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UREDBA KOMISIJE (EZ) br. 152/2009
od 27. sije¢nja 2009.

o utvrdivanju metoda uzorkovanja i analize za sluzbenu kontrolu hrane za Zivotinje

(Tekst znacajan za EGP)

KOMISIJA EUROPSKIH ZAJEDNICA,

uzimajudi u obzir Ugovor o osnivanju Europske zajednice,

uzimajuéi u obzir Uredbu (EZ) br. 882/2004 Europskog parla-
menta i Vijeca od 29. travnja 2004. o sluzbenom nadzoru koji
se provodi radi provjere pridrzavanja propisa o hrani i hrani za
zivotinje te pravila o zdravlju i dobrobiti Zivotinja ('), a posebno
njezin ¢lanak 11. stavak 4. tocke (a), (b) i (c),

bududi da:

(1)  Sljede¢i akti doneseni su za provedbu Direktive
70/373[EEZ i ostaju na snazi u skladu s ¢lankom 61.
stavkom 2. Uredbe (EZ) br. 882/2004:

— Prva direktiva Komisije 71/250/EEZ od 15. lipnja
1971. o utvrdivanju analitickih metoda Zajednice za
sluzbenu kontrolu hrane za Zivotinje (),

— Druga direktiva Komisije 71/393/EEZ od 18. stude-
noga 1971. o utvrdivanju analitickih metoda Zajed-
nice za sluzbenu kontrolu hrane za Zivotinje (3),

— Treca direktiva Komisije 72/199/EEZ od 27. travnja
1972. o utvrdivanju analitickih metoda Zajednice za
sluzbenu kontrolu hrane za Zivotinje (%),

(") SL L 165, 30.4.2004., str. 1., ispravljeno u SL L 191, 28.5.2004.,
str. 1.

() SL L 155, 12.7.1971., str. 13.

() SL L 279, 20.12.1971,, str. 7.

(%) SL L 123, 29.5.1972,, str. 6.

— Cetvrta direktiva Komisije 73/46/EEZ od 5. prosinca
1972. o utvrdivanju analitickih metoda Zajednice za
sluzbenu kontrolu hrane za Zivotinje (%),

— Prva direktiva Komisije 76/371/EEZ od 1. oZzujka
1976. o utvrdivanju analitickih metoda Zajednice za
sluzbenu kontrolu hrane za Zivotinje (°),

— Sedma direktiva Komisije 76/372/EEZ od 1. oZzujka
1976. o utvrdivanju analitickih metoda Zajednice za
sluzbenu kontrolu hrane za Zivotinje ('),

— Osma direktiva Komisije 78/633/EEZ od 15. lipnja
1978. o utvrdivanju analitickih metoda Zajednice za
sluzbenu kontrolu hrane za Zivotinje (%),

— Deveta direktiva Komisije 81/715/EEZ od 31. srpnja
1981. o utvrdivanju analitickih metoda Zajednice za
sluzbenu kontrolu hrane za Zivotinje (°),

— Deseta direktiva Komisije 84/425/EEZ od 25. srpnja
1984. o utvrdivanju analitickih metoda Zajednice za
sluzbenu kontrolu hrane za Zivotinje ('9),

— Direktiva Komisije 86/174/EEZ od 9. travnja 1986. o
utvrdivanju metode izracuna energetske vrijednosti
krmnih smjesa za perad (1),
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— Jedanaesta direktiva Komisije 93/70/EEZ od 28. srpnja
1993. o utvrdivanju analitickih metoda Zajednice za
sluzbenu kontrolu hrane za Zivotinje (1),

— Dvanaesta  direktiva Komisije 93/117/EZ od
17. prosinca 1993. o utvrdivanju analitickih metoda
Zajednice za sluzbenu kontrolu hrane za Zivotinje (?),

— Direktiva Komisije 98/64/EZ od 3. rujna 1998. o
utvrdivanju analitickih metoda Zajednice za utvr-
divanje aminokiselina, sirovih ulja i masti te olakvin-
doksa u hrani za Zivotinje i o izmjeni Direktive
71/393[EEZ (),

— Direktiva Komisije 1999/27/EZ od 20. travnja 1999.
o utvrdivanju metoda analize Zajednice za odredi-
vanje amproliuma, diklazurila i karbadoksa u hrani
za Zivotinje te kojom se izmjenjuju direktive
71/250(/EEZ i 73[46/EEZ i stavlja izvan snage Direk-
tiva 74/203/EEZ (),

— Direktiva Komisije 1999/76/EZ od 23. srpnja 1999.
o utvrdivanju metode analize Zajednice za odredi-
vanje lasalocid natrija u hrani za Zivotinje (%),

— Direktiva Komisije 2000/45/EZ od 6. srpnja 2000. o
utvrdivanju metode analize Zajednice za odredivanje
vitamina A, vitamina E i triptofana u hrani za Zivoti-

nje (),

— Direktiva Komisije 2002/70/EZ od 26. srpnja 2002.
o utvrdivanju uvjeta za odredivanje razina dioksina i
PCB-a sli¢nih dioksinu u hrani za Zivotinje (),

— Direktiva Komisije 2003/126/EZ od 23. prosinca
2003. o utvrdivanju metode analize za odredivanje
sastojaka Zivotinjskog podrijetla u okviru sluzbene
kontrole hrane za Zivotinje (%).

(2) S obzirom da je Direktiva 70/373/EEZ zamijenjena
Uredbom (EZ) br. 882/2004, prikladno je zamijeniti
provedbene akte navedene Direktive jednom uredbom.
Istodobno je potrebno prilagoditi metode s obzirom na
znanstveno-tehnoloski razvoj. Potrebno je staviti izvan
snage metode koje viSe nisu valjane za njihovu pred-
videnu namjenu. lako je predvideno pravodobno azuri-
ranje odredaba o uzorkovanju kako bi se uzeli u obzir
najnoviji rezultati razvoja u proizvodnji, skladiStenju,
prijevozu i trgovanju hranom za Zivotinje, za sada je
primjereno zadrzati postoje¢e odredbe o uzorkovanju.

Zbog toga treba staviti izvan snage direktive 71/250/EEZ,
71/393[EEZ, 72/199[EEZ, 73[46/EEZ, 76/371[EEZ,
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76/372/EEZ, 78/633[EEZ, 81/715/EEZ, 84/425[EEZ,

86/174[EEZ,  93/70[EEZ,  93/117[EZ,  98[64[EZ,
1999/27[EZ, 1999/76[EZ, 2000/45/EZ, 2002/70[EZ i
2003/126/EZ.

(4)  Mjere predvidene ovom Uredbom u skladu su s mislje-
njem Stalnog odbora za prehrambeni lanac i zdravlje
Zivotinja,

DONIJELA JE OVU UREDBU:

Clanak 1.

Uzorkovanje za sluzbenu kontrolu hrane za Zivotinje u vezi s
odredivanjem sastojaka, dodataka i nepozeljnih tvari, osim osta-
taka pesticida i mikroorganizama, provodi se u skladu s meto-
dama iz Priloga L

Clanak 2.

Priprema uzoraka za analizu i prikazivanje rezultata izvode se u
skladu s metodama iz Priloga IL

Clanak 3.

Analiza za sluzbenu kontrolu hrane za Zivotinje izvodi se
pomocu metoda iz Priloga III. (Analiticke metode za kontrolu
sastava hrane za Zzivotinje i krmnih smjesa), Priloga IV. (Anali-
ticke metode za kontrolu koli¢ine dopustenih krmnih dodataka),
Priloga V. (Analiticke metode za kontrolu nepozeljnih tvari u
hrani za Zivotinje) i Priloga VI. (Analiticke metode za odredi-
vanje sastojaka Zivotinjskog podrijetla u okviru sluzbene
kontrole hrane za Zivotinje).

Clanak 4.

Energetska vrijednost krmnih smjesa za perad izracunava se u
skladu s Prilogom VIL

Clanak 5.

U svrhu potvrdivanja koriste se metode analize za kontrolu
nedopustenih krmnih dodataka iz Priloga VIIL

Clanak 6.
Direktive 71/250(EEZ, 71/393(EEZ, 72/199[EEZ, 73/46/EEZ,
76/371/EEZ,  76/372EEZ,  78/633[EEZ,  81/715[EEZ,

84[425[EEZ, 86/174[EEZ, 93/70[EEZ, 93[117[EZ, 98/64[EZ,
1999/27/EZ, 1999[76/EZ, 2000/45[EZ, 2002/70/EZ i
2003/126/EZ stavljaju se izvan snage.

Upuéivanja na Direktive stavljene izvan snage smatraju se upudi-
vanjima na ovu Uredbu i tumace u skladu s korelacijskim tabli-
cama iz Priloga IX.



03/Sv. 6 Sluzbeni list Europske unije

Clanak 7.

Ova Uredba stupa na snagu dvadesetog dana od dana objave u Sluzbenom listu Europske unije.

Ona se primjenjuje od 26. kolovoza 2009.

Ova je Uredba u cijelosti obvezujuca i izravno se primjenjuje u svim drzavama ¢lanicama.

Sastavljeno u Bruxellesu 27. sijecnja 2009.

Za Komisiju
Androulla VASSILIOU

Clanica Komisije
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4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.1.1.

4.2.1.2.

4.2.2.

4.2.3.

PRILOG 1.
METODE UZORKOVANJA
SVRHA I PODRUCJE PRIMJENE

Uzorci za sluzbenu kontrolu hrane za Zivotinje uzimaju se u skladu s dolje opisanim metodama. Tako dobiveni
uzorci smatraju se reprezentativnima za uzorkovane dijelove.

OSOBLJE KOJE UZIMA UZORKE

Uzorke uzimaju osobe koje za tu svrhu ovlas¢uju drzave clanice.

DEFINICIJE POJMOVA

Uzorkovani dio: koli¢ina proizvoda koja ¢ini cjelinu i ima osobine koje se smatraju jednolikima.

Pojedina¢ni uzorak: koli¢ina koja se uzima iz jedne tocke uzorka.

Skupni uzorak: skup pojedinacnih uzoraka uzetih iz istog uzorka.

Reducirani uzorak: reprezentativni dio skupnog uzorka dobiven postupkom smanjivanja skupnog uzorka.

Konacni uzorak: dio reduciranog uzorka ili homogeniziranog skupnog uzorka.

OPREMA

Oprema za uzorkovanje mora biti izradena od materijala koji ne mogu kontaminirati proizvode namijenjene
uzorkovanju. Takvu opremu drzave ¢lanice mogu sluzbeno odobriti.

Preporucena oprema za uzorkovanje krute hrane za Zivotinje
Rucno uzorkovanje

Lopatica s ravnim dnom i okomitim stranicama.

Sonda za uzorkovanje s dugim procjepom ili pregradama. Dimenzije sonde za uzorkovanje moraju odgovarati
osobinama uzorka (dubina posude, veli¢ina vrece itd.) i veli¢ini Cestica hrane za Zivotinje.

Mehanicko uzorkovanje

Za uzorkovanje hrane za Zivotinje koja se krece moze se koristiti odobrena mehanicka oprema.
Razdjelnik

Uredaj namijenjena za dijeljenje uzorka na priblizno jednake dijelove moze se koristiti za uzimanje pojedi-
nacnih uzoraka i za pripremu reduciranih i kona¢nih uzoraka.

KOLICINSKI ZAHTJEVI

5.A. Kod kontrole tvari ili proizvoda koji su ravnomjerno raspodijeljeni u hrani za Zivotinje.

5.A.1. Uzorkovani dio
Veli¢ina uzorka mora biti takva da se od svakog njegovog sastavnog dijela moZe naciniti
uzorak.
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5.A.2. Pojedinacni uzorci

5.A.2.1. Hrana za Zivotinje u rasutom stanju: Najmanji broj pojedina¢nih uzoraka:

5.A.2.1.1. uzorkovani dijelovi manji od 2,5 tone sedam

5.A.2.1.2. uzorkovani dijelovi veéi od 2,5 tone Kvadratni korijen iz dvadeseterokratnika broja
tona u uzorkovanom dijelu (*), do najvie 40
pojedinacnih uzoraka

5.A.2.2. Pakirana hrana za Zivotinje: Najmanji broj pakovina za uzorkovanje (**):

5.A.2.2.1. Paketi mase vece od 1 kg:

5.A.2.2.1.1. uzorkovani dijelovi iz 1 do 4 pakovine sve pakovine

5.A.2.2.1.2. uzorkovani dijelovi iz 5 do 16 pakovina Cetiri

5.A.2.2.1.3. uzorkovani dijelovi iz viSe od 16 pakovina | Kvadratni korijen iz broja paketa koji cine
uzorkovani dio (¥), do najvise 20 pakovina

5.A.2.2.2. Pakovine mase ne vece od 1 kg Cetiri

5.A.2.3. Tekuca ili polutekuca hrana za Zivotinje: Najmanji broj spremnika za uzorkovanje (**):

5.A.2.3.1. Spremnici zapremnine do 1 litre:

5.A.2.3.1.1. uzorkovani dijelovi iz 1 do 4 spremnika svi spremnici

5.A.2.3.1.2. uzorkovani dijelovi iz 5 do 16 spremnika Cetiri

5.A.2.3.1.3. uzorkovani dijelovi iz viSe od 16 spremnka | Kvadratni korijen iz broja spremnika koje cine
uzorkovani dio (¥), do najviSe 20 spremnika

5.A.2.3.2. Spremnici zapremnine do 1 litre Cetiri

5.A.2.4. Krmni blokovi ili kameni za lizanje Najmanji broj blokova ili kamena za lizanje
namijenjenih uzorkovanju (**):
1 blok ili kamen za lizanje na uzorkovani dio
od 25 komada, do najvise 4 bloka ili kamena
za lizanje

5.A.3. Skupni uzorak:

Zahtijeva se samo jedan skupni uzorak na uzorkovani dio. Ukupan broj pojedinacnih
uzoraka koji ¢ine skupni uzorak ne smije biti manji od:

5.A.3.1. Hrana za Zivotinje u rasutom stanju 4kg

5.A.3.2. Pakirana hrana za Zivotinje:

5.A.3.2.1. Pakovine mase vece od 1 kg 4kg

5.A.3.2.2. Pakovine mase do 1 kg masa udjela Cetiri izvorne pakovine

5.A.3.3. Tekuca ili polutekuca hrana za Zzivotinje:

5.A.3.3.1. Spremnici zapremnine vece od 1 litra Cetiri litre

5.A.3.3.2. Spremnici zapremnine do od 1 litre zapremnina udjela Cetiri izvorne posude

5.A.3.4. Krmni blokovi ili kameni za lizanje:

5.A.3.4.1. pojedinacne mase veée od 1 kg 4 kg

5.A.3.4.2. pojedinacne mase ne veée od 1 kg masa Cetiri izvorna bloka ili kamena za lizanje
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5A4. Konacni uzorci
Iz skupnog se uzorka prema potrebi nakon smanjivanja dobiva konac¢ni uzorak. Potrebna je
analiza najmanje jednog konac¢nog uzorka. Koli¢ina konacnog uzorka za analizu ne smije biti

manja od:
Kruta hrana za Zivotinje 500 g
Tekuca ili polutekuca hrana za Zivotinje 500 ml
5.B. Kod kontrole nepozeljnih tvari ili proizvoda, vjerojatno neravnomjerno rasporedenih u hrani

za Zivotinje, poput aflatoksina, raZene glavice, ricinusa i krotalarije u sirovini za dobivanje
zivotinjske hrane (***)

5.B.1. Uzorkovani dio: vidjeti tocku 5.A.1.
5.B.2. Pojedinacni uzorci
5.B.2.1. Hrana za Zivotinje u rasutom stanju: vidjeti tocku 5.A.2.1.
5B.2.2. Pakirana hrana za Zivotinje: Najmanji broj pakovina za uzorkovanje:
5B.2.2.1. uzorkovani dijelovi koji se sastoje od 1 do 4 | sve pakovine
pakovine
5.B.2.2.2. uzorkovani dijelovi koji se sastoje od 5 do | 4

16 pakovina

5.B.2.2.3. uzorkovani dijelovi koji se sastoje od vise od | Kvadratni korijen iz broja pakovina koji ¢ine
16 pakovina uzorkovani dio (*), do najviSe 40 pakovina
5.B.3. Skupni uzorci

Broj skupnih uzoraka ovisi o veli¢ini uzorka. Najmanji broj skupnih uzoraka po uzorko-
vanom dijelu, naveden je dolje. Ukupna masa pojedinacnih uzoraka koji cine svaki skupni
uzorak ne smije biti manja od 4 kg

5.B.3.1. Hrana za Zivotinje u rasutom stanju
Masa uzorka u tonama: Najmanji broj skupnih uzoraka po uzorko-
vanom dijelu:
do 1 1
vise od 1 do 10 2
vise od 10 do 40 3
vise od 40 4
5.B.3.2. Pakirana hrana za Zivotinje
Broj pakovina uzorka: Najmanji broj skupnih uzoraka po uzorko-
vanom dijelu:
1 do 16 1
17 do 200 2
201 do 800 3
vise od 800 4
5.B.4. Konacni uzorci

Iz svakog se skupnog uzorka nakon smanjivanja dobiva kona¢ni uzorak. Potrebno je napra-
viti analizu najmanje jednog kona¢nog uzorka po skupnom uzorku. Masa kona¢nog uzorka
za analizu ne smije biti manja od 500 g.

(*)  Kada dobiveni broj nije cijeli broj, zaokruzuje se na sljedeci cijeli broj.

(**)  Za pakovine ili spremnike udjela manjeg od 1 kg ili 1 litre, te za blokove ili kamene za lizanje pojedina¢ne mase ne vece
od 1kg, pojedina¢ni uzorak je udio pojedinacne izvorne pakovine ili spremnika, jednog bloka ili jednog kamena.

(***) Metode iz 5.A. koriste se za kontrolu aflatoksina, razene glavice, ricinusa i krotalarije u potpunim ili dopunskim krmnim
smjesama.
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6.1.

6.2.

6.2.A.

6.2.A.1.

6.2.A.2.

6.2.A.3.

6.2.A.4.

6.2.A.5.

6.2.B.

UPUTE ZA UZIMANJE, PRIPREMANJE I PAKIRANJE UZORAKA
Opéenito

Uzorci se moraju uzimati i pripremiti u §to kraéem vremenu uz pridrzavanje mjera opreza kojima se sprecava
promjena sastava ili kontaminacija proizvoda. Instrumenti, radne povrsine i posude za prihvat uzoraka moraju
biti ¢isti i suhi.

Pojedinacni uzorci
Kod kontrole tvari ili proizvoda koji su ravnomjerno raspodijeljeni u hrani za Zivotinje

Pojedina¢ni uzorci moraju se uzeti nasumicno iz cijeloga uzorka i moraju biti priblizno jednake velicine.

Hrana za Zivotinje u rasutom stanju

Uzorkovani se dio dijeli na priblizno jednake zamisljene dijelove. Nasumi¢no se odabere broj dijelova koji
odgovara trazenom broju pojedinacnih uzoraka u skladu s tockom 5.A.2 i iz svakog od njih se uzme najmanje
jedan uzorak.

Prema potrebi se uzorkovanje moze izvesti kod premjestanja uzorka (pri utovaru ili istovaru).

Pakirana hrana za Zivotinje

Nakon odabira potrebnog broja paketa za uzorkovanje u skladu s tockom 5.A.2., sondom ili lopaticom uzima
se dio udjela svakog paketa. Prema potrebi, uzorci se mogu uzeti nakon odvojenog praznjenja paketa. U
svakom skupnom uzorku zasebno razbiju se sve grude, prema potrebi, tako da se odvoje i zatim vrate u
uzorak.

Homogenizirana ili za homogeniziranje primjerena tekuca ili polutekuda
hrana za Zivotinje

Nakon odabira potrebnog broja posuda za uzorkovanje iz tocke 5.A.2, njihov se udio prema potrebi homo-
genizira i iz svakog se spremnika uzima odredena koli¢ina.

Pojedina¢ni se uzorci mogu uzimati pri praznjenju sadrZaja spremnika.

Tekuca ili polutekuca hrana za Zivotinje koja nije prikladna za homogenizi-
ranje

Nakon odabira trazenog broja spremnika za uzimanje uzoraka iz tocke 5.A.2, uzorci se uzimaju s razlicitih
razina.

Uzorci se mogu uzeti i za vrijeme praznjenja udjela, ali se prva koli¢ina mora odbaciti.

U oba slucaja ukupni obujam ne smije biti manji od 10 litara.

Krmni blokovi ili kameni za lizanje

Nakon odabira trazenog broja blokova ili kamena za lizanje namijenjenih uzorkovanju iz tocke 5.A.2 uzme se
dio svakog bloka ili kamena za lizanje.

Kod kontrole nepoZeljnih tvari ili proizvoda, vjerojatno neravnomjerno rasporedenih u hrani za Zivotinje, poput aflatoksina,
razene glavice, ricinusa i krotalarije u sirovini za dobivanje hrane za Zivotinje

Uzorkovani dio se razdijeli na priblizno jednake zamisljene dijelove koji odgovaraju broju ukupnih uzoraka iz
tocke 5.B.3. Ako je taj broj veéi od jedan, ukupan broj pojedinacnih uzoraka iz tocke 5.B.2 razdijeli se priblizno
ravnomjerno po razlicitim dijelovima. Zatim se uzmu uzorci priblizno jednake veli¢ine ("), koji moraju biti takvi
da ukupna koli¢ina u uzorcima iz svakog dijela nije manja od 4 kg, $to predstavlja minimalnu koli¢inu za svaki
skupni uzorak. Pojedinacni uzorci uzeti iz razlicitih dijelova ne smiju se spajati u skupni uzorak.

(") Kod pakirane hrane za zivotinje, sondom ili lopaticom uzme se dio udjela paketa koji se uzorkuje, prema potrebi nakon odvojenog

praznjenja pakovine.
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6.3.

6.4.

6.5.

Priprema skupnih uzoraka
Kod kontrole tvari ili proizvoda ravnomjerno raspodijeljenih u hrani za Zivotinje

Pojedina¢ni uzorci se pomijesaju tako da tvore skupni uzorak.

Kod kontrole nepozeljnih tvari ili proizvoda, vjerojatno neravnomjerno rasporedenih u hrani za Zivotinje, poput aflatoksina,
razene glavice, ricinusa i krotalarije u sirovini za dobivanje hrane za Zivotinje

Pojedina¢ni uzorci iz svakog dijela uzorka se pomijesaju i pripremi se broj skupnih uzoraka utvrden tockom
5.B.3, pri ¢emu treba zabiljeziti izvor svakog skupnog uzorka.

Priprema kona¢nih uzoraka

Materijal u svakom skupnom uzorku treba pazljivo izmijesati kako bi se dobio homogenizirani uzorak (').
Prema potrebi se skupni uzorak najprije smanji na najmanje 2 kg ili 2 litre (smanjeni uzorak) mehanickim ili
automatskim razdjelnikom ili Cetvrtanjem.

Potom se pripremi najmanje tri kona¢na uzorka priblizno jednake velic¢ine u skladu s koli¢inskim zahtjevima iz
tocke 5.A.4 ili 5.B.4. Svaki se uzorak pohrani u prikladni spremnik. Potrebno je poduzeti sve mjere opreza
kako bi se tijekom prijevoza ili skladistenja sprijecila promjena sastava uzorka, kontaminacija ili oneciscenje.

Pakiranje kona¢nih uzoraka

Posude ili paketi moraju biti zapecaceni i oznaceni etiketama (cijela etiketa mora biti ukljucena u pecat), tako da
ih nije moguée otvoriti bez osteCenja pecata.

PODACI O UZORKOVANJU

O svim obavljenim uzorkovanjima moraju se voditi evidencije kako bi se svaki uzorkovani dio mogao nedvoj-
beno prepoznati.

DOSTAVLJANJE UZORAKA

Za svaki skupni uzorak treba u najkraéem moguéem roku najmanje jedan konacni uzorak dostaviti u ovlasteni
laboratorij, zajedno sa svim podacima koji su potrebni osobi koja izvodi analizu.

(") U svakom se skupnom uzorku zasebno razbiju sve grude, prema potrebi, tako da se odvoje i zatim vrate u uzorak.
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3.1

3.2

3.3.

3.4.

PRILOG II.

OPCE ODREDBE O ANALITICKIM METODAMA ZA HRANU ZA ZIVOTINJE

A. PRIPREMA UZORAKA ZA ANALIZU
Svrha

U dolje navedenim postupcima opisuje se priprema konacnih uzoraka za analizu, koji se 3alju nadzornim labora-
torijima nakon uzorkovanja izvr§enog u skladu s odredbama iz Priloga 1.

Ti se uzorci moraju pripremiti tako da izvagane koli¢ine budu homogene i reprezentativne za kona¢ne uzorke, kako
je predvideno za metode analize.

Mjere opreza

Postupak za pripremanje uzoraka ovisi o analitickoj metodi koja se koristi. Stoga je vrlo vaZno osigurati da
primijenjeni postupak za pripremanje uzorka bude primjeren analitickoj metodi koja se koristi.

Svi potrebni postupci moraju se izvesti na nacin kojim se u najve¢oj mogucoj mjeri sprecava kontaminacija i
promjena sastava uzorka.

Mljevenje, mijesanje i prosijavanje mora se vrsiti se na najbrzi moguéi nacin kako bi se uzorak ¢im manje izlagao
zraku i svjetlu. Ne smiju se koristiti mlinovi i drobilice koji bi mogli znatno zagrijati uzorak.

Preporuca se ruéno mljevenje za hranu za Zivotinje koja je posebno osjetljiva na toplinu. Treba se pobrinuti da sama
oprema ne bude izvor kontaminacije elementima u tragovima.

Ako se priprema ne moze obaviti bez znatne promjene udjela vlage u uzorku, odreduje se udio vode prije i nakon
pripreme, u skladu s metodom utvrdenoj u dijelu A Priloga III.

Postupak

Uzorak se prikladnim tehnikama dijeljenja, poput naizmjeni¢nog uzimanja uzorka lopaticom ili uzimanja uzorka pri
stacionarnom ili rotacijskom mijesanju, razdijeli na prikladne manje uzorke za analizu i za referentne namjene. Ne
preporuca se dijeljenje uzoraka metodom stozaste hrpe i Cetvrtanja, bududi da se na taj nacin mogu dobiti poduzorci
s visokom pogreskom dijeljenja. Referentni se uzorak drzi u primjereno Cistoj i suhoj posudi s hermetickim
zatvaracem, a poduzorci mase od najmanje 100 g pripremaju se za analizu kako je navedeno u daljnjem u tekstu.

Hrana za Zivotinje koja se moZe samljeti bez dodatne obrade
Ako se u analitickim metodama ne navodi drukcije, cijeli se uzorak nakon usitnjavanja prosije kroz sito s

kvadratnim oc¢icama veli¢ine stranice 1 mm (u skladu s preporukom ISO R565). Treba izbjegavati pretjerano
usitnjavanje.

Prosijani se uzorak promijesa i prikupi u prikladno ¢istu i suhu posudu s hermetickim zatvaracem. Neposredno prije
vaganja koli¢ine za analizu, uzorak se ponovo promijesa.

Hrana za Zivotinje koja se moZe samljeti nakon suSenja
Ako se u analitickim metodama ne navodi drukcije, uzorak se, u skladu s postupkom za prethodno suenje iz tocke

4.3. metode za odredivanje udjela vlage iz dijela A Priloga III., susi, tako da se udio vode snizi na 8 % — 12 %. Zatim
se nastavlja u skladu s tockom 3.1.

Tekuca ili polutekuéa hrana za Zivotinje

Uzorak se prikupi u prikladno €istu i suhu posudu s hermetickim zatvaratem. Neposredno prije vaganja koli¢ine za
analizu, uzorak se temeljito promijesa.

Ostala hrana za Zivotinje

Uzorci koji se ne mogu pripremiti u skladu s jednom od gore navedenih postupaka obraduju se bilo kojim drugim
postupkom kojim se osigurava da je koli¢ina uzorka odvagana za analizu homogena i reprezentativna za kona¢ne
uzorke.
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Pohranjivanje uzoraka

Uzorci se moraju pohraniti na temperaturi koja nece promijeniti njihov sastav. Uzorci namijenjeni za analizu
vitamina ili tvari posebno osjetljivih na svjetlost moraju se pohraniti u spremnicima od smedeg stakla.

B. ODREDBE O REAGENSIMA I OPREMI, KOJI SE KORISTE U ANALITICKIM METODAMA

Ako se u analitickim metodama ne navodi drukdije, svi reagensi moraju biti analiticke ¢istoce (pro analisi (p.a.). Kod
analize tragova, Cisto¢a reagensa mora se provjeriti slijepom probom. Ovisno o dobivenim rezultatima, moze biti

Kod svih postupaka iz analitickih metoda koji ukljucuju pripremanje otopina, razrjedivanje, ispiranje ili pranje, a kod
kojih se ne navodi vrsta koriStenog otapala ili razrjedivaca, koristi se voda. U pravilu, voda mora biti deminerali-
zirana ili destilirana. U posebnim slucajevima, navedenim u analitickim metodama, vodu treba procistiti posebnim
postupcima.

S obzirom na opremu koja se uobicajeno nalazi u kontrolnim laboratorijima, u analitickim se metodama navode
samo posebni instrumenti i oprema ili oni koji zahtijevaju poseban nacin uporabe. Oni moraju biti €isti, posebno
kod odredivanja vrlo malih koli¢ina tvari.

C.  PRIMJENA ANALITICKIH METODA I PRIKAZ REZULTATA

Postupak ekstrakcije

U nekoliko metoda utvrden je poseban postupak ekstrakcije. U pravilu se, osim postupka navedenog u metodi,

mogu koristiti i drugi postupci ekstrakcije, pod uvjetom da je ucinkovitost koristenog postupka ekstrakcije za
analiziranu matricu dokazano jednakovrijedna postupku navedenom u metodi.

Now 2o

Postupak prociséivanja
U nekoliko metoda utvrden je poseban postupak prociséivanja. U pravilu se, osim postupka navedenog u metodi,

matricu dokazano postizu analiticki rezultati jednakovrijedni postupku navedenom u metodi.

Izvjescivanje o koristenoj analitickoj metodi

Opéenito je za odredivanje svake tvari u hrani za Zivotinje odredena samo jedna metoda. Kada je odredeno vise
metoda, kontrolni laboratorij u izvje$¢u o analizi mora navesti koristenu metodu.

Broj postupaka odredivanja

Rezultat naveden u izvje$¢u o analizi je srednja vrijednost najmanje dvaju postupaka odredivanja zadovoljavajuce

ponovljivosti, izvedenih na odvojenim dijelovima uzorka.

Medutim, kod analize nepoZeljnih tvari, ako je rezultat prvog odredivanja znatno (> 50 %) nizi od specifikacije koja
se kontrolira, nisu potrebni dodatni postupci odredivanja pod uvjetom da su koriSteni primjereni postupci za
osiguranje kvalitete.

Pri kontroli oznacenog udjela tvari ili sastojka, ako rezultat prvog odredivanja potvrdi oznaceni udio, tj. ako je
rezultat analize unutar prihvatljivih granica odstupanja od oznacenog udjela, nisu potrebni dodatni postupci odre-
divanja pod uvjetom da su koriSteni primjereni postupci za osiguranje kvalitete.

U nekim je slucajevima ta prihvatljiva granica odstupanja utvrdena propisima poput Direktive Vijeca 79/373EEZ ().
IzvjeSéivanje o rezultatima analize

Rezultat analize prikazuje se na nacin utvrden analitickom metodom, s primjerenim brojem znacajnih znamenki, i
prema potrebi se korigira s obzirom na udio vode u kona¢nom uzorku prije priprave.

SL L 86, 6.4.1979., str. 30.
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Nesigurnost mjerenja i stupanj iskoriStenja pri analizi nepoZeljnih tvari

U vezi s nepoZeljnim tvarima u smislu Direktive 2002/32[EZ, uklju¢ujui dioksine i PCB-e sli¢ne dioksinu, proizvod
namijenjen za hranu za Zivotinje smatra se da nije u skladu s najve¢om dopustenom kolicinom ako je rezultat
analize veéi od najvece dopustene kolic¢ine, uzimajuci u obzir prosirenu nesigurnost mjerenja i korekciju za iskori-
Stenje. Za ocjenu uskladenosti koristi se analizirana koncentracija nakon korekcije za iskoristenje i nakon oduzi-
manja proSirene nesigurnosti mjerenja. Taj se postupak primjenjuje samo u slucajevima kada analiticka metoda
omogucuje procjenu nesigurnosti mjerenja i korekciju za iskoriStenje (na primjer, nije mogu¢ u slucaju mikro-
skopske analize).

Rezultati analize iskazuju se na sljede¢i nacin (ako koriStena analiticka metoda omogucuje ocjenu nesigurnosti
mjerenja i korekciju za iskoristenje):

(a) s korekcijom za iskoristenje, pri ¢emu se navodi razina iskoristenja. Korekeija za iskoristenje nije potrebna ako
je postotak iskoristenja izmedu 90 % i 110 %;

(b) kao ,x +/- U”, pri ¢emu je x rezultat analize, a U prosirena nesigurnost mjerenja uz uporabu obuhvatnog
faktora 2, ¢ime se postize razina pouzdanosti od priblizno 95 %.

Medutim, ako je rezultat analize znatno (> 50 %) nizi od specifikacije koja se kontrolira i pod uvjetom da su
koriSteni primjereni postupci za osiguranje kvalitete, a svrha analize je samo provjera uskladenosti sa zakonskim
odredbama, rezultat analize moze se iskazati bez korekcije za iskoristenje i u tim se slucajevima korekcija za
iskoriStenje i nesigurnost mjerenja mogu izostaviti.
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PRILOG III.

ANALITICKE METODE ZA KONTROLU SASTAVA SIROVINA ZA HRANU ZA ZIVOTINJE I KRMNIH

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

4.1.

SMJESA

A.  ODREDIVANJE VLAGE

Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje udjela vlage u hrani za Zivotinje. Kada hrana za Zivotinje sadrzi
hlapljive tvari, poput organskih kiselina, treba uzeti u obzir da se pri odredivanju vlage obuhvaca i znatna
koli¢ina hlapljivih tvari.

Ova metoda ne obuhvaca analizu mlije¢nih proizvoda kao sirovina za hranu za Zivotinje, analizu mineralnih
tvari i smjesa sastavljenih uglavnom od mineralnih tvari, analizu Zivotinjskih i biljnih masti i ulja ili analizu
sjemenki uljarica i uljanog voca.

Nacelo

Uzorak se osusi pod odredenim uvjetima koji se mijenjaju ovisno o vrsti hrane za Zivotinje. Gubitak mase
utvrduje se vaganjem. Kod krute hrane za Zivotinje s visokim udjelom vode potrebno je prethodno susenje.

Oprema

Drobilica od materijala koji ne apsorbira vlagu i lako se ¢isti, omogucuje brzo i ravnomjerno drobljenje bez
pretjeranog zagrijavanja, u najvec¢oj mogucoj mjeri sprecava kontakt s vanjskim zrakom te ispunjava zahtjeve iz
toCaka 4.1.1 i 4.1.2 (npr. udarne ili vodom hladene mikrodrobilice, konusni mlinovi sa sklopivim konusima,
spore drobilice ili drobilice sa zupcanicima).

Analiticka vaga s preciznoséu do 1 mg

Suhe posude od nehrdajuce kovine ili stakla s poklopcima koji omogucuju hermeticko zatvaranje; radna
povrsina koja omogucuje rasprostiranje testnog uzorka na priblizno 0,3 gfcm?.

Izotermicko susilo (£ 2 °C) s elektri¢nim grijanjem i primjerenim provjetravanjem koje omogucuje brzu regu-
1

+
laciju temperature ().

Podesivo elektri¢no vakuumsko susilo opremljeno uljnom crpkom i mehanizmom za dovod vruéeg suhog
zraka ili sredstva za isusivanje (npr. kalcijevog oksida).

Eksikator s debelom metalnom ili porculanskom perforiranom plo¢om koja sadrzi ucinkovito sredstvo za
isuSivanje.

Postupak

Napomena: ~ Postupci opisani u ovom odjeljku moraju se provesti odmah po otvaranju pakovina s uzorcima.
Analiza se mora provesti najmanje dvaput zaredom.

Priprema

Hrana za Zivotinje osim one iz tocaka 4.1.2 i 4.1.3

Uzme se najmanje 50 g uzorka. Prema potrebi se usitni ili razdijeli tako da se sprijeci promjena udjela vlage
(vidjeti tocku 6).

Zitarice i gruba krupica

Uzme se najmanje 50 g uzorka. Uzorak se samelje tako da najmanje 50 % cestica prolazi kroz sito s o¢icama
veli¢ine 0,5 mm, a na situ s okruglim oc¢icama veli¢ine 1 mm ostane najvise 10 % Cestica.

(") Za suSenje zitarica, brasna, grube krupice i sitne krupice susilo mora imati takav toplinski kapacitet da se nakon postavljanja
temperature na 131 °C vrata na tu temperaturu za manje od 45 minuta nakon 3to se u susilo postavi maksimalan broj testnih
uzoraka za istodobno suenje. Ventilacija mora biti takva da se, u slucaju kada se u susilu dva sata susi najve¢i moguéi broj uzoraka
psenice, rezultati razlikuju za manje od 0,15 % od uzoraka koji su suSeni 4 sata.
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4.2.

4.3.

Tekuca ili kaSasta hrana za Zivotinje i hrana za Zivotinje koja se sastoji
uglavnom od ulja i masti

Odvagne se priblizno 25 g uzorka s preciznoséu od 10 mg, doda se primjerena koli¢ina bezvodnog pijeska
izvagana s precizno$¢u od 10 mg te se mijeSa dok se ne dobije homogena masa.

Susenje

Hrana za Zivotinje, osim one iz toc¢aka 4.2.2. 1 4.2.3.

Izvaze se posuda (tocka 3.3.) s poklopcem s precizno$éu od 1 mg. U izvaganu se posudu odvagne priblizno
5 g uzorka s precizno$¢u od 1 mg i ravnomjerno rasiri. Posuda se bez poklopca stavi u susilo prethodno
zagrijano na 103 °C. Posuda se stavi u susilo $to je moguce brze kako bi se sprijecio prevelik pad temperature.
Susenje traje Cetiri sata od trenutka kada temperatura u susilu ponovno dosegne 103 °C. Posuda se pokrije
poklopcem, izvadi iz susila, ostavi hladiti u eksikatoru (tocka 3.6.) 30 do 45 minuta i izvaZe s precizno$éu od
1 mg.

Hrana za Zivotinje koja se sastoji uglavnom od ulja i masti susi se u susilu dodatnih 30 minuta na 130 °C.
Razlika izmedu dvaju vaganja ne smije biti veca od 0,1 % vlage.

Zitarice, brasno, gruba krupica i sitna krupica

Izvaze se posuda (tocka 3.3.) s poklopcem s preciznod¢u od 0,5 mg. U izvaganu se posudu odvagne priblizno
5 g usitnjenog uzorka s precizno$¢u od 1 mg i ravnomjerno rasiri. Posuda se bez poklopca stavi u susilo
prethodno zagrijano na 130 °C. Posuda se stavi u susilo $to je moguce brze kako bi se sprijecio prevelik pad
temperature. SuSenje traje 2 sata od trenutka kada temperatura u susilu ponovno dosegne 130 °C. Posuda se
pokrije poklopcem, izvadi iz susila, ostavi hladiti u eksikatoru (tocka 3.6.) 30 do 45 minuta i izvaze s
preciznoiéu od 1 mg.

Krmne smjese koje sadrze vise od 4 % saharoze ili laktoze: sirovine za hranu za Zivotinje poput rogaca,
hidroliziranih Zitnih proizvoda, sjemena slada, susene mljevene repe, ribe i otopine $elera; krmne smjese
koje sadrze vise od 25 % mineralnih soli, ukljucujuéi kristalnu vodu.

Izvaze se posuda (tocka 3.3.) s poklopcem s preciznod¢u od 0,5 mg. U izvaganu se posudu odvagne priblizno
5 ¢ uzorka s preciznoséu od 1 mg i ravnomjerno rasiri. Posuda se bez poklopca stavi u vakuumsko susilo
(tocka 3.5.) prethodno zagrijano na 80 — 85 °C. Posuda se stavi u susilo $to je moguce brze kako bi se sprijecio
prevelik pad temperature.

Tlak se poveca na 100 torra i na tom se tlaku ostavi susiti Cetiri sata na vruéem suhom zraku ili upotrebom
sredstva za isusivanje (priblizno 300 g za 20 uzoraka). U potonjem se slucaju vakuumska crpka iskljuci kad se
dosegne trazeni tlak. Vrijeme suSenja racuna se od trenutka kada temperatura u susilu ponovno dosegne 80 —
85 °C. Oprezno se izjednaci tlak u susilu s atmosferskim tlakom. Susilo se otvori, posuda se odmah pokrije
poklopcem i izvadi iz susila, ostavi se hladiti 30 do 45 minuta u eksikatoru (tocka 3.6.) i izvaze s preciznoscu
od 1 mg. Susi se dodatnih 30 minuta u vakuumskom sugilu na 80 — 85 °C i ponovo vaze. Razlika izmedu
dvaju vaganja ne smije biti veca od 0,1 % vlage.

Prethodno susenje

Hrana za Zivotinje, osim one iz tocke 4.3.2.

Kruta hrana za Zivotinje s visokim udjelom vode koja se tesko drobi mora se prethodno susiti na sljede¢i nacin:

U prikladnu se posudu (npr. aluminijski tanjur veli¢cine 20 x 12 cm s rubom 0,5 cm) odvagne 50 g neusit-
njenog uzorka s precizno$éu od 10 mg (sabijena ili zgusnuta hrana za Zivotinje moZe se prema potrebi grubo
razdijeliti). Ostavi se susiti u susilu na 60 — 70 °C, sve dok se udio vode ne smanji na 8 — 12 %. Posuda se
izvadi iz susila i jedan sat hladi bez poklopca u laboratoriju, zatim se izvaze s preciznos¢u od 10 mg. Hrana za
Zivotinje se odmah usitni, u skladu s tockom 4.1.1., i susi, u skladu s tockom 4.2.1. ili 4.2.3., ovisno o vrsti
hrane za Zivotinje.

Zitarice

Zrna sa udjelom vode ve¢im od 17 % moraju se prethodno susiti na sljede¢i nacin:
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5.1.

5.2.

5.3.

3.1.
3.2

3.3.

U prikladnu se posudu (npr. aluminijski tanjur veli¢cine 20 x 12 cm s rubom 0,5 cm) odvagne 50 g neusit-
njenog zrnja s preciznoséu od 10 mg. Ostavi se susiti 5 do 7 minuta u susilu na 130 °C. Posuda se izvadi iz
susila i 2 sata hladi bez poklopca u laboratoriju, zatim se izvaze s precizno$¢u od 10 mg. Odmah se usitni, u
skladu s tockom 4.1.2., i osusi, u skladu s tockom 4.2.2.

Izraun rezultata

Udio vode (X), iskazan kao postotni dio uzorka, izra¢unava se sljedecom formulom:

Susenje bez prethodnog susenja

X = (m — mo) % 100

pri cemu je:
m = pocetna masa uzorka u gramima,
m, = masa suhog uzorka u gramima.
Susenje s prethodnim susenjem

m; —mg) X m 100 m; X m

X, = (ma=mo) xmi o [ 222 100 % (1 fM)
m; m m X mp

pri cemu je:

m = pocetna masa uzorka u gramima,

m; = masa uzorka nakon prethodnog suSenja u gramima,

m, = masa uzorka nakon usitnjavanja ili mljevenja u gramima,
m, = masa suhog uzorka u gramima.

Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije
prelaziti 0,2 % apsolutne vrijednosti vode.
Napomena

U slucaju kada je potrebno mljevenje za koje se pokaze da mijenja udio vode u proizvodu, potrebno je
korigirati rezultate analize sastojaka hrane za Zivotinje s obzirom na udio vode u uzorku u pocetnom stanju.

B. ODREDIVANJE VODE U MASTIMA I ULJIMA ZIVOTINJSKOG I BILJ]NOG PODRIJETLA

Svrha i podrudje primjene

Ova se metoda koristi za odredivanje udjela vode i hlapljivih tvari u mastima i uljima Zivotinjskog i biljnog
podrijetla.

Nacelo

Uzorak se osusi do konstantne mase (gubitak mase izmedu dvaju uzastopnih vaganja ne smije prije¢i 1 mg) na
103 °C. Gubitak mase utvrduje se vaganjem.

Oprema

Posuda s ravnim dnom izradena od nehrdajuceg materijala, promjera 8 do 9 cm i visine priblizno 3 cm.

Termometar s ojacanom kuglicom i ekspanzijskom komorom na gornjem dijelu, bazdaren od priblizno 80 °C
do najmanje 110 °C i duljine priblizno 10 cm.

Pjescana kupelj ili elektri¢na grijaca ploca
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3.4.

3.5.

3.1.

Eksikator s u¢inkovitim sredstvom za isusivanje

Analiticka vaga

Postupak

Odvagne se priblizno 20 g homogeniziranog uzorka s precizno$éu od 1 mg i prenese u suhu izvaganu posudu
(tocka 3.1.) u kojoj se nalazi termometar (tocka 3.2.). Zagrijava se na pjescanoj kupelji ili grijacoj ploci (tocka
3.3.) uz stalno mijeSanje termometrom, tako da temperatura dosegne 90 °C u priblizno 7 minuta.

Smanji se unos topline, pri Cemu se nadzire ucestalost podizanja mjehurica s dna posude. Temperatura ne
smije prijeéi 105 °C. Nastavi se mijesati uz struganje dna posude sve dok ne prestane stvaranje mjehurica.

Kako bi se osiguralo potpuno uklanjanje vode, nekoliko puta se zagrije na 103 + 2 °C uz hladenje na 93 °C
izmedu uzastopnih zagrijavanja. Zatim se uzorak ostavi hladiti na sobnu temperaturu u eksikatoru (tocka 3.4.)
i izvaZe. Postupak se ponavlja sve dok gubitak mase izmedu dvaju uzastopnih vaganja ne bude manji od 2 mg.

Napomena: ~ Povecanje mase uzorka nakon uzastopnog zagrijavanja upucuje na oksidaciju masti i u tom se
slucaju rezultat izracunava na temelju vaganja izvedenog neposredno prije pocetka povecavanja
mase.

Izraun rezultata
Udio vode (X), iskazan kao postotni dio uzorka, izracunava se sljedecom formulom:

100
X=(m —my) X —
m

pri cemu je:

m = masa uzorka u gramima,
m; = masa posude sa sadrzajem prije zagrijavanja, u gramima,
m, = masa posude sa sadrzajem nakon zagrijavanja, u gramima.

Rezultati manji od 0,05 % navode se kao ,manji od 0,05 %".

Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije prijeci
0,05 % apsolutne vrijednosti.

C.  ODREDPIVANJE UDJELA SIROVIH BJELANCEVINA
Svrha i podrudje primjene

Ova se metoda koristi za odredivanje udjela sirovih bjelancevina u hrani za Zivotinje na temelju udjela dusika
odredenog Kjeldahlovom metodom.

Postupak

Uzorak se mineralizira sumpornom kiselinom u prisutnosti katalizatora. Kisela se otopina prevede u bazi¢nu
dodavanjem otopine natrijevog hidroksida. Amonijak se destilira i prikupi u odmjerenoj koli¢ini sumporne
kiseline, visak koje se titrira standardnom otopinom natrijevog hidroksida.

Druga je moguénost destilacija oslobodenog amonijaka u visku otopine borne kiseline, nakon cega slijedi
titriranje otopinom klorovodicne ili sumporne kiseline.
Reagensi

Kalijev sulfat.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

5.1.

Katalizator: bakrov(ll) oksid CuO ili bakrov(ll) sulfat pentahidrat, CuSO, 5H,O.

Cink u zrncima.

Sumporna kiselina, p20 = 1,84 g/ml.

Sumporna kiselina, standardna volumetrijska otopina, ¢(H,SO,) = 0,25 mol/l.

Sumporna kiselina, standardna volumetrijska otopina, ¢(H,SO4) = 0,10 mol/l.

