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MINISTERIO
DE EDUCACION Y CULTURA

124 REAL DECRETO 2063/1999, de 30 de
diciembre, por el que se modifica el Real
Decreto 1424/1998, de 3 de julio, por el que
se constituye y organiza el Real Patronato de
la Ciudad de Toledo.

El Real Patronato de la Ciudad de Toledo fue cons-
tituido por Real Decreto 1424/1998, de 3 de julio, con
la finalidad de contribuir a fortalecer y potenciar las posi-
bilidades de desarrollo cultural y turistico de la ciudad
declarada Patrimonio de la Humanidad por la UNESCO
en 1986.

Parece oportuno establecer un solo grupo de vocales
en la composiciéon del Real Patronato, modificando para
ello el citado Real Decreto.

En su virtud, a propuesta del Ministro de Educacién
y Cultura, con la aprobaciéon del Ministro de Adminis-
traciones Publicas y previa deliberacion del Consejo de
Ministros en su reunion del dia 30 de diciembre de 1999,

DISPONGO:

Articulo Unico.

Se modifica el articulo 4 del Real Decre-
to 1424/1998, de 3 de julio, por el que se constituye
y organiza el Real Patronato de la Ciudad de Toledo,
que queda redactado en los siguientes términos:

«Articulo 4. Composicion.

1. Bajola Presidencia de Honor de Su Majestad
el Rey, el Real Patronato tendra la siguiente com-
posicion:

Presidente: el Presidente del Gobierno.

Vicepresidente: el Ministro de Educacion y Cul-
tura, que sustituira al Presidente en casos de vacan-
te, ausencia, enfermedad u otra causa legalmente
establecida.

Vocales:

El Ministro de Asuntos Exteriores.

El Ministro de Economia y Hacienda.

El Ministro de Fomento.

El Ministro de Administraciones Publicas.

El Presidente de la Junta de Comunidades de
Castilla-La Mancha.

El Secretario de Estado de Cultura.

El Delegado del Gobierno en Castilla-La Mancha.

El Alcalde de Toledo.

El Presidente de la Diputacién Provincial de Tole-
do.

El Arzobispo de Toledo.

El Rector de la Universidad de Castilla-La Man-
cha.

El Director de la Real Academia de Bellas Artes
y Ciencias Histéricas de Toledo.

Un representante de la Real Fundacién de Tole-
do.

Secretario: el Subsecretario de Educacion y Cul-
tura.

2. A las sesiones del Real Patronato podran
asistir, con voz pero sin voto, aquellas personas
que sean expresamente convocadas al efecto por
el Presidente.»

Disposicion final Gnica. Entrada en vigor.
El presente Real Decreto entrara en vigor el mismo
dia de su publicaciéon en el «Boletin Oficial del Estado».

Dado en Arrecife a 30 de diciembre de 1999.
JUAN CARLOSR.

El Ministro de Educacién y Cultura,
MARIANO RAJOY BREY

MINISTERIO DE TRABAJO
Y ASUNTOS SOCIALES

125 CORRECCION de erratas de la Orden de 9
de diciembre de 1999 por la que se fijan para
el ejercicio de 1999, las bases normalizadas
de cotizacion a la Seguridad Social, por con-
tingencias comunes, en el Régimen Especial
de la Seguridad Social para la Mineria del
Carbon.

Advertidas erratas en la insercién de la Orden de 9
de diciembre de 1999 por la que se fijan para el ejercicio
de 1999, las bases normalizadas de cotizacion a la Segu-
ridad Social, por contingencias comunes, en el Régimen
Especial de la Seguridad Social para la Mineria del
Carbén, publicada en el «Boletin Oficial del Estado»
numero 304, de fecha 21 de diciembre, se transcriben
a continuacion las oportunas rectificaciones:

En la pagina 44703, margen derecho, Interior.lll.
Personal Obrero, donde dice: «Ayudate barrenis-
ta ...... 11.150 pesetas», debe decir: «Ayudante barrenis-
ta ... 11.550 pesetas».

En la pagina 44707, margen izquierdo. Exterior, don-
de dice: «IV. Personal técnico no titulado», debe decir:
«lV. Personal técnico titulado».

MINISTERIO DE LA PRESIDENCIA

126 ORDEN de 28 de diciembre de 1999 por la
que se modifica el anexo del Real Decre-
to 2257/1994, de 25 de noviembre, por el
que se aprueban los métodos oficiales de ana-
lisis de piensos o alimentos para animales y
sus primeras materias.

Las Directivas 92/89/CEE de 3 de noviembre;
92/95/CEE de 9 de noviembre; 94/14/CE de 29 de
marzo; 93/70/CEE de 28 de julio; 93/117/CEE de 17
de diciembre, y 93/28/CEE de 4 de junio, todas de
la Comision, por la que se establecen diversos métodos
de andlisis, fueron incorporadas al ordenamiento juridico
interno mediante Real Decreto 2257/1994, de 25 de
noviembre, por el que se aprueban los métodos oficiales
de analisis de piensos o alimentos para animales y sus
primeras materias.

La disposicion final primera del Real Decre-
to 2257/1994, modificada por el Real Decre-
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to 609/1999, de 16 de abril, habilita a los Ministros
de Agricultura, Pesca y Alimentaciéon y de Sanidad y
Consumo para modificar, en el &mbito de sus respectivas
competencias, el anexo de dicho Real Decreto, cuando
ello sea consecuencia de la normativa comunitaria.

Aprobada la Directiva 1999/27/CE de la Comisién,
de 20 de abril de 1999, por la que se fijan métodos
de analisis comunitarios para la determinacién de ampro-
lio, 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, por la que se
establecen diversos métodos de andlisis comunitarios
para el control oficial de los alimentos para animales,
es preciso proceder a su incorporacion, modificando en
lo que es preciso los métodos actualmente vigentes
como oficiales.

