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OSMA SMERNICE KOMISE
ze dne 15. ¢ervna 1978,

kterou se stanovi analytické metody Spolefenstvi pro uiedni
kontrolu krmiv

(78/633/EHS)
KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského hospodarského spolecen-
stvi,

s ohledem na smérmici Rady 70/373/EHS ze dne 20. Cervence 1970
o zavedeni metod odbéru vzorkl a analytickych metod Spolecenstvi pro
ufedni kontrolu krmiv ('), naposledy pozménénou aktem o pfistoupeni,
a zejména na Clanek 2 uvedené smérnice,

vzhledem k tomu, Ze smérnice stanovi, aby byla oficialni kontrola krmiv
provadéna s pouzitim metod odbéru vzorki a analytickych metod Spole-
Censtvi pro ucely kontroly souladu pozadavkl stanovenych pravnimi
nebo spravnim predpisy tykajicim se jakosti a slozeni krmiv;

vzhledem k tomu, Ze smérnice komise 71/250/EHS ze dne 15. Cervna
1971 (®, 71/393/EHS ze dne 18. listopadu 1971 (%), 72/199/EHS ze dne
27. dubna 1972 (*), 73/46/EHS ze dne 5. prosince 1972 (°), 74/203/EHS
ze dne 25. btezna 1974 (%), 75/84/EHS ze dne 20. prosince 1974 (7) a
76/372/EHS ze dne 1. bfezna 1976 (®) jiz ustanovily urcity pocet analy-
tickych metod Spoledenstvi; Ze pokrok v praci od té doby ¢ini vhodnym
pfijmout osmou sérii metod;

vzhledem k tomu, Ze opatieni této smérnice jsou v souladu se stanovi-
skem Stalého vyboru pro krmiva,

PRIJALA TUTO SMERNICI:

Clének 1

1. Clenské staty stanovi, aby byly analyzy pro oficidlni kontrolu
krmiv, co se tyce jejich obsaht zinkbacitracinu, flavofosfolipolu, Zeleza,
meédi, manganu a zinku, provadény v souladu s metodami popsanymi
v priloze této smérnice.

Clének 2

Clenské staty uvedou 1. ledna 1979 v t¢innost pravni a spravni piedpisy
nezbytné pro dosazeni souladu s touto smérnici. Neprodlené¢ o nich
uvédomi Komisi.

Clinek 3

Tato smérnice je urena ¢lenskym statiim.

(") Ut. vést. L 170, 3.8.1970, s. 2.
() Ut vést. L 155, 12.7.1971, s. 13.
() Ut. veést. L 279, 20.12.1971, 5. 7.
() UF. vést. L 123, 29.5.1972, s. 6.
() Ut vést. L 83, 30.3.1973, s. 21.
(©) Ut vést. L 108, 22.4.1974, s. 7.
(") Ut vést. L 32, 5.2.1975, s. 26.
(®) Ut vést. L 102, 15.4.1976, s. 8.
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PRILOHA

1. STANOVENI ZINKBACITRACINU
— diftzi na agaru —
1. UCEL A OBLAST POUZITI

Metoda je urfena pro stanoveni obsahu zinkbacitracinu
v krmivech a premixech. Dolni mez stanovitelnosti obsahu je

2 mg/kg (2 ppm) ().
2. PRINCIP

Vzorek se extrahuje pii pH 2 se smési methanolu/vody/kyseliny
chlorovodikové a roztokem siranu sodného. Pfidani siranu
sodného ma urychlit rozpusténi soli médi, které mohou byt pfi
stanoveni obsahu piekazkou. Extrakt upraveny na pH 6,5 se
koncentruje (je-li to nezbytné) a roziedi. Jeho antibiotické akti-
vita se stanovuje méfenim difize zinkbacitracinu na agaru, na
n&jz byl naoCkovan Micrococcus luteus. Diflze se projevuje
vytvofenim inhibi¢nich z6n mikroorganismu. Primér téchto
z6n je povaZovan za piimo imeérny logaritmu koncentrace anti-
biotik pro stupnici pouzitych koncentraci.

3. MIKROORGANISMUS: ~ MICROCOCCUS  LUTEUS
(FLAVUS) 10240

3.1 Uchovavani kultury

Kultivacni médium (4.1) v Sikmych zkumavkach se naockuje
mikroorganismem Micrococcus luteus (flavus) a 24 hodin se
necha inkubovat pii teplot¢ 30 °C. Kultura se skladuje
v chladni¢ce pii teploté okolo 4 °C. Ockovani se obnovuje
kazdé¢ dva tydny.

3.2 Piiprava bakterialni suspenze (%)

Cerstva kultura na agaru (3.1) v §ikmé zkumavce se sklidi za
pomoci 2 az 3 ml roztoku chloridu sodného (4.3). Touto
suspenzi se naockuje 250 ml kultivacniho média (4.1) umiste-
ného do Rouxovy baiky a nechd se inkubovat po dobu 18 az
20 hodin pii teplot¢ 30 °C. Porost se sklidi pomoci 25 ml
roztoku chloridu sodného (4.3) a zamicha se. Suspenze se
rozfedi v poméru 1/10 roztokem chloridu sodného (4.3).
Prichod svétla suspenze musi byt okolo 75 %, méfeno pfi
650 nm a tloustce 1 cm ve srovnani s roztokem chloridu
sodného (4.3). Tato suspenze mize byt uchovana po dobu
jednoho tydne pfi teploté okolo 4 °C.

4. KULTIVACNI MEDIA A CINIDLA

4.1 Kultivaéni médium (%)
Masovy pepton 6,0 g
Trypton 40¢g
Kvasnicovy extrakt 30g
Masovy extrakt I,5g
Glukéza 10g
Agar 10,0 az 20,0 g
Voda 1 000 ml

pH 6,5 az 6,6 (po sterilizaci).

4.2 Zkusebni médium (°)

Trypton 10,0 g
Kvasnicovy extrakt 30g

(") 1 mg zinkbacitracinu se rovna 42 mezinarodnich jednotek (i.u).

(?) Ostatni metody mohou byt pouzity pod podminkou, ze bylo zjisténo, Ze
vytvafeji podobné bakterialni suspenze.