Sumporna kiselina, standardna volumetrijska otopina, ¢(H,SO4) = 0,05 mol/l.

Indikator metil crvenilo; otopi se 300 mg metil crvenila u 100 ml etanola, 6 = 95 — 96 % (v/v).

Otopina natrijevog hidroksida (moguca uporaba tehnicke cistoée) p = 40 g/100 ml (m/v: 40 %).

Natrijev hidroksid, standardna volumetrijska otopina, ¢c(NaOH) = 0,25 mol/l.

Natrijev hidroksid, standardna volumetrijska otopina, ¢(NaOH) = 0,10 mol/l.

Plovuéac u zrnu, ispran u klorovodi¢noj kiselini i kalciniran.

Acetanilid (taliste = 114 °C, udio N = 10,36 %).

Saharoza (bez dusika).

Borna kiselina (H;BO3).

Otopina indikatora metilnog crvenila: otopi se 100 mg metilnog crvenila u 100 ml etanola ili metanola.
Otopina bromkrezol zelenila: otopi se 100 mg bromkrezol zelenila u 100 ml etanola ili metanola.

Otopina borne kiseline (10 — 40 g/, ovisno o opremi koja se koristi).

Kod metode kolorimetrijskog odredivanja tocke ekvivalencije, otopinama borne kiseline moraju se dodati
indikatori metil crvenilo i bromkrezol zelenilo. Kod pripreme 1 litre otopine borne kiseline, prije prilagodbe

volumena, doda se 7 ml otopine indikatora metil crvenila (tocka 3.16.) i 10 ml otopine bromkrezol zelenila
(tocka 3.17.).

Ovisno o vodi koja se koristi, pH vrijednost otopine borne kiseline moze se razlikovati od serije do serije. Za
dobivanje pozitivne slijepe probe Cesto treba izvesti prilagodbu malim volumenom alkalija.

Napomena: ~ Obicno je dovoljno dodati 3 do 4 ml NaOH (tocka 3.11.) u 1 litru borne kiseline 10 g/l. Otopina
se pohrani na sobnoj temperaturi i zastiti od svjetla i para amonijaka.

Klorovodi¢na kiselina, standardna volumetrijska otopina, c¢(HCl) = 0,10 mol/l.

Napomena: ~ Mogu se koristiti i druge koncentracije volumetrijskih otopina (tocka 3.5., 3.6., 3.7, 3.10., 3.11. 1
3.19.), ako se to uzima u obzir u izracunima. Koncentracije se uvijek navode na Cetiri decimalna
mjesta.

Oprema

Uredaj prikladna za izvodenje postupaka mineralizacije, destilacije i titracije prema Kjeldahlovoj metodi.

Postupak

Razgradnja

Odvagne se 1 g uzorka s preciznoséu od 0,001 g i prenese u tikvicu naprave za mineralizaciju. Doda se 15 g
kalijevog sulfata (tocka 3.1.), prikladna koli¢ina katalizatora (tocka 3.2.) (0,3 — 0,4 g bakrovog(ll) oksida ili 0,9
- 1,2 g bakrovog(ll) sulfat pentahidrata), 25 ml sumporne kiseline (tocka 3.4.), prema potrebi nekoliko zrnaca
plovuéca (tocka 3.12.) i promijesa.
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5.2.

5.2.2.

5.3.

Tikvica se prvo umjereno zagrijava i prema potrebi povremeno trese, sve dok masa potpuno ne pougljeni i
nestane pjena; zatim se jaCe zagrijava do ravnomjernog vrenja tekucine. Zagrijavanje je primjereno ako se vrela
kiselina kondenzira na stijenkama tikvice. Treba sprijeciti pregrijavanje stijenki i prianjanje organskih Cestica na

njih.

Kada se otopina razbistri i postane svijetlozelena, ostavi se da kljuca jo§ 2 sata, a zatim se ostavi da se ohladi.

Destilacija

Oprezno se doda dovoljna koli¢ina vode kako bi se sulfati potpuno otopili. Ostavi se da se ohladi i prema
potrebi doda nekoliko zrnaca cinka (tocka 3.3.). Nastavlja se u skladu s tockom 5.2.1. ili 5.2.2.

Destilacija u sumpornoj kiselini

U tikvicu za prikupljanje naprave za destilaciju doda se to¢no odmjerena koli¢ina od 25 ml sumporne kiseline
(tocka 3.5.) ili (tocka 3.7.) ovisno o pretpostavljenom udjelu dusika. Doda se nekoliko kapi indikatora metil
crvenila (tocka 3.8.).

Tikvica za mineralizaciju priklju¢i se na kondenzator naprave za destilaciju i vrSak kondenzatora uroni u
tekucinu u tikvici za prikupljanje, najmanje do dubine od 1 cm (vidjeti napomenu pod tockom pod tockom
8.3). U tikvicu za mineralizaciju polagano se ulije 100 ml otopine natrijevog hidroksida (tocka 3.9.) bez
gubitka amonijaka (vidjeti napomenu pod tockom pod tockom 8.1.). Tikvica se zagrijava do potpune destilacije
amonijaka.

Destilacija u bornoj kiselini

Kod rucne titracije amonijaka iz destilata koristi se dolje navedeni postupak. Kod destilacijskih jedinica koje su
u potpunosti automatizirane i obuhvacaju titraciju amonijaka iz destilata, postupa se prema uputama proiz-
vodaca za rukovanje destilacijskom jedinicom.

Tikvica za prikupljanje s 25 — 30 ml otopine borne kiseline (tocka 3.18.) postavi se ispod izlaznog otvora
kondenzatora tako da ispusna cijev bude ispod povrine viska otopine borne kiseline. Destilacijska se jedinica
namjesti tako da isporucuje 50 ml otopine natrijevog hidroksida (tocka 3.9.). Destilacijskom se jedinicom
rukuje u skladu s uputama proizvodaca, a oslobodeni se amonijak destilira dodavanjem otopine natrijevog
hidroksida. Destilat se prikupi u otopini borne kiseline. Koli¢ina destilata (vrijeme parne destilacije) ovisi o
koli¢ini dusika u uzorku. Treba se pridrzavati uputa proizvodaca.

Napomena: U poluautomatskoj destilacijskoj jedinici dodavanje viska natrijevog hidroksida i parna destilacija
automatizirani su postupci.
Titracija

Postupa se u skladu s tockom 5.3.1. ili 5.3.2.

Sumporna kiselina

VIsak sumporne kiseline titrira se u tikvici za prikupljanje do tocke ekvivalencije otopinom natrijevog hidro-
ksida (tocka 3.10. ili 3.11.), ovisno o koncentraciji koristene sumporne kiseline.

Borna kiselina

Udio tikvice za prikupljanje titrira se standardnom volumetrijskom otopinom klorovodi¢ne kiseline (tocka
3.19.) ili standardnom volumetrijskom otopinom sumporne kiseline (tocka 3.6.), pri ¢emu se koristi bireta i
odita se kolicina koristenog titranta.

Kod metode kolorimetrijskog odredivanja tocke ekvivalencije, tocka ekvivalencije se dostize kod prve pojave
ruzicastog obojenja udjela. Ocita se obujam birete s precizno$cu od 0,05 ml. Za pomo¢ kod vizualizacije tocke
ekvivalencije mogu se koristiti magnetna mjesalica s osvjetljenjem ili fotometrijski detektor.

Ovaj se postupak mozZe izvesti automatski upotrebom parnog destilatora s automatskom titracijom.

Kod rukovanja odredenim tipom destilatora ili destilatoraftitratora treba se pridrzavati uputa proizvodaca.
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5.4.

6.1.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

Napomena:  Kod automatskog sustava titriranja, titracija zapocinje odmah po pocetku destilacije, a koristi se
otopina borne kiseline 1 % (tocka 3.18.).

Kod potpuno automatizirane destilacijske jedinice, postupak automatske titracije amonijaka moze
se izvoditi i odredivanjem tocke ekvivalencije metodom potenciometrijske titracije pH.

U tom se slucaju koristi automatski titrator s pH-metrom. Pravilno bazdarenje pH metra izvodi se
u podru¢ju vrijednosti pH 4 do pH 7 uobicajenim laboratorijskim postupcima za bazdarenje pH-
metra.

Tocka ekvivalencije pH titracije dosize se pri pH 4,6, kada je nagib titracijske krivulje najvisi
(tocka infleksije).
Slijepa proba
Kao potvrda da reagensi ne sadrze dusik koristi se slijepa proba (mineralizacija, destilacija i titracija), u kojoj se
umjesto uzorka koristi 1 g saharoze (tocka 3.14).
Izracun rezultata

Izracuni se izvode u skladu s tockom 6.1. ili 6.2.

Izracun za titraciju u skladu s tockom 5.3.1.

Udio sirovih bjelancevina, iskazan kao maseni postotak, izracunava se sljede¢om formulom:

(Vo — V1) X ¢ x 0,014 x 100 x 6,25
m

pri cemu je:

Vo = volumen (ml) NaOH (tocka 3.10. ili 3.11.) koriSten u slijepoj probi,

V, = volumen (ml) NaOH (tocka 3.10. ili 3.11.) koriSten kod titracije uzorka,
¢ = koncentracija (mol/l) natrijevog hidroksida (tocka 3.10. ili 3.11.),

m = masa (g) uzorka.

Izratun za titraciju u skladu s tockom 5.3.2.

Titracija klorovodi¢nom kiselinom

Udio sirovih bjelancevina, iskazan kao maseni postotak, izracunava se sljede¢om formulom:

(Vi —=Vgo) xcx1,4x6,25

m
pri cemu je:
m = masa (g) uzorka,
¢ = koncentracija (mol/l) standardne volumetrijske otopine klorovodicne kiseline (tocka 3.19.),
Vo = volumen (ml) klorovodicne kiseline koristen u slijepoj probi,

=
1]

volumen (ml) klorovodi¢ne kiseline koristen u uzorkovanom dijelu.

Titracija sa sumpornom kiselinom

Udio sirovih bjelancevina, iskazan kao maseni postotak, izracunava se sljede¢om formulom:

(Vi —Vg) Xxcx2,8%6,25

m
pri cemu je:

m = masa (g) uzorka,

¢ = koncentracija (mol/l) standardne volumetrijske otopine sumporne kiseline (tocka 3.6.),

Vo = volumen (ml) sumporne kiseline (tocka 3.6.) koristen u slijepoj probi,

=~
1]

volumen (ml) sumporne kiseline (tocka 3.6.) koristen u uzorkovanom dijelu.
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7.1.

7.2.

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

Provjera metode
Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije prijeci:
— 0,2 % apsolutne vrijednosti za udio sirovih bjelancevina manji od 20 %,
— 1,0 % vele vrijednosti za udio sirovih bjelancevina u rasponu od 20 — 40 %,

— 0,4 % apsolutne vrijednosti za udio sirovih bjelancevina veéi od 40 %.

Tocnost

Za analizu (mineralizacija, destilacija, titracija) koristi se 1,5 do 2,0 g acetanilida (tocka 3.13.) u prisutnosti 1 g
saharoze (tocka 3.14.); za 1 g acetanilida koristi se 14,80 ml sumporne kiseline (tocka 3.5.). Iskoristenje mora
iznositi najmanje 99 %.

Napomene

Oprema moze biti rucna, poluautomatska ili automatska. Ako je u radu naprave potreban prijelaz izmedu
mineralizacije i destilacije, taj se prijelaz mora izvesti bez gubitka. Ako tikvica naprave za destilaciju nije
opremljena lijevkom za dokapavanje, natrijev se hidroksid dodaje neposredno prije prikljucivanja tikvice na
kondenzator, pri ¢emu se tekuéina ulijeva polako niz stijenke tikvice.

Ako se udio tikvice stvrdnjava, postupak odredivanja zapocinje se iznova, ali s koli¢inom sumporne kiseline
(tocka 3.4.) ve¢om od gore navedene.

Kod proizvoda s niskim udjelom dusika volumen sumporne kiseline (tocka 3.7.) koji se dodaje u tikvicu za
prikupljanje, prema potrebi se moze smanjiti na 10 ili 15 ml, a tikvica se dopuni vodom do 25 ml.

Kod rutinske analize za odredivanje sirovih bjelanc¢evina mogu se koristiti zamjenske metode analize, iako je
Kjeldahlova metoda, opisana u ovom dijelu C, referentna metoda. Za svaku matricu pojedinacno treba dokazati
da su rezultati dobiveni zamjenskom metodom (npr. DUMAS) jednakovrijedni rezultatima dobivenim refe-
rentnom metodom. U izvjeS¢u o analizi treba navesti analiticku metodu koriStenu za odredivanje sirovih
bjelancevina bududi da rezultati dobiveni zamjenskom metodom, cak i nakon potvrde jednakovrijednosti,
mogu odstupati od rezultata dobivenih referentnom metodom.

D. ODREDIVANJE UREE
Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje razine uree u hrani za Zivotinje.

Nacelo

Uzorak se suspendira u vodi u prisutnosti tvari za bistrenje. Suspenzija se filtrira. Udio uree u filtratu odreduje
se nakon dodavanja 4-dimetilaminobenzaldehida (4-DMAB) mjerenjem opticke gustoce na valnoj duljini od
420 nm.

Reagensi

Otopina 4-dimetilaminobenzaldehida: otopi se 1,6 g 4-DMAB u 100 ml etanola 96 % i doda 10 ml klorovo-
dicne kiseline (p,o 1,19 g/ml). Taj se reagens moze Cuvati najvise dva tjedna.

Otopina Carrez I: u vodi se otopi 21,9 g cinkovog acetata Zn(CH;COO), 2H,0 i 3 g ledene octene kiseline.
Dopuni se vodom do 100 ml.

Otopina Carrez II: u vodi se otopi 10,6 g kalijevog ferocijanida K, Fe (CN); 3H,0. Dopuni se vodom do
100 ml.

Aktivni ugljen koji ne apsorbira ureu (treba provjeriti).
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3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

7.1.

7.2.

7.3.

Urea, otopina 0,1 % (m/v).

Oprema
Mjesalica (rotacijska): priblizno 35 do 40 okr./min.
Epruvete: 160 x 16 mm s ubruSenim Cepovima.

Spektrofotometar

Postupak

Analiza uzorka
Odvagne se 2 g uzorka s precizno$éu od 1 mg i prenese s 1 g aktivnog uglja (tocka 3.4.) u graduiranu tikvicu
obujma 500 ml. Doda se 400 ml vode i 5 ml otopine Carrez I (tocka 3.2.), mijesa priblizno 30 sekundi i doda

5 ml otopine Carrez I (tocka 3.3.). Mijesa se 30 minuta u mjealici. Dopuni se vodom do oznake, protrese i
filtrira.

Uzme se 5 ml prozirnog bezbojnog filtrata i prenese u epruvete s ubrusenim ¢epovima, doda se 5 ml otopine
4-DMAB (tocka 3.1.) i promijesa. Epruvete se postave u vodenu kupelj na 20 °C (+/- 4 °C). Nakon 15 minuta
spektrofotometrom se izmjeri opticka gustoca otopine uzorka na 420 nm. Rezultat se usporedi s otopinom
reagensa iz slijepe probe.

Kalibracijska krivulja

Uzme se 1, 2, 4, 51 10 ml otopine uree (tocka 3.5.) i prenese u odmjerne tikvice obujma 100 ml koje se
dopune vodom do oznake. 1z svake se otopine odstrani 5 ml, te se u svaku doda 5 ml otopine 4-DMAB (tocka
3.1.), homogenizira i izmjeri opticka gustoca, kako je gore navedeno, u usporedbi s kontrolnom otopinom koja
sadrzi 5 ml 4-DMAB i 5 ml vode bez uree. Pripremi se kalibracijska krivulja.

Izra¢un rezultata

Koli¢ina uree u uzorku odreduje se iz kalibracijske krivulje.

Rezultat se iskazuje kao postotni udio uzorka.

Napomene

Ako udio uree prelazi 3 %, uzorak se smanji na 1 g ili se poCetna otopina razrijedi tako da u 500 ml nema vise
od 50 mg uree.

Ako je udio uree nizak, uzorak se povecava sve dok je filtrat proziran i bezbojan.

Ako uzorak sadrzi jednostavne dusi¢ne spojeve, poput aminokiselina, opticka se gustota mjeri na 435 nm.

E.  ODREDIVANJE HLAPLJIVIH DUSIKOVIH BAZA

L MIKRODIFUZIJA

Svrha i podrudje primjene

Ova se metoda koristi za odredivanje udjela hlapljivih dusikovih baza u hrani za Zivotinje iskazanog kao
amonijak.

Nacelo

Uzorak se ekstrahira vodom, a otopina se izbistri i filtrira. Hlapljive dusi¢ne baze istiskuju se mikrodifuzijom
uporabom otopine kalijevog karbonata, prikupe u otopinu borne kiseline i titriraju sumpornom kiselinom.
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3.1

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

Reagensi

Trikloroctena kiselina, otopina 20 % (m/v).
Indikator: otopi se 33 mg bromkrezol zelenila i 65 mg metilnog crvenila u 100 ml etanola 95 — 96 % (v/v).

Otopina borne kiseline: u odmjernoj tikvici volumena od 1 litre otopi se 10 g borne kiseline u 200 ml etanola
95 - 96 % (v[v) i 700 ml vode. Doda se 10 ml indikatora (tocka 3.2.). Promijesa se, a prema potrebi boja
otopine promijeni u svijetlo crvenu dodavanjem otopine natrijevog hidroksida. Koli¢ina od 1 ml te otopine
vezat ¢e najvise 300 pg NH;.

Zasicena otopina kalijevog karbonata: u 100 ml vrele vode otopi se 100 g kalijevog karbonata. Ostavi se da se
ohladi, a zatim se filtrira.

Sumporna kiselina, 0,01 mol/l.

Oprema

Mjesalica (rotacijska): priblizno 35 do 40 okr./min.

Stakleni ili plasticni Conwayevi ¢lanci (vidjeti dijagram).

Mikrobirete graduirane s podjelom 1/100 ml.

Postupak

Odvagne se 10 g uzorka s precizno$¢u od 1 mg i prenese sa 100 ml vode u graduiranu tikvicu obujma 200 ml.
Trese se ili mijesa 30 minuta u rotacijskoj mjesalici. Doda se 50 ml otopine trikloroctene kiseline (tocka 3.1.),
dopuni vodom do oznake, snazno protrese i filtrira kroz nabrani filtar.

Pipetom se doda 1 ml otopine borne kiseline (tocka 3.3.) u srednji dio Conwayevog ¢lanka i 1 ml filtrata
uzorka u gornji dio clanka. Djelomi¢no se pokrije namas¢enim poklopcem. U gornji dio ¢lanka brzo se nakapa
1 ml zasicene otopine kalijevog karbonata (tocka 3.4.) i poklopac hermeticki zatvori. Clanak se oprezno okreée
u vodoravnoj ravnini tako da se reagensi pomijesaju. Ostavi se najmanje Cetiri sata na sobnoj temperaturi ili
jedan sat na temperaturi 40 °C.

Mikrobiretom (tocka 4.3.) se hlapljive baze u otopini borne kiseline titriraju sumpornom kiselinom (tocka 3.5.).
Slijepa se proba izvodi istim postupkom, ali bez uzorka za analizu.

Izratun rezultata

1 ml H,SO, 0,01 mol/l odgovara 0,34 mg amonijaka.

Rezultat analize iskazuje se kao postotni udio uzorka.

Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije prijeci:

— 10 % relativne vrijednosti za udio amonijaka manji od 1,0 %,

— 0,1 % apsolutne vrijednosti za udio amonijaka 1,0 % ili vedi.

Napomena

Ako je udio amonijaka u uzorku veéi od 0,6 % pocetni se filtrat razrijedi.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

4.1.

4.2.

L. DESTILACIJA

Svrha i podrudje primjene

Ova se metoda koristi za odredivanje udjela hlapljivih dusikovih baza, iskazanih kao amonijak, u ribljem
brasnu koje prakti¢no ne sadrzi ureu. Koristi se samo za udio amonijaka nizi od 0,25 %.

Nacelo

Uzorak se ekstrahira vodom, a otopina izbistri i filtrira. Hlapljive dusi¢ne baze se istisnu na temperaturi vrelita
dodavanjem magnezijevog oksida i prikupe u odredenoj koli¢ini sumporne kiseline, visak koje se titrira
otopinom natrijevog hidroksida.

Reagensi

Trikloroctena kiselina, otopina 20 % (m/v).
Magnezijev oksid.

Emulzija protiv pjenjenja (npr. silikon).
Sumporna kiselina, 0,05 mol/l.

Otopina natrijevog hidroksida, 0,1 mol/l.

Otopina metilnog crvenila 0,3 % u etanolu 95 % — 96 % (v/v).

Oprema

Mjesalica (rotacijska): priblizno 35 do 40 okr./min.

Uredaj za destilaciju po Kjeldahlu.

Postupak

Odvagne se 10 g uzorka s precizno$¢u od 1 mg i prenese sa 100 ml vode u graduiranu tikvicu obujma 200 ml.
Trese se ili mijesa 30 minuta u rotacijskoj mjesalici. Doda se 50 ml otopine trikloroctene kiseline (tocka 3.1.),
dopuni vodom do oznake, snazno protrese i filtrira kroz nabrani filtar papir.

Pipetom se prenese koli¢ina bistrog filtrata koja odgovara ocekivanom sadrzaju hlapljivih dusikovih baza
(obi¢no je dovoljno 100 ml). Razrijedi se na 200 ml, doda se 2 g magnezijevog oksida (tocka 3.2.) i nekoliko
kapljica emulzije protiv pjenjenja (tocka 3.3.). Otopina mora biti alkalna pri pokusu s lakmusovim papirom;
ako to nije slucaj, doda se magnezijev oksid (tocka 3.2.). Postupa se u skladu s tockama 5.2. 1 5.3. metode
analize za odredivanje udjela sirovih bjelancevina (dio C ovog Priloga).

Slijepa se proba izvodi istim postupkom, ali bez uzorka za analizu.

Izraun rezultata

1 ml H,S0, 0,05 mol/l odgovara 1,7 mg amonijaka.
Rezultat se iskazuje kao postotni udio uzorka.

Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije prijeci
10 % relativne vrijednosti amonijaka.

F.  ODREDIVANJE AMINOKISELINA (OSIM TRIPTOFANA)
Svrha i podrudje primjene

Ova se metoda koristi za odredivanje slobodnih (sintetickih i prirodnih) i ukupnih (vezanih na peptide i
slobodnih) aminokiselina u hrani za Zivotinje pomocu analizatora aminokiselina. Koristi se za sljedece
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2.1.

2.2.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.15.

aminokiseline: cist(e)in, metionin, lizin, treonin, alanin, arginin, aspartatna kiselina, glutaminska kiselina, glicin,
histidin, izoleucin, leucin, fenilalanin, prolin, serin, tirozin i valin.

Ovom se metodom ne mogu razlikovati soli aminokiselina niti je moguée utvrditi razliku izmedu oblika D i L
aminokiselina. Ova metoda nije primjerena za odredivanje triptofana ili hidroksi-analoga aminokiselina.

Nacelo

Slobodne aminokiseline

Slobodne aminokiseline ekstrahiraju se razrijedenom klorovodicnom kiselinom. Koekstrahirane dusi¢ne makro-
molekule istaloze se sulfosalicilnom kiselinom i uklone filtriranjem. Vrijednost pH filtrirane otopine podesi se
na 2,20. Aminokiseline se razdvoje ionsko-izmjenjivackom kromatografijom i odrede reakcijom s ninhidrinom
fotometrijskom detekcijom na 570 nm.

Ukupne aminokiseline

Odabir postupka ovisi o ispitivanim aminokiselinama. Cist(e)in i metionin se prije hidrolize moraju oksidirati u
cisteinsku kiselinu i metionin-sulfon. Tirozin se mora odrediti u hidrolizatima neoksidiranih uzoraka. Sve druge
aminokiseline navedene u tocki 1 mogu se odrediti u oksidiranom ili neoksidiranom uzorku.

Oksidacija se izvodi na 0 °C mjeSavinom peroksimravlje kiseline i fenola. Visak oksidacijskog reagensa razgradi
se natrijevim disulfitom. Oksidirani ili neoksidirani uzorak se 23 sata hidrolizira klorovodi¢nom kiselinom
(tocka 3.20.). Vrijednost pH hidrolizata podesi se na 2,20. Aminokiseline se razdijele ionsko-izmjenjivackom
kromatografijom i odrede reakcijom s ninhidrinom fotometrijskom detekcijom na 570 nm (440 nm za prolin).

Reagensi

Obvezno se koristi dvostruko destilirana voda ili voda jednake kakvoce (provodljivost < 10 pS)
Vodikov peroksid, m (m/m) = 30 %.

Mravlja kiselina, m (m/m) = 98 % — 100 %.

Fenol.

Natrijev disulfit.

Natrijev hidroksid.

5-sulfosalicilna kiselina dihidrat.

Klorovodic¢na kiselina, gusto¢e priblizno 1,18 g/ml.

Trinatrij citrat dihidrat.

2,2-tiodietanol (tiodiglikol).

Natrijev klorid.

Ninhidrin.

Lagani petrolej, vreliste 40 — 60 °C.

Norleucin ili drugi spoj primjeren za uporabu kao interni standard
Plinoviti dusik (< 10 ppm kisika).

1-oktanol.



03/Sv. 6

Sluzbeni list Europske unije

27

3.16.

3.16.1.

3.16.2.

3.16.3.

3.17.

3.25.

3.27.

3.27.1.

3.27.2.

Aminokiseline.

Standardne tvari iz tocke 1. Cisti spojevi koji ne sadrze kristalnu vodu. Prije uporabe suse se 1 tjedan pod
vakuumom s P,0s ili H,SO,.

Cisteinska kiselina.

Metionin-sulfon.

Otopina natrijevog hidroksida, ¢ = 7,5 mol/l:

U vodi se otopi 300 g NaOH (tocka 3.5.) i dopuni vodom do 1 litre.

Otopina natrijevog hidroksida, ¢ = 1 mol/l:

U vodi se otopi 40 g NaOH (tocka 3.5.) i dopuni vodom do 1 litre.

Mravlja kiselina — otopina fenola:

Pomijesa se 889 g mravlje kiseline (tocka 3.2)) sa 111 g vode i doda 4,73 g fenola (tocka 3.3.).
Smjesa za hidrolizu, ¢ = 6 mol HCl/ koja sadrzi 1 g fenola/l:

Doda se 1 g fenola (tocka 3.3.) u 492 ml HCl (tocka 3.7.) i dopuni vodom do 1 litre.

Smjesa za ekstrakciju, ¢ = 0,1 mol HCl/l koja sadrzi 2 % tiodiglikola: 8,2 ml HCl (tocka 3.7.) se razrijedi s
priblizno 900 ml vode, doda se 20 ml tiodiglikola (tocka 3.9.) i dopuni vodom do 1 litre (ne smiju se izravno
mijedati tvari iz toCaka 3.7.1 3.9.).

5-sulfosalicilna kiselina, 8 = 6 %:
U vodi se otopi 60 g 5-sulfosalicilne kiseline (tocka 3.6.) i dopuni vodom do 1 litre.
Oksidacijska smjesa (peroksimravlja kiselina — fenol):

Pomijesa se 0,5 ml vodikovog peroksida (tocka 3.1.) s 4,5 ml otopine mravlje kiseline i fenola (tocka 3.19.) u
maloj ¢asi. Inkubira se 1 sat na 20 — 30 °C kako bi se dobila peroksimravlja kiselina, zatim se hladi u ledenoj
kupelji (15 min) prije dodavanja u uzorak.

Upozorenje: Izbjegavati dodir s kozom i nositi zastitnu odjecu.
Citratni pufer, ¢ = 0,2 mol Na'[l, pH 2,20:

U priblizno 800 ml vode otopi se 19,61 g natrijevog citrata (tocka 3.8.), 5 ml tiodiglikola (tocka 3.9.), 1 ¢
fenola (tocka 3.3.) 1 16,50 ml HCl (tocka 3.7.). Vrijednost pH se podesi na 2,20. Dopuni se vodom do 1 litre.

Puferi za eluiranje, pripravljeni u skladu s uputama za analizator koji se koristi (tocka 4.9.).
Reagens ninhidrin, pripravljen u skladu s uputama za analizator koji se koristi (tocka 4.9.).
Standardne otopine aminokiselina. Ove se otopine drZe na temperaturi nizoj od 5 °C.
Osnovna standardna otopina aminokiselina (tocka 3.16.1.).

¢ = 2,5 pmol/ml za svaku u klorovodicnoj kiselini.

Moze se nabaviti u slobodnoj prodaji.

Osnovna standardna otopina cisteinske kiseline i metionin-sulfona, ¢ = 1,25 pmol/ml.

U odmjernoj tikvici obujma 1 1 otopi se 0,2115 g cisteinske kiseline (tocka 3.16.2.) i 0,2265 g metionin-
sulfona (tocka 3.16.3.) u citratnom puferu (tocka 3.24.) i dopuni citratnim puferom do oznake. MozZe se
pohraniti najviSe 12 mjeseci na temperaturi nizoj od 5 °C. Ova se otopina ne koristi ako osnovna standardna
otopina (tocka 3.27.1.) sadrzi cisteinsku kiselinu i metionin-sulfon.
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3.27.3.

3.27.4.

3.27.5.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

5.1.

Osnovna standardna otopina internog standarda, npr. norleucina, ¢ = 20 pmol/ml.

U odmjernoj se tikvici otopi 0,6560 g norleucina (tocka 3.13.) u citratnom puferu (tocka 3.24.) i dopuni
citratnim puferom do 250 ml. MozZe se pohraniti najvise 6 mjeseci na temperaturi nizoj od 5 °C.

Kalibracijska otopina standardnih aminokiselina koja se koristi s hidrolizatima, ¢ = 5 nmol/50 pl za cisteinsku
kiselinu i metionin-sulfon i ¢ = 10 nmol/50 ul za druge aminokiseline. U ¢asi obujma 100 ml otopi se 2,2 g
natrijevog klorida (tocka 3.10.) s 30 ml citratnog pufera (tocka 3.24.). Doda se 4,00 ml osnovne standardne
otopine aminokiseline (tocka 3.27.1.), 4,00 ml osnovne standardne otopine cisteinske kiseline i metionin-
sulfona (tocka 3.27.2.) i 0,50 ml osnovne standardne otopine internog standarda (tocka 3.27.3.) ako se isti
koristi. Vrijednost pH se natrijevim hidroksidom podesi na 2,20 (tocka 3.18.).

Udio se kvantitativno prenese u graduiranu tikvicu obujma 50 ml, dopuni citratnim puferom (tocka 3.24.) do
oznake i promijesa.

Pohrani se najviSe 3 mjeseca na temperaturi nizoj od 5 °C.
Vidjeti takoder napomenu pod tockom 9.1.

Pripremi se kalibracijska otopina standardnih aminokiselina koja se koristi s hidrolizatima u skladu s tockom
5.3.3.1., a za ekstrakte u skladu s tockom 5.2. Kalibracijska otopina se pripremi u skladu s tockom 3.27.4., ali
bez natrijevog klorida.

Pohrani se najviSe 3 mjeseca na temperaturi nizoj od 5 °C.

Oprema

Tikvica s okruglim dnom volumena 100 ili 250 ml s povratnim hladilom.

Staklena posuda od borosilikatnog stakla obujma 100 ml s navojnim ¢epom obloZenim gumom/teflonom (npr.
Duran, Schott) za uporabu u susilu.

Susilo s prisilnom ventilacijom i regulatorom temperature to¢nosti veée od * 2 °C.
pH metar (na tri decimalna mjesta).

Membranski filtar (0,22 pm).

Centrifuga.

Rotacijski vakuumski otparivac.

Mehanicka tresilica ili magnetska mjesalica.

Analizator aminokiselina ili oprema za HPLC opremljena kolonom za izmjenu iona, napravom za ninhidrin i
derivatizaciju nakon kolone te fotometrijskim detektorom.

Kolona se napuni smolama sulfoniranog polistirena koje mogu razdvajati aminokiseline jedne od drugih i od
drugih materijala koji reagiraju na ninhidrin. Tok u puferskoj i ninhidrinskoj liniji osigurava se crpkama s
tokom stabilnosti £ 0,5 % u vremenu koje obuhvaca izvodenje standardnog kalibriranja i analizu uzorka.

Kod nekih analizatora aminokiselina mogu se koristiti postupci hidrolize kod kojih je koncentracija natrija u
hidrolizatu ¢ = 0,8 mol/l, a hidrolizat sadrzi svu ostatnu mravlju kiselinu iz oksidacije. Drugim metodama ne
postize se zadovoljavajuce razdvajanje nekih aminokiselina ako se u hidrolizatu nalazi visak mravlje kiseline ifili
visoka koncentracija natrijevih iona. U tom se slucaju obujam kiseline nakon hidrolize i prije podesavanja pH
smanjuje isparavanjem na priblizno 5 ml. Isparavanje se vrsi pod vakuumom na najvise 40 °C.

Postupak

Priprema uzorka

Uzorak se samelje tako da prolazi kroz sito veli¢ine 0,5 mm. Uzorci s visokim udjelom vode moraju se prije
mljevenja osusiti na zraku na temperaturi koja ne prelazi 50 °C ili smrzavanjem. Uzorci s visokim sadrZzajem
masti ekstrahiraju se laganim petrolejem (tocka 3.12.) prije mljevenja.
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5.2.

5.3.

5.3.2.1.

5.3.2.2.

5.3.2.3.

Odredivanje slobodnih aminokiselina u hrani za Zivotinje i premiksima
Odvagne se primjerena koli¢ina (1 — 5 ) pripravljenog uzorka (tocka 5.1.) s precizno$¢u od 0,2 mg i prenese u
konusnu tikvicu, te se doda 100,0 ml smjese za ekstrakciju (tocka 3.21.). Smjesa se 60 minuta trese mehani-

¢kom tresilicom ili magnetskom mjesalicom (tocka 4.8.). Priceka se da talog padne na dno i pipetom prenese
10,0 ml supernatanta u ¢a$u obujma 100 ml.

Tijekom mijeSanja doda se 5,0 ml otopine sulfosalicilne kiseline (tocka 3.22.) i nastavi 5 minuta mijesati
magnetskom mjesalicom. Supernatant se filtrira ili centrifugira kako bi se uklonio cjelokupni talog. U ¢asu
obujma 100 ml izlije se 10,0 ml dobivene otopine i vrijednost pH podesi na 2,20 otopinom natrijevog
hidroksida (tocka 3.18.), prenese citratnim puferom (tocka 3.24.) u graduiranu tikvicu primjerenog obujma i
dopuni otopinom pufera (tocka 3.24.) do oznake.

Ako se koristi interni standard, za svakih 100 ml konac¢ne otopine doda se 1,00 ml internog standarda (tocka
3.27.3.) i dopuni otopinom pufera (tocka 3.24.) do oznake.

Nastavlja se s kromatografijom u skladu s tockom 5.4.

Ako se ekstrakti ne pregledavaju isti dan, moraju se pohraniti na temperaturi nizoj od 5 °C.

Odredivanje ukupnih aminokiselina

Oksidacija

Odvagne se 0,1 — 1 g pripravljenog uzorka (tocka 5.1.) s precizno$¢u od 0,2 mg i prenese u:
— tikvicu s okruglim dnom volumena 100 ml (tocka 4.1.) za otvorenu hidrolizu (tocka 5.3.2.3.) ili,

— tikvicu s okruglim dnom volumena 250 ml (tocka 4.1.) ako se zahtijeva niska koncentracija natrija (tocka
5.3.3.1) i,

— staklenu bocu s navojnim ¢epom volumena 100 ml (tocka 4.2.) za zatvorenu hidrolizu (tocka 5.3.2.4.).

U odvaganom dijelu uzorka udio dusika mora iznositi priblizno 10 mg, a udio vode ne smije biti veéi od
100 mg.

Tikvica/boca se postavi u ledenu kupelj i ohladi na 0 °C, doda se 5 ml oksidacijske smjese (tocka 3.23.) i mijesa
staklenom lopaticom sa zakrivljenim vrhom. Tikvica/boca s lopaticom se hermeticki zatvori filmom, a ledena
kupelj s hermeticki zatvorenom posudom stavi u hladnjak na 0 °C i ostavi 16 sati. Nakon 16 sati posuda se
izvadi iz hladnjaka, a viSak oksidacijskog reagensa se razgradi dodavanjem 0,84 g natrijevog disulfita (tocka
3.4).

Nastavlja se u skladu s tockom 5.3.2.1.

Hidroliza

Hidroliza oksidiranih uzoraka

U oksidirani uzorak, pripravljen u skladu s tockom 5.3.1., doda se 25 ml smjese za hidrolizu (tocka 3.20.), pri
Cemu treba brizljivo isprati sve ostatke uzorka sa stijenke posude i lopatice.

Nastavlja se u skladu s tockom 5.3.2.3. ili 5.3.2.4., ovisno o koristenom postupku hidrolize.

Hidroliza neoksidiranih uzoraka

U tikvicu s okruglim dnom obujma 100 ml ili 250 ml (tocka 4.1.) ili u bocu s navojnim ¢epom obujma
100 ml (tocka 4.2.) odvagne se 0,1 — 1g pripravljenog uzorka (tocka 5.1.) s preciznos¢u od 0,2 mg. U
odvaganom dijelu uzorka udio dusika mora iznositi priblizno 10 mg. Oprezno se doda 25 ml smjese za
hidrolizu (tocka 3.20.) i pomijesa s uzorkom. Nastavlja se u skladu s tockom 5.3.2.3. ili 5.3.2.4.

Otvorena hidroliza
U smjesu koja se nalazi u tikvici (pripremljenu u skladu s tockom 5.3.2.1. ili 5.3.2.2.) dodaju se 3 staklene

kuglice, zatim se ostavi kljucati 23 sata uz stalno vrenje pod refluksom. Po zavrietku hidrolize kondenzator
ispere se s 5 ml citratnog pufera (tocka 3.24.). Tikvica se odvoji i ohladi u ledenoj kupelji.

Nastavlja se u skladu s tockom 5.3.3.
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5.3.2.4.

5.3.3.1.

5.3.3.2.

5.4.

Zatvorena hidroliza

Boca sa smjesom pripravljenom u skladu s tockom 5.3.2.1. ili 5.3.2.2. postavi se u susilo (tocka 4.3.) na
temperaturi od 110 °C. Kako bi se tijekom prvog sata sprijecilo povecanje tlaka i eksplozija (zbog nastanka
plinovitih tvari), poklopac s navojem treba postavi na vrh posude. Posuda se ne smije zatvoriti poklopcem.
Nakon jednog sata posuda se zatvori poklopcem i ostavi 23 sata u susilu (tocka 4.3.). Po zavretku hidrolize
boca se izvadi iz susila, oprezno se otvori poklopac boce i boca polozi u ledenu kupelj. Ostavi se da se ohladi.

Ovisno o postupku podesavanja pH (tocka 5.3.3.) udio posude se citratnim puferom (tocka 3.24.) kvantitativno
prenese u ¢asu obujma 250 ml ili tikvicu s okruglim dnom obujma 250 ml.

Nastavlja se u skladu s tockom 5.3.3.

PodeSavanje pH

Ovisno o odstupanju analizatora aminokiselina (tocka 4.9.) za natrij, podesavanje pH se provodi u skladu s
tockom 5.3.3.1. ili 5.3.3.2.

Kromatografski sustavi (tocka 4.9.) koji zahtijevaju nisku koncentraciju natrija

Pri upotrebi analizatora aminokiselina koji zahtijevaju nisku koncentraciju natrija (kada treba smanjiti volumen
kiseline) preporucuje se uporaba otopine internog osnovnog standarda (tocka 3.27.3.).

U tom se slucaju hidrolizatu prije otparivanja dodaje 2,00 ml otopine internog osnovnog standarda (tocka
3.27.3).

U hidrolizat dobiven postupkom u skladu s tockom 5.3.2.3. ili 5.3.2.4. dodaje se 2 kapljice 1-oktanola (tocka
3.15).

Obujam se smanji na 5 — 10 ml rotacijskim otparivacem (tocka 4.7.) pod vakuumom na 40 °C. Ako se obujam
slucajno smanji na manje od 5 ml, hidrolizat se mora odbaciti i iznova zapoceti analizu.

Otopinom natrijevog hidroksida (tocka 3.18.) vrijednost pH podesi se na 2,20 i zatim nastavi u skladu s
tockom 5.3.4.

Za sve druge analizatore aminokiselina (tocka 4.9.)

Hidrolizati dobiveni u skladu s tockom 5.3.2.3. ili 5.3.2.4. djelomi¢no se neutraliziraju opreznim dodavanjem,
uz mijeSanje, 17 ml otopine natrijevog hidroksida (tocka 3.17.), pri cemu se temperatura mora odrZavati na
manje od 40 °C.

Na sobnoj temperaturi podesi se vrijednost pH na 2,20 otopinom natrijevog hidroksida (tocka 3.17.) i zatim
otopinom natrijevog hidroksida (tocka 3.18.). Nastavlja se u skladu s tockom 5.3.4.

Otopina uzorka za kromatografiju
Hidrolizat (tocka 5.3.3.1.ili 5.3.3.2.) s podeSenom vrijednosti pH, citratnim se puferom (tocka 3.24.) kvantita-

tivno prenese u graduiranu tikvicu obujma 200 ml i dopuni puferom (tocka 3.24.) do oznake.

Ako dotada nije koristen interni standard, doda se 2,00 ml internog standarda (tocka 3.27.3.) i zatim dopuni
citratnim puferom (tocka 3.24.) do oznake. Temeljito se promijesa.

Nastavlja se s kromatografijom (tocka 5.4.).

Ako se otopine uzorka ne pregledavaju isti dan, moraju se pohraniti na temperaturi nizoj od 5 °C.

Kromatografija

Prije kromatografije temperaturu ekstrakta (tocka 5.2.) ili hidrolizata (tocka 5.3.4.) treba izjednaciti sa sobnom
temperaturom. Smjesa se protrese i prikladna kolic¢ina filtrira kroz membranski filtar 0,22 pm (tocka 4.5.).
Dobivena bistra otopina se podvrgne kromatografiji s izmjenom iona uporabom analizatora aminokiselina
(tocka 4.9.).

Ubrizgavanje se moZe izvesti ru¢no ili automatski. Vazno je na kolonu za analizu standarda i uzoraka dodati
istu koli¢inu otopine ( 0,5 %) osim kada se koristi interni standard, a omjeri natrija i aminokiselina u otopi-
nama standarda i uzorka trebaju biti $to je moguce sli¢niji.
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6.1.

Opéenito ucestalost kalibriranja ovisi o stabilnosti reagensa ninhidrina i sustava za analizu. Standard ili uzorak
se razrijede citratnim puferom (tocka 3.24.) tako da povrSina vrsaka standarda dostize 30 — 200 % povrsine
vriaka aminokiselina u uzorku.

Kromatografija aminokiselina neznatno se razlikuje s obzirom na vrstu koriStenog analizatora i smole.
Odabrani sustav mora imati moguc¢nost razdvajanja aminokiselina medusobno i od drugih materijala koji
reagiraju na ninhidrin. U radnom podru¢ju kromatografski sustav mora imati linearan odziv na promjene
koli¢ina aminokiselina dodanih u kolonu.

U fazi kromatografije primjenjuju se dolje navedeni omjeri izmedu najnizih i najvisih vrijednosti kod analize
ekvimolarnih otopina (aminokiselina koje se odreduju). Ekvimolarna otopina mora sadrzavati najmanje 30 %
maksimalnog udjela svake aminokiseline koji se moze to¢no izmjeriti sustavom za analizu aminokiselina (tocka
4.9.).

Kod postupka razdvajanja treonina od serina, omjer izmedu najniZe i najviSe vrijednosti za aminokiselinu s
nizom vrijednosti izmedu dviju aminokiselina koje se preklapaju na kromatogramu ne smije prijeci 2:10. (Ako
se odreduju samo cist(e)in, metionin, treonin i lizin, nedovoljno razdvajanje izmedu susjednih vr3aka Stetno ce
djelovati na postupak odredivanja). Za sve druge aminokiseline razdvajanje mora biti veée od 1:10.

Sustav mora jamciti razdvajanje lizina od ,lizinskih artefakata” i ornitina.

Izraun rezultata

Za svaku pojedinaénu aminokiselinu izmjeri se povr$ina vrsaka uzorka i standarda, a koli¢ina (X), iskazana u g
aminokiseline na kg uzorka, izratunava se na sljedeci nacin:
AXcxXxMxV

X=— """
B xm x 1000

D
Ako se koristi interni standard pomnozi se s: c

povrsina vrSaka hidrolizata ili ekstrakta

povrsina vrsaka standardne kalibracijske otopine
= povrdina vriaka hidrolizata ili ekstrakta kao internog standarda
= povrsina vriaka standardne kalibracijske otopine kao internog standarda

molarna masa aminokiseline koja se odreduje

koncentracija standarda u pmol/ml
= masa uzorka u gramima (ispravljena na pocetnu masu ako je uzorak isusen ili odmascen)

<g o zUOUN®>

ml ukupnog hidrolizata (tocka 5.3.4.) ili izracunani ukupni volumen otopine ekstrakta (tocka 6.1.) u ml

Cistin i cistein se odreduju kao cisteinska kiselina u hidrolizatima oksidiranog uzorka, ali se izracunavaju kao
cistin (C4H;,N,04S,, M 240,30 g/mol) uporabom molarne mase 120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30 g/mol).
Metionin se odreduje kao metionin-sulfon u hidrolizatima oksidiranog uzorka, ali se izracunava kao metionin
uporabom molarne mase metionina: 149,21 g/mol.

Dodani slobodni metionin odreduje se nakon ekstrakcije kao metionin, a za izracun se koristi ista molekulska
masa.

Ukupni volumen otopine ekstrakata (F) za odredivanje slobodnih aminokiselina (tocka 5.2.) izraunava se
sliedecom formulom:

1:7100m1><(10m1—0—5m1)>< \%

10 ml 10

V = volumen konac¢nog ekstrakta



32 Sluzbeni list Europske unije 03/Sv. 6

7. Vrednovanje metode

Metoda je provjerena u medulaboratorijskom ispitivanju na medunarodnoj razini provedenom 1990. na Cetiri
razlicite vrste hrane za Zivotinje (mijeSana hrana za svinje, smjesa za brojlere, proteinski koncentrat, premiks).
Rezultati srednjih vrijednosti i standardnih devijacija, bez ekstremnih vrijednosti, prikazani su u tablicama u
ovoj tocki:

Srednje vrijednosti u glkg

Aminokiselina
Referentni materijal

Treonin Cist(e)in Metionin Lizin

Mijesana hrana za svinje 6,94 3,01 3,27 9,55
n =15 n=17 n=17 n=13

Smjesa za brojlere 9,31 3,92 5,08 13,93
n=16 n=18 n=18 n=16

Proteinski koncentrat 22,32 5,06 12,01 47,74
n=16 n=17 n=17 n =15

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

n = Broj ukljucenih laboratorija.

7.1. Ponovljivost

Ponovljivost gore navedene medulaboratorijske usporedbe, iskazana kao ,unutarlaboratorijska standardna devi-
jacija”, prikazana je u donjim tablicama:

Unutarlaboratorijska standardna devijacija (S,), iskazana u g/kg

Aminokiselina
Referentni materijal

Treonin Cist(e)in Metionin Lizin

Mijesana hrana za svinje 0,13 0,10 0,11 0,26
n =15 n=17 n=17 n=13

Smjesa za brojlere 0,20 0,11 0,16 0,28
n=16 n=18 n=18 n=16

Proteinski koncentrat 0,48 0,13 0,27 0,99
n=16 n=17 n=17 n=15

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

n = Broj ukljucenih laboratorija.

Koeficijent varijacije (%) za unutarlaboratorijsku standardnu devijaciju (S;)
Aminokiselina
Referentni materijal

Treonin Cist(e)in Metionin Lizin

Mijesana hrana za svinje 1,9 3,3 3,4 2,8
n =15 n=17 n=17 n=13

Smjesa za brojlere 2,1 2,8 3,1 2,1
n=16 n=18 n=18 n=16

Proteinski koncentrat 2,7 2,6 2,2 2,4
n=16 n=17 n=17 n =15
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Referentni materijal

Aminokiselina

Treonin Cist(e)in Metionin Lizin
Premiks 2,2 — 2,4 2,1
n =16 n=16 n=16

n = Broj ukljucenih laboratorija.

