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DIRECTIVA 1999/27/CE DE LA COMISION
de 20 de abril de 1999

por la que se fijan métodos de analisis comunitarios para la determinacién de
amprolio, diclazurilo y carbadox en los alimentos para animales y se modifican
las Directivas 71/250/CEE, 73/46/CEE y se deroga la Directiva 74/203/CEE

(Texto pertinente a los fines del EEE)

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,

Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Europea,

Vista la Directiva 70/373/CEE del Consejo, de 20 de julio
de 1970, relativa a la introduccién de métodos para la
toma de muestras y de métodos de anélisis comunitarios
para el control oficial de la alimentacién animal ('), cuya
ultima modificacién la constituye el Acta de adhesion de
Austria, de Finlandia y de Suecia, y, en particular, su
articulo 2,

1)

@

S

*)

Considerando que la Directiva 70/373/CEE esta-
blece que los controles oficiales de los alimentos
para animales, dirigidos a comprobar la observancia
de las condiciones establecidas en virtud de las
disposiciones legales, reglamentarias y administra-
tivas referentes a la calidad y a la composicion de
dichos alimentos, deben efectuarse segiin métodos
de toma de muestras y de andlisis comunitarios;

Considerando que la Directiva 70/524/CEE del
Consejo, de 23 de noviembre de 1970, sobre los
aditivos en la alimentacién animal (), cuya ultima
modificacién la constituye el Reglamento (CE) n°
45/1999 de la Comision (%), dispone que el conte-
nido de amprolio y diclazurilo debe sefialarse en el
etiquetado cuando dichas sutancias se afiadan a las
premezclas y alimentos para animales; que la auto-
rizacién para la utilizacién de carbadox como
aditivo en la alimentacion animal fue retirada en
virtud del Reglamento (CE) n° 2788/98 de la
Comision, de 22 de diciembre de 1998, por el que
se modifica la Directiva 70/524/CEE del Consejo
sobre los aditivos en la alimentacidén animal, en lo
que respecta a la revocacion de la autorizacién de
determinados factores de crecimiento () y que es
necesario controlar oficialmente el posible uso
ilegal de las sustancias prohibidas;

Considerando que es necesario fijar métodos de
analisis comunitarios para el control de estas
sustancias;

Considerando que la primera Directiva 71/
250/CEE de la Comisién, de 15 de junio de 1971,
por la que se determinan métodos de anilisis
comunitarios para el control oficial de los
alimentos para animales (°), cuya ultima modifica-
cién la constituye la Directiva 98/54/CE (%), esta-
blece métodos de analisis para, entre otros fines, la
determinacién de la esencia de mostaza y la teobro-
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mina; que, a la vista de la evolucién del conoci-
miento cientifico y técnico, los métodos descritos
ya no son validos para sus fines previstos; que, por
lo tanto, es oportuno suprimir esos métodos;

Considerando que la cuarta Directiva 73/46/CEE
de la Comision, de 5 de diciembre de 1972, por la
que se determinan métodos de analisis comunita-
rios para el control oficial de los alimentos para
animales ("), cuya tltima modificacién la constituye
la Directiva 98/54/CE, establece métodos de
analisis para, entre otros fines, la determinacién del
retinol (vitamina A); que, a la vista de la evolucion
del conocimiento cientifico y técnico, el método
descrito ya no es valido para su fin previsto; que,
por lo tanto, es oportuno suprimir el método para
el retinol;

Considerando que la quinta Directiva 74/203/CEE
de la Comisidn, de 25 de marzo de 1974, por la que
se determinan los métodos de analisis comunitarios
para el control oficial de los alimentos para
animales ()}, modificado por la Directiva 81/
680/CEE (°), establece los métodos de analisis para
la determinacién del almidén y de los productos de
degradacién de alto peso molecular de almidén de
los alimentos que contengan peladuras, pulpas,
hojas o cuellos secos de remolachas, pulpas de
patatas, levaduras deshidratadas, productos ricos en
inulina o chicharrones, amprolio, etopabato, dini-
tolmida, nicarbacina y menadiona (vitamina K3);
que, a la vista de la evolucién del conocimiento
cientifico y técnico, los métodos descritos en dicha
Directiva ya no son validos para sus fines previstos;
que, por lo tanto, es oportuno derogar dicha Direc-
tiva;

Considerando que las medidas previstas en la
presente Directiva se ajustan al dictamen del
Comité permanente de alimentacién animal,

HA ADOPTADO LA PRESENTE DIRECTIVA:

Articulo 1

Los Estados miembros dispondran que los anélisis reali-
zados en relacién con los controles oficiales del contenido
en amprolio, diclazurilo y carbadox de los alimentos para
animales y premezclas, se efectiien siguiendo los métodos
que se describen en el anexo.
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Articulo 2
La Directiva 71/250/CEE quedard modificada como sigue:

1) En el articulo 1 se suprimirdn las palabras «esencia de
mostaza» y «teobromina».

2) Se suprimiran los puntos 8 y 13 del anexo.

Articulo 3
La Directiva 73/46/CEE quedara modificada como sigue:

1) Se suprimira el articulo 2.

2) Se suprimira el anexo IIL

Articulo 4
Queda derogada la quinta Directiva 74/203/CEE.

Articulo 5

A mas tardar el 31 de octubre de 1999, los Estados miem-
bros pondran en vigor las disposiciones legales, reglamen-
tarias y administrativas necesarias para dar cumplimiento
a lo dispuesto en la presente Directiva. Informaran inme-
diatamente de ello a la Comisién.

Aplicaran dichas medidas a partir del 1 de noviembre de
1999.

Cuando los Estados miembros adopten dichas disposi-
ciones, éstas harin referencia a la presente Directiva o
irdin acompafiadas de dicha referencia en su publicacién
oficial. Los Estados miembros establecerdn las modali-
dades de la mencionada referencia.

Articulo 6

La presente Directiva entrard en vigor el vigésimo dia
siguiente al de su publicacion en el Diario Oficial de las
Comunidades Europeas.

Articulo 7

Los destinatarios de la presente Directiva seran los
Estados miembros.

Hecho en Bruselas, el 20 de abril de 1999.

Por la Comision
Franz FISCHLER

Miembro de la Comision
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ANEXO

PARTE A
DETERMINACION DE AMPROLIO

Clorbidrato del cloruro de 1-[(4-amino-2-propil-5-pirimidinil)/-2-picolinio]

Finalidad y campo de aplicacién

El presente método permite la determinacion del amprolio en los alimentos para animales y premez-
clas. El limite de deteccién es de 1 mg/kg; el de determinacién, de 25 mg/kg.