(*) Muze byt pouzito jakékoliv komeréni kultivaéni médium podobného slozeni
a poskytujici stejné vysledky.
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43

44

4.5

4.6
47
4.8
49
4.10

4.11

6.1
6.1.1

Masovy extrakt I,5¢g
Glukoza 10g
Agar 10,0 a2z 20,0 g
Tween 80 1 ml
Voda 1 000 ml

pH 6,5 (po sterilizaci).

Roztok chloridu sodného 0,8 % (hmot./obj.): 8 g chloridu
sodného se rozpusti ve vodé a roziedi se na 1 000 ml; sterili-
Zuje se.

Smés methanolu, vody a kyseliny chlorovodikové (4.6):
80/17,5/2,5 (obj./obj./obj.).

Fosfatovy tlumivy roztok, pH 6,5:

Hydrofosfore¢nan draselny, K ,HPO, 22,15 ¢g
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH,PO, 27,85¢g
Voda az do 1 000 ml

Kyselina chlorovodikova (d: 1,18 az 1,19).
Kyselina chlorovodikova (0,1 M).

IM roztok hydroxidu sodného.

0,5 M roztok siranu sodného.

Roztok bromokrezolového nachu 0,04 % (hmot./obj.): rozpusti
se 0,1 g bromokrezolového nachu v 18,5 ml roztoku hydroxidu
sodného 0,01 M. Objem se dorovna vodou na 250 ml a zamicha
se se.

Standardni substance: zinkbacitracin znamé aktivity (v i.u.).
STANDARDNI ROZTOKY

Odvazi se presné mnozstvi standardniho zinkbacitracinu (4.11)
odpovidajici 1 050 i.u. (podle uvedené aktivity). Pfida se 5 ml
0,1 M kyseliny chlorovodikové (4.7) a po dobu 15 minut se
necha usazovat. Pfida se 30 ml vody, pH se tlumivym fosfa-
tovym roztokem (4.5) (ptiblizn¢ 4 ml) upravi na 4,5 a objem se
vodou dorovna na 50 ml a dobfe zamicha (1 ml = 21 i.u.).

Z tohoto zasobniho roztoku se postupnym fedénim fosfatovym
tlumivym roztokem (4.5) ptipravi nasledujici roztoky:

Sg 0,42 iu./ml
S, 0,21 iu./ml
S, 0,105 iu./ml
s, 0,0525  iu./ml

PRIPRAVA EXTRAKTU A EXTRAHOVANYCH ROZTOKU
Extrakce
Premixy a mineralni krmiva

Odvazi se 2,0 az 5,0 g vzorku se, prida se 29,0 ml smési (4.4)
a 1,0 ml roztoku siranu sodného (4.9) a kratce se protiepava.
Zkontroluje se, zda je pH pfiblizn¢ 2. 10 minut se protiepava,
prida se 30 ml sulfatového tlumivého roztoku (4.5), po dobu
15 minut se protiepava a odstiedi se. Odebere se vhodna alik-
votni ¢ast roztoku z povrchu a pomoci 1 M roztoku hydroxidu
sodného (4.8) s pH metrem nebo roztokem bromokrezolového
nachu (4.10) se pH upravi na 6,5, pficemZ se jako indikator
pouziva pH metr nebo roztok bromokrezolového nachu (4.10).
Roziedi se tlumivym fosfatovym roztokem (4.5) tak, aby se
ziskal pfedpokladany obsah zinkbacitracinu 0,42 i.u./ml (= uy).
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6.1.2

6.1.3

6.2

7.2

7.3

Proteinové koncentraty

Odvazi se 10,0 g vzorku se, pfida se 49,0 ml smési (4.4)
a 1,0 ml roztoku siranu sodného (4.9) a kratce se protiepava.
Zkontroluje se, zda je pH pfiblizn¢ 2. 10 minut se protiepava,
prida se 30 ml sulfatového tlumivého roztoku (4.5), po dobu
15 minut se protiepava a odstfedi se. Odebere se vhodna alik-
votni ¢ast roztoku z povrchu a pomoci 1 M roztoku hydroxidu
(4.8) se pH upravi na 6,5, pricemz se jako indikator pouziva
pH metr nebo roztok bromokrezolového nachu (4.10). Pfiblizné
polovina objemu se odpafuje v rotacni odparce pii teploté
nepiesahujici 35 °C.

Roziedi se tlumivym fosfatovym roztokem (4.5) tak, aby se
ziskal pfedpokladany obsah zinkbacitracinu 0,42 i.u./ml (= uy).

Ostatni krmiva

Odvazi se 10,0 g vzorku (20,0 g pro ptedpokladany obsah zink-
bacitracinu 5 mg/kg). Prida se 24,0 ml smési (4.4) a 1,0 ml
roztoku siranu sodného (4.9) a po dobu 10 minut se homogeni-
zuje. Prida se 25 ml sulfatového tlumivého roztoku (4.5), po
dobu 15 minut se protiepava a odstfedi se. 20 ml roztoku se
odebere z povrchu a pomoci 1 M roztoku hydroxidu sodného
(4.8) se pH upravi na 6,5, pficemz se jako indikator pouziva
pH metr nebo roztok bromokrezolového nachu (4.10). Odparuje
se na pfiblizné¢ 4 ml v rotacni odparce pii teploté nepiesahujici
35 °C. Roztedi se tlumivym fosfatovym roztokem (4.5) tak, aby
se ziskal predpokladany obsah zinkbacitracinu 0,42 iu./ml
(= uy).

ZkuSebni roztoky

Z roztoku uy se pfipravi roztoky u, (pfedpokladany obsah: 0,21
iu./ml), u, (pfedpokladany obsah: 0,105 i.u./ml) a u, (pfedpo-
kladany obsah: 0,0525 iu./ml) prostiednictvim postupného
rozied'ovani (1 + 1) tlumivym fosfatovym roztokem (4.5).

POSTUP PRI STANOVOVANI OBSAHU
Naoc¢kovani zkuSebniho média

ZkuSebni médium (4.2) se naockuje bakterialni suspenzi (3.2)
pri teploté piiblizné 50 °C. Predbéznymi testy na miskach se
zkuSebnim médiem (4.2) se stanovi mnozstvi bakterialni

substance umoznujici ziskat nejrozsahlejsi a nejjasnéjsi inhi-
bicni zony pro rizné koncentrace zinkbacitracinu.

