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L 257/14 UREDNI VESTNIK EVROPSKYCH SPOLECENSTVI 19.9.1998

SMERNICE KOMISE 98/64/ES
ze dne 3. zafi 1998,

kterou se stanovi analytické metody Spolecenstvi pro stanoveni aminokyselin, tukd a olachindoxu
v krmivech a kterou se méni smérnice 71/393/EHS

(Text s vyznamem pro EHP)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 70/373/EHS za dne
20. cervence 1970 o zavedeni metod odbéru vzorkd a analy-
tickych metod Spolecenstvi pro tfedni kontrolu krmiv ('), na-
posledy pozménénou Aktem o pfistoupeni Rakouska, Finska
a Svédska, a zejména na ¢ldnek 2 uvedené smérnice,

vzhledem k tomu, Ze smérnice 70/373/EHS stanovi, Ze Gfedni
kontrola krmiv za téelem kontroly, zda krmiva spliuji poza-
davky vyplyvajici z pravnich a sprvnich pfedpist tykajicich
se jejich jakosti a slozeni, se provadi za pouziti metod odbéru
vzorkil a analyzy platnych ve Spolecenstvi;

vzhledem k tomu, Ze smérnice Rady 79/373/EHS ze dne
2. dubna 1979 o uvddéni krmnych smési na trh (?), naposledy
pozménénd smérnici Komise 97[47[ES (}), a smérnice Rady
93/74[/EHS ze dne 13. zaf{ 1993 o krmivech urcenych ke
zvlastnim Gcelim vyzivy (*), naposledy pozménénd smérnici
96/25/ES (), stanovi, Ze obsah aminokyselin a tuku musi byt
uvedeny na oznaceni krmiv;

vzhledem k tomu, Ze smérnice Rady 70/524/EHS ze dne
23. listopadu 1970 o dopliikovych latkdch v krmivech (°), na-
posledy pozménénd smérnici Komise 98/19[ES (), stanovi, Ze
obsah olachindoxu musi byt uveden na oznaceni, pokud je tato
latka pfiddna do krmnych smési;

vzhledem k tomu, Ze druhd smérnice Komise 71/393/EHS ze
dne 18. listopadu 1971, kterou se stanovi analytické metody
Spolecenstvi pro ufedni kontrolu krmiv (%), naposledy pozmé-
nénd smérnici Komise 84/4/EHS (), stanovi metody analyzy
mimo jiné i pro zjistovani obsahu tuku; Ze je vhodné uvedené
metody upravit;

() Uk vést. L 170, 3.8.1970, s. 2.
() Uk vést. L 86, 6.4.1979, s. 30.
() Uk vést. L 211, 5.8.1977, s. 45.
() UF. vést. L 237, 22.9.1993, s. 23.
() Uk vést. L 125, 23.5.1996, s. 35.
(9 UF. vést. L 270, 14.12.1970, s. 1.
() Uk vést. L 96, 28.3.1998, s. 39.
(%) Uf. vest. L 279, 2.12.1971, s. 7.
() Ut vést. L 15, 18.1.1984, s. 28.

vzhledem k tomu, Ze musi byt stanoveny analytické metody
Spolecenstvi pro kontrolu téchto latek;

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

PRIJALA TUTO SMERNICI:

Cldnek 1

Clenské stity stanovi, Ze analyzy pro diedni kontrolu obsahu
aminokyselin, tuku a obsahu olachindoxu v krmivech se
provadéji za pouziti metod uvedenych v piiloze této smérnice.

Cldnek 2

V piiloze smérnice Komise 71/393/EHS se bod ,4. Stanoveni

obsahu tuku“ nahrazuje ¢asti B piilohy této smérnice.

Clanek 3

1. Clenské stity uvedou v Géinnost pravni a spravni pied-
pisy nezbytné pro dosazeni souladu s touto smérnici nejpoz-
dgji do 31. prosince 1998. Uvédomi o nich neprodlené
Komisi.

Budou tyto pfedpisy pouzivat od 1. ledna 1999.

Tato opatien{ piijatd ¢lenskymi staty musi obsahovat odkaz na
tuto smérnici nebo musi byt takovy odkaz ucinén pii jejich
ufednim vyhlaSeni. Zptsob odkazu si stanovi ¢lenské staty.
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2. Clenské stity sdéli Komisi znéni hlavnich ustanoveni Cldnek 5
vnitrostatnich pravnich pfedpisti, které pfijmou v oblasti

piisobnosti této smérnice Tato smérnice je uréena ¢lenskym stattim.

V Bruselu dne 3. z4f 1998.

Cldnek 4
Za Komisi

Tato smérnice vstupuje v platnost dvacitym dnem po Franz FISCHLER

vyhldseni v Ufednim véstniku Evropskych spolecenstvi. clen Komise



03/sv. 23

Utedni véstnik Evropské unie

435

2.1

2.2

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

PRILOHA
CAST A

Stanoveni aminokyselin

Utel a oblast pouZiti

Tato metoda slouzi ke stanoveni obsahu volnych (syntetickych a pfirozenych) a vdzanych (peptidy vdzané
a volné) aminokyselin v krmivech za pouziti analyzdtoru aminokyselin. Metoda je pouzitelnd pro tyto amino-
kyseliny: 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 nemuze také u aminokyselin rozliSovat mezi formami D
a L. Neni pouzitelnd pro stanoveni tryptofanu nebo hydroxy analogti aminokyselin.

Princip

Volné aminokyseliny

Volné aminokyseliny se extrahuji zfedénou kyselinou chlorovodikovou. Soucasné extrahované dusikaté makro-
molekuly se srdzeji kyselinou sulfosalycilovou a odstranuji se filtraci. Zfiltrovany roztok se upravi na pH 2,20.
Aminokyseliny se separuji iontoméni¢ovou chromatografii a stanovi se po reakci s ninhydrinem fotometrickou
detekei pfi 570 nm.

