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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 Eurcpea,

Vista la Directiva 70/373/CEE del Consejo, de 20 de julio
de 1970, relativa a la introduccion de métodos para la
toma de muestras y de métodos de analisis comunitarios
para el control oficial de la alimentacién animal ('), cuya
ultima modificacién la constituye el Reglamento (CEE) n°
3768/85{(%, y, 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 o administrativas referentes a la calidad y la
composicion de los piensos, se efectian siguiendo
métodos comunitarios de toma de muestras y de analisis;

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

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

HA ADOPTADO LA PRESENTE DIRECTIVA:

Articule 1

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

() DO n° L 170 de 3. 8. 1970, p.
s,

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

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

Articulo 2

Los Estados miembros adoptaran 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 Comision.

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

Articulo 3

La presente Directiva entrara 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 Comision
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ANEXO
t. DETERMINACION DE LA ROBENIDINA
Clorhidrato de 13-bi:  4-clorobenciliden} amino} guanidina

1. Objetive y ambito
El método esta concebido para la determinacion de la robenidina en los alimentos para animales. El
limite minimo de determinacién es de 5 mglkg.

2. Principio
La muestra se extrae con metanol acidificado. Se desecz el extracto y se punfica en una columna de
oxido de aluminio una parte alicuota. La robemidina se eluye de la columna con metanol, se
concentra y se completa hasta un volumen adecuado con fase mévil. El contenido de robeniding se
determina mediante cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa (HPLC) empleando un
detector ultravioleta.

3. Reactivos

31, Metanol

32 Metanol acidificads
Transferir 4,0 ml de acido clorhidrico (P <a, 1,18 g/ml} 2 un matraz graduado de 500 ml, enrasar con
metanol (3.1) y mezclar. Esta solucion debe prepararse antes de cada uso.

33.  Acetonitrile de calidad para HPLC

34.  Tamiz molecular
Tipo 3A, perlas de 8-12 mallas (perlas de 1,6-2.5 mm, aluminosilicato cristalino, 0,3 mm de diametro
de poro).

3.5.  Oxido de aluminio : dcido, grade de actividad I para cromatografic de columna
Transferir 108 g de dxido de aluminio a un recipiente apropiado v aftadir 2,0 mi de agua. Tapar v
agitar durante 20 minutos aproximadamente. Almacenar en un recipiente bien cerrado.

36.  Solucion de potasio dibidrigeno fosfaro, ¢ = 0025 masld
En un matraz graduado de | 000 mi disolver 3,40 g de potasio dihidrégeno fosfato en agua (de calidad
para HPLC), enrasar y mezclar.

37.  Solucidn de disodiohidrogens fostato. ¢ = 0025 mold
En un matraz graduado de 1 600 mi disolver 3,58 g de fosfato monodcido de sodio anhidro (o 445 g
de dihidrato o 895 g de dodecahidrato) enrasar y mezclar.

38 Fase movid de la HPLC
Mezclar los reactivos siguientes :
650 ml acetonitrilo (3.3}
250 mil de agua (de calidad para HPLC),
50 ml] de solucion de potasio dihidrogeno fosfato (3.6),

50 ml de solucién de disodiohidrogeno fosfato de sodio (3.7}

Filtrar por un filtro de 0.22 um (4.6) y desgasificar la solucion (por ejemplo, mediante la aplicacion de
ultrasonidos durante 10 minutos}).

39.  Sustancia patron

Robenidina purz : Clorhidrato de 1.3-bis [{4-clorobencilidenamino} guanidina (E 75%).
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Solucion patedn madre de rob

Pesar 30 myg de sustancia patzon de robemdinag (3.9 Con precision de 81 mg. Ep un matraz atorado
E ! } I &

3 acidibicado £3.2) enrasar con ol mumo disobvente v mezilar, Envolver

de 100 mi disolver en metanc
el matraz con papel de aluminic v guardar al abugo de la fuz.

