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DUODECIMA DIRECTIVA 93/117/CE DE LA COMISION
de 17 de diciembre de 1993

por la que se fijan métodos de analisis comunitarios para el control oficial de los
alimentos para animales

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 analisis comunitarios
para el control oficial de la alimentacién animal ('), cuya
Gltima modificacion la constituye el Reglamento (CEE) n°
3768/85 (), vy, en particular, su articulo 2,

Considerando que la Directiva n° 70/373/CEE prevé que
los controles oficiales de los alimentos para animales,
efectuados con objeto de comprobar que se cumplen las
condiciones prescritas por las disposiciones legales, regla-
mentarias 0o administrativas referentes a la calidad y la
composicibn de los piensos, se efectian siguiendo
métodos comunitarios de toma de muestras y de andlisis ;

Considerando que, para controlar el cumplimiento de las
condiciones de uso de la robenidina y del benzocuato de
metilo en la alimentacién animal, conviene establecer
métodos de anilisis, a escala comunitaria, de estos aditi-
vos ;

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

HA ADOPTADO LA PRESENTE DIRECTIVA:

Articulo 1

Los Estados miembros ordenarin que los analisis previstos
para los controles oficiales de los piensos, respecto a su

() DO n° L 170 de 3. 8. 1970, p. 2.
() DO n° L 362 de 31. 12. 1985, p. 8.

contenido de robenidina y benzocuato de metilo se
efectien siguiendo los métodos correspondientes que se
describen en el Anexo.

Articulo 2

Los Estados miembros adoptarén las disposiciones legales,
reglamentarias y administrativas necesarias para cumplir
la presente Directiva a mas tardar el 30 de noviembre de
1994. Informaran inmediatamente de ello a la Comisi6n.

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

Articulo 3

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

Hecho en Bruselas, el 17 de diciembre de 1993.

Por la Comisién
René STEICHEN

Miembro de la Comisidn
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ANEXO
1. DETERMINACION DE LA ROBENIDINA
Clorhidrato de 1,23-bis[(4-clorobenciliden) amino] guanidina

1. Objetivo y ambito

El método estd concebido para la determinacién de la robenidina en los alimentos para animales. El
limite minimo de determinacién es de 5§ mg/kg.

2, Principio

La muestra se extrae con metanol acidificado. Se deseca el extracto y se purifica en una columna de '
6xido de aluminio una parte alicuota. La robenidina se eluye de la columna con metanol, se

concentra y se completa hasta un volumen adecuado con fase mévil. El contenido de robenidina se

determina mediante cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa (HPLC) empleando un

detector ultravioleta,

3. _Reactivos

31, Metanol
W aene ol
32.  Metanol acidificado '

Transferir 4,0 ml de 4cido clorhidrico (Py ca, 1,18 g/ml) a un matraz graduado de 500 ml, enrasar con
metanol (3.1) y mezclar. Esta solucién debe prepararse antes de cada uso.

33.  Acetonitrilo de calidad para HPLC

34.  Tamiz molecular
Tipo 3A, perlas de 8-12 mallas (perlas de 1,6-2,5 mm, alummos:hcato cnstalmo, 0,3 mm de diametro
de poro).

3.5.  Oxido de aluminio: deido, grado de actividad I para cromatografia de columna
Transferir 100 g de éxido de aluminio a un recipiente apropiado y afiadir 2,0 ml de agua. Tapar y
agitar durante 20 minutos aproximadamente. Almacenar en un recipiente bien cerrado. "

3.6.  Solucion de potasio dihidrégeno fosfato, ¢ = 0,025 mol/l
En un matraz graduado de 1 000 ml disolver 3,40 g de potasio dihidrégeno fosfato en agua (de calidad
para HPLC), enrasar y mezclar.

3.7.  Solucién de disodiobidrdgeno fosfato, ¢ = 0,025 mol/l
En un matraz graduado de 1 000 ml disolver 3,55 g de fosfato monoécido de sodio anhidro (0 4,45 g
de dihidrato o 8,95 g de dodecahidrato), enrasar y mezclar.

