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(Akty prijaté na zdkladé Smlouvy o ES a Smlouvy o Euratomu, jejichz uvefejnéni je povinné)

NARIZENI

NARIZENI KOMISE (ES) &. 152/2009
ze dne 27. ledna 2009,
kterym se stanovi metody odbéru vzorki a laboratorniho zkouseni pro dfedni kontrolu krmiv

(Text s vyznamem pro EHP)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI, —  Ctvrtd smérnice Komise 7346 /EHS ze dne 5. prosince
1972, kterou se stanovi analytické metody Spolecen-
stvi pro Gfedn{ kontrolu krmiv (%),

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského spolecenstvi,

—  prvni smérnice Komise 76/371/EHS ze dne 1. bfezna
1976, kterou se stanovi metody odbéru vzorkd

s ohledem na nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) Spolecenstvi pro edni kontrolu krmiv (9)

¢. 882/2004 ze dne 29. dubna 2004 o tfednich kontrolich za

ticelem ovéreni dodrzovani pravnich pfedpist tykajicich se krmiv

a potravin a pravidel o zdravi zvifat a dobrych Zivotnich

podminkdch zvifat (!), a zejména na ¢l. 11 odst. 4 pism. a), —  sedmd smérnice Komise 76/372/EHS ze dne 1. bfezna

b) a ¢) uvedeného nafizeni, 1976, kterou se stanovi analytické metody Spolecen-
stvi pro dfedni kontrolu krmiv (7),

vzhledem k témto divodim:
— osmd smérnice Komise 78/633/EHS ze dne 15. ¢ervna
1978, kterou se stanovi analytické metody Spolecen-
stvi pro tfedn{ kontrolu krmiv (8),
(1) Za tGcelem provedeni smérnice 70/373[EHS byly piijaty
tyto akty, které v souladu s ¢l. 61 odst. 2 nafizeni (ES)

¢. 882/2004 zistavaji nadile v platnosti: .
— devdtd smérnice Komise 81/715/EHS ze dne 31. Cer-

vence 1981, kterou se stanovi analytické metody

Spolecenstvi pro tfedn{ kontrolu krmiv (°),
—  prvni smérnice Komise 71/250/EHS ze dne 15. ¢ervna

1971, kterou se stanovi analytické metody Spolecen-

stvi pro tfedni kontrolu krmiv (3),
P 0 —  desdtd smérnice Komise 84/425/EHS ze dne 25. Cer-

vence 1984, kterou se stanovi analytické metody
Spolecenstvi pro tfedni kontrolu krmiv (19),
— druhd smérnice Komise 71/393/EHS ze dne 18. listo-
padu 1971, kterou se stanovi analytické metody

Spolecenstvi ifedni kontrolu krmiv (?
polecenstvi pro dfedni kontrolu kmiv (), — smérnice Komise 86/174/EHS ze dne 9. dubna 1986,

kterou se stanovi metoda vypoltu obsahu energie

u krmnych smési pro dribez (1),
— tieti smérnice Komise 72/199/EHS ze dne 27. dubna
1972, kterou se stanovi analytické metody Spolecen-

72, kterou s , U. vést. L 83, 30.3.1973, s. 21.
stvi pro afedni kontrolu krmiv (%),

)
(") UK vést. L 102, 15.4.1976, s. 1.
- () UK vést. L 102, 15.4.1976, s. 8.
) UFE vést. L 165, 30.4.2004, s. 1. (%) U vést. L 206, 29.7.1978, s. 43.
) UR vést. L 155, 12.7.1971, s. 13. () UFf. vést. L 257, 10.9.1981, s. 38.
) UF vést. L 279, 20.12.1971, s. 7. (19 UF. vést. L 238, 6.9.1984, s. 34.
) UFE vést. L 123, 29.5.1972, s. 6. (') UK. vést. L 130, 16.5.1986, s. 53.
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— jedendctd smérnice Komise 93/70/EHS ze dne
28. cervence 1993, kterou se stanovi analytické
metody Spolecenstvi pro tfedn{ kontrolu krmiv ('),

—  dvandctd smérnice Komise 93/117/ES ze dne 17. pro-
since 1993, kterou se stanovi analytické metody
Spolecenstvi pro tiedni kontrolu krmiv (3),

— smérnice Komise 98/64ES ze dne 3. zdif 1998,
kterou se stanovi analytické metody Spolecenstvi pro
stanoveni aminokyselin, tukti a olachindoxu v krmi-
vech a kterou se méni smérnice 71/393/EHS (?),

— smérnice Komise 1999/27|ES ze dne 20. dubna 1999,
kterou se stanovi analytické metody Spolecenstvi pro
stanoveni amprolia, diclazurilu a carbadoxu v krmi-
vech, méni smérnice 71/250/EHS a 73[46/EHS
a zruSuje smérnice 74/203/EHS (),

— smérnice Komise 1999/76/ES ze dne 23. cervence
1999, kterou se stanovi analytickd metoda Spolecen-
stvi pro stanoveni lasalocidu sodného v krmivech (%),

— smérnice Komise 2000/45/ES ze dne 6. Cervence
2000, kterou se stanovi analytické metody Spolecen-
stvi pro stanoveni vitaminu A, vitaminu E a tryptofanu
v krmivech (),

— smérnice Komise 2002/70/ES ze dne 26. Cervence
2002, kterou se stanovi pozadavky pro urceni obsahu
dioxintl a dioxinim podobnych PCB v krmivech (7),

— smérnice Komise 2003/126/ES ze dne 23. prosince
2003, kterou se stanovi analytickd metoda identifikace
slozek zivocisného piavodu pro dfedni kontrolu
krmiv (3).

JelikoZ smérnice 70/373/EHS byla nahrazena nafizenim
(ES) ¢ 882/2004, je vhodné nahradit provadéci akty
uvedené smérnice jedinym nafizenim. Zarovenn by mély byt
pfizptisobeny metody za ticelem zohlednéni vyvoje v oblasti
védeckych a technickych poznatkti. Metody, které jiz nejsou
vhodné pro zamysleny ucel, by mély byt odstranény. Ve
vhodnou dobu se planuje aktualizace pravidel pro odbér
vzorkd, aby byl zohlednén neddvny vyvoj v oblasti vyroby,
skladovani a pfepravy krmiv a jejich uvddéni na trh, aviak
v soucasnosti je vhodné zachovat stavajici pravidla pro
odbér vzorki.

Smérnice 71/250/EHS, 71/393/EHS, 72/199/EHS, 73[46]
EHS, 76/371/EHS, 76/372[EHS, 78/633[EHS, 81/715[EHS,
84/425[EHS, 86/174/EHS, 93/70/EHS, 93/117[ES, 98/64]

UF. vést. L 234, 17.9.1993, s. 17.
UF. vést. L 329, 30.12.1993, s. 54.
UF. vést. L 257, 19.9.1998, s. 14.
Ur. vést. L 118, 6.5.1999, s. 36.
Uf. vést. L 207, 6.8.1999, s. 13.
UF. vést. L 174, 13.7.2000, s. 32.
Uf. vést. L 209, 6.8.2002, s. 15.
UF. vést. L 339, 24.12.2003, s. 78.

ES, 1999/27[ES, 199976[ES, 2000/45[ES, 2002/70/ES
a 2003/126/ES by proto mély byt zruseny.

(4)  Opatfeni stanovend timto nafizenim jsou v souladu se
stanoviskem Stdlého vyboru pro potravinovy fetézec
a zdravi zvitat,

PRIJALA TOTO NARIZENI:

Cldnek 1

Odbér vzorki pro tredni kontrolu krmiv, pokud jde o stanoveni
jejich slozek, doplitkovych latek a nezddoucich latek, s vyjimkou
rezidui pesticidti a mikroorganismil, se provadi podle metod
stanovenych v piiloze L.

Cldnek 2

Piiprava vzorkil ke zkouSeni a vyjadreni vysledkii se provadi
podle metod stanovenych v piiloze II.

Clanek 3

Zkouseni pro tfedni kontrolu krmiv se provadi za pouziti metod
stanovenych v pifloze III (Metody zkouseni pro kontrolu slozeni
krmnych surovin a krmnych smési), v piloze IV (Metody
zkouseni pro kontrolu obsahu povolenych doplikovych latek
v krmivech), v piiloze V (Metody zkouSeni pro kontrolu
nezddoucich ltek v krmivech) a v pfiloze VI (Metody zkouseni
pro stanoveni slozek Zivo¢isného piivodu pro dfedni kontrolu
krmiv).

Clanek 4

Obsah energie u krmnych smési pro driibez se vypocitd na
zéakladé piilohy VIL.

Cldnek 5

Metody zkousSeni pro kontrolu nepipustné piitomnosti jiz
nepovolenych doplikovych ldtek v krmivech, které jsou
stanoveny v piiloze VIII, se pouZiji pro tcely potvrzovani.

Cldnek 6

Smérnice 71/250/EHS, 71/393/EHS, 72/199/EHS, 73/46/EHS,
76/371[EHS, 76/372[EHS, 78/633/EHS, 81/715/EHS, 84[425/
EHS, 86/174/[EHS, 93/70/EHS, 93/117[ES, 98/64/[ES, 1999/27|
ES, 1999/76/ES, 2000/45/ES, 2002/70/ES a 2003/126[ES se
Zrusuji.

Odkazy na zruSené smérnice se povazuji za odkazy na toto
nafizeni v souladu se srovndvacimi tabulkami v pfiloze IX.
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Cldnek 7

Toto naffzeni vstupuje v platnost dvacitym dnem po vyhldseni v Ufednim véstniku Evropské unie.

Pouzije se od 26. srpna 2009.

Toto nafizeni je zdvazné v celém rozsahu a pfimo pouzitelné ve viech ¢lenskych sttech.

V Bruselu dne 27. ledna 2009.

Za Komisi
Androulla VASSILIOU

clenka Komise
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4.1

4.2

4.2.1.1

4.2.1.2

PRILOHA 1

METODY ODBERU VZORKU

UCEL A ROZSAH POUZITI

Vzorky ur¢ené pro tfedni kontroly krmiv se odebiraji podle nize popsanych metod. Takto ziskané vzorky jsou
povazovény za reprezentativni vzorky z dané partie.

ZAMESTNANCI PROVADEJIC] ODBER VZORKU

Odbér vzorkd provadi osoby povéfené za timto tcelem clenskymi stéty.

DEFINICE

Vzorkovand partie: mnozstvi produktd, které tvoif ur¢itou jednotku a u nichz se predpoklddaji stejné vlastnosti.
Dil¢i vzorek: mnozstvi odebrané v jednom bodé vzorkované partie.

Souhrnny vzorek: souhrn dilé¢ich vzorkii odebranych ze stejné vzorkované partie.

Redukovany vzorek: reprezentativni ¢dst souhrnného vzorku, kterd se ziskd redukei jeho mnozstvi.

Konecny vzorek: ¢ast redukovaného vzorku nebo homogenizovaného souhrnného vzorku.

NASTROJE

Néstroje uréené k odbéru vzorkd musi byt vyrobeny z materidldi, které nemohou kontaminovat produkty, u nichz
mé byt odbér vzorkl proveden. Tyto ndstroje mohou byt oficidlné schvaleny clenskymi staty.

Nistroje doporucené pro odbér vzorki tuhych krmiv
Ruéni odbér vzorkii

Lopatka s rovnym dnem a vertikdlnimi okraji.

Vzorkovac s dlouhym zldbkem nebo vzorkovaci krabice. Rozméry vzorkovace musi byt pfiméfené vlastnostem
vzorkované partie (hloubce nddoby, rozmértm pytle apod.) a velikosti ¢astic krmiva.

Mechanicky odbér vzorkii

Pro odbér vzorkii krmiva v pohybu lze pouzit schvdlend mechanickd zafizeni.
Délici ndstroj

Nastroje urcené k déleni vzorkll na pfiblizné stejné ¢asti mohou byt pouzity pro odbér dilcich vzorka i pro
tpravu redukovanych ¢ koneénych vzorkd.

KVANTITATIVNI POZADAVKY

5.A Tykajici se kontroly latek nebo produktt obsazenych rovnomérné v krmivech

5.A.1 Vzorkovand partie

Velikost vzorkované partie musi byt takovd, aby bylo mozné odebrat vzorky ze vsech jejich
Casti.
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5.A.2 Diléi vzorky
5.A.2.1 Volné lozené krmivo: Minimdlni pocet dil¢ich vzorka:
5A.2.1.1 vzorkované partie o hmotnosti nepfevysu- | sedm
jici 2,5 tuny
5.A.2.1.2 vzorkované partie o hmotnosti vy$si nez V 20krat pocet tun, ktery tvoii vzorkovanou
2,5 tuny partii (¥), maximélné 40 dil¢ich vzork®
5.A.2.2 Balené krmivo: Minimélni pocet baleni, z nichZ md byt
odebran vzorek (**):
5.A.2.2.1 Baleni o hmotnosti vy3si nez jeden kilogram:
5.A.2.2.1.1 vzorkované partie obsahujici jedno az ¢tyfi | vSechna baleni
balen{
5.A.2.2.1.2 vzorkované partie obsahujici pét az 16 Ctyf
baleni
5.A.2.2.1.3 vzorkované partie obsahujici vice nez 16 \ poctu baleni, ktery tvoii vzorkovanou
baleni partii (*), maximdlné 20 balen{
5.A.2.22 Baleni o hmotnosti nepfevysujici 1 kg Ctyfi
5.A.2.3 Tekuté nebo polotekuté krmivo: Miniméln{ pocet nddob, z nichz mé byt
odebrin vzorek (**):
5.A.2.3.1 Nadoby o obsahu vy$sim nez jeden litr:
5.A.2.3.1.1 vzorkované partie obsahujici jednu az ¢tyfi | vSechny nddoby
nadoby
5.A.2.3.1.2 vzorkované partie obsahujici pét az 16 Ctyf
nadob
5.A.23.1.3 vzorkované partie obsahujici vice nez 16 \ poctu nadob, které tvoif vzorkovanou
nadob partii (*), maximdlné 20 nadob
5.A.2.3.2 Nédoby o obsahu nepfevysujicim jeden litr | Ctyfi
5.A.2.4 Krmivo v blocich a mineralni lizy Minimalni pocet blokti nebo lizti, z nichz mé
byt odebran vzorek (**):
jeden blok nebo liz na jednu vzorkovanou
partii obsahujici 25 jednotek, maximdlné
¢tyfi bloky nebo lizy
5.A.3 Souhrnny vzorek
Pozaduje se jediny souhrnny vzorek na jednu vzorkovanou partii. Celkovy pocet dil¢ich
vzorkd, které tvori souhrnny vzorek, nesmi byt nizsi nez:
5.A.3.1 Volné lozené krmivo 4 kg
5.A.3.2 Balené krmivo:
5.A.3.2.1 baleni o hmotnosti vyssi nez 1 kg 4 kg
5.A.3.2.2 baleni o hmotnosti nepfevysujici 1 kg hmotnost obsahu ¢tyF origindlnich baleni
5.A.3.3 Tekuté nebo polotekuté krmivo:
5.A.3.3.1 nédoby o obsahu vy3sim neZ jeden litr Ctyfi litry
5.A.3.3.2 nadoby o obsahu nepfevysujicim jeden litr | obsah &tyf origindlnich nadob
5.A.3.4 Krmiva v blocich nebo mineraln{ lizy:
5.A.3.4.1 o hmotnosti vyssi nez 1 kg/kus 4 kg
5.A.3.4.2 o hmotnosti niz8i nez 1 kg/kus hmotnost ¢tyF origindlnich bloka nebo lizt
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5.A.4 Konecné vzorky
Konecny vzorek se ziskd ze souhrnného vzorku po piipadné redukci. Pozaduje se provedeni
zkousky alespon u jednoho kone¢ného vzorku. Mnozstvi v kone¢ném vzorku pro zkousku
nesmi byt nizsi nez:
Tuhé krmivo 500 g
Tekuté nebo polotekuté krmivo 500 ml
5B Tykajici se kontroly nezddoucich latek nebo produkti obsazenych nerovnomérné
v krmivech, jako jsou aflatoxiny, ndmel Zitny, skocec obecny a crotalaria (***) v krmnych
surovindch
5B.1 Vzorkovand partie: viz 5.A.1
5.B.2 Diléi vzorky
5B.2.1 Volné lozené krmivo: viz 5.A.2.1
5B.2.2 Balené krmivo: Minimdlni pocet baleni, z nichz md byt
odebrin vzorek:
5B.2.2.1 vzorkované partie obsahujici jedno az ¢tyfi | vSechna baleni
balen{
5B.2.2.2 vzorkované partie obsahujici pét az 16 Ctyfi
baleni
5B.2.2.3 vzorkované partie obsahujici vice nez 16 v poctu baleni, ktery tvoif vzorkovanou
baleni partii (*), maximélné 40 baleni
5.B.3 Souhrnné vzorky
Pocet souhrnnych vzork se bude lisit v zdvislosti na velikosti vzorkované partie. Minimdlni
pocet souhrnnych vzorkd na jednu vzorkovanou partii je uveden nize. Celkovd hmotnost
dilcich vzorkd, které tvoif kazdy souhrnny vzorek, nesmi byt niZii nez 4 kg
5.B.3.1 Voln¢ lozené krmivo
Hmotnost vzorkované partie v tunach: Minimdlni pocet souhrnnych vzorki na
jednu vzorkovanou partii:
méné nez 1 1
od 1do 10 2
od 10 do 40 3
vice nez 40 4
5B.3.2 Balené krmivo
Velikost vzorkované partie v poctu baleni: | Minimdlni pocet souhrnnych vzorki na
jednu vzorkovanou partii:
1az 16 1
17 az 200 2
201 az 800 3
vice nez 800 4
5B.4 Kone&né vzorky

Konecny vzorek se ziskd z kazdého souhrnného vzorku po redukci. Pozaduje se provedeni
zkousky alesponi u jednoho kone¢ného vzorku na kazdy souhrnny vzorek. Hmotnost
konec¢ného vzorku pro zkousku nesmi byt nizsi nez 500 g.

(*)  Pokud vysledné ¢islo tvoii zlomek, zaokrouhli se nahoru na nejblizsi celé cislo.

(**) U balent nebo nddob, jejichz obsah neni vyssi nez 1 kg nebo jeden litr, a u blokt nebo lizi, jejichz hmotnost neprevysuje
1 kg, tvori diléi vzorek obsah jednoho origindlniho ba%em’ nebo nédoby, jednoho bloku nebo jednoho lizu.

(***) Metody stanovené v bodé 5.A se pouziji pro kontrolu aflatoxini, ndmele Zitného, skocce obecného a crotalaria
v kompletnich a doplitkovych krmivech.
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6.1

6.2

6.2.A

6.2.A.1

6.2.A.2

6.2.A3

6.2.A.4

6.2.A.5

6.2.B

POKYNY TYKAJICI SE ODBERU, PRIPRAVY A BALEN] VZORKU

Obecné pokyny

Vzorky musi byt odebrdny a upraveny co moznd nejrychleji a musi byt dodrzena nezbytnd opatfeni pro zajisténi
toho, aby produkt nebyl narusen ¢ kontaminovan. Néstroje, plochy i nddoby na vzorky musi byt ¢isté a suché.

Diléi vzorky
Pokud jde o kontrolu ldtek nebo produktii obsaZenych rovnomeérné v krmivech

Odbéry dilcich vzorkt se provadi ndhodné v celé vzorkované partii a jejich hmotnost nebo objem musi byt
piiblizné stejné.

Volné lozené krmivo

Vzorkovand partie se rozdéli pomysIné na pfiblizné stejné ¢dsti. Ndhodné se vybere pocet ¢asti odpovidajici poctu
dil¢ich vzorkt pozadovanému v bodé 5.A.2 a odebere se nejméné jeden vzorek z kazdé cdsti.

Piipadné lze odebrat vzorky v priibéhu pohybu vzorkované partie (nakladky ¢i vykladky).

Balené krmivo

Poté, co byl vybrdn pozadovany pocet baleni k odebrani vzorkd, ktery je stanoven v bodé 5.A.2 odebere se ¢dst
obsahu kazdého baleni pomoci vzorkovace nebo lopatky. V piipadé potieby se vzorky odeberou po vyprazdnéni
kazdého baleni zvldst. Hrudky se rozdrti, v piipadé potieby se nejprve oddéli a po rozdreeni se vrati do vzorku,
a sice u kazdého souhrnného vzorku zvlast.

Homogenni nebo homogenizovand tekutd nebo polotekutd krmiva

Poté, co byl vybran pozadovany pocet nadob k odebrani vzorkd, ktery je stanoven v bodé 5.A.2, jejich obsah se
v piipadé potieby homogenizuje a z kazdé nddoby se odebere urcité mnozstvi.

Dil¢i vzorky mohou byt odebrany béhem sticeni obsahu.

Nehomogenizovand tekutd nebo polotekutd krmiva

Poté, co byl vybran pozadovany pocet nddob k odebrani vzorkd, ktery je stanoven v bodé 5.A.2, provede se odbér
v rtiznych vrstvich.

Vzorky mohou byt odebrdny rovnéz béhem sticeni obsahu, aviak az po odstranéni prvnich frakei.
V obou piipadech nesmi byt celkovy objem odebranych vzorkd nizsi nez 10 litrd.

Krmiva v blocich a minerdln{ lizy

Poté, co byl vybrdn pozadovany pocet bloki nebo lizti k odebrani vzorkd, ktery je stanoven v bodé 5.A.2 odebere
se Cast z kazdého bloku nebo lizu.

Pokud jde o kontrolu nezddoucich ldtek nebo produktii obsazenych nerovnomérné v krmivech, jako jsou aflatoxiny, ndmel
zitny, skocec obecny a crotalaria v krmnych surovindch

Vzorkovand partie se rozdéli pomyslné na piiblizné stejné ¢asti, jejichz pocet odpovidd poctu souhrnnych vzorki
stanovenému v bodé 5.B.3. Je-li tento pocet vy3si nez 1, celkovy pocet dil¢ich vzorkt stanoveny v bodé 5.B.2 je
rozlozen v riznych &stech pfiblizné stejné. Odeberou se vzorky piiblizné stejné velikosti () tak, aby celkovd
hmotnost vzorku z kazdé ¢dsti nebyla nizsf nez minimalni hmotnost 4 kg pozadovand pro souhrnny vzorek.
Dil¢f vzorky odebrané z rtiznych ¢ésti nesmi byt smichdny.

() U baleného krmiva se pomoci vzorkovace nebo lopatky odebere ¢dst obsahu baleni, ze kterych mé byt odebran vzorek, v piipadé potieby

po vyprazdnéni kazdého baleni zvlast.
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6.3

6.4

6.5

Piiprava souhrnnych vzorki

Pokud jde o kontrolu ldtek nebo produktii obsaZenych rovnomérné v krmivech

Diléi vzorky se smichaji, aby tvofily jeden souhrnny vzorek.

Pokud jde o kontrolu nezddoucich ldtek nebo produktii obsazenych nerovnomérné v krmivech, jako jsou aflatoxiny, ndmel
zitny, skocec obecny a crotalaria v krmnych surovindch

Dil¢i vzorky z kazdé casti vzorkované partie se smichaji a vytvorii se pocet souhrnnych vzorki stanoveny v bodé
5.B.3 a zaznamend se puvod kazdého souhrnného vzorku.

Piiprava konecnych vzorki
Materidl kazdého souhrnného vzorku se peclivé smichd, aby se ziskal homogenni vzorek ('). Pokud je to nutné,

souhrnny vzorek se nejprve redukuje na nejméné 2 kg nebo 2 litry (redukovany vzorek) bud pomoci
mechanického, nebo automatického délice nebo kvartaci.

Potom se pripravi nejméné tii konecné vzorky, které maji piiblizné stejnou hmotnost nebo stejny objem
a odpovidaji kvantitativnim pozadavkiim uvedenym v bodech 5.A.4 nebo 5.B.4. Kazdy vzorek se vlozi do vhodné
nadoby. Udini se vSechna nutnd ptedbéind opatieni pro to, aby nedoslo ke zméné sloZeni vzorku nebo
kontaminaci ¢i naruseni béhem piepravy nebo skladovani.

Baleni konecnych vzorki

Nédoby pro balen{ se zapeceti a opatif stitkem (cely $titek musi byt soucdsti peceti) tak, aby je nebylo mozné
oteviit bez poruSeni peceti.

PROTOKOL O ODBERU VZORKU

O kazdém odbéru vzorku musi byt veden protokol, ktery umoziuje jednozna¢né identifikovat kazdou
vzorkovanou partii.

MISTO URCENI VZORKU

Za kazdy souhrnny vzorek se spolecné s tidaji nutnymi pro laboratorni zkouseni posle co nejrychleji alespon
jeden konecny vzorek do povéfené zkusebni laboratofe.

(") Hrudky se rozdrti (v piipadé potieby se nejprve oddéli a po rozdreeni se vrati do vzorku), a sice u kazdého souhrnného vzorku zvlast.
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PRILOHA Il

OBECNA USTANOVENf O METODACH LABORATORNIHO ZKOUSENI KRMIV

A.  UPRAVA VZORKU PRO LABORATORN{ ZKOUSEN{
Ucel

Postupy popsané niZe se tykaji tpravy konecnych vzorkd pro laboratorni zkousent, které byly zaslany do kontrolnich
laboratoff po odbéru podle ustanoveni v piiloze I.

Tyto vzorky musi byt upraveny tak, aby byly navdzky stanovené v metoddch laboratorniho zkouseni homogenni
a reprezentativni pro kone¢né vzorky.

Predbéznd opatfeni

Postup tpravy vzorku, ktery je tieba dodrzet, zavisi na pouzitych metodach zkouseni. Proto je velmi dilezité zajistit,
aby postup dpravy vzorku odpovidal pouzité metodé zkousen.

Veskeré nezbytné tkony musi byt provadény tak, aby se pokud mozno zabranilo kontaminaci vzorku a zméndm jeho
sloZeni.

Rozmélnovéani, michdni a prosévani se provadi co moznd nejrychleji s minimdlnim vystavenim vzorku vliviim
vzduchu a svétla. Nepouzivaji se mlynky a drtice, jez by mohly vzorek znatelné zahfdt.

Ruéni rozmélnovani se doporucuje v pifpadé krmiv, kterd jsou obzvlasté citlivd na teplo. Rovnéz je tieba zajistit, aby
zdrojem kontaminace stopovymi prvky nebyl samotny piistroj.

Pokud nelze tipravu provést bez zdsadnich zmén obsahu vlhkosti ve vzorku, stanovi se obsah vlhkosti pfed tpravou
a po tpravé na zdkladé metody uvedené v &asti A piilohy IIL.

Postup

Vzorek se rozdéli na odpovidajici podvzorky pro zkousku a pro srovnani pouzitim odpovidajici techniky déleni,
napiiklad stfidavym odbérem lopatkou, staciondrnim nebo otdc¢ivym prosévanim. Déleni vzorku kvartaci se
nedoporucuje, protozZe podvzorky vzniklé timto délenim mohou byt zatiZeny velkou chybou. Vzorek pro srovndni se
ulozi do vhodné ¢isté a suché nadoby se vzduchotésnym uzdvérem a pfipravi se podvzorky pro zkousku o minimaln{
hmotnosti 100 g podle nize uvedeného postupu.

Krmiva, kterd mohou byt rozmélnéna ihned
Nestanovi-li metody laboratorntho zkousent jinak, cely vzorek se proseje pres sito s ¢tvercovymi oky o délce strany

1 mm (v souladu s doporucenim ISO R565), v piipadé potieby az po rozmélnéni. Je tieba se vyvarovat nadmérného
rozmélnéni.

Prosety vzorek se promichd a odebere do vhodné cisté a suché nddoby se vzduchotésnym uzdvérem. Tésné pied
odebrénim navazky pro zkousku se vzorek opét promichd.

Krmiva, kterd mohou byt rozmélnéna aZ po ususeni

Nestanovi-li metody laboratorniho zkousen jinak, vzorek se susi tak dlouho, dokud se jeho obsah vlhkosti nesnizi na
troven 8 az 12 %, a sice postupem pro piedsouseni popsanym v bodé 4.3 metody pro stanoveni obsahu vlhkosti
uvedené v ¢asti A piflohy IIL. Poté se postupuje podle bodu 3.1.

Tekutd nebo polotekutd krmiva

Vzorek se odebere do vhodné ¢isté a suché nadoby se vzduchotésnym uzévérem. Tésné pied odebrdnim navdzky pro
zkousku se vzorek opét diikladné promicha.

Ostatni krmiva

Vzorky, které nemohou byt upraveny jednim z vySe uvedenych postupd, se upravuji jakymkoliv jinym postupem,
ktery zajisti, Ze navdzky pro zkousku budou homogenni a reprezentativni pro kone¢né vzorky.
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Skladovini vzorkd

Vzorky musi byt skladovany pii takové teploté, kterd nezméni jejich slozeni. Vzorky urcené ke zkousce na obsah
vitamint nebo latek, které jsou obzvlasté citlivé na svétlo, se skladuji v nddobdch z hnédého skla.

B.  USTANOVENI O CHEMIKALICH A PRISTROJICH A POMUCKACH POUZIVANYCH PRI METODACH
LABORATORNIHO ZKOUSENI

Nestanovi-li metody laboratorniho zkouseni jinak, veskeré chemikalie pro zkouseni musi byt analyticky ¢isté. Pokud
se provaddi zkouska na stopové prvky, ¢istota chemikélii musi byt zkontrolovdna slepou zkouskou. V zévislosti na
ziskanych vysledcich miize byt pozadovéno dalsi ¢isténi chemikélif.

U jakychkoliv tkont spojenych s tpravou roztokd, fedénim, proplachovdnim nebo propirdnim, jak je uvedeno
v metoddch laboratorniho zkouseni, kdy neni specifikovina povaha rozpoustédla nebo fedidla, se piedpoklddd, ze
musi byt pouzita voda. Obvykle se pouzije voda demineralizovand nebo destilovand. Ve zvldstnich piipadech, které
jsou uvedeny v metodach laboratorniho zkouseni, se musi podrobit zvldstnim Cisticim procedurdm.

Pokud jde o vybaveni bézné pouzivané v kontrolnich laboratofich, uvadéji se v metodéch laboratorniho zkouseni
pouze specidlni zafizen{ a piistroje nebo zafizeni a pfistroje, které vyzaduji zvldstni pouziti. Musi byt ¢isté, a to
zejména v piipadé, kdy je tieba stanovit velmi mald mnozstvi latek.

C.  UPLATNOVANI METOD LABORATORNIHO ZKOUSENI A VYJADROVANI VYSLEDKU
Extrakéni postup
Nekteré metody vyzaduji zvldstni extrakéni postup. Obecné plati, Ze jiné extrakéni postupy, neZ jsou postupy uvedené

v piislusnych metoddch, mohou byt pouzity jen pod podminkou, Ze se prokize, ze pouzity extrakéni postup md
rovnocennou extrakéni ti¢innost na zkousenou matrici jako postup uvedeny v piisluiné metodé.

Postup cisténi

Neékteré metody vyzaduji zvldstni postup Cisténi. Obecné plati, Ze jiné postupy Cisténi, nezZ jsou postupy uvedené

v piislusnych metodach, mohou byt pouzity jen pod podminkou, Ze se prokdze, Ze pouzity postup &isténi vykazuje
rovnocenné vysledky zkousky pro zkousenou matrici jako postup uvedeny v piislusné metodé.

Zpréava o pouZité metodé laboratorniho zkouSeni

Obvykle je pro stanoveni kazdé latky v krmivu urcena jedind metoda laboratorntho zkouseni. Je-li uvedeno vice
metod, musi byt v protokolu o zkousce uvedeno, kterou konkrétni metodu kontrolni laboratof pouzila.

Pocet stanoveni

Vysledek uvedeny v protokolu o zkousce pfedstavuje primérnou hodnotu ziskanou nejméné ze dvou stanoveni
provedenych na rtznych ¢dstech vzorku, jejichz opakovatelnost je uspokojivé.

Pokud je vSak v piipadé zkousky na nezddouci litky vysledek prvniho stanoveni vyrazné (> 50 %) nizsi nez
specifikace, jez md byt zkontrolovana, neni zapotiebi zddnych dalSich stanoveni, jestlize byly dodrZeny vhodné
postupy kontroly kvality.

Pokud v piipadé kontroly deklarovaného obsahu ldtky nebo slozky vysledek prvniho stanoveni potvrdi deklarovany
obsah, . jestlize vysledek zkousky spadd do piijatelného rozsahu odchylky od deklarovaného obsahu, neni zapotiebi
zadnych dalsich stanovent, jestlize byly dodrzeny vhodné postupy kontroly kvality.

V nékterych piipadech je tento piijatelny rozsah odchylky stanoven v pravnich pfedpisech, napf. ve smérnici Rady 79/
373[EHS ().

Zpréva o vysledku zkousky

Vysledek zkousky se vyjadiuje zptsobem, ktery je stanoven v metodé laboratorniho zkouseni, pFislusnym poctem
platnych ¢islic a v piipadé potieby se opravi v zévislosti na obsahu vlhkosti v kone¢ném vzorku pied dpravou.

UF. vést. L 86, 6.4.1979, s. 30.
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Nejistota méfeni a vytéZnost v piipadé zkousky na nezidouci litky

Pokud jde o nezddouci latky ve smyslu smérnice 2002/32/ES, véetné dioxinti a PCB s dioxinovym efektem, produkt
urCeny ke krmeni se povazuje za nevyhovujici stanovenému maximdlnimu obsahu, pokud se na zdkladé vysledku
zkousky poklddd maximdlni obsah za prekroceny, pficemz se zohledni rozsifend nejistota méfeni a korekce na
vytéznost. K posouzeni shody se pouzije zkousend koncentrace poté, co byla korigovana na vytéznost, a poté, co byla
odectena rozsifend nejistota méfeni. Tento postup se pouZzije pouze v piipadé, Ze metoda laboratorntho zkouseni
umoziuje odhad nejistoty méfeni a korekci na vytéznost (nelze jej pouzit napf. v ptipadé mikroskopického zkouseni).

Vysledek zkousky (pokud pouzitd metoda laboratorniho zkouseni umoziuje odhad nejistoty méfeni a vytéznosti) se
uvede v této podobé:

a)  korigovany na vytéznost s uvedenim miry vytéznosti. Korekce na vytéznost neni nutnd v piipadé, Ze vytéznost
je v rozmezi 90-110 %;

b)  ve tvaru ,x +/- U“, kde ,x“ je vysledek zkousky a ,U“ je rozsifend nejistota méfent, pficemz se pouzije faktor
pokryti 2, ktery odpovidd hladiné spolehlivosti asi 95 %.

Pokud je vsak vysledek zkousky vyrazné (> 50 %) nizsi nez specifikace, jez md byt zkontrolovdna, pokud byly
dodrzeny vhodné postupy kontroly kvality a pokud zkouska slouzi jen pro tcely kontroly dodrzeni ustanoveni
pravnich pfedpist, miize byt poddna zprdva o vysledku zkousky bez korekce na vytéznost a v téchto piipadech lze
vynechat tdaje o vytéznosti a o nejistoté méfeni.
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PRILOHA 1II

METODY ZKOUSENI PRO KONTROLU SLOZENI KRMNYCH SUROVIN A KRMNYCH SMESI

A.  STANOVENI[ OBSAHU VLHKOSTI
Ukel a rozsah

Tato metoda umoziiuje stanoveni obsahu vlhkosti v krmivech. V piipadé, ze krmivo obsahuje tékavé latky, napf.
organické kyseliny, je tfeba si uvédomit, Ze spolu s obsahem vlhkosti se stanovi i zna¢né mnozstvi tékavych latek.

Nevztahuje se na zkouSeni mléénych vyrobki jako krmnych surovin, zkouseni minerdlnich ldtek a smési, které
jsou tvofeny prevdzné minerdlnimi ltkami, zkouSeni Zivocisnych a rostlinnych tukd a oleji ani na zkouseni
olejnatych semen a plodd.

Princip

Vzorek se susf za predepsanych podminek, které zaviseji na druhu krmiva. Ubytek hmotnosti se stanovi vazkove.
U pevnych krmiv s vysokym obsahem vlhkosti je nutné provést piedsouseni.

Pristroje a pomiicky

Laboratorni mlynek z materidlu, ktery neabsorbuje vlhkost, snadno se ¢isti, umoziiuje rychlé a rovnomérné
rozemleti, aniZ by doslo ke znatelnému ohfevu, pokud mozno zabranuje kontaktu s okolnim vzduchem a ktery
odpovidd pozadavkim uvedenym v bodech 4.1.1 a 4.1.2 (napf. dderové kifzové mikromlynky, vodou chlazené
mikromlynky, rozebiratelné kuzelové mlynky, mlynky s pomalym chodem a drti¢e s ozubenymi kolecky).

Analytickd vaha s pfesnosti na 1 mg.

Vysousecky z nekorodujictho kovu nebo ze skla, se vzduchotésné uzaviratelnymi vicky; uzitkovd plocha
umoznujici rozprostreni 0,3 g zkouseného vzorku na 1 cm?.

Elektrickd laboratorni su$drna (2 °C), kterd zarucuje rychlou regulaci teploty a je vybavena kvalitnim
vétranim ().

Elektricky vyhfivand vakuovd susdrna s regulaci teploty a olejovym Cerpadlem, kterd je vybavena bud’ zafizenim
pro piivod teplého a suchého vzduchu nebo vysousecim prostiedkem (napf. oxidem vdpenatym).

Exsikdtor se silnou perforovanou deskou z kovu nebo porceldnu, ktery obsahuje Gicinny vysouseci prostiedek.

Postup

Pozndmka: Postupy uvedené v tomto bodé musi byt provedeny ihned po otevieni obalti vzorkd. Zkouska musi
byt provedena nejméné dvakrat.

Priprava
Krmiva mimo krmiva uvedend v bodech 4.1.2 a 4.1.3

Odebere se minimalné 50 g vzorku. Pokud je to nutné, vzorek se rozemele takovym zptsobem, aby nedoslo ke
zméné obsahu vlhkosti (viz bod 6).

Obiloviny a krupky

Odebere se minimdlné 50 g vzorku. Toto mnozstvi se rozemele tak, aby alespoii 50 % Cdstic proslo sitem s oky
o velikosti 0,5 mm a zbytek na sité s kulatymi oky velikosti 1 mm byl maximdlné 10 %.

(") Laboratorni susdrna urcend pro suseni obil{, mouky, krup a krupice musi mit takovou tepelnou kapacitu, aby, pokud je nastavena na

teplotu 131 °C, této teploty opét dosdhla v dobé kratsi nez 45 minut poté, co byl do susdrny umistén maximdlni pocet zkousenych
vzorkd, které se maji susit soucasné. Vétrani musi byt takové, ze kdyz se vSechny vzorky pSenice obecné, které muze susdrna pojmout,
soucasné susi po dobu dvou hodin, vykazuji s ohledem na vysledky ¢tythodinového suseni rozdil, ktery je nizsi nez 0,15 %.
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Tekutd nebo pastovitd krmiva a krmiva, kterd jsou slozena pfevdzné z tukt

Odebere se 25 g vzorku s pfesnosti na 10 mg, smichd se s odpovidajicim mnozstvim pfedem vysuseného pisku
zvazeného s presnosti na 10 mg, az vznikne homogenni hmota.

Susent
Krmiva mimo krmiva uvedend v bodech 4.2.2 a 4.2.3

Vysousecka s vickem (3.3) se zvdZi s pfesnosti na 1 mg. Do pfedem zvazené vysouSecky se navdzi asi 5 g vzorku
s presnosti na 1 mg a rovnomérné se rozprostie. Vysousecka se po sejmuti vicka umisti do laboratorni susdrny
piedehfaté na 103 °C. Aby se zabranilo pfili§ rychlému poklesu teploty, je tfeba vlozit vysousecku do susdrny co
nejrychleji. Suseni probihd 4 hodiny, pficemz doba suseni se pocitd od okamziku, kdy teplota v laboratorni
su$drné opét doséhla 103 °C. Potom se vysousecka uzavie vickem, vyjme ze susdrny, nechd vychladnout 30-45
minut v exsikdtoru (3.6) a nakonec se zvazi s presnosti na 1 mg.

U krmiv, kterd se sklddaji pfevazné z oleji a tukd, se susf jesté dalsich 30 minut pii teplot¢ 130 °C a znovu se
zvazi. Rozdil mezi témito dvéma vadzenimi nesmi byt vétsi nez 0,1 % vlhkosti.

Obiloviny, mouka, kroupy a krupice

Vysousecka s vickem (3.3) se zvdzi s presnosti na 0,5 mg. Do piedem zvadzené vysouSecky se navdzi asi
5 g rozemletého vzorku s pfesnosti na 1 mg a rovnomérné se rozprostie. Vysousecka se po sejmuti vicka umisti
do laboratorni susdrny predehtdté na 130 °C. Aby se zabranilo pilis rychlému poklesu teploty, je tieba vlozit
vysouSecku do susdrny co nejrychleji. Suseni probihd 2 hodiny, pficemz doba suseni se pocitd od okamziku, kdy
teplota v laboratorni susdrné opét dosdhla 130 °C. Potom se vysouSecka uzavie vickem, vyjme ze susdrny, nechd

ey

vychladnout 30-45 minut v exsikdtoru (3.6) a nakonec se zvdzi s presnosti na 1 mg.

Krmné smési s obsahem sacharézy nebo laktézy vy$sim nez 4 %: krmné suroviny jako $rot ze svatojanského
chleba, hydrolyzované vedlejsi vyrobky z obilovin, sladovy kvét, cukrovarnické fizky, rybi vyvar, cukr solubles;
krmné smési s vice nez 25 % minerdlnich ldtek obsahujicich krystalickou vodu.

Vysousecka s vickem (3.3) se zvdzi s presnosti na 0,5 mg. Do pfedem zvidzené vysouSecky se navdzi asi
5 g vzorku s pfesnosti na 1 mg a rovnomérné se rozprostie. Vysousecka se po sejmuti vicka umisti do
laboratorni vakuové susdrny (3.5) predehrdté na 80-85 °C. Aby se zabrdnilo piili§ rychlému poklesu teploty, je
tieba vlozit vysousecku do susdrny co nejrychleji.

Tlak se upravi na 100 torri a vzorek se susf pfi tomto tlaku 4 hodiny bud pomoci piivodu horkého a suchého
vzduchu, nebo pomoci vysousectho prostfedku (pfiblizné 300 g na 20 vzorkd). V tomto druhém piipadé se
pierusi spojeni s vakuovou pumpou, jakmile bylo dosaZzeno pfedepsaného tlaku. Doba suseni se pocitd od
okamziku, kdy bylo v laboratorni susdrné opét dosazeno teploty 80-85 °C. Potom se tlak v susdrné opatrné
upravi zpét na atmosféricky tlak. Po otevieni vakuové laboratorni susdrny se vysousecka ihned uzavie vickem,
vyjme ze susdrny, nechd vychladnout 30-45 minut v exsikdtoru (3.6) a nakonec se zvaZi s pfesnosti na 1 mg.
Vysousecka se susi dalsich 30 minut ve vakuové laboratorni susdrné pii teploté 80-85 °C a znovu se zvazi.
Rozdil mezi témito dvéma vazenimi nesmi byt vétsi nez 0,1 % vlhkosti.

Predsouseni

Krmiva mimo krmiva uvedend v bodé 4.3.2

Pevnd krmiva s vysokym obsahem vlhkosti, kterd zptsobuje obtize pfi mleti, se musi predsouset takto:

Navézi se 50 g nerozemletého vzorku s presnosti na 10 mg (v piipadé potieby se provede hrubé rozemleti
u lisovanych krmiv nebo u krmiv v kusech) do vhodné nddoby (napf. do hlinikové misky 20 x 12 cm s okrajem
0,5 cm). Susi se v laboratorni susdrné pii teploté 60-70 °C az do sniZeni obsahu vlhkosti na hodnotu 8-12 %.
Vysousecka se vyjme ze suddrny, nechd se 1 hodinu volné chladit a pak se zvdZzi s presnosti na 10 mg. Podle
druhu krmiva se pak rozemele zptsobem uvedenym v bodé 4.1.1 a susi zptisobem uvedenym v bodé 4.2.1 nebo
4.2.3.

Obiloviny

Zrna, jejichz obsah vlhkosti je vy$si nez 17 %, se musi pfedsouset takto:
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Do vhodné néddoby (napf. do hlinikové misky 20 x 12 ¢m s okrajem 0,5 cm) se navdzi 50 g nerozemletych zrn
s presnosti na 10 mg. Susi se v laboratorni susarné po dobu 5-7 minut pii teploté 130 °C. Vyjme se ze susdrny,
nechd se 2 hodiny volné chladit a pak se zvazi s presnosti na 10 mg. Pak se ihned rozemele zpisobem uvedenym
v bodé 4.1.2 a susi zplisobem uvedenym v bod¢ 4.2.2.

Vypolet a vyjidfeni vysledki

Obsah vlhkosti (X) jako procento vzorku se vypocte podle ndsledujictho vzorce:

Suseni bez predsouseni

_m=mo) 160

kde:

m = pocate¢ni hmotnost zkouseného vzorku v gramech
m,y = hmotnost suseného zkouseného vzorku v gramech.

Suseni s predsousenim

- 100
X, = (m3 ~mo) x my +m—m1} w2100 x (1—7““ Xmo)
m

m, m X mjp
kde:
m = pocate¢ni hmotnost zkouseného vzorku v gramech
m; = hmotnost zkouseného vzorku po piedsouseni v gramech

m, = hmotnost zkouseného vzorku po rozemleti nebo rozmélnéni v gramech
m,y = hmotnost suseného zkouseného vzorku v gramech.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni obsahu vlhkosti provedenych na stejném vzorku nesmi
piekrocit absolutni hodnotu vlhkosti 0,2 %.

Pozndmka
Pokud je nutné provést rozemleti vzorku a pokud se na zdkladé toho musi pocitat se zménou obsahu vlhkosti

materidlu, je nutno korigovat vysledky zkousky jednotlivych slozek krmiva podle obsahu vlhkosti vzorku v jeho
ptivodnim stavu.

B.  STANOVENI OBSAHU VLHKOSTI V ZIVOCISNYCH A ROSTLINNYCH TUCICH A OLEJICH
Ukel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu vody a tékavych latek v Zivocisnych a rostlinnych tucich a olejich.

Princip

Vzorek se vysusi do konstantni hmotnosti pfi 103 °C (tibytek hmotnosti mezi dvéma po sobé ndsledujicimi
vézenimi musi byt maximdlné 1 mg). Ubytek hmotnosti se stanovi vazkové.

Pfistroje a pomiicky

Miska s plochym dnem z nekorodujictho materidlu, primér 8-9 cm a vyska asi 3 cm.

Rtutovy teplomér se zesilenim na vrcholu a expanzni trubici na hornim konci, se stupnici asi od 80 °C alespon
do 110 °C, asi 10 cm dlouhy.

Piskové ldzen nebo elektrickd topnd deska.
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3.5

3.1

Exsikdtor s tc¢innym vysousecim prostiedkem.

Analytické vahy.

Postup
Do misky (3.1), pfedem vysuSené a zvdzené, opatiené teplomérem (3.2) se navazi asi 20 g homogenizovaného

vzorku s pfesnosti na 1 mg. Zahiivd se na piskové ldzni nebo na topné desce (3.3) za stdlého promichdvani
teplomérem tak, aby teplota béhem asi 7 minut dosdhla 90 °C.

Zahiivani se sniZi a sleduje se intenzita tvorby bublinek, které stoupaji ode dna misky. Teplota nesmi pfesahnout
105 °C. V dikladném michdni ode dna misky se pokracuje, dokud se nepfestanou tvorit bubliny.

Béhem zahfivéni se vzorek nékolikrat zahfeje na 103 + 2 °C a ochladi na 93 °C, aby se zajistilo iplné odstranéni
vlhkosti. Poté se nechd vychladnout na laboratorni teplotu v exsikdtoru (3.4) a zvézi se. Tato operace se opakuje,
dokud neni dosazeno tbytku hmotnosti mezi dvéma nasledujicimi vdzenimi nizstho nez 2 mg.

Pozndmka: Zvyseni hmotnosti vzorku po opakovaném zahiivani je zptsobeno oxidaci tuku. V tomto p¥ipadé se
vysledek pocitd z vazeni provedeného bezprostiedné pred tim, nez se hmotnost zacala zvySovat.

Vypocet a vyjadieni vysledki

Obsah vlhkosti (X) jako procento vzorku se vypocte podle nésledujictho vzorce:

kde:

m = hmotnost zkouSeného vzorku v gramech

m; = hmotnost misky s obsahem pfed ohfevem v gramech

m, = hmotnost misky s obsahem po ohfevu v gramech

Vysledky nizsi nez 0,05 % musi byt uvddény jako ,niz$i nez 0,05 %"

Opakovatelnost

Rozdil ve vlhkosti mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku nesmi piekrocit
0,05 % v absolutni hodnoté.

C. STANOVEN[ OBSAHU DUSIKATYCH LATEK
Ugel a rozsah

Tato metoda umozZnuje stanoveni obsahu dusikatych latek v krmivech na zdkladé stanoveni obsahu dusiku
metodou podle Kjeldahla.

Princip

Vzorek se mineralizuje horkou kyselinou sirovou za piitomnosti katalyzdtoru. Kysely roztok se alkalizuje
roztokem hydroxidu sodného. Amoniak se vydestiluje a jimd se do odméfeného mnozstvi kyseliny sirové
a piebytek se titruje standardnim roztokem hydroxidu sodného.

Uvolnény amoniak se piipadné vydestiluje do prebytku roztoku kyseliny borité a ndsledné se titruje roztokem
kyseliny chlorovodikové nebo kyseliny sirové.

Chemikalie

Siran draselny.
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3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

5.1

Katalyzdtory: oxid médnaty (CuO) nebo siran médnaty, pentahydrat (CuSO, 5 H,0).
Granulovany zinek.

Kyselina sirovd, p20 = 1,84 g/ml.

Kyselina sirovd, standardni odmérny roztok, ¢(H,SO,4) = 0,25 mol/l.

Kyselina sirovd, standardni odmérny roztok, ¢(H,SO,) = 0,10 mol/l.

Kyselina sirovd, standardni odmérny roztok, ¢(H,SO,4) = 0,05 mol/l.

Indikdtor methylcervei: 300 mg methylcervené se rozpusti ve 100 ml ethanolu, o = 95-96 % (v/v).
Roztok hydroxidu sodného (mtiZe byt pouzit technicky cisty), f = 40 g/100 ml (m/v: 40 %).
Hydroxid sodny, standardni odmérny roztok, ¢(NaOH) = 0,25 mol/l.

Hydroxid sodny, standardni odmérny roztok, ¢(NaOH) = 0,10 mol/l.

Granulovand pemza, prand v kyseliné chlorovodikové a vysusend.

Acetanilid (bod téni = 114 °C, obsah N = 10,36 %).

Sachar6za (dusiku prostd).

Kyselina boritd (H;BOj).

Roztok methylcervené: 100 mg methylcervené se rozpusti ve 100 ml ethanolu nebo methanolu.

Roztok bromokresolové zelené: 100 mg bromokresolové zelené se rozpusti ve 100 ml ethanolu nebo
methanolu.

Roztok kyseliny borité (10 g/l az 40 g/l v zavislosti na pouzitém piistroji).

Pokud se pouzije kolorimetrickd detekce bodu ekvivalence, do roztokd kyseliny borité se musi pfidat
methyl¢erven a bromokresol. Pokud se pfipravuje 1 litr roztoku kyseliny borité, pfed Gpravou objemu se ptidd
7 ml roztoku methyl¢ervené (3.16) a 10 ml roztoku bromokresolové zelené (3.17).

