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101. Republica Checa.
102. Rumania.

103. Rusia.

104. San Marino.
105. Santa Lucia.
106. Santa Sede.
Senegal.
Seychelles, islas.
Singapur.

Sri Lanka.
Sudafrica.
Sudan.
Suecia.

Suiza.
Surinam.
Swazilandia.
Tanzania.
Tayikistan.
Togo.
Trinidad y Tobago.
Tunez.
Turkmenistan.
Turquia.
Ucrania.
Uruguay.
Uzbekistan.
Venezuela.
Vietnam.
Zimbabwe.
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MINISTERIO DE LA PRESIDENCIA

3195 ORDEN de 16 de febrero de 2000 por la que
se modifica el anexo del Real Decreto
2257/1994, de 25 de noviembre, por el que
se aprueban los Métodos Oficiales de Analisis
de Piensos o Alimentos para Animales y sus
primeras materias y el Real Decreto
1999/1995, de 7 de diciembre, relativo a los
alimentos para animales destinados a obje-
tivos de nutricion especificos.

Las Directivas 92/89/CEE, de 3 de noviembre;
92/95/CEE, de 9 de noviembre, y 94/14/CE, de 29
de marzo; 93/70/CEE, de 28 de julio; 93/117/CEE, de
17 de diciembre y 93/28/CEE, de 4 de junio, todas
de la Comision, por la que se establecen diversos méto-
dos de analisis, fueron incorporadas al Ordenamiento
Juridico interno mediante Real Decreto 2257/1994, de
25 de noviembre, por el que se aprueban los Métodos
Oficiales de Analisis de Piensos o Alimentos para Ani-
males y sus primeras materias.

La disposicion final primera del Real Decreto
2257/1994, modificada por el Real Decreto 609/1999,
de 16 de abril, habilita a los Ministros de Agricultura,
Pesca y Alimentacién y de Sanidad y Consumo para
modificar, en el ambito de sus respectivas competencias,
el anexo de dicho Real Decreto, cuando ello sea con-
secuencia de la normativa comunitaria.

Asimismo la disposicion adicional primera del Real
Decreto 2068/1999, faculta al Ministro de Agricultura,
Pesca y Alimentacion para modificar la fecha que figura
en la disposicién transitoria Unica del Real Decreto
1999/1995, de 7 de diciembre, relativa a los alimentos
para animales destinados a objetivos de nutricién espe-
cificos, cuando ello sea consecuencia de la normativa
comunitaria.

Aprobadas las Directivas 1999/78/CE, de 27 de julio
de 1999, por la que se modifica la Directiva 95/10/CE,

de 7 de abril de 1995, por la que se fija el método
de caélculo del valor energético de los alimentos para
perros y gatos destinados a objetivos de nutricién espe-
cificos; 1999/79/CE, de 27 de julio de 1999, que modi-
fica la Tercera Directiva 72/199/CEE, de 27 de abril
de 1972, por la que se determinan métodos de analisis
comunitarios para el control oficial de los alimentos para
animales, y 1999/76/CE, de 23 de julio de 1999, por
la que se fijan métodos de andlisis comunitarios para
la determinacion de Lasalocid sédico en los alimentos
para animales, todas ellas de la Comisién, es preciso
proceder a su incorporacion, modificando en lo que es
preciso los métodos actualmente vigentes como oficia-
les.

La presente Orden, que incorpora las citadas Direc-
tivas 1999/78/CE, 1999/79/CEy 1999/76/CE, se dic-
ta al amparo de lo dispuesto en el articulo 149.1.13
y 16 de la Constitucién, que atribuye al Estado la com-
petencia exclusiva en materia de bases y coordinacion
general de la actividad econdmica y de la sanidad, res-
pectivamente.

En su elaboraciéon han sido consultadas las Comu-
nidades Auténomas y los sectores afectados, asimismo,
el proyecto ha sido sometido al correspondiente informe
por la Comisién Interministerial para la Ordenacion Ali-
mentaria.

En su virtud, a propuesta de los Ministros de Agri-
cultura, Pesca y Alimentacion y de Sanidad y Consumo,

DISPONGO:

Articulo primero. Modificacion del anexo del Real
Decreto 2257/1994.

