved tilsetting av magnesiumoksid og oppsamles i en bestemt mengde svovelsyre, hvis
overskudd tilbaketitreres med en lgsning av natriumhydroksid.

3. Reagenser

3.1. Trikloreddiksyrelgsning 20 % (w/v).
3.2 Magnesiumoksid

3.3. Antiskumemulsjon (f.eks. silikon).
3.4. Svovelsyre 0,05 mol/I.

3.5. Natriumhydroksidlesning 0,1 mol/l.

3.6. Lesning av metylradt 0,3 % i etanol 95-96 % (v/v).

4. Utstyr

4.1. Blandeapparat (mekanisk risteapparat): ca. 35—40 opm.

4.2. Destilleringsapparat av Kjeldahl-typen.

5. Framgangsmate

Vei opp 10 g av preven med en negyaktighet pa 1 mg og overfor til en mélekolbe pa 200 ml sammen
med 100 ml vann. Bland lgsningen i risteapparatet i 30 minutter. Tilsett 50 ml av
trikloreddiksyrelasningen (3.1), fyll opp kolben med vann til merket, rist blandingen kraftig og filtrer
gjennom et foldefilter.
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Ta ut en mengde klart filtrat tilpasset det antatte innholdet av flyktige nitrogenbaser (100 ml er vanligvis
passende). Fortynn filtratet til 200 ml og tilsett 2 g magnesiumoksid (3.2) og noen dréper
antiskumemulsjon (3.3). Lesningen skal reagere alkalisk pa lakmuspapir, hvis ikke tilsettes litt
magnesiumoksid (3.2). Fortsett i samsvar med 5.2 og 5.3 under bestemmelse av raprotein (del C i dette
vedlegg).

Utfer deretter en blindprove med samme framgangsméte, men uten bruk av analysepreven.

6. Beregning av resultater
1 ml H>SO4 0,05 mol/l tilsvarer 1,7 mg ammoniakk.
Resultatet uttrykkes som en prosentandel av preven.
Repeterbarhet

Forskjellen mellom resultatene av to parallelle bestemmelser som utfares pa samme preove, skal ikke
overskride 10 % ammoniakk i relativ verdi.

F. Bestemmelse av aminosyrer (med unntak av tryptofan)

1. Formél og virkeomrade

Denne metoden gjor det mulig & bestemme frie (syntetiske og naturlige) og totale (peptidbundne og frie)
aminosyrer i forvarer ved bruk av en aminosyreanalysator. Metoden kan brukes til folgende aminosyrer:
cyst(e)in, metionin, lysin, treonin, alanin, arginin, asparaginsyre, glutaminsyre, glysin, histidin, isoleucin,
leucin, fenylalanin, prolin, serin, tyrosin og valin.

Metoden skiller ikke mellom salter av aminosyrer og kan ikke differensiere mellom D- og L-former av
aminosyrer. Den egner seg ikke til bestemmelse av tryptofan- eller hydroksy-analoger av aminosyrer.

2. Prinsipp

2.1. Frie aminosyrer

Frie aminosyrer ekstraheres med fortynnet saltsyre. Nitrogenholdige makromolekyler som
ekstraheres samtidig, utfelles med sulfosalisylsyre og fjernes ved filtrering. Den filtrerte losningen
justeres til pH 2,20. Aminosyrene separeres ved ionebytterkromatografi og bestemmes ved
reaksjon med ninhydrin gjennom fotometrisk pavisning ved 570 nm.

2.2. Totale aminosyrer

Metoden som velges, er avhengig av aminosyrene som skal undersgkes. Cyst(e)in og metionin
skal oksideres til cysteinsyre og metioninsulfon for hydrolysen. Tyrosin skal bestemmes i
hydrolysater av uoksiderte praver. Alle andre aminosyrer som er nevnt i punkt 1, kan bestemmes i
enten en oksidert eller en uoksidert prove.

Oksidering skjer ved 0 °C med en fenolholdig permaursyre. Overskytende oksideringsreagens
nedbrytes med natriumdisulfitt. Den oksiderte eller uoksiderte praven hydrolyseres med saltsyre
(3.20) i 23 timer. Hydrolysatet justeres til pH 2,20. Aminosyrene separeres ved
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ionebytterkromatografi og bestemmes ved reaksjon med ninhydrin gjennom fotometrisk pavisning
ved 570 nm (440 nm for prolin).

3. Reagenser

Dobbeltdestillert vann eller vann av tilsvarende kvalitet (konduktivitet <10 puS).

3.1 Hydrogenperoksid, w (w/w) = 30 %.
3.2 Maursyre, w (w/w) = 98-100 %

3.3. Fenol.

3.4. Natriumdisulfitt.

3.5. Natriumhydroksid.

3.6. S-sulfosalisylsyre-dihydrat.

3.7. Saltsyre (HCI), tetthet ca. 1,18 g/ml.
3.8. Trinatriumsitrat-dihydrat.

3.9. 2,2'-tiodietanol (tiodiglykol).

3.10.  Natriumklorid.

3.11.  Ninhydrin.

3.12.  Petroleumseter, kokeomrade 40-60 °C.
3.13.  Norleucin eller andre forbindelser som er egnet til bruk som intern standard.
3.14.  Nitrogengass (<10 ppm oksygen).
3.15.  1-oktanol.

3.16.  Aminosyrer.

3.16.1. Standardene nevnt i punkt 1. Rene forbindelser som ikke inneholder vann fra krystallisering. Tarkes
under vakuum over P>Os eller H>SOj4 1 én uke for bruk.

3.16.2. Cysteinsyre.

3.16.3. Metioninsulfon.
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Natriumhydroksidlesning, ¢ = 7,5 mol/l:
300 g NaOH (3.5) oppleses i vann og fortynnes til 1 liter.

Natriumhydroksidlgsning, ¢ = 1 mol/I:

40 g NaOH (3.5) oppleses i vann og fortynnes til 1 liter.

Fenolholdig maursyrelosning:

889 g maursyre (3.2) blandes med 111 g vann og tilsettes 4,73 g fenol (3.3).

Hydrolyseblanding, ¢ = 6 mol HCI/l som inneholder 1 g fenol/I:

492 ml HCI (3.7) tilsettes 1 g fenol (3.3) og fortynnes med vann til 1 liter.

Ekstraksjonslesning, ¢ = 0,1 mol HCI/I som inneholder 2 % tiodiglykol: 8,2 ml HCI (3.7) fortynnes
med ca. 900 ml vann. Tilsett 20 ml tiodiglykol (3.9) og fortynn med vann til 11 (3.7 og 3.9 ma ikke
blandes direkte).

S-sulfosalisylsyrelosning, 3 = 6 %:
60 g S-sulfosalisylsyre (3.6) oppleses i vann og fortynnes med vann til 1 1.
Oksidasjonsblanding (permaursyre-fenol):

Bland 0,5 ml hydrogenperoksid (3.1) med 4,5 ml fenolholdig maursyrelgsning (3.19) i et lite
begerglass. Inkuber ved 20-30 °C i 1 time for & danne maursyre og avkjel blandingen i isbad (15
min.) for den tilsettes proven.

Advarsel: Unngé kontakt med huden og bruk vernetoy.

Sitratbufferlgsning, ¢ = 0,2 mol Na* /1, pH 2,20:

los opp 19,61 g natriumsitrat (3.8), 5 ml tiodiglykol (3.9), 1 g fenol (3.3) og 16,50 ml HCI (3.7)
i ca. 800 ml vann. Juster pH-verdien til 2,20. Fortynn med vann til 1 1.

Elueringsbuffere tillaget i samsvar med kravene fastsatt for analysatoren (4.9).
Ninhydrinreagens tillaget i samsvar med kravene fastsatt for analysatoren (4.9).
Standardlesninger av aminosyrer. Lasningene ber oppbevares ved <5 °C.

Standardstamlegsning av aminosyrer (3.16.1),

¢ = 2,5 umol/ml av hver aminosyre i saltsyre.

Fas 1 handelen.

Standardstamlesning av cysteinsyre og metioninsulfon, ¢ = 1,25 umol/ml.
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Las opp 0,2115 g cysteinsyre (3.16.2) og 0,2265 g metioninsulfon (3.16.3) i sitratbufferlasning
(3.24) i en 1 | malekolbe og fyll opp til merket med sitratbufferlgsning. Lesningen kan oppbevares
ved <5 °C i hoyst ett ar. Denne lgsningen benyttes ikke dersom standardstamlesningen (3.27.1)
inneholder cysteinsyre og metioninsulfon.

3.27.3. Standardstamlesning av intern standard, f.eks. norleucin, ¢ = 20 pmol/ml.
Los opp 0,6560 g norleucin (3.13) i sitratbufferlesning (3.24) i en malekolbe og fortynn med
sitratbufferlgsning til 250 ml. Kan oppbevares ved <5 °C i hoyst 6 maneder.
3.27.4. Kalibreringslesning av standardaminosyrer til bruk med hydrolysater, ¢ = 5 nmol/50 pl cysteinsyre og
metioninsulfon og ¢ = 10 nmol/50 ul av de andre aminosyrene. Las opp 2,2 g natriumklorid (3.10) i et
100 ml begerglass med 30 ml sitratbufferlasning(3.24). Tilsett 4,00 ml standardstamlgsning av
aminosyrer (3.27.1), 4,00 ml standardstamlesning av cysteinsyre og metioninsulfon (3.27.2) og 0,50
ml standardstamlesning av eventuell intern standard (3.27.3). Juster pH-verdien til 2,20 med
natriumhydroksid (3.18).
Overfer losningen kvantitativt til en 50 ml malekolbe, fortynn opp til merket med
sitratbufferlesning (3.24) og bland.
Losningen kan oppbevares ved <5 °C i hoyst 3 maneder.
4. Utstyr
4.1. 100 eller 250 ml rundbunnet kolbe med tilbakelopskjoler.
4.2. 100 ml borosilikatglassflaske med skrulokk med gummi-/teflonpakning (f.eks. Duran, Schott) til bruk
i tarkeovn.
4.3. Terkeovn med tvungen ventilasjon og temperaturregulator med en negyaktighet pd minst +2 °C.
4.4, pH-meter (avlesning med tre desimaler).
4.5. Membranfilter (0,22 pm).
4.6. Sentrifuge.
4.7. Vakuumrotasjonsfordamper.
4.8. Mekanisk risteapparat eller magnetrorer.
4.9. Aminosyreanalysator eller HPLC-utstyr med ionebytterkolonne, utstyr til ninhydrin-postkolonne-

derivatisering og fotometrisk detektor.

Fyll kolonnen med sulfonert polystyrenharpiks som kan separere aminosyrene fra hverandre og
fra andre ninhydrinpositive stoffer. Pumpene til buffer- og ninhydrinlesningene skal ha en
stremningsstabilitet pa £0,5 % hele tiden, bade under standardkalibreringskjeringen og under
proveanalysen.
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Med enkelte aminosyreanalysatorer kan det benyttes hydrolysemetoder der hydrolysatet har en
natriumkonsentrasjon pa ¢ = 0,8 mol/l og inneholder restmengden av maursyre fra
oksidasjonstrinnet. Andre analysatorer gir ikke tilfredsstillende separasjon av visse aminosyrer
dersom hydrolysatet inneholder overskytende maursyre og/eller hoye konsentrasjoner av
natriumioner. | dette tilfellet reduseres syrevolumet ved inndamping til ca. 5 ml etter hydrolysen
og for pH-justeringen. Inndampingen foretas under vakuum ved heyst 40 °C.

5. Framgangsmate

5.1.

5.2.

5.3.

5.3.1.

Tillaging av proven

Mal opp preven til den kan passere gjennom en sikt med en maskevidde pa 0,5 mm. Prover med
heyt vanninnhold mé enten luftterkes ved en temperatur pd heyst 50 °C eller fryseterkes for de
males. Praver med heyt fettinnhold mé ekstraheres med petroleumseter (3.12) for malingen.

Bestemmelse av frie aminosyrer i forvarer og forblandinger

Vei opp en passende mengde (1-5 g) av den tillagde preoven (5.1) med en neyaktighet pd 0,2 mg
i en erlenmeyerkolbe, og tilsett 100,0 ml ekstraksjonslasning (3.21). Rist blandingen i 60 min i et
mekanisk risteapparat eller en magnetrarer (4.8). Etter bunnfelling pipetteres 10,0 ml av
supernatanten over i et 100 ml begerglass.

Tilsett 5,0 ml sulfosalisylsyrelosning (3.22) under omrering og fortsett omreringen i 5 min med
magnetrorer. Filtrer eller sentrifuger supernatanten for a fjerne eventuelt bunnfall. Hell 10,0 ml av
denne losningen i et 100 ml begerglass og juster pH-verdien til 2,20 med natriumhydroksidlesning
(3.18). Overfor losningen med sitratbufferlosning (3.24) til en malekolbe av passende sterrelse og
fyll opp til merket med bufferlgsning (3.24).

Dersom det benyttes en intern standard, tilsettes 1,00 ml intern standard (3.27.3) for hver 100 ml
endelig losning, og det fylles opp til merket med bufferlgsningen (3.24).

G4 videre til kromatografi i samsvar med punkt 5.4.

Dersom ekstraktene ikke undersgkes samme dag, ma de oppbevares ved <5 °C.

Bestemmelse av totale aminosyrer

Oksidasjon
Vei opp 0,1-1 g av den tillagde preven (5.1) med en ngyaktighet pa 0,2 mg i:
en 100 ml rundbunnet kolbe (4.1) for dpen hydrolyse (5.3.2.3),
en 250 ml rundbunnet kolbe (4.1) dersom det kreves en lav natriumkonsentrasjon (5.3.3.1), eller
en 100 ml flaske med skrulokk (4.2) for lukket hydrolyse (5.3.2.4).

Den veide preveporsjonen ber ha et nitrogeninnhold pa ca. 10 mg og et vanninnhold pa heyst
100 mg.

Sett kolben/flasken i isbad og kjel ned til 0 °C. Tilsett 5 ml oksidasjonsblanding (3.23) og bland
med en glasspatel med bayd spiss. Kolben/flasken med spatelen i lukkes med lufttett film, og
isbadet med den Iukkede beholderen settes i kjoleskap ved 0 °C og skal sta der i 16 timer. Etter 16
timer tas det ut av kjeleskapet, og den overskytende oksidasjonsreagensen nedbrytes ved tilsetting
av 0,84 g natriumdisulfitt (3.4).
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G4 videre til 5.3.2.1.

Hydrolyse

Hydrolyse av oksiderte prover

Tilsett 25 ml hydrolyseblanding (3.20) til den oksiderte preoven (5.3.1) og pass pa at alle
proverester som sitter igjen pa sidene av beholderen og spatelen, vaskes omhyggelig ned.

Fortsett med 5.3.2.3 eller 5.3.2.4 avhengig av hydrolysemetoden som benyttes.

Hydrolyse av uoksiderte prover

Vei opp 0,1 til 1 g av den tillagde preven (5.1) med en neyaktighet pa 0,2 mg, i en 100 ml eller
en 250 ml rundbunnet kolbe (4.1) eller en 100 ml flaske med skrulokk (4.2). Den veide
proveporsjonen ber ha et nitrogeninnhold pé ca. 10 mg. Tilsett forsiktig 25 ml hydrolyseblanding
(3.20) og bland med preven. Fortsett med 5.3.2.3 eller 5.3.2.4.

Apen hydrolyse

Blandingen i flasken (tillaget i samsvar med 5.3.2.1 eller 5.3.2.2) tilsettes tre glasskuler og
kokes kontinuerlig med tilbakelgpskjoaler i 23 timer. Etter at hydrolysen er avsluttet, vaskes
tilbakelepskjoleren med 5 ml sitratbufferlesning (3.24). Kolben tas bort og kjeles i isbad.

Fortsett med 5.3.3.

Lukket hydrolyse

Plasser flasken med blandingen tillaget i samsvar med 5.3.2.1 eller 5.3.2.2, i en terkeovn (4.3)
ved 110 °C. For & hindre trykkoppbygging (pa grunn av gassutvikling) og unngé eksplosjon
legges skrulokket lost pa flasken i den ferste timen. Flasken md ikke lukkes med skrulokket. Etter
én time lukkes flasken med skrulokket og far sta videre i terkeovnen (4.3) i 23 timer. Etter at
hydrolysen er avsluttet, tas flasken ut av ovnen, skrulokket &pnes forsiktig og flasken plasseres i
isbad. La det avkjeles.

Avhengig av metoden for justering av pH-verdien (5.3.3) overfores flaskens innhold kvantitativt
med sitratbufferlgsning (3.24) til et 250 ml begerglass eller en 250 ml rundbunnet kolbe.

Fortsett med 5.3.3.

Justering av pH

Avhengig av aminosyreanalysatorens (4.9) natriumtoleranse foretas justering av pH-verdien
etter 5.3.3.1 eller 5.3.3.2.

For kromatografisystemer (4.9) som krever lav natriumkonsentrasjon

Det anbefales & bruke en intern standardstamlesning (3.27.3) dersom det benyttes
aminosyreanalysatorer som krever lav natriumkonsentrasjon (nar syreinnholdet ma reduseres).

I dette tilfellet tilsettes hydrolysatet 2,00 ml av den interne standardstamlgsningen (3.27.3) for
inndamping.

Tilsett to draper 1-oktanol (3.15) til hydrolysatet tillaget i samsvar med 5.3.2.3 eller 5.3.2.4.
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Reduser volumet til 5—10 ml ved hjelp av rotasjonsfordamperen (4.7) under vakuum ved 40 °C.
Dersom volumet ved et uhell reduseres til under 5 ml, mé hydrolysatet kasseres og analysen
gjentas.

Juster pH-verdien til 2,20 med natriumhydroksidlesning (3.18) og fortsett med 5.3.4.

For alle andre aminosyreanalysatorer (4.9)

Hydrolysatene framstilt etter 5.3.2.3 eller 5.3.2.4 neytraliseres delvis ved forsiktig 4 tilsette 17
ml natriumhydroksidlgsning (3.17) under omrering, samtidig som temperaturen holdes under 40
°C.

Juster pH-verdien til 2,20 med natriumhydroksidlesning (3.17 og 3.18) ved romtemperatur.
Fortsett med 5.3.4.

Provelosning for kromatografi

Hydrolysatet (5.3.3.1 eller 5.3.3.2) som er justert til en pH-verdi pé 2,2, overfores kvantitativt
med sitratbufferlosning (3.24) til en 200 ml méalekolbe som fylles opp med sitratbufferlosning
(3.24) til merket.

Dersom intern standard ikke allerede er brukt, tilsettes 2,00 ml intern standard (3.27.3), og det
fylles opp med sitratbufferlosning (3.24) til merket. Bland grundig.

Fortsett med kromatografi (5.4).

Dersom prevelgsningen ikke kromatograferes samme dag, skal den oppbevares ved <5 °C.

Kromatografi

Varm opp ekstraktet (5.2) eller hydrolysatet (5.3.4) til romtemperatur for kromatografien. Rist
blandingen og filtrer en passende mengde gjennom et 0,22 um membranfilter (4.5). Utfer
ionebytterkromatografi pa den klarede lesningen som er framstilt, ved hjelp av en
aminosyreanalysator (4.9).

Injeksjonen kan foretas manuelt eller automatisk. Det er viktig at samme mengde lgsning 0,5
% alltid tilsettes kolonnen for analyse av standardlgsninger og prevelgsninger, unntatt der det
brukes en intern standard, og forholdet mellom natrium og aminosyre i standardlegsningene og
provelgsningene skal vaere sé likt som mulig.

Generelt er antallet kalibreringsomganger avhengig av stabiliteten i ninhydrinreagensen og
analysatorsystemet. Standardlgsningen eller provelgsningen fortynnes med sitratbufferlgsning
(3.24) slik at det blir et toppareal i standardlesningen pé 30-200 % av topparealet for de enkelte
aminosyrer i provelgsningen.

Kromatografien av aminosyrene vil variere noe alt etter hvilken type analysator og harpiks som
benyttes. Systemet som velges, ma veare i stand til & separere aminosyrene fra hverandre og fra de
ovrige ninhydrinpositive stoffene. Innenfor arbeidsomradet mé det kromatografiske systemet gi en
linezr respons pa endringer i mengdene av aminosyrer som tilsettes kolonnen.

Ved analyse av en ekvimolar lgsning (av aminosyrene som skal bestemmes) skal det ved
kromatografien oppnas de forhold mellom bunn- og toppheyde som er angitt nedenfor. Den
ekvimolare losningen ma inneholde minst 30 % av den sterste mengden i hver aminosyre som kan
maéles negyaktig med aminosyreanalysatorsystemet (4.9).

Ved separasjon av treonin og serin skal forholdet mellom bunn og topp for den laveste av de to
overlappende toppene pa kromatogrammet ikke overskride 2:10. (Dersom bare cyst(e)in,
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metionin, treonin og lysin skal bestemmes, vil utilstrekkelig separasjon fra nabotoppene innvirke
negativt pa bestemmelsen). For alle andre aminosyrer skal separasjonen vare bedre enn 1:10.

Systemet ma sikre at lysin separeres fra «lysin-artefakter» og ornitin.

6. Beregning av resultater

Arealet av toppene i provelesningene og standardlesningen maéles for hver enkelt aminosyre, og
mengden (X) beregnes i g aminosyre per kg prove:
X=(AxcxMxV)/(Bxmx1000). Dersom det brukes en intern standard, multipliseres det med: (D) /

©

toppareal for hydrolysat eller ekstrakt
= toppareal for standardkalibreringslosning
= toppareal for intern standard i hydrolysat eller ekstrakt

toppareal for intern standard, standardkalibreringslosning

= molvekt for de aminosyrene som bestemmes

= standardlgsningens konsentrasjon i pmol/ml
= provens masse 1 g (korrigert til opprinnelig masse dersom produktet
er tarket eller avfettet)

5 0200 5>
I

<
Il

ml totalhydrolysat (5.3.4) eller ml beregnet total fortynningsvolum av
ekstrakt (6.1)

Béde cystin og cystein bestemmes som cysteinsyre i hydrolysater av den oksiderte preven, men
beregnes som cystin (Cs Hi2 N2O4S2, M 240,30 g/mol) ved bruk av M 120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30
g/mol).

Metionin bestemmes som metioninsulfon i hydrolysater av den oksiderte preven, men beregnes som
metionin ved bruk av M av metionin: 149,21 g/mol.

Tilsatt fri metionin bestemmes etter ekstraksjon som metionin, mens samme M benyttes til beregningen.

6.1. Total fortynningsvolum av ekstrakter (F) for bestemmelse av frie aminosyrer (5.2) beregnes som
folger:

F=((100 ml x (10 ml + 5 ml)) / (10 ml)) x ((V) / (10))
\4 = volum av endelig ekstrakt

7. Vurdering av metoden

Metoden er blitt utprevd ved en undersekelse foretatt ved flere laboratorier pé internasjonalt plan i 1990
av fire forskjellige forvarer (svineforblanding, broilerférblanding, proteinkonsentrat, premiks).
Resultatene av middel- og standardavvik, etter eliminering av store enkeltavvik (outliers), er oppfert i
tabellen nedenfor:

Middelverdi i g/kg
Referansemateriale Aminosyre
Treonin Cyst(e)in Metionin Lysin
Svineforblanding 6,94 3,01 3,27 9,55
n=15 n=17 n=17 n=13
Broilerforblanding 9,31 3,92 5,08 13,93
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n=16 n=18 n=18 n=16
Proteinkonsentrat 22,32 5,06 12,01 47,74
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 58,42 — 90,21 98,03
n=16 n=16 n=16
n = antall deltakende laboratorier
Repeterbarhet

Repeterbarheten, uttrykt som «standardavvi
undersokelser er oppfoert i tabellene nedenfor:

k i laboratorier» av de ovennevnte sammenlignende

Standardavvik (S,) i laboratorier i g/kg

Referansemateriale Aminosyre
Treonin Cyst(e)in Metionin Lysin
Svineforblanding 0,13 0,10 0,11 0,26
n=15 n=17 n=17 n=13
Broilerforblanding 0,20 0,11 0,16 0,28
n=16 n=18 n=18 n=16
Proteinkonsentrat 0,48 0,13 0,27 0,99
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 1,30 — 2,19 2,06
n=16 n=16 n=16
n = antall deltakende laboratorier
Variasjonskoeffisient (%) for standardavvik (S,) i laboratorier
Referansemateriale Aminosyre
Treonin Cyst(e)in Metionin Lysin
Svineforblanding 1,9 33 3.4 2.8
n=15 n=17 n=17 n=13
Broilerforblanding 2,1 2,8 3,1 2,1
n=16 n=18 n=18 n=16
Proteinkonsentrat 2,7 2,6 2,2 2.4
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 2,2 - 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16
n ‘= antall deltakende laboratorier
Reproduserbarhet

Resultatene av standardavvik mellom laboratorier ved ovennevnte sammenlignende

undersekelser er oppfert i tabellene nedenfor:

Standardavvik (S.) mellom laboratorier i g/kg

Referansemateriale

Aminosyre

Treonin

Cyst(e)in \ Metionin Lysin
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Svineforblanding 0,28 0,30 0,23 0,30

n=15 n=17 n=17 n=13
Broilerforblanding 0,48 0,34 0,55 0,75

n=16 n=18 n=18 n=16
Proteinkonsentrat 0,85 0,62 1,57 1,24

n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 2,49 — 6,20 6,62

n=16 n=16 n=16
n = antall deltakende laboratorier |

Variasjonskoeffisient (%) for standardavvik (S.) mellom laboratorier
Referansemateriale Aminosyre
Treonin Cyst(e)in Metionin Lysin

Svineforblanding 4,1 9.9 7,0 32

n=15 n=17 n=17 n=13
Broilerforblanding 5,2 8,8 10,9 5,4

n=16 n=18 n=18 n=16
Proteinkonsentrat 3.8 12,3 13,0 3,0

n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 43 — 6,9 6,7

n=16 n=16 n=16
n \= antall deltakende laboratorier \

8. Bruk av referansemateriale

Det skal kontrolleres at metoden brukes korrekt ved & foreta gjentatte mélinger med sertifiserte
referansematerialer, nér slike finnes. Det anbefales at sertifisert aminosyre-kalibreringslgsning brukes til
kalibrering.

9. Merknader

9.1. Pé grunn av forskjellene mellom aminosyreanalysatorer ber de endelige konsentrasjonene av
kalibreringslgsningene av standardaminosyrene (se 3.27.4 og 3.27.5) og av hydrolysatet (se 5.3.4)
betraktes som veiledende

Apparatets linezre responsomrade skal kontrolleres for alle aminosyrer.

Standardlesningen fortynnes med sitratbufferlgsning for & oppné topparealer pa midten av
omréadet.

9.2. Dersom det benyttes utstyr for haytrykksveeskekromatografi til 4 analysere hydrolysater, skal
proveforholdene optimeres 1 samsvar med produsentens anbefalinger.

9.3. Dersom metoden anvendes pa forvarer som inneholder mer enn 1 % klorid (konsentrat, mineralfor,
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tilskuddsfor), kan det forekomme undervurdering av metionin, og det ma foretas en sarlig
behandling.

G. Bestemmelse av tryptofan

1. Formal og virkeomrade

Dette er en metode for bestemmelse av totalinnholdet av tryptofan og innholdet av fritt tryptofan i
forvarer. Det skilles ikke mellom D-formen og L-formen.

2. Prinsipp

For bestemmelse av totalinnholdet av tryptofan hydrolyseres preven i et basisk miljg med en mettet
bariumhydroksidlgsning og holdes oppvarmet ved 110 °C i 20 timer. Etter hydrolysen tilsettes intern
standard.

For bestemmelse av fritt tryptofan ekstraheres proven i et svakt surt miljo ved hjelp av intern standard.

Tryptofanet og den interne standarden i hydrolysatet eller ekstraktet bestemmes ved HPLC med
fluorescensdetektor.

3. Reagenser

3.1. Dobbeltdestillert vann eller vann av tilsvarende kvalitet (konduktivitet < 10 uS/cm).
3.2. Standard: tryptofan (renhet/innhold > 99 %) terket i vakuum over fosforpentoksid.
3.3. Intern standard: a-metyltryptofan (renhet/innhold > 99 %) terket i vakuum over fosforpentoksid.

3.4. Bariumhydroksidoktahydrat (unngé & utsette Ba(OH).. 8 H>O for sterre mengder luft, ettersom det da
kan dannes BaCO; som kan forstyrre bestemmelsen) (se merknad 9.3).

3.5. Natriumhydroksid.

3.6. Ortofosforsyre, w (w/w) = 85 %.

3.7. Saltsyre, p201,19 g/ml.

3.8. Metanol, HPLC-kvalitet.

3.9. Petroleumseter, kokeomrade 4060 °C.

3.10.  Natriumhydroksidlesning, c = 1 mol/I:

Los opp 40,0 g NaOH (3.5) i vann og fyll opp med vann (3.1) til 1 1.
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3.11.  Saltsyre, c =6 mol/l:
Fortynn 492 ml saltsyre (3.7) med vann til 1 1.
3.12.  Saltsyre, c =1 mol/l:
Fortynn 82 ml saltsyre (3.7) med vann til 1 L
3.13.  Saltsyre, ¢ = 0,1 mol/l:
Fortynn 8,2 ml saltsyre (3.7) med vann til 1 L.
3.14.  Ortofosforsyre, ¢ = 0,5 mol/I:
Fortynn 34 ml ortofosforsyre (3.6) med vann (3.1) til 1 1.
3.15. Konsentrert tryptofanlgsning (3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

Las opp 0,2553 g tryptofan (3.2) i saltsyre (3.13) i en 500 ml mélekolbe og fyll opp med

saltsyre (3.13) til merket. Losningen kan lagres ved —18 °C i hoyst fire uker.
3.16.  Konsentrert intern standardlgsning, ¢ = 2,50 umol/ml:

Les opp 0,2728 g a-metyltryptofan (3.3) i saltsyre (3.13) i en 500 ml malekolbe og fyll opp til

merket med saltsyre (3.13). Losningen kan lagres ved —18 °C i hoyst fire uker.
3.17.  Standardkalibreringslgsning av tryptofan og intern standard:

Fortynn 2,00 ml konsentrert tryptofanlgsning (3.15) og 2,00 ml konsentrert lgsning av intern
standard (a-metyltryptofan) (3.16) med vann (3.1) og metanol (3.8) til omtrent samme volum og
metanolkonsentrasjon (10-30 %) som det ferdige hydrolysatet.

Denne lgsningen skal tillages like for bruk.

Lesningen beskyttes mot direkte sollys under tillaging.

3.18.  Eddiksyre

3.19. 1,1,1-triklor-2-metyl-2-propanol.

3.20.  Etanolamin w (w/w) > 98 %

3.21. Lesningav 1 g 1,1,1-triklor-2-metyl-2-propanol (3.19) i 100 ml metanol (3.8).

3.22. Mobil fase for HPLC: 3,00 g eddiksyre (3.18) + 900 ml vann (3.1) + 50,0 ml lgsning (3.21) av 1,1,1-
triklor-2-metyl-2-propanol (3.19) i metanol (3.8) (1 g/100 ml). Juster pH til 5,00 med etanolamin
(3.20). Fyll pa med vann (3.1) til 1 000 ml.

4. Utstyr

4.1. HPLC-utstyr med spektrofluorimetrisk detektor.
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Vaskekromatografikolonne, 125 mm % 4 mm, C;s, 3 um kolonnepakking eller tilsvarende.
pH-meter.

Polypropylenkolbe, 125 ml, med vid hals og skrukork.

Membranfilter 0,45 pm.

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

Mekanisk risteapparat eller magnetrorer.

Vortex blandeapparat.

5. Framgangsmate

5.1.

5.2.

5.3.

Tillaging av proven

Mal opp preven til den kan passere gjennom en sikt med maskevidde pa 0,5 mm. Prover med
heyt vanninnhold mé enten luftterkes ved en temperatur pé heyst 50 °C eller fryseterkes for de
males. Prover med heyt fettinnhold ma ekstraheres med petroleumseter (3.12) for de males.

Bestemmelse av fritt tryptofan (ekstrakt)

Vei opp en passende mengde (1-5 g) av den tillagde proven (5.1) med en neyaktighet pa 1 mg i
en erlenmeyerkolbe. Tilsett 100,0 ml saltsyre (3.13) og 5,00 ml konsentrert intern standardlesning
(3.16). Bland eller rist blandingen i 60 min med et mekanisk risteapparat eller en magnetrarer
(4.7). Etter bunnfelling pipetteres 10,0 ml av supernatanten over i et begerglass. Tilsett 5 ml
ortofosforsyre (3.14) og juster pH-verdien til 3,0 med natriumhydroksid (3.10). Tilsett
tilstrekkelig metanol (3.8) til at konsentrasjonen blir 10-30 % i sluttvolumet. Overfer til en
maélekolbe av passende storrelse og fortynn med vann til en mengde som er nedvendig for
kromatografien (omtrent samme mengde som standardkalibreringslgsningen (3.17)).

Filtrer noen ml av lgsningen gjennom et 0, 45 pm membranfilter (4.5) og injiser s inn pa
HPLC-kolonnen. G& videre til kromatografi i samsvar med punkt 5.4.

Standardlesning og ekstrakter mé beskyttes mot direkte sollys. Dersom ekstraktene ikke kan
analyseres samme dag, kan de oppbevares ved 5 °C i hoyst tre dogn.

Bestemmelse av totalinnhold av tryptofan (hydrolysat)

Vei opp 0,1-1 g av den tillagde proven (5.1) med en neyaktighet pa 0,2 mg i
polypropylenkolben (4.4). Den veide preveporsjonen ber ha et nitrogeninnhold pa ca. 10 mg.
Tilsett 8,4 g bariumhydroksidoktahydrat (3.4) og 10 ml vann. Bland med et Vortex blandeapparat
(4.8) eller en magnetrorer (4.7). La den teflonbelagte magneten vere igjen i blandingen. Veggene
i beholderen vaskes ned med 4 ml vann. Sett skrukorken lgst pé kolben og sett den inn i
autoklaven (4.6) med kokende vann i 30-60 minutter. Lukk autoklaven og autoklaver ved 110
(£2) °C i 20 timer.
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For apning senkes temperaturen i autoklaven til litt under 100 C. For & unnga krystallisering av
Ba(OH) - 8 HyO0, tilsettes den varme blandingen 30 ml romtemperert vann. Rist eller ror forsiktig.
Tilsett 2,00 ml konsentrert intern standardlgsning (a-metyltryptofan) (3.16). Kjel ned beholderne i
vann/isbad i 15 minutter.

Tilsett deretter 5 ml ortofosforsyre (3.14). Mens beholderen stér i kjolebadet, noytraliseres
lgsningen med saltsyre (3.11) under omrering. Juster pH til 3,0 med saltsyre (3.12). Tilsett
tilstrekkelig metanol (3.8) til at konsentrasjonen blir 10-30 % i sluttvolumet. Overfer til en
maélekolbe av passende storrelse og fortynn med vann til den mengde som er definert som
nedvendig for kromatografien (f.eks. 100 ml). Tilsettingen av metanol mé ikke fore til utfelling.

Filtrer noen ml av lgsningen gjennom et 0,45 um membranfilter (4.5) og injiser sé inn pé
HPLC-kolonnen. Fortsett til kromatografi i samsvar med punkt 5.4.

Standardlesning og hydrolysater ma beskyttes mot direkte sollys. Dersom hydrolysatene ikke
kan analyseres samme dag, kan de oppbevares ved 5 °C i hogyst tre degn.

HPLC-bestemmelse

Nedenstaende betingelser for isokratisk eluering er veiledende. Det kan benyttes andre
betingelser, forutsatt at de forer til tilsvarende resultater (se ogsé 9.1 og 9.2):

Vaskekromatografikolonne (4.2): 125 mm x 4 mm, Cis, 3 pm kolonnepakning eller
tilsvarende

Kolonnetemperatur: Romtemperatur

Mobil fase (3.22): 3,00 g eddiksyre (3.18) + 900 ml vann (3.1) + 50,0 ml

losning (3.21) av 1,1,1-triklor-2-metyl-2-propanol (3.19) i
metanol (3.8) (1 g/100 ml). Juster pH til 5,00 med
etanolamin (3.20). Fyll pd med vann (3.1) til 1 000 ml.

Gjennomstremningshastighet: 1 ml/min.

Total gjennomlepstid: ca. 34 min.

Detektorbelgelengde: eksitasjon: 280 nm, emisjon: 356 nm
Injeksjonsvolum: 20 pl

6. Beregning av resultater

Mengden tryptofan (X), uttrykt som g per 100 g prove, beregnes som falger:

X=(AXB X Vi x e x V2 x M)/ (Cx D x Vs x 10000 x m)

A toppareal for intern standard, standardkalibreringslasning (3.17)

B = toppareal for tryptofan, ekstrakt (5.2) eller hydrolysat (5.3)

Vi = volum i ml (2 ml) av konsentrert tryptofanlgsning (3.15), tilsatt
kalibreringslgsningen (3.17)

c = konsentrasjon i umol/ml (= 2,50) av konsentrert tryptofanlesning
(3.15), tilsatt kalibreringslgsningen (3.17)

V2 = volum i ml av konsentrert intern standardlagsning (3.16), tilsatt
ekstraktet (5.2) (= 5,00 ml) eller hydrolysatet (5.3) (= 2,00 ml)

C toppareal for intern standard, ekstrakt (5.2) eller hydrolysat (5.3)

D = toppareal for tryptofan, standardkalibreringslgsning (3.17)

Vs = volum i ml (= 2,00 ml) av konsentrert intern standardlgsning (3.16),
tilsatt standardkalibreringslesningen (3.17)

m = provens masse 1 g (korrigert til opprinnelig masse dersom produktet
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er torket og/eller avfettet)

7. Repeterbarhet

molvekt for tryptofan (= 204,23 g/mol)

Forskjellen mellom resultatene av to parallelle bestemmelser som utferes pa samme prove, ma ikke
overskride 10 % av det hayeste resultatet.

&. Resultater av en undersgkelse foretatt ved flere laboratorier

Det er gjennomfert en undersokelse foretatt ved flere laboratorier i Fellesskapet (fjerde undersekelse
foretatt ved flere laboratorier) der tre prover ble analysert av opptil 12 laboratorier for & sertifisere
hydrolysemetoden. Hver prove ble analysert fem ganger. Resultatene vises i folgende tabell:

Prove 1 Prove 2 Prove 3
Svinefor Svinefor tilsatt L- Forkonsentrat til svin
tryptofan
L 12 12 12
N 50 55 50
Gjennomsnitt [g/kg] 2,42 3,40 4,22
sr [g/kg] 0,05 0,05 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
CV: [%] 1,9 1,6 1,9
Sr [g/kg] 0,15 0,20 0,09
R [g/kg] 0,42 0,56 0,25
CVr [%] 6,3 6,0 2,2
L antall laboratorier som har levert inn resultater
n antall enkeltverdier etter eliminering av store enkeltavvik (Cochran,
Dixon outlier-test)
Sr = standardavvik for repeterbarhet
Sr = standardavvik for reproduserbarhet
T = repeterbarhet
R = reproduserbarhet
CV; = variasjonskoeffisient for repeterbarhet, %
CVr = variasjonskoeffisient for reproduserbarhet, %

Det er ogsé gjennomfert en undersgkelse foretatt ved flere laboratorier i Fellesskapet (tredje
undersgkelse foretatt ved flere laboratorier) der to prever ble analysert av opptil 13 laboratorier for &
sertifisere metoden for ekstraksjon av fritt tryptofan. Hver preve ble analysert fem ganger. Resultatene
vises i folgende tabell:

Prove 4
Blanding av soya og hvete

Blanding av soya og hvete (= prove 4)

Prove 5

tilsatt tryptofan (0,457g/kgl)

L 12 12

N 55 60
Gjennomsnitt 0,391 0,931
[e/ke]
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sr [g/kg] 0,005 0,012

r [g/kg] 0,014 0,034

CV: [%] 1,34 1,34

Sr [g/kg] 0,018 0,048

R [g/kg] 0,050 0,134

CVr [%] 4,71 5,11

L antall laboratorier som har levert inn resultater

n antall enkeltverdier etter eliminering av store enkeltavvik (Cochran,
Dixon outlier-test)

Sr = standardavvik for repeterbarhet

Sr = standardavvik for reproduserbarhet

r = repeterbarhet

R = reproduserbarhet

CV; = variasjonskoeffisient for repeterbarhet, %

CVr = variasjonskoeffisient for reproduserbarhet, %

Det er gjennomfert enda en undersokelse foretatt ved flere laboratorier i Fellesskapet der fire prover ble
analysert av opptil syv laboratorier for & sertifisere hydrolysemetoden for tryptofan. Hver prove ble
analysert fem ganger. Resultatene vises i folgende tabell:

Prove 1 Prove 2 Prove 3 Prove 4
Forblanding til | Fiskemel med lavt Soyamel Skummetmelk-
svin fettinnhold (CRM 119) pulver
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 120)
L 7 7 7 7
N 25 30 30 30
Gjennomsnitt [g/kg] 2,064 8,801 6,882 5,236
sr [g/kg] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/kg] 0,059 0,283 0,249 0,112
CV: [%] 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 4,11 4,22
L antall laboratorier som har levert inn resultater
n antall enkeltverdier etter eliminering av store enkeltavvik (Cochran,
Dixon outlier-test)
Sr = standardavvik for repeterbarhet
Sr = standardavvik for reproduserbarhet
r = repeterbarhet
R = reproduserbarhet
CV; = variasjonskoeffisient for repeterbarhet, %
CVr = variasjonskoeffisient for reproduserbarhet, %
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9. Merknader

9.1. For & oppnd bedre separasjon mellom tryptofan og a-metyltryptofan, kan felgende sarlige
kromatografiske betingelser proves:

Isokratisk eluering etterfulgt av gradientrensing av kolonnen:

Vaskekromatografikolonne: 125 mm x 4 mm, Cis, 5 pm kolonnepakning eller tilsvarende

Kolonnetemperatur: 32°C

Mobil fase: A: 0,01 mol/l KH, PO4 /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

Gjennomstregmningshastighet: 1,2 ml/min

Total gjennomlepstid: ca. 33 min

9.2. Kromatografien vil variere alt etter hvilken type HPLC og kolonnepakning som benyttes. Systemet
som velges, ma veere i stand til & separere basislinjen mellom tryptofan og intern standard. Det er
dessuten viktig at nedbrytingsprodukter skilles fullstendig fra tryptofan og intern standard. Det ber
kjeres hydrolysater uten intern standard for & kontrollere at det ikke ligger urenheter pa basislinjen
under den interne standarden. Det er viktig at gjennomlepstiden er lang nok til at alle
nedbrytingsprodukter elueres, ellers kan sene elueringstopper virke forstyrrende inn pé etterfolgende
kromatograferinger.

Kromatograferingssystemet skal gi linezer respons i driftsintervallet. Responsen skal méles med
konstant (dvs. normal) konsentrasjon av intern standard og varierende konsentrasjoner av
tryptofan. Det er viktig at toppheyden bade for tryptofan og for intern standard ligger innenfor
HPLC/fluorescenssystemets lineare intervall. Dersom toppheyden(e) for tryptofan og/eller intern
standard er for lav(e) eller for hay(e), ma analysen gjeres pa nytt med en annen provestarrelse
og/eller et annet sluttvolum.

9.3. Bariumhydroksid

Bariumhydroksid blir etter hvert vanskeligere & lgse opp. Dette betyr at losningen for HPLC-
bestemmelse blir uklar, noe som kan gjere at resultatene for tryptofan blir for lave.

H. Bestemmelse av raolje og -fett

1. Formaél og virkeomrade

Denne metoden anvendes for & bestemme innholdet av raoljer og -fett i forvarer. Den er ikke beregnet
pa analyse av oljeholdige fre og frukter.

Bruken av de to framgangsmétene som beskrives nedenfor, er avhengig av typen og sammensetningen
av forvarene og av grunnen til at analysen gjennomfoeres.
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1.1. Metode A — Raoljer og -fett som kan ekstraheres direkte

Denne metoden kan anvendes pé ublandede forvarer av vegetabilsk opprinnelse, unntatt de som
kommer inn under virkeomridet for metode B.

1.2. Metode B — Totalt rdfett og -olje

Denne metoden kan anvendes pé ublandede forvarer av animalsk opprinnelse og pa alle
forblandinger. Den skal anvendes pa alle forvarer som réoljer og -fett ikke kan ekstraheres direkte
fra uten forutgiende hydrolyse (f.eks. gluten, gjaer, potetproteiner og produkter som gjennomgar
prosesser som ekstrudering, bearbeiding til flak og oppvarming).

1.3. Tolking av resultater

I alle tilfeller der det oppnés hayere resultat ved bruk av metode B enn ved metode A, skal
resultatet som oppnés ved metode B, aksepteres som den sanne verdi.

2. Prinsipp

2.1. Metode A

Ekstraher proven med petroleumseter. Destiller av losemiddelet og terk og vei restmengden.

2.2. Metode B

Hydrolyser preven under oppvarming med saltsyre. Avkjel og filtrer blandingen. Vask og terk
restmengden, som deretter bestemmes som i metode A.

3. Reagenser

3.1. Petroleumseter, kokeomrade: 40—60 °C. Bromverdien mé vare mindre enn 1, og restmengden etter
fordamping mindre enn 2 mg/100 ml.

3.2 Vannfritt natriumsulfat.
3.3. Saltsyre, ¢ = 3 mol/l.

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

4. Utstyr
4.1. Ekstraksjonsapparat. Dersom det er utstyrt med hevert (Soxhlet-apparat), ma tilbakestremningen

innstilles slik at det skjer ca. 10 temminger per time. Dersom apparatet ikke er utstyrt med hevert, bar
tilbakestremningen vere ca. 10 ml per minutt.