Solucién patron intermedia de robenudina: 12 pg/iml

Transferir 168 ml de L solucidn patrén madre 139.1) 5 un mateaz aforado de 299 mi, enrasar con fa
fase méwl (3.8) v mezciar Envolver of matraz con papel de alumuinio v gusrdar al abugo de b lue

Soluciones de calibrade

Transferir S0, 108, 150, 200 v 250 mi de fo disolucién pstron mtermedia (3.9.2) 2 una sene de
muatraces aforados de 50 mi Enrasar con fase moévil (381 v mesclar Estas soluciones corresporaden,
respectivamente, ¥ 1,2, 24, 36, 4.8 v 60 pg/mi de robenidina. Estas soluciones deben prepararse antes
de cada use.

Material

Columna de vidriv

Columna de vidrio ambar provista de Hlave v de un deposito de 150 mi de capacidad sproximada-
mente, con un diametro intenior de HLIS mm vy una longitad de 258 mm

Agntader owilante de faboratorio
Evaporador rotaters

Equips de HPLE con detector wltravivlera de bngitad de onda o ariakle o detector de red de diedos

gue funcione en el intervale 230457 nm

Columna pars cromatografis de Hguidos : 300 mm % 4 mm, con relleno de 10 g de Cio 0 equiva
tente.

Papet de filtrs de fibra de vidriv (Whatman GEA o equivalente)

-

Filtros de membrana de 227 um

Fiirros de membrana de 23% gm

Procedimiento
Nuta : La robeniding es sensible 3 lo luz. Debera utilizarse material de vidne ambar en todas las
OperacIones.

Generl

Diebera analizarse un pienso en blanco para comprobar que no contiene o robenidina mi sustancias
interferentes.

Debera efectusrse un ensayo de recuperacion, que consistira en analizas el pienso en blanco eanque-
cido con la adicion de una cantidad de robeniding similar a s que contenga la muestra. Para eoni-
quecer a un nivel de 60 mp/kg. transterir 30 ml de la solucion patton madre (391} a un matraz
Erlenmever de 230 mi Bvaporar la solucion en una cotriente de mitrogeno hasta que resten 0.5 ml
aprozimadamente. Afadir 15 g del pienso en blanvo, mezclar v esperar 10 minutos antes de efectuar
fa extraccion (3.2).

Nota : a efectos del presente métode, el pienso en blance debe ser de tipo sirmlar al de fa muestra v
no debe detectarse robenichna en su analisis,

Extraccion

Pesar, con precision de 001 g, 15 g aproximadamente de fa muestra preparada. Transterir a un matraz
Erlenmever de 250 ml v afiadir 1000 m! de metanol aciditicado (3.2), tapar v agitar durante una hora
en el agitador {4.2). Filtrar la solucion por un papel de filtro de frbra de vidrio (4.9) v recoger todo el
filtrado en un matraz Erlenmever de 150 ml Afadir 7.5 g del ramiz molecular, tapar v agitar durante
§ minutos. Filtrar inmeditamente por un papel de filtro de tibra de widrio. Conservar esta solucion
para fa fase de punficacion (3.3}
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54.2.

Purificacion

Preparacion de la columna de omido de alumimeo.

Introducir un pequedto tapén de hbra de vidrio en ¢l extremo nfencr de la columna de widno Pesar
11,0 g del oxido de alummio prepamdo (3.5 ¥ rransfenir o la columna Durante ests fase. debers
procutarse reducir s} maximo la exposicion a la atmostera. Golpear suavemente ¢ extreme infenor de
la columna cargads s fin de que se sedimente ¢f ondo de alumimio

Purificacion de la muestea

Transferir con uns pipets & s columns 30 mi del extracto de mugster preparado en ¢f punto (823
Coloeat ta punta de f2 pipeta cerca de Is pared de ia columns v dear que fa sohucion quede absotbuds
en el duido de sluminio. Eluir fa robeniding de a colurmae con 190 mi de meranol (LE] manee
niendo un flujo de 2-3 mi/minuto, v recoger ef cludo en un matraz edondo de 230 mi. Evaporar
hasta sequedad fs sofucion de metanol a previon reducids v o una temperatura de 4070, atibzande un
evaporador rotatorio {4.3) Disolver nuevamente ¢l residuo en 3-4 mi de fase mowl (3.5] y transtent
cusntitativamente a un matraz sforado de 10 ml Lavar ¢ matraz Con vaties porviones de -2 mi de
fase mévil v trarsferic los lavados al matraz graduade. Enmaser con of musmo disolvente y meschar
Filtzar uns alicuota por un filtre de 643 um (475 Comservar esta solucion pana In determmacion
medianee HPLC {540