Vidzané aminokyseliny

Zvoleny proces zdvisi na stanovovanych aminokyselindch. Cyst(e)in a methionin musi byt pfed hydrolyzou
oxidovany na kyselinu cysteovou a na methioninsulfon. Tyrosin se musi stanovovat v hydrolyzatech neoxido-
vanych vzorki. Ostatni aminokyseliny uvedené v bodé 1 mohou byt zjistoviny bud v oxidovaném nebo
v neoxidovaném vzorku.

Oxidace se provadi pii 0 °C smési kyseliny permravenci a fenolu. Nadbytecné oxida¢ni ¢inidlo se rozlozi dvojsi-
ranem sodnym. Oxidovany nebo neoxidovany vzorek se hydrolyzuje kyselinou chlorovodikovou (¢ = 6 mol/])
po 23 hodin. Hydrolyzdt se upravi na pH 2,20. Aminokyseliny se separuji iontoménicovou chromatografii
a stanovuji se po reakci s ninhydrinem fotometrickou detekei pii 570 nm (440 nm pro prolin).

Cinidla

Musi byt pouzita dvakrdt destilovand voda nebo voda obdobné jakosti (vodivost < 10 pS).

peroxid vodiku, w = 30 %

kyselina mravenci, w = 98-100 %

fenol

dvojsiran sodny

hydroxid sodny

kyselina 5-sulfosalicylovd, dihydrat

kyselina chlorovodikovd o hustoté pfiblizné 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)
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3.15  1-oktanol
3.16  aminokyseliny

3.16.1 standardni latky uvedené v bodé 1; ¢isté slouceniny neobsahujici krystaliza¢ni vodu. Vysusi se ve vakuu nad
P,0; nebo H,SO, tyden pred pouZitim

3.16.2 kyselina cysteovd
3.16.3 methioninsulfon
3.17  hydroxid sodny, roztok ¢ = 7,5 mol/l:
300 g NaOH (3.5) se rozpusti ve vodé a doplni do 1 litru.
3.18  hydroxid sodny, roztok ¢ = 1 mol/l:
40 g NaOH (3.5) se rozpusti ve vodé a doplni do 1 litru.
3.19  roztok kyseliny mravenéi a fenolu:
Smichd se 889 g kyseliny mravenci (3.2) se 111 g vody a piida se 4,73 g fenolu (3.3).
3.20  hydrolyza¢ni smés, ¢ = 6 mol HCl/l s pfidavkem 1 g fenolu/l:
K 492 ml HCI (3.7) se pfidd 1 g fenolu (3.3) a doplni se vodou do 1 litru.
3.21  extrakéni smés, ¢ = 6 mol HCl[l s pridavkem 2% thiodiglykolu:

8,2 ml HCI (3.7) se roziedi pfiblizn¢ 900 ml vody, pfidd se 20 ml thiodiglykolu (3.9) a doplni vodou na
1 litr (3.7 a 3.9 se nesmi smichat pfimo).

3.22  kyselina 5-sulfosalicylovd, f = 6 %:
60 g kyseliny 5-sulfosalicylové (3.6) se rozpusti ve vodé¢ a doplni vodou na 1 litr.

3.23  oxida¢ni smés (kyselina permravenci — fenol):
V malé kidince se smichd 0,5 ml peroxidu vodiku (3.1) s 4,5 ml roztoku kyseliny mravenéi s fenolem (3.19);
ponechd se v klidu 1 hodinu pii 20-30 °C, aby se utvorila kyselina permravenc¢i, pfed pfidanim ke vzorku se
smés ochladi v ldzni s ledovou vodou (15 minut).
Pozor: Je nutno zamezit kontaktu s kazi a pouzivat ochranny odév.

3.24  citronanovy 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 objem 1 litru.

3.25  elu¢ni tlumivé roztoky piipravované podle podminek pro pouzity analyzitor (4.9)
3.26  ninhydrinové ¢inidlo pfipravované podle podminek pro pouzity analyzator (4.9)
3.27  Standardni roztoky aminokyselin. Tyto roztoky je nutno uschovavat pii teploté pod 5 °C.

3.27.1 zdsobni standardni zdkladni roztoky aminokyselin (3.16.1), ¢ = 2,5 pmol/ml pro kazdou aminokyselinu

v kyseliné chlorovodikové. Tento roztok lze obdrzet i komer¢né pripravené.
3.27.2 zéasobni standardni zdkladni roztok kyseliny cysteové a methioninsulfonu, ¢ = 1,25 pmol/ml

0,2115 g kyseliny cysteové (3.16.2) a 0,2265 g methioninsulfonu se rozpusti (3.16.3) v citronanovém
tlumivém roztoku (3.24) v litrové odmérné bance a doplni se po znacku citronanovym tlumivym roztokem.
Skladuje se pii teploté pod 5 °C nejdéle 12 mésicti. Tento roztok se nepouZzivd, pokud standardni zdkladni
roztok (3.27.1) obsahuje kyselinu cysteovou a methioninsulfon.

3.27.3  zésobni standardni zdkladni roztok vnitiniho standardu, napf. norleucinu, ¢ = 20 pmol/ml

0,6560 g norleucinu (3.13) se rozpusti v citronanovém tlumivém roztoku (3.24) v odmérné barce na 250 ml
a doplni se po znacku citronanovym tlumivym roztokem. Skladuje se pii teploté pod 5 °C nejdéle 6 mésict.

3.27.4 kalibra¢ni roztok standardnich aminokyselin pro pouziti s hydrolyzdty, ¢ = 5 nmol/50 pl kyseliny cysteové
a methioninsulfonu a ¢ = 10 nmol/50 pl u ostatnich aminokyselin
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Ve 100 ml kddince se rozpusti 2,2 g chloridu sodného (3.10) v 30 ml citronanového tlumivého roztoku
(3.24). Pridaji se 4,00 ml zdsobniho standardniho zdkladniho roztoku aminokyselin (3.27.1), 4,00 ml zdsob-
niho standardniho zdkladniho roztoku kyseliny cysteové a methioninsulfonu (3.27.2) a 0,50 ml zdsobniho
standardniho zdkladniho roztoku vnitfniho standardu (3.27.3), pokud se pouziva. pH se upravi na 2,20 hydro-
xidem sodnym (3.18).

Roztok se kvantitativné pfevede do 50 ml odmérné banky, doplni po znacku citronanovym tlumivym
roztokem (3.24) a zamichd se.