4.2. Ekstraksjonshylser som er fri for stoffer som kan oppleses i petroleumseter, og som har en porgsitet i
samsvar med kravene i 4.1.
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Terkeovn, enten en vakuumterkeovn innstilt pd 75 + 3 °C eller terkeovn med atmosfeerisk trykk
innstilt pa 100 + 3 °C.

5. Framgangsmate

5.1.

5.2.

Metode A (se merknad 8.1)

Vei opp 5 g av praven med en ngyaktighet pa 1 mg, overfor til en ekstraksjonshylse (4.2) og
dekk til med en fettfri bomullspropp.

Plasser hylsen i et ekstraksjonsapparat (4.1) og ekstraher i seks timer med petroleumseter (3.1).

Petroleumseterekstraktet oppsamles i en torr, tarert kolbe som inneholder fragmenter av pimpstein
32

Destiller fra losemiddelet. Restmengden terkes deretter i halvannen time i terkeovnen (4.3). La
avkjole i eksikator og vei. La torke en gang til i 30 minutter for & sikre at vekten av fettet forblir
konstant (vekttapet fra den ene veiingen til den annen méa vere mindre 1 mg).

Metode B

Vei opp 2,5 g av proven med en noyaktighet pd 1 mg (se merknad 8.2), hell over i et begerglass
pa 400 ml eller en erlenmeyerkolbe pa 300 ml og tilsett 100 ml saltsyre (3.3) og noen fragmenter
av pimpstein. Dekk til begerglasset med et urglass eller utstyr erlenmeyerkolben med en
tilbakelapskjeler. Sett blandingen over en lav flamme eller pa varmeplate og kok pé svak varme i
én time. Produktet ma ikke fa feste seg til veggen i beholderen.

Avkjel beholderen og tilsett nok filtreringsmiddel (3.4) til at olje og fett ikke gar tapt under
filtreringen. Filtrer gjennom et fuktig, fettfritt, dobbelt filterpapir. Restmengden vaskes i kaldt
vann til filtratet er neytralt. Kontroller at filtratet ikke inneholder fett. Forekomst av olje og fett
viser at proven mé ekstraheres med petroleumseter for hydrolysen ved bruk av metode A.

Det doble filterpapiret med restmengden legges pé et urglass og tarkes i halvannen time i
tarkeovnen (4.3) ved 100 + 3 °C.

Det doble filterpapiret med den terre restmengden plasseres i en ekstraksjonshylse (4.2) og
dekkes med en fettfri bomullspropp. Plasser hylsen i et ekstraksjonsapparat (4.1) og fortsett
prosessen som angitt i 5.1 annet og tredje ledd.

32 Dersom fettet senere skal undersekes kvalitativt, erstattes pimpsteinfragmentene med glasskuler.

6. Beregning av resultater

Resultatet av veiingen uttrykkes som en prosentdel av praven.

7. Repeterbarhet

Forskjellen mellom resultatene av to parallelle bestemmelser som utferes pd samme preve og av samme
analytiker, skal ikke overskride:
- 0,2 % i absolutt verdi for et innhold av rdolje og -fett pa under 5 %,
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- 4,0 % av det hgyeste resultatet for et innhold pa 5-10 %,
- 0,4 % i absolutt verdi for et innhold over 10 %.

&. Merknader

&.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

For produkter med et hayt innhold av olje og fett som er vanskelige & knuse eller som er uegnet til
uttak av en homogen redusert prove, kan felgende framgangsmate folges:

Vei opp 20 g av preven med en neyaktighet pd 1 mg og bland med 10 g eller mer vannfritt
natriumsulfat (3.2). Ekstraher deretter med petroleumseter (3.1) som angitt i 5.1. Ekstraktet som er
framstilt, fortynnes til 500 ml med petroleumseter (3.1) og blandes. Hell 50 ml av lgsningen i en
liten, terr, tarert kolbe som inneholder noen fragmenter av pimpstein. Destiller fra losemiddelet, la
restmengden terke, og fortsett prosessen som angitt i 5.1 siste ledd.

Fjern lesemiddelet fra ekstraksjonsresten som er igjen i ekstraksjonshylsen og knus
restmengden til en finhet pad 1 mm. Legg produktet tilbake til ekstraksjonshylsen (uten & tilsette
natriumsulfat), og fortsett deretter prosessen som angitt i 5.1 annet og tredje ledd.

Innholdet av rafett og -olje beregnes som en prosentandel av preven ved bruk av falgende
formel:

(10 m; +m2) x5

der:

m = restmengdens masse i gram etter forste ekstraksjon (delmengden av
ekstraktet),

m; = restmengdens masse i gram etter annen ekstraksjon. |

For produkter med lavt fettinnhold kan vekten av proven gkes til 5 g.

For til kjeledyr med heyt vanninnhold kan métte blandes med vannfritt natriumsulfat fer hydrolyse
og ekstraksjon som ved metode B.

15.2 kan varmt vann vaere mer effektivt enn kaldt vann til vasking av restmengden etter filtreringen.

For visse forvarer kan det vere nedvendig & forlenge terketiden til over halvannen time. Overdreven
tarking ber unngéas fordi dette kan fore til lave resultater. Mikrobglgeovn kan ogsa benyttes.

Preekstraksjon med metode A for hydrolyse og reekstraksjon med metode B anbefales dersom
innholdet av raolje/-fett er hgyere enn 15 %. Dette avhenger til en viss grad av type forvare og type
olje/fett i forvaren.
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I. Bestemmelse av innhold av trevler

1. Formél og virkeomrade

Denne metoden gjor det mulig & bestemme en forvares innholdet av fettfrie organiske stoffer som er
uleselige i sure og alkaliske miljger, og som vanligvis betegnes som trevler.

2. Prinsipp

Preven, om nedvendig avfettet, behandles med kokende lesninger av svovelsyre og deretter
kaliumhydroksid i bestemte konsentrasjoner. Restmengden utskilles ved filtrering pé et sintret glassfilter,
vaskes, torkes, veies og foraskes ved 475-500 °C. Vekttapet ved foraskningen svarer til prevens innhold
av trevler.

3. Reagenser

3.1. Svovelsyre, ¢ = 0,13 mol/l.

3.2 Antiskummiddel (f.eks. n-oktanol).

3.3. Filtreringsmiddel (Celite 545 eller tilsvarende), oppvarmet til 500 °C i fire timer (8.6).

34. Aceton.

3.5. Petroleumseter, kokeomrade 40—60 °C.

3.6. Saltsyre, ¢ = 0,5 mol/l.

3.7. Kaliumhydroksidlesning, ¢ = 0,23 mol/I.

4. Utstyr

4.1. Oppvarmingsenhet for oppslutning med lgsninger av svovelsyre eller kaliumhydroksid, utstyrt med en
stotte for filterdigelen (4.2), et ror med ventil mot vakuum og avlep, og eventuelt med trykkluft.
Oppvarmingsenheten forhdndsoppvarmes hver dag fer bruk med kokende vann i fem minutter.

4.2. Glassfilterdigel med filterplate av sintret glass med en poresitet pa 40-90 um. For forste gangs bruk
ma digelen varmes opp til 500 °C i et par minutter og deretter kjoles (8.6).

4.3. Sylinder p& minst 270 ml med reflukskjeler, egnet til koking.

4.4. Terkeovn med termostat.

4.5. Muffelovn med termostat.
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4.6. Ekstraksjonsenhet med stette for filterdigelen (4.2) og et utslippsrer med ventil mot vakuum og avlep.

4.7. Sammenfoyningsringer for montering av oppvarmingsenheten (4.1), digelen (4.2) og sylinderen (4.3)
og tilkopling av den kalde ekstraksjonsenheten (4.6) og digelen.

5. Framgangsmate

Vei opp 1 g av den tillagde praven med 1 mg neyaktighet, plasser den i digelen (4.2) (se merknad 8.1,
8.2 0g 8.3) og tilsett 1 g filtreringsmiddel (3.3).

Sett sammen oppvarmingsenheten (4.1) og filterdigelen (4.2), og fest deretter sylinderen (4.3) til
digelen. Hell 150 ml kokende svovelsyre (3.1) i den sammensatte sylinderen og digelen og tilsett om
ngdvendig noen draper antiskummiddel (3.2).

Varm opp vaesken til kokepunktet pa 5 + 2 minutter og la den fosskoke i ngyaktig 30 minutter.

Apne ventilen mot utslippsreret (4.1), filtrer svovelsyren gjennom filterdigelen under vakuum og vask
restmengden tre ganger med 30 ml kokende vann. Pése at restmengden filtreres tert etter hver vask.

Steng utslippsventilen, hell 150 ml kokende kaliumhydroksidlgsning (3.7) i den sammensatte sylinderen
og digelen og tilsett noen dréper antiskummiddel (3.2). Varm opp vesken til kokepunktet pa 5 + 2
minutter og la den fosskoke i ngyaktig 30 minutter. Filtrer og gjenta vaskeprosessen som for svovelsyre.

Etter siste vask og terking frakoples digelen med innhold og festes til den kalde ekstraksjonsenheten
(4.6). Vask restmengden i digelen tre ganger med 25 ml aceton (3.4) under vakuum, og pase at
restmengden filtreres tort etter hver vask.

Terk digelen til konstant vekt i ovnen ved 130 °C. La den kjeles i en eksikator etter hver terking og vei
den raskt. Sett digelen i en muffelovn og la den foraskes til konstant vekt (massetap mellom to pafelgende
veiinger mé vere mindre enn eller lik 2 mg) ved 475-500 °C i minst 30 minutter

Etter hver oppvarming kjeles digelen forst i ovnen og deretter i eksikatoren for den veies.

Foreta en blindpreve uten proven. Vekttapet ved foraskning méa ikke overskride 4 mg.

6. Beregning av resultater

Prevens prosentinnhold av trevler er gitt ved formelen:

X = ((mp —my) x 100) / (m) der:

m = provens masse i g,
mo = vekttap (i g) ved foraskning nar preven bestemmes kvantitativt,
m = vekttap (i g) ved foraskning under blindpreven.

7. Repeterbarhet

Forskjellen mellom resultatene av to parallelle bestemmelser som utferes pa samme prove, skal ikke
overskride:
- 0,6 % i absolutt verdi for innhold av trevler pa under 10 %,

- 6 % 1 forhold til hgyere resultater for innhold av trevler pé 10 % eller mer.
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&. Merknader

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

Forvarer med et rafettinnhold pé over 10 % mé avfettes med petroleumseter (3.5) for analysen.
Filterdigelen (4.2) med innhold koples til den kalde ekstraksjonsenheten (4.6), og restmengden vaskes
under vakuum med 30 ml petroleumseter tre ganger. Pdse at restmengden er tort. Kople digelen og
med innhold til oppvarmingsenheten (4.1). Fortsett deretter som angitt i 5.

Forvarer som inneholder fett som ikke kan ekstraheres direkte med petroleumseter (3.5), skal avfettes
som angitt i 8.1 og avfettes pa nytt etter koking med syre. Etter koking med syre og pafelgende
vasking koples digelen med innhold til den kalde ekstraksjonsenheten (4.6) og vaskes tre ganger med
30 ml aceton og deretter tre ganger med 30 ml petroleumseter. Filtrer under vakuum til den er torr og
fortsett analysen som beskrevet i 5, fra behandlingen med kaliumhydroksid.

Dersom forvaren inneholder over 5 % karbonater, uttrykt som kalsiumkarbonat, koples digelen (4.2)
med den veide proven til oppvarmingsenheten (4.1). Vask preven med 30 ml saltsyre (3.6) tre ganger.
La preven st i ca. ett minutt etter hver tilsetting for filtrering. Vask en gang med 30 ml vann og
fortsett deretter som angitt i 5.

Dersom det brukes et apparat i form av et stativ (flere digler festet til samme oppvarmingsenhet), mé
det ikke foretas to forsek pd samme prove i samme serie.

Dersom det er vanskelig & filtrere syrelgsningene og de basiske lasningene etter koking, bruk
trykkluft gjennom oppvarmingsenhetens utslippsrer og fortsett deretter filtreringen.

For & forlenge glassfilterdiglenes levetid ber temperaturen ved foraskning ikke overskride 500 °C.
Serg for & unngé temperatursjokk under oppvarming og avkjeling.

J. Bestemmelse av sukker

1. Formél og virkeomride

Denne metoden gjer det mulig & bestemme mengden av reduserende sukker og totalt sukkerinnhold etter
invertering, uttrykt som glukose, eller der det passer, som sukrose, omregnet med faktoren 0,95. Metoden
gjelder for forblandinger. Serskilte metoder er fastsatt for andre forvarer. Laktosen kan eventuelt males
atskilt, og det skal tas hensyn til dette ved beregning av resultatene.

2. Prinsipp

Sukkeret ekstraheres i fortynnet etanol, og lesningen klares med Carrez-losning I og II. Etter at etanolen
er fjernet, bestemmes kvantiteten for og etter invertering etter Luff-Schoorl-metoden.

3. Reagenser
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3.1. Etanollgsning 40 % etanol (v/v) tetthet: 0,948 ved 20 °C, ngytralisert til fenolftalein.

3.2 Carrez-losning I: Les opp 21,9 g sinkacetat Zn(CH3COO), 2H,0 og 3 g iseddik i vann. Fyll opp til
100 ml med vann.

3.3. Carrez-lgsning II: Les opp 10,6 g kaliumferrocyanid K4Fe (CN)s 3H>O i vann. Fyll opp til 100 ml
med vann.

34. 0,1 % lgsning (w/v) av heliantin (metyloransje).
3.5. Saltsyre 4 mol/l.

3.6. Saltsyre 0,1 mol/I.

3.7. Natriumhydroksidlgsning 0,1 mol/l.

3.8. Luff-Schoorl-reagens:

Mens det rores forsiktig, helles sitronsyrelesningen (3.8.2) i natriumkarbonatlesningen (3.8.3).
Tilsett koppersulfatlesningen (3.8.1) og fyll opp til 1 I med vann. La det std over natten og filtrer.

Kontroller konsentrasjonen av reagensen som har oppstétt (Cu 0,05 mol/l; Na, CO; 1 mol/l). Se
(5.4) siste ledd. Lesningens pH skal vere ca. 9,4.

3.8.1. Koppersulfatlgsning: Les opp 25 g koppersulfat Cu SO4 SH-O, fritt for jern, i 100 ml vann.
3.8.2. Sitronsyrelgsning: Las opp 50 g sitronsyre C¢ Hs O7 - H,0O, 1 50 ml vann.

3.8.3. Natriumkarbonatlesning: Les opp 143,8 g vannfritt natriumkarbonat i ca. 300 ml varmt vann. La det
avkjoles.

3.9. Lesning av natriumtiosulfat 0,1 mol/l.

3.10.  Stivelseslgsning: En blanding av 5 g oppleselig stivelse 1 30 ml vann tilsettes til 1 1 kokende vann.
Kok i tre minutter, la det avkjeles, og tilsett om nedvendig 10 mg kvikkselvjodid som
konserveringsmiddel.

3.11.  Svovelsyre 3 mol/l.
3.12. 30 % lgsning (w/v) av kaliumjodid.
3.13.  Granulert pimpstein kokt i saltsyre, vasket i vann og terket.

3.14.  3-metyl-1-butanol.
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4. Utstyr

Blandeapparat (mekanisk risteapparat): ca. 3540 opm.

5. Framgangsmate

5.1.

5.2.

5.3.

54.

Uttrekk av proven

Vei opp 2,5 g av proven, med en neyaktighet pd 1 mg, og plasser i en 250 ml mélekolbe. Tilsett
200 ml etanol (3.1) og bland i en time i risteapparatet. Tilsett 5 ml Carrez-lasning I (3.2) og rist i
ca. 30 sekunder. Tilsett 5 ml Carrez-lgsning II (3.3), og rist i ett minutt igjen. Fyll opp til merket
med etanol (3.1), homogeniser og filtrer. Ta av 200 ml av filtratet og damp inn til omtrent halve
volumet for & fjerne mesteparten av etanolen. Overfor inndampingsresten kvantitativt til en 200
ml mélekolbe ved hjelp av varmt vann, avkjel, fyll pa vann opp til merket, homogeniser og filtrer
om ngdvendig. Denne lgsningen brukes til & bestemme mengden av reduserende sukker, og etter
invertering, mengden av totalsukker.

Bestemmelse av reduserende sukker

Bruk en pipette til & ta av en mengde lgsning som ikke overskrider 25 ml, og som inneholder
under 60 mg reduserende sukker, uttrykt som glukose. Om nedvendig fylles det pd destillert vann
til 25 ml, og innholdet av reduserende sukker bestemmes etter Luff-Schoorl-metoden. Resultatet
uttrykkes som prosentandel glukose i preven.

Bestemmelse av totalsukker etter invertering

Bruk en pipette til & ta ut 50 ml av lgsningen, og overfor mengden til en 100 ml malekolbe.
Tilsett noen fa dréper heliantin (3.4) og deretter saltsyre (3.5), forsiktig og under stadig omrering,
til vaesken blir tydelig red. Tilsett 15 ml saltsyre (3.6), sett kolben i vannbad som koker kraftig, og
hold den der i 30 minutter. Avkjel raskt til ca. 20 °C og tilsett 15 ml natriumhydroksidlgsning
(3.7). Fyll pa vann til 100 ml-merket og homogeniser. Ta av en mengde som ikke overskrider 25
ml, og som inneholder under 60 mg reduserende sukker, uttrykt som glukose. Om nadvendig
fylles det pa destillert vann til 25 ml, og innholdet av reduserende sukker bestemmes etter Luff-
Schoorl-metoden. Resultatet uttrykkes som prosentandel glukose i preven, eller ved & multiplisere
med faktoren 0,95 for sukrose.

Titrering etter Luff-Schoorl-metoden

Bruk en pipette til & ta 25 ml Luff-Schoorl-reagens (3.8) som overfores til en 300 ml
erlenmeyerkolbe. Tilsett noyaktig 25 ml av den klarede sukkerlesningen. Tilsett to korn pimpstein
(3.13), varm opp mens det rares for hand, over en dpen flamme av middels hayde, og kok opp
vaesken pa ca. to minutter. Sett straks erlenmeyerkolben pa et tradnett kledt med asbest, med et
hull pa ca. 6 cm i diameter med en flamme under. Flammen skal reguleres slik at bare bunnen av
erlenmeyerkolben oppvarmes. Monter en reflukskjeler pa erlenmeyerkolben. Kok i ngyaktig ti
minutter. Avkjel straks i kaldt vann, og etter ca. fem minutter titrer pa felgende mate:

Tilsett 10 ml kaliumjodidlesning (3.12) og deretter straks (forsiktig, pa grunn av risikoen for
stor skumdannelse) 25 ml svovelsyre (3.11). Titrer med natriumtiosulfatlgsning (3.9) til det
kommer fram en matt gul farge, tilsett stivelsen (3.10) som indikator og gjer ferdig titreringen.
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Utfor den samme titreringen pa en ngyaktig oppmalt blanding av 25 ml Luff-Schoorl-reagens
(3.8) og 25 ml vann, etter at det er tilsatt 10 ml kaliumjodid (3.12) og 25 ml svovelsyre (3.11) uten
at det koker.

6. Beregning av resultater

Beregn ved hjelp av tabellen nedenfor mengden av glukose i mg, som tilsvarer forskjellen mellom
resultatene av de to titreringene, uttrykt i mg natriumtiosulfat 0,1 mol/l. Resultatet uttrykkes som en
prosentandel av proven.

7. Seerskilte framgangsmaéter

7.1.

7.2.

Av forvarer med heyt innhold av melasse, og av andre forvarer som er lite homogene, veies det opp
20 g som overfores til en 1 1 mélekolbe med 500 ml vann. Bland i en time i risteapparatet. Klar ved &
bruke Carrez I- (3.2) og II-reagensene (3.3) slik det er beskrevet under 5.1, men denne gangen brukes
det fire ganger storre mengder av hver reagens. Fyll opp til merket med 80 % etanol (v/v).

Homogeniser og filtrer. Fjern etanolen slik det er beskrevet under 5.1. Dersom det ikke finnes
dekstrinert stivelse, fylles det pa destillert vann opp til merket.

Av melasse og ublandede forvarer som har heyt innhold av sukker og er nesten fti for stivelse
(johannesbred, terkede snitter av bete osv.), veies det opp 5 g som overfores til en 250 ml mélekolbe.
Tilsett 200 ml destillert vann og bland i risteapparatet i en time eller mer om nedvendig. Klar ved a
bruke Carrez I- (3.2) og Il-reagensene (3.3) slik det er beskrevet under 5.1. Fyll opp til merket med
kaldt vann, homogeniser og filtrer. For & bestemme mengden av totalsukker benyttes framgangsméten
som er beskrevet under 5.3.

8. Merknader

8.1.

8.2.

8.3.

8.3.1.

8.3.2.

For & hindre skumdannelse er det tilrddelig 4 tilsette (uavhengig av volumet) ca. 1 ml 3-metyl-1-
butanol (3.14) fer koking med Luff-Schoorl-reagensen.

Forskjellen mellom innholdet av totalsukker etter invertering, uttrykt som glukose, og innholdet av
reduserende sukker, uttrykt som glukose, gir, multiplisert med 0,95, innholdet av sukrose i prosent.

For & bestemme innholdet av reduserende sukker, med unntak for laktose, kan to metoder anvendes:

For en omtrentlig beregning multipliseres laktoseinnholdet som er funnet ved en separat
analysemetode, med 0,675, og resultatet trekkes fra innholdet av reduserende sukker.

For en noyaktig beregning av reduserende sukker, unntatt laktose, ma den samme prgven brukes i de
to endelige bestemmelsene. En av analysene utferes pa en del av lgsningen som ble oppnadd under
5.1, den andre pa den delen av lgsningen som ble oppnadd ved den bestemmelsen av laktose etter
metoden fastlagt for det formalet (etter fermentering av de andre typene sukker og klaring).
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I begge tilfeller bestemmes mengden av sukker som finnes, etter Luff-Schoorl-metoden og
beregnes i mg av glukose. En av verdiene trekkes fra den andre, og forskjellen uttrykkes som en
prosentandel av proven.

Eksempel.:
De to volumene som er tatt ut, tilsvarer en prave pa 250 mg for hver bestemmelse.

I det forste tilfellet forbrukes 17 ml av natriumtiosulfatlesning 0,1 mol/l, som tilsvarer 44,2 mg
glukose, mens det i det andre tilfellet forbrukes 11 ml, svarende til 27,6 mg glukose.

Forskjellen utgjer 16,6 mg glukose.
Innholdet av reduserende sukker (unntatt laktose), beregnet som glukose, er derfor:

((4%16,6)/(10))=(6,64 %)

Tabell over verdiene for 25 ml Luff-Schoorl-reagens

ml Naz 8203 0, 1 mol/l, oppvarming i to mi , koking i ti
Na; S:03 Glukose, fruktose, Laktose Maltose Na:S2 O3
0,1 mol/l invertsukker Ciz H22 Onn Ci2 H22 Onn 0,1 mol/l
Cs Hi2 Os
Mi mg Sorskjell mg Sforskjell mg Sforskjell ml
1 2.4 2.4 3,6 3,7 39 39 1
2 4.8 2,4 73 3,7 7.8 39 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 39 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 332 3.8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2.7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3.8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23

K. Kvantitativ bestemmelse av laktose

1. Formél og virkeomrade

Denne metoden gjor det mulig & bestemme innholdet av laktose i forvarer som inneholder mer enn 0,5
% laktose.

2. Prinsipp

Les opp sukkeret i vann. Lgsningen fermenteres med gjaeren Saccharomyces cerevisiae, som ikke
angriper laktosen. Etter klaring og filtrering skal laktoseinnholdet i filtratet bestemmes med Luff-Schoorl-
metoden.
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3. Reagenser

3.1. Suspensjon av Saccharomyces cerevisiae: 25 g fersk gjeer oppslemmes i 100 ml vann. Suspensjonen
er holdbar 1 hoyst en uke i kjoleskap.

3.2 Carrez-losning I: Les opp 21,9 g sinkacetat Zn (CH3 COO), 2H,O og 3 g iseddik 1 vann. Fyll opp til
100 ml med vann.

3.3. Carrez-losning II: Los opp 10,6 g kaliumferrocyanid K4Fe (CN)s 3H>O i vann. Fyll opp til 100 ml
med vann.

34. Luff-Schoorl-reagens:

Mens det rores forsiktig, helles sitronsyrelesningen (3.4.2) i natriumkarbonatlesningen (3.4.3).
Tilsett koppersulfatlesningen (3.4.1) og fyll pa vann til 1 1. La det std over natten og filtrer.
Kontroller konsentrasjonen av reagensen som har oppstatt (Cu 0,05 N; Na, CO; 1 mol/l).
Losningens pH skal vare ca. 9,4.

3.4.1. Koppersulfatlgsning: Les opp 25 g koppersulfat Cu SO4 SH-O, fritt for jern, i 100 ml vann.

3.4.2. Sitronsyrelesning: Les opp 50 g sitronsyre CsHs O7-H>O 1 50 ml vann.

3.4.3. Natriumkarbonatlesning: Les opp 143,8 g vannfritt natriumkarbonat i ca. 300 ml varmt vann. La det
avkjeles.

3.5. Granulert pimpstein kokt i saltsyre, vasket i vann og terket.

3.6. Kaliumjodidlgsning, 30 % (w/v).

3.7. Svovelsyre 3 mol/l.

3.8. Natriumtiosulfatlgsning 0,1 mol/l.

3.9. Stivelseslgsning: En blanding av 5 g oppleselig stivelse i 30 ml vann tilsettes til 1 1 kokende vann.
Kok i tre minutter, la det avkjeles, og tilsett om ngdvendig 10 mg kvikkselvjodid som
konserveringsmiddel.

4. Utstyr

Vannbad med termostat innstilt pa 38—40 °C.

5. Framgangsmate

Vei opp 1 g av praven, med en neyaktighet pa 1 mg, og ha denne praveporsjonen over i en 100 ml
malekolbe. Tilsett 25-30 ml vann. Sett kolben i kokende vann i 30 minutter og avkjel den deretter til ca.
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35 °C. Tilsett 5 ml av gjeersuspensjonen (3.1) og homogeniser. La kolben sta i to timer i vannbad ved en
temperatur pa 38—40 °C. Avkjel til ca. 20 °C.

Tilsett 2,5 ml Carrez-lgsning I (3.2) og rist i 30 sekunder. Tilsett deretter 2,5 ml av Carrez-lgsning 11
(3.3) ogrist igjen 1 30 sekunder. Fyll opp til 100 ml med vann, bland og filtrer. Ved & bruke en pipette tas
det av en mengde filtrat som ikke overskrider 25 ml, og som fortrinnsvis inneholder 40-80 mg laktose, og
dette overfores til en 300 ml erlenmeyerkolbe. Om nedvendig fylles det opp til 25 ml med vann.

Utfer en blindpreve pa samme mate med 5 ml av gjaersuspensjonen (3.1). Bestem laktoseinnholdet i
henhold til Luff-Schoorl pa felgende mate: Tilsett neyaktig 25 ml Luff-Schoorl-reagens (3.4) og to korn
pimpstein (3.5). Ror for hdnd mens det varmes opp over en dpen flamme av middels hayde, og kok opp
vaesken pa ca. to minutter. Sett straks erlenmeyerkolben pé et tradnett kledt med asbest, med et hull pé ca.
6 cm i diameter med en flamme under. Flammen skal reguleres slik at bare bunnen av erlenmeyerkolben
oppvarmes. Monter en reflukskjeler pa erlenmeyerkolben. Kok i neyaktig ti minutter. Avkjel straks i kaldt
vann, og etter ca. fem minutter titrer pa folgende mate:

Tilsett 10 ml kaliumjodidlesning (3.6) og deretter straks (forsiktig, pd grunn av risikoen for stor
skumdannelse) 25 ml svovelsyre (3.7). Titrer med natriumtiosulfatlesning (3.8) til det oppstér en matt gul
farge, tilsett stivelsen (3.9) som indikator og gjer ferdig titreringen.

Utfer den samme titreringen pa en ngyaktig oppmalt blanding av 25 ml Luff-Schoorl-reagens (3,4) og
25 ml vann, etter at det er tilsatt 10 ml kaliumjodid (3.12) og 25 ml svovelsyre (3.11) uten at det koker.

6. Beregning av resultater

Beregn ved hjelp av tabellen nedenfor mengden av laktose i mg, som tilsvarer forskjellen mellom
resultatene av de to titreringene, uttrykt i mg natriumtiosulfat 0,1 mol/l.

Resultatene, som svarer til innhold av vannfti laktose, uttrykkes som en prosentandel av proven.

7. Merknad

For produkter som inneholder mer enn 40 % gjeeringsdyktig sukker, brukes det mer enn 5 ml av
gjarsuspensjonen (3.1).

Tabell over verdiene for 25 ml Luff-Schoorl-reagens
ml Naz S20;3 0, 1 mol/l, oppvarming i to minutter, koking i ti minutter
Na; S:03 Glukose, fruktose, Laktose Maltose Na: Sz O3
0,1 mol/l invertsukker Ci2 H22 Onn Ci2 H22 Onn 0,1 mol/l
Cs Hi2 O
Mi mg Sorskjell mg Sorskjell mg Sforskjell ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 39 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7.8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 39 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3.8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 42 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 43 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 44 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
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23 62,2 88,0 94,6 23

L. Bestemmelse av stivelse
Polarimetrisk metode

1. Formal og virkeomrade

Denne metoden gjor det mulig & bestemme innholdet av stivelse og nedbrytningsprodukter av stivelse
med hoy molekylvekt i forvarer med sikte pd samsvarskontroll med fastsatt energiinnhold (bestemmelsene
i vedlegg VII) og radsdirektiv 96/25/EF>>.

33 EFTL 125 av 23.5.1996, s. 35.

2. Prinsipp

Metoden omfatter to bestemmelser. I den forste bestemmelsen behandles den oppvarmede preven med
fortynnet saltsyre. Etter klaring og filtrering males losningens optiske dreining ved polarimetri.

I den andre bestemmelsen ekstraheres preven med 40 % etanol. Etter at filtratet er syrnet med saltsyre,
klaret og filtrert, males lgsningens optiske dreining pad samme méte som i den forste bestemmelsen.

Forskjellen mellom de to mélte verdiene, multiplisert med en kjent faktor, gir prevens innhold av
stivelse.
3. Reagenser
3.1. Saltsyre 25 % (w/w), tetthet: 1 126 g/ml.

3.2. Saltsyrelesning 1,13 % (w/v).

Konsentrasjonen ma kontrolleres ved titrering med en natriumhydroksidlgsning 0,1 mol/l
sammen med metylredt 0,1 % (w/v) i etanol 94 % (v/v). Til neytralisering av 10 ml trengs 30,94
ml NaOH 0,1 mol/I.

3.3. Carrez-losning I: Las opp 21,9 g sinkacetat dihydrat Zn(CHs COO), 2H,0 og 3 g iseddik i vann, Fyll
opp med vann til 100 ml.

3.4. Carrez-losning II: Los opp 10,6 g kaliumheksacyanoferrat II trihydrat K4 Fe(CN)s 3H,O i vann. Fyll
opp med vann til 100 ml.

3.5. Etanol 40 % (v/v) tetthet: 0,948 g/ml ved 20 °C.

4. Utstyr

4.1. 250 ml erlenmeyerkolbe, forsynt med slipt glasspropp og reflukskjeler.

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702



4.2.

59

Polarimeter eller sakkarimeter.

5. Framgangsmate

5.1.

5.2.

5.3.

Tillaging av preven

Proven skal knuses sa fint at hele praven kan passere gjennom en sikt med runde hull med
diameter 0,5 mm.

Bestemmelse av den totale optiske dreining (P eller S) (se merknad 7.1)

Vei opp 2,5 g av den knuste proven med en neyaktighet pd 1 mg i en mélekolbe pd 100 ml og
tilsett 25 ml saltsyre (3.2). Rist blandingen til stoffet er jevnt fordelt og tilsett deretter ytterligere
25 ml saltsyre (3.2). Sett til slutt kolben i et kokende vannbad og rist kraftig og jevnt de ferste tre
minutter for & hindre at stoffet klumper seg. Det ma vaere sa mye vann i vannbadet at kokingen
fortsetter nar kolben settes ned i det. Kolben ma ikke tas ut av vannet under ristingen. Etter
ngyaktig 15 minutter tas den opp av vannbadet for det tilsettes 30 ml kaldt vann og blandingen
straks avkjeles til 20 °C.

Tilsett 5 ml Carrez-losning I (3.3) og rist blandingen i ca. 30 sekunder. Deretter tilsettes 5 ml
Carrez-losning II (3.4), og blandingen ristes igjen i ca. 30 sekunder. Fyll opp kolben til merket
med vann, rist og filtrer. Dersom filtratet ikke blir helt klart, noe som sjelden forekommer, gjentas
bestemmelsen med en storre mengde Carrez-lgsning I og 11, f.eks. 10 ml.

Losningens optiske dreining méles med polarimeter eller sakkarimeter i et rer p4 200 mm.

Bestemmelse av den optiske dreining (P' eller S') av stoffer som er laselige 1 40 % etanol

Vei opp 5 g av praven med en ngyaktighet pad 1 mg i en malekolbe pa 100 ml og tilsett ca. 80 ml
etanol (3.5) (se merknad 7.2). Sett kolben til side i en time ved romtemperatur. I dette tidsrommet
ristes kolben kraftig seks ganger slik at preven blir grundig blandet med etanolen. Fyll opp kolben
til merket med etanol (3.5), bland og filtrer.

Overfor 50 ml av filtratet (= 2,5 g av preven) med pipette til en erlenmeyerkolbe pa 250 ml,
tilsett 2,1 ml saltsyre (3.1) og rist kolben kraftig. Erlenmeyerkolben pasettes reflukskjeleren og
plasseres deretter i et kokende vannbad. Etter ngyaktig 15 minutter tas erlenmeyerkolben opp av
vannbadet, innholdet overferes til en malekolbe pa 100 ml, skylles med litt kaldt vann og avkjeles
til 20 °C.

Deretter klares det ved tilsetting av Carrez-lasningene I (3.3) og II (3.4), kolben fylles opp til
merket med vann, ristes og filtreres, og den optiske dreining males som beskrevet i 5.2 annet og
tredje ledd.

6. Beregning av resultater

Stivelsesinnholdet i % beregnes som folger:

6.1.

Polarimetriske mélinger

Prosent stivelse (%) = ((2 000 (P — P")) / ([a]p**"))
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P = total optisk dreining i buegrader

P = optisk dreining i buegrader for de stoffer som er loselige i 40 %
etanol (V/V)

[a]p?” = den rene stivelses spesifikke optiske dreining. De konvensjonelt

aksepterte verdier for denne faktoren er folgende:

+185,9°: risstivelse

+185,7°: potetstivelse

+184,6°: maisstivelse

+182,7°: hvetestivelse

+181,5°: byggstivelse

+181,3°: havrestivelse

+184,0°: andre stivelsesarter og stivelsesblandinger i forblandinger

Maling med sakkarimeter

Prosent stivelse (%) = (2 000) / ([a]p2)) % (((2 N x 0,665) x (S — S")) / (100)) — (26,6 N x (S —
S / ([a]p™”)

S = total optisk dreining i sakkarimetergrader

S' = optisk dreining i sakkarimetergrader for de stoffer som er oppleselige
140 % etanol (v/v)

N = vekt av sukrose i gram, som i 100 ml vann ved en lagtykkelse pd 200

mm gir en optisk dreining pa 100 sakkarimetergrader
16,29 g for franske sakkarimetre
26,00 g for tyske sakkarimetre
20,00 g for blandede sakkarimetre

[a]p?®” = den rene stivelses spesifikke optiske dreining (se 6.1)

Repeterbarhet

Forskjellen mellom resultatene av to parallelle bestemmelser som foretas pad samme prove, skal
ved stivelsesinnhold pa mindre enn 40 % ikke overskride 0,4 i absolutt verdi, og ved innhold pé
40 % og heyere ikke overskride 1 i relativ verdi.

Merknader

Dersom preven inneholder mer enn 6 % karbonater, beregnet som kalsiumkarbonat, mé disse
odelegges for bestemmelsen av den totale optiske dreiningen bestemmes ved bruk av den neyaktig
pakrevde mengde fortynnet svovelsyre.

Ved produkter med heyt innhold av laktose, f.eks. vallepulver eller skummetmelkpulver, anvendes
folgende framgangsmate etter tilsetting av 80 ml etanol (3.5). Mélekolben pasettes en reflukskjeler og
plasseres 30 minutter i et vannbad pa 50 °C. Etter avkjeling fortsettes som beskrevet i 5.3.

Naér formidlene nedenfor forekommer 1 betydelige mengder i forvarer, er de kjent for & forarsake
forstyrrelser nar stivelsesinnholdet bestemmes i henhold til den polarimetriske metoden, noe som kan
fare til feilaktige resultater.

- (sukker)beteprodukter som (sukker)betepulp, (sukker)betemelasse, (sukker)betepulp tilsatt
melasse, (sukker)betevinasse, (bete)sukker,
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sitrusfruktpulp,
- linfre, linfreekspeller, linfraekstrakt,

rapsfre, rapsfraekspeller, rapsfroekstrakt, rapsfroskall,
solsikkefrg, solsikkefroekstrakt, solsikkefroekstrakt, delvis avskallet,
kopraekspeller; kopraekstrakt,

potetpulp,

torrgjeer,
- produkter rike pa inulin (f.eks. topper og mel av jordskokk),
- fettgrever.

M. Bestemmelse av raaske

1. Formal og virkeomréde

Denne metoden gjer det mulig & bestemme innholdet av raaske i forvarer.

2. Prinsipp

Proven forbrennes til aske ved 550 °C, og restmengden veies.

3. Reagenser

20 % lesning (w/v) av ammoniumnitrat.

4. Utstyr

4.1. Varmeplate.
4.2. Elektrisk muffelovn med termostat.

4.3. Digler til glading, laget av silisiumoksid, porselen eller platina, enten rektangulare (60 x 40 x 25
mm) eller runde (diameter: 60—75 mm, heyde: 20-40 mm).

5. Framgangsmate

Vei opp ca. 5 g av praven (2,5 g for produkter som har en tendens til & svelle opp), med 1 mg
neyaktighet, 1 en gladedigel som forst er varmet opp til 550 °C, avkjelt og tarert. Sett digelen pa en
varmeplate og varm opp gradvis til stoffet forkulles. Forbrennes til aske i samsvar med 5.1 eller 5.2.

5.1. Sett digelen i muffelovnen, som er innstilt pd 550 °C. Hold denne temperaturen til det framkommer

hvit, lys gré eller radlig aske, som ser ut til & veere fri for karbonholdige partikler. Sett digelen i en
eksikator, la den avkjeles og vei den med det samme.
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Sett digelen i muffelovnen, som er innstilt p4 550 °C. La den forbrennes til aske i tre timer. Sett
digelen i en eksikator, la den avkjeles og vei den med det samme. Forbrenn til aske pa nytt i 30
minutter for 4 sikre at vekten av asken forblir konstant (massetap mellom to pafelgende veiinger mé
vaere mindre eller lik 1 mg).

6. Beregning av resultater

Regn ut restmengdens vekt ved & trekke fra taraen.

Resultatet uttrykkes som en prosentandel av preven.

7. Merknader

7.1.

7.2.

7.3.

Asken av stoffer som er vanskelige d forbrenne til aske, ma utsettes for en innledende gleding i minst
tre timer, avkjeles og deretter tilsettes noen fa driper 20 % ammoniumnitratlesning eller vann
(forsiktig, for & unnga spredning av asken eller at det dannes klumper). Fortsett kalsineringen etter
terking i terkeovnen. Gjenta operasjonen sa mange ganger som ngdvendig til forbrenningen til aske er
fullstendig.

Nér det gjelder stoffer som er motstandsdyktige overfor behandlingen beskrevet under 7.1, benyttes
det folgende framgangsmate: Etter glading i tre timer plasseres asken i varmt vann og filtreres deretter
gjennom et lite, askefritt filter. Forbrenn filteret og dets innhold til aske i den opprinnelige digelen. Ha
filtratet i den avkjelte digelen, damp inn til det er tort, forbrenn til aske og vei.

Naér det gjelder olje eller fett, vei opp neyaktig en prove pa 25 g i en digel av passende storrelse.
Karboniser ved & antenne stoffet med en strimmel av askefritt filterpapir. Etter forbrenningen fuktes
proven med en sé liten mengde vann som mulig. Terk og forbrenn til aske som beskrevet under 5.

N. Bestemmelse av aske som er uoppleoselig i saltsyre

1. Formél og virkeomride

Denne metoden gjer det mulig & bestemme innholdet i férvarer av mineralske stoffer som er
uoppleselige i saltsyre. Det er to metoder som kan benyttes, avhengig av pravens art.

1.1.

1.2.

Metode A: anvendes pa ublandede organiske forvarer og pa de fleste typer forblandinger.

Metode B: anvendes pa mineralske sammensetninger og blandinger og pé forblandinger som har et
innhold av stoffer som er uoppleselige i saltsyre, som er starre enn 1 %, bestemt etter metode A.
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2. Prinsipp

2.1. Metode A: Proven forbrennes til aske, asken kokes i saltsyre, og den uoppleselige restmengden
filtreres og veies.

2.2. Metode B: Preoven behandles med saltsyre. Losningen filtreres, restmengden forbrennes til aske, og
den asken som oppstér, behandles i henhold til metode A.

3. Reagenser

3.1. Saltsyre 3 mol/l.
3.2 Trikloreddiklgsning 20 % (w/v).

3.3. Trikloreddiksyrelgsning 1 % (w/v).

4. Utstyr

4.1. Varmeplate.
4.2. Elektrisk muffelovn med termostat.

4.3. Digler til glading, laget av silisiumoksid, porselen eller platina, enten rektangulaere (ca. 60 x 40 x 25
mm) eller runde (diameter: 60—75 mm, heyde: 20-40 mm).

5. Framgangsmate

5.1. Metode A

Forbrenn preven til aske ved & bruke metoden som er beskrevet for bestemmelse av raaske.
Asken som oppstod etter den analysen, kan ogsa brukes.

Ha asken i et begerglass pa 250—400 ml med 75 ml saltsyre (3.1). Bring vaesken langsomt i kok,
og la det koke forsiktig i 15 minutter. Filtrer den varme lgsningen gjennom et askefritt filterpapir
og vask restmengden med varmt vann til den sure reaksjonen forsvinner. Tork filteret som
inneholder restmengden, og forbrenn det til aske i en tarert digel ved en temperatur pa minst 550
°C og heyst 700 °C. Avkjel i en eksikator og vei.

5.2. Metode B

Vei opp 5 g av preven, med en ngyaktighet pd 1 mg, i et 250-400 ml begerglass. Tilsett 25 ml
vann og deretter 25 ml saltsyre (3.1), bland og vent til brusingen oppherer. Tilsett ytterligere 50
ml saltsyre (3.1). Vent til en eventuell gassutvikling stopper, plasser deretter begerglasset i
kokende vannbad i 30 minutter eller mer om nedvendig, for & hydrolysere fullstendig eventuell
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stivelse som finnes. Filtrer den varme blandingen gjennom et askefritt filter og vask filteret i 50
ml varmt vann (se merknad 7). Plasser filteret som inneholder restmengden, i en gladedigel, tork
og forbrenn til aske ved en temperatur pa minst 550 °C og heyst 700 °C. Plasser asken i et 250—
400 ml begerglass med 75 ml saltsyre (3.1), og fortsett som beskrevet i 5.1 annet ledd.

6. Beregning av resultater

Regn ut restmengdens vekt ved & trekke fra taraen. Resultatet uttrykkes som en prosentandel av proven.

7. Merknad

Dersom det viser seg & vaere vanskelig a filtrere, begynn analysen pé nytt, men erstatt 50 ml av saltsyren
(3.1) med 50 ml 20 % trikloreddiksyre (3.2) og vask filteret i en varm lesning av 1 % trikloreddiksyre
(3.3).

O. Bestemmelse av karbonater

1. Formal og virkeomréde

Denne metoden gjer det mulig & bestemme innholdet av karbonater, som vanligvis uttrykkes som
kalsiumkarbonat, i de fleste typer forvarer.

Det mé likevel brukes en serskilt metode i visse tilfeller (f.eks. for jernkarbonat).

2. Prinsipp

Karbonatene spaltes med saltsyre. Karbondioksid som frigjeres, samles opp i et méleglass og volumet
av det sammenlignes med det som frigjeres under de samme forhold av en kjent mengde kalsiumkarbonat

3. Reagenser

3.1. Saltsyre, tetthet 1,10 g/ml.
3.2. Kalsiumkarbonat.

3.3. Svovelsyre, ca. 0,05 mol/l, farget med metylradt.

4. Utstyr

Scheibler-Dietrich-apparat (se diagram) eller tilsvarende apparat.

5. Framgangsmate

Vei opp, etter karbonatinnholdet i preven, en preveporsjon som vist nedenfor:

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702



65

- 0,5 g for produkter som inneholder fra 50-100 % karbonater, uttrykt som kalsiumkarbonat,
- 1 g for produkter som inneholder fra 40-50 % karbonater, uttrykt som kalsiumkarbonat,
- 2-3 g for andre produkter.