Priprava misek

Difuze na agaru se provadi na miskach se ¢tyfmi koncentracemi
standardniho roztoku (sy, s,, s, a s;) a Ctyfmi koncentracemi
zkuSebniho roztoku (ug, u,, u, a u,). Na kazdé misce musi byt
nezbytné umistény Ctyfi koncentrace standardu a Ctyfi koncen-
trace extraktu. Za timto ucelem se zvoli takovy rozmér misek,
ktery umoznuje vytvofit v prostiedi agaru alesponn osm otvoril
o praméru 10 az 13 mm, jejichz stiedy jsou od sebe vzdaleny
alespont 30 mm. Test by mél byt provadén predevs§im na
miskach, které jsou vyrobeny ze sklenéné desky, na kterou se
umisti hlinikové nebo plastové krouzky o vysce 20 mm
a praméru 200 mm.

Na misky se nalije médium (4.2) naockované podle bodu 7.1.
v takovém mnozstvi, které umoziuje ziskat pfiblizné 2 mm
tlustou vrstvu (60 ml na misku o priméru 200 mm). Necha se
ztuhnout, vytvofi se otvory a do nich se umisti pfesné¢ naméfené
objemy zkusebnich a standardnich roztoki (mezi 0,10 a 0,15 ml
na otvor v zavislosti na priméru). Kazda koncentrace se pouzije
alespon Ctyfikrat tak, aby se pfi kazdém stanoveni obsahu
hodnotilo 32 inhibi¢nich zén.

Inkubace

Misky se nechaji inkubovat po dobu 16 az 18 hodin pfi teploté
30 £2°C.
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HODNOCENTI

Primér inhibi¢nich zo6n se zméti s presnosti na 0,1 mm.
Primémé rozméry pro kazdou koncentraci se zaznamenaji na
semilogaritmicky graf znazorfiujici logaritmus koncentraci
v zavislosti na primérech inhibi¢nich zon. Nejlépe vyhovujici
pfimky standardniho a extrahovaného roztoku se zaznamenaji
napf. nasledovneé:

»Nejlépe vyhovujici bod“ pro nejnizs§i urovent standardniho
vzorku (SL) se stanovi za pouziti vzorce:
7S, +4s, + 84 -2sg

(@) SL = o

,»Nejlépe vyhovujici bod“ pro nejvyssi troven standardniho
vzorku (SH) se stanovi za pouZiti vzorce:
Tsg +4s, + s, -2s;

(b) SH = o

Nahrazenim u,, u,, u, a ug, za s, s,, s, a s, ve vyse uvedenych
vzorcich se podobnym zplisobem vypocitaji ,,nejlépe vyhovujici
body“ pro nejnizsi uroven extraktu (UL) a nejvyssi troven
extraktu (UH).

Vypocitané hodnoty SL a SH se zaznamenaji na stejny graficky
papir a jejich spojenim se ziskd ,nejlépe vyhovujici pfimka
standardniho roztoku. Podobné se zaznamenaji i hodnoty UL
a UH a jejich spojenim se ziska ,,nejlépe vyhovujici pfimka
extraktu.

Nejsou-li pfimky ni¢im ovlivnény, mély by byt rovnobézné.
Z praktickych divodt se piimky povazuji za rovnobézné,
pokud se hodnoty (SH-SL) a (UH-UL) nelisi o vice nez o 10 %
od své primérmné hodnoty.

Jestlize pfimky nejsou rovnobézné, je mozné eliminovat bud’ u,
a s, nebo uy a sy a hodnoty SL, SH, UL a UH se poté vypocitaji
za pomoci nasledujicich vzorct:

(a) SL = 581 +28, -8, nebo 5s; +2s; -5,
6 6

(b") SH = 58y +2s, -5 nebo 58s + 284 -5,
6 6

a podobné pro hodnoty UL a UH. Pfi pouziti této alternativy by
méla byt dodrzena stejna kritéria pro rovnobéznost. Skutecnost,
ze byl vysledek vypocitin ze tiffi mezi, se poznamena
v zaverecné zprave.

Pokud jsou pfimky povazovany za rovnob&zné, vypocitd se
logaritmus relativni aktivity (log A) pomoci jednoho
z nasledujicich vzorcti podle toho, zda byly pro hodnoceni
rovnobéznosti pouzity tii nebo Ctyfi Grovné.

Pro Ctyfi arovné
(W+ w4+ u 4 ug -8 -8 -8, -8g) x 0,602

c) log A =
© & u, + ug+ S+ Sg-u; -uU, -8, -8,

Pro tf1 Grovné

(w+ w4+ u-s -5, -84 x 0,401

d) log A =
@ & Uy + S4-u; -8
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nebo

(4 uy+ ug -8, -84 -85) x 0,401

d’) log A=
(d7) log Ug+ Sg-Uy, - S,

Aktivita extraktu vzorku = aktivita odpovidajiciho standardu x
A

(ug =5y % A)

Jestlize se relativni aktivita nachazi mimo rozmezi od 0,5 do
2,0, zkouska se zopakuje, ptficemz se odpovidajicim zplsobem
upravi koncentrace extraktu nebo, jestlize to neni nutné, stan-
dardnich roztoki. Jestlize neni mozné dostat relativni aktivitu
do pozadovaného rozmezi, je tieba povazovat vysledek za
piiblizny a tato skutecnost by méla byt uvedena v zavérecné
Zprave.

Pokud ptimky nejsou povazovany za rovnobézné, stanoveni se
opakuje. Neni li dosazeno rovnobéznosti, povazuje se stanoveni
za nevyhovujici.

Vysledek se vyjadii v miligramech zinkbacitracinu na kilogram
krmiva.

OPAKOVATELNOST

Rozdil vysledkii mezi dvéma paralelnimi stanoveni provadé-
nymi na stejném vzorku stejnym laborantem nesmi byt vyssi
nez:

— 2 mg/kg, v absolutni hodnoté, u obsahl zinkbacitracinu
niz§ich nez 10 mg/kg,
— 20 % nejvyssiho vysledku pro obsahy od 10 do 25 mg/kg,

— 5 mg/kg, v absolutni hodnoté, u obsahti zinkbacitracinu od
25 do 50 mg/kg,

— 10 % nejvyssiho vysledku pro obsahy nad 50 mg/kg.

2. STANOVENI FLAVOFOSFOLIPOLU DIFUZi NA AGARU

ym2
9.
VB
L.
2.
3.
3.1.