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

3.27.5 kalibra¢ni roztok standardnich aminokyselin pro pouziti s hydrolyzdty, pfipravenymi podle bodu 5.3.3.1 a pro
extrakty (5.2). Kalibra¢ni roztok se pfipravuje podle 3.27.4 s vynechanim chloridu sodného.

Skladujte pfi teploté pod 5 °C nejdéle 3 mésice.

4. Pfistroje a pomiicky
4.1 barika s kulatym dnem o obsahu 100 nebo 250 ml opatfend zpétnym chladicem
4.2 nddoba z borosilikitového skla o obsahu 100 ml se Sroubovym uzdvérem s gumovym nebo teflonovym

tésnénim (napf. Duran, Schott) pro pouziti v susdrné
4.3 susdrna s nucenym vétranim a tepelnou regulaci s presnosti lepsi nez +2 °C
4.4 pH metr (tfi desetinnd mista)
4.5 membrénovy filtr (0,2 pm)

4.6 odstiedivka

4.7 rotacni vakuova odparka
4.8 mechanickd tfepacka nebo magnetickd michacka
4.9 analyzdtor aminokyselin nebo zafizeni HPLC s iontoménicovou kolonou, zafizenim pro ninhydrin, post kolo-

novou derivatizaci a fotometrickym detektorem.

Kolona se naplni sulfonovanou polystyrenovou pryskyftici, kterd umoziuje vzdjemné oddéleni aminokyselin
a separaci od jinych ninhydrin pozitivnich latek. Pritok tlumivého roztoku a ninhydrinu zajistuji Cerpadla se
stalosti pratoku * 0,5 % po dobu zahrnujici standardni kalibraci i analyzu vzorku.

Neékteré analyzdtory aminokyselin je mozno pouzit v piipad¢, Ze hydrolyzdt vykazuje koncentraci sodikovych
iontd ¢ = 0,8 mol/l a obsahuje zbytkovou mravenéi kyselinu z oxida¢niho kroku. Jiné analyzitory nezarucuji
uspokojivou separaci ur€itych aminokyselin, obsahuje-li hydrolyzdt nadbyte¢nou mravenci kyselinu a/nebo
vysoké koncentrace sodikovych iontd. V takovém pfipadé se snizi objem kyseliny pfed tpravou pH odpafenim
hydrolyzatu na objem 5 ml. Odpafeni se ma provadét ve vakuu pii teploté nejvyse 40 °C.

5. Postup

5.1 Priprava vzorku

Vzorek se upravi mletim tak, aby prosel sitem s oky 0,5 mm. Vzorky s vysokou vlhkosti se musi pred mletim
vysusit na vzduchu pii teploté nepfesahujici 50 °C nebo pfi zmrazeni. Vzorky s vysokym obsahem tuku se
pied mletim extrahuji petroletherem (3.12).

5.2 Stanoveni volnych aminokyselin v krmivech a v premixech

Do koénické bariky se odvazi piislusné mnozstvi (1-5 g) upraveného vzorku (5.1) s pfesnosti na 0,2 mg
a pridd se 100,0 ml extrakéni smési (3.21). Potom se tfepe 60 minut na mechanické tfepacce nebo michd na
magnetické michacce (4.8). Po usazeni sedimentu se odpipetuje 10,0 ml supernatantu do kddinky o obsahu
100 ml.
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Za stdlého michdni se pfidd 50 ml roztoku kyseliny sulfosalicylové a pokracuje se v michdni na magnetické
michaéce dalsich 5 minut. Supernantant se prefiltruje nebo odstiedi tak, aby se odstranila veskerd sraZenina.
10,0 ml odstredéného roztoku se prenese do kddinky o obsahu 100 ml, pH se upravi na 2,20 pomoci roztoku
hydroxidu sodného (3.18), potom se roztok pievede pomoci citronanového tlumivého roztoku (3.24) do
odmérné banky piiméfené velikosti a doplni po znacku tlumivym roztokem (3.24).

Pouzije-li se intern{ standard, pridd se 1,00 ml interniho standardu (3.27.3) na kazdych 100 ml odstfedéného
roztoku a potom se doplni po znacku tlumivym roztokem (3.24).

Ddle se pokracuje podle bodu 5.4 — chromatografie.

Nejsou-li extrakty zpracovédny tyZ den, uschovavaji se pfi teploté pod 5 °C.

5.3 Stanoveni celkovych aminokyselin

5.3.1 oxidace
0,1 az 1 g upraveného vzorku (5.1) se odvdzi s pfesnosti 0,2 mg:
— do bariky s kulatym dnem o obsahu 100 ml (4.1) pro otevienou hydrolyzu (5.3.2.3) nebo
— do banky s kulatym dnem o obsahu 250 ml (4.1), poZaduje-li se nizkd koncentrace sodiku nebo
— do nddoby o obsahu 100 ml se Sroubovaci uzdvérem (4.2) (pro uzavienou hydrolyzu 5.3.2.4).
Odvazend ¢ast vzorku by méla mit obsah dusiku asi 10 mg a obsah vlhkosti nepfesahujici 100 mg.

Banka/nddoba se umisti do 1dzné s ledovou vodou a ochladi se na 0 °C, potom se pfidd 5 ml oxidacni smési
(3.23) a promichd se sklenénou lzici se zahnutou 3pickou. Banka/nddoba se uzavie i se lZici vzduchotésnou
folif a vlozi se i s ldzni s ledovou vodou do chladnicky p#i 0 °C a ponechd se tam 16 hodin. Po 16 hodindch
se vyjme z chladnicky a pFebyte¢né oxida¢ni ¢inidlo se rozlozi piidanim 0,84 g dvojsiranu sodného (3.4).

Dile se pokracuje podle 5.3.2.1.

5.3.2  hydrolyza
5.3.2.1 hydrolyza oxidovanych vzorki

K oxidovanému vzorku pfipravenému podle 5.3.1 se pfidd 25 ml hydrolyza¢ni smési (3.20) tak, aby neulpél
zadny vzorek na sténdch nddoby ani na lzici. Podle zvoleného postupu hydrolyzy se pokracuje podle 5.3.2.3
nebo 5.3.2.4.