Plasser praveporsjonen i den spesielle kolben (4) pé apparatet, som er utstyrt med et lite ror av
bruddsikkert materiale, og som inneholder 10 ml saltsyre (3.1), og forbind kolben med apparatet. Drei
treveisventilen (5) slik at raret (1) har forbindelse med utsiden. Ved a bruke det bevegelige roret (2) som
er fylt med farget svovelsyre (3.3) og forbundet med det gradinndelte raret (1), bringes vaeskenivaet opp
til nullmerket. Drei ventilen (5) for & sette rorene (1) og (2) i forbindelse med hverandre, og kontroller at
nivaet star pa null.

Hell saltsyren (3.1) langsomt over preveporsjonen, mens kolben (4) skrastilles. Serg for at trykket
utlignes ved & senke raret (2). Rist kolben (4) til frigjeringen av karbondioksid har stoppet helt.

Gjenopprett trykket ved a bringe vaesken tilbake til samme nivé i rerene (1) og (2). Etter noen minutter,
nar gassvolumet er blitt konstant, foretas avlesning.

Utfer en kontrollpreve under samme forhold pa 0,5 g kalsiumkarbonat (3.2).

6. Beregning av resultater

Innholdet av karbonater, uttrykt som kalsiumkarbonat, beregnes ut fra felgende formel:
X =(V x100)/(V; x 2 m) der:

X = % (w/w) av karbonater i1 proven, uttrykt som kalsiumkarbonat
\% = ml CO; som frigjeres av preveporsjonen.

Vi = ml CO; som frigjeres av 0,5 g CaCOs.

M = preveporsjonens masse i g.

7. Merknader

7.1. Nér proveporsjonen veier mer enn 2 g, helles forst 15 ml destillert vann i kolben (4), og det blandes
for testen pdbegynnes. Bruk samme mengde vann for kontrollpreven.

7.2. Dersom apparatet som brukes, har et annet volum enn Scheibler-Dietrich-apparatet, ma porsjonene
som tas fra preven og fra kontrollstoffet, og beregningen av resultatene, justeres tilsvarende.

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702



66

SCHEIBLER-DIETRICH-APPARAT TIL BESTEMMELSE AF CO,

s 3

i

4; _:u | ___..v_
O
S "- o
O -
S : ] 3 ‘g
~f :
1l o '
: 49 30
28 | J

‘1L-~0-- - -

1.

]
S.
L |

(Mal angivet i mm)

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702



67

P. Bestemmelse av totalfosfor
Fotometrisk metode

1. Formél og virkeomrade

Denne metoden gjor det mulig & bestemme innholdet av totalfosfor i forvarer. Den er serlig egnet for
analyse av produkter med et lavt innhold av fosfor. I visse tilfeller (for produkter med heyt innhold av
fosfor) kan en gravimetrisk metode brukes.

2. Prinsipp

Proven gjeres mineralsk, enten ved torr forbrenning (organiske forvarer) eller ved syreoppslutning
(mineralske stoffer og flytende forvarer), og oppleses i syre. Losningen behandles med molybdovanadat-
reagensen. Den optiske tettheten til den gule lasningen som dannes, maéles i et spektrofotometer ved 430

nm.

3. Reagenser

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

Kalsiumkarbonat,

Saltsyre, p2 = 1,10 g/ml (ca. 6 mol/l).
Salpetersyre, p2 = 1,045 g/ml.
Salpetersyre, po = 1,38-1,42 g/ml.
Svovelsyre, p20 = 1,84 g/ml.

Molybdovanadat-reagens: Bland 200 ml ammoniumheptamolybdatlgsning (3.6.1), 200 ml
ammoniummonovanadatlegsning (3.6.2) og 134 ml salpetersyre (3.4) i en mélekolbe pa 1 1. Fyll opp
med vann til merket.

Ammoniumheptamolybdatlgsning: Les opp 100 g ammoniumheptamolybdat, (NH4) 6Mo7 O24-4H>0 1
varmt vann. Tilsett 10 ml ammoniakk (tetthet 0,91 g/ml) og etterfyll med vann til 1 L.

Ammoniummonovanadatlgsning: Las opp 2,35 gram ammoniummonovanadat, NH4 VO3 1 400 ml
varmt vann. Tilsett 20 ml fortynnet salpetersyre (7 ml HNOs (3.4) + 13 ml H,O) langsomt under
konstant omrering, og etterfyll med vann til 1 1.

Standardlesning av 1 mg fosfor per ml: Las opp 4,387 g kaliumdihydrogenfosfat, KH, PO4 i vann,
Fyll opp med vann til 1 1.
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4. Utstyr

4.1. Gladedigler av silisiumoksid, porselen eller platina.

4.2. Elektrisk muffelovn med termostat innstilt pa 550 °C.

4.3. Kjeldahl-kolbe pd 250 ml.

4.4, Malekolber og presisjonspipetter.

4.5. Spektrofotometer.

4.6. Reagensglass, ca. 16 mm diameter med propper gradert til en diameter pa 14,5 mm; volum 25-30 ml.

5. Framgangsmate

5.1.

5.1.1.

5.2.

Tillaging av lesningen

Alt etter provens art lages det til en lgsning som angitt i 5.1.1 eller 5.1.2.

Vanlig framgangsmdte

Vei opp 1 g eller mer av proven med en neyaktighet pd 1 mg. Overfer proven til en Kjeldahl-
kolbe, tilsett 20 ml svovelsyre (3.5) og rist kolben for & gjennomfukte stoffet med syre og for &
unngd at det setter seg fast pa innsiden av kolben. Varm deretter opp blandingen til kokepunktet
og holdes der i ti minutter. La avkjeles litt, tilsett deretter 2 ml salpetersyre (3.4). Dette varmes
forsiktig opp og avkjeles litt for det tilsettes litt mer salpetersyre (3.4) og gis et oppkok. Denne
prosessen gjentas inntil det er oppnédd en fargeles losning. Leosningen avkjeles, det tilsettes litt
vann, og vesken overfores til en mélekolbe pé 500 ml og skyll Kjeldahl-kolben med varmt vann.
Etter avkjeling fylles kolben opp til merket med vann og lesningen homogeniseres og filtreres.

Framgangsmadte for prover som inneholder organiske stoffer og er fri for kalsium- og
magnesiumdihydrogenfosfater

Vei opp ca. 2,5 g av proven med en negyaktighet pad 1 mg i en glededigel og bland grundig med 1
g kalsiumkarbonat (3.1). Brenn blandingen til aske i muffelovnen ved 550 °C inntil det oppnés
hvit eller gré aske (litt kull gjor ingen skade). Overfor asken til et begerglass pa 250 ml. Tilsett 20
ml vann og saltsyre (3.2) inntil brusingen oppherer. Tilsett ytterligere 10 ml saltsyre (3.2). Sett
begerglasset i et sandbad og damp inn innholdet til terrstoff slik at silisiumoksidet blir uleselig.
Restmengden lgses opp 1 10 ml salpetersyre (3.3), og lasningen kokes i sandbadet eller pa
varmeplaten i fem minutter, uten at den dampes helt inn. Vasken overfores til en mélekolbe pé
500 ml og begerglasset skylles flere ganger med varmt vann. Etter avkjeling fylles kolben opp til
merket med vann, homogeniseres og filtreres.

Fargeutvikling og maling av optisk tetthet

En delmengde av filtratet som er oppnédd ved 5.1.1 eller 5.1.2, fortynnes for & oppna en
fosforkonsentrasjon pa ikke mer enn 40 pg/ml. Overfor 10 ml av denne losningen til et
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reagensglass (4.6) og tilsett 10 ml av molybdovanadat-reagensen (3.6). Homogeniser og sett til
side 1 minst ti minutter ved 20 °C. Den optiske tettheten males i et spektrofotometer ved 430 nm
mot en lgsning som oppnés ved 4 tilsette 10 ml av molybdovanadat-reagensen (3.6) til 10 ml
vann.

5.3. Kalibreringskurve

Av standardlesningen (3.7) lages det til losninger pé henholdsvis 5, 10, 20, 30 og 40 pg fosfor
per ml.

Til 10 ml av hver av disse losningene tilsettes 10 ml av molybdovanadat-reagensen (3.6).

Homogeniser og sett til side i minst ti minutter ved 20 °C. Den optiske tettheten méles som
angitt i 5.2. Kalibreringskurven trekkes opp ved & avtegne verdiene for den optiske tettheten mot
de tilsvarende kvanta med fosfor. For konsentrasjoner mellom 0 og 40 pg/ml vil kurven vere en
rett linje.

6. Beregning av resultater
Mengden fosfor i preven bestemmes ved a bruke kalibreringskurven.
Resultatet uttrykkes som en prosentandel av preven.
Repeterbarhet

Forskjellen mellom resultatene av to parallelle bestemmelser som utferes pa samme preove, skal ikke
overskride:
- 3 % irelativ verdi av det heyeste resultatet for et innhold av fosfor pad mindre enn 5 %,

- 0,15 % 1 absolutt verdi for et innhold av fosfor pd 5 % eller over.

Q. Bestemmelse av klor i klorider

1. Formél og virkeomride

Denne metoden gjor det mulig & bestemme innholdet av klor i klorider som er oppleselige i vann,
vanligvis uttrykt som natriumklorid. Den kan anvendes pé alle typer forvarer.

2. Prinsipp

Kloridene lgses opp i vann Dersom produktet inneholder organisk materiale, ma det klares. Losningen
syrnes litt med salpetersyre og kloridene utfelles 1 form av sglvklorid ved hjelp av en sglvnitratlgsning.
Overskuddet av sglvnitrat titreres med en lgsning av ammoniumtiocyanat, etter Volhard-metoden.

3. Reagenser

3.1. Ammoniumtiocyanatlgsning, 0,1 mol/l.

3.2. Selvnitratlesning, 0,1 mol/l.
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3.3. Mettet losning av ammoniumjernsulfat (NH4)Fe(SOs)s.
34. Salpetersyre, tetthet: 1,38 g/ml.

3.5. Dietyleter

3.6. Aceton

3.7. Carrez-losning I: Les opp 21,9 g sinkacetat Zn (CH; COOQ),-2H,0 O og 3 g iseddik i vann. Fyll opp
med vann til 100 ml.

3.8. Carrez-losning II: Los opp 10,6 g kaliumferrocyanid K4 Fe(CN)s-3H>O i vann. Fyll opp med vann til
100 ml.

3.9. Aktivt karbon, kloridfritt og ikke-kloridabsorberende.

4. Utstyr
Blandeapparat (mekanisk risteapparat): ca. 35—40 opm.

5. Framgangsmate

5.1. Tillaging av losningen

Alt etter provens art framstilles det en lgsning som angitti 5.1.1, 5.1.2 eller 5.1.3.

Samtidig utferes det en blindprove utenom analyseproven.

5.1.1.  Prover uten organisk materiale

Vei opp en prove pa hoyst 10 g, med 1 mg neyaktighet, som ikke inneholder mer enn 3 g klor i
form av klorider, og ha den sammen med 400 ml vann i en 500 ml méalekolbe ved rundt 20 °C.
Bland i 30 minutter i risteapparatet, fyll opp til merket, homogeniser og filtrer.

5.1.2.  Prover som inneholder organisk materiale, med unntak av de produktene som er oppforti 5.1.3.

Vei opp ca. 5 g av proven, med en noyaktighet pd 1 mg, og ha sammen med 1 g aktivt karbon i
en 500 ml malekolbe. Tilsett 400 ml vann pé ca. 20 °C og 5 ml Carrez-lgsning I (3.7), rer om i 30
sekunder og tilsett deretter 5 ml Carrez-lgsning II (3.8). Bland i 30 minutter i risteapparatet, fyll
opp til merket, homogeniser og filtrer.

5.1.3.  Kokte forvarer, forkaker og mel av linfra, produkter med hoyt innhold av linfromel og andre
produkter med hoyt innhold av planteslim eller kolloidale stoffer (f-eks. dekstrinert stivelse)

Losningen lages til som beskrevet i 5.1.2, men filtreres ikke. Dekanter (sentrifuger om
nedvendig), flern 100 ml av den supernatante vaesken og ha den over i en 200 ml mélekolbe.
Bland med aceton (3.6) og fyll opp til merket med dette lasemiddelet, homogeniser og filtrer.
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5.2 Titrering

Bruk en pipette til & overfore 25—-100 ml av filtratet (etter antatt klorinnhold) fra 5.1.1, 5.1.2
eller 5.1.3 til en erlenmeyerkolbe. Delmengden mé ikke inneholde mer enn 150 mg klor (CI).
Fortynn om nedvendig til minst 50 ml med vann, tilsett 5 ml salpetersyre (3.4), 20 ml mettet
ammoniumjernsulfatlesning (3.3) og to dréper ammoniumtiocyanatlesning (3.1) som overfores
med en byrette fylt opp til nullmerket. Det brukes deretter en byrette til & overfore
selvnitratlgsningen (3.2) pa en slik mate at det oppnas et overskudd pa 5 ml. Tilsett 5 ml dietyleter
(3.5) og rist kraftig slik at bunnfallet koagulerer. Titrer overskuddet av selvnitrat med
ammoniumtiocyanatlgsningen (3.1) til den redbrune fargen har holdt seg i ett minutt.

6. Beregning av resultater

Mengden av klor (X), uttrykt som % natriumklorid, regnes ut ved a bruke felgende formel:
X =(5,845 x (Vi —V3))/ (m) der:

Vi = ml tilsatt sglvnitratlgsning 0,1 mol/l
V, = ml ammoniumtiocyanatlgsning 0,1 mol/l som brukes til titrering
m = prevens masse

Dersom blindpreven viser et forbruk av selvnitratlesningen 0,1 mol/l, ma denne verdien trekkes fra
volumet (V1-V2).

7. Merknader

7.1. Titreringen kan utfores ogsé ved potensiometri.
7.2. For produkter med svert heyt innhold av olje og fett, utferes det forst en avfetting med dietyleter eller
petroleumseter.
7.3. Nar det gjelder fiskemel, kan titreringen utferes etter Mohr-metoden.
VEDLEGG IV

Analysemetoder for kontroll av niviet av godKjente tilsetningsstoffer i forvarer

A. Bestemmelse av vitamin A

1. Formél og virkeomrade

Dette er en metode for bestemmelse av vitamin A (retinol) i forvarer og premikser. Vitamin A omfatter
all-trans-retinylalkohol og dets cis-isomerer som bestemmes ved hjelp av denne metoden. Innholdet av
vitamin A uttrykkes i internasjonale enheter (IE) per kg. En IE tilsvarer aktiviteten av 0,300 pg all-trans-
vitamin A-alkohol, 0,344 ug all-trans-vitamin A-acetat eller 0,550 ug all-trans-vitamin A-palmitat.

Grensen for mengdebestemmelse for vitamin A er 2000 IE/kg.
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2. Prinsipp

Preven hydrolyseres med kaliumhydroksid opplest i etanol, og vitamin A ekstraheres over til
petroleumseter. Losemiddelet fjernes ved fordamping, og restmengdene av preven oppleses i metanol og
fortynnes om nedvendig til ensket konsentrasjon. Innholdet av vitamin A bestemmes ved reversfase
heytrykksvaeskekromatografi (HPLC) med UV- eller fluorescensdetektor. De kromatografiske
parametrene velges slik at all-trans-vitamin A-alkohol ikke skilles fra sine cis-isomerer.

3. Reagenser

3.1. Etanol, 6 =96 %

3.2. Petroleumseter, kokeomrade 40—60 °C

3.3. Metanol

3.4. Kaliumhydroksidlgsning, ¢ = 50 g/100 ml

3.5. Natriumaskorbatlgsning, ¢ = 10 g/100 ml (se merknad 7.7)

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

3.6.1. Natriumsulfidlesning, ¢ = 0,5 mol/l i glyserol, B = 120 g/l (for x =9) (se merknad 7.8)
3.7. Fenolftaleinlesning, ¢ =2 g/100 ml i etanol (3.1)

3.8. 2-propanol

3.9. Mobil fase for HPLC: blanding av metanol (3.3) og vann, f.eks. 980 + 20 (v + v). Neayaktig forhold
bestemmes av den anvendte kolonnes tekniske data.

3.10.  Nitrogen, oksygenfritt
3.11.  All-trans-vitamin A-acetat, ekstra ren, med garantert aktivitet, f.eks. 2,80 x 10° IE/g

3.11.1. Stamlesning av all-trans-vitamin A-acetat: Vei opp med 0,1 mg ngyaktighet 50 mg vitamin A-acetat
(3.11) 1 en 100 ml mélekolbe. Las opp i 2-propanol (3.8), og fyll opp til merket med samme
losemiddel. Den nominelle konsentrasjonen av vitamin A i denne lgsningen er 1400 IE per ml. Det
ngyaktige innholdet bestemmes i samsvar med 5.6.3.1.

3.12.  All-trans-vitamin A-palmitat, ekstra ren, med garantert aktivitet, f.eks. 1,80 x 10° IE/g

3.12.1. Stamlesning av all-trans-vitamin A-palmitat: Vei opp med 0,1 mg negyaktighet 80 mg vitamin A-
palmitat (3.12) i en 100 ml mélekolbe. Las opp i 2-propanol (3.8), og fyll opp til merket med samme
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losemiddel. Den nominelle konsentrasjonen av vitamin A i denne lgsningen er 1400 IE per ml. Det
neyaktige innholdet bestemmes i samsvar med 5.6.3.2.

3.13.  2,6-di-tert-butyl-4-metylfenol (BHT) (se merknad 7.5)

4. Utstyr

4.1. Vakuumrotasjonsfordamper

4.2. Brunt glass

4.2.1. Flatbunnede kolber eller erlenmeyerkolber, 500 ml, med hals av slipt glass

4.2.2.  Smalhalsede mélekolber med propp av slipt glass, 10, 25, 100 og 500 ml

4.2.3. Skilletrakter, koniske, 1 000 ml, med propp av slipt glass

4.2.4. Pareformede kolber, 250 ml, med hals av slipt glass

4.3. Allihn-kjeleapparat, kappelengde 300 mm, med skjatestykke av slipt glass og kopling til
gasstilforselsror

4.4, Foldefilter til faseskille, diameter 185 mm (f.eks. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)

4.5. HPLC-utstyr med innspreytingssystem

4.5.1. Vaskekromatografikolonne, 250 mm x 4 mm, C;s, 5 eller 10 pm kolonnepakning eller tilsvarende
(ytelseskriterium: bare én topp for alle retinolisomerer under HPLC-betingelsene)

4.5.2. UV-eller fluorescensdetektor, med variabel balgelengdeinnstilling

4.6. Spektrofotometer med 10 mm kvartsceller

4.7. Vannbad med magnetrorer

4.8. Ekstraksjonsapparat (se figur 1) bestdende av:

4.8.1. Glassylinder pé 1 liter, med hals og propp av slipt glass

4.8.2. Innsats av slipt glass med et siderer og et justerbart rer gjennom midten. Det justerbare reret skal ha

en U-formet nedre del og spiss tut i motsatt ende, slik at det gverste vaeskelaget i sylinderen kan helles
over i en skilletrakt.
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5. Framgangsmate

5.1.

5.2.

5.3.

5.3.1.

5.3.2.

Merk: Vitamin A er folsomt for lys (UV) og oksidasjon. Alt arbeid skal utferes
avskjermet fra lys (bruk glassvarer av brunt glass eller som er innpakket i
aluminiumsfolie) og oksygen (spyl med nitrogen). Under ekstraksjonen skal luften
over vaesken erstattes med nitrogen (unngé overtrykk ved & lette pa proppen av og
til).

Tillaging av proven

Mal praven til den kan passere gjennom en sikt med 1 mm maskevidde, men pass pa & unnga
varmeutvikling. For & unngé tap av vitamin A skal preven males umiddelbart for den veies og
forsapes.

Forsapning

Avhengig av vitamin A-innholdet veies, med en ngyaktighet pd 1 mg, 2-25 g av preven opp i en
500 ml flatbunnet kolbe eller erlenmeyerkolbe (4.2.1). Tilsett etter tur, samtidig som kolben
roteres, 130 ml etanol (3.1), ca. 100 mg BHT (3.13), 2 ml natriumaskorbatlgsning (3.5) og 2 ml
natriumsulfidlesning (3.6). Fest kjeleapparatet (4.3) pa kolben og plasser kolben i et vannbad med
magnetrorer (4.7). Varm opp til kokepunktet og la koke med tilbakelop i fem minutter. Deretter
tilsettes 25 ml kaliumhydroksidlesning (3.4) gjennom kjeleapparatet (4.3) og kokes med
tilbakelap i nye 25 minutter under omrering og langsom gjennomstremning av nitrogen. Skyll
kjeleapparatet med ca. 20 ml vann, og kjel innholdet i kolben ned til romtemperatur.

Ekstraksjon

Forsépningslesningen overfores kvantitativt ved sedimentering til en 1 000 ml skilletrakt (4.2.3)
eller ekstraksjonsapparatet (4.8) ved skylling med totalt 250 ml vann. Deretter skylles
forsapningskolben, forst med 25 ml etanol (3.1) og deretter med 100 ml petroleumseter (3.2), for
losemiddelblandingen overfores til skilletrakten eller ekstraksjonsapparatet. Forholdet mellom
vann og etanol i den samlede vaskemengden skal vaere ca. 2:1. Rist kraftig i to minutter, og la
deretter sta i to minutter.

Ekstraksjon med skilletrakt (4.2.3)

Nér vaesken er skilt i to lag (se 7.3), overfores petroleumseterlaget til en annen skilletrakt
(4.2.3). Gjenta denne ekstraksjonen to ganger med 100 ml petroleumseter (3.2) og deretter to
ganger med 50 ml petroleumseter (3.2).

Vask de samlede ekstraktene to ganger ved & tilsette porsjoner pa 100 ml vann og deretter
forsiktig rotere skilletrakten (for & unnga emulsjonsdannelse). Rist deretter skilletrakten gjentatte
ganger (fire ganger burde holde) med porsjoner pa 100 ml vann helt til vannet ikke farges ved
tilsetting av fenolftaleinlesning (3.7). Det vaskede ekstraktet filtreres over i en 500 ml malekolbe
(4.2.2) gjennom et tort foldefilter til faseskille (4.4) slik at eventuelt oppsamlet vann fjernes. Skyll
skilletrakten og filteret med 50 ml petroleumseter (3.2), fyll opp til merket med petroleumseter
(3.2) og bland godt.

Ekstraksjon med ekstraksjonsapparat (4.8)
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Nar veesken er skilt i to lag (se 7.3), erstattes proppen i glassylinderen (4.8.1) med innsatsen av
slipt glass (4.8.2), og den nederste, U-formede delen av det justerbare roret plasseres like over
skilleflaten mellom de to lagene. Det gvre laget av petroleumseter overferes til en 1 000 ml
skilletrakt (4.2.3) ved innfering av nitrogen gjennom sidereret. Tilsett deretter 100 ml
petroleumseter (3.2) til glassylinderen, sett i proppen og rist godt. Nér vesken er skilt i to lag,
overfores det gvre laget til skilletrakten som beskrevet tidligere. Gjenta ekstraksjonen med
ytterligere 100 ml petroleumseter (3.2), deretter to ganger med 50 ml porsjoner av petroleumseter
(3.2), og overfor petroleumseterlagene til skilletrakten.

Vask de samlede petroleumseterekstraktene som beskrevet 1 5.3.1, og fortsett som beskrevet der.

Tillaging av provelosningen for HPLC

Pipetter en delmengde av petroleumseterlgsningen (fra 5.3.1 eller 5.3.2) over i en 250 ml
pareformet kolbe (4.2.4). La lasemiddelet fordampe i rotasjonsfordamperen (4.1) med undertrykk
med en vannbadstemperatur pa hayst 40 °C til det er nesten tert. Gjenopprett normalt lufttrykk
ved 4 slippe inn nitrogen (3.10), og fjern kolben fra rotasjonsfordamperen. Fjern det resterende
losemiddelet med en nitrogenstrem (3.10) og los umiddelbart opp restmengden i et kjent volum
(10-100 ml) metanol (3.3) (konsentrasjonen av vitamin A skal ligge i omradet 5-30 IE/ml).

HPLC-bestemmelse

Vitamin A separeres i en C18 omvendtfasekolonne (4.5.1), og konsentrasjonen méles med en
UV-detektor (325 nm) eller en fluorescensdetektor (eksitasjon: 325 nm, emisjon: 475 nm) (4.5.2).

Spreyt inn en delmengde (f.eks. 20 pl) av metanollgsningen fra 5.4, og eluer med mobil fase
(3.9). Beregn gjennomsnittlig toppheyde (-areal) for flere innspreytninger av samme
provelesning, og gjennomsnittlige toppheyder (-arealer) for flere innspreytninger av
kalibreringslosningene (5.6.2).

HPLC-betingelser

Nedenstaende betingelser er veiledende. Det kan benyttes andre betingelser, forutsatt at de forer
til tilsvarende resultater.

Vaskekromatografikolonne (4.5.1): 250 mm % 4 mm, Cisg, 5 eller 10 pm kolonnepakning eller
tilsvarende

Mobil fase (3.9): Blanding av metanol (3.3) og vann, f.eks. 980 + 20 (v +
V).

Gjennomstremningshastighet: 1-2ml/min.

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

(eksitasjon: 325 nm/emisjon: 475 nm)
Kalibrering

Tillaging av standardarbeidslosninger

Pipetter 20 ml av stamlgsningen av vitamin A-acetat (3.11.1) eller vitamin A-palmitat (3.12.1)
over til en 500 ml flatbunnet kolbe eller erlenmeyerkolbe (4.2.1) og hydrolyser som beskrevet i
5.2, men uten 4 tilsette BHT. Ekstraher deretter med petroleumseter (3.2) som beskrevet i 5.3 og
spe ut til 500 ml med petroleumseter (3.2). La 100 ml av ekstraktet fordampe i
rotasjonsfordamperen (se 5.4) til preven er nesten terr, fjern resten av lgsningen med en
nitrogenstrem (3.10) og los restmengden opp pa nytt i 10,0 ml metanol (3.3). Den nominelle
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konsentrasjonen av vitamin A i denne lgsningen er 560 IE per ml. Ngyaktig innhold bestemmes i
samsvar med 5.6.3.3. Standardarbeidslesningen skal tillages like for bruk.

Pipetter 2,0 ml av denne standardarbeidslesningen over til en 20 ml malekolbe, fyll opp til
merket med metanol (3.3) og bland. Den nominelle konsentrasjonen i denne fortynnede
arbeidslesningen er 56 IE vitamin A per ml.

5.6.2. Tillaging av kalibreringslosninger og kalibreringskurve

Overfor 1,0, 2,0, 5,0 og 10,0 ml av den fortynnede standardarbeidslgsningen til en rekke 20 ml
maélekolber, fyll opp til merket med metanol (3.3) og bland. Den nominelle konsentrasjonen av
vitamin A i disse lesningene er 2,8, 5,6, 14,0 og 28,0 IE per ml.

Spreyt inn 20 pl av hver kalibreringslosning flere ganger, og bestem gjennomsnittlige
toppheyder (-arealer). Bruk de gjennomsnittlige toppheydene (-arealene) til & trekke opp en
kalibreringskurve med hensyn til resultatene av UV-kontrollen (5.6.3.3).

5.6.3.  UV-standardisering av standardlosningene

5.6.3.1. Stamlosning av vitamin A-acetat

Pipetter 2,0 ml av stamlgsningen av vitamin A-acetat (3.11.1) over til en 50 ml mélekolbe
(4.2.2) og tyll opp til merket med 2-propanol (3.8). Den nominelle konsentrasjonen av vitamin A i
denne lgsningen er 56 IE per ml. Pipetter 3,0 ml av denne fortynnede vitamin A-acetatlosningen
over til en 25 ml méalekolbe og fyll opp til merket med 2-propanol (3.8). Den nominelle
konsentrasjonen av vitamin A i denne losningen er 6,72 IE per ml. Mal UV-spektrumet for
lesningen mot 2-propanol (3.8) i spektrofotometeret (4.6) mellom 300 og 400 nm.
Ekstinksjonsmaksimum skal ligge mellom 325 og 327 nm.

Beregning av vitamin A-innholdet:
IE vitamin A/ml = Es36 X 19,0
(E' %} ¢m for vitamin A-acetat = 1 530 ved 326 nm i 2-propanol)

5.6.3.2. Stamlosning av vitamin A-palmitat

Pipetter 2,0 ml stamlgsning av vitamin A-palmitat (3.12.1) over til en 50 ml mélekolbe (4.2.2)
og fyll opp til merket med 2-propanol (3.8). Den nominelle konsentrasjonen av vitamin A i denne
lgsningen er 56 IE per ml. Pipetter 3,0 ml av denne fortynnede vitamin A-palmitatlesningen over
til en 25 ml malekolbe og fyll opp til merket med 2-propanol (3.8). Den nominelle
konsentrasjonen av vitamin A i denne losningen er 6,72 IE per ml. Mal UV-spektrumet for
lgsningen mot 2-propanol (3.8) i spektrofotometeret (4.6) mellom 300 og 400 nm.
Ekstinksjonsmaksimum skal ligge mellom 325 og 327 nm.

Beregning av vitamin A-innholdet:
IE vitamin A/ml = Esp X 19,0
(E'” ¢m for vitamin A-palmitat = 957 ved 326 nm i 2-propanol)

5.6.3.3. Standardarbeidslosning av vitamin A

Pipetter 3,0 ml av den ufortynnede standardarbeidslesningen av vitamin A, tillaget i samsvar
med 5.6.1, over til en 50 ml mélekolbe (4.2.2) og fyll opp til merket med 2-propanol (3.8).
Pipetter 5,0 ml av denne lgsningen over til en 25 ml malekolbe og fyll opp til merket med 2-
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propanol (3.8). Den nominelle konsentrasjonen av vitamin A i denne lgsningen er 6,72 IE per ml.
Mal UV-spektrumet for lgsningen mot 2-propanol (3.8) i spektrofotometeret (4.6) mellom 300 og
400 nm. Ekstinksjonsmaksimum skal ligge mellom 325 og 327 nm.

Beregning av vitamin A-innholdet:
IE vitamin A/ml = E3ps x 18,3
(E'”} em for vitamin A-alkohol = 1 821 ved 325 nm i 2-propanol)

6. Beregning av resultater

Bruk gjennomsnittshayden (-arealet) for vitamin A-toppene fra provelgsningen til & bestemme
provelesningens konsentrasjon i IE/ml ved hjelp av kalibreringskurven (5.6.2).

Innholdet w av vitamin A (IE/kg) i preven beregnes ved hjelp av folgende formel:
w=(500%cxV,x1 000)/(Vixm) [IE/kg]

der:

c = provelgsningens (5.4) vitamin A-konsentrasjonen i I[E/ml

Vi = provelgsningens (5.4) volum i ml

A\ = volum av delmengde tatti 5.4 i ml

m = provemengdens masse i g

7. Merknader

7.1. For prever med lav konsentrasjon av vitamin A kan det vaere nyttig 4 sld sammen
petroleumseterekstraktene fra to forsdpningsomganger (veid mengde: 25 g) til én provelosning for
HPLC-bestemmelse.

7.2. Praven som skal analyseres, ber ikke inneholde mer enn 2 g fett.

7.3. Dersom faseskille ikke finner sted, tilsettes ca. 10 ml etanol (3.1) for & bryte emulsjonen.

7.4. For torskelevertran og andre rene fettstoffer okes forsapningstiden til 45—-60 minutter.

7.5. Hydrokinon kan brukes i stedet for BHT.

7.6. Ved bruk av en normalfasekolonne er det mulig & separere retinolisomerer. Men i disse tilfellene ma
topphaydene (-arealene) for alle cis- og transisomerer summeres for beregning.

7.7. I stedet for natriumaskorbatlgsning er det mulig & bruke ca. 150 mg askorbinsyre.
7.8. I stedet for natriumsulfidlgsning er det mulig & bruke ca. 50 mg EDTA.
7.9. Ved analyse av vitamin A i melkeerstatninger, ver serlig oppmerksom ved

- forsépning (5.2): P4 grunn av mengden av fett preven inneholder, kan det vaere nedvendig & gke
mengden kaliumhydroksidlgsning (3.4)
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- ekstraksjon (5.3): Pa grunn av tilstedevarelsen av emulsjoner kan det vaere nedvendig & justere
vann-/etanolforholdet (2:1).

For & kontrollere om den anvendte analysemetoden gir palitelige resultater for denne bestemte
matrisen (melkeerstatning), skal det gjennomfoeres en gjenfinningspreve pa en ekstra
prevemengde. Dersom gjenfinningsprosenten er under 80 %, skal analyseresultatet korrigeres for
gjenfinning.

8. Repeterbarhet

Forskjellen mellom resultatene fra to parallelle bestemmelser som utferes pa samme prove, ma ikke

overskride 15 % av det hgyeste resultatet.

9. Resultater av en undersgkelse foretatt ved flere laboratorier?*

Premiks Forvarer Mineral- Proteinfor = Smadgrisfor

iblandet konsentrat

premiks
L 13 12 13 12 13
N 48 45 47 46 49
Gjennomsnitt 17,02 x 10° 1,21 x 10° 537100 151800 18070
[IE/kg]
S: [IE/kg] 0,51 x 10 0,039 x 105 22080 12280 682
r [TE/kg] 1,43x10° 0,109 x 10° 61824 34384 1910
CV: [%] 3,0 3,5 4,1 8,1 3.8
Sk [IE/kg] 1,36 x 10° 10,069 x 10° 46300 23060 3614
R [IE/kg] 3,81 x10° 0,193 x 10° 129640 64568 10119
CVr [%] 8,0 6,2 8,6 15 20
L antall laboratorier
n = antall enkeltverdier
Sr = standardavvik for repeterbarhet
Sr = standardavvik for reproduserbarhet
T = repeterbarhet
R = reproduserbarhet
CV; = variasjonskoeffisient for repeterbarhet
CVr = variasjonskoeffisient for reproduserbarhet
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34 Utfort av arbeidsgruppen for forvarer ved Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten
(VDLUFA).

B. Bestemmelse av vitamin E

1. Formél og virkeomrade

Dette er en metode for bestemmelse av vitamin E i forvarer og premikser. Innholdet av vitamin E
uttrykkes i mg DL-a-tokoferolacetat per kg. 1 mg DL-a-tokoferolacetat tilsvarer 0,91 mg DL-a-tokoferol
(vitamin E).

Grensen for mengdebestemmelse for vitamin E er 2 mg vitamin E/kg. Denne grensen kan bare oppnas
ved bruk av fluorescensdetektor. Ved bruk av UV-detektor er grensen for mengdebestemmelse 10 mg/kg.

2. Prinsipp

Preven hydrolyseres med kaliumhydroksid opplest i etanol, og vitamin E ekstraheres over til
petroleumseter. Losemiddelet fjernes ved fordamping, og restmengden oppleses i metanol og fortynnes
om nedvendig til ensket konsentrasjon. Innholdet av vitamin E bestemmes ved reversfase
heytrykksvaeskekromatografi (HPLC) med UV- eller fluorescensdetektor.

3. Reagenser

3.1. Etanol, 6 = 96 %.

3.2. Petroleumseter, kokeomrade 40—60 °C.

3.3. Metanol.

3.4. Kaliumhydroksidlgsning, ¢ = 50 g/100 ml.

3.5. Natriumaskorbatlgsning, ¢ = 10 g/100 ml (se 7.7).

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

3.6.1. Natriumsulfidlgsning, ¢ = 0,5 mol/l i glyserol, B =120 g/l (for x =9) (se 7.8)
3.7. Fenolftaleinlgsning, ¢ =2 g/100 ml i etanol (3.1).

3.8. Mobil fase for HPLC: blanding av metanol (3.3) og vann, f.eks. 980 + 20 (v + v). Noyaktig forhold
bestemmes av den anvendte kolonnes tekniske data.

3.9. Nitrogen, oksygenfritt.

3.10. DL-a-tokoferolacetat, ekstra rent, med garantert aktivitet.
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3.10.1. Stamlesning av DL-a-tokoferolacetat: Vei opp med 0,1 mg neyaktighet 100 mg DL-a-tokoferolacetat
(3.10) i en 100 ml méalekolbe. Los opp i etanol (3.1), og fyll opp til merket med samme lgsemiddel. 1
ml av denne lgsningen inneholder 1 mg DL-a-tokoferolacetat (UV-kontroll, se 5.6.1.3, stabilisering,
se 7.4).

3.11.  DL-a-tokoferol, ekstra ren, med garantert aktivitet.

3.11.1. Stamlesning av DL-a-tokoferol: Vei opp med 0,1 mg neyaktighet 100 mg DL-a-tokoferol (3.10) i en
100 ml malekolbe. Las opp i etanol (3.1), og fyll opp til merket med samme lgsemiddel. 1 ml av
denne losningen inneholder 1 mg DL-a-tokoferol. (for UV-kontroll, se 5.6.2.3; for stabilisering, se
7.4).

3.12.  2,6-di-tert-butyl-4-metylfenol (BHT) (se 7.5).

4. Utstyr

4.1. Vakuumrotasjonsfordamper.

4.2. Brunt glass.

4.2.1. Flatbunnede kolber eller erlenmeyerkolber, 500 ml, med hals av slipt glass.

4.2.2.  Smalhalsede mélekolber med propp av slipt glass, 10, 25, 100 og 500 ml.

4.2.3. Skilletrakter, koniske, 1 000 ml, med propp av slipt glass.

4.2.4. Pareformede kolber, 250 ml, med hals av slipt glass.

4.3. Allihn-kjeleapparat, kappelengde 300 mm, med skjetestykke av slipt glass og kopling til
gasstilforselsror.

44. Foldefilter til faseskille, diameter 185 mm (f.eks. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2).

4.5. HPLC-utstyr med innspreytingssystem.

4.5.1. Vaskekromatografikolonne, 250 mm x 4 mm, C;s, 5 eller 10 pm kolonnepakning eller tilsvarende.

4.5.2. UV-eller fluorescensdetektor, med variabel bglgelengdeinnstilling.

4.6. Spektrofotometer med 10 mm kvartsceller.

4.7. Vannbad med magnetrorer.
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Ekstraksjonsapparat (se figur 1) bestaende av:
Glassylinder pa 1 liter, med hals og propp av slipt glass.

Innsats av slipt glass med et siderer og et justerbart rer gjennom midten. Det justerbare reret skal ha
en U-formet nedre del og spiss tut i motsatt ende, slik at det gverste vaeskelaget i sylinderen kan helles
over i en skilletrakt.

5. Framgangsmate

5.1.

5.2.

5.3.

5.3.1.

Merk: Vitamin E er folsomt for lys (UV) og oksidasjon. Alt arbeid skal utferes avskjermet fra
lys (bruk glassvarer av brunt glass eller som er innpakket i aluminiumsfolie) og oksygen
(spyl med nitrogen). Under ekstraksjonen skal luften over veesken erstattes med nitrogen
(unngé overtrykk ved & lette pa proppen av og til).

Tillaging av proven

Mal proven til den kan passere gjennom en sikt med 1 mm maskevidde, men pass pa & unngé
varmeutvikling. For & unngé tap av vitamin E, skal preven males umiddelbart for den veies og
forsapes.

Forsapning

Avhengig av vitamin E-innholdet veies, med en neyaktighet pd 0,01 g, 2-25 g av preven opp i
en 500 ml flatbunnet kolbe eller erlenmeyerkolbe (4.2.1). Tilsett etter tur, samtidig som kolben
roteres, 130 ml etanol (3.1), ca. 100 mg BHT (3.13), 2 ml natriumaskorbatlesning (3.5) og 2 ml
natriumsulfidlesning (3.6). Fest kjoleapparatet (4.3) pa kolben og plasser kolben i et vannbad med
magnetrorer (4.7). Varm opp til kokepunktet og la koke med tilbakeleop i fem minutter. Deretter
tilsettes 25 ml kaliumhydroksidlgsning (3.4) gjennom kjgleapparatet (4.3) og kokes med
tilbakelap i nye 25 minutter under omrering og langsom gjennomstremning av nitrogen. Skyll
kjeleapparatet med ca. 20 ml vann, og kjel innholdet i kolben ned til romtemperatur.

Ekstraksjon

Forsépningslesningen overfores kvantitativt ved sedimentering til en 1 000 ml skilletrakt (4.2.3)
eller ekstraksjonsapparatet (4.8) ved skylling med totalt 250 ml vann. Deretter skylles
forsapningskolben, forst med 25 ml etanol (3.1) og deretter med 100 ml petroleumseter (3.2), for
losemiddelblandingen overfores til skilletrakten eller ekstraksjonsapparatet. Forholdet mellom
vann og etanol i den samlede vaskemengden skal vaere ca. 2:1. Rist kraftig i to minutter, og la
deretter sta i to minutter.

Ekstraksjon med skilletrakt (4.2.3)

Nar veesken er skilt i to lag (se 7.3), overfores petroleumseterlaget til en annen skilletrakt
(4.2.3). Gjenta denne ekstraksjonen to ganger med 100 ml petroleumseter (3.2) og deretter to
ganger med 50 ml petroleumseter (3.2).

Vask de samlede ekstraktene to ganger ved 4 tilsette porsjoner pa 100 ml vann og deretter
forsiktig rotere skilletrakten (for & unnga emulsjonsdannelse). Rist deretter skilletrakten gjentatte
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ganger (fire ganger burde holde) med porsjoner pa 100 ml vann helt til vannet ikke farges ved
tilsetting av fenolftaleinlesning (3.7). Det vaskede ekstraktet filtreres over i en 500 ml mélekolbe
(4.2.2) gjennom et tort foldefilter til faseskille (4.4) slik at eventuelt oppsamlet vann fjernes. Skyll
skilletrakten og filteret med 50 ml petroleumseter (3.2), fyll opp til merket med petroleumseter
(3.2) og bland godt.

Ekstraksjon med ekstraksjonsapparat (4.8)

Nar veesken er skilt i to lag (se 7.3), erstattes proppen i glassylinderen (4.8.1) med innsatsen av
slipt glass (4.8.2), og den nederste, U-formede delen av det justerbare roret plasseres like over
skilleflaten mellom de to lagene. Det gvre laget av petroleumseter overfores til en 1 000 ml
skilletrakt (4.2.3) ved innfering av nitrogen gjennom sidereret. Tilsett deretter 100 ml
petroleumseter (3.2) til glassylinderen, sett i proppen og rist godt. Nér vaesken er skilt i to lag,
overfores det gvre laget til skilletrakten som beskrevet tidligere. Gjenta ekstraksjonen med
ytterligere 100 ml petroleumseter (3.2), deretter to ganger med 50 ml porsjoner av petroleumseter
(3.2), og overfor petroleumseterlagene til skilletrakten.

Vask de samlede petroleumseterekstraktene som beskrevet i 5.3.1, og fortsett som beskrevet der.

Tillaging av provelosningen for HPLC

Pipetter en delmengde av petroleumseterlogsningen (fra 5.3.1 eller 5.3.2) over i en 250 ml
pareformet kolbe (4.2.4). La lasemiddelet fordampe i rotasjonsfordamperen (4.1) med undertrykk
med en vannbadstemperatur pa hoyst 40 °C til det er nesten tort. Gjenopprett normalt lufttrykk
ved a slippe inn nitrogen (3.9), og fjern kolben fra rotasjonsfordamperen. Fjern det resterende
lgsemiddelet med en nitrogenstrom (3.9), og les umiddelbart opp restmengden i et kjent volum
(10-100 ml) metanol (3.3) (konsentrasjonen av DL-a-tokoferol skal ligge i omradet 5-30 pg/ml).

HPLC-bestemmelse

Vitamin E separeres i en Ciz omvendtfasekolonne (4.5.1), og konsentrasjonen males med en
fluorescensdetektor (eksitasjon: 295 nm, emisjon: 330 nm) eller en UV-detektor (292 nm) (4.5.2).

Sproyt inn en delmengde (f.eks. 20 pl) av metanollgsningen fra 5.4 og eluer med mobil fase
(3.8). Beregn gjennomsnittlig toppheyde (-areal) for flere innspreytninger av samme
provelesning, og gjennomsnittlige toppheyder (-arealer) for flere innsproytninger av
kalibreringslosningene (5.6.2).

HPLC-betingelser

Nedenstaende betingelser er veiledende. Det kan benyttes andre betingelser, forutsatt at de forer
til tilsvarende resultater.

Vaskekromatografikolonne (4.5.1): 250 mm % 4 mm, Cisg, 5 eller 10 pm kolonnepakning eller
tilsvarende

Mobil fase (3.8): Blanding av metanol (3.3) og vann, f.eks. 980 + 20 (v +
V).

Gjennomstremningshastighet: 1-2ml/min.

Detektor (4.5.2): Fluorescensdetektor

(eksitasjon: 295 nm/emisjon: 330 nm) eller en UV-

detektor (292 nm)
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Kalibrering (DL-a-tokoferolacetat eller DL-a-tokoferol)
Standardlosning av DL-o-tokoferolacetat

Tillaging av standardarbeidslosning

Pipetter 25 ml av stamlasningen av DL-a-tokoferolacetat (3.10.1) over til en 500 ml flatbunnet
kolbe eller erlenmeyerkolbe (4.2.1) og hydrolyser som beskrevet i 5.2. Ekstraher deretter med
petroleumseter (3.2) som beskrevet i 5.3 og spe ut til 500 ml med petroleumseter. La 25 ml av
ekstraktet fordampe i rotasjonsfordamperen (se 5.4) til preven er nesten torr, fjern resten av
lgsningen med en nitrogenstrem (3.9) og lgs restmengden opp pa nytt i 25,0 ml metanol (3.3).
Den nominelle konsentrasjonen av pg DL-a-tokoferol i denne lgsningen er 45,5 per ml, som
tilsvarer 50 ng DL-a-tokoferolacetat per ml. Standardarbeidslesningen skal tillages like for bruk.