Diterminacion mediante HPLC

Las condiciones siguientes se offecen como guis . pueden usarse otras condiciones sempre que den
fos mismos resultados

Columna para cromatografia de figunds 441

Fase mowil HPLC (38

Flujo: de 1.5 2 2 mi por sunaro

Longitud de onda del detecror: 37 am

Volumen de inyeccion : de 20 & 56 ulb

Comprobar Ia estabifidad del sstema cromatografice mysctando vartas veees I solucion de calibrado
(3.9.3) con un contenido de L6 peiml, Basta que se havan dcanzado sliunas o sress de proo ¥ Hempos
de mtencion comstantes.

Curva de calibrado.

fnyectar varias veces cada sofucion de aalibrado 139 1) y medir bas alturss (areas) de preo pars cads
concentracion. Trazar una curva de calibrado empleando las alturas o dreas medias de fos paeos de I

soluciones de calibrado como ordenadas ¥ I correspondientes conventrationes en ugiml come
abscisas.

Solucién de muestra

Tnyectar varias veces ¢l extracto de muestra (3.3 25 empleando ¢l mvisme volumen utihaado pars Tas
soluciones de calibrado v determibnar W altues fo area) media de los picts de robeniding

Calculo de los resultados

A partie de la alturs {area) media de los picos de mbenidina de ta solucion de muestra, dererminar la
concentracién de ha solucidn de muestra en pgmd haciendo refefencia 2 le curva de calibrlo (342}

El contenide de robenidina w (en mgrkg) de la muestra s¢ obtiene mediante Ia siguiente formats -

¢ x 200
w - X
"
siendo

= k. .’, 13 B
¢ = goncentracion de robenidina de Ia solugion de muestrs en pgimd,
m = masa, en gramos, de la muestra utthzada pars el ensayo.

Validacion de los resulaados

-,

Klentidaid

La identidad del analito se pucde confirmar mediante una co-cromatografia, o utihzando un detector
de red de diodos, mediante el cual se compatan lox espectros del extracto de fa muestra v de fa solu-
cién de calibrado (39.3) con un contentdo de 60 ugiml
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Co-cromatograin

Beforzar un extracto de muestra afadigndole ans wastdad aproprada de wolucion Jde cabibrago 139 3
{a cantidad de robernudine afadida deberi ser sumlar a la cannadad Calpalade de mibenuhing Radada en
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Revtiperacin

La revupesicion & s muestes sn blanco refornads debery ser of menes el 83 %

Resultados de un estudic colaborativa

1} Isbarsonos $ muesten e
wov. Se elegtuaron

La CEE organizé un sstudio cebomtvg oo of qune s sodiisron
pienisos para aves de cormsl ¥ coneos tanto en forra de Bartes (om
analisis duplicades de cas muestns v o obiversn o sigmiendes resaltiedos

Agee de ol
Haring : Granulos Blasing Crmatioles

Media mg/ke 278 B L 414 ! LA
S, (mgtky T 1.26 P A4 | &8
CV, M 53 4.5 1.3 . 41
s §mg§ig} 43 E s i 48l } L9

¥ (%) 16,3 ; [ » i >
Recuperacion (%) w0 : 3.3 LA ' 6.2
5. w desvanien estandur de la repetibilsiad,
CV. = coeBicente de varuacon de o repeshilidad,
Sk = dewvuion cstandar de a reproducibididad,
Vg = coehaente de vanaaion de fa reproducibihdad
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2. DETERMINACION DEL BENZOCUATO DE MITHLO

7-benziloti-s-butil-l-metoxicarbonil-f-qumolona

3 Objeto v ambito
El méwado estd concebido para la detersmnaciin de benrocuato de metlo en los alimentos pasa
animates. Bl Hmde infenor de derermmaidn v T omgpkg