7.2. Ponovljivost

Rezultati gore navedene medulaboratorijske usporedbe, iskazani kao standardna devijacija izmedu laboratorija,

prikazani su u donjoj tablici:

Standardna devijacija izmedu laboratorija (Sg) u g/kg

Referentni materijal

Aminokiselina

Treonin Cist(e)in Metionin Lizin

Mijesana hrana za svinje 0,28 0,30 0,23 0,30
n =15 n=17 n=17 n=13

Smjesa za brojlere 0,48 0,34 0,55 0,75
n=16 n=18 n=18 n=16

Proteinski koncentrat 0,85 0,62 1,57 1,24
n=16 n=17 n=17 n=15

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

n = Broj ukljucenih laboratorija.
Koeficijent varijacije (%) za standardnu devijaciju izmedu laboratorija (Sg)
Aminokiselina
Referentni materijal

Treonin Cist(e)in Metionin Lizin

Mijesana hrana za svinje 4,1 9,9 7,0 3,2
n =15 n=17 n=17 n=13

Smjesa za brojlere 52 8,8 10,9 5,4
n=16 n=18 n=18 n=16

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

Premiks 4,3 — 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16

n = Broj ukljucenih laboratorija.

8. Upotreba referentnih materijala

Pravilna primjena metode provjerava se ponovljenim mjerenjima na certificiranim referentnim materijalima,
kada su dostupni. Preporucuje se izvrsiti kalibraciju upotrebom certificirane otopine za kalibraciju aminokise-

lina.
9. Napomene
9.1. Zbog razlika izmedu analizatora aminokiselina, kao smjernice se uzimaju konacne koncentracije otopina

standardnih aminokiselina za kalibraciju (vidjeti tocke 3.27.4. i 3.27.5.) i hidrolizata (vidjeti tocku 5.3.4.).
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9.2.

9.3.

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Za sve aminokiseline treba provjeriti podru¢je linearnog odziva uredaja.
Standardna se otopina razrijedi citratnim puferom tako da se povrsine vriaka nalaze u sredini podrucja.

Kada se za analizu hidrolizata koristi oprema za tekucinsku kromatografiju visoke u¢inkovitosti, uvjeti pokusa
se moraju optimizirati u skladu s preporukama proizvodaca.

Kod primjene metode za hranu za Zivotinje koja sadrzi vise od 1 % klorida (koncentrat, mineralna hrana za
Zivotinje, dodaci hrani za Zivotinje) moze do¢i do preniske procjene udjela metionina, $to zahtijeva posebnu
obradu.

G.  ODREDIVANJE TRIPTOFANA
Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omoguéuje odredivanje ukupnog i slobodnog triptofana u hrani za Zivotinje. Njom se ne
omogucuje razlikovanje izmedu oblika D i L.

Nacelo
Za odredivanje ukupnog triptofana uzorak se hidrolizira u bazi¢nim uvjetima zasi¢enom otopinom barijevog

hidroksida i 20 sati grije na 110 °C. Nakon hidrolize dodaje se interni standard.

Za odredivanje slobodnog triptofana uzorak se ekstrahira u lagano kiselim uvjetima u prisutnosti internog
standarda.

Triptofan i interni standard u hidrolizatu ili ekstraktu odreduju se postupkom HPLC s fluorescentnom detek-
cijom.

Reagensi
Obvezno se koristi redestilirana voda ili voda jednake kakvoce (provodljivost < 10 pS/cm).
Standardna tvar: triptofan (Cisto¢ajudio > 99 %), osusen pod vakuumom iznad fosfornog pentoksida.

Interna standardna tvar: a-metil-triptofan (¢istocajudio = 99 %), osusen pod vakuumom iznad fosfornog pento-
ksida.

Barijev hidroksid oktahidrat (treba paziti da se Ba(OH),.8 H,O pretjerano ne izlaze zraku kako bi se izbjeglo
nastajanje BaCO; koji moze remetiti postupak odredivanja) (vidjeti napomenu pod tockom pod tockom 9.3.).

Natrijev hidroksid.

Ortofosforna kiselina, m (m/m) = 85 %.

Klorovodic¢na kiselina, p,, 1,19 g/ml.

Metanol, za HPLC.

Lagani petrolej, raspon vrelista 40 — 60 °C.

Otopina natrijevog hidroksida, ¢ = 1 mol/l:

U vodi se otopi 40,0 g NaOH (tocka 3.5.) i dopuni vodom do 1 litre (tocka 3.1.).
Klorovodi¢na kiselina, ¢ = 6 mol/l:

Uzme se 492 ml HCI (tocka 3.7.) i dopuni vodom do 1 litre.
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4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

Klorovodic¢na kiselina, ¢ = 1 mol/l:

Uzme se 82 ml HCI (tocka 3.7.) i dopuni vodom do 1 litre.

Klorovodi¢na kiselina, ¢ = 0,1 mol/l:

Uzme se 8,2 ml HCI (tocka 3.7.) i dopuni vodom do 1 litre.

Ortofosforna kiselina, ¢ = 0,5 mol/l:

Uzme se 34 ml ortofosforne kiseline (tocka 3.6.) i dopuni vodom (tocka 3.1.) do 1 litre.
Koncentrirana otopina triptofana (tocka 3.2.), ¢ = 2,50 pmol/ml:

U odmjernoj tikvici obujma 500 ml otopi se 0,2553 g triptofana (tocka 3.2.) u klorovodi¢noj kiselini (tocka
3.13.) i dopuni klorovodicnom kiselinom (tocka 3.13.) do oznake. Pohrani se najvise 4 tjedna na —18 °C.

Koncentrirana otopina internog standarda, ¢ = 2,50 pmol/ml:

U odmjernoj tikvici obujma 500 ml otopi se 0,2728 g a-metil-triptofana (tocka 3.3.) u klorovodicnoj kiselini
(tocka 3.13.) i dopuni klorovodicnom kiselinom (tocka 3.13.) do oznake. Pohrani se najviSe 4 tjedna na
-18 °C.

Standardna otopina triptofana i internog standarda za kalibraciju:

Pripremi se 2,00 ml koncentrirane otopine triptofana (tocka 3.15.) i 2,00 ml koncentrirane otopine internog
standarda (a-metil-triptofan) (tocka 3.16.). Razrijedi se vodom (tocka 3.1.) i metanolom (tocka 3.8.) na
priblizno jednak obujam i priblizno jednaku koncentraciju metanola (10 — 30 %) kao kod kona¢nog hidroli-
zata.

Ta se otopina mora pripremiti svjeZa prije uporabe.

Tijekom pripreme treba je zatiti od izravnog suncevog svjetla.

Octena kiselina.

1,1,1-triklor-2-metil-2-propanol.

Etanolamin, m (m/m) > 98 %.

Otopina 1 g 1,1,1-triklor-2-metil-2-propanola (toc¢ka 3.19.) u 100 ml metanola (tocka 3.8.).

Mobilna faza za HPLC: 3,00 g octene kiseline (tocka 3.18.) + 900 ml vode (tocka 3.1.) + 50,0 ml otopine
(tocka 3.21.) 1,1,1-triklor-2-metil-2-propanola (tocka 3.19.) u metanolu (tocka 3.8.) (1 g/100 ml). Etanola-
minom (tocka 3.20.) se vrijednost pH podesi na 5,00. Dopuni se vodom (tocka 3.1.) do 1 000 ml.

Oprema

Oprema za HPLC sa spektrofluorometrijskim detektorom.

Kolona za tekudinsku kromatografiju, 125 mm x 4 mm Cyg, veli¢ina Cestica punjenja 3 pm ili jednakovrijedna.
pH metar.

Polipropilenska tikvica, obujma 125 ml, sa Sirokim vratom i navojnim Cepom.

Membranski filtar, 0,45 pm.

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

Mehanicka tresilica ili magnetska mjesalica.

Vrtlozna mjesalica.
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5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Postupak

Priprema uzoraka

Uzorak se samelje tako da prolazi kroz sito veli¢ine 0,5 mm. Uzorci s visokim udjelom vode moraju se prije
usitnjavanja osusiti na zraku na temperaturi koja ne prelazi 50 °C ili liofilizacijom. Uzorci s visokim sadrzajem
masti ekstrahiraju se laganim petrolejem (tocka 3.9.) prije usitnjavanja.

Odredivanje slobodnog triptofana (ekstrakt)

Odvagne se primjerena koli¢ina (1 — 5 g) pripravljenog uzorka (tocka 5.1.) s preciznoséu od 1 mg i prenese u
konusnu tikvicu. Doda se 100,0 ml klorovodi¢ne kiseline (tocka 3.13.) i 5,00 ml koncentrirane otopine
internog standarda (tocka 3.16.). Trese se ili mijeSa 60 minuta mehanickom tresilicom ili magnetskom mjesa-
licom (tocka 4.7.). Priceka se da talog padne na dno i pipetom prenese 10,0 ml supernatanta u ¢adu. Doda se
5 ml ortofosforne kiseline (tocka 3.14.). Natrijevim hidroksidom (tocka 3.10.) se pH vrijednost otopine podesi
na 3. Doda se dovoljno metanola (tocka 3.8.) kako bi u kona¢nom volumenu koncentracija metanola iznosila
10 — 30 %. Prenese se u graduiranu tikvicu primjerenog volumena i razrijedi vodom na volumen potreban za
kromatografiju (priblizno jednak volumen kao kod standardne kalibracijske otopine (tocka 3.17.)).

Prije ubrizgavanja na kolonu za HPLC filtrira se nekoliko ml otopine kroz membranski filtar 0,45 pm (tocka
4.5.). Nastavlja se s kromatografijom u skladu s tockom 5.4.

Standardna otopina i ekstrakti se zastite od izravnog suncevog svjetla. Ako se ekstrakti ne mogu analizirati
istog dana, mogu se pohraniti na temperaturi od 5 °C na razdoblje od najvise 3 dana.

Odredivanje ukupnog triptofana (hidrolizat)

Odvagne se 0,1 — 1 g pripravljenog uzorka (tocka 5.1.) s precizno$¢u od 0,2 mg i prenese u polipropilensku
tikvicu (tocka 4.4.). Udio dusika u odvaganom dijelu uzorka mora iznositi priblizno 10 mg. Doda se 8,4 mg
barijevog hidroksid oktahidrata (tocka 3.4.) i 10 ml vode. Mijesa se vrtloZnom mjesalicom (tocka 4.8.) ili
magnetskom mjeSalicom (tocka 4.7.). U smjesi se ostavi magnet obloZen teflonom. Stijenke posude se
isperu s 4 ml vode. Tikvica se poklopi navojnim cepom i lagano zatvori. Prenese se u autoklav (tocka 4.6.)
s vrelom vodom i ostavi u pari 30 — 60 minuta. Autoklav se zatvori i 20 sati autoklavira na 110 ( 2) °C.

Prije otvaranja autoklava, temperatura se snizi na malo ispod 100 °C. Kako bi se sprijecila kristalizacija
Ba(OH),.8 H,0, u toplu se smjesu doda 30 ml vode temperature okolia. Lagano se protrese ili promijesa.
Doda se 2,00 ml koncentrirane otopine internog standarda (a-metil-triptofana) (tocka 3.16.). Posude se 15
minuta hlade u vodenoj[ledenoj kupelji.

Zatim se doda 5 ml ortofosforne kiseline (tocka 3.14.). Posuda se drzi u rashladnoj kupki i uz mijeSanje
neutralizira s HCl (tocka 3.11.), a pH vrijednost se podesi na 3,0 s HCl (tocka 3.12.). Doda se dovoljno
metanola kako bi u konaénom obujmu koncentracija metanola iznosila 10 — 30 %. Prenese se u graduiranu
tikvicu primjerenog obujma i razrijedi vodom do obujma potrebnog za kromatografiju (na primjer, 100 ml).
Dodavanje metanola ne smije izazvati taloZenje.

Prije ubrizgavanja na HPLC kolonu nekoliko ml otopine se filtrira kroz membranski filtar 0,45 pm (tocka 4.5.).
Nastavlja se s kromatografijom u skladu s tockom 5.4.

Standardna otopina i hidrolizati se zastite od izravnog suncevog svjetla. Ako se ekstrakti ne mogu analizirati
istog dana, mogu se pohraniti na temperaturi od 5 °C na razdoblje od najviSe 3 dana.
Odredivanje HPLC-om

Za izokratsko se eluiranje kao smjernice predlazu sljede¢i uvjeti; mogu se koristiti i drugi uvjeti ako se njima
jamce jednakovrijedni rezultati (vidjeti takoder napomene pod tockama 9.1. i 9.2.).

Kolona za tekuéinsku 125 mm x 4 mm, C;g, veli¢ina Cestica punjenja 3 pm ili jednakovrijedna
kromatografiju (tocka 4.2):

Temperatura kolone: sobna temperatura

Mobilna faza (tocka 3.22.): 3,00 g octene kiseline (tocka 3.18.) + 900 ml vode (tocka 3.1.) + 50,0 mlo-

topine tocka (tocka 3.21.) 1,1,1-triklor-2-metil-2-propanola (tocka 3.19.) u
metanolu (tocka 3.8) (1 g/100 ml). Etanolaminom (tocka 3.20.) se pH
vrijednost otopine podesi na 5,00. Dopuni se vodom (tocka 3.1) do

1 000 ml.
Brzina protoka: 1 ml/min
Ukupno trajanje eluiranja: oko 34 min
Valna duljina detekcije: ekscitacija: 280 nm, emisija: 356 nm.

Volumen za ubrizgavanje: 20 l
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Izraun rezultata

Koli¢ina triptofana (X), iskazana u g na 100 g uzorka, izracunava se sljedeom formulom:

_AXBXVyxexV; xM
" CxDxVsx 10000 x m

= povrsina vrka internog standarda, standardna kalibracijska otopina (tocka 3.17.)
B = povrsina vrika triptofana, ekstrakt (tocka 5.2.) ili hidrolizat (tocka 5.3.)

V, = obujam, uml (2 ml), koncentrirana otopina triptofana (tocka 3.15.) dodana kalibracijskoj otopini (tocka
3.17)

¢ = koncentracija, u pmol/ml (= 2,50), koncentrirana otopina triptofana (toc¢ka 3.15.) dodana kalibracijskoj
otopini (tocka 3.17.)

V, = obujam, u ml, koncentrirana otopina internog standarda (tocka 3.16.) dodana pri ekstrakciji (tocka 5.2.)
(= 5,00 ml) ili hidrolizat (tocka 5.3.) (= 2,00 ml)

C = povrsina vrska internog standarda, ekstrakt (tocka 5.2.) ili hidrolizat (tocka 5.3.)
D = povrina vr$ka triptofana, standardna kalibracijska otopina (tocka 3.17.)

V; = obujam, uml (= 2,00 ml), koncentrirane otopine internog standarda (tocka 3.16.), dodana standardnoj
kalibracijskoj otopini (tocka 3.17.)

m = masa uzorka u g (korigirana na izvornu masu ako je uzorak isusen ifili odmascen)

M = molarna masa triptofana (= 204,23 g/mol).

Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije prije¢i
10 % u odnosu na najvisi rezultat.

Rezultati medulaboratorijske studije

Provedena je medulaboratorijska studija na razini EZ-a (¢etvrta medulaboratorijska usporedba), u kojoj se u 12
laboratorija analiziralo 3 uzorka za potvrdivanje metode za hidrolizu. Svaki se uzorak analizirao pet puta.
Rezultati su prikazani u donjoj tablici:

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3

H . Hrana za svinje s dodanim L- .

rana za svinje triptofanom Koncentrat hrane za svinje
L 12 12 12
n 50 55 50
Srednja vrijednost [g/kg] 2,42 3,40 4,22
s, [g/kgl 0,05 0,05 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
CV, [%] 1,9 1,6 1,9
Sr [g/ke] 0,15 0,20 0,09
R [g/ke] 0,42 0,56 0,25
CVy [%] 6,3 6,0 2,2

L = broj laboratorija koji su dostavili rezultate

n = broj koriStenih pojedinacnih rezultata bez ekstremnih vrijednosti (identificiranih Cochran-Dixonovim
testom za ekstremne vrijednosti)

s, = standardna devijacija ponovljivosti

Sg = standardna devijacija obnovljivosti

r = ponovljivost

R = obnovljivost

CV, = koeficijent varijacije ponovljivosti u %

CVy = koeficijent varijacije obnovljivosti u %.
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Provedena je jo§ jedna medulaboratorijska studija na razini EZ-a (trea medulaboratorijska usporedba), u kojoj
se u 13 laboratorija analiziralo 2 uzorka za potvrdivanje metode za ekstrakciju slobodnog triptofana. Svaki se

uzorak analizirao pet puta. Rezultati su prikazani u donjoj tablici:

Uzorak 4

Smjesa pSenice i soje

Uzorak 5

Smjesa psenice i soje (= uzorak 4) s
dodanim triptofanom (0,457 g[kgl)

L

n

Srednja vrijednost [g/kg]

sy [g/kg]
r [g/kg]
v, [%]

Sk [g/kg]

R [g/kg]
CVg [%]

12
55
0,391
0,005
0,014
1,34
0,018
0,050
4,71

12
60
0,931
0,012
0,034
1,34
0,048
0,134
511

Vg =

broj laboratorija koji su dostavili rezultate

broj koristenih pojedinacnih rezultata bez ekstremnih vrijednosti (identificiranih Cochran-Dixonovim

testom za ekstremne vrijednosti)
standardna devijacija ponovljivosti
standardna devijacija obnovljivosti
ponovljivost

obnovljivost

koeficijent varijacije ponovljivosti u %

koeficijent varijacije obnovljivosti u %.

Provedena je jo$ jedna medulaboratorijska studija na razini EZ-a u kojoj se u 7 laboratorija analiziralo 4 uzorka
za potvrdivanje triptofana za hidrolizu. Rezultati su prikazani dolje. Svaki se uzorak analizirao pet puta.

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4
MijeéanaA hrana za | Riblje bra§no s ni.skim Sojino brasno Obrano mlijeko u
svinje udjelom masti (CRM 119) prahu
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Srednja  vrijednost 2,064 8,801 6,882 5,236
(g/kg]
s, [g/ke] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [gfkg] 0,059 0,283 0,249 0,112
v, (%] 1,04 1,15 1,30 0,76
Sy lg/kg] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/ke] 0,087 1,156 0,792 0,619
CVy [%] 1,48 4,69 411 422
L = broj laboratorija koji su dostavili rezultate
n = broj koristenih pojedinacnih rezultata bez ekstremnih vrijednost (identificiranih Cochran-Dixonovim
testom za ekstremne vrijednosti

s, = standardna devijacija ponovljivosti
Sg = standardna devijacija obnovljivosti
r = ponovljivost
R = obnovljivost
CV, = koeficijent varijacije ponovljivosti u %
CVy = koeficijent varijacije obnovljivosti u %.
Napomene

Bolje razdvajanje triptofana i a-metil-triptofana moze se postiéi sljede¢im kromatografskim uvjetima.
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9.2.

9.3.

1.1.

1.2.

1.3.

Kolona za tekucinsku 125 mm x 4 mm, Cyg, veliCina Cestica punjenja 5 pum ili
kromatografiju:

jednakovrijedna Tempera- 32 °C
tura kolone:

Mobilna faza: A: 0,01 mol/l KH,PO,/metanol, 95 +5 (V +V).
B: Metanol

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

Brzina protoka: 1,2 ml/min

Ukupno trajanje eluiranja:  oko 33 min

Postupak kromatografije se razlikuje s obzirom na vrstu HPLC-a i koriSteni materijal za punjenje kolone.
Odabrani sustav mora osiguravati razdvajanje bazne linije triptofana i internog standarda. Osim toga, vazno
je dobro odijeliti produkte razgradnje od triptofana i internog standarda. Izvede se postupak s hidrolizatima
bez internog standarda za provjeru bazne linije internog standarda na necistoce. Vazno je da vrijeme eluiranja
bude dovoljno za eluiranje svih produkata razgradnje, inace bi zakasnjeli vrici eluiranja mogli remetiti kasnije
postupke kromatografiranja.

U radnom podrucju kromatografski sustav mora imati linearni odziv. Linearni se odziv mjeri s konstantnom
(uobicajenom) koncentracijom internog standarda i razlicitim koncentracijama triptofana. Vazno je da velicine
vr$aka triptofana i internog standarda budu u linearnom podrucju sustava za HPLC/fluorescenciju. Ako su vrici
triptofana ifili internog standarda preniski ili previsoki, analizu treba ponoviti s drugom koli¢inom uzorka ifili
drugim kona¢nim obujmom.

Barijev hidroksid

S vremenom se topljivost barijevog hidroksida smanjuje. Posljedica toga je mutna otopina za HPLC, §to moze
dovesti do niskih rezultata za triptofan.

H. ODREDIVANJE SIROVIH ULJA T MASTI

Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje udjela sirovih ulja i masti u hrani za Zivotinje. Ona ne obuhvaca
analizu sjemenki uljarica i uljnog voca.

Primjena dolje navedenih postupaka ovisi o vrsti i sastavu hrane za Zivotinje i razlogu za provedbu analize.

Postupak A — Sirova ulja i masti koje se ekstrahiraju izravno

Ova se metoda koristi za hranu za Zivotinje biljnog podrijetla, osim one koja je obuhvadena podru¢jem
primjene postupka B.

Postupak B —Ukupna sirova ulja i masti

Ova se metoda koristi za hranu za Zivotinje Zivotinjskog podrijetla i za sve krmne smjese. Koristi se za sve
sirovine za dobivanje Zivotinjske hrane iz kojih se bez prethodne hidrolize ne mogu potpuno ekstrahirati ulja i
masti (npr. gluteni, kvasac, krumpirovi proteini i proizvodi koji se podvrgavaju postupcima poput istiskivanja,
pahuljicanja i zagrijavanja).

Tumacenje rezultata

Kada je rezultat dobiven postupkom B visi od rezultata dobivenog postupkom A uvijek se kao to¢na vrijednost
uzima rezultat dobiven postupkom B.
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2.1.

2.2.

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

Nacelo

Postupak A

Uzorak se ekstrahira laganim petrolejem. Otapalo se ukloni destilacijom, a ostatak osusi i izvaze.

Postupak B

Uzorak se uz zagrijavanje obradi klorovodi¢nom kiselinom. Smjesa se ohladi i filtrira. Ostatak se ispere i osusi,
a zatim se provede odredivanje u skladu s postupku A.

Reagensi

Lagani petrolej, raspon vrelista 40 — 60 °C. Bromni broj mora biti niZi od 1, a ostatak nakon isparavanja manji
od 2 mg/100 ml.

Natrijev sulfat, bezvodni.
Klorovodi¢na kiselina, ¢ = 3 mol/l.

Filtracijsko sredstvo, npr. Kieselguhr, Hyflo-supercel.

Oprema

Uredaj za ekstrakciju. Ako je opremljena sifonom (uredaj Soxhlet), brzina refluksa mora biti takva da proizvodi
priblizno 10 ciklusa na sat; ako nije opremljena sifonom, brzina povratnog toka mora iznositi priblizno 10 ml
na minutu.

Kartuse za ekstrakciju, bez tvari topljivih u laganom petroleju i poroznosti u skladu s zahtjevima iz tocke 4.1.

Susilo, bilo vakuumsko, postavljeno na 75 °C + 3 °C, ili zra¢no, postavljeno na 100 °C + 3 °C.

Postupak

Postupak A (vidjeti tocku 8.1.)

Odvagne se 5 g uzorka s preciznoséu od 1 mg, prenese u kartusu za ekstrakciju (tocka 4.2.) i pokrije cepom od
vate koji ne sadrzi masti.

Kartusa se postavi u ekstraktor (tocka 4.1.) i Sest sati ekstrahira laganim petrolejem (tocka 3.1.). Ekstrakt
laganog petroleja se prikupi u suhu, izvaganu tikvicu koja sadrzi krhotine plovuéca ().

Otapalo se ukloni destilacijom. Ostatak se osusi tako da se tikvica sat i pol drzi u susilu (tocka 4.3.). Ostavi se
da se ohladi u eksikatoru te se izvaze. Ponovo se susi 30 minuta kako bi se osigurala konstantna masa ulja i
masti (gubitak mase izmedu dvaju uzastopnih vaganja ne smije prije¢i 1 mg).

Postupak B

Odvagne se 2,5 g uzorka s preciznoséu od 1 mg (vidjeti tocku 8.2.), prenese u ¢asu obujma 400 ml ili konusnu
tikvicu obujma 300 ml i doda 100 ml klorovodi¢ne kiseline (tocka 3.3.) i krhotine plovuéca. Caga se pokrije
satnim staklom ili se konusna tikvica spoji s kondenzatorom s povratnim protokom. Smjesa se polagano
dovede do kljucanja iznad niskog plamena ili na elektri¢noj grijacoj ploci i tamo ostavi jedan sat. Treba paziti
da se uzorak ne zalijepi za stijenke posude.

Ohladi se i doda onoliko sredstva za filtriranje (tocka 3.4.) koliko je potrebno da tijekom filtriranja ne dode do
gubitka ulja i masti. Filtrira se kroz navlazen dvostruki filtar papir koji ne sadrzi masti. Ostatak se ispire
hladnom vodom sve dok filtrat ne postane neutralan. Treba provjeriti da filtrat ne sadrzi nikakva ulja ili
masti. Njihova prisutnost znaci da se uzorak prije hidrolize mora ekstrahirati laganim petrolejem primjenom
postupka A.

(") Kada se ulje ili mast podvrgavaju naknadnim testovima kakvoce, krhotine plovuéca zamjenjuju se staklenim kuglicama.
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8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

Dvostruki filtar papir na kojem je ostatak prenese se na satno staklo i sat i pol susi u susilu (tocka 4.3.) na
100 °C £ 3°C.

Dvostruki filtar papir sa suhim ostatkom se prenese u kartusu za ekstrahiranje (tocka 4.2.) i pokrije ¢epom od
vate koji ne sadrzi masti. Kartusa se postavi u ekstraktor (tocka 4.1.) i postupak nastavi kako je navedeno u
drugom i treem stavku tocke 5.1.

Prikaz rezultata

Masa ostatka iskazuje se kao postotni udio uzorka.

Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja koja na istom uzorku izvodi isti analiticar ne
smije prijeci:

— 0,2 % apsolutne vrijednosti za udio sirovih ulja i masti manje od 5 %,

— 4,0 % viSeg rezultata za udio od 5 — 10 %,

— 0,4 % apsolutne vrijednosti za udio iznad 10 %.

Napomene

Kod proizvoda s visokim udjelom ulja i masti koji se tesko usitnjavaju ili nisu primjereni za pripremanje

homogenog smanjenog pokusnog uzorka primjenjuje se sljede¢i postupak.

Odvagne se 20 g uzorka s preciznoséu od 1 mg i pomijesa s 10 g ili viSe bezvodnog natrijevog sulfata (tocka
3.2.). Ekstrahira se laganim petrolejem (tocka 3.1.) u skladu s tockom 5.1. Ekstrakt se dopuni laganim
petrolejem (tocka 3.1.) do 500 ml i promijeSa. Uzme se 50 ml otopine i prenese u malenu, suhu, izvaganu
tikvicu s krhotinama plovuéca. Destilacijom se ukloni otapalo, osusi se i nastavi u skladu s zadnjem stavku
tocke 5.1.

Iz ostatka ekstrakcije koji se nalazi u tuljcu ukloni se otapalo, ostatak se usitni do veli¢ine Cestica 1 mm i vrati
u tuljac za ekstrakciju (ne dodaje se natrijev sulfat), zatim se nastavi kako je navedeno u drugom i tre¢em
stavku tocke 5.1.

Ucio ulja i masti kao postotni udio uzorka izracunava se sljede¢om formulom:
(10 my + my) x5

pri cemu je:

m; = masa ostatka nakon prve ekstrakcije (alikvotni dio ekstrakta) u gramima,

m, = masa ostatka nakon druge ekstrakcije u gramima.

Kod proizvoda s niskim sadrzajem ulja i masti pokusni se uzorak moze povecati na 5 g.

Hranu za kuéne ljubimce s visokim sadrzajem vode ponekad prije hidrolize i ekstrakcije trebati pomijesati s
bezvodnim natrijevim sulfatom, u skladu s postupku B.

U tocki 5.2, za ispiranje ostatka nakon filtracije ucinkovitije bi bilo koristiti vru¢u vodu umjesto hladne vode.

Za odredenu hranu za Zivotinje mozda ¢e trebati produziti vrijeme suenja na vise od 1,5 h. Treba izbjegavati
prekomjerno susenje zato $to moze dovesti do niskih rezultata. MoZe se koristiti i mikrovalna peénica.

Ako je udio sirovih uljajmasti visi od 15 %, preporucuje se prije hidrolize izvesti prethodnu ekstrakciju u skladu
s postupku A i ponovnu ekstrakciju u skladu s postupku B. U odredenoj mjeri, to ovisi o vrsti hrane za
zivotinje i vrsti ulja/masti u hrani za Zivotinje.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

1. ODREDIVANJE SIROVE VLAKNINE
Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje bezmasnih organskih tvari u hrani za Zivotinje koje su netopljive u
kiselim i baznim medijima i uobicajeno se nazivaju sirove vlaknine.

Nacelo

Uzorak se prema potrebi odmasti i uzastopno obradi vrelim otopinama sumporne kiseline i kalijevog hidro-
ksida u navedenim koncentracijama. Ostatak se odvaja filtracijom kroz filtar od sinteriranog stakla, ispere,
osusi, izvaze i zari na 475 — 500 °C. Gubitak mase zbog Zarenja odgovara udjelu sirove vlaknine u pokusnom
uzorku.

Reagensi

Sumporna kiselina, ¢ = 0,13 mol/lL

Sredstvo protiv pjenjenja (npr. n-oktanol).

Sredstvo za filtriranje (Celite 545 ili jednakovrijedno), koje se Cetiri sata grije na 500 °C (tocka 8.6.).
Aceton.

Lagani petrolej s rasponom vrelista od 40 — 60 °C.

Klorovodi¢na kiselina, ¢ = 0,5 mol/l.

Otopina kalijevog hidroksida, ¢ = 0,23 mol/l.

Oprema

Grijaca jedinica za mineralizaciju otopinama sumporne kiseline i kalijevog hidroksida, opremljena dodatkom za
filtarski lonci¢ (tocka 4.2.) i ispusnom cijevi koja je preko slavine prikljucena na tekudinu i vakuum, po
mogucénosti sa stlacenim zrakom. Svakog dana prije pocetka upotrebe jedinica se pet minuta zagrijava
vrelom vodom.

Stakleni filtarski lonci¢ s filtarskom plocom od sinteriranog stakla, velicine pora 40 — 90 pm. Prije prve
upotrebe treba se nekoliko minuta grijati na 500 °C i ohladiti (tocka 8.6.).

Valjak obujma najmanje 270 ml s kondenzatorom s povratnim protokom, pogodan za kljucanje.
Susilo s termostatom
Mufolna peé s termostatom

Jedinica za ekstrakciju sastavljena od nosive ploce za filtarski lonci¢ (tocka 4.2.) i ispusne cijevi koja je preko
slavine prikljucena na tekuéinu i vakuum.

Spojni prstenovi za sklapanje grijace jedinice (tocka 4.1.), lonciéa (tocka 4.2.) i valjka (tocka 4.3) i za
priklju¢ivanje jedinice za hladnu ekstrakciju (tocka 4.6.) i loncica.

Postupak

Odvagne se 1 g pripravljenog uzorka s preciznoséu od 1 mg i prenese u lonci¢ (tocka 4.2.) (vidjeti napomene
pod tockama 8.1., 8.2.i 8.3.) te se doda 1 g sredstva za filtriranje (tocka 3.3.).

Najprije se sklopi grijaca jedinica (tocka 4.1.) i filtarski lon¢i¢ (tocka 4.2.), a zatim se valjak (tocka 4.3.) prikljuci
na lon¢i¢. U sklopljeni valjak i lon¢i¢ nalije se 150 ml vrele sumporne kiseline (tocka 3.1) i prema potrebi
nekoliko kapi sredstva protiv pjenjenja (tocka 3.2.).

Tekuéina se zagrijava do kljucanja u 5 + 2 minuta i ostavi snazno kljucati to¢no 30 minuta.
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8.1.

8.2.

Otvori se slavina na ispusnoj cijevi (tocka 4.1.), sumporna kiselina se pod vakuumom filtrira kroz filtarski
loncic i ostatak se triput uzastopno ispere s po 30 ml vrele vode, pri cemu treba provjeriti da se nakon svakog
ispiranja ostatak filtrira do suhog.

Ispusna se slavina zatvori, u sklop valjak-lon¢i¢ nalije se 150 ml vrele otopine kalijevog hidroksida (tocka 3.7.) i
doda se nekoliko kapi sredstva protiv pjenjenja (tocka 3.2). Tekudina se zagrijava do tocke kljucanja u 5 £ 2
minuta i ostavi snazno kljucati toéno 30 minuta. Filtrira se i ponovi postupak ispiranja kako je navedeno za
postupak sa sumpornom kiselinom.

Nakon konacnog ispiranja i suenja, odspoji se lon¢i¢ sa sadrzajem i priklju¢i na jedinicu za hladnu ekstrakciju
(tocka 4.6.). Ostatak u lon¢i¢u se pod vakuumom triput uzastopno ispere s po 25 ml acetona (tocka 3.4.), pri
¢emu treba provjeriti da se nakon svakog ispiranja ostatak filtrira do suhog.

Lonci¢ se osusi u susilu na 130 °C do konstantne mase. Nakon svakog susenja ohladi se u eksikatoru i brzo
izvaze. Lon¢i¢ se postavi u mufolnu pe¢ i Zari najmanje 30 minuta na 475 — 500 °C do konstantne mase
(gubitak mase izmedu dvaju uzastopnih vaganja ne smije prije¢i 2 mg).

Nakon svakoga grijanja i prije vaganja, lonci¢ se prvo ohladi u pedi, a zatim u eksikatoru.

Izvodi se slijepa proba bez uzorka. Gubitak mase pri Zarenju ne smije prije¢i 4 mg.

Izracun rezultata

Udio sirovih vlakana, iskazan kao postotni udio uzorka, izracunava se sljede¢om formulom:

(I’l’lo — ml) x 100
m

X =

pri cemu je:

m = masa uzorka u gramima,

m, = gubitak mase nakon Zarenja tijekom postupka odredivanja, u gramima,

m; = gubitak mase nakon Zarenja tijekom slijepe probe, u gramima.

Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije prijeci:

— 0,6 % apsolutne vrijednosti za udio sirovih vlakana manje od 10 %,

— 6% vele vrijednosti za udio sirovih vlakana jednak ili ve¢i od 10 %.

Napomene

Hranu za Zivotinje koja sadrzi vise od 10 % sirovih masti prije analize treba odmastiti laganim petrolejem
(tocka 3.5.). Filtarski se lonci¢ (tocka 4.2.) sa sadrzajem spoji na jedinicu za hladnu ekstrakciju (tocka 4.6), a
ostatak se pod vakuumom triput ispere s po 30 ml laganog petroleja, pri ¢emu treba provijeriti da je ostatak
suh. Nakon §to se lonci¢ sa sadrzajem prikljuci na grijacu jedinicu (tocka 4.1.), nastavi se u skladu s tockom 5.

Hranu za Zivotinje koja sadrzi masti koje se ne mogu direktno ekstrahirati laganim petrolejem (tocka 3.5.),
treba odmastiti u skladu s tockom 8.1. i ponovo odmastiti nakon kljucanja s kiselinom. Nakon kljucanja s
kiselinom i naknadnog ispiranja, lonci¢ sa sadrZzajem spoji se na jedinicu za hladnu ekstrakciju (tocka 4.6.) i
triput ispere s po 30 ml acetona i triput s po 30 ml laganog petroleja. Filtrira se pod vakuumom do suhog i
nastavi u skladu s tockom 5, pri cemu se postupak zapocne dodavanjem kalijevog hidroksida.
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8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

Ako hrana za Zzivotinje sadrzi vise od 5 % karbonata, iskazanih kao kalcijev karbonat, lon¢i¢ (tocka 4.2.) s
izvaganim uzorkom se priklju¢i na grijacu jedinicu (tocka 4.1.). Uzorak se triput ispere s po 30 ml klorovo-
di¢ne kiseline (tocka 3.6). Nakon svakog dodavanja, uzorak se ostavi priblizno jednu minutu prije filtriranja.
Ispere se s 30 ml vode i nastavi u skladu s tockom 5.

Ako se koristi uredaj u obliku stalka (nekoliko loncica priklju¢enih na istu grijatu jedinicu), u istoj se seriji ne
smiju izvesti dva postupka odredivanja na istom uzorku za analizu.

Ako se kisele i bazi¢ne otopine nakon kljucanja tesko filtriraju, propuse se stlaceni zrak kroz ispusnu cijev
grijace jedinice i nastavi s filtriranjem.

Temperatura Zarenja ne smije prije¢i 500 °C kako bi se produljio vijek trajanja staklenih filtarskih loncica. Pri
tome se mora voditi racuna kako bi se sprijecio pretjerani toplinski ok izmedu ciklusa grijanja i hladenja.

J].  ODREDIVANJE SECERA

Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje koli¢ine reduciraju¢ih SeCera i ukupnih Secera nakon inverzije,
iskazanih kao glukoza ili, ovisno o slucaju, kao saharoza, s faktorom konverzije 0,95. Primjenjuje se za krmne
smjese. Za drugu hranu za Zivotinje primjenjuju se posebne metode. Prema potrebi, laktoza se odreduje
odvojeno i uzima u obzir pri izracunu rezultata.

Nacelo

Seeri se ekstrahiraju razrijedenim etanolom; otopina se izbistri otopinama Carrez I i Carrez 1. Nakon
uklanjanja etanola odreduju se koli¢ine prije i nakon inverzije Luff-Schoorlovom metodom.

Reagensi

Otopina etanola 40 % (v[v) gustoce: 0,948 g/ml na 20 °C, neutralizirana prema fenolftaleinu.

Otopina Carrez I: u vodi se otopi 21,9 g cinkovog acetata Zn (CH;COO), 2H,0 i 3 g ledene octene kiseline.
Dopuni se vodom do 100 ml.

Otopina Carrez II: u vodi se otopi 10,6 g kalijevog ferocijanida K Fe (CN), 3H,O. Dopuni se vodom do
100 ml.

Metiloranz, otopina 0,1 % (m/v).
Klorovodi¢na kiselina, 4 mol/l.
Klorovodi¢na kiselina, 0,1 mol/l.
Otopina natrijevog hidroksida, 0,1 mol/l.
Luff-Schoorlov reagens:

Uz oprezno mijeSanje, u otopinu natrijevog karbonata (tocka 3.8.3.) ulije se otopina limunske kiseline (tocka
3.8.2.). Doda se otopina bakrovog sulfata (tocka 3.8.1.) i dopuni vodom do 1 litre. Ostavi se preko nodi i
filtrira.

Provjeri se koncentracija tako dobivenog reagensa (Cu 0,05 mol/l; Na, CO5 1 mol/l), vidjeti zadnji stavak tocke
5.4. pH vrijednost otopine je priblizno 9,4.

Otopina bakrovog sulfata: u 100 ml vode otopi se 25 g bakrovog sulfata (Cu SO, 5H,0) koji ne sadrzi Zeljezo.



03/Sv. 6

Sluzbeni list Europske unije

45

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Otopina limunske kiseline: u 50 ml vode otopi se 50 g limunske kiseline (C4HgO5.H,O).

Otopina natrijevog karbonata: u priblizno 300 ml tople vode otopi se 143,8 g bezvodnog natrijevog karbo-
nata. Ostavi se da se ohladi.

Otopina natrijevog tiosulfata, 0,1 mol/l.

Otopina $kroba: u litru kljucajuée vode doda se suspenzija 5 g topljivog $kroba u 30 ml vode. Ostavi se 3
minute da vrije, zatim se ohladi i prema potrebi doda 10 mg Zivinog jodida kao konzervansa.

Sumporna kiselina, 3 mol/l.
Kalijev jodid, otopina 30 % (m/v).
Plovu¢ac u zrnu prokuhan u klorovodi¢noj kiselini, ispran vodom i osusen.

3-metilbutan-1-ol.

Oprema

Mjesalica (rotacijska): priblizno 35 do 40 okr./min.

Postupak

Ekstrakcija uzorka

Odvagne se 2,5 g uzorka s precizno§¢u od 1 mg i prenese u graduiranu tikvicu obujma 250 ml. Doda se
200 ml etanola (tocka 3.1.) i 1 sat mijeSa u mjesalici. Doda se 5 ml otopine Carrez I (tocka 3.2.) i mijesa
priblizno 30 seckunda. Doda se 5 ml otopine Carrez II (tocka 3.3.) i ponovo mijesa 1 minutu. Dopuni se do
oznake etanolom (tocka 3.1), homogenizira i filtrira. Uzme se 200 ml filtrata i otpari priblizno polovica kako
bi se uklonila veéina etanola. Toplom vodom se ostatak nakon otparivanja kvantitativno prenese u graduiranu
tikvicu obujma 200 ml, ohladi, dopuni vodom do oznake, homogenizira i prema potrebi filtrira. Ta se otopina
koristi za odredivanje koli¢ine reducirajucih Secera, a nakon inverzije, ukupnih Secera.

Odredivanje reducirajucih Seéera

Pipetom se prenese najvise 25 ml otopine koja sadrzi manje od 60 mg reduciraju¢ih Secera, iskazanih kao
glukoza. Prema potrebi se dopuni destiliranom vodom do 25 ml i Luff-Schoorlovom metodom odredi udio
reducirajucih Secera. Rezultat se iskazuje kao postotak glukoze sadrzan u uzorku za analizu.

Odredivanje ukupnih Secera nakon inverzije

Pipetom se prenese 50 ml otopine u graduiranu tikvicu obujma 100 ml. Doda se nekoliko kapi otopine
metiloranza (tocka 3.4.), zatim se oprezno, uz stalno mijesanje, dodaje klorovodi¢na kiselina (tocka 3.5.) sve
dok tekudina na postane potpuno crvena. Doda se 15 ml klorovodicne kiseline (tocka 3.6.), tikvica se uroni u
vodenu kupelj koja snazno kljuca i u njoj ostavi 30 minuta. Brzo se ohladi na priblizno 20 °C i doda 15 ml
otopine natrijevog hidroksida (tocka 3.7.). Dopuni se vodom do 100 ml i homogenizira. Pipetom se prenese
najviSe 25 ml otopine koja sadrzi manje od 60 mg reduciraju¢ih Secera, iskazanih kao glukoza. Prema potrebi
se dopuni destiliranom vodom do 25 ml i Luff-Schoorlovom metodom odredi udio reducirajuih Secera.
Rezultat se iskazuje kao postotni udio glukoze ili, prema potrebi, saharoze sto se dobije mnoZenjem s
faktorom 0,95.

Titracija prema Luff-Schoorlovoj metodi

Pipetom se prenese 25 ml Luff-Schoorlovog reagensa (tocka 3.8.) u Erlenmeyerovu tikvicu obujma 300 ml;
doda se to¢no 25 ml izbistrene otopine Secera. Doda se 2 zrnca plovuéca (tocka 3.13.), zagrijava nad
otvorenim plamenom srednje jacine, uz ruéno mijesanje, tako da tekucina prokljuca za priblizno dvije
minute. Erlenmeyerova se tikvica odmah postavi na Zianu mrezicu presvucenu azbestom s otvorom promjera
6 cm, ispod kojeg se upali plamen. Plamen se namjesti tako da se zagrijava samo dno Erlenmeyerove tikvice.
Na Erlenmeyerovu se tikvicu priklju¢i kondenzator s povratnim protokom. Ostavi se da kljuca to¢no 10
minuta. Odmah se ohladi u hladnoj vodi i nakon priblizno pet minuta titrira na sljede¢i nacin:
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7.2.

8.2

8.3.

Doda se 10 ml otopine kalijevog jodida (tocka 3.12.) i odmah nakon toga (oprezno, zbog opasnosti od
snaznog pjenjenja) 25 ml sumporne kiseline (tocka 3.11.). Titrira se otopinom natrijevog tiosulfata (tocka
3.9.) do pojave mutno Zute boje, doda se indikator Skroba (tocka 3.10.) i dovrsi titracija.

Jednaka se titracija izvede bez kljucanja na to¢no izmjerenoj smjesi 25 ml Luff-Schoorlovog reagensa (tocka
3.8.) i 25 ml vode, nakon dodavanja 10 ml otopine kalijevog jodida (tocka 3.12.) i 25 ml sumporne kiseline
(tocka 3.11.).

Izra¢un rezultata

Iz tablice se odredi koli¢ina glukoze u mg koja odgovara razlici izmedu vrijednosti obje titracije, iskazanih u
mg natrijevog tiosulfata 0,1 mol/l. Rezultat se iskazuje kao postotni udio uzorka.

Posebni postupci

Kod hrane za Zzivotinje koja je bogata melasom i drugih vrsta hrane za Zivotinje koje nisu posebno homogene,
odvagne se 20 g uzorka i prenese s 500 ml vode u graduiranu tikvicu obujma 1 1. Mije$a se 1 sat u rotacijskoj
mjesalici. Otopina se izbistri reagensima Carrez I (tocka 3.2.) i II (tocka 3.3.), u skladu s tockom 5.1., ovaj put s
Cetverostrukom koli¢inom svakog reagensa. Tikvica se dopuni do oznake etanolom 80 % (v/v).

Homogenizira se i filtrira. Etanol se ukloni u skladu s tockom 5.1. Ako nema dekstriniranog $kroba, dopuni se
destiliranom vodom do oznake.

Kod melasa i sirovina za hranu za Zivotinje bogatih Seerom i gotovo potpuno bez skroba (rogac, suseni
rezanci Seerne repe itd.), odvagne se 5g i prenese u graduiranu tikvicu obujma 250 ml, doda se 200 ml
destilirane vode i mijesa u rotacijskoj mjesalici jedan sat ili prema potrebi vie. Otopina se izbistri reagensima
Carrez | (tocka 3.2.) i Il (tocka 3.3.), u skladu s tockom 5.1. Dopuni se hladnom vodom do oznake,
homogenizira i filtrira. Za odredivanje koli¢ine ukupnih $ecera nastavi se u skladu s tockom 5.3.

Napomene
Za sprecavanje pjenjenja preporucuje se prije kljucanja s Luff-Schoorlovim reagensom dodati (bez obzira na

obujam) priblizno 1 ml 3-metilbutan-l-ola (tocka 3.14.).

Razlika izmedu udjela ukupnih Secera nakon inverzije, iskazanih kao glukoza, i udjela reducirajucih Secera,
iskazanih kao glukoza, pomnoZeno s 0,95, daje postotni udio saharoze.

Za odredivanje udjela reducirajucih Secera, osim laktoze, mogu se koristiti dvije metode:

Za priblizan izraCun, udio se laktoze, odreden drugom analitickom metodom, pomnozi s 0,675, a dobiveni
rezultat oduzme od udjela reducirajucih Secera.

Za tofan izracun reducirajucih Secera, osim laktoze, mora se koristiti isti uzorak za dva konacna postupka
odredivanja. Jedna se analiza izvodi na dijelu otopine dobivene postupkom iz tocke 5.1. druga na dijelu
otopine dobivene pri odredivanju laktoze metodom utvrdenom za tu svrhu (nakon fermentiranja drugih
vrsta Seera i bistrenja).

U oba se slucaja koli¢ina Secera odreduje Luff-Schoorlovom metodom i izracunava u mg glukoze. Jedna se
vrijednost oduzme od druge i razlika iskazuje kao postotni udio uzorka.

Primjer:

Dva koriStena volumena odgovaraju, za svaki postupak odredivanja, uzorku od 250 mg.

U prvom se slucaju potrosi 17 ml otopine natrijevog tiosulfata 0,1 mol/l, §to odgovara 44,2 mg glukoze; u
drugom se potrosi 11 ml, §to odgovara 27,6 mg glukoze.

Razlika je 16,6 mg glukoze.