V zévislosti na pouzité vodé se miize pH jednotlivych roztokid kyseliny borité lisit. Casto je nezbytna tGprava
pomoci malého mnozstvi zdsadité latky, aby se ziskalo vhodné pH.

Pozndmka: Pfiddni 3—4 ml NaOH (3.11) do 1 litru 10 g/l kyseliny borité obvykle predstavuje vhodnou tpravu.
Roztok se skladuje pfi laboratorni teploté a béhem skladovani musi byt chrdnén pred svétlem
a zdrojem amoniakovych vypart.

Kyselina chlorovodikovd, standardni odmérny roztok, ¢(HCl) = 0,10 mol/l.

Pozndmka: Lze pouzit i jiné koncentrace odmérnych roztoka (3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 a 3.19), pokud je tato
skutecnost korigovdna ve vypoctech. koncentrace se vzdy vyjadiuji s pfesnosti na Ctyfi desetinnd
mista.

Pfistroje a pomiicky

Pristroje vhodné pro provedeni mineralizace, destilace a titrace podle Kjeldahlovy metody.

Postup
Mineralizace
Do mineraliza¢ni baniky se navdzi 1 g vzorku s pfesnosti na 0,001 g. Pfidd se 15 g siranu draselného (3.1)

a vhodné mnozstvi katalyzatoru (3.2) (0,3-0,4 g oxidu médnatého nebo 0,9-1,2 g pentahydritu siranu
médnatého, 25 ml kyseliny sirové (3.4) a nékolik granuli pemzy (3.12) a zamichd se.
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5.2

5.2.1

5.2.2

5.3

Barika se zahfivd nejprve mirné a podle potieby se obcas zamichd, dokud nedojde ke zuhelnaténi hmoty
a neustane pénéni; potom se intenzita zahiivani zvySuje, dokud se kapalina ustdlené nevafi. Zahfivani je
odpovidajici, pokud vrouci kyselina kondenzuje na sténdch bariky. Nesmi dochdzet k prehiivani stén banky
a k ulpivani organickych ¢dstic na sténdch banky.

Jakmile se roztok stane Cirym a ziskd svétle zelené zabarveni, pokracuje se v ohfevu jesté 2 hodiny a potom se
ponechd vychladnout.

Destilace

Opatrné se piidd tolik vody, aby doslo k tplnému rozpusténi sulfitd. Nechd se vychladnout a potom se pfidd
nékolik granulf zinku (3.3), pokud je tieba. Déle se postupuje podle bodu 5.2.1 nebo 5.2.2.

Destilace do kyseliny sirové

Do piedlohy destilacniho zafizeni se odméf presné 25 ml kyseliny sirové (3.5) nebo (3.7) podle
piedpoklddaného obsahu dusiku. Pfidd se nékolik kapek methylcervené (3.8).

Mineraliza¢ni barika se pfipoji ke kondenzdtoru destilacntho piistroje a konec kondenzitoru se ponoif do
kapaliny v pfedloze do hloubky nejméné 1 cm (viz pozndmka 8.3). Do mineralizacni bariky se zvolna prilije
100 ml hydroxidu sodného (3.9) tak, aby nedoslo ke ztritim amoniaku (viz poznadmka 8.1). Batika se zahiivd,
dokud se neptedestiluje veskery amoniak.

Destilace do kyseliny borité

V piipadé manudlni titrace amoniakového obsahu destilatu se pouzije nize popsany postup. Pokud je destila¢ni
jednotka plné automatickd a zahrnuje titraci amoniakového obsahu destildtu, dodrzi se pokyny vyrobce pro
provoz destilacni jednotky.

Pfedloha s obsahem 25-30 ml roztoku kyseliny borité (3.18) se umisti pod otvor kondenzitoru tak, zZe jeho
vyvod je ponofen pod hladinu piebytku roztoku kyseliny borité. Destila¢ni jednotka se upravi na dévkovani
50 ml roztoku hydroxidu sodného (3.9). S destilacni jednotkou se pracuje podle pokynti vyrobce a oddestiluje se
amoniak uvolnény pfiddnim roztoku hydroxidu sodného. Destildt se jimd do roztoku kyseliny borité. MnoZstvi
destildtu (doba destilace parou) zdvisi na mnozstvi dusiku ve vzorku. Je tieba dodrzet pokyny vyrobce.

Pozndmka: 'V poloautomatické destila¢ni jednotce se doplnéni piebytku hydroxidu sodného a destilace pdrou
provadi automaticky.

Titrace

Postupuje se podle bodu 5.3.1 nebo 5.3.2.

Kyselina sirovd

Prebytek kyseliny sirové v predloze se titruje roztokem hydroxidu sodného (3.10 nebo 3.11) podle pouzité
koncentrace kyseliny sirové do dosazeni bodu ekvivalence.

Kyselina boritd

Obsah predlohy se titruje se standardnim odmérnym roztokem kyseliny chlorovodikové (3.19) nebo se
standardnim odmérnym roztokem kyseliny sirové (3.6) s pouzitim byrety a odelte se mnozstvi pouzitého
titra¢niho ¢inidla.

Pokud se pouzije kolorimetrickd detekce bodu ekvivalence, je bodu ekvivalence dosazeno pfi prvnim zbarveni

osvétlené magnetické michacky nebo fotometrického detektoru.

Lze provést automaticky s pouzitim parniho destilitoru s automatickou titraci.

Je tieba dodrzet pokyny vyrobce pro provoz konkrétniho destila¢niho piistroje nebo destila¢niholtitra¢niho
pfistroje.
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Pozndmka: Pfi pouziti automatického titraéniho systému zacind titrace ihned po zahdjeni destilace a pouzije se

1 % roztok kyseliny borité (3.18).

PHi pouziti plné automatické destila¢ni jednotky lze automatickou titraci amoniaku provést rovnéz
pomoci detekce bodu ekvivalence s pouzitim potenciometrického systému pH.

V tomto piipadé se pouzije automaticky titracni piistroj s pH metrem. pH metr je spravné kalibrovan
v rozsahu pH 4-7 podle béznych laboratornich postupti pro kalibraci pH.

Takto bude pH bodu ekvivalence titrace dosazeno pfi hodnoté pH 4,6, pficemz se jednd o nejstrméjsi

skok na titra¢ni kfivce (inflexni bod).

Slepd zkouska

Pro potvrzeni, Ze vSechny pouzité chemikélie jsou prosté dusiku, se provede slepd zkouska (mineralizace,

destilace a titrace) s 1 g sachardzy (3.14) misto vzorku.

Vypocet a vyjadieni vysledki

Vypocet se provede podle bodu 6.1 nebo 6.2.

Vypocet pro titraci podle bodu 5.3.1

Obsah dusikatych ldtek vyjadieny v procentech hmotnosti se vypocitd podle nésledujiciho vzorce:

(Vo-V1) x ¢ x 0,014 x 100 x 6,25
m

kde:

Vy = spotieba NaOH (3.10 nebo 3.11) na slepou zkousku v ml
V, = spotieba NaOH (3.10 nebo 3.11) na titraci vzorku v ml
koncentrace hydroxidu sodného (3.10 nebo 3.11) v mol/l

[g]
1]

m = hmotnost vzorku v g.

Vypocet pro titraci podle bodu 5.3.2

Titrace kyselinou chlorovodikovou

Obsah dusikatych ldtek vyjadieny v procentech hmotnosti se vypocitd podle nésledujiciho vzorce:

(Vi=Vg) xcx 1,4 %625

m
kde:

m = hmotnost zkouseného vzorku v g

¢ = koncentrace standardniho odmérného roztoku hydroxidu sodného (3.19) v mol/l

V, = spotieba kyseliny chlorovodikové na slepou zkousku v ml
V; = spotieba kyseliny chlorovodikové na zkusebni vzorek v ml.

Titrace kyselinou sirovou

Obsah dusikatych ldtek vyjadieny v procentech hmotnosti se vypocitd podle nésledujiciho vzorce:

(Vl _VO) X cX 28 x 6,25
m

kde:

m = hmotnost zkusebniho vzorku v g

¢ = koncentrace standardniho odmérného roztoku kyseliny sirové (3.6) v mol/l
V, = spotieba kyseliny sirové (3.6) na slepou zkousku v ml

V; = spotieba kyseliny sirové (3.6) na zkuSebni vzorek v ml.
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8.2
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8.4

3.1

3.2

3.3

3.4

Verifikace metody
Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u stejného vzorku nesmi prekroit:
— 0,2 % v absolutni hodnoté¢ u obsaht dusikatych latek nizsich nez 20 %,
— 1,0 % relativné vzhledem k vy3si hodnot€, u obsaht dusikatych latek od 20 % do 40 %,

— 0,4 % v absolutni hodnoté¢ u obsaht dusikatych latek vyssich nez 40 %.

Presnost

Provede se zkouska (mineralizace, destilace a titrace) s 1,5-2,0 g acetanilidu (3.13) a 1 g sachardzy (3.14);
spotieba kyseliny sirové (3.5) na 1 g acetanilidu je 14,80 ml. Vytéznost musi byt nejméné 99 %.

Pozndmky

Piistroje mohou byt manudlni, poloautomatické nebo automatické. Pokud zafizeni vyzaduje pfevod mezi
mineralizacnim a destilacnim krokem, musi byt tento krok proveden bez ztrat. Pokud k barice destila¢niho
piistroje neni pfipojena piikapavaci nédlevka, prilévd se hydroxid sodny opatrné po sténé bezprostiedné pied
pfipojenim banky ke kondenzdtoru.

Pokud mineralizdt po zchladnuti ztuhne, opakuje se stanoveni s vétsim mnoZstvim kyseliny sirové (3.4), nez je
uvedeno vyse.

U produktt s nizkym obsahem dusiku miiZe byt objem kyseliny sirové (3.7) snizen na 10 nebo 15 ml a doplni se
vodou na objem 25 ml.

Pii rutinni zkousce lze pro stanoveni dusikatych ldtek pouzit alternativni metody, ale referencéni metodou je
Kjeldahlova metoda uvedend v ¢isti C. Ekvivalence vysledkd ziskanych alternativni metodou (napf. DUMAS)
v porovndni s referencni metodou musi byt prokdzdna samostatné pro kazdou matrici. Jelikoz vysledky ziskané
alternativni metodou se mohou i v piipadé ovéfeni ekvivalence nepatrné odchylovat od vysledki ziskanych
referencni metodou, je zapotiebi uvést v protokolu o zkousce metodu laboratorniho zkouseni pouZitou pro
stanoveni dusikatych latek.

D. STANOVEN[ OBSAHU MOCOVINY
Ugel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu mocoviny v krmivech.

Princip

Vzorek s ¢eficim ¢inidlem se rozmichd ve vodé. Suspenze se piefiltruje. Obsah mocoviny ve filtrdtu se stanovi po
pfiddni 4-dimethylaminobenzaldehydu (4-DMAB) spektrofotometricky pii vinové délce 420 nm.

Chemikilie

Roztok 4-dimethylaminobenzaldehydu: 1,6 g 4-DMAB se rozpusti v 100 ml 96 % ethanolu a p#idd se 10 ml
kyseliny chlorovodikové (pyo 1,19 g/ml). Skladovatelnost tohoto roztoku je nejvyse dva tydny.

Carrezovo ¢inidlo I: 21,9 g dihydrdtu octanu zinecnatého (CH;CO,),Zn . 2H,0 se rozpusti ve vodé¢ a pridaji se
3 ml ledové kyseliny octové. Doplni se vodou na objem 100 ml.

Carrezovo ¢inidlo II: 10,6 g trihydrtu hexakyanoZeleznatanu tetradraselného [K4Fe(CN)4] . 3H,0 se rozpusti ve
vodé. Doplni se vodou na objem 100 ml.

Aktivn{ uhli, které neabsorbuje mocovinu (musi byt ovéfeno).



L 54/20

Utedni véstnik Evropské unie

26.2.2009

3.5

4.1

4.2

4.3

5.1

5.2

7.1

7.2

7.3

Mocovina, 0,1% roztok (w/v).

Pfistroje a pomiicky

Michaci zafizeni: frekvence otdceni asi 35-40 otdcek/min.
Zkumavky: 160 mm x 16 mm se zabrousenou zatkou.

Spektrofotometr.

Postup
Analyza vzorku
Do 500ml odmérné bariky se navdzi 2 g vzorku £ 1 mg a pfidd se 1 g aktivniho uhli (3.4). P¥idd se 400 ml vody

a 5 ml Carrezova ¢inidla I (3.2), michd se po dobu 30 sekund a pfidd se 5 ml Carrezova ¢inidla II (3.3). Michd se
po dobu tficeti minut na michacim zaf{zeni. Doplni se vodou po znacku, promichd a prefiltruje.

Do zkumavek se zabrousenymi sklenénymi zdtkami se odpipetuje 5 ml ¢irého, bezbarvého filtrétu, piidd se 5 ml
roztoku 4-DMAB (3.1) a promichd. Zkumavky se vlozi do vodni 1dzné nastavené na teplotu 20 °C (+/- 4 °C). Po
patnécti minutdch se zméf absorbance roztoku na spektrofotometru pii vinové délce 420 nm. Porovnd se
slepou zkouskou roztoku ¢inidel.

Kalibracni kiivka

Do odmérnych ban¢k na 100 ml se napipetuje 1, 2, 4, 5 a 10 ml roztoku mocoviny (3.5) a doplni se po znacku
vodou. Z téchto roztoki se odpipetuje 5 ml, ke kazdému se pfidd 5 ml roztoku 4-DMAB (3.1), homogenizuje se

a zméf{ se absorbance, jak je uvedeno vyse, a porovnd s kontrolnim roztokem obsahujicim 5 ml 4-DMAB a 5 ml
vody bez mocoviny. Sestavi se kalibra¢ni kiivka.

Vypocet a vyjadieni vysledki

Stanovi se mnozstvi mocoviny ve vzorku s pouzitim kalibracni kfivky.

Vysledek se vyjadii jako procento vzorku.

Pozndmky

V piipadé, zZe vzorek obsahuje vice nez 3 % mocoviny, vzorek se redukuje na 1 g nebo se ptivodni roztok zfedi
tak, aby v ném nebylo vice nez 50 mg mocoviny na 500 ml roztoku.

V piipadé nizkého obsahu mocoviny se vzorek zvétsuje tak dlouho, az je filtrdt Ciry a bezbarvy.

V piipadé, Ze vzorek obsahuje jednoduché dusikaté slouceniny, jako napiiklad aminokyseliny, absorbance se
zméfi pi vinové délce 435 nm.

E.  STANOVENI OBSAHU TEKAVYCH DUSIKATYCH BAZ[
L MIKRODIFUZE
Ugel a rozsah

Tato metoda umozZiuje stanoveni obsahu tékavych dusikatych latek vyjadfenych jako amoniak v krmivech.

Princip

Vzorek se extrahuje vodou, roztok se vyceti a prefiltruje. Tékavé dusikaté baze se po pfidani roztoku uhlicitanu
draselného vytésni a mikrodifuzi se zachycuji v roztoku kyseliny borité a titruji se kyselinou sirovou.
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Chemikalie

Kyselina trichloroctovd, roztok 20 % (w/v).

Indikdtor: 33 mg bromokresolové zelené a 65 mg methylcervené se rozpusti ve 100 ml 95-96 % (v/v) ethanolu.

Roztok kyseliny borité: v odmérné barice o objemu 1 | se rozpusti 10 g kyseliny borité v 200 ml 95-96 %
(v/v) ethanolu a 700 ml vody. Pfidd se 10 ml indikdtoru (3.2). Roztok se promichd a v piipadé potieby se piidd
roztok hydroxidu sodného, dokud roztok neziskd svétle Cervenou barvu. 1 ml tohoto roztoku miize vazat az
300 pg NH;.

Nasyceny roztok uhli¢itanu draselného: 100 g uhlicitanu draselného se rozpusti ve 100 ml vrouci vody. Po
ochlazeni se roztok filtruje.

Kyselina sirové, 0,01 mol/l.

Piistroje a pomtcky

Michaci zafizeni: piiblizné 35 az 40 otdcek/min.

Sklenéné nebo plastové Conwayovy misky (viz vyobrazeni).

Mikrobyrety s délenim 1/100 ml.

Postup

Do 200 ml odmérné banky se navdzi 10 g vzorku s pfesnosti na 1 mg, ptidd se 100 ml vody a michd se 30
minut v michacim zafizeni. Pak se pfidd 50 ml kyseliny trichloroctové (3.1), doplni vodou po znacku, diikladné
se protepe a piefiltruje pies sklddany filtr.

Na stfed Conwayovy misky se napipetuje 1 ml roztoku kyseliny borité (3.3), okolo ni po obvodu misky se
napipetuje 1 ml pfefiltrovaného vzorku. Miska se ¢astecné zakryje vikem, potienym tukem, pak se rychle pridd
1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu draselného (3.4) na obvod misky a miska se vzduchotésné uzavie. Aby
s jistotou doslo ke smichani reagencnich ¢inidel, je nutno miskou opatrné otécet ve vodorovné poloze. Pak se
nechd smés stit minimalné 4 hodiny pfi laboratorni teploté nebo 1 hodinu pii teploté 40 °C.

Tékavé dusikaté baze v roztoku kyseliny borité se pak titruji kyselinou sirovou (3.5) pomoci mikrobyrety (4.3).

Stejnym zptisobem se provede slepd zkouska bez zkouseného vzorku.

Vypocet a vyjidfeni vysledki

1 ml 0,01 mol/l H,SO4 odpovidd 0,34 mg amoniaku.

Vysledek se vyjdii jako procento vzorku.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku nesmi presahnout:

— 10 % relat. u obsahu amoniaku nizstho nez 1,0 %,

— 0,1 % absol. u obsahu amoniaku 1,0 % nebo vyssiho.

Pozndmka

Obsahuje-li vzorek vice nez 0,6 % amoniaku, je nutno ptvodni filtrat zfedit.
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3.5

3.6

4.1

4.2

L. DESTILACE
Utel a rozsah
Tato metoda umoznuje stanoveni obsahu tékavych dusikatych bdzi, vyjidienych jako amoniak, v rybich
mouckach, které neobsahuji prakticky zddnou mocovinu. Metoda je pouzitelnd pouze u obsahu amoniaku
nizstho nez 0,25 %.
Princip
Vzorek se extrahuje vodou, roztok se vyceii a prefiltruje. Tékavé dusikaté bdze se vytésni za varu po pridani
oxidu hofecnatého a zachycuji se v pfedepsaném mnozstvi kyseliny sirové. Piebytek kyseliny sirové se titruje
roztokem hydroxidu sodného.
Chemikdlie
Kyselina trichloroctova, roztok 20 % (w/v).
Oxid hofe¢naty.
Odpénovaci emulze (napf. silikonovy olej).
Kyselina sirové, 0,05 mol/l.

Roztok hydroxidu sodného, 0,1 mol/l.

Roztok methylcervené 0,3 % v 95-96 % (v/v) ethanolu.

Pfistroje a pomicky
Michaci zafizenf: piiblizné 35 az 40 otdCek/min.

Kjeldahlova destila¢ni aparatura.

Postup
Do 200 ml odmérné banky se navdzi 10 g vzorku s pfesnosti na 1 mg, ptidd se 100 ml vody a michd se 30

minut v michacim zafizeni. Pak se pfidd 50 ml roztoku kyseliny trichloroctové (3.1), doplni se vodou po znacku,
dukladné se protiepe a piefiltruje ptes sklddany filtr.

Podle pfedpoklddaného obsahu tékavych dusikatych bazi se odpipetuje odpovidajici mnozstvi ¢irého filtratu
(obvykle 100 ml), zfed se na 200 ml a pfidaji se 2 g oxidu hotecnatého (3.2) a nekolik kapek odpénovaci emulze
(3.3). Roztok musi na lakmusovy papirek reagovat alkalicky; v opacném piipadé je nutno jesté pridat oxid
hote¢naty (3.2). Déle se postupuje podle bodti 5.2 a 5.3 metody laboratorniho zkouseni pro stanoveni obsahu
dusikatych latek (¢ast C této piilohy).

Stejnym zptsobem se provede slepd zkouska, ale bez zkouseného vzorku.
Vypocet a vyjidieni vysledki

1 ml 0,05 mol/l H,SO4 odpovidd 1,7 mg amoniaku.

Vysledek se vyjadii jako procento vzorku.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku nesmi pfekrocit hodnotu 10 %
amoniaku v relativn{ hodnoté.

F. STANOVEN[ OBSAHU AMINOKYSELIN (KROME TRYPTOFANU)
Ugel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu volnych (syntetickych a pfirodnich) a celkovych (peptidy vdzané
a volné) aminokyselin v krmivech za pouziti analyzdtoru aminokyselin. Metoda je pouzitelnd pro tyto
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aminokyseliny: cyst(e)in, methionin, lysin, threonin, alanin, arginin, kyselinu asparagovou, kyselinu glutamovou,
glycin, histidin, isoleucin, leucin, fenylalanin, prolin, serin, tyrosin a valin.

Tato metoda nerozliSuje mezi solemi aminokyselin a nemutZe také u aminokyselin rozlifovat mezi formami
D a L. Neni pouzitelnd pro stanoveni tryptofanu nebo hydroxyanalogti aminokyselin.

Princip
Volné aminokyseliny

Volné aminokyseliny se extrahuji zfedénou kyselinou chlorovodikovou. Soucasné extrahované dusikaté
makromolekuly se vysrdzi kyselinou sulfosalicylovou a odstrani se filtraci. Prefiltrovany roztok se upravi na
pH 2,20. Aminokyseliny se separuji katexovou chromatografii a stanovi se po reakci s ninhydrinem
fotometrickou detekei pii 570 nm.

Celkové aminokyseliny

Zvoleny proces zdvisi na zkoumanych aminokyselindch. Cyst(e)in a methionin musi byt pred hydrolyzou
oxidovany na kyselinu cysteovou a na methioninsulfon. Tyrosin se musi stanovovat v hydrolyzatech
neoxidovanych vzorki. Ostatni aminokyseliny uvedené v bodé 1 mohou byt stanovovany bud v oxidovaném,
nebo v neoxidovaném vzorku.

Oxidace se provadi pii 0 °C smési kyseliny permraven¢i a fenolu. Nadbyte¢né oxida¢ni ¢inidlo se rozlozi
dvojsiranem sodnym. Oxidovany nebo neoxidovany vzorek se hydrolyzuje kyselinou chlorovodikovou (3.20) po
23 hodin. Hydrolyzdt se upravi na pH 2,20. Aminokyseliny se separuji katexovou chromatografii a stanovuji se
po reakci s ninhydrinem fotometrickou detekel pii 570 nm (440 nm pro prolin).

Chemikalie

Musi byt pouzita dvakrit destilovand voda nebo voda obdobné jakosti (vodivost < 10 pS).
Peroxid vodiku, w (w/w) = 30 %.

Kyselina mravenci, w (wfw) = 98-100 %.

Fenol.

Disificitan sodny.

Hydroxid sodny.

Kyselina 5-sulfosalicylovd, dihydrat.

Kyselina chlorovodikové o hustoté piiblizné 1,18 g/ml.
Citronan sodny, dihydrat.

2,2-thiodiethanol (thiodiglykol).

Chlorid sodny.

Ninhydrin.

Petrolether, bod varu 40-60 ° C.

Norleucin nebo jind sloucenina pouzitelnd jako vnitini standard.
Dusik, plyn (< 10 ppm kysliku).

1-oktanol.
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Aminokyseliny.

Standardn{ litky uvedené v bodé 1. Cisté slouceniny neobsahujici krystaliza¢ni vodu. Vysusf se ve vakuu nad
P,0s5 nebo H,SO, tyden pied pouzitim.

Kyselina cysteova.

Methioninsulfon.

Roztok hydroxidu sodného, ¢ = 7,5 mol/l:

300 g NaOH (3.5) se rozpusti ve vodé a doplni na 1 litr.

Roztok hydroxidu sodného, ¢ = 1 mol/l:

40 g NaOH (3.5) se rozpusti ve vodé a doplni na 1 litr.

Roztok kyseliny mravenci a fenolu:

smichd se 889 g kyseliny mravenci (3.2) se 111 g vody a pfidd se 4,73 g fenolu (3.3).
Hydrolyza¢ni smés, ¢ = 6 mol HCl/l s piidavkem 1 g fenolu/l:

do 492 ml HCI (3.7) se pfidd 1 g fenolu (3.3) a doplni se vodou na 1 litr.

Extrakéni smés, ¢ = 0,1 mol HCl/l s pfidavkem 2 % thiodiglykolu: 8,2 ml HCI (3.7) se roziedi pfiblizné 900 ml
vody, pfidd se 20 ml thiodiglykolu (3.9) a doplni se vodou na 1 litr (nemichat 3.7 a 3.9 pfimo).

Kyselina 5-sulfosalicylovd, = 6 %:
60 g kyseliny 5-sulfosalicylové (3.6) se rozpusti ve vodé a doplni se vodou na 1 litr.
Oxidacni smés (kyselina permravendi — fenol):

v malé kddince se smichd 0,5 ml peroxidu vodiku (3.1) s 4,5 ml roztoku kyseliny mravenci a fenolu (3.19).
Ponechd se v klidu jednu hodinu pii 20-30 °C, aby se utvofila kyselina permravenci, pfed pfidanim ke vzorku se
smés ochladi v 1dzni s ledovou vodou (15 minut).

Pozor: je nutno zamezit kontaktu s kiizi a pouzivat ochranny odév.
Citrdtovy tlumivy roztok, ¢ = 0,2 mol Na*[l, pH 2,20:

v piiblizné 800 ml vody se rozpusti 19,61 g citronanu sodného (3.8), 5 ml thiodiglykolu (3.9), 1 g fenolu (3.3)
a 16,50 ml HCI (3.7). pH se upravi na 2,20. Doplni se vodou na 1 litr.

Elu¢ni tlumivé roztoky piipravované podle podminek pro pouzity analyzitor (4.9).
Ninhydrinové ¢inidlo pfipravované podle podminek pro pouzity analyzdtor (4.9).
Standardni roztoky aminokyselin. Tyto roztoky se uchovavaji pii teploté pod 5 °C.
Zasobni standardni roztok aminokyselin (3.16.1),

¢ = 2,5 pmol/ml pro kazdou aminokyselinu v kyseliné chlorovodikové.

Tento roztok Ize obdrzet i komercné piipraveny.

Zasobni standardni roztok kyseliny cysteové a methioninsulfonu, ¢ = 1,25 pmol/ml.

Do 1000 ml odmérné baiky se navazi 0,2115 g kyseliny cysteové (3.16.2) a 0,2265 g methioninsulfonu
(3.16.3), rozpusti se v citrdtovém tlumivém roztoku (3.24) a doplni se jim po znacku. Skladuje se pii teploté pod
5 °C nejdéle 12 mésicti. Tento roztok se nepouzivd, pokud zdsobni standardni roztok (3.27.1) obsahuje kyselinu
cysteovou a methioninsulfon.
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Zésobni standardni roztok vnitiniho standardu, napf. norleucinu, ¢ = 20 pmol/ml.

Do 250 ml odmérné banky se navazi 0,6560 g norleucinu (3.13), rozpusti se v citrdtovém tlumivém roztoku
(3.24) a doplni se jim po znacku. Skladuje se pii teploté pod 5 °C nejdéle 6 mésict.

Kalibra¢ni standardni roztok aminokyselin pro pouziti s hydrolyzdty, ¢ = 5 nmol/50 ul u kyseliny cysteové
a methioninsulfonu a ¢ = 10 nmol/50 pl u ostatnich aminokyselin. Ve 100ml kddince se rozpusti 2,2 g chloridu
sodného (3.10) v 30 ml citrdtového tlumivého roztoku (3.24). Pridaji se 4,00 ml zdsobniho standardniho
roztoku aminokyselin (3.27.1), 4,00 ml zdsobniho standardniho roztoku kyseliny cysteové a methioninsulfonu
(3.27.2) a 0,50 ml zdsobniho standardniho roztoku vnitinitho standardu (3.27.3), pokud se pouzivd. pH se
upravi na 2,20 hydroxidem sodnym (3.18).

Roztok se kvantitativné pfevede do 50ml odmérné bariky, doplni se po znacku citrdtovym tlumivym roztokem
(3.24) a zamicha.

Skladuje se pii teploté pod 5 °C nejdéle 3 mésice.
Viz také poznimka 9.1.

Kalibra¢ni standardni roztok aminokyselin pro pouziti s hydrolyzity pfipravenymi podle bodu 5.3.3.1
a s extrakty (5.2). Kalibra¢ni roztok se piipravuje podle bodu 3.27.4 s vynechdnim chloridu sodného.

Skladuje se pii teploté pod 5 °C nejdéle 3 mésice.

Pfistroje a pomdcky

Banka s kulatym dnem o obsahu 100 nebo 250 ml opatfend zpétnym chladicem.

Lahev z borosilikitového skla o obsahu 100 ml se Sroubovym uzavérem s gumovym nebo teflonovym tésnénim
(napf. Duran, Schott) pro pouziti v susdrné.

Suddrna s nucenym vétrdnim a tepelnou regulaci s presnosti lepsi nez 2 °C.
pH metr (tfi desetinnd mista).

Membranovy filtr (0,22 pm).

Odstiedivka.

Rotacni vakuovd odparka.

Mechanicka tfepacka nebo magnetické michaci zafizeni.

Analyzdtor aminokyselin nebo zaiizeni HPLC s katexovou kolonou, zafizenim pro ninhydrin postkolonovou
derivatizaci a fotometrickym detektorem.

Kolona se naplni sulfonovanou polystyrenovou pryskyfici, kterd umoziuje vzdjemné oddéleni aminokyselin
a oddéleni od jinych ninhydrin-pozitivnich latek. Pratok tlumivého roztoku a ninhydrinu zajistuji cerpadla se
stdlosti pratoku + 0,5 % po dobu zahrnujici standardni kalibraci i zkousku vzorku.

Neékteré analyzdtory aminokyselin je mozno pouzit také v piipadé, Ze hydrolyzit vykazuje koncentraci
sodikovych iontd ¢ = 0,8 mol/l a obsahuje zbytkovou kyselinu mravenéi z oxida¢ntho kroku. Jiné analyzatory
nezarucuji uspokojivé oddéleni urcitych aminokyselin, obsahuje-li hydrolyzat nadbytecnou kyselinu mravenci
a/nebo vysoké koncentrace sodikovych iontt. V takovém piipadé se snizi objem kyseliny pted dpravou pH
odpatenim hydrolyzatu na objem asi 5 ml. Odpateni se provadi ve vakuu pii teploté nejvyse 40 °C.

Postup
Priprava vzorku
Vzorek se upravi mletim tak, aby prosel sitem s oky 0,5 mm. Vzorky s vysokou vlhkosti se musi pfed mletim

vysusit na vzduchu pii teploté nepfesahujici 50 °C nebo pii zmrazeni. Vzorky s vysokym obsahem tuku se pred
mletim extrahuji petroletherem (3.12).



26.2.2009 Utedn{ véstnik Evropské unie

L 54/27

5.2

5.3

5.3.2.1

5.3.2.2

5323

Stanoveni volnych aminokyselin v krmivech a v premixech
Do kénické bariky se navazi ptislusné mnozstvi (1-5 g) upraveného vzorku (5.1) s piesnosti na 0,2 mg a piidd se

100,0 ml extrakéni smési (3.21). Smés se tiepe 60 minut na mechanické tfepacce nebo michd na magnetickém
michacim zatizeni (4.8). Po usazeni sedimentu se odpipetuje 10,0 ml supernatantu do 100 ml kadinky.

Za stdlého michdni se pfidd 5,0 ml roztoku sulfosalicylové kyseliny (3.22) a pokracuje se v michdni na
magnetickém michacim zafizeni dal$ich 5 minut. Supernantant se piefiltruje nebo odsttedi tak, aby se odstranila
veskerd srazenina. 10,0 ml odstfedéného roztoku se pfenese do 100 ml kddinky, pH se upravi na 2,20 pomoci
roztoku hydroxidu sodného (3.18), potom se roztok pfevede pomoci citratového tlumivého roztoku (3.24) do
odmérné banky pfiméfené velikosti a doplni po znacku tlumivym roztokem (3.24).

Pouzije-li se vnitini standard, pfidd se 1,00 ml roztoku vnitintho standardu (3.27.3) na kazdych 100 ml
odstfedéného roztoku a potom se doplni po znacku tlumivym roztokem (3.24).

Dile se pokracuje podle bodu 5.4 — chromatografie.

Nejsou-li extrakty zkousSeny tyz den, uchovavaji se pii teploté pod 5 °C.

Stanoveni celkovych aminokyselin
Oxidace

0,1-1 g upraveného vzorku (5.1) se odvdzi s pfesnosti na 0,2 mg:

— do 100 ml banky s kulatym dnem (4.1) pro otevienou hydrolyzu (5.3.2.3) nebo

— do 250 ml banky s kulatym dnem (4.1), pozaduje-li se nizkd koncentrace sodiku (5.3.3.1), nebo
—  do nddoby o obsahu 100 ml se $roubovaci uzavérem (4.2) (pro uzavienou hydrolyzu 5.3.2.4).
Navdzka vzorku musi mit obsah dusiku asi 10 mg a obsah vlhkosti nepfesahujici 100 mg.

Banka/nddoba se umisti do lazné s ledovou vodou a ochladi se na 0 °C, potom se pfidd 5 ml oxida¢ni smési
(3.23) a promichd se sklenénou lzici se zahnutou $pickou. Banka/nddoba se uzavie i se lZici vzduchotésnou f6lif
avloZi se i s lazni s ledovou vodou do chladnicky a ponechd se v ni 16 hodin pii 0 °C. Po 16 hodinach se vyjme
z chladnicky a prebytecné oxidacni ¢inidlo se rozlozi pfidinim 0,84 g disificitanu sodného (3.4).

Dile se postupuje podle bodu 5.3.2.1.

Hydrolyza
Hydrolyza oxidovanych vzorkii

K oxidovanému vzorku pfipravenému podle bodu 5.3.1 se pridd 25 ml hydrolyza¢ni smési (3.20) tak, aby
neulpél zddny vzorek na sténdch nddoby ani na lzici.

Podle zvoleného postupu hydrolyzy se pokracuje podle bodu 5.3.2.3 nebo 5.3.2.4.

Hydrolyza neoxidovanych vzorki

Do baiiky s kulatym dnem o obsahu 100 ml nebo 250 ml (4.1) nebo do ldhve o obsahu 100 ml se sroubovacim
uzdvérem (4.2) se navazi 0,1-1 g upraveného vzorku (5.1) s pfesnosti na 0,2 mg. Navdzka vzorku musi mit
obsah dusiku asi 10 mg. Opatrné se pfidd 25 ml hydrolyzacni smési (3.20) a smichd se vzorkem. Déle se
postupuje podle bodu 5.3.2.3 nebo 5.3.2.4.

Oteviend hydrolyza

Ke smési v baiice (pfipravené podle bodu 5.3.2.1 nebo 5.3.2.2) se pridaji 3 sklenéné kulicky a smés se uvede do
mirného varu pod zpétnym chladi¢em na dobu 23 hodin. Po skonceni hydrolyzy se zpétny chladi¢ promyje 5 ml
citrdtového tlumivého roztoku (3.24). Banka se odpoji a ochladi se v ledové ldzni.

Dile se postupuje podle bodu 5.3.3.
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Uzaviend hydrolyza

Barika se smési piipravenou podle bodu 5.3.2.1 nebo 5.3.2.2 se umisti do susdrny (4.3) pii 110 °C. Aby se
béhem prvni hodiny zabrénilo nartistdni tlaku (v dasledku vyvijeni plynnych latek) a aby nedoslo k vybuchu,
polozi se Sroubovaci uzdvér volné na banku. Nddoba se neuzavird. Po uplynuti jedné hodiny se uzdvér
zasroubuje a uzaviend banka se ponechd v susdrné (4.3) 23 hodin. Po skonéeni hydrolyzy se barika vyjme ze
susarny, opatrné se odsroubuje uzavér a banka se postavi do 1dzné s ledovou vodou. Nechd se vychladnout.

Podle zvoleného postupu pro tpravu pH (5.3.3) se obsah banky kvantitativné prevede pomoci citrtového
tlumivého roztoku (3.24) do 250ml kddinky nebo do 250ml bariky s kulatym dnem.

Dile se postupuje podle bodu 5.3.3.

Uprava pH

Podle toho, jakou toleranci k sodiku md analyzdtor aminokyselin (4.9), postupuje se pii tpravé pH podle
bodu 5.3.3.1 nebo 5.3.3.2.

Pro chromatografické systémy (4.9) vyzadujici nizkou koncentraci sodiku

Pokud analyzator aminokyselin vyzaduje nizkou koncentraci sodiku (mé-li se sniZit obsah kyselin), doporucuje se
pouzit vnitini zdsobni standardni roztok (3.27.3).

V takovém piipadé se pred odparovanim pfidaji do hydrolyzatu 2,00 ml vnitintho zdsobniho standardniho
roztoku (3.27.3).

Do hydrolyzitu pfipraveného podle bodu 5.3.2.3 nebo 5.3.2.4 se pridaji 2 kapky 1-oktanolu (3.15).

Na rota¢ni odparce (4.7) se snizi objem na 5-10 ml za vakua pii 40 °C. Pokud by se objem pfi odpafovani snizil
pod 5 ml, hydrolyzdt je tieba odstranit a zkousku zahdjit znovu.

pH se upravi na 2,20 roztokem hydroxidu sodného (3.18) a déle se postupuje podle bodu 5.3.4.

Pro vSechny ostatni analyzdtory aminokyselin (4.9)

Hydrolyzity pfipravené podle bodu 5.3.2.3 nebo 5.3.2.4 se ¢istecné zneutralizuji opatrnym pfiddnim 17 ml
roztoku hydroxidu sodného (3.17) za stdlého michdni a pii zarucené teploté pod 40 °C.

pH se upravi na 2,20 roztokem hydroxidu sodného (3.17) a nakonec roztokem hydroxidu sodného (3.18) pii
laboratorni teploté. Ddle se postupuje podle bodu 5.3.4.

Roztok vzorku pro chromatografii

Hydrolyzat (5.3.3.1 nebo 5.3.3.2) s upravenym pH se kvantitativné pievede pomoci citratového tlumivého
roztoku (3.24) do 200 ml odmérné banky a doplni se po znacku tlumivym roztokem (3.24).

Nebyl-li dosud pouzit vnitini standard, pfidaji se 2,00 ml vnitintho standardu (3.27.3) a potom se doplni po
znacku citrdtovym tlumivym roztokem (3.24). Dukladné se promichd.

Dile se pokracuje v chromatografii (5.4).

Nejsou-li roztoky vzorkd zkouseny tyZ den, uchovavaji se pii teploté pod 5 °C.

Chromatografie

Pred chromatografii musi mit extrakt (5.2) nebo hydrolyzat (5.3.4) laboratorni teplotu. Smés se protiepe
a potiebné mnozstvi se piefiltruje membrdnovym filtrem 0,22 pm (4.5). Vysledny c¢iry roztok se podrobi
katexové chromatografii s pouzitim analyzdtoru aminokyselin (4.9).

Nastiik lze provést rucné nebo automaticky. Piitom je dilezité, aby se do kolony pridévalo stejné mnozstvi
roztoku * 0,5 % pro zkouseni standardd a vzorkd s vyjimkou piipadu, kdy je pouzit vnitin{ standard. Rovnéz
pomér sodiku a aminokyselin by mél byt v standardnich roztocich a v roztocich vzorkd co moznd
nejpodobnéji.
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6.1

Frekvence kalibrace zdvisi hlavné na stabilité ninhydrinového ¢inidla a analytického systému. Standard nebo
vzorek se fedf citrdtovym tlumivym roztokem (3.24) tak, aby plocha piku standardu tvorfila 30-200 % plochy
piku roztoku vzorkd pro jednotlivé aminokyseliny.

Chromatografie aminokyselin se mirné li$i v zavislosti na typu pouzitého analyzitoru a pouzitého ionexu.
Zvoleny systém musi byt schopen oddélit jednotlivé aminokyseliny od sebe navzdjem i od ostatnich ninhydrin-
pozitivnich materidlt. V rozsahu svého ptsobeni musi chromatograficky systém linedrné reagovat na zmény
objemt aminokyselin pfidanych do kolony.

Pii zkouseni equimoldrniho roztoku (zkousenych aminokyselin) by mélo byt pfi chromatografii dosazeno nize
uvedenych pomért sedla k vrcholu piku. Tento equimoldrni roztok musi obsahovat nejméné 30 % maximdlniho
obsahu jednotlivych aminokyselin, coZ muZe byt pfesné méfeno na pouzitém analyzdtoru aminokyselin (4.9).

PFi separaci threoninu a serinu nesmi pomér vysek sedla a vrcholu nizstho z piku prekryvajicich se aminokyselin
na chromatogramu pfesahovat 2 : 10 (pokud se stanovuje pouze cyst(e)in, methionin, threonin a lysin, je
stanoveni nepiiznivé ovlivnéno nedostate¢nou separaci od piilehlych pikd). Pro viechny ostatni aminokyseliny
musi byt separace lepsi nez 1 : 10.

Systém musi zarudit, Ze lysin bude separovdn od ,lysinovych néhrazek” a ornithinu.

Vypocet a vyjadieni vysledki

Plocha pikil vzorku a standardu se mé pro kazdou jednotlivou aminokyselinu a vypocitdvd se mnoZstvi
(X) aminokyseliny v g na kg vzorku.

_A><c><M><V
“Bxmx1000

D
Je-li pouzit vnitini standard, ndsobi se vysledek: T

A = plocha piku hydrolyzitu nebo extraktu

B = plocha piku kalibra¢niho standardniho roztoku

C = plocha piku vnitintho standardu v hydrolyzdtu nebo v extraktu

D = plocha piku vnitintho standardu v kalibra¢nim standardnim roztoku

M = molekuldrni hmotnost stanovované aminokyseliny
¢ = koncentrace standardu v pmol/ml
m = hmotnost navazky vzorku v g (korigovand na ptivodni hmotnost, pokud je vzorek vysusen nebo odtu¢nén)

V = celkovy objem hydrolyzétu (5.3.4) v ml nebo celkovy objem ziedéného extraktu (6.1)

Cystin a cystein se v hydrolyzatech oxidovaného vzorku stanovuji jako kyselina cysteova, ale vypocitdvaji se jako
cystin (CH1,N,048, MV 240,30 g/mol) s pouzitim MV 120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30 g/mol).

Methionin se v hydrolyzitech oxidovaného vzorku stanovuje jako methioninsulfon, ale vypocitivd se jako
methionin s pouzitim MV methioninu: 149,21 g/mol.

Pfidany volny methionin se stanovuje po extrakci jako methionin, pro vypocet se pouzije stejnd MV.

Celkovy objem zfedéného extraktu (F) pii stanoveni volnych aminokyselin (5.2) se vypocitd podle ndsledujictho
vzorce:

l::100m1><(10m1+5m1)>< \

10 ml 10

V = objem vysledného extraktu.
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7. Ovéfeni metody

Tato metoda byla vyzkousena porovndnim na mezindrodni drovni v roce 1990 pii pouziti ctyt rtiznych krmiv
(krmnd smés pro prasata, kombinované krmivo pro brojlery, proteinovy koncentrit, premix). Po vylouceni
odlehlych hodnot jsou vysledky stiednich a standardnich odchylek uvedeny v nasledujicich tabulkdch:

Stfedni hodnoty v g/kg
Aminokyselina
Referenéni materidl

Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin

Krmnd smés pro prasata 6,94 3,01 3,27 9,55
n=15 n=17 n=17 n=13

Kombinované krmivo pro 9,31 3,92 5,08 13,93
brojlery n=16 n=18 n=18 n=16
Proteinovy koncentrét 22,32 5,06 12,01 47,74
n=16 n=17 n=17 n=15

Premix 58,42 — 90,21 98,03
n=16 n=16 n=16

n = pocet zicastnénych laboratofi.

7.1 Opakovatelnost

Opakovatelnost vyjadfend jako ,vnitrolaboratorni standardni odchylka“ je uvedena v ndsledujicich tabulkdch:

Vnitrolaboratorni standardni odchylka (S,) v g/kg

Aminokyselina
Referenéni materidl

Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin

Krmnd smés pro prasata 0,13 0,10 0,11 0,26
n=15 n=17 n=17 n=13

Kombinované krmivo pro 0,20 0,11 0,16 0,28
brojlery n=16 n=18 n=18 n=16

Proteinovy koncentrét 0,48 0,13 0,27 0,99
n=16 n=17 n=17 n=15

Premix 1,30 — 2,19 2,06
n=16 n=16 n=16

n = pocet zicastnénych laboratofi.

Varia¢ni koeficient (%) vnitrolaboratorni standardni odchylky (S,)

Aminokyselina
Referencni materidl

Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin

Krmnd smés pro 1,9 3,3 3,4 2,8
prasata n=15 n=17 n=17 n=13

Kombinované 2,1 2,8 3,1 2,1
krmivo pro brojlery n=16 n=18 n=18 n=16

Proteinovy koncen- 2,7 2,6 2,2 2,4
trat n=16 n=17 n=17 n=15
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Aminokyselina
Referen¢ni materidl
Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin
Premix 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n = pocet zicastnénych laboratofi.

7.2 Reprodukovatelnost

Vysledky pro mezilaboratorni standardni odchylku vyplyvajici z vyse uvedeného srovndni jsou uvedeny

v nésledujici tabulce:

Mezilaboratorni standardni odchylka (Sg) v g/kg

Aminokyselina

Referen¢ni materidl

Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin

Krmnd smés pro prasata 0,28 0,30 0,23 0,30
n=15 n=17 n=17 n=13

Kombinované krmivo pro 0,48 0,34 0,55 0,75
brojlery n=16 n=18 n=18 n=16
Proteinovy koncentrat 0,85 0,62 1,57 1,24
n=16 n=17 n=17 n=15

Premix 2,49 — 6,20 6,62
n=16 n=16 n=16

n = pocet zicastnénych laboratofi.
Varia¢ni koeficient (%) mezilaboratorni standardni odchylky (Sg)
Aminokyselina
Referen¢ni materidl

Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin

Krmnd smés pro prasata 4,1 9,9 7,0 3,2
n=15 n=17 n=17 n=13

Kombinované krmivo pro 5,2 8,8 10,9 5,4
brojlery n=16 n=18 n=18 n=16

Proteinovy koncentrat 3,8 12,3 13,0 3,0
n=16 n=17 n=17 n=15

Premix 4,3 — 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16

n = pocet zacastnénych laboratofi.

8. Pouziti referen¢nich materidla

Spravné pouziti uvedené metody se ovéfuje opakovanym méfenim certifikovanych referen¢nich materidld, jsou-li
k dispozici. Doporucuje se kalibrace certifikovanymi kalibra¢nimi roztoky aminokyselin.

9. Pozndmky

9.1 Vzhledem k rozdilim mezi analyzdtory aminokyselin se vysledné koncentrace kalibra¢nich roztokd standardi

aminokyselin (viz 3.27.4 a 3.27.5) a hydrolyzétu (viz 5.3.4) povazuji za urcujici.
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3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

Linedrni rozsah pifstroje je nutno zkontrolovat pro viechny aminokyseliny.

Standardni roztok se fedi citrdtovym tlumivym roztokem tak, aby se dosdhlo ploch piki uprostied tohoto
rozsahu.

Pokud je k analyze hydrolyziti pouZito zafizeni pro vysokotéinnou kapalinovou chromatografii, musi byt
podminky zkousek optimalizovany v souladu s doporucenim vyrobce.

Pfi pouziti této metody u krmiv obsahujicich vice nez 1 % chloridu (koncentraty, mineralni krmiva, doplikova
krmiva) mtze dojit k podhodnoceni obsahu methioninu, a musi se proto pouzit specidlni postup.

G. STANOVEN{ OBSAHU TRYPTOFANU
Ukel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu celkového a volného tryptofanu v krmivech. NerozliSuje mezi
D- a L- formou.

Princip

Pro stanoveni celkového tryptofanu se vzorek hydrolyzuje za alkalickych podminek nasycenym roztokem
hydroxidu barnatého pfi 110 °C po dobu 20 hodin. Po hydrolyze se pfiddvé vnitini standard.

Pro stanoveni volného tryptofanu se vzorek extrahuje za mirné kyselych podminek v pfitomnosti vnitintho
standardu.

Tryptofan a vnitini standard se stanovi v hydrolyzitu nebo extraktu metodou HPLC s fluorescen¢ni detekei.

Chemikilie

Dvakrét destilovand voda nebo voda stejné kvality (vodivost < 10 pS/cm).

Standardni ldtka: tryptofan (¢istota/obsah = 99 %), vakuové vysuSeny nad oxidem fosforecnym.

Vnitini standard: a-methyl-tryptofan (Cistotajobsah > 99 %), vakuové vysuseny nad oxidem fosfore¢nym.

Hydroxid barnaty, oktahydrit (Ba(OH), . 8 H,0), nesmi byt nadmérné vystavovan vzduchu, aby nedochazelo ke
vzniku BaCOs, ktery by mohl naruSovat stanoveni (viz pozndmka 9.3).

Hydroxid sodny.

Kyselina fosforecnd, w (w/w) = 85 %.

Kyselina chlorovodikovd, pyo 1,19 g/ml.

Methanol, pro HPLC.

Petrolether, bod varu 40-60 °C.

Roztok hydroxidu sodného, ¢ = 1 mol/l:

40,0 g NaOH (3.5) se rozpusti ve vodé a vodou (3.1) se doplni na 1 litr.
Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 6 mol/l:

492 ml HCl (3.7) se doplni vodou na 1 litr.
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Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 1 mol/l:

82 ml HCI (3.7) se doplni vodou na 1 litr.

Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 0,1 mol/l:

8,2 ml HCI (3.7) se doplni vodou na 1 litr.

Kyselina fosforecnd, ¢ = 0,5 mol/l:

34 ml kyseliny fosforecné (3.6) se doplni vodou (3.1) na 1 litr.
Koncentrovany roztok tryptofanu (3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

v 500 ml odmérné bance se rozpusti 0,2553 g tryptofanu (3.2) v kyselin¢ chlorovodikové (3.13) a doplni se ji po
znacku. Skladuje se pii —18 °C nejdéle 4 tydny.

Koncentrovany vnitini standardni roztok, ¢ = 2,50 pmol/ml:

v 500 ml odmérné barice se rozpusti 0,2728 g a-methyl-tryptofanu (3.3) v kyseliné chlorovodikové (3.13)
a doplni se ji po znacku. Skladuje se pii —18 °C nejdéle 4 tydny.

Kalibra¢ni standardni roztok tryptofanu a vnitintho standardu:

2,00 ml koncentrovaného roztoku tryptofanu (3.15) a 2,00 ml koncentrovaného roztoku vnitintho standardu
a-methyl-tryptofanu (3.16) se zfedi vodou (3.1) a methanolem (3.8) pfiblizné na stejny objem a stejnou
koncentraci methanolu (10-30 %) jako v kone¢ném hydrolyzatu.

Roztok musi byt pfipravovan Cerstvy pied pouzitim.

Béhem pripravy musi byt roztok chrdnén pied slune¢nim svétlem.

Kyselina octova.

1,1,1-trichloro-2-methyl-2-propanol.

Ethanolamin w (w/w) > 98 %.

Roztok 1 g 1,1,1-trichloro-2-methyl-2-propanolu (3.19) ve 100 ml methanolu (3.8).

Mobilni fize pro HPLC: 3,00 g kyseliny octové (3.18) + 900 ml vody (3.1) + 50,0 ml roztoku (3.21)
1,1,1-trichloro-2-methyl-2-propanolu (3.19) v methanolu (3.8) (1 g/100 ml). pH se upravi ethanolaminem
(3.20) na hodnotu 5,00. Doplni se vodou (3.1) na 1 000 ml.

Piistroje a pomdcky

HPLC vybaveni s fluorometrickym detektorem.

