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OSMA SMERNICE KOMISE
ze dne 15. &ervna 1978,

kterou se stanovi analytické metody Spolecenstvi pro dfedni kontrolu krmiv

(78/633/EHS)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského hospodarského
spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 70/373/EHS ze dne
20. cervence 1970 o zavedeni metod odbéru vzorka a analy-
tickych metod Spolecenstvi pro tfedni kontrolu krmiv ('), na-
posledy pozménénou aktem o pfistoupeni, a zejména na
¢lanek 2 uvedené smérnice,

vzhledem k tomu, Ze smérnice stanovi, aby byla oficidlni
kontrola krmiv provadéna s pouzitim metod odbéru vzorki
a analytickych metod Spolecenstvi pro ticely kontroly souladu
pozadavki stanovenych prdvnimi nebo spravnim pfedpisy
tykajicim se jakosti a sloZeni krmiv;

vzhledem k tomu, Ze smérnice komise 71/250/EHS ze dne
15. Cervna 1971 (3, 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. biezna 1974 (9),
75/84[EHS ze dne 20. prosince 1974 ()
a 76/372[EHS ze dne 1. bfezna 1976 (%) jiz ustanovily urcity
pocet analytickych metod Spolecenstvi; Ze pokrok v prdci od
té doby ¢ini vhodnym pfijmout osmou sérii metod;

vzhledem k tomu, Ze opatfeni této smérnice jsou v souladu se
stanoviskem Stdlého vyboru pro krmiva,

() UF vést. L 170, 3.8.1970, s. 2.
() U vést. L 155,12.7.1971, s. 13.
() Ut vést. L 279, 20.12.1971, s. 7.
() U vést. L 123, 29.5.1972, s. 6.
() Uk vést. L 83, 30.3.1973, 5. 21.
(9 UF. vést. L 108, 22.4.1974, s. 7.
() U vést. L 32, 5.2.1975, s. 26.
() UK. vést. L 102, 15.4.1976, s. 8.

PRIJALA TUTO SMERNICI:

Cldnek 1

1. Clenské stity stanovi, aby byly analyzy pro oficidlni
kontrolu krmiv, co se tyce jejich obsahii zinkbacitracinu, flavo-
fosfolipolu, Zeleza, médi, manganu a zinku, provadény v sou-
ladu s metodami popsanymi v pfiloze této smérnice.

2. Obecnd ustanoveni stanovend v &asti 1 ,Uvod“ piilohy
prvni smérnice 71/250/EHS, se s vyjimkou &sti tykajici se
piipravy vzorku, jez ma byt analyzovan, vztahuji i na metody
popsané v piiloze této smérnice.

Cldnek 2

Clenské stity uvedou 1. ledna 1979 v Gcinnost prévni
a spravni predpisy nezbytné pro dosazeni souladu s touto
smérnici. Neprodlené o nich uvédomi Komisi.

Clanek 3

Tato smérnice je urcena ¢lenskym stattm.

V Bruselu dne 15. ¢ervna 1978.

Za Komisi
Finn GUNDELACH

mistoptedseda
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3.1.

3.2

4.1.

4.2

4.3.

4.4.

PRILOHA

. STANOVENI ZINKBACITRACINU DIFUZ[ NA AGARU

UCEL A ROZSAH

Tato metoda je urCena pro stanoveni zinkbacitracinu v krmivech, koncentratech a premixech. Dolni mez stano-
veni je 5 mglkg (5 ppm) (*). Metoda neni pouzitelnd v pFtomnosti ovlivijicich ldtek, zvldste velkych mnozstvi
médi nebo kyseliny askorbové.

PRINCIP

Vzorek je extrahovdn pfi pH 2 smési methanol/voda/kyselina chlorovodikova. Extrakt je upraven na pH 6,5,
koncentrovédn (pokud je to nutné) a zfedén. Jeho antibiotickd aktivita se stanovi méfenim diftize zinkbacitracinu
na agaru naockovaném mikroorganizmem Micrococcus luteus (Syn. M. flavus). Diftize se projevuje formaci inhi-
bi¢nich z6n mikroorganizmu. Prumér téchto zén je pfimo tmérny logaritmu antibiotické koncentrace nad rozsah
pouzitych antibiotickych koncentraci.

MIKROORGANISMUS: MICROCOCCUS LUTEUS ATCC 10240

UdrZovéni zdsobni kultury

Naockujte Micrococcus luteus do zkumavky se Sikmym agarem (4.1). Inkubujte 24 hodin pfi 30 az 37 °C, skla-
dujte v chladnicce pii 4 °C a znovu pieockujte kazdé dva tydny na sikmy agar.

Pfiprava bakteridlni suspenze (?)

Smyjte bakterie ze zkumavky se sikmym agarem (3.1) za pouziti 2 az 3 ml roztoku chloridu sodného (4.3). Tuto
suspenzi pouzijte k naockovani 250 ml kultiva¢niho média (4.1) v Rouxové bafice a inkubujte 18 aZ 20 hodin
pii 30 az 37 °C. Smyjte mikroorganizmus do 25 ml roztoku chloridu sodného (4.3) a promichejte. Zedte
suspenzi na jednu desetinu roztokem chloridu sodného (4.3). Svételnd transmise suspenze musi byt okolo 75 %,
méfeno pii 650 nm v 1 cm kyveté proti roztoku chloridu sodného (4.3).