Principio

La muestra se somete a extraccién con una mezcla de agua y metanol. Tras dilucidon con la fase mévil y
filtracién por membrana, se determina el contenido de amprolio por cromatografia de liquidos de alta
resolucién (CLAR) de intercambio catiénico con deteccion UV.

Reactivos

Metanol.

Acetonitrilo de calidad CLAR.

Agua de calidad CLAR.

Solucién de ortofosfato monoséddico, ¢ = 0,1 mol/l.

Disolver en agua (3.3) 13,80 g de ortofosfato monosddico monohidratado en un matraz aforado de
1000 ml, enrasar con agua (3.3) y mezclar.

Solucién de perclorato sbédico ¢ = 1,6 mol/l.

Disolver en agua (3.3) 224,74 g de perclorato sédico monohidratado en un matraz aforado de 1 000 ml,
enrasar con agua (3.3) y mezclar.

Fase moévil para la CLAR (véase la observacién 9.1).

Mezcla de acetonitrilo (3.2), solucién de ortofosfato monosddico (3.4) y solucién de perclorato sédico
(3.5), 450 +450+100 (V+V+V). Antes de utilizar la solucidn, filtrarla por un filtro de membrana de
0,22 pm (4.3) y desgasificarla (por ejemplo, en bafio de ultrasonidos (4.4) durante al menos 15 minutos).

Sustancia patrén: amprolio puro, clorhidrato de cloruro de 1-[(4-amino-2-propilpirimidin-5-il)
metil]-2-picolinio, E 750 (véase el punto 9.2).

Solucién madre de patrén de amprolio, 500 pg/ml.

Pesar, con precisién de 0,1 mg, 50 mg de amprolio (3.7) en un matraz aforado de 100 ml, disolver en
80 ml de metanol (3.1) y colocar el matraz durante 10 minutos en un bafio de ultrasonidos (4.4).
Después del tratamiento de ultrasonidos, llevar la solucidén a temperatura ambiente, enrasar con agua y
mezclar. A una temperatura <4 °C, la solucién es estable durante un mes.

Solucién intermedia de patrén de amprolio, 50 pg/ml.

Pasar con pipeta 5,0 ml de la solucién madre de patrén (3.7.1) a un matraz aforado de 50 ml, enrasar
con el disolvente de extraccién (3.8) y mezclar. A una temperatura < 4 °C, la solucién es estable
durante un mes.

Soluciones de calibracion.
Pasar 0,5, 1,0 y 2,0 ml de la solucién intermedia de patrén (3.7.2) a una serie de matraces aforados de

50 ml. Enrasar con la fase mévil (3.6) y mezclar. Estas soluciones corresponden respectivamente a 0,5,
1,0 y 2,0 pg de amprolio por ml y deben prepararse justo antes de su utilizacion.
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3.8.

4.2.

4.3.

44.

4.5.

5.1.2.

5.2.

5.2.1.

522,

5.3.

Disolvente de extraccidn.

Mezcla de metanol (3.1) y agua, 241 (V+V).

Material

Equipo para CLAR con sistema de inyeccibén, adecuado para volimenes de inyeccion de 100 pl.

Columna de cromatografia de liquidos de 125 mm x 4 mm, de intercambio catidénico, con empaqueta-
miento de Nucleosil 10 SA de 10 um, o equivalente.

Detector de UV con ajuste de longitud de onda variable o detector por red de diodos.
Filtro de membrana, material de teflén, 0,45 pum.

Filtro de membrana, 0,22 um.

Bafio de ultrasonidos.

Agitador mecanico o magnético.

Procedimiento
Consideraciones generales
Prueba en blanco.

Para la prueba de recuperacién (5.1.2), debe analizarse un pienso en blanco a fin de comprobar la
ausencia de amprolio y de sustancias interferentes. El pienso en blanco debe ser de tipo similar a la
muestra y en él no debe detectarse amprolio ni sustancias que interfieran.

Prueba de recuperacién

Debe realizarse una prueba de recuperacion analizando el pienso en blanco que se habri enriquecido
por adicién de una cantidad de amprolio similar a la presente en la muestra. Para afiadir una
concentracion de 100 mg/kg, transferir 10,0 ml de la solucién madre de patrén (3.7.1) a un matraz
Erlenmeyer de 250 ml y concentrar la solucién por evaporacion hasta llegar a unos 0,5 ml. Afiadir 50 g
del pienso en blanco, mezclar cuidadosamente; dejar en reposo durante 10 minutos, volviendo a
mezclar varias veces, y pasar a la fase de extraccién (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
posibilidad consiste en realizar una prueba de recuperacion mediante el método de adicion de patrén.
En este caso, la muestra que debe analizarse se enriquece con una cantidad de amprolio 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.

Extraccion
Premezclas (contenido 1 % de amprolio) y alimentos para animales.

Pesar, con precision de 0,01 g, 5-40 g de la muestra, segtn el contenido en amprolio, en un matraz
Erlenmeyer de 500 ml y afiadir 200 ml de disolvente de extraccién (3.8). Poner el matraz durante 15
minutos en el bafio de ultrasonidos (4.4). Retirar el matraz del bafio de ultrasonidos y agitarlo durante 1
h con agitacién mecanica o magnética (4.5). Diluir una alicuota del extracto con la fase mévil (3.6)
hasta conseguir un contenido de amprolio de 0,5-2 pg/ml y mezclar (véase la observacién 9.3). Filtrar
5-10 ml de esta solucién diluida a través de un filtro de membrana (4.2). Proceder a la determinacion
mediante CLAR (5.3).

Premezclas (contenido = 1 % de amprolio)

Pesar, con precisiéon de 0,001 g, 1-4 g de la premezcla, segin el contenido en amprolio, en un matraz
Erlenmeyer de 500 ml y afiadir 200 ml de disolvente de extraccién (3.8). Poner el matraz durante 15
minutos en el bafio de ultrasonidos (4.4). Retirar el matraz del bafio de ultrasonidos y agitarlo durante 1
h con agitacién mecanica o magnética (4.5). Diluir una alicuota del extracto con la fase moévil (3.6)
hasta conseguir un contenido de amprolio de 0,5-2 pg/ml y mezclar. Filtrar 5-10 ml de esta solucién
diluida a través de un filtro de membrana (4.2). Proceder a la determinacién mediante CLAR (5.3).

Determinacién mediante CLAR
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53.1.

53.2.

5.3.3.

7.1.

Parametros

Las siguientes condiciones se proponen con caracter indicativo, por lo que podran aplicarse otras si
ofrecen resultados equivalentes.

Columna de cromatografia de liquidos
(4.1.1): 125 mm x 4 mm, de intercambio catiénico, con empaque-
tamiento de Nucleosil 10 SA de 10 pum, o equivalente.