5.3.2.2 hydrolyza neoxidovanych vzorkd

Do banky s kulatym dnem o obsahu 100 ml nebo 250 ml (4.1) nebo do nddoby o obsahul00 ml se §roubo-
vacim uzdvérem (4.2) se odvazi 0,1 az 1 g upraveného vzorku (5.1) s pfesnosti na 0,2 mg. Odvdzend Cast
vzorku by méla mit obsah dusiku asi 10 mg. Opatrné se piidd 25 ml hydrolyza¢ni smési (3.20) a smichd se se
vzorkem. Ddle se postupuje bud podle 5.3.2.3 nebo podle 5.3.2.4.

5.3.2.3 oteviend hydrolyza
Ke smési v barice (pfipravené podle 5.3.2.1 nebo 5.3.2.2) se pfidaji 3 sklenéné kulicky a smés se uvede do
mirného varu pod zpétnym chladicem na dobu 23 hodin. Po skonceni hydrolyzy se zpétny chladi¢ promyje
5 ml citronanového tlumivého roztoku (3.24). Barika se odpoji a ochladi se v ledové 1dzni. Dile se postupuje
podle 5.3.3.

5.3.2.4 uzaviend hydrolyza
Banka se smési ptipravenou podle 5.3.2.1 nebo 5.3.2.2 se umisti do susarny (4.3) pfi 110 °C. Aby se béhem
prvni hodiny zabranilo nartstini tlaku (v dtsledku vyvijeni plynnych litek) a nedoslo k vybuchu, polozi se
Sroubovaci uzdvér volné na banku. Nddoba se neuzavird. Po uplynuti jedné hodiny se uzdvér zasroubuje a uza-
viend banka se ponechd v susdrné (4.3) 23 hodin. Po skonceni hydrolyzy se banka vyjme ze susdrny, opatrné
se odsroubuje uzdvér a postavi se do ldzné s ledovou vodou. Barika se nechd vychladnout.

Podle zvoleného postupu pii tpravé pH (5.3.3) se obsah bariky kvantitativné pfevede pomoci citronanového
tlumivého roztoku (3.24) do kddinky o obsahu 250 ml nebo do banky s kulatym dnem o obsahu 250 ml.

Dile se postupuje podle 5.3.3

5.3.3 uprava pH

Podle toho, jakou toleranci k sodiku ma analyzdtor aminokyselin (4.9), postupujte pii Gpravé pH podle 5.3.3.1
nebo 5.3.3.2.

5.3.3.1 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 zdsobn{ standardni roztok (3.27.3).



03/sv. 23 Utedni véstnik Evropské unie 439

V takovém piipadé se pred odpafovinim pfidaji do hydrolyzdtu 2,00 ml vnitintho zdsobniho standardniho
zdkladniho roztoku (3.27.3).

Do hydrolyzatu potizeného podle 5.3.2.3 nebo 5.3.2.4. se pridaji 2 kapky 1-oktanolu (3.15).

Na rotacni odparce (4.7) se snizi objem na 5-10 ml za vakua pfi 40 © C. Pokud by se objem ndhodou snizil
pod 5 ml, hydrolyzdt je tfeba odstranit a zacit analyzu znovu.

pH se upravi na 2,20 roztokem hydroxidu sodného (3.18) a pokracuje se podle bodu 5.3.4.
5.3.3.2 pro viechny ostatni analyzdtory aminokyselin (4.9)

Hydrolyzaty pfipravené podle 5.3.2.3 nebo 5.3.2.4 se ¢astecné zneutralizuji opatrnym pfiddnim 17 ml roztoku
hydroxidu sodného (3.17), za stdlého michdni a pfi zajisténé teploté pod 40 °C.

pH se upravi na 2,20 roztokem hydroxidu sodného (3.18) pii pokojové teploté. Déle se pokracuje podle bodu
5.3.4.

5.3.4 roztok vzorkd pro chromatografii

Hydrolyzdt (5.3.3.1 nebo 5.3.3.2) s upravenym pH se kvantitativné pfevede pomoci citronanového tlumivého
roztoku (3.24) do odmérné banky o obsahu 200 ml a tlumivym roztokem (3.24) se doplni po znacku.

Nebyl-li dosud pouzit vnitini standard, pfidaji se 2,00 ml vnitiniho standardu (3.27.3) a potom se doplni po
znacku citronanovym tlumivym roztokem (3.24). Dikladné se promicha.

Dile se ptejde k chromatografii (5.4)

Nejsou-li roztoky vzorkd analyzovény tyz den, uschovavaji se pii teploté pod 5 °C.

5.4 Chromatografie

Pred chromatografii musi mit extrakt (5.2) a hydrolyzdt (5.3.4) pokojovou teplotu. Smés se protiepe
a potiebné mnozstvi se zfiltruje membrdnovym filtrem 0,2 p (4.5). Vysledny ¢iry roztok se podrobi ionexové
chromatografii na analyzatoru aminokyselin (4.9).

Nastiik Ize provést ru¢né nebo automaticky. Pfitom je dilezité, aby se na sloupec nastiikovalo stejné mnozstvi
roztoku * 0,5 % jak pfi analyze standardt tak vzorkd s vyjimkou, kdy je pouzito vnitfniho standardu. Rovnéz
pomér sodiku k aminokyselindm by mél byt v standardnich roztocich a v roztocich vzorki co moznd nejpo-
dobngjsi.

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

Chromatografie aminokyselin se mirné 1is{ v zdvislosti na typu pouzitého analyzitoru a pouzitého ionexu.
Zvoleny systém musi byt schopen separovat jednotlivé aminokyseliny od sebe vzdjemné i od ostatnich
ninhydrin pozitivnich materidlé. V rozsahu svého ptisobeni by mél chromatograficky systém linedrné reagovat
na zmény objemi aminokyselin ddvkovanych na sloupec.