38.  Fase movil de la HPLC

Mezclar los reactivos siguientes :

650 ml acetonitrilo (3.3),

250 ml de agua (de calidad para HPLC),

50 ml de solucién de potasio dihidrégeno fosfato (3.6),

50 ml de solucién de disodiohidrogeno fosfato de sodio (3.7).

Filtrar por un filtro de 0,22 pm (4.6) y desgasificar la solucion (por ejemplo, mediante Ia aplicacién de
ultrasonidos durante 10 minutos).

39.  Sustancia patrén

Robenidina pura: Clorhidrato de 1.3-bis [(4-clorobenciliden)amino] guanidina (E 758).



Ne L 329/56 Diario Oficial de las Comunidades Europeas 30. 12. 93

3.9.1. Solucién patrén madre de robenidina: 300 pg/ml.

Pesar 30 mg de sustancia patrén de robenidina (3.9) con precisién de 0,1 mg. En un matraz aforado
de 100 ml disolver en metanol acidificado (3.2), enrasar con el mismo disolvente y mezclar. Envolver
el matraz con papel de aluminio y guardar al abrigo de la luz.

39.2. Solucion patréon intermedia de robenidina: 12 pg/ml.

Transferir 10,0 ml de la solucién patron madre (3.9.1) a un matraz aforado de 250 ml, enrasar con la
fase mévil (3.8) y mezclar. Envolver el matraz con papel de aluminio y guardar al abrigo de la luz.

3.9.3. Soluciones de calibrado
Transferir 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 y 25,0 ml de la disolucién patrdén intermedia (3.9.2) a una serie de
matraces aforados de 50 ml. Enrasar con fase mévil (3.8) y mezclar. Estas soluciones corresponden,
respectivamente, a 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 y 6,0 ng/ml de robenidina. Estas soluciones deben prepararse antes
de cada uso.

4. Material

4.1.  Columna de vidrio
Columna de vidrio 4mbar provista de llave y de un depdsito de 150 ml de capacidad aproximada-
mente, con un didmetro interior de 10,15 mm y una longitud de 250 mm.

4.2.  Agitador oscilante de laboratorio

43.  Evaporador rotatorio

44.  Equipo de HPLC con detector ultravioleta de longitud de onda variable o detector de red de diodos
que funcione en el intervalo 250-400 nm

44.1. Columna para cromatografia de liquidos : 300 mm X 4 mm, con relleno de 10 um de Cig 0 equiva-
lente.

4.5.  Papel de filtro de fibra de vidrio (Whatman GF/A o equivalente)

4.6.  Filtros de membrana de 022 um

4.7.  Filtros de membrana de 045 um

5. Procedimiento
Nota : La robenidina es sensible a la luz. Deberd utilizarse material de vidrio 4mbar en todas las

operaciones.

5.1.  General

5.1.1. Deber4 analizarse un pienso en blanco para comprobar que no contiene ni robenidina ni sustancias
interferentes.

5.1.2. Debera efectuarse un ensayo de recuperacién, que consistird en analizar el pienso en blanco enrique-
cido con la adicién de una cantidad de robenidina similar a la que contenga la muestra. Para enri-
quecer a un nivel de 60 mg/kg, transferir 3,0 ml de la solucion patrén madre (3.9.1) a un matraz
Erlenmeyer de 250 ml. Evaporar la solucién en una corriente de nitrégeno hasta que resten 0,5 ml
aproximadamente. Afiadir 15 g del pienso en blanco, mezclar y esperar 10 minutos antes de efectuar
la extraccion (5.2).

Nota : a efectos del presente método, el pienso en blanco debe ser de tipo similar al de la muestra y
no debe detectarse robenidina en su analisis.

5.2.  Extraccién

Pesar, con precision de 0,01 g, 15 g aproximadamente de la muestra preparada. Transferir a un matraz
Erlenmeyer de 250 ml y afiadir 100,0 ml de metanol acidificado (3.2), tapar y agitar durante una hora
en el agitador (4.2). Filtrar la solucién por un papel de filtro de fibra de vidrio (4.5) y recoger todo el
filtrado en un matraz Erlenmeyer de 150 ml. Afiadir 7,5 g del tamiz molecular, tapar y agitar durante
5 minutos. Filtrar inmediatamente por un papel de filtro de fibra de vidrio. Conservar esta solucién
para la fase de purificacion (5.3).
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5.3.  Purificacion

5.3.1. Preparacién de la columna de éxido de aluminio.

Introducir un pequefio tapén de fibra de vidrio en el extremo inferior de la columna de vidrio. Pesar
11,0 g del 6xido de aluminio preparado (3.5) y transferir a la columna. Durante esta fase, deberd
procurarse reducir al maximo la exposicion a la atmésfera. Golpear suavemente el extremo inferior de
la columna cargada a fin de que se sedimente el éxido de aluminio.