UCEL A ROZSAH

Tato metoda je wuréena pro stanoveni flavofosfolipolu
v krmivech, koncentratech a premixech. Dolni mez stanoveni je

1 mg/kg (1 ppm).
PRINCIP

Vzorek je extrahovan ziedénym methanolem za varu pod
zpétnym chladi¢em. Po odstfedéni je extrakt ptecistén (kde je
to nutné) na ionexu a zfedén. Jeho antibiotickd aktivita se
stanovi méfenim difuze flavofosfolipolu na agaru nao¢kovaném
mikroorganizmem Staphylococcus aureus. Difuze se projevuje
formaci inhibi¢nich zén mikroorganizmu. Primér téchto zon je
pfimo umérny logaritmu antibiotické koncentrace v rozsahu
pouzitych antibiotickych koncentraci.

MIKROORGANISMUS: STAPHYLOCOCCUS AUREUS
ATCC 6538 P

Udrzovani zasobni kultury

Naockujte Staphylococcus aureus do zkumavky se Sikmym
agarem (4.1). Inkubujte 24 hodin pii 37 °C, skladujte
v chladnicce pfi 4 °C a znovu pteockujte kazdy mésic na Sikmy
agar.
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3.2.

4.2.
4.2.1.

42.2.

4.3.

44.

4.5.

4.6.

4.7.

4.38.

4.9.

Piiprava bakterialni suspenze (%)

Oddeélte dvé zkumavky obsahujici zasobni kulturu (3.1) a tydné
ji preockovavejte. Inkubujte 24 hodin pfi 37 °C a skladujte
v chladnicce pii asi 4 °C.

24 hodin pfed zkouskou naockujte touto kulturou dvé az ctyii
zkumavky obsahujici Sikmé kultivaéni médium (4.1). Inkubujte
16 az 18 hodin pii 37 °C. Vytvoite suspenzi kultury v roztoku
chloridu sodného (4.3). Svételna transmitance suspenze musi
byt okolo 40 %, méfeno ptfi 578 nm v 1 cm kyveté proti
roztoku chloridu sodného (4.3).

KULTIVACNI MEDIA A CHEMIKALIE

Kultivaéni médium (°)

Pepton z masa 60¢g
Trypton 40¢g
Extrakt z kvasnic 30g
Extrakt z masa 1,5g
Glukosa 10g
Agar 15,0 g
Voda 1 000 ml

pH 6,5 (po sterilizaci)

Zku$ebni médium

Zakladni vrstva (%)

Pepton z masa 6,0¢g
Extrakt z kvasnic 30g
Extrakt z masa I5g
Agar 10,0 g
Voda 1 000 ml

pH 6.5 (po sterilizaci)

Ockovaci vrstva

Jako v bodé 4.1, s ptidavkem 2,0 g silikonové protipénici
emulze (%).

Roztok chloridu sodného 0,4 % (hmotnostné-objemovych):
rozpustte 4 g chloridu sodného p.a. ve vodé a zfedte do
1000 ml; sterilizujte.

Methanol, Cisty.

Methanol 50 % (objemovych): zfed'te 500 ml methanolu (4.4)
500 ml vody.

Methanol 80 % (objemovych): zied'te 800 ml methanolu (4.4)
200 ml vody.

Tris (hydroxymetyl) aminometan p.a.

Methanolovy roztok chloridu draselného 1,5 % (vahoveé-obje-
movych): rozpustte 1,5 g chloridu draselného p.a. ve 20 ml
vody, dopliite methanolem (4.4) do objemu 100 ml.

Kationtovy méni¢: Dowex 50 Wx8, 20 az 50 mesh, Na forma
(kat. Serva ¢. 41600) nebo ekvivalent.

(*) Jiné metody mohou byt pouzity za predpokladu, Ze bylo stanoveno, ze davaji
podobné bakterialni suspenze.

(°) Mize byt pouzito jakékoli komeréni kultivaéni médium podobného slozeni
a davajici stejné vysledky, napf. oxoid antibiotické médium 1 (CM 327)
s ptidavkem oxoid agaru ¢. 3 (L 13).

(°) Mize byt pouzito jakékoli komer¢ni kultivaéni médium podobného slozeni
a davajici stejné vysledky, napf. oxoid antibiotické médium 2 (CM 335)
s ptidavkem oxoid agaru €. 3 (L 13).

(¢) Napft. SE 2 od Wacker Chemie Gmbh, Mnichov.
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4.10.

4.11.
4.12.
4.13.
4.14.

5.1.

5.2.

5.3.
5.4.

7.1.

7.1.1.

7.2.

Aniontovy méni¢: Dowex 1x2, 50 az 100 mesh, CI forma (kat.
Serva ¢. 41010) nebo ekvivalent. Pfed pouzitim udrzujte 12 az
14 hodin v 80 % methanolu (4.6).

Skelna vina.

pH indikatorovy papirek (pH 6,06 az 8.1).
Kyselina askorbova.

Standardni latka: flavofosfolipol o zndmé aktivite.
PRISTROJE

Sklenéné trubice pro chromatografii, vnitfni primér: 9 mm,
délka 150 az 200 mm, vybavené zaviracim kohoutem ve ziuzené
casti dolniho konce a sklenénym zabrusem (ke spojeni
s davkovaci nalevkou (5.2)) v horni Casti.

Davkovaci nalevka 250 ml, vybavena zaviracim kohoutem
a sklenénym zabrusem.

250 ml konicka barka se sklenénym zabrusem.
Zpétny chladi¢ se sklenénym zabrusem.
STANDARDNI ROZTOKY

Rozpustte presné odvazené mnozstvi standardni latky (4.14)
v 50 % methanolu (4.5) a zfed'te, abyste obdrzeli zasobni
roztok obsahujici 100 pg flavofosfolipolu na mililitr. Pokud je
tento roztok skladovan v zazatkované bance pti 4 °C, je stabilni
az dva mésice.

Z tohoto zasobniho roztoku pfipravte postupnym fedénim 50 %
methanolem (4.5) nasledujici roztoky:

S8 0,2 pg/ml
S4 0,1 pg/ml
S2 0,05 pg/ml
S1 0,025 pg/ml

PRIPRAVA EXTRAKTU
Extrakce
Koncentraty, premixy a mineralni krmiva

Odvazte mnozstvi vzorku 2,0 az 5,0 g, pridejte asi 150 mg
kyseliny askorbové (4.13). Homogenizujte se 150 ml 50 %
methanolu (4.5) v konické bance (5.3) a upravte pH na 8,1 az
8,2 asi 400 mg tris (hydroxymetyl) aminometanem (4.7). Zkon-
trolujte pH indikacnim papirkem (4.12). Nechejte ustat
15 minut, potom znovu upravte pH na 8,1 az 8,2 tris (hydroxy-
metyl) aminometanem (4.7) a vaite 10 minut pod zpétnym chla-
dicem (5.4) pfi stalém michani. Nechejte vychladnout,
odstied’te smés a dekantujte extrakt.