Se modifica el anexo del Real Decreto 2257/1994,
de 25 de noviembre, por el que se aprueban diversos
Métodos Oficiales de Analisis de Piensos o Alimentos
para Animales y sus primeras materias, de la siguiente
forma:

1. Se sustituye el método 34(a).—Determinacion del
Almidén (método polarimétrico) por el que figura en el
anexo de la presente Orden.

2. Se anaden los métodos para el calculo del valor
energético de los alimentos para perros y gatos des-
tinados a objetivos de nutricién especificos y Lasalocid
sddico que figuran en el anexo de la presente Orden.

Articulo segundo. Modificacion del Real Decreto
1999/1995, de 7 de diciembre.

Se modifica la fecha que figura en la disposicion tran-
sitoria Unica del Real Decreto 1999/1995, de 7 de
diciembre, por la de 30 de marzo de 2002.

Disposicién final Gnica. Entrada en vigor.

La presente Orden entrara en vigor el dia siguiente
al de su publicacion en el «Boletin Oficial del Estadon».

Madrid, 16 de feb,rero de 2000. )
ALVAREZ-CASCOS FERNANDEZ

Excmos. Sres. Ministros de Agricultura, Pesca y Alimen-
tacion y de Sanidad y Consumo.

ANEXO
34 (a). Determinacion del almidén
METODO POLARIMETRICO
1. Objetivos y campo de aplicacion.

El método permite determinar el contenido en almi-
doén y en productos de degradacion de alto peso mole-
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cular del almidén de la alimentaciéon animal con el obje-
tivo de controlar el cumplimiento de la Directi-
va 86/174/CEE vy la Directiva 96/25/CE.

2. Principio.

El método comprende una doble determinacién. En
la primera, la muestra se trata en caliente mediante acido
clorhidrico diluido. Previa filtracién, se mediard mediante
un polarimetro el poder rotatorio de la solucién.

En la segunda, la muestra se extrae mediante el etanol
al 40 por 100. Tras la acidificacién del filtrado por el
acido clorhidrico, defecacion y filtracion, se mide el poder
rotatorio en las mismas condiciones que cuando la pri-
mera determinacion.

La diferencia entre ambas multiplicada por un factor
comun da como resultado el contenido en almidén de
la muestra.

3. Reactivos.

3.1 Acido clorhidrico al 25 por 100 (p/p), d: 1,126.

3.2 Acido clorhidrico al 1,128 por 100 (p/v).

La concentraciéon debe comprobarse mediante tritu-
racion con la ayuda de una solucion de hidréxido de
sodio 0,1 N en presencia de rojo de metilo al 0,1 por
100 (p/v) en el etanol al 94 por 100 (v/v).
10 ml=30,94 ml de NaOH 0,1 N.

3.3 Solucion de Carrez |: Disolver en el agua 21,9 g
de acetato de zinc Zn (CH3COO), 2H,0 y 3 g de acido
acético glacial. Completar a 100 ml con agua.

3.4 Solucién de Carrez II: Disolver en el agua 10,6 g
de ferrocianuro de potasio [K4Fe(CN)g]-3H>0. Completar
a 100 ml con agua.

3.5 Etanol al 40 por 100 (v/v), de: 0,948 a 20 °C.

4. Equipo.
4.1 Erlenmeyer de 250 ml de esmerilado norma-

lizado, con refrigerante de reflujo.
4.2 Polarimetro o sacarimetro.

5. Meétodo operatorio.

5.1 Preparacion de la muestra.

Triturar la muestra de forma que pase en su totalidad
a través de un tamiz de malla redonda de 0,5 mm de
didmetro.

5.2 Determinaciéon del poder rotatorio total (P o S)
(véase el punto 7.1).

Pesar, con precision de 1 mg, 2,5 g de la muestra
triturada e introducirlos en un matraz aforado de 100 ml.
Afadir 25 ml de acido clorhidrico (punto 3.2) agitar para
obtener un buen reparto de la toma de muestras y anadir
de nuevo 25 ml de &cido clorhidrico (punto 3.2). Sumer-
gir el matraz en un bano de agua hirviendo y, durante
los tres primeros minutos siguientes, agitar enérgicamen-
te y con regularidad para evitar la formacion de
aglomerados. La cantidad de agua del bafio debe ser
suficiente para permitir mantener el bafio en ebullicién
cuando el matraz esté sumergido en él. Este no podra
ser retirado del bafio a lo largo de la agitacién. Después
de quince minutos exactamente, retirar el matraz del
bano, anadir a ello 30 ml de agua fria y refrigerar inme-
diatamente hasta 20 °C.