Kolona pro kapalinovou chromatografii, 125 mm x 4 mm, Cyg, ndplit 3 pm, nebo obdobnd.
pH metr.

Nédoba polypropylenova s sirokym hrdlem a Sroubovacim uzdvérem o objemu 125 ml.
Membranovy filtr, 0,45 pm.

Autokldv, 110 (£2) °C, 1,4 (£ 0,1) bar.

Mechanicka tfepacka nebo magnetické michaci zafizeni.

Ponorny mixér.
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5.2

5.3

5.4

Postup
Priprava vzorkii

Vzorek se upravi mletim tak, aby prosel sitem s oky 0,5 mm. Vzorky s vysokym obsahem vlhkosti musi byt pfed
mletim pfedsuseny bud na vzduchu pii teploté do 50 °C, nebo pii zmrazeni. Vzorky s vysokym obsahem tuku se
pied mletim extrahuji petroletherem (3.9).

Stanoveni volného tryptofanu (extrakt)

Vhodné mnozstvi (1-5 g) upraveného vzorku (5.1) se navazi s piesnosti na 1 mg do konické banky. Prida se
100,0 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.13) a 5,00 ml koncentrovaného roztoku vnitintho standardu
(3.16). Smés se tfepe nebo michd 60 minut na mechanické tfepacce nebo magnetickém michacim zafizeni (4.7).
Sediment se nechd usadit a odpipetuje se 10,0 ml supernatantu do kadinky. P¥idd se 5 ml roztoku kyseliny
fosforecné (3.14). pH se upravi roztokem hydroxidu sodného (3.10) na 3,0. Pfidd se tolik methanolu (3.8), aby
jeho konec¢nd koncentrace v roztoku byla 10-30 %. Roztok se prevede do odmérné bariky vhodného objemu
a zfedi se vodou na objem potfebny pro chromatografické stanoveni (pfiblizné stejny objem, jako maji kalibra¢ni
standardni roztoky (3.17)).

Pred néstiikem na kolonu HPLC se piefiltruje nékolik ml roztoku pfes 0,45 pm membrédnovy filtr (4.5). Dile se
postupuje podle bodu 5.4 — chromatografie.

Standardni roztok a extrakty je nutno chrdnit pfed pfimym slune¢nim svétlem. Pokud neni mozné provést
zkousku tentyz den, extrakty lze skladovat pii 5 °C nejvyse tii dny.

Stanoveni celkového tryptofanu (hydrolyzdt)

Do polypropylenové nddoby (4.4) se navdzi 0,1-1 g upraveného vzorku (5.1) s pfesnosti na 0,2 mg. Obsah
dusiku v navdzce vzorku je asi 10 mg. Pridd se 8,4 g oktahydritu hydroxidu barnatého (3.4) a 10 ml vody.
Promichd se ponornym mixerem (4.8) nebo na magnetickém michacim zafizeni (4.7). Magnet s teflonovym
povrchem se ponechd ve smési. Stény nddoby se oplichnou 4 ml vody. Néddoba se uzavie a vicko se volné
dotéhne. Uzaviend nddoba se umisti na 30-60 minut do autokldvu (4.6) s vrouci vodou a pdrou. Potom se
autokldv uzavie a smés se hydrolyzuje 20 hodin pfi teploté 110 ( 2) °C.

Pred otevienim autokldvu se snizi teplota pod 100 °C. Aby se zabrénilo krystalizaci Ba(OH), . 8 H,O, pfidd se
k horké smési 30 ml vody o laboratorni teploté. Mirné se zamichd nebo protiepe. Pfidaji se 2,00 ml roztoku
koncentrovaného vnitiniho standardu a-methyl-tryptofanu (3.16). Nadoba se vychladi 15 minut ve vodni 1dzni
s ledem.

Dile se piidd 5 ml roztoku kyseliny fosforec¢né (3.14). Nadoba se ponechd v ledové ldzni a za stdlého michani se
neutralizuje roztokem kyseliny chlorovodikové (3.11) a potom se pH upravi roztokem kyseliny chlorovodikové
(3.12) na hodnotu 3,0. Pfidd se tolik methanolu, aby jeho vyslednd koncentrace v kone¢ném objemu byla
10-30 %. Roztok se pievede do odmérné bariky vhodného objemu a zfedi se vodou na stanoveny objem, ktery
je nutny pro chromatografické stanoveni (napt. 100 ml). Pfidavek methanolu nesmi zptisobit tvorbu sraZeniny.

Pred nastfikem na kolonu HPLC se prefiltruje nékolik ml roztoku pres 0,45 pm membranovy filtr (4.5). Déle se
postupuje podle bodu 5.4 — chromatografie.

Standardni roztok a hydrolyzaty je nutno chrdnit pfed pfimym slunecnim svétlem. Pokud neni mozné provést
zkousku tentyZz den, hydrolyzéty lze skladovat pii 5 °C nejvyse tii dny.
Stanoveni HPLC

Nasledujici podminky izokratické eluce jsou pouze doporucené; mohou byt pouzity jiné podminky za
piedpokladu, ze poskytuji rovnocenné vysledky (viz pozndmky 9.1 a 9.2):

Kolona pro kapalinovou 125 mm x 4 mm, Cyg, ndplt 3 pm, nebo obdobnd
chromatografii (4.2):

Teplota kolony: laboratorni teplota

Mobilni fize (3.22): 3,00 g kyseliny octové (3.18) + 900 ml vody (3.1) + 50,0 ml roztoku (3.21)
1,1,1- trichlor-2-methyl-2-propanolu (3.19) v methanolu (3.8) (1 g/100 ml). pH se
upravi na 5,00 ethanolaminem (3.20). Objem se doplni na 1 000 ml vodou (3.1).

Pritok: 1 ml/min

Celkovd doba zkousky:  asi 34 minut

Detekéni vinova délka: excitace: 280 nm, emise: 356 nm

Objem ndstiiku: 20 pl.
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6. Vypocet a vyjadieni vysledki

Obsah tryptofanu (X) v g na 100 g vzorku se vypocte podle ndsledujictho vzorce:

_A><B><V1><c><V2><M
“CxDxV;x10 000 x m

A = plocha piku vnitintho standardu v kalibracnim standardnim roztoku (3.17)
B = plocha piku tryptofanu v extraktu (5.2) nebo hydrolyzatu (5.3)
V; = objem koncentrovaného roztoku tryptofanu (3.15) pfidaného do kalibra¢niho roztoku (3.17) v ml (2 ml)

¢ = koncentrace tryptofanu v koncentrovaném roztoku tryptofanu (3.15) pfidaném do kalibracniho roztoku
(3.17) v pmol/ml (= 2,50)

V, = objem koncentrovaného roztoku vnitiniho standardu (3.16) pfidany pii extrakei (5.2) (= 5,00 ml) nebo do
hydrolyzatu (5.3) v ml (= 2,00 ml)

C = plocha piku vnitintho standardu v extraktu (5.2) nebo hydrolyzatu (5.3)
= plocha piku tryptofanu v kalibra¢nim standardnim roztoku (3.17)

V; = objem koncentrovaného roztoku vnitintho standardu (3.16) pridaného do kalibra¢niho standardniho
roztoku (3.17) v ml (= 2,00 ml)

m = hmotnost navazky vzorku v g (korigovand na pavodni hmotnost, pokud byl vzorek vysusen a/nebo
odtucnén)

M = molekuldrni hmotnost tryptofanu (= 204,23 g/mol).

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku nesmi prekrocit 10 % relat.
z hodnoty nejvyssitho vysledku.

8. Vysledky kruhovych testi

ES usporadala kruhové testy (4. porovndni) pro tfi vzorky, které byly zkouseny ve 12 laboratofich, aby byl ovéfen
postup stanoveni celkového tryptofanu (hydrolyza). Kazdy vzorek byl zkousen pétkrat. Vysledky jsou uvedeny
v nésledujici tabulce:

Vzorek 1 . Vzorek 2 B Vzorek 3
Krmivo pro prasata Krdr;‘:;’;(;np{(_)tfylgtsggnse&n- Koncentrét pro prasata
L 12 12 12
n 50 55 50
Priimér (g/kg) 2,42 3,40 4,22
s: (g/kg) 0,05 0,05 0,08
r (g/kg) 0,14 0,14 0,22
CV, (%) 1,9 1,6 1,9
Sk (g/kg) 0,15 0,20 0,09
R (g/kg) 0,42 0,56 0,25
CVx (%) 6,3 6,0 2,2

L = pocet laboratori, které poskytly vysledky
n = pocet jednotlivych vysledkd po vylouceni odlehlych hodnot (uréenych Cochranovym a Dixonovym

testem)
s, = standardni odchylka opakovatelnosti
Sk = standardni odchylka reprodukovatelnosti
r = opakovatelnost
R = reprodukovatelnost

CV, = varia¢ni koeficient opakovatelnosti v %

CVy = variacni koeficient reprodukovatelnosti v %
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Daldi kruhovy test ES (3. porovndni) byl proveden na dvou vzorcich ve 13 laboratofich pro ovéfeni postupu
extrakce volného tryptofanu. Kazdy vzorek byl zkousen pétkrat. Vysledky jsou uvedeny v ndsledujici tabulce:

v Vzorek 5

zorek 4 o .

Smés pienice a soii Smés psenice a soji (= vzorek 4) s pii-
P ) danym tryptofanem (0,457 g[kg)

L 12 12

n 55 60

Prﬁr;lkér (g/kg) 0,391 0,931

s (glkg) 0,005 0,012

r (g/kg) 0,014 0,034

CV; (%) 1,34 1,34

Sk (g[kg) 0,018 0,048

R (g/kg) 0,050 0,134

CVy (%) 4,71 511

L = pocet laboratofi, které poskytly vysledky
n = pocet jednotlivych vysledkd po vylouceni odlehlych hodnot (uréenych Cochranovym a Dixonovym

testem)
s, = standardni odchylka opakovatelnosti
Sg = standardni odchylka reprodukovatelnosti
r = opakovatelnost
R = reprodukovatelnost

CV, = varia¢ni koeficient opakovatelnosti v %

CVy = varia¢ni koeficient reprodukovatelnosti v %

Dalsi kruhovy test ES byla proveden na na ¢tyfech vzorcich v 7 laboratofich pro ovéfeni hydrolyzy tryptofanu.
Kazdy vzorek byl zkousen pétkrat. Vysledky jsou uvedeny nize.

Vzlorekvl ) Vzorvek)2 ) Vazorek 3 ) V’zorekv4 N
Krmnd smés pro lekotucnlf rybi S6jové moutka Susené (;dlitredene
prasata moucka mléko
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 119) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Pramér (g/kg) 2,064 8,801 6,882 5,236
s, (g/kg) 0,021 0,101 0,089 0,040
r (g/kg) 0,059 0,283 0,249 0,112
CV, (%) 1,04 1,15 1,30 0,76
Sk (g/kg) 0,031 0,413 0,283 0,221
R (g/kg) 0,087 1,156 0,792 0,619
CVy (%) 1,48 4,69 4,11 4,22

L = pocet laboratofi, které poskytly vysledky
n = pocet jednotlivych vysledkd po vylouceni odlehlych hodnot (uréenych Cochranovym a Dixonovym

testem)
s, = standardni odchylka opakovatelnosti
Sk = standardni odchylka reprodukovatelnosti
r = opakovatelnost
R = reprodukovatelnost

CV, = varia¢ni koeficient opakovatelnosti v %

CVy = varia¢ni koeficient reprodukovatelnosti v %.

Pozndmky

Pro lepsi oddéleni tryptofanu a a-methyl-tryptofanu jsou doporuceny nize uvedené zvldstni podminky pro
chromatografii.
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Po izokratické eluci ndsleduje gradientové ¢isténi kolony:

Kolona pro kapalinovou 125 mm x 4 mm, Cyg, ndplit 5 um, nebo obdobna

chromatografii:

Teplota kolony: 32°C

Mobilni féze: A: 0,01 mol/l KH,PO, a methanol, 95 + 5 (V+V)
B: methanol

Gradient: 0 min 100 % A 0%B
15 min 100 % A 0%B
17 min 60 % A 40% B
19 min 60 % A 40% B
21 min 100 % A 0%B
33 min 100 % A 0%B

Préitok: 1,2 ml/min

Celkovd doba zkousky:  asi 33 minut.

Chromatografie se miize ménit podle typu HPLC a ndplné kolony. Zvoleny systém musi byt schopen oddélit
tryptofan a vnitini standard az na zdkladni ,baseline”. Navic je dalezité, aby byly degrada¢ni produkty dobfe
oddéleny od tryptofanu a vnitintho standardu. Pro kontrolu obsahu necistot, které by se mohly eluovat ve
stejném Case jako vnitfni standard, se provede zkouska hydrolyzitu bez pfidaného vnitintho standardu. Je
dulezité, aby celkovd doba zkousky byla dostatecnd pro dokonalé vymyti viech degradacnich produktd, jinak
muze dochdzet v nésledujicich chromatografiich k interferencim.

Chromatograficky systém musi v rozsahu méfeni poskytovat linedrni odezvu. Linedrni odezva se méi
s konstantni (normdlni) koncentraci vnitiniho standardu a riznymi koncentracemi tryptofanu. Je ddlezité, aby
velikost pikdi tryptofanu i vnitfntho standardu byla v linedrnim rozsahu HPLC/fluorescen¢niho systému. Pokud
jsou piky tryptofanu ajnebo vnitintho standardu pili§ velké nebo pfili§ malé, zkouska se zopakuje s jinou
navadzkou vzorku a/nebo s jinym koneénym objemem.

Hydroxid barnaty

Starnutim hydroxidu barnatého se zhorsuje jeho rozpustnost, coz zptisobuje, Ze roztok pro stanoveni HPLC neni
¢iry a vysledky obsahu tryptofanu mohou byt nizké.

H. STANOVENI OBSAHU TUKU
Ukel a rozsah

Touto metodou se stanovi obsah tuku v krmivech. Metoda se nevztahuje na zkouseni olejnatych semen a plodin.

Podle druhu a slozeni krmiva a podle tcelu, pro ktery se zkouska provadi, se pouzije jeden ze dvou nize
uvedenych postupt.
Postup A — piimo extrahovatelné tuky

Tato metoda je pouzitelnd pro krmiva rostlinného ptivodu s vyjimkou téch, kterd jsou uvedena v postupu B.

Postup B — celkové tuky

Tato metoda je pouzitelnd pro krmiva zivocisného ptvodu a pro viechny krmné smési. Pouzivd se pro viechny
materidly, z nichZ neni mozné tuk zcela extrahovat bez predchozi hydrolyzy (napt. lepky, kvasnice, bramborové
proteiny a vyrobky, které byly podrobeny zpracovani, jako je vytlacovani, vlockovani a zahfivani).

Interpretace vysledkil

Ve viech piipadech, kdy se doséhlo postupem B vyssiho vysledku nez postupem A, je tieba povazovat za platnou
hodnotu vysledek dosazeny postupem B.
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Princip
Postup A

Vzorek se extrahuje petroletherem. Rozpoustédlo se oddestiluje, zbytek se vysusi a zvdzi.

Postup B

Vzorek se hydrolyzuje za horka s kyselinou chlorovodikovou. Smés se ochladi a prefiltruje. Zbytek na filtru se
promyje a vysusi a ddle se pokracuje ve stanoveni podle postupu A.

Chemikilie

Petrolether, bod varu: 40-60 °C. Bromové &islo musi byt mensi nez 1 a zbytek po odpafeni mensi nez
2 mg/100 ml.

Siran sodny, bezvody.
Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 3 mol/L.

Filtra¢ni prostfedek, napt. Kieselguhr, Hyflo-supercel.

Pfistroje a pomiicky

Extrakéni piistroj. Pokud je opatfen sifonem (typ Soxhlet), rychlost refluxu je takovd, aby dochdzelo
k 10 pfetoktim za hodinu; pokud se jednd o typ bezsifonovy, reflux je 10 ml za minutu.

Extrak¢ni patrony neobsahujici ldtky rozpustné v petroletheru a s porozitou odpovidajici pozadavkiim
uvedenym v bodu 4.1.

Susdrna, bud vakuovd s teplotou 75 * 3 °C, nebo horkovzdusnd s teplotou 100 * 3 °C.

Postup
Postup A (viz bod 8.1)

Do extrakéni patrony (4.2) se navazi 5 g vzorku s pfesnosti na 1 mg a patrona se uzavie tukuprostou vatou.

Patrona se umisti do extrakéniho piistroje (4.1) a extrahuje se Sest hodin petroletherem (3.1). Petroletherovy
extrakt se jimd do suché, predem zvézené banky s varnymi kaminky (1).

Rozpoustédlo se oddestiluje, zbytek v baiice se vysusi 1,5 hodiny v susdrné (4.3). Nechd se vychladnout
v exsikdtoru a zvdzi se. Susi se dalsich 30 minut, aby se zajistila konstantni hmotnost tuku (rozdil mezi dvéma
nasledujicimi vaZenimi musi byt maximalné 1 myg).

Postup B

Do 400 ml kddinky nebo do 300ml kénické banky se navdzi 2,5 g vzorku s piesnosti na 1 mg (viz bod 8.2)
a pridd se 100 ml kyseliny chlorovodikové (3.3) a varné kaminky. Kadinka se pfikryje hodinovym sklem nebo se
kénickd banka napoji na refluxni chladi¢. Smés se zahiiva k varu na kahanu nebo na topné desce a potom se
udrzuje v mirném varu jednu hodinu. Béhem varu se nesmi ¢dstecky vzorku usazovat na sténach nadoby.

Smés se vychladi a pfidd se dostatecné mnozstvi filtracniho prostiedku (3.4), aby se zabrédnilo ztrétdm tuku
béhem filtrace. Filtruje se pres zvlhceny dvojity filtr, ktery neobsahuje Zadny tuk. Zbytek na filtru se promyva
studenou vodou, dokud nenf filtrdt neutrdlni. Provede se kontrola, zda filtrdt neobsahuje Zadny tuk, jinak je
nutné pfed hydrolyzou provést extrakci petroletherem podle postupu A.

Pokud md byt vyextrahovany tuk pouzit pro dalsi zkousky kvality, nahradi se varné kaminky sklenénymi kulickami.
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Dvojity filtr se zbytkem po hydrolyze se umisti na hodinové sklo a susi se 1,5 hodiny v susdrné (4.3) pii 100
+3°C

Dvojity filtr s vysuSenym zbytkem se vloZi do extrakéni patrony (4.2) a utésni se tukuprostou vatou. Patrona se

umisti do extrakéniho piistroje (4.1) a ddle se postupuje podle druhého a tiettho odstavce bodu 5.1.

Vyjadieni vysledku

Hmotnost zbytku po extrakci se vyjadii jako % tuku ve vzorku.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku tymz laborantem nesmi
piekrocit:

— 0,2 % v absolutni hodnoté u obsahu tuku do 5 %,

— 4,0 % relat. z hodnoty nejvyssitho vysledku u obsahu 5-10 %,

— 0,4 % v absolutni hodnoté u obsahu nad 10 %.

Pozndmky

U vyrobkd s vysokym obsahem tukdi, které se obtizné melou nebo u kterych je obtizné odebrat homogenni
redukovany vzorek, se postupuje ndsledujicim zptisobem:

Navdzi se 20 g vzorku s pfesnosti na 1 mg, promichd se s 10 nebo vice gramy bezvodého siranu sodného (3.2).
Extrahuje se petroletherem (3.1) podle bodu 5.1. Ziskany extrakt se doplni petroletherem (3.1) na objem 500 ml
a promichd. Do malé, suché, pfedem zvazené banky s varnymi kaminky se odméfi 50 ml tohoto roztoku.
Rozpoustédlo se oddestiluje a po vysuSeni se postupuje podle posledniho odstavce bodu 5.1.

Ze zbytku po extrakci v patroné se odstrani veskeré rozpoustédlo a zbytek se umele tak, aby prosel sitem s oky
1 mm. Potom se vréti do extrakéni patrony (siran sodny se jiz nepifiddvd) a postupuje se podle druhého a tfetiho
odstavce bodu 5.1.

Obsah tuku se vypoitd jako procento ze vzorku podle ndsledujictho vzorce:

(10m; + my) x 5

m; = hmotnost zbytku po prvni extrakci v gramech (alikvotni ¢dsti extraktu)

= hmotnost zbytku po druhé extrakci v gramech.

2
|

U vyrobkt s nizkym obsahem tuku se miize zvysit navdzka vzorku na 5 g.

Krmiva pro domdci zvifata, kterd maji vysoky obsah vody, je tfeba pred hydrolyzou a extrakci podle postupu
B smichat s bezvodym siranem sodnym.

U nékterych krmiv maize byt zapottebi prodlouzit dobu suseni nad 1,5 hod. Je viak tfeba zamezit pfilisnému
vysoueni, které mize vést k niz§im vysledkiim. Je mozno pouzit i mikrovlnnou susérnu.

Predextrakce podle postupu A pied hydrolyzou a dalsi extrakce podle postupu B se doporucuje u krmiv
s obsahem tuku nad 15 %. Do jisté miry to zdvisi na druhu krmiva a druhu tuku v krmivu.
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3.4

3.5
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4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

. STANOVENI OBSAHU VLAKNINY
Ukel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanovit v krmivu organické latky, které neobsahuji tuk, jsou nerozpustné v roztoku
kyseliny a louhu a jsou bézné nazyvany vldknina.

Princip

Vzorek se v piipadé potieby odtucni a piisobi se na néj postupné vroucim roztokem kyseliny sirové a hydroxidu
draselného o presné stanovené koncentraci. Zbytek se oddélf filtraci pfes sklenény filtraéni kelimek, promyje,
vysusi, zvdzi a spdli pii teploté 475-500 °C. Ubytek véhy po spéleni odpovidd obsahu vldkniny ve zkouseném
vzorku.

Chemikalie

Kyselina sirovd, ¢ = 0,13 mol/l.

Odpénovaci ¢inidlo (napf. n-oktanol).

Filtra¢ni pomticka (Celit 545 nebo obdobnd) Zihand pfi 500 °C po 4 hodiny (8.6).

Aceton.

Petrolether, bod varu 40-60 °C.

Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 0,5 mol/l.

Roztok hydroxidu draselného, ¢ = 0,23 mol/l.

Pfistroje a pomicky

Zahfivaci jednotka pro hydrolyzu roztokem kyseliny sirové a hydroxidu draselného, s oporou pro filtra¢ni
kelimky (4.2) a vybavend vypoustécim potrubim s kouhoutem na vypousténé tekutiny a vakuum, popiipadé
stlaceny vzduch. Kazdy den se zafizeni pfed pouzitim pét minut pfedehiivd s vrouci vodou.

Sklenény filtracni kelimek s porézni vlozkou (fritou) o velikosti périt 40-90 pm. Pfed prvnim pouzitim se
kelimek nékolik minut zahfeje na 500 °C a potom vychladi (8.6).

Hydrolyza¢ni nddobka o obsahu nejméné 270 ml s refluxnim chladi¢em, vhodna pro vafeni.
Laboratorni susdrna s regulaci teploty.
Muflova pec s regulaci teploty.

Extrakéni jednotka s oporou pro filtracni kelimky (4.2) vybavend vypoustécim potrubim s kouhoutem na
vakuum a vypousténé tekutiny.

Spojovaci krouzky pro spojeni zahfivaci jednotky (4.1), filtra¢nich kelimkd (4.2) a hydrolyzaéni nadobky (4.3)
a pro piipojeni kelimki ke studené extrakéni jednotce (4.6).

Postup

Do filtra¢niho kelimku (4.2) se navdzi 1 g upraveného vzorku s pfesnosti na 1 mg (viz poznamky 8.1, 8.2 a 8.3)
a pfidd se 1 g filtra¢ni pomtcky (3.3).

Filtra¢ni kelimek (4.2) se pfipoji k zahiivaci jednotce (4.1) a poté k hydrolyzacni nddobce (4.3). Do spojené
hydrolyza¢ni nddobky a filtra¢niho kelimku se nalije 150 ml vrouciho roztoku kyseliny sirové (3.1) a v piipadé
potieby se pfidd nékolik kapek odpénovaciho ¢inidla (3.2).

Zahfteje se béhem 5 (+2) minut k varu a intenzivné se vaif presné 30 minut.
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Otevie se vypoustéci ventil (4.1) a kyselina sirovd se odsaje za pouziti vakua pfes filtra¢ni kelimek a zbytek se
promyje asi tiikrdt 30 ml horké vody, vzdy po dplném odsati kapaliny z kelimku.

Vypoustéci ventil se uzavie, pfidd se 150 ml vrouctho roztoku hydroxidu draselného (3.7) do spojené
hydrolyzacni nddobky a filtracniho kelimku a pfidd se nékolik kapek odpériovaciho cinidla (3.2). Kapalina se
piivede béhem 5 (+2) minut k varu a intenzivné se vaii presné 30 minut. Potom se zopakuje filtrace a promyvani
jako po varu s kyselinou sirovou.

Po skonéeni promyvéni a odsdvani se odpoji filtra¢ni kelimek se svym obsahem a pfipoji se ke studené extrakéni
jednotce (4.6). Za pouziti vakua se promyje zbytek ve filtra¢nim kelimku tiikrdt 25 ml acetonu (3.4), promyva se
vzdy do tplného odséti acetonu.

Filtra¢ni kelimek se vysusi do konstantni hmotnosti v susdrné pii teploté 130 °C. Po kazdém vysuSeni
a ochlazeni v exsikdtoru se vidy rychle zvazi. Filtraéni kelimek se vlozi do muflové pece a spaluje pii
475-500 °C nejméné 30 minut do konstantni hmotnosti (ibytek hmotnosti mezi dvéma vazenimi nesmi byt
VEtsi nez 2 mg).

Po kazdém spalovéni a ochlazeni nejprve v peci a potom v exsikdtoru se zvazi.

Provede se slepd zkouska bez zkouseného vzorku. Ubytek hmotnosti po spalovani nesmf byt vétsf nez 4 mg.

Vypocet a vyjidieni vysledki

Obsah vldkniny jako procento vzorku se vypocitd podle nasledujicho vzorce:

(mo _1’1'11) x 100
m

X=

kde:

hmotnost vzorku v g

3
1}

my = ubytek hmotnosti po spaleni pfi vlastnim stanoveni v g

= Ubytek hmotnosti po spdleni pii slepé zkousce v g.

i
|

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku nesmi prekrocit:

— 0,6 % v absolutni hodnoté¢ u obsahu vldkniny nizstho nez 10 %,

— 6 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku u obsahu vldkniny 10 % a vice.

Pozndmky

Krmiva, kterd obsahuji vice nez 10 % tuku, musi byt pfed zkouskou odtu¢néna petroletherem (3.5). Filtra¢ni
kelimek (4.2) s obsahem se pfipoji ke studené extrakéni jednotce (4.6) a zbytek se promyje tiikrdt 30 ml
petroletheru za pouziti vakua az do tplného odsiti. Potom se kelimek pfipoji k zahiivaci jednotce (4.1)
a pokracuje se podle bodu 5.

Krmiva obsahujici tuk, ktery nelze pfimo extrahovat petroletherem (3.5), musi byt odtu¢néna podle bodu 8.1
a potom jesté jednou po varu s kyselinou. Po varu s kyselinou a nédsledném promyti se filtracni kelimek
s obsahem pripoji ke studené extrakéni jednotce (4.6) a promyje se tikrdt 30 ml acetonu a ndsledné tiikrdt 30 ml
petroletheru. Odsaje se do sucha za pouziti vakua a pokracuje se ve zkousce podle bodu 5 od pfidan{ hydroxidu
draselného.
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Pokud krmivo obsahuje vice nez 5 % uhlicitand vyjadfenych jako uhli¢itan vépenaty, pfipoji se filtracni kelimek
(4.2) s navaZenym vzorkem k zahffvaci jednotce (4.1). Vzorek se promyje t¥ikrat 30 ml kyseliny chlorovodikové
(3.6). Po kazdém ptidani kyseliny se filtruje po minutové prodlevé. Nakonec se promyje 30 ml vody a pokracuje
se podle bodu 5.

Pokud se pouzivd piistroj, u kterého je nékolik filtra¢nich kelimki pfipojeno k jedné zahfivaci jednotce,
neprovadi se obé paralelni stanoveni u téhoz vzorku ve stejné sérii.

Pokud je po varu s kyselinou nebo louhem obtizné roztok prefiltrovat, pouzije se stlaceny vzduch z vypoustéctho
ventilu zahfivaci jednotky a potom se pokracuje ve filtraci.

Teplota spalovani nesmi presahnout 500 °C, aby se prodlouzila zZivotnost sklenénych filtracnich kelimkd. Béhem
zahifvdni a ochlazovani nesmi byt kelimky vystaveny nadmérnému teplotnimu Soku.

J.  STANOVENI OBSAHU CUKRU
Ucel a rozsah

Tato metoda umoziiuje stanoveni obsahu redukujicich cukrii a veskerych cukrii po inverzi vyjadienych jako
glukéza nebo sacharéza s pouzitim faktoru 0,95. Je pouzitelnd pro krmné smési. Pro ostatni krmiva jsou
pouzivany zvldstni metody. Je-li to nutné, muze byt obsah laktdzy zjistén zvldst a potom zahrnut do celkového

vysledku.

Princip

Cukry se vyextrahuji zfedénym ethanolem. Extrakt se vycefi Carrezovymi Cinidly I a II. Ethanol se odstrani
a mnozstvi cukru pfed a po inverzi se stanovi metodou podle Luff-Schorla.

Chemikilie
Ethanol, 40% roztok (v/v), hustota: 0,948 g/ml pfi 20 °C, neutralizovany na fenolftalein.

Carrezovo ¢inidlo I: ve vodé se rozpusti 21,9 g octanu zine¢natého Zn (CH;COO), . 2H,0 a 3 g ledové kyseliny
octové. Doplni se vodou na 100 ml.

Carrezovo ¢inidlo I: ve vodé se rozpusti 10,6 g kyanozZeleznatanu draselného (ferrokyanidu draselného)
K,Fe(CN)4 . 3H,0. Doplni se vodou na 100 ml.

Methyloranz, 0,1% roztok (w[v).
Kyselina chlorovodikovd 4 mol/l.
Kyselina chlorovodikové 0,1 mol/l.
Roztok hydroxidu sodného, 0,1 mol/l.
Luff-Schoorlovo ¢inidlo:

Za opatrného michdn{ se nalije roztok kyseliny citrénové (3.8.2) do roztoku uhli¢itanu sodného (3.8.3). Piid4 se
roztok siranu médnatého (3.8.1) a doplni se vodou na 1 litr. Nechd se pfes noc usadit a pak se prefiltruje.

Zkontroluje se koncentrace takto ziskaného ¢inidla (Cu — 0,05 mol/l; Na,CO; — 1 mol/l), viz posledni odstavec
bodu 5.4. pH tohoto roztoku je pfiblizné 9,4.

Roztok siranu médnatého: ve 100 ml vody se rozpusti 25 g siranu médnatého (Cu SO, . 5H,0) prostého Zeleza.
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Roztok kyseliny citronové: v 50 ml vody se rozpusti 50 g kyseliny citrénové (C¢HgO; . H,0).

Roztok uhli¢itanu sodného: v piiblizné 300 ml teplé vody se rozpusti 143,8 g bezvodého uhlicitanu sodného.
Nechd se vychladnout.

Roztok thiosiranu sodného 0,1 mol/l.

Roztok skrobu: ve 30 ml vody se rozpusti 5 g skrobu a tato smés se piidd do jednoho litru vrouci vody. Vai se tii
minuty, nechd se vychladnout a v piipadé potfeby se pfidd 10 mg jodidu rtutnatého jako stabilizatoru.

Kyselina sirovd 3 mol/l.
Roztok jodidu draselného 30 % (w/v).
Granulovand pemza vyvafend v kyseliné chlorovodikové, proprand ve vodé a vysusend.

3-methylbutan-1-ol (isopenthanol).

Pfistroje a pomiicky

Michaci zafizenf: piiblizné 35-40 otdcek/min.

Postup
Extrakce vzorku

Do 250 ml odmérné banky se navazi 2,5 g vzorku s pfesnosti na 1 mg. Pfidd se 200 ml ethanolu (3.1) a michd
se po dobu jedné hodiny na michacim zafizeni. Pfidd se 5 ml Carrezova ¢inidla I (3.2) a asi 30 sekund se micha.
Piidd se 5 ml Carrezova ¢inidla II (3.2) a znovu se michd jednu minutu. Doplni se po znacku ethanolem (3.1),
homogenizuje a prefiltruje. Odpipetuje se 200 ml filtrdtu a odpafi se na polovinu objemu, aby se odstranila
vétsina ethanolu. Zbytek po odparovéni se kvantitativné pfevede do 200 ml odmérné bainky pomoci horké vody.
Zchladi se, doplni se vodou po znacku, homogenizuje a v pfipadé potieby prefiltruje. Tento roztok se pouZije pro
stanoveni obsahu redukujicich cukrt a, po inverzi, pro stanoveni obsahu veskerych cukrii.

Stanoveni redukujicich cukrii

Odpipetuje se maximalné 25 ml roztoku, ktery obsahuje nejvyse 60 mg redukujicich cukrli vyjadfenych jako
glukdza. V pifpadé poteby se odpipetovany objem doplni destilovanou vodou na 25 ml. Obsah redukujicich
cukrt se stanovi metodou podle Luff-Schorla. Vysledek se vyjadii jako procentni obsah glukézy ve vzorku.

Stanoveni obsahu veskerych cukrii po inverzi

Do 100 ml odmérné bariky se odpipetuje 50 ml roztoku. Pfidd se nékolik kapek roztoku methyloranze (3.4)
a potom se za stalého, opatrného michdni pfidd kyselina chlorovodikova (3.5), aZ se kapalina trvale zbarvi do
Cervena. Poté se pfidd 15 ml kyseliny chlorovodikové (3.6) a banka se rychle ponoii do vafici vodni 1dzné, kde se
ponechd tiicet minut. Rychle se vychladi na 20 °C a pfidd se 15 ml roztoku hydroxidu sodného (3.7). Doplni se
vodou do 100 ml a homogenizuje. Odpipetuje se maximalné 25 ml roztoku, ktery obsahuje nejvyse 60 mg
redukujicich cukri vyjadfenych jako glukéza. V piipadé potieby se odpipetovany objem doplni destilovanou
vodou na 25 ml. Obsah redukujicich cukrt se stanovi metodou podle Luff-Schorla. Vysledek se vyjadii jako
procento glukézy nebo, kde je to vhodné, jako sacharézy po vyndsobeni faktorem 0,95.

Titrace (metoda podle Luff-Schoorla)

Do 300 ml Erlenmeyerovy banky se odpipetuje 25 ml Luff-Schoorlova cinidla (3.8); pfidd se pfesné 25 ml
vycefeného cukerného roztoku. Pridaji se dvé granule pemzy (3.13) a pfi ruénim michdni se zahiivd nad
otevienym plamenem stiedni délky tak, aby se kapalina uvedla do varu pfiblizné za dvé minuty. Pak se
Erlenmeyerova batika neprodlené umisti na azbestem potazenou dréténou sitku s otvorem o priméru piiblizné
6 cm, pod kterou je zapdlen plamen. Tento plamen musi byt regulovin tak, aby se zahfivalo pouze dno
Erlenmeyerovy banky. K Erlenmeyerové barice se pfipoji zpétny chladi¢ a vaif se pfesné deset minut. Potom se
barika ihned vychladi ve studené vodé a pfiblizné po péti minutéch se titruje takto:
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Do barky se pridd 10 ml roztoku jodidu draselného (3.12) a ihned poté (opatrné a pomalu, vzhledem k riziku
nadmérného pénéni) se pridd 25 ml kyseliny sirové (3.11). Titruje se roztokem thiosiranu sodného (3.9), az se
objevi kalné 7lutd barva. Pak se pfidd skrobovy indikdtor (3.10) a dokondf se titrace.

Stejnd titrace se provede s presné odméfenou smési 25 ml Luff-Schoorlova ¢inidla (3.8) a 25 ml vody, 10 ml
roztoku jodidu draselného (3.12) a 25 ml kyseliny sirové (3.11) bez vateni.

Vypocet a vyjadieni vysledki

S pouzitim tabulky se stanovi obsah glukézy v mg, ktery odpovidd rozdilu mezi hodnotami obou titraci
vyjadienych v mg thiosiranu sodného 0,1 mol/l. Vysledek se vyjadii jako procento vzorku.

Zvlastni postupy

V piipadé krmiv bohatych na melasu nebo jinych krmiv, kterd nejsou zcela homogennt, se do 1 000 ml odmérné
banky navazi 20 g vzorku a pfidd se 500 ml vody. Michd se jednu hodinu na michacim zafizeni. Vyceii se
Carrezovymi Cinidly [ a II (3.2 a 3.3), jak je uvedeno v odstavci 5.1, ale v tomto pifpadé se Ctyfndsobnym
mnozstvim obou ¢inidel. Doplni se po znacku 80% ethanolem (v/v).

Homogenizuje se a prefiltruje. Ethanol se odstrani postupem uvedenym v odstavci 5.1. Pokud ve smési neni
zadny dextrinovany $krob, doplni se po znacku destilovanou vodou.

V pifpadé melas a krmnych surovin, které jsou bohaté na cukry a téméf bez $krobu (svatojansky chléb, susené
fepné fizky), se odvdzi 5 g, vlozi se do 250 ml odmérné bariky, piidd se 200 ml destilované vody a michd se na
michacim zafizeni po dobu jedné hodiny a v piipadé potieby i déle. Vycet{ se Carrezovymi Cinidly I a II (3.2
a 3.3), jak uvedeno v odstavci 5.1. Doplni se po znacku studenou vodou, homogenizuje a prefiltruje. Pro
stanoveni obsahu veskerych cukri se déle postupuje podle bodu 5.3.

Pozndmky

Pro zamezeni pénéni se doporucuje pfidat (bez ohledu na mnozstvi vzorku) pfiblizné 1 ml isopenthanolu (3.14)
pfed varem s Luff-Schoorlovym ¢inidlem.

Rozdil mezi obsahem veskerych cukrii po inverzi vyjadfenych jako glukéza a obsahem redukujicich cukrt
vyjadienych jako glukéza vyndsobeny koeficientem 0,95 udavd procentni obsah sachardzy.

Pro stanoveni obsahu redukujicich cukrd, s vyjimkou lakt6zy, mohou byt pouzity dvé metody:

Pro piiblizny vypocet se obsah laktézy stanoveny jinou metodou zkousSeni vyndsobi koeficientem 0,675
a vysledek se odecte od obsahu redukujicich cukr.

Pro presny vypocet obsahu redukujicich cukrt, s vyjimkou laktdzy, se stejny vzorek musi pouzit pro dvé konecnd
stanovent. Jedna zkouska se provede s ¢asti roztoku ziskaného podle bodu 5.1, druhd zkouska se provede s ¢asti
roztoku ziskaného pii stanoveni lakt6zy metodou uréenou pro tento tcel (po fermentaci ostatnich druht cukrt
a vycefeni).

V obou piipadech se obsah pritomného cukru stanovi metodou podle Luff-Schoorla a vyjadii v mg glukézy.
Jeden tidaj se odecte od druhého a rozdil se vyjadii jako procento ve vzorku.

Priklad:

Oba objemy odpovidaji pro kazdé stanoveni hmotnosti navazky vzorku 250 mg.

V prvnim piipadé je spotfebovano 17 ml roztoku thiosiranu sodného 0,1 mol[l, coz odpovida 44,2 mg glukdzy.
V druhém piipadé je spotiebovano 11 ml téhoZz roztoku, coz odpovidd 27,6 mg glukozy.

Rozdil ¢ini 16,6 mg glukozy.
Obsah redukujicich cukrti (s vyjimkou lakt6zy) vyjadienych jako glukéza je tedy:

4 x 16,6

=6,64 %
10 ’
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Tabulka hodnot pro 25 ml Luff-Schoorlova ¢inidla

ml roztoku thiosiranu sodného (Na,$,03) 0,1 mol/l, dvé minuty zahfivani k varu a deset minut varu

Na,$,03 Glukoza, frcliﬁ(t(l)Za, invertnt Lakt6za Maltdza Na,$,05
0,1 mol/l céH]%é C1oHpOry C1oHpOny 0.1 mol/l
ml mg rozdil mg rozdil mg rozdil ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 41 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23

K.  STANOVEN[ OBSAHU LAKTOZY
Ugel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni mnozstvi laktézy v krmivech obsahujicich vice nez 0,5 % laktozy.

Princip

Cukry se vyextrahuji ze vzorku vodou. Extrakt se vystavi fermentaénimu Géinku kvasinek Saccharomyces cerevisiae,
které ponechaji laktézu v nezménéném stavu. Po vycefeni a filtraci se obsah lakt6zy ve filtrdtu stanovi metodou
podle Luff-Schoorla.

Chemikalie

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae, suspenze: ve 100 ml vody se suspenduje 25 g Cerstvého drozdi. Suspenze vydrzi
v chladni¢ce maximdlné jeden tyden.

Carrezovo ¢inidlo I: ve vodé se rozpusti 21,9 g octanu zine¢natého, Zn (CH;COO), . 2H,0 a 3 g ledové kyseliny
octové. Doplni se vodou na 100 ml.

Carrezovo Cinidlo II: ve vodé se rozpusti 10,6 g kyanoZeleznatanu draselného (ferrokyanidu draselného)
K,Fe(CN)s . 3H,0. Doplni se vodou na 100 ml.

Luff-Schoorlovo ¢inidlo:

Za opatrného michdni se nalije roztok kyseliny citr6nové (3.4.2) do roztoku uhli¢itanu sodného (3.4.3). Pfid4 se
roztok siranu médnatého (3.4.1) a doplni se vodou na 1 litr. Nechd se pfes noc usadit a potom se piefiltruje.
Zkontroluje se koncentrace takto ziskaného ¢inidla (Cu 0,05 mol/l; Na, CO; 1 mol/l). pH tohoto roztoku je
piiblizné 9,4.
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Roztok siranu médnatého: ve 100 ml vody se rozpusti 25 g siranu médnatého (Cu SO, . 5H,0) prostého Zeleza.
Roztok kyseliny citronové: v 50 ml vody se rozpusti 50 g kyseliny citronové (C4HgO; - H,O).

Roztok uhli¢itanu sodného: v pfiblizné 300 ml teplé vody se rozpusti 143,8 g bezvodého uhlicitanu sodného.
Nechd se vychladnout.

Granulovand pemza vyvafend v kyseliné chlorovodikové, promytd vodou a vysusend.
Roztok jodidu draselného 30 % (wjv).

Kyselina sirovd 3 mol/l.

Roztok thiosiranu sodného 0,1 mol/l.

Roztok skrobu: ve 30 ml vody se rozpusti 5 g skrobu a smés se piidd do jednoho litru vrouci vody. Vaii se tii
minuty, nechd se vychladnout a bude-li tfeba, piidd se 10 g jodidu rtutnatého jako stabiliztoru.

Pfistroje a pomiicky

Vodni ldzen s termostatem nastavenym na 38-40 °C.

Postup

Do 100 ml odmérné banky se navdzi 1 g vzorku s pfesnosti na 1 mg. P¥idd se 25-30 ml vody. Batika se umisti
do vrouci vodni ldzné na tficet minut a pak se ochladi pfiblizné na 35 °C. P¥idd se 5 ml suspenze kvasinek (3.1)
a homogenizuje. Obsah bariky se nechd stit po dobu dvou hodin ve vodn{ ldzni o teploté 38-40 °C a potom se
vychladi se na teplotu pfiblizné 20 °C.

Pridd se 2,5 ml Carrezova Cinidla I (3.2) a tficet vtefin se michd. Potom se pfidd 2,5 ml Carrezova ¢inidla II (3.3)
a znovu se michd tficet vtefin. Doplni se vodou na 100 ml, zamichd se a piefiltruje. Do 300 ml Erlenmeyerovy
banky se odpipetuje ¢st filtratu, nejvyse 25 ml, kterd obsahuje asi 40-80 mg laktézy. Pokud je tfeba, doplni se
vodou na 25 ml.

Stejnym zplisobem se provede slepd zkouska s 5 ml suspenze kvasinek (3.1). Stanovi se obsah lakt6zy metodou
podle Luff-Schoorla timto zptsobem: pridd se presné 25 ml Luff-Schoorlova ¢inidla (3.4) a dvé granule pemzy
(3.5). Ru¢né se zamicha pii zahiivani na volném plameni stfedni vysky a kapalina se pfivede do varu piiblizné
béhem dvou minut. Pak se Erlenmeyerova baika neprodlené umisti na azbestem potazenou drdténou sitku
s otvorem o priméru piiblizné 6 cm, pod kterou byl zapélen plamen. Tento plamen musi byt regulovan tak, aby
se zahfivalo pouze dno Erlenmeyerovy bariky. K Erlenmeyerové barice se piipevni zpétny chladic. Vaif se pesné
deset minut. Potom se banka ihned ochladi ve studené vodé a piiblizné po péti minutdch se titruje takto:

Pridd se 10 ml roztoku jodidu sodného (3.6) a ithned poté (opatrné a pomalu, vzhledem k riziku nadmérného
pénéni) se pridd 25 ml kyseliny sirové (3.7). Titruje se roztokem thiosiranu sodného (3.8), aZ se objevi kalné Zlutd
barva. Pak se pfidd skrobovy indikétor (3.9) a dokondi se titrace.

Stejnd titrace se provede s piesné odmeéfenou smési 25 ml Luff-Schoorlova ¢inidla (3.4) a 25 ml vody, po piidéni
10 ml roztoku jodidu sodného (3.6) a 25 ml kyseliny sirové (3.7) bez vafeni.
Vypocet a vyjadieni vysledki

S pouzitim pfilozené tabulky se stanovi mnozstvi laktézy v mg, které odpovidd rozdilu mezi vysledky dvou
titraci, vyjadfenych v ml roztoku thiosiranu sodného 0,1 mol/l.

Vysledek se vyjadii jako bezvodd lakt6za vyjadiend jako procento ve vzorku.

Poznidmka

U latek obsahujicich vice nez 40% zkvasitelného cukru se pouzije vice nez 5 ml kvasinkové suspenze (3.1).
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Tabulka hodnot pro 25 ml Luff-Schoorlova ¢inidla

ml roztoku thiosiranu sodného (Na,S,03) 0,1 mol/l, dvé minuty zahfivini k varu a deset minut varu

Na,$,03 Glukoza, frclalitéza, invertnt Lakt6za Maltéza Na,$,05
0,1 mol/l CéH]%é C1oHpOny C1oHyOny 0,1 mol/l
ml mg rozdil mg rozdil mg rozdil ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23

L. STANOVENI OBSAHU SKROBU
- POLARIMETRICKA METODA -
Ucel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu $krobu a degradacnich produktti skrobu s vysokou molekuldrni
hmotnosti v krmivech za G¢elem kontroly shody s obsahem metabolizovatelné energie (ustanoveni v ptiloze VII)
a se smérnici Rady 96/25(ES ().

Princip

Metoda zahrnuje dvé stanoveni. Nejprve je vzorek podroben pisobeni ziedéné kyseliny chlorovodikové. Po
vycefeni a filtraci je optickd otdcivost roztoku méfena polarimetricky.

Potom je vzorek extrahovdn 40% ethanolem. Po okyseleni filtrdtu kyselinou chlorovodikovou, vycefeni a filtraci
je optickd otd¢ivost roztoku méfena stejné jako u prvniho stanoveni.

Rozdil mezi témito dvéma méfenimi ndsobeny zndmym faktorem uddvéd obsah $krobu ve vzorku.

Chemikalie

Kyselina chlorovodikova, roztok 25 % (w/w), hustota: 1,126 g/ml.

Uf. vést. L 125, 23.5.1996, s. 35.
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Kyselina chlorovodikovd, roztok 1,13 % (w/v).

Koncentrace se musi zkontrolovat titraci za pouziti roztoku 0,1 mol/l hydroxidu sodného a piitomnosti 0,1 %
(w/v) methylcervené v 94% (v/v) ethanolu. Pro neutralizaci 10 ml je zapotiebi 30,94 ml NaOH 0,1 mol/l.

Carrezovo ¢inidlo I: ve vodé se rozpusti 21,9 g octanu zine¢natého Zn (CH;COO), . 2H,0 a 3 g ledové kyseliny
octové. Doplni se vodou na 100 ml.

Carrezovo Cinidlo 1I: 10,6 g kyanoZeleznatanu draselného (ferrokyanidu draselného K Fe(CN)s . 3H,0) se
rozpusti ve vodé. Doplni se vodou na 100 ml.

Ethanol, roztok 40 % (v/v), hustota: 0,948 g/ml pii 20 °C.

Pistroje a pomicky

250 ml Erlenmeyerova barika se standardnim sklenénym zdbrusem a zpétnym chladicem.

Polarimetr nebo sacharimetr.

Postup
Priprava vzorku

Vzorek se upravi mletim tak, aby prosel sitem s kruhovymi otvory o velikosti 0,5 mm.

Stanoveni celkové optické otdcivosti (P nebo S) (viz pozndmka 7.1)

Do 100 ml odmérné banky se navazi 2,5 g umletého vzorku s piesnosti na 1 mg. Pfidd se 25 ml kyseliny
chlorovodikové (3.2), protiepe se, aby se vzorek rovnomérné rozprostiel, a potom se pridd dalsich 25 ml
kyseliny chlorovodikové (3.2). Baitka se ponofi do vrouci vodni ldzné a prvni tfi minuty se s ni intenzivné tfepe,
aby nedoslo k tvorbé shlukd. Mnozstvi vody ve vodni 1dzni musi byt takové, aby pii ponofeni bariky do 1dzné
nedoslo k preruSeni varu. Béhem protiepavani nesmi byt bafika vyjmuta z 1dzné. Pfesné po 15 minutich se
banka vyjme z ldzné, pfidd se 30 ml studené vody a ihned se ochladi na 20 °C.

Pridd se 5 ml Carrezova Cinidla I (3.3) a asi 30 sekund se protiepdva. Pfidd se 5 ml Carrezova Cinidla I (3.4)
a opét se protiepdvé asi 30 sekund. Bafka se doplni po znacku vodou, promichd a prefiltruje. Pokud nenf filtrét
zcela ¢iry (k tomu dochdzi pouze vyjimecné), stanoveni se zopakuje s pouzitim vétstho mnozstvi Carrezovych
¢inidel I a II, napiiklad 10 ml.

Optickd otdcivost roztoku se méif na polarimetru nebo sacharimetru v 200 mm trubici.

Stanoveni optické otdcivosti (P nebo S’) ldtek rozpustnych ve 40% ethanolu

Do 100 ml odmérné barky se navdzi 5 g vzorku s pfesnosti na 1 mg a pfidd se asi 80 ml ethanolu (3.5) (viz
pozndmka 7.2). Banka se nechd stit 1 hodinu pii laboratorni teploté; béhem této doby se Sestkrdt dikladné
protiepe, aby se zkouseny vzorek zcela promisil s ethanolem. Doplni se ethanolem (3.5) po znacku, promichd
a prefitruje.

Odpipetuje se 50 ml filtrdtu (= 2,5 g vzorku) do 250 ml Erlenmeyerovy banky, pfidd se 2,1 ml kyseliny
chlorovodikové (3.1) a dikladné se protiepe. Na Erlenmeyerovu batiku se piipoji zpétny chladi¢ a banka se
ponoii do vrouci vodni ldzné. Pfesné po 15 minutdch se banka vyjme z ldzné, jeji obsah se pievede do 100 ml
odmérné banky, varnd banka se vyplichne malym mnozstvim studené vody a ochladi se na 20 °C.

Potom se vycef{ Carrezovymi ¢inidly I a II (3.3 a 3.4), doplni se vodou po znacku, promichd a prefiltruje. PFi
méfeni optické otdcivosti se postupuje podle druhého a tfettho odstavce bodu 5.2.