Bl Benrocuato de menls se svriie de li muestrs con solutdn sretinohioy de sade metanasuliiniee.
Bl extexcto se punfics por panion (en delommetane v cromatograbs de mterambio 0RO v, 4
CONtInUICIBN, por nucys pRtrCOEn dulorometane. Bl conmando de benzocusto de metilo se
detersming wedunte cromatograbis hyuds de ol renduniento en fase mversa (HPLC empleando uo
detector ultaviclera

i1 Dhiclorometans
32 Metanel, de calidad pars HPLO

33 Fase masdd e HPLG
Mezcls de metanof 325 v spoa foshided pare HPLA) T8+ IV + W)

Filtewr a sravee de un hltes de 007 i ¢ v idesgamBloar B soluvum {por epmpls, meduanie tata
; : gt | . , ?
miento con almencles durens B mamutost

34 Seluciin de dvide metaalbinges 8 8 1%

Inluir 200 mi de kodo wetinossitonne a 00 mi con mewinol {333

35 Solucion de dods shorBidvnn 8w 1%

Dilsie 100 b de scide dorbndees (pae o3 RIS wielh o 000 sl con e

w £

16 Resna o prgercambin catpivires Amberfiba €06 120 g K Y sl

La resing debe teatane antes de su ailacidn - Bacet una ledhada con 100 g de resing v 300 mi de
solucitn de acido clorlideivo 1150 v Hewar 4 ehulbose on uns placs cabiente, agitando continiuamente.
Dreqar enifriar ¢ decanter of aiide 4 en vacky @ faves de un paped de Biliee. Evjuagar ba seving des
veces con porciones de agus de 300 mi v, 3 contimuanon, con 130 mi de metanol (3.2} Enjuager b
fesinia oo oirs porcion de 25 ael de metanol v seoar hacwndo pasar are 3 thavey de B tonts de hitro,
Guardiie b vesipa desecadis e una botella tapsda

svioh-Bunil bamsetvowarkoal A genetona)

V2 Sueanca patean . bewecsuts de meidle pues 7 bens
134 Soluwidn parrdn madre de beszooste de metilo, 00 ppiml

Pesar 30 mg de L cstancia pateon {17) con preceion de 8.1 myg. duolver en sofuaidn de suido wets
nosulfdriice {34) én un matrar aforado de 0 mi eansar v omerclar

322 Solucidn patron mtermedis de Benrucuste de menly 3 ggemi
pd :
Pasar 0 mil de la sohiwion patron madee de benzocuato de mende (370F 5 un matiaz aforado de SO
ml, enrasar con metanet {12 v mexclar

373 Solucrones de calibrado

Teansferic L, 20, 18, 40 ¢ 50 mi de o solucion pavon intermedia de berizocuato de metilo (37 25 a
unia serie de matraces aforados de 25 mib Earasar con fase movil (L3 v merclar. Bstas soluciones
tienen concentraciones de benzovuato de metddo de L0 440, 60, 80 v 100 pgiml respectvamente.
Estas soluciones han de prepararse cada ver que se vayan a usar

4. Aparatos

41 Agdader de Likorators
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4.2, Fvaporador rotaterie

I

43, Columna de vidrio (250 mm x 15 mmj provista de una Have 5 de un depéoito de 200 mi de capace
dad, aproximadamente

44 Egquipe HPLC ¢on detector uliraviolera de longitud de onda vartable o detector de red de dindos

441 Columna pera cromatogeafia hguida de 00 mm x 4 mm, con relleno de Ciy de 10 um, ¢ egquve-
fente.

45 Filtrox de membrans de 222 um
46  Filtroy de membrana de 045 pm
§. Procediniento

Y. General

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

5.1.2. Se debe Hevar 3 cabo un ensayo de recuperacidn, snalizando ¢f pienso én blanco despues de enrique-
cerlo por adicion de une cantidad de benzocuato de metifo simikie o la presente en la muestra. Para
entiquecer & un avel de 15 mpdkg aftadir 600 1t de b solucion paudn madre (3.7.1) a 20 g del
pienso en blanco, mezclar v espersr 10 minutos antes de proceder 3 la extracoign (3.0)

Neta : A los efecros de mie metodo, el pienso en Manco debe ser de tipo sinmilar al de o muestea y
en sy andhss no se debe detestar bemocuats de metilo.