La presente Orden, que incorpora la citada Directiva
1999/27/CE, se dicta al amparo de lo dispuesto en
el articulo 149.1.13.2 y 16.7 de la Constitucién que atri-
buye al Estado la competencia exclusiva en materia de
bases y coordinacidon general de la sanidad. En su ela-
boracién han sido consultadas las Comunidades Auté-
nomas y los sectores afectados, asimismo, ha sido infor-
mada favorablemente por la Comisién Interministerial
para la Ordenacion Alimentaria.

En su virtud, a propuesta de los Ministros de Agri-
cultura, Pesca y Alimentaciéon y de Sanidad y Consumo,
dispongo:

Articulo Ginico. Modificacion del anexo del Real Decre-
to 2257/1994.

Se modifica el anexo del Real Decreto 2257/1994,
de 25 de noviembre, por el que se aprueban diversos
métodos oficiales de analisis de piensos o alimentos para
Animales y sus primeras materias, de la siguiente forma:

1. Se afiaden los métodos para la determinacién
de amprolio, diclazurilo y carbadox que figuran en el
anexo de la presente Orden.

2. Quedan derogados los métodos numeros:
24. Esencia de mostaza, 34(b). Almidén (método de la
pancreatina), 37. Teobromina, 38. Retinol (vitamina A),
41. Menadiona (vitamina K3), 51. Amprolio, 52. Eto-
pabato, 53. Dinitolmida y 54. Nicarbacina, que figura-
ban en el anexo del mencionado Real Decre-
to 2257/1994.

Disposicion final Gnica. Entrada en vigor.
La presente Orden entrard en vigor el dia siguiente
al de su publicacion en el «Boletin Oficial del Estado».
Madrid, 28 de diciembre de 1999.

ALVAREZ-CASCOS FERNANDEZ
llmos. Sres. Ministros de Agricultura, Pesca y Alimen-
tacion y de Sanidad y Consumo.
«ANEXO
51. Determinaciéon de amprolio
Clorhidrato del cloruro de 1-[(4-amino-
2-propil-5-pirimidinil)}-2-picolinio]
1. 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 Tmg/kg; el de
determinacion, de 25 mg/kg.

2. Principio.

La muestra se somete a extraccién con una mez-
cla de agua y metanol. Tras disoluciéon con la fase

movil y filtracidon por membrana, se determina el
contenido de amprolio por cromatografia de liqui-
dos de alta resoluciéon (CLAR) de intercambio catio-
nico con deteccion UV.

3. Reactivos.

3.1 Metanol.

3.2 Acetonitrilo de calidad CLAR.

3.3 Agua de calidad CLAR.

3.4 Solucion de ortofosfato monosédico,
c¢=0,1 mol/l.

Disolver en agua (3.3) 13,80 g de ortofosfato
monosddico monohidratado en un matraz aforado
de 1.000 ml, enrasar con agua (3.3) y mezclar.

3.5 Solucién de perclorato soédico ¢ = 1,6 mol/I.

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.

3.6 Fase movil para la CLAR (véase la obser-
vacion 9.1).

Mezcla de acetonitrilo (3.2), solucién de orto-
fosfato monosddico (3.4) y solucion de perclorato
sodico (3.5), 450+ 450+ 100 (V+V +V). Antes
de utilizar la solucidén, filtrarla por un filtro de mem-
brana de 0,22 um (4.3) y desgasificarla [por ejem-
plo, en bano de ultrasonidos (4.4) durante al menos
quince minutos].

3.7 Sustancia patrén: Amprolio puro, clohidra-
to de cloruro de 1-[(4-amino-2-propilpirimi-
din-b-il)metil]-2-metil-piridina, E 750 (véase el pun-
to 9.2).

3.7.1 Soluciéon madre de patréon de amprolio,
500 ug/ml.

Pasar, con precisién de 0,1 mg, 50 mg de ampro-
lio (3.7) en un matraz aforado de 100 ml, disolver
en 80 ml de metanol (3.1) y colocar el matraz duran-
te diez minutos en un bano de ultrasonidos (4.4).
Después del tratamiento de ultrasonidos, llevar la
solucién a temperatura ambiente, enrasar con agua
y mezclar. A una temperatura de < 4 °C, la solucién
es estable durante un mes.

3.7.2 Solucioén intermedia de patréon de ampro-
lio, 50 ug/mil.

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

3.7.3 Soluciones de calibracion.

Pesar 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 ug de amprolio por ml y deben pre-
pararse justo antes de su utilizacion.

3.8 Disolvente de extraccion.
Mezcla de metanol (3.1) y agua 2+ 1 (V+V).

4. Material.

4.1 Equipo para CLAR con sistema de inyec-
cion, adecuado para volimenes de inyeccion de
100 pl.

4.1.1 Columna de cromatografia de liquidos de
125 mm x4 mm, de intercambio catiénico, con
empaquetamiento de nucleosil 10 SA de 10 um,
o equivalente.

4.1.2 Detector de UV con ajuste de longitud
de onda variable o detector de red de diodos.

4.2 Filtro de membrana, material de teflon,
0,45 um.
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4.3 Filtro de membrana, 0,22 um.
4.4 Bafio de ultrasonidos.

4.5 Agitador mecénico o magnético.
5.

Procedimiento.
5.1 Consideraciones generales.

5.1.1 Prueba en blanco.

Para la prueba de recuperacion (5.1.2), debe ana-
lizarse un pienso en blanco a fin de comprobar
la ausencia de amprolio y de sustancias interfe-
rentes. El pienso en blanco debe ser de tipo similar
a la muestra y en él no debe detectarse amprolio
ni sustancias que interfieran.

5.1.2 Prueba de recuperacion.

Debe realizarse una prueba de recuperacion ana-
lizando el pienso en blanco que se habra enrique-
cido por adiciéon de una cantidad de amprolio simi-
lar a la presente en la muestra. Para afadir una
concentracion del 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
evaporacioén hasta llegar a unos 0,5 ml. Ahadir 50 g
del pienso en blanco mezlar cuidadosamente; dejar
en reposo durante diez minutos, volviendo a mez-
clar varias veces, y pasar a la fase de extrac-
cion (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
patron. En este caso, la muestra que deben ana-
lizarse 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 enri-
quecer, y larecuperacioén se calcula por sustraccion.