PFi analyze equimoldrniho roztok zkousenych aminokyselin, by mély byt dosazeny déle uvedené poméry sedla
k vrcholu piku. Tyto equimoldrni roztoky musi obsahovat nejméné 30 % maximdlniho obsahu jednotlivych
aminokyselin, které mohou byt jesté pfesné stanoveny na pouZitém analyzdtoru aminokyselin (4.9).

Pfi separaci threoninu a serinu by pomér vysky sedla a vrcholu piku nizstho z obou piekryvajicich se amino-
kyselin na chromatogramu nemél pfesahovat 2:10 (pokud se stanovi pouze cyst(e)in, methionin, threonin
a lysin, je stanoveni nepfiznivé ovlivnéno nedostate¢nou separaci pfilehlych pikti). Pro viechny ostatni amino-
kyseliny musi byt separace lepsi nez 1:10.

Systém musi zarucit, Ze lysin bude separovdn od ,lysinovych nédhrazek“ a ornithinu.

6. Vypocet a vyjidfeni vysledki

Plocha piki vzorka a standardu se méfi pro kazdou jednotlivou aminokyselinu a vypocitdvd se mnoZstvi
aminokyseliny v g na kg vzorku.

g aminokyseliny na kg vzorku = AxEx MV x F
B xV x1000

Je-li pouzit interni standard, ndsobi se vysledek: %
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6.1

7.1

A = plocha piku hydrolyzdtu nebo extraktu

B = plocha piku kalibra¢niho standardniho roztoku
C = plocha piku interntho standardu v hydrolyzdtu nebo v extraktu
D = plocha piku interniho standardu v kalibratnim standardnim roztoku

MV = molekuldrni véha stanovovanych aminokyselin

E = koncentrace standardu v pmol/ml

V = hmotnost navazky vzorku (g) (korigovand na ptvodni vahu pokud je vzorek vysusen nebo odtucnén)

F = celkovy objem zkusebniho roztoku (5.3.4) v ml nebo celkovy objem zfedéného extraktu vypocteného
podle 6.1

Cystin a cystein se v hydrolyzatech oxidovaného vzorku stanovi jako kyselina cysteovd, ale vypocitavaji se jako
cystin (C,H,,N,0,S,, MV 240,30) s pouzitim MV 120,15 (= 0,5 x 240,30).

Methionin se v hydrolyzdtech oxidovaného vzorku stanovi jako methioninsulfon, ale vypocitdvd se jako
methionin s pouzitim MV methioninu: 149,21.

Pridany volny methionin se zjistuje po extrakei jako methionin, pro vypocet se pouZije stejnd MV.

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

10 ml + Sml)Xle

F = 100 ml X(
10 ml 10 ml

V = objem vysledného extraktu

Vyhodnoceni metody

Tato metoda byla vyzkousena porovndnim na mezindrodni Grovni v roce 1990 pfi pouziti ¢tyf riiznych krmiv
(krmnd smés pro prasata, krmnd smés pro broilery, proteinovy koncentrat, premix). Po vylouceni extrémi jsou
vysledky stiednich hodnot a standardnich odchylek uvedeny v nésledujici tabulce:

stfedni hodnoty v glkg

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
Krmnd smés pro brojlery 9,31 3,92 5,08 13,93
n=16 n=18 n=18 n= 16
Proteinovy koncentrat 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 laborator{

Opakovatelnost

Opakovatelnost vyjadrend jako vnitrolaboratorni standardni odchylka je ddna nésledujici tabulkou:
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7.2

standardni odchylka (S)) opakovatelnosti v laboratofi v g/kg

Aminokyselina
Referen¢ni 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
Krmnd smés pro brojlery 0,20 0,11 0,16 0,28
n=16 n=18 n=18 n= 16
Proteinovy koncentrat 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 laboratori
Varia¢ni koeficient (%) vnitrlaboratornich standardnich odchylek (S)
Aminokyselina
Referen¢ni materidl
Threonin cyst(e)in Methionin lysin
Krmna smés pro prasata 1,9 3,3 3,4 2,8
a= 15 n=17 n=.17 n=13
Krmné smés pro brojlery 2,1 2,8 3,1 2,1
n= 16 n= 18 n= 18 n= 16
Proteinovy koncentrat 2,7 2,6 2,2 2,4
n=16 n=17 n=17 n= 15
Premix 2,2 B 2,4 2,1
n=16 n=16 n= 16

n = pocet zicastnénych laboratori

Reprodukovatelnost

Vysledky mezilaboratornich standardnich odchylek vyplyvajici ze shora uvedenych zkousek jsou obsazeny

v nasledujici tabulce:

Mezilaboratorni standardni odchylka (S) 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
Krmné smés pro brojlery 0,48 0,34 0,55 0,75
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 laboratori
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9.1

9.2

9.3

1.1

1.2

Varia¢ni koeficient (%) mezilaboratornich standardnich odchylek (S)

aminokyselina
Referenéni matridl
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
Krmnd smés pro brojlery 5,2 8,8 10,9 5,4
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 zicastnénych laboratori

PouZziti referen¢nich materidli

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

Pozndmky

Vzhledem k rozdilim mezi analyzdtory aminokyselin by se mély uvedené koncentrace kalibra¢nich roztoku
standardt aminokyselin (viz 3.27.4 a 3.27.5) a roztoka vzorkl (5.3.4) povazovat za doporucené.

Linedrni rozsah piistroje se musi zkontrolovat pro viechny aminokyseliny.

Standardni roztok se fed{ citronanovym tlumivym roztokem tak, aby se dosdhlo ploch piki uprostfed tohoto
rozsahu.

Pokud se k analyze hydrolyzdtli pouzije zafizeni pro vysoce G¢innou kapalinovou chromatografii, musi byt
podminky zkousek optimalizovdny v souladu s doporucenim vyrobce.

Pii pouziti této metody u krmiv obsahujicich vice nez 1 % chloridu (koncentraty, minerdlni krmiva, dopliikova
krmiva) mtze dojit k podhodnoceni obsahu methioninu a musi se proto pouzit specilni postup.
CAST B

STANOVENI TUKU

Utel a oblast pouziti

Touto metodou se stanovi obsah tuku v krmivech. Metoda se nevztahuje na analyzu olejnatych semen
a plodin, jejichz zkouseni se #di podle nafizeni Rady 136/66/EHS ze dne 22. zdfi 1996.