KULTIVACNI MEDIA A CHEMIKALIE

Kultiva¢ni piida ()

Pepton z masa 6,0 g
Trypton 40 g
Extrakt z kvasnic 30¢g
Extrakt z masa 15¢
Glukosa 10 g
Agar 150 g
Voda 1000 ml

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

ZkuSebni pida ()

Trypton 10,0 g
Extrakt z kvasnic 30 g
Extrakt z masa 15 ¢
Glukosa 1,0 g
Agar 20,0 g
Tween 80 1 ml
Voda 1000 ml

pH 6,5 (po sterilizaci)

Roztok chloridu sodného 0,8 % (véhové-objemovych): rozpustte 8 g chloridu sodného p.a. ve vodé a ziedte do
1000 ml; sterilizujte.

Smés ¢istého methanolu/vody/kyseliny chlorovodikové p.a. (d: 1,18 az 1,19): 80/17,5/2,5 (objemove).

(*) 1 mg krmného zinkbacitracinu je ekvivalentni 42 mezindrodnim jednotkdm (i.u.).

() Jiné metody mohou byt pouzity za pfedpokladu, Ze bylo stanoveno, Ze davaji podobné bakteridlni suspenze.
(") Mtize byt pouzito jakékoli komeré¢ni kultivacni médium podobného slozeni a dévajici stejné vysledky.
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4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

6.1.

6.1.1.

6.2.

7.1.

Fosfitovy pufr, pH 6,5

Hydrogen fosfore¢nan draselny K,HPO, p.a. (22,15 ).
Dihydrogen fosfore¢nan draselny K,HPO, p.a (27,85 g).
Voda do 1 000 ml.

Kyselina chlorovodikovd p.a. (d: 1,18 az 1,19).

Kyselina chlorovodikovd p.a. (0,1 N).

N roztok hydroxidu sodného p.a.

Roztok bromokresolové cervené 0,04 % (vahové-objemovych): rozpustte 0,1 g bromokresolové cervené
v 18,5 ml 0,01 N roztoku hydroxidu sodného. Dopliite vodou do objemu 250 ml a promichejte.

Standardni latky: zinkbacitracin o zndmé aktivité (v iu.).

STANDARDNI ROZTOKY

Odvazte mnozstvi standardniho zinkbacitracinu (4.10) odpovidajici 1 050 iu. (podle uvedené aktivity). Pridejte
5 ml 0,1 N kyseliny chlorovodikové (4.7) a nechejte ustat 15 minut. Pfidejte 30 ml vody, upravte pH na 4,5
fosfitovym pufrem pH 6,5 (4.5) (okolo 4 ml), doplite vodou do objemu 50 ml a dobfe promichejte
(1 ml = 21iu).

Z tohoto roztoku piipravte postupnym fedénim fosfitovym pufrem pH 6,5 (4.5) nédsledujici roztoky:

S8 0,42 iu./ml
S4 0,21 iu./ml
S2 0,105 iu
S1 0,0525 iu./ml

PRIPRAVA EXTRAKTU

Extrakce

Koncentrdty, premixy a minerdlni krmiva

Odvazte mnozstvi vzorku 2,0 az 5,0 g, pfidejte 30 ml smési (4.4) a krétce protiepejte. Zkontrolujte, Ze je pH
okolo 2. Tiepejte 10 minut, prldeﬂte 30 ml fosfitového Eufru pH 6,5 (4.5) a tiepejte 15 minut. Ziedte fosfa-
tovym pufrem (4.5), abyste obdrzeli o¢ekdvany obsah zinkbacitracinu 0,42 i.u./ml) (= Uy).

. Bilkovinné koncentrdty

Odvazte mnozstvi vzorku 10,0 g, piidej te 50 ml smési (4.4) a krdtce protiepejte. Zkontrolujte, Ze je pH
okolo 2. Tiepejte 10 minut, prldefte 50 ml fosfitového gufru pH 6,5 (4.5) a tiepejte 15 minut. Zfedte fosfd-
tovym pufrem (4.5), abyste obdrzeli o¢ekdvany obsah zinkbacitracinu 0,42 i.u./ml) (= Uy).

. Ostatni krmiva

Odvazte mnozstvi 10,0 g vzorku (20,0 g pro ocekdvany obsah zinkbacitracinu 5 mg/kg), pridejte 25 ml smési
(4.4) a homogenizujte asi 10 minut. Pfidejte 25 ml fosfitového pufru pH 6,5 (4.5), trepejte 15 minut a od-
stiedte. Odeberte 20 ml roztoku supernatantu a upravte pH na 6,5 s pouzitim 1 N roztoku hydroxidu sodného
(4.8) s roztokem bromokresolové cervené (4.9) jako indikdtorem. Odpaite na pfiblizné 4 ml na rotaénim odpa-
fovaci pii teploté nepfesahujici 35 °C. Ziedte zbytek vodou, abyste obdrzeli oc¢ekdvany obsah zinkbacitracinu
0,42 iufml (= U

Zkusebni roztoky

Z roztoku U pfipravte roztok U, (o¢ekdvany obsah: 0,21 iu./ml), U, (ocekdvany obsah: 0,105 iu./ml) a U,
(o¢ekdvany obsah: 0,0525 i.u./ml) s pouzitim postupného fedéni (I + 1) fosfitovym pufrem (4.5).

ZKUSEBNI POSTUP

Oc¢kovini zkuSebniho média

Ockujte zkusebni médium (4.2) bakteridlni suspenzi (3.2) pii asi 50 °C. Pfedbéznymi pokusy na miskdch se
zkusebnim médiem (4.2) stanovte mnoZstvi pozadované bakteridlni suspenze, které poskytne nejvétsi a nejjas-
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7.2

7.3.