Vypocet a vyjadieni vysledki

Obsah skrobu (v %) se vypocte podle nasledujicich vzorc:

Meéfeni na polarimetru

2000(P-P)

Obsah skrobu (v %) P
D

P = celkovd optickd otdcivost v tihlovych stupnich
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P = optickd otd¢ivost v dhlovych stupnich latek rozpustnych ve 40% (v/v) ethanolu

[a]éo" = specifickd optickd otdcivost Cistého Skrobu. Konven¢ni hodnoty D piijaté pro tento faktor jsou
nasledujict:
+185,9% ryzovy $krob,
+185,7°: bramborovy $krob,
+184,6°: kukuficny skrob,
+182,7°: pseni¢ny $krob,
+181,5% jecny skrob,
+181,3° ovesny $krob,
+184,0°: ostatni typy Skrobu a skrobovych smési v krmnych smésich.

6.2 Méfeni na sacharimetru

2000 (2N x0,665) x (S-S) 26,6 Nx (S-8)

= X g
a5’ 100 a5’

Obsah skrobu (v %) =

S = celkové optickd otdcivost ve stupnich sacharizace
§ = optickd otdcivost ve stupnich sacharizace ltek rozpustnych ve 40% (v/v) ethanolu
N = navédzka sacharézy v g ve 100 ml vody, kterd poskytne ve 200mm trubici optickou otdcivost rovnou

100° sacharizace

16,29 g pro francouzské sacharimetry
26,00 g pro némecké sacharimetry
20,00 g pro smésné sacharimetry

[a] " = specifickd optickd otacivost Cist¢ho Skrobu (viz 6.1).

6.3 Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku nesmi piekrocit 0,4 %
v absolutni hodnoté u obsahu skrobu do 40 % a 1 % relat. u obsahu skrobu 40 % a vice.

7. Pozndmky

7.1 Pokud vzorek obsahuje vice nez 6 % uhliitanti, vyjadienych jako uhlicitan vdpenaty, musi byt piitomné
uhli¢itany pred stanovenim celkové optické otcivosti rozlozeny piesné odpovidajicim mnozstvim ziedéné
kyseliny sirové.

7.2 U vyrobkil s vysokym obsahem laktézy, jako napf. suSené mlééné sérum nebo susené odstiedéné mléko,
postupuje se po piidani 80 ml ethanolu (3.5) niZe uvedenym zptsobem. Na bariku se upevni zpétny chladi¢
a barika se ponofi do vodni 1dzné o teploté 50 °C na 30 minut. Nechd se vychladnout a déle se pokracuje podle
bodu 5.3.

7.3 Pokud jsou v krmivu ve vyznamném mnozstvi piitomny niZe uvedené krmné suroviny, dochdzi k interferencim
pii stanoveni $krobu polarimetrickou metodou, coz muze zpusobit nespravné vysledky:

—  produkty z (cukrové) fepy jako (cukrovd) fepnd pulpa, (cukrovd) fepnd melasa, smés (cukrové) fepné drti
a melasy, (cukrovd) fepnd vindza, (fepny) cukr,

—  citrusovd pulpa,
—  Inéné semeno; Inéné expelery; extrahované Inéné semeno,
—  fepkové semeno; fepkové expelery; extrahované fepkové semeno; loupané fepkové semeno,

—  slunecnicové semeno; extrahované slune¢nicové semeno; slunecnicové semeno, Caste¢né loupané
a extrahované,

—  expelery z kopry; extrahovana kopra,
—  bramborovd pulpa,

—  sudené kvasnice,
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7.2

—  produkty bohaté na inulin (napf. chipsy a moucka z topinambur),

—  skvarky.

M. STANOVENI OBSAHU POPELA
Ukel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu popela v krmivech.

Princip

Vzorek se zpopelni pii 550 °C; zbytek se zvazi.

Chemikdlie

Dusi¢nan amonny, roztok 20 % (w/v).

Pfistroje a pomiicky

Topna deska.
Elektrickd muflovd pec s termostatem.

Spalovaci kelimky z kiemiku, porcelinu nebo platiny, bud” pravothlé (asi 60 x 40 x 25 mm) nebo kulaté
(pramér 60-70 mm, vyska 20-40 mm).

Postup

Do spalovaciho kelimku, ktery byl pfedem zahtdt na teplotu 550 °C, ochlazen a zvdZzen, se s piesnosti na 1 mg
navdzi 5 g vzorku (2,5 g v piipadé latek, které maji béhem spalovani tendenci zvétSovat sviij objem). Potom se
kelimek vloZi na topnou desku a postupné se zahiiva, az litka zuhelnati. Spaluje se podle bodu 5.1 nebo 5.2.

Spalovaci kelimek se vlozi do muflové pece zahidté na 550 °C. Pii této teploté se spaluje, dokud nevznikne bily,
lehce Sedy nebo nacervenaly popel, ktery se zdd byt prosty zuhelnatélych ¢astic. Kelimek se vlozi do exsikatoru,
nechd se vychladnout a ihned se zvazi.

Spalovaci kelimek se vlozi do muflové pece zahfdté na 550 °C. Spaluje se 3 hodiny. Kelimek se vlozi do
exsikdtoru, nechd se vychladnout a ihned se zvazi. Spaluje se dalsich 30 minut, aby se zajistilo, Ze je dosazend
hmotnost popela konstantni (ibytek hmotnosti mezi dvéma vaZenimi nesmi byt vétsi nez 1 mg).

Vypolet a vyjidfeni vysledki
Vypocita se hmotnost zbytku po odecteni hmotnosti kelimku (tdry).

Vysledek se vyjadii jako procento vzorku.

Pozndmky

Popel ldtek, které se obtizné zpopelriuji, se musi spalovat nejméné po dobu tif hodin. Po vychladnuti se pfidd nékolik
kapek 20% roztoku dusi¢nanu amonného nebo vody (opatrné, aby nedoslo k rozptylu popela anebo ke tvofeni
hrudek). Po vysuseni v su3drné se pokracuje v Zihdni. Postup se opakuje podle potteby tak dlouho, az je
zpopelnéni tplné.

V piipadeé ldtek, které jsou rezistentni na proces popsany v bodé 7.1, se postupuje takto: po spalovini po dobu tif
hodin se popel rozmichd v horké vodé a prefiltruje se pies maly bezpopelny filtr. Filtr s popelem se déle spaluje
v ptivodnim kelimku. Filtrét se pfevede do vychlazeného kelimku, odpaii do sucha, opét se spéli a popel se zvazi.
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7.3 V ptipadé olejii a tukii se presné navazi 25 g vzorku do kelimku vhodné velikosti. Zuhelnati se zapdlenim ldtky
prouzky bezpopelného papirového filtru. Po spéleni se zvlhéi co nejmensim mnozstvim vody. Vysusi se a spali
podle popisu v bodu 5.

N. STANOVEN[ OBSAHU POPELA NEROZPUSTNEHO V KYSELINE CHLOROVODIKOVE
1. Ugel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu minerdlnich litek nerozpustnych v kyseliné chlorovodikové
v krmivech. Podle druhu vzorku mohou byt pouzity dvé riizné metody.

1.1 Metoda A: pouzije se pro krmné suroviny organického piivodu a pro vétsinu krmnych smési.

1.2 Metoda B: pouzije se pro minerdlni suroviny a mineraln{ krmné smési a pro krmné smési, u nichz je obsah latek
nerozpustnych v kyseliné chlorovodikové, stanoveny metodou A, vy3si nez 1 %.

2. Princip

2.1 Metoda A: vzorek se zpopelni, popel se povaif s kyselinou chlorovodikovou a nerozpustény zbytek se prefiltruje
a Zvazi.

22 Metoda B: vzorek se rozpusti v kyseliné chlorovodikové. Roztok se prefiltruje, zbytek na filtru se zpopelni a déle

se postupuje podle metody A.

3. Chemikilie

3.1 Kyselina chlorovodikova 3 mol/l.

3.2 Kyselina trichloroctovd, 20% roztok (w/v).

3.3 Kyselina trichloroctovd, 1% roztok (w/v).

4. Pfistroje a pomicky

4.1 Topnd deska.

4.2 Elektrickd muflovd pec s termostatem.

43 Spalovaci kelimky z kiemiku, porceldnu nebo platiny, bud” pravothlé (asi 60 x 40 x 25 mm) nebo kulaté

(primér 60-75 mm, vyska 20-40 mm).

5. Postup
5.1 Metoda A

Vzorek se zpopelni podle postupu uvedeného v metodé pro stanoveni obsahu popela. MiiZe se pouZit rovnéz
popel ziskany pfi uvedeném stanoveni.

Popel se pomoci 75 ml kyseliny chlorovodikové (3.1) pfevede do 250-400 ml kddinky. Uvede se pomalu do varu
a mirné se vaif patndct minut. Teply roztok se piefiltruje pies bezpopelny papirovy filtr a zbytek na filtru se
promyje teplou vodou do vymizeni kyselé reakce. Filtr s promytym zbytkem se vysusi a potom zpopelni
v predem zvdzeném kelimku pfi teploté minimdlné 550 °C a maximdlné 700 °C. Nechd se vychladnout
v exsikdtoru a zvaZi se.

5.2 Metoda B

Do 250-400 ml kddinky se navdzi 5 g vzorku s pfesnosti na 1 mg. Pfidd se postupné 25 ml vody a 25 ml
kyseliny chlorovodikové (3.1), promichd se a nechd se stdt, dokud neustane pénéni. Pfidd se dalsich 50 ml
kyseliny chlorovodikové (3.1). Po ukonceni vyvoje plynu se kddinka umisti na vrouci vodni lizen, kde se ponechd
30 minut nebo v piipadé potieby déle, aby mohlo dojit k hydrolyze veskerého pritomného skrobu. Prefiltruje se
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za horka pres bezpopelny papirovy filtr a filtr se promyje 50 ml horké vody (viz pozndmka 7). Filtr se zbytkem
se vlozi do spalovaciho kelimku, vysusi se a potom zpopelni pii teploté minimdlné 550 °C a maximdlné 700 °C.
Po spéleni se popel pievede pomoci 75 ml kyseliny chlorovodikové (3.1) do 250-400 ml kadinky; pokracuje se
podle druhého odstavce bodu 5.1.

Vypocet a vyjadieni vysledki

Vypocita se hmotnost zbytku po odecteni hmotnosti kelimku (tdry). Vysledek se vyjadii jako procento vzorku.

Poznidmka

Jestlize je filtrace obtiznd, je moZno nahradit 50 ml kyseliny chlorovodikové (3.1) 50 ml 20% kyseliny
trichloroctové (3.2) a zbytek na filtru promyvat teplym roztokem 1% kyseliny trichloroctové (3.3).

O. STANOVEN{ OBSAHU UHLICITANU
Ukel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu uhli¢itanti vyjadfenych obvykle jako uhlicitan vdpenaty ve vétsiné
krmiv.

Nicméné v nékterych piipadech (napf. u uhlicitanu Zeleznatého) musi byt pouzita zvldstni metoda.

Princip

Uhlicitany se rozlozi v kyseliné chlorovodikové; vznikly oxid uhlicity se zméf{ v kalibrované trubici a jeho objem
se porovnd s objemem plynu uvolnéného za stejnych podminek ze zndmého mnozstvi uhlicitanu vdpenatého.

Chemikilie
Kyselina chlorovodikovd, hustota 1,10 g/ml.
Uhlicitan vépenaty.

Kyselina sirovd, pfiblizné 0,05 mol/l, obarvend methylcerveni.

Pistroje a pomicky

Scheibler-Dietrichtv pifstroj (viz obrdzek) nebo obdobny piistroj.

Postup

Podle obsahu uhli¢itant ve vzorku se navazi:

— 0,5 g u produktii obsahujicich 50-100 % uhlicitanti vyjadrenych jako uhlicitan vdpenaty,
— 1 g u produktii obsahujicich 40-50 % uhli¢itant vyjadfenych jako uhli¢itan vdpenaty,
— 2 az 3 g u ostatnich produkt.

Navézka vzorku se umisti do zvldstni nddobky (4) piistroje, vybavené malou trubici z nerozbitného materidlu,
kterd obsahuje 10 ml kyseliny chlorovodikové (3.1), a nddobka se piipoji k piistroji. Trojcestny kohout (5) se
oto¢f tak, aby trubice (1) byla spojena s vnéjsim prostorem. Pomoci mobilni trubice (2), kterd je naplnéna
obarvenou kyselinou sirovou (3.3) a spojena s kalibrovanou trubici (1), se vyrovnaji hladiny na nulu. Kohout (5)
se otodf tak, aby byly spojeny trubice (1) a (3), a zkontroluje se, zda je hladina na nule.
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Pomalym nakldnénim nddobky (4) se kyselina chlorovodikova (3.1) nalije na navdzku vzorku. Tlak se vyrovnd
snizenim trubice (2). Nadobkou (4) se tfepe tak dlouho, dokud zcela neustane uvoliiovani oxidu uhlicitého.

Tlak se obnovi vyrovndnim kapalin v trubicich (1) a (2) na stejnou hladinu. Po nékolika minutdch, az se ustéli tlak
plynu, se odecte jeho hodnota.

Provede se kontrolni zkouska za stejnych podminek s navazkou 0,5 g uhlicitanu vdpenatého (3.2).

Vypocet a vyjidfeni vysledkii
Obsah uhli¢itant vyjadfenych jako uhlicitan vdpenaty se vypocitd podle ndsledujicho vzorce:

_Vx 100
“V; x 2m

X = % (w/w) uhlicitant vyjadrenych jako uhlicitan vépenaty ve vzorku
V = ml CO, uvolnéné z navizky vzorku

= ml CO, uvolnéné z 0,5 g CaCOs

m = hmotnost navdzky vzorku v gramech.

=
|

Pozndmky

Pokud je hmotnost navazky vzorku vétsi nez 2 g, pfidd se ke vzorku v nddobce (4) nejprve 15 ml destilované
vody a pred zahdjenim zkousky se promichd. Pfi kontrolni zkousce se pouzije stejny objem vody.

Pokud se pouzivd pfistroj s jinym objemem neZ u Schleibler-Dietrichova pfistroje, musi se upravit velikost
navazky vzorku a kontroln{ ltky a musi se upravit vypocet vysledka.
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SCHEIBLER-DIETRICHUV PRISTROJ PRO STANOVENI OBSAHU
UHLICITANU

- A\

&'E
SN

¥ B \
of N
e
2"
S
~ || B O
Q|| E24|I=1 3| 0
™ ":'{-."'.-‘ . ™
< Pl
YT -
(:"-, H -
24N
Wt 1r2 0
-",’./'-: -
% 2 28 | 1
- @ $ o T X

) y
I’, A
.,{‘/,
"-.:-'.
<
- 4[ - <4 57

@l AW\

|
e 1

N

(méfeno v mm)



26.2.2009

Utedni véstnik Evropské unie

L 54/55

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.6.1

3.6.2

3.7

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

5.1

P. STANOVEN[ OBSAHU CELKOVEHO FOSFORU
FOTOMETRICKA METODA
Ugel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu celkového fosforu v krmivech. Je vhodnd predevsim pro zkouseni
krmiv s nizkym obsahem fosforu. V urcitych piipadech (u produktti s vysokym obsahem fosforu) je mozno
pouzit gravimetrickou metodu.

Princip

Vzorek se mineralizuje bud suchou cestou (zejména u organickych krmiv), nebo mokrou cestou (zejména
u minerdlnich sloucenin a tekutych krmiv), a prevede se do kyselého roztoku. K tomuto roztoku se pfidd
molybdatovanaddtové cinidlo. Absorbance Zluté zbarveného roztoku se méff pii 430 nm pomoci
spektrofotometru.

Chemikalie

Uhlicitan vépenaty.

Kyselina chlorovodikovd, p,o = 1,10 g/ml (pfiblizné 6 mol/l).
Kyselina dusi¢nd, pyp = 1,045 g/ml.

Kyselina dusi¢nd, pyp = 1,38-1,42 g/ml.

Kyselina sirovd, py = 1,84 g/ml.

Molybdétovanadatové ¢inidlo: v odmérné bance o objemu 1 1 se smichd 200 ml roztoku heptamolybdenanu
amonného (3.6.1) s 200 ml roztoku vanadi¢nanu amonného (3.6.2) a se 134 ml kyseliny dusi¢né (3.4) a doplni
se vodou po znacku.

Roztok heptamolybdenanu amonného: 100 g heptamolybdenanu amonného (NH,)6Mo;0,, . 4H,0 se rozpusti
v horké vodé. Piidd se 10 ml amoniaku (hustota 0,91g/ml) a doplni se vodou na 1 litr.

Roztok vanadi¢nanu amonného: 2,35 g vanadi¢nanu amonného NH,VOj; se rozpusti ve 400 ml horké vody. Za
stalého michdn{ se pomalu pfilévd 20 ml zfedéné kyseliny dusi¢né (7 ml HNOj; (3.4) + 13 ml H,0) a doplni se
vodou na 1 litr.

Standardni roztok 1 mg fosforu na ml: 4,387 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného KH,PO, se rozpusti ve vodeé.
Doplni se vodou na 1 litr.

Pfistroje a pomtcky

Kfemenné, porceldnové nebo platinové spalovaci kelimky.

Elektrickd muflovd pec s termostatem, regulovand na teplotu 550 °C.

Kjeldahlova banka, 250 ml.

Odmérné bariky a pfesné pipety.

Spektrofotometr.

Zkumavky, promér asi 16 mm, se zitkou o primeéru 14,5 mm; objem: 25-30 ml.
Postup

Piprava roztoku

Podle druhu vzorku se pfipravi roztok zpiisobem, ktery je uveden v bodé 5.1.1 nebo 5.1.2.
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Obvykly postup

Do Kjeldahlovy banky se navdzi 1 g nebo véts{ mnozstvi vzorku s piesnosti na 1 mg. Pfidd se 20 ml kyseliny
sirové (3.5), banika se dikladné protiepe, aby se vzorek a kyselina dobfe spojily a aby se zabranilo usazovani
vzorku na sténdch banky; pak se roztok zahteje a 10 minut vaii. Po mirném ochlazeni se pfidaji 2 ml kyseliny
dusicné (3.4); slabé se zahfeje a opét mirné ochladi. Pak se opét pfidd trochu kyseliny dusicné (3.4) a uvede se
opét do varu. Postup se opakuje tolikrét, aZ se ziskd ¢iry roztok. Potom se ochladi, pfidd se trochu vody, kapalina
se pievede do 500 ml odmérné bariky a Kjeldahlova baka se vyplachne horkou vodou. Po ochlazeni se banika
doplni vodou po znacku, homogenizuje a prefiltruje.

Postup pro vzorky, které obsahuji organické ldatky, ale neobsahuji dihydrogenfos-
fore¢nan vdpenaty a hofecnaty

Do spalovactho kelimku se navdzi ptiblizné 2,5 g vzorku s presnosti na 1 mg a dokonale se promichd
s 1 g uhli¢itanu vdpenatého (3.1). V muflové peci se spaluje pii teploté¢ 550 °C tak dlouho, dokud se neziskd
popel bilé nebo Sedé barvy (malé mnozstvi uhlikatych Castic neni na zdvadu). Popel se prevede do 250 ml
kadinky, pridd se 20 ml vody a potom se ptidava kyselina chlorovodikovi (3.2), dokud neustane pénéni; nakonec
se pfidd dalsich 10 ml kyseliny chlorovodikové (3.2). Kddinka se postavi na piskovou ldzen a odpafi se do sucha,
aby se vyloucily kfemicitany. Zbytek se rozpusti v 10 ml kyseliny dusi¢né (3.3) a 5 minut vaif na piskové ldzni
nebo na topné desce tak, aby nedoslo k tGplnému vysuseni. Kapalina se prevede do 500 ml odmérné bariky
a kadinka se nékolikrdt vymyje horkou vodou. Po ochlazeni se doplni vodou po znacku, homogenizuje
a prefiltruje.

Vyvoj zbarveni a méfeni absorbance

Alikvotni mnozZstvi filtratu pfipraveného podle bodu 5.1.1 nebo 5.1.2 se zfedi tak, aby koncentrace fosforu byla
maximédlné 40 pg/ml. 10 ml tohoto roztoku se odpipetuje do zkumavky (4.6) a pfidd se 10 ml
molybdatovanadatového ¢inidla (3.6). Homogenizuje se a nechd se stdt minimdlné po dobu 10 minut pii

teploté 20 °C. Pak se méff absorbance ve spektrofotometru pii 430 nm proti roztoku pfipravenému z 10 ml
vody a 10 ml molybdétovanadatového cinidla (3.6).

Kalibracni kivka

Ze standardniho roztoku (3.7) se piipravi roztoky, které obsahuji 5, 10, 20, 30 a 40 pg fosforu na jeden ml. Ke
kazdym 10 ml téchto roztoki se pfidd 10 ml molybddtovanadatového ¢inidla (3.6). Homogenizuje se a nechd se
stdt minimélné po dobu 10 minut pii teploté 20 °C. Pak se méii absorbance, jak je uvedeno v bodé¢ 5.2.
Kalibra¢ni kiivka se vytvori vynesenim hodnot absorbanci proti odpovidajicim mnozstvim fosforu. Kiivka je
linedrni pfi koncentraci fosforu 0-40 pg/ml.

Vypocet a vyjadieni vysledki

Obsah fosforu ve zkouseném vzorku se stanovi pomoci kalibra¢ni kfivky.
Vysledek se vyjadif jako procento vzorku.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku nesmi pfesdhnout:
— 3% relat. z hodnoty vyssiho vysledku u vzorkd s obsahem fosforu niz$im nez 5 %,

— 0,15 % v absolutni hodnoté u vzorkd s obsahem fosforu 5 % a vice.

Q. STANOVEN{ OBSAHU VE VODE ROZPUSTNYCH CHLORIDU
Ukel a rozsah

Tato metoda umoznuje stanoveni obsahu ve vodé rozpustnych chlorid obvykle vyjadfovanych jako chlorid
sodny. Tato metoda je vhodnd pro vSechna krmiva.

Princip

Chloridy se rozpusti ve vodé. Jestlize produkt obsahuje organickou hmotu, roztok se vycefi. Roztok se mirné
okyseli kyselinou dusi¢nou a chloridy se vysrézeji pomoci roztoku dusi¢nanu stifbrného jako chlorid stébrny.
Prebytek dusi¢nanu stitbrného se titruje roztokem thiokyanatanu amonného podle Volhardovy metody.
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5.1

5.1.1

5.1.2

5.2

Chemikalie

Roztok thiokyanatanu amonného 0,1 mol/l.

Roztok dusi¢nanu stifbrného 0,1 mol/l.

Nasyceny roztok siranu Zelezitoamonného (NH4)Fe(SO4),.
Kyselina dusi¢nd, hustota: 1,38 g/ml.

Diethylether.

Aceton.

Carrezovo ¢inidlo I: ve vodé se rozpusti 21,9 g octanu zine¢natého Zn (CH;COO), . 2H,0 a 3 g ledové kyseliny
octové. Doplni se vodou na 100 ml.

Carrezovo Cinidlo II: ve vodé se rozpusti 10,6 g kyanoZeleznatanu draselného (ferrokyanidu draselného)
K,Fe(CN)s . 3H,0. Doplni se vodou na 100 ml.

Aktivn{ uhli, chloridt prosté a neabsorbujici chloridy.

Pfistroje a pomiicky

Michaci zafizent: piiblizné 35-40 otdcek/min.

Postup
Piiprava roztoku

Priprava vzorku zdvisi na druhu vzorku a roztok se pfipravi podle odstavce 5.1.1, 5.1.2 nebo 5.1.3.
Soucasné se provede slepd zkouska bez zkouseného vzorku.

Vzorky bez organické hmoty

Do 500 ml odmérné baiiky se navdzi maximalné 10 g vzorku s pfesnosti na 1 mg tak, aby navdzka obsahovala
nejvyse 3 g ve vodé rozpustnych chloridd, pfidd se asi 400 ml vody a tficet minut se michd na michacim zafizen{
pii teploté asi 20 °C. Potom se doplni po znacku, homogenizuje a prefiltruje.

Vzorky obsahujici organickou hmotu, kromé¢ produktd uvedenych v bodé 5.1.3

Do 500 ml odmérné bariky se navdzi asi 5 g vzorku s pfesnosti na 1 mg a 1 g aktivniho uhli. Pfidd se 400 ml
vody o teploté piiblizné 20 °C a 5 ml Carrezova ¢inidla I (3.7), asi 30 sekund se michd, pak se pfidd 5 ml
Carrezova cinidla II (3.8). Tficet minut se michd na michacim zafizeni, potom se doplni po znacku,
homogenizuje a prefiltruje.

Tepelné opracovand krmiva, Inéné pokrutiny, Inénd moucka, smési s jejich
pfevdznym obsahem a jiné produkty bohaté na rostlinny sliz nebo koloidni ldtky
(napf. dextrinovany 3$krob)

Roztok se piipravi podle bodu 5.1.2, ale nefiltruje se. Misto toho se dekantuje nebo v piipadé potieby odstredi.
Do 200 ml odmérné barky se odpipetuje 100 ml supernatantu, smichd se s acetonem (3.6) a doplni se timto
rozpoustédlem po znacku. Homogenizuje se a prefiltruje.

Titrace

Do Erlenmayerovy banky se odpipetuje 25-100 ml filtrdtu (podle pfedpoklddaného obsahu chléru) ziskaného
podle bodu 5.1.1, 5.1.2 nebo 5.1.3. Alikvotni ¢4st nesmi obsahovat vice nez 150 ml chléru (Cl). V piipadé
potieby se doplni vodou na minimdlné 50 ml, pfidd se 5 ml kyseliny dusi¢né (3.4), 20 ml nasyceného roztoku
siranu Zelezitoamonného (3.3) a dvé kapky roztoku thiokyanatanu amonného (3.1) z byrety naplnéné ke znacce
nula. Jinou byretou se pfidé roztok dusi¢nanu stiibrného (3.2) tak, aby se ziskal prebytek 5 ml. Déle se pfidd 5 ml
diethyletheru (3.5) a silné se protiepe, aby srazenina dobfe koagulovala. Prebytek dusi¢nanu stifbrného se titruje
s roztokem thiokyanatanu amonného (3.1), dokud neni dosazeno Cervenohnédého zabarveni, které vydrzi jednu
minutu.
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Vypocet a vyjadieni vysledki

Obsah ve vodé rozpustnych chloridd (X) vyjadfenych jako procento chloridu sodného se vypocitd podle
nésledujictho vzorce:

X= 5,845 X (V] _Vz)
- m

kde:

V, = piidany roztok dusi¢nanu stiibrného 0,1 mol/l v ml
V, = roztok thiokyanatanu amonného 0,1 mol/l pouzity pro titraci v ml
m = hmotnost vzorku

Jestlize byl pii slepé zkousce roztok dusi¢nanu stiibrného 0,1 mol/l spotfebovdn, odecte se tato hodnota
z objemu (V; = V,).

Pozndmky

Titraci lze provddét také potenciometricky.

V piipadé produktt velmi bohatych na oleje a tuky se vzorek nejprve odtucni diethyletherem nebo
petroletherem.

V piipadé rybich moucek lIze titraci provést Mohrovou metodou.
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PRILOHA IV

METODY ZKOUSENI PRO KONTROLU OBSAHU POVOLENYCH DOPLNKOVYCH LATEK V KRMIVECH
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3.4

3.5

3.6

3.6.1.

3.7

3.8

3.9

3.12.1

A.  STANOVEN[ OBSAHU VITAMINU A
Ugel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu vitaminu A (retinolu) v krmivech a premixech. Vitamin A zahrnuje
all-trans-retinyl alkohol a jeho cis izomery, které se stanovuji touto metodou. Obsah vitaminu A se vyjadiuje
v mezindrodnich jednotkdch (m. j.) na kilogram. Jedna mezindrodn{ jednotka odpovidé aktivité 0,300 pg all-trans
vitaminu A (alkohol) nebo 0,344 pg all-trans vitaminu A (acetdt) nebo 0,550 pg all-trans vitaminu A (palmitdt).

Mez kvantifikace je 2 000 m. j. vitaminu A/kg.

Princip

Vzorek se hydrolyzuje ethanolickym roztokem hydroxidu draselného a vitamin A se extrahuje petroletherem.
Rozpoustédlo se odpafi a zbytek se rozpusti v methanolu a, pokud je to nutné, nafedi se na vhodnou
koncentraci. Obsah vitaminu A se stanovi metodou vysokot¢inné kapalinové chromatografie na reverzni fazi
(RP-HPLC) s UV nebo fluorescenéni detekei. Chromatografické parametry jsou vybrany tak, aby nedochdzelo
k separaci all-trans vitaminu A (alkohol) a jeho cis izomert.

Chemikilie

Ethanol, 6 = 96 %.

Petrolether, bod varu 40-60 °C.

Methanol.

Roztok hydroxidu draselného, ¢ = 50 g/100 ml.

Roztok askorbdtu sodného, ¢ = 10 g/100 ml (viz pozndmky 7.7).

Sulfid sodny, Na,S - x H,O (x = 7-9).

Roztok sulfidu sodného, ¢ = 0,5 mol/l v glycerolu, p = 120 g/l (pro x = 9) (viz pozndmky 7.8).
Roztok fenolftaleinu, ¢ = 2 g/100 ml v ethanolu (3.1).

2-propanol.

Mobilni faze pro HPLC: smés methanolu (3,3) a vody, napf. 980 + 20 (v + v). Pfesny pomér bude upraven podle
charakteristiky pouzité kolony.

Dusik, prosty kysliku.
All-trans-vitamin A (acetdt), extra Cisty, s ovéfenou aktivitou, napf. 2,80 x 10° m. j./g.

Zdsobni roztok all-trans-vitaminu A (acetdt): do 100 ml odmérné barky se s piesnosti na 0,1 mg navazi 50 mg
vitaminu A (acetdt) (3.11). Rozpusti se v 2-propanolu (3.8) a doplni se jim po znacku. Nomindlni koncentrace
vitaminu A v roztoku je 1 400 m. j./ml. Pfesny obsah se stanovi podle bodu 5.6.3.1.

All-trans-vitamin A (palmitdt), extra Cisty, s ovéfenou aktivitou, napf. 1,80 x 10° m. j./g.

Zdsobni roztok all-trans-vitaminu A (palmitat): do 100 ml odmérné baiiky se s pfesnosti na 0,1 mg navazi 80 mg
vitaminu A (palmitét) (3.12). Rozpusti se v 2-propanolu (3.8) a doplni se jim po znacku. Nomindlni koncentrace
vitaminu A v roztoku je 1 400 m. j./ml. Pfesny obsah se stanovi podle bodu 5.6.3.2.
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4.6

4.7

4.8

5.1

5.2

2,6-di-terc-butyl-4-methylfenol (BHT) (viz pozndmky 7.5).

Pfistroje a pomidicky

Vakuova rotacni odparka.

Tmavé sklo.

Bariky s plochym dnem nebo kénické banky, 500 ml, se zdbrusovym hrdlem.

Odmérné banky s dzkym hrdlem a zdbrusovou zitkou, objem 10, 25, 100 a 500 ml.

Délici ndlevky, kénické, 1 000 ml, se zdbrusovou zdtkou.

Hruskovité banky, 250 ml, se zabrusovym hrdlem.

Allihntv chladi¢, délka plasté 300 mm, se zdbrusem a s adaptérem na zavadéni plynu.

Sklddany filtra¢ni papir pro oddélovéni fazi, primér 185 mm (napf. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2).
Zafizeni pro HPLC s ddvkovacim systémem.

Kolona pro kapalinovou chromatografii, 250 mm x 4 mm, Cjs ndpli 5 nebo 10 pm nebo obdobnd
(vykonnostni parametry: pouze jediny pik pro viechny izomery retinolu za podminek HPLC).

UV nebo fluorescencni detektor s nastavitelnou vinovou délkou.
Spektrofotometr s 10 mm kfemennymi kyvetami.

Vodni lazen s magnetickym michdnim.

Extrakéni zafizeni (viz obrdzek 1) sestdvajici ze:

Sklenéného vilce o objemu 1 1 vybaveného zdbrusovym hrdlem a zdtkou.

Vkladatelného zafizeni se zdbrusem, s postrannim raménkem a nastavitelnou trubickou, kterd prochdzi stfedem.
Nastavitelnd trubicka méd konec vytvarovany do tvaru U a zizenou vypust na opacné strané tak, aby bylo mozné
pievést horni vrstvu z vélce do délici nélevky.

Postup

Pozndmka: Vitamin A je citlivy na (UV) svétlo a oxidaci. VSechny operace se provéadi bez pfistupu svétla (pouzivd
se tmavé sklo nebo se chrni pied svétlem hlintkovou félif) a kysliku (pod dusikem). Vzduch nad
kapalinou se béhem extrakce vytésni dusikem (aby nedoslo k pretlakovani, je nutno obcas uvolnit
zdtku).

Priprava vzorku

Vzorek se rozmélni tak, aby prosel sitem o velikosti oka 1 mm a aby béhem tpravy nedoslo k jeho zahfati.
Vzorek se musi rozméliiovat bezprostfedné pred vizenim a saponifikaci, jinak miize dochdzet ke ztrdtdim
vitaminu A.

Saponifikace

Podle obsahu vitaminu A ve vzorku se s pfesnosti na 1 mg navdzi 2-25 g vzorku do 500 ml banky s plochym
dnem nebo kénické banky (4.2.1). Za intenzivniho michani se pfidd 130 ml ethanolu (3.1), asi 100 mg BHT
(3.13), 2 ml roztoku askorbétu sodného (3.5) a 2 ml roztoku sulfidu sodného (3.6). Banika se pfipoji k chladici
(4.3) a ponoii se do vodni ldzné s magnetickym michdnim (4.7). Zahfeje se k varu a vaii se pod refluxem
5 minut. Potom se pres chladi¢ (4.3) pfidd 25 ml roztoku hydroxidu draselného (3.4) a vaii se pod refluxem za
michdni pod pomalym proudem dusiku dalsich 25 minut. Potom se chladi¢ opldchne asi 20 ml vody a obsah
banky se nechd vychladnout na laboratorni teplotu.



26.2.2009

Utedni véstnik Evropské unie

L 54/61

5.3

5.4

5.5

Extrakce

Saponifikovany roztok se dekantaci a proplachnutim celkem 250 ml vody pfevede kvantitativné do 1 000 ml
délici ndlevky (4.2.3) nebo do extrakéntho zafizeni (4.8). Saponifikacni barika se opldchne 25 ml ethanolu (3.1)
a poté 100 ml petroletheru (3.2) a oba oplachy se prevedou do délici nalevky nebo do extrakéniho zafizeni.
Konec¢ny pomér vody a ethanolu v kombinovanych roztocich musi byt asi 2 : 1. Roztok se 2 minuty intenzivné
tiepe a potom se nechd 2 minuty stat.

Extrakce v délici nédlevce (4.2.3)

Po rozdéleni vrstev (pozndmka 7.3) se petroletherova vrstva prevede do dalsi délici nélevky (4.2.3). Extrakee se
opakuje jesté dvakrdt se 100 ml petroletheru (3.2) a dvakrat s 50 ml petroletheru (3.2).

Spojené extrakty v délici ndlevce se dvakrdt promyji mirnym krouzenim (aby nevznikala emulze) 100 ml vody
a potom se opakované protepavaji se 100 ml vody, dokud voda neziistane po pfidani roztoku fenolftaleinu (3.7)
bezbarva (obvykle staci 4 promyti). Promyty extrakt se prefiltruje do 500 ml odmérné baiiky (4.2.2) pfes suchy
sklddany filtr pro oddélovéni fizi (4.4), aby se odstranila suspendovand voda. Délici ndlevka se oplichne 50 ml
petroletheru (3.2) a ten se piida pfes filtr do téze odmérné barky. Barika se petroletherem (3.2) doplni po znacku
a dobie promicha.

Extrakce v extrakénim zafizeni (4.8)

Po rozdéleni vrstev (pozndmka 7.3) se odstrani zdtka z vilce (4.8.1) a misto ni se vloz{ vnitin{ zafizeni (4.8.2).
Spodni strana U-trubice se umisti tak, aby byla prdvé nad rozhranim. Za pouziti tlaku dusiku (pfividéného
postrannim raménkem) se pfevede horni petroletherovd vrstva do 1 000 ml délici ndlevky (4.2.3). Prid4 se
100 ml petroletheru (3.2), vilec se zazitkuje a dukladné protiepe. Po oddéleni vrstev se horni vrstva opét
pievede stejnym zptisobem do délici ndlevky. Extrakce se opakuje s dalsimi 100 ml petroletheru (3.2) a pak jesté
dvakrat s 50 ml petroletheru (3.2). Po rozdéleni fazi se vzdy horni petroletherovd vrstva piidd k pfedchozi do
délici nélevky.

Spojené extrakty petroletheru v délici ndlevce se promyji, jak je popsdno v bodé 5.3.1, a postupuje se dile podle
bodu 5.3.1.

Priprava roztoku vzorku pro stanoveni HPLC

Alikvotni ¢dst roztoku petroletheru (podle bodu 5.3.1 nebo 5.3.2) se odpipetuje do 250 ml hruskovité banky
(4.2.4). Rozpoustédlo se na vakuové rotacni odparce (4.1) odpaif za snizeného tlaku pfi teploté do 40 °C téméF
do sucha. Atmosféricky tlak se obnovi zavedenim dusiku (3.10) do bariky a ta se odpoji od rota¢ni odparky.
Zbytek rozpoustédla se odpafi pod proudem dusiku (3.10) a odparek se ihned rozpusti ve zndmém objemu
(10-100 ml) methanolu (3.3) (vyslednd koncentrace vitaminu A musi byt v rozsahu 5-30 m. j./ml).

Stanoveni HPLC

Vitamin A se separuje na koloné Cyg s reverzni fazi (4.5.1) a jeho koncentrace se méif UV detektorem (325 nm)
nebo fluorescenénim detektorem (excitace: 325 nm, emise: 475 nm) (4.5.2).

Do piistroje se nastiikuje alikvotni ¢dst (napf. 20 pl) methanolického roztoku ziskaného podle bodu 5.4 a eluuje
se mobiln{ fdz{ (3.9). Primérnd hodnota vy3ek (ploch) pikii se vypocte z nékolika opakovanych ndstiikdi téhoz
vzorku nebo kalibracnich roztoki (5.6.2).

Podminky HPLC

Nésledujici podminky jsou doporucené; mohou byt pouzity jiné podminky za ptedpokladu, Ze poskytuji
rovnocenné vysledky.

Kolona pro kapalinovou 250 mm x 4 mm, C;g, ndpla 5 nebo 10 pm nebo obdobnd
chromatografii (4.5.1):

Mobilni fize (3.9): smés methanolu (3.3) a vody, napf. 980 + 20 (v + v)
Pratok: 1-2 ml/min
Detektor (4.5.2): UV detektor (325 nm) nebo fluorescenéni detektor

(excitace: 325 nm | emise: 475 nm).
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5.6.3.1

5.6.3.2

5.6.3.3

Kalibrace
Piiprava pracovnich standardnich roztoka

Do 500 ml bariky s plochym dnem nebo konické banky (4.2.1) se odpipetuje 20 ml zdsobniho roztoku vitaminu
A (acetdt) (3.11.1) nebo 20 ml zdsobntho roztoku vitaminu A (palmitdt) (3.12.1) a hydrolyzuje se podle
bodu 5.2, ale bez pfiddni BHT. Potom se provede extrakce petroletherem (3.2) podle bodu 5.3 a doplni se na
500 ml petroletherem (3.2). 100 ml tohoto extraktu se odpaii na rotacni odparce téméf do sucha (viz 5.4), zbylé
rozpoustédlo se odpaii pod proudem dusiku (3.10) a odparek se rozpusti v 10,0 ml methanolu (3.3). Nomindlni
koncentrace vitaminu A v tomto roztoku je 560 m. j./ml. Pfesny obsah se stanovi podle bodu 5.6.3.3. Pracovni
standardni roztok musi byt pfipraven cerstvy pied pouZzitim.

Do 20 ml odmérné banky se odpipetuji 2,0 ml tohoto pracovniho standardniho roztoku, banka se doplni po
znacku methanolem (3.3) a promichd. Nomindlni koncentrace vitaminu A v tomto zfedéném pracovnim
standardnim roztoku je 56 m. j./ml.

Piiprava kalibrac¢nich roztokt a kalibrac¢ni kfivky

Do 20 ml odmérnych banék se odpipetuje postupné 1,0, 2,0, 5,0 a 10,0 ml zfedénych pracovnich standardnich
roztokd, doplni se methanolem (3.3) po znacku a promichd. Nomindlni koncentrace vitaminu A v téchto
roztocich jsou 2,8, 5,6, 14,0 a 28,0 m. j./ml.

Do piistroje se opakované nastiikuje 20 pl jednotlivych kalibra¢nich roztokd a stanovi se pramérné hodnoty
vysek (ploch) pikil. Z pramérnych hodnot vysek (ploch) pika se sestroji kalibracni kiivka, pficemz se pouziji
vysledky UV kontroly (5.6.3.3).

UV standardizace standardnich roztokt
Zdsobni roztok vitaminu A (acetdt)

Do 50 ml odmérné banky (4.2.2) se odpipetuji 2,0 ml zdsobniho roztoku vitaminu A (acetdt) (3.11.1) a doplni se
po znacku 2-propanolem (3.8). Nomindlni koncentrace vitaminu A v tomto roztoku je 56 m. j./ml. Do 25 ml
odmérné banky se odpipetuje 3,0 ml tohoto ziedéného roztoku vitaminu A (acetdt) a doplni se po znacku
2-propanolem (3.8). Nominalni koncentrace vitaminu A v tomto roztoku je 6,72 m. j./ml. Na spektrofotometru
(4.6) se proméii UV spektrum tohoto roztoku proti 2-propanolu (3.8) v rozmezi 300-400 nm. Extinkéni
maximum musi lezet mezi 325 a 327 nm.

Vypocet obsahu vitaminu A:
m. j. vitaminu A [ ml = E;5 x 19,0
(E} % pro vitamin A acetdt = 1 530 p#i 326 nm v 2-propanolu).

Zdsobni roztok vitaminu A (palmitdt)

Do 50 ml odmérné banky (4.2.2) se odpipetuji 2,0 ml zasobniho roztoku vitaminu A (palmitdt) (3.12.1) a doplni
se po znacku 2-propanolem (3.8). Nomindlni koncentrace vitaminu A v tomto roztoku je 56 m. j./ml. Do 25 ml
odmérné banky se odpipetuje 3,0 ml tohoto ziedéného roztoku vitaminu A (palmitdt) a doplni se po znacku
2-propanolem (3.8). Nomindlni koncentrace vitaminu A v tomto roztoku je 6,72 m. j./ml. Na spektrofotometru
(4.6) se proméfi UV spektrum tohoto roztoku proti 2-propanolu (3.8) v rozmezi 300-400 nm. Extink¢ni
maximum mus{ leZet mezi 325 a 327 nm.

Vypocet obsahu vitaminu A:
m. j. vitaminu A [ ml = E3p6 x 19,0
(E1 % pro vitamin A palmitdt = 957 pii 326 nm v 2-propanolu).

Pracovni standardni roztok vitaminu A

Do 50 ml odmérné bariky (4.2.2) se odpipetuji 3,0 ml nezfedéného pracovniho standardniho roztoku vitaminu
A piipraveného podle bodu 5.6.1 a doplni se po znacku 2-propanolem (3.8). Do 25 ml odmérné banky se
odpipetuje 5,0 ml tohoto roztoku a doplni se po znacku 2-propanolem (3.8). Nomindlni koncentrace vitaminu
A'v tomto roztoku je 6,72 m. j./ml Na spektrofotometru (4.6) se proméi{ UV spektrum tohoto roztoku proti
2-propanolu (3.8) v rozmezi 300-400 nm. Extink¢ni maximum musi leZet mezi 325 a 327 nm.
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Vypocet obsahu vitaminu A:
m. j. vitaminu A [ ml = E3,5 x 18,3
(E} % pro vitamin A alkohol = 1 821 pii 325 nm v 2-propanolu).
6. Vypocet a vyjidfeni vysledkii
Koncentrace vitaminu A v extraktu vzorku v m. j./ml se stanovi porovndnim s kalibracni kiivkou podle
primérnych hodnot vysek (ploch) piki (5.6.2).
Obsah vitaminu A (w) v m. j.[kg ve vzorku se vypocte podle ndsledujiciho vzorce:
500><c><V2><1000/ .
= ik
w V, xm (m. j.[kg)
kde:
¢ = koncentrace vitaminu A v extraktu vzorku (5.4) v m. j./ml
V, = objem extraktu vzorku (5.4) v ml
V, = objem alikvotni &sti podle bodu 5.4 v ml
m = hmotnost zkudebniho vzorku v gramech.
7. Pozndmky
7.1 U vzorkd s nizkou koncentraci vitaminu A mutZe byt uZitecné spojit extrakty petroletheru ze dvou
saponifikovanych vzorka (navdzka: 25 g) do jednoho roztoku vzorku pro stanoveni HPLC.
7.2 Navdzka vzorku pro zkousku nesmi obsahovat vice nez 2 g tuku.
7.3 Pokud nedojde k rozdéleni fazi, pfidd se asi 10 ml ethanolu (3.1), aby se odstranila emulze.
7.4 U oleje z tres¢ich jater a ostatnich ¢istych tuki se doba saponifikace prodlouzi na 45-60 minut.
7.5 Misto BHT je mozno pouZit hydrochinon.
7.6 Pro separaci izomerd retinolu je mozné pouzit kolonu s normalni fizi. V tomto piipadé je viak nutné se¢ist pro
vypocet vysky (plochy) pikd viech cis a trans izomerd.
7.7 Misto roztoku askorbatu sodného lze pouzit asi 150 mg kyseliny askorbové.
7.8 Misto roztoku sulfidu sodného lze pouzit asi 50 mg EDTA.
7.9 V piipadé zkousky na obsah vitaminu A v mléénych krmnych smésich je tieba vénovat zvldstni pozornost:
—  pii saponifikaci (5.2): v zdvislosti na mnozstvi tuku ve vzorku maze byt nutné zvysit mnoZstvi roztoku
hydroxidu draselného (3.4),
—  pii extrakci (5.3): v disledku pftomnosti emulzi mtze byt nutné upravit pomér 2 : 1 vody a ethanolu.
Pro kontrolu toho, zda pouzitd metoda zkouseni poskytuje spolehlivé vysledky, pokud jde o tuto specifickou
matrici (mlé¢éné krmné smési), se provede zkouska na vytéznost u dodate¢né navazky vzorku. Pokud je vytéznost
nizsi nez 80 %, vysledek zkousky je tieba korigovat na vytéznost.
8. Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku nesmi pfekrocit 15 % relat.
z hodnoty vyssiho vysledku.
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9.

0

Vysledky kruhovych testii ()

Premix Premix krmiva Minerdln{ kon- Proteinové Krmivo pro selata
centrdt krmivo

L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
pramér (m. j./kg) 17,02 x 10° 1,21 x 10° 537100 151 800 18 070
s, (m. j./kg) 0,51 x 10° 0,039 x 10° 22080 12 280 682
r (m. j./kg) 1,43 x 10° 0,109 x 10° 61 824 34 384 1910
v, (%) 3,0 3,5 41 8,1 3,8
s (m. j.[kg) 1,36 x 10° | 0,069 x 106 46 300 23 060 3614
R (m. j./kg) 3,81 x 10° 0,193 x 10° 129 640 64 568 10119
CVy (%) 8,0 6,2 8,6 15 20
L = pocet laboratoif
n = pocet jednotlivych hodnot
s, = standardni odchylka opakovatelnosti
sg = standardni odchylka reprodukovatelnosti
r = opakovatelnost
R = reprodukovatelnost

CV, = varia¢ni koeficient opakovatelnosti
CVy = variaéni koeficient reprodukovatelnosti

Provedla pracovni skupina pro krmiva Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Obrazek 1: Extrakéni zafizeni (4.8)

]

=

Sklenény valec (4.8.1)
(vySka priblizné 48 cm) Vkladatelné zafizeni se

zabrusem (4.8.2)
(délka priblizné 45 cm)

-.— Nastavitelna trubicka

Petroletherova l._;

vrstva

Vodna vrstva
+
saponifikovany
vzorek
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4.2

B. STANOVENI OBSAHU VITAMINU E
Ucel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu vitaminu E v krmivech a premixech. Obsah vitaminu E se vyjadfuje
jako mg DL-a-tokoferol acetdtu na kilogram. 1 mg DL-a-tokoferol acetdtu odpovidd 0,91 mg DL-a-tokoferolu
(vitamin E).

Mez kvantifikace je 2 mg vitaminu E/kg. Tato mez kvantifikace je dosazitelnd pouze s fluorescenénim
detektorem. PFi pouziti UV detektoru je mez kvantifikace 10 mg/kg.

Princip

Vzorek se hydrolyzuje ethanolickym roztokem hydroxidu draselného a vitamin E se extrahuje petroletherem.
Rozpoustédlo se odpaii a zbytek se rozpusti v methanolu a, pokud je to nutné, nafedi se na vhodnou
koncentraci. Obsah vitaminu E se stanovi metodou vysokoti¢inné kapalinové chromatografie na reverzni fazi
(RP-HPLC) s fluorescen¢ni nebo UV deteked.

Chemikilie

Ethanol, 0 = 96 %.

Petrolether, bod varu 40-60 °C.

Methanol.

Roztok hydroxidu draselného, ¢ = 50 g/100 ml.

Roztok askorbdtu sodného, ¢ = 10 g/100 ml (viz pozndmky 7.7).

Sulfid sodny, Na,S - x H,O (x = 7-9).

Roztok sulfidu sodného, ¢ = 0,5 mol/l v glycerolu, f = 120 g/l (pro x = 9) (viz pozndmky 7.8).
Roztok fenolftaleinu, ¢ = 2 g/100 ml v ethanolu (3.1).

Mobilni faze pro HPLC: smés methanolu (3.3) a vody, napt. 980 + 20 (v + v). Pfesny pomér bude upraven podle
charakteristiky pouzité kolony.

Dusik, prosty kysliku.
DL-a-tokoferol acetdt, extra Cisty, s ovéfenou aktivitou.

Zasobni roztok DL-a-tokoferol acetitu: do 100 ml odmérné banky se s pfesnosti na 0,1 mg navazi 100 mg
DL-a-tokoferol acetdtu (3.10). Rozpusti se v ethanolu (3.1) a doplni se jim po znacku. 1 ml tohoto roztoku obsa-
huje 1 mg DL-a-tokoferol acetdtu. (UV kontrola — viz 5.6.1.3; stabilizace — viz pozndmky 7.4).

DL-a-tokoferol, extra ¢isty, s ovéfenou aktivitou.

Zasobni roztok DL-a-tokoferolu: do 100 ml odmérné banky se s pfesnosti na 0,1 mg navdzi 100 mg
DL-a-tokoferolu (3.11). Rozpusti se v ethanolu (3.1) a doplni se jim po znacku. 1 ml tohoto roztoku obsa-
huje 1 mg DL-a-tokoferolu. (UV kontrola — viz 5.6.2.3; stabilizace — viz pozndmky 7.4).

2,6-di-terc-butyl-4-methylfenol (BHT) (viz pozndmky 7.5).

Pfistroje a pomiicky

Rota¢ni odparka.
Tmavé sklo.

Bariky s plochym dnem nebo kénické bariky, 500 ml, se zdbrusovym hrdlem.
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4.2.2 Odmérné banky s dzkym hrdlem a zdbrusovou zatkou, objem 10, 25, 100 a 500 ml.
423 Délici ndlevky, konické, 1 000 ml, se zabrusovou zdtkou.