§.2.  Extracedn

Pesar con precision de 001 g aproximadamente 20 g de Is muestra preparada v transferie a un matea
Erlenmeyer de 250 mb Aftadic 1000 mi de Ja solunion de sendo metanosulforico (34) v anter mecani-
camente (4.1) durante 30 muputos. Filtrar ha solucrdn 2 trives de papel de Blro v conservar of filtrado
pats la fase de particion hquide-liquido (53}

§3.  Particion ligwido-liguide

Teansterir 25,0 mil del filtrada obtenido en of punto 5.2 2 una ampolla de decantacion de 500 mi gie
contengs 100 ml de sohucion de aode dothidneo (3.5 Adadir 100 mi de diclorometano {31} 2 fa
ampolld ¥ agitar dusante 1 minuto. Esperar a que se produzca b separacion de Jas capas y verter la
capa infenor (diclorometanc) en un matraz redondo de S00 mi. Repetir Is exteaccidn de lu fase acuosa
con: otras dos porciones de 40 mit de diclorometany v combinaslas con el primer etracto contenido
en ¢} matraz redondo. Evaporar ef extaacto de diclorometane hasta sequedad en ¢l evaporador rota-
toric (4.2) 2 40°C o presion reducida. Disolver &l tesiduo en 2023 ml de metanol (3.2), tapar ef
matraz ¥ guardar todo el extracto para la cromatografis de intercambio ionico {(S.4)

54, Cromatogrativ de intercambis sénico

$AY. Preparacion de la columna de intercambio catidnico.

Taponar con lana de vidno el extremo inferior de la columna de vidrio (4.2). Preparar una lechada con
5,0 g de la resina de intercambio cationico tratada (3.6 v $0 ml de dcido clorhidrico (3.5), vertér en la
columna de vidtio y dejar reposar. Eliminar el dcido sobrante, hasta que su nivel se sitie apenas por
encima dé la superdicie de resina v lavar la columna con agua hasts que ¢l eluido de neutro al torna-
sol. Transferit 50 mi de metanol {32y a la columna y dejar eluir hasta la superficie de la resina.

§4.2 Cromatograha de colurna.

Mediante una pipeta, transferir cuidadosamente el extracto obtenido en el punto 3.3 a la columna.
Enjuagar ¢f matraz redondo con dos porciones de § a 10 ml de metanol (3.2} ¥ transferir estos
liquidos de lavado 2 la columna Dejar pasar el extracto hasta la superficie de resina v lavar Ia
columna con 50 mi de metanol, asegurandose de que el flujo no sea superior a 5 ml por minuto.
Descantar el eluido. Eluir el benzocuato de metilo de la columna utilizando 150 ml de solucion de
acido metasulfdnico (3.4) y recoger el eluido de la columna en un matraz Erlenmever de 250 ml



30. 12. 93 Drario Oficial de las Comunidades Europeas N= L 329/61

5.5.  Particion liguido-liguido

Transferir el eluido obtenido en el punto 54.2 a una ampolla de decantacidn de un litro. Enjuagar el
matraz Erlenmeyer con 5 2 10 ml de metanol (3.2) y mezclar los liquidos de lavado con el contenido
de 1a ampolla de decantacién. Afadir 300 ml de una solucion de acido clorhidrico (3.5) y 130 mi de
diclorometano {3.1). Agitar durante un minuto y dejar que las fases se separen. Transferir 1a capa infe-
rior {(diclorometano} a un matraz redondo de 500 mi. Repetir Ja extraccion de la fase acuosa con dos
nuevas poscionses de 70 mi de diclorometano y mezclar en el matraz redonde estos dos extractos con

el primero.