5.2 Extraccion.

5.2.1 Premezclas (contenido < 1 por 100 de
amprolio) y alimentos para animales.

Pesar, con precision de 0,01 g, 5-40 g de la
muestra, segun el contenido en amprolio, en un
matraz Erlenmeyer de 500 ml y anadir 200 ml de
disolvente de extraccion (3.8). Poner el matraz
durante quince minutos en el bano de ultrasonidos
(4.4). Retirar el matraz del bafio de ultrasonidos
y agitarlo durante una hora con agitacién mecanica
(4.5). Diluir una alicuota del extracto con la fase
movil (3.6) hasta conseguir un contenido de ampro-
lio de 0,5-2 ug/ml y mezclar (véase la observa-
cion 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).

5.2.2 Premezclas (contenido > 1 por 100 de
amprolio).

Pesar, con precision de 0,001 g, 1-4 g de la
premezcla, segun el contenido en amprolio, en un
matraz Erlenmeyer de 500 ml y anadir 200 ml de
disolvente de extraccion (3.8). Poner el matraz
durante quince minutos en el bano de ultrasonidos
(4.4). Retirar el matraz del bafio de ultrasonidos
y agitarlo durante una hora con agitacién mecanica
o magnética (4.5). Diluir una alicuota del extracto
con la fase mavil (3.6) hasta conseguir un contenido
de amprolio de 0,5-2 ug/ml y mezclar. Filtrar
5-10 ml de esta solucién diluida a través de un
filtro de membrana (4.2). Proceder a la determi-
nacion mediante CLAR (5.3).

5.3 Determinacién mediante CLAR.

5.3.1 Paradmetros.

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
empaquetamiento de nucleosil 10 SA de 10 um,
o equivalente.

Fase movil (3.6): Mezcla de acetonitrilo (3.2),
solucion de ortofosfato monosaddico (3.4) y solucién
de perclorato sédico (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 cromato-
grafico inyectando varias veces la solucién de cali-
bracién (3.7.3) con 1,0 ug/ml, hasta obtener alturas
de pico y tiempos de retencion constantes.

5.3.2 Curva de calibracién.

Inyectar cada solucién de calibraciéon (3.7.3)
varias veces y determinar las alturas (areas) medias
de los picos correspondientes a cada concentra-
cion. Trazar una curva de calibracién poniendo las
alturas (areas) media de los picos de las soluciones
de calibraciéon en ordenadas y las concentraciones
correspondientes en ug/ml en abscisas.

5.3.3 Solucién de la muestra.

Inyectar varias veces el extracto de la mues-
tra (5.2) utilizando el mismo volumen que el
empleado para las soluciones de calibracion y deter-
minar la altura (area) media de los picos de ampro-
lio.

6. Cdlculo de los resultados.

A partir de la altura (drea) media de los picos
de amprolio de la solucion de la muestra, deter-
minar la concentracion de la soluciéon de la muestra
en ug/ml mediante la curva de calibracion (5.3.2).

El contenido w de amprolio de la muestra, expre-
sado en mg/kg, se obtiene mediante la siguiente
férmula:

V—B—f*
w= =P kel
m

donde:

V = volumen del disolvente de extracciéon (3.8) en
ml de acuerdo con 5.2 (es decir; 200 ml).
B = concentracion de amprolio en el extracto de
la muestra (5.2) en ug/ml.
f = factor de dilucion de acuerdo con 5.2.
m = masa de la porcién de muestra en g.

7. Validacion de los resultados.

7.1 ldentidad.

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 solucion de
calibracién (3.7.3) con 2,0 ug/ml.

7.1.1 Cocromatografia.

Se enriquece un extracto de la muestra (5.2)
mediante adicién de una cantidad adecuada de la
solucion de calibracion (3.7.3). La cantidad de
amprolio anadida 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 anadida
y la dilucién del extracto. La anchura del pico a
la mitad de su altura debe estar dentro del margen
del £ 10 por 100 de la anchura inicial del pico
de amprolio del extracto de la muestra antes de
ser enriquecido.
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7.1.2 Deteccion por red de diodos.
Los resultados deben evaluarse de acuerdo con
los siguientes criterios:

a) La longitud de onda de absorcidon maxima
de los espectros de la muestra y del patrén, regis-
trados en el vértice del pico del cromatograma,
debe ser la misma dentro de un margen determi-
nado por el poder de resolucién del sistema de
deteccion. En el caso de la deteccién por red de
diodos se situa 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 por
100 y el 100 por 100 de la absorbancia relativa.
Este criterio se cumple cuando estan presentes los
mismos maximos y la desviacion entre los dos
espectros no supera en ningun punto observado
el 15 por 100 de la absorbancia del analito patrén.

c) Entre 210 y 320 nm, los espectros de la
pendiente ascendente, del vértice y de la pendiente
descendiente del pico producido por el extracto
de la muestra no deben ser diferentes entre si en
las partes del espectro situadas entre el 10 por
100 y el 100 por 100 de la absorbancia relativa.
Este criterio se cumple cuando estan presentes los
mismos maximos y la desviacién entre los espec-
tros no supera en ningldn punto observado el 15

por 100 de la absorbancia del espectro del vértice
del pico.

La presencia del analito sélo se considera con-
firmada cuando se cumplen todos estos criterios.

7.2 Repetibilidad.

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

El 15 por 100 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 1.000 mg/kg.

El 7,5 por 100 del resultado superior en caso
de contenido de amprolio mayor de 1.000 mg/kg.

7.3 Recuperacion.

En el caso de una muestra enriquecida (virgen),
la recuperacion debe ser como minimo del 90
por 100.

8. 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) vy
una premezcla (muestra b). Los resultados se reco-
gen en el siguiente cuadro:

Muestra 1
(pienso Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5

en blanco)
L o 14 14 14 14 15
0 T 56 56 56 56 60
Media (mg/kg) ...ooviiii — 45,5 188 5.129 25.140
S (MG/KG) +e e - 2.26 3,57 178 550
CV, (Porcentaje) ........ccooviiiiiiiiiia... — 4,95 1,90 3,46 2,20
SRAMG/KG) +eveoeee e — 2.95 11.8 266 760
CVg (Porcentaje) ........ccoooviiiiiiiiiiiinn... — 6,47 6,27 5,19 3,00
Contenido nominal (mg/kg) .................... - 50 200 5.000 25.000

L: ndmero de laboratorios.
n: numero de valores individuales.
S, desviacion tipica de la repetibilidad.
V.. coeficiente de variacion de la repetibilidad.
Sg: desviacion tipica de la reproducibilidad.
CVg: coeficiente de variacion de la reproducibilidad.