Podle druhu a slozeni krmiva se pro analyzu pouzije jeden ze dvou ndsledujicich postupt:

Postup A — piimo extrahovatelné tuky

Tato metoda je pouzitelnd pro krmiva rostlinného pivodu, s vyjimkou téch, které jsou zahrnuty do okruhu
postupu B.

Postup B — celkovy tuk

Tato metoda je pouzitelnd pro krmiva Zivocisného pavodu a pro vSechny krmné smési. Pouziva se pro viechny
materidly, z nichZ neni mozno tuk tGplné extrahovat bez pfedchozi hydrolyzy (napf. lepky, kvasnice, brambo-
rové proteiny a vyrobky, které byly podrobeny zpracovani, jako vytlacovani, vlockovani a zahfivéani).
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1.3

2.1

2.2

3.1

3.2

33

3.4

4.1

4.2

4.3

5.1

5.2

Interpretace vysledkil
Ve vsech piipadech, kdy se dosdhlo vyssiho vysledku postupem B, nez postupem A, je tieba povazovat za
platnou hodnotu podle postupu B.

Princip

Postup A

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

Postup B

Vzorek se zahfiva s kyselinou chlorovdikovou. Smés se ochladi a prefiltruje. Promyty a usuSeny zbytek se pak
zpracuje podle postupu A.

Cinidla

petrolether s bodem varu mezi 40 a 50 °C. Hodnota bromového ¢isla musi byt mensi nez 1 a zbytek po odpa-
fovani mensi nez 2 mg/100 ml

siran sodny, bezvody
kyselina chlorovodikovd, ¢ = 3 mol HCl/l

filtra¢ni prostiedky, napf. kiemelina, Hyflo-supercel.

Pfistroje a pomiicky

Extrakéni piistroj, se sifonem (Soxhlettv piistroj), refluxni rychlost by méla umoznit asi 10 cyklt za hodinu.
U typu bez sifonu by méla byt refluxni rychlost asi 10 ml za minutu.

Extrakéni patrony, bez ldtek rozpustnych v petroletheru, s porositou v souladu s pozadavky podle bodu 4.1.

Sudarna, bud vakuové nafizend na 75 °C + 3 °C, nebo horkovzdusnd nafizend na 100 °C + 3 °C.

Postup

Postup A (viz bod 8.1)
Do extrakéni patrony se navazi 5 g vzorku s presnosti na 1 mg (4.2) a piikryjte smotkem vaty bez tuku.

Patrona se umisti do extrakéntho piistroje (4.1) a extrahujte Sest hodin petroletherem (3.1). Petroletherovy
extrakt se jima do suché, predem zvdzené banky, kterd obsahuje tlomky pemzy (').

Rozpoustédlo se oddestiluje, zbytek v barice se susi 1,5 hodiny v susdrné (4.3). Nechd se vychladnout v exsi-
kdtoru a zvazi. Susi se dalsich 30 minut, aby se zjistilo, zda je hmotnost tuku konstantni (ztrdta hmotnosti
mezi dvéma nésledujicimi vaZenimi musi byt mensi nez 1 mg).

Postup B

Do kddinky o obsahu 400 ml nebo do kénické banky o obsahu 300 ml se odvdzi 2,5 g vzorku s presnosti
na 1 mg (viz bod (8,2) a pfidd se 100 ml kyseliny chlorovodikové (3.3) a tlomky pemzy. Kédinka se piikryje
hodinovym sklem nebo se kénickd banka opatfi refluxnim chladicem. Smés se piivede do mirného varu na
malém plameni nebo na topné desce a vaii se po dobu jedné hodiny. Béhem varu se musi zabranit usazovani
castecek vzorku na sténdch nadoby.

Smés se ochladi a pfidd se dostatecné mnozstvi filtra¢ntho prostiedku (3.4), aby pfi filtraci nedoslo ke ztrdtdm
tuku. Filtruje se pfes navlhéeny dojity filtraéni papir zbaveny tuku. Zbytek se promyva studenou vodou, az se
ziskd neutrdlni filtrdt. Provede se kontrola, zda filtrdt neobsahuje Zddny tuk. Jeho pfitomnost ukazuje, Ze se
vzorek musi pred hydrolyzou extrahovat petroletherem podle postupu A.

Dvojity filtracni papir se zbytkem se polozi na hodinové sklo a susi se paldruhé hodiny v horkovzdusné
susarné (4.3) pii teploté 100 °C + 3 °C.

Dvojity filtracni papir s vysuSenym zbytkem se vlozi do extrakéni patrony (4.2) a prikryje smotkem vaty bez
tuku. Patrona se vlozi do extrakéniho piistroje (4.1) a déle se pokracuje podle druhého a trettho odstavce bodu
5.1.

(") Pokud se ma tuk ndsledné zkouset na kvalitu, zaménf se Glomky pemzy za sklenéné kulicky.
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8.1

8.2

8.3

8.4

8.5

8.6

Vyjddfeni vysledku

Hmotnost zbytku se vyjddii jako procento ze vzorku.

Opakovatelnost

Rozdil ve vysledcich dvou soubéznych stanoveni provddénych na stejném vzorku stejnym pracovnikem by
nemél presidhnout:

— 0,2 % v absolutni hodnoté, pfi obsahu tuku niz$im nez 5 %,
— 4,0 % relativné k nejvy$simu vysledku pfi obsahu od 5 do 10 %,

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

Pozndmky

U vyrobkt s vysokym obsahem olejii a tukd, které se obtizné drti nebo které neumoznuji odebrat redukovany
homogenni vzorek, se postupuje ndsledujicim zptisobem:

Odvazi se 20 g vzorku s pfesnosti na 1 mg a smichd se s 10 nebo i vice gramy bezvodého siranu sodného
(3.2). Extrahuje se petroletherem (3.1) podle bodu 5.1. Vysledny extrakt se doplni na 500 ml petroletherem
(3.1) a promichd se. 50 ml roztoku se odpipetuje do malé suché, pfedem zvazené banky, obsahujici dlomky
pemzy (').