Pfiprava misek

Difize na agaru je provddéna v miskdch za pouziti Ctyfech koncentraci standardntho roztoku (Sg S, S, S))
a ctyfech koncentraci zkusebniho roztoku (Ug, U,, U,, U,). Tyto Ctyfi koncentrace extraktu a standardu musi byt
nezbytné umistény do kazdé plotny. Pro tento ucel vyberte plotny, které jsou dostate¢né velké, aby umoznily
udélat v agaru nejméné 8 otvori o priméru 10 az 13 mm a nejméné 30 mm mezi jejich stfedy. Pokus muze
byt provddén na plotnich sestdvajicich z plochych sklenénych desek vybavenych dokonale rovnym hlinikovym
nebo plastovym krouzkem, umisténym na vrchu, 200 mm v priiméru a 20 mm vysky.

Rozlijte na misky mnozstvi média (4.2), naockovaného jako v bod¢ 7.1, aby vytvofilo vrstvu asi 2 mm silnou
(50 ml na misku o praméru 200 mm). Nechejte ustdt v rovnovazné pozici, vytvoite diry a umistéte do nich
piesné odméfené objemy zkusebnich a standardnich roztoki (mezi 0,10 a 0,15 ml na diru, podle priiméru).

Kazdou koncentraci pouZijte nejméné Ctyfikrat tak, Ze kazdému stanoveni podléhd vyhodnoceni 32 inhibi¢nich
z6n.
Inkubace

Inkubujte plotny 16 az 18 hodin pfi 28 az 30 °C.

VYHODNOCEN{

Zméfte pramér inhibi¢nich zén s pfesnosti na 0,1 mm. Zaznamenejte stfedni méfen{ pro kazdou koncentraci na
semilogaritmickém grafickém papife, zndzorfjic logaritmus koncentraci ve vztahu k primértm inhibi¢nich

vvvvvv

z6n. Narysujte nejvhodnéjsi kiivky standardniho roztoku a extraktu, napiiklad jako je to uvedeno nize.
Stanovte ,nejvhodnéjsi“ bod pro nejnizsi droven standardu (SL) s pouZitim rovnice:

78 4+ 48, + S5,-28
10

(@) SL =

Stanovte ,nejvhodnéjsi“ bod pro nejvyssi troven standardu (SH) s pouzitim rovnice:

78 4+ 48 +5,-28;
10

(b) SH =

Podobné vypoctéte ,nejvhodnéjsi body pro nejnizsi tiroveii extraktu (UL) a nejvyssi tiroveii extraktu (UH) nahra-
zenim U, U, U,a Ugza§,, S,, S, a S; v nahote uvedenych rovnicich.

Zaznamenejte vykpoél'tané hodnoty SL a SH na stejny graficky papir a spojte je, abyste obdrzeli ,nejvhodnéjsi“
kiivku pro roztok standardu. Podobné zaznamenejte UL a UH a spojte je, abyste obdrzeli ,nejvhodnéjsi* kiivku
pro extrakt.

V nepiitomnosti jakychkoli ovlivnéni by mély byt kiivky paralelni. Pro praktické tcely mohou byt kiivky pova-
zovény za paralelni, pokud se hodnoty (SH-SL) a (UH-UL) nelisi o vice nez 10 % od jejich sttedni hodnoty.

Pokud jsou kfivky shleddny jako neparalelni, mtze byt pominuto bud U, a S, nebo Uy a S, a SL, SH, UL a UH
vypocteny za pouziti alternativnich rovnic, které poskytuji alternativni ,nejvhodnéjsi“ krivky:

58 +6252—S4 nebo 55, +6ZS4—53

a) SL =

58 +2§,-§ neb0558 + 28,-S,

b) SH =
6 6

a podobné pro UL a UH. Alternativni nejvhodnéjsi kiivky musi byt kontrolovdny na paralelnost jako pfedtim.
Skutecnost, Ze byl vysledek pocitdn ze tif drovni, musi byt uvedena v zdvére¢né zprave.

Kdyz jsou kiivky povaZovdny za paralelni, vypoctéte logaritmus relativni aktivity (log. A) pomoci jedné s ndsleduji-
cich rovnic.

Pro ctyfi tirovné

(Ui + U, + U, + Ug-8; -8, -8, -8Sg) x 0,602
Uy, + Ug + Sy + S-U;-U,-§5, -85,

(© log A =
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Pro tfi trovné

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

d) log A =

(@) log Uy + S,-Up -5,

nebo

@) log A :(Uz + U, + Ug-S,-S,-Sg) x 0,401

Us + S8 -U, -85,
Skutecnd aktivita = pfedpoklddand aktivita x relativni aktivita.

Kdyz jsou kfivky povaZovdny za neparalelni, opakujte stanoveni. Pokud neni paralelnost stdle docilena, vypocitejte
logaritmus relativni aktivity (log. A) pomoci rovnice ¢). Nicméné, obdrzeny vysledek musi byt povazovin za
piiblizny a toto musi byt uvedeno v zdvérecné zprave.

OPAKOVATELNOST

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

20 % rel. z vyssi hodnoty pro obsahy zinkbacitracinu od 5 a do 25 mg/kg;

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

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

2. STANOVENI FLAVOFOSFOLIPOLU DIFUZI NA AGARU

3.1.

3.2.

UCEL A ROZSAH

Tato metoda je urCena pro stanoveni flavofosfolipolu v krmivech, koncentritech a premixech. Dolni mez stano-
veni je 1 mglkg (1 ppm).

PRINCIP

Vzorek je extrahovdn zfedénym methanolem za varu pod zpétnym chladicem. Po odstiedéni je extrakt precistén
(kde je to nutné) na ionexu a zfedén. Jeho antibiotickd aktivita se stanovi méfenim diftize flavofosfolipolu na
agaru naockovaném mikroorganizmem Staphylococcus aureus. Diftize se projevuje formaci inhibi¢nich zén
mikroorganizmu. Primér téchto zén je pifimo imérny logaritmu antibiotické koncentrace v rozsahu pouzitych
antibiotickych koncentraci.