Udio reducirajucih Secera (osim laktoze), izracunan kao glukoza, dakle iznosi:

4%16,6

— 6, 64%
10 o
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3.2.

3.3.

3.4.

Tablica vrijednosti za 25 ml Luff-Schoorlovog reagensa

ml Na, S, O3 0,1 mol/l, dvije minute grijanja, 10 minuta kljucanja

Na,$,0; Glukoza, fm;:[éoei?' invertirani Laktoza Maltoza Na,$,0;
0,1 mol/l CeH1y0, C;,H5,044 C;,H5,044 0,1 mol/l
ml mg razlika mg razlika mg razlika ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23

K. ODREDIVANJE LAKTOZE

Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje razine laktoze u hrani za Zivotinje koja sadrzi vise od 0,5 %
laktoze.

Nacelo

Seceri se otope u vodi. Otopina se fermentira kvascem vrste Saccharomyces cerevisiae koji ne mijenja laktozu.
Nakon bistrenja i filtriranja, udio laktoze u filtratu odreduje se Luff-Schoorlovom metodom.

Reagensi

Suspenzija kvasca vrste Saccharomyces cerevisiae: otopi se 25 g svjezeg kvasca u 100 ml vode. Suspenzija se uz
drzanje u hladnjaku moze koristiti najvise jedan tjedan.

Otopina Carrez I: u vodi se otopi 21,9 g cinkovog acetata Zn (CH; COO), 2H,0 i 3 g ledene octene kiseline.
Dopuni se vodom do 100 ml.

Otopina Carrez II: u vodi se otopi 10,6 g kalijevog ferocijanida K Fe (CN), 3H,O. Dopuni se vodom do
100 ml.

Luff-Schoorlov reagens:

Uz oprezno mijesanje, u otopinu natrijevog karbonata (tocka 3.4.3.) ulije se otopina limunske kiseline (tocka
3.4.2.). Doda se otopina bakrovog sulfata (tocka 3.4.1.) i dopuni vodom do 1 litre. Ostavi se preko nodi i
filtrira. Provjeri se koncentracija tako dobivenog reagensa (Cu 0,05 mol/l, Na, CO; 1 mol/l). pH vrijednost
otopine je priblizno 9,4.
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Otopina bakrovog sulfata: u 100 ml vode otopi se 25 g bakrovog sulfata CuSO, 5H,0 koji ne sadrzi Zeljezo.
Otopina limunske kiseline: u 50 ml vode otopi se 50 g limunske kiseline C¢HgO,.H,O.

Otopina natrijevog karbonata: u priblizno 300 ml tople vode otopi se 143,8 g bezvodnog natrijevog karbo-
nata. Ostavi se da se ohladi.

Plovucac u zrnu, prokuhan u klorovodi¢noj kiselini, ispran i osusen.
Kalijev jodid, otopina 30 % (m/v).

Sumporna kiselina, 3 mol/l.

Otopina natrijevog tiosulfata, 0,1 mol/l.

Otopina Skroba: u litru vrele vode doda se suspenzija 5 g topljivog skroba u 30 ml vode. Ostavi se da vrije 3
minute, zatim se ohladi i prema potrebi doda 10 mg Zivinog jodida kao konzervansa.

Oprema

Vodena kupelj s termostatom postavljenim na 38 — 40 °C

Postupak

Odvagne se 1 g uzorka s precizno$¢u od 1 mg i prenese u graduiranu tikvicu obujma 100 ml. Doda se 25 -
30 ml vode. Tikvica se potopi u kljucajuéu vodenu kupelj i u njoj ostavi 30 minuta, zatim se ohladi na
priblizno 35 °C. Doda se 5 ml suspenzije kvasca (tocka 3.1.) i homogenizira. Tikvica se ostavi 2 sata u vodenoj
kupelji na temperaturi 38 — 40 °C. Ohladi se na priblizno 20 °C.

Doda se 2,5 ml otopine Carrez I (tocka 3.2.) i mijeSa 30 sekundi, zatim 2,5 ml otopine Carrez II (tocka 3.3.) i
ponovo mijesa 30 sekundi. Dopuni se vodom do 100 ml, promijesa i filtrira. Dio filtrata ne ve¢i od 25 ml, koji
pozeljno sadrzi 40 do 80 mg laktoze, pipetom se prenese u Erlenmeyerovu tikvicu obujma 300 ml. Prema
potrebi se dopuni vodom do 25 ml.

Na isti se nacin izvodi slijepa proba s 5 ml suspenzije kvasca (tocka 3.1.). Udio laktoze se odreduje Luff-
Schoorlovom metodom na sljede¢i nacin: doda se to¢no 25 ml Luff-Schoorlovog reagensa (tocka 3.4.) i 2 zrna
plovuéca (tocka 3.5.). Uz ru¢no mijeSanje zagrijava se iznad otvorenog plamena srednje jakosti tako da
tekuéina prokljuca za priblizno dvije minute. Erlenmeyerova se tikvica odmah postavi na zicanu mreZicu
presvucenu azbestom s otvorom promjera 6 cm, ispod kojeg se upali plamen. Plamen se namjesti tako da
se zagrijava samo dno Erlenmeyerove tikvice. Na Erlenmeyerovu se tikvicu priklju¢i kondenzator s povratnim
protokom. Ostavi se da vrije to¢no 10 minuta. Odmah se ohladi u hladnoj vodi i nakon priblizno pet minuta
titrira na sljede¢i nacin:

Doda se 10 ml otopine kalijevog jodida (tocka 3.6.) i odmah nakon toga (oprezno, zbog opasnosti od snaznog
pjenjenja) 25 ml sumporne kiseline (tocka 3.7.). Titrira se otopinom natrijevog tiosulfata (tocka 3.8.) do pojave
mutno Zute boje, doda se indikator $kroba (tocka 3.9.) i dovrsi titracija.

Jednaka se titracija izvede bez kljucanja na to¢no izmjerenoj smjesi 25 ml Luff-Schoorlovog reagensa (tocka
3.4.) i 25 ml vode, nakon dodavanja 10 ml otopine kalijevog jodida (tocka 3.6.) i 25 ml sumporne kiseline
(tocka 3.7.).

Izra¢un rezultata

Iz tablice se odredi koli¢ina laktoze u mg koja odgovara razlici izmedu vrijednosti dviju titracija, iskazanih u ml
natrijevog tiosulfata 0,1 mol/L.

Rezultat se iskazuje kao postotak udjela bezvodne laktoze u uzorku.

Napomena

Za proizvode koji sadrze vise od 40 % fermentiranog Secera koristi se vise od 5 ml suspenzije kvasca
(tocka 3.1.).
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Tablica vrijednosti za 25 ml Luff-Schoorlovog reagensa

ml Na, S, O3 0,1 mol/l, dvije minute grijanja, 10 minuta kljucanja

Na,$,0; Glukoza, fm;?é;i?' invertirani Laktoza Maltoza Na,$,0;
0,1 mol/l CoHiy05 Cq,H,,0q; Cy,H,,0q; 0,1 mol/l
ml mg razlika mg razlika mg razlika ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4.8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23

L. ODREDIVANJE SKROBA

POLARIMETRIJSKA METODA

1. Svrha i podrudje primjene
Ovom se metodom omoguéuje odredivanje razine skroba i visokomolekularnih produkata razgradnje skroba u
hrani za Zivotinje, za provjeru uskladenosti s deklariranom energetskom vrijednosti (odredbe iz Priloga VIL) i
Direktivom Vije¢a 96/25[EZ ().

2. Nacelo

Metoda obuhvaca dva postupka odredivanja. U prvom se postupku uzorak obradi razrijedenom klorovodi¢nom
kiselinom. Nakon bistrenja i filtriranja, polarimetrijom se izmjeri opticka rotacija otopine.

U drugom se postupku uzorak ekstrahira s 40 %-tnim etanolom. Nakon zakiseljavanja filtrata klorovodi¢nom
kiselinom, bistrenja i filtriranja, izmjeri se opticka rotacija na isti nacin kao u prvom postupku odredivanja.

Razlika izmedu dvaju mjerenja, pomnoZena s poznatim faktorom, daje udio 3kroba u uzorku.

3. Reagensi

3.1. Klorovodicna kiselina, otopina 25 % (m/m), gustoca: 1,126 g/ml.

() SL L 125, 23.5.1996., str. 35.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

Klorovodi¢na kiselina, otopina 1,13 % (m/m).

Koncentracija se mora provjeriti titracijom s otopinom natrijevog hidroksida 0,1 mol/l u prisutnosti metil
crvenila 0,1 % (m/v) u etanolu 94 % (v/v). Za neutralizaciju 10 ml potrebno je 30,94 ml NaOH 0,1 mol/l.

Otopina Carrez I: u vodi se otopi 21,9 g cinkovog acetata Zn(CH;COO), x 2H,0 i 3 g ledene octene kiseline.
Dopuni se vodom do 100 ml.

Otopina Carrez II: u vodi se otopi 10,6 g kalijevog ferocijanida K,[Fe(CN)¢] 3H,0. Dopuni se vodom do
100 ml.

Etanol, otopina 40 % (v[v), gustoca: 0,948 g/ml na 20 °C.

Oprema

Erlenmeyerova tikvica obujma 250 ml sa standardnim brusenim vratom i povratnim hladilom.

Polarimetar ili saharimetar.

Postupak

Priprema uzorka

Uzorak se usitni tako da sve Cestice mogu prodi kroz sito s okruglim ocicama promjera 0,5 mm.

Odredivanje ukupne opticke rotacije (P ili S) (vidjeti napomenu pod tockom pod tockom 7.1.)

Odvagne se 2,5 g usitnjenog uzorka s precizno$¢u od 1 mg i prenese u graduiranu tikvicu obujma 100 ml.
Doda se 25 ml klorovodi¢ne kiseline (tocka 3.2.), protrese tako da se pokusni uzorak ravnomjerno raspodijeli i
doda jos 25 ml klorovodi¢ne kiseline (tocka 3.2.). Tikvica se potopi u kljucaju¢u vodenu kupelj i prve 3 minute
snazno i ravnomjerno trese kako bi se sprijecilo nastajanje aglomerata. U vodenoj kupelji mora biti toliko vode
da kada se u nju potopi tikvica kupelj ostane na tocki kljucanja. Tikvica se tijekom tresenja ne smije vaditi iz
kupelji. Nakon to¢no 15 minuta, tikvica se izvadi iz kupelji, doda se 30 ml hladne vode i odmah ohladi na
20 °C.

Doda se 5 ml otopine Carrez I (tocka 3.3.) i trese priblizno 30 sekundi. Zatim se doda 5 ml otopine Carrez II
(tocka 3.4.) i ponovo trese 30 sekundi. Dopuni se vodom do oznake, promijesa i filtrira. Ako filtrat nije
potpuno bistar (Sto se rijetko dogada), ponovi se postupak odredivanja uz koristenje vece koli¢ine otopina
Carrez 1 1 II, na primjer 10 ml.

Polarimetrom ili saharimetrom se izmjeri opticka rotacija otopine u epruveti obujma 200 ml.

Odredivanje opticke rotacije (P’ ili S’) tvari topljivih u etanolu 40 %

Odvagne se 5 g uzorka s precizno$¢u od 1 mg, prenese u graduiranu tikvicu obujma 100 ml i doda priblizno
80 ml etanola (tocka 3.5.) (vidjeti napomenu pod tockom 7.2.). Tikvica se ostavi 1 sat na sobnoj temperaturi; u
tom se vremenskom razdoblju Sest puta snazno protrese kako bi se pokusni uzorak temeljito promijesao s
etanolom. Dopuni se etanolom (tocka 3.5.) do oznake, promijesa i filtrira.

Pipetom se prenese 50 ml filtrata (Sto odgovara koli¢ini od 2,5 g uzorka) u Erlenmeyerovu tikvicu obujma
250 ml, doda se 2,1 ml klorovodi¢ne kiseline (tocka 3.1.) i snazno protrese. Kondenzator s povratnim
protokom se priklju¢i na Erlenmeyerovu tikvicu i uroni u kljucajuéu vodenu kupelj. Nakon toéno 15
minuta, Erlenmeyerova se tikvica izvadi iz kupelji, a njezin udio prenese u graduiranu tikvicu obujma
100 ml, ispere s malo hladne vode i ohladi na 20 °C.

Izbistri se otopinama Carrez I (tocka 3.3.) i Il (tocka 3.4.), dopuni vodom do oznake, promijesa i filtrira, a
zatim se izmjeri opticka rotacija, kako je navedeno u drugom i treem stavku tocke 5.2.

Izra¢un rezultata

Udio skroba (%) izracunava se na sljede¢i nacin:

Mjerenje polarimetrom Udio Skroba (%)
2000(P — P')

Continut de amidon (%) = T
[alp

p = ukupna opticka rotacija u kutnim stupnjevima



03/Sv. 6

Sluzbeni list Europske unije

51

6.2

6.3.

7.1.

7.2.

7.3

P = opticka rotacija tvari topljivih u etanolu 40 % (v/v) etanolu, u kutnim stupnjevima

l[a]p = specificna opticka rotacija Cistog $kroba. Brojcane vrijednosti koje se smatraju uobicajeno prihvace-
nima za ovaj faktor su:
+185,9% rizin Skrob;
+185,7% krumpirov $krob;
+ 184,6° kukuruzni Skrob;
+182,7° psenicni skrob;
+181,5% je¢meni skrob;
+181,3% zobeni skrob;
+184,0° druge vrste skroba i Skrobnih smjesa u krmnim smjesama.

Mjerenje saharimetrom Udio Skroba (%)

2000 (2N x0,665) x (S—S) 26,6 Nx (S—§)

Continut de amidon (%) = [a]éon X 100 al ]2)05
S = ukupna opticka rotacija u stupnjevima saharimetra
s = opticka rotacija tvari topljivih u 40 %-tnom etanolu (v/v), u stupnjevima saharimetra
N = masa (g) saharoze u 100 ml vode pri kojoj je opticka rotacija 100 saharimetarskih stupnjeva, kada se

mjeri upotrebom epruvete od 200 mm
16,29 g za francuske saharimetre
26,00 g za njemacke saharimetre

20,00 g za mjeSovite saharimetre.

[ = specifi¢na opticka rotacija ¢istog skroba (vidjeti 6.1.)
Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije prijeci
0,4 apsolutne vrijednosti za udio skroba niZi od 40 % i 1 % relativne vrijednosti za udio Skroba jednak ili veci
od 40 %.

Napomene

Ako uzorak sadrzi vise od 6 % karbonata, iskazanih kao kalcijev karbonat, oni se prije odredivanja ukupne
opticke rotacije moraju unistiti obradom s to¢no potrebnom koli¢inom razrijedene sumporne kiseline.

Kod proizvoda s visokim sadrzajem laktoze, poput mlije¢nog seruma u prahu ili obranog mlijeka u prahu,
nakon dodavanja 80 ml etanola (tocka 3.5.) postupa se na sljedeci nacin. Na tikvicu se prikljuci kondenzator s
povratnim protokom i tikvica se 30 minuta drZi potopljena u vodenoj kupelji na 50 °C. Ostavi se da se ohladi i
nastavi s analizom u skladu s tockom 5.3.

Sljedece sirovine za hranu za Zzivotinje, kada su u hrani za Zivotinje prisutne u znatnoj koli¢ini, uzrokuju
smetnje pri odredivanju udjela skroba polarimetrijskom metodom, $to moze dovesti do neispravnih rezultata:

—  proizvodi od Seerne repe, poput suhih rezanaca Secerne repe, melase Secerne repe, melasiranih rezanaca
Secerne repe, vinase Secerne repe, SeCera od Secerne repe,

—  pulpa citrusa,
— sjemenke lana; pogaca od sjemenki lana; sacma od sjemenki lana,
— sjeme uljane repice; pogaca uljane repice; sama uljane repice; ljuske uljane repice,

— sjemenke suncokreta; sama od sjemenki suncokreta; sacma od djelomi¢no oljustenih sjemenki sunco-

kreta,
— pogaca od kokosa, sa¢ma kokosa,
—  pulpa krumpira,

—  suhi kvasac,
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— proizvodi s visokim udjelom inulina (npr. kriske i brasno od ¢icoke, lat. Heliathus tuberosus),

—  (varci.

M.  ODREDIVANJE SIROVOG PEPELA

Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje udjela sirovog pepela u hrani za Zivotinje.

Nacelo

Uzorak se spali na 550 °C; ostatak se izvaze.

Reagensi

Amonijev nitrat, 20 %-tna (m/v).

Oprema

Grijata ploca.

Elektri¢na mufolna pec s termostatom.

Lonciéi za spaljivanje od kvarcnog stakla, porculana ili platine, pravokutni (priblizno 60 x 40 x 25 mm) ili
okrugli (promjer: 60 do 75 mm, visina: 20 do 40 mm).

Postupak

Odvagne se priblizno 5 g uzorka s preciznoséu od 1 mg (2,5 g kod proizvoda koji lako nabubre) i prenese u
lonci¢ za spaljivanje koji se prethodno zagrije na 550 °C, ohladi i tarira. Lon¢i¢ se postavi na grijacu plocu i
postupno zagrijava sve dok tvar ne pougljeni. Spali se u skladu s tockom 5.1. ili 5.2.

Lonci¢ se postavi u umjerenu mufolnu pe¢ zagrijanu na 550 °C. Ostavi se na toj temperaturi sve do nastanka
bijelog, svijetlo sivog ili crvenkastog pepela koji izgleda kao da ne sadrzi ugljicne Cestice. Lonci¢ se postavi u
eksikator, ostavi se da se ohladi i odmah izvazZe.

Lonci¢ se postavi u umjerenu mufolnu peé zagrijanu na 550 °C. U pedi se spaljuje 3 sata. Lonci¢ se postavi u
eksikator, ostavi se da se ohladi i odmah izvaze. Ponovo se 30 minuta spaljuje kako bi se osiguralo da je masa
pepela konstantna (gubitak mase izmedu dvaju uzastopnih vaganja ne smije prije¢i 1 mg).

Izraun rezultata

Masa ostatka se izra¢una tako da se oduzme tara.

Rezultat se iskazuje kao postotni udio uzorka.

Napomene

Tvari koje se tesko spaljuju moraju se izloZiti prvom spaljivanju u trajanju od najmanje tri sata, zatim se ohlade i
dodaje im se nekoliko kapi 20 %-tne otopine amonijevog nitrata ili vode (oprezno, kako bi se sprijecilo
raspriivanje pepela ili nastanak gruda). Nakon suSenja u susilu nastavi se sa spaljivanjem. Postupak se
prema potrebi ponavlja, sve do potpunog spaljivanja.

Kod tvari koje su otporne na obradu iz tocke 7.1., postupa se na sljedeci nacin: nakon trosatnog spaljivanja, pepeo
se prenese u toplu vodu i filtrira kroz mali filtar bez pepela. Filtar i njegov udio se spale u istom lonci¢u. Filtrat
se prenese u ohladen lonci¢, otpari do suhog, spali i izvaze.
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Kod ulja i masti, tocno se izvaze 25 g u lonci¢ prikladne velicine. Spaljuje se tako da se tvar zapali vrpcom od
filtarnog papira bez pepela. Nakon spaljivanja navlazi se $to je moguce manjom koli¢inom vode. Osusi se i
spali u skladu s tockom 5.

N.  ODREDIVANJE PEPELA NETOPLJIVOG U KLOROVODICNO] KISELINI

Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje razine mineralnih tvari u hrani za Zivotinje, netopljivih u kloro-
vodi¢noj kiselini. Uzimajuéi u obzir prirodu uzorka mogu se primijeniti dvije metode.

Metoda A: primjenjuje se za organske sirovine za hranu za Zivotinje i ve¢inu krmnih smjesa.

Metoda B: primjenjuje se za mineralne krmne smjese i krmne smjese koje, prema metodi A, sadrze vise od 1 %
tvari netopljivih u klorovodi¢noj kiselini.

Nacelo

Metoda A: uzorak se spali, pepeo se otopi u vreloj klorovodi¢noj kiselini, a netopljivi ostatak se filtrira i izvaze.

Metoda B: uzorak se obradi klorovodicnom kiselinom. Otopina se filtrira, ostatak spali, a tako dobiveni pepeo
obradi u skladu s metodom A.

Reagensi

Klorovodi¢na kiselina, 3 mol/l.
Trikloroctena kiselina, otopina 20 % (m/v).
Trikloroctena kiselina, otopina 1 % (m/v).

Oprema

Grijaca ploca.
Elektricna mufolna pec s termostatom.

LonCiéi za spaljivanje izradeni od kvarcnog stakla, porculana ili platine, pravokutni (pribliZzno 60 x 40 x
25 mm) ili okrugli (promjer: 60 do 75 mm, visina: 20 do 40 mm).

Postupak

Metoda A

Uzorak se spali u skladu s metodom za odredivanje sirovog pepela. MozZe se koristiti i pepeo dobiven tijekom
navedene analize.

Pepeo se prenese u ¢asu obujma 250 ml do 400 ml sa 75 ml klorovodi¢ne kiseline (tocka 3.1.). Polako se
zagrije do kljucanja i petnaest minuta ostavi lagano kljucati. Topla otopina se filtrira kroz papir za filtriranje
bez pepela, ostatak se ispire toplom vodom sve do prestanka kisele reakcije. Filtar s ostatkom i pepelom se
osusi u tariranom lonci¢u za spaljivanje na 550 — 700 °C. Ohladi se u eksikatoru i izvaze.

Metoda B

Odvagne se 5 g uzorka s preciznod¢u od 1 mg i prenese u ¢au obujma 250 ml do 400 ml. Doda se 25 ml
vode, zatim 25 ml klorovodi¢ne kiseline (tocka 3.1.), promijesa i priceka da se reakcija umiri. Doda se jos
50 ml klorovodicne kiseline (tocka 3.1.). Priceka se dok potpuno ne prestane ispustanje plina, zatim se Casa
stavi u kljucajuéu vodenu kupelj i tamo drzi 30 minuta ili prema potrebi dulje kako bi se potpuno hidrolizirao
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sav eventualno prisutan $krob. Udio se filtrira dok je topao kroz filtar bez pepela, a filtar se ispere s 50 ml
tople vode (vidjeti napomenu pod tockom 7.). Filtar koji sadrzi ostatak prenese se u lonci¢ za spaljivanje, osusi
i spali na 550 — 700 °C. Pepeo se prenese u ¢asu obujma 250 ml do 400 ml sa 75 ml klorovodi¢ne kiseline
(tocka 3.1.); nastavi se kako je opisano u drugom podstavku tocke 5.1.

Izraun rezultata

Masa ostatka se izracuna tako da se oduzme tara. Rezultat se iskazuje kao postotni udio uzorka.

Napomena

Ako pri filtriranju nastupe poteskoce, analiza se ponovi, pri ¢emu se 50 ml klorovodicne kiseline (tocka 3.1.)
zamijeni s 50 ml trikloroctene kiseline 20 % (tocka 3.2.), a filtar ispere toplom otopinom trikloroctene kiseline
1% (tocka 3.3.).

O. ODREDIVANJE KARBONATA

Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje kolicine karbonata u vecini hrane za Zivotinje, koji se uobicajeno
iskazuju kao kalcijev karbonat.

Medutim, u nekim se slucajevima (na primjer, kod Zeljezovog karbonata) mora primijeniti posebna metoda.

Nacelo
Karbonati se razlazu u klorovodi¢noj kiselini; oslobodeni se ugljikov dioksid prikupi u graduiranu epruvetu, a

njegov obujam usporedi s obujmom koji se pod istim uvjetima oslobada iz poznate koli¢ine kalcijevog
karbonata.

Reagensi

Klorovodic¢na kiselina, gusto¢a 1,10 g/ml.

Kalcijev karbonat.

Sumporna kiselina, priblizno 0,05 mol/l, obojena metil crvenilom.

Oprema

Scheibler-Dietrichova naprava (vidjeti sliku) ili druga jednakovrijedna naprava.

Postupak

Ovisno o sadrzaju karbonata u uzorku odvagne se dio uzorka, kako je navedeno dalje u tekstu:

— 0,5 g kod proizvoda koji sadrze 50 — 100 % karbonata, iskazanih kao kalcijev karbonat,

— 1 g kod proizvoda koji sadrze 40 — 50 % karbonata, iskazanih kao kalcijev karbonat,

— 2 do 3 g za druge proizvode.

Odvagnuti se dio uzorka prenese u posebnu tikvicu (slika 4.) naprave, opremljenu malom epruvetom od
nelomljivog materijala u kojoj se nalazi 10 ml klorovodi¢ne kiseline (tocka 3.1.) te se tikvica spoji s napravom.
Trosmjerni se pipac (5) okrene tako da je epruveta (1) otvorena prema van. Pomi¢nom epruvetom (2),
napunjenom obojenom sumpornom kiselinom (tocka 3.3.) i povezanom s graduiranom epruvetom (1),
razina tekucine dovede se do oznake nula. Pipac (5) se okrene tako da se spoje epruvete (1) i (3), zatim se
provjeri je li razina na oznaci nula.



03/Sv. 6

Sluzbeni list Europske unije

55

7.1.

7.2.

Naginjanjem tikvice (4) klorovodicna se kiselina (tocka 3.1.) polako prelijeva preko uzorka. Tlak se izjednaci
spustanjem epruvete (2). Tikvica (4) se trese sve dok potpuno ne prestane oslobadanje ugljikovog dioksida.

Ponovo se uspostavi tlak vracanjem razine tekucina u epruvetama (1) i (2) na istu razinu. Rezultat se ocita
nakon nekoliko minuta kada se ustali obujam plina.

U istim se uvjetima izvede kontrolni pokus s 0,5 g kalcijevog karbonata (tocka 3.2.).

Izracun rezultata

Udio karbonata, iskazanih kao kalcijev karbonat, izracunava se sljede¢om formulom:

VX100
_V1><2m

pri cemu je:

>
I

% (m/m) karbonata u uzorku, iskazanih kao kalcijev karbonat

<
1l

ml oslobodenog CO, iz dijela uzorka
V; = ml oslobodenog CO, iz 0,5 ¢ CaCO;

m = masa dijela uzorka u gramima.

Napomene

Kada je masa dijela uzorka veca od 2 g, prvo se u tikvicu (4) ulije 15 ml destilirane vode i promijesa prije
pocetka pokusa. Za kontrolni se pokus koristi jednaka koli¢ina vode.

Ako se obujam koriStene naprave razlikuje od obujma Scheibler-Dietrichove naprave, potrebno je na primjeren
nacin prilagoditi koli¢inu dijelova uzorka i kontrolne tvari i izracun rezultata.



03/Sv. 6

Sluzbeni list Europske unije

———

/; ’/tz/ K

Scheibler-Dietrichova uredaj za odredivanje CO,

56

-1L-- E X

Mjereno u mm

-1[



03/Sv. 6

Sluzbeni list Europske unije

57

3.1

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1.

P.  ODREDIVANJE UKUPNOG FOSFORA
FOTOMETRIJSKA METODA
Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje ukupnog udjela fosfora u hrani za Zivotinje. Osobito je primjerena
za analizu proizvoda s niskim sadrzajem fosfora. U nekim se slucajevima (kod proizvoda bogatih fosforom)
mozZe primijeniti i gravimetrijska metoda.

Nacelo

Uzorak se mineralizira bilo suhim sagorijevanjem (kod organske hrane za Zivotinje) bilo digestijom kiselinom
(kod mineralnih mjesavina i tekuce hrane za Zivotinje) i prenese u kiselu otopinu. Otopina se obradi molib-
dovanadatnim reagensom. Opticka gustoca tako dobivene Zute otopine mjeri se spektrofotometrom na
430 nm.

Reagensi

Kalcijev karbonat.

Klorovodi¢na kiselina, pyq = 1,10 g/ml (priblizno 6 mol/l).
Dusicna kiselina, p,; = 1,045 g/ml.

Dusic¢na kiselina, p,, = 1,38 do 1,42 g/ml.

Sumporna kiselina, p,y = 1,84 g/ml.

Molibdovanadatni reagens: u graduiranoj tikvici obujma 1 1 pomijesa se 200 ml otopine amonijevog hepta-
molibdata (tocka 3.6.1.), 200 ml otopine amonijevog monovanadata (tocka 3.6.2) i 134 ml dusicne kiseline
(tocka 3.4.). Dopuni se vodom do oznake.

Otopina amonijevog heptamolibdata: u vrucoj se vodi otopi 100 g amonijevog heptamolibdata ((NH,)
6Mo0,0,4.4H,0). Doda se 10 ml amonijaka (gusto¢a 0,91 g/ml) i dopuni vodom do 1 litre.

Otopina amonijevog monovanadata: u 400 ml vruée vode otopi se 2,35¢ amonijevog monovanadata
(NH4VO53). Uz stalno mijesanje polako se dodaje 20 ml razrijedene dusicne kiseline (7 ml HNOj; (tocka 3.4.)
+ 13 ml H,0) i dopuni vodom do 1 litre.

Standardna otopina 1 mg fosfora na ml: u vodi se otopi 4,387 g kalijevog dihidrogen fosfata (KH,PO,).
Dopuni se vodom do 1 litre.

Oprema

LonCiéi za spaljivanje od kvarcnog stakla, porculana ili platine.
Elektricna mufolna pec s termostatom postavljenim na 550 °C.
Kjeldahlova tikvica obujma 250 ml.

Odmjerne tikvice i precizne pipete.

Spektrofotometar

Epruvete promjera priblizno 16 mm, s bruSenim cepovima promjera 14,5 mm, obujma 25 — 30 ml

Postupak

Priprema otopine

Uzimajuéi u obzir prirodu uzorka, otopina se pripravlja u skladu s tockom 5.1.1. ili 5.1.2.
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Standardni postupak

Odvagne se 1 g uzorka ili viSe s preciznos¢u od 1 mg. Uzorak se prenese u Kjeldahlovu tikvicu, doda se 20 ml
sumporne kiseline (tocka 3.5.) i protrese kako bi se uzorak u potpunosti natopio kiselinom i sprijecilo njegovo
prianjanje na stijenke tikvice, zatim se zagrije i ostavi kljucati 10 minuta. Ostavi se da se ohladi, doda se 2 ml
dusicne kiseline (tocka 3.4), lagano se zagrije, malo se ohladi, doda se jo§ malo dusicne kiseline (tocka 3.4.) i
ponovo zagrije do kljucanja. Postupak se ponavlja sve dok se ne dobije bezbojna otopina. Ohladi se, doda malo
vode, tekudina se odlije u graduiranu tikvicu obujma 500 ml, a Kjeldahlova tikvica ispere vru¢om vodom.
Ostavi se da se ohladi, dopuni vodom do oznake, homogenizira i filtrira.

Uzorci koji sadrze organske tvari i ne sadrze kalcijeve i magnezijeve dihi-
drogen fosfate

Odvagne se i prenese u lon¢i¢ za spaljivanje 2,5 ¢ uzorka s precizno$¢u od 1 mg. Doda se 1 g kalcijevog
karbonata (tocka 3.1.) i mijeSa dok se tvari u potpunosti ne izmijesaju. Spaljuje se u pec¢nici pri 550 °C do
nastanka bijelog ili sivog pepela (mala koli¢ina ugljena ne predstavlja problem). Pepeo se prenese u casu
obujma 250 ml. Doda se 20 ml vode i klorovodicne kiseline (tocka 3.2) sve dok ne prestane pjenjenje.
Doda se jos 10 ml klorovodicne kiseline (tocka 3.2.). Casa se stavi u pjes¢anu kupelj i ostavi da se otpari
do suhog, kako bi kvarcni pijesak postao netopljiv. Ostatak se ponovo otopi u 10 ml dusi¢ne kiseline (tocka
3.3.) i ostavi kljucati 5 minuta u pjescanoj kupelji ili na grijacoj plo¢i, ali se ne smije potpuno otpariti. Tekucina
se odlije u graduiranu tikvicu obujma 500 ml, ¢asa se viSe puta ispere vru¢om vodom. Ostavi se da se ohladi,
dopuni vodom do oznake, homogenizira i filtrira.

Nastanak obojenja i mjerenje opticke gustoce

Razrijedi se alikvot filtrata iz tocke 5.1.1. ili 5.1.2. do koncentracije fosfora ne veée od 40 pg/ml. U epruvetu
(tocka 4.6.) se prenese 10 ml te otopine i doda 10 ml molibdovanadatnog reagensa (tocka 3.6.). Homogenizira
se i ostavi najmanje 10 minuta na 20 °C. Spektrofotometrom se izmjeri opticka gustoca na 430 nm uspo-
redbom s otopinom dobivenom dodavanjem 10 ml molibdovanadatnog reagensa (tocka 3.6.) u 10 ml vode.

Kalibracijska krivulja

Iz standardne otopine (tocka 3.7.) priprave se otopine koje sadrze 5, 10, 20, 30 i 40 pg fosfora na ml. Uzme
se po 10 ml od svake navedene otopine i doda 10 ml molibdovanadatnog reagensa (tocka 3.6.). Homogenizira
se i ostavi najmanje 10 minuta na 20 °C. Izmjeri se opticka gustoca u skladu s tockom 5.2. Kalibracijska se
krivulja pripremi tako da se u dijagram unesu izmjerene opticke gustoée odgovarajuéih koli¢ina fosfora. Za
koncentracije u rasponu od 0 — 40 pg/ml krivulja je linearna.

Izra¢un rezultata
Koli¢ina fosfora u pokusnom uzorku odreduje se iz kalibracijske krivulje.
Rezultat se iskazuje kao postotni udio uzorka.

Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije prijeci:
— 3 % viseg rezultata, ako je udio fosfora nizi od 5 %,

— 0,15 % apsolutne vrijednosti, ako je udio fosfora 5 % ili vie.

Q. ODREDIVANJE KLORA IZ KLORIDA

Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje koli¢ine klora u kloridima topljivima u vodi koji se uobicajeno
iskazuju kao natrijev klorid. Primjenjuje se za svu hranu za Zivotinje.

Nacelo

Kloridi se otope u vodi. Ako proizvod sadrzi organske tvari, koristi se postupak bistrenja. Otopina se lagano

zakiseli dusicnom kiselinom, a kloridi istaloze u obliku srebrovog klorida, upotrebom otopine srebrovog
nitrata. ViSak srebrovog nitrata titrira se otopinom amonijevog tiocijanata po Volhardovoj metodi.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

5.1.

5.2.

Reagensi

Otopina amonijevog tiocijanata, 0,1 mol/litra.

Otopina srebrovog nitrata, 0,1 mol/l.

Zasi¢ena otopina amonij-zZeljezovog sulfata (NH,)Fe(SO,),.
Dusi¢na kiselina, gustoca: 1,38 g/ml.

Dietileter.

Aceton.

Otopina Carrez I: u vodi se otopi 21,9 g cinkovog acetata Zn (CH;COO0),2H,0 i 3 g ledene octene kiseline.
Dopuni se vodom do 100 ml.

Otopina Carrez II: u vodi se otopi 10,6 g kalijevog ferocijanida K,Fe(CN)4-3H,0. Dopuni se vodom do 100 ml.

Aktivni ugljen koji ne sadrzi kloride niti ih apsorbira.

Oprema

Mjesalica (rotacijska): priblizno 35 do 40 okr./min.

Postupak

Priprema otopine
Uzimajuéi u obzir prirodu uzorka, otopina se pripravlja prema tocki 5.1.1., 5.1.2. ili 5.1.3.

Istodobno se izvodi slijepa proba bez uzorka koji se analizira.

Uzorci bez organskih tvari

Odvagne se najvise 10 g uzorka koji sadrzi najvise 3 g klora u obliku klorida s precizno$¢u od 1 mg. Prenese se
u graduiranu tikvicu obujma 500 ml s 400 ml vode na priblizno 20 °C. MijeSa se 30 minuta u rotacijskoj
mjesalici, dopuni do oznake, homogenizira i filtrira.

Uzorci koji sadrze organske tvari, osim proizvoda iz to¢ke 5.1.3.

Odvagne se priblizno 5 g uzorka s preciznod¢u od 1 mg i prenese zajedno s 1 g aktivnog uglja u graduiranu
tikvicu obujma 500 ml. Doda se 400 ml vode temperature priblizno 20 °C i 5 ml otopine Carrez I (tocka 3.7.),
mijeda se 30 sekundi i doda 5 ml otopine Carrez II (tocka 3.8.). MijeSa se 30 minuta u rotacijskoj mjesalici,
dopuni do oznake, homogenizira i filtrira.

Kuhana hrana za zZivotinje, lanene pogace i brasno, proizvodi bogati lanenim
brasnom i drugi proizvodi bogati sluzima ili koloidnim tvarima (na primjer,
dekstrinirani §krob)

Otopina se pripravi u skladu s tockom 5.1.2., ali se ne filtrira. Dekantira se (prema potrebi centrifugira), uzme
se 100 ml supernatanta i prenese u graduiranu tikvicu obujma 200 ml. Pomije3a se s acetonom (tocka 3.6.) i s
tim otapalom dopuni do oznake, homogenizira i filtrira.

Titracija

Pipetom se u Erlenmeyerovu tikvicu prenese 25 — 100 ml filtrata (uzimajuéi u obzir pretpostavljeni udio klora)
dobivenog postupkom iz tocke 5.1.1., 5.1.2. ili 5.1.3. Alikvotni dio ne smije sadrzavati vise od 150 mg klora
(Cl). Prema potrebi se razrijedi vodom na najmanje 50 ml, doda se 5 ml dusicne kiseline (tocka 3.4), 20 ml
zasiCene otopine amonij-Zeljezovog sulfata (tocka 3.3.) i 2 kapi otopine amonijevog tiocijanata (tocka 3.1.), koji
se prenese iz birete napunjene do nulte oznake. Biretom se prenese otopina srebrovog nitrata (tocka 3.2.) tako
da nastane 5 ml viska. Doda se 5 ml dietiletra (tocka 3.5.) i dobro protrese tako da se talog zgrusa. Visak
srebrovog nitrata titrira se otopinom amonijevog tiocijanata (tocka 3.1.) sve dok crvenkasto-smede obojenje ne
potraje 1 minutu.
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Izraun rezultata

Koli¢ina klora (X), iskazana kao postotni udio natrijevog klorida, izracunava se sljedecom formulom:

5,845 x (V; — V)

X
m
pri cemu je:
V; = ml dodane otopine srebrovog nitrata 0,1 molf];
V, = ml otopine amonijevog tiocijanata 0,1 mol/l koristene za titraciju;
m = masa uzorka.

Ako se pri slijepoj probi potrosi otopina srebrovog nitrata 0,1 molfl, ta se vrijednost oduzme od obujma
(Vi = Vo).

Napomene

Titracija se moze izvesti i potenciometarskom titracijom.
Proizvodi bogati uljima i mastima prvo se odmaste dietileterom ili laganim petrolejem.

Kod ribljeg brasna, titracija se mozZe izvesti Mohrovom metodom.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.
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3.7.

3.8.

3.9.

3.12.1.

PRILOG IV.

ANALITICKE METODE ZA KONTROLU RAZINE DOPUSTENIH KRMNIH DODATAKA

A.  ODREDIVANJE VITAMINA A

Svrha i podrucje primjene

Ovom se metodom omoguéuje odredivanje razine vitamina A (retinola) u hrani za Zivotinje i premiksima.
Vitamin A uklju¢uje trans-retinil alkohol i njegove cis izomere koji se odreduju ovom metodom. Udio vitamina
A iskazuje se u medunarodnim jedinicama (IU) na kg. Jedna IU odgovara djelovanju 0,300 pg trans-vitamin A
alkohola ili 0,344 pg trans-vitamin A acetata ili 0,550 pg trans-vitamin A palmitata.

Granica kvantifikacije je 2 000 IU vitamina A/kg.

Nacelo

Uzorak se hidrolizira otopinom etanolnog kalijevog hidroksida, a vitamin A se ekstrahira laganim petrolejem.
Otapalo se ukloni otparivanjem, a ostatak otopi u metanolu i prema potrebi razrijedi do trazene koncentracije.
Udio vitamina A se odreduje visoko djelatnom tekuéinskom kromatografijom reverznih faza (RP-HPLC) s UV ili
fluorescencijskim detektorom. Odaberu se oni kromatografski parametri koji omogucuju da se trans-vitamin A
alkohol i njegovi cis izomeri ne razdvoje.

Reagensi

Etanol, 0 = 96 %.

Lagani petrolej, raspon vrelista 40 — 60 °C.

Metanol.

Otopina kalijevog hidroksida, ¢ = 50 g/100 ml.

Otopina natrijevog askorbata, ¢ = 10 g/100 ml (vidjeti napomenu pod tockom pod tockom 7.7.).
Natrijev sulfid, Na,S x H,0 (x = 7 — 9).

Otopina natrijevog sulfida, ¢ = 0,5 mol/l u glicerolu, £ = 120 g/l (za x = 9) (vidjeti napomenu pod tockom pod
tockom 7.8.).

Otopina fenolftaleina, ¢ = 2 g/100 ml u etanolu (tocka 3.1.).
2-propanol.

Mobilna faza za HPLC: smjesa metanola (tocka 3.3.) i vode, npr. 980 + 20 (v + v). Tocan se omjer odreduje u
skladu s osobinama koristene kolone.

Dusik, bez kisika.
Trans-vitamin A acetat, posebne Cistoce, certificiranog djelovanja, npr. 2,80 x 10° 1UJg.

Osnovna otopina trans-vitamin A acetata: odvagne se 50 mg acetata vitamina A (tocka 3.11.) s precizno$¢u od
0,1 mg i prenese u graduiranu tikvicu obujma 100 ml. Otopi se u 2-propanolu (toc¢ka 3.8.) i dopuni istim
otapalom do oznake. Nominalna koncentracija ove otopine iznosi 1 400 IU vitamina A na ml. Tocan se udio
odreduje u skladu s tockom 5.6.3.1.

Trans-vitamin A palmitat, posebne Cistoce, certificiranog djelovanja, npr. 1,80 x 10° 1U/g.

Osnovna otopina all-trans-vitamin A palmitata:odvagne se 80 mg palmitata vitamina A (tocka 3.12.) s prec-
iznos¢u od 0,1 mg i prenese u graduiranu tikvicu obujma 100 ml. Otopi se u 2-propanolu (tocka 3.8.) i dopuni
istim otapalom do oznake. Nominalna koncentracija ove otopine je 1 400 IU vitamina A na ml. Tocan se udio
odreduje u skladu s tockom 5.6.3.2.
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2,6-Di-tert-butil-4-metilfenol (BHT) (vidjeti napomenu pod tockom pod tockom 7.5.)

Oprema

Rotacijski vakuumski otparivac.

Laboratorijsko posude od smedeg stakla.

Tikvice s ravnim dnom ili konusne tikvice, obujma 500 ml, s brusenim vratom.

Odmjerne tikvice s ¢epovima od brusenog stakla, s uskim vratom, obujma 10, 25, 100 i 500 ml.
Lijevci za odjeljivanje, konusni, 1 000 ml, s ¢epovima od brusenog stakla.

Kruskaste tikvice, 250 ml, s ¢epovima od brusenog stakla.

Allihnov kondenzator, duljine omotaca 300 mm sa spojem od brusenog stakla i nastavkom za dovodnu cijev
plina.

Nabrani filtar papir za odjeljivanje faza, promjera 185 mm (npr. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2).
Oprema za HPLC sa sustavom za ubrizgavanje.

Kolona za tekuéinsku kromatografiju, 250 mm x 4 mm, Cyg, veli¢ina Cestica punjenja 5 ili 10 pm ili jednako-
vrijedna (mjerilo ucinkovitosti: samo jedan vrsak za sve izomere retinola u uvjetima za HPLC).

UV ili fluorescencijski detektor s moguéno$éu promjene valne duljine.
Spektrofotometar s kvarcnim kivetama od 10 mm.

Vodena kupelj s magnetnom mjesalicom.

Uredaj za ekstrakciju (vidjeti sliku 1.) koja se sastoji od:

Staklenog valjka obujma 1 litre s vratom i ¢epom od brusenog stakla.

Uloska od brusenog stakla s bo¢nom rucicom i prilagodljivom cijevi koja prolazi kroz srediste. Prilagodljiva
cijev ima donji dio u obliku slova U i mlaznicu na suprotnom kraju tako da se gornji sloj teku¢ine u valjku
moze prenijeti u lijevak za odjeljivanje.

Postupak

Napomena: ~ Vitamin A je osjetljiv na UV svjetlo i oksidaciju. Svi se postupci izvode bez prisutnosti svjetla (u
laboratorijskom posudu od smedeg stakla ili u staklenim posudama zastienim aluminijskom
folijom) i kisika (ispire se dusikom). Tijekom ekstrakcije zrak iznad tekudine zamijeni se
dusikom (povremenim popustanjem Cepa izbjegava se previsoki tlak).

Priprema uzorka

Uzorak se samelje tako da prolazi kroz sito veli¢ine o¢ice 1 mm, pri ¢emu treba izbjegavati stvaranje topline.
Mljevenje se mora izvrsiti neposredno prije vaganja i saponifikacije, inate moze do¢i do gubitka vitamina A.

Saponifikacija

Ovisno o sadrZaju vitamina A, odvagne se 2 — 25 g uzorka s precizno$¢u od 1 mg i prenese u tikvicu s ravnim
dnom ili koni¢nu tikvicu obujma 500 ml (tocka 4.2.1.). Uz stalno vrtloZenje, jedno za drugim dodaje se 130 ml
etanola (tocka 3.1.), priblizno 100 mg BHT-a (tocka 3.13.), 2 ml otopine natrijevog askorbata (tocka 3.5.) i
2 ml otopine natrijevog sulfida (tocka 3.6.). Na tikvicu se prikljuci kondenzator (tocka 4.3.) i tikvica potopi u
vodenu kupelj s magnetnom mjesalicom (tocka 4.7.). Zagrije se do kljucanja i 5 minuta ostavi uz refluks. Zatim
se kroz kondenzator doda 25 ml otopine kalijevog hidroksida (tocka 3.4.) i ostavi uz refluks (tocka 4.3.)
sljede¢ih 25 minuta, uz mijeSanje pod laganom strujom dusika. Zatim se kondenzator ispere s priblizno
20 ml vode, a udio tikvice ohladi na sobnu temperaturu.
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5.4.
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Ekstrakcija

Otopina za saponifikaciju kvantitativno se prenese dekantiranjem u lijevak za odjeljivanje obujma 1 000 ml
(tocka 4.2.3.) ili u napravu za ekstrakciju (tocka 4.8.), tako $to se ispere s ukupno 250 ml vode. Zatim se tikvica
za saponifikaciju ispere s 25 ml etanola (tocka 3.1.) i 100 ml laganog petroleja (tocka 3.2.), a isprane tekucine
prenesu u lijevak za odjeljivanje ili uredaj za ekstrakciju. Omjer vode i etanola u pomijesanim otopinama mora
biti priblizno 2:1. Snazno se trese 2 minute i zatim ostavi 2 minute da se slegne.

Ekstrakcija lijevkom za odjeljivanje (tocka 4.2.3.)

Kad se slojevi razdvoje (vidjeti napomenu pod tockom pod tockom 7.3.), sloj laganog petroleja prenese se u
drugi lijevak za odjeljivanje (tocka 4.2.3.). Ekstrakcija se ponovi dvaput sa 100 ml laganog petroleja (tocka 3.2.)
i dvaput s 50 ml laganog petroleja (tocka 3.2.).

Pomijesani se ekstrakti u lijevku za odjeljivanje dvaput isperu sa 100 ml vode, uz lagano vrtloZenje (kako bi se
sprijecio nastanak emulzija), zatim uz ponavljano protresivanje s dodatnim obrocima od po 100 ml vode, sve
dok voda pri dodavanju otopine fenolftaleina (tocka 3.7.) ne ostane bezbojna (obi¢no je dovoljno Cetiri
ispiranja). Isprani se ekstrakt filtrira kroz suhi nabrani filtar za odjeljivanje faza (tocka 4.4) u graduiranu
tikvicu obujma 500 ml (tocka 4.2.2.) kako bi se uklonila preostala voda. Lijevak za odjeljivanje i filtar se
isperu s 50 ml laganog petroleja (tocka 3.2.), dopuni se laganim petrolejem do oznake (tocka 3.2)) i dobro
promijesa.