Rozpoustédlo se oddestilujte, barika se vysusi a pokracuje se podle posledniho odstavce bodu 5.1.

Obsah tuku se vypocitd jako procento ze vzorku pomoci nésledujiciho vzorce:

(10a+ b)x 5

kde:

a

b

hmotnost zbytku po prvni extrakci v gramech (pomérnd ¢dst extraktu)

hmotnost zbytku po druhé extrakci v gramech
U vyrobkd, které maji nizky obsah tuku se mtZe navazka zkusebniho vzorku zvysit na 5 g.

Krmiva pro domdcf zvitata, kterd maji vysoky obsah vody, se musi pted hydrolyzou a extrakei podle postupu B
smichat s bezvodym siranem sodnym.

V bodé 5.2 se mize na oplachnuti zbytkd po filtraci G¢innéji pouzit horkd voda misto vody studené.

U nékterych krmiv se musi prodlouzit doba suseni nad 1,5 hod. Je viak tieba zamezit piilisnému vysousen,
které muze vést k nizkym vysledkam. Je mozno pouzit i mikrovinnou troubu.

Pfi obsahu tuku nad 15 % se doporucuje provést pied hydrolyzou extrakci podle postupu A a ndsledné
extrakci podle postupu B. Zdlezi to do jisté miry na druhu krmiva a druhu tuku v krmivu.
CAST C
STANOVENI OLACHINDOXU

(2-[N-2-(hydroxyethyl)karbamoyl]-3-methylchinoxalin-N!,N*-dioxid)

Utel a oblast pouZiti

Touto metodou se stanovi obsah olachindoxu v krmivech. Dolni mez stanovitelnosti je 5 mg/kg.

Princip

Vzorek se extrahuje smési vody a methanolu. Obsah olachindoxu se zjistuje vysoce tc¢innou kapalinovou chro-
matografii (HPLC) na reverzni fazi za pouziti UV detektoru.

(") Pokud se ma tuk ndsledné zkouset na kvalitu, zaménf se Glomky pemzy za sklenéné kulicky.
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

4.1

4.2

4.3

5.2

Cinidla

methanol

methanol, pro HPCL

voda, pro HPLC

mobilni fize pro HPLC:

Smés vody (3.3) a methanolu (3.2), 900 + 100 (V + V)

standardni latka: ¢isty olachindox 2-[N-2-(hydroxyethyl)karbomoyl]-3-methylchinoxalin-N',N*-dioxid, E 851
zdsobni standardni zdkladni roztok olachindoxu, 250 pg/ml

Do odmérné bariky o obsahu 200 ml se odvazi 50 mg olachindoxu (3.5) s pfesnosti na 0,1 mg a pfidd cca
190 ml vody. Barika se postavi na 20 minut do ultrazvukové ldzné (4.1). Po vyjmuti z ultrazvukové ldzné se
roztok ochladi na laboratorni teplotu, doplni vodou po znacku a zamichd. Barika se obali hlinikovou f6lif
a uschovdvd v chladnicce. Tento roztok se musi piipravovat erstvy kazdy mésic.

pracovni standardni roztok olachindoxu, 25 pg/ml

10,0 ml zdsobniho standardniho zdkladniho roztoku (3.5.1) se pfenese do odmérné banky o obsahu 100 ml,
doplni se po znacku mobilni fdzi (3.4) a promichd. Barika se obali hlinikovou félii a uschovava v chladnicce.
Tento roztok se musi pfipravovat denné cerstvy.

kalibra¢ni roztoky

Do fady odmérnych banék o obsahu 50 ml se odpipetuje 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0 a 20,0 ml pracovniho stan-
dardniho roztoku (3.5.2). Doplni se mobilni féz{ (3.4) po znacku a promichd. Barika se obali hlinikovou f6lif.

Tyto roztoky odpovidaji 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 a 10,0 pg olachindoxu na ml.

Tyto roztoky se musi pfipravovat denné Cerstvé.

Piistroje a pomicky

ultrazvukova ldzen

mechanickd tiepacka

zafizeni HPLC s proménnou vlnovou délkou ultrafialového detektoru nebo s detektorem diodového pole
kolona pro kapalinovou chromatografii, 250 mm x 4 mm, plnidlo C18, 10 pm, nebo srovnatelnd kolona

membrdnové filtry s péry 0,45 pm

Postup

Pozndmka: Olachindox je citlivy na svétlo. Vsechny postupy se musi provadét pfi tlumeném svétle nebo v nado-
bach z tmavého skla.

Obecné

Modelové krmivo se musi pfedem analyzovat pro kontrolu, zda neobsahuje olachindox nebo jiné interferujici
latky.

Zkouska na vytéZnost se provede analyzou modelového krmiva obohaceného pfidinim takového mnozZstvi
olachindoxu, které odpovidd jeho obsahu ve vzorku K fortifikaci na troven 50 mg/kg se odpipetuje 10,0 ml
zasobniho standardniho zdkladniho roztoku (3.5.1) do kénické banky o obsahu 250 ml a roztok se odpaii na
cca 0,5 ml. Pfidd se 50 g modelového krmiva, fddné se promichd a nechd se 10 minut odstat, pficemz se jesté
nékolikrdt promichd. Déle se ptejde k extrakei (5.2).

Pozndmka: Pro tcely této metody md byt modelové krmivo podobného typu jako zkouSeny vzorek a nesmi
obsahovat olachindox.