Afadir a continuacién 5 ml de solucién de Carrez Il
(punto 3.4) y agitar de nuevo durante un minuto. Com-
pletar el volumen con agua, homogeneizar vy filtrar: Si
el filtrado no esta perfectamente limpido (lo que es poco
frecuente), volver a comenzar el analisis empleando una
cantidad mayor de las soluciones de Carrez | y Il, por
ejemplo 10 ml.

Medir a continuacién el poder rotatorio de la solucién
en un tubo de 200 mm mediante un polarimetro o un
sacarimetro.

5.3 Determinacion del poder rotatorio (P o S’) de
las sustancias solubles en el etanol al 40 por 100.

Pesar, con precision de 1 mg, 5 g de la muestra,
introducirlos en un matraz aforado de 100 ml y anadir
8 ml aproximadamente de etanol (punto 3.5) (véase el
punto 7.2). Dejar el matraz en reposo durante 1 hora
a temperatura ambiente: A lo largo de este lapso de
tiempo, proceder 6 veces a una agitacion enérgica de
forma que la toma de muestra esté bien mezclada con
el etanol. Llevar después el volumen con el etanol (punto
3.5), homogeneizar y filtrar. Introducir mediante la pipeta
50 ml del filtrado (= 2,5 g de la muestra) en un erlen-
meyer de 250 ml, anadir 2,1 ml de acido clorhidrico
(punto 3.1) y agitar enérgicamente. Ajustar un refrige-
rante a reflujo al erlenmeyer y sumergirlo en un bano
de agua hirviendo. Después del bano, retirar el erlen-
meyer del bafo, transvasar su contenido a un matraz
aforado de 100 ml limpiando con un poco de agua fria,
y refrigerar hasta 20 °C. Defecar a continuacién con
ayuda de las soluciones de Carrez | (punto 3.3) y Il (pun-
to 3.4), completar el volumen con agua, homogeneizar,
filtrar y medir el poder rotatorio como se indica en los
parrafos segundo y tercero del punto 5.2.

6. Calculo de los resultados

El contenido en almidén por ciento de la muestra
se calcula de la manera siguiente:

6.1 Mediciones efectuadas con polarimetro:

Porcentaje de almidon 2000 (P - P)
[a]20°C
P = poder rotatorio total en grados de arco.
P’ = poder rotatorio en grados de arco dado para

las sustancias solubles en el etanol al 40 por
100.

[oc]éo € = poder rotatorio especifico del almidén puro.
Los valores convencionalmente admitidos
para dicho factor son los siguientes:

185,9°: almidén de arroz.

185,4°: almiddén de patata.

184,6°: almiddén de maiz.

182,7°: almidén de trigo.

181,5° almidoén de cebada.

181,3° almidén de avena.

184,0°: otros tipos de almidon, asi como
mezclas de almidones de los pien-
sos completos compuestos.

+++++++

6.2 Mediciones efectuadas mediante sacarimetro:

2000 (P —P)

Porcentaje de o C
[alp

(2N x 0,665) x (S—S) 26,6 N x (S—S)
100 [0]20 °C

poder rotatorio total en grados sacarimétricos.

poder rotatorio en grados sacarimétricos dado

por las sustancias solubles en el etanol al 40

por 100.

N = peso en g de sacarosa en 100 ml de agua
dando bajo un espesor de 200 mm un poder
rotatorio de 100° sacarimétricos.

16,29 g para los sacarimetros franceses.
26,00 g para los sacarimetros alemanes.
. 20,00 g para los sacarimetros mixtos.
[a]2°°C = poder rotatorio especifico del almidén puro
(véase el punto 6.1).

%1%
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6.3 Repetibilidad.—La diferencia entre los resulta-
dos de dos determinaciones paralelas efectuadas sobre
una misma muestra no debe exceder del 0,4 en valor
absoluto para los contenidos en almidén inferiores al
40 por 100, 1,1 por 100 en valor relativo para los con-
tenidos en almidén iguales o superiores al 40 por 100.

7. Observaciones

7.1 Cuando la muestra contenga mas del 6 por 100
de los carbonatos, calculados en carbonato de calcio,
éstos deben ser destruidos mediante un tratamiento con
ayuda de una cantidad exactamente apropiada del acido
sulfurico diluido, antes de la determinacion del poder
rotatorio total.