5.3.2. Purificacién de la muestra.

Transferir con una pipeta a la columna 5,0 ml del extracto de muestra preparado en el punto (5.2).
Colocar la punta de la pipeta cerca de la pared de la columna y dejar que la solucién quede absorbida
en el oxido de aluminio. Eluir la robenidina de la columna con 100 ml de metanol (3.1), mante-
niendo un flujo de 2-3 ml/minuto, y recoger el eluido en un matraz redondo de 250 ml. Evaporar
hasta sequedad la solucién de metanol a presién reducida y a una temperatura de 40°C, utilizando un
evaporador rotatorio (4.3). Disolver nuevamente el residuo en 3-4 ml de fase mévil (3.8) y transferir
cuantitativamente a un matraz aforado de 10 ml. Lavar el matraz con varjas porciones de 1-2 ml de
fase mévil y transferir los lavados al matraz graduado. Enrasar con el mismo disolvente y mezclar.
Filtrar una alicuota por un filtro de 0,45 um (4.7). Conservar esta solucién para la determinacién
mediante HPLC (5.4).

54.  Determinacién mediante HPLC

54.1. Parimetros.

Las condiciones siguientes se ofrecen como guia ; pueden usarse otras condiciones siempre que den
los mismos resultados.

Columna para cromatografia de liquidos (4.4.1)

Fase mévil HPLC (3.8)

Flujo: de 1,5 a 2 ml por minuto

Longitud de onda del detector: 317 nm

Volumen de inyeccién : de 20 a 50 pl

Comprobar la estabilidad del sistema cromatografico inyectando varias veces la solucién de calibrado
(3.9.3) con un contenido de 3,6 pg/ml, hasta que se hayan alcanzado alturas o dreas de pico y tiempos
de retencion constantes.

54.2. Curva de calibrado.

Inyectar varias veces cada solucién de calibrado (3.9.3) y medir las alturas (dreas) de pico para cada
concentracién. Trazar una curva de calibrado empleando las alturas o 4reas medias de los picos de las
soluciones de calibrado como ordenadas y las correspondientes concentraciones en. pug/ml como
abscisas.

54.3. Solucidn de muestra.

Inyectar varias veces el extracto de muestra (5.3.2), empleando el mismo volumen utilizado para las
soluciones de calibrado y determinar la altura (o 4rea) media de los picos de robenidina.

6. Calculo de los resultados

A partir de la altura (4rea) media de los picos de robenidina de la solucién de muestra, determinar la
concentracién de la soluciéon de muestra en pg/ml haciendo referencia a la curva de calibrado (5.4.2).

El contenido de robenidina w (en mg/kg) de la muestra se obtiene mediante la siguiente férmula :

¢ x 200
m
siendo :
¢ = concentracién de robenidina de la solucién de muestra en pg/mi,

m = masa, en gramos, de la muestra utilizada para el ensayo.
7. Validacién de los resultados

7.1.  Identidad

La identidad del analito se puede confirmar mediante una co-cromatografia, o utilizando un detector
de red de diodos, mediante el cual se comparan los espectros del extracto de la muestra y de la solu-
cion de calibrado (3.9.3) con un contenido de 6,0 pg/ml.
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7.1.1.

7.1.2.

7.2

7.3.

Co-cromatografia

Reforzar un extracto de muestra afiadiéndole una cantidad apropiada de solucién de calibrado (3.9.3).
La cantidad de robenidina afiadida debera ser similar a la cantidad calculada de robenidina hallada en
el extracto de la muestra.

S6lo debera aumentar la altura del pico de robenidina, teniendo en cuenta tanto la cantidad afiadida
como la dilucién del extracto. La anchura del pico, a la mitad de su altura mixima, deberd estar
comprendida dentro del + 10 % de la anchura original.