MIKROORGANISMUS: STAPHYLOCOCCUS AUREUS ATCC 6538 P

UdrZovéni zdsobni kultury

Naockujte Staphylococcus aureus do zkumavky se sikmym a%arem (4.1). Inkubujte 24 hodin pii 37 °C, skladujte
v chladnicce pfi 4 °C a znovu pieockujte kazdy mésic na Sikmy agar.

Piiprava bakteridlni suspenze ()

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

24 hodin pted zkouskou naockujte touto kulturou dvé az ¢tyfi zkumavky obsahujici $ikmé kultivacni médium
(4.1). Inkubujte 16 az 18 hodin pfi 37 °C. Vytvoite suspenzi kultury v roztoku chloridu sodného (4.3). Svételnd
transmitance suspenze musi byt okolo 40 %, méfeno pfi 578 nm v 1 cm kyveté proti roztoku chloridu sodného
(4.3).

() Jiné metody mohou byt pouzity za predpokladu, Ze bylo stanoveno, ze davaji podobné bakteridlni suspenze.
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.3.

44,
45.
4.6.
47.
48.

4.9.
4.10.

4.11.
4.12.
4.13.
4.14.

5.2.
5.3.
5.4.

KULTIVACNI MEDIA A CHEMIKALIE

Kultivaéni médium (%)

Pepton z masa 6,0 g
Trypton 40 g
Extrakt z kvasnic 30 ¢
Extrakt z masa 15¢
Glukosa 1,0 g
Agar 150 g
Voda 1000 ml

pH 6,5 (po sterilizaci)

ZkuSebni médium

Zdkladni vrstva ()

Pepton z masa 6,0 g
Extrakt z kvasnic 30 g
Extrakt z masa 1,5 ¢
Agar 10,0 g
Voda 1000 ml

pH 6,5 (po sterilizaci)

Ockovaci vrstva
Jako v bodé 4.1, s pfidavkem 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, ¢isty.

Methanol 50 % (objemovych): zfedte 500 ml methanolu (4.4) 500 ml vody.
Methanol 80 % (objemovych): zfedte 800 ml methanolu (4.4) 200 ml vody.
Tris (hydroxymetyl) aminometan p.a.

Methanolovy roztok chloridu draselného 1,5 % (vdhové-objemovych): 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.

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

Skelnd vlna.
pH indikdtorovy papirek (pH 6,06 az 8.1).
Kyselina askorbova.

Standardni ltka: flavofosfolipol o zndmé aktivité.

PRISTROJE

Sklenéné trubice pro chromatografii, vnitini primér: 9 mm, délka 150 az 200 mm, vybavené zaviracim
kohoutem ve zizené ¢asti dolntho konce a sklenénym zdbrusem (ke spojeni s ddvkovaci ndlevkou (5.2)) v horni
Casti.

Davkovaci ndlevka 250 ml, vybavend zaviracim kohoutem a sklenénym zdbrusem.

250 ml konickd banka se sklenénym zdbrusem.

Zpétny chladi¢ se sklenénym zdbrusem.

STANDARDNI ROZTOKY

Rozpustte piesné odvazené mnozstvi standardni ldtky (4.14) v 50 % methanolu (4.5) a zfedte, abyste obdrzeli
zdsobni roztok obsahujici 100 pg flavofosfolipolu na mililitr. Pokud je tento roztok skladovdn v zazitkované
barice pii 4 °C, je stabilni az dva mésice.

() Maze byt pouzito jakékoli komeréni kultiva¢ni médium podobného slozeni a davajici stejné vysledky, napf. oxoid antibiotické
médium 1 (CM 327) s pridavkem oxoid agaru ¢. 3 (L 13).

() Maze 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).

() Napf. SE 2 od Wacker Chemie Gmbh, Mnichov.
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7.2.

7.3.

8.1.

8.2.

Z tohoto zdsobniho roztoku pfipravte postupnym fedénim 50 % methanolem (4.5) ndsledujici roztoky:

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

PRIPRAVA EXTRAKTU

Extrakce

. Koncentrdty, premixy a minerdlni krmiva

Odvazte mnozstvi vzorku 2,0 az 5,0 g, pfidejte asi 150 mg kyseliny askorbové (4.13). Homogenizujte se
150 ml 50 % methanolu (4.5) v konické baice (5.3) a upravte pH na 8,1 az 8,2 asi 400 myg tris (hydroxymetyl)
aminometanem (4.7). Zkontrolujte pH indika¢nim papirkem (4.12). Nechejte ustdt 15 minut, potom znovu
upravte pH na 8,1 az 8,2 tris (hydroxymetyl) aminometanem (4.7) a vaite 10 minut pod zpétnym chladicem
(5.4) pfi stalém michdni. Nechejte vychladnout, odstfedte smés a dekantujte extrakt.

. Ostatni krmiva

Odvazte mnozstvi 5,0 az 30,0 g vzorku obsahujictho nejméné 30 pg flavofosfolipolu. Homogenizujte se
150 ml 50 % methanolu (4.5) v konické baice (5.3) a upravte pH na 8,1 az 8,2 asi 400 myg tris (hydroxymetyl)
aminometanem (4.7). Zkontrolujte pH indika¢cnim papirkem (4.12). Nechejte ustdit 15 minut, potom znovu
upravte pH na 8,1 az 8,2 tris (hydroxymetyl) aminometanem (4.7) a vaite 10 minut pod zpétnym chladicem
(5.4) pfi stdlém michdni. Nechejte vychladnout, odstiedte smés a dekantujte extrakt.

