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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (EN 16162:2012) 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 flir 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.

Fir die in diesem Dokument zitierten Internationalen Normen wird im Folgenden auf die entsprechenden
Deutschen Normen hingewiesen:

ISO 5725 (all parts) siehe DIN ISO 5725 (alle Teile)

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN ISO 5725, Genauigkeit (Richtigkeit und Prézision) von Messverfahren und Messergebnissen — Teil 1 bis
Teil 6
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EUROPAISCHE NORM EN 16162
EUROPEAN STANDARD
NORME EUROPEENNE Mérz 2012

ICS 65.120

Deutsche Fassung

Futtermittel - Bestimmung von Decoquinat mit Hochleistungs-
Flassigchromatographie (HPLC) und Fluoreszenzdetektion

Animal feeding stuffs - Determination of decoquinate by Aliments des animaux - Dosage du décoquinate par
HPLC with fluorescence detection chromatographie liquide a haute performance (CLHP) avec
détection par fluorescence

Diese Europaische Norm wurde vom CEN am 4. Februar 2012 angenommen.

Die CEN-Mitglieder sind gehalten, die CEN/CENELEC-Geschéaftsordnung 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 Europaische 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 16162:2012 D
Verfahren, sind weltweit den nationalen Mitgliedern von CEN vorbehalten.
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Vorwort

Dieses Dokument (EN 16162:2012) 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 September 2012, und etwaige entgegenstehende
nationale Normen missen bis September 2012 zurlickgezogen werden.

Es wird auf die Mdglichkeit hingewiesen, dass einige Texte dieses Dokuments Patentrechte beriihren konnen.
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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Einleitung

Diese Europaische Norm wurde zur quantitativen Bestimmung von Decoquinat in Futtermitteln entwickelt, um
der Européaischen Kommission die Kontrolle des Gehaltes in Futtermitteln zu ermoéglichen. Dieses Verfahren
kann jedoch auch zur Beurteilung der Kreuzkontamination aus dem Medizinalfutter in Futtermittel angewendet

werden.
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1 Anwendungsbereich

Diese Europaische Norm legt ein Verfahren zur Bestimmung von Decoquinat fest. Dieses
hochleistungsflissigchromatographische (HPLC) Verfahren mit Fluoreszenzdetektion st fir die
Quantifizierung des Decoquinatgehaltes in Allein- und Erganzungsfuttermitteln, Medizinalfutter, semi-
Flussigfutter, Vormischungen und Futterzusatzstoffen geeignet.

Das Verfahren wurde vollstandig fiir verschiedene Matrices fur den Bereich von LOQ bis 60 000 mg/kg
wahrend eines international durchgefiihrten Ringversuches [11] validiert, besonders flir Alleinfuttermittel fir
Geflligel, bei einem Spurenverunreinigungsgehalt von 3 mg/kg und bei einem europaisch zugelassenen
Gehalt von 20 mg/kg bis 40 mg/kg [12].

Die Nachweisgrenze liegt zwischen 0,1 mg/kg und 0,3 mg/kg und die Bestimmungsgrenze ungefahr bei
0,5 mg/kg. Diese Grenzen wurden wahrend des Ringversuchs [11] anhand der mit dem Kontrollfuttermittel
ohne Zusatz erzielten Ergebnisse validiert. Niedrigere Nachweis- und Bestimmungsgrenzen kénnten erreicht
werden, jedoch ist dann eine Validierung durch ein Einzellaboratorium erforderlich.

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
(einschlieRlich aller Anderungen).

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

3 Kurzbeschreibung

Decoquinat wird aus den Proben mit einer Losung von 1%igem Calciumchlorid in Methanol durch
mechanisches Schiitteln oder Riihren fir 60 min extrahiert. Nach dem Zentrifugieren oder Filtrieren wird, falls
notwendig, ein Aliquot mit dem Extraktionsmittel verdinnt und durch Umkehrphasen-HPLC mit
Fluoreszenzdetektion analysiert. Im Spurenbereich positive Befunde sollten durch HPLC-Analyse der Proben
mit einer alternativen Anregungswellenlange bestatigt werden.

4 Reagenzien

Wenn nicht anders festgelegt, sind nur Reagenzien von anerkannter Analysenreinheit und nur destilliertes
oder demineralisiertes Wasser oder Wasser gleichwertiger Reinheit zu verwenden.

WARNUNG — Dieses Verfahren erfordert die Handhabung von gefiahrlichen Substanzen. Die Anwen-
dung der entsprechenden Vorschriften fiir moglicherweise gefahrliche Chemikalien wird empfohlen.
MaBRnahmen hinsichtlich der organisatorischen, technischen und personlichen Sicherheit miissen
eingehalten werden.