Tillaging av kalibreringslosninger og kalibreringskurve

Overfor 1,0, 2,0, 4,0 og 10,0 ml av standardarbeidslesningen til en rekke 20 ml malekolber, fyll
opp til merket med metanol (3.3) og bland. Den nominelle konsentrasjonen i disse l@sningene er
2,5,5,0, 10,0 og 25,0 ug DL-a-tokoferolacetat per ml, dvs. 2,28, 4,55, 9,10 og 22,8 pg DL-a-
tokoferol per ml.

Spreyt inn 20 pl av hver kalibreringslosning flere ganger, og bestem gjennomsnittlige
toppheyder (-arealer). Bruk de gjennomsnittlige toppheydene (-arealene) til & trekke opp en
kalibreringskurve.

UV-standardisering av stamlosningen av DL-o-tokoferolacetat (3.10.1)

Tynn ut 5,0 ml av stamlgsningen av DL-a-tokoferolacetat (3.10.1) til 25,0 ml med etanol, og
mal lesningens UV-spektrum mot etanol (3.1) i spektrofotometeret (4.6) mellom 250 og 320 nm.

Absorpsjonsmaksimum skal ligge ved 284 nm:
E' %) cm = 43,6 ved 284 nm i etanol
Ved denne fortynningen skal ekstinksjonsverdien ligge mellom 0,84 og 0,88.

Standardlosning av DL-a-tokoferol

Tillaging av standardarbeidslosning

Pipetter 2 ml av stamlgsningen av DL-a-tokoferol (3.11.1) over til en 50 ml mélekolbe. Las opp
proven i metanol (3.3) og fyll opp til merket med metanol. Den nominelle konsentrasjonen av DL-
a-tokoferol i denne lgsningen er 40 pug per ml, som tilsvarer 44,0 pg DL-a-tokoferolacetat per ml.
Standardarbeidslesningen skal tillages like for bruk.

Tillaging av kalibreringslosninger og kalibreringskurve

Overfor 1,0, 2,0, 4,0 og 10,0 ml av standardarbeidslesningen til en rekke 20 ml malekolber, fyll
opp til merket med metanol (3.3) og bland. Den nominelle konsentrasjonen av DL-a-tokoferol i
disse lgsningene er 2,0, 4,0, 8,0 og 25,0 pug per ml, dvs. 2,20, 4,40, 8,79 og 22,8 ug DL-a-
tokoferolacetat per ml.

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702



85

Spreyt inn 20 pl av hver kalibreringslesning flere ganger og bestem gjennomsnittlige
topphayder (-arealer). Bruk de gjennomsnittlige toppheydene (-arealene) til & trekke opp en
kalibreringskurve.

5.6.2.3. UV-standardisering av stamlosningen av DL-a-tokoferol (3.11.1)

Tynn ut 2,0 ml av stamlesningen av DL-a-tokoferol (3.11.1) til 25,0 ml med etanol, og mal
losningens UV-spektrum mot etanol (3.1) i spektrofotometeret (4.6) mellom 250 og 320 nm.
Absorpsjonsmaksimum skal ligge ved 292 nm:

E'%) cm= 75,8 ved 292 nm i etanol

Ved denne fortynningen skal ekstinksjonsverdien ligge pa 0,6.

6. Beregning av resultater

Bruk gjennomsnittsheyden (-arealet) for vitamin E-toppene fra provelgsningen til & bestemme
provelesningens konsentrasjon i pg/ml (beregnet som DL-a-tokoferolacetat) ved hjelp av
kalibreringskurven (5.6.1.2 eller 5.6.2.2).

Innholdet w av vitamin E (mg/kg) i preven beregnes ved hjelp av felgende formel:
w=(500%xcxV,)/(Vi*xm) [mg/kg]

der:

c = konsentrasjonen av vitamin E (som a-tokoferolacetat) i
provelesningen (5.4) i pg/ml

Vi provelesningens (5.4) volum i ml

V, = volum av delmengden tatt i (5.4) i ml

m = prevemengdens masse i g

7. Merknader

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

For prever med lav konsentrasjon av vitamin E kan det vaere nyttig 4 sl sammen
petroleumseterekstraktene fra to forsdpningsomganger (veid mengde: 25 g) til én provelgsning for
HPLC-bestemmelse.

Proven som skal analyseres, bor ikke inneholde mer enn 2 g fett.
Dersom faseskille ikke finner sted, tilsettes ca. 10 ml etanol (3.1) for & bryte emulsjonen.

Etter spektrofotometrisk maling av lgsningen av DL-a-tokoferolacetat eller DL-a-tokoferol 1 samsvar
med henholdsvis 5.6.1.3 eller 5.6.2.3, tilsettes ca. 10 mg BHT (3.12) til lgsningen (3.10.1 eller
3.10.2). Denne losningen oppbevares i kjoleskap (i hayst fire uker).

Hydrokinon kan brukes i stedet for BHT.
Ved bruk av en normalfasekolonne er det mulig & separere a-, -, y- og d-tokoferol.

I stedet for natriumaskorbatlgsning er det mulig & bruke ca. 150 mg askorbinsyre.
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I stedet for natriumsulfidlesning er det mulig & bruke ca. 50 mg EDTA.

Vitamin E-acetat hydrolyserer svaert raskt under alkaliske forhold og er derfor sveert folsomt for

oksidasjon, serlig ved tilstedevarelse av sporstoffer som jern og kobber. Bestemmelse av vitamin E i
premikser ved nivéer over 5000 mg/kg, kan fore til nedbryting av vitamin E. For & bekrefte
resultatene anbefales det derfor & benytte en HPLC-metode som omfatter enzymatisk oppslutning av
vitamin E uten basisk forsapningstrinn.

8. Repeterbarhet

Forskjellen mellom resultatene fra to parallelle bestemmelser som utferes p4 samme prove, ma ikke

overskride 15 % av det hayeste resultatet.

9. Resultater av en undersgkelse foretatt ved flere laboratorier?

Premiks Forvarer Mineral- Proteinfor = Smadgrisfor

iblandet konsentrat

premiks
L 12 12 12 12 12
N 48 48 48 48 48
Gjennomsnitt 17380 1187 926 315 61,3
[mg/kg]
S [mg/kg] 384 453 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CV: [%] 2,2 3,8 2,7 4,1 3,8
Sk [mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVr [%] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L antall laboratorier
n = antall enkeltverdier
Sr = standardavvik for repeterbarhet
SR = standardavvik for reproduserbarhet
T = repeterbarhet
R = reproduserbarhet
CV; = variasjonskoeffisient for repeterbarhet
CVr = variasjonskoeffisient for reproduserbarhet
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Figur 1: Ekslraklionsapparal (4.8)
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35 Utfort av arbeidsgruppen for forvarer ved Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten
(VDLUFA).

C. Bestemmelse av sporstoffene jern, kobber, mangan og sink

1. Formal og virkeomrade

Dette er en metode for bestemmelse av sporstoffene jern, kobber, mangan og sink i forvarer. Grensene
for mengdebestemmelse er:

- jern (Fe): 20 mg/kg

- kobber (Cu): 10 mg/kg

- mangan (Mn): 20 mg/kg

- sink (Zn): 20 mg/kg.

2. Prinsipp

Les opp preven i saltsyre etter at eventuelt organisk materiale er destruert. Jern, kobber, mangan og sink
bestemmes ved hjelp av atomabsorpsjonspektrometri etter passende fortynning.

3. Reagenser
Innledning

Ved tilberedning av reagenser og analyselgsninger brukes vann som ikke inneholder de kationene som
skal bestemmes. Vannet renses enten med dobbelt destillasjon i et borsilikat- eller kvartsglass, eller ved
dobbelt behandling pa ionebytterharpiks.

Reagensene méa minst ha analysekvalitet. Fraveer av mineralene som skal bestemmes, kontrolleres ved
blindpreve. Om nedvendig skal reagensene renses ytterligere.

I stedet for standardlesningene beskrevet nedenfor, kan kommersielle standardlesninger brukes, forutsatt
at de har garanti og er kontrollert for bruk.

3.1. Saltsyre, (tetthet:1,19 g/ml).
3.2. Saltsyre, (6 mol/l).
3.3. Saltsyre, (0,5 mol/l).

34. 38-40 % flussyre (v/v) med et jerninnhold (Fe) pa mindre enn 1 mg/Fe/l og med en fordampingsrest
pa mindre enn 10 mg (som sulfat)/I.

3.5. Saltsyre, (tetthet:1,84 g/ml).

3.6. Hydrogenperoksid, (ca. 100 volumenheter oksygen (30 % etter vekt)).
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3.7. Standardjernlesning I (1000 pg Fe/ml) tillaget pa folgende mate eller tilsvarende losning som fés i
handelen: Las opp 1 g jerntrad i 200 ml 6 mol/l saltsyre (3.2), tilsett 16 ml hydrogenperoksid (3.6) og
fyll opp med vann til 1 L.
3.7.1.  Standardarbeidslesning av jern (100 pg Fe/ml) tillaget ved fortynning av 1 del standardlesning (3.7)
med 9 deler vann.
3.8. Standardkobberlgsning I (1000 pg Cu/ml) tillaget pa folgende méte eller tilsvarende lgsning som fas i
handelen:
- Los opp 1 g kobber i pulverform i 25 ml 6 mol/l saltsyre (3.2.), tilsett 5 ml hydrogenperoksid (3.6)
og fyll opp med vann til 1 L
3.8.1. Standardarbeidslesning av kobber (10 pg Cu/ml) tillaget ved fortynning av 1 del standardlgsning (3.8)
med 9 deler vann, og deretter fortynning av 1 del av resultatet med 9 deler vann.
3.9. Standardmanganlgsning (1000 pg Mn/ml) tillaget péa folgende mate eller tilsvarende lgsning som fas i
handelen:
- Los opp 1 g mangan i pulverform i 25 ml 6 mol/l saltsyre (3.2.), og fyll opp med vann til 1 1.
3.9.1. Standardarbeidslesning av mangan (10 pg Mn/ml) tillaget ved fortynning av 1 del standardlesning
(3.9) med 9 deler vann, og deretter fortynning av 1 del av resultatet med 9 deler vann.
3.10.  Standardsinklgsning (1000 pg Zn/ml) tillaget pa felgende mate eller tilsvarende lgsning som fas i
handelen:
- Los opp 1 g mangan i bind- eller bladform i 25 ml 6 mol/l saltsyre (3.2), og fyll opp med vann til
11
3.10.1. Standardarbeidslgsning av sink (10 pug Zn/ml) tillaget ved fortynning av 1 del standardlgsning (3.10)
med 9 deler vann, og deretter fortynning av 1 del av resultatet med 9 deler vann.
3.11.  Lantankloridlesning: Les opp 12 g lantanoksid i 150 ml vann (3.2), tilsett 100 ml 6 mol/I saltsyre
(3.2) og fyll opp med vann til 1 1.
4. Utstyr
4.1. Muftelovn med temperaturregulering og fortrinnsvis temperaturméler.
4.2. Glasstey skal veere av motstandsdyktig borsilikat, og det anbefales at utstyret bare brukes til
bestemmelse av sporstoffer.
4.3. Atomabsorpsjonsspektrofotometer som oppfyller metodens krav med hensyn til felsomhet og

neyaktighet i det omradet som kreves.
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5. Framgangsmate*

5.1.

5.1.1.

5.1.1.1.

5.1.1.2.

Prover som inneholder organiske forbindelser
Foraskning og tillaging av losningen som skal analyseres®’

Plasser 5 til 10 g av preven veid til naermeste 0,2 mg i en kvarts- eller platinadigel (se merknad b),
tork i en ovn ved 105 °C og sett digelen inn i1 kald muffelovn (4.1). Lukk ovnen (se merknad c) og ok
temperaturen gradvis til 450475 °C i lgpet av ca. 90 minutter. Hold denne temperaturen i 4-16 timer
(f.eks. over natten) for & fjerne karbonholdig materiale, og apne deretter ovnen for avkjeling (se
merknad d).

Asken fuktes med vann og overfares til et 250 ml begerglass. Digelen skylles med i alt 5 ml
saltsyre (3.1), som overfores langsomt og forsiktig til begerglasset (en voldsom reaksjon kan
forekomme pa grunn av dannelse av CO2). Tilsett saltsyre (3.1) drapevis under omrering, inntil
all brusing har stoppet. Inndamp til terr tilstand og rer av og til med en glasstang.

Deretter tilsettes 15 ml 6 mol/l saltsyre (3.2) til fordampingsresten, og deretter ca. 120 ml vann.
Ror med glasstangen og la denne bli stiende 1 begerglasset, som dekkes til med et urglass.
Innholdet kokes opp og holdes sé vidt pa kokepunktet inntil det ikke ser ut til & oppleses mer aske.
Filtrer gjennom askefritt filterpapir til et 250 ml maleglass. Vask begerglass og filter med 5 ml
varm 6 mol/l saltsyre (3.2) og to ganger med kokende vann. Fyll méleglasset opp til merket med
vann (HCI-konsentrasjon ca. 0,5 mol/l).

Dersom bunnfallet i filteret er svart (karbon), settes blandingen tilbake i ovnen, og det foraskes pa
nytt ved 450—475 °C. Denne foraskningen, som krever bare noen fa timer (3—5 timer), er fullfort nar
asken er hvit eller nesten hvit. Les opp asken i ca. 2 ml saltsyre (3.1), inndamp til terr tilstand og
tilsett 5 ml 6 mol/l saltsyre (3.2). Varm opp, filtrer lesningen ned i méleglasset og fyll opp til merket
med vann (HCl-konsentrasjon ca. 0,5 mol/l).

Merknader:
a) Ved bestemmelse av sporstoffer er det viktig & veere klar over risikoen for forurensning, sarlig
med sink, kobber og jern. Derfor skal utstyr som brukes ved tillaging av prevene, vere fri for
disse metallene.

For a redusere den generelle risikoen for forurensning ber arbeidet forega i en stovfri
atmosfere med fullstendig rent utstyr og grundig vasket glasstoy. Bestemmelsen av sink er
serlig folsom for mange typer forurensning, f.eks. fra glass, reagenser, stov osv.

b) Vekten av preven som skal foraskes, skal beregnes ut fra det omtrentlige forventede innholdet av
sporstoffer i forvaren i forhold til felsomheten til det spektrofotometeret som brukes. For visse
typer forvarer med lavt innhold av sporstoffer kan det vaere nedvendig a starte med en preve pa
10-20 g og begrense den endelige lgsningen til bare 100 ml.

c¢) Foraskning skal foretas i lukket ovn uten gjennomblasing med luft eller oksygen.
d) Temperaturen som angis av pyrometeret, ma ikke overskride 475 °C.
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Spektrofotometrisk bestemmelse

Tillaging av kalibreringslosninger

For hvert av sporstoffene som skal bestemmes, skal det tillages en rekke kalibreringslesninger
ut fra standardarbeidslesningene beskrevet i 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 og 3.10.1. Hver kalibreringslosning
skal ha en HCl-konsentrasjon pé ca. 0,5 mol/l og (for jern, mangan og sink) en
lantankloridkonsentrasjon tilsvarende 0,1 % La (w/v).

De valgte konsentrasjonene for sporstoffet mé ligge innenfor felsomhetsomradet for
spektrofotometeret som brukes. Tabellene nedenfor viser eksempler pa sammensetninger av
typiske utvalg kalibreringslosninger. Avhengig av spektrofotometerets type og folsomhet kan det
imidlertid bli nedvendig & velge andre konsentrasjoner.

Jern
pg Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml av 0 0,5 1 2 3 4 5

standardarbeidslosning
(3.7.1) (1 ml = 100 pg Fe)

ml HCI (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

Tilsett 10 ml lantankloridlesning (3.11) og fyll opp med vann til 100 ml

Kobber
pg Cu/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml av 0 1 2 4 6 8 10

standardarbeidslosning
(3.8.1) (1 ml =10 pg Cu)

ml HCl1 (3.2) 8 8 8 8 8 8 8
Mangan

pug Mn/ml 0 o1 02 04 06 |08 1,0
ml av 0 1 2 4 6 8 10

standardarbeidslosning
(3.9.1) (1 ml = 10 pg Mn)

ml HCI (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

Tilsett 10 ml lantankloridlesning (3.11) og fyll opp med vann til 100 ml

Sink
pg Zn/ml 0 0,05 10,1 02 04 10,6 08
ml av 0 0,5 1 2 4 6 8

standardarbeidslosning
(3.10.1) (1 ml = 10 pg Zn)

ml HCI (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

Tilsett 10 ml lantankloridlesning (3.11) og fyll opp med vann til 100 ml

Tillaging av provelosning til analyse

For bestemmelse av kobber kan den lgsningen som er tillaget etter 5.1.1 vanligvis anvendes
direkte. Dersom det er nedvendig & endre konsentrasjonen slik at den kommer innenfor omradet
for standardlgsningene, kan en delmengde pipetteres over i et 100 ml maleglass og deretter fylles
opp til merket med 0,5 mol/l saltsyre (3.3).
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For bestemmelse av jern, mangan og sink pipetteres en delmengde av lgsningen tillaget etter
5.1.1 over i et 100 ml méleglass, som tilsettes 10 ml lantankloridlesning (3.11) og deretter fylles
det opp til merket med 0,5 mol/l saltsyre (3.3) (se ogsa punkt 8 «Merknader»).

5.1.2.3. Blindprove

Blindpreven skal inneholde alle de foreskrevne trinnene i framgangsmaéten, bortsett fra at
provematerialet er utelatt. Kalibreringslesning «0» ma ikke brukes som blindlesning.

5.1.2.4. Maling av atomabsorpsjon

Atomabsorpsjonen for kalibreringslesningene og den lgsningen som skal analyseres, méles ved
a bruke en oksiderende luft-acetylenflamme ved folgende belgelengder:

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

Hver méling gjentas fire ganger.

5.2 Mineralfor

Dersom proven ikke inneholder organisk materiale, er det ikke nedvendig & foraske pa forhénd.
Folg framgangsméten i 5.1.1.1, start fra avsnitt 2. Fordamping med flussyre kan utelates.

36 Andre metoder for oppslutning kan benyttes forutsatt at de har vist seg & gi tilsvarende resultater (som f.eks. oppslutning med
mikrobelgetrykk).

37 Grennfor (friskt eller torket) inneholder ofte store mengder vegetabilsk silisium, som kan binde sporstoffer, og som derfor mé fjernes.
For prever av slike forvarer skal derfor folgende endrede framgangsmate brukes: Utfor operasjonen 5.1.1.1 sa langt som til filtreringen.
Vask filterpapiret som inneholder den uleselige restmengden to ganger med kokende vann og legg det i en platinadigel. Forask i
muffelovnen (4.1) ved en temperatur lavere enn 550 °C inntil alt karbonholdig materiale er fullstendig forsvunnet. Avkjel, tilsett noen
draper vann og deretter 10—15 ml flussyre (3.4) og fordamp til terr tilstand ved ca. 150 °C. Dersom det fremdeles er silisiumoksid i
fordampingsresten, loses denne pé nytt i noen f& ml flussyre (3.4) og fordampes til torr tilstand. Tilsett fem dréper svovelsyre (3.5) og
varm opp til det ikke lenger avgis hvit damp. Etter tilsetting av 5 ml 6 mol/I saltsyre (3.2) og ca. 30 ml vann varmes lgsningen opp.
Deretter filtreres den ned i et 250 ml méleglass, som sa fylles opp til merket med vann (HCl-konsentrasjon ca. 0,5 mol/l). Fortsett
deretter bestemmelsen fra 5.1.2.

6. Beregning av resultater

Konsentrasjonen av sporstoffet i losningen som skal analyseres beregnes ved hjelp av
kalibreringskurven, og resultatet uttrykkes i mg sporstoff per kg prave (ppm).

7. Repeterbarhet

Forskjellen mellom resultatene av to parallelle bestemmelser utfort pd samme prove av samme
analytiker ber ikke overskride:
- 5 mg/kg i absolutt verdi for et innhold av sporstoffer inntil 50 mg/kg,

- 10 % av de heyeste resultatene for et innhold av sporstoffer over 50 og inntil 100 mg/kg,
- 10 mg/kg i absolutt verdi for et innhold av sporstoffer over 100 og inntil 200 mg/kg,
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- 5 % av det hayeste resultatet for et innhold av sporstoffer pa over 200 mg/kg.

&. Merknad

Tilstedevarelse av store mengder fosfater kan forstyrre bestemmelsen av jern, mangan og sink. Dette
skal korrigeres ved 4 tilsette en lantankloridlesning (3.11). Dersom vektforholdet 1 proven er Ca + Mg/P =
> 2, kan tilsetting av lantanklorid (3.11) sleyfes i analyselesningen og kalibreringslosningene.

D. Bestemmelse av halofuginon

DL-trans-7-bromo-6-kloro-3-[3-(3-hydroksy-2-piperidyl)acetonyl]-4-(3H)-kinazolinon-hydrobromid

1. Formal og virkeomréde

Denne metoden gjor det mulig & bestemme innholdet av halofuginon i forvarer. Nedre grense for
mengdebestemmelse er 1 mg/kg.

2. Prinsipp

Etter behandling med varmt vann ekstraheres halofuginon som fri base i etylacetat og separeres deretter
som hydroklorid i en vandig syrelgsning. Ekstraktet renses ved ionebytterkromatografi. Innholdet av
halofuginon bestemmes ved reversfase haytrykksvaskekromatografi (HPLC) ved bruk av en UV-detektor.

3. Reagenser

3.1. Acetonitril, HPLC-kvalitet
3.2 Amberlite XAD-2 harpiks
3.3. Ammoniumacetat

34. Etylacetat

3.5. Eddiksyre (iseddik).

3.6. Halofuginon standard (DL-trans-7-bromo-6-kloro-3-[3-(3-hydroksy-2-piperidyl)acetonyl]-4-(3H)-
kinazolinon-hydrobromid, E 764)

3.6.1. Halofuginon standardstamlosning, 100 ug/ml

Vei opp 50 mg halofuginon (3.6) med en negyaktighet pa 0,1 mg i en 500 ml mélekolbe, las opp
i en ammoniumacetatbufferlgsning (3.18), fyll opp til merket med bufferlgsning og bland. Denne
lgsningen er stabil i tre uker ved 5 °C dersom den oppbevares markt.

3.6.2. Kalibreringslosninger
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Overfor 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 og 6,0 ml av standardstamlesningen (3.6.1) til en rekke 100 ml
maélekolber. Fyll opp til merket med mobil fase (3.21) og bland. Disse losningene har
konsentrasjoner av halofuginon pa henholdsvis 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 og 6,0 pg/ml. Lesningene skal
blandes like for bruk.

Saltsyre, (p2o ca. 1,16 g/ml).

Metanol.

Selvnitrat.

Natriumaskorbat.

Natriumkarbonat.

Natriumklorid.

EDTA (etylendiamintetraacetat, dinatrium).
Vann, HPLC-kvalitet.
Natriumkarbonatlesning, ¢ = 10 g/100 ml.

Natriumkloridmettet natriumkarbonatlgsning, ¢ = 5 g/100 ml.

Las opp 50 g natriumkarbonat (3.11) i vann, fortynn til 1 1 og tilsett natriumklorid (3.12) til
lgsningen er mettet.

Saltsyre, (ca. 0,1 mol/l).

Fortynn 10 ml saltsyre (3.7) med vann til 1 L.

Ammoniumacetatbufferlgsning, ca. 0,25 mol/l.

Les opp 19,3 g ammoniumacetat (3.3) og 30 ml eddiksyre (3.5) i vann (3.14) og fortynn til 1 1.

Tillaging av amberlite XAD-2 harpiks.

En passende mengde amberlite (3.2) vaskes med vann til alle kloridioner er fjernet, dette kan
pavises med selvnitratpreve (3.20) som utferes pa vaskevannet. Deretter vaskes harpiksen med 50
ml metanol (3.8), metanolen kastes og harpiksen oppbevares under fersk metanol.

Selvnitratlesning, ca. 0,1 mol/l.
Les opp 0,17 g selvnitrat (3.9) i 10 ml vann.

HPLC mobil fase.

Bland 500 ml acetonitril (3.1) med 300 ml ammoniumacetatbufferlesning (3.18) og 1 200 ml
vann (3.14). Juster PH-verdien til 4,3 ved hjelp av eddiksyre (3.5). Filtrer lgsningen gjennom et
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0,22 pm filter (4.8) og fjern luften (f.eks. ved ultralydbehandling i 10 minutter). Lasningen er
stabil i en maned dersom den oppbevares markt i en lukket beholder.

4. Utstyr

4.1. Ultralydbad

4.2. Rotasjonsfordamper

4.3. Sentrifuge

44. HPLC-utstyr med UV-detektor med variabel belgelengde eller diodearraydetektor

4.4.1. Vaskekromatografikolonne, 300 mm x 4 mm, C;s, 10 um kolonnepakning eller tilsvarende kolonne.
4.5. Glasskolonne (300 mm x 10 mm), utstyrt med et sintret glassfilter og stoppekran

4.6. Glassfiberfiltre, diameter 150 mm

47. Membranfiltre, 0,45 um

4.8. Membranfiltre, 0,22 um

5. Framgangsmate

Merk: Halofuginon er som fri base ustabil i alkaliske lgsninger og etylacetatlgsnniger. Den bar

ikke vere lost i etylacetat i mer enn 30 minutter.

5.1. Allment

5.1.1.  For uten tilsetning (blindpreve) ber analyseres for & kontrollere at det verken er halofuginon eller
forstyrrende stoffer til stede.

5.1.2.  En gjenfinningspreve ber utfores ved & analysere en blindpreve av for som er tilsatt en mengde
halofuginon som tilsvarer mengden som finnes i proven. For & gke konsentrasjonen til 3 mg/kg,
tilsettes 300 ul av standardstamlesningen (3.6.1) til 10 g blindpreve, bland og vent i 10 minutter for
ekstraksjonen (5.2) innledes.

Til denne metoden ber blindpreven vere av tilsvarende type som preven og ved analyse

Merk:
ber halofuginon ikke pavises i blindpreven.

5.2. Ekstraksjon
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Vei opp 10 g av den tillagde preven med en ngyaktighet pa 0,01 g i et 200 ml sentrifugerer,
tilsett 0,5 g natriumaskorbat (3.10), 0,5 g EDTA (3.13) og 20 ml vann og bland. Sett roret i
vannbad (80 °C) i 5 minutter. Etter nedkjeling til romtemperatur, tilsett 20 ml
natriumkarbonatlgsning (3.15) og bland. 100 ml etylacetat (3.4) tilsettes umiddelbart og reret
ristes kraftig for hénd i 15 sekunder. Sett reret i ultralydbad (4.1) i 3 minutter og ta av proppen.
Sentrifuger i 2 minutter og hell etylacetatfasen gjennom et glassfiberfilter (4.6) til en 500 ml
skilletrakt. Ekstraksjonen av pregven gjentas med en ny porsjon av 100 ml etylacetat. Vask de
blandede ekstraktene i 1 minutt med 50 ml natriumkloridmettet natriumkarbonatlesning (3.16) og
fijern den vandige fasen.

Ekstraher den organiske fasen i 1 minutt med 50 ml saltsyre (3.17). Hell den nederste syrefasen
i en 250 ml skilletrakt. Den organiske fasen ekstraheres igjen i 1,5 minutter med ytterligere 50 ml
saltsyre og blandes med det forste ekstraktet. Vask de blandede syreekstraktene ved omristing i
ca. 10 sekunder med 10 ml etylacetat (3.4).

Overfor den vandige fasen kvantitativt til en 250 ml rundbunnet kolbe og fjern den organiske
fasen. All resterende etylacetat fordampes fra syrelosningen ved bruk av en rotasjonsfordamper
(2.4). Temperaturen pd vannbadet ber ikke overskride 40 °C. Under et vakuum pa ca. 25 mbar vil
all resterende etylacetat bli fjernet i lepet av 5 minutter ved 38 °C.

Rensing

Tillaging av amberlitekolonnen

En XAD-2 kolonne lages til for hvert praveekstrakt. Overfer 10 g tillaget amberlite (3.19) til en
glasskolonne (4.5) med metanol (3.8). Sett en liten glassullpropp pé toppen av harpiksen 1
kolonnen. Hell metanolen ut av kolonnen og vask harpiksen med 100 ml vann. Stans hellingen nar
vaesken ndr toppen av harpiksen. La kolonnen std i 10 minutter for & stabilisere seg for bruk.
Kolonnen ma aldri bli terr.

Rensing av proven

Overfor ekstraktet (5.2) kvantitativt til toppen av den tillagde amberlitekolonnen (5.3.1), eluer
og kast eluatet. Elueringshastigheten ber ikke overskride 20 ml/minutt. Skyll den rundbunnede
kolben med 20 ml saltsyre (3.17) og bruk denne lgsningen til a rense kolonnematerialet. Den
resterende syrelesningen fjernes ved at luft blases gjennom den. Fjern renseveskene. Tilsett 100
ml metanol (3.8) til kolonnen og la 5-10 ml eluere. Eluatet samles opp i en 250 ml rundbunnet
kolbe. La den resterende metanolen std i 10 minutter for & stabilisere seg med kolonnematerialet
og fortsett elueringen ved en hastighet som ikke overskrider 20 ml/minutt. Eluatet samles opp i
den samme rundbunnede kolben. Metanolen fordampes med rotasjonsfordamperen (4.2);
temperaturen pa vannbadet ber ikke overskride 40 °C. Overfor restmengden kvantitativt til en 10
ml kalibreringskolbe ved bruk av mobil fase (3.21). Fyll opp til merket med mobil fase (3.21) og
bland. Filtrer en delmengde gjennom et membranfilter (4.7). Denne lgsningen forbeholdes HPLC-
bestemmelsen (5.4).

HPLC-bestemmelse

Parametere

Folgende vilkar er veiledende. Andre parametere kan brukes forutsatt at de gir de samme
resultater.

Vaskekromatografikolonne (4.4.1)
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HPLC mobil fase (3.21)
Gjennomstremningshastighet: 1,5-2 ml/min.
Detektorbglgelengde: 243 nm
Injeksjonsvolum: 40—100 pl.

Kontroller stabiliteten til det kromatografiske systemet ved & injisere kalibreringslesningen
(3.6.2) som inneholder 3,0 pg/ml flere ganger, til det oppnés konstante toppheyder (eller -arealer)
og retensjonstider.

Kalibreringskurve

Injiser hver kalibreringslosning (3.6.2) flere ganger og mal toppheydene (-arealene) for hver
konsentrasjon. Trekk opp en kalibreringskurve ved bruk av de gjennomsnittlige toppheydene eller
-arealene for kalibreringslesningene som ordinater og de tilsvarende konsentrasjonene i pg/ml
som abscisser.

Provelosning

Injiser preveekstraktet (5.3.2) flere ganger ved bruk av samme mengde som for
kalibreringslosningene, og bestem den gjennomsnittlige toppheyden (-arealet) av
halofuginontoppene.

6. Beregning av resultater

Konsentrasjonen i prevelgsningen i ug/ml bestemmes ut fra den gjennomsnittlige toppheyden (-arealet)
av provelosningens halofuginontopper med henvisning til kalibreringskurven (5.4.2).

Innholdet av halofuginon w (mg/kg) i preven beregnes etter folgende formel:

w=(cx10)/(m) der:

C

= provelesningens halofuginonkonsentrasjon i pg/ml,

m

= provemengdens masse i g.

7. Validering av resultatene

7.1.

Identitet

Identiteten til analytten kan bekreftes ved kromatografi med tilsetting av kjent mengde standard
eller ved bruk av en diodearraydetektor som gjer det mulig & sammenligne spektrene til
proveekstraktet og kalibreringslesningen (3.6.2) som inneholder 6,0 pg/ml halofuginon.

Kromatografi med tilsetting av kjent mengde standard

Et proveekstrakt tilsettes en passende mengde kalibreringslesning (3.6.2). Mengden tilsatt
halofuginon ber vere lik den beregnede mengden halofuginon som er funnet i proveekstraktet.

Bare hayden av halofuginontoppen ber ake etter at det er tatt hensyn til bade den tilsatte
mengden og fortynningen av ekstraktet. Toppbredden skal ved den halve hgyden vere innenfor
+10 % av den opprinnelige bredden.
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7.1.2.  Diodearraydeteksjon

Resultatene vurderes etter folgende kriterier:
a) belgelengden for maksimal absorbsjon for preven og standardens spektre, méalt ved toppens spiss
pa kromatogrammet, mé vere den samme innenfor en margin beregnet ut fra detektorsystemets
opplesningsevne. For diodearraydeteksjon er den vanligvis innenfor +2 nm,

b) mellom 225 og 300 nm ma praven og standardens spektre, malt ved toppens spiss pa
kromatogrammet, ikke vare forskjellige med hensyn til de delene av spekteret som ligger mellom
10 og 100 % av den relative absorbsjonen. Dette kriteriet er oppfylt ndr de samme maksima er til
stede og avviket mellom spektrene ikke pa noe observert punkt overskrider 15 % av
standardanalyttens absorbsjon,

¢) mellom 225 og 300 nm ma spektrene til den voksende kurven, spissen og den avtagende kurven til
proveekstraktets topp ikke vaere forskjellige fra hverandre med hensyn til de delene av spekteret
som ligger mellom 10 og 100 % av den relative absorbsjonen. Dette kriteriet er oppfylt nér de
samme maksima er til stede og avviket mellom spektrene ikke pd noe observert punkt overskrider
15 % av spekterets absorbsjon i spissen.

Dersom et av disse kriteriene ikke er oppfylt, er forekomsten av analytten ikke bekreftet.

7.2. Repeterbarhet

Forskjellen mellom resultatene fra to parallelle bestemmelser som utferes pa samme prove, ma
ikke overskride 0,5 mg/kg for halofuginoninnhold opp til 3 mg/kg.

7.3. Gjenfinning

For blindpreven med tilsetning ber gjenfinningsprosenten vaere minst 80 %.

&. Resultater av en undersgkelse foretatt ved flere laboratorier

I en undersokelse foretatt ved flere laboratorier®® ble tre prover analysert av étte laboratorier.

Resultater
Prove A Prove B (mel) Prove C (pelleter)
(blindprove)
ved mottak
ved mottak | etterto | ved mottak  etter to
mdneder mdneder

Gjennomsnitt [mg/kg] |i.p. 2,80 2,42 2,89 2,45
Sr [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVr [%] — 16 18 14 17
Gjenf. [%] 86 74 88 75
Lp. = ikke pavist
Sr = standardavvik for reproduserbarhet
CVr = variasjonskoeffisient for reproduserbarhet (%)
Gjenf. = gjenfinning (%)

38 The Analyst nr. 108, 1983, s. 1252-1256.
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E. Bestemmelse av robenidin

1,3-bis[ (klorbenzyliden)amino] guanidinhydroklorid

1. Formél og virkeomrade

Denne metoden gjor det mulig & bestemme innholdet av robenidin i forvarer. Nedre grense for
mengdebestemmelse er 5 mg/kg.

2. Prinsipp

Proven ekstraheres med sur metanol. Ekstraktet torkes, og en delmengde renses pa en
aluminiumoksidkolonne. Robenidin elueres fra kolonnen med konsentrert metanol og ekes til passende
volum med mobil fase. Innholdet av robenidin bestemmes ved reversfase haytrykksvaskekromatografi
(HPLC) ved bruk av en UV-detektor.

3. Reagenser

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

Metanol.

Sur metanol.

Fyll 4,0 ml saltsyre (p20 = 1,18 g/ml) i en 500 ml mélekolbe, fyll opp til merket med metanol
(3.1) og bland. Lesningene skal blandes like for bruk.

Acetonitril, HPLC-kvalitet

Molekylgitter.

Kuler av type 3A 8—12 mesh (1,6-2,5 mm kuler, krystallinsk aluminiumsilikat, porediameter
0,3 nm).

Aluminiumoksid, sur, aktivitetsgrad I for kolonnekromatografi.

Anbring 100 g aluminiumoksid i en egnet beholder og tilsett 2,0 ml vann. Sett propp i
beholderen og rist ca. 20 minutter. Oppbevar vasken i en godt lukket beholder.

Kaliumdihydrogenfosfatlgsning, ¢ = 0,025 mol/l.

Las opp 3,40 g kaliumdihydrogenfosfat i vann (HPLC-kvalitet) i en 1000 ml mélekolbe, fyll
opp til merket og bland.

Dinatriumhydrogenfosfatlgsning, ¢ = 0,025 mol/l.

Las opp 3,55 g vannfti (eller 4,45 g dihydrat eller 8,95 dodekahydrat) dinatriumhydrogenfosfat i
vann (HPLC-kvalitet) i en 1 000 ml méalekolbe, fyll opp til merket og bland.

HPLC mobil fase.
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Bland folgende reagenser.
650 ml acetonitril (3.3),
250 ml vann, (HPLC-kvalitet),
50 ml kaliumdihydrogenfosfatlgsning (3.6),
50 ml dinatriumhydrogenfosfatlgsning (3.7).

Lesningen filtreres gjennom et 0,22 pm filter (4.6) og luften fjernes (f.eks. ved
ultralydbehandling i 10 minutter).

3.9. Standard.
Ren robenidin: 1,3-bis[(4-klorbenzyliden)amino] guanidinhydroklorid.
3.9.1.  Robenidin-standardstamlosning: 300 ug/ml
Vei opp 30 mg robenidin standard (3.9) med en negyaktighet pa 0,1 mg. Los opp stoffet i sur
metanol (3.2) i en 100 ml mélekolbe, fyll opp til merket med samme losning og bland. Pakk
kolben inn i aluminiumsfolie og oppbevar den merkt.
3.9.2. Robenidin-standardmellomlosning: 12 ug/ml
Overfer 10,0 ml av standardstamlesningen (3.9.1.) til en 250 ml mélekolbe, fyll opp til merket
med mobil fase (3.8) og bland. Pakk kolben inn i aluminiumsfolie og oppbevar den merkt.
3.9.3. Kalibreringslosninger
Overfoer henholdsvis 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 og 25,0 ml av standardlgsningen (3.9.2) til en rekke 50
ml mélekolber. Fyll opp til merket med mobil fase (3.8) og bland. Disse lgsningene har
konsentrasjoner av robenidin pa henholdsvis 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 og 6,0 pg/ml. Lgsningene skal
blandes like for bruk.
3.10. Vann, HPLC-kvalitet.
4. Utstyr
4.1. Glasskolonne
Laget av brunt glass, utstyrt med stoppekran og med et innhold pa ca. 150 ml, innvendig
diameter 10—15 mm, lengde 250 mm.
4.2. Mekanisk risteapparat eller magnetrorer.
4.3. Rotasjonsfordamper.
4.4. HPLC-utstyr med UV-detektor med variabel belgelengde eller diodearraydetektor som virker
innenfor omradet 250400 nm.
4.4.1. Vaskekromatografikolonne: 300 mm x 4 mm, Cig 10 um pakning eller en tilsvarende kolonne.
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4.5. Glassfiberfiltre (Whatman GF/A eller tilsvarende).
4.6. Membranfiltre, 0,22 pum.

4.7. Membranfiltre, 0,45 pm.

5. Framgangsmate

Merk: \ \Robenidin er lysfolsomt. Det ber brukes brunt glass ved alle operasjoner.

5.1. Allment

5.1.1.  For uten tilsetning (blindpreve) ber analyseres for & kontrollere at det verken er robenidin eller
forstyrrende stoffer til stede.

5.1.2.  En gjenfinningspreve ber utferes ved & analysere blindpreven (5.1.1) som er tilsatt en mengde
robenidin som tilsvarer mengden som finnes i proven. For & gke konsentrasjonen til 60 mg/kg
overfores 3,0 ml av standardstamlesningen (3.9.1) til en 250 ml erlenmeyerkolbe. La losningen
dampe inn til ca. 0,5 ml i en strem av nitrogen. Tilsett 15 g av blindpreven, bland og vent i 10
minutter for ekstraksjonen (5.2) innledes.

Til denne metoden ber blindpreven vare av tilsvarende type som preven, og ved analyse

Merk:
ber robenidin ikke pavises i blindpreven.

5.2 Ekstraksjon

Vei opp ca. 15 g av den tillagde preven med en neyaktighet pa 0,01 g. Overfor dette til en 250
ml erlenmeyerkolbe, tilsett 100,0 ml sur metanol (3.2), sett propp i kolben og rist i en time pa
risteapparatet (4.2). Filtrer lasningen gjennom et glassfiberfilter (4.5) og samle opp hele filtratet i
150 ml erlenmeyerkolbe. Tilsett 7,5 g molekylgitter (3.4), sett propp i kolben og rist i fem
minutter. Filtrer umiddelbart lesningen gjennom et glassfiberfilter. Oppbevar denne losningen til
rensingen (5.3).

5.3. Rensing

5.3.1. Tillaging av aluminiumoksidkolonnen

Sett en liten glassullpropp i den nederste enden av en glasskolonne (4.1) og dytt den helt ned
med en glass-stang. Vei opp og overfor 11,0 g av det tillagde aluminiumoksidet (3.5),til kolonnen.
Eksponering for luft ma minskes under denne operasjonen. Bank lett pa kolonnens nederste ende
for & fa aluminiumoksidet til & sette seg.

5.3.2. Rensing av proven

Overfor 5,0 ml av det tillagde proveekstraktet (5.2) med pipette til kolonnen. Hold spissen av
pipetten ner kolonneveggen og la lasningen absorberes av aluminiumoksidet. Eluer robenidin fra
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kolonnen med 100 ml metanol (3.1) med en gjennomstremningshastighet pa 2-3 ml/minutt, og
samle opp eluatet i en 250 ml rundbunnet kolbe. La metanollgsningen fordampe til terrhet under
nedsatt trykk ved 40 °C ved hjelp av en rotasjonsfordamper (4.3). Les opp restmengden i 3-4 ml
mobil fase (3.8) og overfor den kvantitativt til en 10 ml mélekolbe. Skyll kolben gjentatte ganger
med 1-2ml mobil fase, som sa overfores til malekolben. Fyll opp til merket med samme
losemiddel og bland. Filtrer en delmengde gjennom et 0,45 um membranfilter (4.7). Denne
lgsningen forbeholdes HPLC-bestemmelsen (5.4).

HPLC-bestemmelse

Parametere

Folgende vilkar er veiledende. Andre parametere kan brukes forutsatt at de gir de samme
resultater.

Veaskekromatografikolonne (4.4.1)

HPLC mobil fase (3.8)
Gjennomstregmningshastighet: 1,5 til 2 ml/minutt
Detektorbelgelengde: 317 nm

Injeksjonsvolum: 20-50 pl

Kontroller stabiliteten til det kromatografiske systemet ved & injisere kalibreringslgsningen
(3.9.3) som inneholder 3,6 pug/ml flere ganger, til det oppnas konstante toppheyder og
retensjonstider.

Kalibreringskurve

Injiser hver kalibreringslgsning (3.9.3) flere ganger og mal toppheydene (-arealene) for hver
konsentrasjon. Trekk opp en kalibreringskurve ved bruk av de gjennomsnittlige toppheydene eller
-arealene for kalibreringslesningene som ordinater og de tilsvarende konsentrasjonene i pg/ml
som abscisser.

Provelosning

Injiser proveekstraktet (5.3.2) flere ganger ved bruk av samme mengde som for
kalibreringslosningene, og bestem den gjennomsnittlige toppheyden (-arealet) av
robenidintoppene.

6. Beregning av resultater

Bestem konsentrasjonen i provelegsningen i pg/ml ut fra den gjennomsnittlige toppheyden (-arealet) av
provelgsningens robenidintopper med henvisning til kalibreringskurven (5.4.2).

Innholdet av robenidin w (mg/kg) 1 preven beregnes etter folgende formel:
w=(c*200)/(m) der:

C
m

provelgsningens robenidinkonsentrasjon i pg/ml,
prevemengdens masse i g.
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7. Validering av resultatene

7.1. Identitet

Identiteten til analytten kan bekreftes ved kromatografi med tilsetting av kjent mengde standard
eller ved bruk av en diodearraydetektor som gjer det mulig 4 sammenligne spektrene til
proveekstraktet og kalibreringslesningen (3.9.3) som inneholder 6,0 pg/ml robenidin.

7.1.1.  Kromatografi med tilsetting av kjent mengde standard

Konsentrasjonen i et preveekstrakt gkes ved tilsetting av en passende mengde
kalibreringslosning (3.9.3). Mengden tilsatt robenidin ber vare lik den beregnede mengden
robenidin som er funnet i proveekstraktet.

Bare hagyden av robenidintoppen ber gke etter at det er tatt hensyn til bade den tilsatte mengden
og fortynningen av ekstraktet. Toppbredden skal ved den halve hoyden vare innenfor +10 % av
den opprinnelige bredden.

7.1.2.  Diodearraydeteksjon

Resultatene vurderes etter folgende kriterier:

a) bolgelengden for maksimal absorbsjon for preven og standardens spektre, mélt ved toppens spiss
pa kromatogrammet, mé vare den samme innenfor en margin beregnet ut fra detektorsystemets
opplesningsevne. For diodearraydeteksjon er den vanligvis innenfor +2 nm,

b) mellom 250 og 400 nm mé preven og standardens spektre, mélt ved toppens spiss pa
kromatogrammet, ikke vare forskjellige med hensyn til de delene av spekteret som ligger mellom
10 og 100 % av den relative absorbsjonen. Dette kriteriet er oppfylt ndr de samme maksima er til
stede og avviket mellom spektrene ikke pa noe observert punkt overskrider 15 % av
standardanalyttens absorbsjon,

¢) mellom 250 og 400 nm ma spektrene til den voksende kurven, spissen og den avtagende kurven til
proveekstraktets topp ikke vere forskjellige fra hverandre med hensyn til de delene av spekteret
som ligger mellom 10 og 100 % av den relative absorbsjonen. Dette kriteriet er oppfylt nér de
samme maksima er til stede og avviket mellom spektrene ikke pd noe observert punkt overskrider
15 % av spekterets absorbsjon i spissen.