Extrakce

Navézi se piiblizné 50 g vzorku s presnosti na 0,01 g. Pfenese se do koénické bariky o obsahu 1 000 ml,
piidd se 100 ml methanolu (3.1) a barika se umisti na pét minut do ultrazvukové lazné (4.1). PFidd se 410 ml
vody a ponechd se v ultrazvukové ldzni dalsich 15 minut. Banka se vyjme z ultrazvukové lazné, déle se tfepe
30 minut ve tfepacce (4.2) a potom se piefiltruje sloZenym filtrem. 10,0 ml filtrdtu se pfenese do odmérné
banky o obsahu 20 ml, doplni se vodou po znacku a promichd. Pomérnd Cast se prefiltruje membranovym
filtrem (4.4) (viz bod 9. Pozndmky). Déle se pokracuje stanovenim HPLC (5.3).
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5.3 Stanoveni HPLC
5.3.1 Parametry:

Nasledujici podminky jsou doporucené, mohou byt pouzity jiné podminky, za piedpokladu, ze davaji rovno-
cenné vysledky.

analytickd kolona (4.3.1)

mobilni fize (3,4): Smés vody (3.3) a methanolu (3.2), 900 + 100 (V + V)
pratokova rychlost: 1,5-2 ml/min
detekéni vinova délka: 380 nm
objem ndstiiku: 20 pl-100 pl
Stabilita chromatografického systému se zkontroluje tim, Ze se nékolikrdt nastitkne kalibra¢ni roztok (3.5.3)
obsahujici 2,5 pg/ml, az se dosdahne konstantnich vysek pikii a retencnich cast.

5.3.2  Kalibra¢ni graf
Pro kazdy kalibracni roztok se provede nékolik ndstiika a zjisti se stfedni hodnota vysky (plochy) piku pro
kazdou koncentraci. Sestroji se graf za pouziti stfednich hodnot vysek (ploch) pikt kalibra¢nich roztokd jako
ordindt a pfislusnych koncentraci v pg/ml jako soutadnic.

5.3.3 Roztok vzorku
Provede se nékolik ndstiikti extraktu vzorku (5.2) pii pouZiti stejného objemu jako u kalibracnich roztokd
a zjisti se stiedni vyska (plocha) pikd olachindoxu.

6. Vypocet vysledka

Ze stiedni hodnoty vysky (plochy) pika olachindoxu v roztoku vzorku se zjisti koncentrace v roztoku vzorku
v pg/ml porovndnim s kalibra¢nim grafem (5.3.2).

Obsah olachindoxu ve vzorku w v mg/kg je ddn nésledujici rovnici:

¢ x1000
w —&x 1000
m
kde:
¢ = koncentrace olachindoxu v extraktu vzorku (5.2) v pg/ml

m = hmotnost navazky vzorku v g (5.2)

7. Vyhodnoceni vysledki

7.1 Identita

Identita analytu méize byt potvrzena opakovanym stanovenim s piidavkem (co-chromatography) anebo
vyuzitim detektoru s diodovym polem, pfi¢emz se porovndvaji spektra extraktu vzorku (5.2) a kalibra¢niho
roztoku (3.5.3), obsahujiciho 5,0 pg/ml olachindoxu.

7.1.1 ~ Opakované stanovenim s pfidavkem (co-chromatography)

Extrakt vzorku (5.2) se obohati ptidavkem pfiméfeného mnozstvi kalibra¢niho roztoku (3.5.3). MnozZstvi pfida-
ného olachindoxu by mélo odpovidat mnozstvi olachindoxu nalezeného v extraktu vzorku.

S ohledem na pfidané mnozstvi a ziedéni extraktu by mélo dojit jen ke zvysenf vysky piku olachindoxu. Siika
piku v poloviné jeho vysky musi byt v rozmezi £10 % ptvodni $iiky piku olachindoxu v neobohaceném
extraktu vzorku.

7.1.2  Detektor diodového pole

Vysledky se vyhodnocuji podle nésledujicich kritérif:

a) pii vlnové délce maximdlni absorpce vzorku i standardu musi byt zdznam spektra zaznamenany ve vrcholu
piku na chromatogramu stejny s nepfesnosti danou rozliSovaci schopnosti detekéntho systému. Pro detektor
s diodovym polem se uddvd 2 nm;
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b) pii vlnové délce mezi 220 a 400 nm se nesmi zdznam spektra zkouseného vzorku a standardu zazname-
nany ve vrcholu piku chromatogramu lisit od ostatnich ¢dsti spektra v rozsahu 10 az 100 % relativni absor-
bance. Tohoto kritéria je dosazeno, jestliZe jsou vykdzdna stejnd maxima a jestlize nikde odchylka mezi
dvéma spektry nepiesahuje 15 % absorbance standardniho analytu;

b) pii vlnové délce mezi 220 a 350 nm se nesmi spektrum vzestupu, vrcholu a sestupu piku zkouseného
vzorku lisit od ostatnich v této ¢asti spektra v rozsahu 10 az 100 % relativni absorbance. Tohoto kritéria je
dosazeno, jestlize jsou vykdzdna stejnd maxima a jestlize ve vSech 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 soubéznych stanoveni, provddénych na stejném vzorku pii obsahu olachindoxu
mezi 10 a 20 mg/kg, nesmi pfesdhnout15 % vyssiho vysledku.

Vyjtéznost

Pro obohaceny modelovy vzorek musi byt vytéznost nejméné 90 %.

Vysledky kruhového testu

V rdmci ES byl proveden kruhovy test, pfi némz az 13 laboratof{ analyzovalo Ctyfi vzorky krmiva pro selata,
véetné jednoho modelového vzorku. Vysledky jsou uvedeny v ndsledujici tabulce:

vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3 vzorek 4
L 13 10 11 11
A 40 40 44 44
stfedni (mg/kg) - 14,6 48,0 95,4
(Sr) (mgfkg) - 0,82 2,05 6,36
(SR) (mg/kg) - 1,62 4,28 8,42
CVr (%) . 5,6 43 6,7
CVR (%) - 11,1 8,9 8,8
nomindlni obsah (mg/kg) - 15 50 100
vytéznost (%) - 97,3 96,0 95,4
L : pocet laboratoif
n : pocet jednotlivych hodnot
S, : standardni odchylka opakovatelnosti
Sy : standardni odchylka reprodukovatelnosti

CV, : varia¢ni koeficient opakovatelnosti
CV, : varia¢ni koeficient reprodukovatelnosti

Pozndmky

Ackoliv tato metoda nebyla ovéfena pro krmivo obsahujici vice nez 100 mg/kg olachindoxu, je mozné obdrzet
uspokojivé vysledky mensi navdzkou vzorku a/nebo zfedénim extraktu (5.2) tak, aby se dosdhlo koncentrace
v rozsahu kalibra¢niho grafu (5.3.2).