Deteccién por red de diodos

Los resultados se evalian con arreglo a los siguientes criterios :

a) La longitud de onda a la que se da la absorcion méaxima de los espectros de la muestra y del
patron, registrados en el apice del pico cromatografico, debe ser la misma dentro de un margen
determinado por la resolucién del detector. En el caso del detector de red de diodos, el margen
estd situado generalmente en * 2 nm.

o
-~

Entre 250 y 400 nm, los espectros de la muestra y del patrdn registrados en el dpice del pico
cromatogrifico no deberén ser diferentes para aquellas partes del espectro comprendidas entre el
10 y el 100 % de absorbancia relativa. Este criterio se cumple cuando estdn presentes los mismos
maximos y en ningin punto observado la desviacién entre los dos espectros excede del 15 % de la
absorbancia del analito patrén.

Entre 250 y 400 nm, los espectros de la pendiente de subida, el dpice y la pendiente de bajada del
pico del cromatograma del extracto de la muestra no deben ser distintos unos de otros en lo que se
refiere a las partes del espectro comprendidas entre el 10 % y el 100 % de absorbancia relativa.
Este criterio se cumple cuanto estin presentes los mismos méximos y en ningin punto observado
la desviacién entre los espectros excede del 15 % de la absorbancia del espectro del dpice del pico.

)
~

Si no se cumple alguno de estos criterios, no se confirma la presencia del analito.

Repetibilidad

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones paralelas llevadas a cabo con la misma
muestra no debera superar el 10 % relativo al resultado mas alto obtenido para contenidos de robeni-
dina superiores a 15 mg/kg. '

Recuperacion

La recuperacién de la muestra en blanco reforzada deberd ser al menos del 85 %.

Resultados de un estudio colaborativo

La CEE organizé un estudio colaborativo en el que se analizaron en 12 laboratorios 4 muestras de
piensos para aves de corral y conejos, tanto en forma de harinas como de « pellets ». Se efectuaron
analisis duplicados de cada muestra y se obtuvieron los siguientes resultados :

Aves de corral Conejos

Harina Granulos Harina Grénulos
Media mg/kg 27,00 27,99 436 40,1
S; (mg/kg) 1,46 1,26 1,44 1,66
CV, (%) 5,4 4.5 33 4,1
S; (mg/kg) 436 3,36 4,61 3,91
CVy (n/o) 16,1 12,0 10,6 9,7
Recuperacién (%) 90,0 933 87,2 80,2
S. = desviacién estandar de la repetibilidad,
CV; = coeficiente de variacion de la repetibilidad,
Sp = desviacién estindar de la reproducibilidad,
CVgR = coeficiente de variacion de la reproducibilidad.
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3.1.

3.2

3.3.

34.

3.5.

3.6.

3.7.

3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

4.1.

2. DETERMINACION DEL BENZOCUATO DE MITILO
7-benziloxi-6-butil-3-metoxicarbonil-4-quinolona

Objeto y ambito

El método estd concebido para la determinacion de benzocuato de metilo en los alimentos para
animales. El limite inferior de determinacién es 1 mg/kg.

Principio

El benzocuato de metilo se extrae de la muestra con solucién metandlica de acido metanosulfénico.
El extracto se purifica por particién con diclorometano y cromatografia de intercambio ibnico y, a
continuacién, por nueva extraccién con diclorometano. El contenido de benzocuato de metilo se
determina mediante cromatografia liquida de alto rendimiento en fase inversa (HPLC) empleando un
detector ultravioleta.

Reactivos
Diclorometano
Metanol, de calidad para HPLC

Fase mévil de HPLC

Mezcla de metanol (3.2) y agua (calidad para HPLC) 75 + 25 (V + V).

Filtrar a través de un filtro de 0,22 um (4.5) y desgasificar la solucién (por ejemplo, mediante trata-
miento con ultrasonidos durante 10 minutos).

Solucion de dcido metansulfénico, 6 = 2%

Diluir 20,0 ml de 4cido metanosulfénico a 1000 ml con metanol (3.2).

Solucién de dcido clorbidrico, o = 10 %
Diluir 100 ml de acido clorhidrico (pzo ca. 1,18 g/ml) a 1 000 ml con agua.