Dersom ett av disse kriteriene ikke er oppfylt, er forekomsten av analytten ikke bekreftet.

7.2. Repeterbarhet

Forskjellen mellom resultatene fra to parallellbestemmelser som er utfort p& samme prove, ma
ikke overskride 10 % for robenidininnhold over 15 mg/kg.

7.3. Gjenfinning

For blindpreven med tilsetning ber gjenfinningsprosenten vaere minst 85 %.

8. Resultater av en undersgkelse foretatt ved flere laboratorier

I en undersekelse foretatt ved flere laboratorier i Fellesskapet ble fire prover av fjerfe- og kaninfor i
form av mel eller pelleter analysert av tolv laboratorier. Det ble foretatt en dobbeltanalyse av hver prave.
Resultatene er oppfert i tabellen nedenfor:
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Fjorfe Kanin
Mel Pelleter Mel Pelleter

Gjennomsnitt [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1
sr [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
CV: [%] 5,4 4,5 3,3 4,1
Sr [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 3,91
CVr [%] 16,1 12,0 10,6 9,7
Gjenfinning [%] 90,0 93,3 87,2 80,2
Sr = standardavvik for repeterbarhet
CV; = variasjonskoeffisient for repeterbarhet (%)
Sr = standardavvik for reproduserbarhet
CVr = variasjonskoeffisient for reproduserbarhet (%)

F. Bestemmelse av diclazuril

(+)-4-klorfenyl-[2,6-diklor-4-(2,3,4, 5-tetrahydro-3,5-diokso-1,2,4-triazin-2-yl)fenyl] acetonitril

1. Formél og virkeomrade

Denne metoden gjor det mulig & bestemme diclazuril 1 forvarer og premikser. Pavisningsgrensen er 0,1
mg/kg, grensen for mengdebestemmelse er 0,5 mg/kg.

2. Prinsipp

Etter tilsetting av en intern standard fortynnes preven med sur metanol. For forvarer renses en
delmengde av ekstraktet pa en fastfase Cis -ekstraksjonskolonne. Diclazuril elueres fra kolonnen med en
blanding av sur metanol og vann. Etter inndamping oppleses restmengden i DMF/vann. For premikser
inndampes ekstraktet, og restmengden oppleses i DMF/vann. Innholdet av diclazuril bestemmes ved
terner gradient reversfase hoytrykksveskekromatografi (HPLC) ved bruk av en UV-detektor.

3. Reagenser

3.1. Vann, HPLC-kvalitet

3.2. Ammoniumacetat

3.3. Tetrabutylammoniumhydrogensulfat (TBHS)
34. Acetonitril, HPLC-kvalitet

3.5. Metanol, HPLC-kvalitet

3.6. N, N-dimetylformamid (DMF)
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3.7. Saltsyre, p2o = 1,19 g/ml.

3.8. Standard: diclazuril I1-24: (+)-4-klorfenyl-[2,6-diklor-4-(2,3,4,5-tetrahydro-3,5-diokso-1,2,4-triazin-2-
yl)fenyl]acetonitril med garantert renhet, E771

3.6.1. Diclazuril-standardstamlasning, 500 ug/ml

Vei opp 25 mg diclazuril-standard (3.8) med en neyaktighet pa 0,1 mg i en malekolbe pa 50 ml.
Les opp i DMF (3.6), fyll opp til merket med DMF (3.6) og bland. Pakk kolben inn i
aluminiumsfolie, eller bruk en brun flaske, og oppbevar i kjeleskap. Ved en temperatur pd <4 °C
er lgsningen stabil i én méned.

3.8.2.  Diclazuril-standardlosning, 50 pg/ml

Overfor 5,00 ml av standardstamlesningen (3.8.1) til en mélekolbe pa 50 ml, fyll opp til merket
med DMF (3.6) og bland. Pakk kolben inn i aluminiumsfolie, eller bruk en brun flaske, og
oppbevar i kjeleskap. Ved en temperatur pa <4 °C er lgsningen stabil i én méned.

3.9. Intern standard: 2,6 diklor-a-(4-klorfenyl)-4-(4,5-dihydro-3,5-diokso-1,2,4-triazin-2(3H)-yl)a-
metylbenzen-acetonitril.

3.9.1. Intern standardstamlosning, 500 ug/ml

Vei opp 25 mg intern standard (3.9) med en neyaktighet pa 0,1 mg i en méalekolbe pa 50 ml. Los
opp i DMF (3.6), fyll opp til merket med DMF (3.6) og bland. Pakk kolben inn i aluminiumsfolie,
eller bruk en brun flaske, og oppbevar i kjoleskap. Ved en temperatur pa <4 °C er lgsningen stabil
i én maned.

3.9.2. Intern standardlesning, 50 ug/ml

Overfor 5,00 ml av den interne standardstamlesningen (3.9.1) til en malekolbe pa 50 ml, fyll
opp til merket med DMF (3.6) og bland. Pakk kolben inn i aluminiumsfolie, eller bruk en brun
flaske, og oppbevar i kjeleskap. Ved en temperatur pa <4 °C er lgsningen stabil i én méaned.

3.9.3.  Intern standardlesning for premikser, p/1000 mg/ml

(p = nominelt innhold av diclazuril i premiksen i mg/kg)

Vei opp p/10 mg intern standard med en neyaktighet pa 0,1 mg i en mélekolbe pd 100 ml. Los
opp i DMF (3.6) i et ultralydbad (4.6), fyll opp til merket med DMF og bland. Pakk kolben inn i
aluminiumsfolie, eller bruk en brun flaske, og oppbevar i kjeleskap. Ved en temperatur pa <4 °C
er losningen stabil i én méned.

3.10. Kalibreringslesning, 2 pg/ml.

Til en méalekolbe pa 50 ml pipetteres 2,00 ml av diclazuril-standardlesningen (3.8.2) og 2,00 ml
av den interne standardlgsningen (3.9.2). Tilsett 16 ml DMF (3.6), fyll opp til merket med vann og
bland. Denne lgsningen skal tillages like for bruk.

3.11.  Fastfase Cis-ekstraksjonskolonne, f.eks. Bond Elut, sterrelse: 1 cm?, sorbentmasse: 100 mg.
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3.12.  Ekstraksjonsmiddel: sur metanol.

5,0 ml saltsyre (3.7) pipetteres i 1 000 ml metanol (3.5), og blandes.

3.13. HPLC mobil fase

3.13.1. Framkallerveeske A: ammoniumacetat — tetrabutylammoniumhydrogensulfat-lgsning.

5 g ammoniumacetat (3.2) og 3,4 g TBHS (3.3) oppleses i 1 000 ml vann (3.1), og blandes.

3.13.2. Framkallervaske B: acetonitril (3.4).

3.13.3. Framkallervaske C: metanol (3.5).

4. Utstyr

4.1. Mekanisk risteapparat

4.2. Utstyr til terneer gradient HPLC

4.2.1. Vaskekromatografikolonne, Hypersil ODS, 3 pm pakning, 100 mm x 4,6 mm eller tilsvarende
4.2.2. UV-detektor med variabel belgelengde eller diodearraydetektor

4.3. Rotasjonsfordamper

4.4. Membranfilter, 0,45 um

4.5. Vakuummanifold

4.6. Ultralydbad

5. Framgangsmaéte
5.1. Allment

5.1.1.  Blindprove

Det ber analyseres en blindpreve for & kontrollere at det verken er diclazuril eller forstyrrende
stoffer til stede. Blindpreven ber vere av tilsvarende type som selve preven, og diclazuril eller
forstyrrende stoffer mé ikke pavises.

5.1.2.  Gjenfinningsprove
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En gjenfinningsprave ber utferes ved & analysere blindpreven etter at den er tilsatt samme
mengde diclazuril som selve preven. For & gke konsentrasjonen til 1 mg/kg overfores 0,1 ml av
standardstamlesningen (3.8.1) til 50 g av en blindpreve; bland grundig, og la preven sta i 10 min
og for den blandes flere ganger for ekstraksjonen (5.2) pabegynnes.

Dersom det ikke finnes en blindpreve av tilsvarende type som selve proven (se 5.1.1), kan det
alternativt utferes en gjenfinningspreve ved tilsetning av standard. I slike tilfeller tilsettes proven
som skal analyseres, like mye diclazuril som allerede er til stede i preven. Denne preoven
analyseres sammen med proven uten ekt konsentrasjon, og gjenfinningsprosenten kan beregnes
ved subtraksjon.

Ekstraksjon

Forvarer

Vei opp 50 g av preven med en neyaktighet pa 0,01 g. Overfor til en erlenmeyerkolbe pd 500
ml, tilsett 1,00 ml intern standardlgsning (3.9.2), 200 ml ekstraksjonsmiddel (3.12) og sett
proppen i kolben. Rist blandingen pa risteapparatet (4.1) natten over. La blandingen bunnfelle seg
1 10 minutter. Overfer en delmengde pa 20 ml av supernatanten til en egnet glassbeholder og
fortynn med 20 ml vann. Denne losningen overfores til en ekstraksjonskolonne (3.11) og ledes
gjennom ved hjelp av vakuum (4.5). Vask kolonnen med 25 ml av en blanding av
ekstraksjonsmiddel (3.12) og vann, 65 + 35 (V + V). De oppsamlede fraksjonene kastes, og
forbindelsene elueres med 25 ml av en blanding av ekstraksjonsmiddel (3.12) og vann, 80 + 20 (V
+ V). Denne fraksjonen inndampes til den akkurat nar terrhet ved hjelp av rotasjonsfordamperen
(4.3) ved 60 °C. Los opp restmengden i 1,0 ml DMF (3.6), tilsett 1,5 ml vann (3.1) og bland.
Filtrer gjennom et membranfilter (4.4). Fortsett med HPLC-bestemmelse (5.3).

Premikser

Vei opp ca. 1 g av praven med en neyaktighet pa 0,001 g. Overfor til en erlenmeyerkolbe pa
500 ml, tilsett 1,00 ml intern standardlgsning (3.9.3), 200 ml ekstraksjonsmiddel (3.12) og sett
proppen i kolben. Rist blandingen pa risteapparatet (4.1) natten over. La blandingen bunnfelle seg
i 10 minutter. Overfor en delmengde pa 10 000/p ml (p = nominelt innhold av diclazuril i
premiksen i mg/kg) av supernatanten til en rundbunnet kolbe av passende sterrelse. Damp inn til
den akkurat nér terrhet, under redusert trykk ved hjelp av rotasjonsfordamperen (4.3) ved 60 °C.
Los opp restmengden i 10,0 ml DMF (3.6), tilsett 15,0 ml vann (3.1) og bland. Fortsett med
HPLC-bestemmelse (5.3).

HPLC-bestemmelse

Parametere

Folgende vilkar er veiledende, andre vilkar kan brukes forutsatt at de gir samme resultater.
Vaskekromatografikolonne (4.2.1): 100 mm x 4,6 mm, Hypersil ODS, 3
pm pakning eller tilsvarende

Mobil fase: Framkallervaeske A (3.13.1): Vandig lesning av

ammoniumacetat og tetrabutyl-
ammonium-hydrogensulfat

Framkallervaeske B (3.13.2): acetonitril
Framkallervaske C (3.13.3): matanol
Elueringsmetode: — linezer gradient
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—startvilkdr: A+ B+C=60+20+20(V+V+V)
— etter 10 minutter gradienteluering i 30 min til: A+ B+ C=45+20 +

35(V+V+V)
Det skylles med B i 10 min
Gjennomstremningshastighet: 1,5-2 ml/min.
Injeksjonsvolum: 20 pl
Detektorbelgelengde: 280 nm

Kontroller stabiliteten til det kromatografiske systemet ved a injisere kalibreringslgsningen
(3.10) som inneholder 2 pg/ml flere ganger, til det oppnds konstante toppheyder og
retensjonstider.

5.3.2. Kalibreringslosning

Injiser 20 pl av kalibreringslgsningen (3.10) flere ganger og bestem gjennomsnittet av
toppheyden (-arealet) av toppene for diclazuril og intern standard.

5.3.3.  Provelosning

Injiser 20 pl av prevelgsningen (5.2.1 eller 5.2.2) flere ganger og bestem gjennomsnittet av
toppheyden (-arealet) av toppene for diclazuril og intern standard.

6. Beregning av resultater

6.1. Forvarer

Innholdet av diclazuril w (mg/kg) i preven beregnes etter felgende formel:

W=((hasxhic)/(hisxhae))*((caex10 V)/(m)) [mg/kg]

der:

hqs = topphayde (-areal) for diclazuril i pravelegsningen (5.2.1)

his = toppheyde (-areal) for intern standard i prevelesningen (5.2.1)

hg,c = toppheyde (-areal) for diclazuril i kalibreringslesningen (3.10)

hic = toppheyde (-areal) for intern standard i kalibreringslesningen (3.10)
Cdc = konsentrasjonen av diclazuril i kalibreringslesningen 1 pg/ml (3.10)
m = provemengdens masse i g

A% = preveekstraktets volum iht. 5.2.1 (dvs. 2,5 ml)

6.2. Premikser

Innholdet av diclazuril w (mg/kg) i preven beregnes etter folgende formel:

wW=((hasxhic)/(hisxhgc))*(c 4,c%0,02Vxp)/(m) [mg/kg]

der:

hg,c = toppheyde (-areal) for diclazuril i kalibreringslesningen (3.10)

hic = toppheyde (-areal) for intern standard i kalibreringslesningen (3.10)
hqs = topphayde (-areal) for diclazuril i pravelgsningen (5.2.2)

his = topphayde (-areal) for intern standard i prevelegsningen (5.2.2)

Cdc = konsentrasjonen av diclazuril i kalibreringslesningen i pg/ml (3.10)
m = prevemengdens masse i g
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\% = proveekstraktets volum iht. 5.2.2 (dvs. 25 ml)
p = nominelt innhold av diclazuril i mg/kg i premiksen

7. Validering av resultatene

7.1. Identitet

Identiteten til analytten kan bekreftes ved kromatografi med tilsetting av kjent mengde standard
eller ved bruk av en diodearraydetektor som gjer det mulig 4 sammenligne spektrene til
proveekstraktet (5.2.1 eller 5.2.2) og kalibreringslesningen (3.10).

7.1.1.  Kromatografi med tilsetting av kjent mengde standard

Konsentrasjonen i et proveekstrakt (5.2.1 eller 5.2.2) gkes ved tilsetting av en passende mengde
kalibreringslosning (3.10). Mengden av diclazuril som tilsettes, ber veere lik mengden av
diclazuril som er funnet i praveekstraktet.

Det er bare hgyden av diclazuriltoppen og intern standard-toppen som ber gkes, etter at det er
tatt hensyn béde til mengden som er tilsatt, og til fortynningen av ekstraktet. Bredden av toppen, i
halv heyde, skal vaere innenfor =10 % av den opprinnelige bredden av diclazuriltoppen eller intern
standard-toppen av preveekstraktet uten gkt konsentrasjon.

7.1.2.  Diodearraydeteksjon

Resultatene vurderes etter folgende kriterier:

a) belgelengden for maksimal absorpsjon for preven og standardens spektre, malt ved toppens spiss
pa kromatogrammet, mé vere den samme innenfor en margin beregnet ut fra detektorsystemets
opplesningsevne. For diodearraydeteksjon er den vanligvis innenfor 2 nm.

b) mellom 230 og 320 nm ma preven og standardens spektre, malt ved toppens spiss pé
kromatogrammet, ikke vare forskjellige med hensyn til de delene av spekteret som ligger mellom
10 og 100 % av den relative absorpsjonen. Dette kriteriet er oppfylt nar de samme maksima er til
stede og avviket mellom spektrene ikke pa noe observert punkt overskrider 15 % av
standardanalyttens absorbsjon,

¢) mellom 230 og 320 nm mé spektrene til den voksende kurven, spissen og den avtagende kurven til
praveekstraktets topp ikke vaere forskjellige fra hverandre med hensyn til de delene av spekteret
som ligger mellom 10 og 100 % av den relative absorpsjonen. Dette kriteriet er oppfylt nar de
samme maksima er til stede og avviket mellom spektrene ikke pd noe observert punkt overskrider

15 % av spekterets absorpsjon i spissen.

Dersom ett av disse kriteriene ikke er oppfylt, er forekomsten av analytten ikke bekreftet.

7.2. Repeterbarhet

Forskjellen mellom resultatene av to parallelle bestemmelser som utferes pd samme preve, ma

ikke overskride:
- 30 % av det hoyeste resultatet for et innhold av diclazuril pd mellom 0,5 og 2,5 mg/kg,

- 0,75 mg/kg for et innhold av diclazuril pd mellom 2,5 og 5 mg/kg,
- 15 % av det hayeste resultatet for et innhold av diclazuril pa over 5 mg/kg.
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7.3. Gjenfinning

Gjenfinningsprosenten for en blindpreve tilsatt standard skal vaere minst 80 %.

8. Resultater av en undersgkelse foretatt ved flere laboratorier

I en undersekelse foretatt ved flere laboratorier ble fem prover analysert av 11 laboratorier. Disse
provene besto av to premikser, den ene var blandet med en organisk matrise (O 100) og den andre med en
uorganisk matrise (A 100). Det teoretiske innholdet er 100 mg diclazuril per kg. De tre forblandingene for
fjorfe var framstilt av tre forskjellige produsenter (NL) (L1/Z1/K1). Det teoretiske innholdet er 1 mg
diclazuril per kg. Laboratoriene ble bedt om & analysere hver av prevene én eller to ganger. (Naermere
opplysninger om denne undersgkelsen finnes i Journal of AOAC International, bind 77, nr. 6, 1994, s.
1359-1361). Resultatene er oppfert i tabellen nedenfor:

Prove 1 Prove 2 Prove 3 Prove 4 Prove 5
A 100 0100 L1 Z1 K1
L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Gjennomsnitt 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89
S: (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
CV: (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34
Sr (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CVr (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Nominelt innhold (mg/kg) 100 100 1 1 1
L = antall laboratorier
n = antall enkeltverdier
S; = standardavvik for repeterbarhet
CV; = variasjonskoeffisient for repeterbarhet
Sr = standardavvik for reproduserbarhet
CVr = variasjonskoeffisient for reproduserbarhet

9. Merknader

Diclazurilresponsen skal tidligere vere pavist a vere lineer i de konsentrasjonsomrader som males.

G. Bestemmelse av lasalocid-natrium

Natriumsalt av en monokarboksylsyrepolyeter som dannes av Streptomyces lasaliensis

1. Formél og virkeomride

Denne metoden gjor det mulig & bestemme lasalocid-natrium i forvarer og premikser. Pavisningsgrensen
er 5 mg/kg, grensen for mengdebestemmelse er 10 mg/kg.
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2. Prinsipp

Lasalocid-natrium ekstraheres fra preven i sur metanol og bestemmes ved reversfase
haytrykksvaeskekromatografi (HPLC) ved bruk av en spektrofluorimetrisk detektor.

3. Reagenser

3.1. Kaliumdihydrogenfosfat (KH>POj).
3.2 Ortofosforsyre, w (w/w) = 85 %.

3.3. Ortofosforsyrelosning, ¢ = 20 %.

23,5 ml ortofosforsyre (3.2) fortynnes med vann til 100 ml.
34. 6-metyl-2-heptylamin (1,5-dimetylheksylamin), w (w/w) = 99 %.
3.5. Metanol, HPLC-kvalitet.
3.6. Saltsyre, tetthet = 1,19 g/ml.

3.7. Fosfatbufferlgsning, ¢ = 0,01 mol/l.

Los opp 1,36 g KHz PO4 (3.1) 1 500 ml vann (3.11) og tilsett 3,5 ml ortofosforsyre (3.2) og 10,0
ml 6-metyl-2-heptylamin (3.4). Juster pH-verdien til 4,0 med ortofosforsyrelesning (3.3) og
fortynn til 1 000 ml med vann (3.11).

3.8. Sur metanol

Overfor 5,0 ml saltsyre (3.6) til en malekolbe pa 1 000 ml, fyll opp til merket med metanol (3.5)
og bland. Denne lgsningen skal tillages like for bruk.

3.9. HPLC mobil fase, fosfatbuffer-metanollesning (5 + 95) (V + V).

Bland 5 ml av fosfatbufferlosningen (3.7) med 95 ml metanol (3.5).

3.10.  Lasalocid-natrium-standard med garantert renhet, C3sHs30sNa (natriumsalt av en
monokarboksylsyrepolyeter som dannes av Streptomyces lasaliensis), E763.

3.10.1. Lasalocid-natrium-standardstamlosning, 500 ug/ml

Vei opp 50 mg lasalocid-natrium (3.10) med en neyaktighet p4 0,1 mg i en mélekolbe pa 100
ml, lgs opp i sur metanol (3.8), fyll opp til merket med samme losemiddel og bland. Denne
lgsningen ma tillages like for bruk.

3.10.2. Lasalocid-natrium-standardmellomlosning, 50 ug/ml

Overfor 10 ml av standardstamlesningen (3.10.1) til en mélekolbe pa 100 ml med pipette, fyll
opp til merket med sur metanol (3.8) og bland. Denne lgsningen skal tillages like for bruk.
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3.10.3. Kalibreringslosninger

Overfor 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 og 10,0 ml av standardmellomlgsningen (3.6.1) til en rekke 50 ml
maélekolber. Fyll opp til merket med sur metanol (3.8) og bland. Disse lgsningene svarer til
henholdsvis 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 og 10,0 pg lasalocid-natrium per ml. Disse lgsningene ma tillages
like for bruk.

3.11. Vann, HPLC-kvalitet.

4. Utstyr

4.1. Ultralydbad (eller vannbad med risteinnretning) med termostat.

4.2. Membranfiltre, 0,45 pum.

4.3. HPLC-utstyr med injeksjonssystem, egnet til injeksjonsmengder pa 20 pl.

4.3.1. Vaskekromatografikolonne, 125 mm x 4 mm, reversfase Cis, 5 um pakning eller tilsvarende.
4.3.2. Spektrofluorimeter med variabel innstilling av eksitasjons- og emisjonsbelgelengden.

5. Framgangsmate

5.1.

5.1.1.

5.2.

Allment

Blindprove

For gjennomfering av gjenfinningspreven (5.1.2) ber en blindpreve analyseres for 4 kontrollere
at det verken er lasalocid-natrium eller forstyrrende stoffer til stede. Blindpreven ber vare av
tilsvarende type som selve preven, og lasalocid-natrium eller forstyrrende stoffer mé ikke pévises.

Gjenfinningsprove

En gjenfinningsprave ber utferes ved & analysere blindpreven etter at den er tilsatt samme
mengde lasalocid-natrium som selve preven inneholder. For & gke konsentrasjonen til 100 mg/kg
overfores 10 ml av standardstamlegsningen (3.10.1) til en erlenmeyerkolbe péd 250 ml, og
lgsningen inndampes til ca. 0,5 ml. Tilsett 50 g av blindpreven, bland grundig og la preven sté i
10 min. Bland igjen flere ganger for ekstraksjonen (5.2) pabegynnes.

Dersom det ikke finnes en blindprave av tilsvarende type som selve preven (se 5.1.1), kan det
alternativt utferes en gjenfinningsprove ved tilsetning av standard. I slike tilfeller tilsettes proven
som skal analyseres, like mye lasalocid-natrium som allerede er til stede i preven. Denne proven
analyseres sammen med proven uten gkt konsentrasjon, og gjenfinningsprosenten kan beregnes
ved subtraksjon.

Ekstraksjon
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5.2.1. Forvarer

Vei opp 5-10 g av preven med en neyaktighet pd 0,01 g og overfor til en 250 ml
erlenmeyerkolbe med propp. Tilsett 100,0 ml sur metanol (3.8) med pipette. Sett proppen last i og
sving pa kolben slik at preven spres. Kolben settes i ultralydbad (4.1) ved ca. 40 °C i 20 minutter,
tas opp av ultralydbadet og avkjeles til romtemperatur. La kolben sta i ca. 1 time til preven har
bunnfelt seg, filtrer deretter en delmengde gjennom et membranfilter pa 0,45 pm (4.2) ned i en
egnet beholder. Fortsett med HPLC-bestemmelse (5.3).

5.2.2. Premikser

Vei opp 2 g av den umalte proven med en neyaktighet pd 0,001 g og overfer til en mélekolbe pé
250 ml. Tilsett 100,0 ml sur metanol (3.8) og sving pa kolben slik at preven spres. Kolben settes i
ultralydbad (4.1) ved ca. 40 °C i 20 minutter, tas opp av ultralydbadet og avkjeles til
romtemperatur. Fortynn preven opp til merket med sur metanol (3.8) og bland grundig. La kolben
std i ca. 1 time til proven har bunnfelt seg, filtrer deretter en delmengde gjennom et membranfilter
pa 0,45 um (4.2). En passende mengde av det klare filtratet fortynnes med sur metanol (3.8), slik
at resultatet blir en endelig provelosning som inneholder ca. 4 pg/ml lasalocid-natrium. Fortsett
med HPLC-bestemmelse (5.3).

5.3. HPLC-bestemmelse

5.3.1. Parametere

Folgende vilkér er veiledende, andre vilkér kan brukes forutsatt at de gir de samme resultater.

Vaskekromatografikolonne (4.3.1): 125 mm X 4 mm, reversfase Cis, 5 pm pakning eller
tilsvarende

Mobil fase (3.9): Blanding av fosfatbufferlgsning (3.7) og metanol (3.5), 5
+95(V+YV)

Gjennomstrgmningshastighet: 1,2 ml/min.

Detektorbelgelengder:

Eksitasjon: 310 nm

Emisjon: 419 nm

Injeksjonsmengde: 20 pl

Kromatografisystemets stabilitet kontrolleres ved & injisere kalibreringslgsningen (3.10.3) som
inneholder 4,0 ng/ml, flere ganger, til det oppnés konstante toppheyder (eller arealer) og
retensjonstider.

5.3.2.  Kalibreringskurve

Injiser hver kalibreringslosning (3.6.2) flere ganger og bestem gjennomsnittet av topphaydene (-
arealene) for hver konsentrasjon. Trekk opp en kalibreringskurve ved & benytte gjennomsnittet av
topphaydene (-arealene) av kalibreringslgsningene som ordinater og de tilsvarende
konsentrasjonene i pg/ml som abscisser.

5.3.3. Provelosning

Injiser proveekstraktene fra 5.2.1 eller 5.2.2 flere ganger ved bruk av samme volum som for
kalibreringslgsningene, og bestem gjennomsnittet av toppheyden (-arealet) av lasalocid-natrium-
toppene.
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6. Beregning av resultater

Konsentrasjonen av lasalocid-natrium i pg/ml bestemmes ut fra den gjennomsnittlige toppheyden (-
arealet) som er oppnédd ved injeksjon av prevelgsningen (5.3.3) med henvisning til kalibreringskurven.

6.1.

6.2.

Forvarer

Innholdet av lasalocid-natrium w (mg/kg) i preven beregnes etter folgende formel:

w=(cx V) /(m) [mg/kg]

der:

c = konsentrasjonen av lasalocid-natrium i prevelegsningen (5.2.1) i
pg/ml

\' = preveekstraktets volum iht. 5.2.1 i ml (dvs. 100)

m = prevemengdens masse i g

Premikser

Innholdet av lasalocid-natrium w (mg/kg) i preven beregnes etter folgende formel:

w=(cxVxf)/(m) [mg/kg]

der:

c = konsentrasjonen av lasalocid-natrium i prevelesningen (5.2.2) i
pg/ml,

Vs = proveekstraktets volum iht. 5.2.2 i ml (dvs. 250)

f = fortynningsfaktor iht. 5.2.2

m = prevemengdens masse i g

7. Validering av resultatene

7.1.

Identitet

Metoder basert pa spektrofluorimetri er mindre utsatt for interferens enn metoder der det brukes
en UV-detektor. Identiteten til analytten kan bekreftes ved kromatografi med tilsetting av kjent
mengde standard.

Kromatografi med tilsetting av kjent mengde standard

Konsentrasjonen i et praveekstrakt (5.2.1 eller 5.2.2) gkes ved tilsetting av en passende mengde
kalibreringslgsning (3.10.3). Mengden av lasalocid-natrium som tilsettes, bar vaere lik mengden
av lasalocid-natrium som er funnet i proveekstraktet. Det er bare hgyden av lasalocid-natrium-
toppen som ber gkes, etter at det er tatt hensyn béde til mengden som er tilsatt, og til fortynningen
av ekstraktet. Bredden av toppen, i halv hgyde, skal vere innenfor £10 % av den opprinnelige
bredden av lasalocid-natrium-toppen av proveekstraktet uten okt konsentrasjon.
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7.2. Repeterbarhet

Forskjellen mellom resultatene av to parallelle bestemmelser som utferes pa samme prove, ma
ikke overskride:
- 15 % av det hoyeste resultatet for et innhold av lasalocid-natrium pé mellom 30 og 100 mg/kg,

- 15 mg/kg for et innhold av lasalocid-natrium p& mellom 100 og 200 mg/kg,
- 7,5 % av det hayeste resultatet for et innhold av lasalocid-natrium pa over 200 mg/kg.

7.3. Gjenfinning

Gjenfinningsprosenten for en blindpreve av forvarer tilsatt standard skal vare minst 80 %.
Gjenfinningsprosenten for en blindpreve av premikser tilsatt standard skal vaere minst 90 %.

8. Resultater av en undersgkelse foretatt ved flere laboratorier

I en undersokelse foretatt ved flere laboratorier® ble to prever av premikser (prave 1 og 2) og 5 praver
av forvarer (preove 3—7) analysert av 12 laboratorier. Det ble foretatt en dobbeltanalyse av hver prove.
Resultatene er oppfert i tabellen nedenfor:

Provel | Prove2 Prove3 | Prove4d Prove5  Prove6  Prove7
Kylling-  Kalkun-  Kalkun-| Kylling- Kalkun- | Fjorfefor Fjorfefor
premiks = premiks @ pelleter | pelleter for A B

L 12 12 12 12 12 12 12

n 23 23 23 23 23 23 23

Gjennomsnitt 5050 16200 76,5 78,4 92,9 483 32,6

[mg/kg]

sr [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

sk [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49

CVr [%] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70

Nominelt 50004 16000*1  80* 1054 1204 50% 354

innhold

[mg/kg]

L antall laboratorier

n = antall enkeltresultater

Sr = standardavvik for repeterbarhet

SR = standardavvik for reproduserbarhet

CV; = variasjonskoeffisient for repeterbarhet (%)

CVr variasjonskoeffisient for reproduserbarhet (%)

39 The Analyst, 1995, 120, 2175-2180.

40 Innhold angitt av produsenten.

41 Innhold angitt av produsenten.

42 Innhold angitt av produsenten.

43 Innhold angitt av produsenten.

44 Innhold angitt av produsenten.

45 Forvaren tillaget i laboratoriet.
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46 Forvaren tillaget i laboratoriet.

VEDLEGG V
Analysemetoder for kontroll av uenskede stoffer i forvarer

A. Bestemmelse av fri og total gossypol

1. Formal og virkeomrade

Denne metoden gjor det mulig & bestemme innholdet av fri gossypol, total gossypol og kjemisk
beslektede stoffer i bomullsfre, mel av bomullsfre og bomullsfrekaker, samt i forblandinger som
inneholder disse formidlene hvor over 20 mg/kg fri gossypol, total gossypol og kjemisk beslektede stoffer
er til stede.

2. Prinsipp

Gossypol ekstraheres sammen med 3-amino-1-propanol, enten med en blanding av 2-propanol og
heksan for bestemmelse av fri gossypol eller med N,N-dimetylformamid for bestemmelse av total
gossypol. Gossypol konverteres med anilin til gossypol-dianilin, hvis optiske tetthet méles ved 440 nm.

3. Reagenser

3.1. Blanding av 2-propanol og heksan: 60 volumdeler 2-propanol blandes med 40 volumdeler n-heksan.

3.2. Losemiddel A: Hell ca. 500 ml av blandingen av 2-propanol og heksan (3.1), 2 ml 3-amino-1-
propanol, 8 ml iseddik og 50 ml vann opp i en mélekolbe pé 1 1. Fyll kolben opp til merket med
blandingen av 2-propanol og heksan (3.1). Denne reagensen er stabil i en uke.

3.3. Losemiddel B: Overfer 2 ml 3-amino-1-propanol og 10 ml iseddik med pipette til en mélekolbe pa
100 ml. Avkjel blandingen til romtemperatur og fyll kolben opp til merket med N,N-
dimetylformamid. Denne reagensen er stabil i en uke.

3.4. Anilin: Dersom den optiske tettheten i blindpraven overskrider 0,022, destilleres anilinen over
sinkstov, og den forste og siste fraksjonen pé 10 % av destillatet slds ut. Lagret i kjoleskap i en brun,
godt korket flaske kan denne reagensen holde seg i flere maneder.

3.5. Gossypol-standardlgsning A: Ha 27,9 mg gossypol-acetat i en mélekolbe pa 250 ml. Las opp og fyll
opp til merket med lasemiddel A (3.2). Overfor 50 ml av denne lgsningen med pipette til en
malekolbe pa 250 ml og fyll opp kolben til merket med lesemiddel A. Konsentrasjonen av gossypol i
denne lgsningen er 0,02 mg per ml. Lgsningen er klar til bruk etter 4 ha sttt en time i romtemperatur.

3.6. Gossypol-standardlesning B: Las opp 27,9 mg gossypol-acetat i en malekolbe p& 50 ml med
losemiddel B (3.3) og fyll opp kolben til merket med lgsemiddelet. Konsentrasjonen av gossypol i
denne lgsningen er 0,5 mg per ml.
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Gossypol-standardlgsningene A og B er holdbare i 24 timer dersom de beskyttes mot lys.

4. Utstyr

4.1.

4.2.

Mekanisk risteapparat; ca. 35 opm.

Spektrofotometer.

5. Framgangsmate

5.1.

5.2.

Analyseproven

Sterrelsen pa den analysepreven som skal brukes, er avhengig av det antatte innhold av
gossypol i preven. Det er fordelaktig & arbeide med en liten prove og en relativt stor delmengde av
filtratet, slik at det oppnaés tilstrekkelig gossypol til at det blir mulig & foreta noyaktige
fotometriske malinger. For bestemmelse av fri gossypol i bomullsfra, mel av bomullsfre og
bomullsfrekaker ber proven ikke vare pé over 1 g; for forblandinger kan den vere pa inntil 5 g.
En delmengde pé 10 ml av filtratet er passende i de fleste tilfeller; den ber inneholde 50-100 pg
gossypol. For bestemmelse av total gossypol ber praven vare pa mellom 0,5 og 5 g; en
delmengde péa 2 ml av filtratet ber inneholde 40-200 pg gossypol.

Analysen bor utfores ved en romtemperatur pd ca. 20 °C.

Bestemmelse av fri gossypol

Plasser analysepreven i en kolbe pa 250 ml med slipt glasspropp, der bunnen er dekket med
knust glass. Tilsett 50 ml av losemiddel A (3.2) med pipette og sett proppen i kolben som
plasseres en time i risteapparatet. Filtrer losningen gjennom et tort filter og samle opp filtratet i en
liten kolbe med slipt hals. Dekk til trakten med et urglass under filtreringen.

Overfor identiske delmengder av filtratet som inneholder 50—-100 pg gossypol med pipette til
hver av de to mélekolbene pa 25 ml (A og B). Fyll om nedvendig opp kolbene til 10 ml med
losemiddel A (3.2). Fyll deretter kolbe A opp til merket med blandingen av 2-propanol og heksan
(3.1). Denne losningen skal brukes som referanselesning som prevelgsningen skal méles mot.

Overfor 10 ml av lesemiddel A (3.2) med pipette til hver av de to andre kolbene pa 25 ml (C og
D). Fyll opp kolbe C til merket med blandingen av 2-propanol og heksan (3.1). Denne losningen
skal brukes som referanselgsning som blindprevelgsningen skal males mot.

Tilsett 2 ml anilin (3.4) til hver av de to kolbene (D) og (B). Varm opp i 30 minutter over et
kokende vannbad for & utvikle fargen. Avkjel kolbene til romtemperatur, fyll opp til merket med
blandingen av 2-propanol og heksan (3.1), rist og sett til side i en time.

Mal deretter den optiske tettheten i blindprevelgsningen (D) ved sammenligning med
referanselgsningen (C) og den optiske tettheten i provelesningen (B) ved sammenligning med
referanselgsningen (A) i et spektrofotometer ved 440 nm med 1 cm tykke glassceller.

Den optiske tettheten i blindprevelgsningen trekkes fra tettheten i provelesningen (= korrigert
optisk tetthet). Fra denne verdien beregnes innholdet av fri gossypol som angitt i 6.
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Bestemmelse av total gossypol

Overfor en analyseprove som inneholder 1-5 mg gossypol til en mélekolbe pa 50 ml og tilsett 10
ml av lgsemiddel B (3.3). Lag samtidig til en blindpreve der 10 ml av lgsemiddel B (3.3) helles i
en annen mélekolbe pa 50 ml. Varm opp de to kolbene i 30 minutter over et kokende vannbad.
Kolbene avkjeles til romtemperatur, fylles opp til merket med blandingen av 2-propanol og
heksan (3.1), ristes og settes til side i 10—15 minutter for innholdet filtreres og filtratene
oppsamles i kolber med slipt hals.

Overfor 2 ml av provefiltratet med pipette til hver av de to malekolbene pa 25 ml, og 2 ml av
blindprevefiltratet til hver av de to andre kolbene péd 25 ml. Fyll opp en kolbe fra hver serie til
merket med blandingen av 2-propanol og heksan (3.1). Disse losningene skal brukes som
referanselgsninger.

Tilsett 2 ml anilin (3.4) til hver av de to kolbene. Varm opp i 30 minutter over et kokende
vannbad for & utvikle fargen. Avkjel kolbene til romtemperatur, fyll opp til 25 ml med blandingen
av 2-propanol og heksan (3.1), rist og sett til side i en time.

Mal deretter den optiske tettheten som beskrevet i 5.2 for fri gossypol. Fra denne verdien
beregnes innholdet av total gossypol som angitt i 6.

6. Beregning av resultater

Resultatene kan beregnes ut fra den spesifikke optiske tettheten (6.1) eller ved henvisning til en
kalibreringskurve (6.2).

6.1.

6.2.

6.2.1.

Fra den spesifikke optiske tettheten

Den spesifikke optiske tettheten vil under de vilkdr som er beskrevet, vaere folgende:
Fri gossypol: E (1 %)/(1 cm))= 625
Total gossypol: E ((1 %)/(1 cm))= 600

Provens innhold av fri eller total gossypol beregnes ved bruk av felgende formel:

% gossypol: (E x 1 250)/((Eiem' *) X p x a) der:

E = korrigert optisk tetthet, bestemt iht. i 5.2
p = analyseproveni g
a = delmengde av filtratet i ml

Fra en kalibreringskurve

Fri gossypol

Lag til to serier med fem mélekolber pa 25 ml. Overfeor delmengder pa 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 og 10,0
ml av gossypol-standardlesning A (3.5) med pipette til hver av de to seriene med kolber. Fyll opp
kolbene til 10 ml med lasemiddel A (3.2). Hver serie kompletteres med en malekolbe pa 25 ml
som inneholder bare 10 ml av lesemiddel A (3.2) (blindprave).

Fyll opp kolbene i den forste serien (inklusive kolben for blindpreven) til 25 ml med blandingen
av 2-propanol og heksan (3.1) (referanseserie).

Tilsett 2 ml anilin (3.4) i hver kolbe i annen serie (inklusive kolben for blindpraven). Varm opp
1 30 minutter over kokende vannbad for & utvikle fargen. Kolbene avkjgales til romtemperatur,
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fylles opp til merket med blandingen av 2-propanol og heksan (3.1), ristes og settes til side i en
time (standardserie).

Som beskrevet i 5.2 bestemmes den optiske tettheten for lesningene i standardserien ved &
sammenligne med de tilsvarende lgsningene i referanseserien. Kalibreringskurven trekkes opp ved
a avtegne verdiene for den optiske tettheten mot de tilsvarende kvanta med gossypol (i pg).

6.2.2. Total gossypol

Lag til seks malekolber pa 50 ml. I den forste kolben helles 10 ml av lesemiddel B (3.3) og i de
andre henholdsvis 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 og 10,0 ml av gossypol-standardlesning B (3.6). Fyll opp
kolbene til 10 ml med lgsemiddel B (3.3). Varm opp 1 30 minutter over kokende vannbad.
Kolbene avkjgles til romtemperatur, fylles opp til merket med blandingen av 2-propanol og
heksan (3.1) og ristes.

Overfor 2,0 ml av disse lesningene med pipette til hver kolbe i to serier med seks mélekolber pa
25 ml. Kolbene i den ferste serien fylles opp til 25 ml med blandingen av 2-propanol og heksan
(3.1) (referanseserie).

Tilsett 2 ml anilin (3.4) i hver kolbe i annen serie. Varm opp i 30 minutter over kokende
vannbad. Kolbene avkjeles til romtemperatur, fylles opp til merket med blandingen av 2-propanol
og heksan (3.1), ristes og settes til side i en time (standardserie).

Som beskrevet i 5.2 bestemmes den optiske tettheten for lesningene i standardserien ved a
sammenligne med de tilsvarende losningene i referanseserien. Kalibreringskurven trekkes opp ved
a avtegne verdiene for den optiske tettheten mot de tilsvarende kvanta med gossypol (i ug).

6.3. Repeterbarhet

Forskjellen mellom resultatene av to parallelle bestemmelser som utferes pd samme prove, skal
ikke overskride:

- 15 % av den heyeste verdien for et innhold av gossypol pa mindre enn 500 ppm,

- 75 ppm i absolutt verdi for et innhold av gossypol pa minst 500 ppm og ikke mer enn 750 ppm,

- 10 % av den heyeste verdien for et innhold av gossypol pa mer enn 750 ppm.

» MS5 B. Bestemmelse av innholdet av dioksiner (PCDD/PCDF) og PCB

Kapittel 1
Provetakingsmetoder og tolking av analyseresultater

1. Virkeomréade og definisjoner

Prover beregnet pa offentlig kontroll av innholdet av polyklorerte dibenzo-p-dioksiner (PCDD),
polyklorerte dibenzofuraner (PCDF), dioksinlignende polyklorerte bifenyler (PCB)* og ikke-
dioksinlignende PCB i forvarer skal tas i samsvar med bestemmelsene i vedlegg 1. De kvantitative kravene
i forbindelse med kontroll av stoffer eller produkter som er jevnt fordelt i forvaren, som fastsatt i nr. 5.1 1
vedlegg I, far anvendelse. Samleprever som oppnés pa denne maten, skal anses som representative for de
partier eller delpartier de er tatt fra. P4 grunnlag av innholdet som pavises i laboratorieprevene, skal det
fastslas om grenseverdiene fastsatt i direktiv 2002/32/EF er overholdt.
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I denne del B fér definisjonene fastsatt i vedlegg I til kommisjonsvedtak 2002/657/EF*® anvendelse.
I tillegg til disse definisjonene menes i denne del B med:

«screeningmetoder» metoder for utvelging av de prever der innholdet av PCDD/PCDF og
dioksinlignende PCB overskrider grenseverdiene eller tiltaksgrensene. De skal sikre en kostnadseffektiv
og hoy analysekapasitet, noe som vil gke muligheten til & oppdage nye hendelser som inneberer hoy
eksponering og helsefare for forbrukerne. Screeningmetodene skal veere basert pa bioanalytiske metoder
eller GC-MS-metoder. Prgveresultater som er hgyere enn terskelverdien som brukes til & kontrollere at
grenseverdien er overholdt, skal kontrolleres ved en fullstendig ny analysering av den opprinnelige proven
med en bekreftelsesmetode,

«bekreftelsesmetoder» metoder som gir fullstendige eller utfyllende opplysninger slik at PCDD/PCDF
og dioksinlignende PCB pa en entydig mate kan identifiseres og mengdebestemmes ved grenseverdien
eller eventuelt ved tiltaksgrensen. I disse metodene anvendes gasskromatografi / massespektrometri med
hey opplesning (GC-HRMS) eller gasskromatografi/tandemmassespektrometri (GC-MS/MS).

47 Tabell over toksisitetsekvivalensfaktorer (TEF) for PCDD, PCDF og dioksinlignende PCB: WHO-TEF-verdier for vurdering av
risikoen for mennesker pa grunnlag av konklusjonene fra Verdens helseorganisasjons ekspertmate i Genéve i juni 2005 om et
internasjonalt program for kjemikaliesikkerhet (IPCS) (Martin van den Berg et al., The 2005 World Health Organization Re-evaluation
of Human and Mammalian Toxic Equivalency Factors for Dioxins and Dioxin-like Compounds. Toxicological Sciences 93(2), 223—
241 (2006)).

Forbindelse TEF-verdi Forbindelse TEF-verdi
Dibenzo-p-dioksiner («PCDDy) og dibenzo-p- «Dioksinlignende» PCB | «Dioksinlignende» PCB
furaner («PCDF») Non-orto PCB + mono-  Non-orto PCB + mono-
orto PCB 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

Forkortelser: T = tetra, Pe = penta, Hx = heksa, Hp = hepta, O = okta, CDD = klordibenzodioksin, CDF = klordibenzofuran, CB =
klorbifenyl.