Ostatni krmiva

Odvazte mnozstvi 5,0 az 30,0 g vzorku obsahujiciho nejméné
30 pg flavofosfolipolu. Homogenizujte se 150 ml 50 % metha-
nolu (4.5) v konické bance (5.3) a upravte pH na 8,1 az 8,2 asi
400 mg tris (hydroxymetyl) aminometanem (4.7). Zkontrolujte
pH indikaénim papirkem (4.12). Nechejte ustat 15 minut,
potom znovu upravte pH na 8,1 az 8,2 tris (hydroxymetyl)
aminometanem (4.7) a vaite 10 minut pod zpétnym chladi¢em
(5.4) pfi stalém michani. Nechejte vychladnout, odstfed’te smés
a dekantujte extrakt.

Precisténi (tento krok muZe byt pominut u Koncentrati,
premixi a mineralnich krmiv)

Rozmichejte 110 ml extraktu s 11 g kationtového ménice (4.9),
varte jednu minutu pod zpétnym chladicem (5.4) pii stalém
michani. Oddélte kationtovy méni¢ odstfedénim nebo filtraci.
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7.3.

8.1.

8.2.

8.3.

Promichejte 100 ml extraktu se 150 ml methanolu (4.4)
a skladujte roztok 12 az 15 hodin pii 4 °C. Odfiltrujte vlocko-
vitou hmotu dokud je roztok chladny.

Vlozte zatku ze skelné viny (4.11) do spodniho konce sklenéné
trubice (5.1), vlijte do trubice 5 ml aniontového ménice (4.10)
a promyjte kolonu 100 ml 80 % methanolu (4.6). S pouZitim
nalevky (5.2), pfeneste do kolony nejméné¢ 100 ml filtratu,
u kterého se ocekava, ze obsahuje 16 pg flavofosfolipolu
(200 ml na 30 g vzorku krmiva pfi 1 ppm). Kde je to nutné,
zied'te filtrat pfed aplikaci do kolony 80 % methanolem (4.6),
abyste obdrZeli ocekavany obsah flavofosfolipolu 16 pg/100 ml.
Pritok upravte na asi 2 ml/minutu. Odstraite efluentvytok.
Jimejte 50 ml 80 % methanolu (4.6) a odstraite vytok.

Eluujte flavofosfolipol methanolovym roztokem chloridu
draselného (4.8) pfi pratoku asi 2 ml/minutu. Seberte 50 ml
eluatu do odmérné banky, pridejte 30 ml vody a promichejte.
Tento roztok by mél mit obsah flavofosfolipolu 0,2 pg/ml

= Uy).
Zkusebni roztoky

Kde je to nutné (tj. kdyz bylo pominuto pred¢isténi), zred’te
extrakt ziskany v bod¢ 7.1.1 50 % methanolem (4.5), abyste
obdrzeli ocekavany obsah flavofosfolipolu 0,2 pg/ml (= Uy).

Z roztoku U, pfipravte roztok U, (o¢ekavany obsah: 0,1 pg/ml),
U, (ocekavany obsah: 0,05 pg/ml) a U, (oc¢ekavany obsah:
0,025 pg/ml) s pouzitim postupného fedéni (1 + 1) 50 %
methanolem (4.5).

ZKUSEBNI POSTUP
Oc¢kovani zkuSebniho média

Ockujte zkuSebni médium (4.2.2) bakterialni suspenzi (3.2) pfi
asi 50 °C. Predbéznymi pokusy na miskach se zkusebnim
médiem (4.2.2) stanovte mnoZstvi pozadované bakterialni

Mo

s riznymi koncentracemi flavofosfolipolu (asi 30 ml/litr).
Piiprava misek

Diftize na agaru je provadéna v miskach za pouziti Ctyfech
koncentraci standardniho roztoku (Sg, S,, S,, S;) a Ctyfech
koncentraci zkuSebniho roztoku (U,, U,, U,, U,). Tyto ctyfi
koncentrace extraktu a standardu musi byt nezbytné umistény
do kazdé plotny. Pro tento tcel vyberte plotny, které jsou dosta-
tené velké, aby umoznily udé€lat v agaru nejméné 8 otvori
o priméru 10 az 13 mm a nejméné¢ 30 mm mezi jejich stiedy.
Pokus muize byt provadén na miskach sestavajicich z plochych
sklenénych ploten vybavenych dokonale rovnym hlinikovym
nebo plastovym ramem 200 mm v praméru a 20 mm vysky.

Rozlijte na plotny mnozstvi média (4.2.1), aby vytvofilo vrstvu
asi 1,5 mm silnou (45 ml na misku o priméru 200 mm).
Nechejte ustat ve vodorovné pozici a potom prelijte mnozstvim
média (4.2.2) naockovaného jako v bodé¢ 8.1, aby vytvorilo
vrstvu 1 mm silnou (30 ml na misku o priméru 200 mm).
Nechejte znovu ustdt v rovnovazné pozici, vytvoite otvory
a umistéte do nich presné¢ odméfené objemy zkuSebnich
a standardnich roztokd (mezi 0,10 a 0,15 ml na diru, podle
praméru).

Kazdou koncentraci pouzijte nejméné ctyfikrat tak, ze kazdému
stanoveni podléha vyhodnoceni 32 inhibi¢nich zon.

Inkubace

Inkubujte plotny 16 az 18 hodin pii 28 az 30 °C.
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VYHODNOCEN{

Zm¢éftte pramér inhibicnich zén s presnosti na 0,1 mm. Zazna-
menejte stiedni hodnotu pro kazdou koncentraci na semilogarit-
mickém grafickém papife, znazornujic logaritmus koncentraci
ve vztahu k primérim inhibi¢nich zén. Narysujte nejvhodnéjsi
kiivky standardniho roztoku a extraktu, napfiklad jako je to
uvedeno nize.

