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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (EN 16158:2012) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 327 ,Futtermittel —
Probenahme- und Untersuchungsverfahren® erarbeitet, dessen Sekretariat vom NEN (Niederlande) gehalten
wird.

Die Mitarbeit des DIN beim Europaischen Komitee fliir Normung (CEN) wird fir den Bereich des CEN/TC 327

Uber das nationale Spiegelgremium, den Arbeitsausschuss NA 057-03-03 AA ,Futtermittel des Normenaus-
schusses Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL), wahrgenommen.
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EUROPAISCHE NORM EN 16158
EUROPEAN STANDARD
NORME EUROPEENNE Februar 2012

ICS 65.120

Deutsche Fassung

Futtermittel - Bestimmung des Semduramicingehalts -
Flassigkeitschromatographisches Verfahren mit verzweigter
analytischer Vorgehensweise

Animal feeding stuffs - Determination of semduramicin Aliments pour animaux - Dosage de la semduramicine -
content - Liquid chromatographic method using a "tree" Chromatographie liquide utilisant une approche analytique
analytical approach en arbre

Diese Europaische Norm wurde vom CEN am 30. Dezember 2011 angenommen.

Die CEN-Mitglieder sind gehalten, die CEN/CENELEC-Geschéftsordnung zu erfiillen, in der die Bedingungen festgelegt sind, unter denen
dieser Européaischen Norm ohne jede Anderung der Status einer nationalen Norm zu geben ist. Auf dem letzten Stand befindliche Listen
dieser nationalen Normen mit ihren bibliographischen Angaben sind beim Management-Zentrum des CEN-CENELEC oder bei jedem CEN-
Mitglied auf Anfrage erhaltlich.

Diese Europdische Norm besteht in drei offiziellen Fassungen (Deutsch, Englisch, Franzésisch). Eine Fassung in einer anderen Sprache,
die von einem CEN-Mitglied in eigener Verantwortung durch Ubersetzung in seine Landessprache gemacht und dem Management-
Zentrum mitgeteilt worden ist, hat den gleichen Status wie die offiziellen Fassungen.

CEN-Mitglieder sind die nationalen Normungsinstitute von Belgien, Bulgarien, Danemark, Deutschland, Estland, Finnland, Frankreich,
Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, den Niederlanden, Norwegen, Osterreich, Polen,
Portugal, Ruméanien, Schweden, der Schweiz, der Slowakei, Slowenien, Spanien, der Tschechischen Republik, der Tirkei, Ungarn, dem
Vereinigten Konigreich und Zypern.

. — |

EUROPAISCHES KOMITEE FUR NORMUNG
EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION
COMITE EUROPEEN DE NORMALISATION

Management-Zentrum: Avenue Marnix 17, B-1000 Brissel

© 2012 CEN  Alle Rechte der Verwertung, gleich in welcher Form und in welchem Ref. Nr. EN 16158:2012 D
Verfahren, sind weltweit den nationalen Mitgliedern von CEN vorbehalten.
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Vorwort

Dieses Dokument (EN 16158:2012) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 327 ,Futtermittel —
Probenahme- und Untersuchungsverfahren® erarbeitet, dessen Sekretariat vom NEN gehalten wird.

Diese Europaische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Veréffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis August 2012, und etwaige entgegenstehende nationale
Normen mussen bis August 2012 zurtickgezogen werden.

Es wird auf die Mdglichkeit hingewiesen, dass einige Texte dieses Dokuments Patentrechte beriihren kénnen.
CEN [und/oder CENELEC] sind nicht daflir verantwortlich, einige oder alle diesbezliglichen Patentrechte zu
identifizieren.

Dieses Dokument wurde unter einem Mandat erarbeitet, das die Europaische Kommission und die
Europaische Freihandelszone dem CEN erteilt haben, und unterstiitzt grundlegende Anforderungen der EU-
Richtlinien.

Entsprechend der CEN/CENELEC-Geschéftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europdische Norm zu Ubernehmen: Belgien, Bulgarien, Danemark, Deutschland,
Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien, Lettland, Litauen, Luxemburg,
Malta, Niederlande, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal, Ruménien, Schweden, Schweiz, Slowakei,
Slowenien, Spanien, Tschechische Republik, Turkei, Ungarn, Vereinigtes Konigreich und Zypern.
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1 Anwendungsbereich

Diese Europaische Norm legt ein hochleistungsflissigkeitschromatographisches (HPLC) Verfahren zur
Bestimmung des Semduramicingehaltes bei einem zugelassenen Gehalt in Futtermitteln [2] mittels massen-
spektrometrischer Detektion oder Nachsaulenderivatisierung und (UV)-VIS-Detektion (nachstehend
UV-Detektion) fest. Das Verfahren gilt fir Gefllgelfutter. Bei der Anwendung von Massenspektrometrie zum
Nachweis betragt die Bestimmungsgrenze 1,0mg/kg und beim Nachweis mittels UV mit
Nachsaulenderivatisierung 3,0 mg/kg. Niedrigere Bestimmungsgrenzen sind erreichbar, das ist jedoch vom
Anwender zu validieren.