C

9. Observaciones.

9.1 Si la muestra contiene tiamina, el pico de
ésta aparece en el cromatograma precediendo de
cerca al pico de amprolio. Seguin este método, el
amprolio y la tiamina deben separarse. Si la colum-
na (4.1.1) utilizada en este método no separa el
amprolio de la tiamina, sustituir hasta el 50 por
100 del acetonitrilo de la fase movil (3.6) por meta-
nol.

9.2 De acuerdo con la British Pharmacopoeia,
el espectro de una solucion de amprolio (c=0,02
mol/1) de acido clorhidrico (c = 0,1 mol/I) presenta
maximos a 246 nm y 262 nm. La absorbancia es
de 0,84 a246 nmyde 0,80 a262 nm.

9.3 El extracto debe estar siempre diluido con
la fase movil; en caso contrario, el tiempo de reten-
cion del pico de amprolio puede variar significa-
tivamente debido a cambios en la fuerza idnica.

64. Determinacion de diclazurilo

2, 6 dicloro-a-(4-clorofenil)-4-[4,
b-dihidro-3,5-dioxo-1,2,4-triacina-2(3H)-ilJbence-
no-acetonitrilo

1. Finalidad y campo de aplicacion.

El presente método permite la determinacion del
diclazurilo en los alimentos para animales y pre-
mezclas. El limite de deteccion es de 0,1 mg/kg;
el de determinacion, de 0,5 mg/kg.

2. Principio.

Tras la adicién de un patrén interno, la muestra
se somete a extraccion con metanol acidificado.
En caso de alimentos para animales, se purifica
una alicuota del extracto en un cartucho de extrac-
cion en fase sélida de C18. El diclazurilo se eluye
de un cartucho de una mezcla de metanol acidi-
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ficado y agua. Previa evaporacioén, 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 reso-
lucion (CLAR) de fase inversa y gradiente ternario
con deteccion de UV.

3. Reactivos.

3.1 Agua de calidad CLAR.

3.2 Acetato de amonio.

3.3 Sulfato de hidrégeno y tetrabutilamonio
(SHTB).

3.4 Acetonitrilo de calidad CLAR.

3.5 Metanol de calidad CLAR.

3.6 N,N-dimetilformamida (DMF).

3.7 Acido clorhidrico, Poo= 1,19 g/ml.

3.8 Sustancia patron diclazurilo 11-24: 2,6 diclo-
ro-o-(4-clorofenil)-4-[4,5-dihidro-3,5-dioxo-1,2,4-triaci-
na-2(3H)-ilJoenceno-acetonitrilo, de pureza garantiza-

da, E771.

3.8.1 Solucién madre de patrén de diclazurilo,
500 ug/ml.

Pesar, con precision de 0,1 mg, 25 mg de sus-
tancia patron de diclazurilo (3.8) en un matraz afo-
rado 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 &mbar y guardar en
frigorifico. A una temperatura de < 4 °C, la solucién
es estable durante un mes.

3.8.2 Solucién de patron de diclazurilo,
50 ug/ml.

Pasar 5,00 ml de la soluciéon madre de patron
(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 ambar
y guardar en frigorifico. A una temperatura de
< 4 °C, la solucidén es estable durante un mes.

3.9 Sustancia patrén interno: 2,6 diclo-
ro-o-(4-clorofenil)-4-[4,5-dihidro-3,5-dioxo-1,2,4-tria-
cina-2(3H)-il]-a-metilbenceno-acetonitrilo.

3.9.1 Solucion madre de patron interno,
500 ug/ml.

Pesar, con precision de 0,1 mg, 25 mg de sus-
tancia patron interno (3.9) en un matraz aforado
de 50 ml, disolver y enrasar con DMF (3.6) y mez-
clar. Envolver el matraz en papel de aluminio o
utilizar un matraz de color ambar y guardar en fri-
gorifico. A una temperatura de < 4 °C, la solucion
es estable durante un mes.

3.9.2 Soluciéon de patrén interno, 50 ug/ml.

Pasar 5,00 ml de la solucién madre de patréon
interno (3.9.1) a un matraz aforado de 50 ml, enra-
sar 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
de £ 4 °C, la soluciéon es estable durante un mes.

3.9.3 Solucién de patrdn interno, para premez-
clas, p/1.000 mg/ml (p = contenido nominal de
diclazurilo en la premezcla, expresado en mg/kg).

Pesar, con precision de 0,1 mg, p/10 mg de
sustancia patron interno en un matraz aforado de
100 ml, disolver en DMF (3.6) en un baro de ultra-
sonidos (4.6) y mezclar. Envolver el matraz en papel
de aluminio o utilizar un matraz de color ambar
y guardar en frigorifico. A una temperatura de
<4 °C, la solucidén es estable durante un mes.

3.10 Soluciones de calibracion, 2 ug/mil.
Pasar con pipeta 2,00 ml de la solucién de patrén
de diclazurilo (3.8.2) y 2,00 ml de la solucién de

patrén interno (3.9.2) a un matraz aforado de 50 ml.
ARadir 16 ml de DMF (3.6), enrasar y mezclar. Esta
solucién debe prepararse justo antes de su utili-
zacion.

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

3.12 Disolvente de extracciéon: Metanol acidi-
ficado.

Poner con pipeta 5,0 ml de &cido clorhidrico
(3.7) en 1.000 ml de metanol (3.5) y mezclar.

3.13 Fase moévil para la CLAR.

Eluyente A: Solucién de acetato de amonio vy
sulfato de hidrégeno y tetrabutilamonio.