(SL) s pouzitim rovnice:

78 +4S, +S,-25
10

(@) SL =

78s + 4S8, + 8S,-258,
10

(b) SH =

Podobn¢ vypoctéte ,,nejvhodnéj$i“ body pro nejnizsi troven
extraktu (UL) a nejvyssi uroven extraktu (UH) nahrazenim U,
U, U,aUza8, S, S, aS; ve vySe uvedenych rovnicich.

Zaznamenejte vypocitané hodnoty SL a SH na stejny graficky
papir a spojte je, abyste obdrzeli ,,nejvhodné&j$i“ kiivku pro
roztok standardu. Podobné zaznamenejte UL a UH a spojte je,
abyste obdrzeli ,,nejvhodnéjsi“ kiivku pro extrakt.

V neptitomnosti jakychkoli ovlivnéni by mély byt kiivky para-
lelni. Pro praktické ucely mohou byt kiivky povazovany za
paralelni, pokud se hodnoty (SH-SL) a (UH-UL) nelisi o vice
nez 10 % od jejich stfedni hodnoty.
Pokud jsou kfivky shledany jako neparalelni, miize byt pomi-
nuto bud’ U, a S, nebo Ug a S8 a SL, SH, UL a UH vypocteny
za pouziti alternativnich rovnic, které poskytuji alternativni
,-nejvhodnéjsi ktivky:
58, +28,-S, 58, +28S,-S
nebo

6 6
58S, +28S,-8S, 58 +2S,-8S,

5 nebo ;

a podobné pro UL a UH. Alternativni nejvhodngjsi kiivky musi
byt kontrolovany na paralelnost jako pfedtim. SkuteCnost, ze
byl vysledek pocitan ze tfi urovni, musi byt uvedena
v zavérecné zprave.

a’) SL =

b) SH =

Kdyz jsou kiivky povazovany za paralelni, vypoctéte logaritmus

relativni aktivity (log. A) pomoci jedné s nasledujicich rovnic.

Pro ctyri urovné

(©)

(U 4+ U, + Uy + Ug-S,-85,-8, - S4) x 0,602
U+ U +S, + $%-U,-0U,-S5, -5,

log A =

Pro tri urovné

(U, + U, + U, -8, -8, - S,) x 0,401

d) log A =

(d) log U, + 8,-U, -5,

nebo

& logA:(U2 F U, + Ug-S, -8, - S) x 0,401

Us + S-U, -8,

Skute¢nd aktivita = pfedpokladand aktivita x relativni aktivita.
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10.

Kdyz jsou krivky povazoviny za neparalelni, opakujte stano-
veni. Pokud neni paralelnost stale docilena, vypocitejte loga-
ritmus relativni aktivity (log. A) prostfednictvim rovnice c).
Nicméné, obdrzeny vysledek musi byt povazovan za ptiblizny
a toto musi byt uvedeno v zavérecném hlaseni.

OPAKOVATELNOST

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni provedenych u stejného
vzorku stejnym analytikem nesmi prekrocit:

0,5 mg/kg v absolutni hodnoté pro obsahy flavofosfolipolu od
1 do 2 mg/kg;

25 % rel. z vy$si hodnoty pro obsahy vétsi nez 2 do10 mg/kg;

20 % rel. z vy$8i hodnoty pro obsahy vétsi nez 10 do 25 mg/
kg;

5 mg/kg v absolutni hodnoté pro obsahy vétsi nez 25 do 50 mg/
kg;

10 % rel. z vys$s8i hodnoty pro obsahy nad 50 mg/kg.

3. STANOVENI STOPOVYCH PRVKU ZELEZA, MEDI,

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.

3.5.
3.6.

MANGANU A ZINKU
UCEL A ROZSAH

Tato metoda umoziuje stanovit stopové prvky zelezo, méd,
mangan a zinek v krmivech. Dolni meze stanoveni jsou:

zelezo (Fe): 20 mg/kg
méd’ (Cu): 10 mg/kg
mangan (Mn): 20 mg/kg
zinek (Zn): 20 mg/kg
PRINCIP

Vzorek je pfeveden do roztoku kyselinou chlorovodikovou po
destrukci organické hmoty, pokud je obsazena. Prvky Zelezo,
méd’, mangan a zinek jsou stanoveny po pfislusném zfedéni
atomovou absorpéni spektrofotometrii.

CHEMIKALIE
Uvodni poznamky

Pro pfipravu chemikalii a analytickych roztokii pouzivejte
vodu, u které bylo stanoveno, ze je bez kationt, ziskanou bud’
dvounasobnou destilaci vody v borosilikdtovém nebo kiemi-
katém destilaénim pfistroji nebo dvounasobnym plisobenim
ionexu.

Chemikalie musi byt nejméné analytické kvality (p.a.). Nepfi-
tomnost prvki, které maji byt stanoveny, musi byt kontrolovana
slepym pokusem. Pokud je to nutné, musi byt chemikalie dale
precistény.

Namisto standardnich roztoki popsanych nize, mohou byt
pouzity komercni standardni roztoky za pfedpokladu, ze jsou
garantovany a pted pouzitim byly ptekontrolovany.

Kyselina chlorovodikova p.a. (d: 1,19).
Kyselina chlorovodikova p.a. (6 N).
Kyselina chlorovodikova p.a. (0,5 N).

Kyselina fluorovodikovad 38 az 40 % (objemovych) majici
obsah Zeleza mensi nez 1 mg Fe/litr a zbytek po odpareni mensi
nez 10 mg (jako sulfat)/litr.

Kyselina sirova p.a. (d: 1,84).

Peroxid vodiku p.a. (pfiblizn¢ 100 objemt kysliku (30 % hmot-
nostng)).
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3.7.

3.7.1.

3.8

3.8.1.

3.9.

3.9.1.

3.10.

3.10.1.

3.11.

4.1.

4.2.

4.3.

44.

Standardni roztok Zzeleza (1 000 pg Fe/ml) pfipraveny nasle-
dovné: rozpust'te 1 g zelezného dratu p.a. ve 200 ml 6 N kyse-
liny chlorovodikové (3.2), ptidejte 16 ml peroxidu vodiku (3.6)
a doplite do jednoho litru vodou.

Pracovni standardni roztok zeleza (100 pg Fe/ml) pfipraveny
zifedénim standardniho roztoku (3.7) 1 + 9 vodou.