7.2 En el caso de los productos de elevado con-
tenido en lactosa, tales como el polvo de suero lactico
o de leche descremada, proceder como sigue segun la
adiciéon de los 80 ml de etanol (punto 3.5). Ajustar al
matraz un refrigerante de reflujo, sumergir el matraz
durante treinta minutos en un bafio de agua a 50 °C.
Dejar a continuacién refrigerar y seguir con el andlisis
tal como se indica en el punto 5.3

7.3 Enel caso de que las siguientes materias primas
estén presentes en una cantidad importante en los ali-
mentos para animales, ocasionaran interferencias al
determinar el contenido de almidén mediante el método
polarimétrico y por lo tanto pueden obtenerse resultados
incorrectos:

Productos derivados de la remolacha (azucarera),
como la pulpa de la remolacha (azucarera), las melazas
de la remolacha (azucarera), la pulpa de remolacha (azu-
carera) melazada, las vinazas de remolacha (azucarera)
y el azliicar de remolacha, pulpa de citricos.

Semillas de lino, torta de presion de lino, harina de
extraccion de lino.

Semillas de colza, torta de presién de colza, harina
de extraccion de colza, cascaras de colza.

Semillas de girasol, harina de extracciéon de semilla
de girasol, harina de extraccion de girasol parcialmente
decorticado.

Torta de presién de copra, harina de extraccion de
copra.

Pulpa de patata.

Levadura deshidratada.

Productos ricos en inulina [por ejemplo, plaquitas y
harina de aguaturma (pataca)].

Chicharrones.

66. Meétodo de calculo del valor energético de los
alimentos para perros y gatos destinados a objetivos
de nutricion especificos

1. Modo de célculo y expresion del valor energético

El valor energético de los alimentos para perros y
gatos destinados a objetivos de nutricidon especificos
debera calcularse, segun la férmula que figura mas ade-
lante, a partir de los porcentajes de determinados com-
ponentes analiticos de los alimentos. Dicho valor se
expresara en megajulios (MJ) de energia metabolizable
(EM) por kilogramo de alimento compuesto:

a) Alimentos para perros y gatos, excepto alimento
para gatos con un contenido en humedad superior al
14 por 100:

MJ/kg de EM = 0,1464 x % proteina bru-
ta+ 0,3556 x % materias grasas brutas+ 0,1464 x %
extracto no nitrogenado.

b) Alimentos para gatos con un contenido en hume-
dad superior al 14 por 100:

MJ/kg de EM =0,1632 x % proteina bru-
ta+0,3222 x % materias grasas brutas+0,1255x b
extracto no nitrogenado — 0,2092.

Férmula en la cual el porcentaje de extracto no nitro-
genado se calcula determinando la diferencia entre 100
y los porcentajes de humedad, de cenizas brutas, de
proteina bruta, de materias grasas brutas y de celulosa
bruta.

2. Tolerancias aplicables a los valores declarados

Si los controles oficiales establecidos en el articu-
lo 12 de la Directiva 79/373/CEE arrojan una diferencia
entre el resultado del control y el valor energético decla-
rado que suponga un incremento o una disminucién del
valor energético del alimento, se aplicara una tolerancia
del 15 por 100.

3. Expresion del resultado

El resultado obtenido después de la aplicacion de
la férmula antes mencionada se expresara con un deci-
mal.

4. Procedimiento de toma de muestras y métodos
de analisis aplicables

La toma de muestras del alimento compuesto y la
determinacién de los contenidos de los componentes
analiticos indicados en el método de calculo se reali-
zaran, respectivamente, de acuerdo con los procedimien-
tos de toma de muestras y los métodos de analisis comu-
nitarios para el control oficial de los alimentos para
animales.

67. Determinacion de lasalocid sédico

SAL SODICA DE UN POLIETER DE ACIDO MONOCARBOXILICO PRODUCIDO
POR STREPTOMYCES LASALIENSIS

1. Objeto y ambito de aplicacion

El presente método permite la determinacion de lasa-
locid sddico en los alimentos para animales y premezclas.
El limite de deteccién es de 5 mg/kg; el de determinacién
de 30 mg/kg.