Fase movil (3.6): Mezcla de acetonitrilo (3.2), solucién de ortofosfato mono-
sodico (3.4) y solucion de perclorato soédico (3.5), 450 +
450 + 100 (V. + V + V).

Flujo: 0,7-1 ml/min.
Longitud de onda de deteccion: 264 nm.
Volumen de inyeccion: 100 pl.

Comprobar la estabilidad del sistema cromatografico inyectando varias veces la solucion de calibracién
(3.7.3) con 1,0 pg/ml, hasta obtener alturas de pico y tiempos de retencion constantes.

Curva de calibracién

Inyectar cada solucién de calibracion (3.7.3) varias veces y determinar las alturas (areas) medias de los
picos correspondientes a cada concentracién. Trazar una curva de calibracion poniendo las alturas
(areas) medias de los picos de las soluciones de calibracién en ordenadas y las concentraciones
correspondientes en pg/ml en abscisas.

Solucién de la muestra

Inyectar varias veces el extracto de la muestra (5.2) utilizando el mismo volumen que el empleado para
las soluciones de calibracién y determinar la altura (drea) media de los picos de amprolio.

Calculo de los resultados

A partir de la altura (drea) media de los picos de amprolio de la soluciéon de la muestra, determinar la
concentracion de la soluciéon de la muestra en pg/ml mediante la curva de calibracién (5.3.2).

El contenido w de amprolio de la muestra, expresado en mg/kg, se obtiene mediante la siguiente
formula:

V6 f
v o= [mg/kg]

donde:
V = volumen del disolvente de extraccién (3.8) en ml de acuerdo con 5.2 (es decir; 200 ml).

6 = concentracién de amprolio en el extracto de la muestra (5.2) en pg/ml

f = factor de dilucién de acuerdo con 5.2.

m = masa de la porcién de muestra en g.

Validacién de los resultados
Identidad

La identidad del analito puede confirmarse por cocromatografia o mediante un detector de red de
diodos que permita comparar los espectros del extracto de la muestra (5.2) y de la solucién de
calibracién (3.7.3) con 2,0 pg/ml.

Cocromatografia

Se enriquece un extracto de la muestra (5.2) mediante adicién de una cantidad adecuada de la solucién
de calibracién (3.7.3). La cantidad de amprolio afiadida debe ser similar a la cantidad de amprolio que
se encuentre en el extracto de la muestra.

Solamente debe aumentar la altura del pico de amprolio, teniendo en cuenta la cantidad afiadida y la
dilucién del extracto. La anchura del pico a la mitad de su altura debe estar dentro del margen del =
10 % de la anchura inicial del pico de amprolio del extracto de la muestra antes de ser enriquecido.
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7.2

7.3.

Deteccién por red de diodos

Los resultados deben evaluarse de acuerdo con los siguientes criterios:

a) La longitud de onda de absorcién maxima de los espectros de la muestra y del patron, registrados
en el vértice del pico del cromatograma, debe ser la misma dentro de un margen determinado por
el poder de resolucion del sistema de deteccion. En el caso de la deteccion por red de diodos se
sitia generalmente en * 2 nm.

b) Entre 210 y 320 nm, los espectros de la muestra y del patrdn, registrados en el vértice del pico del
cromatograma, no deben ser diferentes en las partes del espectro situadas entre el 10 % y el 100 %
de la absorbancia relativa. Este criterio se cumple cuando estan presentes los mismos méaximos y la
desviacién entre los dos espectros no supera en ninglin punto observado el 15 % de la absorbancia
del analito patron.

c) Entre 210 y 320 nm, los espectros de la pendiente ascendente, del vértice y de la pendiente
escendente del pico producido por el extracto de la muestra no deben ser diferentes entre si en las

d dente del pico producido por el extracto de 1 t deb diferent t 1
partes del espectro situadas entre el 10 % y el 100 % de la absorbancia relativa. Este criterio se

cumple cuando estin presentes los mismos maximos y la desviacién entre los espectros no supera
en ninglin punto observado el 15 % de la absorbancia del espectro del vértice del pico.

La presencia del analito sb6lo se considera confirmada cuando se cumplen todos estos criterios.
Repetibilidad

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones paralelas efectuadas con la misma muestra no
debe superar:

— el 15 % del resultado superior en caso de contenido de amprolio entre 25 y 500 mg/kg,
— los 75 mg/kg en caso de contenido de amprolio entre 500 y 1000 mg/kg;

— el 7,5% del resultado superior en caso de contenido de amprolio mayor de 1000 mg/kg.
Recuperacion

En el caso de una muestra enriquecida (virgen), la recuperacién debe ser como minimo del 90 %.

Resultados de un estudio colaborativo

Se organizé un estudio en colaborativo en el que se analizaron tres piensos para aves de corral
(muestras 1-3), un pienso mineral (muestra 4) y una premezcla (muestra 5). Los resultados se recogen
en el siguiente cuadro:

Muestra 1
(pienso Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra §

en blanco)
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
Media [mg/kg] — 45,5 188 5129 25140
s, [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550
CV_[%] — 4,95 1,90 3,46 2,20
sy [mg/kg] — 295 11,8 266 760
CV, [%] — 6,47 6,27 5,19 3,00
Contenido nominal [mg/kg] — 50 200 5000 25000
L:  ntimero de laboratorios.
n:  nimero de valores individuales.
s:  desviacion tipica de la repetibilidad.

CV.: coeficiente de variacién de la repetibilidad.

r

St

. desviacion tipica de la reproducibilidad.

CV,: coeficiente de variaciéon de la reproducibilidad.
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Observaciones

Si la muestra contiene tiamina, el pico de ésta aparece en el cromatograma precediendo de cerca al
pico de amprolio. Segtin este método, el amprolio y la tiamina deben separarse. Si la columna (4.1.1)
utilizada en este método no separa el amprolio de la tiamina, sustituir hasta el 50 % del acetonitrilo de
la fase moévil (3.6) por metanol.

De acuerdo con la British Pharmacopoeia, el espectro de una solucién de amprolio (¢ = 0,02 mol/1)
en 4acido clorhidrico (c = 0,1 mol/l) presenta maximos a 246 nm y 262 nm. La absorbancia es de 0,84
a 246 nm y de 0,80 a 262 nm.