Precisténi (tento krok miZe byt pominut u koncentrtii, premixdi a minerdlnich krmiv)

Rozmichejte 110 ml extraktu s 11 g kationtového ménice (4.9), vaite jednu minutu pod zpétnym chladicem
(5.4) pifi stdlém michdni. Oddélte kationtovy méni¢ odstfedénim nebo filtraci. Promichejte 100 ml extraktu se
150 ml methanolu (4.4) a skladujte roztok 12 az 15 hodin pii 4 °C. Odfiltrujte vlockovitou hmotu dokud je
roztok chladny.

Vlozte zitku ze skelné vlny (4.11) do spodniho konce sklenéné trubice (5.1), vlijte do trubice 5 ml aniontového
ménice (4.10) ]promyjte kolonu 100 ml 80 % methanolu (4.6). S pouzitim nélevky (5.2), preneste do kolony
nejméné lOO ml filtratu, u kterého se ocekdvd, ze obsahuje 16 pg flavofosfolipolu (200 ml na 30 g vzorku
krmiva pii 1 ppm). Kde je to nutné, zfedte filtrdt pied aplikaci do kolony 80 % methanolem (4.6), abyste obdrzeli
ocekdvany obsah flavofosfolipolu 16 pug/100 ml. Pratok upravte na asi 2 ml/minutu. Odstrante efluentvytok.
Jimejte 50 ml 80 % methanolu (4.6) a odstrarite vytok.

Eluujte flavofosfolipol methanolovym roztokem chloridu draselného (4.8) pii priitoku asi 2 ml/minutu. Seberte
50 ml eludtu do odmérné bariky, pfidejte 30 ml vody a promichejte. Tento roztok by mél mit obsah flavofosfo-
lipolu 0,2 pg/ml (= Uy).

ZkuSebni roztoky
Kde je to nutné (tj. kdyz bylo pominuto predcisténi), ziedte extrakt ziskany v bodé 7.1.1 50 % methanolem (4.5),
abyste obdrzeli ocekavany obsah flavofosfolipolu 0,2 pg/ml (= Uy).

Z roztoku Uy pfipravte roztok U, (o¢ekdvany obsah: 0,1 pg/ ml), U 2 (ocekdvany obsah: 0,05 pg/ml) a U, (ocekd-
vany obsah: 0,025 pg/ml) s pouzitim postupného fedéni (1 + 1) 50 % methanolem (4.5).

ZKUSEBNI POSTUP
Oc&koviani zkuSebniho média

Ockujte zkuSebni médium (4.2.2) bakteridlni suspenzi (3.2) pii asi 50 °C. PfedbéZnymi pokusy na miskdch se
zkusebmm medlem (4. 2. 2) stanovte mnoZzstvi pozadovane bakterlalm suspenze, které poskytne nejvétsi a nejjas-

Piiprava misek

Difize na agaru je provddéna v miskdch za poufiti ctyfech koncentraci standardniho roztoku (Sy, S,. S,, S))
a Ctyfech koncentraci zkusebniho roztoku (Ug, U,, U,, U,). Tyto Etyfi koncentrace extraktu a standardu musi byt
nezbytné umlsteny do kazdé plotny. Pro tento dcel vyberte plotny, které jsou dostatecné velké, aby umoznily
udélat v agaru nejméné 8 otvordi o priméru 10 az 13 mm a nejméné 30 mm mezi jejich stiedy. Pokus miize
byt prova ¢én na mlskach sestdvajicich z plochych sklenénych ploten vybavenych dokonale rovnym hlinikovym
nebo plastovym rdmem 200 mm v priméru a 20 mm vysky.
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8.3.

Rozlijte na plotny mnozstvi média (4.2.1), aby vytvofilo vrstvu asi 1,5 mm silnou (45 ml na misku o praméru
200 mm). Nechejte ustdt ve vodorovné pozici a potom pfelijte mnoZzstvim média (4.2.2) naockovaného jako
v bod¢ 8.1, aby vytvofilo vrstvu 1 mm silnou (30 ml na misku o praméru 200 mm). Nechejte znovu ustdt
v rovnovdzné pozici, vytvorte otvory a umistéte do nich pfesné odméfené objemy zkuSebnich a standardnich
roztokt (mezi 0,10 a 0,15 ml na diru, podle priméru).

Kazdou koncentraci pouZijte nejméné Ctytikrat tak, Ze kazdému stanoveni podléhd vyhodnoceni 32 inhibi¢nich
zon.
Inkubace

Inkubujte plotny 16 az 18 hodin pfi 28 az 30 °C.

VYHODNOCEN{

Zméfte pramér inhibi¢nich z6n s pfesnosti na 0,1 mm. Zaznamenejte stiedni hodnotu pro kazdou koncentraci
na semilogaritmickém grafickém papife, zndzornujic logaritmus koncentraci ve vztahu k praméram inhibi¢nich

Stanovte ,nejvhodnéjsi“ bod pro nejnizsi droven standardu (SL) s pouZitim rovnice:

78 4+ 48, + 5,-28
10

(@) SL =

78 4+ 48 +5,-28;
10

(b) SH =

o2

Podobné vypoctéte ,nejvhodnéjsi“ body pro nejnizsi Groven extraktu (UL) a nejvyssi droven extraktu (UH) nahra-
zenim U, Uy, U, a Ugza S, S,, S, a S ve vyse uvedenych rovnicich.

Zaznamenejte vyIEoél'tané hodnoty SL a SH na stejny graficky papir a spojte je, abyste obdrzeli ,nejvhodnéjsi“
kiivku pro roztok standardu. Podobné zaznamenejte UL a UH a spojte je, abyste obdrzeli ,nejvhodnéjsi“ kiivku
pro extrakt.