48 Kommisjonsvedtak 2002/657/EF av 14. august 2002 om gjennomfering av radsdirektiv 96/23/EF med hensyn til analysemetoders
ytelse og tolking av resultater (EFT L 221 av 17.8.2002, s. 8).

2. Partiets eller delpartiets samsvar med grenseverdien

2.1. Ikke-dioksinlignende PCB

Partiet eller delpartiet er i samsvar med grenseverdien dersom analyseresultatet for summen av
PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 og PCB 180 (heretter kalt ikke-dioksinlignende
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PCB) ikke overskrider grenseverdien fastsatt i direktiv 2002/32/EF, idet det tas hensyn til den
utvidede maleusikkerheten®. Partiet eller delpartiet er ikke i samsvar med grenseverdien fastsatt i
direktiv 2002/32/EF dersom det er hevet over enhver rimelig tvil at gjennomsnittet av den gvre
konsentrasjonen® av to analyseresultater oppnadd ved en dobbeltanalyse®!, idet det tas hensyn til
den utvidede maleusikkerheten, overskrider grenseverdien, dvs. at den analyserte konsentrasjonen
fratrukket den utvidede méleusikkerheten brukes til & vurdere samsvaret.

Den utvidede maleusikkerheten beregnes ved bruk av en dekningsfaktor pa 2 som gir et
konfidensniva pa ca. 95 %. Et parti eller et delparti oppfyller ikke kravene dersom gjennomsnittet
av de malte verdiene minus den utvidede usikkerheten for gjennomsnittsverdien er heoyere enn den
fastsatte grenseverdien.

Bestemmelsene nevnt i ovenstaende ledd i dette nummer far anvendelse pa resultatene av den
analyserte proven beregnet pa offentlig kontroll. Nér det gjelder analyser for klageadgangs- eller
referanseformal, gjelder nasjonale regler.

2.2. PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB

Partiet eller delpartiet er i samsvar med grenseverdien dersom resultatet av en enkeltanalyse

- utfort ved hjelp av en screeningmetode der andelen falskt negative prever er under 5 %, angir at
innholdet ikke overskrider grenseverdien for henholdsvis PCDD/PCDF og summen av
PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB fastsatt i direktiv 2002/32/EF,

- utfert ved hjelp av en bekreftelsesmetode, ikke overskrider grenseverdien for henholdsvis
PCDD/PCDF og summen av PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB som fastsatt i direktiv
2002/32/EF, idet det tas hensyn til den utvidede maleusikkerheten.

For screeningprover skal det fastsettes en terskelverdi som danner grunnlaget for beslutningen
om hvorvidt de ulike grenseverdiene som er fastsatt for enten PCDD/PCDF eller for summen av
PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB, er overholdt.

Partiet eller delpartiet er ikke i samsvar med grenseverdien fastsatt i direktiv 2002/32/EF
dersom det er hevet over enhver rimelig tvil at gjennomsnittet av den gvre konsentrasjonen’? av to
analyseresultater oppnadd ved en dobbeltanalyse> ved bruk av en bekreftelsesmetode, idet det tas
hensyn til den utvidede maleusikkerheten, overskrider grenseverdien, dvs. at den analyserte
konsentrasjonen fratrukket den utvidede méleusikkerheten brukes til & vurdere samsvaret.

Den utvidede maleusikkerheten beregnes ved bruk av en dekningsfaktor pa 2 som gir et
konfidensnivé pé ca. 95 %. Et parti eller et delparti oppfyller ikke kravene dersom gjennomsnittet
av de malte verdiene minus den utvidede usikkerheten for gjennomsnittsverdien er hoyere enn den
fastsatte grenseverdien.

Summen av den beregnede utvidede usikkerheten for de separate analyseresultatene for
PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB skal brukes for summen av PCDD/PCDF og
dioksinlignende PCB.

Bestemmelsene nevnt i ovenstadende ledd i dette nummer far anvendelse pa resultatene av den
analyserte proven beregnet pa offentlig kontroll. Nar det gjelder analyser for klageadgangs- eller
referanseformal, gjelder nasjonale regler.

49 Prinsippene beskrevet i «Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F and PCB Analysis
using Isotope Dilution Mass Spectrometry» (http://ec.europa.eu/food/safety/animal-feed_en) skal folges nar dette er relevant.

50 Begrepet «ovre konsentrasjon» inneberer at bidraget fra hver forbindelse som ikke er mengdebestemt, settes lik grensen for
mengdebestemmelse. Begrepet «nedre konsentrasjon» innebeerer at bidraget fra hver forbindelse som ikke er mengdebestemt, settes lik
null. Begrepet «mellomkonsentrasjon» innebzrer at bidraget fra hver forbindelse som ikke er mengdebestemt, settes lik halvparten av
grensen for mengdebestemmelse.

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702
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Dobbeltanalyse: En separat analyse av de relevante analyttene ved hjelp av en delmengde nummer to av den samme homogeniserte
preven. Generelt sett fir kravet om dobbeltanalyse som fastsatt i kapittel C nr. 3 i vedlegg II anvendelse. For metoder der det brukes en
13C-merket intern standard for de relevante analyttene, er dobbeltanalyse imidlertid bare nedvendig dersom resultatene av den forste
bestemmelsen ikke samsvarer. Provene ma analyseres to ganger for & utelukke muligheten for intern krysskontaminering eller utilsiktet
forveksling av prever. Dersom analysen utferes i forbindelse med en forurensningshendelse, kan bekreftelse ved en analyse nummer to
sloyfes dersom preovene som er tatt ut til analyse, kan knyttes til forurensningen ved hjelp av sporbarhet, og det konstaterte innholdet er
betydelig over grenseverdien.

Begrepet «ovre konsentrasjon» innebzrer at bidraget til toksisitetsekvivalenten (TEQ) fra hver forbindelse som ikke er
mengdebestemt, settes lik verdien for grensen for mengdebestemmelse. Begrepet «nedre konsentrasjon» innebzrer at bidraget til TEQ
fra hver forbindelse som ikke er mengdebestemt, settes lik null. Begrepet «mellomkonsentrasjon» inneberer at bidraget til TEQ fra
hver forbindelse som ikke er mengdebestemt, settes lik halvparten av verdien for grensen for mengdebestemmelse.

Generelt sett far kravet om dobbeltanalyse som fastsatt i kapittel C nr. 2 i vedlegg II anvendelse. For bekreftelsesmetoder der det
brukes en 13C-merket intern standard for de relevante analyttene, er dobbeltanalyse imidlertid bare nedvendig dersom resultatene av
den forste bestemmelsen ikke samsvarer. Provene ma analyseres to ganger for & utelukke muligheten for intern krysskontaminering
eller utilsiktet forveksling av prever. Dersom analysen utferes i forbindelse med en forurensningshendelse, kan bekreftelse ved en
analyse nummer to sleyfes dersom provene som er tatt ut til analyse, kan knyttes til forurensningen ved hjelp av sporbarhet, og det
konstaterte innholdet er betydelig over grenseverdien.

Resultater som overskrider tiltaksgrensene fastsatt i vedlegg II til direktiv 2002/32/EF

Tiltaksgrenser er et verktoy for utvelging av prover nér det er nedvendig 4 identifisere en
rurensningskilde og treffe tiltak for & redusere eller fjerne den. Hensiktsmessige terskelverdier for

utvelging av disse provene skal fastsettes ved hjelp av screeningmetoder. Dersom betydelig arbeid er
nedvendig for & identifisere en forurensningskilde og redusere eller fjerne den, er det hensiktsmessig &
bekrefte overskridelsen av tiltaksgrensen gjennom en dobbeltanalyse med en bekreftelsesmetode og idet
det tas hensyn til den utvidede méleusikkerheten®*.
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Samme forklaring og krav om dobbeltanalyse for kontroll av tiltaksgrenser som for grenseverdier i fotnote nr. 2.

apittel 11

Tillaging av prever og krav til analysemetoder for offentlig kontroll av innholdet av dioksiner
(PCDD/PCDF) og dioksinlignende PCB i forvarer

1.

Virkeomrade

Kravene fastsatt i dette kapittel far anvendelse nér forvarer analyseres med henblikk pa offentlig kontroll

av innholdet av 2,3,7,8-substituerte PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB, og for tillaging av prever samt
analysekrav med henblikk pa andre reguleringsformal, herunder kontroller som foretas av driftsansvarlige

fo

r forforetak for & sikre samsvar med bestemmelsene i europaparlaments- og radsforordning (EF) nr.

183/2005.

fo

Overvéaking av innholdet av PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB i forvarer kan utferes ved hjelp av to
rskjellige typer analysemetoder:

a) Screeningmetoder

Malet med screeningmetoder er & velge ut de prover der innholdet av PCDD/PCDF og
dioksinlignende PCB overskrider grenseverdiene eller tiltaksgrensene. Screeningmetodene skal sikre
en kostnadseffektiv og hay analysekapasitet, noe som vil gke muligheten til & oppdage nye hendelser
som innebzarer hay eksponering og helsefare for forbrukerne. Bruken av disse metodene skal ta sikte
pa & unngé falskt negative resultater. Screeningmetoder kan omfatte bioanalytiske metoder og GC-
MS-metoder.

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702
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Med screeningmetoder sammenlignes analyseresultatet med en terskelverdi, noe som gir et ja/nei-
svar pa om grenseverdien eller tiltaksgrensen kan vaere overskredet. Konsentrasjonen av PCDD/PCDF
og summen av PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB i prever som mistenkes for ikke & overholde
grenseverdien, skal bestemmes/bekreftes ved hjelp av en bekreftelsesmetode.

I tillegg kan screeningmetoder gi en indikasjon pa innholdet av PCDD/PCDF og dioksinlignende

PCB i preven. Ved bruk av bioanalytiske screeningmetoder uttrykkes resultatet som bioanalytiske
ekvivalenter (BEQ), mens det ved bruk av fysikalsk-kjemiske GC-MS-metoder uttrykkes som
toksisitetsekvivalenter (TEQ). Resultatene, i form av tallverdier, som oppnas ved bruk av
screeningmetoder, er egnet til & pdvise overholdelse eller mistenkt manglende overholdelse eller
overskridelse av tiltaksgrensene, og gir en indikasjon pa konsentrasjonsomrédet i tilfelle provene mé
folges opp med bekreftelsesmetoder. De er ikke egnet til & vurdere bakgrunnsnivéer, beregne inntak,
folge utviklingstrekk over tid eller til & foreta en ny vurdering av tiltaks- og grenseverdiene.

b) Bekreftelsesmetoder

Bekreftelsesmetoder gjor det mulig entydig & identifisere og mengdebestemme PCDD/PCDF og
dioksinlignende PCB i en prove og innhente fullstendige opplysninger pa forbindelsesniva. Disse
metodene gjor det derfor mulig & kontrollere grenseverdiene og tiltaksgrensene og & bekrefte
resultatene av screeningmetodene. Resultatene kan dessuten anvendes for andre formal, f.eks. for &
bestemme lave bakgrunnsnivaer ved overvaking av forvarer, folge utviklingstrekk over tid, vurdere
eksponering og bygge opp en database for eventuelt & kunne vurdere tiltaksgrenser og grenseverdier
pa nytt. De er ogsé viktige for a fastsla forbindelsesmenstre for & pavise kilden til en eventuell
forurensning. Slike metoder omfatter bruk av GC-HRMS. GC-MS/MS kan ogsa brukes til & bekrefte
om grenseverdien er overholdt eller ikke.

55 Europaparlaments- og radsforordning (EF) nr. 183/2005 av 12. januar 2005 om fastsettelse av krav til forvarehygiene (EUT L 35 av
8.2.2005, s. 1).

2. Bakgrunn

Ved beregning av TEQ-konsentrasjoner skal konsentrasjonen av de enkelte stoffene i en gitt prove
multipliseres med sin respektive toksisitetsekvivalensfaktor (TEF) (se fotnote nr. 1 i kapittel I), og deretter
summeres for & gi den samlede konsentrasjonen av dioksinlignende forbindelser uttrykt som TEQ.

I denne del B menes med akseptert spesifikk grense for mengdebestemmelse av en enkeltforbindelse det
laveste innholdet av analytten som kan méles med rimelig statistisk sikkerhet, og som oppfyller
identifikasjonskriteriene som er beskrevet i internasjonalt anerkjente standarder, f.eks. i standarden EN
16215:2012 (Dyrefor — Bestemmelse av dioksiner og dioksinliknende PCB ved GC/HRMS og av
indikator-PCB ved GC/HRMS) og/eller i EPA-metode 1613 og 1668 som revidert.

Grensen for mengdebestemmelse av en enkeltforbindelse kan identifiseres som
a) konsentrasjonen av en analytt i det ekstraktet av en preve som for de to forskjellige ionene som skal
overvékes, gir et instrumentutslag med et signal/stay-forhold pa 3:1 for det minst folsomme radatasignalet
eller,

b) dersom beregningen av signal/stay av tekniske &rsaker ikke gir pélitelige resultater, punktet for laveste
konsentrasjon i en kalibreringskurve som gir et akseptabelt (<30 %) og konsekvent (malt minst i starten og
pa slutten av en analyseserie) avvik i forhold til den gjennomsnittlige relative responsfaktoren beregnet for
alle punkter i kalibreringskurven i hver preveserie. Grensen for mengdebestemmelse (LOQ) beregnes fra
punktet for laveste konsentrasjon, idet det tas hensyn til gjenfinning av interne standarder og
prevemengde.

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702
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Bioanalytiske screeningmetoder gir ikke resultater pa forbindelsesniva, men gir bare en indikasjon>® p&
TEQ-nivéet, uttrykt i bioanalytiske ekvivalenter (BEQ), der det tas hensyn til det faktum at ikke alle
forbindelser i et proveekstrakt som gir respons i analysen, oppfyller alle kravene i TEQ-prinsippet.

Screening- og bekreftelsesmetoder skal bare brukes til kontroll av en bestemt matriks dersom metodene
er tilstrekkelig felsomme til & pdvise nivaer ved tiltaksgrensen eller grenseverdien pé en palitelig mate.

56 Bioanalytiske metoder er ikke spesielt utformet for forbindelsene i TEF-systemet. I proveekstraktet kan det ogsa finnes andre

strukturelt beslektede AhR-aktive forbindelser som kan bidra til samlet respons. Bioanalytiske resultater kan derfor ikke vere et
estimat, men snarere en indikasjon pa TEQ-nivéet i proven.

3. Krav til kvalitetssikring

3.1 Det skal treffes tiltak for & unnga krysskontaminering pa alle trinn i prevetakings- og
analyseprosessen.
3.2. Provene skal oppbevares og transporteres i beholdere av glass, aluminium, polypropylen eller

polyetylen som er egnet for oppbevaring uten at innholdet av PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB i
prevene pavirkes. Spor av papirstev skal fjernes fra prevebeholderen.

3.3. Oppbevaring og transport skal foregé pa en slik mate at forvarepreven bevares i uendret stand.

3.4. Om nedvendig skal hver laboratoriepreve finmales og blandes grundig ved hjelp av en metode som
sikrer fullstendig homogenisering (f.eks. sa finmalt at proven kan siktes i en sikt med en maskevidde
pa 1 mm). Prevene skal tarkes for de males dersom vanninnholdet er for heyt.

3.5. Reagenser, glassvarer og annet utstyr skal kontrolleres med tanke pa mulig pavirkning av de TEQ-
eller BEQ-baserte resultatene.

3.6. Det skal utferes en blindanalyse ved at hele analyseprosessen gjennomferes, men uten preven.

3.7. For bioanalytiske metoder skal det kontrolleres at alle glassvarer og lgsemidler som brukes i
analysene, ikke inneholder forbindelser som kan interferere med pavisningen av mélforbindelser i
méleomrédet. Glassvarer skal skylles med lesemidler og/eller varmes opp til en temperatur som er
tilstrekkelig hay til & fjerne spor av PCDD/PCDF, dioksinlignende forbindelser og interfererende
forbindelser fra overflatene.

3.8. Provemengden som brukes til ekstraksjon, skal vere stor nok til & oppfylle kravene om et tilstrekkelig
lavt maleomréde, herunder grenseverdi- eller tiltaksgrensekonsentrasjonene.

3.9. De enkelte framgangsmatene for tillaging av praver som brukes for de aktuelle produktene, skal vare
i samsvar med internasjonalt anerkjente retningslinjer.

4. Krav til laboratorier

4.1. I samsvar med bestemmelsene i forordning (EF) nr. 882/2004 skal laboratoriene vere akkreditert av

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702
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et godkjent organ som oppfyller kravene i ISO Guide 58, for & sikre at de anvender metoder for
kvalitetssikring av sine analyser. Laboratoriene skal vaere akkreditert i henhold til standarden EN
ISO/IEC 17025. Dessuten skal prinsippene beskrevet i de tekniske retningslinjene for beregning av
maéleusikkerhet og grenser for mengdebestemmelse ved analysering av PCDD/PCDF og PCB folges™’.

4.2. Laboratoriets kompetanse skal dokumenteres ved lapende deltaking i undersekelser som foretas ved
flere laboratorier, for & bestemme PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB i relevante formatrikser og
konsentrasjonsomréder.

4.3. Laboratorier som bruker screeningmetoder til rutinekontroll av prever, skal ha et tett samarbeid med
laboratorier som bruker bekreftelsesmetoden, bade for kvalitetskontroll og for & bekrefte
analyseresultatet for mistenkte prover.

57 «Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F and PCB Analysis using Isotope Dilution
Mass Spectrometry» (http://ec.europa.eu/food/safety/animal-feed en), «Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for
Measurements in the Field of Contaminants in Feed and Food» (http://ec.europa.cu/food/safety/animal-feed en).

5. Grunnleggende krav til analysemetoder for dioksiner (PCDD/PCDF) og dioksinlignende PCB

5.1. Lavt mdleomrdde og lave grenser for mengdebestemmelse

Noen PCDD-/PCDF-forbindelser er ekstremt giftige, og de paviselige mengdene skal derfor
ligge i ovre femtogram-omrade (10'° g). For de fleste PCB-forbindelser er det tilstrekkelig med
en grense for mengdebestemmelse i nanogram-omradet (10 g). Ved méling av de mer giftige
dioksinlignende PCB-forbindelsene (serlig non-orto-substituerte forbindelser) skal den nedre del
av méleomradet né de lave pikogram-nivdene (10~ '* g). For alle andre PCB-forbindelser er det
tilstrekkelig med en grense for mengdebestemmelse i nanogram-omradet (1077 g).

5.2. Hoy selektivitet (spesifisitet)

5.2.1.  Det mé kunne skilles mellom PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB og en rekke andre potensielt
interfererende forbindelser som ekstraheres samtidig, og som forekommer i konsentrasjoner som kan
vere flere ganger hoyere enn de relevante analyttenes. For GC/MS-metoder ma det kunne skilles
mellom ulike forbindelser, f.eks. mellom giftige (som de sytten 2,3,7,8-substituerte PCDD og PCDF
og de tolv dioksinlignende PCB) og andre forbindelser.

5.2.2. Bioanalytiske metoder skal kunne pavise malforbindelser som summen av PCDD/PCDF og/eller
dioksinlignende PCB. Ved rensing av proven skal mélet vare & fjerne forbindelser som forarsaker
falskt positive resultater, eller forbindelser som kan svekke responsen og dermed forarsake falskt
negative resultater.

5.3. Hoy noyaktighet (viktighet og presisjon, gjenfinningsgrad ved biologisk proving)

5.3.1.  For GC-MS-metoder skal bestemmelsen gi et gyldig anslag over den faktiske konsentrasjonen i en
preve. Hoy neyaktighet er nedvendig for & unnga at et resultat av en analyse avvises fordi TEQ-nivaet
som er bestemt, ikke er tilstrekkelig palitelig. Noyaktighet uttrykkes som riktighet (differansen
mellom den mélte gjennomsnittsverdien for en analytt i et sertifisert materiale og dens sertifiserte

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702
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verdi, uttrykt som en prosent av denne verdien) og presisjon (RSDg, det vil si relativt standardavvik
beregnet ut fra resultater oppnadd under reproduserbarhetsforhold).

For bioanalytiske metoder skal gjenfinningsgraden ved biologisk preving bestemmes. Med
gjenfinningsgrad ved biologisk preving menes BEQ-nivéet beregnet ut fra TCDD- eller PCB 126-
kalibreringskurven korrigert for blindpreven og deretter delt pd TEQ-nivaet bestemt med
bekreftelsesmetoden. Formalet er & korrigere for faktorer som tap av PCDD/PCDF og dioksinlignende
forbindelser i ekstraksjons- og rensefasene, samtidig ekstraherte forbindelser som gker eller svekker
responsen (agonistisk og antagonistisk virkning), kvaliteten pa kurvetilpasningen eller forskjeller
mellom verdiene for toksisitetsekvivalensfaktor (TEF) og relativ potens (REP). Gjenfinningsgraden
ved biologisk preving beregnes ut fra egnede referanseprever med representative forbindelsesmenstre
near det relevante nivaet.

Validering i grenseverdiomrddet og alminnelige kvalitetskontrolltiltak

Laboratoriene skal dokumentere en metodes ytelse i grenseverdiomradet, f.eks. 0,5, 1 og 2 ganger
grenseverdien, med en akseptabel variasjonskoeffisient for gjentatte analyser under validering og
rutineanalysering.

Som interne kvalitetskontrolltiltak skal det foretas jevnlige blindkontroller og tilsetningsforsek eller
analyser av kontrollprever (om mulig helst med sertifisert referansemateriale).
Kvalitetskontrolldiagrammer for blindkontroller, tilsetningsforsgk eller analysering av kontrollprever
skal utarbeides og kontrolleres for a sikre at analyseytelsen oppfyller kravene.

Grense for mengdebestemmelse

For bioanalytiske screeningmetoder er det ikke pakrevd a fastsette en grense for mengdebestemmelse
(LOQ), men det skal dokumenteres at metoden kan skille mellom blindpreve- og terskelverdien. Nar
et BEQ-niva bestemmes, skal det fastsettes et rapporteringsniva for 4 handtere prover som viser en
respons under dette niviet. Det skal dokumenteres at rapporteringsnivaet er forskjellig fra metodens
blindpraver med en faktor pa minst tre med en respons under maleomradet. Det skal derfor beregnes
ut fra prever som har et innhold av mélforbindelser naer det pakrevde minstenivaet, og ikke ut fra et
signal/stey-forhold eller en analyseblindpreve.

For bekreftelsesmetoder skal grensen for mengdebestemmelse (LOQ) vaere pé ca. én femdel av
grenseverdien.

Analysekriterier

For a sikre pélitelige resultater av bekreftelses- eller screeningmetoder skal fglgende kriterier
vaere oppfylt i grenseverdiomradet for henholdsvis TEQ- og BEQ-verdien, bestemt enten som
samlet TEQ (summen av PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB) eller separat for PCDD/PCDF
og dioksinlignende PCB.

Screening med bioanalytiske Bekreftelsesmetoder
eller fysikalsk-kjemiske
metoder.
Andel falskt negative praver” <5 %
Noyaktighet —20 % til +20 %
Repeterbarhet (RSD,) <20 %

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702
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Intermedizer presisjon (RSDg) <25% <15%

* Med hensyn til grenseverdiene.
Scerlige krav til screeningmetoder

Béde GC-MS-metoder og bioanalytiske metoder kan brukes til screening. Ved bruk av GC-MS-
metoder far kravene fastsatt i nr. 6 anvendelse. For cellebaserte bioanalytiske metoder er det fastsatt
serlige kravinr. 7.

Laboratorier som bruker screeningmetoder til rutinekontroll av prever, skal ha et tett samarbeid med
laboratorier som bruker bekreftelsesmetoden.

Screeningmetodens ytelse skal kontrolleres i forbindelse med rutineanalyser ved hjelp av
analysekvalitetskontroll og lepende metodevalidering. Det skal foreligge et lepende program for
kontroll av negative resultater.

Kontroll av mulig hemming av cellerespons og cytotoksisitet:

Ved rutinemessig screening skal 20 % av preveekstraktene males med og uten tilsetning av
2,3,7,8-TCDD ved grenseverdien eller tiltaksgrensen for & kontrollere om responsen kan veare
hemmet av interfererende stoffer i proveekstraktet. Den mélte konsentrasjonen i proven med
tilsetning skal sammenlignes med summen av konsentrasjonen i ekstraktet uten tilsetning og
tilsetningskonsentrasjonen. Dersom den maélte konsentrasjonen er mer enn 25 % lavere enn den
beregnede konsentrasjonen (summen), tyder dette pa at signalet kan veere hemmet, og den aktuelle
proven skal da gjennomga en bekreftende analyse med GC-HRMS. Resultatene skal kontrolleres
ved hjelp av kvalitetskontrolldiagrammer.

Kyvalitetskontroll av negative prover:

Om lag 2—-10 % av de negative provene, avhengig av prevematriks og laboratoriets
erfaringsniva, skal bekreftes med GC-HRMS.

Bestemmelse av andelen falskt negative prover pa grunnlag av kvalitetskontrolldata:

Andelen falskt negative resultater fra screening av prever som ligger under og over
grenseverdien eller tiltaksgrensen, skal bestemmes. Den faktiske andelen falskt negative prover
skal vaere under 5 %. Nar det foreligger minst 20 bekreftede resultater per matriks/matriksgruppe
fra kvalitetskontrollen av negative prover, skal disse opplysningene danne grunnlaget for & trekke
konklusjoner om andelen falskt negative prover. Resultater av prover analysert ved ringpreving
eller under forurensningshendelser som dekker et konsentrasjonsomrade pé opptil f.eks. to ganger
grenseverdien, kan ogsa tas med i de minst 20 resultatene som skal legges til grunn for
vurderingen av andelen falskt negative prever. Provene skal dekke de vanligste
forbindelsesmonstrene og representere ulike kilder.

Selv om formalet med screeningpregver fortrinnsvis er & oppdage prever som overskrider
tiltaksgrensen, er det grenseverdien som er kriteriet for & bestemme andelen falskt negative
prever, idet det tas hensyn til bekreftelsesmetodens utvidede méleusikkerhet.

Potensielt positive prover fra screeningen skal alltid kontrolleres gjennom en fullstendig, ny analyse

av den opprinnelige proven ved bruk av en bekreftelsesmetode. Disse provene kan ogsé anvendes for
a vurdere andelen falskt positive prever. For screeningmetoder skal andelen falskt positive prever
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vaere den andelen av resultatene som bekreftes som negative ved hjelp av en bekreftende analyse, selv
om proven i en tidligere screening er erklert som potensielt positiv. Vurderingen av fordelene med
screeningmetoden skal baseres pa en sammenligning av falskt positive prever og det samlede antall
prever som er undersgkt. Andelen skal veere tilstrekkelig lav til at det lenner seg & bruke en
screeningmetode.

Bioanalytiske metoder skal under valideringsforhold gi en gyldig indikasjon pa TEQ-nivaet, beregnet
og uttrykt i BEQ.

Ogsa for bioanalytiske metoder som gjennomferes under repeterbarhetsforhold, vil intern RSD;
normalt vaere lavere enn under reproduserbarhetsforhold (RSDg).

6. Serlige krav til GC-MS-metoder som skal overholdes i forbindelse med screening eller
bekreftelse

6.1.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

Akseptabel differanse mellom WHO-TEQ-resultater med hensyn til ovre og nedre konsentrasjon

Differansen mellom evre og nedre konsentrasjon skal ikke overskride 20 % ved bekreftelse av
overskridelsen av grenseverdi eller ved behov for tiltaksgrenser.

Kontroll av gjenfinning

For & validere analysemetoden ma det tilsettes 13C-merkede 2,3,7,8-klorsubstituerte interne PCDD-
/PCDF-standarder og 13C-merkede interne dioksinlignende PCB-standarder helt i begynnelsen av
analysemetoden, f.eks. for ekstraksjon. Det skal tilsettes minst én forbindelse for hver av de tetra- til
okta-klorerte homologe gruppene av PCDD/PCDF og minst én forbindelse for hver av de homologe
gruppene for dioksinlignende PCB (og eventuelt minst én forbindelse for hver valgte
massespektrometriske ioneregistreringsfunksjon som brukes til kontroll av PCDD/PCDF og
dioksinlignende PCB). Nar det gjelder bekreftelsesmetoder, skal alle de sytten 13C-merkede 2,3,7,8-
substituerte interne PCDD-/PCDF-standardene og alle de tolv 13C-merkede interne dioksinlignende
PCB-standardene brukes.

Ved hjelp av relevante kalibreringslgsninger skal dessuten relative responsfaktorer bestemmes for de
forbindelser som ikke tilsettes en 13C-merket analog.

For forvarer av vegetabilsk og animalsk opprinnelse som inneholder mindre enn 10 % fett, skal
interne standarder tilsettes for ekstraksjon. For forvarer av animalsk opprinnelse som inneholder mer
enn 10 % fett, skal de interne standardene tilsettes enten for eller etter ekstraksjonen av fett. Det skal
foretas en hensiktsmessig validering av ekstraksjonseffektiviteten avhengig av i hvilken fase de
interne standardene tilsettes.

Far analysering med GC-MS skal det tilsettes én eller to gjenfinningsstandarder (surrogatstandarder).

Gjenfinningen ma kontrolleres. For bekreftelsesmetoder skal gjenfinningen av de enkelte interne
standardene ligge i omradet 60—120 %. For enkelte forbindelser, sarlig visse hepta- og okta-klorerte
dibenzo-p-dioksiner og dibenzofuraner, skal lavere eller hoyere gjenfinning aksepteres, forutsatt at
deres bidrag til TEQ-verdien ikke utgjer mer enn 10 % av den samlede TEQ-verdien (basert pa
summen av PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB). Ved bruk av GC-MS-screeningmetoder skal
gjenfinningen ligge i omradet 30-140 %.
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6.3. Fjerning av interfererende stoffer

- PCDD/PCDF skal separeres fra interfererende klorerte forbindelser som ikke-dioksinlignende
PCB og klorerte difenyletere ved hjelp av egnede kromatografiteknikker (fortrinnsvis med florisil-
, aluminiumoksid- og/eller karbonkolonne).

- Gasskromatografisk separasjon av isomerer skal vare <25 % fra topp til topp mellom 1,2,3,4,7,8-
HxCDF og 1,2,3,6,7,8-HxCDF.

6.4. Kalibrering med standardkurve

Kalibreringskurveomradet skal dekke det relevante grenseverdi- eller tiltaksgrenseomradet.

6.5. Scerlige krav til bekreftelsesmetoder
- For GC-HRMS:

Ved HRMS skal opplesningen normalt vaere hayere enn eller lik 10 000 for hele
masseomradet ved 10 % av toppheydene.

Ytterligere kriterier for identifisering og bekreftelse beskrevet i internasjonalt anerkjente
standarder, for eksempel i standarden EN 16215:2012 (Dyrefor — Bestemmelse av dioksiner
og dioksinliknende PCB ved GC/HRMS og av indikator-PCB ved GC/HRMS) og/eller i EPA-
metode 1613 og 1668 som revidert, skal oppfylles.

- For GC-MS/MS:

Kontroll av minst to bestemte morioner, hvert med ett bestemt tilsvarende datterion fra
overgangen, for alle merkede og umerkede analytter innenfor analysens virkeomréde.

Hoyeste tillatte toleranse for relativ ioneintensitet pa £15 % for utvalgte datterioner fra
overgangen sammenlignet med beregnede eller malte verdier (gjennomsnittet av
kalibreringsstandarder) ved identiske MS/MS-forhold, s&rlig kollisjonsenergi og
kollisjonsgasstrykk, for hver overgang av en analytt.

Opplesningen for hver kvadrupol skal minst vere lik eller bedre enn
enhetsmasseopplesningen (enhetsmasseopplesning: tilstrekkelig opplesning til & skille to
topper 1 en masseenhet) for & gjere mulig interferens med de relevante analyttene sa liten som
mulig.

Ytterligere kriterier beskrevet i internasjonalt anerkjente standarder, for eksempel i
standarden EN 16215:2012 (Dyrefor — Bestemmelse av dioksiner og dioksinliknende PCB
ved GC/HRMS og av indikator-PCB ved GC/HRMS) og/eller i EPA-metode 1613 og 1668
som revidert, skal oppfylles, unntatt plikten til & bruke GC-HRMS.

7. Serlige krav til bioanalytiske metoder

Bioanalytiske metoder er metoder basert pa bruk av biologiske prinsipper som cellebaserte analyser,
reseptoranalyser eller immunologiske analyser. Her i nr. 7 fastsettes alminnelige krav til bioanalytiske
metoder.

I en screeningmetode klassifiseres i prinsippet en prove som negativ eller mistenkt positiv. I denne
forbindelse sammenlignes det beregnede BEQ-nivéet med terskelverdien (se nr. 7.3). Praver under
terskelverdien erklaeres som negative, og prover som er lik eller over terskelverdien er mistenkt positive
og ma analyseres med en bekreftelsesmetode. I praksis kan et BEQ-niva som tilsvarer 2/3 av
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grenseverdien, fungere som terskelverdi, forutsatt at andelen falskt negative prever er pa under 5 %, og at
andelen falskt positive prever er akseptabel. Med sarskilte grenseverdier for PCDD/PCDF og for summen

av PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB kreves hensiktsmessige terskelverdier for biologiske praver av
PCDD/PCDF for a kunne kontrollere om prevene oppfyller kravene uten fraksjonering. For kontroll av
prover som overskrider tiltaksgrensene, skal en egnet prosentandel av den respektive tiltaksgrensen
fungere som terskelverdi.

Dersom et veiledende niva uttrykkes i BEQ, skal proveresultatene vare i maleomradet og vare hayere
enn rapporteringsgrensen (se nr. 7.1.1 og 7.1.6).

7.1.

7.1.1.

7.1.2.

Vurdering av analyseresponsen

Generelle krav
- Nér konsentrasjonene beregnes ut fra en TCDD-kalibreringskurve, vil verdiene i gvre del av

kurven vise stor variasjon (hey variasjonskoeffisient). Maleomradet er omradet der
variasjonskoeffisienten er lavere enn 15 %. Den nedre delen av maleomradet
(rapporteringsgrensen) settes hayere enn metodens blindprever med en faktor pa minst 3. Den
ovre delen av méleomradet er normalt representert ved en ECro-verdi (70 % av heyeste effektive
konsentrasjon), men er lavere dersom variasjonskoeffisienten er hoyere enn 15 % i dette omrédet.
Maleomradet skal fastsettes under valideringen. Terskelverdiene (se nr. 7.3) skal ligge godt
innenfor méleomradet.

Standardlgsninger og proveekstrakter skal analyseres tre ganger eller minst to ganger. Ved bruk
av en dobbeltanalyse skal en standardlesning eller et kontrollekstrakt som er analysert i 4—6
brenner fordelt over platen, gi en respons eller en konsentrasjon (bare mulig i méleomrédet) basert
pa en variasjonskoeffisient pa <15 %.

Kalibrering

7.1.2.1. Kalibrering med standardkurve

- Innholdet i praover skal beregnes ved & sammenligne analyseresponsen med en kalibreringskurve

for TCDD (eller PCB 126 eller en standardblanding av PCDD/PCDF/dioksinlignende PCB) for &
beregne BEQ-nivaet i ekstraktet og deretter i proven.

Kalibreringskurvene skal inneholde 8—12 konsentrasjoner (minst som dobbeltanalyser) med nok
konsentrasjoner i den nedre delen av kurven (méleomradet). Det skal legges sarlig vekt pa
kvaliteten pa kurvetilpasningen i maleomradet. Nar tilpasningsgraden ved ikke-lineer regresjon
skal bedemmes, har R?-verdien liten eller ingen betydning. En bedre tilpasning oppnas ved &
redusere differansen mellom beregnede og observerte nivaer i kurvens maleomrade, f.eks. ved a
redusere residualkvadratsummen til et minimum.

Beregnet innhold i proveekstraktet korrigeres deretter for BEQ-nivéet som er beregnet for en
matriks- eller lesemiddelblindpreve (for & ta hensyn til urenheter fra lesemidler og kjemikalier
som er brukt), og for gjenfinningsgraden (beregnet ut fra BEQ-nivaet i egnede referanseprever
med representative forbindelsesmenstre naer grenseverdien eller tiltaksgrensen). Nar det
korrigeres for gjenfinning, skal gjenfinningsgraden vere innenfor pakrevd omréade (se nr. 7.1.4).
Referansepraver som brukes for & korrigere for gjenfinning, skal oppfylle kravene angitt i nr. 7.2.

7.1.2.2. Kalibrering med referanseprover

En kalibreringskurve framstilt av minst fire referanseprever (se nr. 7.2.4): matriksblindpreve
pluss tre referanseprever pa 0,5, 1 og 2 ganger grenseverdien eller tiltaksgrensen kan brukes, noe
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som fjerner behovet for & korrigere for blindpreve og gjenfinning dersom referanseprovenes
matriks svarer til de ukjente prevenes matriks. I slike tilfeller kan analyseresponsen som tilsvarer
2/3 av grenseverdien (se nr. 7.3), beregnes direkte fra disse prevene og brukes som terskelverdi.
For kontroll av prever som overskrider tiltaksgrensene, er en egnet prosentandel av disse
tiltaksgrensene en egnet terskelverdi.

7.1.3.  Separat bestemmelse av PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB

Ekstraktene kan deles opp i fraksjoner som inneholder PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB,
slik at TEQ-nivéet (uttrykt i BEQ) for PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB kan angis hver for
seg. Det skal fortrinnsvis brukes en PBC 126-standardkalibreringskurve til & vurdere resultatene
for fraksjonen som inneholder dioksinlignende PCB.

7.1.4.  Gjenfinningsgrad ved biologisk preving

«Gjenfinningsgrad ved biologisk preving» skal beregnes ut fra egnede referanseprover med
representative forbindelsesmenstre nar grenseverdien eller tiltaksgrensen, og uttrykkes som en
prosent av BEQ-nivéet sammenlignet med TEQ-nivaet. Avhengig av analysetype og hvilke TEF-
verdier® som er brukt, kan forskjellene mellom TEF- og REP-faktorene for dioksinlignende PCB
forarsake lav gjenfinningsgrad for dioksinlignende PCB sammenlignet med PCDD/PCDF.
Dersom det utferes en separat bestemmelse av PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB, skal
gjenfinningsgraden ved biologisk praving derfor veere 20—60 % for dioksinlignende PCB og 50—
130 % for PCDD/PCDF (omradene gjelder for TCDD-kalibreringskurven). Bidraget fra
dioksinlignende PCB til summen av PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB kan variere mellom
ulike matrikser og prever. Disse variasjonene gjenspeiles i gjenfinningsgraden ved biologisk
proving, som skal vere pa mellom 30 og 130 % for summen av PCDD/PCDF og dioksinlignende
PCB. Dersom TEF-verdiene for PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB i EUs regelverk endres
vesentlig, ma disse omradene revideres.

7.1.5.  Kontroll av gjenfinning etter rensing

Tap av forbindelser under rensing skal kontrolleres i forbindelse med validering. En blindpreve
tilsatt en blanding av ulike forbindelser skal gjennomga rensing (minst n = 3), og gjenfinning og
variabilitet skal kontrolleres med en bekreftelsesmetode. Gjenfinningen skal veere i omradet 60—
120 %, serlig for forbindelser som bidrar med mer enn 10 % til TEQ-nivéet i de ulike
blandingene.

7.1.6. Rapporteringsgrense

Ved rapportering av BEQ-nivéer skal det fastsettes en rapporteringsgrense ut fra relevante
matriksprever med typiske forbindelsesmenstre, men ikke ut fra standardenes kalibreringskurve,
ettersom presisjonen er lav i den nedre delen av kurven. Det skal tas hensyn til virkningene av
ekstraksjon og rensing. Rapporteringsgrensen skal settes hayere enn metodens blindprever med en
faktor pa minst 3.

7.2. Bruk av referanseprover

7.2.1. Referansepravene skal representere prevematriks, forbindelsesmenstre og konsentrasjonsomrader for
PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB ner grenseverdien eller tiltaksgrensen.

7.2.2.  En matriksblindpreve eller dersom dette ikke er mulig, en metodeblindpreve og en referansepreve ved
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grenseverdien eller tiltaksgrensen skal innga i hver analyseserie. Provene skal ekstraheres og
analyseres samtidig under identiske forhold. For & sikre at analysen er egnet skal referanseproven vise
en klart hgyere respons enn blindpraven. Disse pravene kan brukes til & korrigere for blindprever og
gjenfinning.

7.2.3. Referanseprever som er valgt ut for & korrigere for gjenfinning, skal vare representative for alle
analyseprover, slik at forbindelsesmenstre ikke kan fore til at nivdene undervurderes.

7.2.4. Det kan brukes ekstra referanseprever med en konsentrasjon pa f.eks. 0,5 og 2 ganger grenseverdien
eller tiltaksgrensen for & pévise analysens effektivitet innenfor det omrédet som er relevant for
kontrollen av grenseverdien eller tiltaksgrensen. Kombinert kan disse provene brukes til & beregne
BEQ-nivaet i analysepragvene (se nr. 7.1.2.2).

7.3. Bestemmelse av terskelverdier

Forholdet mellom bioanalytiske resultater i BEQ og resultater fra bekreftelsesmetoden i TEQ
skal fastsettes (f.eks. gjennom matrikstilpassede kalibreringsforsek med referanseprover tilsatt 0,
0,5, 1 og 2 ganger grenseverdien, med seks repetisjoner pa hvert niva (n = 24)).
Korreksjonsfaktorer (blindpreve og gjenfinning) kan beregnes ut fra dette forholdet, men dette
skal kontrolleres i samsvar med nr. 7.2.2.

Det skal fastsettes terskelverdier for & kunne avgjere om en preve overholder grenseverdiene
eller, dersom det er relevant, for & kontrollere tiltaksgrensene ut fra gjeldende grenseverdier eller
tiltaksgrenser som er fastsatt for enten PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB hver for seg, eller
for summen av PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB. De representeres av det nedre endepunktet
1 fordelingen av bioanalytiske resultater (korrigert for blindpreve og gjenfinning), som tilsvarer
beslutningsgrensen for bekreftelsesmetoden basert pa et konfidensniva pa 95 %, noe som
innebarer en andel falskt negative prover pa <5 % og en RSDr pé <25 %. Beslutningsgrensen for
bekreftelsesmetoden er grenseverdien, idet det tas hensyn til den utvidede maleusikkerheten.

Terskelverdien (i BEQ) kan beregnes pa en av matene beskrevet i nr. 7.3.1, 7.3.2 0g 7.3.3 (se

figur 1). '/n.
7.3.1.  Ved bruk av det nedre béndet i prediksjonsintervallet pd 95 % ved beslutningsgrensen for
bekreftelsesmetoden:
BEQpy — Syy X turem -2 | Wi+ Vin + (5 —97/Q

Terskelverdi = v

der:

BEQpL BEQ som tilsvarer beslutningsgrensen for bekreftelsesmetoden, som er
grenseverdien idet det tas hensyn til den utvidede méleusikkerheten

Sy.x standard restavvik

tur=m—2 Student-faktor (0. =5 %, = frihetsgrader, ensidige)

m samlet antall kalibreringspunkter (indeks j)

n antall repetisjoner pa hvert niva

Xi prevekonsentrasjon (i TEQ) for kalibreringspunkt i fastsatt med en
bekreftelsesmetode

X gjennomsnitt av konsentrasjonene (i TEQ) for alle kalibreringspraover
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Qxx = :gl(xi - )—()2

kalibreringspunkt i

kvadratsumparameter, i = indeks for

Beregning ut fra bioanalytiske resultater (korrigert for blindpreve og gjenfinning) av flere analyser av
prever (n > 6) forurenset ved bekreftelsesmetodens beslutningsgrense, som nedre endepunkt for
fordeling av data ved tilsvarende gjennomsnittsverdi for BEQ:

Terskelverdi = BEQpr — 1,64 x SDr

der:

SDr standardavvik for resultat fra biologisk preving ved BEQpr, malt ved
interne reproduserbarhetsforhold.

Beregning som gjennomsnittsverdi av bioanalytiske resultater (i BEQ, korrigert for blindpreve og
gjenfinning) av flere analyser av prever (n > 6) forurenset ved 2/3 av grenseverdien eller

tiltaksgrensen, basert pa den observasjon at dette nivaet vil ligge nar terskelverdien som er bestemt 1
henhold til nr. 7.3.1 eller 7.3.2.

Beregning av terskelverdier basert pd et konfidensniva pa 95 %, noe som inneberer en andel
falskt negative praver pa <5 % og en RSDr pa <25 %:
1) Fra det nedre bandet i prediksjonsintervallet pa 95 % ved beslutningsgrensen for
bekreftelsesmetoden.

2) Fra flere analyser av prever (n > 6) som er forurenset ved beslutningsgrensen for
bekreftelsesmetoden, som nedre endepunkt for fordeling av data (representert ved en
klokkeformet kurve i figuren) ved tilsvarende gjennomsnittsverdi for BEQ.
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Begrensninger for terskelverdier

BEQ-baserte terskelverdier beregnet ut fra RSDr som ble bestemt under valideringen ved hjelp
av et begrenset antall prever med ulike matriks-/forbindelsesmenstre, kan vere hagyere enn de
TEQ-baserte grenseverdiene eller tiltaksgrensene, ettersom det oppnds hayere presisjon enn det
som er mulig & oppnd i rutineanalyser, nér et ukjent spektrum av mulige forbindelsesmonstre mé
kontrolleres. I slike tilfeller skal terskelverdier beregnes ut fra en RSDr pé 25 % eller helst pé 2/3
av grenseverdien eller tiltaksgrensen.