2. Principio

El lasalocid sddico se extrae de la muestra con meta-
nol acidulado y su contenido se determina mediante cro-
matografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) de fase
inversa con deteccién espectrofluorimétrica.

3. Reactivos

3.1 Fosfato de dihidréogeno y potasio (KH2PO,4).

3.2 Acido ortofosférico, w =85 por 100.

3.3 Solucién de acido ortofosfdrico, 6 = 20 por 100.

Diluir 23,5 ml de acido ortofosférico (3.2) con agua
hasta llegar a 100 ml.

3.4 6-metil-2-heptilamina (1,5-dimetilhexilamina),
w =99 por 100.

3.5 Metanol de calidad CLAR.

3.6 Acido clorhidrico, 150 1,19 g/ml.

3.7 Solucion amortiguadora de fosfato,
c¢=0,01 mol/I.

Disolver 1,36 g de KH,PO4 (3.1) en 500 ml de agua
(3.11), anadir 3,5 ml de acido ortofosférico (3.2) y 10,0
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ml de 6-metil-2-heptilamina (3.4). Ajustar el pH a 4,0
con solucion de &acido ortofosforico (3.3) y diluir con
agua (3.11) hasta 1 000 ml.

3.8 Metanol acidulado.—Pasar 5,0 ml de acido clor-
hidrico (3.6) a un matraz aforado de 1 000 ml, enrasar
con metanol (3.5) y mezclar. Esta solucion debe pre-
pararse justo antes de su utilizacién.

3.9 Fase movil para la CLAR: Solucién amortigua-
dora de fosfato + metanol, 5 + 95 (V + V).

Mezclar 5 ml de solucién amortiguadora de fosfato
(3.7) con 95 ml de metanol (3.5).

3.10 Sustancia patrén: Lasolocid sdédico de pureza
garantizada Cs4Hs30gNa (sal sddica de un poliéter de
acido monocarboxilico producido por Streptomyces lasa-
liensis) E763.

3.10.1 Solucién madre de patrén de lasalocid sédi-
co, 500 pug/ml.

Pesar, con precision de 0,1 mg, 50 mg de lasalocid
sédico, en un matraz aforado de 100 ml, disolver y enra-
sar con metanol acidulado (3.8) y mezclar. Esta solucion
debe prepararse justo antes de su utilizacion.

3.10.2 Solucion intermedia de patron de lasalocid
soédico, 50 ug/ml.

Pasar con pipeta 10,0 ml de la solucién madre de
patréon (3.10.1) a un matraz aforado de 100 ml, enrasar
con metanol acidulado (3.8) y mezclar. Esta solucion
debe prepararse justo antes de su utilizacion.

3.10.3 Soluciones de calibracién: Pasar 1,0, 2,0,
4,0, 5,0 y 10,0 ml de la solucion intermedia de patron
(3.10.2) a una serie de matraces aforados de 50 ml.
Enrasar con metanol acidulado (3.8) y mezclar. Estas
soluciones corresponden a 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 y 10,0 ug
de lasalocid sédico por ml, respectivamente, y deben
pasarse justo antes de su utilizacion.

3.11 Agua de calidad CLAR.

4. Equipo

4.1 Bafo de ultrasonidos (o bafo de agua con agi-
tacion), de temperatura controlada.

4.2 Filtros de membrana, 0,45 um.

4.3 Equipo para CLAR con sistema de inyeccion que
permita unos voliumenes de inyeccién de 20 um.

4.3.1 Columna de cromatografia de liquidos de
125 mm x 4 mm, de fase inversa C18, con empaque-
tamiento de b um o equivalente.

4.3.2 Espectrofluorimetro con ajuste variable de las
longitudes de onda de excitacion y de emision.

5. Procedimiento

5.1 Consideraciones generales.

5.1.1 Prueba en blanco.—Para la prueba de recu-
peraciéon (5.1.2) debe analizarse un pienso en blanco
a fin de comprobar la ausencia de lasalocid sdédico y
de sustancias de interferencia. El pienso en blanco debe
ser de tipo similar a la muestra y en él no debe detectarse
lasalocid sédico ni sustancias de interferencia.