4.2.4 Hruskovité bariky, 250 ml, se zdbrusovym hrdlem.

43 Allihndv chladi¢, délka plasté 300 mm, se zdbrusem a s adaptérem na zavadéni plynu.

4.4 Sklddany filtracni papir pro oddélovéni fazi, primér 185 mm (napf. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2).

4.5 Zatizeni HPLC s dévkovacim systémem.

4.5.1 Kolona pro kapalinovou chromatografii, 250 mm x 4 mm, C;g, ndplii 5 nebo 10 pm nebo obdobna.

4.5.2 UV nebo fluorescencni detektor s nastavitelnou vinovou délkou.

4.6 Spektrofotometr s 10 mm kiemennymi kyvetami.

4.7 Vodni lazen s magnetickym michanim.

4.8 Extrakéni zafizeni (viz obrazek 1) sestdvajici z:

4.8.1 Sklenéného vilce o objemu 1 1 vybaveného zdbrusovym hrdlem a zdtkou.

4.8.2 Vkladatelného zafizeni se zdbrusem, s postrannim raménkem a nastavitelnou trubickou, kterd prochdzi stiedem.

Nastavitelnd trubicka méd konec vytvarovany do tvaru U a ziZzenou vypust na opa¢né strané tak, aby bylo mozné

pievést horni vrstvu z vélce do délici nalevky.

5. Postup

Pozndmka: Vitamin E je citlivy na (UV) svétlo a oxidaci. VSechny operace se provadi bez pfistupu svétla (pouzivd
se tmavé sklo nebo se chrani pfed svétlem hlinikovou folif) a kysliku (pod dusikem). Vzduch nad
kapalinou se béhem extrakce vytésni dusikem (aby nedoslo k pfetlakovani, je nutno obcas uvolnit

zatku).

5.1 Priprava vzorku

Vzorek se rozmélni tak, aby prosel sitem o velikosti oka 1 mm a aby béhem tpravy nedoslo k jeho zahfati.
Rozmélnéni musi byt provedeno bezprostiedné pred vdzenim a saponifikaci, jinak dochdzi ke ztrdtim vitaminu

E.

5.2 Saponifikace

Podle obsahu vitaminu E ve vzorku se s pfesnosti na 0,01 g navazi 2-25 g vzorku do 500 ml bariky s plochym
dnem nebo kénické bariky (4.2.1). Za intenzivniho michani se postupné pfidd 130 ml ethanolu (3.1), asi 100 mg
BHT (3.12), 2 ml roztoku askorbdtu sodného (3.5) a 2 ml roztoku sulfidu sodného (3.6). Banka se pfipoji
k chladi¢i (4.3) a ponoii se do vodni ldzné s magnetickym michdnim (4.7). Zahfeje se k varu a vaii se pod
refluxem 5 minut. Potom se pies chladi¢ (4.3) piidd 25 ml roztoku hydroxidu draselného (3.4) a vaii se pod
refluxem za michdni pod pomalym proudem dusiku dalsich 25 minut. Potom se chladi¢ oplachne asi 20 ml vody

a obsah bariky se nechd vychladnout na laboratorni teplotu.

5.3 Extrakce

Saponifikovany roztok se dekantaci a proplachnutim celkem 250 ml vody pfevede kvantitativné do 1 000 ml
délici nélevky (4.2.3) nebo do extrakéniho zafizeni (4.8). Saponifikacni baiika se postupné oplichne 25 ml
ethanolu (3.1) a 100 ml petroletheru (3.2) a oba oplachy se pfevedou do délici nélevky nebo do extrakéniho
zafizeni. Kone¢ny pomér vody a ethanolu v kombinovanych roztocich musi byt asi 2 : 1. Roztok se 2 minuty

intenzivné tiepe a potom se nechd 2 minuty stét.

5.3.1 Extrakce v délici ndlevce (4.2.3)

Po rozdéleni vrstev (viz pozndmka 7.3) se petroletherova vrstva pievede do dalsi délici ndlevky (4.2.3). Extrakce

se opakuje dvakrt se 100 ml petroletheru (3.2) a dvakrdt s 50 ml petroletheru (3.2).
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5.5

5.6

5.6.1.1

Spojené extrakty v délici nélevce se dvakrdt promyji mirnym krouzenim (aby nevznikala emulze) 100 ml vody
a potom se opakované protiepdvaji se 100 ml vody, dokud voda neztstane po piidani roztoku fenolftaleinu (3.7)
bezbarva (obvykle staci 4 promyti). Promyty extrakt se pefiltruje do 500 ml odmérné banky (4.2.2) pies suchy
skladany filtr pro oddélovani fzi (4.4), aby se odstranila suspendovand voda. Délici nélevka se oplachne 50 ml
petroletheru (3.2) a ten se piidd pfes filtr do téze odmérné banky. Banka se petroletherem (3.2) doplni po znacku
a dtkladné promicha.

Extrakce v extrakénim zafizeni (4.8)

Po rozdéleni vrstev (pozndmka 7.3) se odstrani zdtka z vélce (4.8.1) a misto ni se vloZi vnitini zafizeni (4.8.2).
Spodni strana U-trubice se umisti tak, aby byla pravé nad rozhranim. Za pouziti tlaku dusiku (pfividéného
postrannim raménkem) se pfevede horni petroletherova vrstva do 1 000 ml délici ndlevky (4.2.3). Pridd se
100 ml petroletheru (3.2), vélec se zazdtkuje a diikladné protiepe. Po oddéleni vrstev se horni vrstva opét
pievede stejnym zptisobem do délici nalevky. Extrakce se opakuje s dalsimi 100 ml petroletheru (3.2) a pak jesté
dvakrat s 50 ml petroletheru (3.2). Po rozdéleni fazi se vzdy horni petroletherovd vrstva pfidd k ptedchozi do
délicf nélevky.

Spojené extrakty petroletheru v délici nélevce se promyji, jak je popsdno v bodé 5.3.1, a postupuje se déle podle
bodu 5.3.1.

Priprava roztoku vzorku pro stanoveni HPLC

Alikvotni ¢dst roztoku petroletheru (podle bodu 5.3.1 nebo 5.3.2) se odpipetuje do 250 ml hruskovité banky
(4.2.4). Roztok se na vakuové rotacni odparce (4.1) odpaii za sniZzeného tlaku pfi teplot¢ do 40 °C témét do
sucha. Atmosféricky tlak se obnovi zavedenim dusiku (3.9) do barky a ta se odpoji od rota¢ni odparky. Zbytek
rozpoustédla se odpaii pod proudem dusiku (3.9) a odparek se ihned rozpusti ve zndmém objemu (10-100 ml)
methanolu. (3.3). Vyslednd koncentrace DL-a-tokoferolu musi byt 5-30 pg/ml.

Stanoveni HPLC

Vitamin E se separuje na koloné C; s reverzni fazi (4.5.1) a jeho koncentrace se méf fluorescencnim detektorem
(excitace: 295 nm, emise: 330 nm) nebo UV detektorem (292 nm) (4.5.2).

Do piistroje se nastiikuje alikvotni ¢ast (napf. 20 pl) methanolického roztoku ziskaného podle bodu 5.4 a eluuje
se mobilni fazi (3.8). Primérnd hodnota vysek (ploch) pikil se vypocte z nékolika opakovanych néstiikt téhoz
vzorku nebo kalibracnich roztoki (5.6.2).

Podminky HPLC

Nésledujici podminky jsou doporucené; mohou byt pouzity jiné podminky za ptedpokladu, Ze poskytuji
rovnocenné vysledky.

Kolona pro kapalinovou 250 mm x 4 mm, Cyg, ndpln 5 nebo 10 pm nebo obdobnd
chromatografii (4.5.1):

Mobilni fize (3.8): smés methanolu (3.3) a vody napt. 980 + 20 (v + v)
Pratok: 1-2 ml/min
Detektor (4.5.2): fluorescen¢ni detektor

(excitace: 295 nm/emise: 330 nm) nebo UV detektor (292 nm).

Kalibrace (DL-a-tokoferol acetdt nebo DL-a-tokoferol)
Standardni DL-a-tokoferol acetdt
P#iprava pracovniho standardniho roztoku

Do 500 ml baiiky s plochym dnem nebo kénické banky (4.2.1) se odpipetuje 25 ml zdsobniho roztoku
DL-a-tokoferol acettu (3.10.1) a hydrolyzuje se podle bodu 5.2. Potom se provede extrakce petroletherem (3.2)
podle bodu 5.3 a doplni se na 500 ml petroletherem. 25 ml tohoto extraktu se odpafi na rota¢ni odparce
(viz. 5.4) téméf do sucha, zbylé rozpoustédlo se odpaii pod proudem dusiku (3.9) a odparek se rozpusti
v 25,0 ml methanolu (3.3). Nomindln{ koncentrace tohoto roztoku je 45,5 pg DL-a-tokoferolu/ml, coz odpovidd
50 pg DL-a-tokoferol acetdtu/ml. Pracovni standardni roztok se pfipravuje Cerstvy pred pouZitim.
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5.6.1.2

5.6.1.3

5.6.2

5.6.2.1

5.6.2.2

5.6.2.3

P¥iprava kalibracnich roztokii a kalibracni k¥ivky
Do odmérnych banék na 20 ml se odpipetuje postupné 1,0, 2,0, 4,0 a 10,0 ml pracovnich standardnich roztokd,

doplni se methanolem (3.3) po znacku a promichd. Nominaln{ koncentrace téchto roztokd jsou 2,5, 5,0, 10,0
a 25,0 pg/ml DL-a-tokoferol acetdtu, tj. 2,28, 4,55, 9,10 a 22,8 pg/ml DL-a-tokoferolu.

Do piistroje se opakované nastiikuje 20 pl jednotlivych kalibra¢nich roztoki a stanovi se primérné hodnoty
vysek (ploch) pikt. Z pramérnych hodnot vysek (ploch) pika se sestroji kalibra¢ni kiivka.

UV standardizace zdsobniho roztoku DL-a-tokoferol acetdtu (3.10.1)
Do 25 ml odmérné baiiky se odpipetuje 5,0 ml zdsobniho roztoku DL-a-tokoferol acetdtu (3.10.1) a doplni se

po znacku ethanolem. Na spektrofotometru (4.6) se proméfi UV spektrum tohoto roztoku proti ethanolu (3.1)
v rozmezi 250-320 nm.

Absorpéni maximum je pii 284 nm:

El % = 43,6 pfi 284 nm v ethanolu

1 cm

Pii tomto fedéni musi byt ziskand hodnota extinkce 0,84-0,88.

Standardni DL-a-tokoferol
Piiprava pracovniho standardniho roztoku
Do 50 ml odmérné banky se odpipetuji 2 ml zdsobniho roztoku DL-a-tokoferolu (3.11.1), zied{ se methanolem

(3.3) a doplni se jim po znacku. Nomindlni koncentrace tohoto roztoku je 40 pg/ml DL-a-tokoferolu, coz
odpovidd 44,0 pg/ml DL-a-tokoferol acetdtu. Pracovni standardni roztok se pfipravuje Cerstvy pred pouzitim.

PFiprava kalibracnich roztokii a kalibracni k¥ivky
Do odmérnych banék na 20 ml se odpipetuje postupné 1,0, 2,0, 4,0 a 10,0 ml pracovnich standardnich roztokd,

doplni se methanolem (3.3) po znacku a promichd. Nomindlni koncentrace téchto roztokd jsou 2,0, 4,0, 8,0
a 20,0 pg/ml DL-a-tokoferolu, tj. 2,20, 4,40, 8,79 a 22,0 pg/ml DL-a-tokoferol acetatu.

Do piistroje se opakované nastiikuje 20 pl jednotlivych kalibra¢nich roztoki a stanovi se primérné hodnoty
vysek (ploch) pikd. Z pramérnych hodnot vysek (ploch) pika se sestroji kalibra¢ni kiivka.

UV standardizace zdsobniho roztoku DL-a-tokoferolu (3.11.1)
Do 25 ml odmérné bariky se odpipetuje 2,0 ml zdsobniho roztoku DL-a-tokoferolu (3.11.1) a doplni se po

znacku ethanolem. Na spektrofotometru (4.6) se proméf UV spektrum tohoto roztoku proti ethanolu (3.1)
v rozmez{ 250-320 nm. Absorpéni maximum je pfi 292 nm:

El% =758 pfi 292 nm v ethanolu

1cm

PFi tomto fedéni musi byt ziskdna hodnota extinkce 0,6.

Vypocet a vyjidieni vysledki
Ze primérné vysky (plochy) pika vitaminu E pro roztok vzorku se stanovi koncentrace roztoku vzorku v pg/ml
(pocitano jako a-tokoferol acetdt) porovnanim s kalibra¢ni kiivkou (5.6.1.2 nebo 5.6.2.2).

Obsah vitaminu E (w) v mg/kg ve vzorku se vypocte podle ndsledujiciho vzorce:

500 x ¢ x V,
w= W(mg/kg)
kde:

¢ = koncentrace vitaminu E (jako a-tokoferol acetdtu) v extraktu vzorku (5.4) v pg/ml
V,; = objem extraktu vzorku (5.4) v ml

V, = objem alikvotni ¢asti (5.4) v ml

m = navdzka zkuSebniho vzorku v g.
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Pozndmky

Pro vzorky s nizkym obsahem vitaminu E mazZe byt uzitecné spojit dva petroletherové extrakty ze dvou

saponifikovanych vzorkd (navdzka: 25 g) do jednoho roztoku vzorku pro stanoveni HPLC.

Navézka vzorku pro zkousku nesmi obsahovat vice nez 2 g tuku.

Pokud nedojde k rozdéleni fazi, pfidd se asi 10 ml ethanolu (3.1), aby se odstranila emulze.

Po spektrofotometrickém méfeni roztoku DL-a-tokoferol acetdtu nebo DL-a-tokoferolu podle bodi 5.6.1.3
nebo 5.6.2.3 se pridd do roztoku (3.10.1 nebo 3.10.2) piiblizné 10 mg BHT (3.12) a roztok se skladuje
v chladni¢ce (maximélni doba skladovatelnosti je ¢tyfi tydny).

Misto BHT je mozno pouzit hydrochinon.

Oddéleni a-, -, y- a d-tokoferoltt je mozné s pouzitim normalni fézové kolony.

Misto roztoku askorbatu sodného lze pouZit asi 150 mg kyseliny askorbové.

Misto roztoku sulfidu sodného Ize pouzit asi 50 mg EDTA.

Vitamin E acetdt hydrolyzuje v alkalickém prostfedi velmi rychle, a proto je velmi citlivy na oxidaci, zejména
v pritomnosti stopovych prvkd, jako je Zelezo nebo méd. V piipadé stanoveni vitaminu E v premixech s obsahem
vy$sim nez 5 000 mg/kg by disledkem mohl byt rozklad vitaminu E. Proto se pro potvrzeni doporucuje metoda

HPLC véetné enzymatického rozkladu vitaminu E bez alkalické saponifikace.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku nesmi piekrocit 15 % relat.
z hodnoty vyssiho vysledku.

Vysledky kruhovych testi (1)

Premix Premix krmiva Miniﬁg;f on- Prf:ﬁ%%‘]é Krmivo pro selata
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
primér (mg/kg) 17 380 1187 926 315 61,3
S, (mg/kg) 384 453 25,2 13,0 23
r (mg/kg) 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CV; (%) 2,2 3,8 2,7 4,1 3,8
sg (mg/kg) 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R (mg/kg) 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVy (%) 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L pocet laboratoif
n pocet jednotlivych hodnot
S standardni odchylka opakovatelnosti
SR standardni odchylka reprodukovatelnosti
r opakovatelnost
R reprodukovatelnost
CV, = variacni koeficient opakovatelnosti
CVy = varia¢ni koeficient reprodukovatelnosti

Provedla pracovni skupina pro krmiva Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Obrazek 1: Extrakéni zafizeni (4.8)
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C. STANOVEN[ OBSAHU STOPOVYCH PRVKU ZELEZA, MEDI, MANGANU A ZINKU
Ukel a rozsah

Tato metoda umoznuje stanoveni stopovych prvki Zeleza, médi, manganu a zinku v krmivech. Meze
stanovitelnosti jsou:

—  zelezo (Fe): 20 mgfkg,
—  méd (Cu): 10 mg/kg,
— mangan (Mn): 20 mg/kg,

—  zinek (Zn): 20 mg/kg.

Princip

Vzorek se pievede po destrukei organické hmoty (pokud je obsazena) do roztoku kyselinou chlorovodikovou.
Prvky Zelezo, méd, mangan a zinek se stanovuji po piislusném zfedéni atomovou absorp¢ni spektrofotometrii.
Chemikalie

Uvodni pozndmky

Pro pifpravu chemikalii a analytickych roztokt se pouZzivd voda, dvakrét destilovand ve sklenéném destila¢nim
piistroji (borosilikitové nebo kfemicité sklo) nebo po dvojim prichodu pfes ionex, kterd prokazatelné
neobsahuje kationty.

Chemikélie musi byt nejméné analytické Cistoty. Nepfitomnost prvkd, které maji byt stanoveny, musi byt
kontrolovdna slepou zkouskou. Pokud je to nutné, musi byt chemikdlie pfecistény.

Misto standardnich roztokti popsanych nize mohou byt pouzity komer¢ni standardni roztoky za predpokladu,
ze maji deklarovany obsah a pfed pouzitim byly prekontrolovény.

Kyselina chlorovodikova (d: 1,19 g/ml).
Kyselina chlorovodikovd (6 moll).
Kyselina chlorovodikovd (0,5 mol/l).

Kyselina fluorovodikovd 38-40 % (v/v) s obsahem Zeleza (Fe) pod 1 mg/l a zbytkem po odpafeni mensim nez
10 mg (jako sulfdt)/l.

Kyselina sirové (d: 1,84 g/ml).
Peroxid vodiku (pfiblizné 100 objemi kysliku (30 % hmotnostnich)).

Standardni roztok Zeleza (1 000 pg Fe/ml) pfipraveny podle niZze uvedeného postupu nebo obdobny komeréné
dostupny roztok: v odmérné barnce na 1 000 ml se ve 200 ml kyseliny chlorovodikové 6 mol/l (3.2) rozpusti
1 g zelezného drétu, pfidd se 16 ml peroxidu vodiku (3.6) a doplni se po znacku vodou.

Pracovni standardni roztok Zeleza (100 pg Fe/ml) piipraveny zfedénim standardniho roztoku (3.7) vodou
v poméru 1 + 9.

Standardni roztok médi (1 000 pg Cu/ml) pfipraveny podle nize uvedeného postupu nebo obdobny komercné
dostupny roztok:

— v odmérné baiice na 1 000 ml se ve 25 ml kyseliny chlorovodikové 6 mol/l (3.2) rozpusti 1 g praskové
médi, pfidd se 5 ml peroxidu vodiku (3.6) a doplni se po znacku vodou.
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5.1.1.1

Pracovni standardni roztok médi (10 pg Cu/ml) pfipraveny zfedénim standardniho roztoku (3.8) vodou
v poméru 1 + 9 a potom ziedénim vysledného roztoku vodou v poméru 1 + 9.

Standardni roztok manganu (1 000 pg Mn/ml) pfipraveny podle nize uvedeného postupu nebo obdobny
komer¢né dostupny roztok:

— v odmérné barice na 1 000 ml se ve 25 ml kyseliny chlorovodikové 6 mol/l (3.2) rozpusti 1 g praskového
manganu a doplni se po znacku vodou.

Pracovni standardni roztok manganu (10 pg Mn/ml) pfipraveny ziedénim standardniho roztoku (3.9) vodou
v poméru 1 + 9 a potom zfedénim vysledného roztoku vodou v poméru 1 + 9.

Standardni roztok zinku (1 000 pg Zn/ml) pfipraveny podle nize uvedeného postupu nebo obdobny komeréné
dostupny roztok:

— v odmérné bance na 1 000 ml se ve 25 ml kyseliny chlorovodikové 6 mol/l (3.2) rozpusti 1 g paskového
nebo plitkového zinku a doplni se po znacku vodou.

Pracovni standardni roztok zinku (10 pg Zn/ml) pfipraveny ziedénim standardniho roztoku (3.10) vodou
v poméru 1 + 9 a potom zfedénim vysledného roztoku vodou v poméru 1 + 9.

Roztok chloridu lanthanitého: v odmérné banice na 1000 ml se ve 150 ml vody a 100 ml kyseliny
chlorovodikové 6 mol/l (3.2) rozpusti 12 g kyslicniku lanthanitého a doplni se po znacku vodou.

Pfistroje a pomiicky

Muflové pec s regulaci teploty a zdznamnikem (pokud mozno).

Sklenéné nddobi rezistentniho borosilikitového typu. Doporucuje se pouzivat piistroje, které jsou pouZiviny
vylucné pro stanoveni stopovych prvk.

Atomovy absorpéni spektrofotometr spliujici pozadavky metody na citlivost a pfesnost v pozadovaném
rozsahu.

Postup (')
Vzorky obsahujici organickou hmotu
Spalovdni a piiprava roztoku pro zkousku (3

Do platinového nebo kiemenného kelimku (4.3) (viz pozndmka b)), pfedem zvézeného, se navazi 5-10 g vzorku
s presnosti na 0,2 mg, vysusi se v su§drné pii 105 °C a potom se vlozi do chladné muflové pece (4.1). Pec se
uzavie (viz pozndmka c)) a teplota se postupné zvySuje na 450—475 °C béhem asi 90 minut. Tato teplota se
udrzuje 4 az 16 hodin (napf. pfes noc), aby se odstranily uhlikaté cstice. Potom se pec otevie a nechd
vychladnout (viz pozndmka d)).

Popel se zvlh¢i vodou a pienese se do 250 ml kddinky. Kelimek se vyplachne celkem asi 5 ml kyseliny
chlorovodikové (3.1) a dalsi kyselina se pfiddvd pomalu a opatrné do kadinky (muaze probéhnout prudka reakce
v dtsledku tvorby CO,). Kyselina chlorovodikové (3.1) se pfiddvd po kapkdch a za michdni, dokud neustane
$uméni. Odpaif se do sucha za obcasného zamichdni sklenénou ty¢inkou.

(") Lze pouzit i jiné metody mineralizace, pokud prokazatelné poskytuji podobné vysledky (napf. mikrovinny tlakovy rozklad).

() Zelené picniny (Cerstvé nebo suché) casto obsahuji velké mnozstvi rostlinného kiemiku, ktery mize zadrzovat stopové prvky, a proto
musi byt odstranén. U vzorki téchto krmiv musi byt proto dodrzen nasledujici modifikovany postup. Postupuje se podle bodu 5.1.1.1 az
k filtraci. Filtracni papir obsahujici nerozpustny zbytek se promyje dvakrdt vrouci vodou a vlozi se zpét do kiemikového nebo
platinového kelimku. Spaluje se v muflové peci (4.1) pii teploté pod 550 °C, dokud viechny uhlikaté ¢dstice zcela nezmizi. Necha se
vychladnout, pfidd se nékolik kapek vody a poté 10-15 ml kyseliny fluorovodikové (3.4) a odpaif se do sucha pfi asi 150 °C. Pokud
ziistane néjaky kiemicity zbytek, rozpusti se znovu v nékolika mililitrech kyseliny fluorovodikové (3.4) a odpaii se do sucha. Pridd se pét
kapek kyseliny sirové (3.5) a zahfivd se, dokud se nepfestane uvolfiovat bily kouf. Po pfiddni 5 ml kyseliny chlorovodikové 6 mol/l (3.2)
a asi 30 ml vody se roztok zahfeje, piefiltruje do 250 ml odmérné banky a doplni se po znacku vodou (koncentrace HCl je asi 0,5 mol/l).
Pak se pokracuje podle bodu 5.1.2.
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K odparku se pfidd 15 ml kyseliny chlorovodikové 6 mol/l (3.2) a poté asi 120 ml vody. Promichd se sklenénou
tyc¢inkou, kterd se ponechd v kddince, a poté se kddinka zakryje hodinovym sklem. Obsah kadinky se uvede do
mirného varu a udrzuje se na bodu varu, dokud se popel nerozpusti. Roztok se piefiltruje pres bezpopelny
papirovy filtr a filtrdt se jimd do 250 ml odmérné banky. Kiddinka a filtr se promyji 5 ml horké kyseliny
chlorovodikové 6 mol/l (3.2) a dvakrdt vrouci vodou. Odmérnd barika se doplni po znacku vodou (koncentrace
HCl je asi 0,5 mol/l).

Pokud je zbytek na filtru zbarven cerné (uhlik), vrati se do pece a spaluje se dalsi tii az pét hodin pii 450-475 °C.
Spalovéni je dokonceno, kdyz je popel bily nebo témér bily. Popel se rozpusti v asi 2 ml kyseliny chlorovodikové
(3.1), odpaii se do sucha a pfidd se 5 ml kyseliny chlorovodikové 6 mol/l (3.2). Roztok se zahieje k varu a potom
se prefiltruje do odmérné banky a doplni po znacku vodou (koncentrace HCl je asi 0,5 mol/l).

Pozndmky:

a) P stanoveni stopovych prvki je dilezité zabrénit riziku kontaminace, zejména zinkem, médi a Zelezem.
Z tohoto diivodu musi byt vybaveni pouzivané pii piipravé vzorka bez téchto kovt.

Ke sniZeni obecného rizika kontaminace se pracuje v bezprasné atmosféie s tzkostlivé ¢istym vybavenim
a peclivé umyvanym nddobim. Stanoven{ zinku je zvldsté citlivé na mnoho typti kontaminace, napf.
z nadobi, chemikalii, prachu atd.

b)  Navdzka vzorku se pocitd z piiblizného ptedpoklddaného obsahu stopového prvku v krmivu ve vztahu
k citlivosti pouzitého spektrofotometru. U urcitych krmiv s nizkym obsahem stopovych prvka muze byt
nezbytné zacit s 10-20 g vzorku a doplnit konec¢ny roztok pouze na 100 ml.

¢)  Spalovéni se musi provadét v uzaviené peci bez vhanéni vzduchu nebo kysliku.

d)  Teplota ukazovand pyrometrem nesmi prekrocit 475 °C.

Spektrofotometrické stanoveni
P¥iprava kalibracnich roztoki

Pro kazdy stanovovany prvek se pfipravi z pracovnich standardnich roztoka (3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 a 3.10.1) fada
kalibra¢nich roztoka. Kalibra¢ni roztoky maji koncentraci HCl asi 0,5 mol/l a (v pfipadé Zeleza, manganu
a zinku) koncentraci chloridu lanthanitého asi 0,1 % La (w/v).

Koncentrace vybranych stopovych prvkd musi lezet v rozsahu citlivosti pouzitého spektrofotometru. Nize
uvedené tabulky ukazuji piiklad slozeni typickych fad kalibracnich roztokd; v zdvislosti na typu a citlivosti
pouzitého spektrofotometru viak muze byt nutno zvolit jiné koncentrace.

Zelezo
g Fe/ml 0 05 1 2 3 4 5
pracovni standardni roztok (3.7.1) 0 0,5 1 2 3 4 5
(1 ml = 100 pg Fe) v ml
HCl (3.2) v ml 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztoku chloridu lanthanitého (3.11) a doplni se vodou po znacku.

Méd

pg Cu/ml 0 0,1 0.2 04 0,6 0.8 1,0

pracovni standardni roztok (3.8.1) 0 1 2 4 6 8 10
(1 ml =10 pg Cu) v ml

HCl (3.2) v ml 8 8 8 8 8 8 8
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5.1.2.3

5.1.2.4

5.2

Mangan
pg Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
pracovni standardni roztok (3.9.1) 0 1 2 4 6 8 10
(I ml =10 pg Mn) v ml
HCl (3.2) v ml 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztoku chloridu lanthanitého (3.11) a doplni se vodou po znacku.

Zinek
pg Zn/ml 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
pracovn{ standardni roztok (3.10.1) 0 0,5 1 2 4 6 8
(1 ml =10 pg Zn) v ml
HCl (3.2) v ml 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztoku chloridu lanthanitého (3.11) a doplni se vodou po znacku.

P¥iprava roztoku pro zkousku

Pii stanoveni médi lze pouZit pifimo roztok pfipraveny podle bodu 5.1.1. Pokud je nutné jeho koncentraci
nafedit na troven kalibra¢nich roztokd, odpipetuje se alikvotni ¢ast roztoku do 100 ml odmérné banky a doplni
se po znacku kyselinou chlorovodikovou 0,5 mol/l (3.3).

Pfi stanoveni Zeleza, manganu a zinku se odpipetujte alikvotni ¢ast roztoku pfipraveného podle bodu 5.1.1 do
100 ml odmérné barnky, pfidd se 10 ml roztoku chloridu lanthanitého (3.11) a doplni se po znacku kyselinou
chlorovodikovou 0,5 mol/l (3.3) (viz rovnéz bod 8 Pozndmka).

Slepd zkouSka

Slepé zkouska musi zahrnovat viechny predepsané kroky postupu, ale vlastni vzorek se nepouzije. ,0“ kalibra¢ni
roztok nemutize byt pouzit jako slepd zkouska.

MéFeni atomové absorpce

Atomovid absorpce kalibra¢nich roztoku a zkouseného roztoku se zméii s pouzitim oxida¢niho plamene vzduch-
acetylen pfi ndsledujicich vinovych délkach:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm

Mn: 279,5 nm

Zn: 213,8 nm

Kazdé méfeni se provede ctyfikrat.

Minerdlni krmiva

Pokud vzorek neobsahuje organickou hmotu, nemusi se spalovat. Pfiprava se provadi podle druhého odstavce
bodu 5.1.1.1. Nemusi se provadét ani odpatovani s kyselinou fluorovodikovou.

Vypolet a vyjidfeni vysledki

Koncentrace piislusného stopového prvku v roztoku se vypocte z kalibracni kiivky a vysledek se vyjadii
v miligramech stopového prvku na kilogram vzorku (ppm).
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Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku tymz laborantem nesmi
piekrogit:

— 5 mg/kg v absolutni hodnoté¢ u obsahti pfislusného stopového prvku do 50 mg/kg,
— 10 % z vyssiho vysledku u obsaht piislusného stopového prvku od 50 do 100 mg/kg,
— 10 mg/kg v absolutni hodnoté u obsaht piislusného stopového prvku od 100 do 200 mg/kg,

— 5% z vysstho vysledku u obsaht prislusného stopového prvku nad 200 mg/kg.

Pozndmka

Pritomnost velkého mnozstvi fosfitd mize ovliviiovat stanoveni Zeleza, manganu a zinku. Proto musi byt
piiddvén roztoku chloridu lanthanitého (3.11). Pokud je véhovy pomér (Ca + Mg)/P ve vzorku > 2, nemusi se do
roztoku pro zkousku ani do kalibra¢nich roztoka pfiddvat roztok chloridu lanthanitého (3.11).

D. STANOVENI OBSAHU HALOFUGINONU

DL-trans-7-brom-6-chlor-3-[ 3-(3-hydroxy-2-piperidyl)acetonyl]-quinazolin-4-(3H)-1-hydrobromid

Ucel a rozsah

Tato metoda umoznuje stanoveni obsahu halofuginonu v krmivech. Mez kvantifikace je 1 mg/kg.

Princip

Obsah halofuginonu se stanovi jako volnd baze po extrakci horkou vodou do ethylacetdtu a ndsledné se rozdéli
jako hydrochlorid do vodného kyselého roztoku. Extrakt se precisti na ionexové chromatografické koloné. Obsah
halofuginonu se stanovi metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) na reverzni fazi s UV detekei.

Chemikilie

Acetonitril, pro HPLC.

Amberlit XAD-2 ionexové pryskyfice.
Octan amonny.

Ethylacetat.

Kyselina octovd, ledova.

Halofuginon, standardni latka (DL-trans-7-brom-6-chlor-3-[3-(3-hydroxy-2-piperidyl)acetonyl]-quinazolin-4-
(3H)-1-hydrobromid, E 764).

Halofuginon, standardni zdsobni roztok, 100 pg/ml

Do 500 ml odmérné bariky se navdzi 50 mg halofuginonu (3.6) s pfesnosti na 0,1 mg, rozpusti se v tlumivém
roztoku octanu amonného (3.18), doplni po znacku tlumivym roztokem a promichd. Tento roztok je staly tii
tydny pii teploté 5 °C, je-li skladovan ve tmé.

Kalibra¢ni roztoky

Do fady 100 ml odmérnych banék se odpipetuje 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 a 6,0 ml standardniho zdsobniho roztoku
(3.6.1). Doplni se po znacku mobilni fdzi (3.21) a promichd. Roztoky maji koncentrace halofuginonu 1,0, 2,0,
3,0, 4,0 a 6,0 pg/ml. Tyto roztoky se musi pfipravovat Cerstvé pred pouzitim.
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4.4.1
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Kyselina chlorovodikova (p,o pfiblizné 1,16 g/ml).

Methanol.

Dusi¢nan stiibrny.

Askorbit sodny.

Uhlicitan sodny.

Chlorid sodny.

EDTA (disodnd stil kyseliny ethylendiaminotetraoctové).

Voda, pro HPLC.

Uhli¢itan sodny, roztok, ¢ = 10 g/100 ml.

Uhli¢itan sodny, roztok, saturovany chloridem sodnym, ¢ = 5 g/100 ml.

50 g uhli¢itanu sodného (3.11) se rozpusti ve vodé, doplni se na 1 000 ml a pfiddva se chlorid sodny (3.12), az
k nasyceni roztoku.

Kyselina chlorovodikovd, pfiblizné 0,1 mol/l.

10 ml HCI (3.7) se ziedi vodou na 1 000 ml.

Tlumivy roztok octanu amonného, piiblizné 0,25 mol/l.

19,3 g octanu amonného (3.3) a 30 ml kyseliny octové (3.5) se rozpusti ve vodé (3.14) a zfedi se na 1 000 ml.
lonexové pryskyfice Amberlit XAD-2 — p¥iprava.

Piiméfené mnozstvi amberlitu (3.2) se promyva ve vodé, aZ se odstrani vSechny chloridové ionty, coz se prokaze
zkouskou pomoci dusi¢nanu stifbrného (3.20) na odstranované vodni fazi. Pak se pryskyfice promyje 50 ml
methanolu (3.8), ktery se odstrani, a pryskyfice se ulozi pod ¢erstvy methanol.

Dusic¢nan stifbrny, roztok piiblizné 0,1 mol/l.
0,17 g dusi¢nanu stitbrného (3.9) se rozpusti v 10 ml vody.
Mobilni fize HPLC.

Smichd se 500 ml acetonitrilu (3.1), 300 ml tlumivého roztoku octanu amonného (3.18) a 1 200 ml vody
(3.14). pH se upravi na 4,3 za pouziti kyseliny octové (3.5). Pefiltruje se filtrem 0,22 pm (4.8) a roztok se
odplyni (napf. tim, Ze se vystavi ultrazvuku po dobu 10 minut). Tento roztok je stdly jeden mésic, je-li skladovan
ve tmé a v uzaviené nddobé.

Pfistroje a pomicky

Ultrazvukovd lazen.

Rotacni odparka.

Odstiedivka.

Zafizeni HPLC s ultrafialovym detektorem s nastavitelnou vlnovou délkou nebo s detektorem diodového pole.
Kolona pro kapalinovou chromatografii, 300 mm x 4 mm, C;g, ndplii 10 pm, nebo obdobnd kolona.
Sklenéné kolony (300 mm x 10 mm) opatiené filtrem z kiemicitého skla a uzaviracim kohoutem.

Filtry ze sklenénych vldken, primér 150 mm.



L 54/78 Utedni véstnik Evropské unie 26.2.2009

4.7 Membranové filtry, 0,45 pm.
4.8 Membranové filtry, 0,22 pm.
5. Postup

Pozndmka: Halofuginon jako volnd baze je nestdly v alkalickych roztocich a v roztocich ethylacetdtu. Nesmi
ziistat v roztoku ethylacetdtu déle nez 30 minut.

5.1 Obecné pokyny

5.1.1 Slepy vzorek krmiva se pfedem podrobi zkousce pro kontrolu, zda neobsahuje halofuginon nebo jiné rusivé
latky.

5.1.2 Provede se zkouska na vytéznost u slepého vzorku krmiva, které bylo obohaceno piiddnim takového mnozstvi

halofuginonu, které odpovidd jeho obsahu ve vzorku. Pro obohaceni na troven 3 mglkg se pfidd 300 pl
standardniho zdsobniho roztoku (3.6.1) k 10 g slepého vzorku krmiva, promichd se a vyckd 10 minut, potom se
pokracuje v extrakénim postupu (5.2).

Pozndmka: Pro Gcely této metody je slepy vzorek krmiva podobného druhu jako vzorek a pfi zkousce neni
zjistén halofuginon.

5.2 Extrakce

Do odstiedivkové zkumavky o obsahu 200 ml se navézi 10 g upraveného vzorku s piesnosti na 0,1 g, pfidd se
0,5 g askorbatu sodného (3.10), 0,5 g EDTA (3.13) a 20 ml vody a promichd se. Zkumavka se umisti na 5 minut
do vodni ldzn¢ (80 °C). Po vychladnuti na laboratorni teplotu se pfidd 20 ml roztoku uhli¢itanu sodného (3.15)
a promichd se. Thned se pfidd 100 ml ethylacetdtu (3.4) a ru¢né se 15 sekund intenzivné tiepe. Pak se zkumavka
s uvolnénou zdtkou umisti na tfi minuty do ultrazvukové ldzné (4.1). Odstiedi se dvé minuty a ethylacetdtova
faze se odlije pres filtr ze sklenénych vldken (4.6) do 500 ml separacni ndlevky. Extrakce vzorku se opakuje
s dalsimi 100 ml ethylacetdtu. Kombinované extrakty se promyvaji jednu minutu 50 ml roztoku uhli¢itanu
sodného saturovaného chloridem sodnym (3.16) a poté se vodnd vrstva odstrani.

Organickd vrstva se extrahuje po dobu jedné minuty 50 ml kyseliny chlorovodikové (3.17). Spodni kyselinova
vrstva se vypusti do 250 ml separacni nalevky. Organickd vrstva se znovu extrahuje 1,5 minuty s dal$imi 50 ml
kyseliny chlorovodikové a kyselinové vrstva se spoji s prvnim extraktem. Spojené kyselinové extrakty se tfepou
piiblizné 10 sekund s 10 ml ethylacetdtu (3.4).

Vodnd vrstva se kvantitativné pfevede do 250 ml bariky s kulatym dnem a organickd féze se odstrani. Pomoci
rota¢ni odparky (4.2) se z kyselého roztoku odpaii viechen zbyvajici ethylacetdt. Teplota vodni ldzné nesmi
presahnout 40 °C. Ve vakuu pfiblizné 25 mbar se vSechen zbyvajici ethylacett odstrani béhem 5 minut pii
teploté 38 °C.

5.3 Precisténi
53.1 Piiprava amberlitové kolony

Pro kazdy extrakt vzorku se pfipravi kolona s XAD-2. Do sklenéné kolony (4.5) se pfenese 10 g pripraveného
amberlitu (3.19) spolu s methanolem (3.8). Na horni konec pryskyficové kolony se vlozi mald zitka ze skelné
vaty. Methanol z kolony se odstrani a kolona se promyje 100 ml vody. P¥ivod vody se zastavi, jakmile tekutina
dosdhne horniho konce pryskyficové kolony. Pred pouzitim se kolona nechd 10 minut ekvilibrovat. Kolona
nesmi nikdy vyschnout.

5.3.2 Pfecisténi vzorku

Extrakt (5.2) se kvantitativné pfevede na horni ¢ast pfipravené amberlitové kolony (5.3.1) a eluuje se, pficemz se
eludt odstranuje. Rychlost promyvéni nesmi pfesdhnout 20 ml/min. Barika s kulatym dnem se vyplachne 20 ml
kyseliny chlorovodikové (3.17) a tato tekutina se pouzije k promyti pryskyticové kolony. Zbytek kyselého
roztoku se z kolony odstrani proudem vzduchu. Promyvaci roztok se také odstrani. Na kolonu se piidd 100 ml
methanolu (3.8) a vypusti se asi 5-10 ml eludtu do 250 ml baiiky s kulatym dnem. Zbyvajici methanol se nechd
10 minut ustit na koloné a potom se pokracuje v promyvani rychlosti, kterd nepfesdhne 20 ml/min. Eludt se
shromazduje v téze bance s kulatym dnem. Methanol se odpaii na rota¢ni odparce (4.2), teplota vodni ldzné
nesmi presihnout 40 °C. Odparek se pomoci mobilni fize (3.21) kvantitativné pfevede do 10 ml odmérné
baniky. Doplni se mobilni féz{ po znacku a promichd. Alikvotni ¢ést se filtruje membrdnovym filtrem (4.7). Tento
roztok se uschovd pro stanoveni HPLC (5.4).
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5.4

5.4.1

5.4.2

5.4.3

7.1

Stanoveni HPLC
Parametry

Nésledujici podminky jsou doporucené, lze pouzit i jiné podminky, pokud zajidtuji srovnatelné vysledky:
Kolona pro kapalinovou chromatografii (4.4.1).

HPLC mobilni fize (3.21).

Pratok: 1,5-2 ml/min.

Detekéni vinovd délka: 243 nm.

Objem néstiiku: 40-100 pl.

Stdlost chromatografického systému se kontroluje opakovanym nastiikem kalibra¢niho roztoku (3.6.2), ktery
obsahuje 3,0 pg/ml halofuginonu. Opakuje se nékolikrat, az se dosihne konstantni vysky (plochy) pika
a konstantnich retenc¢nich casu.

Kalibra¢ni kfivka

Provede se nékolikrat néstiik kazdého kalibra¢niho roztoku (3.6.2) a zméii se vysky (plochy) pikd pro kazdou
koncentraci. Kalibracni kfivka se vytvoii vynesenim primérnych hodnot vysek nebo ploch piki kalibra¢nich
roztokdl proti pislusnym koncentracim v pg/ml.

Roztok vzorku

Provede se nékolikrat ndstiik roztoku vzorku (5.3.2), pficemz se pouZije stejny objem jako pro kalibra¢ni roztoky
a zjisti se primérnd hodnota vysky (plochy) halofuginonovych pikd.

Vypocet a vyjidfeni vysledki

Koncentrace halofunginonu v roztoku vzorku v pg/ml se stanovi podle primérné hodnoty vysky (plochy)
halofuginonovych pikii v roztoku vzorku porovnanim s kalibra¢ni kiivkou (5.4.2).

Obsah halofuginonu (w) v mg/kg ve vzorku se vypocitd podle ndsledujiciho vzorce:

cx 10
W=
m

kde:

¢ : koncentrace halofuginonu v roztoku vzorku v pg/ml

m : hmotnost navazky vzorku v gramech.

Ovéfeni vysledkit
Identita

Identita analytu mtze byt potvrzena opakovanym stanovenim s pfidavkem (co-chromatography) nebo vyuzitim
detektoru diodového pole, pficemz se porovndvaji spektra extraktu vzorku a kalibracniho roztoku (3.6.2)
obsahujictho 6,0 pg/ml halofuginonu.

Opakované stanoveni s pfidavkem (co-chromatography)

K extraktu vzorku se piidd vhodné mnozstvi kalibra¢niho roztoku (3.6.2). Mnozstvi piidaného halofuginonu
mus{ odpovidat odhadovanému obsahu halofuginonu v extraktu vzorku.

Pr{davek se projevi pouze zvySenim piku halofuginonu, a to imérné k pfidanému mnozstvi a fedéni extraktu.
Sitka piku v poloviné maximélni vysky se mize odchylovat od siiky pvodniho piku nejvyse o +10 %.



L 54/80

Utedni véstnik Evropské unie

26.2.2009

7.1.2

7.2

7.3

Detektor diodového pole

Vysledky jsou posuzovany podle nésledujicich kritérif:

a)

pii vlnové délce maximdlni absorpce vzorku i standardu musi byt zdznam spektra zaznamenany ve
vrcholu piku na chromatogramu stejny s nepiesnosti danou rozliSovaci schopnosti detekéniho systému.
Pro detektor diodového pole se udava +2 nm;

pii vinové délce mezi 225 a 300 nm se nesmi zdznam spektra ve zkouSeném vzorku a standardu
zaznamenany ve vrcholu piku chromatogramu lisit od ostatnich ¢asti spektra v rozsahu 10-100 %
relativni absorbance. Tohoto kritéria je dosazeno, jestlize jsou vykdzana stejnd maxima a jestlize odchylka
mezi dvéma spektry nikde nepfesahuje 15 % absorbance standardniho analytu;

pii vlnové délce mezi 225 a 300 nm se nesmi spektrum vzestupné &asti, vrcholu a sestupné ¢asti piku
zkouseného vzorku lisit od ostatnich ¢asti spektra v rozsahu 10 az 100 % relativni absorbance. Tohoto
kritéria je dosaZeno, jestliZe jsou vykdzdna stejnd maxima a jestlize ve viech sledovanych bodech odchylka
mezi spektry nepfesahuje 15 % absorbance spektra ve vrcholu piku.

Jestlize nékteré z téchto kritérii neni splnéno, pfitomnost analytu neni potvrzena.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku nesmi pfekrocit 0,5 mg/kg pii
obsahu halofuginonu do 3 mg/kg.

Vyitéznost

Vytéznost pro obohaceny slepy vzorek krmiva musi byt nejméné 80 %.

Vysledky kruhovych testi

Pfi kruhovych testech (') byly osmi laboratofemi zkouseny tii vzorky.

Vysledky
Vzorek A
(slepy) Vzorek B (mouka) Vzorek C (pelety)
pii pievzeti
pii pfevzeti po dv§1c.1hmési— pii pievzeti po dvou mésicich

primér (mg/kg) ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sk (mgfkg) — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVy (%) — 16 18 14 17
Rec. (%) 86 74 88 75

ND
Sk
CVi
Rec.

E.

= nezjiSténo

standardni odchylka reprodukovatelnosti
= variacni koeficient reprodukovatelnosti (%)
vytéznost (%).

STANOVENI OBSAHU ROBENIDINU

1,3-bis[(4-chlorobenzyliden) amino]guanidin hydrochlorid

Ué¢el a rozsah

Tato metoda umozZiuje stanoveni obsahu robenidinu v krmivech. Mez kvantifikace je 5 mg/kg.

(") The Analyst 108, 1983, s. 1 252-1 256.
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3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.9.1

Princip

Vzorek se extrahuje okyselenym methanolem. Extrakt se vysusi a jeho alikvotni Cést se precisti na koloné
s oxidem hlinitym. Robenidin se eluuje z kolony methanolem, koncentruje se a na vhodny objem se upravi
pomoci mobilni fize. Obsah robenidinu se stanovi vysokotéinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) na
reverzni fazi pomoci UV detektoru.

Chemikalie
Methanol.

Okyseleny methanol.

Do 500 ml odmérné baiky se odméii 4,0 ml kyseliny chlorovodikové (p20 = 1,18 g/ml), doplni se po znacku
methanolem (3.1) a promichd. Tento roztok se pfipravuje Cerstvy pred pouzitim.

Acetonitril, pro HPLC.

Molekuldrni sito.

Typ 3A, 8-12 mesh (1,6-2,5 mm perlicky krystalického hlinitokfemicitanu, primér péri 0,3 mm).
Oxid hlinity, kysely, stupen aktivity I pro kolonovou chromatografii.

100 g oxidu hlinitého se navazi do vhodné nadoby a pfidaji se 2,0 ml vody. Zazdtkuje se a protiepavd piiblizné
20 minut. Skladuje se v dobfe zazdtkované nddobé.

Dihydrogenfosforecnan draselny, roztok, ¢ = 0,025 mol/L

3,4 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného se rozpusti ve vodé (pro HPLC) v 1 000 ml odmérné barice, doplni se
po znacku a promichd.

Hydrogenfosforecnan sodny, roztok, ¢ = 0,025 mol/l.

3,55 g bezvodého (nebo 4,45 g dihydratu, nebo 8,95 g dodekahydrdtu) hydrogenfosforecnanu sodného se
rozpusti ve vodé (pro HPLC) v 1 000 ml odmérné barice, doplni se po znacku a promichd.

Mobilni fdze HPLC

Smichd se:

650 ml acetonitrilu (3.3),

250 ml vody (pro HPLQ),

50 ml roztoku dihydrogenfosforecnanu draselného (3.6),

50 ml roztoku hydrogenfosfore¢nanu sodného (3.7).

Prefiltruje se filtrem 0,22 pm (4.6) a roztok se odplyni (napf. ultrazvukem po dobu 10 minut).
Standardni ldtka.

Cisty robenidin: 1,3-bis[(4-chlorobenzyliden) amino]guanidin hydrochlorid.

Robenidin, zdkladni standardni roztok: 300 pg/ml

Navdzi se 30 mg standardni latky robenidinu (3.9) s presnosti na 0,1 mg. Rozpusti se v okyseleném methanolu
(3.2) ve 100 ml odmérné barice, doplni se po znacku tymz rozpoustédlem a promichd se. Banika se obali
aluminiovou folif a ulozi ve tmé.
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3.9.2 Robenidin, pracovni standardni roztok: 12 pg/ml

Odméif se 10,0 ml zdkladniho standardniho roztoku (3.9.1) do 250 ml odmérné banky, doplni se po znacku
mobilni fazi (3.8) a promichd. Banka se obali aluminiovou félif a uloZi ve tmé.

3.9.3 Kalibra¢ni roztoky

Do sady 50 ml odmérnych banék se odméif 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 a 25,0 ml pracovniho standardniho roztoku
(3.9.2). Doplni se po znacku mobilni fézi (3.8) a promichd. Tyto roztoky odpovidaji 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 a 6,0 pg/ml
robenidinu. Tyto roztoky se pfipravuji Cerstvé pfed pouZitim.

3.10 Voda, pro HPLC.

4, Pfistroje a pomiicky

4.1 Sklenéna kolona.

Vyrobend z tmavého skla, vybavend uzaviracim kohoutem a nddrzkou o obsahu pfiblizné 150 ml. Vnitini
priimér 10-15 mm, délka 250 mm.

4.2 Mechanicka tfepacka nebo magnetické michadlo.
4.3 Rotacni odparka.
4.4 Zafizeni na vysokot¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC) vybavené ultrafialovym detektorem s nastavi-

telnou vinovou délkou nebo detektorem diodového pole, pracujicim v pdsmu 250-400 nm.

4.4.1 Kolona pro kapalinovou chromatografii: 300 mm x 4 mm, C;5, néplii 10 pm nebo obdobna.
4.5 Filtr ze sklenénych vidken (Whatman GF/A nebo podobny).

4.6 Membranové filtry, 0,22 pm.

4.7 Membranové filtry, 0,45 pm.

5. Postup

Pozndmka: Robenidin je citlivy na svétlo. Proto se pfi viech operacich pouzije vzdy tmavé sklo.

5.1 Obecné pokyny
5.1.1 Provede se zkouska slepého vzorku krmiva pro kontrolu, zda neobsahuje robenidin ani jiné rusivé latky.
5.1.2 Provede se zkouska na vytéznost u slepého vzorku krmiva (5.1.1), do kterého bylo priddno stejné mnozstvi

robenidinu, jako je ve vzorku. K dosazeni obsahu 60 mglkg se do 250 ml konické banky pridaji 3,0 ml
zdkladniho standardniho roztoku (3.9.1). Roztok se odpaif asi na objem 0,5 ml v proudu dusiku. Pfidd se
15 g slepého vzorku krmiva, promichd se a po deseti minutdch se muZe zacit s extrakef (5.2).

Pozndmka: Pro Gcely této metody je slepy vzorek krmiva podobného druhu jako vzorek a pii zkousce neni
zjistén robenidin.