El extracto debe estar siempre diluido con la fase mévil; en caso contrario, el tiempo de retenciéon del
pico de amprolio puede variar significativamente debido a cambios en la fuerza ibnica.
PARTE B
DETERMINACION DE DICLAZURILO

2,6 cloro-alfa-(4-clorofenil)-4-[4,5-dibidro-3,5-dioxo-1,2,4-triacina-2(3H)-il)benceno-acetonitrilo

Finalidad y campo de aplicacién

El presente método permite la determinacién del diclazurilo en los alimentos para animales y
premezclas. El limite de deteccién es de 0,1 mg/kg; el de determinacién, de 0,5 mg/kg.
Principio

Tras la adicién de un patrdén interno, la muestra se somete a extraccién con metanol acidificado. En
caso de alimentos para animales, se purifica una alicuota del extracto en un cartucho de extraccién en
fase solida de C18. El diclazurilo se eluye de un cartucho con una mezcla de metanol acidificado y
agua. Previa evaporacion, el residuo se disuelve en DMF/agua. En caso de premezclas, el extracto se
evapora y el residuo se disuelve en DMF/agua. El contenido de diclazurilo se determina mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) de fase inversa y gradiente ternario con deteccién
de UV.

Reactivos

Agua de calidad CLAR.

Acetato de amonio.

Sulfato de hidrégeno y tetrabutilamonio (SHTB).
Acetonitrilo de calidad CLAR.

Metanol de calidad CLAR.
N,N-dimetilformamida (DMF).

Acido clorhidrico, py= 1,19 g/ml

Sustancia  patrén:  diclazurilo  II-24, (2,6  cloro-alfa-(4-clorofenil)-4-[4,5-dihidro-3,5-dioxo-
1,2,4-triacina-2(3H)-il)benceno-acetonitrilo, de pureza garantizada, E 771.

Solucién madre de patrén de diclazurilo, 500 pg/ml.

Pesar, con precisién de 0,1 mg, 25 mg de sustancia patron de diclazurilo (3.8) en un matraz aforado de
50 ml, disolver y enrasar con DMF (3.6) y mezclar. Envolver el matraz en papel de aluminio o utilizar
un matraz de color ambar y guardar en frigorifico. A una temperatura < 4 °C, la solucién es estable
durante un mes.



6.5.1999 Diario Oficial de las Comunidades Europeas L 118/43

3.8.2. Solucién de patrén de diclazurilo, 50 pg/ml.

Pasar 5,00 ml de la solucién madre de patrén (3.8.1) a un matraz aforado de 50 ml, enrasar con DMF
(3.6) y mezclar. Envolver el matraz en papel de aluminio o utilizar un matraz de color dmbar y guardar
en frigorifico. A una temperatura < 4°C, la solucion es estable durante un mes.

3.9.  Sustancia patrén interno: 2,6-dicloro-o-(4-clorofenil)-4-(4,5-dihidro-3,5-dioxo-1,2,4-triazina-2 (3H)-il)-
a-metilbenceno-acetonitrilo.

3.9.1. Solucién madre de patron interno, 500 pg/ml.

Pesar, con precision de 0,1 mg, 25 mg de sustancia patron interno (3.9) en un matraz aforado de 50 ml,
disolver y enrasar con DMF (3.6) y mezclar. Envolver el matraz en papel de aluminio o utilizar un
matraz de color ambar y guardar en frigorifico. A una temperatura < 4 °C, la solucioén es estable
durante un mes.

39.2. Solucién de patrdén interno, 50 pg/ml.

Pasar 5,00 ml de la solucién madre de patrén interno (3.9.1) a un matraz aforado de 50 ml, enrasar con
DMF (3.6) y mezclar. Envolver el matraz en papel de aluminio o utilizar un matraz de color ambar y
guardar en frigorifico. A una temperatura < 4 °C, la solucién es estable durante un mes.

3.9.3. Solucién de patron interno para premezclas, p/1000 mg/ml (p = contenido nominal de diclazurilo en
la premezcla, expresado en mg/kg).

Pesar, con precisién de 0,1 mg, p/10 mg de sustancia patrén interno en un matraz aforado de 100 ml,
disolver en DMF (3.6) en un bafio de ultrasonidos (4.6) y mezclar. Envolver el matraz en papel de
aluminio o utilizar un matraz de color 4mbar y guardar en frigorifico. A una temperatura < 4 °C, la
solucién es estable durante un mes.

3.10.  Solucién de calibracion, 2 pg/ml.

Pasar con pipeta 2,00 ml de la solucién de patrén de diclazurilo (3.8.2) y 2,00 ml de la solucién de
patron interno (3.9.2) a un matraz aforado de 50 ml. Afiadir 16 ml de DMF (3.6), enrasar y mezclar.
Esta solucién debe prepararse justo antes de su utilizacion.

3.11. Cartucho de extraccién en fase sblida C18; por ejemplo, Bond Elut, tamafio 1 cc, masa de sorbente:
100 mg.

3.12. Disolvente de extraccién: metanol acidificado.
Poner con pipeta 5,0 ml de acido clorhidrico (3.7) en 1000 ml de metanol (3.5) y mezclar.
3.13. Fase moévil para la CLAR.

Eluyente A: solucién de acetato de amonio y sulfato de hidrogeno y tetrabutilamonio.

3.13.1. Disolver 5 g de acetato de amonio (3.2) y 3,4 g de SHTB (3.3) en 1 000 ml de agua (3.1) y mezclar.
3.13.2. Eluyente B: acetonitrilo (3.4).

3.13.3. Eluyente C: metanol (3.5).

4. Material
4.1.  Agitador mecanico.

4.2. Equipo para CLAR con capacidad de gradientes ternarios.

4.2.1. Columna de cromatografia de liquidos, con relleno de Hypersil ODS de 3 um, de 110 mm x 4,6 mm, o
equivalente.

4.2.2. Detector de UV con ajuste de longitud de onda variable o detector por red de diodos.
4.3. Evaporador rotatorio de vacio.

4.4, Filtro de membrana, 0,45 um.
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4.5.

4.6.

5.2

5.2.1.

52.2.

5.3.

5.3.1.

Colector de vacio.

Bafio de ultrasonidos.

Procedimiento
Consideraciones generales
Prueba en blanco.

Debe analizarse un pienso en blanco a fin de comprobar la ausencia de diclazurilo y de sustancias que
interfieran. El pienso en blanco debe ser de tipo similar a la muestra y en su analisis no debe detectarse
diclazurilo ni sustancias que interfieran.

Prueba de recuperacion

Debe realizarse una prueba de recuperacion analizando el pienso en blanco que se habra enriquecido
por adicién de una cantidad de diclazurilo similar a la presente en la muestra. Para afiadir una
concentracion de 1 mg/kg, poner 0,1 ml de la solucién madre de patrén (3.8.1) con 50 g del pienso en
blanco y mezclar cuidadosamente; dejar en reposo durante 10 minutos, volviendo a mezclar varias
veces, y pasar a la fase de extraccién (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
posibilidad consiste en realizar una prueba de recuperacién mediante el método de adicion de patrén.
En este caso, la muestra que debe analizarse se enriquece con una cantidad de diclazurilo 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.