Ytelsesegenskaper

Ettersom det ikke kan brukes interne standarder i bioanalytiske metoder, skal disse metodenes
repeterbarhet analyseres for 4 innhente opplysninger om standardavviket innenfor og mellom de
enkelte analyseseriene. Repeterbarheten skal vaere under 20 %, og intern reproduserbarhet skal vaere
under 25 %. Dette skal baseres pé beregnet innhold uttrykt i BEQ etter korrigering for blindpreve og
gjenfinning.

Som en del av valideringsprosessen skal analysen vise at metoden kan skille mellom en blindprave og
et niva ved terskelverdien, slik at preover over den aktuelle terskelverdien kan identifiseres (se nr.
7.1.2).

Malforbindelser, mulig interferens og hayeste tolererte blindpravenivéer skal fastsettes.
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Standardavviket i responsen eller konsentrasjonen beregnet ut fra responsen (bare mulig i
méleomrédet) ved en tredobbel bestemmelse av et proveekstrakt skal ikke overskride 15 %.

De ukorrigerte resultatene av referansepravene, uttrykt i BEQ (blindpreve og ved grenseverdien eller
tiltaksgrensen), skal brukes til & vurdere den bioanalytiske metodens ytelse i et konstant tidsrom.

Kyvalitetskontrolldiagrammer for metodens blindprever og for hver type referanseprove skal
utarbeides og kontrolleres for & sikre at analyseytelsen oppfyller kravene, serlig for metodens
blindprever med hensyn til den nedvendige minstedifferansen til nedre del av maleomradet og for
referanseprevene med hensyn til intern reproduserbarhet. Metodens blindprever skal kontrolleres pa
en mate som gjer at man unngér falskt negative resultater nar de trekkes fra.

Resultatene av mistenkte prover oppniddd med bekreftelsesmetodene og 2—10 % av de negative
provene (minst 20 prever per matriks) skal samles inn og brukes til & vurdere screeningmetodens
ytelse og forholdet mellom BEQ og TEQ. Disse opplysningene kan brukes ved ny vurdering av
terskelverdiene som far anvendelse pa rutineprover for de validerte matriksene.

At en metode har god ytelse, kan ogsé dokumenteres ved deltaking i ringpraving. Resultatene av
prever analysert ved ringpreving som dekker et konsentrasjonsomrade pa opptil f.eks. to ganger
grenseverdien, kan tas med i vurderingen av andelen falskt negative prover dersom et laboratorium
kan dokumentere god ytelse. Pravene skal dekke de vanligste forbindelsesmonstrene og representere
ulike kilder.

I forbindelse med hendelser kan terskelverdiene vurderes pa nytt for & gjenspeile de sarskilte matriks-
og forbindelsesmenstrene i den aktuelle hendelsen.

58 Gjeldende krav er basert pd TEF-verdiene offentliggjort i M. Van den Berg et al., Toxicol Sci 93 (2), 223-241 (2006).

8. Rapportering av resultater

8.1.

8.1.1.

Bekreftelsesmetoder

Analyseresultatene skal omfatte innholdet av de enkelte PCDD-/PCDF- og dioksinlignende PCB-
forbindelsene, og TEQ-verdiene skal rapporteres som nedre og gvre konsentrasjoner og
mellomkonsentrasjoner, slik at resultatrapporten inneholder flest mulig opplysninger, og slik at
resultatene kan tolkes i henhold til bestemte krav.

Rapporten skal angi hvilken metode som er brukt til ekstraksjon av PCDD/PCDF og dioksinlignende
PCB.

Gjenfinningsgraden for de enkelte interne standardene skal angis dersom den ligger utenfor omréadet
angitt i nr. 6.2.5, dersom grenseverdien er overskredet (i sé fall gjenfinningen for én av de to
dobbeltanalysene), og i andre tilfeller pA anmodning.

Ettersom det skal tas hensyn til den utvidede maleusikkerheten nér det avgjeres om en preve oppfyller
kravene, skal denne parameteren angis. Analyseresultatet skal derfor rapporteres som x +/— U, der x er
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8.2.5.

8.2.6.

8.2.7.

8.2.8.

8.3.

8.3.1.

8.3.2.

8.3.3.

8.3.4.
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analyseresultatet og U er den utvidede méleusikkerheten, ved bruk av en dekningsfaktor pa 2, noe
som gir et konfidensniva pa ca. 95 %. Dersom PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB bestemmes hver
for seg, skal summen av den beregnede utvidede usikkerheten for de separate analyseresultatene for
PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB brukes for summen av PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB.

Resultatene skal angis i samme enheter og med minst samme antall signifikante sifre som
grenseverdiene fastsatt i direktiv 2002/32/EF.

Bioanalytiske screeningmetoder

Resultatet av screeningen skal angis som enten «negativ» eller «mistenkt positiv» («mistenkt»).

I tillegg kan et veiledende resultat for PCDD/PCDF og/eller dioksinlignende PCB uttrykt i BEQ
angis.

Prever med en respons under rapporteringsgrensen skal angis som «under rapporteringsgrenseny.
Prever med en respons over maleomradet skal rapporteres som overstigende maleomrédet, og
innholdet som tilsvarer den ovre delen av méleomradet, skal angis i BEQ.

For hver type prevematriks skal rapporten inneholde opplysninger om grenseverdien eller
tiltaksgrensen vurderingen er bygget pa.

Rapporten skal inneholde opplysninger om hvilken analyse som er anvendt, de grunnleggende
analyseprinsippene og kalibreringstypen.

Rapporten skal angi hvilken metode som er brukt til ekstraksjon av PCDD/PCDF og dioksinlignende
PCB.

Ved prever som mistenkes for & vere positive, ma rapporten inneholde en merknad om tiltak som skal
treffes. Konsentrasjonen av PCDD/PCDF og summen av PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB i
prover med forhayet innhold skal bestemmes/bekreftes med en bekreftelsesmetode.

Positive resultater skal rapporteres bare pa grunnlag av en bekreftende analyse.
Fysikalsk-kjemiske screeningmetoder
Resultatet av screeningen skal angis som enten «negativ» eller «mistenkt positiv» («mistenkt).

For hver type prevematriks skal rapporten inneholde opplysninger om grenseverdien eller
tiltaksgrensen vurderingen er bygget pa.

I tillegg kan verdier for de enkelte PCDD-/PCDF- og/eller dioksinlignende PCB-forbindelsene samt
TEQ-verdier angitt som nedre konsentrasjoner, gvre konsentrasjoner og mellomkonsentrasjoner angis.
Resultatene skal angis i samme enheter og med minst samme antall signifikante sifre som
grenseverdiene fastsatt i direktiv 2002/32/EF.

Gjenfinningsgraden for de enkelte interne standardene skal angis dersom den ligger utenfor omréadet
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angitt i nr. 6.2.5, dersom grenseverdien er overskredet (i sé fall gjenfinningen for én av de to
dobbeltanalysene), og i andre tilfeller pa anmodning.

8.3.5. Rapporten skal angi hvilken GC-MS-metode som er brukt.

8.3.6. Rapporten skal angi hvilken metode som er brukt til ekstraksjon av PCDD/PCDF og dioksinlignende
PCB.

8.3.7. Ved prover som mistenkes for & vere positive, m rapporten inneholde en merknad om tiltak som skal
treffes. Konsentrasjonen av PCDD/PCDF og summen av PCDD/PCDF og dioksinlignende PCB i
prover med forhayet innhold skal bestemmes/bekreftes med en bekreftelsesmetode.

8.3.8. Avgjerelsen av om det foreligger en positiv prove kan bare tas etter en bekreftende analyse.

Kapittel 111
Tillaging av prever og krav til analysemetoder for offentlig kontroll av innholdet av ikke-dioksinlignende
PCB i forvarer

1. Virkeomréde

Kravene fastsatt i dette kapittel fAr anvendelse nar forvarer analyseres med henblikk pé offentlig kontroll
av innholdet av ikke-dioksinlignende PCB, og for tillaging av prever samt analysekrav med henblikk pa
andre reguleringsformal, herunder kontroller som foretas av driftsansvarlige for forforetak for & sikre
samsvar med bestemmelsene i artikkel 4 i forordning (EF) nr. 183/2005.

2. Pavisningsmetoder som kan anvendes

Gasskromatografi/elektronaffinitetsdetektor (GC-ECD), GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-HRMS eller
lignende metoder.

3. Identifikasjon og bekreftelse av relevante analytter

3.1. Relativ retensjonstid i forhold til interne standarder eller referansestandarder (akseptabelt avvik pa +/—
0,25 %).

3.2. Gasskromatografisk separasjon av ikke-dioksinlignende PCB fra interfererende stoffer, serlig PCB
som elueres samtidig, saerlig nar innholdet i prevene ligger innenfor de lovfestede grenseverdiene og
det skal bekreftes at proven ikke oppfyller kravene®’.

3.3. Krav til GC-MS-metoder

Overvéking av minst felgende antall molekylarioner eller karakteristiske ioner fra
molekylstrukturen:
a) to serskilte ioner for HRMS,

b) tre serskilte ioner for LRMS,
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¢) to bestemte morioner, hvert med ett bestemt tilsvarende datterion fra overgangen ved MS-MS.

Hoyeste tillatte toleranse for isotopforhold for utvalgte massefragmenter:

Relativt avvik 1 isotopforhold for utvalgte massefragmenter fra teoretisk isotopforhold eller
kalibreringsstandard for mélionet (det hyppigst forekommende av de malte ioner) og
bekreftelsesion(er): £15 %

34. Krav til GC-ECD-metoder

Resultater som overskrider grenseverdien, skal bekreftes med to GC-kolonner med stasjonare
faser med ulik polaritet.

59 Forbindelser som ofte elueres samtidig, er f.eks. PCB 28/31, PCB 52/69 og PCB 138/163/164. Nar det gjelder GC-MS, skal det tas
hensyn til eventuell interferens fra fragmenter av hayklorerte forbindelser.

4. Dokumentasjon av metodens ytelse

Metodens ytelse skal valideres innenfor grenseverdiomradet (0,5 til 2 ganger grenseverdien) med en
godkjent variasjonskoeffisient for gjentatte analyser (se krav til intermedier presisjon i nr. 9).

5. Grense for mengdebestemmelse

Summen av grensene for mengdebestemmelse (LOQ)® av ikke-dioksinlignende PCB skal ikke vere
sterre enn én tredel av grenseverdien®!.

60 Nér det er relevant, skal prinsippene beskrevet i «Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the
Field of Contaminants in Feed and Food» (http://ec.europa.cu/food/safety/animal-feed en) folges.

61 Det anbefales pa det sterkeste at bidraget fra blindpreven er sé lavt som mulig sammenlignet med innholdet av et forurensende stoff i
en prove. Det er laboratoriets ansvar & kontrollere hvordan innholdet i blindprevene varierer, serlig nér blindpreveinnholdet trekkes
fra.

6. Kvalitetskontroll

Regelmessige blindprevekontroller, analysering av prever med tilsetning, kvalitetskontrollpraver,
deltaking i undersegkelser av relevante matrikser som foretas ved flere laboratorier.
7. Kontroll av gjenfinning

7.1. Bruk av egnede interne standarder med fysikalsk-kjemiske egenskaper som kan sammenlignes med de
relevante analyttenes.

7.2. Tilsetning av interne standarder:

Tilsetning til produkter (for ekstraksjon og rensing).

7.3. Krav til metoder der alle seks isotopmerkede ikke-dioksinlignende PCB-forbindelser brukes

a) resultatene skal korrigeres for gjenfinning av interne standarder,
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b) gjenfinning av isotopmerkede interne standarder skal vere pa mellom 60 og 120 %,

c¢) lavere eller hgyere gjenfinning for enkeltforbindelser med et bidrag til summen av ikke-
dioksinlignende PCB pa under 10 % er akseptabelt.

7.4. Krav til metoder der ikke alle seks isotopmerkede interne standarder eller andre interne standarder
brukes:

a) gjenfinningen av interne standarder skal kontrolleres for hver prove,
b) gjenfinning av interne standarder skal veare pa mellom 60 og 20 %,
c) resultatene skal korrigeres for gjenfinning av interne standarder.

7.5. Gjenfinning av umerkede forbindelser skal kontrolleres ved hjelp av prever med tilsetning eller
kvalitetskontrollprever med konsentrasjoner i grenseverdiomrédet. Gjenfinning for disse
forbindelsene skal anses som akseptabel dersom den er i omrédet 60—120 %.

8. Krav til laboratorier

I samsvar med bestemmelsene i forordning (EF) nr. 882/2004 skal laboratoriene vaere akkreditert av et
godkjent organ som oppfyller kravene i ISO Guide 58, for & sikre at de anvender metoder for
kvalitetssikring av sine analyser. Laboratoriene skal vare akkreditert i henhold til standarden EN ISO/IEC
17025. Dessuten skal prinsippene beskrevet i de tekniske retningslinjene for beregning av maleusikkerhet
og grenser for mengdebestemmelse ved analysering av PCB folges®.

62 Gjeldende krav er basert pd TEF-verdiene offentliggjort i M. Van den Berg et al, Toxicol Sci 93(2), 223-241 (2006).

9. Ytelsesegenskaper: Kriterier for summen av ikke-dioksinlignende PCB ved grenseverdien

Massespektrometrisk Andre teknikker
isotopfortynning’
Noyaktighet —20 til +20 % =30 til +30 %
Intermedieer presisjon (RSD %) <15% <20 %
Differanse mellom gvre og nedre <20 % <20 %
konsentrasjon (beregnet)
! Alle seks 13C-merkede analoger skal brukes som interne standarder.

10. Rapportering av resultater
10.1.  Analyseresultatene skal omfatte innholdet av de enkelte ikke-dioksinlignende PCB-forbindelsene og
summen av disse PCB-forbindelsene rapportert som nedre og gvre konsentrasjoner og

mellomkonsentrasjoner, slik at resultatrapporten inneholder flest mulig opplysninger, og slik at
resultatene kan tolkes i henhold til bestemte krav.

10.2. I rapporten skal det ogsa angis hvilken metode som er brukt ved ekstraksjonen av PCB.
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10.3.  Gjenfinningsgraden for de enkelte interne standardene skal angis dersom den ligger utenfor omradet
angitt i nr. 7, dersom grenseverdien er overskredet, og i andre tilfeller p4 anmodning.

10.4.  Ettersom det skal tas hensyn til den utvidede méleusikkerheten nér det avgjeres om en prove oppfyller

kravene, skal denne parameteren ogsé angis. Analyseresultatet skal derfor rapporteres som x +/— U,

der x er analyseresultatet og U er den utvidede maleusikkerheten, ved bruk av en dekningsfaktor pé 2,

noe som gir et konfidensniva pé ca. 95 %.

10.5.  Resultatene skal angis i samme enheter og med minst samme antall signifikante sifre som
grenseverdiene fastsatt i direktiv 2002/32/EF.

4M5

» M2 VEDLEGG VI
Analysemetoder for bestemmelse av bestanddeler av animalsk opprinnelse 1 forbindelse med offentlig
kontroll av forvarer

Vilkar for mikroskopisk bestemmelse, identifisering eller beregning av bestanddeler av animalsk
opprinnelse i forvarer

1. Formal og bruksomrade

Disse vilkéarene skal brukes ved bestemmelse av bestanddeler av animalsk opprinnelse (definert som
produkter som stammer fra bearbeiding av slakt og deler av slakt av pattedyr, fjerfe og fisk) i forvarer,
utfort ved hjelp av mikroskopiundersekelse innenfor rammen av det samordnede inspeksjonsprogrammet
pé omradet forvarer i samsvar med europaparlaments- og radsforordning (EF) nr. 882/2004%. Forutsatt at
metodene i dette vedlegg brukes i alle offentlige kontroller, kan det ogsa utferes en andre kontroll ved
bruk av varianter av denne metoden eller alternative metoder for & kunne pavise visse typer animalske
bestanddeler med sterre ngyaktighet eller fastsette nermere de animalske bestanddelenes opprinnelse.
Videre kan en protokollvariant brukes ved undersgkelse av visse bestemte animalske bestanddeler som
plasma eller bein i talg (se ogsé nr. 9), forutsatt at disse analysene gjores i tillegg til de analysene som er
fastsatt i det samordnede inspeksjonsprogrammet.

63 EUT L 165 av 30.4.2004, s. 1. Rettet i EUT L 191 av 28.5.2004, s. 1.

2. Folsomhet

Avhengig av den animalske bestandelens art kan svert sma mengder (<0,1 %) pavises i forvarer.

3. Prinsipp

Til identifikasjon brukes en representativ preve som er tatt i samsvar med bestemmelsene fastsatt i
vedlegg I og som er tillaget pa egnet mate. Falgende protokoll er egnet for handtering av forvarer med lavt
vanninnhold. Forvarer med et vanninnhold pa over 14 % skal tarkes (kondenseres) for handtering.
Spesialfor eller formidler (f.eks. fett, oljer) ma forbehandles (se nr. 9). Bestanddeler av animalsk
opprinnelse identifiseres pa grunnlag av typiske kjennetegn som kan iaktta i mikroskop (dvs. muskelfibre
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og andre kjettpartikler, brusk, ben, horn, har, bust, blod, fjer, eggeskall, fiskeben, skjell). Identifikasjon
skal gjennomfores pa béde en siktefraksjon (6.1) og et konsentrert sediment (6.2) av preven.

4. Reagenser

4.1.

4.1.1.

4.2.

4.2.1.

4.22.

4.3.

4.3.1.

44.

4.4.1.

44.2.

4.4.3.

4.4.4.

4.5.

4.5.1

Prepareringsmiddel

Kloralhydrat (vandig, 60 % w/v)

Lut (NaOH 2,5 % w/v eller KOH 2.5 % w/v) for siktefraksjoner

Parafinolje eller glyserol (viskositet: 68—81) for mikroskopundersgkelse av sedimentet
Skyllemiddel

Alkohol, 96 %

Aceton

Konsentreringslosning

Tetrakloretylen (tetthet 1,62)

Fargingsreagenser

Jod/kaliumjodid-lesning (les opp 2 g kaliumjodid i 100 ml vann og tilsett 1 g jod mens lesningen
ristes)

Alizarin red (fortynn 2,5 ml 1M saltsyre i 100 ml vann og tilsett 200 mg alizarin red til denne
losningen)

Cystinreagens (2 g blyacetat, 10 g NaOH/100 ml H2O)
Jod/kaliumjodid-lesning (opplest i 70 % etanol)
Reagens til bleking

Natriumhypoklorittlesning som fas kjep i handelen (9,6 % aktivt klor)

5. Utstyr og tilbeher

5.1.

Analysevekt (ngyaktighet pa 0,01 g med unntak for det konsentrerte sedimentet: 0,001 g).
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54.
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5.6.

5.7.
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Utstyr til oppmaling (kvern eller morter, saerlig for forvarer som inneholder >15 % fett ved analyse).
Sikt med maskevidde pd heyst 0,50 mm.

Separasjonstrakt eller begerglass med konisk bunn for bunnfelling.

Stereomikroskop (minst 40 x forsterrelse).

Sammensatt mikroskop (minst 400 x forsterrelse), gjennomfallende eller polarisert lys.

Standard laboratorieglass.

Alt utstyr skal vaere grundig rengjort. Separasjonstrakter og glass skal vaskes i oppvaskmaskin.
Sikter skal rengjores med berste med stiv bust.

6. Framgangsmate

Forvarer i pelletform kan siktes pa forhand dersom begge fraksjoner analyseres som separat prave.

Minst 50 g av proven skal forbehandles (males om nedvendig grundig med egnet maleutstyr (5.2), for &
oppnd passende struktur). Fra det malte materialet tas to representative prover, én til siktefraksjonen
(minst 5 g) (6.1) og én til det konsentrerte sedimentet (minst 5 g) (6.2). For identifikasjon kan prevene
tilsettes fargingsreagenser (6.3).

For a angi de animalske proteinenes art og partiklenes opprinnelse kan et system for beslutningsstette,
f.eks. ARIES, benyttes og referanseprevene dokumenteres.

6.1.

6.2.

Identifikasjon av bestanddeler av animalsk opprinnelse i siktefraksjoner

Minst 5 g av proven siktes gjennom sikten (5.3) i to fraksjoner.

Siktefraksjonen(e) med sterst partikler (eller en representativ del av fraksjonen) strykes ut i et
tynt lag pa et egnet underlag og screenes systematisk for bestanddeler av animalsk opprinnelse
under stereomikroskopet (5.5) ved forskjellige forsterrelser.

Objektglass med de(n) finpartiklede siktefraksjonen(e) screenes systematisk for bestanddeler av
animalsk opprinnelse under det sammensatte mikroskopet (5.6) ved forskjellige forsterrelser.

Identifikasjon av bestanddeler av animalsk opprinnelse i det konsentrerte sedimentet

Minst 5 g (med en neyaktighet pa 0,01 g) av proven overfores til en separasjonstrakt eller et
begerglass for bunnfelling med konisk bunn og behandles med minst 50 ml tetrakloreten (4.3.1).
Blandingen ristes eller omreres gjentatte ganger.

- Dersom separasjonstrakt benyttes, skal sedimentet std tilstrekkelig lenge (minst 3 minutter) for
sedimentet fraskilles. Rist pd nytt og la sedimentet st& i minst tre minutter til. Sedimentet fraskilles
pa nytt.

- Dersom et &pent begerglass benyttes, skal sedimentet std minst 5 minutter for det fraskilles.

Hele sedimentet torkes og deretter veies (med en noyaktighet pa 0,001 g). Veiing er bare

nedvendig dersom beregning er pakrevd. Dersom sedimentet bestar av mange store partikler, kan

det siktes gjennom en sikt (5.3) i to fraksjoner. Det torkede sedimentet undersekes for
bestanddeler av bein under stereomikroskop (5.5) og sammensatt mikroskop (5.6).
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Bruk av prepareringsmidler og fargingsreagenser

Bruk av sarskilte prepareringsmidler og fargingsreagenser gjor mikroskopisk identifikasjon av
bestanddeler av animalsk opprinnelse kan gjares lettere.

Kloralhydrat (4.1.1): Ved forsiktig oppvarming kan cellestrukturer ses klarere ettersom
stivelseskorn gelatineres og uensket celleinnhold fjernes.

Lut (natriumhydroksid) (4.1.2): Natriumhydroksid eller kaliumhydroksid klarner formaterialet
og gjer det enklere & pavise muskelfibre, har og annet vev som inneholder keratin.

Parafinolje eller glyserol (4.1.3): Bestanddeler av bein kan lett pavises i dette
prepareringsmiddelet ettersom de fleste hulrom forblir fylt med luft og vises som svarte hull pa ca.
5-15 pm.

Jod/kaliumjodid-losning (4.4.1): Brukes for pavisning av stivelse (blafiolett farge) og protein
(guloransje farge). Losningene kan om nedvendig fortynnes.

Alizarin rad-losning (4.4.2): Gir rad/rosa farge i bein, fiskebein og skjell. For sedimentet torkes
(se 6.2), skal hele sedimentet overfores til et proverer av glass og skylles to ganger med ca. 5 ml
alkohol (4.2.1) (bruk et vortex blandeapparat begge ganger og la losningen bunnfelle i ca. ett
minutt for den temmes av). For denne fargingsreagensen benyttes, skal sedimentet blekes ved
tilsetting av minst 1 ml natriumhypoklorittlesning (4.5.1). La reagere i 10 minutter. Fyll roret med
vann, la sedimentet bunnfelle i 2-3 minutter og hell av vannet og de suspenderte partiklene. Skyll
sedimentet to ganger til med ca. 10 ml vann (bruk et vortex blandeapparat, la bunnfelle og hell av
vannet for hver gang). Tilsett 2—10 draper (eller mer avhengig av mengden reststoffer) av alizarin
rod-lgsningen. Rist blandingen og la den reagere i noen sekunder. Det fargede sedimentet skal
skylles to ganger med ca. 5 ml alkohol (4.2.1) deretter én gang med aceton (4.2.2) (bruk et vortex
blandeapparat hver gang og la lesningen bunnfelle seg i ca. ett minutt for den helles av).
Sedimentet er né klart til & tarkes.

Cystinreagens: (4.4.3): Ved forsiktig oppvarming blir bestanddeler som inneholder cystin (hér,
fjeer osv.), brunsvarte.

Undersokelse av forvarer som kan inneholde fiskemel

Minst ett objektglass av den finpartiklede siktefraksjonen og den finpartiklede fraksjonen av
sedimentet skal undersgkes under sammensatt mikroskop (se 6.1 og 6.2).

I de tilfeller varedeklarasjonen viser at ingrediensene omfatter fiskemel, eller tilstedevarelse av
fiskemel mistenkes eller pavises i den forste undersekelsen, skal minst ytterligere to objektglass
av den finpartiklede siktefraksjonen fra den opprinnelige proven og hele sedimentfraksjonen
undersokes.

7. Beregning og evaluering

Medlemsstatene skal sikre at de framgangsmatene som er beskrevet i dette nummer, brukes nar en
offentlig analyse utferes for & beregne mengden (og ikke bare pévise tilstedevarelse) av animalske
bestanddeler.

Beregningen kan bare utfares dersom bestanddelene av animalsk opprinnelse inneholder
beinfragmenter.
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Beinfragmenter fra varmblodige terrestriske arter (dvs. pattedyr og fugler) kan skilles fra ulike typer
fiskebein pd objektglasset ved de typiske hulrommene. Andelen bestanddeler av animalsk opprinnelse i
prevematerialet beregnes ved at felgende tas i betraktning:

- den beregnede andelen (vekt %) av beinfragmenter i det konsentrerte sedimentet, og

- andelen (vekt %) av bein i bestanddelene av animalsk opprinnelse.
Beregningen skal baseres pa minst tre (om mulig) objektglass og minst fem felt per objektglass. I
forblandinger vil det konsentrerte sedimentet som regel ikke bare inneholde bein fra terrestriske dyr og

fiskebeinfragmenter, men ogsé partikler med hey egenvekt, f.eks. mineraler, sand, forvedede
plantefragmenter og lignende.

7.1. Beregnet verdi av prosentandelen beinfragmenter

% terrestriske beinfragmenter = (S x ¢)/W
% fragmenter av fiskebein og skjell = (S x ¢)/W

(S = sedimentvekt (mg), ¢ = korreksjonsfaktor (%) for den beregnede delen av terrestriske
dyrebein i sedimentet, d = korreksjonsfaktor (%) for den beregnede delen av fragmenter av
fiskebein og skjell i sedimentet, W = vekt av provematerialet for sedimentering (mg)).

7.2. Beregnet mengde av bestanddeler av animalsk opprinnelse

Andelen av bein i animalske produkter kan variere svaert mye. (Prosentandelen av bein i
beinmel er i storrelsesorden 50-60 % og i kjettmel 20-30 %; i fiskemel varierer innholdet av bein
og skjell alt etter fiskemelets kategori og opprinnelse, normalt i sterrelsesordenen 10-20 %).

Dersom man vet hvilken type dyremel som er til stede i praven, er det mulig & beregne
innholdet:

Beregnet innhold av bestanddeler av produkter fra terrestriske dyr (%)= (S x ¢)/(W x ) x 100
Beregnet innhold av bestanddeler av fiskeprodukter (%)= (S % ¢)/(W x f) x 100

(S = sedimentvekt (mg), ¢ = korreksjonsfaktor (%) for den beregnede delen av bestanddeler av
terrestriske dyrebein i sedimentet, d = korreksjonsfaktor (%) for den beregnede delen av
fragmenter av fiskebein og skjell i sedimentet, f = korreksjonsfaktor for andelen av bein i
bestanddelene av animalsk opprinnelse i preven som undersekes, W = vekt av pravematerialet for
sedimentering (mg)).

8. Angivelse av resultatene av undersgkelsen
Rapporten skal minst inneholde opplysninger om tilstedevarelsen av bestanddeler som stammer fra
terrestriske dyr og fiskemel. De ulike tilfellene skal rapporteres som falger:

8.1. Naér det gjelder tilstedeverelse av bestanddeler som stammer fra terrestriske dyr:

- iden grad det har veert mulig & fastsla ved bruk av mikroskop, ble det ikke funnet bestanddeler
som stammer fra terrestriske dyr 1 den innsendte preven,

eller
- iden grad det har veert mulig & fastsla ved bruk av mikroskop, ble det funnet bestanddeler som
stammer fra terrestriske dyr i den innsendte preven,

8.2. og nar det gjelder tilstedeverelsen av fiskemel:
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- iden grad det har veert mulig & fastsla ved bruk av mikroskop, ble det ikke funnet bestanddeler
som stammer fra fisk i den innsendte proven,

eller
- 1den grad det har vert mulig & fastslé ved bruk av mikroskop, ble det funnet bestanddeler som
stammer fra fisk i den innsendte proven,

I de tilfeller der bestanddeler som stammer fra fisk eller terrestriske dyr pavises, kan
undersekelsesrapporten om nedvendig gi en naermere beregning av mengden bestanddeler som er
pavist (x %, < 0,1 %, 0,1-0,5 %, 0,5-5 % eller >5 %), og om mulig en n&rmere angivelse av
typen terrestrisk dyr og hvilke animalske bestanddeler som er pavist (muskelfibre, brusk, bein,
horn, hér, bust, fjer, blod, eggeskall, fiskebein, skjell).

I de tilfeller der mengden av animalske bestanddeler er beregnet, skal det oppgis hvilken
korreksjonsfaktor f som er brukt.

I de tilfeller der bestanddeler av bein fra terrestriske dyr pavises, skal rapporten inneholde
folgende tilleggsopplysning:

«Det kan ikke utelukkes at ovennevnte bestanddeler stammer fra pattedyr.»

Det er ikke nedvendig & ta med denne tilleggsopplysningen der beinfragmentene fra terrestriske
dyr allerede er angitt som beinfragmenter fra fjorfe eller pattedyr.

9. Valgfri protokoll for analyse av fett eller olje

Folgende protokoll kan benyttes for analyse av fett eller olje:

Hvis fettet er i fast form, kan det f.eks. varmes opp i mikrobelgeovn til det blir flytende.
40 ml fett overfores med pipette fra bunnen av proven til et sentrifugeringsreor.
Sentrifuger i 10 minutter ved 4000 opm.

Dersom fettet er i fast form etter sentrifugeringen, varmes det opp igjen i ovn til det blir flytende. Gjenta
sentrifugeringen i 5 minutter ved 4000 opm.

Halvparten av de sedimenterte urenhetene overfores med en liten skje eller spatel til en liten petriskal eller
et objektglass for mikroskopisk identifikasjon av mulig innhold av animalske bestanddeler (kjottfibre,
fjeer, beinfragmenter osv.). Som prepareringsmiddel for mikroskopi anbefales parafinolje eller glyserol.

Resten av urenhetene brukes til sedimentering som beskrevet i 6.2.

4M2

VEDLEGG VII
Metode for 4 beregne energiverdien i fjorfefor

1. Beregningsmetode og angivelse av energiverdi

Energiverdien i forblandinger for fjorfe skal beregnes etter formelen nedenfor ut fra visse analytiske
bestanddelers prosentvise andel av forvaren. Verdien skal angis i megajoule (MJ) omsettelig energi (OE),
korrigert for nitrogen, per kg forblanding:

MlJ/kg OE = 0,1551 x % réprotein + 0,3431 x % rafett + 0,1669 x % stivelse + 0,1301 x % samlet
sukkerinnhold (uttrykt som sukrose).
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2. Toleranse for angitte verdier

Dersom det ved den offentlige kontrollen fastslas et avvik (ekning eller reduksjon i forvarens
energiverdi) mellom kontrollresultatet og den angitte energiverdi, skal det benyttes en minimumstoleranse
pa 0,4 MJ/kg av OE.

3. Angivelse av resultatet

Resultatet som oppnés ved anvendelsen av ovennevnte formel, skal angis med en negyaktighet pa én
desimal.

4. Provetakings- og analysemetoder

Provetaking av forblandinger og bestemmelse av innholdet av analytiske bestanddeler angitt i
beregningsmetoden, skal foretas etter henholdsvis prevetakings- og analysemetodene for offentlig kontroll
av forvarer fastsatt av Fellesskapet.

Folgende metoder far anvendelse:
- ved bestemmelse av fettinnhold: framgangsmate B i metode for bestemmelse av rdoljer og -fett fastsatt i
vedlegg I1I del H.

- ved bestemmelse av stivelsesinnhold: den polarimetriske metode fastsatt i vedlegg I1I del L.

VEDLEGG VIII
Analysemetoder for kontroll av forekomst i forvarer av tilsetningsstoffer som ikke lenger er
tillatt

Viktig:

Mer folsomme metoder for analyse enn dem som er nevnt i dette vedlegg kan benyttes for pavisning
forvarer av tilsetningsstoffer som ikke lenger er tillatt.

Analysemetodene som er omhandlet i dette vedlegg, skal benyttes for bekreftelsesformal.

A. Bestemmelse av metylbenzokat

7-benzyloksy-6-butyl-3-metoksykarbonyl-4-kinolon

1. Formél og virkeomride

Denne metoden gjor det mulig & bestemme innholdet av metylbenzokat i forvarer. Nedre grense for
mengdebestemmelse er 1 mg/kg.

2. Prinsipp

Metylbenzokat ekstraheres fra proven med en lgsning av metansulfonsyre i metanol. Ekstraktet renses
med diklormetan, ved ionebytterkromatografi og deretter igjen med diklormetan. Innholdet av
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metylbenzokat bestemmes ved reversfase hoytrykksvaskekromatografi (HPLC) ved bruk av en UV-
detektor.

3. Reagenser

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

Diklormetan
Metanol, HPLC-kvalitet

HPLC mobil fase

Blanding av metanol (3.2) og vann (HPLC-kvalitet) 75 + 25 (v + v).

Filtrer lgsningen gjennom et 0,22 um filter (4.5) og fjern luften (f.eks. ved ultralydbehandling i
10 minutter).

Metansulfonsyrelgsning, ¢ = 2 %.

Las opp 20,0 ml metansulfonsyre i metanol (3.2) til 1000 ml.

Saltsyrelesning, c = 10 %

Los opp 100 ml saltsyre (p2o 1,18 g/ml) i vann til 1000 ml.

Kationebytterharpiks Amberlite CG-120 (Na), 100-200 mesh

Harpiksen behandles for bruk. Bland 100 g harpiks med 500 ml saltsyrelgsning (3.5) og varm
opp til kokepunktet pa en kokeplate under stadig omrering. La blandingen kjelne, og hell av
syren. Filtrer deretter harpiksen gjennom filterpapir under vakuum. Vask harpiksen med 500 ml
vann to ganger og deretter med 250 ml metanol (3.2). Skyll harpiksen med ytterligere 250 ml
metanol, og terk ved & sende en luftstrom gjennom filterkaken. Oppbevar den terkede harpiksen i
en flaske med propp.

Standard: ren metylbenzokat (7-benzyloksy-6-butyl-3-metoksykarbonyl-4-kinolon)

Metylbenzokat-standardstamlosning, 500 ug/ml

Vei opp 50 mg standard (3.7) med en neyaktighet pa 0,1 mg, los opp stoffet i
metansulfonsyrelosning (3.4) i en 100 ml malekolbe, fyll opp til merket og bland.

Metylbenzokat-standardmellomlosning, 50 ug/ml

Overfer 5,0 ml av standardstamlesningen (3.7.1) til en 50 ml mélekolbe, fyll opp til merket med
metanol (3.2) og bland.

Kalibreringslosninger

Overfor henholdsvis 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 og 5,0 ml av standardlgsningen (3.7.2.) til en rekke 25 ml
malekolber. Fyll opp til merket med mobil fase (3.3) og bland. Disse lgsningene har
konsentrasjoner av metylbenzokat pa henholdsvis 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 og 10,0 ug/ml. Lesningene
skal blandes like for bruk.
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4. Utstyr

4.1. Risteapparat

4.2. Rotasjonsfordamper

4.3. Glasskolonne (250 mm x 15 mm) utstyrt med stoppekran og en beholder med volum pé ca. 200 ml
44. HPLC-utstyr med UV-detektor med variabel belgelengde eller diodearraydetektor

4.4.1. Vaskekromatografikolonne: 300 mm x 4 mm, C;s 10 pm pakning eller tilsvarende

4.5. Membranfiltre, 0,22 um

4.6. Membranfiltre, 0,45 um

5. Framgangsmate

5.1.

5.2.

5.3.

Allment

En blindpreve ber analyseres for & kontrollere at det verken er metylbenzokat eller forstyrrende
stoffer til stede.

En gjenfinningsprove ber utfores ved & analysere blindpreven som er tilsatt like mye metylbenzokat
som mengden som finnes i preven. For & gke konsentrasjonen til 15 mg/kg, tilsettes 600 pl av
standardstamlesningen (3.7.1) til en 20 g blindpreve, bland og vent i 10 minutter for ekstraksjonen
(5.2) innledes.

Merk at til denne metoden ber blindpreven vare av tilsvarende type som preven, og ved analyse
skal metylbenzokat ikke pavises i blindpreven.

Ekstraksjon

Vei opp 20 g av den tilberedte proven med en noyaktighet pa 0,01 gien 250 ml
erlenmeyerkolbe. Tilsett 100,0 ml metanolsulfonsyrelosning (3.4) og rist i 30 minutter pé
risteapparatet (4.1). Filtrer lgsningen gjennom et filterpapir og oppbevar filtratet for veeske-vaske-
fordeling (5.3).

Veeske-veeske-fordeling

Overfor 25,0 ml av filtratet (5.2) til en 500 ml skilletrakt som inneholder 100 ml saltsyrelgsning
(3.5). Tilsett 100 ml diklormetan (3.1) til trakten, og rist i ett minutt. Etter at de to fasene har skilt
seg, tappes den nederste fasen (diklormetan) i en 500 ml rundbunnet kolbe. Gjenta ekstraksjonen
av den vandige fasen med ytterligere to mengder diklormetan p& 40 ml, og bland disse med det
forste ekstraktet i den rundbunnede kolben. Damp inn diklormetanekstraktet til tarrhet pa
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rotasjonsfordamperen (4.2) under redusert trykk ved 40 °C. Les opp restmengden i 20-25 ml
metanol (3.2), sett propp i kolben, og oppbevar hele ekstraktet til ionebytterkromatografi (5.4).

lonebytterkromatografi

Tillaging av kationebytterkolonnen

Sett en glassullpropp i den nederste enden av en glasskolonne (4.3). Lag til en oppslemming av
5,0 g av den behandlede kationebytterharpiksen (3.6) og 50 ml saltsyre (3.5), overfor blandingen
til glasskolonnen, og gi den tid til & sette seg. tapp av overskuddet av syre til like over
harpiksoverflaten og vask kolonnen med vann til vaskevannet er ngytralt overfor lakmus. Overfor
50 ml metanol (3.2) til kolonnen og la den synke ned til harpiksoverflaten.

Kolonnekromatografi

Overfor 5,0 ml av det tillagde ekstraktet (5.3) forsiktig med pipette til kolonnen. Skyll den
rundbunnede kolben med to mengder pé 5—10 ml metanol (3.2), og overfor skyllevaesken til
kolonnen. La ekstraktet synke til harpiksoverflaten og vask kolonnen med 50 ml metanol.
Gjennomstregmningshastigheten ma ikke overskride 5 ml per minutt. Fjern den eluerte metanolen.
Eluer metylbenzokat fra kolonnen ved bruk av 150 ml metansulfonsyrelgsning (3.4) og samle opp
eluatet fra kolonnen i en 250 ml erlenmeyerkolbe.

Veeske-veeske-fordeling

Overfor eluatet fra operasjonen i (5.4.2) til en skilletrakt pa 1 liter. Skyll erlenmeyerkolben med
5—-10 ml metanol (3.2), og bland skyllevasken med innholdet i skilletrakten. Tilsett 300 ml
saltsyrelgsning (3.5) og 130 ml diklormetan (3.1). Rist i ett minutt og la de to fasene skilles. Tapp
den nederste fasen (diklormetan) i en 500 ml rundbunnet kolbe. Gjenta ekstraksjonen av den
vandige fasen med ytterligere to mengder diklormetan, hver pa 70 ml, og bland disse ekstraktene
med det forste i den rundbunnede kolben.

Damp inn diklormetanekstraktet til terrhet pa rotasjonsfordamperen (4.2) under redusert trykk
ved 40 °C. Les opp restmengden med ca. 50 ml metanol (3.2), og overfer lgsningen kvantitativt til
en 10 ml mélekolbe. Skyll den rundbunnede kolben med ytterligere to mengder pd 1-2ml metanol
og overfor vesken til malekolben. Fyll opp til merket med metanol og bland. Filtrer en delmengde
gjennom et membranfilter (4.6). Oppbevar denne lgsningen til HPLC-bestemmelsen (5.6).

HPLC-bestemmelse

Parametere

Folgende vilkar er veiledende. Andre vilkér kan brukes forutsatt at de gir de samme resultater.
- Vaskekromatografikolonne (4.4.1),

- HPLC mobil fase: blanding av metanol og vann (3.3),

gjennomstremningshastighet: 1-1,5 ml/min,

detektorbelgelengde: 265 nm
- injeksjonsvolum: 20-50 pl.

Kontroller stabiliteten til det kromatografiske systemet ved a injisere kalibreringslegsningen
(3.7.3) som inneholder 4 pg/ml flere ganger, til det oppnés konstante topphayder og
retensjonstider.
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Kalibreringskurve

Injiser hver kalibreringslosning (3.7.3) flere ganger og mal toppheydene (-arealene) for hver
konsentrasjon. Trekk opp en kalibreringskurve ved bruk av de gjennomsnittlige toppheydene eller
-arealene for kalibreringslesningene som ordinater og de tilsvarende konsentrasjonene i pg/ml
som abscisser.

Provelosning

Injiser preveekstraktet (5.5) flere ganger, ved bruk av samme mengde som for
kalibreringslesningene og bestem den gjennomsnittlige toppheyden (-arealet) av
metylbenzokattoppene.

6. Beregning av resultater

Bestem konsentrasjonen i prevelgsningen i pg/ml ut fra den gjennomsnittlige toppheyden (-arealet) av
prevelgsningens metylbenzokattopper med henvisning til kalibreringskurven (5.6.2).

Innholdet av metylbenzokat w (mg/kg) i preven beregnes etter folgende formel:
w=(c*x40)/(m) der:

C

\= \prﬂvelﬂsningens metylbenzokatkonsentrasjon i pg/ml,

m

\= \pmvemengdens masse i g.

7. Validering av resultatene

7.1.

Identitet

Identiteten til analytten kan bekreftes ved kromatografi med tilsetting av kjent mengde standard
eller ved bruk av en diodearraydetektor som gjer det mulig & sammenligne spektrene til
proveekstraktet og kalibreringslegsningen (3.7.3) som inneholder 10 pug/ml metylbenzokat.

Kromatografi med tilsetting av kjent mengde standard

Et proveekstrakt tilsettes en passende mengde standardmellomlesning (3.7.2). Mengden tilsatt
metylbenzokat ber veere lik den beregnede mengden metylbenzokat som er funnet i
proveekstraktet.

Bare hgyden av metylbenzokattoppen ber gke etter at det er tatt hensyn til bade den tilsatte
mengden og fortynningen av ekstraktet. Toppbredden skal ved den halve hgyden vare innenfor
+10 % av den opprinnelige bredden.

Diodearraydeteksjon

Resultatene vurderes etter folgende kriterier:
a) bolgelengden for maksimal absorpsjon for preven og standardens spektre, mélt ved toppens spiss
pa kromatogrammet, mé vere den samme innenfor en margin beregnet ut fra detektorsystemets
opplesningsevne. For diodearraydeteksjon er den vanligvis innenfor £2 nm,

b) mellom 220 og 350 nm ma praven og standardens spektre, malt ved toppens spiss pa
kromatogrammet, ikke vere forskjellige med hensyn til de delene av spekteret som ligger mellom
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10 og 100 % av den relative absorbsjonen. Dette kriteriet er oppfylt nar de samme maksima er til
stede og avviket mellom spektrene ikke pd noe observert punkt overskrider 15 % av
standardanalyttens absorbsjon,

¢) mellom 220 og 350 nm ma spektrene til den voksende kurven, spissen og den avtagende kurven til
proveekstraktets topp ikke vere forskjellige fra hverandre med hensyn til de delene av spekteret
som ligger mellom 10 og 100 % av den relative absorbsjonen. Dette kriteriet er oppfylt nér de
samme maksima er til stede og avviket mellom spektrene ikke pd noe observert punkt overskrider
15 % av spekterets absorbsjon i spissen.

Dersom ett av disse kriteriene ikke er oppfylt, er foreckomsten av analytten ikke bekreftet.

7.2. Repeterbarhet

Forskjellen mellom resultatene av to parallelle bestemmelser som utferes pd samme prove, ma
ikke overskride 10 % for et metylbenzokatinnhold pa mellom 4 og 20 mg/kg.

7.3. Gjenfinning

For blindpreven med tilsetning ber gjenfinningsprosenten vaere minst 90 %.

8. Resultater av en undersgkelse foretatt ved flere laboratorier

I en undersokelse foretatt ved flere laboratorier ble fem prover analysert av ti laboratorier. Det ble
foretatt to analyser av hver prave.