5.1.2 Prueba de recuperaciéon.—Debe realizarse una
prueba de recuperacién analizando el pienso en blanco
que se habra enriquecido por adicién de una cantidad
de lasalocid sddico similar a la presente en la muestra.
Para afadir una concentracién de 100 mg/kg, poner
10,0 ml de la solucion madre de patréon (3.10.1) en
un matraz Erlenmeyer de 250 ml y evaporar la solucion
hasta que queden unos 0,5 ml; anadir 50 g del pienso
en blanco y mezclar cuidadosamente; dejar en reposo

durante diez minutos, volviendo a mezclar varias veces,
y pasar a la fase de extraccion (5.2).

Si no se dispone de un pienso en blanco de tipo
similar al de la muestra (véase el punto 5.1.1), otra posi-
bilidad consiste en realizar una prueba de recuperacion
mediante el método de adicién de patrén. En este caso,
la muestra que debe analizarse se enriquece con una
cantidad de lasalocid sddico similar a la que ya esté
presente en la misma. Esta muestra se analiza junto con
la muestra sin enriquecer, y la recuperacion se calcula
por sustraccion.

5.2 Extraccion.

5.2.1 Alimentos para animales.—Pesar, con preci-
siéon de 0,01 g, entre 5 y 10 g de la muestra en un
matraz Erlenmeyer de 250 ml con tapén. Anadir con
pipeta 100,0 ml de metanol acidulado (3.8). Tapar sin
apretar el tapdn y agitar para dispersar. Poner el matraz
en un bafo de ultrasonidos (4.1) a unos 40 °C durante
veinte minutos; sacarlo después y enfriar a temperatura
ambiente. Dejar en reposo durante una hora hasta que
sedimente la materia en suspension; pasar después una
parte alicuota a través de un filtro de membrana de
0,45 um (4.2) a un recipiente apropiado. Proceder a la
determinaciéon mediante CLAR (5.3).

5.2.2 Premezclas.—Pesar, con precision de 0,001 g,
unos 2 g de la premezcla sin triturar en un matraz aforado
de 250 ml. Anradir 100,0 ml de metanol acidulado (3.8)
y agitar para dispersar. Poner el matraz y su contenido
en un bafo de ultrasonidos (4.1) a unos 40 °C durante
veinte minutos; sacarlo después y enfriar a temperatura
ambiente. Enrasar con metanol acidulado (3.8) y mezclar
cuidadosamente. Dejar en reposo durante una hora hasta
que sedimente la materia en suspension; filtrar después
una parte alicuota a través de un filtro de membrana
de 0,45 um (4.2). Diluir un volumen adecuado del filtrado
claro con metanol acidulado (3.8) para obtener una solu-
cion final de prueba que contenga unos 4 ug/ml de
lasalocid sédico. Proceder a la determinacion mediante
CLAR (5.3.).

5.3 Determinacién mediante CLAR.

5.3.1 Parametros.—Las siguientes condiciones se
proponen con caracter indicativo, por lo que podran apli-
carse otras si ofrecen resultados equivalentes:

Columna de cromatografia de liquidos (4.3.1):
125 mm x4 mm, fase inversa C18, empaquetamien-
to 5 um o equivalente.

Fase movil (3.9): Mezcla de solucion amortiguadora
de fosfato (3.7) y metanol (3.5), 5 + 95 (V + V).

Flujo: 1,2 ml/min.

Longitudes de onda de deteccién:

Excitacion 310 mm.
Emisién 419 mm.

Volumen de inyeccion 20 pl.

Comprobar la estabilidad del sistema cromatogréfico
inyectando varias veces la soluciéon de calibracion
(3.10.3) con 4,0 ug/ml, hasta obtener alturas (o areas)
de pico y tiempos de retencién constantes.

5.3.2 Curva de calibracién.—Inyectar varias veces
cada soluciéon de calibracion (3.10.3) y determinar las
alturas (areas) medias de los picos correspondientes a
cada concentracion. Trazar una curva de calibracién
poniendo las alturas (areas) medias de los picos en orde-
nadas y las concentraciones correspondientes en ug/mi
en abscisas.



BOE nim. 41

Jueves 17 febrero 2000

7215

5.3.3 Solucidn de muestra.—Inyectar varias veces
el extracto de la muestra obtenido en 5.2.1 6 5.2.2 uti-
lizando el mismo volumen que el empleado para las solu-
ciones de calibraciéon y determinar la altura (area) media
de los picos de lasalocid sddico.

6. Calculo de los resultados

A partir de la altura (drea) media de los picos obte-
nidos por inyeccion de la solucion de la muestra (5.3.3),
determinar la concentracién de lasalocid sdédico
en ug/ml mediante la curva de calibracién.