Extraccion.
Alimentos para animales.

Pesar, con precisién de 0,01 g, unos 50 g de la muestra. Pasar a un matraz Erlenmeyer de 500 ml,
afiadir 1,00 ml de la solucién de patrén interno (3.9.2), 200 ml de disolvente de extraccién (3.12) y
tapar el matraz. Agitar la mezcla en el agitador (4.1) hasta el dia siguiente. Dejar reposar durante 10
minutos. Pasar una alicuota de 20 ml del sobrenadante a un recipiente adecuado de vidrio y diluir con
20 ml de agua. Pasar esta solucién a un cartucho de extraccidén (3.11) y hacer que lo atraviese aplicando
vacio (4.5). Lavar el cartucho con 25 ml de una mezcla de disolvente de extraccidén (3.12) y agua,
65435 (V+YV). Desechar las fracciones recogidas y eluir los compuestos con 25 ml de una mezcla de
disolvente de extraccion (3.12) y agua, 80 +20 (V+V). Evaporar esta fraccién hasta llegar justo a la
sequedad mediante el evaporador rotatorio (4.3) a 60 °C. Disolver el residuo en 1,0 ml de DMF (3.6),
afiadir 1,5 ml de agua (3.1) y mezclar. Filtrar a través de un filtro de membrana (4.4). Proceder a la
determinacién mediante CLAR (5.3).

Premezclas

Pesar, con precisién de 0,001 g, aproximadamente 1 g de la muestra. Pasar a un matraz Erlenmeyer de
500 ml, afiadir 1,00 ml de la solucién de patrén interno (3.9.3), 200 ml de disolvente de extraccién
(3.12) y tapar el matraz. Agitar la mezcla en el agitador (4.1 ) hasta el dia siguiente. Dejar reposar
durante 10 minutos. Pasar una alicuota de 10 000/p ml (p = contenido nominal de diclazurilo en la
premezcla, expresado en mg/kg) del sobrenadante a un matraz redondo de tamafio adecuado. Evaporar
hasta llegar justo a la sequedad a presién reducida, a 60 °C, mediante el evaporador rotatorio (4.3).
Volver a disolver el residuo en 10,0 ml de DMF (3.6), afiadir 15,0 ml de agua (3.1) y mezclar. Proceder a
la determinacién mediante CLAR (5.3).

Determinacion mediante CLAR.
Pardmetros

Las siguientes condiciones se proponen con caracter indicativo, por lo que podran aplicarse otras si
ofrecen resultados equivalentes.

— Columna de cromatografia de

liquidos (4.2.1.): 100 mm x 4,6 mm, con relleno de Hypersil ODS de 3 um, o
equivalente
— Fase movil: Eluyente A (3.13.1): Solucibén acuosa de acetato de amonio
y sulfato de hidrégeno y tetrabutila-
monio
Eluyente B (3.13.2): acetonitrilo

Eluyente C (3.13.3): metanol
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53.2.

53.3.

6.1.

6.2.

— Modo de elucion: — gradiente lineal
— condiciones iniciales: A+B+C = 60420420 (V4+V+V)

— tras 10 min, elucién en gradiente durante 30 min hasta:
A+B+C = 45420435 (V+V+V)

Lavar con B durante 10 min
— Flujo: 1,5 — 2 ml/min
— Volumen de inyeccién: 20 wl

— Longitud de onda del 280 um
detector:

Comprobar la estabilidad del sistema cromatografico inyectando varias veces la solucion de calibracién
(3.10) con 2 pg/ml, hasta obtener alturas de pico y tiempos de retencién constantes.

Solucién de calibraciéon

Inyectar 20 pul de la solucibén de calibracion (3.10) varias veces y determinar las alturas (areas) medias de
los picos correspondientes al diclazurilo y al patrén interno.

Solucién de la muestra

Inyectar 20 pl de la solucién de la muestra (5.2.1 o 5.2.2) varias veces y determinar las alturas (areas)
medias de los picos correspondientes al diclazurilo y al patrén interno.

Calculo de los resultados

Piensos

El contenido w de diclazurilo de la muestra, expresado en mg/kg, se obtiene mediante la siguiente
férmula:

h, .h,_6,..10V
w o= m : [mg/kg]

donde:

4 = altura (rea) del pico de diclazurilo en la solucién de la muestra (5.2.1).

h,, = altura (drea) del pico del patrén interno en la solucién de la muestra (5.2.1).

h,, = altura (4drea) del pico de diclazurilo en la solucién de calibracién (3.10).

h, = altura (drea) del pico del patrén interno en la solucién de calibracién (3.10).

6,. = concentracién de diclazurilo en la solucién de calibracién en pg/ml (3.10).

m = masa de la porcién de muestra en g.

V= volumen del extracto de la muestra segin 5.2.1 (es decir, 2,5 ml).
Premezclas

El contenido w de diclazurilo de la muestra, expresado en mg/kg, se obtiene mediante la siguiente
formula;

h, .h, 6,.0,02V.p

w o= m— - [mg/kg]
donde:
h,, = altura (4rea) del pico de diclazurilo en la solucién de calibracién (3.10).
h,. = altura (4rea) del pico del patrén interno en la solucién de calibracién (3.10).
h,, = altura (4rea) del pico de diclazurilo en la solucién de la muestra (5.2.2).
h,, = altura (4rea) del pico del patrén interno en la solucién de la muestra (5.2.2).
6, = concentracion de diclazurilo en la solucién de calibracién (3.10).
m = masa de la porcibn de muestra en g.
V = volumen del extracto de la muestra segin 5.2.2 (es decir, 25 ml).
p = contenido nominal de diclazurilo en la premezcla, expresado en mg/kg.
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7.1.

7.2

7.3.

Validacién de los resultados
Identidad

La identidad del analito puede confirmarse por cocromatografia o mediante un detector de red de
diodos que permita comparar los espectros del extracto de la muestra (5.2.1 0 5.2.2) y de la solucién de
calibracion (3.10).

Cocromatografia

Se enriquece un extracto de la muestra (5.2.1 o 5.2.2) mediante adicién de una cantidad adecuada de la
solucion de calibracién (3.10). La cantidad de diclazurilo afiadida debe ser similar a la cantidad de
diclazurilo que se encuentre en el extracto de la muestra.