3.13.1 Disolver 5 g de acetato de amonio (3.2)
3,4 g de SHTB (3.3) en 1.000 ml de agua (3.1)
mezclar.

13.2 Eluyente B: Acetonitrilo (3.4).
13.3 Eluyente C: Metanol (3.5).

4. Material.

4.1 Agitador mecanico.
4.2 Equipo para CLAR con capacidad de gra-
dientes ternarios.

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

4.2.2 Detector de UV con ajuste de longitud
de onda variable o detector de red de diodos.

Y
Y

3.
3.

4.3 Evaporador rotatorio de vacio.
Filtro de membrana, 0,45 um.
Colector de vacio.

Bano de ultrasonidos.

PhBH
ooh

5. Procedimiento.
5.1 Consideraciones generales.

5.1.1 Prueba en blanco.

Debe analizarse un pienso en blanco a fin de
comprobar la ausencia de diclazurilo y de sustan-
cias 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 inter-
fieran.

5.1.2 Prueba de recuperacion.

Debe realizarse una prueba de recuperaciéon ana-
lizando el pienso en blanco que se habra enrique-
cido por adicion de una cantidad de diclazurilo simi-
lar a la presente en la muestra. Para anadir una
concentracion del 1 mg/kg, transferir 0,1 ml de
la solucién madre del patrén (3.8.1) con 50 g del
pienso en blanco y mezclar cuidadosamente; dejar
en reposo durante diez minutos, volviendo a mez-
clar varias veces, y pasar a la fase de extrac-
cion (b.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 adicién de
patrén. En este caso, la muestra que debe ana-
lizarse 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 enri-
quecer, y la recuperacion se calcula por sustraccion.

5.2 Extraccion.

5.2.1 Alimentos para animales.

Pesar, con precision de 0,01 g, unos 50 g de
la muestra. Pasar a un matraz Erlenmeyer de
500 ml, anadir 1,00 ml de la solucidon de patrén
interno (3.9.2), 200 ml de disolvente de extraccién
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(3.12) y tapar el matraz. Agitar la mezcla en el
agitador (4.1) hasta el dia siguiente. Dejar reposar
durante diez minutos. Pasar una alicuota de 20
ml del sobrenadante a un recipiente adecuado de
vidrio y diluir con 20 ml de agua. Pasar esta solucion
a un cartucho de extraccion (3.11) y hacer que
lo atraviese aplicando vacio (4.5). Lavar el cartucho
con 25 ml de una mezcla de disolvente de extrac-
cion (3.12) y agua, 65 + 35 (V + V). Desechar las
fracciones recogidas y eluir los compuestos con
25 ml de una mezcla de disolvente de extracciéon
(3.12) y agua 80 + 20 (V + V). Evaporar esta frac-
cion hasta llegar justo a la sequedad mediante el
evaporador rotatorio (4.3) a 60 °C. Disolver el resi-
duo en 1,0 ml de DMF (3.6), anadir 1,5 ml de
agua (3.1) y mezclar. Filtrar a través de un filtro
de membrana (4.4). Proceder a la determinacion
mediante CLAR (5.3).

5.2.2 Premezclas.

Pesar, con precision de 0,001 g, aproximada-
mente, 1 g de la muestra. Pasar a un matraz Erlen-
meyer de 500 ml, afadir 1,00 ml de la solucién
de patron interno (3.9.3), 200 ml de disolvente de
extraccion (3.12) y tapar el matraz. Agitar la mezcla
en el agitador (4.1) hasta el dia siguiente. Dejar
reposar durante diez minutos. Transferir una ali-
cuota de 10.000 p/ml (p = contenido nominal de
diclazurilo en la premezcla, expresado en mg/kg)
del sobrenadante a un matraz redondo de tamano
adecuado. Evaporar hasta llegar justo a la sequedad
a presion reducida, a 60 °C, mediante el evaporador
rotatorio (4.3). Volver a disolver el residuo en 10,0
ml de DMF (3.6), afadir 15,0 ml de agua (3.1)
y mezclar. Proceder a la determinaciéon mediante
CLAR (5.3).

5.3 Determinacion mediante CLAR.

5.3.1 Parametros.

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

Columna de cromatografia de liquidos (4.2.1):
100 mm x 4,6 mm, con relleno de hypersil ODS
de 3 um, o equivalente

Fase movil:

Eluyente A (3.13.1): Solucion acuosa de acetato
de amonio y sulfato de hidrégeno y tetrabutilamo-
nio.

Eluyente B (3.13.2): Acetonitrilo.

Eluyente C (3.13.3): Metanol.

Modo de elucién:

Gradiente lineal.

Condiciones iniciales A+B+ C=60+20+ 20
(V+V+V).

Tras diez minutos elucién en gradiente durante
treinta minutos hasta: A+B+C=45+20+ 3b
(V+V+V).

Lavar con B durante diez minutos.

Flujo: 1,5-2 ml/min.
Volumen de inyeccion: 20 pl.
Longitud de onda del detector: 280 um.

Comprobar la estabilidad del sistema cromato-
gréafico inyectando varias veces la solucion de cali-
bracién (3.10) con 2 ug/ml, hasta obtener alturas
de pico y tiempos de retencidon constantes.

5.3.2 Curva de calibracion.

Inyectar 20 ul de la solucion de calibracion (3.10)
varias veces y determinar las alturas (areas) medias
de los picos correspondientes al diclazurilo y al
patron interno.

5.3.3 Solucién de la muestra.

Inyectar 20 ul de la solucién de la muestra (5.2.1
6 5.2.2) varias veces y determinar las alturas (areas)
medias de los picos correspondientes al diclazurilo
y al patron interno.

6. Calculo de los resultados.

6.1 Piensos.

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

hd,s . hi,(:

hi,s . hd,c . m

donde:

hgs = altura (area) del pico de diclazurilo en la solu-
cion de la muestra (5.2.1).
h;s = altura (area) del pico del patron interno en
la solucién de la muestra (5.2.1).
hg,c = altura (area) del pico de diclazurilo en la solu-
cion de calibracion (3.10).
h;. = altura (area) del pico del patron interno en
la solucién de calibracién (3.10).
Bg.c = concentracién de diclazurilo en la solucién
de calibracion en ug/ml (3.10).
m = masa de la porcién de muestra en g.
V =volumen del extracto segun 5.2.1 (es decir,
2,5 ml).