Blind- Mel 1 Pelleter 1 Mel 2 Pelleter 2
prove
Gjennomsnitt [mg/kg] L.p. 4,50 4,50 8,90 8,70
sr [mg/kg] - 0,30 0,20 0,60 0,50
CV: [%] - 6,70 4,40 6,70 5,70
sr [mg/kg] - 0,40 0,50 0,90 1,00
CVr [%] - 8,90 11,10 10,10 11,50
Gjenfinning [%] — 92,00 93,00 92,00 89,00
1.p. = ikke péavist
Sr = standardavvik for repeterbarhet
CV; = variasjonskoeffisient for repeterbarhet (%)
SR = standardavvik for reproduserbarhet
CVr = variasjonskoeffisient for reproduserbarhet (%)

B. Bestemmelse av olakindoks
2-[N-2"-(hydroksyetyl)-karbamoyl].3-metyl-kinoksalin-N', N*-dioksid

1. Formaél og virkeomrade

Denne metoden gjor det mulig & bestemme innholdet av olakindoks i forvarer. Nedre grense for
bestemmelse er 5 mg/kg.
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2. Prinsipp

Proven ekstraheres med en blanding av vann og metanol. Innholdet av olakindoks bestemmes ved
reversfase hoytrykksvaskekromatografi (HPLC) ved bruk av en UV -detektor.

3. Reagenser

3.1. Metanol.
3.2. Metanol, HPLC-kvalitet.
3.3. Vann, HPLC-kvalitet.
3.4. HPLC mobil fase.
Blanding av vann (3.3) og metanol (3.2), 900 + 100 (V + V).
3.5. Standard: rent olakindoks 2-[N-2'-(hydroksyetyl)-karbamoyl].3-metyl-kinoksalin-N', N* -dioksid, E
851.
3.5.1. Olakindoks-standardstamlosning, 250 ug/ml
Vei opp 50 mg olakindoks (3.5) med en neyaktighet pa 0,1 mg i en 200 ml mélekolbe, og tilsett
ca. 190 ml vann. Plasser deretter kolben i 20 min i et ultralydbad (4.1). Etter ultralydbehandlingen
varmes lesningen opp til romtemperatur, det fylles opp til merket med vann og blandes. Pakk
kolben inn i aluminiumsfolie og oppbevar i kjeleskap. Denne lgsningen ma tillages pa nytt hver
méned.
3.5.1. Olakindoks-standardmellomlosning, 25 ug/ml
Overfor 10,0 ml av standardstamlesningen (3.5.1.) til en 100 ml mélekolbe, fyll opp til merket
med mobil fase (3.4) og bland. Pakk kolben inn i aluminiumsfolie og oppbevar i kjgleskap. Denne
losningen ma tillages pa nytt hver dag.
3.5.3. Kalibreringslosninger
Overfor 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0 og 20,0 ml av standardmellomlgsningen (3.5.2) til en rekke 50
ml mélekolber. Fyll opp til merket med mobil fase (3.4) og bland. Pakk kolbene inn i
aluminiumsfolie. Disse lgsningene svarer til henholdsvis 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 og 10,0 pg
olakindoks per ml.
Disse lgsningene ma tillages pa nytt hver dag.
4. Utstyr
4.1. Ultralydbad
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4.2. Mekanisk risteapparat
4.3. HPLC-utstyr med UV-detektor med variabel belgelengde eller diodearraydetektor
4.3.1. Vaskekromatografikolonne, 250 mm x 4 mm, Cis, 10 um kolonnepakning eller tilsvarende

4.4. Membranfiltre, 0,45 um

5. Framgangsmate

Merk: Olakindoks er lysfolsomt. Alle operasjoner ma utfores med dempet belysning eller ved
bruk av brunt glass.

5.1. Allment

5.1.1.  En blindpreve ber analyseres for & kontrollere at det verken er olakindoks eller forstyrrende stoffer til
stede.

5.1.2. En gjenfinningspreve ber utfores ved & analysere blindpraven etter at den er tilsatt samme mengde
olakindoks som i selve preven. For & ke konsentrasjonen til 50 mg/kg overfores 10 ml av
standardstamlgsningen (3.5.1) til en erlenmeyerkolbe pa 250 ml, og lgsningen inndampes til ca. 0,5
ml. Tilsett 50 g av blindpreven, bland grundig, og la praven std i 10 min og mens den blandes flere
ganger for ekstraksjonen (5.2) pédbegynnes.

Merk: Til denne metoden ber blindpreven vare av tilsvarende type som selve proven, og
olakindoks ma pavises.

5.2 Ekstraksjon

Vei opp ca. 50 g av preven med en negyaktighet pd 0,01 g. Overfor til en 1 000 ml
erlenmeyerkolbe, tilsett 100 ml metanol (3.1) og sett kolben i ultralydbad (4.1) i 5 min. Tilsett 410
ml vann og sett kolben i ultralydbad i ytterligere 15 min. Deretter fjernes kolben fra ultralydbadet,
ristes 1 30 min pé risteapparatet (4.2), og innholdet filtreres gjennom et foldefilter. 10 ml av
filtratet overfores til en 20 ml malekolbe, det fylles opp til merket med vann og blandes. En
delmengde filtreres gjennom et membranfilter (4.4) (se 9. Merknader). Fortsett med HPLC-
bestemmelsen (5.3).

5.3. HPLC-bestemmelse

5.3.1. Parametere:

Folgende vilkar er veiledende, andre vilkéar kan brukes forutsatt at de gir samme resultater.
Analysekolonne (4.3.1)

Mobil fase (3.4): Blanding av vann (3.3) og metanol (3.2),
900 + 100 (V +V)
Gjennomstremningshastighet: 1,5-2 ml/min
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Detektorbelgelengde: 380 nm

Injeksjonsvolum: 20 pl-100 pl

Kontroller stabiliteten til kromatografiske systemet ved & injisere kalibreringslgsningen (3.5.3)
som inneholder 2,5 pg/ml flere ganger, til det oppnas konstante topphayder og retensjonstider.

Kalibreringskurve

Injiser hver kalibreringslosning (3.5.3) flere ganger og bestem gjennomsnittet av toppheydene (-
arealene) for hver konsentrasjon. Trekk opp en kalibreringskurve ved bruk av de gjennomsnittlige
toppheydene eller -arealene for kalibreringslesningene som ordinater og de tilsvarende
konsentrasjonene i pg/ml som abscisser.

Provelosning

Injiser preveekstraktet (5.2) flere ganger, ved bruk av samme mengde som for
kalibreringslosningene og bestem den gjennomsnittlige topphoyden (-arealet) av
olakindokstoppene.

6. Beregning av resultater

Konsentrasjonen av prevelgsningen i pg/ml bestemmes ut fra kalibreringskurven (5.3.2) med henvisning
til den gjennomsnittlige toppheyden (-arealet) av olakindokstoppene i prevelgsningen.

Innholdet w av olakindoks (mg/kg) i preven beregnes ved hjelp av folgende formel:

w=(cx1000)/(m) der:

C

= konsentrasjonen av olakindoks i preveekstraktet (5.2) i pg/ml

m

= prevemengdens masse i g (5.2)

7. Validering av resultatene

7.1.

Identitet

Identiteten til analytten kan bekreftes ved kromatografi med tilsetting av kjent mengde standard
eller ved bruk av en diodearraydetektor som gjer det mulig & sammenligne spektrene til
praveekstraktet (5.2) og kalibreringslgsningen (3.5.2) som inneholder 5,0 pg/ml.

Kromatografi med tilsetting av kjent mengde standard

Et proveekstrakt (5.2) tilsettes en passende mengde kalibreringslesning (3.5.3). Mengden
olakindoks som tilsettes, ber vere lik mengden av olakindoks som er funnet i praveekstraktet.

Bare hayden av olakindokstoppen ber gke, etter at det er tatt hensyn til bade den tilsatte
mengden og fortynningen av ekstraktet. Bredden av toppen, i halv hayde, skal vere innenfor =10
% av den opprinnelige bredden av olakindokstoppen av proveekstraktet uten gkt konsentrasjon.

Diodearraydeteksjon

Resultatene vurderes etter folgende kriterier:
a) bolgelengden for maksimal absorpsjon for preven og standardens spektre, mélt ved toppens spiss
pa kromatogrammet, ma vare den samme innenfor en margin beregnet ut fra detektorsystemets

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702



155

opplesningsevne. For diodearraydeteksjon er den vanligste innenfor +2 nm.

b) mellom 220 og 400 nm ma praven og standardens spektre, malt ved toppens spiss pa
kromatogrammet, ikke vare forskjellige med hensyn til de delene av spekteret som ligger mellom
10 og 100 % av den relative absorpsjonen. Dette kriteriet er oppfylt nar de samme maksima er til
stede og avviket mellom spektrene ikke pa noe observert punkt overskrider 15 % av
standardanalyttens absorbsjon,

¢) mellom 220 og 400 nm mé spektrene til den voksende kurven, spissen og den avtagende kurven til
proveekstraktets topp ikke vare forskjellige fra hverandre med hensyn til de delene av spekteret
som ligger mellom 10 og 100 % av den relative absorpsjonen. Dette kriteriet er oppfylt nar de
samme maksima er til stede og avviket mellom spektrene ikke pa noe observert punkt overskrider
15 % av spekterets absorpsjon i spissen.

Dersom ett av disse kriteriene ikke er oppfylt, er forekomsten av analytten ikke bekreftet.

7.2. Repeterbarhet

Forskjellen mellom resultatene fra to parallelle bestemmelser som utferes pa samme prove, ma
ikke overskride 15 % av det hayeste resultat for et innhold av olakindoks pa mellom 10 og 200
mg/kg.
7.3. Gjenfinning

For blindpreven med tilsetning ber gjenfinningsprosenten vaere minst 90 %.

8. Resultater av en undersgkelse foretatt ved flere laboratorier

I en undersokelse foretatt av flere laboratorier i Fellesskapet, ble fire prover av smégrisfor, herunder én
blindpreve, analysert av 13 laboratorier. Resultatene er oppfert i tabellen under:

Prove 1 Prove 2 Prove 3 Prove 4
L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
Gjennomsnitt [mg/kg] — 14,6 48,0 95,4
S: [mg/kg] - 0,82 2,05 6,36
Sr [mg/kg] — 1,62 4,28 8,42
CV: [%] — 5,6 4,3 6,7
CVr [%] — 11,1 8,9 8,8
Nominelt innhold
[mg/kg] - 15 50 100
Gjenfinning (%) — 97,3 96,0 95,4
L = antall laboratorier
n = antall enkeltverdier
S: = standardavvik for repeterbarhet
Sr = standardavvik for reproduserbarhet
CV, = variasjonskoeffisient for repeterbarhet
CVr = variasjonskoeffisient for reproduserbarhet

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702



156

9. Merknad

Selv om metoden ikke er validert for férvarer som inneholder mer enn 100 mg/kg olakindoks, er det
mulig & oppna tilfredsstillende resultater ved & redusere provevekten og/eller fortynne ekstraktet (5.2) for &
oppna en konsentrasjon som ligger innenfor kalibreringskurven (5.3.2).

C. Bestemmelse av amprolium

1-[(4-amino-2-propyl-5-pyrimidinyl)metyl]-2-metylpyridiniumklorid-hydroklorid

1. Formal og virkeomrade

Denne metoden gjor det mulig & bestemme innholdet av amprolium i forvarer og premikser.
Pévisningsgrensen er 1 mg/kg, og grensen for mengdebestemmelse er 5 mg/kg.

2. Prinsipp

Proven ekstraheres med en blanding av metanol og vann. Etter fortynning med den mobile fase og
membranfiltrering bestemmes innholdet av amprolium ved kationebytter-hagytrykksvaskekromatografi
(HPLC) ved bruk av en UV-detektor.

3. Reagenser

3.1. Metanol.
3.2. Acetonitril, HPLC-kvalitet.
3.3. Vann, HPLC-kvalitet.

3.4. Natriumdihydrogenfosfatlesning, ¢ = 0,1 mol/l.

Las opp 13,80 g natriumdihydrogenfosfatmonohydrat i vann (3.3) i en 1000 ml mélekolbe, fyll
opp til merket med vann (3.3) og bland.

3.5. Natriumperkloratlgsning, ¢ = 1,6 mol/l.

Loas opp 224,74 g natriumperkloratmonohydrat i vann (3.3) i en 1000 ml mélekolbe, fyll opp til
merket med vann (3.3) og bland.

3.6. HPLC mobil fase (se merknad 9.1).

Blanding av acetonitril (3.2), natriumdihydrogenfosfatlasning (3.4) og natriumperkloratlgsning
(3.5),450 + 450 + 100 (v + v + v). For bruk filtreres det gjennom et 0,22 um membranfilter (4.3),
og luften i lgsningen fjernes (f.eks. i et ultralydbad (4.4) i minst 15 minutter).

3.7. Standard: ren amprolium (1-[(4-amino-2-propyl-5-pyrimidinyl)metyl]-2-metylpyridiniumklorid-
hydroklorid, E 750 (se merknad 9.2).
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3.6.1.  Amprolium-standardstamlosning, 500 ug/ml

Vei opp 50 mg amprolium (3.7) med en neyaktighet pa 0,1 mg i en malekolbe pa 100 ml, las
opp i 80 ml metanol (3.1) og plasser kolben i et ultralydbad (4.4) i 10 minutter. Etter
ultralydbehandlingen varmes lgsningen opp til romtemperatur, det fylles opp til merket med vann
og blandes. Ved en temperatur pd <4 °C er lgsningen stabil i én maned.

3.7.2.  Amprolium-standardmellomlosning, 50 ug/ml

Overfor 5,0 ml av standardstamlegsningen (3.7.1.) til en 50 ml malekolbe, fyll opp til merket
med mobil fase (3.8) og bland. Ved en temperatur pa <4 °C er lgsningen stabil i én méaned.

3.7.3. Kalibreringslosninger

Overfor henholdsvis 0,5, 1,0 og 2,0 ml av standardmellomlgsningen (3.7.2) til en rekke 50 ml
maélekolber. Fyll opp til merket med mobil fase (3.6) og bland. Disse losningene svarer til
henholdsvis 0,5, 1,0 og 2,0 pg amprolium per ml. Disse lgsningene ma tillages like for bruk.

3.8. Ekstraksjonsmiddel

Blanding av metanol (3.1) og vann 2 + 1 (v + v).

4. Utstyr

4.1. HPLC-utstyr med injeksjonssystem, egnet til injeksjonsmengder pa 100 ul.

4.1.1. Vaskekromatografikolonne 125 mm % 4 mm, kationebytter Nucleosil 10 SA, 5 eller 10 um
kolonnepakning eller tilsvarende.

4.1.2. UV-detektor med variabel balgelengde eller diodearraydetektor.
4.2, Membranfilter, PTFE-materiale, 0,45 um.

4.3, Membranfiltre, 0,22 pm.

4.4. Ultralydbad.

4.5. Mekanisk risteapparat eller magnetrorer.

5. Framgangsmate

5.1. Allment

5.1.1.  Blindprove
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For gjennomfering av gjenfinningspraven (5.1.2) ber en blindpreve analyseres for & kontrollere
at det verken er amprolium eller forstyrrende stoffer til stede. Blindpreven ber vaere av tilsvarende
type som selve preven, og amprolium eller forstyrrende stoffer mé ikke pavises.

Gjenfinningsprove

En gjenfinningspreve ber utferes ved & analysere blindpreven etter at den er tilsatt samme
mengde amprolium som i selve preven. For & oke konsentrasjonen til 100 mg/kg overferes 10 ml
av standardstamlesningen (3.7.1) til en erlenmeyerkolbe pa 250 ml, og lesningen inndampes til ca.
0,5 ml. Tilsett 50 g av blindpreven, bland grundig, og la preven std i 10 min mens den blandes
flere ganger for ekstraksjonen (5.2) pdbegynnes.

Dersom det ikke finnes en blindpreve av tilsvarende type som selve praven (se 5.1.1), kan det
alternativt utfores en gjenfinningspreve ved tilsetning av standard. I slike tilfeller tilsettes proven
som skal analyseres, like mye amprolium som allerede er til stede i proven. Denne praven
analyseres sammen med preven uten gkt konsentrasjon, og gjenfinningen kan beregnes ved
subtraksjon.

Ekstraksjon

Premikser (innhold pa <1 % amprolium) og forvarer

Vei opp 540 g av preven med en ngyaktighet pa 0,01 g, avhengig av amproliuminnholdet, og
overfor til en erlenmeyerkolbe pa 500 ml. Tilsett 200 ml ekstraksjonsmiddel (3.8). Sett kolben i
ultralydbad (4.4) i 15 minutter. Fjern kolben fra ultralydbadet og rist i 1 time pa risteapparatet
eller ror pd magnetroreren (4.5). Fortynn en delmengde av ekstraktet med mobil fase (3.6) til et
amproliuminnhold pé 0,5-2 pg/ml og bland (se merknad 9.3). Filtrer 5-10 ml av denne fortynnede
lgsningen gjennom et membranfilter (4.2). Fortsett med HPLC-bestemmelse (5.3).

Premikser (innhold pd >1 % amprolium)

Vei opp 14 g av premiksen med en neyaktighet pa 0,001 g, avhengig av amproliuminnholdet,
og overfor til en erlenmeyerkolbe pa 500 ml. Tilsett 200 ml ekstraksjonsmiddel (3.8). Sett kolben
i ultralydbad (4.4) i 15 minutter. Fjern kolben fra ultralydbadet og rist i 1 time pa risteapparatet
eller ror pd magnetroreren (4.5). Fortynn en delmengde av ekstraktet med mobil fase (3.6) til et
amproliuminnhold pé 0,5-2 pg/ml og bland. Filtrer 5-10 ml av denne fortynnede lgsningen
gjennom et membranfilter (4.2). Fortsett med HPLC-bestemmelse (5.3).

HPLC-bestemmelse

Parametere:

Folgende vilkar er veiledende, andre vilkér kan brukes forutsatt at de gir samme resultater.

Vaskekromatografi-kolonne 125 mm x 4 mm, kationebytter Nucleosil 10 SA, 5 eller 10 um

(4.1.1): pakning eller tilsvarende

Mobil fase (3.6): Blanding av acetonitril (3.2), natriumdihydrogenfosfatlgsning
(3.4) og natriumperkloratlasning (3.5), 450 + 450+ 100 (v +v +
v)

Gjennomstremnings- 0,7-1 ml/min

hastighet:

Detektorbelgelengde: 264 nm

Injeksjonsvolum: 100 pl
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Kontroller stabiliteten til det kromatografiske systemet ved a injisere kalibreringslgsningen
(3.7.3) som inneholder 1,0 pg/ml flere ganger, til det oppnés konstante toppheyder og
retensjonstider.

5.3.2.  Kalibreringskurve

Hver kalibreringslasning (3.7.3) injiseres flere ganger og gjennomsnittet av topphgydene (-
arealene) bestemmes for hver konsentrasjon. Trekk opp en kalibreringskurve ved bruk av de
gjennomsnittlige toppheydene eller -arealene for kalibreringslosningene som ordinater og de
tilsvarende konsentrasjonene i pg/ml som abscisser.

5.3.3. Provelosning

Injiser proveekstraktet (5.2) flere ganger, ved bruk av samme mengde som for
kalibreringslosningene og bestem den gjennomsnittlige topphoyden (-arealet) av
amproliumtoppene.

6. Beregning av resultater

Konsentrasjonen av prevelgsningen i pg/ml bestemmes ut fra kalibreringskurven (5.3.2) med henvisning
til den gjennomsnittlige toppheyden (-arealet) av amproliumtoppene i prevelgsningen.

Innholdet w av amprolium (mg/kg) i preven beregnes ved hjelp av falgende formel:
w =(V x ¢ x f)/(m) [mg/kg]

der:

\Y ekstraksjonsmiddelets (3.8) volum i ml iht. 5.2 (dvs. 200 ml),
c = konsentrasjonen av amprolium i praveekstraktet (5.2) 1 pg/ml,
f = fortynningsfaktor iht. 5.2.2,

m = prevemengdens masse i g.

7. Validering av resultatene

7.1. Identitet

Identiteten til analytten kan bekreftes ved kromatografi med tilsetting av kjent mengde standard
eller ved bruk av en diodearraydetektor som gjer det mulig & sammenligne spektrene til
praveekstraktet (5.2) og kalibreringslegsningen (3.7.3) som inneholder 2,0 pg/ml.

7.1.1.  Kromatografi med tilsetting av kjent mengde standard

Et proveekstrakt (5.2) tilsettes en passende mengde kalibreringslasning (3.7.3). Mengden av
amprolium som tilsettes, ber vere lik mengden av amprolium som er funnet i praveekstraktet.

Bare heyden av amproliumtoppen ber gke samtidig som det tas hensyn til bade den tilsatte
mengden og fortynningen av ekstraktet. Bredden av toppen, i halv hayde, skal vere innenfor =10
% av den opprinnelige bredden av amproliumtoppen av proveekstraktet uten gkt konsentrasjon.

7.1.2.  Diodearraydeteksjon

Resultatene vurderes etter folgende kriterier:
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a) belgelengden for maksimal absorpsjon for praven og standardens spektre, méalt ved toppens spiss
pa kromatogrammet, mé vaere den samme innenfor en margin beregnet ut fra detektorsystemets
opplesningsevne. For diodearraydeteksjon er den vanligste innenfor +£2 nm.

b) mellom 210 og 320 nm ma praven og standardens spektre, malt ved toppens spiss pa
kromatogrammet, ikke vere forskjellige med hensyn til de delene av spekteret som ligger mellom
10 og 100 % av den relative absorpsjonen. Dette kriteriet er oppfylt ndr de samme maksima er til
stede og avviket mellom spektrene ikke p& noe observert punkt overskrider 15 % av
standardanalyttens absorbsjon,

¢) mellom 210 og 320 nm ma spektrene til den voksende kurven, spissen og den avtagende kurven til
proveekstraktets topp ikke vere forskjellige fra hverandre med hensyn til de delene av spekteret
som ligger mellom 10 og 100 % av den relative absorpsjonen. Dette kriteriet er oppfylt ndr de
samme maksima er til stede og avviket mellom spektrene ikke pa noe observert punkt overskrider
15 % av spekterets absorpsjon i spissen.

Dersom ett av disse kriteriene ikke er oppfylt, er forekomsten av analytten ikke bekreftet.

7.2. Repeterbarhet

Forskjellen mellom resultatene av to parallelle bestemmelser som utferes pa samme prove, ma
ikke overskride
- 15 % av det hoyeste resultatet for et innhold av amprolium pa mellom 25 og 500 mg/kg,

- 75 mg/kg for et innhold av amprolium pa mellom 500 og 1 000 mg/kg,
- 7,5 % av det hgyeste resultatet for et innhold av amprolium pa over 1 000 mg/kg.

7.3. Gjenfinning

Gjenfinningsprosenten for en blindpreve tilsatt standard skal veere minst 90 %.

8. Resultater av en undersokelse foretatt ved flere laboratorier

I en undersekelse foretatt ved flere laboratorier ble tre prover av fjerfefor (preve 1-3), én prove av
mineralfor (prove 4) og én prove av premiks (prove 5) analysert. Resultatene er oppfort i tabellen
nedenfor:

Prove 1 Prove 2 Prove 3 Prove 4 Prove 5

(blindprove)
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
Gjennomsnitt [mg/kg] — 45,5 188 5129 25140
sr [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550
CVr [%] — 4,95 1,90 3,46 2,20
sk [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CVr [%] - 6,47 6,27 5,19 3,00
Nominelt innhold [mg/kg] - 50 200 5000 25000
L = antall laboratorier
n = antall enkeltverdier
Sr = standardavvik for repeterbarhet
CV; = variasjonskoeffisient for repeterbarhet
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SR = standardavvik for reproduserbarhet
CVr = variasjonskoeffisient for reproduserbarhet

9. Merknader

9.1. Dersom preven inneholder tiamin, ligger tiamintoppen i kromatogrammet like for amproliumtoppen.
Nér denne metoden folges, ma amprolium og tiamin skilles. Dersom amprolium og tiamin ikke skilles
med kolonnen (4.1.1) som brukes i denne metoden, erstattes inntil 50 % av acetonitrildelen av mobil
fase (3.6) med metanol.

9.2. Ifalge British Pharmacopeia viser spekteret for en amproliumlesning (¢ = 0,02 mol/l) i saltsyre (c =
0,1 mol/l) maksima ved 246 nm og 262 nm. Absorbansen skal vaere 0,84 ved 246 nm og 0,80 ved 262
nm.

9.3. Ekstraktet ma alltid fortynnes med mobil fase, for ellers kan retensjonstiden for amproliumtoppen

forskyves betydelig pa grunn av endringer i ionestyrken.

D. Bestemmelse av karbadoks

Metyl-3-(2-kinoksalinylmetylen)karbazat-N', N*-dioksid

1. Formél og virkeomrade

Denne metoden gjor det mulig & bestemme innholdet av karbadoks i forvarer, premikser og preparater.
Pévisningsgrensen er 1 mg/kg, grensen for mengdebestemmelse er 10 mg/kg.

2. Prinsipp

Preven bringes i likevekt med vann og ekstraheres med metanol-acetonitril. Nar det gjelder forvarer,
renses en delmengde av det filtrerte ekstraktet pd en aluminiumoksidkolonne. Nar det gjelder premikser og
preparater, fortynnes en delmengde av det filtrerte ekstraktet til en passende konsentrasjon med vann,
metanol og acetonitril. Innholdet av karbadoks bestemmes ved reversfase hoytrykksvaskekromatografi
(HPLC) ved bruk av en UV-detektor.

3. Reagenser

3.1. Metanol.
3.2. Acetonitril, HPLC-kvalitet.
3.3. Eddiksyre, w = 100 %.

34. Aluminiumoksid: neytral, aktivitetsgrad I.
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Metanol-acetonitril 1 + 1 (v +v).

Bland 500 ml metanol (3.1) med 500 ml acetonitril (3.2).

Eddiksyre, 6 = 10 %.

10 ml eddiksyre (3.3) fortynnes til 100 ml med vann.

Natriumacetat.
Vann, HPLC-kvalitet.

Acetatbufferlosning, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6,0.

Les opp 0,82 g natriumacetat (3.7) i 700 ml vann (3.8) og juster pH-verdien til 6,0 med
eddiksyre (3.6). Overfor losningen til en malekolbe pa 1 000 ml, fyll opp til merket med vann
(3.8) og bland.

HPLC mobil fase.

Bland 825 ml av acetatbufferlesningen (3.9) med 175 ml acetonitril (3.2).

Filtrer losningen gjennom et 0,22 pm filter (4.5) og fjern luften (f.eks. ved ultralydbehandling i
10 minutter).

Standard.

Ren karbadoks: Metyl-3-(2-kinoksalinylmetylen)karbazat-N'!, N*-dioksid, E 850.

Karbadoks-standardstamlosning, 100 ug/ml (se 5. Framgangsmdte):

Vei opp 25 mg karbadoks-standard (3.11) med en neyaktighet pd 0,1 mg i en mélekolbe pé 250
ml. Les opp 1 metanol-acetonitril (3.5) ved ultralydbehandling (4.7). Etter ultralydbehandlingen
varmes lgsningen opp til romtemperatur, det fylles opp til merket med metanol-acetonitril (3.5) og
blandes. Pakk kolben inn i aluminiumsfolie, eller bruk en brun flaske, og oppbevar i kjoleskap.
Ved en temperatur pa <4 °C er lgsningen stabil i én maned.

Kalibreringslosninger

Overfor 2,0, 5,0, 10,0 og 20,0 ml av standardstamlgsningen (3.11.1) til en rekke méalekolber pa
100 ml. Tilsett 30 ml vann, fyll opp til merket med metanol-acetonitril (3.5) og bland. Pakk
kolben inn i aluminiumsfolie. Disse lgsningene svarer til henholdsvis 2,0, 5,0, 10,0 og 20,0 pg
karbadoks per ml.

Kalibreringslesningene skal blandes like for bruk.
Merk: Til bestemmelse av karbadoks i forvarer som inneholder mindre enn 10 mg/kg, skal det
framstilles kalibreringslgsninger med en konsentrasjon pa under 2,0 pg/ml.

Blanding av vann og metanol-acetonitril (3.5), 300 + 700 (v + v).

Bland 300 ml vann med 700 ml av blandingen av metanol-acetonitril (3.5).

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702



163

4. Utstyr

4.1. Risteapparat eller magnetrorer.

4.2. Glassfiberfilterpapir (Whatman GF/A eller tilsvarende).

4.3. Glasskolonne (lengde fra 300 til 400 mm, innvendig diameter ca. 10 mm) med sintret glass og
tappeventil.

Merk: Det kan ogsa brukes glasskolonne med stoppekran eller glasskolonne med konisk ende, i
sé tilfelle settes det inn en liten glassullpropp i den nedre enden, som dyttes ned med en
glasstav.

4.4, HPLC-utstyr med injeksjonssystem, egnet til injeksjonsmengder pa 20 pl.

4.4.1. Vaskekromatografikolonne: 300 mm x 4 mm, C;s 10 um pakning eller en tilsvarende.

4.4.2. UV-detektor med variabel bolgelengde eller diodearraydetektor som virker innenfor omradet 225400
nm.

4.5. Membranfilter, 0,22 pm.

4.6. Membranfilter, 0,45 pum.

4.7. Ultralydbad.

5. Framgangsmaéte

5.1.

Merk: Karbadoks er lysfolsomt. Alle operasjoner ma utferes med dempet belysning eller ved
bruk av brunt glass eller glass pakket i aluminiumsfolie.
Allment
Blindprove

For gjennomfering av gjenfinningspraven (5.1.2) ber en blindpreve analyseres for & kontrollere
at det verken er karbadoks eller forstyrrende stoffer til stede. Blindpreven ber vare av tilsvarende
type som selve preven, og karbadoks eller forstyrrende stoffer mé ikke pévises.

Gjenfinningsprove

En gjenfinningspreve ber utferes ved & analysere blindpreven (5.1.1) etter at den er tilsatt
samme mengde karbadoks som i selve preven. For & gke konsentrasjonen til 50 mg/kg overfores
5,0 ml av standardstamlgsningen (3.11.1) til en erlenmeyerkolbe pa 200 ml. La lgsningen dampe
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inn til ca. 0,5 ml i en strem av nitrogen. Tilsett 10 g av blindpreven, bland og vent i 10 minutter
for ekstraksjonen (5.2) innledes.

Dersom det ikke finnes en blindpreve av tilsvarende type som selve preven (se 5.1.1), kan det
alternativt utferes en gjenfinningspreve ved tilsetning av standard. I slike tilfeller tilsettes proven
som skal analyseres, like mye karbadoks som allerede er til stede i preven. Denne proven
analyseres sammen med proven uten ekt konsentrasjon, og gjenfinningsprosenten kan beregnes
ved subtraksjon.

Ekstraksjon

Forvarer

Vei opp 10 g av den tilberedte proven med en neyaktighet pa 0,01 g i en 200 ml
erlenmeyerkolbe. Tilsett 15,0 ml vann, bland og la preven sté i 5 minutter. Tilsett 35,0 ml
metanol-acetonitril (3.5), sett i proppen og rist i 30 minutter pa risteapparatet eller ror pa
magnetroreren (4.1). Filtrer umiddelbart lesningen gjennom et glassfiberfilterpapir (4.2).
Oppbevar denne lgsningen til rensingen (5.3).

Premikser (0,1-2,0 %)

Vei opp 1 g av den umalte proven med en neyaktighet pd 0,001 g og overfer til en 200 ml
erlenmeyerkolbe. Tilsett 15,0 ml vann, bland og la preven sta i 5 minutter. Tilsett 35,0 ml
metanol-acetonitril (3.5), sett i proppen og rist i 30 minutter pa risteapparatet eller rer pa
magnetrereren (4.1). Filtrer umiddelbart lesningen gjennom et glassfiberfilterpapir (4.2).

Overfor med pipette en delmengde av filtratet til en mélekolbe pa 50 ml. Tilsett 15,0 ml vann,
fyll opp til merket med metanol-acetonitril (3.5) og bland. Karbadokskonsentrasjonen i den
endelige losningen skal vere ca. 10 pg/ml. Filtrer en delmengde gjennom et 0,45 pm filter (4.6).

Fortsett med HPLC-bestemmelse (5.4).

Preparater (>2 %)

Vei opp 0,2 g av den umalte preven med en ngyaktighet pa 0,001 g og overfeor til en 250 ml
erlenmeyerkolbe. Tilsett 45,0 ml vann, bland og la preven st i 5 minutter. Tilsett 105,0 ml
metanol-acetonitril (3.5), sett i proppen og homogeniser. Proven lydbehandles (4.7) i 15 minutter
for den ristes eller rores i 15 minutter (4.1). Filtrer umiddelbart lasningen gjennom et
glassfiberfilterpapir (4.2).

Fortynn en delmengde av filtratet med blandingen vann-metanol-acetonitril (3.12) til en endelig
karbadokskonsentrasjon pa 10—15 pg/ml (for et 10 % preparat er fortynningsfaktoren 10). Filtrer
en delmengde gjennom et 0,45 um filter (4.6).

Fortsett med HPLC-bestemmelse (5.4).

Rensing

Tillaging av aluminiumoksidkolonnen

Vei opp 4 g aluminiumoksid (3.4) og overfor til glasskolonnen (4.3)
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Rensing av proven

Sett 15 ml av det filtrerte ekstraktet (5.2.1) pa aluminiumoksidkolonnen, og kast de forste 2 ml
av eluatet. De neste 5 ml samles opp, og en delmengde filtreres gjennom et filter pd 0,45 pm (4.6).

Fortsett med HPLC-bestemmelse (5.4).

HPLC-bestemmelse

Parametere

Folgende vilkér er veiledende. Andre vilkér kan brukes forutsatt at de gir de samme resultater.

Vaskekromatografi-

kolonne (4.4.1): 300 mm x 4 mm, Cig, 10 um kolonnepakning eller tilsvarende

Mobil fase (3.10): Blanding av acetatbufferlosning (3.9) og acetonitril (3.2), 825 +
175 (v+v)

Gjennomstremningshastighe 1,5-2 ml/min.

t:

Detektorbelgelengde: 365 nm

Injeksjonsvolum: 20 wl

Kontroller stabiliteten til det kromatografiske systemet ved & injisere kalibreringslgsningen
(3.11.2) som inneholder 5,0 pg/ml flere ganger, til det oppnas konstante toppheyder (-arealer) og
retensjonstider.

Kalibreringskurve

Injiser hver kalibreringslesning (3.11.2) flere ganger og mal toppheydene (-arealene) for hver
konsentrasjon. Trekk opp en kalibreringskurve ved bruk av de gjennomsnittlige toppheydene eller
-arealene for kalibreringslgsningene som ordinater og de tilsvarende konsentrasjonene i pg/ml
som abscisser.

Provelosning

Injiser preveekstraktet [(5.3.2) for forvarer, (5.2.2) for premikser og (5.2.3) for preparater] flere
ganger, og bestem gjennomsnittet av topphegyden (-arealet) av karbadokstoppene.

6. Beregning av resultater

Bestem karbadokskonsentrasjonen i prevelgsningen i pg/ml ut fra den gjennomsnittlige toppheyden (-
arealet) av provelegsningens karbadokstopper med henvisning til kalibreringskurven (5.4.2).

6.1.

Forvarer

Innholdet av karbadoks w (mg/kg) i preven beregnes etter folgende formel:
w =(c x V1) /(m) [mg/kg]

der:

c = konsentrasjonen av karbadoks i proveekstraktet (5.2) i ug/ml,
Vi = ekstraksjonsvolum i ml (dvs. 50),

m = prevemengdens masse i g.

For ev. rettelser se nederst i den elektroniske versjonen: https://lovdata.no/LTI/forskrift/2020-02-28-702



6.2.

166

Premikser og preparater

Innholdet av karbadoks w (mg/kg) 1 preven beregnes etter folgende formel:
w=(cxV3 x f)/(m) [mg/kg]

der:

c = Proveekstraktets (5.2.2 eller 5.2.3) karbadokskonsentrasjon i pg/ml
V2 = ekstraksjonsvolum i ml (dvs. 50 for premikser, 150 for preparater)
f = fortynningsfaktor iht. 5.2.2 (premikser) eller 5.2.3 (preparater)

m = provemengdens masse i g

7. Validering av resultatene

7.1.

Identitet

Identiteten til analytten kan bekreftes ved kromatografi med tilsetting av kjent mengde standard
eller ved bruk av en diodearraydetektor som gjer det mulig 4 sammenligne spektrene til
proveekstraktet og kalibreringslesningen (3.11.2) som inneholder 10,0 pg/ml robenidin.

Kromatografi med tilsetting av kjent mengde standard

Et preoveekstrakt tilsettes en passende mengde kalibreringslesning (3.11.2). Mengden tilsatt
karbadoks ber vaere lik den beregnede mengden karbadoks som er funnet i proveekstraktet.

Bare heyden av karbadokstoppen ber oke etter at det er tatt hensyn til bdde den tilsatte mengden
og fortynningen av ekstraktet. Toppbredden skal ved den halve hgyden vere innenfor £10 % av
den opprinnelige bredden.

Diodearraydeteksjon

Resultatene vurderes etter folgende kriterier:
a) belgelengden for maksimal absorbsjon for preven og standardens spektre, malt ved toppens spiss
pa kromatogrammet, mé vaere den samme innenfor en margin beregnet ut fra detektorsystemets
opplesningsevne. For diodearraydeteksjon er den vanligvis innenfor +2 nm,

b) mellom 225 og 400 nm ma preven og standardens spektre, malt ved toppens spiss pa
kromatogrammet, ikke vare forskjellige med hensyn til de delene av spekteret som ligger mellom
10 og 100 % av den relative absorbsjonen. Dette kriteriet er oppfylt nar de samme maksima er til
stede og avviket mellom spektrene ikke pa noe observert punkt overskrider 15 % av
standardanalyttens absorbsjon,

¢) mellom 225 og 400 nm ma spektrene til den voksende kurven, spissen og den avtagende kurven til
praveekstraktets topp ikke vaere forskjellige fra hverandre med hensyn til de delene av spekteret
som ligger mellom 10 og 100 % av den relative absorbsjonen. Dette kriteriet er oppfylt nér de
samme maksima er til stede og avviket mellom spektrene ikke p& noe observert punkt overskrider
15 % av spekterets absorbsjon i spissen.

Dersom ett av disse kriteriene ikke er oppfylt, er forekomsten av analytten ikke bekreftet.
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Forskjellen mellom resultatene fra to parallelle bestemmelser som utferes pa samme prove, ma
ikke overskride 15 % av det hayeste resultatet for et innhold pa 10 mg/kg og mer.

7.3. Gjenfinning

Gjenfinningsprosenten for en blindpreve tilsatt standard skal vaere minst 90 %.

&. Resultater av en undersgkelse foretatt ved flere laboratorier

I en undersokelse foretatt ved flere laboratorier ble seks prever av forvarer, fire praver av premikser og
tre prover av preparater analysert av atte laboratorier. Det ble foretatt en dobbeltanalyse av hver prove.
(Naermere opplysninger om denne undersegkelsen finnes i Journal of AOAC International, bind 71, nr.
1988, 1994, s. 484—490). Resultatene (unntatt avvikende verdier) er oppfert i tabellen under:

Tabell 1
Resultater av undersokelser av forvarer foretatt av flere laboratorier
Prove 1 Prove 2 Prove 3 Prove 4 Prove 5 Prove 6
L 8 8 8 8 8 8
n 15 14 15 15 15 15
Gjennomsnitt (mg/kg) 50,0 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
Sr (mg/kg) 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
CVr (%) 5,8 5,6 2,9 3,1 3,2 4,3
SR (mg/kg) 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CVR (%) 7,8 8,7 4,6 52 4,8 4,9
Nominelt innhold 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
(mg/kg)
Tabell 2
Resultater av undersokelser av premikser og preparater foretatt av flere laboratorier
Premikser Preparater
A B C D A B
L 7 7 7 7 8 8 8
n 14 14 14 14 16 16 16
Gjennomsnitt (g’kg) 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
Sr (g/kg) 0,37 0,28 0,28 0,44 4,1 5,1 7,7
CVr (%) 4,2 3,0 3,0 5,0 4,3 52 7,4
SR (g/kg) 0,37 0,28 0,40 0,55 5,4 6,4 7,7
CVR (%) 4,2 3,0 4,3 6,3 5,7 6,5 7,4
Nominelt innhold 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100
(g/kg)

L antall laboratorier

n = antall enkeltverdier

Sr = standardavvik for repeterbarhet

CVr = variasjonskoeffisient for repeterbarhet

SR = standardavvik for reproduserbarhet

CVR = variasjonskoeffisient for reproduserbarhet
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VEDLEGG IX

Sammenligningstabell omhandlet i artikkel 6

1. Direktiv 71/250/EQOF

Direktiv 71/250/EOF

Denne forordning

Artikkel 1 forste ledd Artikkel 3
Artikkel 1 annet ledd Artikkel 2
Artikkel 2 —
Artikkel 3 —
Vedlegg del 1 Vedlegg 11
Vedlegg del 2 —
Vedlegg del 3 —
Vedlegg del 4 Vedlegg Il del O
Vedlegg del 5 Vedlegg 11l del M
Vedlegg del 6 Vedlegg III del N
Vedlegg del 7 Vedlegg 111 del Q
Vedlegg del 9 Vedlegg III del K
Vedlegg del 10 —
Vedlegg del 11 —
Vedlegg del 12 Vedlegg 111 del J
Vedlegg del 14 Vedlegg III del D
Vedlegg del 16 —
2. Direktiv 71/393/EQF

Direktiv 71/393/EOF Denne forordning
Artikkel 1 Artikkel 3
Artikkel 2 —
Artikkel 3 -
Vedlegg del 1 Vedlegg 111 del A
Vedlegg del 11 Vedlegg 111 del E
Vedlegg del 111 Vedlegg 111 del P
Vedlegg del IV Vedlegg 111 del H
3. Direktiv 72/199/EQF

Direktiv 72/199/EQF Denne forordning
Artikkel 1 Artikkel 3
Artikkel 2 —
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Artikkel 3

Artikkel 4

Vedlegg I del 1
Vedlegg I del 2
Vedlegg I del 3

Vedlegg 11l del L
Vedlegg Il del C

Vedlegg 1 del 4

Vedlegg [ del 5
Vedlegg 11

4. Direktiv 73/46/EQF

Vedlegg V del A

Direktiv 73/46/EOF
Artikkel 1
Artikkel 3
Artikkel 4

Denne forordning
Artikkel 3

Vedlegg [ del 1

Vedlegg III del B

Vedlegg I del 2
Vedlegg I del 3

5. Direktiv 76/371/EQF

Vedlegg 11 del I

Direktiv 76/371/EQF
Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3

Denne forordning
Artikkel 1

Vedlegg

Vedlegg 1

6. Direktiv 76/372/EQF

Direktiv 76/372/EOF

Denne forordning

Artikkel 1

Artikkel 2
Artikkel 3
Vedlegg

7. Direktiv 78/633/EQF

Direktiv 78/633/EOF
Artikkel 1

Denne forordning

Artikkel 3

Artikkel 2
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Artikkel 3 —
Vedlegg del 1 —
Vedlegg del 2 —
Vedlegg del 3 Vedlegg IV del C
8. Direktiv 81/715/EQF
Direktiv 81/715/EOF Denne forordning
Artikkel 1 —
Artikkel 2 -
Artikkel 3 —
Vedlegg —
9. Direktiv 84/425/EQF
Direktiv 84/425/EQF Denne forordning
Artikkel 1 —
Artikkel 2 —
Artikkel 3 —
Vedlegg —
10. Direktiv 86/174/EQF
Direktiv 86/174/EOF Denne forordning
Artikkel 1 Artikkel 4
Artikkel 2 —
Artikkel 3 —
Vedlegg Vedlegg VII
11. Direktiv 93/70/EQF
Direktiv 93/70/EOF | Denne forordning
Artikkel 1 Artikkel 3
Artikkel 2 —
Artikkel 3 —
Vedlegg Vedlegg IV del D
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Direktiv 93/117/EF Denne forordning
Artikkel 1 Artikkel 3 og 5
Artikkel 2 —
Artikkel 3 —
Vedlegg del 1 Vedlegg IV del E
Vedlegg del 2 Vedlegg VIII del A
13. Direktiv 98/64/EF

Direktiv 98/64/EF Denne forordning

Artikkel 1 Artikkel 3 og 5
Artikkel 2 —
Artikkel 3 —
Artikkel 4 —
Vedlegg del A Vedlegg 111 del F
Vedlegg del C Vedlegg VIII del B
14. Direktiv 1999/27/EF

Direktiv 1999/27/EF Denne forordning
Artikkel 1 Artikkel 3 og 5
Artikkel 2 —
Artikkel 3 —
Artikkel 4 —
Artikkel 5 —
Artikkel 6 —
Artikkel 7 —
Vedlegg del A Vedlegg VIII del C
Vedlegg del B Vedlegg IV del F
Vedlegg del C Vedlegg VIII del D
15. Direktiv 1999/76/EF

Direktiv 1999/76/EF | Denne forordning
Artikkel 1 Artikkel 3
Artikkel 2 -
Artikkel 3 —
Artikkel 4 —
Vedlegg Vedlegg IV del G
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Direktiv 2000/45/EF
Artikkel 1
Artikkel 2

Denne forordning
Artikkel 3

Artikkel 3

Artikkel 4

Vedlegg del A
Vedlegg del B
Vedlegg del C

Vedlegg IV del A
Vedlegg IV del B
Vedlegg 11l del G

17. Direktiv 2002/70/EF

Direktiv 2002/70/EF
Artikkel 1

Denne forordning
Artikkel 1

Artikkel 2

Artikkel 2 og 3

Artikkel 3

Artikkel 4
Artikkel 5
Vedlegg I

Vedlegg [ og V del B(I)

Vedlegg 11

Vedlegg 11 og V del B(II)

18. Direktiv 2003/126/EF

Direktiv 2003/126/EF

Denne forordning

Artikkel 1

Artikkel 3

Artikkel 2
Artikkel 3
Artikkel 4
Artikkel 5

Artikkel 6

Vedlegg
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