V nepiitomnosti jakychkoli ovlivnéni by mély byt kiivky paralelni. Pro praktické ticely mohou byt kiivky pova-
zovany za paralelni, pokud se hodnoty (SH-SL) a (UH-UL) neli${ o vice nez 10 % od jejich stfedni hodnoty.

Pokud jsou kiivky shleddny jako neparalelni, miize byt pominuto bud U, a S, nebo U, a S8 a SL, SH, UL a UH
vypocteny za pouziti alternativnich rovnic, které poskytuji alternativni ,nejvhodnéjsi“ krivky:

a,)SL:551+ZSz-S4 nebo 58 + 28,-S
6 6
58 +2§-§ neb0558 + 28,-S,

b) SH =
6 6

a podobné pro UL a UH. Alternativni nejvhodnéjsi kiivky musi byt kontrolovdny na paralelnost jako pfedtim.
Skutecnost, Ze byl vysledek pocitdn ze ti trovni, musi byt uvedena v zdvérecné zprave.

Kdyz jsou ktivky povaZovdny za paralelni, vypoctéte logaritmus relativni aktivity (log. A) pomoci jedné s nasleduji-
cich rovnic.

Pro ctyfi tirovné

(U + U, + U, + Ug-8;-8S,-8,-S;) x 0,602
Uy, + Ug + Sy + S-U;-U, -5, -5,

(©) log A =
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Pro tfi trovné

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

d) log A =

(d) log Us + S-U, -8,

nebo

0 log A _ (U, + Uy + Ug-8, -5, - S5) x 0,401

Ug + S -Up -5
Skutecnd aktivita = pfedpoklddana aktivita x relativni aktivita.

Kdyz jsou kfivky povaZovdny za neparalelni, opakujte stanoveni. Pokud neni paralelnost stdle docilena, vypocitejte
logaritmus relativni aktivity (log. A) prostfednictvim rovnice c). Nicméné, obdrzeny vysledek musi byt povazovan
za piiblizny a toto musi byt uvedeno v zdvérecném hldseni.
10. OPAKOVATELNOST
Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni provedenych u stejného vzorku stejnym analytikem nesmi pfekrodit:
0,5 mg/kg v absolutni hodnoté pro obsahy flavofosfolipolu od 1 do 2 mg/kg;
25 % rel. z vys$si hodnoty pro obsahy vétsi nez 2 do10 mg/kg;
20 % rel. z vys3si hodnoty pro obsahy vétsi nez 10 do 25 mglkg;
5 mg/kg v absolutni hodnoté pro obsahy vétsi nez 25 do 50 mg/kg;

10 % rel. z vyssi hodnoty pro obsahy nad 50 mg/kg.

3. STANOVENI STOPOVYCH PRVKU ZELEZA, MEDI, MANGANU A ZINKU

1. UCEL A ROZSAH

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

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

2. PRINCIP

Vzorek je pieveden do roztoku kyselinou chlorovodikovou po destrukei organické hmoty, pokud je obsaZena.
Prvky Zelezo, méd, mangan a zinek jsou stanoveny po piislusném zfedéni atomovou absorpéni spektrofotome-
trif.

3. CHEMIKALIE
Uvodni poznimky

Pro piipravu chemikdlif a analytickych roztokd pouZivejte vodu, u které bylo stanoveno, Ze je bez kationtt,
ziskanou bud dvoundsobnou destilaci vody v borosilikditovém nebo kiemikatém destilacnim pfistroji nebo
dvoundsobnym piisobenim ionexu.

Chemikalie musi byt nejméné analytické kvality (p.a.). Nepfitomnost prvka, které maji byt stanoveny, musi byt
kontrolovéna slepym pokusem. Pokud je to nutné, musi byt chemikalie déle pfecistény.

Namisto standardnich roztokd popsanych nize, mohou byt pouzity komer¢ni standardni roztoky za pfedpo-
kladu, Ze jsou garantovany a pred pouzitim byly p¥ekontrolovany.

3.1.  Kyselina chlorovodikova p.a. (d: 1,19).
3.2.  Kyselina chlorovodikovd p.a. (6 N).

3.3.  Kyselina chlorovodikova p.a. (0,5 N).
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3.4.  Kyselina fluorovodikovd 38 az 40 % (objemovych) majici obsah Zeleza mensi nez 1 mg Feflitr a zbytek po
odpafeni mensf nez 10 mg (jako sulfat)/litr.

3.5.  Kyselina sirovd p.a. (d: 1,84).

3.6.  Peroxid vodiku p.a. (pfiblizné 100 objemt kysliku (30 % hmotnostng)).

3.7.  Standardni roztok Zeleza (1 000 pg Fe/ml) pfipraveny ndsledovné: rozpustte 1 g Zelezného dritu p.a. ve
200 ml 6 N kyseliny chlorovodikové (3.2), pfidejte 16 ml peroxidu vodiku (3.6) a doplite do jednoho litru
vodou.

3.7.1. Pracovni standardni roztok Zeleza (100 pg Fe/ml) pfipraveny zfedénim standardniho roztoku (3.7) 1 + 9

vodou.

3.8.  Standardni roztok médi (1 000 pg Cu/ml) pfipraveny ndsledovné: rozpustte 1 g médi v praskové formé ({).a.)
ve 25 ml 6 N kyseliny chlorovodikové (3.2), pfidejte 5 ml peroxidu vodiku (3.6) a doplnte do jednoho litru
vodou.

3.8.1. Pracovni standardni roztok médi (10 pg Cujml) pfipraveny ziedénim standardniho roztoku (3.8) 1 + 9 vodou
a potom zfedénim vysledného roztoku 1 + 9 vodou.