Ekstrakcija napravom za ekstrakciju (tocka 4.8.)

Kada se slojevi razdvoje (vidjeti napomenu pod tockom 7.3.), ¢ep staklenog valjka (tocka 4.8.1.) se zamijeni
uloskom od brusenog stakla (tocka 4.8.2.), a donji dio prilagodljive cijevi u obliku slova U postavi se odmah
iznad razine veznog sklopa. Tlakom koji tvori dusik u boénoj rucici, gornji se sloj laganog petroleja prenese u
lijevak za odjeljivanje obujma 1 000 ml (tocka 4.2.3.). U stakleni se valjak doda 100 ml laganog petroleja (tocka
3.2.), zacepi i dobro protrese. Priceka se do razdvajanja slojeva, a gornji se sloj prenese u lijevak za odjeljivanje
kao i prije. Postupak ekstrakcije se ponovi sa 100 ml laganog petroleja (tocka 3.2.), zatim dvaput s po 50 ml
laganog petroleja (tocka 3.2.), a slojevi laganog petroleja dodaju u lijevak za odjeljivanje.

Pomijesani se ekstrakti laganog petroleja isperu, u skladu s tockom 5.3.1., a zatim se nastavi u skladu s
navedenom tockom.

Priprema otopine uzorka za HPLC

Alikvotni dio otopine laganog petroleja (iz tocke 5.3.1. ili 5.3.2.) prenese se pipetom u kruskastu tikvicu
obujma 250 ml (tocka 4.2.4.). Otapalo se otpari skoro do suhog u rotacijskom otparivacu (tocka 4.1.) pri
snizenom tlaku i temperaturi kupelji do 40 °C. Dovodenjem dusika uspostavi se atmosferski tlak (tocka 3.10.), a
tikvica se izvadi iz rotacijskog otparivaca. Preostalo se otapalo otpari u struji dusika (tocka 3.10.), a ostatak
odmah otopi u poznatom volumenu (10 — 100 ml) metanola (tocka 3.3.) (koncentracija vitamina A mora biti u
rasponu od 5 do 30 IU/ml).

Odredivanje HPLC-om

Vitamin A se razdvaja na koloni C;g s reverznim fazama (tocka 4.5.1.), koncentracija se izmjeri UV detektorom
(325 nm) ili fluorescencijskim detektorom (ekscitacija: 325 nm, emisija: 475 nm) (tocka 4.5.2.).

Ubrizga se alikvotni dio (npr. 20 pl) otopine metanola dobivene u tocki 5.4. i eluira mobilnom fazom (tocka
3.9.). Izracuna se srednja vrijednost visine (povrsine) vrsaka za viSe ubrizgavanja iste otopine uzorka i srednje
vrijednosti visina (povrsina) vriaka za viSe ubrizgavanja kalibracijskih otopina (tocka 5.6.2.).

Uvjeti za HPLC

Sljedeci uvjeti predlazu se kao smjernice; mogu se koristiti i drugi uvjeti ako se njima jamée jednakovrijedni
rezultati.

Kolona za tekuéinsku 250 mm x 4 mm, Cg, velicina Cestica punjenja 5 ili 10 pm ili jednakovrijedna
kromatografiju (tocka 4.5.1.):

Mobilna faza (tocka 3.9.): Smjesa metanola (tocka 3.3.) i vode, npr. 980 + 20 (v + v)

Brzina protoka: 1 - 2 ml/min

Detektor (tocka 4.5.2.): UV detektor (325 nm) ili fluorescencijski detektor

(ekscitacija: 325 nm/emisija: 475 nm)
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5.6.1.

5.6.2.

5.6.3.

5.6.3.1.

5.6.3.2.

5.6.3.3.

Kalibracija

Priprema radnih standardnih otopina

Pipetom se prenese 20 ml osnovne otopine acetata vitamina A (tocka 3.11.1.) ili 20 ml osnovne otopine
palmitata vitamina A (tocka 3.12.1.) u tikvicu s ravnim dnom ili konusnu tikvicu obujma 500 ml (tocka
4.2.1)) i hidrolizira u skladu s tockom 5.2., ali bez dodatka BHT-a. Zatim se ekstrahira s laganim petrolejem
(tocka 3.2.) u skladu s tockom 5.3. i dopuni laganim petrolejem (tocka 3.2.) do 500 ml. U rotacijskom se
otparivacu (vidjeti 5.4.) otpari 100 ml ovog ekstrakta gotovo do suhog, strujom dusika (tocka 3.10.) ukloni
preostalo otapalo, a ostatak ponovno otopi u 10,0 ml metanola (tocka 3.3.). Nominalna koncentracija ove
otopine je 560 IU vitamina A na ml. Tocan udio se odreduje u skladu s tockom 5.6.3.3. Radna standardna
otopina mora se pripremiti svjeZa prije upotrebe.

Pipetom se prenese 2,0 ml ove radne standardne otopine u graduiranu tikvicu obujma 20 ml, dopuni meta-
nolom (tocka 3.3.) do oznake i promijeSa. Nominalna koncentracija takve razrijedene radne standardne
otopine iznosi 56 IU vitamina A na ml

Priprema kalibracijske otopine i kalibracijske krivulje

Prenese se 1,0, 2,0, 5,0 i 10,0 ml razrijedene radne standardne otopine u seriju graduiranih tikvica obujma
20 ml, dopuni metanolom (tocka 3.3.) do oznake i promije$a. Nominalne koncentracije ovih otopina iznose 2,
8,5, 6, 14,01 28,0 IU vitamina A na ml.

Vise se puta ubrizga 20 pl svake kalibracijske otopine i odrede srednje vrijednosti visina (povrsina) vrsaka. Iz
srednjih se vrijednosti visina (povrsina) vrSaka nacrta kalibracijska krivulja uzimajuci u obzir rezultate UV
kontrole (tocka 5.6.3.3.).

UV standardizacija standardnih otopina

Osnovna otopina acetata vitamina A

Pipetom se prenese 2,0 ml osnovne otopine acetata vitamina A (tocka 3.11.1.) u graduiranu tikvicu obujma
50 ml (tocka 4.2.2.) i dopuni 2-propanolom (tocka 3.8.) do oznake. Nominalna koncentracija ove otopine je 56
IU vitamina A na ml. Pipetom se prenese 3,0 ml ove razrijedene otopine acetata vitamina A u graduiranu
tikvicu obujma 25 ml i dopuni 2-propanolom (tocka 3.8.) do oznake. Nominalna koncentracija ove otopine je
6,72 1U vitamina A na ml. Izmjeri se UV spektar ove otopine prema 2-propanolu (tocka 3.8.) u spektrofoto-
metru (tocka 4.6.) izmedu 300 i 400 nm. Maksimalna ekstinkcija mora biti izmedu 325 i 327 nm.

[zraun udjela vitamina A:
IU vitamina Ajml = E3y¢ x 19,0

(E} % za acetat vitamina A = 1 530 na 326 nm u 2-propanolu)

Osnovna otopina palmitata vitamina A

Pipetom se prenese 2,0 ml osnovne otopine palmitata vitamina A (tocka 3.12.1.) u graduiranu tikvicu obujma
50 ml (tocka 4.2.2.) i dopuni 2-propanolom (tocka 3.8.) do oznake. Nominalna koncentracija ove otopine je 56
IU vitamina A na ml. Pipetom se prenese 3,0 ml ove razrijedene otopine palmitata vitamina A u graduiranu
tikvicu obujma 25 ml i dopuni 2-propanolom (tocka 3.8.) do oznake. Nominalna koncentracija ove otopine je
6,72 IU vitamina A na ml. Izmjeri se UV spektar ove otopine prema 2-propanolu (tocka 3.8.) u spektrofoto-
metru (tocka 4.6.) izmedu 300 i 400 nm. Maksimalna ekstinkcija mora biti izmedu 325 i 327 nm.

Izrac¢un udjela vitamina A:
IU vitamina Ajml = E35¢ x 19,0

(1 % za palmitat vitamina A = 957 na 326 nm u 2-propanolu)

Radna standardna otopina vitamina A

Pipetom se prenese 3,0 ml nerazrijedene radne standardne otopine vitamina A, pripravljene u skladu s tockom
5.6.1., u graduiranu tikvicu obujma 50 ml (tocka 4.2.2.) i dopuni 2-propanolom (tocka 3.8.) do oznake.
Pipetom se prenese 5,0 ml ove otopine u graduiranu tikvicu obujma 25 ml i dopuni 2-propanolom (tocka
3.8.) do oznake. Nominalna koncentracija ove otopine je 6,72 IU vitamina A na ml. Izmjeri se UV spektar ove
otopine prema 2-propanolu (tocka 3.8.) u spektrofotometru (tocka 4.6.) izmedu 300 i 400 nm. Maksimalna
ekstinkcija mora biti izmedu 325 i 327 nm.
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7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

Izratun udjela vitamina A:
IU vitamina A/ml = E;,5 x 18,3

(E1 % za vitamin A alkohol = 1 821 na 325 nm u 2-propanolu)

Izra¢un rezultata

Iz srednje vrijednosti visine (povrsine) vriaka vitamina A iz otopine uzorka, odreduje se koncentracija otopine
uzorka u IU/ml iz kalibracijske krivulje (tocka 5.6.2.).

Udio vitamina A (w) u uzorku, iskazan u IU[kg, izracunava se sljede¢om formulom:

00 \% 1000
WZS X ¢ X Vy X 1U/ke]
Vi X m

pri cemu je:

¢ = koncentracija vitamina A (tocka 5.4.) u otopini uzorka, iskazana u IU/ml
V, = obujam otopine uzorka (tocka 5.4.) u ml

V, = obujam alikvota koristenog u tocki 5.4., u ml

m = masa pokusnog uzorka u gramima

Napomene

Kod uzoraka s niskom koncentracijom vitamina A moze biti korisno pomijesati ekstrakte laganog petroleja iz
dviju 3arzi za saponifikaciju (izvagana koli¢ina: 25 g) u jednu otopinu uzorka za odredivanje HPLC-om.

Masa uzorka za analizu ne smije sadrZavati viSe od 2 g masti.

Ako se faze ne razdvoje, doda se priblizno 10 ml etanola (tocka 3.1.) za razbijanje emulzije.

Kod ulja iz jetre bakalara i drugih ¢istih masti vrijeme trajanja saponifikacije treba produziti na 45 — 60 minuta.
Umjesto BHT-a moze se koristiti hidrokinon.

Izomere retinola mogude je razdvojiti uobicajenom faznom kolonom. U tom slucaju, za izracune treba zbrojiti
visine (povrsine) vraka svih cis i trans izomera.

Umjesto otopine natrijevog askorbata moze se koristiti priblizno 150 mg askorbinske kiseline.
Umjesto otopine natrijevog sulfida moze se koristiti priblizno 50 mg EDTA.
Pri analizi vitamina A u nadomjescima mlijeka treba paziti na sljedece:

— kod saponifikacije (tocka 5.2.): zbog koli¢ine masti u uzorku mozda ce trebati veca kolicina otopine
kalijevog hidroksida (tocka 3.4.),

— kod ekstrakeije (tocka 5.3.): zbog prisutnosti emulzija mozda Ce trebati prilagoditi omjer voda/etanol 2:1.

Za provjeru pouzdanosti rezultata dobivenih koristenom analitickom metodom na ovoj specificnoj matrici
(nadomjestak mlijeka) treba na dodatnom pokusnom uzorku izvesti test iskoritenja. Ako je iskoristenje
manje od 80 %, rezultat analize treba korigirati za iskoristenje.

Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije prije¢i
15 % u odnosu na najvisi rezultat.



Sluzbeni list Europske unije 03/Sv. 6

9. Rezultati medulaboratorijske studije (')
memibs | e | oneene | koo | 1o 78 oo
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
stednja vrijednost | 17,02 x 10° 1,21 x 10° 537 100 151 800 18 070
[1U/kg]
S, [U[kg] 0,51 x 10° 0,039 x 10° 22080 12 280 682
r [IU/kg] 1,43 x 10° 0,109 x 10° 61824 34 384 1910
v, (%] 3,0 3,5 41 8,1 3,8
Sg [IU/kg] 1,36 x 10° 0,069 x 10° 46 300 23060 3614
R [IUfkg] 3,81 x 10° 0,193 x 10° 129 640 64568 10 119
CVy [%] 8,0 6,2 8,6 15 20
L = broj laboratorija
= broj pojedina¢nih vrijednosti
S, = standardna devijacija ponovljivosti
Sg = standardna devijacija obnovljivosti
r = ponovljivost
R = obnovljivost
CV, = koeficijent varijacije ponovljivosti
CVy = koeficijent varijacije obnovljivosti.

(") Studiju je provela radna skupina za sto¢nu hranu pri Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten
(VDLUFA).
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Slika 1.: Uredaj za ekstrakciju (tocka 4.8.)

Stakleni valjak (4.8.1.)
(visine oko 48 cm)

Sloj laganog
petroleja

Vodeni sloj
+
Saponificirana
hrana za zivo-
tinje

i

N

Ulozak od brudenog stakla (4.8.2.)
(duljine oko 45 cm)

A
:

- Prilagodijiva cijev
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.1.

3.11.1.

4.1.

4.2.

4.2.1.

B. ODREDIVANJE VITAMINA E
Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje razine vitamina E u hrani za Zivotinje i premiksima. Udio vitamina
E iskazuje se u mg DL-a-tokoferol acetata na kg. Koli¢ina od 1 mg DL-a-tokoferol acetata odgovara kolicini od
0,91 mg DL-a-tokoferola (vitamina E).

Granica kvantifikacije je 2 mg vitamina E/kg. Ova se granica kvantifikacije moze dosegnuti samo fluorescencij-
skim detektorom. Granica kvantifikacije za UV detektor iznosi 10 mg/kg.

Nacelo

Uzorak se hidrolizira otopinom etanolnog kalijevog hidroksida, a vitamin E se ekstrahira laganim petrolejem.
Otapalo se ukloni otparivanjem, a ostatak otopi u metanolu i prema potrebi razrijedi do trazene koncentracije.
Udio vitamina E odreduje se teku¢inskom kromatografijom visoke ucinkovitosti reverznih faza (RP-HPLC) i UV
ili fluorescencijskim detektorom.

Reagensi

Etanol, 6 = 96 %.

Lagani petrolej, raspon vrelista 40 — 60 °C.

Metanol.

Otopina kalijevog hidroksida, ¢ = 50 g/100 ml.

Otopina natrijevog askorbata, ¢ = 10 g/100 ml (vidjeti napomenu pod tockom 7.7.).

Natrijev sulfid, Na,S- x H,0 (x = 7 - 9).

Otopina natrijevog sulfida, ¢ = 0,5 mol/l u glicerolu, f = 120 g/l (za x = 9) (vidjeti napomenu pod tockom 7.8.)
Otopina fenolftaleina, ¢ = 2 g/100 ml u etanolu (tocka 3.1.).

Mobilna faza za HPLC: smjesa metanola (tocka 3.3.) i vode, npr. 980 + 20 (v + v). Tocan se omjer odreduje u
skladu s osobinama koristene kolone.

Dusik, bez kisika.
DL-a-tokoferol acetat, posebne €istoce, certificiranog djelovanja.

Osnovna otopina DL-a-tokoferol acetata: odvagne se 100 mg DL-a-tokoferol acetata (tocka 3.10.) s preciznodéu
od 0,1 mg i prenese u graduiranu tikvicu obujma 100 ml. Otopi se u etanolu (tocka 3.1.) i dopuni istim
otapalom do oznake. 1 ml ove otopine sadrzi 1 mg DL-a-tokoferol acetata. (Za UV kontrolu vidjeti tocku
5.6.1.3., za stabilizaciju vidjeti napomenu pod tockom 7.4.).

DL-a-tokoferol, posebne &istoce, certificiranog djelovanja.

Osnovna otopina DL-a-tokoferola: odvagne se 100 mg DL-a-tokoferola (tocka 3.10.) s precizno$éu od 0,1 mg i
prenese u graduiranu tikvicu obujma 100 ml. Otopi se u etanolu (tocka 3.1.) i dopuni istim otapalom do
oznake. 1 ml te otopine sadrzi 1 mg DL-a-tokoferola. (Za UV kontrolu vidjeti tocku 5.6.2.3., za stabilizaciju
napomenu pod tockom 7.4.).

2,6-di-tert-butil-4-metilfenol (BHT) (vidjeti napomenu pod tockom 7.5.).

Oprema

Vakuumski rotacijski otparivac.
Laboratorijsko posude od smedeg stakla.

Tikvice s ravnim dnom ili konusne tikvice, obujma 500 ml, s vratom od brusenog stakla.
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4.2.2.

4.2.3.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1.

5.2.

5.3.

Odmyjerne tikvice s ubrusenim Cepovima, s uskim vratom, obujma 10 ml, 25 ml, 100 ml i 500 ml.
Lijevci za odjeljivanje, konusni, obujma 1 000 ml, s ubrusenim Cepovima.
Kruskaste tikvice, obujma 250 ml, s ubruSenim cepovima.

Allihnov kondenzator, duljine omota¢a 300 mm sa spojem od brusenog stakla i nastavkom za dovodnu cijev
plina.

Nabrani filtar papir za odjeljivanje faza, promjera 185 mm (npr. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2).
Oprema za HPLC sa sustavom za ubrizgavanje.

Kolona za tekudinsku kromatografiju, 250 mm x 4 mm, C;g, veliCina Cestica punjenja 5 ili 10 pm ili jednako-
vrijedna.

UV ili fluorescencijski detektor s moguéno$éu promjene valne duljine.
Spektrofotometar s kvarcnim kivetama od 10 mm.

Vodena kupelj s magnetnom mjesalicom.

Naprava za ekstrakciju (vidjeti sliku 1.) koja se sastoji od:

Staklenog valjka obujma 1 litre s vratom od brusenog stakla i ¢epom.

Uloska od brusenog stakla s bo¢nom rucicom i prilagodljivom cijevi koja prolazi kroz srediste. Prilagodljiva
cijev ima donji dio u obliku slova U i mlaznicu na suprotnom kraju tako da se gornji sloj tekuéine u valjku
moze prenijeti u lijevak za odjeljivanje.

Postupak

Napomena: ~ Vitamin E osjetljiv je na (UV) svjetlo i oksidaciju. Svi se postupci izvode bez svjetla (u laboratorij-
skom posudu od smedeg stakla ili u staklenim posudama zatienim aluminijskom folijom) i
kisika (ispire se dusikom). Tijekom ekstrakcije zrak iznad tekudine zamijeni se dusikom (povre-
menim popustanjem Cepa izbjegava se previsoki tlak).

Priprema uzorka

Uzorak se samelje tako da prolazi kroz sito veli¢ine o¢ice 1 mm, pri ¢emu treba izbjegavati stvaranje topline.
Mljevenje se mora izvesti neposredno prije vaganja i saponifikacije, inae moZze do¢i do gubitka vitamina E.

Saponifikacija

Ovisno o udjelu vitamina E, odvagne se 2 — 25 g uzorka s preciznodéu od 0,01 g i prenese u tikvicu s ravnim
dnom ili konusnu tikvicu obujma 500 ml (to¢ka 4.2.1.). Uz stalno vrtloZenje, jedno za drugim se dodaje
130 ml etanola (tocka 3.1), priblizno 100 mg BHT-a (tocka 3.12), 2 ml otopine natrijevog askorbata
(tocka 3.5.) i 2 ml otopine natrijevog sulfida (tocka 3.6.). Na tikvicu se prikljuci kondenzator (tocka 4.3.) i
tikvica potopi u vodenu kupelj s magnetnom mjesalicom (tocka 4.7.). Zagrije se do kljucanja i 5 minuta ostavi
uz refluks. Kroz kondenzator (tocka 4.3.) se doda 25 ml otopine kalijevog hidroksida (tocka 3.4.) i ostavi uz
refluks sljede¢ih 25 minuta, uz mijesanje pod laganom strujom dusika. Zatim se kondenzator ispere s priblizno
20 ml vode, a udio tikvice ohladi na sobnu temperaturu.

Ekstrakcija

Otopina za saponifikaciju kvantitativno se prenese dekantiranjem u lijevak za odjeljivanje kapaciteta 1 000 ml
(tocka 4.2.3.) ili u napravu za ekstrakciju (tocka 4.8.), tako $to se ispere s ukupno 250 ml vode. Zatim se tikvica
za saponifikaciju ispere s 25 ml etanola (tocka 3.1.) i 100 ml laganog petroleja (tocka 3.2.) i isprane tekuéine
prenesu u lijevak za odjeljivanje ili napravu za ekstrakciju. Omjer vode i etanola u pomijeSanim otopinama
mora biti priblizno 2:1. Snazno se trese 2 minute, zatim ostavi stajati 2.

Ekstrakcija lijevkom za odjeljivanje (toc¢ka 4.2.3.)

Kad se slojevi razdvoje (vidjeti napomenu pod tockom 7.3.), sloj laganog petroleja se prenese u drugi lijevak za
odjeljivanje (tocka 4.2.3). Ekstrakcija se ponovi dvaput sa 100 ml laganog petroleja (tocka 3.2.) i dvaput s 50 ml
laganog petroleja (tocka 3.2.).
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5.4.

5.5.

5.6

5.6.1

5.6.1.1

Pomijesani ekstrakti u lijevku za odjeljivanje isperu se dvaput sa 100 ml vode, uz lagano vrtloZenje (kako bi se
sprijecio nastanak emulzija), zatim uz ponavljano protresivanjem s dodatnim obrocima od po 100 ml vode, sve
dok voda pri dodavanju otopine fenolftaleina (tocka 3.7.) ne ostane bezbojna (obicno je dovoljno Cetiri
ispiranja). Isprani se ekstrakt filtrira kroz suhi nabrani filtar za odjeljivanje faza (tocka 4.4.) u graduiranu
tikvicu obujma 500 ml (tocka 4.2.2.) kako bi se uklonila preostala voda. Lijevak za odjeljivanje i filtar se
isperu s 50 ml laganog petroleja (tocka 3.2.), dopuni se laganim petrolejem (tocka 3.2.) do oznake i dobro
promijesa.

Ekstrakcija napravom za ekstrakciju (tocka 4.8.)

Kada se slojevi razdvoje (vidjeti napomenu pod tockom 7.3.), zamijeni se ¢ep staklenog valjka (tocka 4.8.1.)
uloskom od brusenog stakla (tocka 4.8.2.), a donji dio prilagodljive cijevi u obliku slova U postavi odmah iznad
razine veznog sklopa. Tlakom koji tvori dusik u bo¢noj rucici gornji se sloj laganog petroleja prenese u lijevak
za odjeljivanje kapaciteta 1 000 ml (tocka 4.2.3.). U stakleni se valjak doda 100 ml laganog petroleja (tocka
3.2.), zacepi i dobro protrese. Priceka se do razdvajanja slojeva, te se gornji sloj prenese u lijevak za odjeljivanje
kao i prije. Postupak ekstrakcije se ponovi sa 100 ml laganog petroleja (tocka 3.2.), zatim dvaput s 50 ml
laganog petroleja (tocka 3.2.), a slojevi laganog petroleja dodaju u lijevak za odjeljivanje.

Pomijesani se ekstrakti laganog petroleja isperu, u skladu s tockom 5.3.1., zatim se nastavi u skladu s uputama
u navedenoj tocki.

Priprema otopine uzorka za HPLC

Alikvotni dio otopine laganog petroleja (iz tocke 5.3.1. ili 5.3.2.) prenese se pipetom u kruskastu tikvicu
obujma 250 ml (tocka 4.2.4.). Otapalo se otpari skoro do suhog u rotacijskom otparivacu (tocka 4.1.) pri
snizenom tlaku i temperaturi kupelji do 40 °C. Dovodenjem dusika (tocka 3.9.) uspostavi se atmosferski tlak, a
tikvica izvadi iz rotacijskog otparivaca. Preostalo se otapalo ukloni strujom dusika (tocka 3.9.), a ostatak odmah
otopi u poznatom obujmu (10 — 100 ml) metanola (tocka 3.3.) (koncentracija DL-a-tokoferola mora biti u
podru¢ju 5 p/ml do 30 p/ml).

Odredivanje putem HPLC-a

Vitamin E se razdvaja na koloni Cyg s reverznim fazama (tocka 4.5.1.), a koncentracija izmjeri fluorescencijskim
detektorom (ekscitacija: 295 nm, emisija: 330 nm) ili UV detektorom (292 nm) (tocka 4.5.2.).

Ubrizga se alikvotni dio (npr. 20 pl) otopine metanola dobivene u tocki 5.4. i eluira mobilnom fazom (tocka
3.8.). Izracuna se srednja vrijednost visina (povr$ina) vriaka za viSe ubrizgavanja iste otopine uzorka i srednje
vrijednosti visina (povr$ina) vrsaka za viSe ubrizgavanja kalibracijskih otopina (tocka 5.6.2.).

Uvjeti za HPLC

Sljededi uvjeti predlazu se kao smjernice; mogu se koristiti i drugi uvjeti ako se njima jamce jednakovrijedni
rezultati.

Kolona za tekudinsku 250 mm x 4 mm, Cyg, veliCina Cestica punjenja 5 ili 10 pm ili jednakovri-
kromatografiju (tocka 4.5.1.): jedna

Mobilna faza (tocka 3.8): Smjesa metanola (tocka 3.3) i vode, npr. 980 +20 (v + v)

Brzina protoka: 1 - 2 ml/min

Detektor (tocka 4.5.2.): Fluorescencijski detektor

(ekscitacija: 295 nm/emisija: 330 nm) ili UV detektor (292 nm)

Kalibracija (DL-a-tokoferol acetat ili DL-a-tokoferol)

Standardni DL-a-tokoferol acetat

Priprema radne standardne otopine

Pipetom se prenese 25 ml osnovne otopine DL-a-tokoferol acetata (tocka 3.10.1.) u tikvicu s ravnim dnom ili
konusnu tikvicu obujma 500 ml (tocka 4.2.1.) i hidrolizira, u skladu s tockom 5.2. Zatim se ekstrahira laganim
petrolejem (tocka 3.2.) u skladu s tockom 5.3. i laganim petrolejem dopuni do 500 ml. U rotacijskom se
otparivacu (vidjeti tocku 5.4.) otpari 25 ml tog ekstrakta gotovo do suhog, strujom dusika ukloni preostalo
otapalo (tocka 3.9.), a ostatak se ponovo otopi u 25,0 ml metanola (tocka 3.3.). Nominalna koncentracija te
otopine iznosi 45,5 pg DL-a-tokoferola na ml, §to je jednakovrijedno 50 pg DL-a-tokoferol acetata na ml.
Radna standardna otopina treba se pripremiti svjeza prije upotrebe.
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5.6.1.2.

5.6.1.3.

5.6.2.1

5.6.2.2.

5.6.2.3.

Priprema kalibracijske otopine i kalibracijske krivulje
Prenese se 1,0, 2,0, 40 i 10,0 ml radne standardne otopine u seriju graduiranih tikvica obujma 20 ml,

metanolom (tocka 3.3.) dopuni do oznake i promijesa. Nominalne koncentracije ovih otopina iznose 2,5,
5,0, 10,0 i 25,0 ug/ml DL-a-tokoferol acetata, tj. 2,28, 4,55, 9,10 i 22,8 pg/ml DL-a-tokoferola.

Vise puta se ubrizga 20 pl svake kalibracijske otopine i odrede srednje vrijednosti visina (povriina) vrsaka. Iz
srednjih se vrijednosti visina (povrsina) vrSaka pripremi kalibracijska krivulja.

UV standardizacija osnovne otopine DL-a-tokoferol acetata (tocka 3.10.1.)

Etanolom se razrijedi 5,0 ml osnovne otopine DL-a-tokoferol acetata (tocka 3.10.1.) na 25,0 ml i izmjeri UV
spektar te otopine prema etanolu (tocka 3.1.) u spektrofotometru (tocka 4.6.) izmedu 250 i 320 nm.

Maksimalna apsorpcija je na 284 nm:

El % = 43,6 na 284 nm u etanolu

Za tu se razrijedenost mora dobiti vrijednost ekstinkcije u rasponu od 0,84 do 0,88.

Standard DL-a-tokoferola

Priprema radne standardne otopine

Pipetom se prenese 2 ml osnovne otopine DL-a-tokoferola (tocka 3.11.1.) u graduiranu tikvicu obujma 50 ml,
otopi u metanolu (tocka 3.3.) i dopuni do oznake metanolom. Nominalna koncentracija ove otopine iznosi
40 pg DL-a-tokoferola na ml, to je jednakovrijedno 44,0 pg DL-a-tokoferol acetata na ml. Radna standardna
otopina mora se pripremiti svjeZa prije upotrebe.

Priprema kalibracijske otopine i kalibracijske krivulje
Prenese se 1,0, 2,0, 4,0 i 10,0 ml radne standardne otopine u seriju graduiranih tikvica obujma 20 ml,

metanolom (tocka 3.3.) dopuni do oznake i promijesa. Nominalne koncentracije ovih otopina iznose 2,0,
4,0, 8,0 i 20,0 pg/ml DL-a-tokoferola, tj. 2,20, 4,40, 8,79 i 22,0 ug/ml DL-a-tokoferol acetata.

Vise puta se ubrizga 20 pl svake kalibracijske otopine i odrede srednje vrijednosti visina (povrsina) vriaka. Iz
srednjih se vrijednosti visina (povrsina) vrSaka pripremi kalibracijska krivulja.

UV standardizacija osnovne otopine DL-a-tokoferola (to¢ka 3.11.1.)

Etanolom se razrijedi 2,0 ml osnovne otopine DL-a-tokoferola (tocka 3.11.1.) na 25,0 ml te se izmjeri UV
spektar ove otopine prema etanolu (tocka 3.1.) u spektrofotometru (tocka 4.6.) izmedu 250 i 320 nm.
Maksimalna apsorpcija je na 292 nm:

El%

1am = 75,8 na 292 nm u etanolu

Za tu se razrijedenost mora dobiti vrijednost ekstinkcije od 0,6.

Izraun rezultata

Iz srednje se vrijednosti visine (povrSine) vrSaka vitamina E iz otopine uzorka odreduje koncentracija otopine
uzorka u pg/ml (izracunana kao a-tokoferol acetat) iz kalibracijske krivulje (tocka 5.6.1.2. ili 5.6.2.2.).

Udio vitamina E (w) u mg/kg u uzorku izracunava se sljede¢om formulom:

500 x ¢ x V,
=—= k
w Vi xm  me/ke]
pri cemu je:
¢ = koncentracija vitamina E (kao a-tokoferol acetata) u otopini uzorka (tocka 5.4.) u pg/ml;
V; = obujam otopine uzorka (tocka 5.4.) u ml;
V, = obujam alikvota koriStenog u tocki 5.4., u ml;
m = masa pokusnog uzorka u gramima.
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7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

Napomene

Kod uzoraka s niskom koncentracijom vitamina E moZe biti korisno pomijesati ekstrakte laganog petroleja iz
dviju Sarzi za saponifikaciju (izvagana koli¢ina: 25 g) u jednu otopinu uzorka za odredivanje HPLC-om.

Masa uzorka za analizu ne smije sadrzavati viSe od 2 g masti.
Ako se faze ne razdvoje, doda se priblizno 10 ml etanola (tocka 3.1.) za razbijanje emulzije.

Nakon spektrofotometrijskog mjerenja otopine DL-a-tokoferol acetata ili otopine DL-a-tokoferola u skladu s
tockom 5.6.1.3. ili 5.6.2.3., doda se priblizno 10 mg BHT-a (tocka 3.12.) u otopinu (tocka 3.10.1. ili 3.10.2.), a
otopina pohrani u hladnjaku (moze se drzati najvise 4 tjedna).

Umjesto BHT-a moze se koristiti hidrokinon.

Obi¢nom faznom kolonom moze se odjjeliti a-, f-, y- i d-tokoferol.

Umjesto otopine natrijevog askorbata moze se koristiti priblizno 150 mg askorbinske kiseline.
Umjesto otopine natrijevog sulfida moze se koristiti priblizno 50 mg EDTA.

Acetat vitamina E se u bazi¢nim uvjetima vrlo brzo hidrolizira, zato je vrlo osjetljiv na oksidaciju, posebno u
prisutnosti elemenata u tragovima, poput Zeljeza i bakra. Postupak odredivanja vitamina E u premiksima s
razinama visim od 5 000 mg/kg moZe dovesti do razgradnje vitamina E. Zbog toga se za potvrdu preporuca
metoda HPLC s enzimskom razgradnjom struktura vitamina E bez alkalne saponifikacije.

Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije prijeci
15 % najviSeg rezultata.

Rezultati medulaboratorijske studije (')

emiks | O o | fomeenat | koncemrar |10 2 odojke
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
Srednja vrijednost [mg/kg] | 17 380 1187 926 315 61,3
S, [mg/kg] 384 453 25,2 13,0 23
r [mgfkg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
v, [%] 2,2 3,8 2,7 41 3,8
Sg [mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVy [%] 48 5,5 6,0 6,0 12,7

L = broj laboratorija
= broj pojedinacnih vrijednosti

. = standardna devijacija ponovljivosti

Sg = standardna devijacija obnovljivosti
r = ponovljivost
R = obnovljivost
CV, = koeficijent varijacije ponovljivosti
CVp = koeficijent varijacije obnovljivosti.

(") Studiju je provela radna skupina za sto¢nu hranu pri Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten
(VDLUFA).
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Slika 1.: Uredaj za ekstrakeiju (to¢ka 4.8.)
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5

3.6

3.7.

3.8.

C.  ODREDIVANJE ZELJEZA, BAKRA, MANGANA I CINKA U TRAGOVIMA

Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje Zeljeza, bakra, mangana i cinka u tragovima u hrani za Zivotinje.
Granice za kvantifikaciju su:

— zZeljezo (Fe): 20 mg/kg
— bakar (Cu): 10 mg/kg
— mangan (Mn): 20 mg/kg

— cink (Zn): 20 mg/kg.

Nacelo

Nakon razgradnje eventualno prisutnih organskih tvari uzorak se otopi u klorovodi¢noj kiselini. Nakon primje-
renog razrjedivanja, atomskom se apsorpcijskom spektrometrijom odreduju elementi Zeljezo, bakar, mangan i
cink.

Reagensi

Uvodne napomene

Za pripremanje reagensa i otopina za analizu koristi se voda bez kationa koje treba odrediti, dobivena
dvostrukim destiliranjem vode u destilatoru od borosilikatnog ili kvarcnog stakla ili dvostrukom obradom
ionsko-izmjenjivackom smolom.

Reagensi moraju biti najmanje analiticke ¢istoce. Odsutnost elementa koji se odreduje provjerava se slijepom
probom. Prema potrebi se reagensi moraju dodatno progistiti.

Umjesto dolje navedenih standardnih otopina mogu se koristiti komercijalne standardne otopine pod uvjetom
da imaju jamstvo i da se prije upotrebe provjere.

Klorovodicna kiselina (d: 1,19 g/ml).
Klorovodic¢na kiselina (6 mol/l).
Klorovodi¢na kiselina (0,5 molfl).

Fluoridna kiselina 38 — 40 % (v/v) sa sadrzajem Zeljeza (Fe) manjim od 1 mg/l i ostatkom nakon otparivanja
manjim od 10 mg/l (u obliku sulfata).

Sumporna kiselina (g: 1,84 g/ml).
Vodikov peroksid (priblizno 100 volumnih dijelova kisika (30 % po masi)).

Standardna otopina Zeljeza (1 000 pg Fe/ml), pripravljena na sljede¢i nacin ili jednakovrijedna komercijalno
dostupna otopina: otopi se 1 g Zeljezne Zice u 200 ml klorovodi¢ne kiseline 6 mol/l (tocka 3.2.), doda 16 ml
vodikovog peroksida (tocka 3.6.) i dopuni vodom do 1 litre.

Radna standardna otopina Zeljeza (100 pg Fe/ml), pripravljena razrjedivanjem 1 dijela standardne otopine (tocka
3.7.) s 9 dijelova vode.

Standardna otopina bakra (1 000 pg Cu/ml), pripravljena na sljedeéi nacin ili jednakovrijedna komercijalno
dostupna otopina:

— otopi se 1g bakra u prahu u 25 ml klorovodicne kiseline 6 mol/l (tocka 3.2)), doda 5 ml vodikovog
peroksida (tocka 3.6.) i dopuni vodom do 1 litre.
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3.9.

3.10.

3.10.1.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.1.1.

5.1.1.1.

Radna standardna otopina bakra (10 pg Cu/ml), pripravljena razrjedivanjem 1 dijela standardne otopine
(tocka 3.8.) s 9 dijelova vode, zatim razrjedivanjem 1 dijela te otopine s 9 dijelova vode.

Standardna otopina mangana (1 000 pg Mn/ml), pripravljena na sljedeci nacin ili jednakovrijedna komercijalno
dostupna otopina:

— otopi se 1 g mangana u prahu u 25 ml klorovodicne kiseline 6 mol/l (tocka 3.2.) i dopuni vodom do 1 litre.

Radna standardna otopina mangana (10 pg Mn/ml), pripravljena razrjedivanjem 1 dijela standardne otopine
(tocka 3.9.) s 9 dijelova vode, zatim razrjedivanjem 1 dijela te otopine s 9 dijelova vode.

Standardna otopina cinka (1 000 pg Zn/ml), pripravljena na sljedeéi nacin ili jednakovrijedna komercijalno
dostupna otopina:

— otopi se 1g cinka u obliku folije ili listica u 25 ml klorovodi¢ne kiseline 6 mol/l (tocka 3.2.) i dopuni
vodom do 1 litre.

Radna standardna otopina cinka (10 pg Zn/ml), pripravljena razrjedivanjem 1 dijela standardne otopine (tocka
3.10.) s 9 dijelova vode, zatim razrjedivanjem 1 dijela te otopine s 9 dijelova vode.

Otopina lantanovoga klorida: otopi se 12 g lantanovog oksida u 150 ml vode, doda se 100 ml klorovodi¢ne
kiseline 6 mol/l (tocka 3.2.) i dopuni vodom do 1 litre.

Oprema

Mufolna peé s regulacijom temperature i po mogucnosti zapisivacem.

Stakleni dijelovi moraju biti od otpornog borosilikata, a preporuca se upotreba opreme koja je namijenjena
isklju¢ivo odredivanju elemenata u tragovima.

Atomski apsorpcijski spektrofotometar koji ispunjava zahtjeve metode glede osjetljivosti i tocnosti u potrebnom
podrugju.

Postupak (')

Uzorci koji sadrze organske tvari

Spaljivanje i priprema otopine za analizu(?)

Odvagne se 5 — 10 g uzorka s preciznoséu od 0,2 mg i prenese u lonci¢ za spaljivanje od kvarcnog stakla ili
platine (vidjeti napomenu pod tockom (b)), osusi u susilu na 105 °C i postavi u hladnu mufolnu pe¢ (tocka
4.1.). Pec se zatvori (vidjeti napomenu pod tockom (c)), a temperatura se tijekom 90 minuta postupno digne na
450 — 475°C. Ta se temperatura zadrzi 4 — 16 sati (npr. tijekom no¢i) kako bi se uklonile ugljicne tvari, a
zatim se pec otvori i ohladi (vidjeti napomenu pod tockom (d)).

Pepeo se navlazi vodom i prenese u ¢asu obujma 250 ml. Lonci¢ se ispere s ukupno priblizno 5 ml klorovo-
di¢ne kiseline (tocka 3.1.), a udio se polako i oprezno prenese u ¢asu (moze do¢i do burne reakcije zbog tvorbe
CO,). U kapljicama se dodaje klorovodi¢na kiselina (tocka 3.1.), uz stalno mijeSanje dok ne prestane pjenjenje.
Otpari se do suhog, uz povremeno mijesanje staklenim $tapicem.

(") Mogu se koristiti i druge metode za mineralizaciju ako dokazano jamce usporedive rezultate (poput, primjerice, mikrovalne minera-

lizacije pod tlakom).

(®) U zelenoj se krmi (svjezoj ili osusenoj) mogu naci velike kolicine kvarca biljnog podrijetla koji moze sadrzavati elemente u tragovima
koje treba ukloniti. Kod uzoraka takve stocne hrane treba provesti sljedeci izmijenjeni postupak. Provode se postupci iz tocke 5.1.1.1.
sve do filtracije. Filtarski se papir koji sadrzi netopljiv ostatak dvaput ispere vrelom vodom i prenese u lon¢i¢ za spaljivanje od kvarcnog
stakla ili platine. Spali se u mufolnoj pe¢i (tocka 4.1.) na temperaturi nizoj od 550 °C do potpunog nestanka svih uglji¢nih tvari. Ostavi
se da se ohladi, doda se nekoliko kapi vode i 10 — 15 ml fluoridne kiseline (tocka 3.4.), zatim se otpari do suhog na otprilike 150 °C.
Ako se u ostatku i dalje nalazi kvarcni pijesak, ponovno se otopi u nekoliko mililitara fluoridne kiseline (tocka 3.4.) i otpari do suhog.
Doda se pet kapljica sumporne kiseline (tocka 3.5.) i grije dok ne prestane izlaziti bijeli dim. Nakon dodavanja 5 ml klorovodi¢ne
kiseline 6 mol/l (tocka 3.2.) i oko 30 ml vode, zagrije se i otopina filtrira u graduiranu tikvicu obujma 250 ml te dopuni vodom do
oznake (koncentracija HCl oko 0,5 mol[l). Nastavi se s utvrdivanjem u skladu s tockom 5.1.2.
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5.1.1.2.

5.1.2.1.

Zatim se u ostatak doda 15 ml klorovodicne kiseline 6 mol/l (tocka 3.2.) i priblizno 120 ml vode. Promijesa se
staklenim S$tapiem, koji se ostavi u Casi, a ¢asa se pokrije satnim staklom. Polako se zagrijava do kljucanja i
ostavi kljucati do potpunog otapanja pepela. Filtrira se kroz filtar koji ne sadrzi pepeo i prikupi u odmjernoj
tikvici obujma 250 ml. Casa i filtar se isperu s 5 ml vruée klorovodicne kiseline 6 molfl (tocka 3.2.) i dvaput
vrelom vodom. Odmjerna se tikvica napuni vodom do oznake (koncentracija HCl priblizno 0,5 mol/l).

Ako ostatak na filtru izgleda crn (ugljik), ponovo se stavi u pe¢ i spali na 450 — 475 °C. To je spaljivanje, za
koje treba samo nekoliko sati (priblizno 3 — 5 sati), gotovo kada pepeo postane bijel ili gotovo bijel. Ostatak se
otopi s priblizno 2 ml klorovodicne kiseline (tocka 3.1.), otpari se do suhog i doda 5 ml klorovodi¢ne kiseline 6
mol/l (tocka 3.2.). Zagrije se, otopina se filtrira u graduiranu tikvicu i dopuni vodom do oznake (koncentracija
HCl priblizno 0,5 mol/l).

Napomene:

(a) Pri odredivanju elemenata u tragovima vazno je biti na oprezu zbog opasnosti od onecis¢enja, posebno
cinkom, bakrom i Zeljezom. Zbog toga oprema koja se koristi za pripremu uzoraka ne smije sadrzavati
navedene kovine.

Kako bi se smanjio opéi rizik od oneci§éenja treba raditi u atmosferi bez prasine s potpuno cistom
opremom i temeljito opranim staklenim posudem. Odredivanje cinka posebno je osjetljivo na vise vrsta
onecisCenja, npr. staklenim posudem, reagensima, prasinom itd.

(b) Masa uzorka koji se spaljuje izracunava se iz pribliznog udjela elementa u tragovima u hrani za Zivotinje s
obzirom na osjetljivost koriStenog spektrofotometra. Kod nekih vrsta hrane za Zivotinje s niskim sadr-
Zajem elemenata u tragovima trebat ¢e mozda zapoceti s 10 — 20 g uzorka i kona¢nu otopinu dopuniti do
samo 100 ml.

(c) Spaljivanje se mora izvesti u zatvorenoj peci bez upuhivanja zraka ili kisika.

(d) Temperatura na pirometru ne smije prije¢i 475 °C.

Odredivanje spektrofotometrijom

Priprema kalibracijske otopine

Za svaki element koji se odreduje pripremi se serija kalibracijskih otopina iz standardnih radnih otopina iz
tocaka 3.7.1., 3.8.1, 3.9.1. i 3.10.1,, pri cemu koncentracija HCl u svakoj iznosi priblizno 0,5 mol/l (i (kod
Zeljeza, mangana i cinka) koncentracija lantanovog klorida koja odgovara 0,1 % La (m/v)).

Odabrane koncentracije elemenata u tragovima moraju biti unutar podrudja osjetljivosti koristenog spektrofo-
tometra. U donjim se tablicama kao primjer navode sastavi tipi¢nih podrucja kalibracijskih otopina; medutim,
ovisno o vrsti i osjetljivosti koristenog spektrofotometra mozda e trebati odabrati drukcije koncentracije.

Zeljezo
pg Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml radne standardne otopine (tocka 3.7.1.) 0 0,5 1 2 3 4 5
(I ml = 100 pg Fe)
ml HCl (tocka 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+10 ml otopine lantanovog klorida (tocka 3.11.) i dopuniti vodom do 100 ml

Bakar
pg Cufml 0 0,1 0,2 04 | 06 | 08 1,0
ml radne standardne otopine (tocka 3.8.1.) 0 1 2 4 6 8 10

(I ml = 10 pg Cu)
ml HCl (tocka 3.2.) 8 8 8 8 8 8 8
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5.1.2.2.

5.1.2.3.

5.1.2.4.

5.2.

Mangan
pg Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml radne standardne otopine (tocka 3.9.1) 0 1 2 4 6 8 10
(Iml = 10 pg Mn)
ml HCl (tocka 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml otopine lantanovog klorida (tocka 3.11) i dopuniti vodom do 100 ml

Cink
ng Zn[ml 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
ml radne standardne otopine (tocka 0 0,5 1 2 4 6 8
3.10.1.) (1 ml = 10 pg Zn)
ml HCl (tocka 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml otopine lantanovog klorida (tocka 3.11.) i dopuniti vodom do 100 ml

Priprema otopine za analizu

Za odredivanje bakra, otopina pripravljena u skladu s tockom 5.1.1. obi¢no se moze koristiti izravno. Ako je
koncentraciju potrebno prilagoditi tako da bude u podru¢ju kalibracijskih otopina, pipetom se prenese alikvotni
dio u graduiranu tikvicu obujma 100 ml i dopuni do oznake klorovodi¢nom kiselinom 0,5 mol/l (tocka 3.3.).

Za odredivanje Zeljeza, mangana i cinka, pipetom se u graduiranu tikvicu obujma 100 ml prenese alikvotni dio
otopine pripravljene u skladu s tockom 5.1.1., doda 10 ml otopine lantanovog klorida (tocka 3.11.) i dopuni do
oznake klorovodi¢nom kiselinom 0,5 mol/l (tocka 3.3.) (vidjeti takoder tocku 8. ,Napomena”).

Slijepa proba

Slijepa proba mora obuhvacati sve propisane korake postupka, osim 3to se izostavlja uzorak. Kao otopina za
slijepu probu ne smije se koristiti kalibracijska otopina ,0".

Mjerenje atomske apsorpcije

Oksidacijskim plamenom zrak-acetilen, izmjeri se atomska apsorpcija kalibracijskih otopina i otopine koju treba
analizirati, na sljede¢im valnim duljinama:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm

Mn: 279,5 nm

Zn: 213,8 nm

Svako se mjerenje izvodi Cetiri puta.

Mineralna hrana za Zivotinje

Ako uzorak ne sadrzi organske tvari, nije potrebno prethodno spaljivanje. Nastavlja se kako je opisano u tocki
5.1.1.1. pocevsi od drugog stavka. MoZe se izostaviti otparivanje u prisutnosti fluoridne kiseline.

Izra¢un rezultata

Koncentracija elementa u tragovima u otopini koja se analizira izraCuna se iz kalibracijske krivulje, a rezultat se
iskazuje u miligramima elementa u tragovima na kilogram uzorka (ppm).
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja koje na istom uzorku izvodi isti analiticar ne
smije prijeci:

— 5 mgfkg apsolutne vrijednosti za udio doti¢nog elementa u tragovima do 50 mg/kg,
— 10 % viSeg rezultata za udio doti¢nog elementa u tragovima od 50 — 100 mg/kg,
— 10 mg/kg apsolutne vrijednosti za udio doti¢nog elementa u tragovima od 100 — 200 mg/kg,

— 5% viSeg rezultata za udio doti¢nog elementa u tragovima iznad 200 mg/kg.