Resina de intercambio catiénico Amberlita CG-120 (Na), 100-200 mallas

La resina debe tratarse antes de su utilizacién : hacer una lechada con 100 g de resina y 500 ml de
solucién de 4cido clorhidrico (3.5) y llevar a ebullicién en una placa caliente, agitando continuamente.
Dejar enfriar y decantar el 4cido. Filtrar en vacio a través de un papel de filtro. Enjuagar la resina dos
veces con porciones de agua de 500 ml y, a continuacién, con 250 ml de metanol (3.2). Enjuagar la
resina con otra porcion de 250 ml de metanol y secar haciendo pasar aire a través de la torta de filtro.
Guardar la resina desecada en una botella tapada.

Sustancia patrén: benzocuato de metilo puro (7-benziloxi-6-butil-3-metoxicarbonil-4-quinolona)
Solucién patrén madre de benzocuato de metilo, 500 pg/ml.

Pesar 50 mg de la sustancia patrén (3.7) con precisién de 0,1 mg, disolver en solucién de 4cido meta-
nosulfénico (3.4) en un matraz aforado de 100 ml, enrasar y mezclar.
Solucién patrén intermedia de benzocuato de metilo, 50 pg/ml.

Pasar 5,0 ml de la solucién patrébn madre de benzocuato de metilo (3.7.1) a un matraz aforado de S0
ml, enrasar con metanol (3.2) y mezclar.

Soluciones de calibrado.

Transferir 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 y 5,0 ml de la solucién patrén intermedia de benzocuato de metilo (3.7.2) a
una serie de matraces aforados de 25 ml. Enrasar con fase mévil (3.3) y mezclar. Estas soluciones
tienen concentraciones de benzocuato de metilo de 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 y 10,0 pug/ml respectivamente.
Estas soluciones han de prepararse cada vez que se vayan a usar.

Aparatos

Agitador de laboratorio
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4.2.  Evaporador rotatorio

43.  Columna de vidrio (250 mm x 15 mm) provista de una llave y de un depdsito de 200 ml de capaci-
dad, aproximadamente

44.  Equipo HPLC con detector ultravioleta de longitud de onda variable o detector de red de diodos

44.1. Columna para cromatografia liquida de 300 mm X 4 mm, con relleno de C;3 de 10 um, o equiva-
lente.

4.5, Filtros de membrana de 022 um
4.6.  Filtros de membrana de 045 pm
5. Procedimiento

51. General

5.1.1. Debe analizarse un pienso en blanco para asegurarse de que no contiene benzocuato de metilo ni
sustancias interferentes.

5.1.2. Se debe llevar a cabo un ensayo de recuperacidn, analizando el pienso en blanco después de enrique-
cetlo por adicién de una cantidad de benzocuato de metilo similar a la presente en la muestra. Para
enriquecer a un nivel de 15 mg/kg, afiadir 600 ul de la solucién patrén madre (3.7.1) a 20 g del
pienso en blanco, mezclar y esperar 10 minutos antes de proceder a la extraccién (5.2).

Nota : A los efectos de este método, el pienso en blanco debe ser de tipo similar al de la muestra y
en su andlisis no se debe detectar benzocuato de metilo.

52.  Extraccién

Pesar con precisién de 0,01 g aproximadamente 20 g de la muestra preparada y transferir a un matraz
Erlenmeyer de 250 ml. Afiadir 100,0 ml de la solucién de 4cido metanosulférico (3.4) y agitar mecéni-
camente (4.1) durante 30 minutos. Filtrar la solucién a través de papel de filtro y conservar el filtrado
para la fase de particién liquido-liquido (5.3).

53.  Particién liguido-liquido

Transferir 25,0 ml del filtrado obtenido en el punto 5.2 a una ampolla de decantacién de 500 ml que
contenga 100 ml de solucién de 4cido clorhidrico (3.5). Afiadir 100 ml de diclorometano (3.1) a la
ampolla y agitar durante 1 minuto. Esperar a que se produzca la separacién de las capas y verter la
capa inferior (diclorometano) en un matraz redondo de 500 ml. Repetir la extraccién de la fase acuosa
con otras dos porciones de 40 ml de diclorometano y combinarlas con el primer extracto contenido
en el matraz redondo. Evaporar el extracto de diclorometano hasta sequedad en el evaporador rota-
torio (4.2) a 40 °C a presién reducida. Disolver el residuo en 20-25 ml de metanol (3.2), tapar el
atraz y guardar todo el extracto para la cromatografia de intercambio iénico (5.4).