6.2 Premezclas.

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

Bac.0,02v.p
: [mg/kg]

hi,s . hd,c m

donde:

hg,c = altura (&rea) del pico de diclazurilo en la solu-
cion de calibracion (3.10).
h;. = altura (area) del pico del patrén interno en
la solucién de calibracion (3.10).
hg s = altura (area) del pico de diclazurilo en la solu-
cion de la muestra (5.2.2).
h;s = altura (area) del pico del patron interno en
la solucién de la muestra (5.2.2).
Bg.c = concentracién de diclazurilo en la solucién
de calibracion (3.10).
m = masa de la porcién de muestra en g.
V =volumen del extracto segun 5.2.2 (es decir,
25 ml).
p = contenido nominal de diclazurilo en la pre-
mezcla, expresado en mg/kg.

7. Validaciéon de los resultados.

7.1 ldentidad.

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 6 5.2.2) y de la solu-
cion de calibracién (3.10).
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7.1.1  Cocromatografia.

Se enriquece un extracto de la muestra (5.2.1
6 5.2.2) mediante adicion de una cantidad ade-
cuada de la solucidn de calibracién (3.10). La can-
tidad de diclazurilo anadida 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 patrén interno, teniendo en cuen-
ta la cantidad anadida y la dilucién del extracto.
La anchura del pico a la mitad de su altura debe
estar dentro del margen del £ 10 por 100 de la
anchura inicial del pico de diclazurilo o de patréon
interno del extracto de la muestra antes de ser
enriquecido.

7.1.2 Deteccion 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 patrén, regis-
trados en el vértice del pico del cromatograma,
debe ser la misma dentro de un margen determi-
nado por el poder de resolucion del sistema de
deteccién. En el caso de la deteccion por red de
diodos se situa 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 por
100 y el 100 por 100 de la absorbancia relativa.
Este criterio se cumple cuando estan presentes los
mismos maximos y la desviacién entre los dos
espectros no supera en ningun punto observado
el 15 por 100 de la absorbancia del analito patrén.

c) 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 por 100
y el 100 por 100 de la absorbancia relativa. Este
criterio se cumple cuando estan presentes los mis-

mos maximos y la desviacién entre los espectros
no supera en ningun punto observado el 15 por
100 de la absorbancia del espectro del vértice del
pico.

La presencia del analito sélo se considera con-
firmada cuando se cumplen todos estos criterios.

7.2 Repetibilidad.

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

El 30 por 100 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 dicla-
zurilo entre 2,5 y 5 mg/kg.

El 15 por 100 del resultado superior en caso
de contenido de diclazurilo mayor de b mg/kg.

7.3 Recuperacion.

En el caso de una muestra enriquecida (virgen),
la recuperacion debe ser como minimo del 80
por 100.

8. Resultados de un estudio colaborativo.

Se organizé un estudio colaborativo en el que
11 laboratorios analizaron cinco muestras. De estas
muestras, dos eran premezclas: Una mezclada con
una matriz organica (O 100) y la otra con una matriz
inorganica (A 100). El contenido tedrico era de 100
mg de diclazurilo por kg. Las otras tras muestras
eran piensos compuestos para aves de corral, ela-
borados por tres productores diferentes (NL)
(L1/Z1/K1). El contenido tedrico era de 1 mg de
diclazurilo por kg. Se dieron instrucciones a los labo-
ratorios para que analizaran cada muestra una vez
o por duplicado. (Puede encontrarse informacion
mas detallada de este estudio, en el “Journal of
the AOAC International”, volumen 77, niumero 6,
1994, pp. 1359-1361.) Los resultados se recogen
en el siguiente cuadro:

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5
0 100 L1 Z1 K1

L 11 11 11 11 6
0 19 18 19 19 12
Media (mg/kg) ...cooorii 100,8 103,56 0.89 1,15 0.89
Sy (MG/KG) +ee e 5,88 7.64 0,15 0,02 0,03
CV, (Porcentaje) .......ccooviiuiiiiiiiaaaaan. 5,83 7.38 17,32 1,92 3,34
SRAMG/KG) - eeeeeeee e 7.59 7.64 0.17 0.11 0,12
CVg (Porcentaje) .........coovviiiiiiiiiineannnnn. 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Contenido nominal (mg/kg) .................... 100 100 1 1 1

L: numero de laboratorios.

n: nudmero de valores individuales.

S,: desviacion tipica de la repetibilidad.
V.. coeficiente de variacién de la repetibilidad.
Sg:  desviaciodn tipica de la reproducibilidad.

C

CVRg: coeficiente de variacion de la reproducibilidad.

9. Observaciones.

Debe demostrarse previamente que la respuesta
del diclazurilo es lineal a lo largo de la gama de
concentraciones que se midan.

65. Determinacion de carbadox

Metil 3-(2-quinoxalinilmetileno)carbazato
N', N*-diéxido

1. Finalidad y campo de aplicacion.

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

2. Principio.

La muestra se equilibra con agua y se somete
a extraccion con metanol-acetonitrilo. En caso de
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alimentos para animales, una parte alicuota del
extracto filtrado se purifica en una columna de 6xi-
do de aluminio. En caso de premezclas y formu-
laciones, una porcién alicuota del extracto filtrado
se diluye con agua, metanol y acetonitrilo hasta
una concentracién adecuada. El contenido de car-
badox se determina mediante cromatografia de
liquidos de alta resolucion (CLAR) de fase inversa
con detecciéon de UV.

3. Reactivos.

3.1 Metanol.

3.2 Acetonitrilo de calidad CLAR.

3.3 Acido acético, W = 100 por 100.

3.4 Oxido de aluminio neutro, de grado | de
actividad.

3.5 Metanol-acetonitrilo 1+ 1 (V + V).

Mezclar 500 ml de metanol (3.1) con 500 ml
de acetonitrilo (3.2).