Standardni roztok médi (1 000 pg Cu/ml) pfipraveny nasle-
dovné: rozpustte 1 g mé&di v praskové formé (p.a.) ve 25 ml 6 N
kyseliny chlorovodikové (3.2), pfidejte 5 ml peroxidu vodiku
(3.6) a doplnte do jednoho litru vodou.

Pracovni standardni roztok meédi (10 pg Cu/ml) pfipraveny
zfedénim standardniho roztoku (3.8) 1 + 9 vodou a potom
zifedénim vysledného roztoku 1 + 9 vodou.

Standardni roztok manganu (1 000 pg Mn/ml) pfipraveny nasle-
dovné: rozpustte 1 g manganu v praskové formé (p.a.) ve
25 ml 6 N kyseliny chlorovodikové (3.2), ptidejte 5 ml pero-
xidu vodiku (3.6) a dopliite do jednoho litru vodou.

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

Standardni roztok zinku (1 000 pg Zn/ml) pfipraveny nasle-
dovné: rozpust'te 1 g zinku ve formé pasku nebo platku (p.a.)
ve 25 ml 6 N kyseliny chlorovodikové (3.2) a dopliate do
jednoho litru vodou.

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

Roztok chloridu lanthanitého pfipraveny nasledovné: rozpust'te
12 g kysli¢niku lanthanitého ve 150 ml vody, ptidejte 100 ml 6 N
kyseliny chlorovodikové (3.2) a dopliate do jednoho litru
vodou.

PRISTROJE

Muflova pec s regulaci teploty a zaznamnikem.

Sklenéné nadobi musi byt rezistentniho borosilikatového typu
a doporucuje se pouzivat piistroje, které¢ jsou vylucné rezervo-
vany pro stanoveni stopovych prvkda.

Platinové kelimky a (voliteln¢) kiemenné kelimky.

Atomovy absorpéni spektrofotometr spliujici pozadavky
metody, co se tyCe citlivosti a pfesnosti v pozadovaném
rozsahu.
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5. POSTUP
5.1. Vzorky obsahujici organickou hmotu
5.1.1. Zihani a p¥iprava roztoku pro analyzu (*)

i) Vlozte 5 az 10 g vzorku, odvéazeného s pfesnosti na 0,2 mg,
do kitemenného nebo platinového kelimku (4.3) (viz
poznamka b)), vysuSte v suSarné pii 105 °C a vlozte
kelimek do chladné muflové pece (4.1). Zaviete pec (viz
poznamka c)) a postupné zvysujte teplotu na 470 az 475 °C
po asi 90 minut. Udrzujte tuto teplotu 4 aZ 16 hodin (napf.
pfes noc), aby se odstranil uhlikaty materidl a potom
otevfete pec a nechejte vychladnout (viz poznamka d)).

Vymyjte kelimek celkem asi 5 ml kyseliny chlorovodikové
(3.1) a pfidejte kyselinu pomalu a opatrné do kadinky (miaze
prob¢hnout prudka reakce diky tvorbé CO,). Pridejte po
kapkach kyselinu chlorovodikovou (3.1) za michani, dokud
neustane Suméni. Odpaite do sucha za pfilezitostného
michani sklenénou tycinkou.

Dale ptidejte ke zbytku 15 ml 6 N kyseliny chlorovodikové
(3.2) a nasledn¢ asi 120 ml vody. Michejte sklenénou
ty¢inkou, kterd by méla byt ponechana v kadince a zakryjte
kadinku hodinovym sklem. Uved’te mirné do varu a udrzujte
na bodu varu dokud jiZ neni vidét nerozpu$tény popel.
Prefiltrujte pres filtraéni papir bez obsahu popela a jimejte
do 250 ml odmémé banky. Kadinku a filtr vymyjte 5 ml
horké 6 N kyseliny chlorovodikové (3.2) a dvakrat vrouci
vodou. Doplitte odmérnou baiiku po znac¢ku vodou (koncen-
trace HC1 asi 0,5 N).

ii) Pokud je zbytek na filtru zbarven Cerné (uhlik), dejte jej
zpét do pece a zihejte znovu pii 450 az 475 °C. Toto zihani,
které vyzaduje pouze n€kolik hodin (asi tfi az pét hodin), je
dokonceno, kdyz je popel bily nebo témét bily. Rozpust'te
zbytek asi 2 ml kyseliny chlorovodikové (3.1), odpaite do
sucha a pfidejte 5 ml 6 N kyseliny chlorovodikové (3.2).
Zahtejte, prefiltrujte roztok do odmérné bariky a dopliite po
znacku vodou (koncentrace HCI asi 0,5 N).

Poznamky:

a) Pri stanoveni stopovych prvkl je dulezité byt ostrazity vaci
rizikim kontaminace, zejména zinkem, médi a Zelezem.
Z tohoto diivodu musi byt vybaveni pouZzivané pfi ptipravé
vzorkl bez téchto kovii.

Ke snizeni obecného rizika kontaminace, pracujte
v bezprasné atmosfétre s tuzkostlivé CcCistym vybavenim
a peclivé umyvanym nadobim. Stanoveni zinku je zvlasté
citlivé na mnoho typt kontaminace, napf. z nadobi, chemi-
kalii, prachu, atd.

b) Vaha vzorku, ktery ma byt zihan, je pocitana z piiblizného
obsahu stopového prvku v krmivu ve vztahu k citlivosti
pouzitého spektrofotometru. U urcitych krmiv s nizkym
obsahem stopovych prvkid mize byt nezbytné zacit s 10 az
20 g vzorku a doplnit konecny roztok na pouze 100 ml.

(*) Zelené picniny (Cerstvé nebo suché) Casto obsahuji velka mnozstvi rostlin-
né¢ho kiemiku, ktery miaze zadrzovat stopové prvky a musi byt odstranén.
U vzorkl téchto krmiv musi byt proto dodrzen nasledujici modifikovany
postup.Proved’te operaci 5.1.1 i) aZ po filtraci. Vymyjte filtracni papir obsahu-
jici nerozpustny zbytek dvakrat vrouci vodou a vlazte jej do platinového
kelimku (4.3). Spalte v muflové peci (4.1) pii teploté¢ pod 550 °C, dokud
vSechen uhlikaty material zcela nezmizel. Nechejte vychladnout, ptidejte
nékolik kapek vody a nasledné 10 az 15 ml kyseliny fluorovodikové (3.4)
a odpaite do sucha pii asi 150 °C. Pokud ziistane né&jaky kiemicity zbytek,
rozpustte jej znovu v nékolika mililitrech kyseliny fluorovodikové (3.4)
a odpaite do sucha. Pridejte pét kapek kyseliny sirové (3.5) a zahiivejte
dokud se nepfestane uvoliiovat bily kout. Po pfidani 5 ml 6 N kyseliny chlo-
rovodikové (3.2) a asi 30 ml vody, zahfejte, prefiltrujte roztok do 250 ml
odmémné banky a doplite po znacku vodou (koncentrace HCL asi 0,5 N).
Poté pokracujte stanovenim od bodu 5.1.3.
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5.1.2.
5.1.2.1.