54.  Cromatografia de intercambio iénico

5.4.1. Preparacién de la columna de intercambio catibnico.

Taponar con lana de vidrio el extremo inferior de la columna de vidrio (4.2). Preparar una lechada con
5,0 g de la resina de intercambio catiénico tratada (3.6) y 50 ml de é4cido clorhidrico (3.5), verter en la
columna de vidrio y dejar reposar. Eliminar el icido sobrante, hasta que su nivel se sitie apenas por
encima de la superficie de resina y lavar la columna con agua hasta que el eluido dé neutro al torna-
sol. Transferir 50 ml de metanol (3.2) a la columna y dejar eluir hasta la superficie de la resina.

5.4.2. Cromatografia de columna.

Mediante una pipeta, transferir cuidadosamente el extracto obtenido en el punto 5.3 a la columna.
Enjuagar el matraz redondo con dos porciones de 5 a 10 ml de metanol (3.2) y transferir estos
liquidos de lavado a la columna. Dejar pasar el extracto hasta la superficie de resina y lavar la
columna con 50 ml de metanol, asegurindose de que el flujo no sea superior a 5 ml por minuto.
Descartar el eluido. Eluir el benzocuato de metilo de la columna utilizando 150 ml de solucién de
acido metasulfénico (3.4) y recoger el eluido de la columna en un matraz Erlenmeyer de 250 ml.
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5.5.  Particion liguido-liguido

Transferir el eluido obtenido en el punto 5.4.2 a una ampolla de decantacién de un litro. Enjuagar el
matraz Erlenmeyer con 5 a 10 ml de metanol (3.2) y mezclar los liquidos de lavado con el contenido
de la ampolla de decantacién. Afiadir 300 ml de una solucién de 4cido clorhidrico (3.5) y 130 ml de
diclorometano (3.1). Agitar durante un minuto y dejar que las fases se separen. Transferir la capa infe-
rior (diclorometano) a un matraz redondo de 500 ml. Repetir la extraccion de la fase acuosa con dos
nuevas porciones de 70 ml de diclorometano y mezclar en el matraz redondo estos dos extractos con
el primero.

Evaporar hasta sequedad el extracto de diclorometano en el evaporador rotatorio (4.2) a 40 °C y
presién reducida. Disolver los residuos en el matraz con unos 5 ml de metanol (3.2) y transferir cuan-
titativamente esta solucion a un matraz aforado de 10 ml. Enjuagar el matraz redondo con dos nuevas
porciones de 1 a 2 ml de metanol y transferir estos liquidos al matraz aforado. Afiadir metanol hasta
el enrase y mezclar. Filtrar una porcién alicuota por un filtro de membrana (4.6). Reservar esta solu-
cién para la determinacién por HPLC (5.6).

5.6.  Determinacién por HPLC

5.6.1. Parimetros

Las condiciones siguientes se ofrecen como guia; pueden usarse otras condiciones siempre que
arrojen los mismos resultados.

Columna de cromatografia liquida (4.4.1)

Fase mévil HPLC: mezcla de metanol y agua (3.3)
Flujo: de 1 a 1,5 ml por minuto

Longitud de onda de deteccién: 265 nm

Volumen de inyeccién: 20 a 50 pl

Comprobar la estabilidad del sistema cromatogréfico inyectando varias veces la solucién de calibrado
(3.7.3) con un contenido de 4 pg/ml, hasta que se hayan alcanzado alturas (o 4reas) de pico y tiempos
de retencién constantes.

5.6.2. Curva de calibrado

Inyectar varias veces cada solucién de calibrado (3.7.3) y medir las alturas de pico (dreas) para cada
concentracién. Trazar una curva de calibrado empleando las medias de las alturas o 4reas de los picos
de las soluciones de calibrado como ordenadas y las concentraciones correspondientes en pg/ml
como abscisas.