Napomena
Prisutnost velike koli¢ine fosfata moze ometati postupak odredivanje Zeljeza, mangana i cinka. Takve se smetnje
moraju korigirati dodavanjem otopine lantanovog klorida (tocka 3.11.). Ako je, medutim, maseni omjer u

uzorku (Ca + Mg[P) > 2, moze se izostaviti dodavanje otopine lantanovog klorida (tocka 3.11.) u otopinu za
analizu i u kalibracijsku otopinu.

D. ODREDIVANJE HALOFUGINONA
DL-trans-7-brom-6-klor-3-[ 3-(3-hidroksi-2-piperidil)acetonil ]-kinazolin-4-(3H)-on hidrobromid

Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje razine halofuginona u hrani za Zivotinje. Granica kvantifikacije je
1 mg/kg.

Nacelo

Nakon obrade vru¢om vodom halofuginon se ekstrahira u obliku slobodne baze u etil acetatu, zatim razdvoji
kao hidroklorid u vodenoj otopini kiseline. Ekstrakt se procisti ionsko-izmjenjivackom kromatografijom. Udio

halofuginona odreduje se tekué¢inskom kromatografijom visoke ucinkovitosti (HPLC) reverznih faza uz upotrebu
UV detektora.

Reagensi

Acetonitril, za HPLC.
Smola Amberlite XAD-2.
Amonijev acetat.

Etil acetat.

Ledena octena kiselina.

Standardna tvar halofuginon (DL-trans-7-brom-6-klor-3-[3-hidroksi-2-piperidil) acetonil]-kinazolin-4-(3H)-on
hidrobromid, E 764).

Osnovna standardna otopina halofuginona, 100 pg/ml

Odvagne se 50 mg halofuginona (tocka 3.6.) s preciznoséu od 0,1 mg i prenese u graduiranu tikvicu obujma
500 ml, otopi u puferskoj otopini amonijevog acetata (tocka 3.18.), dopuni puferskom otopinom do oznake i
promijesa. Ta je otopina stabilna tri tjedna na na temperaturi od 5 °C ako se pohrani u tamnom prostoru.

Kalibracijske otopine

U seriju graduiranih tikvica obujma 100 ml prenese se 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 i 6,0 ml osnovne standardne otopine
(tocka 3.6.1.). Dopuni se do oznake mobilnom fazom (tocka 3.21.) i promijesa. U tim otopinama koncentracija
halofuginona iznosi 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 i 6,0 pg/ml. Ove se otopine moraju pripremiti svjeze prije uporabe.
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3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

Klorovodicna kiselina (p,q priblizno 1,16 g/ml).

Metanol.

Srebrov nitrat.

Natrijev askorbat.

Natrijev karbonat.

Natrijev klorid.

EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina, dinatrijeva sol).

Voda, za HPLC.

Otopina natrijevog karbonata, ¢ = 10 g/100 ml.

Otopina natrijevog karbonata zasi¢ena natrijevim kloridom, ¢ = 5 g/100 ml.

U vodi se otopi 50 g natrijevog karbonata (toc¢ka 3.11.), razrijedi do 1 litre, zatim se dodaje natrijev klorid
(tocka 3.12.) do zasiCenja otopine.

Klorovodi¢na kiselina, priblizno 0,1 mol/l.
Vodom se razrijedi 10 ml HCl (tocka 3.7.) do 1 litre.
Puferska otopina amonijevog acetata, priblizno 0,25 mol/l.

U vodi (tocka 3.14) se otopi 19,3 g amonijevog acetata (tocka 3.3.) i 30 ml octene kiseline (tocka 3.5.) i
razrijedi do 1 litre.

Priprema smole Amberlite XAD-2.

Vodom se ispere primjerena koli¢ina Amberlita (tocka 3.2.) dok se ne uklone svi kloridni ioni, 3to se pokazuje
pokusom sa srebrovim nitratom (tocka 3.20.) u odbacenoj vodenoj fazi. Zatim se smola ispere s 50 ml
metanola (tocka 3.8.), metanol se odbaci, a smola pohrani u svjezem metanolu.

Otopina srebrovog nitrata, priblizno 0,1 mol/l.
Otopi se 0,17 g srebrovog nitrata (tocka 3.9.) u 10 ml vode.
Mobilna faza HPLC-a.

Pomijesa se 500 ml acetonitrila (tocka 3.1.) s 300 ml puferske otopine amonijevog acetata (tocka 3.18.) i
1200 ml vode (tocka 3.14.). Octenom kiselinom (tocka 3.5.) se vrijednost pH podesi na 4,3. Filtrira se kroz
filtar 0,22 pm (tocka 4.8.), otopina se otplini (npr. 10 minuta u ultrazvu¢noj kupelji). Ta je otopina stabilna
mjesec dana ako se drzi u zatvorenoj posudi u tamnom prostoru.

Oprema

Ultrazvucna kupelj

Rotacijski otpariva¢

Centrifuga

HPLC oprema s ultraljubicastim detektorom s moguénoséu promjene valne duljine ili detektorom s nizom
dioda

Kolona za tekuéinsku kromatografiju, 300 mm x 4 mm, Cyg, veli¢ina Cestica punjenja 10 pm ili jednakovrijedna
kolona

Staklena kolona (300 mm x 10 mm) s filtrom od sinteriranog stakla i pipcem

Filtri od staklenih vlakana, promjera 150 mm
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4.7.

4.8.

5.1.

5.2.

5.3.

Membranski filtri, 0,45 pm

Membranski filtri, 0,22 pm

Postupak

Napomena:  Halofuginon kao slobodna baza je nestabilan u bazi¢nim i etil-acetatnim otopinama. Ne smije se
ostaviti u etil acetatu dulje od 30 minuta.

Opdenito

Analizom slijepe probe hrane za Zivotinje treba potvrditi da nisu prisutni niti halofuginon niti interferentne
tvari.

Test iskoriStenja izvodi se analizom slijepe probe hrane za Zivotinje kojoj se doda kolic¢ina halofuginona sli¢na
koli¢ini u uzorku. Za dobivanje koncentracije 3 mg/kg u 10 g slijepe probe hrane za Zivotinje doda se 300 pl
osnovne standardne otopine (tocka 3.6.1.), promijesa i priceka 10 minuta prije pocetka postupka ekstrakcije
(tocka 5.2.).

Napomena: U provedbi ove metode slijepa proba hrane za Zivotinje treba biti slicna uzorku, a analizom se
mora potvrditi odsutnost halofuginona.

Ekstrakcija

Odvagne se 10 g pripravljenog uzorka s preciznod¢u od 0,1 g i prenese u epruvetu za centrifugiranje obujma
200 ml, doda se 0,5 g natrijevog askorbata (tocka 3.10.), 0,5 ¢ EDTA (tocka 3.13.) i 20 ml vode i promijesa.
Epruveta se 5 minuta drzi u vodenoj kupelji (80 °C). Nakon hladenja na sobnu temperaturu doda se 20 ml
otopine natrijevog karbonata (tocka 3.15.) i promijesa. Odmah se doda 100 ml etilacetata (tocka 3.4.) i 15
sekundi snazno protrese rukom. Zatim se epruveta 3 minute drzi u ultrazvu¢noj kupelji (tocka 4.1.) i otpusti
slavina. Centrifugira se 2 minute, te se faza ctilacetata dekantira kroz filtar od staklenih vlakana (tocka 4.6.) u
lijevak za odjeljivanje obujma 500 ml. Ponovi se ekstrakcija uzorka s dodatnih 100 ml etilacetata. Pomijesani se
ekstrakti ispiru 1 minutu s 50 ml otopine natrijevog karbonata zasiene natrijevim kloridom (tocka 3.16.), a
vodeni se sloj odbaci.

Organski se sloj ekstrahira 1 minutu s 50 ml klorovodi¢ne kiseline (tocka 3.17.). Donji se kiselinski sloj prenese
u lijevak za odjeljivanje obujma 250 ml. Organski se sloj ponovo ekstrahira 1,5 minutu s dodatnih 50 ml
klorovodicne kiseline i pomijesa s prvim ekstraktom. Pomijesani se kiselinski ekstrakti priblizno 10 sekunda
ispiru protresivanjem s 10 ml etilacetata (tocka 3.4.).

Vodeni se sloj kvantitativno prenese u tikvicu s okruglim dnom obujma 250 ml, a organska faza se odbaci. Iz
kisele se otopine u rotacijskom otparivacu (tocka 4.2.) otpari sav preostali etilacetat. Temperatura vodene
kupelji ne smije prije¢i 40 °C. Pod vakuumom na priblizno 25 milibara, odstrani se sav preostali etilacetat u
5 minuta na 38 °C.

Prociséivanje

Priprema kolone s Amberlitom

Pripremi se kolona XAD-2 za svaki ekstrakt uzorka. Metanolom (tocka 3.8.) se prenese 10 g pripravljenog
Amberlita (tocka 3.19.) u staklenu kolonu (tocka 4.5.). Na vrh posteljice od smole postavi se tampon od
staklene vune. Metanol se ispusti iz kolone, a smola ispere sa 100 ml vode tako da se dotok vode zaustavi kada
tekuéina dosegne vrh posteljice od smole. Prije upotrebe kolona se ostavi 10 minuta kako bi se uravnotezila.
Kolona se nikad ne smije isusiti.

Ciscenje uzorka

Ekstrakt (tocka 5.2.) se kvantitativno prenese na vrh pripravljene kolone s Amberlitom (tocka 5.3.1.) i eluira, a
eluat se odbaci. Brzina eluiranja ne smije biti vea od 20 ml/min. Tikvica s okruglim dnom se ispere s 20 ml
klorovodi¢ne kiseline (tocka 3.17.), a udio iskoristi za ispiranje kolone sa smolom. Preostala se kiselinska
otopina ukloni propuhivanjem zraka. Odbaci se tekuéina od ispiranja. U kolonu se doda 100 ml metanola
(tocka 3.8.), 5 — 10 ml se eluira, a eluat se prikupi u tikvicu s okruglim dnom obujma 250 ml. Preostali se
metanol ostavi 10 minuta kako bi se uravnotezio sa smolom te se nastavi eluiranje brzinom koja ne prelazi
20 ml/min, a eluat se prikuplja u istoj tikvici s okruglim dnom. Metanol se otpari na rotacijskom otparivacu
(tocka 4.2.), pri ¢emu temperatura vodene kupelji ne smije prije¢i 40 °C. Ostatak se upotrebom mobilne faze
(tocka 3.21.) kvantitativno prenese u graduiranu tikvicu obujma 10 ml. Dopuni se mobilnom fazom do oznake
i promijesa. Alikvot se filtrira kroz membranski filtar (tocka 4.7.). Ta se otopina pohrani za odredivanje putem
HPLC-a (tocka 5.4.).
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

7.1.

Odredivanje putem HPLC-a

Parametri

Sljededi se uvjeti predlazu kao smjernice; mogu se koristiti i drugi uvjeti ako se njima jamée jednakovrijedni
rezultati.

Kolona za tekudinsku kromatografiju (tocka 4.4.1.)

Mobilna faza HPLC-a (tocka 3.21.)

Brzina protoka: 1,5 — 2 ml/min

Valna duljina detekcije: 243 nm

Volumen za ubrizgavanje: 40 do 100 pl

Provjeri se stabilnost kromatografskog sustava viSekratnim ubrizgavanjem kalibracijske otopine (tocka 3.6.2)
koncentracije 3,0 pg/ml, sve dok se ne dobiju konstantne visine (ili povrine) vrSaka i konstantna vremena
retencije.

Kalibracijska krivulja
Svaka se kalibracijska otopina (tocka 3.6.2.) ubrizga viSe puta i za svaku se koncentraciju izmjere srednje

vrijednosti visina (povrina) vrsaka. Kalibracijska krivulja se pripremi tako da se na ordinatu nanose srednje
vrijednosti visina ili povr$ina vr3aka kalibracijskih otopina, a na apscisu odgovarajuée koncentracije u pg/ml.

Otopina uzorka

Vise puta se ubrizga ekstrakt uzorka (tocka 5.3.2.), pri ¢emu se koriste jednaki volumeni kao za kalibracijsku
otopinu, a zatim se odredi srednja vrijednost visina (povriina) vrSaka halofuginona.

Izra¢un rezultata

Koncentracija otopine uzorka u pg/ml odreduje se iz srednjih vrijednosti visina (povrsina) vriaka halofuginona u
otopini uzorka iz kalibracijske krivulje (tocka 5.4.2.).

Udio halofuginona (w) (mg/kg) u uzorku izracunava se sljedeom formulom:

c x 10
 0m
pri cemu je:
¢ = koncentracija halofuginona u otopini uzorka u pg/ml,
m = masa pokusnog uzorka u gramima.

Vrednovanje rezultata

Identifikacija

Identifikacija analita moZze se potvrditi ko-kromatografijom ili upotrebom detektora s nizom dioda kojim se
usporeduje spektar ekstrakta uzorka i spektar kalibracijske otopine (tocka 3.6.2.) koncentracije 6,0 pg/ml.

Ko-kromatografija

U ekstrakt uzorka doda se primjerena kolic¢ina kalibracijske otopine (tocka 3.6.2.). Koli¢ina dodanog halofugi-
nona mora biti sli¢na procijenjenoj koli¢ini halofuginona u ekstraktu uzorka.

Dopusteno je povecanje samo visine vrska halofuginona uzimajuéi u obzir dodane koli¢ine i razrjedenje
ekstrakta. Sirina vrska na polovici maksimalne visine mora biti unutar * 10 % pocetne $irine.
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7.1.2.

7.2.

7.3.

Detektor s nizom dioda

Rezultati se ocjenjuju u skladu sa sljede¢im mjerilima:

(@  valne duljine maksimalne apsorpcije spektra uzorka i spektra standarda, zabiljeZene na najviSoj tocki
vrSaka kromatograma, moraju biti jednake unutar granice odredene razlucivoséu sustava za detekciju.
Kod detektora s nizom dioda ta se vrijednost obi¢no nalazi unutar * 2 nm;

(b)  izmedu 225 i 300 nm, spektar uzorka i spektar standarda, zabiljeZeni na najvisoj tocki kromatograma, ne
smiju se razlikovati za dijelove spektra unutar podrucja 10 — 100 % relativne apsorbance. To je mjerilo
ispunjeno kada su prisutne jednake najvise vrijednosti i kada odstupanje izmedu dva spektra ni na jednoj
tocki ne prelazi 15 % apsorbance standardnog analita;

() izmedu 225 i 300 nm, spektri krivulje rasta, najvise tocke vrska i krivulje pada dobiveni iz ekstrakta
uzorka, ne smiju se medusobno razlikovati za dijelove spektra unutar podru¢ja 10 — 100 % relativne
apsorbance. To je mjerilo ispunjeno kada su prisutne jednake najviSe vrijednosti i kada odstupanje
izmedu dva spektra ni na jednoj tocki ne prelazi 15 % apsorbance spektra najvise tocke.

Ako nije ispunjeno jedno od navedenih mjerila, prisutnost analita nije potvrdena.

Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije prijeci
0,5 mg/kg za udio halofuginona do 3 mg/kg.

Iskoristenje

Za obogaceni slijepi uzorak hrane za Zivotinje iskoriStenje mora iznositi najmanje 80 %.

Rezultati medulaboratorijske studije

Provedena je medulaboratorijska studija (') u kojoj se u osam laboratorija analiziralo tri uzorka.

Rezultati

Uzorak A
(slijepi) Uzorak B (brasno) Uzorak C (pelete)
kod prijama

Kod prijama |Nakon 2 mjeseca| Kod prijama |Nakon 2 mjeseca
Srednja vrijednost [mg/kg] ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sk [mgkg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVy [%] — 16 18 14 17
Rec. [%] 86 74 88 75
ND = nije pronadeno
Sg = standardna devijacija obnovljivosti

CVy = koeficijent varijacije obnovljivosti (%)
Rec. = iskoristenje (%).

E. ODREDIVANJE ROBENIDINA

1,3-bis [(4-klorbenziliden)amino]gvanidin — hidroklorid

Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje razine robenidina u hrani za Zivotinje. Granica kvantifikacije je
5 mg/kg.

(") The Analyst 108, 1983., str. 1 252. - 1 256.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Nacelo

Uzorak se ekstrahira zakiseljenim metanolom. Ekstrakt se osusi i alikvotni dio procisti na koloni aluminijevog
oksida. Robenidin se eluira metanolom iz kolone, koncentrira i dopuni mobilnom fazom do prikladnog
obujma. Udio robenidina se odreduje tekucinskom kromatografijom visoke u¢inkovitosti (HPLC) s reverznim
fazama uz upotrebu UV detektora.

Reagensi

Metanol.
Zakiseljeni metanol.

U graduiranu tikvicu obujma 500 ml prenese se 4,0 ml klorovodi¢ne kiseline (pyo = 1,18 g/ml), dopuni
metanolom (tocka 3.1.) do oznake i promijesa. Ta se otopina mora pripremiti svjeza prije uporabe.

Acetonitril, za HPLC.
Molekularno sito.

Tip 3A, o¢ice mreze od 8 do 12 (oCice promjera 1,6 — 2,5 mm, kristalni aluminijev silikat, promjer pora
0,3 mm).

Aluminijev oksid kiselinske aktivnosti I stupnja, za kolonsku kromatografiju.

U prikladnu se posudu prenese 100 g aluminijevog oksida i doda 2,0 ml vode. Zacepi se i trese priblizno 20
minuta. DrZi se u ¢vrsto zatvorenoj posudi.

Otopina kalijevog dihidrogenfosfata, ¢ = 0,025 mol/l.

U vodi se otopi 3,40 g kalijevog dihidrogenfosfata (za HPLC) u odmjernoj tikvici obujma 1 000 ml, dopuni do
oznake i promijesa.

Otopina dinatrijevog hidrogenfosfata, ¢ = 0,025 mol/l.

U vodi se otopi 3,55 g bezvodnog dinatrijevog hidrogenfosfata (ili 4,45 g dihidrata ili 8,95 g dodekahidrata) (za
HPLC) u odmjernoj tikvici obujma 1 000 ml, dopuni do oznake i promijesa.

Mobilna faza HPLC-a.

Pomijesaju se sljede¢i reagensi:

650 ml acetonitrila (tocka 3.3.),

250 ml vode (za HPLC),

50 ml otopine kalijevog dihidrogenfosfata (tocka 3.6.),

50 ml otopine dinatrijevog hidrogenfosfata (tocka 3.7.).

Filtrira se kroz filtar 0,22 pm (tocka 4.6.), otopina se zatim otplini (npr. 10 minuta u ultrazvuénoj kupelji).
Standardna tvar.

Cisti robenidin: 1,3-bis[4-klorbenziliden)amino]gvanidin — hidroklorid.

Osnovna standardna otopina robenidina: 300 pg/ml.

Odvagne se 30 mg standardnog robenidina (tocka 3.9.) s preciznos¢u od 0,1 mg. Otopi se u zakiseljenom
metanolu (tocka 3.2.) u odmjernoj tikvici obujma 100 ml, dopuni istim otapalom do oznake i promijesa.
Tikvica se omota aluminijskom folijom i pohrani na tamno mjesto.
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3.9.2.

3.9.3.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

4.7.

5.2.

Intermedijarna standardna otopina robenidina: 12 pg/ml

U graduiranu tikvicu obujma 250 ml prenese se 10,0 ml osnovne standardne otopine robenidina (tocka 3.9.1.),
dopuni mobilnom fazom (tocka 3.8.) do oznake i promijesa. Tikvica se omota aluminijskom folijom i pohrani
na tamno mjesto.

Kalibracijske otopine

U seriju graduiranih tikvica obujma 50 ml prenese se 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 i 25,0 ml intermedijarne standardne
otopine (tocka 3.9.2.). Dopuni se mobilnom fazom (tocka 3.8.) do oznake i promijesa. Te otopine odgovaraju
koncentracijama robenidina od 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 i 6,0 pg/ml. Te se otopine moraju pripremiti svjeZe prije
uporabe.

Voda za HPLC.

Oprema

Staklena kolona.

Od smedeg stakla, s pipcem i spremnikom obujma priblizno 150 ml, unutarnjeg promjera 10 — 15 mm, duzine
250 mm

Mehanicka tresilica ili magnetska mjesalica.
Tankoslojni rotacijski otparivac.

Oprema za HPLC s ultraljubicastim detektorom s moguéno$¢u promjene valne duljine ili detektorom s nizom
dioda s radnim podru¢jem od 250 — 400 nm.

Kolona za tekuéinsku kromatografiju: 300 mm x 4 mm, Cyg, s veli¢inom Cestica punjenja 10 pm ili jednako-
vrijednim.

Filtar papir od staklenih vlakana (Whatman GF/A ili jednakovrijedan).
Membranski filtri, 0,22 pm.

Membranski filtri, 0,45 pm.

Postupak

Napomena: ~ Robenidin je osjetljiv na svjetlo. U svim se postupcima mora koristiti posude od smedeg stakla.

OpCenito

Analizom slijepe probe hrane za Zivotinje treba potvrditi da nije prisutan niti robenidin niti interferentne tvari.

Test iskoriStenja izvodi se analizom slijepe probe hrane za Zivotinje (tocka 5.1.1.) kojoj se doda koli¢ina
robenidina sli¢na koli¢ini u uzorku. Za dobivanje koncentracije 60 mg/kg prenese se 3,0 ml osnovne stan-
dardne otopine (tocka 3.9.1.) u konusnu tikvicu obujma 250 ml. Otopina se otpari u struji dusika do priblizno
0,5 ml. Doda se 15 g slijepe probe hrane za Zivotinje, promijesa, ostavi 10 minuta i nastavi s ekstrakcijom
(tocka 5.2.).

Napomena: U provedbi ove metode slijepa proba hrane za Zivotinje mora biti sli¢na uzorku, a analizom se
mora potvrditi odsutnost robenidina.

Ekstrakcija

Odvagne se priblizno 15 g uzorka s precizno$éu od 0,01 g. Prenese se u konusnu tikvicu obujma 250 ml, doda
100,0 ml zakiseljenog metanola (tocka 3.2.), zacepi i trese jedan sat u tresilici (tocka 4.2.). Otopina se filtrira
kroz filtar papir od staklenih vlakana (tocka 4.5.) u koni¢nu tikvicu obujma 150 ml. Doda se 7,5 g moleku-
larnog sita (tocka 3.4.), zaCepi i trese pet minuta. Odmah se filtrira kroz filtar papir od staklenih vlakana. Ova se
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5.3.

5.4.

5.4.1

5.4.2.

5.4.3.

Prociscivanje

Priprema kolone s aluminijevim oksidom

U donji dio staklene kolone (tocka 4.1.) postavi se mali Cep od staklene vune i nabije staklenim Stapicem.
Odvagne se 11,0 g pripravljenog aluminijevog oksida (tocka 3.5.) i prenese u kolonu. Pri tom treba paziti da
izlozenost zraku tijekom navedenog postupka bude $to je moguée manja. Laganim udarcima po donjem dijelu
napunjene kolone istalozZi se aluminijev oksid.

U kolonu se pipetom prenese 5,0 ml ekstrakta uzorka pripravljenog u (tocka 5.2.). Vrh pipete se nasloni na
stijenku kolone, zatim se pusti da aluminijev oksid apsorbira otopinu. Robenidin se eluira iz kolone sa 100 ml
metanola (tocka 3.1.) uz brzinu protoka od 2 — 3 ml/min, a eluat se prikupi u tikvicu s okruglim dnom obujma
250 ml. Otopina metanola se otpari u rotacijskom otparivacu (tocka 4.3.) do suhog pri snizenom tlaku, na
40 °C. Ostatak se ponovo otopi u 3 — 4 ml mobilne faze (tocka 3.8.) i prenese u graduiranu tikvicu obujma
10 ml. Tikvica se nekoliko puta ispere s obrocima od 1 — 2 ml mobilne faze, a isprana tekuéina prenese u
graduiranu tikvicu. Dopuni se istim otapalom do oznake i promijesa. Alikvot se filtrira kroz membranski filtar
0,45 pm (tocka 4.7.). Ova se otopina pohrani za odredivanje putem HPLC-a (tocka 5.4.).

Odredivanje putem HPLC-a

Parametri

Sljedeéi se uvjeti predlazu kao smjernice; mogu se koristiti i drugi uvjeti ako se njima jamée jednakovrijedni
rezultati:

kolona za teku¢insku kromatografiju (tocka 4.4.1.),

Mobilna faza HPLC (tocka 3.8.),

brzina protoka: 1,5 — 2 ml/min,

valna duljina detekcije: 317 nm,

ubrizgani volumen: 20 — 50 pl.

Stabilnost kromatografskog sustava se provjerava viekratnim ubrizgavanjem kalibracijske otopine (tocka 3.9.3.)
koncentracije 3,6 pg/ml, sve dok se ne dobiju konstantne visine vrsaka i konstantna vremena retencije.

Kalibracijska krivulja
Vise puta se ubrizga svaka kalibracijska otopina (tocka 3.9.3.) i za svaku koncentraciju izmjere vrijednosti visina

(povrsina) vriaka. Kalibracijska se krivulja pripremi tako da se na ordinatu nanose srednje vrijednosti visina ili
povrsina vrsaka kalibracijskih otopina, a na apscisu odgovarajuce koncentracije u pg/ml.

Otopina uzorka

Vise puta se ubrizga ekstrakt uzorka (tocka 5.3.2.), pri Cemu se koriste jednaki volumeni kao za kalibracijske
otopine, zatim se odredi srednja vrijednost visina (povrsina) vriaka robenidina.

Izraun rezultata

Koncentracija otopine uzorka u pg/ml odreduje se iz srednje vrijednosti visina (povrina) vriaka robenidina u
otopini uzorka iz kalibracijske krivulje (tocka 5.4.2.).

Udio robenidina (w) (mg/kg) u uzorku izracunava se sljedeom formulom:

c x 200

m

pri cemu je:

¢ = koncentracija robenidina u otopini uzorka u pg/ml,

m = masa pokusnog uzorka u gramima.
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Vrednovanje rezultata

Identifikacija

Identifikacija analita moze se potvrditi ko-kromatografijom ili detektorom s nizom dioda kojim se usporeduje
spektar ekstrakta uzorka i spektar kalibracijske otopine (tocka 3.9.3.) koncentracije 6 pg/ml.
Ko-kromatografija

U ekstrakt uzorka doda se primjerena koli¢ina kalibracijske otopine (tocka 3.9.3.). Koli¢ina dodanog robenidina
mora biti slicna procijenjenoj kolic¢ini robenidina u ekstraktu uzorka.

Dopusteno je povecanje samo visine vrika robenidina uzimajuéi u obzir dodane koli¢ine i razrjedenje ekstrakta.

Sirina vrska na polovici maksimalne visine mora biti unutar priblizno 10 % pocetne $irine.

Detektor s nizom dioda

Rezultati se ocjenjuju u skladu sa sljede¢im mjerilima:

(@  valne duljine maksimalne apsorpcije spektra uzorka i spektra standarda, zabiljeZzene na najvisoj tocki
vr$aka kromatograma, moraju biti jednake unutar granice odredene razlucivoséu sustava za detekciju.
Kod detektora s nizom dioda ta se vrijednost obi¢no nalazi unutar priblizno 2 nm;

(b)  izmedu 250 i 400 nm, spektar uzorka i spektar standarda, zabiljezeni na najvisoj tocki kromatograma, ne
smiju se razlikovati za dijelove spektra unutar podrucja 10 — 100 % relativne apsorbance. To je mjerilo
ispunjeno kada su prisutne jednake najviSe vrijednosti i kada odstupanje izmedu dva spektra ni na jednoj
tocki ne prelazi 15 % apsorbance standardnog analita;

()  izmedu 250 i 400 nm, spektri krivulje rasta, najvise tocke vrska i krivulje pada dobiveni iz ekstrakta
uzorka, ne smiju se medusobno razlikovati za dijelove spektra unutar podru¢ja 10 — 100 % relativne
apsorbance. To je mjerilo ispunjeno kada su prisutne jednake najvise vrijednosti i kada odstupanje

izmedu dva spektra ni na jednoj tocki ne prelazi 15 % apsorbance spektra najvise tocke.

Ako nije ispunjeno jedno od navedenih mjerila, prisutnost analita nije potvrdena.

Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije prije¢i
10 % vrijednosti viSeg rezultata za udio robenidina visi od 15 mg/kg.

Iskoristenje

Za obogaceni slijepi uzorak hrane za Zivotinje iskoriStenje mora iznositi najmanje 85 %.

Rezultati medulaboratorijske studije

Provedena je medulaboratorijska studija na razini EZ-a u kojoj se u 12 laboratorija analiziralo Cetiri uzorka
hrane za perad i kunice u obliku brasna i peleta. Svaki se uzorak analizirao dvaput. Rezultati su prikazani u
donjoj tablici:

Hrana za perad Hrana za kunice

Brasno Pelete Brasno Pelete
Srednja vrijednost [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1
s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
CV, [%] 5,4 4,5 3,3 4,1
Sg [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 3,91
CVy [%] 16,1 12,0 10,6 9,7
IskoriStenje [%] 90,0 93,3 87,2 80,2

%)
I

standardna devijacija ponovljivosti,

)
<
1

koeficijent varijacije ponovljivosti u %,
Sg = standardna devijacija obnovljivosti,
= koeficijent varijacije obnovljivosti u %.

N

<
=
|
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

F. ODREDIVANJE DIKLAZURILA
(+)-4-klorfenil [2,6-diklor-4-(2,3,4,5-tetrahidro-3,5-diokso-1,2,4-triazin-2-il)fenil] acetonitril

Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje razine diklazurila u hrani za Zivotinje i premiksima. Granica
detekcije iznosi 0,1 mg/kg, a granica kvantifikacije 0,5 mg/kg.

Nacelo

Nakon dodavanja internog standarda, uzorak se ekstrahira zakiseljenim metanolom. Kod hrane za Zivotinje
alikvotni se dio ekstrakta procisti na kartusi C;g za ekstrakciju u krutoj fazi. Diklazuril se eluira iz kartuse
smjesom zakiseljenog metanola i vode. Nakon otparivanja, ostatak se otopi u smjesi DMF/voda. Kod premiksa,
ekstrakt se otpari, a ostatak otopi u smjesi DMF|voda. Udio diklazurila odreduje se tekucinskom kromatogra-
fijom visoke ucinkovitosti (HPLC) s reverznom fazom i ternarnim gradijentom uz upotrebu UV detektora.

Reagensi

Voda, za HPLC.

Amonijev acetat.

Tetrabutilamonijev hidrogen sulfat (TBHS).
Acetonitril, za HPLC.

Metanol, za HPLC.

N,N-dimetilformamid (DMF).
Klorovodi¢na kiselina, p,, = 1,19 g/ml.

Standardna tvar: Diklazuril 1-24: (+)-4-klorfenil [2,6-diklor-4-(2,3,4,5-tetrahidro-3,5-diokso-1,2,4-triazin-2-il)fe-
nil]acetonitril, zajaméene ¢istoce, E771.

Osnovna standardna otopina diklazurila, 500 pg/ml.

Odvagne se 25 mg standardne tvari diklazurila (tocka 3.8.) s precizno$c¢u od 0,1 mg i prenese u graduiranu
tikvicu obujma 50 ml. Otopi se u DMF-u (tocka 3.6.), tikvica se dopuni DMF-om (tocka 3.6.) do oznake i
promijesa. Tikvica se omota aluminijskom folijom ili se koristi tikvica od smedeg stakla i pohrani u hladnjaku.
Pri temperaturi < 4 °C otopina je stabilna 1 mjesec.

Standardna otopina diklazurila, 50 pg/ml.

U graduiranu tikvicu obujma 50 ml prenese se 5,00 ml osnovne standardne otopine (tocka 3.8.1.), dopuni
DMF-om (tocka 3.6.) do oznake i promijesa. Tikvica se omota aluminijskom folijom ili se koristi tikvica od
smedeg stakla i pohrani u hladnjaku. Na temperaturi < 4 °C otopina je stabilna 1 mjesec.

Interni standard: 2,6 diklor-a-(4-klorfenil)-4-(4,5 dihidro-3,5-diokso-1,2,4-triazin-2 (3H)— il) a-metilbenzen-
acetonitril.

Osnovna otopina internog standarda, 500 pg/ml.

Odvagne se 25 mg internog standarda (tocka 3.9.) s precizno$¢u od 0,1 mg i prenese u graduiranu tikvicu
obujma 50 ml. Otopi se u DMF-u (tocka 3.6.), tikvica se dopuni DMF-om (tocka 3.6.) do oznake i promijesa.
Tikvica se omota aluminijskom folijom ili se koristi tikvica od smedeg stakla i pohrani u hladnjaku. Na
temperaturi < 4 °C otopina je stabilna 1 mjesec.

Otopina internog standarda, 50 pg/ml.

U graduiranu tikvicu obujma 50 ml prenese se 5,00 ml osnovne otopine internog standarda (tocka 3.9.1.),
dopuni DMF-om (tocka 3.6.) do oznake i promijesa. Tikvica se omota aluminijskom folijom ili se koristi tikvica
od smedeg stakla i pohrani u hladnjaku. Na temperaturi < 4 °C otopina je stabilna 1 mjesec.
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3.9.3.

3.13.1.

3.13.2.

3.13.3.

4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

Otopina internog standarda za premikse, p/1000 mg/ml.

(p = nominalni udio diklazurila u premiksu, u mg/kg)

Odvagne se p/10 mg internog standarda s preciznod¢u od 0,1 mg i prenese u graduiranu tikvicu obujma
100 ml, otopi u DMF-u (tocka 3.6.) u ultrazvucnoj kupelji (tocka 4.6.), dopuni DMF-om do oznake i promijesa.
Tikvica se omota aluminijskom folijom ili se koristi tikvica od smedeg stakla i pohrani u hladnjaku. Na
temperaturi < 4 °C otopina je stabilna 1 mjesec.

Kalibracijska otopina, 2 pg/ml.

Pipetom se prenese 2,00 ml standardne otopine diklazurila (tocka 3.8.2.) i 2,00 ml otopine internog standarda
(tocka 3.9.2.) u graduiranu tikvicu obujma 50 ml. Doda se 16 ml DMF (tocka 3.6.), tikvica se dopuni vodom do
oznake i promijesa. Ova se otopina mora pripremiti svjeZa prije uporabe.

Kartusa C,g za ekstrakciju u krutoj fazi, npr. Bond Elut, veli¢ina: 1 cc, masa apsorbenta: 100 mg.
Ekstrakcijsko otapalo: zakiseljeni metanol.

Pipetom se prenese 5,0 ml klorovodicne kiseline (to¢ka 3.7.) u 1 000 ml metanola (tocka 3.5.) i promijesa.
Mobilna faza za HPLC.

Eluent A: otopina amonijevog acetata i tetrabutilamonijevog hidrogen sulfata.

Otopi se 5g amonijevog acetata (tocka 3.2)) i 3,4 ¢ TBHS-a (tocka 3.3.) u 1000 ml vode (tocka 3.1.) i
promijesa.

Eluent B: acetonitril (tocka 3.4.).

Eluent C: metanol (tocka 3.5.).

Oprema
Mehanicka tresilica
Oprema za HPLC s ternarnim gradijentom

Kolona za tekuéinsku kromatografiju, Hypersil ODS, veli¢ina Cestica punjenja 3 pm, 100 mm x 4,6 mm ili
jednakovrijedna

UV detektor s moguéno$éu promjene valne duljine ili detektor s nizom dioda.
Tankoslojni rotacijski otpariva¢

Membranski filtar, 0,45 pm

Vakuumski ventil

Ultrazvucna kupelj

Postupak

OpCenito

Slijepa proba hrane za Zivotinje

Analizom slijepe probe hrane za Zivotinje treba potvrditi da nije prisutan niti diklazuril niti interferentne tvari.
Slijepa proba hrane za Zivotinje mora biti slicna uzorku, a analizom se mora potvrditi odsutnost diklazurila ili
interferentnih tvari.

Test iskoriStenja

Test iskoriStenja izvodi se analizom slijepe probe hrane za Zivotinje kojoj se doda koli¢ina diklazurila slicna
koli¢ini u uzorku. Za dobivanje koncentracije 1 mg/kg doda se 0,1 ml osnovne standardne otopine (tocka
3.8.1) u 50 g slijepe probe hrane za Zivotinje, temeljito promijesa i ostavi 10 minuta, a prije nastavka (tocka
5.2.) se mijeSanje viSe puta ponovi.
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5.2.2.

5.3.

Ako nije dostupna slijepa probe hrane za Zivotinje slicna uzorku (vidjeti tocku 5.1.1.), test iskoriStenja moze se
provesti metodom dodavanja standarda. U tom se slucaju uzorku za analizu doda koli¢ina diklazurila sli¢na
onoj koja se ve¢ nalazi u uzorku. Taj se uzorak analizira zajedno s uzorkom bez dodanog diklazurila, a
iskoristenje se izracuna oduzimanjem.

Ekstrakcija

Hrana za Zivotinje

Odvagne se priblizno 50 g uzorka s preciznoséu od 0,01 g. Prenese se u konusnu tikvicu obujma 500 ml, doda
1,00 ml otopine internog standarda (tocka 3.9.2.) i 200 ml ekstrakcijskog otapala (tocka 3.12.), zatim se tikvica
zatvori. Smjesa se tijekom nodi protresa u tresilici (tocka 4.1.). Ostavi se 10 minuta da se istalozi. U primjerenu
staklenu posudu prenese se alikvot 20 ml supernatanta i razrijedi s 20 ml vode. Ta se otopina prenese u
ekstrakcijsku kartusu (tocka 3.11.) i filtrira pod vakuumom (tocka 4.5.). Kartusa se ispere s 25 ml smjese
ekstrakcijskog otapala (tocka 3.12.) i vode, 65 + 35 (V + V). Prikupljene se frakcije odbace, a spojevi eluiraju
s 25 ml smjese ekstrakcijskog otapala (tocka 3.12.) i vode, 80 +20 (V + V). Ova se frakcija isparava u
rotacijskom otparivacu (tocka 4.3) pri 60 °C dok se ne pocne susiti. Ostatak se otopi u 1,0 ml DMF-a
(tocka 3.6), doda se 1,5ml vode (tocka 3.1.) i promijeSa. Filtrira se kroz membranski filtar (tocka 4.4.).
Prelazi se na postupak odredivanja putem HPLC-a (tocka 5.3.).

Premiksi

Odvagne se priblizno 1 g uzorka s preciznoséu od 0,001 g. Prenese se u konusnu tikvicu obujma 500 ml, doda
se 1,00 ml otopine internog standarda (tocka 3.9.3.) i 200 ml ekstrakcijskog otapala (tocka 3.12.), zatim se
tikvica zatvori. Smjesa se tijekom noéi protresa u tresilici (tocka 4.1.). Ostavi se 10 minuta da se istalozi. U
primjereno veliku staklenu tikvicu s okruglim dnom prenese se alikvot (10 000/p ml, p = nominalna udio
diklazurila u mg/kg u premiksu) supernatanta. Otparava se pod sniZenim tlakom na 60 °C u rotacijskom
otparivacu (tocka 4.3.) dok se ne pocne susiti. Ostatak se ponovno otopi u 10,0 ml DMF-a (tocka 3.6.),
doda se 15,0 ml vode (tocka 3.1.) i promijesa. Prelazi se na postupak odredivanja putem HPLC-a (tocka 5.3.).

Odredivanje putem HPLC-a
Parametri

Sljedeéi se uvjeti predlazu kao smjernice; mogu se koristiti i drugi uvjeti ako se njima jamée jednakovrijedni
rezultati.

Kolona za tekudinsku 100 mm x 4,6 mm, Hypersil ODS, veli-

kromatografiju ¢ina Cestica punjenja 3 pm ili jednako-

(tocka 4.2.1.): vrijedna

Mobilna faza: Eluent A (tocka 3.13.1.): vodena otopina amonijevog acetata i

tetrabutil amonijevog hidrogen sulfata

Eluent B (tocka 3.13.2.): acetonitril
Eluent C (to¢ka 3.13.3.): metanol

Nacin eluiranja: — linearni gradijent

— pocetni uvjeti: A + B+ C =60 +20+20 (V+V+V)

— nakon 10 minuta, elucija s gradijentom tijekom 30 minuta do: A + B + C =
45 420 +35 (V + V + V).

Ispiranje 10 minuta s B.

Brzina protoka: 1,5 — 2 ml/min
Volumen za ubrizgavanje: 20 pl

Valna duljina detekcije: 280 nm

Stabilnost kromatografskog sustava se provjerava visekratnim ubrizgavanjem kalibracijske otopine koncentracije
2,0 pg/ml (tocka 3.10.) sve dok se ne dobiju konstantne visine vr3aka i konstantna vremena retencije.

Kalibracijska otopina

ViSe puta se ubrizga kalibracijska otopina (tocka 3.10.) i odredi srednja vrijednost visine (povriine) vrsaka
diklazurila i internog standarda.

Otopina uzorka

Vise puta se ubrizga 20 pl kalibracijske otopine (tocka 5.2.1. ili 5.2.2)) i odredi srednja vrijednost visine
(povrsine) vriaka diklazurila i internog standarda.
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6.2.

7.1.

7.1.1.

7.1.2.

Izralun rezultata

Hrana za Zivotinje

Udio diklazurila (w) (mg/kg) u uzorku izracunava se sljedecom formulom:

- hd,s X hi,c Cdc x v1i0V

k
B % Dy, —— [mg/kg]

pri cemu je:
hys = visina (povrsina) vrska diklazurila u otopini uzorka (tocka 5.2.1.)
h;y = visina (povrsina) vr$ka internog standarda u otopini uzorka (tocka 5.2.1.)
hy, = visina (povrsina) vrska diklazurila u kalibracijskoj otopini (tocka 3.10.)
h;. = visina (povr$ina) vr$ka internog standarda u kalibracijskoj otopini (tocka 3.10.)
c4c = koncentracija diklazurila u kalibracijskoj otopini u pg/ml (tocka 3.10.)
m = masa pokusnog uzorka u gramima
\ = volumen ekstrakta uzorka u skladu s tockom 5.2.1 (tj. 2,5 ml).
Premiksi

Udio diklazurila (w) (mg/kg) u uzorku izracunava se sljede¢om formulom:

hgs X hie ¢ % 0,02V x p
= = £ ox = [m

VS B X ha = g/kg]
pri cemu je:
hg. = visina (povrsina) vr$ka diklazurila u kalibracijskoj otopini (tocka 3.10.)
h;. = visina (povrsina) vrska internog standarda u kalibracijskoj otopini (tocka 3.10.)
hys = visina (povrsina) viska diklazurila u otopini uzorka (tocka 5.2.2.)
h;; = visina (povi$ina) vr$ka internog standarda u otopini uzorka (tocka 5.2.2.)
¢gc = koncentracija diklazurila u kalibracijskoj otopini u pg/ml (tocka 3.10.)
m = masa pokusnog uzorka u gramima
V= volumen ekstrakta uzorka u skladu s tockom 5.2.2 (tj. 25 ml)
p = nominalna udio diklazurila u mg/kg u premiksu.

Vrednovanje rezultata

Identifikacija

Identifikacija analita moze se potvrditi ko-kromatografijom ili detektorom s nizom dioda kojim se usporeduje
spektar ekstrakta uzorka (tocka 5.2.1. ili 5.2.2.) i spektar kalibracijske otopine (tocka 3.10.).

Ko-kromatografija

U ekstrakt uzorka (toc¢ka 5.2.1. ili 5.2.2.) doda se primjerena kolicina kalibracijske otopine (tocka 3.10.).
Koli¢ina dodanog diklazurila mora biti sli¢na koli¢ini diklazurila odredenoj u ekstraktu uzorka.

Dopusteno je povecanje samo visine vr3aka diklazurila i internog standarda uzimajudi u obzir dodane koli¢ine i
razrjedenje ekstrakta. Sirina vrSka na polovici visine mora biti unutar + 10 % pocetne Sirine vrska diklazurila ili
vrika internog standarda ekstrakta uzorka bez dodatka.

Detekcija s nizom dioda
Rezultati se ocjenjuju u skladu sa sljede¢im mjerilima:

(@  Valne duljine maksimalne apsorpcije spektra uzorka i spektra standarda, zabiljezene na najvisoj tocki
vr$aka kromatograma, moraju biti jednake unutar granice odredene razlucivoséu sustava za detekciju.
Kod detektora s nizom dioda ta se vrijednost obi¢no nalazi unutar * 2 nm.

(b) Izmedu 230 i 320 nm, spektar uzorka i spektar standarda, zabiljeZeni na najvisoj tocki kromatograma,
ne smiju se razlikovati za dijelove spektra unutar podru¢ja 10 — 100 % relativne apsorbance. To je
mjerilo ispunjeno kada su prisutne jednake najvise vrijednosti i kada odstupanje izmedu dva spektra
ni na jednoj tocki ne prelazi 15 % apsorbance standardnog analita.
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7.2.

7.3.

(¢  Izmedu 230 i 320 nm, spektri krivulje rasta, najvise tocke vrska i krivulje pada dobiveni iz ekstrakta
uzorka, ne smiju se medusobno razlikovati za dijelove spektra unutar podru¢ja 10 — 100 % relativne
apsorbance. To je mjerilo ispunjeno kada su prisutne jednake najvise vrijednosti i kada odstupanje
izmedu dva spektra ni na jednoj tocki ne prelazi 15 % apsorbance spektra najvise tocke.

Ako nije ispunjeno jedno od navedenih mjerila, prisutnost analita nije potvrdena.

Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije prijeci:

— 30 % relativne vrijednosti u odnosu na najvisu vrijednost za udio diklazurila izmedu 0,5 - 2,5 mg/kg,

— 0,75 mg/kg za udio diklazurila izmedu 2,5 - 5 mg/kg,

— 15 % relativne vrijednosti u odnosu za najvisu vrijednost za udio diklazurila ve¢i od 5 mg/kg.

Iskoristenje

Za obogaceni (slijepi) uzorak hrane za Zivotinje iskoriStenje mora iznositi najmanje 80 %.

Rezultati medulaboratorijske studije

Provedena je medulaboratorijska studija u kojoj se u 11 laboratorija analiziralo 5 uzoraka. Ti su se uzorci
sastojali od dva premiksa; jedan je bio pomijesan s organskom matricom (O 100), a drugi s anorganskom
matricom (A 100). Teoretski udio iznosi 100 mg diklazurila na kg. Tri razli¢ita proizvodaca (NL) (L1/Z1/K1)
proizvela su 3 mjeSavine hrane za perad. Teoretski udio iznosi 1 mg diklazurila na kg. Od laboratorija je
zatrazeno da svaki uzorak analiziraju jedanput ili dvaput. (Detaljnije informacije o navedenoj medulaboratorij-
skoj studiji mogu se pronadi u Journal of AOAC International, svezak 77, br. 6, 1994., str. 1 359. — 1 361.).
Rezultati su prikazani u donjoj tablici.

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5
A 100 O 100 L1 Z1 K1
L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Srednja vrijednost 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
CV, (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34
Sp (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CVy (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Nominalni udio (mg/kg) 100 100 1 1 1

= broj laboratorija

n = broj pojedinacnih vrijednosti

S, = standardna devijacija ponovljivosti
CV, = koeficijent varijacije ponovljivosti
Sg = standardna devijacija obnovljivosti
CVp = koeficijent varijacije obnovljivosti.
Napomena

Prethodno treba dokazati da je odziv diklazurila linearan u podru¢ju koncentracija koje se mjere.

G.  ODREDIVANJE LASALOCID NATRIJA

Natrijeva sol polieter monokarboksilne kiseline koju proizvodi Streptomyces lasaliensis
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.1.

3.10.2.

Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje razine lasalocid natrija u hrani za Zivotinje i premiksima. Granica
detekcije iznosi 5 mg/kg, a granica kvantifikacije 10 mg/kg.