Solamente debe aumentar la altura de los picos de diclazurilo y de patrdén interno, teniendo en cuenta
la cantidad afiadida y la dilucién del extracto. La anchura del pico a la mitad de su altura debe estar
dentro del margen del + 10 % de la anchura inicial del pico de diclazurilo o de patrén interno del
extracto de la muestra antes de ser enriquecido.

Deteccién por red de diodos

Los resultados deben evaluarse de acuerdo con los siguientes criterios:

a) La longitud de onda de absorcién maxima de los espectros de la muestra y del patron, registrados
en el vértice del pico del cromatograma, debe ser la misma dentro de un margen determinado por
el poder de resoluciéon del sistema de deteccion. En el caso de la deteccién por red de diodos se
sitia generalmente en * 2 nm.

b) Entre 230 y 320 nm, los espectros de la muestra y del patrdn, registrados en el vértice del pico del
cromatograma, no deben ser diferentes en las partes del espectro situadas entre el 10 % y el 100 %
de la absorbancia relativa. Este criterio se cumple cuando estian presentes los mismos maximos y la
desviacion entre los dos espectros no supera en ningtin punto observado el 15 % de la absorbancia
del analito patron.

o
~

Entre 230 y 320 nm, los espectros de la pendiente ascendente, del vértice y de la pendiente
descendente del pico producido por el extracto de la muestra no deben ser diferentes entre si en las
partes del espectro situadas entre el 10 % y el 100 % de la absorbancia relativa. Este criterio se
cumple cuando estin presentes los mismos maximos y la desviacién entre los espectros no supera
en ningn punto observado el 15 % de la absorbancia del espectro del vértice del pico.

La presencia del analito sélo se considera confirmada cuando se cumplen todos estos criterios.
Repetibilidad

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones paralelas efectuadas con la misma muestra no
debe superar:

— el 30 % del resultado superior en caso de contenido de diclazurilo entre 0,5 y 2,5 mg/kg,
— los 0,75 mg/kg en caso de contenido de diclazurilo entre 2,5 y 5 mg/kg,

— el 15 % del resultado superior en caso de contenido de diclazurilo mayor de 5 mg/kg.
Recuperacion

En el caso de una muestra enriquecida (virgen), la recuperacién debe ser como minimo del 80 %.

Resultados de un estudio colaborativo

Se organiz6 un estudio colaborativo en el que 11 laboratorios analizaron 5 muestras. De estas muestras,
dos eran premezclas: una mezclada con una matriz organica (O 100) y la otra con una matriz
inorganica (A 100). Habia también tres piensos compuestas para aves de corral, elaborados por tres
productores diferentes (NL) (L1/Z21/K1). El contenido tedrico era de 1 mg de diclazurilo por kg. Se
dieron instrucciones a los laboratorios para que analizaran cada muestra una vez o por duplicado.
(Puede encontrarse informacién mas detallada de este estudio en el Journal of the AOAC Interna-
tional, Volumen 77, n° 6, 1994, p. 1359-1361). Los resultados se recogen en el siguiente cuadro:
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3.1.

3.2.

3.3.

34.

3.5.

3.6.

3.7.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5
A 100 O 100 L1 Z1 K1

L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Media 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
Sy [mg/kg] 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CVy [%] 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Contenido nominal [mg/kg] 100 100 1 1 1
L: nimero de laboratorios.
n:  namero de valores individuales.
s;  desviacion tipica de la repetibilidad.

CV;: coeficiente de variacion de la repetibilidad.
S
CV,: coeficiente de variaciéon de la reproducibilidad.

desviacién tipica de la reproducibilidad.

Observaciones

Debe demostrarse previamente que la respuesta del diclazurilo es lineal a lo largo de

concentraciones que se midan.

PARTE C

DETERMINACION DE CARBADOX

Metil-3-(2quinoxalinilmerileno)carbazato N',N*-didxido

Finalidad y campo de aplicacién

la gama de

El presente método permite la determinacién del carbadox en los alimentos para animales, premezclas
y formulaciones. El limite de deteccién es de 1 mg/kg; el de determinacién, de 10 mg/kg.

Principio

La muestra se equilibra con agua y se somete a extraccién con metanol-acetonitrilo. En caso de
alimentos para animales, una parte alicuota del extracto filtrado se purifica en una columna de 6xido
de aluminio: En caso de premezclas y formulaciones, una porcién alicuota del extracto filtrado se
diluye con agua, metanol y acetonitrilo hasta una concentracién adecuada. El contenido de carbadox se
determina mediante cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (CLAR) de fase inversa con deteccién

de UV.

Reactivos

Metanol.

Acetonitrilo de calidad CLAR.

Acido acético, w = 100 %.

Oxido de aluminio neutro, de grado I de actividad.
Metanol-acetonitrilo 1+1 (V. + V).

Mezclar 500 ml de metanol (3.1) con 500 ml de acetonitrilo (3.2).
Acido acético, 6 = 10 %.

Diluir 10 ml de acido acético (3.3) con agua hasta llegar a 100 ml.

Acetato de sodio, CH,COONa.
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3.8.  Agua de calidad CLAR.
3.9. Solucién amortiguadora de acetato, ¢ = 0,01 mol/1, pH = 6,0.

Disolver 0,82 g de acetato de sodio (3.7) en 700 ml de agua (3.8) y ajustar el pH a 6,0 con 4cido acético
(3.6). Pasar a un matraz aforado de 1000 ml, enrasar con agua (3.8) y mezclar.

3.10. Fase movil para la CLAR.
Mezclar 825 ml de solucién amortiguadora de acetato (3.9) con 175 ml de acetonitrilo (3.2). Filtrar por
filtro de 0,22 pm (4.5) y desgasificar la solucién (por ejemplo, poniéndola en bafio de ultrasonidos
durante 10 minutos).

3.11. Sustancia patron.
Carbadox puro: metil-3-(2quinoxalinilmetileno)carbazato N’,N*-diéxido, E 850.

3.11.1. Solucién madre de patrén de carbadox, 100 pg/ml (véase el punto 5. Procedimiento).
Pesar, con precision de 0,1 mg, 25 mg de sustancia patrén de carbadox (3.11) en un matraz aforado de
250 ml. Disolver con metanol-acetonitrilo (3.5) en bafio de ultrasonidos (4.7). A continuaci6n, llevar la
solucién a temperatura ambiente, enrasar con metanol-acetonitrilo (3.5) y mezclar. Envolver el matraz
en papel de aluminio o utilizar un matraz de color ambar y guardar en frigorifico. A una temperatura
< 4° C, la solucién es estable durante un mes.