Das Verfahren ermdglicht es, Semduramicin von Monensin, Salinomycin, Narasin, Maduramicin und
Lasalocid zu unterscheiden.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente, die in diesem Dokument teilweise oder als Ganzes zitiert werden, sind fur die
Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene
Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments
(einschlieBlich aller Anderungen).

prEN 1SO 6498, Futtermittel — Leitfaden fiir die Probenvorbereitung (ISO/DIS 6498)

3 Kurzbeschreibung

Semduramicin wird mit Acetonitril unter mechanischem Schutteln 30 min extrahiert. Die Extrakte werden
durch 0,2-um-Nylonfilter filtriert. Semduramicin wird durch Umkehrphasen-Flissigkeitschromatographie
entweder mit Detektion durch Elektrospray(ESI)-Single-Quadrupol-Massenspektrometrie (ESI-MS, en:
Electrospray lonisation — Mass Spectrometry) im Einzelionennachweis (SIM, en: single ion monitoring)-
Modus, in der Methode als LC-MS-Verfahren [4] (en: Liquid Chromatography — Mass Spectrometry)
bezeichnet, oder unter Anwendung einer Nachsaulenderivatisierung mit Dimethylaminobenzaldehyd (DMAB)
und spektrometrischer Detektion bei 598 nm, in der Methode als LC-PCD-UV-Verfahren (en: Liquid
Chromatography — Post Column Reaction — (UV-)VIS Detection) [5] bezeichnet, bestimmt. Wenn das
angewendete Detektionsverfahren ESI-MS ist, erfolgt die quantitative Bestimmung durch ein Verfahren der
Standardaddition. Wenn das LC-PCD-UV-Verfahren angewendet wird, erfolgt die quantitative Bestimmung
durch Kalibrierung mit einem externen Standard.

4 Reagenzien
Sofern nicht anders festgelegt, sind nur Reagenzien von anerkannter Analysenreinheit zu verwenden.
41 LC-Ms.

4.1.1 Wasser, Reinheitsgrad fir HPLC oder von gleichwertiger Reinheit (z. B. mit Milli-Q gereinigtes
Wasser).

4.1.2 Acetonitril, Reinheitsgrad fir HPLC-Gradienten, Reinheitsgrad mindestens 99,9 %.
4.1.3 Methanol, Reinheitsgrad fir HPLC oder Hypergrade fur LC-MS.

4.1.4 Ammoniumformiat, Reinheitsgrad fiir HPLC.

41.5 Mobile Phase.

4.1.5.1 Ammoniumformiat-Losung, ¢ = 20 mmol/l.

1,25 g Ammoniumformiat (4.1.4) sind auf 0,01 g genau in einen 1 000-mI-Messkolben einzuwiegen. Es ist in
Wasser (4.1.1) aufzulésen, und der Kolben ist mit diesem Wasser auf 1 000 ml aufzufillen. Monatlich sind
frische Lésungen herzustellen.
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4.1.5.2 Mobile Phase fiir HPLC.

Methanol (4.1.3) und Ammoniumformiat-Losung (4.1.5.1) sind im Verhaltnis 90 + 10 (Volumenanteil) zu
mischen. Die Lésung ist unter einem Vakuum mit einem Filtrationssystem fir Ldsemittel (5.11) und
Nylonfiltern (5.13) zu filtrieren.

4.2 LC-PCD-UV.

Zusatzlich zu den Reagenzien 4.1.1,4.1.2,4.1.3 und 4.1.4:

4.21 Schwefelsaure, Reinheitsgrad mindestens 98 %.

4.2.2 Dimethylaminobenzaldehyd (DMAB), Reinheitsgrad mindestens 99 %.

4.2.3 Ameisensaure, Reinheitsgrad mindestens 98 %.

4.2.4 Mobile Phase.

4241 Reagens fiir die Nachsaulenreaktion.

In einen 500-ml-Messkolben (5.7) sind zuerst etwa 250 ml kaltes Methanol (4.1.3), anschlielend 15 ml
Schwefelsdure (4.2.1) zu geben. In dem Gemisch sind 15 g DMAB (4.2.2) zu I6sen. Das Gemisch ist
abzukihlen und mit Methanol (4.1.3) auf 500 ml aufzufillen. Unter Vakuum ist mit der Ausristung nach (5.11)
und einem Membranfilter (5.12) zu filtrieren. Das Reagens ist im Kiihlschrank (von +2 °C bis +8 °C) aufzu-
bewahren. Dieses Reagenz ist 28 Tage stabil.

ANMERKUNG Das zur Herstellung des Reagens fur die Nachsaulenreaktion verwendete Methanol sollte gekihlt
aufbewahrt werden (von +2 °C bis +8 °C).