5.2 Extrakce

Do 250 ml kénické banky se navdzi priblizné 15 g upraveného vzorku s pfesnosti na 0,01 g, pfidd se 100,0 ml
okyseleného methanolu (3.2), zazédtkuje a hodinu tfepe na tiepacce (4.2). Roztok se piefiltruje pies filtr ze
sklenénych vldken (4.5) a cely objem filtrdtu se jimd do 150 ml kénické banky. Piidd se 7,5 g molekuldrniho sita
(3.4), zazédtkuje a pét minut se tiepe. Potom se ihned prefiltruje pfes filtr ze sklenénych vldken. Tento roztok se

pouzije k ¢isténi (5.3).
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5.3

5.4

5.4.1

5.4.2

5.43

Cisténi
Piiprava kolony s oxidem hlinitym

Do spodniho konce sklenéné kolony (4.1) se vlozi mald zitka ze skelné vaty a utésni se sklenénou ty¢inkou.
Navdzi se 11,0 g piipraveného kyslicniku hlinitého (3.5) a nasype se do kolony, pokud mozno s minimdlni
¢asovou prodlevou v okolnim prostiedi. Oxid hlinity se v naplnéné koloné setfese lehkym poklepem na dolni
konec kolony.

Cisténi vzorku

Na kolonu se napipetuje 5,0 ml upraveného extraktu vzorku (5.2). Spicka pipety se opie o sténu kolony a roztok
se nechd absorbovat oxidem hlinitym. Robenidin se z kolony eluuje pomoci 100 ml methanolu (3.1) pi rychlosti
pritoku 2-3 ml za minutu a eludt se jimd do 250 ml banky s kulatym dnem. Methanolovy roztok se za
redukovaného tlaku a pii teploté 40 °C odpafi do sucha v rotacni odparce (4.3). Odparek se znovu rozpusti ve
3—-4 ml mobiln{ fize (3.8) a kvantitativné se pfevede do 10 ml odmérné bariky. Barika se nékolikrat vypldchne
1-2 ml mobilni fize a tyto roztoky se pfidaji do odmérné barky. Banka se doplni po znacku tymz
rozpoustédlem a promichd. Alikvotni ¢ést se piefiltruje pfes 0,45 pm membranovy filtr (4.7). Tento roztok se
pouzije pro stanoveni HPLC (5.4).

Stanoveni HPLC
Parametry

Nasledujici podminky jsou doporucené, mohou byt pouzity jiné podminky za ptedpokladu, Ze poskytuji
rovnocenné vysledky.

Kolona pro kapalinovou chromatografii (4.4.1)
Mobilni fize HPLC (3.8)

Pratok: 1,5-2 ml/min

Vlnové délka detektoru: 317 nm

Objem néstiiku: 20-50 pl

Stabilita chromatografického systému se kontroluje opakovanym néstiikem kalibra¢niho roztoku (3.9.3), ktery
obsahuje 3,6 pg/ml, dokud se nedosihne konstantnich vysek piki a konstantnich reten¢nich casa.

Kalibra¢ni kfivka

Pro kazdy kalibra¢ni roztok (3.9.3) se provede nékolik ndstiikti a zméif se vysky (plochy) piki pro kazdou
koncentraci. Kalibra¢ni kfivka se vytvoii vynesenim pramérnych hodnot vysek nebo ploch pikd kalibra¢nich
roztokd proti piislusnym koncentracim v pg/ml.

Roztok vzorku

Opakované se nastitkne stejny objem extraktu vzorku (5.3.2) jako pii kalibraci a ur¢i se primérnd hodnota vysky
(plochy) pikti robenidinu.

Vypocet a vyjadieni vysledki

Z pramérnych hodnot vysky (plochy) robenidinovych piki v roztoku vzorku se ur¢i koncentrace robenidinu
v roztoku vzorku v pg/ml porovndnim s kalibra¢ni kiivkou (5.4.2).

Obsah robenidinu (w) v mg/kg ve vzorku se vypocitd podle nasledujictho vzorce:

cx 200
W=
m

kde:

¢ = koncentrace robenidinu v roztoku vzorku v pg/ml

m = hmotnost navazky vzorku v gramech.
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7.1

7.2

7.3

Ovéfeni vysledki

Identita

Identitu analytti lze potvrdit opakovanym stanovenim s pfidavkem anebo vyuzitim detektoru diodového pole,
ktery umozniuje porovndni spektra extraktu vzorku a kalibraniho roztoku (3.9.3) obsahujictho 6 pg/ml
robenidinu.

Opakované stanoveni s pfidavkem (co-chromatography)

K extraktu vzorku se pridd vhodné mnozstvi kalibra¢niho roztoku (3.9.3). Mnozstvi piidaného robenidinu musi
odpovidat piedpoklddanému obsahu robenidinu v extraktu vzorku.

Pifdavek se projevi pouze zvysenim piku robenidinu, a to tmérné k pfidanému mnozstvi a fedéni. Siika piku
v poloviné jeho maximdlni{ vysky se mize odchylovat od $itky ptivodniho piku nejvyse o £10 %.

Detektor diodového pole

Vysledky jsou posuzovany podle ndsledujicich kritérii:

a)

pii vlnové délce maximdlni absorpce vzorku i standardu musi byt zdznam spektra zaznamenany ve
vrcholu piku na chromatogramu stejny s nepifesnosti danou rozliSovaci schopnosti detekéniho systému.
Pro detektor diodového pole se udava +2 nm;

pii vlnové délce mezi 220 a 400 nm se nesmi zdznam spektra ve zkouSeném vzorku a standardu
zaznamenany ve vrcholu piku chromatogramu lisit od ostatnich ¢dsti spektra v rozsahu 10-100 %
relativni absorbance. Tohoto kritéria je dosazeno, jestlize jsou vykdzana stejnd maxima a jestlize odchylka
mezi dvéma spektry nikde nepiesahuje 15 % absorbance standardniho analytu;

pii vlnové délce mezi 220 a 400 nm se nesmi spektrum vzestupné Casti, vrcholu a sestupné &sti piku
zkouseného vzorku lisit od ostatnich ¢asti spektra v rozsahu 10-100 % relativni absorbance. Tohoto
kritéria je dosaZeno, jestlize jsou vykdzdna stejnd maxima a jestlize ve viech sledovanych bodech odchylka
mezi spektry nepfesahuje 15 % absorbance spektra ve vrcholu piku.

Jestlize nékteré z téchto kritérii neni splnéno, pfitomnost analytu neni potvrzena.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku nesmi presahnout 10 %
z hodnoty nejvyssitho vysledku pfi obsahu robenidinu nad 15 mg/kg.

Vytéznost

Vytéznost pro obohaceny slepy vzorek krmiva musi byt nejméné 85 %.

Vysledky kruhovych testi

Byl proveden kruhovy test ES, ve kterém dvanact laboratoi{ analyzovalo ¢tyfi vzorky krmiv pro drtibez a kréliky,
sypkych nebo peletovanych. U kazdého vzorku byly provedeny dvé zkousky. Vysledky jsou uvedeny v néasledujici

tabulce:
Dribez Kralici

Sypké krmivo Pelety Sypké krmivo Pelety
pramér (mg/kg) 27,00 27,99 43,6 40,1
s, (mg/kg) 1,46 1,26 1,44 1,66
v, (%) 5,4 45 3,3 41
Sq (mg/kg) 436 3,36 4,61 3,91
CVy (%) 16,1 12,0 10,6 9,7
Vytéznost (%) 90,0 93,3 87,2 80,2
s, = standardni odchylka opakovatelnosti
CV, = varia¢ni koeficient opakovatelnosti v %
Sk = standardni odchylka reprodukovatelnosti
CVyr = varia¢ni koeficient reprodukovatelnosti v %.
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F.  STANOVENI DICLAZURILU

2,6-dichlor-alfa-(4-chlorofenyl)-4-(4, 5-dihydro-3, 5-dioxo- 1,2,4-triazin-2-(3-H)ylbenzenacetonitril

Ucel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu diclazurilu v krmivech a premixech. Mez detekce je 0,1 mg/kg, mez
kvantifikace 0,5 mg/kg.
Princip

Po pfidéni interniho standardu se vzorek extrahuje okyselenym methanolem. U krmiv se alikvotni ¢dst extraktu
piecisti na SPE patroné Cy. Diclazuril se z patrony eluuje smésf okyseleného methanolu a vody. Po odpafeni se
zbytek rozpusti v roztoku DMF/voda. U premixi se extrakt odpaii a zbytek se rozpusti v roztoku DMF/voda.
Obsah diclazurilu se stanovi vysokoti¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC) na reverzni fizi s terndrnim
gradientem s UV detekci.

Chemikilie

Voda, pro HPLC.

Octan amonny.

Tetrabutylamonium hydrogensiran (TBHS).
Acetonitril, pro HPLC.

Methanol, pro HPLC.
N,N-dimethylformamid (DMF).

Kyselina chlorovodikovd, py = 1,19 g/ml.

Standardni ltka: diclazuril 1I-24: 2,6-dichlor-alfa-(4-chlorofenyl)-4-(4,5-dihydro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-(3-H)
yl)benzenacetonitril, deklarované ¢istoty, E 771.

Zikladni standardni roztok diclazurilu, 500 pg/ml

Do 50 ml odmérné bariky se navdzi 25 mg diclazurilu (3.8) s pfesnosti na 0,1 mg, rozpusti se v DMF (3.6),
doplni se DMF (3.6) po znacku a promichd. Odmérnd barika se obali hlintkovou félif nebo se pouzije odmérnd
banka z tmavého skla a uchovava se v chladnicce. Roztok je pii teploté < 4 °C stdly jeden mésic.

Pracovni standardni roztok diclazurilu, 50 pg/ml

Do 50 ml odmérné banky se pfevede 5,00 ml zdkladniho standardniho roztoku (3.8.1), doplni se DMF (3.6) po
znacku a promichd. Odmérnd banka se obali hlinikovou folif nebo se pouzije odmérnd banka z tmavého skla
a uchovava se v chladnicce. Roztok je pii teploté < 4 °C stdly jeden mésic.

Interni standardni substance: 2,6-dichloro-a-(4-chlorofenyl)-4-(4,5-dihydro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-(3-H)-yl)-
a-metylbenzen-acetonitril.

Interni zdkladni standardni roztok, 500 pg/ml

Do 50 ml odmérné banky se navdzi 25 mg interni standardni substance (3.9) s pfesnosti na 0,1 mg, rozpusti se
v DMF (3.6), doplni se DMF (3.6) po znacku a promichd. Odmérnd banka se obali hlinikovou f6lii nebo se
pouzije odmérnd barika z tmavého skla a uchovavi se v chladnicce. Roztok je pfi teploté < 4 °C stély jeden mésic.

Interni standardni roztok, 50 pg/ml

Do 50 ml odmérné banky se pfevede 5,00 ml interniho zdkladniho standardniho roztoku (3.9.1), doplni se DMF
(3.6) po znacku a promichd. Odmérnd barka se obali hlinikovou f6lif nebo se pouzije odmérnd barika z tmavého
skla a uchovdva se v chladnicce. Roztok je pii teploté < 4 °C stdly jeden mésic.
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3.13.2

3.13.3

4.3

4.4

4.5

4.6

Interni standardn{ roztok pro premixy, p/1 000 mg/ml
(p = deklarovany obsah diclazurilu v premixu v mg/kg)

Do 100 ml odmérné banky se navdzi p/10 mg intern{ standardni substance s pfesnosti na 0,1 mg, rozpusti se
v DMF (3.6) v ultrazvukové ldzni (4.6), doplni DMF po znacku a promichd. Odmérnd barika se obali hlinikovou
folif nebo se pouzije odmérnd banka z tmavého skla a uchovéva se v chladnicce. Roztok je pii teploté < 4 °C staly
jeden mésic.

Kalibra¢ni roztok, 2 pg/ml

Do 50 ml odmérné banky se odpipetuje 2,00 ml standardniho roztoku diclazurilu (3.8.2) a 2,00 ml interntho
standardniho roztoku (3.9.2). Pfidd se 16 ml DMF (3.6), doplni se vodou po znacku a promichd. Tento roztok se
piipravuje Cerstvy pred pouzitim.

SPE patrona Cyg, napf. Bond Elut, velikost: 1 ml, sorpéni hmotnost: 100 mg.

Extrakéni smés: okyseleny methanol.

Do 1 000 ml methanolu (3.5) se napipetuje 5,0 ml kyseliny chlorovodikové (3.7) a promicha.
Mobilni fize pro HPLC.

Slozka (eluent) A: roztok octanu amonného a tetrabutylamonium hydrogensiranu.

5 g octanu amonného (3.2) a 3,4 g TBHS (3.3) se rozpusti v 1 000 ml vody a promichd se.
Slozka (eluent) B: acetonitril (3.4).

Slozka (eluent) C: methanol (3.5).

Pfistroje a pomiicky

Mechanické michaci zafizeni.

Zafizeni pro HPLC s terndrnim gradientem.

Kolona pro kapalinovou chromatografii, Hypersil ODS, ndpla 3 pm, 100 mm x 4,6 mm nebo obdobnd.
UV detektor s nastavitelnou vinovou délkou nebo detektor diodového pole.

Rotacni odparka.

Membranovy filtr, 0,45 pm.

Vakuové zafizeni.

Ultrazvukova lazen.

Postup

Obecné pokyny

Slepy vzorek krmiva

Za ticelem kontroly toho, Ze slepy vzorek krmiva neobsahuje ani diclazuril, ani jiné rusivé ldtky, se provede slepd

zkouska. Slepy vzorek krmiva md podobné slozeni jako zkouseny vzorek a neni zji§tén diclazuril ani jiné rusivé
latky.

Zkouska na vytéznost

Zkouska na vytéznost se provede na slepém vzorku krmiva, ke kterému bylo pfidino takové mnozstvi
diclazurilu, které odpovidd mnozstvi diclazurilu ve zkouseném vzorku. Pro obohaceni na obsah 1 mgfkg se
k 50 g slepého vzorku krmiva piidd 0,1 ml zdkladniho standardniho roztoku (3.8.1). Diikladné se promicha,
nechd se 10 minut stdt a pred zahdjenim extrakce (5.2) se znovu nékolikrdt promicha.
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Neni-li k dispozici slepy vzorek krmiva podobného slozeni jako zkouseny vzorek (viz 5.1.1), Ize provést zkousku
na vytéznost metodou standardntho piidavku. V tom piipadé se ke zkousenému vzorku p¥idéd piiblizné stejné
mnozstvi diclazurilu, jaké je ve vzorku jiz obsazeno. Obohaceny vzorek se potom zkousi spole¢né se vzorkem
neobohacenym a vytéznost se vypocte odectenim.

Extrakce
Krmiva

Do 500 ml kénické banky se navazi 50 g vzorku s pfesnosti na 0,01 g. Pfidd se 1,00 ml interniho standardniho
roztoku (3.9.2) a 200 ml extrakéni smési (3.12) a barka se uzavie. Smés se pres noc tiepe na michacim zafizeni
(4.1). Poté se nechd 10 minut usadit. 20 ml supernatantu se pfevede do vhodné sklenéné nadoby a zfedi se 20 ml
vody. Tento roztok se nanese na extrakéni patronu (3.11) a prosaje se pomoci vakua (4.5). Patrona se promyje
25 ml smési slozené z extrakéni smési (3.12) a vody, 65 + 35 (V + V). Spojené frakce se odstrani, G¢innd litka
a intern{ standard se eluuji 25 ml smési sloZené z extrakéni smési (3.12) a vody, 80 + 20 (V + V). Tato frakce se
v rota¢ni odparce (4.3) odpaif pfi 60 °C do sucha. Odparek se rozpusti v 1,0 ml DMF (3.6), pfidd se 1,5 ml vody
(3.1) a promichd. Roztok se prefiltruje pfes membranovy filtr (4.4). Dale se pokracuje se stanovenim HPLC (5.3).

Premixy

Do 500 ml kénické barky se navazi 1 g vzorku s presnosti na 0,001 g. Pfid4 se 1,00 ml interniho standardniho
roztoku (3.9.3) a 200 ml extrakéni smési (3.12) a banika se uzavie. Smés se pfes noc tfepe na tfepacce (4.1). Poté
se nechd 10 minut usadit. 10 000/p ml (p = deklarovany obsah diclazurilu v premixu v mg/kg) supernatantu se
pievede do banky s kulatym dnem vhodné velikosti. V rotacni odparce (4.3) se odpaif za snizeného tlaku pfi
60 °C do sucha. Odparek se rozpusti v 10,0 ml DMF (3.6), pfidd se 15,0 ml vody (3.1) a promichd. Déle se
pokracuje se stanovenim HPLC (5.3).

Stanoveni HPLC

Parametry

Nize uvedené podminky jsou doporucené, 1ze pouzit jiné podminky, pokud poskytuji rovnocenné vysledky.
Kolona pro kapalinovou 100 mm x 4,6 mm, Hypersil ODS, ndpli

chromatografii (4.2.1): 3 pm nebo obdobnd

Mobilni féze: Slozka A (3.13.1): vodny roztok octanu amonného a tetrabu-

tylamonium hydrogensiranu
Slozka B (3.13.2): acetonitril
Slozka C (3.13.3): methanol

Druh eluce: —  linedrni gradientové eluce
—  vychozi podminky: A + B+ C =60+ 20+ 20 (V+V+V)
—  po 10 minutdch gradientova eluce po dobu 30 minut do: A + B + C =45 + 20 +

35 (V+V+V)

10 minut proplachovat slozkou B
Pratok: 1,5-2 ml/min
Objem néstiiku: 20 pl

Vlnova délka detektoru: 280 nm

Stabilita chromatografického systému se kontroluje opakovanym ndstiikem kalibra¢niho roztoku (3.10), ktery
obsahuje 2 pg/ml, dokud se nedosdhne konstantnich vysek piki a konstantnich reten¢nich cast.

Kalibrac¢ni roztok

Nekolikrat se nastikuje 20 pl kalibra¢niho roztoku (3.10) a stanovi se primérnd hodnota vysky (plochy) piku
diclazurilu a interniho standardu.

Roztok vzorku

Nekolikrdt se nastiikuje 20 pl roztoku vzorku (5.2.1 nebo 5.2.2) a stanovi se primérnd hodnota vysky (plochy)
piku diclazurilu a interniho standardu.
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Vypocet vysledki
Krmiva

Obsah diclazurilu (w) v mgfkg ve vzorku se vypocte podle ndsledujiciho vzorce:

hdsXhic Cdc><10 V/
P k
Y by < m ek

hgs = vyska (plocha) piku diclazurilu v roztoku vzorku (5.2.1)

hi; = vyska (plocha) piku interntho standardu v roztoku vzorku (5.2.1)
hy. = vyska (plocha)

hi. = vyska (plocha) piku interniho standardu v kalibra¢nim roztoku (3.10)
cac = koncentrace diclazurilu v kalibratnim roztoku v pg/ml (3.10)
hmotnost navazky vzorku v g

piku diclazurilu v kalibratnim roztoku (3.10)

m
V = objem extrakéni smési podle 5.2.1 (tj. 2,5 ml).

Premixy

Obsah diclazurilu (w) v mgfkg ve vzorku se vypocte podle ndsledujiciho vzorce:

_hagx i cqe x 002V xp

hie % by m (mg/kg)
kde:
hg. = vyska (plocha) piku diclazurilu v kalibra¢nim roztoku (3.10)
h;. = vyska (plocha) piku interniho standardu v kalibra¢nim roztoku (3.10)
hys = vyska (plocha) piku diclazurilu v roztoku vzorku (5.2.2)

his = vyska (plocha) piku interntho standardu v roztoku vzorku (5.2.2)
cac = koncentrace diclazurilu v kalibratnim roztoku v pg/ml (3.10)

m = hmotnost navazky vzorku v g

V = objem extrakéni smési podle 5.2.2 (tj. 25 ml)

deklarovany obsah diclazurilu v premixu v mg/kg.

a=}
1l

Ovéfeni vysledki
Identita

Identitu analytt Ize potvrdit opakovanym stanovenim s piidavkem (co-chromatography) nebo vyuzitim
detektoru diodového pole, pficemz se srovndvaji spektra extraktu vzorku (5.2.1 nebo 5.2.2) a kalibra¢niho
roztoku (3.10).

Opakované stanoveni s pfidavkem (co-chromatography)

K extraktu vzorku (5.2.1 nebo 5.2.2) se pfidd vhodné mnozstvi kalibra¢niho roztoku (3.10). Pfidané mnozstvi
diclazurilu musi odpovidat obsahu diclazurilu v extraktu vzorku.

Pidavek se projevi pouze zvySenim piku diclazurilu a piku interntho standardu, a to Gmérné pfidanému
mnoZstvi a fedéni. Sitka piku v poloviné maximdlni vysky se mize odchylovat od sitky ptivodniho piku
diclazurilu nebo piku interniho standardu v neobohaceném extraktu vzorku nejvyse o + 10 %.

Detektor diodového pole

Vysledky jsou posuzovany podle nasledujicich kritérif:

a)  pii vlnové délce maximalni absorpce vzorku i standardu musi byt zdznam spektra zaznamenany ve
vrcholu piku na chromatogramu stejny s presnosti danou rozlisovaci schopnosti detekéniho systému. Pro
detektor diodového pole se uddva obvykle +2 nm;

b)  pii vlnové délce mezi 230 a 320 nm se nesmi zdznam spektra zkouSeného vzorku a standardu
zaznamenany ve vrcholu piku chromatogramu lisit od ostatnich ¢dsti spektra v rozsahu 10-100 %
relativni absorbance. Tohoto kritéria je dosazeno, jestlize jsou vykdzana stejnd maxima a jestlize odchylka
mezi dvéma spektry nikde nepiesahuje 15 % absorbance standardniho analytu;
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¢)  pii vinové délce mezi 230 a 320 nm se nesmi spektrum vzestupné &sti, vrcholu a sestupné Casti piku
zkouseného vzorku lisit od ostatnich ¢asti spektra v rozsahu 10-100 % relativni absorbance. Tohoto
kritéria je dosazeno, jestliZe jsou vykdzdna stejnd maxima a jestlize ve viech sledovanych bodech odchylka
mezi spektry nepfesahuje nikde 15 % absorbance spektra ve vrcholu piku.

Jestlize nékteré z téchto kritérii neni splnéno, piitomnost analytu neni potvrzena.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u stejného vzorku nesmi prekrocit:
— 30 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku u obsahu diclazurilu mezi 0,5 mg/kg a 2,5 mg/kg,
— 0,75 mgfkg u obsahu diclazurilu mezi 2,5 mg/kg a 5 mg/kg,

— 15 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku u obsahu diclazurilu nad 5 mg/kg.

Vytéznost

Pro obohaceny (slepy) vzorek musi byt vytéZnost nejméné 80 %.

Vysledky kruhovych testi

Pi mezilaboratornich zkouskdch bylo zkouseno 5 vzorkd 11 laboratofemi. Tyto vzorky sestivaly ze dvou
premixd, z nichZ jeden byl smisen s organickou (O 100) a druhy s anorganickou matrici (A 100). Teoreticky
obsah diclazurilu je 100 mg/kg. Tii krmné smési pro driibez pochédzely od 3 rtiznych vyrobet (NL) (L1/Z1/K1).
Teoreticky obsah diclazurilu je 1 mg/kg. Laboratofe byly povéfeny, aby kazdy ze vzorkd podrobily jedné nebo

vivs

1994, s. 1 359-1 361). Vysledky jsou shrnuty v niZe uvedené tabulce.

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5

A 100 O 100 L1 Z1 K1
L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Pramér 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
v, (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34
Sy (mgfkg) 7,59 7,64 017 011 0,12
CVy (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Deklarovany obsah 100 100 1 1 1
(mg/kg)
L = pocet laboratoif
n = pocet jednotlivych hodnot
S, = standardni odchylka opakovatelnosti
CV, = varia¢ni koeficient opakovatelnosti
Sk = standardni odchylka reprodukovatelnosti

CVy = varia¢ni koeficient reprodukovatelnosti.

Pozndmky

Musi byt predem prokdzdno, ze odezva diclazurilu je méfena v linedrni oblasti koncentrace.

G.  STANOVENI OBSAHU LASALOCIDU

Sodnd siil polyetherové karboxylové kyseliny produkované Streptomyces lasaliensis
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3.8

3.9

3.10.1

3.10.2

Ucel a rozsah

Tato metoda umoznuje stanoveni obsahu lasalocidu v krmivech a premixech. Mez detekee je 5 mg/kg, mez
kvantifikace 10 mg/kg.

Princip

Lasalocid se extrahuje ze vzorku okyselenym methanolem a stanovi se vysokodcinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC) na reverzni fdzi s pouzitim spektrofluorimetru.

Chemikdlie

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,).

Kyselina fosforecnd, w (wjw) = 85 %.

Roztok kyseliny fosforecné, ¢ = 20 %.

23,5 ml kyseliny fosfore¢né (3.2) se doplni vodou na 100 ml.

6-methyl-2-heptylamin (1,5-dimethylhexylamin), w (w/w) = 99 %.

Methanol, pro HPLC.

Kyselina chlorovodikovd, hustota = 1,19 g/ml.

Fosfitovy tlumivy roztok, ¢ = 0,01 mol/l.

V 500 ml vody (3.11) se rozpusti 1,36 g KH,PO, (3.1), pfidd se 3,5 ml kyseliny fosfore¢né (3.2) a 10,0 ml
6-methyl-2-heptylaminu (3.4). Hodnota pH se upravi roztokem kyseliny fosfore¢né (3.3) na 4,0 a doplni se
vodou (3.11) na 1 000 ml.

Okyseleny methanol.

Do 1 000 ml odmérné bariky se odméfi 5,0 ml kyseliny chlorovodikové (3.6), doplni se methanolem (3.5) po
znacku a promichd. Tento roztok se pfipravuje Cerstvy pied pouzitim.

HPLC mobilni féze, roztok fosfitového tlumivého roztoku a methanolu 5 + 95 (V + V).

Smichd se 5 ml fosfitového tlumivého roztoku (3.7) a 95 ml methanolu (3.5).

Standardni latka lasalocid, sodnd sil s deklarovanou ¢istotou, Cs4Hs30gNa (sodnd stil polyetherové karboxylové
kyseliny produkované Streptomyces lasaliensis), E 763.

Zékladni standardni roztok lasalocidu, 500 pg/ml

Do 100 ml odmérné banky se navazi 50 mg lasalocidu (3.10) s piesnosti na 0,1 mg a rozpusti se v okyseleném
methanolu (3.8), doplni se jim po znacku a promicha. Tento roztok se musi pfipravovat Cerstvy pied pouZitim.

Pracovni standardni roztok lasalocidu, 50 pg/ml

10,0 ml zdkladniho standardniho roztoku (3.10.1) se odpipetuje do 100 ml odmérné bariky, doplni se po
znacku okyselenym methanolem (3.8) a promicha. Tento roztok se musi pfipravovat Cerstvy pred pouzitim.
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3.10.3  Kalibraéni roztoky

Do fady 50 ml odmérnych banék se odpipetuje 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 a 10,0 ml pracovniho standardniho roztoku
(3.10.2). Doplni se po znacku okyselenym methanolem (3.8) a promichd. Tyto roztoky odpovidaji 1,0, 2,0, 4,0,
5,0 a 10,0 pg lasalocidu na ml. Tyto roztoky se musi pripravovat Cerstvé pred pouzitim.

3.11 Voda, pro HPLC.

4. Pistroje a pomdcky

4.1 Ultrazvukové ldzen (nebo vodni tfepaci ldzen) s kontrolou teploty.

4.2 Membranové filtry, 0,45 pm.

4.3 Zafizeni HPLC s ddvkovacim systémem na 20 pl.

43.1 Kolona pro kapalinovou chromatografii 125 mm x 4 mm, reverzni fize Cyg, ndpli 5 pm nebo obdobna.
432 Spektrofluorimetr s nastavitelnou excitaéni i emisni vlnovou délkou.

5. Postup

5.1 Obecné pokyny

5.1.1 Slepy vzorek krmiva

Pro provedeni zkousky na vytéznost (5.1.2) se provede zkouska slepého vzorku krmiva pro kontrolu, Ze neni
piitomen ani lasalocid ani jiné rusivé latky. Slepy vzorek krmiva méd podobné slozeni jako zkouseny vzorek
a nenf zjistén lasalocid ani jiné rusivé latky.

5.1.2 Zkouska na vytézinost

Zkouska na vytéznost se provede na slepém vzorku krmiva, ke kterému bylo pfidano takové mnozstvi lasalocidu,
které odpovidd mnozstvi lasalocidu ve zkouseném vzorku. Pro obohaceni na obsah 100 mg/kg se piidd 10,0 ml
zdkladntho standardniho roztoku (3.10.1) do 250 ml kénické baniky a roztok se odpaif na objem asi 0,5 ml.
Potom se piidd 50 g slepého vzorku krmiva. Dikladné se promichd, nechd se 10 minut stit a pfed zahdjenim
extrakce (5.2) se znovu nékolikrdt promichd.

Neni-li k dispozici slepy vzorek krmiva podobného sloZeni jako zkouseny vzorek (viz 5.1.1), Ize provést zkousku
na vytéznost metodou standardntho piidavku. V tom piipadé se ke zkouSenému vzorku prida piiblizné stejné
mnozstvi lasalocidu, jaké je ve vzorku jiz obsazeno. Obohaceny vzorek se potom zkousi spolecné se vzorkem
neobohacenym a vytéznost se vypocte odectenim.

5.2 Extrakce
5.2.1 Krmiva

Do 250 ml kénické bariky se zdtkou se navazi 5-10 g vzorku s piesnosti na 0,01 g. Pipetou se pfidd 100,0 ml
okyseleného methanolu (3.8). Barika se volné uzavie zdtkou a promichd krouzZenim. Potom se vlozi na 20 minut
do ultrazvukové ldzn¢ (4.1) pii teploté asi 40 °C. Pak se barika vyjme a ochladi na laboratorni teplotu. Nechd se
stt asi hodinu, aby se usadily suspedované &éstice, a potom se alikvotni ¢ast prefiltruje pfes membranovy filtr
0,45 pm (4.2) do vhodné nadoby. Déle se pokracuje se stanovenim HPLC (5.3).

522 Premixy

Do 250 ml odmérné banky se navdzi asi 2 g nemletého vzorku premixu s pfesnosti na 0,001 g. Pridd se
100,0 ml okyseleného methanolu (3.8) a promichd krouzenim. Potom se vlozi na 20 minut do ultrazvukové
ldzné (4.1) pii teploté asi 40 °C. Pak se barika vyjme a ochladi na laboratorni teplotu. Doplni se po znacku
okyselenym methanolem (3.8) a dikladné promichd. Nechd se stdt asi hodinu, aby se usadily suspendované
¢astice, a potom se alikvotni ¢ast prefiltruje pres membranovy filtr 0,45 pm (4.2). Vhodny objem ¢irého filtrdtu
se nafedi okyselenym methanolem (3.8) na kone¢nou koncentraci asi 4 pg/ml lasalocidu. Déle se pokracuje se
stanovenim HPLC (5.3).
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5.3

6.1

6.2

7.1

Stanoveni HPLC
Parametry

Nasledujici podminky jsou doporucené; mohou byt pouzity jiné podminky za ptedpokladu, Ze poskytuji
rovnocenné vysledky:

Kolona pro kapalinovou 125 mm x 4 mm, reverzni fize Cyg, ndplii 5 pm nebo obdobnd
chromatografii (4.3.1):

Mobilni fize (3.9): smés fosfitového tlumivého roztoku (3.7) a methanolu (3.5), 5 + 95 (V + V)
Priitok: 1,2 ml/min
Detekéni vinovd délka:
excitace: 310 nm
emise: 419 nm
Objem nastiiku: 20 pl

Stabilita chromatografického systému se kontroluje opakovanym néstiikem kalibra¢niho roztoku (3.10.3), ktery
obsahuje 4,0 pg/ml, dokud se nedosdhne konstantnich vysek (nebo ploch) pika a konstantnich reten¢nich cast.

Kalibra¢ni kfivka
Kazdy kalibra¢ni roztok (3.10.3) se nastiikuje nékolikrdt a zméii se vysky (plochy) pikii pro kazdou koncentraci.

Kalibra¢ni kfivka se vytvori vynesenim prameérnych hodnot vysek nebo ploch pikii kalibra¢nich roztokt proti
piislusnym koncentracim v pg/ml.

Roztok vzorku

Extrakt ze vzorku 5.2.1 nebo 5.2.2 se nastiikuje nékolikrdt za pouziti stejného objemu jako v piipadé
kalibra¢niho roztoku a zjistuje se primérna hodnota vysek (ploch) pika lasalocidu.

Vypocet a vyjadieni vysledki

Z pramérné hodnoty vysky (plochy) piku v roztoku vzorku (5.3.3) se porovndnim s kalibra¢ni kiivkou stanovi
koncentrace lasalocidu v pg/ml.

Krmiva

Obsah lasalocidu (w) v mg/kg ve vzorku se vypocita podle nasledujictho vzorce:

_ c X V1
w=—_— (mglkg)

kde:

¢ = koncentrace lasalocidu v roztoku vzorku (5.2.1) v pg/ml
V; = objem extraktu vzorku podle 5.2.1 v ml (tj. 100 ml)
m = hmotnost navdzky vzorku v g.

Premixy

Obsah lasalocidu (w) v mg/kg ve vzorku se vypocitd podle ndsledujiciho vzorce:

kde:

¢ = koncentrace lasalocidu v roztoku vzorku (5.2.2) v pg/ml
V, = objem extraktu vzorku podle 5.2.2 v ml (. 250 ml)

f = faktor fedéni podle 5.2.2

m = hmotnost navazky vzorku v g.

Ovéfeni vysledki
Identita

Metody zalozené na spektrofluorimetrické detekci jsou méné nachylné na interference nez metody s UV detekei.
Identita analytu maZze byt potvrzena opakovanym stanovenim s piidavkem (co-chromatography).
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7.2

7.3

Opakované stanoveni s pfidavkem (co-chromatography)

K extraktu vzorku (5.2.1 nebo 5.2.2) se pfidd vhodné mnozstvi kalibra¢niho roztoku (3.10.3). Pfidané mnozstvi
lasalocidu musi odpovidat obsahu lasalocidu v extraktu vzorku. Pidavek se projevi pouze zvySenim piku
lasalocidu, a to tmérné k pfidanému mnozstvi lasalocidu a fedéni extraktu. Sitka piku v poloviné maximéln{
vysky se muze odchylovat od $itky piivodniho piku v neobohaceném extraktu vzorku nejvyse o +10 %.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u stejného vzorku nesmi prekrocit:
— 15 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku pro obsah lasalocidu v rozmezi od 30 mg/kg do 100 mg/kg,
— 15 mgkg pro obsah lasalocidu v rozmezi od 100 mg/kg do 200 mg/kg,

— 7,5 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku pro obsah lasalocidu nad 200 mg/kg.
Vyitéznost

Pro obohaceny (slepy) vzorek krmiva je vytéznost nejméné 80 %. Pro obohacené vzorky premixi je vytéZnost
nejméné 90 %.

Vysledky kruhovych testi

Kruhové testy (*) byly provedeny se 2 vzorky premixt (vzorky 1 a 2) a 5 vzorky krmiva (vzorky 3-7) ve 12
laboratofich. U kazdého vzorku byly provedeny dvé zkousky. Vysledky jsou uvedeny v ndsledujici tabulce:

Vzorek 3 Vzorek 4
Vzorek 1 Vzorek 2 Krmnd Krmnd Vzorek/S Vzorek,é Vzorek 7
Premix pro | Premix pro smés pro smés pro Krmnd Krmnd Krmnd smés
kurata kraty kraty pele- kurata srrll(es; tpl‘O (simeg P r/i pro drubez B
tovand sypka ity ribez
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Erﬁmér (mg/ 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
g

s, (mg/kg) 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
CV, (%) 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 537
sr (mgfkg) 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVy (%) 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Deklarovany 5000 (*) | 16 000 (*) 80 (¥ 105 (*) 120 (*) 50 (**) 35 (**)
obsah (mg/kg)

()  Obsah deklarovany vyrobcem.
(**) Krmivo pfipravené v laboratofi.

L = pocet laboratoif

n = pocet jednotlivych hodnot

s, = standardni odchylka opakovatelnosti

sg = standardni odchylka reprodukovatelnosti

CV, = varia¢ni koeficient opakovatelnosti v %
variacni koeficient reprodukovatelnosti v %.

@)
<
=
Il

(*) Analyst, 1995, 120, s. 2 175-2 180.
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PRILOHA V

METODY ZKOUSENI PRO KONTROLU NEZADOUCICH LATEK V KRMIVECH

A.  STANOVEN[ VOLNEHO A CELKOVEHO GOSSYPOLU

1. Utel a rozsah
Tato metoda umoziiuje stanoveni obsahu volného a celkového gossypolu a chemicky piibuznych latek
v bavinikovych semenech, bavinikové mouce a bavinikovych pokrutindch a v krmnych smésich, které obsahuji

krmné suroviny, v nichZ je obsaZen volny a celkovy gossypol a chemicky piibuzné litky v koncentraci nad
20 mg/kg.

2. Princip
Gossypol se extrahuje bud za piftomnosti aminopropanolu (3-aminopropan-1-ol) smési 2-propanolu a hexanu pfi

stanoveni volného gossypolu, nebo dimethylformamidem pfi stanoveni celkového gossypolu. Gossypol je reakci
s anilinem pfeveden na gossypol-dianilin a absorbance roztoku je méfena pii 440 nm.

3. Chemikailie

3.1 Smés 2-propanolu a hexanu: smés 2-propanolu a n-hexanu v poméru 60 + 40.

3.2 Rozpoustédlo A: do 1 000 ml odmérné banky se nalije asi 500 ml smési 2-propanolu a hexanu (3.1), 2 ml
aminopropanolu, 8 ml ledové kyseliny octové a 50 ml vody. Doplni se po znacku smési 2-propanolu a hexanu (3.1)
a promichd. Rozpoustédlo je stdlé jeden tyden.

3.3 Rozpoustédlo B: do 100 ml odmérné bariky se napipetuji 2 ml aminopropanolu a 10 ml ledové kyseliny octové.
Vychladi se na laboratorni teplotu a doplni se po znacku N, N-dimethylformamidem. Rozpoustédlo je stilé jeden
tyden.

3.4 Anilin: pokud absorbance anilinu (slepd zkouska) presdhne 0,022, musi se anilin destilovat pfes zinkovy prach, pficemz

prvnich a poslednich 10 % frakef destildtu se odstrani. Pfi skladovani v chladni¢ce v tmavé zdbrusové ldhvi vydrzi
tato chemikalie nékolik mésica.

3.5 Standardni roztok gossypolu A: do 250 ml odmérné banky se navdzi 27,9 mg octanu gossypolu. Rozpusti se
a doplni po znacku rozpoustédlem A (3.2). Do 250 ml odmérné baniky se odpipetuje 50 ml tohoto roztoku
a doplni se rozpoustédlem A po znacku. 1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,02 mg gossypolu. Pfed pouzitim se nechd
hodinu stdt pfi laboratorni teploté.

3.6 Standardni roztok gossypolu B: do 50 ml odmérné banky se navazi 27,9 mg octanu gossypolu, rozpusti se a doplni
po znacku rozpoustédlem B (3.3). 1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,5 mg gossypolu.

Standardni roztoky gossypolu A a B jsou stdlé 24 hodin, pokud jsou chrinény pred svétlem.

4. Piistroje a pomiicky
4.1 Michaci zafizent: pfiblizné 35 ot./min.

4.2 Spektrofotometr.

5. Postup
5.1 Zkouseny vzorek

Mnozstvi zkouseného vzorku zdvisi na pfedpoklddaném obsahu gossypolu ve vzorku. Je vhodnéjsi pracovat
s malym mnozstvim zkouSeného vzorku a relativné velkou alikvotni ¢dsti filtrdtu, aby obsah gossypolu byl
dostatecny pro piesné spektrofotometrické méfeni. Pro stanoveni volného gossypolu v bavlniku, bavlnikové mouce
a bavlnikovych pokrutindch navazka vzorku nepfesdhne 1 g; v krmnych smésich mutze byt 5 g. Ve vétsiné piipadt
je vhodny alikvotni podil filtrdtu 10 ml; obsahuje 50-100 pg gossypolu. Pro stanoveni celkového gossypolu je navazka
0,5-5 g, tedy 2 ml alikvotni ¢asti filtritu budou obsahovat 40-200 pg gossypolu.

Stanoveni se provddi p¥i laboratorni teploté asi 20 °C.
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5.2

5.3

6.1

Stanoveni volného gossypolu

Do sirokohrdlé 250 ml bariky, na jejiz dno bylo pfiddno drcené sklo, se navdzi zkusebni vzorek. Do barnky se
odpipetuje 50 ml rozpoustédla A (3.2), barika se uzavie a mixuje po dobu jedné hodiny v michacim zafizeni. Pak se
obsah banky filtruje suchym filtrem do malé Sirokohrdlé bariky. Béhem filtrace se filtra¢ni ndlevka piikryje
hodinovym krycim sklem.

Do dvou 25 ml odmérnych banék (oznadi se A a B) se odpipetuje stejnd alikvotni ¢dst filtrtu obsahujici 50-100 pg
gossypolu. Pokud je tfeba, doplni se rozpoustédlem A (3.2) na objem 10 ml. Roztok v barice A se pak doplni po
znacku smési 2-propanolu a hexanu (3.1). Tento roztok se pouzije jako referen¢ni roztok, proti kterému se méfi
roztok vzorku.

Do dalsich dvou 25 ml odmérnych banék (oznaci se C a D) se odpipetuje 10 ml rozpoustédla A (3.2). Baika C se
doplni po znacku smési 2-propanolu a hexanu (3.1). Tento roztok se pouzije jako referen¢ni roztok, proti kterému
se méf roztok slepé zkousky.

Do odmérnych banék B a D se odpipetuje po 2 ml anilinu (3.4). Bariky se zahiivaji po dobu 30 minut na vrouci
vodni ldzni, aby doslo k vybarveni roztokd. Potom se ochladi na laboratorni teplotu, doplni smési 2-propanolu
a hexanu (3.1) po znacku a homogenizuji. Nechaji se asi jednu hodinu stat.

Na spektrofotometru se méf{ absorbance roztoku slepé zkousky (D) proti referenénimu roztoku (C) a absorbance
roztoku vzorku (B) proti referenc¢nimu roztoku (A) v kyvetdch optické délky 10 mm pii vinové délce 440 nm.

Od absorbance vzorku se odecte absorbance slepé zkousky a rozdil absorbanci (korigovand absorbance) je
zdkladem vypoctu obsahu volného gossypolu podle odstavce 6.

Stanoveni celkového gossypolu

Do 50 ml odmérné banky se navazi zkouseny vzorek, ktery obsahuje 1-5 mg gossypolu a pfidd se 10 ml
rozpoustédla B (3.3). Do dalsi 50 ml odmérné banky se pfidd presné 10 ml rozpoustédla B (3.3) pro slepou
zkousku. Obé banky se zahffvaji na vrouci vodni ldzni po dobu 30 minut. Potom se ochladi na laboratorni teplotu
a obé banky se doplni po znacku smési 2-propanolu a hexanu (3.1). Homogenizuji se a nechaji 10-15 minut
usadit, poté se obsah filtruje do sirokohrdlych banék.

Do obou 25 ml odmérnych banék se z filtrtu vzorku odpipetuje po 2 ml a z filtratu slepé zkousky do obou 25 ml
odmérnych banék rovnéz po 2 ml. Jedna banka se vzorkem a jedna se slepou zkouskou se doplni smési
2-propanolu a hexanu (3.1) po znacku. Tyto roztoky se pouziji jako referencni roztoky.

Do druhych dvou banék se pfidaji 2 ml anilinu (3.4). Baiky se zahfivaji po dobu 30 minut na vrouci vodni lazni,
aby doslo k vybarveni roztokd. Potom se ochladi na laboratorn{ teplotu, doplni smési 2-propanolu a hexanu (3.1)
po znacku a homogenizuji. Nechaji se jednu hodinu stat.

Absorbance se stanovi podle bodu 5.2 pro volny gossypol. Z téchto hodnot se vypocita obsah celkového gossypolu
podle odstavce 6.

Vypocet a vyjadieni vysledki

Vysledky mohou byt vypocitiny ze specifickych absorbanc¢nich koeficientd (6.1) nebo podle kalibra¢ni kiivky (6.2).

Ze specifickych absorbancnich koeficientii

Specifické absorbanéni koeficienty jsou na zékladé uvedenych podminek tyto:

0,
Volny gossypol: E 1% 625
1 cm
1 0,
% =600

Celkovy gossypol: E
1 cm
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6.2

6.3

Obsah volného nebo celkového gossypolu ve vzorku se vypocitd podle ndsledujictho vzorce:

E x 1250
% gossypolu : £T%
lcxnn X p xa

kde:

E = korigovand absorbance stanovend podle 5.2
p = navazka zkusebniho vzorku v g

a = alikvotni podil filtrdtu v ml.

Z kalibraéni krivky
Volny gossypol

Pripravi se 2 sady péti 25 ml odmérnych banék. Do kazdé sady ban¢k se odpipetuje 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 a 10,0 ml
standardniho roztoku gossypolu A (3.5). Doplni se na 10 ml rozpoustédlem A (3.2). Kazdd sada se doplni 0 25 ml
odmérnou bariku obsahujici pouze 10 ml rozpoustédla A (3.2) (slepd zkouska).

Obsah banék prvni sady (véetné banky pro slepou zkousku) se doplni na 25 ml smési 2-propanolu a hexanu (3.1)
(referencni sada).

Do kazdé banky druhé sady (véetné bariky pro slepou zkousku) se pfidaji 2 ml anilinu (3.4). Baniky se zahfivaji po
dobu 30 minut na vrouci vodni ldzni, aby doslo k vybarveni roztokt. Potom se ochladi na laboratorni teplotu,
doplni smési 2-propanolu a hexanu (3.1) po znacku a homogenizuji. Nechaji se asi jednu hodinu stat (standardni
sada).

Absorbance roztokt standardni sady se stanovi podle bodu 5.2 porovnanim s odpovidajicimi roztoky v referencni
sad¢. Kalibracni kiivka se vytvoii vynesenim hodnot absorbanci proti odpovidajicim mnozstvim gossypolu (v ug).

Celkovy gossypol

PFipravi se Sest 50 ml odmérnych banék. Do prvni banky se napipetuje 10 ml rozpoustédla B (3.3) a do ostatnich
2,0, 4,0, 6,0, 8,0 a 10,0 ml standardniho roztoku gossypolu B (3.6). Obsah kazdé banky se doplni na 10 ml
rozpoustédlem B (3.3). Bafiky se zahiivaji na vrouci vodni ldzni po dobu 30 minut. Potom se ochladi na laboratorni
teplotu, doplni smési 2-propanolu a hexanu (3.1) po znacku a homogenizuji.

2,0 ml téchto roztoku se prenese do kazdé ze dvou sad Sesti 25 ml odmérnych banék. Banky prvni sady se doplni
smési 2-propanolu a hexanu (3.1) na 25 ml (referencni sada).

Do kazdé banky druhé sady se pridaji 2 ml anilinu (3.4). Banky se zahfivaji na vrouci vodni ldzni po dobu
30 minut. Potom se ochladi na laboratorni teplotu, doplni se smési 2-propanolu a hexanu (3.1) po znacku
a homogenizuji. Nechaji se asi jednu hodinu stét (standardni sada).

Absorbance roztoku standardni sady se stanovi podle bodu 5.2 porovnadnim s odpovidajicimi roztoky v referencni
sadé. Kalibracni kiivka se vytvoii vynesenim hodnot absorbanci proti odpovidajicim mnozstvim gossypolu (v pg).

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u stejného vzorku nesmi prekrocit:

— 15 % relat. z hodnoty vy3siho vysledku u obsahu gossypolu nizstho nez 500 ppm,

— 75 ppm absol. u obsahu od 500 ppm do 750 ppm,

— 10 % relat. z hodnoty vy3siho vysledku u obsahu nad 750 ppm.
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B.  STANOVENI OBSAHU DIOXINU (PCDD/PCDF) A PCB S DIOXINOVYM EFEKTEM

L METODY ODBERU VZORKU A INTERPRETACE VYSLEDKU ZKOUSEK

Ucel a rozsah

Vzorky urcené pro tfedni kontrolu obsahu dioxinti (polychlorovanych dibenzo-p-dioxinii (PCDD) a polychloro-
vanych dibenzofurant (PCDF)) a polychlorovanych bifenylt (PCB) (') s dioxinovym efektem v krmivech se odebiraji
v souladu s pravidly v pifloze 1. Musi byt pouzity kvantitativni pozadavky tykajici se kontroly ltek nebo produkti
obsazenych rovnomérné v krmivech, jak je stanoveno v bodé 5.A piilohy I Takto ziskané souhrnné vzorky se
povazuji za reprezentativni pro vzorkované partie nebo &sti vzorkované partie. Dodrzeni maximélnich hodnot
stanovenych ve smérnici Evropského parlamentu a Rady 2002/32/ES (?) se posuzuje na zdkladé obsaht urcenych
v laboratornich vzorcich.

DodrZeni maximélniho obsahu ve vzorkované partii nebo v &isti vzorkované partie

Vzorkovand partie se piijme, jestlize vysledek jediné zkousky nepiekroci ptislusny maximalni obsah stanoveny ve
smérnici 2002(32/[ES pii zohlednéni nejistoty méfeni.

Vzorkovand partie nevyhovuje maximdlnimu obsahu stanovenému ve smérnici 2002/32/ES, pokud horni ()
vysledek zkousky potvrzeny opakovanou zkouskou (%) pfi soucasném zohlednéni nejistoty méfeni nepochybné
piekracuje maximaln{ obsah.

Tabulka koeficientd toxické ekvivalence (TEF) pro dioxiny, furany a PCB s dioxinovym efektem:

Kongener Ho?g; ta Kongener Hodnota TEF

Dibenzo-p-dioxiny (,,PCDD*) PCB s dioxinovym

efektem*:
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Non-orto PCB
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0001
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,01
OCDD 0,0001 Mono-orto PCB

PCB 105 0,0001
Dibenzofurany (,PCDF*) PCB 114 0,0005
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 118 0,0001
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05 PCB 123 0,0001
2,3,4,7,8-PeCDF 0,5 PCB 156 0,0005
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 157 0,0005
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00001
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 189 0,0001
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0001

Pouzité zkratky: ,T“ = tetra; ,Pe“ = penta;

chlorodibenzofuran; ,CB“ = chlorobifenyl.

JHx = hexa; ,Hp“ = hepta; ,0“ = okta;

,CDD* = chlorodibenzo-p-dioxin; ,CDF* =

UF. vést. L 140, 30.5.2002, s. 10.

Koncepce ,horntho odhadu“ vyzaduje pouziti mezni hodnoty kvantifikace jakozto piispévku kazdého nekvantifikovaného kongeneru do

TEQ.

Pro vypocet ,dolniho odhadu® se pro velikost kazdého prispévku mnozstevné nestanoveného kongeneru k TEQ zvoli hodnota nula.
Koncepce ,stiedniho odhadu* vyzaduje pouziti poloviny mezni hodnoty kvantifikace pro vypocet piispévku kazdého nekvantifikovaného

kongeneru do TEQ.