4.1 Methanol, HPLC-Reinheit.

4.2 Methanol, technische Reinheit.

4.3 Calciumchlorid, wasserfrei, Reinheit > 99 %.
4.4 HPLC-Verdiinnungslosung.

Eine 10 g wasserfreiem Calciumchlorid (4.3) entsprechende Menge Calciumsalz ist in Methanol (4.1) zu
I6sen. Die Losung ist gut zu mischen und auf 1 000 ml aufzufillen.

4.5 Extraktionslésung

Eine 10 g wasserfreiem Calciumchlorid (4.3) entsprechende Menge Calciumsalz ist in Methanol (4.2) zu
I6sen. Die Losung ist gut zu mischen und auf 1 000 ml aufzufllen.
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4.6 Decoquinat-Standards.

4.6.1 Decoquinatpuder-Referenzstandard mit garantierter Reinheit.
Die Reinheit muss durch ein Analysenzertifikat zertifiziert sein.
ANMERKUNG Reiner Referenzstandard ist z. B. bei Alpharma® verfligbar.
4.6.2 Decoquinat-Standard-Stammlésung, etwa 300 pg/ml.

Mdoglichst auf 0,1mg genau sind 30mg des Decoquinat-Referenzstandards (4.6.1) in einen
100-ml-Messkolben einzuwiegen und in der Verdinnungslésung (4.4) aufzulésen. Zur Unterstitzung der
Auflésung ist, falls erforderlich, ein Ultraschallbad zu benutzen. Die genaue Konzentration ist unter
Berlcksichtigung der im Zertifikat angegebenen Reinheit der Standardsubstanz (4.6.1) zu berechnen. Die
Lésung ist monatlich frisch herzustellen. Sie ist im Dunkeln bei 0 °C bis 10 °C aufzubewahren.

4.6.3 HPLC-Standardlésungen.
4.6.3.1 Standard-Zwischenlésung, etwa 6 ug/ml.

Mit einer Pipette sind 2,0 ml Standard-Stammlésung (4.6.2) in einen 100-ml-Messkolben zu Uberfihren und
mit der Verdinnungslésung (4.4) bis zur Marke aufzufilllen. Die Standard-Zwischenlésung ist fur jede
Analysenserie zu Uberprifen. Die Extinktionsdichte der Zwischenlésung kann mit der Verdinnungslésung
(4.4) als Bezug fir die optische Dichtemessung bei 265 nm Uberprift werden. Unter diesen Bedingungen liegt
der Extinktionsbereich zwischen 0,67 und 0,73. Diese Standard-Zwischenldsung wird taglich frisch hergestellt.

4.6.3.2 HPLC-Kalibrierstandardlésungen, etwa 0,15 pg/ml, 0,30 pug/ml, 0,60 ug/ml und 1,2 pg/ml.

Es sind 4 Konzentrationen der HPLC-Standardlésungen, wie in Tabelle 1 (Standard A/B/C/D) dargelegt,
herzustellen. Mit einer Pipette ist das erforderliche Volumen der Standard-Zwischenlosung (4.6.3.1) in
Messkolben zu Uberfiihren und mit der Verdiinnungslosung (4.4) bis zur Marke aufzufillen. Die Lésungen
sind gut zu durchmischen.

Tabelle 1 — Herstellung der Kalibrierstandardlésungen

Anteile der Zwischenlésung | Messkolben | Verdiinnungsfaktor
Standard (4.6.3.1) = ug/ml
mi ml
A 5 200 40 0,15
B 5 100 20 0,30
Cc 10 100 10 0,60
D 10 50 5 1,20

Die genaue Konzentration der Kalibrierstandardlésungen ist unter Berlcksichtigung der genauen
Konzentration der Stamml&sung (4.6.2) zu berechnen.

Alle hier beschriebenen Lésungen (Standard A/B/C/D) werden taglich frisch hergestellt.
4.7 Mobile Phase fiir die HPLC.

Eine 10 g wasserfreiem Calciumchlorid (4.3) entsprechende Menge Calciumsalz ist in 1| eines Lésemittel-
gemischs aus Methanol (4.1)/Wasser im Verhaltnis von 825/175 Volumenanteil aufzuldsen. Die Ldsung ist vor
der Verwendung unter Vakuum (5.2) zu filtrieren.

ANMERKUNG  HPLC-Spiul- und Reinigungslésung.

Zum Spulen der HPLC-Saule und -ausristung am Ende eines jeden Analysentages ist eine Lésung aus
Methanol (4.1) und Wasser im Verhaltnis von 85/15 Volumenanteil ohne Calciumsalz herzustellen.
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