3.11.2. Soluciones de calibracion.
Pasar 2,0, 5,0, 10,0 y 20,0 ml de la solucién madre de patron (3.11.2) a una serie de matraces aforados
de 100 ml. Afiadir 30 ml de agua, enrasar con metanol-acetonitrilo (3.5) y mezclar. Envolver los
matraces en papel de aluminio. Estas soluciones corresponden respectivamente a 2,0, 5,0, 10,0 y

20,0 ug de carbadox por ml y deben prepararse justo antes de su utilizacion.

Nota: Para la determinacién de carbadox en alimentos para animales que contengan mos de 10
mg/kg, deben prepararse soluciones de calibracién con una concentracion inferior a 2,0 ug/ml.

3.12.  Mezcla agua-[metanol-acetonitrilo] (3.5), 300 + 700 (V + V).

Mezclar 300 ml de agua con 700 ml de la mezcla metanol-acetonitrilo (3.5).

4. Material
4.1.  Agitador mecanico o magnético de laboratorio.
4.2.  Papel de filtro de fibra de vidrio (Whatman GF/A o equivalente).

43.  Columna de vidrio (300 a 400 mm de longitud, 10 mm aproximadamente de didmetro interior) con
fritado de vidrio sinterizado y llave de extraccidn.

Nota: También puede utilizarse una columna de vidrio provista de un lave de cierre o una columna de
vidrio con un extremo conico; en este caso, se introduce un tapén de fibra de vidrio hasta el
externo inferior y se comprime con una varilla de vidrio.

44.  Equipo para CLAR con sistema de inyeccién que permita unos volimenes de inyeccién de 20 pl

44.1. Columna de cromatografia de liquidos de 300 mm x 4 mm, C18, con relleno de 10 um, o equivalente.

44.2. Detector de UV con ajuste de longitud de onda variable o detector por red de diodos que funcione en
la gama de 225 a 400 nm.

4.5. Filtro de membrana, 0,22 um.
4.6. Filtro de membrana, 0,45 um.

4.7. Bafio de ultrasonidos.

S. Procedimiento

Nota: El carbadox es sensible a la luz. Todas las operaciones deben realizarse con luz tenue, o
utilizando material de vidrio de color 4mbar o envuelto en papel de aluminio.

5.1.  Consideraciones generales
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5.1.1.

5.2.

5.2.1.

522,

5.2.3.

5.3.

53.1.

53.2.

54.

Prueba en blanco.

Para la realizacién de la prueba de recuperacion (5.1.2) debe analizarse un pienso en blanco a fin de
comprobar la ausencia de carbadox y de sustancias que interfieran. El pienso en blanco debe ser de
tipo similar a la muestra y en su analisis no debe detectarse carbadox ni sustancias que interfieran.

Prueba de recuperacion

Debe realizarse una prueba de recuperacion analizando el pienso en blanco (5.1.1) que se habra
enriquecido por adicién de una cantidad de carbadox similar a la presente en la muestra. Para afiadir
una concentracién de 50 mg/kg, poner 5,0 ml de la solucién madre de patrén (3.11.1) en un matraz
Erlenmeyer de 200 ml. Evaporar la solucion en corriente de nitrogeno hasta que queden unos 0,5 ml.
Afiadir 10 g del pienso en blanco, mezclar y esperar 10 minutos antes de pasar a la fase de extracciéon
(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
posibilidad consiste en realizar una prueba de recuperaciéon mediante el método de adicién de patrén.
En este caso, la muestra se enriquece con una cantidad de carbadox 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.

Extraccion
Alimentos para animales.

Pesar, con precisién de 0,01 g, unos 10 g de la muestra. Pasar a un matraz Erlenmeyer de 200 ml,
afiadir 15,0 ml de agua, mezclar y equilibrar durante 5 min. Afiadir 35,0 ml de metanol-acetonitrilo
(3.5), tapar y agitar durante 30 min con el agitador mecanico o magnético (4.1). Filtrar la solucibén a
través de un papel de filtro de fibra de vidrio (4.2). Conservar esta solucion para la fase de purificacién
(5.3).

Premezclas (0,1-2,0 %)

Pesar, con precision de 0,001 g, aproximadamente 1 g de la muestra sin triturar. Pasar a un matraz
Erlenmeyer de 200 ml, afiadir 15,0 ml de agua, mezclar y equilibrar durante 5 minutos. Afiadir 35,0 ml
de metanol-acetonitrilo (3.5), tapar y agitar durante 30 minutos con el agitador mecanico o magnético
(4.1). Filtrar la solucidn a través de un papel de filtro de fibra de vidrio (4.2). Pasar con pipeta una
alicuota del filtrado a un matraz aforado de 50 ml, afiadir 15,0 ml de agua, enrasar con metanol-aceto-
nitrilo (3.5) y mezclar. La concentracién de carbadox en la solucién final debe ser de unos 10 pg/ml. Se
filtra una alicuota a través del filtro de 0,45 um (4.6). Proceder a la determinacién mediante CLAR (5.4).

Formulaciones (< 2 %)

Pesar, con precisién de 0,001 g, aproximadamente 0,2 g de la muestra sin triturar. Pasar a un matraz
Erlenmeyer de 250 ml, afiadir 45,0 ml de agua, mezclar y equilibrar durante 5 minutos. Afiadir 105,0
ml de metanol-acetonitrilo (3.5), tapar y homogeneizar. Poner en el bafio de ultrasonidos (4.7) durante
15 minutos y agitar a continuacién durante 15 minutos con el agitador mecanico o magnético (4.1).
Filtrar la solucién a través de un papel de filtro de fibra de vidrio (4.2). Diluir una alicuota del filtrado
con la mezcla agua-metanolacetonitrilo (3.12) hasta conseguir una concentracién final de carbadox de
10-15 pg/ml (en caso de preparado al 10 %, el factor de dilucién es 10). Se filtra una alicuota a través
del filtro de 0,45 um (4.6). Proceder a la determinacién mediante CLAR (5.4).

Purificacion

Preparacién de la columna de déxido de aluminio.

Pesar 4 g de 6xido de aluminio (3.4) y pasarlo a la columna de vidrio (4.3).
Purificacién de la muestra.

Pasar 15 ml del extracto filtrado (5.2.1) a la columna de 6xido de aluminio y desechar los 2 primeros
ml de eluido. Recoger los siguientes 5 ml y filtrar una alicuota a través del filtro de 0,45 um (4.6).
Proceder a la determinacién mediante CLAR (5.4).

Determinacion mediante CLAR.
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54.1.

54.2.

54.3.

6.1.

6.2.