3.9.  Standardni roztok manganu (1 000 pg Mn/ml) piipraveny nasledovné: rozpustte 1 g manganu v praskové
formé (p.a.) ve 25 ml 6 N kyseliny chlorovodikové (3.2), pfidejte 5 ml peroxidu vodiku (3.6) a doplite do
jednoho litru vodou.

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

3.10.  Standardni roztok zinku (1 000 pg Zn/ml) pfipraveny ndsledovné: rozpustte 1 g zinku ve formé pdsku nebo
platku (p.a.) ve 25 ml 6 N kyseliny chlorovodikové (3.2) a dopliite do jednoho litru vodou.

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

3.11. Roztok chloridu lanthanitého pfipraveny nasledovné: rozpustte 12 ﬁshém’ku lanthanitého ve 150 ml vody,
pfidejte 100 ml 6 N kyseliny chlorovodikové (3.2) a doplite do jednoho litru vodou.

4, PRISTROJE
4.1.  Muflové pec s regulaci teploty a zdznamnikem.
4.2, Sklenéné nddobi musi byt rezistentntho borosilikitového typu a doporucuje se pouzivat piistroje, které jsou

vyluéné rezervovany pro stanoveni stopovych prvka.
4.3, Platinové kelimky a (volitelné) kifemenné kelimky.

4.4.  Atomovy absorpéni spektrofotometr spliwjici pozadavky metody, co se tyce citlivosti a pfesnosti v pozado-
vaném rozsahu.

5. POSTUP

5.1.  Vzorky obsahujici organickou hmotu

5.1.1.  Zihdni a p¥iprava roztoku pro analjzu ()

i) Vlozte 5 az 10 g vzorku, odvdzeného s pfesnosti na 0,2 mg, do kiemenného nebo platinového kelimku
(4.3) (viz pozndmka b)), vysuste v susdrné pii 105 °C a vlozte kelimek do chladné muflové pece (4.1).
Zaviete pec (viz pozndmka 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 oteviete pec
a nechejte vychladnout (viz poznamka d)).

(*) Zelené picniny (Cerstvé nebo suché) casto obsahuji velkd mnozstvi rostlinného kiemiku, ktery muize zadrzovat stopové prvky a musi
byt odstranén. U vzorkd téchto krmiv musi byt proto dodrzen ndsledujici modifikovany postup.
Provedte operaci 5.1.1 i) az po filtraci. Vymyjte filtra¢ni papir obsahujici nerozpusm)'f zbytek dvakrdt vrouci vodou a vlazte jej do
platinového kelimku (4.3). Spalte v muflové peci (4.1) pii teplote pod 550 °C, dokud vsechen uhlikaty materidl zcela nezmizel.
Neche)te vychladnout, pfidejte nékolik kapek vody a ndsledné 10 az 15 ml kyseliny fluorovodikové (3.4) a odpaite do sucha pfi asi
150 °C. Pokud zlistane nejaﬂy kiemicity Eytek rozpustte jej znovu v nékolika mililitrech kyseliny fluorovodikové (3.4) a odpaite do
sucha. Pfidejte pét kapek kyseliny sirové (3.5) a zahfivejte dokud se nepfestane uvolfiovat bily kout. Po pfiddni 5> ml 6 N kyseliny
chlorovodikové (3.2) a asi 30 ml vody, zahiejte, piefiltrujte roztok do 250 ml odmérné banky a doplitte po znacku vodou (koncen-
trace HCL asi 0,5 N). Poté pokracujte stanovenim od bodu 5.1.3.
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5.1.2.1.

Vymye(te kelimek celkem asi 5 ml kyseliny chlorovodikové (3.1) a pridejte kyselinu pomalu a opatrné do
kadinky (mtze probéhnout prudkd reakce diky tvorbé CO,). Pfidejte po kapkach kyselinu chlorovodikovou
(3.1) za michdni, dokud neustane Suméni. Odpaite do sucha za pfilezitostného michdni sklenénou tycinkou.

Dile pfidejte ke zbytku 15 ml 6 N kyseliny chlorovodikové (3.2) a ndsledné asi 120 ml vody. Michejte
sklenénou tycinkou, kterd by méla byt ponechdna v kddince a zakryjte kddinku hodinovym sklem. Uvedte
mirné do varu a udrzujte na bodu varu dokud jiz neni vidét nerozpustény popel. Prefiltrujte pies filtracni
papir bez obsahu popela a jimejte do 250 ml odmérné banky. Kddinku a filtr vymyjte 5 ml horké 6 N
kyseliny chlorovodikové (3.2) a dvakrat vrouci vodou. Dopliite odmérnou banku po znacku vodou (koncen-
trace HCl 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 zihéni, které vyzaduje pouze nékolik hodin (asi tfi az pét hodin), je dokonceno, kdyz je popel bily nebo
téméf bily. Rozpustte zbytek asi 2 ml kyseliny chlorovodikové (3.1), odpaite do sucha a pfidejte 5 ml 6 N
kyseliny chlorovodikové (3.2). Zahfejte, piefiltrujte roztok do odmérné banky a dopliite po znacku vodou
(koncentrace HCl asi 0,5 N).

Pozndmky:

a) Pii stanoveni stopovych prvki je dalezité byt ostrazity vaci rizikim kontaminace, zejména zinkem, médi
a Zelezem. Z tohoto divodu musi byt vybaveni pouzivané pii pifpravé vzorki bez téchto kovi.