Opakovand zkouska je nutnd k vylouceni moznosti vnitini kiizové kontaminace nebo ndhodného promichdni vzorkd. Prvni zkouska
zohlediujici nejistotu méfeni se pouzije pro ovéfeni souladu.
Je-li zkouska provddéna v rdmci kontaminace dioxiny, lze od potvrzeni opakovanou zkouskou upustit, pokud jsou vzorky vybrané pro

zkousku spojeny zpétnou sledovatelnosti s danym piipadem kontaminace dioxiny.
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Nejistotu méfeni lze zohlednit jednim z téchto zptisobi::

—  zapoditdnim rozsifené nejistoty pfi pouziti faktoru pokryti 2, ktery odpovida hlading spolehlivosti asi 95 %.
Vzorkovand partie nespliiuje podminky, pokud méfend hodnota, od niZ se odecte U, pFesahuje maximaln{
obsah. V piipadé samostatného stanoveni dioxini a PCB s dioxinovym efektem se soucet odhadované
rozsifené nejistoty méfeni samostatnych vysledkti zkousek u dioxind a PCB s dioxinovym efektem musi
pouzit pro soucet dioxint a PCB s dioxinovym efektem,

—  stanovenim rozhodovaci meze (CCa) v souladu s rozhodnutim Komise 2002/657/ES (!) (bod 3.1.2.5 piilohy
— pro latky, pro néz byla stanovena piipustnd hodnota). Vzorkovand partie nespliiuje podminky, pokud se
naméfend hodnota rovnd CCa, nebo je vyssi.

Uvedend pravidla interpretace se pouziji na vysledky zkousek ziskané u vzorkii pro tfedni kontrolu. Neni jimi
dotéeno pravo clenskych sttt pouZit vnitrostatni pravidla pro zkousky pro tucely obhajoby nebo rozhod¢iho
fizeni.

I PRIPRAVA VZORKU A POZADAVKY NA METODY ZKOUSENI POUZITE PRI UREDNI KONTROLE
OBSAHU DIOXINU (PCDD/PCDF) A PCB S DIOXINOVYM EFEKTEM

Cil a oblast pouziti

Tyto pozadavky se pouziji tam, kde jsou zkouSeny krmné suroviny a krmiva za Géelem stanoveni dioxint
(polychlorovanych dibenzo-p-dioxind (PCDD) a polychlorovanych dibenzofuranti (PCDF)) a polychlorovanych
bifenyld (PCB) s dioxinovym efektem.

Pro sledovdni pritomnosti dioxinti v krmivech mdze byt vyuZita screeningovd metoda k vyhleddni vzorkd
s obsahem dioxinti a PBC s dioxinovym efektem, ktery je o méné nez 25 % nizsi nebo vyssi, nez je sledovand
troven.. Koncentrace dioxind ve vzorcich s vyznamnym mnozstvim se stanovi nebo potvrdi potvrzovaci metodou.

Screeningové metody jsou metody, které slouzi ke zjistovani pfitomnosti dioxint a PCB s dioxinovym efektem na
sledované trovni. Tyto metody maji vysokou kapacitu, pokud jde o mnozstvi vzorkd, a jsou pouZzivany k vyti{déni
potencidlné pozitivnich vzorkd z velkého mnozstvi vzorkd. Jsou specidlné vyvinuty tak, aby neposkytovaly
nespravné negativni vysledky.

Potvrzovaci metody jsou metody, jez poskytuji tplnou nebo doplijici informaci, kterd na sledované drovni
umozni jednoznacnou identifikaci a jednozna¢nou kvantifikaci dioxint a PCB s dioxinovym efektem.

Souvislosti

ProtoZe vzorky z zivotniho prostfedi a biologické vzorky (véetné vzorkd krmnych surovin/krmiv) obvykle obsahuj
slozité smési rtiznych dioxinovych kongenert, byla vyvinuta koncepce koeficientd toxické ekvivalence (TEF), aby se
usnadnilo hodnoceni nebezpeci. Tyto TEF jsou urceny k tomu, aby vyjadiily koncentrace smési
2,3,7,8-substituovanych PCDD a PCDF a nékterych non-orto a mono-orto-chlorovanych PCB (PCB s jednim nebo
zadnym atomem chloru v orto-poloze), které vykazuji aktivitu podobnou dioxinim v toxickych ekvivalentech
(TEQ) 2,3,7,8-TCDD. Koncentrace jednotlivych litek v daném vzorku se ndsobf jejich pfislusnym TEF a ndsledné
scitaji, aby se dospélo k celkové koncentraci sloucenin s dioxinovym efektem vyjadiené v TEQ.

Pouze pro tcely tohoto nafizeni je schvalenou specifickou mezi kvantifikace jednotlivého kongeneru koncentrace
analytu v extraktu vzorku, jenz vytvdi{ instrumentdlni odezvu na dva rzné ionty, kterd md byt monitorovéna
v poméru signdl-sum 3 : 1 pro méné citlivé signdly a pii splnéni zékladnich pozadavkd, jako je napf. reten¢ni Cas
a pomér izotopu podle postupu stanoveni popsaného v metodé EPA 1613 revize B.

Pozadavky na zabezpeceni kvality, které musi byt splnény pii dpravé vzorku
Pouziji se obecnd ustanoveni o tGpravé vzorkd pro laboratorni zkouSeni uvedend v piiloze 1.
Kromé toho musi byt splnény tyto pozadavky:

—  vzorky musi byt uchovdvany a prepravovany v nddobéch ze skla, hliniku, polypropylenu nebo polyethylenu.
Z néadoby na vzorky musi byt odstranény stopy papirového prachu. Sklenéné nddoby se vyplachnou
rozpoustédly, u nichz byla pfedem provedena kontrola, zda neobsahuji dioxiny,

UF. vést. L 221, 17.8.2002, s. 8.
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provede se slepd zkouska, pfi niz se provede cely postup laboratorniho zkouseni bez vzorku,

hmotnost vzorku pouzitého pro extrakci musi byt dostate¢nd na to, aby byly splnény pozadavky na citlivost
stanoveni.

Pozadavky na laboratofe

laboratofe prokazuji funkénost metody v rozsahu kolem sledované trovné, napf. poloviny, jednondsobku
nebo dvojndsobku sledované tirovné, a to s pfijatelnym variaénim koeficientem pro opakovanou zkousku.
Podrobnosti o kritériich pfijatelnosti jsou uvedeny v bodé 5,

mez kvantifikace pro potvrzovaci metodu musi byt v rozsahu asi jedné pétiny sledované trovné, aby bylo
zajisténo, Ze v rozsahu sledované tirovné se dosahuje pfijatelnych varia¢nich koeficientd,

jako opatfeni v rdmci vnitini kontroly kvality se provadéji pravidelné slepé zkousky, stanoveni s pfidavkem
nebo zkousky kontrolnich vzorkd (nejlépe certifikovaného referencniho materidlu, je-li k dispozici),

uspésné vysledky mezilaboratornich srovnévacich zkousek, pii nichz se hodnoti odbornost laboratote, jsou
nejlepsim zptisobem ovéteni odborné zptsobilosti pro specifické zkousky. Usp&né vysledky kruhovych
testd, napf. pro vzorky pud nebo kald, nejsou nezbytné diikazem odborné zptisobilosti, pokud jde o vzorky
potravin nebo krmiv, v nichZ se vyskytuji nizsi Grovné kontaminace. Proto je povinnd stdld dcast pii
kruhovych testech pro stanoveni dioxinti a PCB s dioxinovym efektem v relevantnich matricich potravin nebo
krmiv,

laboratofe musi byt akreditovany uzndvanym subjektem pisobicim v souladu s ISO Guide 58, aby bylo
zajisténo, zZe uplatiuji zabezpecovani kvality pii zkouskdch. Laboratofe musi byt akreditovdny podle normy
ISO[IEC[17025.

Pozadavky na postupy laboratorniho zkouSeni pro dioxiny a PCB s dioxinovym efektem

ZdRladni poZadavky na pijatelnost postupii laboratorniho zkouseni:

vysoka citlivost a nizké meze detekce. V piipadé PCDD a PCDF musi byt zjistitelné mnozstvi z divodu
extrémni toxicity nékterych téchto sloucenin na trovni pikogramt TEQ (102 g). Je zndmo, Ze PCB se
vyskytuji ve vyssich koncentracich nez PCDD a PCDF. Pro vétsinu kongenerd PCB jiz postacuje citlivost
v fadu nanograma (10 g). Pro méfeni toxi¢téjsich kongenerti PCB s dioxinovym efektem (zejména non-orto
substituovanych kongenert) musi byt dosazeno stejné citlivosti méfen{ jako pro PCDD a PCDF,

vysoka selektivita/specifi¢nost. Je tieba rozlisovat PCDD, PCDF a PCB s dioxinovym efektem od ostatnich
sloucenin, které se extrahuji spolecné s témito litkami, mohou rusit pii jejich stanoveni a jsou pfitomny
v koncentracich az o n&kolik fadi vyssich nez koncentrace sledovanych analyti. Pro plynovou
chromatografii/hmotnostni spektrometrii (GC/MS) je nezbytné rozliSeni mezi riiznymi kongenery, tj. mezi
toxickymi (napf. sedmndcti 2,3,7,8-substituovanymi PCDD a PCDF a PCB s dioxinovym efektem) a ostatnimi
kongenery. Biotesty musi umoznit selektivné urcit hodnoty TEQ jako soucet PCDD, PCDF a PCB
s dioxinovym efektem,

vysokd spravnost (pravdivost a pfesnost). Stanoveni poskytne platny a spolehlivy odhad skutecné
koncentrace ve vzorku. Vysokd sprévnost (spravnost méfeni: stupeni shody mezi vysledkem méfeni
a skutecnou nebo pfidélenou hodnotou) je nezbytnd k tomu, aby nedoslo k zamitnuti vysledku zkousky
vzorku na zdkladé malé spolehlivosti odhadu TEQ. Spravnost je vyjadiena pravdivosti (rozdilem mezi stfedni
naméfenou hodnotou analytu v certifikovaném materidlu a jeho certifikovanou hodnotou, vyjadienym
v procentech této hodnoty) a piesnosti (RSDy je relativni smérodatnd odchylka vypoctend z vysledkd
ziskanych za podminek reprodukovatelnosti).

Screeningové metody mohou zahrnovat metody biotesti sloucenin a metody GC/MS; potvrzovaci metody jsou
metodami plynové chromatografie s vysokym rozliSenim/hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim (HRGC/
HRMS).
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Hodnota celkového TEQ musi spliiovat ndsledujici kritéria:

Screeningové metody Potvrzovaci metody
Nespravné negativni vysledky <1%
Pravdivost -20 % az +20 %
Presnost RSDy <30% <15%

Zvlastni pozadavky, které musi spliiovat metody GC/MS, aby vyhovovaly pro tdcely screeningu nebo
ovérovani

vnitini  standardy  2,3,7,8-chlor-substituovanych PCDDJF znacené izotopem !*C a standardy PCB
s dioxinovym efektem znacené izotopem *C musi byt pfimiSeny na samém zacdtku nebo pii zahdjeni
zkousky, napf. pred extrakei, aby bylo mozné ovéfit postup laboratorniho zkouseni. Alespon jeden kongener
musi byt pfidan pro kazdou z tetra aZ okta-chlorovanych homologickych skupin PCDDJF a alespon jeden
kongener pro kazdou z homologickych skupin PCB s dioxinovym efektem (nebo alespon jeden kongener pro
kazdou skupinu vybranych iontl pfi pouziti hmotnostni spektrometrie v reZimu registrace vybranych iontt,
pouzitou pro sledovani PCDD[F a PCB s dioxinovym efektem). Jednoznacné se ddvad piednost, zejména
v piipadé potvrzovacich metod, pouziti vSech 17 wnitfnich standardd 2,3,7,8-substituovanych
PCDDJF znacenych izotopem 3C a vSech 12 vnitinich standardii PCB s dioxinovym efektem znacenych
izotopem 1*C,

relativni odezvové faktory se s pomoci vhodnych kalibra¢nich roztokd stanovi také pro kongenery, pro néz
nebyly piimiSeny slouceniny znacené izotopem '*C,

u krmiv rostlinného ptvodu nebo krmiv zZivocisného pivodu s obsahem tuku nizsim nez 10 % je pfimés
vnitfnich standard® pied extrakef povinnd. U krmiv Zivocisného ptivodu s obsahem tuku vy$$im nez 10 % lze
vnitini standardy pfimisit bud pfed extrakci, nebo po extrakei tuku. Provede se vhodné ovéfeni dcinnosti
extrakce v zdvislosti na tom, kdy je vnitini standard pfiddvan, a na tom, zda jsou vysledky uvidény
v produktu nebo v tuku,

pied zkouskou metodou GC/MS musi byt piimiSeny 1 nebo 2 ndhradni standardy pro stanoveni vytéznosti,

kontrola vytéznosti je nezbytnd. U potvrzovacich metod se vytéznost jednotlivych vnitinich standardd musi
pohybovat v rozsahu 60-120 %. Niz3{ nebo vy3si hodnota vytéznosti jednotlivych kongenerti, zejména
nékterych hepta- a okta-chlorovanych dibenzodioxinti a dibenzofurand, je pipustnd pod podminkou, zZe
jejich piispévek k hodnoté TEQ nepiesdhne 10 % celkové hodnoty TEQ (na zdkladé souctu PCDDJF a PCB
s dioxinovym efektem). Hodnota vytéZnosti u screeningovych metod se musi pohybovat mezi 30-140 %,

oddéleni dioxinti od rusivych chlorovanych sloucenin, jako jsou jiné PCB nez PCB s dioxinovym efektem
a chlorované difenylethery, se provddi vhodnymi chromatografickymi technikami (nejlépe na florisilové,
aluminiové ajnebo uhlikové kolong),

oddgleni izomert pomoci plynové chromatografie musi byt dostate¢né (< 25 % mezi piky mezi 1,2,3,4,7,8-
HxCDF a 1,2,3,6,7,8-HxCDF),

stanoveni se provadi metodou EPA 1613 revize B: ,Tetra- through octa-chlorinated dioxins and furans by
isotope dilution HRGC/HRMS* nebo jinou metodou s rovnocennymi pracovnimi kritérii,

u krmiv kontaminovanych dioxiny v rozsahu maximélntho obsahu nebo nad nim nesmi rozdil mezi horni
a dolni mezni drovni piekrocit 20 %. U krmiv s Grovnémi kontaminace vyrazné pod maximalnim obsahem
by se mél rozdil pohybovat mezi 25-40 %.

Screeningové metody laboratorniho zkouSeni

Uvod

Pii zkousce mohou byt pouzity rtizné piistupy ke screeningové metodé: Cisty screening a kvantitativni zkouseni.
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7.3

Screening

Odezva vzorkd je porovndvadna s odezvou referenéniho vzorku na sledované trovni. Vzorky s odezvou nizsi, nez
mé referencni vzorek, se prohlasi za negativni, vzorky s vyssi odezvou se povazuji za pozitivni. Pozadavky:

—  do kazdé zkusebni sady se zafadi slepy a referen¢ni vzorek, které jsou extrahovdny a zkouSeny soucasné a za
stejnych podminek. Referenéni vzorek musi ve srovndni se slepym vzorkem vykazovat zietelné vyssi odezvu,

—  kromé toho se zafadi referen¢ni vzorky o polovi¢ni a dvojndsobné koncentraci, nez je sledovand tiroven, aby
bylo prokdzéno spravné provadéni zkousky v rozsahu odpovidajicim sledované drovni,

—  pii zkouSeni jinych matric musi byt prokdzdna vhodnost referen¢niho vzorkufreferen¢nich vzorkd, a to
piednostné zafazenim vzorkd, u nichZ byla metodou HRGC/HRMS prokédzana troveni TEQ blizkd drovni
v referen¢nim vzorku nebo také slepého vzorku uméle obohaceného na tuto trover,

—  vzhledem k tomu, Ze v biotestech nelze pouzit Zddné vnitini standardy, jsou zkousky opakovatelnosti velmi
dalezité pro ziskdni informaci o smérodatné odchylce v rdmci zkousené sady. Varia¢ni koeficient musi byt
nizsi nez 30 %,

—  u biotestl se ur¢i cilové slouceniny, mozné interference a nejvyssi pfipustny obsah ve slepém vzorku.

Kvantitativni zkouSeni

Kvantitativni zkouSen{ vyzaduje sérii fedéni standardniho roztoku, dvakrét nebo t¥ikrat opakované ¢isténi a méfeni
a rovnéz zafazeni slepych vzorka a kontroly vytéznosti. Vysledky mohou byt vyjadieny v TEQ, pficemz se vychdzi
z toho, Ze slouceniny, jez zpiisobily signal, vyhovuji principu TEQ. To lze provést pomoci TCDD (nebo standardni
smési dioxin/furan/PCB s dioxinovym efektem), pficemZ se sestroji kalibra¢ni kiivka pro vypocet TEQ extraktu,
a tedy i vzorku. Poté se provede korekce na hodnotu TEQ, kterd je spocitdna pro slepy vzorek (aby se zohlednily
necistoty v pouzitych rozpoustédlech a chemikdliich), a na vytéznost (vypocitanou z hodnoty TEQ, kterd je
u vzorku urceného pro kontrolu kvality na sledované drovni). Je nezbytné upozornit na to, Ze zjevné sniZeni
vytéznosti muze byt istené zpusobeno matricovymi jevy a/nebo rozdily mezi hodnotami TEF v biotestech
a tfednimi hodnotami TEF stanovenymi WHO.

Pozadavky na metody laboratorniho zkouseni pouZivané pro screening

—  pro screening mohou byt pouziviny metody laboratorniho zkouseni GC/MS a biotesty. V piipadé metod GC/
MS plati pozadavky uvedené v bodé 6. Pro biotesty sloucenin plati zvlastni pozadavky stanovené v bodu 7.3
a pro biotesty sloucenin provadéné pomoci souprav plati zvldstni pozadavky stanovené v bodu 7.4,

— nezbytné jsou informace o poctu nespravnych pozitivnich a nespravnych negativnich vysledktt velkého
souboru vzorkl s hodnotami lezicimi nad a pod maximdlnim obsahem nebo akéni hodnotou ve srovnani
s obsahem TEQ ur¢enym potvrzovaci metodou zkouseni. Skute¢ny podil nespravnych negativnich vysledka
musi byt pod 1 %. Podil nespravnych pozitivnich vysledki je natolik nizky, aby se pouZiti screeningového
néstroje stalo vyhodnym,

—  pozitivni vysledky musi byt vzdy potvrzeny potvrzovaci metodou zkouseni (HRGC/HRMS). Kromé toho se
pomoci HRGC/HRMS potvrdi vzorky z Sirokého rozmezi hodnot TEQ (pfiblizné 2-10 % negativnich
vzorkd). Jsou dény k dispozici informace o souladu vysledki biotestu a HRGC/HRMS.

Zvldstni poZadavky na biotesty s intaktnimi burikami

—  pii provadéni biotestt vyzaduje kazdd zkouska sérii referen¢nich koncentraci TCDD nebo smési dioxinu
a furanu (kalibra¢ni kfivka v plném rozsahu s R? > 0,95). Avak pro tcely screeningu muize byt ke zkousce
vzorkd s nizkym obsahem pouzita kalibra¢ni kiivka s rozsifenim pro nizké koncentrace,

—  pro vyjadfen{ vysledkd biotestti za urcité casové obdobi se pouzije referenéni koncentrace TCDD (asi
trojndsobek meze kvantifikace) uvedend v zéznamech o kontrole kvality. Jinou moznosti miize byt porovnan{
relativni odezvy referencniho vzorku vzhledem ke kalibracni kiivce TCDD, protoze odezva bunék muze
zaviset na mnoha faktorech,

—  pro kazdy typ referen¢niho materidlu se zaznamenévaji a ovéfuji grafy kontrol kvality, aby bylo zajisténo, ze
vysledky jsou v souladu se stanovenymi pokyny,
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—  zejména pii kvantitativnich vypoctech musi byt pouzita takovd indukce Fedéni vzorku, aby lezela v linedrnim
useku kiivky zavislosti odezvy. Vzorky lezici nad linedrnim tsekem kiivky zdvislosti odezvy se musi zfedit
a zkouset znovu. Proto se doporucuje zkouset alespon tii nebo vice razné fedénych vzorka najednou,

—  procentni standardni odchylka nesmi byt vyssi nez 15 % pfi trojndsobném stanoveni pro kazdé fedéni vzorku
a pro tfi nezédvislé pokusy by neméla presahnout 30 %,

—  mez detekce miiZe byt stanovena na Grovni trojndsobku standardni odchylky slepého vzorku rozpoustédla
nebo odezvy pozadi. Daldi moznosti je pouZit odezvu, kterd lezi nad odezvou pozadi a vypocte se
z kalibracni kiivky sestrojené v dany den (pétindsobek odezvy slepého vzorku rozpoustédla). Mez
kvantifikace mize byt stanovena na trovni péti- az Sestindsobku standardni odchylky odezvy slepého vzorku
rozpoustédla nebo odezvy pozadi nebo se pouzije odezva, kterd je nad odezvou pozadi a kterd se vypocte
z kalibra¢ni kiivky sestrojené v dany den (desetindsobek odezvy slepého vzorku rozpoustédla).

Specifické poZadavky na biotesty s intaktnimi bufikami provddéné pomoci souprav

— musi byt zaruceno, Ze biotesty providéné pomoci souprav jsou dostatecné citlivé a spolehlivé pro pouziti
u krmiv,

—  musi byt dodrzovany pokyny vyrobce pro dpravu a zkouseni vzorkd,
— nesmi se pouzivat zkuSebni soupravy, u nichZ uplynula doba pouzitelnosti,
— nesmi se pouzivat materidly nebo soucdsti navrzené pro pouZiti s jinou soupravou,

—  zkuSebni soupravy se uchovavaji v piedepsaném rozsahu skladovacich teplot a pouzivaji se pii pfedepsané
pracovni teploté,

—  mez detekce imunologickych zkousek se stanovi jako podil hodnoty souctu stiedni odchylky a trojndsobku
smérodatné odchylky odezvy na zdkladé deseti opakovanych zkousek slepého vzorku a hodnoty smérnice
pifmky ziskané linedrni regresi,

—  pro kontrolu, zda odezva lezi v pfijatelném rozmezi, se pii laboratornich zkouskdch pouzivaji referenéni
standardy.

Zpréva o vysledcich

Pokud to postup laboratorniho zkouseni umozuje, vysledky obsahuji hodnoty jednotlivych kongenerd PCDD/
F a PCB a vysledky zkousky se musi oznamovat jako dolni, horni a stfedni odhad, aby zpriva o vysledcich
obsahovala co nejvice informaci a aby tak vysledky mohly byt vykliddédny v souladu se zvldstnimi pozadavky.

Ve zpravé se také uvede obsah lipidi ve vzorku a pouzitd metoda extrakee lipida.

Pokud vytéznost lezi mimo rozsah uvedeny v bodé 6, je-li pfekroc¢en maximalni obsah nebo v ostatnich piipadech
na zadost, musi byt dany k dispozici hodnoty vytéznosti pro jednotlivé vnitini standardy.

Protoze md byt pii rozhodovéni o souladu vzorku pFihlédnuto také k nejistoté métent, je dén k dispozici také tento
parametr. Vysledek zkousky se proto ozndmi ve tvaru ,x +/— U, kde x je vysledek zkousky a U je rozsitend nejistota
méfeni, pfiemz se pouzije faktor pokryti 2, ktery odpovidd hladiné spolehlivosti piiblizné 95 %. V piipadé
samostatného stanoveni dioxint a PCB s dioxinovym efektem se soucet odhadované rozsitené nejistoty méfent
samostatnych vysledkt zkousek u dioxint a PCB s dioxinovym efektem musi pouZit pro soucet dioxint a PCB
s dioxinovym efektem.

Je-li nejistota méfeni zohlednéna uplatnénim rozhodovaci meze (CCa) (jak je popsdno v bodé 1.2 ¢dsti B), tento
parametr se ozndmi.
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PRILOHA VI

METODY ZKOUSENI PRO STANOVEN{ SLOZEK ZIVOCISNEHO PUVODU PRO UREDNI KONTROLU KRMIV

Yex_ £

Podminky pro mikroskopické zjistovini, identifikaci nebo urcovini slozek Zivocisného pivodu v krmivech

4.2

421

4.2.2

43

4.3.1

Cil a oblast pouziti

Tyto podminky se pouziji, provadi-li se zji§tovani slozek Zzivocisného piavodu (definovanych jako produkty ze
zpracovani tél a Cdsti tél savcli, drabeZe a ryb) v krmivech mikroskopickou zkouskou v rdmci koordinovaného
programu kontroly v oblasti vyzivy zvifat v souladu s nafizenim Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 882/
2004 (1). Pokud se metody popsané v této pifloze pouzivaji pfi viech tfedné stanovenych zkouskéch, 1ze rovnéz
provést druhou zkousku pomoci odlisnych nebo alternativnich metod, aby se 1épe zjistily nékteré druhy slozek
zivocisného ptvodu nebo vice zpfesnil piivod téchto slozek. Kromé toho lze pouzit odlisny protokol, pokud se
zkoumaji nékteré zvldstni slozky Zivocisného pivodu, jako napiiklad plazma nebo kosti v loji (viz téZ bod 9), za
piedpokladu, Ze se tyto zkousky provadéji jako doplnék ke zkouskdm stanovenym v koordinovaném programu
kontroly.

Citlivost

Podle druhu slozek Zivo¢isného ptivodu Ize v krmivech zjistit velmi mald mnozstvi (< 0,1 %).

Princip

K identifikaci se pouZivd reprezentativni vzorek odebrany v souladu s ustanovenimi uvedenymi v piiloze I, jenz byl
vhodnym zptisobem upraven. Pro manipulaci s krmivem o nizkém obsahu vlhkosti je vhodny nasledujici protokol.
Krmivo s obsahem vlhkosti vy$$im nez 14 % se pfed manipulaci susf (zahustuje). Nékterd krmiva a nékteré krmné
suroviny (napf. tuky a oleje) vyZaduji specidlni oSetfent (viz bod 9). Slozky Zivocisného ptvodu jsou identifikovany
na zdkladé charakteristickych, mikroskopicky rozeznatelnych znakd (tj. svalovych vldken a jinych masitych castic,
chrupavek, kosti, rohii, chlupt, $tétin, krve, pefi, vajecnych skofdpek, rybich kosti, Supin). Identifikace musi byt
provedena jak v prosivané frakci (6.1), tak v koncentrovaném sedimentu (6.2) vzorku.

Chemikilie
Zalévaci piipravek

Chloralhydrat (vodny, 60 % w/v).

Louh (NaOH 2,5 % w/v nebo KOH 2,5 % w/v) pro prosivané frakce.

Parafinovy olej nebo glycerol (viskozita: 68-81) pro mikroskopickd pozorovani v sedimentu.

Oplachovaci cinidla

Alkohol, 96 %.

Aceton.

Koncentracni pripravek

Tetrachloroethylen (hustota 1,62).

() UF vést. L 165, 30.4.2004, s. 1.
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4.4 Cinidla k barveni

4.4.1 Roztok jodu v jodidu draselném (2 g jodidu draselného se rozpusti ve 100 ml vody a pfidd se 1 g jodu za castého
protfepavani).

4.42  Alizarinové Cerven (2,5 ml 1M kyseliny chlorovodikové se rozpusti ve 100 ml vody a do tohoto roztoku se piidd
200 mg alizarinové Cerveng).

443  Cinidlo na cystin (2 g octanu olovnatého, 10 g NaOH/100 ml H20).

4.4.4  Roztok jodu v jodidu draselném (roziedény v 70 % ethanolu).

4.5 Belici cinidlo

4.5.1  Komer¢ni roztok hypochloritu sodného (9,6 % aktivniho chléru).

5. Pristroje a pomiicky

5.1 Analytické vahy (pfesnost 0,01 g, kromé vézeni koncentrovaného sedimentu: 0,001 g).

5.2 Rozmélnovaci zafizeni (mlynek nebo hmozdit, zejména pro zkouseni krmiv obsahujicich vice nez 15 % tuku).
5.3 Sito se Ctvercovymi oky o velikosti nejvyse 0,50 mm.

5.4 Délici nélevka nebo usazovaci kddinka s kénickym dnem.

5.5 Stereoskopicky mikroskop (s alespon 40ndsobnym zvétSenim).

5.6 Kombinovany mikroskop (s alespoit 400ndsobnym zvétsenim), pro pozorovani v prochazejicim svétle nebo

s polariza¢nim zafizenim.
5.7 Standardni laboratorni sklo.

Vsechny pfistroje a pomiicky musi byt dikladné vycistény. Délici nélevky a sklo musi byt umyty v mycce. Sita je
tfeba vydistit kartd¢em s tuhymi tétinami.

6. Postup

Peletované krmivo lze predbézné piesit, pokud se obé frakce zkouseji jako samostatné vzorky.

Upravi se alesponi 50 g vzorku (v pfipadé nutnosti se opatrné rozmélni pomoci vhodného rozméliiovactho zafizeni
(5.2), aby se dosdhlo vhodné struktury). Z rozmélnéného materidlu se odeberou dvé reprezentativni ¢dsti, jedna pro
prosévané frakce (nejméné 5 g) (6.1) a jedna pro koncentrovany sediment (nejméné 5 g) (6.2). Z divodu
identifikace Ize dodate¢né pouzit ¢inidla k barveni (6.3).

Aby se zjistila povaha Zivocisnych bilkovin a ptivod ¢dstecek, l1ze pouzit systém pro podporu rozhodovani,
napiiklad ARIES, a referen¢ni vzorky.

6.1 Identifikace slozek Zivocisného pivodu v prosévanych frakcich

Nejméné 5 g vzorku se proseje pres sito (5.3) na dvé frakee.

Prosetd (proseté) frakce s velkymi ¢asteckami (nebo reprezentativni ¢ast frakce) se nanese (nanesou) v tenké vrstvé
na vhodnou podlozku a pod stereoskopickym mikroskopem (5.5) se systematicky zkoumd (zkoumaji) pii rizném
zvétdeni za Gcelem zjisténi piitomnosti slozek zivocisného pavodu.

Podlozni sklicka s prosetou frakei (prosetymi frakcemi) obsahujici jemné ¢dstecky se systematicky zkoumaji pod
kombinovanym mikroskopem (5.6) pfi riizném zvétSeni za Gcelem zjistén{ p¥itomnosti slozek Zivocisného ptivodu.
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6.2

6.3

6.4

Identifikace slozek Zivocisného piivodu v koncentrovaném sedimentu

Do délici nélevky nebo do usazovaci kddinky s koénickym dnem se navdzi nejméné 5 g (s pfesnosti na
0,01 g) vzorku a piidd se alespoil 50 ml tetrachlorethylenu (4.3.1). Tato smés se opakované protiepe nebo
promiché.

—  Je-li pouzita uzaviend délici ndlevka, sediment se nechd dostatecné dlouho stét (alespori t¥i minuty), nez se
oddéli. Opakuje se protiepani a sediment se opét nechd stdt alespori tf minuty. Sediment se znovu oddéli.

—  Je-li pouzita oteviend kddinka, sediment se pied oddélenim nechd stit alespori pét minut.

Veskery sediment se vysusi a potom zvaZzi (s presnosti na 0,001 g). VaZeni je nezbytné pouze tehdy, pokud je
pozadovan odhad. Pokud sediment obsahuje mnoho velkych c¢astecek, mtize se prosit sitem (5.3) na dvé frakce.
Vysuseny sediment se zkoumd pod stereoskopickym (5.5) a kombinovanym (5.6) mikroskopem za tGéelem zjisténi
piitomnosti ¢astic kosti.

Pouziti zalévacich ptipravkii a cinidel k barveni

Mikroskopickd identifikace slozek Zzivocisného pivodu mize byt podpofena pouzitim specidlnich zalévacich
piipravkd a ¢inidel k barveni.

Chloralhydrit (4.1.1): pfi opatrném ohfevu lze bunéené struktury vidét zfetelngji, protoze zrna Skrobu rosolovati
a nezddouci obsah bunék je odstranén.

Louh (4.1.2): hydroxid sodny nebo hydroxid draselny ¢isti materidl krmiva a napoméhd detekci svalovych vldken,
chlupti a jinych keratinovych struktur.

Parafinovy olej a glycerol (4.1.3): cistice kosti Ize timto zalévacim piipravkem dobfe identifikovat, protoze
vétsina lakun zistane naplnéna vzduchem a jevi se jako cerné otvory o velikosti 5-15 pm.

Roztok jodu v jodidu draselném (4.4.1): pouiivd se pro detekci skrobu (modrofialovd barva) a bilkoviny
(Zlutooranzova barva). Roztoky mohou byt zfedény, pokud je tieba.

Roztok alizarinové Cervené (4.4.2): Cervené[rizové zabarveni kosti, rybich kosti a Supin. Pfed vysusenim
sedimentu (viz bod 6.2) se veskery sediment pievede do sklenéné zkumavky a dvakrat vyplachne asi 5 ml alkoholu
(4.2.1) (vzdy se pouzije ponorny mixér, rozpoustédlo se nechd usadit asi jednu minutu a odlije se). Pfed pouzitim
tohoto ¢inidla k barveni se sediment vybéli pfidinim nejméné 1 ml roztoku hypochloritu sodného (4.5.1). Nechd se
reagovat 10 minut. Zkumavka se naplni vodou, sediment se nechd usadit 2—-3 minuty a voda se suspendovanymi
casteckami se odlije. Sediment se jesté dvakrat proplachne asi 10 ml vody (vZdy se pouzije ponorny mixér, nechd se
usadit a voda se odlije). PFidd se 2-10 kapek ¢i vice roztoku alizarinové cervené (v zdvislosti na mnozstvi zbytku).
Smés se protiepe a nechd se nékolik sekund reagovat. Zbarveny sediment se dvakrét proplachne asi 5 ml alkoholu
(4.2.1) a pak jednou acetonem (4.2.2) (vidy se pouzije ponorny mixér, rozpoustédlo se nechd usadit asi jednu
minutu a odlije se). Poté je sediment pfipraven k vysuseni.

Cinidlo na cystin (4.4.3): pii opatrném ohfevu se &astecky obsahujici cystin (chlupy, peif atd) zbarvi do
cernohnéda.

Zkoumdni mozné piitomnosti rybi moucky v krmivu

Pod kombinovanym mikroskopem se zkoumd alespon jedno podlozni sklicko s jemnou prosévanou frakef
a jemnou frakci sedimentu (viz body 6.1 a 6.2).

Pokud je na etiketé¢ uvedeno, Ze slozky zahrnuji rybi moucku, nebo v piipadé podezieni na piftomnost rybi
moucky nebo jejtho zjisténi pfi prvnim zkoumdni, zkoumaji se alespori dvé dalsi podlozni sklicka s jemnou
prosévanou frakci z ptvodniho vzorku a s celkovou frakef sedimentu.

Vypocet a vyhodnoceni

Clenské stity zajisti, aby se postupy popsané v tomto bodé pouzivaly vzdy, kdyz se provadi tiedni zkouska za
ucelem urceni mnozZstvi (nikoli jen piitomnosti) slozek Zivocisného pavodu.

Vypocet lze provést pouze tehdy, jsou-li ve slozkdch zivocisného pivodu obsazeny dstice kosti.
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7.1

7.2

8.1

8.2

Céstice kosti teplokrevnych suchozemskych druhti (4. savctt a ptékii) se v mikroskopickém prepardtu odlisuji od
rybich kosti charakteristickymi lakunami. Urceni podilu slozek Zzivocisného puvodu ve vzorku se provadi
s prihlédnutim k:

—  odhadovanému podilu (% hmotnosti) ¢astic kosti v koncentrovaném sedimentu a
—  podilu (% hmotnosti) kosti ve slozkdch zivo¢isného pavodu.

Urcovani se provadi na zdkladé (pokud mozno) nejméné tii prepardtd a nejméné péti poli na preparit.
Koncentrovany sediment u krmnych smési zpravidla obsahuje kromé ¢dstic kosti suchozemskych zvifat a Castic
rybich kosti i jiné ¢dstice vysoké specifické hmotnosti, napiiklad mineraly, pisek, zdfevnatélé tilomky rostlin apod.

Urceni procentudlniho podilu kostnich cdstic

Castice kosti suchozemskych zvifat (%) = (S x ¢)/W
¢astice rybich kosti a Supin (%) = (S x d)/W

(S = hmotnost sedimentu (mg), ¢ = opravny koeficient (%) pro odhadovany podil kosti suchozemskych Zivocichi
v sedimentu, d = opravny koeficient (%) pro odhadovany podil ¢dstic rybich kosti a Supin v sedimentu, W =
navazka vzorku pro sedimentaci (mg)).

Urceni podilu slozek Zivocisného piivodu

Podil kosti v produktech Zivocisného piivodu se miize znacné lisit (procentudlni podil kosti je v ptipadé kostni
moucky fadové 50-60 % a v pifpadé masovych moucek fddové 20-30 %; v piipadé rybich moucek se obsah kosti
a Supin lisi podle kategorie a ptvodu rybi moucky a obvykle se pohybuje v fadu 10-20 %).

Je-li zndm druh Zivocisné moucky ve vzorku, 1ze podil odhadnout:
Odhadovany podil slozek produkti ze suchozemskych Zivocicht (%) = (S x ¢)/(W x f) x 100
Odhadovany podil slozek rybich produkti (%) = (S x d)[(W x f) x 100

(S = hmotnost sedimentu (mg), ¢ = opravny koeficient (%) pro odhadovany podil kosti suchozemskych Zivocichi
v sedimentu, d = opravny koeficient (%) pro odhadovany podil ¢dstic rybich kosti a Supin v sedimentu, f =
opravny koeficient pro podil kosti ve slozkdch Zivocisného pivodu ve zkouseném vzorku, W = navdika
vzorku pro sedimentaci (mg)).

Vyjddfeni vysledku zkousky

Zprava musi obsahovat pfinejmensim informace o pfitomnosti slozek ze suchozemskych Zivocicht a z rybi
moucky. Ruzné ndlezy lze vyjadrit takto:

Pokud jde o piitomnost slozek ze suchozemskych Zivocicht:

— Na zdkladé mikroskopického zkoumdni nebyly v predlozeném vzorku nalezeny Zzddné slozky ze
suchozemskych zivocichi.

nebo

—  Na zédkladé¢ mikroskopického zkoumdni byly v pfedlozeném vzorku nalezeny slozky ze suchozemskych
zivocichd.

A pokud jde o pFitomnost rybi moucky:
—  Na zékladé mikroskopického zkoumdni nebyly v predlozeném vzorku nalezeny zadné slozky z ryb.
nebo

—  Na zékladé mikroskopického zkoumdni byly v predlozeném vzorku nalezeny slozky z ryb.
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V piipadé zjisténi slozek z ryb nebo ze suchozemskych Zivocicht mize byt v piipadé nutnosti ve zpravé o zkousce
uveden odhad mnozstvi zjisténych slozek (x %, < 0,1 %, 0,1-0,5 %, 0,5-5 % nebo > 5 %) a upfesnén druh
suchozemskych Zivocichti (je-li to mozné) a zjisténé Zivocisné slozky (svalovd vldkna, chrupavky, kosti, rohovina,
chlupy, $tétiny, peii, krev, vajecné skofdpky, rybi kosti, Supiny).

Je-li uveden odhad mnozstvi slozek Zivocisného plivodu, uvede se rovnéz pouzity opravny koeficient f.
Pokud byly prokdzany ¢dstice kosti suchozemskych Zzivocicha, obsahuje zprava tento dodatek:
,Nelze vylou¢it moznost, Ze vyse uvedené slozky pochdzeji ze savei.”

Tento dodatek neni nutny v piipadech, kdy byly castice kosti suchozemskych Zivocicht specifikovany jako castice
kost{ driibeze nebo savca.

Nepovinny protokol pro zkouseni tukd nebo olejis

Pro zkouseni tukii nebo olejii 1ze pouzit tento protokol:

— je-li tuk v pevném stavu, ohiivd se napiiklad v mikrovinné troub€, dokud nenf kapalny,
—  pomodi pipety se pienese 40 ml tuku ze spodni ¢asti vzorku do odstiedivkové zkumavky,
—  odstfeduje se po dobu 10 minut pii 4 000 ot./min,

—  pokud tuk pii odstfed'ovdni ztuhl, znovu se ohfeje v troub€, dokud neni kapalny. Opakuje se odstiedovdni po
dobu 5 minut pfi 4 000 ot./min,

—  pomodi 1Zicky nebo stérky se polovina dekantovanych necistot pfenese na malou Petriho misku nebo na
podlozni sklicko pro mikroskopické zkoumadni za tcelem zjisténi mozného obsahu Zivocisnych slozek
(svalovych vldken, pefi, ¢astic kosti atd.). Jako zalévaci piipravek pro mikroskopické zkoumadni se doporucuje
pouzit parafinovy olej nebo glycerol,

—  zbylé nedistoty se pouziji pro sedimentaci podle bodu 6.2.
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PRILOHA VII

METODA VYPOCTU OBSAHU ENERGIE U KRMNYCH SMES{ PRO DRUBEZ

Metoda vypoctu a vyjadieni obsahu energie
Obsah energie krmnych smési pro dribez se vypocitd podle nize uvedeného vzorce na zdkladé procentniho podilu

urcitych analytickych slozek krmiva. Tato hodnota se vyjadfuje v megajoulech (MJ) metabolizovatelné energie (ME)
s korekei na dusik na jeden kilogram krmné smési:

MJ/kg ME = 0,1551 x % hrubého proteinu + 0,3431 x % tuku + 0,1669 x % skrobu + 0,1301 x % veskerého cukru
(vyjadteného jako sachardza).

Tolerance pro deklarované obsahy

Jestlize Gfedni kontroly zjisti odchylku mezi vysledkem kontroly a deklarovanym obsahem energie znamenajici
zvy$eni nebo sniZeni obsahu energie krmiva, povoluje se minimdlni pfipustnd odchylka 0,4 MJ/kg metabolizovatelné
energie.

Vyjadfeni vysledku

Vysledek vypocitany podle vyse uvedeného vzorce se uvadi s presnosti na jedno desetinné misto.

Metody odbéru vzorki a metody laboratorniho zkouSeni

Odbér vzorku krmné smési a stanoveni obsahu analytickych slozek uvedenych ve vypocetni metodé se provadi podle
metod odbéru vzorkd a metod laboratorntho zkouseni Spolecenstvi pro tfedni kontrolu krmiv.

Pouzije se:
— ke stanoveni obsahu tuku: postup B metody pro stanoveni obsahu tuku uvedené v ¢asti H piilohy 111,

— ke stanoveni obsahu $krobu: polarimetrickd metoda uvedend v ¢asti L piilohy III.
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PRILOHA VIII

METODY ZKOUSENI PRO KONTROLU NEPRIPUSTNE PRITOMNOSTI JIZ NEPOVOLENYCH DOPLNKOVYCH

LATEK V KRMIVECH

DULEZITE UPOZORNENT:

Pro zji§téni nepiipustné pfitomnosti jiz nepovolenych dopliikovych latek v krmivech lze pouzit citlivéjsi metody
zkouseni, nez jsou metody zkouseni uvedené v této priloze.

Metody zkouseni uvedené v této piiloze se pouziji pro tcely potvrzovani.

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

A.  STANOVEN[ OBSAHU METHYLBENZOCHATU

2-methyl-7-benzyl-oxy-6-butyl-1,4-dihydro-4-oxychinolin-3-karboxyldt

Ucel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu methylbenzochétu v krmivech. Mez kvantifikace je 1 mg/kg.

Princip

Methylbenzochét se extrahuje ze vzorku pomoci methanolového roztoku kyseliny methansulfonové. Extrakt se
piecisti dichlormethanem, ionexovou chromatografii, a ndsledné pak znovu dichlormethanem. Obsah
methylbenzochdtu se stanovi metodou vysokouicinné kapalinové chromatografie (HPLC) na reverzni fizi s UV
detekei.

Chemikdlie

Dichlormethan.

Methanol, pro HPLC.

Mobilni fize HPLC.

Smés methanolu (3.2) a vody (pro HPLC) 75 + 25 (v + V).

Prefiltruje se filtrem 0,22 pm (4.5) a roztok se odplyni (napf. vystavi se ultrazvuku po dobu 10 minut).
Roztok kyseliny methansulfonové, ¢ = 2 %.

20 ml kyseliny methansulfonové se zfedi v 1 000 ml methanolu (3.2).
Roztok kyseliny chlorovodikové, ¢ = 10 %.

100 ml kyseliny chlorovodikové (p, 1,18 g/ml) se ziedi v 1 000 ml vody.
lIonex Amberlit CG — 120 (Na), 100-200 mesh.

100 g ionexu se rozmichd v 500 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.5) a za stdlého michéni se zahfeje na
topné desce k varu. Po ochlazeni se kyselina dekantuje. Filtruje se pres papirovy filtr za vakua. lonex se
proplachne dvakrdt 500 ml vody a potom 250 ml methanolu (3.2). Potom se ionex proplachne dalsimi 250 ml
methanolu a vysusi se prosdvanim vzduchu pfes filtracni kold¢. Vysuseny ionex se uchovava v uzaviené 1ahvi.
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3.7

4.1

4.2

4.3

4.4

4.4.1

4.5

4.6

5.1

5.1.1

5.2

5.3

Standardni latka: ¢isty methylbenzochdt (2-methyl-7-benzyl-oxy-6-butyl-1,4-dihydro-4-oxychinolin-3-karboxy-
lat).

Zékladni standardni roztok methylbenzochdtu, 500 pg/ml

Navazi se 50 mg standardni latky (3.7) s pfesnosti na 0,1 mg, rozpusti se ve 100 ml odmérné bance v roztoku
kyseliny methansulfonové (3.4), doplni se ji po znacku a promicha.

Pracovni standardni roztok methylbenzochdtu, 50 pg/ml

Do 50 ml odmérné baiiky se odpipetuje 5,0 ml zdkladniho standardniho roztoku methylbenzochatu (3.7.1),
doplni se methanolem (3.2) po znacku a promichd.

Kalibra¢ni roztoky

Do sady 25 ml odmérnych banék se odpipetuje 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 a 5,0 ml pracovniho standardniho roztoku
methylbenzochétu (3.7.2). Doplni se po znacku mobilni féz{ (3.3) a promichd. Tyto roztoky maji koncentrace
2,0, 4,0, 6,0, 8,0 a 10,0 pg/ml methylbenzochdtu. Tyto roztoky se pfipravuji Cerstvé pied pouZzitim.

Pfistroje a pomicky

Laboratorni michac{ zaiizeni.

Rota¢ni odparka.

Sklenénd kolona (250 mm x 15 mm) vybavend uzaviracim kohoutkem a nddrzkou s kapacitou asi 200 ml.
Zafizeni HPLC s ultrafialovym detektorem s nastavitelnou vinovou délkou nebo s detektorem diodového pole.
Kolona pro kapalinovou chromatografii: 300 mm x 4 mm, C;5, ndplii 10 pm nebo obdobnd.

Membranové filtry, 0,22 pm.

Membranové filtry, 0,45 pm.

Postup
Obecné pokyny

Provede se zkouska slepého vzorku krmiva, aby se prokdzalo, Ze v ném neni pfitomen ani methylbenzochit, ani
jiné rusivé latky.

Provede se zkouska na vytéznost u slepého vzorku krmiva, ke kterému bylo pfiddno takové mnozZstvi
methylbenzochétu, které odpovidd mnoZstvi ve vzorku. Pro obohaceni na tdroven 15 mglkg se pfidd ke
20 g slepého vzorku krmiva 600 pl zdkladniho standardniho roztoku (3.7.1), promichd se a po 10 minutdch se
zacne s extrakei (5.2).

Pozndmka: slepy vzorek krmiva pro tcel této metody je podobného typu jako vzorek a pii jeho zkousce nesmi
byt zjistén methylbenzochat.

Extrakce

Do 250 ml kénické banky se navazi s presnosti na 0,01 g asi 20 g upraveného vzorku. Pfidd se 100 ml roztoku
kyseliny methansulfonové (3.4) a mechanicky se tfepe (4.1) po dobu 30 minut. Roztok se prefiltruje pfes
papirovy filtr a filtrdt se pouzije na extrakci kapalina-kapalina (5.3).

Extrakce kapalina-kapalina

Do 500 ml délici nélevky obsahujici 100 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.5) se pfidd 25,0 ml filtrétu, ktery
byl ziskdn postupem uvedenym v bodé 5.2. Dile se do nélevky pfidd 100 ml dichlormethanu (3.1) a tiepe po
dobu jedné minuty. Potom se nechaji vrstvy separovat a spodni vrstva (dichlormethanu) se odpusti do 500 ml
barky s kulatym dnem. Extrakce vodné fize se opakuje se dvéma dal§imi 40 ml ddvkami dichlormethanu a ty se
spoji s prvnim extraktem v banice s kulatym dnem. Extrakt dichlormethanu se odpaif do sucha na rota¢ni
odparce (4.2) pfi snizeném tlaku a teploté 40 °C. Odparek se rozpusti v 20-25 ml methanolu (3.2), banka se
zazétkuje a cely extrakt se pouzije pro chromatografii s iontovou vyménou (5.4).
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5.4

5.4.1

5.4.2

5.5

5.6

5.6.1

5.6.2

5.6.3

Chromatografie s iontovou vyménou

Pfiprava ionexové kolony

Do dolniho konce sklenéné kolony (4.3) se vlozi tampon ze skelné vaty. Pipravi se suspenze z 5,0 g upraveného
ionexu (3.6) a z 50 ml kyseliny chlorovodikové (3.5). Tato smés se nalije do sklenéné kolony a nechd se usadit.
Prebytecnd kyselina se odpusti aZ tésné nad hladinu ionexu a kolona se promyva vodou, dokud protekly eludt

neni neutrdlni na lakmusovy papir. Potom se do kolony se nalije 50 ml methanolu (3.2) a nechd se stéci az
k povrchu ionexu.

Kolonovd chromatografie

Na kolonu se opatrné napipetuje ziskany extrakt (5.3). Baika s kulatym dnem se vyplachne dvéma dévkami
5-10 ml methanolu (3.2) a vyplachy se také ptevedou na kolonu. Kolona se promyje 50 ml methanolu tak, aby
pritok nepfesahoval 5 ml za minutu. Protekld kapalina se odstrani. Methylbenzochdt se eluuje z kolony 150 ml
roztoku kyseliny methansulfonové (3.4) a eludt se jimd do 250 ml kénické banky.

Extrakce kapalina-kapalina

Ziskany eludt (5.4.2) se pievede do 1 000 ml délici ndlevky. K6nickd barika se proplichne 5-10 ml methanolu
(3.2) a vyplach se piidd do délici ndlevky. Déle se do délici ndlevky pfidd 300 ml roztoku kyseliny chlorovodikové
(3.5) a 130 ml dichlormethanu (3.1). Tfepe se po dobu jedné minuty a potom se nechaji fize separovat. Spodni

vrstva (dichlormethanu) se odpusti do 500 ml barky s kulatym dnem. Extrakce vodné faze se opakuje se dvéma
dal§imi 70 ml ddvkami dichlormethanu a tyto extrakty se smisi s prvnim extraktem v batice s kulatym dnem.

Extrakt dichlormethanu se odpafi do sucha v rota¢ni odparce (4.2) pii snizeném tlaku a teploté 40 °C. Odparek
v barice se rozpusti v pfiblizné 5 ml methanolu (3.2) a tento roztok se kvantitativné prevede do 10 ml odmérné
barky. Banka s kulatym dnem se vyplichne dvéma dalsimi ddvkami 1-2 ml methanolu a opét se prevede do
odmérné banky. Barika se doplni po znacku methanolem a promichd. Alikvotni Cist se prefiltruje pies
membrénovy filtr (4.6). Tento roztok se pouzije pro stanoveni HPLC (5.6).

Stanoveni HPLC

Parametry

Nasledujici podminky jsou doporucené, mohou byt pouzity jiné podminky za ptedpokladu, Ze poskytuji
rovnocenné vysledky:

—  kolona pro kapalinovou chromatografii (4.4.1),
—  mobilni fize HPLC: smés methanolu a vody (3.3),
—  priitok: 1-1,5 ml/min,

—  vlnova délka detektoru: 265 nm,

—  objem ndstfiku: 20-50 pl.

Stabilita chromatografického systému se kontroluje opakovanym néstiikem kalibra¢niho roztoku (3.7.3)
obsahujictho 4 pg/ml, dokud se nedosahne konstantnich vysek nebo ploch pikt a konstantnich reten¢nich cast.