3.6 Acido acético, = 10 por 100.

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

3.7 Acetato de sodio, CH;COONa.

3.8 Agua de calidad CLAR.

3.9 Soluciéon 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
acido acético (3.6). Pasar a un matraz aforado de
1.000 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 um (4.5) y desgasificar la solucién
(por ejemplo, poniéndola en barfio de ultrasonidos
durante diez minutos).

3.11 Sustancia patrén.

Carbadox puro: Metil-3-2(2-quinoxalinilmetileno)
carbazato N', N*-diéxido, E 850.

3.11.1 Solucién madre de patréon de carbadox,
100 pug/ml (véase el punto 5. Procedimiento).

Pesar, con precision de 0,1 mg, 25 mg de sus-
tancia patron de carbadox (3.11) en un matraz afo-
rado de 250 ml. Disolver con metanol-acetonitrilo
(3.5) en bano de ultrasonidos (4.7). A continuacion,
llevar la solucion 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 tem-
peratura de < 4 °C, la solucién es estable durante
un mes.

3.11.2 Soluciones de calibracién.

Pasar 2,0, 5,0, 10,0 y 20,0 ml de la solucion
de madre de patrén (3.11.1) a una serie de matra-
ces aforados de 100 ml. Anadir 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, 10,0y 20,0 ug/m de carbadox por ml y deben
prepararse justo antes de su utilizacion.

Nota: Para la determinacién de carbadox en ali-
mentos para animales que contengan menos de
10 mg/kg, deben prepararse soluciones de cali-
bracion con una concentracién 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 labo-
ratorio.

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

4.3 Columna de vidrio (300 a 400 mm de lon-
gitud, 10 mm aproximadamente de didmetro inte-
rior) con fritado de vidrio sinterizado y llave de
extraccion.

Nota: También puede utilizarse una columna de
vidrio provista de una llave de cierre o una columna
de vidrio con un extremo coénico, en esta caso, se
introduce un tapon de fibra de vidrio hasta el extre-
mo inferior y se comprime con una varilla de vidrio.

4.4 Equipo para CLAR con sistema de inyec-
cién que permita unos volumenes de inyeccién
de 20 ul.

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

442 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 Banho de ultrasonidos.

5. Procedimiento.

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

5.1 Consideraciones generales.

5.1.1 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 sus-
tancias 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.

5.1.2 Prueba de recuperacion.

Debe realizarse una prueba de recuperacion ana-
lizando el pienso en blanco (5.1.1) que se habra
enriquecido por adicion de una cantidad de car-
badox similar a la presente en la muestra. Para
anadir una concentracién de 50 mg/kg, poner 5,0
ml de la solucion madre de patron (3.11.1) en un
matraz Erlenmeyer de 200 ml. Evaporar la solucidon
en corriente de nitrégeno hasta que queden unos
0,5 ml. Anadir 10 g del pienso en blanco, mezclar
y esperar diez minutos antes de pasar a la fase
de extraccion (b.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 adicién de
patréon. 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.

5.2 Extraccion.

5.2.1 Alimentos para animales.
Pesar, con precision de 0,01 g, unos 10 g de
la muestra. Pasar a un matraz Erlenmeyer de 200 ml,
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anadir 15,0 ml de agua, mezclar y equilibrar durante
cinco minutos. Afadir 35,0 ml de metanol-aceto-
nitrilo (3.5), tapar y agitar durante treinta minutos
con el agitador mecanico o magnético (4.1). Filtrar
la solucion a través de un papel de filtro de fibra
de vidrio (4.2). Conservar esta soluciéon para la fase
de purificacion (5.3).

5.2.2 Premezclas (0,1-2,0 por 100).

Pesar, con precision de 0,001 g, aproximada-
mente 1 g de la muestra. Pasar a un matraz Erlen-
meyer de 200 ml, anadir 15,0 ml de agua, mezclar
y equilibrar durante cinco minutos. Aiadir 35,0 ml
de metanol-acetonitrilo (3.5), tapar y agitar durante
treinta minutos con el agitador mecanico o mag-
nético (4.1). Filtrar la solucién 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. Anadir 15,0 ml de agua, enrasar con meta-
nol-acetonitrilo (3.5) y mezclar. La concentraciéon
de carbadox en la solucion final debe ser de unos
10 ug/ml. Se filtra una alicuota a través del filtro
de 0,45 um (4.6). Proceder a la determinacion
mediante CLAR (5.4).

5.2.3 Formulaciones (>2 por 100).

Pesar, con precision de 0,001 g, aproximada-
mente 0,2 g de la muestra sin triturar. Pasar a un
matraz Erlenmeyer de 250 ml, anadir 45,0 ml de
agua, mezclar y equilibrar durante cinco minutos.
Anadir 105,0 ml de metanol-acetonitrilo (3.5), tapar
y homogeneizar. Poner en el bafno de ultrasonidos
(4.7) durante quince minutos y agitar a continua-
cién durante quince minutos con el agitador meca-
nico o magnético (4.1). Filtrar la solucion a través
de un papel de filtro de fibra de vidrio (4.2). Diluir
una alicuota del filtrado con la mezcla agua-me-
tanol-acetonitrilo (3.12) hasta conseguir una con-
centracion final de carbadox de 10-15 ug/ml (en
caso de preparado al 10 por 100, el factor de dilu-
cion es 10). Se filtra una alicuota a través del filtro
de 0,45 um (4.6). Proceder a la determinacion
mediante CLAR (5.4).

5.3 Purificacién.

5.3.1 Preparacién de la columna de 6xido de
aluminio.

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

5.3.2 Purificacion 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 vy filtrar una alicuota a través del filtro de 0,45
um (4.6). Proceder a la determinacién mediante
CLAR (5.4).

5.4 Determinacion mediante CLAR.

5.4.1 Paradmetros.

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, con relleno de 10 um,
0 equivalente.

Fase movil (3.1): Mezcla de solucién amortigua-
dora de acetato (3.9) y acetonitrilo (3.2), 825 +
+ 175 (V+V).

Flujo: 1,5-2 ml/min.

Longitud de onda de deteccién: 365 nm.