5.6.3. Solucién de muestra

Inyectar varias veces el extracto de muestra (5.5), empleando el mismo volumen utilizado para las
soluciones de calibrado. Determinar la altura (o drea) media de los picos de benzocuato de metilo.

6. Calculo de los resultados

A partir de la altura (irea) media de los picos de benzocuato de metilo de la solucién de muestra,
determinar la concentracion de la solucion de muestra en pg/ml haciendo referencia a la curva de
calibrado (5.6.2).

El contenido de benzocuato de metilo w (mg/kg) se obtiene mediante la siguiente férmula:

c x 40
m
en la que:
¢ = concentracién de benzocuato de metilo de la solucion de muestra en pg/ml

m = masa de la muestra utilizada para el ensayo en gramos.
7. Validacién de los resultados

7.1.  Identidad

La identidad del analito se puede confirmar mediante una co-cromatografia o utilizando un detector
de red de diodos, con el que se comparan los espectros del extracto de la muesta y de la solucién de
calibrado (3.7.3) con un contenido de 10 pg/ml.
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7.1.1.

7.1.2.

7.2.

7.3.

Co-cromatografia

Reforzar un extracto de muestra afiadiéndole una cantidad apropiada de la solucién patrdén intermedia
(3.7.2). La cantidad de benzocuato de metilo afiadida deberd ser similar a la cantidad calculada de
benzocuato de metilo hallado en el extracto de la muestra. Solo la altura del pico de benzocuato de
metilo debera aumentar teniendo en cuenta tanto la cantidad afiadida como la dilucién del extracto.
La anchura del pico, a la mitad de su altura mixima, no deberd variar en =+ 10 % respecto de la
anchura original.

Deteccién por red de diodos

Los resultados se evalGan con arreglo a los siguientes criterios :

a) La longitud de onda del méximo de absorcién los espectros de la muestra y del patrén, registrados
en el dpice del pico cromatogrifico, debe ser la misma, dentro de un margen determinado por la
resolucién del detector. En el caso del detector de red de diodos, el margen esti situado general-
mente en * 2 nm.

b) Entre 220 y 350 nm, los espectros de la muestra y del patrén registrados en el dpice del pico
cromatografico, no deberin ser diferentes para aquellas partes del espectro comprendidas entre el
10 y el 100 % de absorcién relativa. Se cumple este criterio cuando estan presentes los mismos
maximos y en ningiin punto observado la desviacion entre los dos espectros excede del 15 % de la

absorcién del analito patrén.

&

¢) Entre 220 y 350 nm, los espectros de la pendiente de subida, el apice y la pendiente de bajada del
pico del cromatograma del extracto de la muestra, non deben ser distintos unos de otros en lo que
se refiere a las partes del espectro comprendidas en la gama del 10-100 % de absorcién relativa.
Este criterio se cumple cuando estin presentes los mismos maximos y en ninglin punto observado
la desviacién entre los espectros excede del 15 % de la absorcién del espectro en el 4pice del pico.

Si no se cumple alguno de estos criterios, no se confirma la presencia de analito.

Repetibilidad

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones paralelas llevadas a cabo con la misma
muestra no debera superar el 10 % relativo al resultado més elevado para un contenido de benzocuato
de metilo comprendido entre 4 y 20 mg/kg.

Recuperacion

La recuperacién de la muestra en blanco reforzada deberi ser al menos del 90 %.

Resultados de un estudio colaborativo

Se analizaron cinco muestras en diez laboratorios. Los analisis se efectuaron por duplicado para cada
muestra.

Resultados

Muestra

en blanco Harina 1 Granulos Harina 2 Gréanulos
(mg/Kg) : nd. 4,50 4,50 8,90 8,70
S (mg/Kg) —_ 0,30 0,20 0,60 0,50
CV, (%) — 6,70 4,40 6,70 5,70
Sk (mg/Kg) — 0,40 0,50 0,90 1,00
CVg (%) —_ 8,90 11,10 10,10 11,50
Recovery (%) — 92,00 93,00 92,00 89,00

S = coeficiente de variacién de la repetibilidad
CV, = desviacibén tipica de la reproducibilidad
Sr
CVg

coeficiente de variacién de la reproducibilidad

desviacion tipica de la reproducibilidad.
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