Kalibra¢ni ktivka
Provede se nékolikrat nastiik kazdého kalibracniho roztoku (3.7.3) a zméii vysky (plochy) piki pro kazdou

koncentraci. Kalibra¢ni kfivka se vytvoii vynesenim pramérnych hodnot vysek nebo ploch piki kalibra¢nich
roztokt proti piislusnym koncentracim v pg/ml.

Roztok vzorku

Opakované se nastfikuje extrakt vzorku (5.5) s pouzitim stejného objemu, jaky byl pouzit pro kalibra¢ni roztoky,
a urd¢i se prumérnd hodnota vysky (plochy) pikit methylbenzochatu.

Vypocet a vyjadieni vysledki

Z pramérnych hodnot vysek (ploch) pikd methylbenzochdtu v roztoku vzorku se stanovi koncentrace v roztoku
vzorku v pg/ml porovnanim s kalibra¢ni kiivkou (5.6.2).



L 54/112

Utedni véstnik Evropské unie 26.2.2009

7.1

7.2

7.3

Obsah methylbenzochdtu (w) ve vzorku v mgfkg se vypocitd podle ndsledujictho vzorce:

c x 40
W=
m
kde:
¢ = koncentrace methylbenzochdtu v roztoku vzorku v g/ml
m = hmotnost navazky vzorku v gramech.
Ovéfeni vysledkd
Identita

Identita analytu muaZe byt potvrzena opakovanym stanovenim s p¥idavkem nebo pomoci detektoru diodového
pole, ktery umoziuje porovnani spektra extraktu vzorku se spektrem kalibra¢cniho roztoku (3.7.3) obsahujictho
10 pg/ml methylbenzochdtu.

Opakované stanoveni s pfidavkem (co-chromatography)

Extrakt vzorku se obohati pfidinim vhodného mnozZstvi pracovniho standardniho roztoku (3.7.2). MnoZstvi
piidaného methylbenzochdtu musi byt podobné jako odhadovany obsah methylbenzochdtu v extraktu vzorku.

Pridavek se projevi pouze zvySenim piku methylbenzochdtu, a to tmérné k pfidanému mnozstvi a fedéni
extraktu. Sftka piku v poloviné maximdlni vysky se mfize odchylovat od $ftky pavodntho piku nejvyse o 10 %.

Detektor diodového pole

Vysledky jsou posuzovany podle nésledujicich kritérif:

a)  pfi vlnové délce maximdlni absorpce vzorku i standardu musi byt zdznam spektra zaznamenany ve
vrcholu piku na chromatogramu stejny s presnosti danou rozlisovaci schopnosti detekéniho systému. Pro
detektor diodového pole se uddva obvykle +2 nm;

b)  pii vinové délce mezi 220 a 350 nm se nesmi zdznam spektra ve zkouSeném vzorku a standardu
zaznamenany ve vrcholu piku chromatogramu lisit od ostatnich ¢sti spektra v rozsahu 10-100 %
relativni absorbance. Tohoto kritéria je dosazeno, jestlize jsou vykdzana stejnd maxima a jestlize odchylka
mezi dvéma spektry nikde nepiesahuje 15 % absorbance standardniho analytu;

¢)  pii vlnové délce mezi 220 a 350 nm se nesmi spektrum vzestupné &sti, vrcholu a sestupné Casti piku
zkouseného vzorku lisit od ostatnich v této ¢sti spektra v rozsahu 10-100 % relativni absorbance. Tohoto
kritéria je dosaZeno, jestlize jsou vykdzdna stejnd maxima a jestlize ve viech sledovanych bodech odchylka
mezi spektry nikde nepfesahuje 15 % absorbance spektra ve vrcholu piku.

Jestlize nékteré z téchto kritérii neni splnéno, pfitomnost analytu neni potvrzena.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u stejného vzorku nesmi piekrocit: 10 % relat.
z hodnoty vyssiho vysledku pfi obsahu methylbenzochitu od 4,0 do 20 mg/kg.

Vyitéznost

Vytéznost pro obohaceny vzorek musi byt nejméné 90 %.

Vysledky kruhovych testi

V deseti laboratofich bylo zkouseno pét vzorkd. U kazdého vzorku byly provedeny dvé zkousky.

Slepy vzorek | Sypké krmivo Pelety 1 Sypké krmivo Pelety 2
rmiva 1 aey 2 eey
priimér (mg/kg) ND 4,50 4,50 8,90 8,70
s, (mg/kg) — 0,30 0,20 0,60 0,50



26.2.2009

Utedni véstnik Evropské unie L 54/113

3.1
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3.4

3.5

3.5.1

Slepy vzorek | Sypké krmivo Pelety 1 Sypké krmivo Pelety 2
rmiva 1 2
CV, (%) — 6,70 4,40 6,70 5,70
sg (mg/kg) — 0,40 0,50 0,90 1,00
CVy (%) — 8,90 11,10 10,10 11,50
Vytéznost (%) — 92,00 93,00 92,00 89,00

ND = nezjisténo

s, = standardni odchylka opakovatelnosti
CV, = varia¢ni koeficient opakovatelnosti v %
s = standardni odchylka reprodukovatelnosti

CVy = variaéni koeficient reprodukovatelnosti v %.

B.  STANOVENI OLACHINDOXU

2-[N-2"~(hydroxyethyl)karbamoyl]-3-methylchinoxalin-N1,N*-dioxid

Ucel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu olachindoxu v krmivech. Mez kvantifikace je 5 mg/kg.

Princip

Vzorek se extrahuje smési vody a methanolu. Obsah olachindoxu se stanovi vysokot¢innou kapalinovou
chromatografii (HPLC) na reverzni fdzi za pouziti UV detektoru.

Chemikilie

Methanol.

Methanol, pro HPLC.

Voda, pro HPLC.

Mobilni fize pro HPLC.

Smés vody (3.3) a methanolu (3.2), 900 + 100 (V + V).

Standardni ldtka: ¢isty olachindox 2-[N-2'-(hydroxyethyl)karbomoyl]-3-methylchinoxalin-N',N*-dioxid, E 851.
Olachindox, zdkladn{ standardni roztok, 250 pg/ml

Do 200 ml odmérné baiiky se navdzi 50 mg olachindoxu (3.5) s pfesnosti na 0,1 mg a piidd se asi 190 ml vody.
Barika se postavi na 20 minut do ultrazvukové 1dzné (4.1). Po vyjmuti z ultrazvukové ldzné se roztok ochladi na
laboratorni teplotu, doplni vodou po znacku a promichd. Bafika se obali hlintkovou f6lif a uschovd v chladnicce.
Tento roztok se musi pfipravovat Cerstvy kazdy mésic.

Olachindox, pracovni standardni roztok, 25 pg/ml

10,0 ml zdkladniho standardniho roztoku (3.5.1) se pfevede do 100 ml odmérné bariky, doplni se po znacku
mobilni fizi (3.4) a promichd. Banka se obali hlinikovou folif a uschovd v chladni¢ce. Tento roztok se musi
piipravovat denné Cerstvy.

Kalibra¢ni roztoky

Do sady 50 ml odmérnych banék se odpipetuje 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0 a 20,0 ml pracovniho standardniho
roztoku (3.5.2). Doplni se po znacku mobilni fézi (3.4) a promichd. Bariky se obali hlinikovou f6lif. Tyto roztoky
odpovidaji 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 a 10,0 pg/ml olachindoxu.

Tyto roztoky se musi pfipravovat denné Cerstvé.
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4. Pfistroje a pomiicky

4.1 Ultrazvukovd lazen.

4.2 Mechanické michaci zafizeni.

4.3 Zatizeni HPLC s UV detektorem s nastavitelnou vlnovou délkou nebo s detektorem diodového pole.
431 Kolona pro kapalinovou chromatografii, 250 mm x 4 mm, C;g, néplii 10 pm nebo obdobna.

4.4 Membréanové filtry, 0,45 pm.

5. Postup

Pozndmka: Olachindox je citlivy na svétlo. Vsechny postupy se musi provddét pii tlumeném svétle nebo
v nddobéch z tmavého skla.

5.1 Obecné pokyny
5.1.1 Provede se zkouska slepého vzorku krmiva pro kontrolu, zda neobsahuje olachindox nebo jiné rusivé latky.
5.1.2 Zkouska na vytéznost se provede na slepém vzorku krmiva, ke kterému bylo pfidino takové mnozstvi

olachindoxu, které odpovidd obsahu ve vzorku. Pro obohaceni na drovern 50 mg/kg se odpipetuje 10,0 ml
zdkladniho standardniho roztoku (3.5.1) do 250 ml kénické barky a roztok se odpaii na objem asi 0,5 ml. Pfidd
se 50 g slepého vzorku krmiva, fddné se promichd a nechd se 10 minut odstdt, pficemz se jesté nékolikrdt
promicha. Déle se pokracuje s extrakei podle bodu 5.2.

Pozndmka: Pro Géely této metody je slepy vzorek krmiva podobného typu jako zkouseny vzorek a nesmi byt
zjistén olachindox.

5.2 Extrakce

Navézi se piiblizné 50 g vzorku s presnosti na 0,01 g. Pfenese se do kénické bariky o obsahu 1 000 ml, pfidd se
100 ml methanolu (3.1) a barika se umisti na pét minut do ultrazvukové ldzné (4.1). Pfidd se 410 ml vody
a ponechd se v ultrazvukové 1azni dalich 15 minut. Bafika se vyjme z ultrazvukové ldzné, ddle se tfepe 30 minut
na michacim zafizeni (4.2) a potom se prefiltruje sloZzenym filtrem. 10,0 ml filtrdtu se pfenese do 20 ml
odmérné bariky, doplni se vodou po znacku a promicha. Pomérnd &dst se prefiltruje membranovym filtrem (4.4).
(viz bod 9 Pozndmka). Déle se pokracuje se stanovenim HPLC (5.3).

5.3 Stanoveni HPLC
5.3.1 Parametry:

Nasledujici podminky jsou doporucené, mohou byt pouzity jiné podminky za ptedpokladu, Ze poskytuji
rovnocenné vysledky:

Analytickd kolona smés vody (3.3) a methanolu (3.2), 900 + 100 (V + V)

4.3.1)

Mobilni fize (3.4):

Priitok: 1,5-2 ml/min
Detekéni vinova délka: 380 nm
Objem nastiiku: 20 pl-100 pl

Stabilita chromatografického systému se kontroluje opakovanym néstiikem kalibracniho roztoku (3.5.3), ktery
obsahuje 2,5 pg/ml, dokud se nedosdhne konstantnich vysek pika a konstantnich reten¢nich cast.

5.3.2 Kalibra¢ni kfivka
Provede se nékolikrat ndstiik kazdého kalibracniho roztoku (3.5.3) a zméfi se primérnd hodnota vysky (plochy)

pikt pro kazdou koncentraci. Kalibra¢ni kiivka se vytvoii vynesenim priimérnych hodnot vysek (ploch) pika
kalibra¢nich roztoka proti piislusnym koncentracim v pg/ml.

5.3.3 Roztok vzorku

Provede se nékolik ndstiika extraktu vzorku (5.2) pii pouziti stejného objemu jako u kalibracnich roztokd
a zméH se primérnd hodnota vysky (plochy) pikil olachindoxu.
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6.

7.1

7.2

7.3

Vypocet a vyjadieni vysledki

Z prumérné hodnoty vysky (plochy) piki olachindoxu v roztoku vzorku se stanovi koncentrace v roztoku
vzorku v pg/ml porovndnim s kalibra¢ni kiivkou (5.3.2).

Obsah olachindoxu ve vzorku (w) v mg/kg se vypocitd podle ndsledujictho vzorce:

¢ x 1000
w=s——
m

kde:

¢ = koncentrace olachindoxu v extraktu vzorku (5.2) v pg/ml

m = hmotnost navdzky vzorku v g (5.2).

Ovéfeni vysledki
Identita

Identita analytu mize byt potvrzena opakovanym stanovenim s pfidavkem (co-chromatography) nebo vyuzitim
detektoru diodového pole, pficemz se porovnavaji spektra extraktu vzorku (5.2) a kalibracniho roztoku (3.5.3),
obsahujictho 5,0 pg/ml.

Opakované stanoveni s pridavkem (co-chromatography)

Extrakt vzorku (5.2) se obohati piidavkem pfiméfeného mnozstvi kalibra¢niho roztoku (3.5.3). Mnozstvi
piidaného olachindoxu musi odpovidat mnozstvi olachindoxu nalezeného v extraktu vzorku.

Pridavek se projevi pouze zvySenim piku olachindoxu, a to imérné k pfidanému mnozstvi a Fedéni extraktu.
Sitka piku v poloviné jeho vysky musi byt v rozmezi £10 % ptvodni $itky piku olachindoxu v neobohaceném
extraktu vzorku.

Detektor diodového pole

Vysledky jsou posuzovany podle ndsledujicich kritérif:

a)  pii vlnové délce maximalni absorpce vzorku i standardu musi byt zdznam spektra zaznamenany ve
vrcholu piku na chromatogramu stejny s nepfesnosti danou rozliSovaci schopnosti detekéniho systému.
Pro detektor diodového pole se uddvéd obvykle +2 nm;

b)  pii vlnové délce mezi 220 a 400 nm se nesmi zdznam spektra zkouseného vzorku a standardu
zaznamenany ve vrcholu piku chromatogramu liSit od ostatnich ¢dsti spektra v rozsahu 10-100 %
relativni absorbance. Tohoto kritéria je dosazeno, jestlize jsou vykdzdna stejnd maxima a jestlize odchylka
mezi dvéma spektry nikde nepfesahuje 15 % absorbance standardntho analytu;

¢)  pii vlnové délce mezi 220 a 400 nm se nesmi spektrum vzestupné &sti, vrcholu a sestupné Casti piku
zkouseného vzorku lisit od ostatnich ¢asti spektra v rozsahu 10-100 % relativni absorbance. Tohoto
kritéria je dosazeno, jestliZe jsou vykdzdna stejnd maxima a jestlize ve viech sledovanych bodech odchylka
mezi spektry nepfesahuje nikde 15 % absorbance spektra ve vrcholu piku.

Jestlize nékteré z téchto kritérii neni splnéno, piitomnost analytu neni potvrzena.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku nesmi presahnout 15 % relat.
z vysstho vysledku pii obsahu olachindoxu mezi 10 a 200 mg/kg.

Vytéznost

Vytéznost pro obohaceny slepy vzorek krmiva musi byt nejméné 90 %.
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3.4

Vysledky kruhovych testi

V rdmci ES byly provedeny kruhové testy, pfi nichz az 13 laboratoii zkouselo ¢tyii vzorky krmiva pro selata,
véetné jednoho slepého vzorku. Vysledky jsou uvedeny v ndsledujici tabulce:

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4

L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
pramér (mg/kg) — 14,6 48,0 95,4
S: (mg/kg) — 0,82 2,05 6,36
Sr (mgfkg) — 1,62 4,28 8,42
v, (%) — 5,6 43 6,7
CVi (%) — 11,1 8,9 8,8
Deklarovany obsah
(mg/kg) — 15 50 100
vytéznost % — 97,3 96,0 95,4

= pocet laboratoi{
n = pocet jednotlivych hodnot
S, = standardni odchylka opakovatelnosti
Sg = standardni odchylka reprodukovatelnosti

CV, = variacni koeficient opakovatelnosti
CVy = varia¢ni koeficient reprodukovatelnosti.

Pozndmka

Ackoliv tato metoda nebyla ovéfena pro krmiva obsahujici vice nez 100 mg/kg olachindoxu, je mozné obdrzet
uspokojivé vysledky mensi navdzkou vzorku a/nebo ziedénim extraktu (5.2) tak, aby se dosdhlo koncentrace
v rozsahu kalibra¢ni kiivky (5.3.2).

C.  STANOVENI OBSAHU AMPROLIA

1-[(4-amino-2-propyl-pyrimidinyl)-metyl]-2-picoliniumchlorid hydrochlorid

Ué¢el a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu amprolia v krmivech a premixech. Mez detekce je 1 mg/kg, mez
kvantifikace je 5 mg/kg.

Princip

Vzorek se extrahuje smési methanolu a vody. Po zfedéni mobilni fézi a membranové filtraci se obsah amprolia
stanovi vysokotcinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) s vyménou kationtd a UV detekci.

Chemikilie

Methanol.

Acetonitril, pro HPLC.

Voda, pro HPLC.

Roztok dihydrogenfosfore¢nanu sodného, ¢ = 0,1 mol/l.

13,80 g dihydrogenfosforecnanu sodného se rozpusti ve vodé (3.3) v odmérné bafice o objemu 1 000 ml, doplni
se vodou (3.3) po znacku a promichd.
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3.5

3.6

3.7

3.7.1

3.7.2

3.7.3

3.8

4.2

43

4.4

4.5

Roztok chloristanu sodného, ¢ = 1,6 mol/l.

224,74 g chloristanu sodného se rozpusti ve vodé (3.3) v odmérné bance o objemu 1 000 ml, doplni se vodou
(3.3) po znacku a promichd.

Mobilni fize pro HPLC (viz pozndmka 9.1).

Smés acetonitrilu (3.2), roztoku dihydrogenfosfore¢nanu sodného (3.4) a roztoku chloristanu sodného (3.5),
450 + 450 + 100 (v + v + v). Roztok se pfed pouzitim prefiltruje pres membranovy filtr 0,22 pm (4.3) a od-
plyni (napf. v ultrazvukové ldzni (4.4) po dobu nejméné 15 minut).

Standardni ldtka: amprolium, ¢isté, 1-[(4-amino-2-propyl-5-pyrimidinyl)-methyl]-2-picoliniumchlorid hydro-
chlorid, E 750 (viz 9.2).

Zékladni standardni roztok amprolia, 500 pg/ml

Do 100 ml odmérné banky se s presnosti na 0,1 mg navdzi 50 mg amprolia (3.7), rozpusti se v 80 ml
methanolu (3.1) a vlozi se na 10 minut do ultrazvukové 14zné (4.4). Po vyjmuti z ultrazvukové ldzné se roztok
ochladi na laboratorni teplotu, doplni vodou po znacku a promicha. Roztok je pii teploté < 4 °C stdly jeden
mésic.

Amprolium, pracovni standardni roztok, 50 pg/ml

Do 50 ml odmérné banky se napipetuje 5,0 ml zdkladniho standardniho roztoku (3.7.1), doplni se po znacku
extrakéni smési (3.8) a promichd. Roztok je pii teploté < 4 °C stily jeden mésic.

Kalibra¢ni roztoky

Do sady 50 ml odmérnych banék se napipetuje 0,5, 1,0 a 2,0 ml pracovniho standardniho roztoku (3.7.2).
Doplni se po znac¢ku mobilni fézi (3.6) a promichd. Tyto roztoky obsahuji 0,5, 1,0 a 2,0 ug amprolia v 1 ml. Tyto
roztoky se musi pfipravovat Cerstvé pred pouZitim.

Extrakéni smés.

Smés methanolu (3.1) a vody, 2 + 1 (v + v).

Pfistroje a pomiicky

Zafizeni HPLC s ddvkovacim systémem pro injektované objemy 100 pl.

Kolona pro kapalinovou chromatografii, 125 mm x 4 mm, katex Nucleosil 10 SA, néplii 5 nebo 10 pm, nebo
obdobna.

UV detektor s nastavitelnou vinovou délkou nebo detektor diodového pole.
Membrénovy filtr, materidl PTFE, velikost port 0,45 pm.

Membranovy filtr, 0,22 pm.

Ultrazvukovd lazen.

Mechanické nebo magnetické michaci zafizeni.

Postup

Obecné pokyny

Slepy vzorek krmiva

Pro provedeni zkousky na vytéznost (5.1.2) se provede zkouska slepého vzorku krmiva za Gi¢elem kontroly, Ze ve

vzorku neni pfitomno amprolium ani jiné rusivé latky. Slepy vzorek krmiva je podobného slozeni jako zkouseny
vzorek a nesmi byt zji§téno amprolium ani rusivé latky.
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5.2

5.2.1

5.3

Zkouska na vytéznost

Zkouska na vytéZnost se provede na slepém vzorku krmiva, ke kterému bylo pfiddno takové mnozstvi amprolia,
které odpovidd mnozstvi amprolia ve zkouSeném vzorku. Pro obohaceni na obsah 100 mglkg se prevede
10,0 ml zdkladniho standardniho roztoku (3.7.1) do 250 ml kénické banky a roztok se odpaif na piiblizné
0,5 ml. Poté se pfidd 50 g slepého vzorku krmiva. Dukladné se promichd, nechd se 10 minut stit a pred
zahdjenim extrakce (5.2) se znovu nékolikrdt promichd.

Neni-li k dispozici slepy vzorek krmiva podobného sloZeni jako zkouseny vzorek (viz 5.1.1), Ize provést zkousku
na vytéznost metodou standardniho piidavku. V tom piipadé se ke zkousenému vzorku pfidd piiblizné stejné
mnozstvi amprolia, jaké je ve vzorku jiz obsazeno. Obohaceny vzorek se potom zkousi spole¢né se vzorkem
neobohacenym a vytéZnost se vypocte odectenim.

Extrakce
Krmiva a premixy (obsah amprolia < 1 %)

Podle obsahu amprolia se do 500 ml kénické banky navazi 5-40 g vzorku s pfesnosti na 0,01 g a pfidd se
200 ml extrakéni smési (3.8). Barika se vlozi na 15 minut do ultrazvukové 1dzné (4.4). Poté se vyjme a 1 hodinu
tiepe nebo michd na magnetickém michacim zafizeni (4.5). Alikvotni ¢ést extraktu se zfedi mobilni féz{ (3.6) na
obsah amprolia 0,5-2 pg/ml a promichd se (viz pozndmka 9.3). 5-10 ml tohoto nafedéného roztoku se
piefiltruje pfes membranovy filtr (4.2). Déle se pokracuje se stanovenim HPLC (5.3).

Premixy (obsah amprolia > 1 %)

Podle obsahu amprolia se do 500 ml kénické banky navazi 1-4 g premixu s presnosti na 0,001 g a pridd se
200 ml extrakéni smési (3.8). Barika se vlozi na 15 minut do ultrazvukové 14zné (4.4). Poté se vyjme a 1 hodinu
tiepe nebo michd na magnetickém michacim zafizeni (4.5). Alikvotni ¢ast extraktu se zfedi mobilni fdzi (3.6) na
obsah amprolia mezi 0,5-2 pg/ml a promichd se. 5-10 ml tohoto zfedéného roztoku se prefiltruje pies
membranovy filtr (4.2). Déle se pokracuje se stanovenim HPLC (5.3).

Stanoveni HPLC
Parametry:

Nasledujici podminky jsou doporucené, mohou byt pouzity jiné podminky za ptedpokladu, Ze poskytuji
rovnocenné vysledky.

Kolona pro kapalinovou chro- 125 mm x 4 mm, katex Nucleosil 10 SA, ndplii 5 nebo 10 pm nebo obdobnd
matografii (4.1.1):

Mobilni fize (3.6): smés acetonitrilu (3.2), roztoku dihydrogenfosfore¢nanu sodného (3.4)
a roztoku chloristanu sodného (3.5), 450 + 450 + 100 (v + v + v).

Pritok: 0,7-1 ml/min

Detekéni vinovd délka: 264 nm

Objem nastiiku: 100 pl

Stabilita chromatografického systému se kontroluje opakovanym néstiikem kalibra¢niho roztoku (3.7.3), ktery
obsahuje 1,0 pg/ml, dokud se nedosdhne konstantnich vysek pika a konstantnich retencnich cast.

Kalibraéni kfivka
Provede se nékolikrdt ndstiik kazdého kalibra¢niho roztoku (3.7.3) a zméfi se primérnd hodnota vysek (ploch)

pikt pro kazdou koncentraci. Kalibra¢ni kiivka se vytvoii vynesenim primeérnych hodnot vysek nebo ploch pika
kalibra¢nich roztoka proti piislusnym koncentracim v pg/ml.

Roztok vzorku

Provede se nékolik ndstiiki extraktu vzorku (5.2) pfi pouziti stejného objemu jako u kalibra¢nich roztokd a zjisti
se pramérnd hodnota vysek (ploch) pikii amprolia.

Vypolet a vyjidfeni vysledki

Z pramérné hodnoty vysky (plochy) piki amprolia u roztoku vzorku se podle kalibra¢ni kiivky (5.3.2) stanovi
koncentrace roztoku vzorku v pg/ml.
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7.1

7.2

7.3

Obsah amprolia (w) v mg/kg ve vzorku se vypocte podle nésledujiciho vzorce:

kde:

v

C

objem extrakéni smési (3.8) v ml podle 5.2 (tj. 200 ml)

koncentrace amprolia v extraktu vzorku (5.2) v pg/ml
f = faktor fedéni podle 5.2
m = hmotnost navdzky vzorku v g.

Ovéfeni vysledkit
Identita
Identitu analytti Ize potvrdit opakovanym stanovenim s piidavkem (co-chromatography) nebo pomoci detektoru

diodového pole, pficemz se porovndvaji spektra roztoku vzorku (5.2) a kalibracniho roztoku (3.7.3)
obsahujictho 2,0 pg/ml.

Opakované stanoveni s pfidavkem (co-chromatography)

K roztoku vzorku (5.2) se pfidd vhodné mnozstvi kalibra¢niho roztoku (3.7.3). Pfidané mnozstvi amprolia musi
odpovidat obsahu amprolia v extraktu vzorku.

Piidavek se projevi pouze zvysenfm piku amprolia, a to imérné k ptidanému mnozstvi a fedéni extraktu. Sitka
piku v poloviné maximalni vysky se mutze odchylovat od sitky ptvodnitho piku amprolia v neobohaceném
extraktu vzorku nejvyse o +10 %.

Detektor diodového pole

Vysledky jsou posuzovany podle nésledujicich kritérif:

a)  pii vlnové délce maximdlni absorpce vzorku i standardu musi byt zdznam spektra zaznamenany ve
vrcholu piku na chromatogramu stejny s presnosti danou rozlisovaci schopnosti detekéniho systému. Pro
detektor diodového pole se udavd obvykle +2 nm;

b)  pii vinové délce mezi 210 a 320 nm se nesmi zdznam spektra ve zkouSeném vzorku a standardu
zaznamenany ve vrcholu piku chromatogramu lisit od ostatnich ¢asti spektra v rozsahu 10-100 %
relativni absorbance. Tohoto kritéria je dosazeno, jestlize jsou vykdzana stejnd maxima a jestlize odchylka
mezi dvéma spektry nikde nepfesahuje 15 % absorbance standardniho analytu;

¢)  pfi vinové délce mezi 210 a 320 nm se nesmi spektrum vzestupné Casti, vrcholu a sestupné ¢asti piku
zkouseného vzorku lisit od ostatnich ¢dsti spektra v rozsahu 10-100 % relativni absorbance. Tohoto
kritéria je dosazZeno, jestliZe jsou vykdzdna stejnd maxima a jestlize ve viech sledovanych bodech odchylka
mezi spektry nepfesahuje nikde 15 % absorbance spektra ve vrcholu piku.

Neni-li nékteré z téchto kritérii splnéno, pfitomnost analytu neni potvrzena.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u téhoz vzorku nesmi piekrocit
— 15 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku u obsahu amprolia mezi 25 mg/kg a 500 mg/kg,
— 75 mg[kg u obsahu amprolia mezi 500 mgfkg a 1 000 mg/kg,

— 7,5 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku u obsahu amprolia vysstho nez 1 000 mg/kg.

Vyitéznost

Pro obohaceny (slepy) vzorek musi byt vytéznost nejméné 90 %.
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9.1

9.2

9.3

3.1

3.2

Vysledky kruhovych testi

Pii kruhovych testech byla zkousena tfi krmiva pro dribez (vzorky 1-3), minerdlni krmivo (vzorek 4) a premix
(vzorek 5). Vysledky jsou shrnuty v nize uvedené tabulce.

vzorek 1
(slepé vzorek 2 vzorek 3 vzorek 4 vzorek 5

krmivo)
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
primér (mg/kg) — 45,5 188 5129 25 140
s, (mg/kg) — 2,26 3,57 178 550
CV; (%) — 4,95 1,90 3,46 2,20
s (mgfkg) — 2,95 11,8 266 760
CVy (%) — 6,47 6,27 5,19 3,00
Deklarovany obsah (mg/kg) — 50 200 5000 25 000
L = pocet laboratoif
n = pocet jednotlivych hodnot
s, = standardni odchylka opakovatelnosti

CV, = variacni koeficient opakovatelnosti

sg = standardni odchylka reprodukovatelnosti

CVy = varia¢ni koeficient reprodukovatelnosti.

Pozndmky

Obsahuje-li vzorek thiamin, objevi se pik thiaminu v chromatogramu krétce pred pikem amprolia. Pfi pouziti
této metody by se amprolium a thiamin mély oddélit. Nejsou-li amprolium a thiamin separovany kolonou (4.1.1)
pouzitou pfi této metodé, upravi se mobilni fize (3.6) nahrazenim az 50 % acetonitrilu methanolem.

Podle britského 1¢kopisu vykazuje spektrum roztoku amprolia (¢ = 0,02 mol/l) v kyseliné chlorovodikové (c =
0,1 mol/l) maxima p#i 246 nm a 262 nm. Absorbance by méla ¢init 0,84 pfi 246 nm a 0,80 pfi 262 nm.

Extrakt by se vZdy mél fedit mobilni fdzi, jelikoZ jinak se retencni ¢as piku amprolia zna¢né posouvd zménami
iontové sily.

D. STANOVENI OBSAHU CARBADOXU

Methyl-3-(2-chinoxalinylmethylen)-carbazat-N',N*-dioxid

Ucel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu carbadoxu v krmivech, premixech a pfipravcich. Mez detekce je 1 mg/
kg, mez kvantifikace je 5 mg/kg.

Princip

Vzorek se zvlhéi vodou a poté se extrahuje smési methanolu a acetonitrilu. U krmiv se alikvotn{ ¢4st extraktu po
filtraci precisti na koloné s oxidem hlinitym. Extrakt z premixt a piipravkd se piimo fedi na vhodnou
koncentraci smési vody, methanolu a acetonitrilu. Obsah carbadoxu se stanovi vysokotcinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC) na reverzni fdzi s UV detekei.

Chemikilie
Methanol.

Acetonitril, pro HPLC.
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3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.11.1

3.11.2

4.1

4.2

Kyselina octovd, w = 100 %.

Oxid hlinity: neutrdlni, stuperi aktivity L.

Smés methanolu a acetonitrilu 1 + 1 (v + v).

500 ml methanolu (3.1) se smichd s 500 ml acetonitrilu (3.2).
Kyselina octovd, 6 = 10 %.

10 ml kyseliny octové (3.3) se smichd se 100 ml vody.

Octan sodny.

Voda, pro HPLC.

Octanovy tlumivy roztok, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6,0.

0,82 g octanu sodného (3.7) se rozpusti v 700 ml vody (3.8) a kyselinou octovou (3.6) se upravi pH na 6,0.
Roztok se prevede do odmérné banky o objemu 1 000 ml, doplni se vodou (3.8) po znacku a promichd.

Mobilni fize pro HPLC.
825 ml octanového tlumivého roztoku (3.9) se smichd se 175 ml acetonitrilu (3.2).

Roztok se prefiltruje pfes membranovy filtr 0,22 pm (4.5) a odplyni se (napf. v ultrazvukové ldzni po dobu
10 minut).

Standardni ldtka.
Cisty carbadox: Methyl-3-(2-chinoxalinylmethylen)-carbazat-N' N*-dioxid, E 850.

Carbadox, zdkladni standardni roztok, 100 pg/ml (viz pozndmka v bodé 5
Postup):

Do 250 ml odmérné banky se navazi 25 mg carbadoxu (3.11) s pfesnosti na 0,1 mg. Rozpusti se ve smési
methanolu a acetonitrilu (3.5) v ultrazvukové lazni (4.7). Po plisobeni ultrazvuku se roztok ochladi na
laboratorni teplotu, doplni se smési methanolu a acetonitrilu (3.5) po znacku a promichd. Bafka se obali
hlinikovou folif (nebo se pouzije odmérnd banka z tmavého skla) a uchovavd se v chladni¢ce. Roztok je pii
teploté < 4 °C staly jeden mésic.

Kalibra¢ni roztoky

Do sady 100 ml odmérnych banék se pfenese 2,0, 5,0, 10,0 a 20,0 ml zdkladniho standardniho roztoku
(3.11.1). Pfidd se po 30 ml vody, doplni se po znacku smési methanolu a acetonitrilu (3.5) a promichd. Baiiky se
obali hlintkovou f6lii. Tyto roztoky obsahuji 2,0, 5,0, 10,0 a 20,0 pg carbadoxu v 1 ml.

Kalibracni roztoky se piipravuji Cerstvé pied pouzitim.

Pozndmka: Pro stanoveni carbadoxu v krmivech obsahujicich méné nez 10 mg/kg se musi pfipravovat kalibra¢ni
roztoky s koncentraci niz$i nez 2,0 pg/ml.

Smés vody a smési methanolu a acetonitrilu (3.5), 300 + 700 (v + v).

300 ml vody se smichd se 700 ml smési methanolu a acetonitrilu (3.5).

Pfistroje a pomiicky

Laboratorni mechanické nebo magnetické michaci zafizeni.

Filtra¢n{ papir ze sklenénych vldken (Whatman GF/A nebo obdobny).
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4.3

4.4

4.4.1

4.4.2

4.5

4.6

4.7

5.1

5.2

Sklenénd kolona (délka 300-400 mm, vnitini pramér piiblizné 10 mm) s fritou a vypoustécim kohoutem.

Pozndmka: Lze pouzit i sklenénou kolonu s kohoutem a kénicky ztzenou sklenénou kolonu; v tom piipadé se
do spodni ¢asti kolony vlozi mald zdtka ze skelné vaty a utésni se pomoci sklenéné tycinky.

Zafizeni HPLC s dédvkovacim systémem pro injektované objemy 20 pl.

Kolona pro kapalinovou chromatografii: 300 mm x 4 mm, C;g, néplii 10 pm nebo obdobné.

UV detektor s nastavitelnou vlnovou délkou nebo detektor diodového pole s méficim rozsahem 225-400 nm.

Membranovy filtr, 0,22 pm.

Membranovy filtr, 0,45 pm.

Ultrazvukova lazen.

Postup

Pozndmka: Carbadox je citlivy na svétlo. Cely postup se musi provadét pii tlumeném svétle nebo je tieba pouzit
nddobi z tmavého skla nebo sklo obalit hlinikovou foli.

Obecné pokyny
Slepy vzorek krmiva

Pro provedeni zkousky na vytéznost (5.1.2) se provede zkouska slepého vzorku krmiva za ti¢elem kontroly, ze
neni pfitomen ani carbadox, ani rusivé litky. Slepy vzorek krmiva md podobné slozeni jako zkoumany vzorek
a nesmi byt zji§tén carbadox ani rusivé latky.

Zkouska na vytézinost

Zkouska na vytéznost se provede na slepém vzorku krmiva (5.1.1), ke kterému bylo pfidino takové mnozstvi
carbadoxu, které odpovidd mnozstvi carbadoxu ve zkouseném vzorku. Pro obohaceni na obsah 50 mg/kg se
5,0 ml zdkladniho standardniho roztoku (3.11.1) pfevede do 200 ml kénické banky. Roztok se v proudu dusiku
odpaif na piiblizné 0,5 ml. Piid4 se 10 g slepého vzorku krmiva, promichd se a po deseti minutich se miize zacit
s extrakef (5.2).

Neni-li k dispozici slepy vzorek krmiva podobného sloZeni jako zkouseny vzorek (viz 5.1.1), Ize provést zkousku
na vytéznost metodou standardniho pfidavku. V tom piipadé se ke zkousenému vzorku pfidéd piiblizné stejné
mnozstvi carbadoxu, jaké je ve vzorku jiz obsazeno. Obohaceny vzorek se potom zkousi spolecné se vzorkem
neobohacenym a vytéznost se vypocte odectenim.

Extrakce
Krmiva

Do 200 ml kénické banky se navdzi 10 g vzorku s pfesnosti na 0,01 g. Pfidd se 15,0 ml vody, promichd se
a nechd se 5 minut stat. Poté se pfidd 35,0 ml smési methanolu a acetonitrilu (3.5), banka se uzavie a 30 minut
se protiepdvd nebo michd na magnetickém michacim zafizeni (4.1). Roztok se piefiltruje pes filtr ze sklenénych
vldken (4.2). Tento roztok se pouzije k ¢isténi (5.3).

Premixy (0,1-2,0 %)

Do 200 ml kénické banky se navdzi 1 g nemletého vzorku s piesnosti na 0,001 g. Pfidd se 15,0 ml vody,
promichd se a nechd se 5 minut stit. Poté se pfidd 35,0 ml smési methanolu a acetonitrilu (3.5), barika se uzavie
a 30 minut se protiepavéd nebo michd na magnetickém michacim zafizeni (4.1). Roztok se piefiltruje pies filtr ze
sklenénych vldken (4.2).
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5.4

5.4.1

5.4.2

543

Alikvotni ¢ast filtrdtu se odpipetuje do 50 ml odmérné banky. Pfidd se 15,0 ml vody, doplni se po znacku smési
methanolu a acetonitrilu (3.5) a promichd. Koncentrace carbadoxu v kone¢ném roztoku je pfiblizné 10 pg/ml.
Alikvotni ¢dst se prefiltruje pres filtr 0,45 pum (4.6).

Dile se pokracuje se stanovenim HPLC (5.4).

Piipravky (> 2 %)
Do 250 ml kénické banky se navdzi 0,2 g nemletého vzorku s pfesnosti na 0,001 g. Pfidd se 45,0 ml vody,
promichd se a nechd se 5 minut stit. Poté se pfidd 105,0 ml smési methanolu a acetonitrilu (3.5), banka se

uzavie a homogenizuje. Banka se vlozi na 15 minut do ultrazvukové ldzné (4.7) a poté se 15 minut tfepe nebo
michd na magnetickém michacim zafizeni (4.1). Roztok se piefiltruje pies filtr ze sklenénych vldken (4.2).

Alikvotni &st filtrdtu se ziedi smési vody, methanolu a acetonitrilu (3.12) tak, aby se ziskala koncentrace
carbadoxu 10-15 pg/ml (pro 10 % piipravek je faktor fedéni 10). Alikvotni ast se prefiltruje ptes filtr 0,45 pm
(4.6).

Dile se pokracuje se stanovenim HPLC (5.4).

Cistent

Piiprava kolony s oxidem hlinitym

Do sklenéné kolony (4.3) se navazi 4 g oxidu hlinitého (3.4).
Cisténi vzorku

Na kolonu s oxidem hlinitym se nanese 15 ml pfefiltrovaného extraktu (5.2.1) a prvni 2 ml eludtu se odstrani.
Nésledujicich 5 ml se zachycuje, alikvotni ¢dst se prefiltruje pres filtr 0,45 pum (4.6).

Dile se pokracuje se stanovenim HPLC (5.4).

Stanoveni HPLC
Parametry

Nasledujici podminky jsou doporucené, mohou byt pouzity jiné podminky za ptedpokladu, Ze poskytuji
rovnocenné vysledky:

Kolona pro kapalinovou chro- 300 mm x 4 mm, C;g, ndplii 10 pm nebo obdobnd
matografii (4.4.1):

Mobilni fize (3.10): Smés octanového tlumivého roztoku (3.9) a acetonitrilu (3.2), 825 + 175 (v+v)
Préitok: 1,5-2 ml/min

Detekéni vinova délka: 365 nm

Objem nastiiku: 20 ul

Stabilita chromatografického systému se kontroluje opakovanym néstiikem kalibra¢niho roztoku (3.11.2), ktery
obsahuje 5,0 pg/ml, dokud se nedosdhne konstantnich vysek (ploch) pikt a konstantnich retenc¢nich cast.

Kalibra¢ni kfivka
Provede se nékolikrat ndstiik kazdého kalibra¢niho roztoku (3.11.2) a zméii se vysky (plochy) pikti pro kazdou

koncentraci. Kalibra¢ni kiivka se vytvoif vynesenim primérnych hodnot vysek (ploch) pikd proti prislusnym
koncentracim v pg/ml.

Roztok vzorku

Extrakt ze vzorku ((5.3.2) pro krmiva, (5.2.2) pro premixy a (5.2.3) pro piipravky) se opakované nastiikuje
a stanovi se primérnd hodnota vysky (plochy) piku carbadoxu.

Vypocet a vyjidfeni vysledkii

Z pramérné hodnoty vysky (plochy) pikéi carbadoxu v roztoku vzorku se porovninim s kalibracni kiivkou
(5.4.2) stanovi koncentrace carbadoxu v roztoku vzorku v pg/ml.
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6.1

6.2

7.1

7.1.2

Krmiva

Obsah carbadoxu (w) v mgfkg ve vzorku se vypocitd podle ndsledujictho vzorce:

CXVl
m

W= [mg/kg]
kde:

koncentrace carbadoxu v extraktu vzorku (5.3.2) v pg/ml

(g}
1l

V; = objem extrakéni smési (tj. 50 ml)

hmotnost navazky vzorku v g.

3
I

Premixy a piipravky

Obsah carbadoxu (w) v mgfkg ve vzorku se vypocitd podle ndsledujictho vzorce:

cxVy xf
=——2" [mgkg]

kde:

koncentrace carbadoxu v extraktu vzorku (5.2.2 nebo 5.2.3) v ug/ml

(g}
Il

V, = objem extrakéni smési (tj. 50 ml pro premixy; 150 ml pro piipravky)

-
1

faktor fedéni podle 5.2.2 (premixy) nebo 5.2.3 (piipravky)

m = hmotnost navdzky vzorku v g.

Ovéfeni vysledkit
Identita

Identitu analytu Ize potvrdit opakovanym stanovenim s pfidavkem (co-chromatography) nebo pomoci detektoru
diodového pole, pficemz se srovndvaji spektra extraktu vzorku a kalibra¢niho roztoku (3.11.2) obsahujiciho
10,0 pg/ml carbadoxu.

Opakované stanoveni s pfidavkem (co-chromatography)

K extraktu vzorku se pfidd vhodné mnozstvi kalibra¢niho roztoku (3.11.2). Pfidané mnozstvi carbadoxu musi
odpovidat obsahu carbadoxu v extraktu vzorku.

Pifdavek se projevi pouze zvy3enim piku carbadoxu, a to tmérné k pridanému mnozstvi a fedénf extraktu. Sirka
piku v poloviné maximdlni vysky se mtize odchylovat od sifky ptivodniho piku carbadoxu nejvyse o £10 %.

Detektor diodového pole

Vysledky jsou posuzovany podle nésledujicich kritérif:

a)  pii vlnové délce maximalni absorpce vzorku i standardu musi byt zdznam spektra zaznamenany ve
vrcholu piku na chromatogramu stejny s presnosti danou rozliSovaci schopnosti detekéniho systému. Pro
detektor diodového pole se uddva obvykle +2 nm;

b)  pfi vinové délce mezi 225 a 400 nm se nesmi zdznam spektra ve zkouSeném vzorku a standardu
zaznamenany ve vrcholu piku chromatogramu lisit od ostatnich ¢dsti spektra v rozsahu 10-100 %
relativni absorbance. Tohoto kritéria je dosazeno, jestlize jsou vykdzana stejnd maxima a jestlize odchylka
mezi dvéma spektry nikde nepfesahuje 15 % absorbance standardniho analytu;

¢)  pii vlnové délce mezi 225 a 400 nm se nesmi spektrum vzestupné &sti, vrcholu a sestupné ¢asti piku
zkouseného vzorku lisit od ostatnich ¢ésti spektra v rozsahu 10-100 % relativni absorbance. Tohoto
kritéria je dosazZeno, jestlize jsou vykdzdna stejnd maxima a jestlize ve vSech sledovanych bodech odchylka
mezi spektry nepfesahuje 15 % absorbance spektra ve vrcholu piku.

Jestlize nékteré z téchto kritérii neni splnéno, pfitomnost analytu neni potvrzena.
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7.2

7.3

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u téhoz vzorku nesmi pii obsahu carbadoxu
10 mg/kg piekracovat 15 % relat. z hodnoty vyssitho vysledku.

Vytéznost

Pro obohaceny (slepy) vzorek musi byt vytéZnost nejméné 90 %.

Vysledky kruhovych testt

PFi kruhovych testech bylo 8 laboratofemi zkouseno 6 krmiv, 4 premixy a 3 piipravky. U kazdého vzorku byly
s. 484-490.) Vysledky (s vyjimkou odlehlych hodnot) jsou shrnuty v nize uvedené tabulce:
Tabulka 1

Vysledky kruhovych testit u krmiv

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5 Vzorek 6

L 8 8 8 8 8 8

n 15 14 15 15 15 15
primér (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, (%) 58 5,6 2,9 3,1 3,2 4,3
Sy (mgfkg) 3,92 413 2,23 2,58 2,26 2,44
CVr (%) 7,8 8,7 4,6 52 4,8 4,9
Deklarovany obsah (mg/kg) 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0

Tabulka 2

Vysledky kruhovych testi u premixi a pfipravkd

Premixy Pfipravky

A B C D A B C
L 7 7 7 7 8 8 8
n 14 14 14 14 16 16 16
priamér (g/kg) 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
S, (g/ke) 037 0,28 0,28 0,44 41 5,1 7,7
CV, (%) 4,2 3,0 3,0 5,0 4,3 52 7.4
Sk (g/kg) 037 0,28 0,40 0,55 5,4 6.4 7,7
CVyr (%) 4,2 3,0 4,3 6,3 5,7 6,5 7.4
Deklarovany obsah (g/kg) 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100

L = pocet laboratoif

n = pocet jednotlivych hodnot

S, = standardni odchylka opakovatelnosti
CV, = variatni koeficient opakovatelnosti

Sk = standardni odchylka reprodukovatelnosti
CVy = variaéni koeficient reprodukovatelnosti.
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PRILOHA IX

SROVNAVACI TABULKY PODLE CLANKU 6

Smérnice 71/250/EHS

Smérnice 71/250/EHS

Toto nafizeni

Cl. 1 prvni pododstavec
Cl. 1 druhy pododstavec

Clének 2
Cléanek 3
Piiloha, ¢ast 1
Piiloha, ¢ast 2
Ptiloha, ¢ast 3
Ptiloha, ¢ast 4
Pifloha, ¢dst 5
Priloha, ¢ast 6
Priloha, cast 7
Priloha, ¢ast 9
Piiloha, ¢ast 10
Piiloha, ¢ast 11
Piiloha, ¢ast 12
Ptiloha, ¢ast 14
Ptiloha, ¢ast 16

Clének 3
Clének 2
Pifloha II

Pifloha III, ¢ist O
Piiloha III, ¢dst M
Pifloha III, ¢dst N
Piiloha III, ¢ast Q
Pifloha III, ¢dst K

Priloha 111, ¢ast |
Ptiloha III, ¢ast D

Smérnice 71/393/EHS

Smérnice 71/393/EHS

Toto nafizeni

Clanek 1
Clének 2
Clének 3
Priloha, ¢ast I
Priloha, ¢ast 11
Piiloha, ¢ast 111
Piiloha, ¢ast IV

Clének 3

Priloha III, ¢ast A
Ptiloha III, ¢ast E
Ptiloha III, ¢4st P
Piiloha III, ¢ast H

Smérnice 72/199/EHS

Smérnice 72/199/EHS

Toto nafizeni

Clének 1
Clanek 2
Clének 3
Clének 4
Priloha 1, ¢ast 1
Priloha I, ¢ast 2
Priloha I, ¢ast 3
Piiloha I, ¢ast 4
Piiloha I, ¢ast 5
Pifloha 11

Clének 3

Priloha III, ¢4st L
Ptiloha III, ¢ast C

Ptiloha V, ¢ast A
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Smérnice 73/46/EHS

Smérnice 73/46/EHS

Toto nafizeni

Clének 1
Clének 3
Clének 4
Priloha I, ¢4st 1
Priloha I, ¢4st 2
Ptiloha I, ¢4st 3

Clanek 3

Priloha III, ¢4st B

Ptiloha III, ¢ast I

Smérnice 76/371/EHS

Smérnice 76/371/EHS

Toto nafizeni

Clének 1
Clanek 2
Clének 3
Pifloha

Clének 1

Pifloha 1

Smérnice 76/372/EHS

Smérnice 76/372[EHS

Toto nafizeni

Clének 1
Clanek 2
Clanek 3
Pifloha

Smérnice 78/633/EHS

Smérnice 78/633/EHS

Toto nafizeni

Clének 1
Clanek 2
Clanek 3
Priloha, ¢ast 1
Ptiloha, ¢ast 2
Piiloha, ¢dst 3

Clanek 3

Ptiloha IV, ¢dst C

Smérnice 81/715/EHS

Smérnice 81/715/EHS

Toto nafizeni

Clének 1
Clanek 2
Clanek 3
Pifloha
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10.

11.

12.

13.

Smérnice 84/425/EHS

Smérnice 84/425[EHS

Toto nafizeni

Clének 1
Clének 2
Clének 3
Pifloha

Smérnice 86/174/EHS

Smérnice 86/174/EHS

Toto nafizeni

Clének 1
Clének 2
Clének 3
Pifloha

Clének 4

Pifloha VII

Smérnice 93/70/EHS

Smérnice 93/70/EHS

Toto nafizeni

Clének 1
Clének 2
Clének 3
Pifloha

Clének 3

Ptiloha 1V, ¢ast D

Smérnice 93[117[ES

Smérnice 93/117[ES

Toto nafizeni

Clének 1
Clének 2
Clének 3
Priloha, ¢ast 1
Priloha, ¢ast 2

Clénky 3 a 5

Ptiloha 1V, ¢ast E
Ptiloha VIII, ¢ast A

Smérnice 98/64/ES

Smérnice 98/64/ES

Toto nafizeni

Clének 1
Clének 2
Clének 3
Clének 4
Piiloha, ¢ast A
Piiloha, ¢ast C

Clénky 3 a 5

Priloha III, ¢ast F
Pifloha VIII, ¢4st B
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14. Smérnice 1999/27[ES
Smérnice 1999/27ES Toto nafizeni
Clanek 1 Clanky 3 a 5
Clanek 2 —
Clének 3 —
Clének 4 —
Clanek 5 —
Clanek 6 —
Clanek 7 —
Priloha, ¢ast A Priloha VIII, ¢ast C
Piiloha, ¢ast B Piiloha IV, ¢ast F
Pifloha, cast C Pifloha VIII, ¢ast D
15. Smérnice 1999/76[ES
Smérnice 1999/76/ES Toto nafizen{
Clének 1 Clanek 3
Clanek 2 —
Clanek 3 —
Clének 4 —
Priloha Priloha IV, ¢ast G
16. Smeérnice 2000/45[ES
Smérnice 2000/45/ES Toto naiizeni
Clének 1 Clanek 3
Clanek 2 —
Clanek 3 —
Clének 4 —
Ptiloha, ¢ast A Priloha 1V, ¢ast A
Piiloha, ¢ast B Piiloha 1V, ¢ast B
Priloha, ¢ast C Priloha III, ¢ast G
17. Smérnice 2002/70[ES

Smérnice 2002/70/ES

Toto nafizeni

Clének 1
Clanek 2
Clanek 3
Clének 4
Clanek 5
Pifloha I
Pifloha II

Clanek 1
Clanky 2 a 3

Pi{loha I a piiloha V &st B bod I
Piiloha II a pifloha V ¢dst B bod II
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18.

Smérnice 2003/126/ES

Smérnice 2003/126/ES

Toto nafizeni

Clanek 1
Clanek 2
Clanek 3
Clének 4
Clének 5
Clanek 6
Pifloha

Clének 3

Pifloha VI