4.2.4.2 Ammoniumformiat-Lésung, ¢ = 100 mmol/l und pH = 3.

6,30 g Ammoniumformiat (4.1.4) sind auf 0,01 g genau in einen 1 000-ml-Messkolben (5.7) einzuwiegen. Es
istin 900 ml Wasser (4.1.1) aufzulésen. Der pH-Wert ist mit Ameisensaure (4.2.3) auf 3,0 einzustellen und der
Kolben ist mit gereinigtem Wasser auf 1 000 ml aufzufiillen. Die Losung ist monatlich frisch herzustellen.

4243 Mobile Phase fiir die HPLC (Blindlésung).

Methanol (4.1.3) und Ammoniumformiat-Losung (4.2.4.2) sind im Verhaltnis 90 + 10 (Volumenanteil) zu
mischen. Die Lésung ist unter einem Vakuum mit einem Filtrationssystem fir Ldsemittel (5.11) und
Nylonfiltern (5.13) zu filtrieren.

4.3 Referenzstandards fiir das LC-PCD-UV-Verfahren.

WARNUNG — Die Inhalation von und das Aussetzen gegeniiber toxischen Standardmaterialien und
Losungen davon ist zu vermeiden. Bei der Handhabung von Losemitteln und Losungen ist in einem
Abzugschrank zu arbeiten. Sicherheitsbrille und Schutzkleidung sind zu tragen.

Die Angabe der Reinheit ist fir jede Charge des Referenzstandards erforderlich.

431 Semduramicin-Natrium-Standard, Reinheitsgrad mindestens 93 %, angegeben als Semduramicin.

ANMERKUNG  Erhéltlich bei Phibro Animal Health Corporation, Third Floor 65 Challenger Road Ridgefield Park, NJ
07660-2103 USA. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieser Europaischen Norm und bedeutet keine
Anerkennung des genannten Produktes durch CEN. Gleichwertige Produkte dirfen verwendet werden, wenn sie
nachweisbar zu identischen Ergebnissen flhren.
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4.4 Referenzstandards fiir das LC-MS-Verfahren.
Zusatzlich zum Referenzstandard 4.3.1:

4.41 Nigericin-Natrium-Standard, Reinheitsgrad mindestens 98 %, als interner Standard (I.S.) zu ver-
wenden.

ANMERKUNG  Erhéltlich bei Calbiochem, A Brand of EMD Biosciences, Inc. 10394 Pacific Center Court, San Diego,
CA 92121 USA. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieser Europdischen Norm und bedeutet keine
Anerkennung des genannten Produktes durch CEN. Gleichwertige Produkte dirfen verwendet werden, wenn sie
nachweisbar zu identischen Ergebnissen flihren.

4.5 Standardlésungen.

Samtliche Standardldsungen sind vor Tageslicht zu schitzen.

451 Semduramicin-Standardstammlésung, etwa 1 mg/ml.

10 mg Semduramicin-Natrium-Standard (4.3.1) sind méglichst genau auf 0,1 mg in einen 10-ml-Messkolben
(5.7) einzuwiegen. Das genaue Gewicht von Semduramicin-Natrium ist aufzuzeichnen. Der Standard ist in
Methanol (4.1.3) zu lI6sen und der Kolben mit Methanol auf 10 ml aufzufiillen. Die Losung ist lichtgeschutzt bei
—20 °C aufzubewahren. Die Losung ist alle 3 Monate frisch herzustellen.

Die empirische Konzentration der Semduramicin-Stamml&sung ist unter Verwendung des Wertes fir die
Reinheit des Referenzstandards, der vom Lieferanten als Semduramicin angegeben ist, nach Gleichung (1)
zu berechnen.

Co=7o-P (1)

Dabei ist
Cs die empirische Konzentration von Semduramicin im Stammstandard, in mg/ml;

P die Reinheit des Semduramicin-Standards, angegeben vom Lieferanten als Semduramicin, in
Prozent, z. B. 0,934;

m  die eingewogene Masse des Semduramicin-Natrium-Standards (4.3.1), in mg.
4.5.2 Nigericin-Natrium-Standardstammlésung (fiir das LC-MS-Verfahren), etwa 1 mg/ml.

10 mg Nigericin-Natrium-Standard (4.4.1) sind auf 0,1 mg genau in einen 10-ml-Messkolben (5.7)
einzuwiegen. Das genaue Gewicht von Nigericin-Natrium ist aufzuzeichnen. Der Standard ist in Methanol
(4.1.3) zu l6sen und der Kolben mit Methanol auf 10 ml aufzufiillen. Die Lésung ist lichtgeschitzt bei —20 °C
aufzubewahren. Die Losung ist alle 3 Monate frisch herzustellen.

Die empirische Konzentration der Nigericin-Natrium-Stammldsungen ist unter Verwendung des Wertes fur die
Reinheit des Referenzstandards, der vom Lieferanten angegeben ist, nach Gleichung (2) zu berechnen.

C.=—.p 2
" 10 2)

Dabei ist
C,, die empirische Konzentration von Nigericin-Natrium im Stammstandard, in mg/ml;
P die Reinheit des Nigericin-Natrium-Standards, angegeben vom Lieferanten, in Prozent, z. B. 0,98;

m  die eingewogene Masse des Nigericin-Natrium-Standards (4.4.1), in mg.
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