Evaporar hasta sequedad ¢l extractn de diclorometano en el evaporador rotatorio (4.2) 2 40°C y
presién reducida. Disolver los residuos en el matraz con unos 5§ mil de metanol (3.2) y transferir cuan-
titativamerite esta solucién s un matraz aforado de 10 mi. Enjuagar ¢l matraz redondo con dos nuevas
potciones de 1 & 2 ml de metanol y transferir estos liquidos al matraz aforado. Afiadir metanol hasta
el enrase y mezclar. Filtrar una porcion alicuota por un filtro de membrana (4.6). Reservar esta solu-
cibn para la determinacién por HPLC (5.6)

5.6.  Determinacién por HPLC

56.1. Parametros
Las condiciones siguientes se ofrecen como guia; pueden usarse otras condiciones siempte que
arrojen los mismos resultados.
Columna de cromatografia liquida (44.1)
Fase moévil HPLC : mezcls de metanol v agua (3.3)
Flujo: de | a 1.5 ml por minuto
Longitud de onda de deteccion : 265 am
Volumen de inyeccion : 20 a 50 pl
Comprobar 12 estabilidad de} sistema cromatogritico inyectando varias veces la solucién de calibrado
£3.7.3) con un contenido de 4 ugfml, hasta que se hayan aleanzado alturas (o dreas) de pico y tiempos
de retencién constantes.
562 Curva de calibrado

Invectar varias veces cada solucién de calibrado (3.7.3) v medir las alturas de pico (dreas) para cada
concentracién. Trazar una curve de calibrado empleando lis medias de las alturas o dreas de los picos
de lay soluciones de cabibrado como ordenadas v las concentraciones correspondientes en pg/mi
como abscisas.

5.6.3. Solucidén de muestra

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

6. Catculo de los resuliados

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

calibrado (5.6.2).

El contenido de benzocuvato de metilo w {mg/kg) se obtiene mediante la siguiente formula -

¢ x 40
"

en la que:
¢ = goncentracion de benzocuato de metilo de fa solucion de muestra vn ug/mt

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

73, 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 solucion de
calibrado (3.7.3) con un contenido de 10 ug/mi.
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7.1.1.

7.2

73

Co-crematogriia

Reforzar un extrac® ic mu  tra afiadiéndole una cantidad apropiada de la solucion patrén intermedia
(3.7.2). La cantidac de benzocuato de metilo afiadida debera ser similar a la cantidad calculada de
benzocuato de metilo halladc ¢n el extracto de la muestra. Solo la altura del pico de benzocuato de
metilo deberi aumentar teniendo en cuenta tanto la cantidad afiadida como la dilucion del extracto.
La anchura del pico, a la mitad de su altura maxima, no debera variar en * 10 % respecto de la
anchura original.

Deteccion por red de diodos

Los resultados se evalban con arreglo a los siguientes criterios :

a) La longitud de onda del maximo de absorcion 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
resolucion del detector. En el caso del detector de red de diodos, el margen esta situado general-
mente en * 2 nm.

Entre 220 y 350 nm, los espectros de la muestra y del patron registrados en el apice del pico
cromatografico, no deberan ser diferentes para aquellas partes del espectro comprendidas entre el
10 y el 100 % de absorcion relativa. Se cumple este criterio cuando estin presentes los mismos
maximos y en ningun punto observade la desviacidn entre los dos espectros excede del i 5 % de la
absorcién del analito patron.

b

~—

) Entre 220 y 350 nm, los espectros de la pendiente de subida, el apice vy la pendiente de bajada del
pico del cromatograma del extractc 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 absorcion relativa.
Este criterio se cumple cuando estan presentes los mismos maximos y en ningtn punto observado
la desviacion entre Jos espectros excede del 15 % de la absorcién del espectro en el apice del pico.

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

Repetibilsdad

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones paralelas llevadas a2 cabo con la misma
muestra no debera superar el 10 % relativo al resultado mas elevado para un contenido de benzocuato
de metilo comprendido entre 4 y 20 mg/kg.

Recuperacion

La recuperacion de la muestra en blanco reforzada deberd s 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 | Granulos Harna 2 Granulos
tmg/Kg) n.d. 4,50 4350 890 8.70
S, {mg/Kg} — 030 0,20 0,60 0,50
CV, (%} — 6,71 4,40 6,70 3.70
Sg (mg/Kg) — 640 0.50 0.90 100
CVg (%) — £,90 11,10 10,10 i1,50
Recovery (%) —_ 9200 93,00 ! 3200 £9 .00
S, = coeficiente de vanacion de la repetibilidad

CV, = desviacién tipica de la reproducibiidad
Sg = coeficiente de varacion de la reproducibiiidad

CVx = desviacidn tipica de la reproducibihidad.