¢) Zihani musi byt provadéno v zaviené peci bez vhanéni
vzduchu nebo kysliku.

d) Teplota ukazovana pyrometrem nesmi piekrocit 475 °C.

Spektrofotometrické stanoveni
Ptiprava kalibra¢nich roztokt

Pro kazdy prvek, ktery ma byt stanoven, pfipravte z pracovnich
standardnich roztokl ziskanych dle bodu 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1
a 3.10.1 tadu kalibracnich roztokd, kazdy kalibra¢ni roztok
s koncentraci HCL okolo 0,5 N a (v pifipadé Zeleza, manganu
a zinku) koncentraci chloridu lanthanitého ekvivalentni 0,1 %
La (hmotnostné-objemovych). Koncentrace vybranych stopo-
vych prvkt musi leZet v rozsahu citlivosti pouzitého spektrofo-
tometru. Tabulky uvedené nize ukazuji prikladné sloZeni typic-
kych tad kalibracnich roztokl;; v zavislosti na typu a citlivosti
pouzitého spektrofotometru mize byt nicméné nutno vybrat
dalsi koncentrace.

Zelezo

ng Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml pracovniho 0 |05 1 2 3 4 5
standardniho
roztoku (3.7.1)
(1 ml =100 pg
Fe)
+ml 6 N HCI1 7 7 7 7 7 7 7
(3.2)

+ 10 ml roztoku chloridu lanthanitého (3.11) a doplnit do
100 ml vodou.

Méd’

pg Cu/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml pracovniho 0 1 2 4 6 8 10
standardniho
roztoku (3.8.1)
(1 ml=10 pg
Cu)
+ml 6 N HCI 8 8 8 8 8 8 8
3.2)
Doplnit do 100 ml vodou.

Mangan

pug Mn/ml 0 |o01]02]|041]06]08] 10
ml pracovniho 0 1 2 4 6 8 10
standardniho
roztoku (3.9.1)
(1ml=10 pg
Mn)
+ml 6 N HCI 7 7 7 7 7 7 7
3.2)

+ 10 ml roztoku chloridu lanthanitého (3.11) a doplnit do
100 ml vodou.
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5.1.2.2.

5.1.2.3.

5.1.2.4.

5.2.

Zinek

pg Zn/ml 0 (005|011 |02 1] 04 ] 06 | 08

ml pracovniho 0 |05 1 2 4 6 8
standardniho
roztoku (3.10.1)
(1 ml=10 pg
Zn)

+ ml 6 N HCI1 7 7 7 7 7 7 7
(3.2)

+ 10 ml roztoku chloridu lanthanitého (3.11) a doplnit do
100 ml vodou.

Ptiprava roztoku pro analyzy

U stanoveni médi muze byt roztok pfipraveny z bodu 5.1.1
normalné pouzit ptimo. Pokud je nezbytné pfivést jeho koncen-
traci na Uroven kalibracnich roztokl, mize byt alikvotni Cast
pipetovana do 100 ml odmérné baniky a doplnéna po znacku
0,5 N kyselinou chlorovodikovou (3.3).

U stanoveni Zeleza, manganu a zinku odpipetujte alikvotni
podil roztoku piipraveného podle bodu 5.1.1 do 100 ml
odmémé banky, pfidejte 10 ml chloridu lanthanitého (3.11)
a doplite po znacku 0,5 N kyselinou chlorovodikovou (3.3)
(viz rovnéz bod 8 poznamky).

Slepy pokus

Slepy pokus musi zahrnovat vSechny ptfedepsané kroky postupu
kromé toho, Ze je pominut material vzorku.

Kalibra¢ni roztok ,,0“ nemtze byt pouzit jako slepy.
Meéfeni atomové absorpce

Zmeite atomovou absorpci kalibracnich roztokti a roztoku,
ktery ma byt analyzovan, s pouzitim okyslicujiciho plamene
vzduch-acetylen pfi nasledujicich vlnovych délkach:

Fe: 2483 nm

Cu: 324,8 nm

Mn: 279,5 nm

Zn: 213,8 nm

Proved’te kazdé méteni Ctytikrat.
Mineralni krmiva

Pokud vzorek neobsahuje organickou hmotu, neni nezbytné
spalovani. Pokracujte, jak je to popsano v bodé 5.1.1 i) poci-
naje druhym odstaveem. Odpateni s kyselinou fluorovodikovou
muze byt pominuto.

VYPOCET VYSLEDKU

S pouzitim kalibrac¢ni kiivky vypoctéte koncentraci stopového
prvku v roztoku, ktery ma byt analyzovan a vyjadrete vysledek
v miligramech stopového prvku na kilogram vzorku (ppm).

OPAKOVATELNOST

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych
u stejného vzorku stejnym analytikem nesmi prekrocit:

— 5 mg/kg v absolutni hodnoté u obsaht pfislusného stopo-
vého prvku do 50 mg/kg,

— 10 % z vyssiho vysledku u obsahil piislusného stopového
prvku od 50 do 100 mg/kg,
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— 10 mg/kg, v absolutni hodnoté u obsahti ptislusného stopo-
vého prvku od 100 do 200 mg/kg,

— 5 % z vyssiho vysledku u obsahti piislusného stopového
prvku pres 200 mg/kg.
POZNAMKY

Ptitomnost velkych mnozstvi fosfati mize ovliviiovat stanoveni
zeleza, manganu a zinku. Takové ovlivnéni musi byt korigo-
vano pridanim roztoku chloridu lanthanitého (3.11). Nicméné,
pokud je vahovy pomér ve vzorku

Ca + Mg
P

- 2, muze byt pridavek roztoku chloridu lanthanitého (3.11) do
roztoku pro analyzy a do kalibra¢nich roztokd pominuto.