Ke sniZeni obecného rizika kontaminace, pracujte v bezprasné atmosféfe s tzkostlivé ¢istym vybavenim
a peclivé umyvanym nddobim. Stanoveni zinku je zvlasté citlivé na mnoho typt kontaminace, napf.
z nddobi, chemikdlii, prachu, atd.

b) Vaha vzorku, ktery md byt zihdn, je pocitdna z piiblizného obsahu stopového prvku v krmivu ve vztahu
k citlivosti pouzitého spektrofotometru. U ur¢itych krmiv s nizkym obsahem stopovych prvka mize byt
nezbytné zacit s 10 az 20 g vzorku a doplnit kone¢ny roztok na pouze 100 ml.

¢) Zihan{ mus{ byt provddéno v zaviené peci bez vhanéni vzduchu nebo kysliku.

d) Teplota ukazovand pyrometrem nesmi piekrocit 475 °C.

Spektrofotometrické stanoveni
Pi{prava kalibra¢nich roztokd

Pro kazdy prvek, ktery mé byt stanoven, pfipravte z pracovnich standardnich roztokd ziskanych dle bodi
3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 a 3.10.1 fadu kalibracnich roztoku, kazdy kalibracni roztok s koncentraci HCL okolo
0,5 N a (v piipadé Zeleza, manganu a zinku) koncentraci chloridu lanthanitého ekvivalentni 0,1 % La
(hmotnostné-objemovych). Koncentrace vybranych stopovych prvkt musi lezet v rozsahu citlivosti pouzi-
tého spektrofotometru. Tabulky uvedené nize ukazuji pfﬂz:,l)z,idné slozent typickych fad kalibra¢nich roztokd;

v zévislosti na typu a citlivosti pouzitého spektrofotometru muize byt nicméné nutno vybrat dalsi koncen-

trace.
Zelezo
g Fefml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml  pracovniho  standardniho
roztoku (3.7.1) (1 ml = 100 pg Fe) 0 0,5 1 2 3 4 5
+ml 6 NHCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

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

Méd
yg Cufml 0 0.1 02 04 0,6 08 1,0
ml  pracovniho  standardniho
roztoku (3.8.1) (1 ml = 10 pg Cu) 0 1 2 4 6 8 10
+ml 6 N HCI (3.2) 8 8 8 8 8 8 8

Doplnit do 100 ml vodou.
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5.1.2.2.

5.1.2.3.

5.1.2.4.

5.2.

Utedni véstnik Evropské unie
Mangan
pig Mn/ml 0 0,1 02 0.4 0.6 0.8 1,0
ml  pracovniho  standardniho
roztoku (3.9.1) (1 ml = 10 pg Mn) 0 1 2 4 6 8 10
+ml 6 NHCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

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

Zinek
ug Znfml 0 0,05 0.1 02 0.4 0,6 0.8
ml  pracovniho  standardniho
roztoku (3.10.1) (1 ml = 10 pg
Zn) 0 0,5 1 2 4 6 8
+ml 6 NHCI (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

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

Pi{prava roztoku pro analyzy

U stanoveni médi miize byt roztok pfipraveny z bodu 5.1.1 normdlné pouzit piimo. Pokud je nezbytné
piivést jeho koncentraci na troven kalibracnich roztokd, miize byt alikvotni ¢dst pipetovdna do 100 ml
odmérné banky a doplnéna po znacku 0,5 N kyselinou chlorovodikovou (3.3).

U stanoveni Zeleza, manganu a zinku odpipetujte alikvotni podil roztoku pfipraveného podle bodu 5.1.1
do 100 ml odmérné banky, pfidejte 10 ml chloridu lanthanitého (3.11) a dopliite po znacku 0,5 N kyse-
linou chlorovodikovou (3.3) (viz rovnéz bod 8 poznamky).

Slepy pokus

Slepy pokus musi zahrnovat vSechny piedepsané kroky postupu kromé toho, Ze je pominut materidl
vzorku.

Kalibra¢ni roztok ,0“ nemtize byt pouZit jako slepy.
Meéfen{ atomové absorpce

Zméfte atomovou absorpci kalibra¢nich roztoka a roztoku, ktery ma byt analyzovdn, s pouzitim okyslicu-
jictho plamene vzduch-acetylen pii ndsledujicich vinovych délkdch:

Fe: 248,3 nm
Cu: 324,8 nm
Mn: 279,5 nm
Zn: 213,8 nm

Provedte kazdé méfeni ¢tyfikrét.

Minerélni krmiva

Pokud vzorek neobsahuje organickou hmotu, neni nezbytné spalovani. Pokracujte, jak je to popsdno
v bodé 5.1.1 i) pocinaje druhym odstavcem. Odpafteni s kyselinou fluorovodikovou miize byt pominuto.
VYPOCET VYSLEDKU

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

OPAKOVATELNOST

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

— 5 mgfkg v absolutni hodnoté u obsahii piislusného stopového prvku do 50 mgfkg,
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— 10 % z vyssiho vysledku u obsaht piislusného stopového prvku od 50 do 100 mg/kg,
— 10 mg/kg, v absolutni hodnoté u obsaht pFislusného stopového prvku od 100 do 200 mg/kg,
— 5% z vyssiho vysledku u obsaht piislusného stopového prvku pies 200 mg/kg.

8. POZNAMKY

Pritomnost velkych mnozstvi fosfitd mtze ovliviiovat stanoveni Zeleza, manganu a zinku. Takové ovliv-
néni musi byt kori%ovéno I\/Ffidaim'm roztoku chloridu lanthanitého (3.11). Nicméné, pokud je védhovy

a + P . L
=2 T8 ) mize byt piidavek roztoku chloridu lanthanitého (3.11) do roztoku

pro analyzy a do kalibracnich roztoki pominuto.

pomér ve vzorku