6.1 Alimentos para animales.—El contenido w de
lasalocid sddico de la muestra, expresado en mg/kg,
se obtiene mediante la siguiente férmula:

-V
w = —ﬁ ! (mg/kg)
m

donde:

B = concentracion de lasalocid sédico en la solucién de
la muestra (5.2.1) en ug/ml.

V =volumen del extracto de la muestra segun 5.2.1
en ml (es decir, 100).

m = masa de la porcidon de muestra en g.

6.2 Premezclas.—El contenico w de lasalocid sddico
de la muestra, expresado en mg/kg, se obtiene mediante
la siguiente férmula:

. . f .
w = [mg/kg]

donde:

B = concentracién de lasalocid sddico en la soluciéon de
la muestra (5.2.2) en ug/ml.

V =volumen del extracto de la muestra segun 5.2.2
en ml (es decir, 250).

f =factor de dilucion de acuerdo con 5.2.2.

m = masa de la porcidn de muestra en g.

7. Validacion de los resultados

7.1 ldentidad.—Los métodos basados en espectro-
fluorimetria estdn menos expuestos a sufrir interferen-
cias que los que utilizan deteccion por UV. La identidad
del analito puede confirmarse por cocromatografia.

7.1.1 Cocromatografia. Se enriquece un extracto de
la muestra (5.2.1 6 5.2.2) mediante adicion de una can-
tidad adecuada de una solucion de calibraciéon (3.10.3).
La cantidad de lasalocid sédico anadido debe ser similar
a la cantidad de lasalocid sddico que se encuentre en
el extracto de la muestra. Solamente debe aumentar
la altura del pico de lasalocid sédico, en una proporcién
basada en la cantidad anadida y en la dilucién del extrac-
to. La anchura del pico a la mitad de su altura debe
estar dentro del margen del =10 por 100 de la anchura
inicial del pico de lasalocid sédico del extracto de la
muestra antes de ser enriquecido.

7.2 Repetibilidad.—La diferencia entre los resulta-
dos de dos determinaciones paralelas efectuadas con
la misma muestra no debe superar:

El 15 por 100 del resultado superior en caso de con-
tenido de lasalocid sédico entre 30 y 100 mg/kg.

15 mg/kg en caso de contenido de lasalocid sédico
entre 100 y 200 mg/kg.

El 7,5 por 100 del resultado superior en caso de
contenido de lasalocid sédico mayor de 200 mg/kg.

7.3 Recuperacién.—En el caso de una muestra de
pienso (en blanco) enriquecida, la recuperacién debe ser
como minimo del 80 por 100. En el caso de una muestra
de premezcla enriquecida, la recuperacién debe ser
como minimo del 90 por 100.

8. Resultados de un estudio en colaboracion

Se organizé un estudio en colaboracién (1) en el
que 12 laboratorios analizaron dos premezclas (mues-
tras 1y 2) y cinco piensos (muestras 3 a 7). De cada
muestra se hicieron andlisis por duplicado. Los resultados
se recogen en el siguiente cuadro:

Promersia | Promerola | Muestad | Muesrad | Mueswas | pon oSl | oSl
Pde pollol Pde pavol Granulas de pavo | Granulas de pollo | Pienso de pavo P de co(:ral A P de co(:ral B
Lo 12 12 12 12 12 12 12
N 23 23 23 23 23 23 23
Media (mg/kg) ...l 5.050 16.200 76,5 78.4 92,9 48,3 32,6
S, (mg/kg) oo 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
Cv, (porcentaje) ................... 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 5,37
SR(MA/KG) oo 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVg (porcentaje) .................. 5,66 5,45 5,03 .34 5,69 7,18 10,70
Contenido nominal (mg/kg) ..... 5 000 * 16 000 * 80" 105~ 120~ 50* 3b6”

L: namero de laboratorios.

n : nimero de valores individuales.

S, :desviacion tipica de la repetibilidad.

Sg :desviacion tipica de reproducibilidad.

CV, :coeficiente de la repetibilidad. Porcentaje.
CVg : coeficiente de variacion de la reproducibilidad.
* : contenido declarado por el fabricante.

+ : pienso preparado en el laboratorio.

(1) Analyst, 1995, 120,2175-2180.