Volumen de inyeccién: 20 ul. Comprobar la esta-
bilidad del sistema cromatografico inyectando
varias veces la soluciéon de calibracion (3.11.2) con

5,0 ug/ml, hasta obtener alturas (areas) de pico
y tiempos de retencién constantes.

5.4.2 Curva de calibracién.

Inyectar cada soluciéon de calibracién (3.11.2)
varias veces y determinar las alturas (areas) medias
de los picos correspondientes a cada concentra-
cion. Trazar una curva de calibracién poniendo las
alturas o las areas medias de los picos de la solu-
ciones de calibracién en ordenadas y las concen-
traciones correspondientes en ug/ml de abscisas.

5.4.3 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 for-
mulaciones] y determinar las alturas (areas) medias
de los picos correspondientes al carbadox.

6. Calculo de los resultados.

A partir de la altura (drea) media de los picos
de carbadox de la soluciéon de la muestra, deter-
minar la concentracion de la solucién de la muestra
en ug/ml mediante la curva de calibracién (5.4.2).

6.1 Alimentos para animales.

El contenido w de carbadox de la muestra, expre-
sado en mg/kg, se obtiene mediante la siguiente
férmula:

BxV,
W= — [mg/kg]
m

Donde:

B = concentracion de carbadox en el extracto de
la muestra (5.3.2) en ug/ml.
V4 = volumen de extraccion en ml (es decir, 50 ml).
m = masa de la porcién de muestra en g.

6.2 Premezclas y formulaciones.

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

ﬁ X V2 x f
W= ———— [mg/kg]
m

Donde:

= concentracion de carbadox en el extracto
de la muestra (5.2.2 6 5.2.3) en ug/ml.
V, = volumen de extraccién en ml (es decir, 50
ml en caso de premezclasy 150 ml en caso
de preparados).

f= factor de dilucion segun 5.2.2 (premezclas)

0 5.2.3 (preparados).

m = masa de la porcidon de muestra en g.

7. Validacion de los resultados.

7.1 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 cali-
bracién (3.11.2) con 10 ug/ml.

7.1.1  Cocromatografia.

Se enriquece un extracto de la muestra mediante
adicidon de una cantidad adecuada de la solucion
de calibracién (3.11.2). La cantidad de carbadox
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anadida 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 anadida
y la dilucién del extracto. La anchura del pico a
la mitad de su altura maxima debe estar dentro
del margen del £ 10 por 100 de la anchura inicial.

7.1.2 Deteccioén por red de diodos.

Los resultados deben evaluarse de acuerdo con
los siguientes criterios:

a) La longitud de onda de absorcién méaxima
de los espectros de la muestra y del patrén, regis-
trados en el vértice del pico del cromatograma,
debe ser la misma dentro de un margen determi-
nado por el poder de resolucién del sistema de
detecciéon. En el caso de la deteccién por red de
diodos se situa generalmente en = 2 nm.

b) Entre 225 y 400 nm, los espectros de la
muestra y del patron, registrados en el vértice del
pico del cromatograma, no deben ser diferentes
en las partes del espectro situadas entre el 10 por
100 y el 100 por 100 de la absorbancia relativa.
Este criterio se cumple cuando estan presentes los
mismos maximos y la desviacion entre los dos
espectros no supera en ningun punto observado
el 15 por 100 de la absorbancia del analito patrén.

c) Entre 225 y 400 nm, los espectros de la
pendiente ascendente del vértice y de la pendiente
descendiente del pico producido por el extracto
de la muestra no deben ser diferentes entre si en

las partes del espectro situadas entre el 10 por
100 y el 100 por 100 de la absorbancia relativa.
Este criterio se cumple cuando estan presentes los
mismos maximos y la desviacion entre los espec-
tros no supera en ningln punto observado el 15
por 100 de la absorbancia del espector del vértice
del pico.

La presencia del analito s6lo se considera con-
firmada cuando se cumplen todos estos criterios.

7.2 Repetibilidad.

La diferencia entre los resultados de dos deter-
minaciones paralelas efectuadas con la misma
muestra no debe superar el 15 por 100 del resul-
tado superior en caso de contenido superior o igual
a 10 mg/kg.

7.3 Recuperacién.

En el caso de una muestra (en blanco) enrique-
cida, la recuperacion debe ser como minimo del
90 por 100.

8. Resultados de un estudio colaborativo.

Se organizé un estudio en colaborativo en el que
ocho laboratorios analizaron alimentos para anima-
les, cuatro premezclas y tres 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, pp. 484-490.) Los resultados
(salvo los valores aberrantes) se recogen en los
siguientes cuadros:

Cuadro 1. Resultados del estudio colaborativo respecto a los alimentos para animales
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5 Muestra 6
Lo 8 8 8 8 8 8
o J 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, (Porcentaje) ................. 5,8 5,6 2,9 3.1 3.2 4,3
Sr(mg/kg) ... 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CVRg (Porcentaje) ................ 7.8 8,7 4,6 5,2 4,8 4,9
Contenido nominal (mg/kg). 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0

Cuadro 2. Resultados del estudio colaborativo respecto a las premezclas y formulaciones

Premezclas Preparados
A B C D A B C
Lo 7 7 7 7 8 8 8
N 14 14 14 14 16 16 16
Media (mg/kg) ......... 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
S, (MG/KG) +eveeenaenn 0,37 0,28 0,28 0.44 4,1 5,1 7.7
CV, (Porcentaje) ........ 4,2 3.0 3.0 5,0 4,3 5,2 7.4
Sg(mg/kg) ............. 0,37 0,28 0,40 0,56 5,4 6.4 7.7
CVg (Porcentaje) ....... 4,2 3,0 4,3 6.3 5,7 6.5 7.4
Contenido nominal
(mg/kg) ......... 100 100 100 100 100 100 100

L:  numero de laboratorios.
n: numero de valores individuales.

S, desviacion tipica de la repetibilidad.
CV. coeficiente de variacion de la repetibilidad.
Sg: desviacion tipica de la reproducibilidad.
CVg: coeficiente de variacion de la reproducibilidad.»