Parametros
Las siguientes condiciones se proponen con caracter indicativo, por lo que podran aplicarse otras si
ofrecen resultados equivalentes.
Columna de cromatografia de liquidos
(4.1.1): 300 mm x 4 mm, C18, relleno de 10 pm o equivalente.
Fase moévil (3.10): Mezcla de solucién amortiguadora de acetato (3.9) y aceto-
nitrilo (3.2), 825+175 (V. + V).
Flujo: 1,5-2 ml/min.
Longitud de onda de deteccién: 365 nm.
Volumen de inyeccion: 20 pl.
Comprobar la estabilidad del sistema cromatografico inyectando varias veces la solucion de calibracién
(3.11.2) con 5,0 pg/ml, hasta obtener alturas (areas) de pico y tiempos de retenciéon constantes.
Curva de calibracién
Inyectar cada solucién de calibracion (3.11.2) varias veces y determinar las alturas (areas) medias de los
picos correspondientes a cada concentracion. Trazar una curva de calibracién poniendo las alturas o las
areas medias de los picos de las soluciones de calibracién en ordenadas y las concentraciones
correspondientes en ug/ml en abscisas.
Solucién de la muestra
Inyectar varias veces el extracto de la muestra [(5.3.2) en caso de alimentos para animales, (5.2.2) en
caso de premezclas y (5.2.3) en caso de formulaciones] y determinar las alturas (areas) medias de los
picos correspondientes al carbadox.
Calculo de los resultados
A partir de la altura (drea) media de los picos de carbadox de la solucién de la muestra, determinar la
concentracion de la solucién de la muestra en pg/ml mediante la curva de calibracién (5.4.2).
Alimentos para animales
El contenido w de carbadox de la muestra, expresado en mg/kg, se obtiene mediante la siguiente
férmula:
B xV,
w o= [mg/kg]
m

donde:

= concentracién de carbadox en el extracto de la muestra (5.3.2) in ug/ml.

V, = volumen de extraccién en ml (es decir, 50).

m = masa de la porciéon de muestra en g.
Premezclas y formulaziones

El contenido w de carbadox de la muestra, expresado en mg/kg, se obtiene mediante la siguiente
formula

B xV, xf
w = —— [mg/kg]
donde:
f = concentracién de carbadox en el extracto de la muestra (5.2.2 o 52.3 ) en ug/ml.
V, = volumen de extraccién en ml (es decir, 50 en caso de premezclas; 150 en caso de
preparados).
f = factor de dilucidén segin 5.2.2 (premezclas) o 5.2.3 (preparados).

m = masa de la porciéon de muestra en g.
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7.1.

7.2

7.3.

Validacién de los resultados
Identidad

La identidad del analito puede confirmarse por cocromatografia o mediante un detector de red de
diodos que permita comparar los espectros del extracto de la muestra y de la soluciéon de calibracién
(3.11.2) con 10,0 pg/ml.

Cocromatografia

Se enriquece un extracto de la muestra mediante adicién de una cantidad adecuada de la soluciéon de
calibracién (3.11.2). La cantidad de carbadox afiadida debe ser similar a la cantidad calculada de
carbadox que se encuentre en el extracto de la muestra.

Solamente debe aumentar la altura del pico de carbadox, teniendo en cuenta la cantidad afiadida y la
dilucién del extracto. La anchura del pico a la mitad de su altura maxima debe estar aproximadamente
dentro del margen del = 10 % de la anchura inicial.

Deteccién por red de diodos
Los resultados deben evaluarse de acuerdo con los siguientes criterios:

a) La longitud de onda de absorcién maxima de los espectros de la muestra y del patron, registrados
en el vértice del pico del cromatograma, debe ser la misma dentro de un margen determinado por
el poder de resolucion del sistema de deteccion. En el caso de la deteccidn por red de diodos se
sitia generalmente en + 2 nm.

b

~

Entre 225 y 400 nm, los espectros de la muestra y del patrdn, registrados en el vértice del pico del
cromatograma, no deben ser diferentes en las partes del espectro situadas entre el 10 % y el 100 %
de la absorbancia relativa. Este criterio se cumple cuando estin presentes los mismos méaximos y la
desviacién entre los dos espectros no supera en ningin punto observado el 15 % de la absorbancia
del analito patrén.

c) Entre 225 y 400 nm, los espectros de la pendiente ascendente, del vértice y de la pendiente
descendente del pico producido por el extracto de la muestra no deben ser diferentes entre si en las
partes del espectro situadas entre el 10 % y el 100 de la absorbancia relativa. Este criterio se cumple
cuando estan presentes los mismos maximos y la desviacién entre los espectros no supera en
ningin punto observado el 15 % de la absorbancia del espectro del vértice del pico.

La presencia del analito sblo se considera confirmada cuando se cumplen todos estos criterios.
Repetibilidad

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones paralelas efectuadas con la misma muestra no
debe superar el 15 % del resultado superior en caso de contenido superior o igual a 10 mg/kg.

Recuperacion

En el caso de una muestra (en blanco) enriquecida, la recuperacion debe ser como minimo del 90 %.

Resultados de un estudio en colaborativo

Se organizé un estudio en colaborativo en el que 8 laboratorios analizaron alimentos para animales, 4
premezclas y 3 preparados. De cada muestra se hicieron analisis por duplicado. (Puede encontrarse
informacién mas detallada de este estudio en el Journal of the AOAC International, Volumen 71,
1998, p. 484-490). Los resultados (salvo los extrafios) se recogen en los siguientes cuadros:

Cuadro 1. Resultados del estudio en colaborativo respecto a los alimentos para animales

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5 Muestra 6
L 8 8 8 8 8 8
N 15 14 15 15 15 15
Media [mg/kg] 50,0 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
S, [mg/kg] 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
CV, [%] 5,8 5,6 29 3,1 3,2 43
Sy [mg/kg] 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CVy [%] 7.8 8,7 4,6 5,2 4.8 49
Contenido nominal 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
[mg/kg]
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Cuadro 2. Resultados del estudio en colaborativo respecto a las premezclas y formulaciones

Premezclas Preparados

A B C D A B C
L 7 7 7 7 8 8 8
N 14 14 14 14 16 16 16
Media [g/kg] 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
S, [g/kg] 0,37 0,28 0,28 0,44 4,1 5,1 7,7
CV, [%] 4,2 3,0 3,0 5,0 43 5,2 7,4
SR [s/kg] 0,37 0,28 0,40 0,55 5.4 6,4 7,7
CVvy [%] 4,2 3,0 4,3 6,3 5,7 6,5 7,4
Contenido nominal 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100
[/ke]
L: nimero de laboratorios.
n: numero de valores individuales.
s:  desviacion tipica de la repetibilidad.

CV.: coeficiente de variaciéon de la repetibilidad.
N

R
CV,: coeficiente de variaciéon de la reproducibilidad.

desviacién tipica de la reproducibilidad.