Nacelo

Lasalocid natrij se ekstrahira iz uzorka u zakiseljeni metanol i odreduje tekuéinskom kromatografijom visoke
u¢inkovitosti (HPLC) s reverznom fazom uz upotrebu spektrofluorimetrijskog detektora.

Reagensi

Kalijev dihidrogen fosfat (KH,PO,).

Ortofosforna kiselina, m (m/m) = 85 %.

Otopina ortofosforne kiseline, ¢ = 20 %.

23,5 ml ortofosforne kiseline (tocka 3.2.) razrijedi se vodom do 100 ml.

6-metil-2-heptilamin (1,5-dimetilheksilamin), m (m/m) = 99 %.

Metanol, za HPLC.

Klorovodic¢na kiselina, gusto¢a = 1,19 g/ml.

Otopina fosfatnog pufera, ¢ = 0,01 mol/l.

Otopi se 1,36 g KH,PO, (tocka 3.1.) u 500 ml vode (tocka 3.11.), doda se 3,5 ml ortofosforne kiseline (tocka
3.2) i 10,0 ml 6-metil-2-heptilamina (tocka 3.4.). Otopinom ortofosforne kiseline (tocka 3.3.) pH vrijednost se
podesi na 4,0 i razrijedi vodom (tocka 3.11.) do 1 000 ml.

Zakiseljeni metanol.

U graduiranu tikvicu obujma 1 000 ml prenese se 5,0 ml klorovodicne kiseline (tocka 3.6.), dopuni metanolom
(tocka 3.5.) do oznake i promijeSa. Ova se otopina mora pripremiti svjeza prije uporabe.

Mobilna faza HPLC-a, otopina fosfatnog pufera i metanola 5 + 95 (V + V).

Pomijesa se 5 ml otopine fosfatnog pufera (tocka 3.7.) s 95 ml metanola (tocka 3.5.).

Lasalocid natrij standardna tvar, zajamcene Cistoce, C34H;530gNa (natrijeva sol polieter monokarboksilne kiseline
koju proizvodi Streptomyces lasaliensis), E763.

Osnovna standardna otopina lasalocid natrija, 500 pg/ml

Odvagne se 50 mg lasalocid natrija (tocka 3.10.) s preciznos¢u od 0,1 mg i prenese u graduiranu tikvicu
obujma 100 ml, otopi u zakiseljenom metanolu (tocka 3.8.) i istim otapalom dopuni do oznake i promijesa.
Ova se otopina mora pripremiti svjeZa prije uporabe.

Intermedijarna standardna otopina lasalocid natrija, 50 pg/ml

Pipetom se prenese 10,0 ml osnovne standardne otopine (tocka 3.10.1.) u graduiranu tikvicu obujma 100 ml i
zakiseljenim metanolom (tocka 3.8.) dopuni do oznake i promijesa. Ova se otopina mora pripremiti svjeza prije
uporabe.
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3.10.3.

4.1.

4.2.

4.3.

5.2.

Kalibracijske otopine

U seriju graduiranih tikvica obujma 50 ml prenese se 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 i 10,0 ml intermedijarne standardne
otopine (tocka 3.10.2.). Zakiseljenim se metanolom dopuni do oznake (tocka 3.8.) i promijesa. Ove otopine
odgovaraju 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 i 10,0 pg lasalocid natrija na ml. Ove se otopine moraju pripremiti svjeze prije
uporabe.

Voda, za HPLC

Oprema
Ultrazvucna kupelj (ili vodena kupelj s protresanjem) s nadzorom temperature
Membranski filtri, 0,45 pm

Oprema za tekuéinsku kromatografiju visoke ucinkovitosti (HPLC) sa sustavom za ubrizgavanje primjerenim za
ubrizgavanje volumena od 20 pl

Kolona za teku¢insku kromatografiju 125 mm x 4 mm, reverzna faza Cjg, velicina Cestica punjenja 5 pm ili
jednakovrijedna

Spektrofluorimetar s moguéno$éu promjene valne duljine (ekscitacije i emisije)

Postupak

OpCenito

Slijepa proba hrane za Zivotinje

Za provedbu testa iskoriStenja (tocka 5.1.2.) analizira se slijepa proba hrane za Zivotinje kako bi se potvrdilo da
nisu prisutni niti lasalocid natrij, niti interferentne tvari. Slijepa proba hrane za Zivotinje mora biti sli¢na
uzorku, a analizom se mora potvrditi odsutnost lasalocid natrija i interferentnih tvari.

Test iskoristenja

Test iskoriStenja izvodi se analizom slijepe probe hrane za Zzivotinje koja se obogacuje dodavanjem koli¢ine
lasalocid natrija slicne koli¢ini u uzorku. Za dobivanje koncentracije 100 mg/kg prenese se 10,0 ml osnovne
standardne otopine (tocka 3.10.1.) u konusnu tikvicu obujma 250 ml i otopina otpari do priblizno 0,50 ml.
Doda se 50 g slijepe probe hrane za Zivotinje, temeljito promijesa i ostavi 10 minuta, a prije koraka ekstrakcije
mijeSanje se viSe puta ponovi (tocka 5.2.).

Ako nije dostupna slijepa probe hrane za Zivotinje slicna uzorku (vidjeti tocku 5.1.1.), test iskoriStenja moze se
provesti metodom dodavanja standarda. U tom se slucaju uzorku za analizu doda koli¢ina lasalocid natrija
slicna onoj koja se ve¢ nalazi u uzorku. Ovaj se uzorak analizira zajedno s uzorkom bez dodanog lasalocid
natrija, a iskoriStenje se izra¢una oduzimanjem.

Ekstrakcija

Hrana za Zivotinje

Odvagne se 5 — 10 g uzorka s precizno$¢u od 0,01 g i prenese u konusnu tikvicu obujma 250 ml s cepom.
Pipetom se doda 100,0 ml zakiseljenog metanola (tocka 3.8.). Poklopac se lagano zatvori i tikvica protrese radi
disperzije uzorka. Tikvica se drzi 20 minuta u ultrazvucnoj kupelji (tocka 4.1.) na priblizno 40 °C, zatim se
izvadi iz kupelji i ohladi na sobnu temperaturu. Ostavi se priblizno 1 sat dok se suspenzija ne istalozi, zatim se
alikvotni dio filtrira kroz membranski filtar 0,45 um (tocka 4.2.) u prikladnu posudu. Prelazi se na postupak
odredivanja putem HPLC-a (tocka 5.3.).

Premiksi

Odvagne se priblizno 2 g neusitnjenog premiksa s precizno§éu od 0,001 g i prenese u graduiranu tikvicu
obujma 250 ml. Doda se 100,0 ml zakiseljenog metanola (tocka 3.8.), tikvica se protrese radi disperzije
uzorka. Tikvica se sa sadrzajem drzi 20 minuta u ultrazvucnoj kupelji (tocka 4.1.) na priblizno 40 °C, zatim
se izvadi iz kupelji i ohladi na sobnu temperaturu. Zakiseljenim se metanolom (tocka 3.8.) razrijedi do oznake i
dobro promijesa. Ostavi se 1 sat dok se suspenzija ne istalozi, zatim se alikvotni dio filtrira kroz membranski
filtar 0,45 pm (tocka 4.2.). Prikladan obujam Ccistog filtrata razrijedi se zakiseljenim metanolom (tocka 3.8.),
¢ime se dobiva kona¢na pokusna otopina koncentracije priblizno 4 pg/ml lasalocid natrija. Prelazi se na
postupak odredivanja putem HPLC-a (tocka 5.3.).
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5.3.

6.1.

6.2.

7.1.

Odredivanje putem HPLC-a

Parametri

Sljedeci uvjeti predlazu se kao smjernice; mogu se koristiti i drugi uvjeti ako se njima jamce jednakovrijedni
rezultati:

Kolona za tekudinsku 125 mm * 4 mm, povratna faza Cyg, veliCina Cestica punjenja 5 pm ili jednako-
kromatografiju (tocka 4.3.1.): vrijedna
Mobilna faza (tocka 3.9.): Smjesa otopine fosfatnog pufera (tocka 3.7.) i metanola (tocka 3.5.), 5 +95
V+V)
Brzina protoka: 1,2 ml/min
Valna duljina detekcije:
Ekscitacija: 310 nm
Emisija: 419 nm
Volumen za ubrizgavanje: 20 pl

Stabilnost kromatografskog sustava provjerava se visekratnim ubrizgavanjem kalibracijske otopine koncentracije
4,0 pg/ml (tocka 3.10.3.) sve dok se ne postignu konstantne visine (ili povr$ine) vriaka i konstantna vremena
retencije.

Kalibracijska krivulja
ViSe puta se ubrizga svaka kalibracijska otopina (tocka 3.10.3.) i za svaku koncentraciju izmjere srednje

vrijednosti visina (povr$ina) vriaka. Kalibracijska se krivulja pripremi tako da se na ordinatu nanose srednje
vrijednosti visina (povrsina) vrSaka kalibracijskih otopina, a na apscisu odgovarajue koncentracije u pg/ml.

Otopina uzorka

Vise puta se ubrizgaju ekstrakti uzorka dobiveni u tocki 5.2.1. ili 5.2.2., pri ¢emu se koristi jednak obujam kao
za kalibracijsku otopinu i odrede srednje vrijednosti visina (povrsina) vraka lasalocid natrija.

Izra¢un rezultata

Iz srednjih se vrijednosti visina (povrsina) vr§aka dobivenih ubrizgavanjem otopine uzorka (tocka 5.3.3.)
odreduje koncentracija lasalocid natrija (pg/ml) iz kalibracijske krivulje.

Hrana za Zivotinje

Udio lasalocid natrija (w) (mg/kg) u uzorku izracunava se sljede¢om formulom:

CXVl

= k
W —— [mg/kg]
pri cemu je:
¢ = koncentracija lasalocid natrija u otopini uzorka (tocka 5.2.1.) u pg/ml
V; = volumen ekstrakta uzorka u skladu s tockom 5.2.1. u ml (. 100)
m = masa pokusnog uzorka u gramima.
Premiksi

Udio lasalocid natrija (w) (mg/kg) u uzorku izracunava se sljede¢om formulom:
cxV, xf
—cxvxl k
w p~ [mg/kg]

pri cemu je:

¢ = koncentracija lasalocid natrija u otopini uzorka (tocka 5.2.2.) u pg/ml
V, = volumen ekstrakta uzorka u skladu s tockom 5.2.2. u ml (tj. 250)

f
m

faktor razrjedenja u skladu s 5.2.2.

masa pokusnog uzorka u gramima.

Vrednovanje rezultata
Identifikacija

Metode koje se temelje na spektrofluorometriji manje su podlozne interferencijama od metoda kod kojih se
koristi UV detekcija. Identifikacija analita moZe se potvrditi ko-romatografijom.
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7.1.1.

7.2.

7.3.

Ko-kromatografija

Ekstraktu uzorka (tocka 5.2.1. ili 5.2.2)) doda se primjerena koli¢ina kalibracijske otopine (tocka 3.10.3.).
Koli¢ina dodanog lasalocid natrija mora biti sli¢na koli¢ini lasalocid natrija u ekstraktu uzorka. Smije se povecati
samo visina vrska lasalocid natrija uzimajuéi u obzir koli¢ine dodanog lasalocid natrija i razrjedenje ekstrakta.
Sirina vrha, na polovici visine, mora biti unutar * 10 % pocetne vrijednosti Sirine vrha dobivene iz ekstrakta
uzorka bez dodanog lasalocid natrija.

Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije prijeci:
— 15 % viSe vrijednosti za udio lasalocid natrija od 30 — 100 mg/kg,

— 15 mg/kg za udio lasalocid natrija od 100 — 200 mg/kg,

— 7,5 % vide vrijednosti za udio lasalocid natrija ve¢i od 200 mg/kg.

Iskoristenje

Za obogaceni (slijepi) uzorak hrane za Zivotinje iskoristenje mora iznositi najmanje 80 %. Za obogacene uzorke
premiksa iskori§tenje mora iznositi najmanje 90 %.

Rezultati medulaboratorijske studije
Provedena je medulaboratorijska studija (!) u kojoj se u 12 laboratorija analiziralo 2 premiksa (uzorci 11i2)i 5

uzoraka hrane za Zivotinje (uzorci 3 — 7). Svaki se uzorak analizirao dva puta. Rezultati su prikazani u donjoj
tablici:

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5 Uzorak 6 Uzorak 7
Premiks za Premiks za | Granulat za Mrvice za Hrana za Hrana za Hrana za
pilice purane purane pilice purane perad A perad B
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Srednja vrijed- 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
nost [mg/kg]
s, [mg/kg] 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
CV, [%] 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 5,37
sg [mgfkg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVy [%] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Nominalni 5000 (*) 16 000 (*) 80 (*) 105 (%) 120 (%) 50 (**) 35 (**)
udio [mg/kg]

() Udio koji je naveo proizvodac.
(**) Hrana za Zivotinje pripremljena u laboratoriju.

—
1}

broj laboratorija;
broj pojedina¢nih vrijednosti
s = standardna devijacija ponovljivosti

=
1}

sg = standardna devijacija obnovljivosti
CV, = koeficijent varijacije ponovljivosti u %
CVy = koeficijent varijacije obnovljivosti u %.

(") Analyst, 1995., 120, 2175. - 2 180.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

4.1.

4.2.

5.1.

PRILOG V.

ANALITICKE METODE ZA KONTROLU NEPOiEL]NIH TVARI U HRANI ZA ZIVOTIN]E

A.  ODREDIVANJE SLOBODNOG I UKUPNOG GOSIPOLA
Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje razine slobodnog i ukupnoga gosipola te kemijski srodnih tvari u
sjemenu pamuka i u bra$nu i pogaci od pamukovog sjemena te u krmnim smjesama koje sadrie navedene
sirovine za hranu za Zzivotinje, kada je koncentracija slobodnog i ukupnoga gosipola te kemijski srodnih tvari
veca od 20 mg/kg.

Nacelo

Gosipol se ekstrahira u prisutnosti 3-aminopropan-1-ola, bilo smjesom propan-2-ola i heksana kod odredivanja
slobodnoga gosipola, bilo dimetilformamidom kod odredivanja ukupnoga gosipola. Gosipol se anilinom pretvori
u gosipol-dianilin, ¢ija se opticka gustoéa mjeri na 440 nm.

Reagensi

Smjesa propan-2-ol-heksana: pomijesa se 60 volumnih dijelova propan-2-ola s 40 volumnih dijelova n-heksana.

Otapalo A: U graduiranu tikvicu obujma 11 doda se priblizno 500 ml smjese propan-2-ol-heksana (tocka 3.1.),
2 ml 3-aminopropan-1-ola, 8 ml ledene octene kiseline i 50 ml vode. Dopuni se do oznake smjesom propan-2-
ola i heksana (tocka 3.1.). Ovaj je reagens stabilan tjedan dana.

Otapalo B: U graduiranu tikvicu obujma 100 ml pipetom se prenese 2 ml 3-aminopropan-1-ola i 10 ml ledene
octene kiseline. Ohladi se na sobnu temperaturu i dopuni do oznake N,N-dimetilformamidom. Ovaj je reagens
stabilan tjedan dana.

Anilin: Ako opticka gustoéa u slijepom pokusu prelazi 0,022, anilin se destilira iznad cinka u prahu, pri ¢emu se
odbaci prva i zadnja frakcija od 10 % destilata. Ako se reagens drzi u hladnjaku u zatvorenoj posudi od smedeg
stakla, moze se odrzati nekoliko mjeseci.

Standardna otopina gosipola A: U graduiranu tikvicu obujma 250 ml doda se 27,9 mg gosipol acetata. Otopi se i
dopuni otapalom A (tocka 3.2.) do oznake. Pipetom se prenese 50 ml te otopine u graduiranu tikvicu obujma
250 ml i dopuni otapalom A do oznake. Koncentracija gosipola u toj otopini iznosi 0,02 mg/ml. Prije uporabe
otopina se ostavi jedan sat na sobnoj temperaturi.

Standardna otopina gosipola B: U graduiranu tikvicu obujma 50 ml doda se 27,9 mg gosipol acetata. Otopi se i
dopuni otapalom B (tocka 3.3.) do oznake. Koncentracija gosipola u toj otopini iznosi 0,5 mg/ml.

Ako se zastite od svjetla, standardne su otopine gosipola A i B stabilne 24 sata.

Oprema
Mjesalica (rotacijska): priblizno 35 okr./min.

Spektrofotometar

Postupak
Pokusni uzorak

Koli¢ina koristenog pokusnog uzorka ovisi o ocekivanom udjelu gosipola u uzorku. PoZeljno je koristiti mali
pokusni uzorak i relativno velik alikvot filtrata tako da se dobije dovoljna koli¢ina gosipola za to¢na fotome-
trijska mjerenja. Kod odredivanja slobodnoga gosipola u sjemenu pamuka i brasnu i pogaci od pamukovog sjemena,
koli¢ina pokusnog uzorka ne prelazi 1 g za krmnu smjesu koli¢ina moze biti do 5g. U veini je primjera
prikladan alikvot filtrata od 10 ml; isti sadrzi 50 — 100 pg gosipola. Kod odredivanja ukupnoga gosipola, pokusni
uzorak iznosi 0,5 — 5 g, tako da alikvot filtrata od 2 ml sadrzi 40 — 200 pg gosipola.

Analiza se provodi na sobnoj temperaturi od priblizno 20 °C.
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5.2.

5.3.

6.1.

Odredivanje slobodnoga gosipola

Pokusni se uzorak prenese u tikvicu s brusenim vratom obujma 250 ml, ¢ije je dno prekriveno drobljenim staklo.
Pipetom se doda 50 ml otapala A (tocka 3.2.), tikvica se zatvori i mijeSa jedan sat u mjeSalici. Filtrira se kroz suhi
filtar i filtrat prikupi u maloj tikvici s bruSenim vratom. Tijekom filtriranja lijevak se prekrije satnim staklom.

Pipetom se u svaku od dvije odmjerene tikvice obujma 25 ml (A i B) prenesu jednaki alikvoti filtrata, koji sadrze
50 — 100 pg gosipola. Prema potrebi se dopune otapalom A (tocka 3.2.) do 10 ml. Tikvica (A) se do oznake
dopuni smjesom propan-2-ol-heksana (tocka 3.1.). Ova se otopina koristi kao referentna otopina za mjerenje
otopine uzorka.

Pipetom se u svaku od dvije ostale odmjerene tikvice obujma 25 ml (C i D) prenese 10 ml otapala A (tocka 3.2.).
Tikvica (C) se do oznake dopuni smjesom propan-2-ol-heksana (tocka 3.1.). Ova se otopina koristi kao referentna
otopina za mjerenje otopine slijepe probe.

U tikvice (D) i (B) se doda po 2 ml anilina (tocka 3.4.). Grije se 30 minuta nad vrelom vodenom kupelji, do
obojenja. Ohladi se na sobnu temperaturu, dopuni do oznake smjesom propan-2-ol-heksana (tocka 3.1.), homo-
genizira i ostavi jedan sat.

Opticka gustoca otopine iz slijepe probe (D) odredi se usporedbom s referentnom otopinom (C), a opticka
gustoa otopine uzorka (B) usporedbom s referentnom otopinom (A) u spektrofotometru na 440 nm sa
staklenim kivetama veli¢ine 1 cm.

Oduzme se opticka gustoca otopine slijepe probe od opticke gustoée otopine uzorka (= korigirana opticka
gustoca). Iz te se vrijednosti izratunava udio slobodnoga gosipola, u skladu s tockom 6.

Odredivanje ukupnoga gosipola

U odmjernu se tikvicu obujma 50 ml prenese pokusni uzorak s 1 — 5 mg gosipola i doda 10 ml otapala B (tocka
3.3.). Istodobno se pripremi slijepa proba, tako da se u drugu graduiranu tikvicu obujma 50 ml prenese 10 ml
otapala B (tocka 3.3.). Obje se tikvice griju 30 minuta iznad vrele vodene kupelji. Ohlade se na sobnu tempera-
turu, svaka se tikvica dopuni do oznake smjesom propan-2-ola i heksana (tocka 3.1.). Homogenizira se i ostavi
10 — 15 minuta da se istalozi, zatim se filtrira u tikvicu s brusenim vratom.

U dvije se odmjerne tikvice obujma 25 ml pipetom prenese po 2 ml filtrata uzorka, a u druge dvije odmjerne
tikvice obujma 25 ml po 2 ml filtrata slijepe probe. Po jedna se tikvica iz svake serije dopuni do 25 ml smjesom
propan-2-ol-heksana (tocka 3.1.). Ove se otopine koriste kao referentne otopine.

U svaku od preostalih dviju tikvica doda se 2 ml anilina (tocka 3.4.). Zagrijavaju se 30 minuta iznad vrele vodene
kupelji do nastanka obojenja. Ohladi se na sobnu temperaturu, dopuni smjesom propan-2-ola i heksana (tocka
3.1.) do 25 ml, homogenizira i ostavi jedan sat.

Opticka gustoca slobodnoga gosipola odreduje se u skladu s tockom 5.2. 1z te se vrijednosti izracunava udio
ukupnoga gosipola, u skladu s tockom 6.

Izraun rezultata

Rezultati se mogu izracunani bilo iz specifi¢ne opticke gustoce (tocka 6.1.) ili iz kalibracijske krivulje (tocka 6.2.).

Iz specificne opticke gustoce

Specificne opticke gustoce, pri opisanim uvjetima, su sljedece:

1%

i gosipol: E =625
Slobodni gosipol Tem
1%

kupni gosipol:  E = 600
Ukupni gosipo Tem
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6.2.1.

6.2.2.

6.3.

Udio slobodnog ili ukupnoga gosipola u uzorku izracunava se sljede¢om formulom:

E 1250
% gosipol : — -
El, X pXxa

pri cemu je:

gs]

= korigirana opticka gustoca odredena u skladu s tockom 5.2.,
p = masa pokusnog uzorka u gramima,

= alikvot filtrata u mililitrima.

o

Iz kalibracijske krivulje
Slobodni gosipol

Pripreme se 2 serije po pet graduiranih tikvica obujma 25 ml. U svaku seriju tikvica pipetom se prenesu alikvoti
od 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 i 10,0 ml standardne otopine gosipola A (tocka 3.5.). Otapalom A (tocka 3.2.) se dopuni do
10 ml. Svaka se serija dopuni jednom odmjernom tikvicom obujma 25 ml koja sadrzi samo 10 ml otapala A
(tocka 3.2.) (slijepa proba).

Tikvice iz prve serije (ukljucujudi tikvicu za slijepu probu) dopune se do 25 ml smjesom propan-2-ola i heksana
(tocka 3.1.) (referentna serija).

U svaku tikvicu iz druge serije (ukljucujuéi tikvicu za slijepu probu) doda se 2 ml anilina (tocka 3.4.). Zagrijava se
30 minuta iznad vrele vodene kupelji do nastanka obojenja. Ohladi se na sobnu temperaturu, dopuni do oznake
smjesom propan-2-ol-heksana (toc¢ka 3.1.), homogenizira i ostavi jedan sat (standardna serija).

Opticka gustoéa otopina iz standardne serije i odgovarajucih otopina iz referentne serije odredi se u skladu s
tockom 5.2. Kalibracijska se krivulja pripremi tako da se u dijagram unesu izmjerene opticke gustoée u odnosu
na koli¢ine gosipola (u pg).

Ukupni gosipol

Pripremi se Sest graduiranih tikvica obujma 50 ml. U prvu se tikvicu prenese 10 ml otapala B (tocka 3.3.), a u
ostale 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 i 10,0 ml standardne otopine gosipola B (tocka 3.6.). Svaka se tikvica dopuni do 10 ml

otapalom B (tocka 3.3.). Zagrijava se 30 minuta iznad vrele vodene kupelji. Ohladi se na sobnu temperaturu,
dopuni do oznake smjesom propan-2-ol-heksana (tocka 3.1.) i homogenizira.

Prenese se po 2,0 ml svake od navedenih otopina u svaku od dvije serije od po Sest graduiranih tikvica obujma
25 ml. Tikvice iz prve serije dopune se do 25 ml smjesom propan-2-ol-heksana (tocka 3.1.) (referentna serija).

U svaku tikvicu iz druge serije doda se 2 ml anilina (tocka 3.4.). Zagrijava se 30 minuta iznad vrele vodene
kupelji. Ohladi se na sobnu temperaturu, dopuni do oznake smjesom propan-2-ol-heksana (tocka 3.1.), homo-
genizira i ostavi jedan sat (standardna serija).

Opticka gustoca otopina iz standardne serije i odgovarajucih otopina iz referentne serije odredi se u skladu s
tockom 5.2. Kalibracijska se krivulja pripremi tako da se u dijagram unesu izmjerene opticke gustoce u odnosu
na koli¢ine gosipola (u pg).

Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije prijeci:

— 15 % viSe vrijednosti za udio gosipola manji od 500 ppm,

— 75 ppm apsolutne vrijednosti za udio gosipola od 500 — 750 ppm,

— 10 % viSe vrijednosti za udio gosipola veci od 750 ppm.
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(B) ODREDIVANJE RAZINA DIOKSINA (PCDD/PCDF) I PCB-a SLICNIH DIOKSINU

L METODE UZORKOVANJA I TUMACENJE REZULTATA ANALIZE

1. Svrha i podrudje primjene

Uzorci za sluzbenu kontrolu razina dioksina (polikloriranih dibenzo-p-dioksina (PCDD) i polikloriranih diben-
zofurana (PCDF)) te polikloriranih bifenila sliénih dioksinu (PCB) (') u hrani za Zivotinje uzimaju se u skladu s
odredbama Priloga I. Primjenjuju se koli¢inski zahtjevi za kontrolu tvari ili proizvoda ravnomjerno rasporedenih
u hrani za Zivotinje kako je predvideno tockom 5.A Priloga I. Skupni uzorci dobiveni na taj nacin smatraju se
reprezentativnim za serije i podserije iz kojih su uzeti. Sukladnost s najvi§im razinama odredenim Direktivom
2002/32[EZ Europskog parlamenta i Vijeca (?) utvrduje se na temelju razina utvrdenih na laboratorijskim uzor-
cima.

2. Uskladenost serije ili podserije sa specifikacijom

Serija se prihvaca ako rezultat pojedina¢ne analize ne prelazi odgovaraju¢u najvisu razinu odredenu Direktivom
2002/32[EZ, uzimajuéi u obzir nesigurnost mjerenja.

Serija nije u skladu s najviSom vrijednosti odredenom Direktivom 2002/32[EZ ako rezultat analize zaokruzen na
vise (}), potvrden dvostrukom analizom (%), izvan razumne sumnje prelazi najviSu vrijednost uzimajuéi u obzir
nesigurnost mjerenja.

(') Tablica faktora ekvivalentne toksicnosti (TEF) za doksine, furane i PCB-e sli¢ne dioksinu

Kongeneri Vr}g;‘;{?“ Kongener Vrijednost TEF-a
Dibenzo-p-dioksini (,,PCDD”) PCB-i sli¢ni dioksinu;
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Ne-orto PCB-i
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0001
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,01
OCDD 0,0001 Mono-orto PCB-i

PCB 105 0,0001
Dibenzofurani (,,PCDF”) PCB 114 0,0005
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 118 0,0001
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05 PCB 123 0,0001
2,3,4,7,8-PeCDF 0,5 PCB 156 0,0005
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 157 0,0005
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00001
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 189 0,0001
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0001

Koristene kratice: ,T” = tetra; ,Pe” = penta; ,Hx" =heksa; ,Hp”= hepta; ,0” = okta; ,CDD” = klordibenzo-p-dioksin; ,CDF” = klordi-
benzofuran; ,CB” = klorbifenil.

(3 SL L 140, 30.5.2002,, str. 10.

(’) Pojam ,zaokruzeno na vise” zahtijeva uporabu granice kvantifikacije za doprinos svakog nekvantificiranog kongenera ekvivalentu
toksi¢nosti (TEQ). Pojam ,zaokruzeno na nize” zahtijeva uporabu nule za doprinos svakog nekvantificiranog kongenera ekvivalentu
toksicnosti (TEQ). Pojam ,zaokruzeno prema sredini” zahtijeva uporabu polovice granice kvantifikacije za izracun doprinosa svakog
nekvantificiranog kongenera ekvivalentu toksicnosti (TEQ).

(%) Dvostruka analiza potrebna je kako bi se iskljucila moguénost unutarnje krizne kontaminacije ili slucajne zamjene uzoraka. Prva se
analiza, uzimaju¢i u obzir nesigurnost mjerenja, koristi za potvrdu sukladnosti.

Ako se analiza provodi u sklopu incidenta sa zagadenjem dioksinom, potvrda s dvostrukom analizom moze se izostaviti ako su uzorci
odabrani za analizu sljedivi do incidenta sa zagadenjem dioksinom.
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Nesigurnost mjerenja uzima se u obzir u skladu s jednom od sljedecih pristupa:

— izratunom prosirene nesigurnosti uz uporabu obuhvatnog faktora 2, ¢ime se postize razina pouzdanosti od
95 %. Serija nije sukladna ako je izmjerena vrijednost minus U iznad najviSe vrijednosti. Kod postupka
odvojenog odredivanja dioksina i PCB-a sli¢nih dioksinu, za zbroj dioksina i PCB-a sli¢nih dioksinu koristi
se zbroj procijenjene prosirene nesigurnosti odvojenih analitickih rezultata dioksina i PCB-a sli¢nih dioksinu;

— utvrdivanjem granice odlucivanja (CCa) u skladu s Odluci Komisije 2002/657/EZ (') (tocka 3.1.2.5. Priloga —
u slucaju tvari s utvrdenom dopustenom razinom). Serija nije sukladna ako je izmjerena vrijednost jednaka ili
veéa od CCa.

Sadasnja pravila tumacenja primjenjuju se na rezultat analize uzorka za sluzbenu kontrolu. To ne utjeCe na prava
drzava clanica da koriste nacionalne propise za analize u obrambene ili referentne svrhe.

IL PRIPREMA UZORKA I ZAHTJEVI ZA ANALITICKE METODE KOJE SE KORISTE KOD SLUZBENE
KONTROLE RAZINA DIOKSINA (PCDD/PCDF) I PCB-a SLICNIH DIOKSINU

Svrha i podrudje primjene

Ovi se zahtjevi primjenjuju kada se sirovine za hranu za Zivotinje i hrana za Zivotinje analiziraju za odredivanje
kolicine dioksina (polikloriranih dibenzo-p-dioksina (PCDD) i polikloriranih dibenzofurana (PCDF)) te poliklori-
ranih bifenila slicnih dioksinu (PCB).

Nadzor u pogledu prisutnosti dioksina u hrani za Zivotinje moze se provoditi strategijom temeljenom na metodi
probira za odabir onih uzoraka u kojima razine dioksina ili PCB-a slicnih dioksinu prelaze znacajnu vrijednost ili
su od nje manje za najvise 25 %. Koncentracija dioksina u uzorcima sa znaCajnim razinama mora se odrediti/
potvrditi potvrdnom metodom.

Orijentacijske metode su metode koje se koriste za otkrivanje prisutnosti znacajnih vrijednosti dioksina i PCB-a
slicnih dioksinu. Ovim se metodama moze analizirati velik broj uzoraka i upotrebljavaju se za probir velikog
broja uzoraka s mogudim pozitivnim rezultatima analize. Ove su metode posebno osmisljene kako bi se izbjegli
lazno negativni rezultati.

Potvrdne metode su metode koje daju potpune ili dodatne informacije putem kojih se mogu identificirati i to¢no
koli¢inski odrediti dioksini i PCB-i sli¢ni dioksinu na razini znacajne vrijednosti.

Kontekst primjene

Bududi da uzorci iz okolisa i bioloski uzorci (ukljucujuéi uzorke sirovina za hranu za Zivotinje) oplenito sadrze
kompleksne smjese razlicitih kongenera dioksina, razvijen je koncept faktora ekvivalentne toksi¢nosti (TEF) kako
bi se olaksala procjena opasnosti. TEF-ovi su uvedeni za iskazivanje koncentracija smjesa 2,3,7,8-supstituiranih
PCDD-a i PCDF-a i odredenih ne-orto i mono-orto klor-supstituiranih PCB-a s djelovanjem sli¢nim dioksinu u
ekvivalentima toksicnosti (TEQ) 2,3,7,8-TCDD-a. Koncentracije pojedinacnih tvari u danom uzorku pomnoze se s
odgovarajuéim TEF-om i zatim zbroje kako bi se dobila ukupna koncentracija spojeva sli¢nih dioksinu iskazana u
ekvivalentima toksi¢nosti.

Isklju¢ivo u smislu ove Uredbe, prihvatljiva specifina granica kvantifikacije pojedina¢nog kongenera je koncen-
tracija analita u ekstraktu uzorka koja proizvodi odziv instrumenta na dva razliita iona koji se prate s omjerom
S/S (signal/$um) 3:1 za manje osjetljiv signal i ispunjavanje temeljnih zahtjeva, kao $to su npr. vrijeme retencije i
omjer izotopa u skladu s postupku odredivanja opisanom u EPA-inoj metodi 1613, revizija B.

Zahtjevi za osiguranje kvalitete kojih se treba pridrzZavati tijekom pripreme uzorka
Primjenjuju se opce odredbe za pripremu uzoraka za analizu iz Priloga 1.
Osim toga moraju biti ispunjeni sljede¢i uvjeti:

— Uzorke treba ¢uvati i prenositi u staklenim, aluminijskim, polipropilenskim ili polietilenskim posudama. Iz
posude za uzorke treba odstraniti tragove papirne prasine. Staklene se posude ispiru otapalima koja su
prethodno provjerena na prisutnost dioksina.

() SL L 221, 17.8.2002., str. 8.
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4.

— Slijepa proba visi se tako da se provede cjelokupan analiticki postupak, ali bez uzorka.

— Masa uzorka koji se koristi za ekstrakciju mora biti dovoljna da se ispune zahtjevi glede osjetljivosti.

Zahtjevi za laboratorije

— Laboratoriji moraju dokazati ucinkovitost metode u podrucju znacajne vrijednosti, npr. na razini jednakoj 0,5,

1 i 2 puta znacajne vrijednosti s prihvatljivim koeficijentom varijacije za ponovljene analize. Za podrobnosti o
mjerilima prihvatljivosti vidjeti tocku 5.

Granica kvantifikacije za potvrdnu metodu mora biti u rasponu jedne petine znacajne vrijednosti kako bi se u
podrucju razmatrane vrijednosti osigurali prihvatljivi koeficijenti varijacije.

Redovite slijepe kontrole i pokusi s dodavanjem ili analize kontrolnih uzoraka (ako je dostupan, pozeljan je
certificirani referentni materijal) provode se kao mjere interne kontrole kvalitete.

Najbolji nacin kojim laboratorij dokazuje struc¢nost u provodenju odredenih analiza je uspjesno sudjelovanje u
medulaboratorijskim studijama za ocjenu stru¢nosti laboratorija. Uspjesno sudjelovanje u medulaboratorijskim
studijama, npr. za uzorke tla ili otpadnih voda, ipak ne dokazuje nuzno stru¢nost na podru¢ju uzoraka hrane
ili hrane za Zivotinje u kojima se susrecu niZe razine onecis¢enja. Zbog toga je obvezno stalno sudjelovanje u
medulaboratorijskim studijama za odredivanje dioksina i PCB-a sli¢nih dioksinu u mjerodavnim matricama
prehrambenih proizvoda/hrane za Zivotinje.

Laboratorije akreditiraju priznata tijela koja djeluju u skladu s ISO Uputama 58, ¢ime se jaméi da laboratoriji
u analizama provode mjere osiguranja kvalitete. Laboratoriji se akreditiraju u skladu s normom
ISO[IEC[17025.

Zahtjevi za analiticke postupke za dioksine i PCB-e sli¢ne dioksinu

Osnovni zahtjevi za prihvacanje analitickih postupaka:

— Visoka osjetljivost i niske granice detekcije. Za PCDD-e i PCDF-e, detektabilne kolicine moraju biti u

podrugju pikograma TEQ (10712 g) zbog visoke toksi¢nosti nekih od navedenih spojeva. Poznato je kako se
PCB-i pojavljuju u ve¢im koli¢inama od PCDD-a i PCDF-a. Za veéinu kongenera PCB-a dovoljna je osjetljivost
u podrudju nanograma (10 g). Medutim, za mjerenje toksicnijih kongerera PCB-a sli¢nih dioksinu (posebno
ne-orto supstituiranih kongenera) treba postiéi jednaku osjetljivost kao kod PCDD-a i PCDF-a.

Visoka selektivnost (specifiénost). Potrebno je razlikovati izmedu PCDD-a, PCDF-a i PCB-a sli¢nih dioksinu
i mnogobrojnih drugih, istodobno ekstrahiranih i vjerojatno interferentnih spojeva, prisutnih u koncentraci-
jama koje su nekoliko redova veli¢ine vece od koncentracija predmetnih analita. Kod metoda plinske kroma-
tografije/masene spektrometrije (GC/MS) nuzno je razlikovati izmedu razlicitih kongenera, na primjer izmedu
toksi¢nih (npr. 17 2,3,7,8-supstituiranih PCDD-a i PCDF-a i PCB-a sli¢nih dioksinu) i drugih kongenera.
Biotestovi moraju omoguditi selektivno odredivanje vrijednosti TEQ-a kao sume PCDD-a, PCDF-a i PCB-a
slicnih dioksinu.

Visoka to¢nost (istinitost i preciznost). Postupak odredivanja mora dati valjanu i pouzdanu procjenu prave
koncentracije u uzorku. Potrebna je visoka to¢nost (to¢nost mjerenja: suglasnost izmedu rezultata mjerenja s
pravom ili dogovorenom vrijednosti mjerene veli¢ine) kako bi se sprijecilo odbacivanje rezultata analize
uzorka na temelju slabe pouzdanosti procjene TEQ-a. Toénost se iskazuje kao istinitost (razlika izmedu
srednje vrijednosti koja je izmjerena za analit u certificiranom materijalu i njegove certificirane vrijednosti,
iskazano kao postotak te vrijednosti) i preciznost (RSDy, relativna standardna devijacija od rezultata dobivenih
pod uvjetima obnovljivosti).

Orijentacijske metode mogu uklju¢ivati biotestove i metode GC/MS; potvrdne metode su metode plinske kroma-
tografije visoke razlu¢ivosti/masene spektrometrije visoke razlu¢ivosti (HRGC/HRMS).
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7.1.

Za ukupnu vrijednosti TEQ-a moraju biti ispunjena sljedeca mjerila:

Orijentacijske metode Potvrdne metode
Udio lazno negativnih rezultata <1%
Istinitost -20% do +20%
Preciznost RSDy <30% <15%

Posebni zahtjevi koje moraju ispunjavati metode GC/MS koje se koriste za svrhe probira ili potvrde

— U vrednovanju metode analize, unutarnji standardi PCDD/[F-ova supstituirani klorom na poloZaju 2,3,7,8 i
obiljezeni izotopom '3C i unutarnji standardi dioksinima slicnih PCB-a obiljezeni izotopom '*C moraju se
dodati na samom pocetku analitickog postupka, npr. prije ekstrakcije. Mora se dodati najmanje po jedan
kongener za svaku tetra do okta-kloriranu homolognu skupinu za PCDDJF i najmanje po jedan kongener za
sve homologne skupine za PCB-e¢ slicne dioksinima (odnosno najmanje po jedan kongener za svaki izabrani
ion u spektrometriji masa koja se koristi za pracenje PCDD/F-ova odnosno PCB-a sli¢nih dioksinu). Najbolje je
koristiti, posebno za potvrdne metode, svih 17 unutarnjih standarda PCDD/[F-ova supstituiranih klorom na
polozaju 2,3,7,8 i obilgeienih izotopom 13C, te svih 12 unutarnjih standarda PCB-a sli¢nih dioksinima
obiljezenih izotopom °C.

— Relativne faktore odgovora treba utvrditi i za one kongenere za koje se ne dodaje analog obiljezen izotopom
3¢, upotrebom odgovarajuée kalibracijske otopine.

— Za hranu biljnog i Zivotinjskoga podrijetla koja sadrzi manje od 10 % masti, unutarnji se standardi obavezno
dodaju prije ekstrakcije. Za hranu Zivotinjskoga podrijetla u kojoj je udio masti veéi 10 %, unutarnji se
standardi mogu dodati prije ili poslije ekstrakcije masti. Mora se provesti odgovarajuce vrednovanje ucinko-
vitosti ekstrakcije, $to ovisi o fazi u kojoj se dodaje unutarnji standard, te o tome iskazuju li se rezultati s
obzirom na udio masti u uzorku ili s obzirom na cijeli uzorak.

— Prije analize GC/MS treba dodati 1 ili 2 (surogat) standarda radi provjere iskoristenja.

— Potrebno je kontrolirati iskoriStenje. Za potvrdne metode iskoristenje pojedina¢nih unutarnjih standarda mora
biti izmedu 60 % i 120 %. Prihvatljivo je manje ili vece iskoristenje za pojedinacne kongenere, a posebno za
neke hepta- i okta-klorirane dibenzodioksine i dibenzofurane, pod uvjetom da je njihov doprinos vrijednosti
TEQ-a manji od 10 % ukupne vrijednosti TEQ-a (dobivene na temelju zbroja PCDD/F-ova i PCB-a slicnih
dioksinima). Za orijentacijske metode iskoriStenje mora biti izmedu 30 % i 140 %.

— Dioksini se od kloriranih spojeva koji mogu interferirati u analizi, poput PCB-a koji nisu sli¢ni dioksinu te
kloriranih difenil etera, odvajaju odgovarajuéim kromatografskim tehnikama (najbolje pomocu kolone s
florisilom, aluminijevim oksidom i/ili aktivnim ugljenom).

— Razdvajanje izomera plinskom kromatografijom mora biti zadovoljavajuée (preklapanje signala 1,2,3,4,7,8-
HxCDF i signala 1,2,3,6,7,8-HxCDF < 25 % od vrska do vrika).

— Tetra do okta-klorirani dioksini i furani odreduju se u skladu s EPA-inoj metodi 1613, revizija B, metodom
izotopnog razrjedenja uz primjenu HRGC/HRMS-a odnosno drugom metodom s jednakim kriterijima ucin-
kovitosti.

— Razlika izmedu gornje i donje granice ne smije biti ve¢a od 20 % za hranu u kojoj je zagadenje dioksinima u
podru¢ju oko ili iznad najviSe razine. Za hranu za Zivotinje u kojoj je zagadenost osjetno ispod najvise razine
razlika moze biti u rasponu od 25 % — 40 %.

Orijentacijske metode analize
Uvod

Pri upotrebi orijentacijske metode, mogu se upotrijebiti razliciti analiticki pristupi.
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7.2.

7.3.

Orijentacijski pristup

Rezultati analize uzoraka usporeduju se s rezultatima referentnog uzorka. Uzorci ¢iji su rezultati manji od
rezultata referentnog uzorka smatraju se negativnima, a oni s vedim rezultatima su potencijalno pozitivni.
Zahtjevi su sljededi:

— Uz svaku seriju uzoraka mora se analizirati jedna slijepa proba i jedan referentni uzorak koji se ekstrahiraju i
analiziraju pod istovjetnim uvjetima. Rezultat referentnog uzorka mora nedvojbeno biti veéi od rezultata
slijepe probe.

— Za potvrdu ucinkovitosti testa u znacajnom podrucju radi provjere znacajne vrijednosti koriste se dodatni
referentni uzorci u kojima su koli¢ine 0,5 i 2 puta vece od znacajne vrijednosti.

— Za ispitivanje ostalih matrica potrebno je dokazati prikladnost jednog ili vise referentnih uzoraka, najbolje
ukljucivanjem uzoraka za koje je HRGC/HRMS analiza pokazala da sadrze TEQ u razini referentnoga uzorka
ili tako da se slijepoj probi doda standard u toj kolicini.

— Bududi da se u biotestovima ne mogu koristiti unutarnji standardi, vrlo su vazni testovi ponovljivosti kako bi
se dobili podaci o standardnoj devijaciji unutar jedne serije ispitivanja. Koeficijent varijacije mora biti manji od
30 %.

— U primjeni biotestova moraju se utvrditi ciljni spojevi, moguce interferencije i najvece prihvatljive kolic¢ine za
slijepe probe.

Kvantitativni pristup

probe i kontrolu iskoriStenja. Rezultat se moZe iskazati kao TEQ, ¢ime se pretpostavlja da signali spojeva
odgovaraju nacelu toksi¢ne ekvivalentnosti. U tu se svrhu moze koristiti TCDD (odnosno standardna smjesa
dioksina/furana/PCB-a sli¢nih dioksinima) kako bi se dobila kalibracijska krivulja za izracun koli¢ine TEQ-a u
ekstraktu i u uzorku. Rezultat za koli¢inu TEQ-a se naknadno korigira za vrijednost slijepe probe (kako bi se
iskljucio utjecaj necistoca koje potjecu iz koristenih otapala i kemikalija) i za iskoristenje (izra¢unano u kontroli
kvalitete iz koli¢cine TEQ-a koja je priblizna odgovarajucoj toksi¢noj razini). Vazno je napomenuti kako na
smanjenje iskoristenja dijelom moze utjecati matrica uzorka ifili razlike izmedu vrijednosti TEF-a iz biotestova
i sluzbenih vrijednosti TEF-a koje je odredio WHO.

Zahtjevi za orijentacijske metode analize

— Za orijjentaciju se mogu koristiti metode analize GC/MS i biotestovi. Za metode GC/MS primjenjuju se
zahtjevi navedeni u tocki 6. Posebni zahtjevi za stani¢ne biotestove navedeni su u tocki 7.3., a za biotestove
u kompletu u tocki 7.4.

— Potrebno je dobiti podatke o broju lazno pozitivnih i lazno negativnih rezultata iz velikog broja uzoraka s
koli¢inama ispod ili iznad najvece dopustene razine u odnosu na udio TEQ-a utvrden potvrdnom analitickom
metodom. Stvarni udio lazno negativnih uzoraka mora biti manji od 1 %. Udio lazno pozitivnih uzoraka
mora biti dovoljno malen da orijentacijska metoda bude uporabljiva.

— Pozitivni rezultati se uvijek moraju potvrditi potvrdnom analitickom metodom (HRGC/HRMS). Istom
metodom potvrduju se i uzorci iz Sirokog raspona TEQ vrijednosti (priblizno od 2 do 10 % negativnih
uzoraka). Treba omoguditi uvid u odnos izmedu rezultata dobivenih biotestom i metodom HRGC/HRMS.

Posebni zahtjevi za staniche biotestove

— Za svaku seriju odredenoga biotesta potreban je niz referentnih koncentracija TCDD-a odnosno mjesavine
dioksina/furana/PCB-a sli¢nih dioksinu (cijela krivulja odgovora na dozu pri R? > 0,95). Medutim, za potrebe
probira, kod analize uzoraka s niskim koncentracijama moZze se rabiti prosirena krivulja za niZe razine.

— Na listi nadzora kvalitete moraju se prikazati rezultati biotesta kroz odredeno neprekinuto razdoblje za
referentnu koncentraciju TCDD-a (priblizno trostruka granica kvantifikacije). Kao druga moguénost moze
se koristiti relativan odgovor referentnoga uzorka u odnosu na kalibracijski pravac za TCDD, buduéi da
stani¢ni odgovor moze ovisiti o brojnim ¢imbenicima.

— Za svaki tip referentnog materijala biljeze se i provjeravaju dijagrami kontrole kvalitete kako bi se osigurao
rezultat sukladan navedenim smjernicama.
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— Posebno kod kvantitativnih izracuna, razrijedeni se uzorak mora analizirati u linearnom podru¢ju odzivne
krivulje. Uzorci s odgovorom iznad linearnog podrucja odzivne krivulje moraju se razrijediti i ponovo
testirati. Stoga valja istodobno testirati najmanje tri ili viSe razrjedenja.

— Postotak standarde devijacije ne smije biti veéi od 15 % nakon trostrukog odredivanja za svako od tri
razrjedenja niti smije biti ve¢i od 30 % izmedu tri neovisna testiranja.

— Granica detekcije moze biti tri puta veéa od standardne devijacije za otopinu slijepe probe, odnosno od
pozadinskog Suma. Drugi je pristup primjena odgovora viSeg od pozadinskoga Suma (faktor indukcije 5x
slijepa proba otapala) koji se izracunava iz kalibracijske krivulje za taj dan. Granica kvantifikacije moze biti 5
- 6 puta veca od standardne devijacije za slijepu probu odnosno od pozadinskog suma, odnosno moze se
primijeniti odgovor koji je neupitno veéi od pozadinskoga suma (faktor indukcije 10x slijepa proba otapala)
koji se izracunava iz kalibracijske krivulje za taj dan.

Posebni zahtjevi za biotestove u kompletu

— Potrebno je osigurati dovoljnu osjetljivost i pouzdanost biotestova u kompletu kada se primjenjuju za hranu.
— Za pripremu uzorka treba slijediti upute proizvodaca.

— Kompleti za ispitivanje se ne smiju rabiti nakon isteka trajanja.

— Ne smiju se rabiti materijali i sastojci namijenjeni uporabi s drugim kompletima.

— Kompleti za ispitivanje se Cuvaju na odredenom rasponu temperatura te se rabe na odredenoj radnoj
temperaturi.

— Granica detekcije za imunotestove odreduje se kao suma srednje vrijednosti i trostruke standardne devijacije, a
na temelju 10 ponovljenih analiza slijepe probe koja se dijeli s nagibom krivulje u jednadzbi linearne regresije.

— Za laboratorijsko testiranje moraju se koristiti referentni standardi koji osiguravaju odgovor standarda u
prihvatljivom podrugju.

Izvjesée o rezultatima

Ako upotrijebljeni analiticki postupak to omogucuje, podaci koje izvjes¢e o ispitivanju mora sadrzavati su
koli¢ine pojedina¢nih kongenera PCDD/F-a i PCB-a, a za koje treba navesti jesu li zaokruZeni na vise, na nize
ili prema sredini, kako bi se u izvjeS¢e o rezultatima ukljucila maksimalna koli¢ina podataka i omoguéilo
tumacenje rezultata u skladu s posebnim zahtjevima.

U izvjes¢e mora biti uklju¢en udio masti u uzorku i metoda ekstrakcije masti.

Iskoristenja pojedinih unutarnjih standarda moraju biti navedena u slucaju da su izvan raspona navedenog u tocki
6., u slucaju da je dobiveni rezultat ve¢i od najvece dopustene koli¢ine te u drugim slucajevima na poseban
zahtjev.

Kako pri odluci o u skladu ssti uzorka treba uzeti u obzir mjernu nesigurnost, ovaj se parametar takoder mora
navesti u izvjeS¢u. Rezultati analize se prikazuju kao x +/- U, gdje je x rezultat analize, a U je prosirena mjerna
nesigurnost uz faktor obuhvata 2, ¢ime se dobiva razina pouzdanosti od oko 95 %. Odreduju li se dioksini
odvojeno od PCB-a sli¢nih dioksinima, tada se zbrajaju procijenjene prosirene nesigurnosti za pojedinacne
rezultate analiza dioksina i PCB-a sli¢nih dioksinima.

Ako se nesigurnost mjerenja racuna iz granicne koli¢ine analita CCa (kako je opisano u tocki I.2. dijela B) tada se
mora navesti i taj parametar.
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PRILOG VI.

ANALITICKE METODE ZA ODREDIVANJE SASTOJAKA ZIVOTINJSKOG PODRIJETLA ZA SLUZBENU

KONTROLU HRANE ZA ZIVOTIN]E

Zahtjevi za mikroskopsku detekciju, identifikaciju ili procjenu sastojaka Zivotinjskog podrijetla u hrani za

4.3.1.

Zivotinje

Cilj i podrudje primjene

Ovi se zahtjevi primjenjuju kada se utvrdivanje sastojaka Zivotinjskog podrijetla (definiranih kao proizvodi iz
prerade trupa ili dijelova tijela sisavaca, peradi i riba) u hrani za Zivotinje provodi mikroskopskim pregledom u
okviru uskladenog programa nadzora u podru¢ju ishrane Zivotinja u skladu s Uredbom (EZ) br. 882/2004
Europskog parlamenta i Vijeca ('). Ako se u svim sluzbenim testovima koriste metode iz ovog Priloga, mogu
se provesti i dodatni testovi koji se temelje na izmijenjenoj ili alternativnoj metodi kako bi se poboljsala detekcija
odredenih vrsta sastojaka Zivotinjskog podrijetla ili za podrobnije odredivanje izvora sastojaka Zivotinjskog
podrijetla. Osim toga, kod pregledavanja nekih posebnih sastojaka Zzivotinjskog podrijetla, poput plazme ili
kosti u loju (vidjeti takoder tocku 9.) moze se koristiti inacica protokola pod uvjetom da se navedene analize
provode dodatno uz analize predvidene uskladenim programom inspekcije.

Osjetljivost
Ovisno o vrsti sastojaka Zivotinjskog podrijetla, u hrani za Zivotinje mogu se detektirati vrlo male koli¢ine
(< 0,1%).

Nacelo

Za identifikaciju se koristi reprezentativni uzorak, izuzet u skladu s odredbama Priloga 1. te pripravljen na
primjeren nacin. Za obradu Zivotinjske hrane s niskim udjelom vode primjeren je sljede¢i protokol. Prije
obrade se hrana za Zivotinje s udjelom vode vedim od 14 % osusi (kondenzira). Posebne vrste hrane za Zivotinje
ili sirovine za hranu za Zivotinje (npr. masti, ulja) treba namjenski obraditi (vidjeti tocku 9.). Sastojci Zivotinjskog
podrijetla utvrduju se na temelju tipi¢nih, mikroskopski prepoznatljivih osobina (tj. miSi¢nih vlakana i drugih
Cestica mesa, hrskavice, kosti, rogova, dlake, cekinja, krvi, perja, ljuske jaja, ribljih kosti, ljusaka). Utvrdivanje se
mora izvesti i na prosijanoj frakciji (tocka 6.1.) i na koncentriranom talogu (tocka 6.2.) uzorka.

Reagensi

Sredstvo za pripremu preparata.

Kloral-hidrat (vodeni, 60 % m/v).

Luzina (NaOH 2,5 % m/v ili KOH 2,5 % m/v) za prosijane frakcije.

Parafinsko ulje ili glicerol (viskoznost: 68 — 81) za mikroskopska promatranja taloga.

Sredstva za ispiranje.

Alkohol, 96 %.

Aceton.

Sredstvo za koncentriranje.

Tetrakloretilen (gustoca 1,62).

(") SL L 165, 30.4.2004., str. 1.; ispravljeno u SL L 191, 28.5.2004., str. 1.
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4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

4.4.4.

4.5.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

6.1.

Reagensi za bojenje.

Otopina joda/kalijevog jodida (otopi se 2 g kalijevog jodida u 100 ml vode, zatim se uz Cesto protresivanje doda
1 g joda.).

Alizarin crvenilo (otopi se 2,5 ml 1M klorovodi¢ne kiseline u 100 ml vode i toj se otopini doda 200 mg alizarin
crvenila).

Cistinski reagens (2 g olovnog acetata, 10 g NaOH/100 ml H,0).

Otopina joda/kalijevog jodida (rastopljeno u etanolu 70 %).

Reagens za izbjeljivanje.

Komercijalna otopina natrijevog hipoklorita (9,6 % aktivnog klora).

Oprema i pribor

Analiticka vaga (preciznost do 0,01 g, osim za koncentrirani talog: 0,001 g).

Pribor za usitnjavanje (mlin ili muZar, posebno za hranu za Zivotinje koja kod analize sadrzi > 15 % masti).
Sito s mreZicom kvadratnih ocica Sirine najvise 0,50 mm.

Lijevak za odjeljivanje ili posuda s konusnim dnom za taloZenje.

Stereomikroskop (najmanje 40x povecanje).

Sastavljeni mikroskop (najmanje 400x povecanje), propusteno svjetlo ili polarizirano svjetlo.

Standardno laboratorijsko posude od stakla.

Sva se oprema mora temeljito odistiti. Lijevci za odjeljivanje i stakleno posude moraju se oprati u stroju za pranje
posuda. Sita se moraju ocistiti ¢etkom s tvrdim cekinjama.

Postupak

Hrana za Zivotinje u zrnu moze se prethodno prosijati ako se obje frakcije analiziraju kao odvojeni uzorci.

Obradi se najmanje 50 g uzorka (prema potrebi, oprezno usitnjenog prikladnim priborom za usitnjavanje (tocka
5.2.) kako bi se dobila odgovarajuca struktura). Iz usitnjenog se materijala izuzmu dva reprezentativna dijela,
jedan za frakciju za prosijavanje (najmanje 5 g) (tocka 6.1.) i jedan za koncentrirani talog (najmanje 5 g) (tocka
6.2.). Za identifikaciju se dodatno moze primijeniti bojenje reagensima za bojenje (tocka 6.3.).

Za utvrdivanje prirode Zivotinjskih bjelancevina i podrijetla Cestica moze se koristiti sustav potpore odlucivanju
poput ARIES-a i mogu se dokumentirati referentni uzorci.

Utvrdivanje sastojaka Zivotinjskog podrijetla u prosijanim frakcijama
Kroz sito se prosije najmanje 5 g uzorka (tocka 5.3.) u dvije frakcije.

Prosijane frakcije s velikim Cesticama (ili reprezentativni dio frakcije) nanesu se u tankom sloju na primjerenu
podlogu i sustavno pregledavaju stereomikroskopom (tocka 5.5.) pod razlicitim povecanjima kako bi se detek-
tirali sastojci Zivotinjskog podrijetla.

Mikroskopski preparati iz prosijanih frakcija sa sitnim Cesticama sustavno se pregledavaju sastavljenim mikro-
skopom (tocka 5.6.) pod razli¢itim povecanjima kako bi se detektirali sastojci Zivotinjskog podrijetla.
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6.2.

6.3.

6.4.

Utvrdivanje sastojaka Zivotinjskog podrijetla u koncentriranom talogu

U lijevak za odjeljivanje ili posudu s konusnim dnom za taloZenje prenese se najmanje 5 g (s preciznod¢u od
0,01 g) uzorka i obradi s najmanje 50 ml tetrakloretilena (tocka 4.3.1.). Smjesa se viSe puta protrese ili promijesa.

— Ako se koristi zatvoreni lijevak za odjeljivanje, otopina se ostavi da odstoji dovoljno vremena (najmanje 3
minute) prije odvajanja taloga. Ponovno se protrese i otopina ostavi da odstoji najmanje 3 minute. Ponovno
se odvoji talog.

— Ako se koristi otvorena Casa, otopina se ostavi da odstoji najmanje 5 minuta prije odvajanja taloga.

Cjelokupni talog se osusi i zatim izvaZe (s to¢no$¢u na 0,001 g). Vaganje je potrebno samo kada se zahtijeva
procjena. Ako se talog sastoji od velikog broja krupnijih ¢estica, moZe se prosijati kroz sito (tocka 5.3.) u dvije
frakcije. Osuseni se talog pregleda pod stereomikroskopom (tocka 5.5.) i sastavljenim mikroskopom (tocka 5.6.)
kako bi se detektirali sastojci podrijetlom od kosti.

Uporaba sredstava za pripremu preparata i reagensa za bojenje

Mikroskopsko utvrdivanje sastojaka Zivotinjskog podrijetla moze se olaksati posebnim sredstvima za pripremu
preparata i reagensima za bojenje.

Kloral-hidrat (tocka 4.1.1.): Uz oprezno zagrijavanje stanicne se strukture vide bolje zato $to se Skrobna zrnca
Zelatiniziraju, a nepoZeljni sastojci stanice uklone.

LuZina (tocka 4.1.2): Krmni se materijal ocisti natrijevim hidroksidom ili kalijevim hidroksidom, $to olaksava
detekciju misi¢nih vlakana, dlake i drugih keratinskih struktura.

Parafinsko ulje i glicerol (tocka 4.1.3.): Sastojci podrijetlom od kosti mogu se dobro identificirati u ovom
sredstvu za pripremu preparata zato $to vecina kostanih lakuna ostaje ispunjena zrakom i vide se kao crne rupe
veli¢ine priblizno 5 — 15 pm.

Otopina joda/kalijevog jodida (tocka 4.4.1.): Koristi se za detekciju Skroba (plavo-ljubicasto obojenje) i bjelan-
Cevina (Zuto-narancasto obojenje). Prema potrebi, otopine se mogu razrijediti.

Otopina alizarin crvenila (tocka 4.4.2.): Crveno-ruZicasto obojenje kosti, ribljih kosti i ljusaka. Prije susenja
taloga (vidjeti tocku 6.2.), cjelokupni se talog prenese u staklenu epruvetu i dvaput ispere s priblizno 5 ml
alkohola (tocka 4.2.1.) (svaki se put koristi vrtloZna mjesalica, a otapalo se ostavi priblizno 1 minutu da se
slegne i zatim se odlije). Prije uporabe reagensa za bojenje, talog se izbijeli dodavanjem najmanje 1 ml otopine
natrijevog hipoklorita (tocka 4.5.1.). Reakcija se razvija 10 minuta. Epruveta se napuni vodom, talog se ostavi 2 —
3 minute da se slegne, te se voda i suspendirane Cestice odliju. Talog se dvaput ispere s 10 ml vode (koristi se
vrtloZna mjesalica, ostavi se da se istaloZi i svaki se put odlije voda). Doda se 2 — 10 ili viSe kapljica (ovisno o
koli¢ini ostatka) otopine alizarin crvenila. Smjesa se protrese, reakcija se razvija nekoliko sekunda. Obojeni se
talog dvaput ispere s priblizno 5 ml alkohola (tocka 4.2.1.), zatim jedanput acetonom (tocka 4.2.2.) (svaki se put
koristi vrtlozna mjesalica, a otapalo se ostavi priblizno 1 minutu da se slegne i zatim se odlije). Talog je tada
spreman za suSenje.

Cistinski reagens (tocka 4.4.3.): Uz oprezno zagrijavanje, sastojci koji sadrze cistin (dlake, perje itd.) oboje se
crno-smede.

Pregled hrane za Zivotinje koja moZe sadrZavati riblje brasno

Pod sastavljenim mikroskopom pregleda se najmanje jedan mikroskopski preparat iz sitno prosijane frakcije i
sitne frakcije taloga (vidjeti tocke 6.1. 1 6.2.).

Kada je na oznaci navedeno da sastojci sadrze riblje brasno ili kada kod pocetnog pregleda postoji sumnja ili se
detektira riblje brasno, iz izvornog uzorka treba pregledati najmanje dva dodatna mikroskopska preparata iz sitno
prosijane frakcije i sitne frakcije taloga.

Izra¢un i procjena

Drzave clanice duzne su osigurati da se postupci opisani u ovoj tocki koriste u provedbi sluzbenih analiza za
progjenu koli¢ine (a ne samo prisutnosti) sastojaka Zivotinjskog podrijetla.

[zraCun se mozZe izvesti samo ako sastojci Zivotinjskog podrijetla sadrze dijelove kosti.



108

Sluzbeni list Europske unije

03/Sv. 6

7.1.

7.2.

8.1.

8.2.

Dijelovi kosti toplokrvnih kopnenih Zivotinjskih vrsta (tj. sisavaca i ptica) mogu se u mikroskopskim preparatima
razluciti od razli¢itih vrsta ribljih kosti na temelju tipi¢nih kostanih lakuna. Udio sastojaka Zzivotinjskog podrijetla
u uzorkovanom se materijalu procjenjuje s obzirom na:

— procijenjeni udio (% mase) kostanih dijelova u koncentriranom talogu, i

— udio (% mase) kosti u sastojcima Zzivotinjskog podrijetla.

Procjena se mora temeljiti na najmanje tri mikroskopska preparata (ako je to mogude) i najmanje pet polja po
preparatu. Koncentrirani talog u krmnim smjesama u pravilu ne sadrzi samo dijelove kosti kopnenih Zivotinja i
riba, nego i druge Cestice visoke specificne mase, npr. minerale, pijesak, odrvenjele dijelove biljaka i sli¢no.
Procijenjena vrijednost postotnog udjela kostanih dijelova

% dijelova kosti kopnenih Zivotinja = (S x ¢)/W

% dijelova ribljih kosti i ljusaka = (S x d)/W

(S = masa taloga (mg), ¢ = korekcijski faktor (%) za procijenjeni udio kosti kopnenih Zivotinja u talogu,
d = korekcijski faktor (%) za procijenjeni udio dijelova ribljih kosti i ljusaka u talogu, W = masa materijala
uzorka za sedimentaciju (mg)).

Procijenjena vrijednost sastojaka Zivotinjskog podrijetla

Udio kosti u Zivotinjskim proizvodima moze se znatno razlikovati. (Udio kosti u ko$tanom brasnu reda je
velicine 50 — 60 %, u mesnom brasnu reda velicine 20 — 30 %; u ribljem se brasnu udio kosti i ljusaka razlikuje
s obzirom na kategoriju i podrijetlo ribljeg brasna, obi¢no je reda veli¢ine 10 — 20 %).

Ako je poznata vrsta Zivotinjskog brasna prisutnog u uzorku, mogude je procijeniti udio:
Procijenjeni udio sastojaka proizvoda od kopnenih Zivotinja (%) = (S x ¢)/(W x f) x 100
Procijenjeni udio sastojaka ribljih proizvoda (%) = (S x d)[(W x f) x 100

(S = masa taloga (mg), ¢ = korekcijski faktor (%) za procijenjeni udio kostanih sastojaka kopnenih Zivotinja u
talogu, d = korekcijski faktor (%) za procijenjeni udio dijelova ribljih kosti i ljusaka u talogu, f = korekcijski
faktor za udio kosti u sastojcima Zivotinjskog podrijetla u pregledanom uzorku, W = masa materijala
uzorka za sedimentaciju (mg)).

Prikaz rezultata pregleda

Izvjesée sadrzi najmanje podatke o prisutnosti sastojaka podrijetlom od kopnenih Zivotinja i ribljeg brasna. O
razlic¢itim se slucajevima izvjesCuje na sljede¢i nacin:

S obzirom na prisutnost sastojaka podrijetlom od kopnenih Zivotinja:

— koliko je mogude utvrditi mikroskopskim pregledom, u dostavljenom uzorku nisu pronadeni nikakvi sastojci
podrijetlom od kopnenih Zivotinja,

ili

— koliko je moguce utvrditi mikroskopskim pregledom, u dostavljenom su uzorku pronadeni sastojci podri-
jetlom od kopnenih Zivotinja.

i s obzirom na prisutnost ribljeg brasna:

— koliko je moguce utvrditi mikroskopskim pregledom, u dostavljenom uzorku nisu pronadeni nikakvi sastojci
ribljeg podrijetla,

ili

— koliko je mogude utvrditi mikroskopskim pregledom, u dostavljenom su uzorku pronadeni sastojci ribljeg
podrijetla.
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Kada se utvrdi prisutnost sastojaka ribljeg podrijetla ili podrijetlom od kopnenih Zivotinja, u izvjes¢u o rezulta-
tima pregleda moze se, prema potrebi, dodatno navesti procjena kolicine detektiranih sastojaka (x %, < 0,1 %, 0,1
-0,5% 0,5-5 % ili >5 %), podrobno utvrditi vrsta kopnene Zivotinje, ako je to moguce, te odrediti sastojke
zivotinjskog podrijetla (misi¢na vlakna, hrskavica, kosti, rogovi, dlaka, cekinje, krv, ljuske jaja, riblje kosti, ljuske).
Kada se procjenjuje koli¢ina sastojaka Zivotinjskog podrijetla, navodi se koristeni korekcijski faktor f.

Kada se utvrde kostani sastojci kopnenih Zivotinja, izvje§¢e mora sadrzavati dodatni navod:

,Ne moze se iskljuciti moguénost da su gornji sastojci podrijetlom od sisavaca.”

Takav dodatni navod nije potreban kada su dijelovi kosti kopnenih Zivotinja to¢no navedeni kao dijelovi kosti
peradi ili sisavaca.

Neobvezni protokol za analizu masti ili ulja

Za analizu masti ili ulja moze se koristiti sljedeci protokol:

— Ako je mast u krutom stanju, zagrijava se, na primjer u mikrovalnoj peénici, dok ne postane tekuca.
— Pipetom se prenese 40 ml masti s dna uzorka u epruvetu za centrifugiranje.

— Centrifugira se 10 minuta na 4 000 okr./min.

— Ako se mast skrutnula nakon centrifugiranja, ponovo se zagrijava u pecnici dok ne postane tekuca. Ponovo se
centrifugira 5 minuta na 4 000 okr./min.

— Polovica dekantirane necistoée se prenese malom Zlicicom ili lopaticom u malu petrijevu zdjelicu ili na
mikroskopsko stakalce za mikroskopsku identifikaciju moguéeg udjela sastojaka Zivotinjskog podrijetla
(mesnih vlakana, perja, dijelova kosti itd.). Kao sredstvo za pripremu preparata za mikroskopiju preporuca
se parafinsko ulje ili glicerol,

— Preostala necistoca koristi se za sedimentaciju u skladu s tockom 6.2.
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PRILOG VII.

METODA IZRACUNA ENERGETSKE VRIJEDNOSTI HRANE ZA PERAD

Metoda izracuna i prikaza energetske vrijednosti

Energetska vrijednost hrane za perad mora se izracunani prema formuli navedenoj dalje u tekstu na temelju
postotka nekih analitickih sastojaka hrane za Zivotinje. Ta se vrijednost iskazuje u megadzulima (MJ) metabolicke
energije (ME), s korekcijama za dusik, na kilogram krmne smjese:

MJ/kg ME = 0,1551 x % sirovih bjelancevina +0,3431 x % sirovih masti + 0,1669 x % skroba +0,1301 x %
ukupnog Secera (iskazanog kao saharoza).

Odstupanja primjenjiva za navedene vrijednosti

Ako se sluzbenom inspekcijom otkrije razlika (povecana ili smanjena energetska vrijednost hrane za Zivotinje)
izmedu rezultata pregleda i navedene energetske vrijednosti, dopusteno je najmanje odstupanje od 0,4 MJ/kg ME.

Prikaz rezultata

Nakon primjene gore navedene formule dobiveni rezultat treba iskazati s jednim decimalnim mjestom.

Metode uzorkovanja i metode analize

Uzorkovanje krmnih smjesa i odredivanje udjela analitickih sastojaka navedenih u metodi izratuna moraju biti u
skladu s metodama Zajednice za uzorkovanje ili analitickim metodama Zajednice za sluzbeni pregled hrane za
Zivotinje.

Primjenjuje se sljedece:
— za odredivanje udjela sirove masti: postupak B metode za odredivanje sirovih ulja i masti iz dijela H Priloga IIL,

— za odredivanje udjela skroba: polarimetrijska metoda iz dijela L Priloga IIL.
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PRILOG VIII.

ANALITICKE METODE ZA KONTROLU NEPROPISNE PRISUTNOSTI KRMNIH DODATAKA KOJI VISE NISU
DOPUSTENI U HRANI ZA ZIVOTINJE

Vazne napomene:

Za detekciju nepropisne prisutnosti krmnih dodataka koji viSe nisu dopusteni mogu se primjenjivati osjetljivije
metode analize od analitickih metoda navedenih u ovom Prilogu.

Za potvrdu se primjenjuju metode analize iz ovog Priloga.

A. ODREDIVANJE METIL BENZOKVATA

7-benziloksi-6-butil- 3-metoksikarbonil-4-kinolon

1. Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje razine metil benzokvata u hrani za Zivotinje. Granica kvantifikacije
je 1 mg/fkg.

2. Nacelo

Metil benzokvat se iz uzorka ekstrahira otopinom metanol metansulfonske kiseline. Ekstrakt se pro¢isti diklor-
metanom ionsko-izmjenjivackom kromatografijom i zatim ponovo diklormetanom. Udio metil benzokvata
odreduje se tekudinskom kromatografijom visoke ucinkovitosti (HPLC) s reverznom fazom uz upotrebu UV

detektora.
3. Reagensi.
3.1. Diklormetan.
3.2. Metanol, za HPLC.
3.3. Mobilna faza HPLC-a.

Smjesa metanola (tocka 3.2.) i vode (za HPLC) 75 + 25 (v + v).

Filtrira se kroz filtar 0,22 pm (tocka 4.5.) a otopina se otplini (npr. 10 minuta u ultrazvu¢noj kupelji).

3.4. Otopina metansulfonske kiseline, ¢ = 2 %.

Metanolom se razrijedi 20,0 ml metansulfonske kiseline do 1 000 ml (tocka 3.2.).

3.5. Otopina klorovodicne kiseline, ¢ = 10 %.

Vodom se razrijedi 100 ml klorovodicne kiseline (p,, 1,18 g/ml) do 1 000 ml.

3.6. Kationska izmjenjivacka smola Amberlite CG-120 (Na), 100 do 200 mesh.

Smola se prije uporabe obradi. Suspendira se 100 g smole u 500 ml otopine klorovodi¢ne kiseline (tocka 3.5.) i
uz stalno mijeSanje zagrijava na grijacoj plo¢i do kljucanja. Ohladi se i kiselina odlije. Filtrira se kroz papirni
filtar pod vakuumom. Smola se dvaput ispere s 500 ml vode, zatim s 250 ml metanola (tocka 3.2.). Ispere se
jos jednom s 250 ml metanola i osusi propuhivanjem zraka kroz filtriranu pogacu. Suha se smola pohrani u
zatvorenoj boci.
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3.7.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

5.2.

5.3.

Standardna tvar: Cisti metil benzokvat (7-benziloksi-6-butil-3-metoksikarbonil-4-kinolon)
Standardna osnovna otopina metil benzokvata, 500 pg/ml

Odvagne se 50 mg standardne tvari (tocka 3.7.) s precizno$¢u od 0,1 mg, otopi u otopini metansulfonske
kiseline (tocka 3.4.) u odmjernoj tikvici obujma 100 ml, dopuni do oznake i promijesa.

Intermedijarna standardna otopina metil benzokvata, 50 pg/ml

Prenese se 5,0 ml osnovne standardne otopine metil benzokvata (tocka 3.7.1.) u graduiranu tikvicu obujma
50 ml, dopuni do oznake metanolom (tocka 3.2.) i promijesa.

Kalibracijske otopine

U seriju graduiranih tikvica obujma 25 ml prenese se 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 i 5,0 ml intermedijarne standardne
otopine metil benzokvata (tocka 3.7.2). Dopuni se do oznake mobilnom fazom (tocka 3.3) i promijesa.
Koncentracija metil benzokvata u tim otopinama iznosi 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 i 10,0 pg/ml. Prije uporabe ove se
otopine moraju svjeze pripremiti.

Oprema

Laboratorijska tresilica.
Tankoslojni rotacijski otparivac.
Staklena kolona (250 mm x 15 mm) s pipcem i spremnikom kapaciteta priblizno 200 ml.

Oprema za HPLC s ultraljubicastim detektorom s moguéno$éu promjene valne duljine, ili detektorom s nizom
dioda.

Kolona za tekuéinsku kromatografiju: 300 mm x 4 mm, Cyg, s veli¢inom Cestica punjenja 10 pm ili jednako-
vrijedna.

Membranski filtri, 0,22 pm.

Membranski filtri, 0,45 pm.

Postupak
Opcenito

Analizom slijepe probe hrane za Zivotinje provjerava se da nisu prisutni ni metil benzokvat niti interferentne
tvari.

Test iskoriStenja provodi se analizom slijepe probe hrane za Zivotinje kojoj se doda koli¢ina metil benzokvata
slicna kolicini u uzorku. Za dobivanje koncentracije od 15 mgf/kg u 20 g slijepe probe hrane za Zivotinje doda
se 600 pl osnovne standardne otopine (tocka 3.7.1.), promijesa i priceka 10 minuta prije pocetka postupka
ekstrakcije (tocka 5.2.).

Napomena:  Kod ove metode slijepa proba hrane za Zivotinje mora biti slicne vrste kao i uzorak, a analizom se
u njoj ne smije pronaci metil benzokvat.

Ekstrakcija

Odvagne se priblizno 20 g pripravljenog uzorka s precizno$éu od 0,01 g i prenese u konusnu tikvicu obujma
250 ml. Doda se 100,0 ml otopine metansulfonske kiseline (tocka 3.4.) i mehanicki protresa (tocka 4.1.) 30
minuta. Otopina se filtrira kroz papirni filtar, a filtrat se spremi za postupak razdvajanja tekucina-tekucina
(tocka 5.3.).

Razdvajanje tekuce-tekuce

U lijevak za odjeljivanje obujma 500 ml u kojem se nalazi 100 ml otopine klorovodi¢ne kiseline (tocka 3.5.)
prenese se 25,0 ml filtrata dobivenog u postupku iz tocke 5.2. U ljjevak se doda 100 ml diklormetana (tocka
3.1.) i trese jednu minutu. Priceka se da se slojevi razdvoje te se donji (diklormetanski) sloj odlije u tikvicu s
okruglim dnom obujma 500 ml. Ponovi se ekstrakcija vodene faze s 40 ml diklormetana, a dobiveni se
ekstrakti pomijesaju s prvim ekstraktom u tikvici s okruglim dnom. Ekstrakt diklormetana se otpari do
suhog u rotacijskom otparivacu (tocka 4.2.) pri snizenom tlaku, na 40 °C. Ostatak se otopi u 20 — 25 ml
metanola (tocka 3.2.), tikvica se zacepi i sav ekstrakt spremi za ionsko-izmjenjivacku kromatografiju (tocka
5.4).
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.5.

5.6.

5.6.2.

lonsko-izmjenjivacka kromatografija
Priprema kationske izmjenjivacke kolone

U donji dio staklene kolone postavi se mali ¢ep od staklene vune (tocka 4.3.). Pripremi se suspenzija s 5,0 g
obradene kationske izmjenjivacke smole (tocka 3.6.) i 50 ml klorovodicne kiseline (tocka 3.5.), ulije u staklenu
kolonu i priceka da se umiri. Ukloni se visak kiseline do visine neposredno iznad povrSine smole, zatim se
kolona ispire vodom do neutralne reakcije eluata na lakmusov papir. U kolonu se prenese 50 ml metanola
(tocka 3.2.) i ostavi da istekne do povrsine smole.

Kolonska kromatografija

Dobiveni se ekstrakt (tocka 5.3.) pipetom paZljivo prenese u kolonu. Tikvica s okruglim dnom se dvaput ispere
s 5 — 10 ml metanola (tocka 3.2.), a isprane tekucine prenesu u kolonu. Ekstrakt se ulije do povrSine smole i
kolona ispere s 50 ml metanola, pri ¢emu brzina protoka ne smije prije¢i 5 ml na minutu. Eluat se odbaci. Metil
benzokvat se iz kolone eluira sa 150 ml otopine metansulfonske kiseline (tocka 3.4.), a eluat iz kolone prikupi
u konusnu tikvicu obujma 250 ml.

Razdvajanje tekuce-tekuce

Dobiveni eluat (tocka 5.4.2.) prenese se u lijevak za odjeljivanje obujma 1 1. Konusna tikvica se ispere s 5 —
10 ml metanola (tocka 3.2.), a isprana tekucina pomijesa sa sadrzajem u lijevku za odjeljivanje. Doda se 300 ml
otopine klorovodicne kiseline (tocka 3.5.) i 130 ml diklormetana (tocka 3.1.). Trese se 1 minutu i ostavi da se

faze razdvoje. Donji (diklormetanski) sloj se odlije u tikvicu s okruglim dnom obujma 500 ml. Ekstrakcija
vodene faze se ponovi dvaput sa 70 ml diklormetana, a oba se ekstrakta pomijesaju s prvim u tikvici s okruglim
dnom.

Ekstrakt diklormetana se otpari do suhog u rotacijskom otparivacu (tocka 4.2.) pod sniZenim tlakom na 40 °C.
Ostatak u tikvici se otopi u priblizno 5 ml metanola (tocka 3.2.), a otopina prenese u graduiranu tikvicu obujma
10 ml. Tikvica s okruglim dnom se dvaput ispere s 1 — 2 ml metanola, a isprane tekucine prenesu u graduiranu

tikvicu. Dopuni se metanolom do oznake i promijesa. Alikvotni dio se filtrira kroz membranski filtar (tocka
4.6.). Ta se otopina pohrani za odredivanje putem HPLC-a (tocka 5.6.).

Odredivanje putem HPLC-a
Parametri

Sljedeéi uvjeti predlazu se kao smjernice; mogu se koristiti i drugi uvjeti ako se njima jamée jednakovrijedni
rezultati:

— kolona za teku¢insku kromatografiju (tocka 4.4.1.),

— mobilna faza za HPLC-a: smjesa metanola i vode (tocka 3.3.),

— brzina protoka: 1 — 1,5 ml/min,

— valna duljina detekcije: 265 nm,

— volumen za ubrizgavanje: 20 — 50 pl.

Stabilnost kromatografskog sustava se provjerava viSekratnim ubrizgavanjem kalibracijske otopine koncentracije
4,0 pg/ml (tocka 3.7.3.) sve dok se ne dobiju konstantne visine ili povrine vriaka i konstantna vremena

retencije.

Kalibracijska krivulja

Vise puta se ubrizga svaka kalibracijska otopina (tocka 3.7.3.) i za svaku koncentraciju izmjere vrijednosti visina
(povrsina) vriaka. Kalibracijska krivulja se pripremi tako da se na ordinatu nanose srednje vrijednosti visina ili
povrsina vrsaka kalibracijskih otopina, a na apscisu odgovarajuce koncentracije u pg/ml.

Otopina uzorka

Vise puta se ubrizga ekstrakt uzorka (tocka 5.5.), pri Cemu se koriste jednaki volumeni kao za kalibracijske
otopine, zatim se odredi srednja vrijednost visina (povrsina) vriaka metil benzokvata.

Izralun rezultata

Koncentracija otopine uzorka u pg/ml odreduje se iz srednjih vrijednosti vriaka (povrsina) metil benzokvata iz
kalibracijske krivulje (tocka 5.6.2.).
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7.1.

7.2.

7.3.

Udio metil benzokvata (w) (mg/kg) u uzorku izracunava se sljede¢om formulom:

c x 40
W =
m

pri cemu je:

¢ = koncentracija metil benzokvata u otopini uzorka u pg/ml.

m = masa pokusnog uzorka u gramima.
Vrednovanje rezultata
Identifikacija

Identifikacija analita moze se potvrditi ko-kromatografijom ili detektorom s nizom dioda kojima se usporeduje
spektar ekstrakta uzorka i spektar kalibracijske otopine (tocka 3.7.3.) koncentracije 10 pg/ml.

Ko-kromatografija

Ekstraktu uzorka se doda odgovarajua kolic¢ina intermedijarne standardne otopine (tocka 3.7.2.). Koli¢ina
dodanog metil benzokvata mora biti sli¢na procijenjenoj koli¢ini metil benzokvata u ekstraktu uzorka.

Moze se povecati samo visina vrika metil benzokvata, uzimajudi u obzir dodane koli¢ine i razrjedenje ekstrakta.
Sirina vrha na polovici njegove najviSe visine mora biti unutar 10 % vrijednosti prvotne Sirine.

Detekcija s nizom dioda
Rezultati se ocjenjuju u skladu sa sljede¢im mjerilima:

(a) valne duljine maksimalne apsorpcije spektra uzorka i spektra standarda, zabiljezene na najvisoj tocki vrsaka
kromatograma, moraju biti jednake unutar granice odredene razlu¢ivodcu sustava za detekciju. Kod detek-
tora s nizom dioda ta se vrijednost obicno nalazi unutar + 2 nm;

(b) izmedu 220 i 350 nm, spektar uzorka i spektar standarda, zabiljeZeni na najviSoj tocki kromatograma, ne
smiju se razlikovati za dijelove spektra unutar podrucja 10 — 100 % relativne apsorbance. To je mjerilo
ispunjeno kada su prisutne jednake najvise vrijednosti i kada odstupanje izmedu dva spektra ni na jednoj
tocki ne prelazi 15 % apsorbance standardnog analita;

(c) izmedu 220 i 350 nm, spektri krivulje rasta, najvise tocke vrska i krivulje pada dobiveni iz ekstrakta
uzorka, ne smiju se medusobno razlikovati za dijelove spektra unutar podrucja 10 — 100 % relativne
apsorbance. To je mjerilo ispunjeno kada su prisutne jednake najvise vrijednosti i kada odstupanje izmedu
dva spektra ni na jednoj tocki ne prelazi 15 % apsorbance spektra najvise tocke.

Ako nije ispunjeno jedno od navedenih mjerila, prisutnost analita nije potvrdena.
Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije prijeci:
10 % najviSeg rezultata za udio metil benzokvata izmedu 4 i 20 mg/kg.

Iskoristenje

Za obogaceni slijepi uzorak hrane za Zivotinje iskoriStenje mora iznositi najmanje 90 %.

Rezultati medulaboratorijske studije

Provedena je analiza 5 uzoraka u 10 laboratorija. Svaki se uzorak analizirao dvaput.

Slijepa proba Brasno 1 Pelete 1 Brasno 2 Pelete 2
Srednja vrijednost ND 4,50 4,50 8,90 8,70
[mg/kg] s, [mg/ke] — 0,30 0,20 0,60 0,50
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

Slijepa proba Brasno 1 Pelete 1 Brasno 2 Pelete 2
v, [%] — 6,70 4,40 6,70 5,70
sz [mglkg] — 0,40 0,50 0,90 1,00
CVy [%] — 8,90 11,10 10,10 11,50
Iskoristenje [%] — 92,00 93,00 92,00 89,00
ND = nije odredeno
Sp = standardna devijacija ponovljivosti
CV, = koeficijent varijacije ponovljivosti u %
sg = standardna devijacija obnovljivosti
CVy = koeficijent varijacije obnovljivosti u %.

B. ODREDIVANJE OLAKVINDOKSA

2-[N-2~(hidroksietiljkarbamoil]- 3-metilkinoksalinIN",N*-dioksid

Svrha i podrucje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje razine olakvindoksa u hrani za Zivotinje. Granica kvantifikacije je
5 mg/kg.

Nacelo

Uzorak se ekstrahira smjesom vode i metanola. Udio olakvindoksa odreduje se teku¢inskom kromatografijom
visoke ucinkovitosti (HPLC) s reverznom fazom uz upotrebu UV detektora.

Reagensi

Metanol.

Metanol, za HPLC.

Voda, za HPLC.

Mobilna faza za HPLC.

Smjesa vode (tocka 3.3) i metanola (tocka 3.2), 900 + 100 (V + V).

Standardna tvar: Cisti olakvindoks 2-[N-2'-(hidroksietil)karbamoil]-3-metilkinoksalin-N!,N*-dioksid, E 851.
Osnovna standardna otopina olakvindoksa, 250 pg/ml

Odvagne se 50 mg olakvindoksa (tocka 3.5.) s preciznodéu od 0,1 mg i prenese u graduiranu tikvicu obujma
200 ml, zatim se doda priblizno 190 ml vode. Tikvica se zatim drzi 20 minuta u ultrazvu¢noj kupelji (tocka
4.1.). Nakon obrade ultrazvukom, otopina se zagrije do sobne temperature, dopuni vodom do oznake i
promijesa. Tikvica se omota aluminijskom folijom i pohrani u hladnjaku. Ova se otopina mora svjeze pripremiti
svaki mjesec.

Intermedijarna standardna otopina olakvindoksa, 25 pg/ml

Prenese se 10,0 ml osnovne standardne otopine (tocka 3.5.1.) u graduiranu tikvicu obujma 100 ml, dopuni
mobilnom fazom (tocka 3.4.) do oznake i promijesa. Tikvica se omota aluminijskom folijom i pohrani u
hladnjaku. Ova se otopina mora svjeze pripremiti svaki dan.

Kalibracijske otopine

U seriju graduiranih tikvica obujma 50 ml prenese se 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0 i 20,0 ml intermedijarne
standardne otopine (tocka 3.5.2.). Dopuni se mobilnom fazom (tocka 3.4.) do oznake i promijesa. Tikvice
se omotaju aluminijskom folijom. Ove otopine odgovaraju koli¢ini od 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 i 10,0 pg

olakvindoksa na ml.

Ove se otopine moraju svjeZe pripremiti svaki dan.
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4.1.
4.2.
4.3.

5.2

5.3.

Oprema

Ultrazvucna kupelj
Mehanicka tresilica

Oprema za HPLC s detektorom ultraljubicastog svjetla s moguéno$éu promjene valne duljine ili detektorom s
nizom dioda

Kolona za tekudinsku kromatografiju, 250 mm x 4 mm, C;g, s velicinom cestica punjenja 10 pm ili jednako-
vrijedna

Membranski filtri, 0,45 pm

Postupak
Napomena: ~ Olakvindoks je osjetljiv na svjetlo. Svi se postupci izvode pod prigusenim svjetlom ili u labora-
torijskom posudu od smedeg stakla.

Opdenito

Analizom slijepe probe hrane za Zivotinje potvrduje se da nisu prisutni niti olakvindoks niti interferentne tvari.

Test iskoristenja provodi se analizom slijepe probe hrane za Zivotinje koja se obogacuje dodavanjem koli¢ine
olakvindoksa sli¢ne koli¢ini u uzorku. Kako bi se dobila koncentracija od 50 mgfkg, prenese se 10,0 ml
osnovne standardne otopine (tocka 3.5.1.) u konusnu tikvicu obujma 250 ml i otopina otpari do priblizno
0,5 ml. Doda se 50 g slijepe probe hrane za Zivotinje, dobro promijesa i ostavi 10 minuta te ponovo promijesa
nekoliko puta prije prelaska na postupak ekstrakcije (tocka 5.2.).

Napomena: U provedbi ove metode slijepa proba hrane za Zivotinje mora biti sli¢na uzorku, a analizom se
mora potvrditi odsutnost olakvindoksa.

Ekstrakcija

Odvagne se priblizno 50 g uzorka s preciznod¢u od 0,01 g. Prenese se u konusnu tikvicu obujma 1 000 ml,
doda 100 ml metanola (tocka 3.1.) i tikvica 5 minuta drzi u ultrazvucnoj kupelji (tocka 4.1.). Doda se 410 ml
vode i ostavi daljnjih 15 minuta u ultrazvucnoj kupelji. Tikvica se izvadi iz ultrazvu¢ne kupelji, 30 minuta
protresa u tresilici (tocka 4.2.) i zatim filtrira kroz nabrani filtar. Prenese se 10,0 ml filtrata u graduiranu tikvicu

obujma 20 ml, dopuni vodom do oznake i promijesa. Alikvot se filtrira kroz membranski filtar (tocka 4.4.)
(vidjeti tocku 9. Napomena). Prelazi se na postupak odredivanja putem HPLC-a (tocka 5.3.).

Odredivanje putem HPLC-a
Parametri:

Sljededi se uvjeti predlazu kao smjernice; mogu se koristiti i drugi uvjeti ako se njima jamce jednakovrijedni
rezultati.

Analiticka kolona
(tocka 4.3.1.)

Mobilna faza (tocka 3.4.):  smjesa vode (tocka 3.3.) i metanola (tocka 3.2.), 900 + 100 (V + V)
Brzina protoka: 1,5 — 2 ml/min
Valna duljina detekcije: 380 nm

Volumen za ubrizgavanje: 20 — 100 pl

Stabilnost kromatografskog sustava se provjerava visekratnim ubrizgavanjem kalibracijske otopine (tocka 3.5.3.)
koncentracije 2,5 pg/ml sve dok se ne dobiju konstantne visine vr$aka i konstantna vremena retencije.

Kalibracijska krivulja
Vide puta se ubrizga svaka kalibracijska otopina (tocka 3.5.3.) i za svaku koncentraciju izmjere srednje vrijed-

nosti visina (povrsina) vrsaka. Kalibracijska krivulja se pripremi tako da se na ordinatu nanose srednje vrijed-
nosti visina (povrsina) vriaka kalibracijskih otopina, a na apscisu odgovarajuce koncentracije u pg/ml.

Otopina uzorka

Vise puta se ubrizga ekstrakt uzorka (tocka 5. 2.), pri Cemu se koriste jednaki volumeni kao za kalibracijsku
otopinu, zatim se odredi srednja vrijednost visina (povrsina) vrSaka olakvindoksa.
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Izraun rezultata

Koncentracija otopine uzorka u pg/ml odreduje se iz srednjih vrijednosti visina (povrsina) vriaka olakvindoksa u
otopini uzorka iz kalibracijske krivulje (tocka 5.3.2.).

Udio olakvindoksa (w) (mg/kg) u uzorku izra¢unava se sljedecom formulom:

c x 1000
v=—
m

pri cemu je:

koncentracija olakvindoksa u ekstraktu uzorka (tocka 5.2.) u pg/ml

[g]
1

=
1

masa pokusnog uzorka u g (tocka 5.2.).

Vrednovanje rezultata
Identifikacija

Identifikacija analita moZe se potvrditi ko-kromatografijom ili detektorom s nizom dioda kojim se usporeduje
spektar ekstrakta uzorka (tocka 5.2.) i spektar kalibracijske otopine (tocka 3.5.3.) koncentracije 5,0 pg/ml.

Ko-kromatografija

U ekstrakt uzorka (tocka 5.2.) doda se primjerena koli¢ina kalibracijske otopine (tocka 3.5.3.). Koli¢ina dodanog
olakvindoksa mora biti sli¢na procijenjenoj koli¢ini olakvindoksa u ekstraktu uzorka.

Dopusteno je povecanje samo visine vrska olakvindoksa uzimajuéi u obzir dodane koli¢ine i razrjedenje
ekstrakta. Sirina vrika, na polovici maksimalne visine, mora biti unutar + 10 % pocetne $irine vrska olakvin-
doksa u ekstraktu uzorka bez dodanog olakvindoksa.

Detekcija s nizom dioda

Rezultati se ocjenjuju u skladu sa sljede¢im mjerilima:

(a) Valne duljine maksimalne apsorpcije spektra uzorka i spektra standarda, zabiljezene na najvisoj tocki
vr§aka kromatograma, moraju biti jednake unutar granice odredene razlucivoséu sustava za detekciju.
Kod detektora s nizom dioda ta se vrijednost obi¢no nalazi unutar + 2 nm.

(b) Izmedu 220 i 400 nm, spektar uzorka i spektar standarda, zabiljeZeni na najvisoj tocki kromatograma, ne
smiju se razlikovati za dijelove spektra unutar podrucja 10 — 100 % relativne apsorbance. To je mjerilo
ispunjeno kada su prisutne jednake najvise vrijednosti i kada odstupanje izmedu dva spektra ni na jednoj
tocki ne prelazi 15 % apsorbance standardnog analita.

(¢) Izmedu 220 i 400 nm, spektri krivulje rasta, najviSe tocke vrka i krivulje pada dobiveni iz ekstrakta
uzorka, ne smiju se medusobno razlikovati za dijelove spektra unutar podru¢ja 10 — 100 % relativne
apsorbance. To je mjerilo ispunjeno kada su prisutne jednake najvise vrijednosti i kada odstupanje izmedu
dva spektra ni na jednoj tocki ne prelazi 15 % apsorbance spektra najvise tocke.

Ako nije ispunjeno jedno od navedenih mijerila, prisutnost analita nije potvrdena.

Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije prijeci
15 % najviseg rezultata za udio olakvindoksa izmedu 10 i 200 mg/kg.

Iskoristenje

Za obogaceni slijepi uzorak hrane za Zivotinje iskoriStenje mora iznositi najmanje 90 %.
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Rezultati medulaboratorijske studije

Provedena je medulaboratorijska studija na razini EZ-a u kojoj se u najviSe 13 laboratorija analiziralo Cetiri
uzorka hrane za prasad, ukljucujuéi jednu slijepu probu. Rezultati su prikazani u donjoj tablici:

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4
L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
Srednja vrijednost [mg/kg] — 14,6 48,0 95,4
S, [mg/kg] — 0,82 2,05 6,36
Sy [mg/ke] — 1,62 428 8,42
v, [%] — 5,6 43 6,7
CVy [%] — 11,1 8,9 8,8
Nominalni udio
[mg/kg] — 15 50 100
IskoriStenje % — 97,3 96,0 95,4
L = broj laboratorija
n = broj pojedinacnih vrijednosti
S, = standardna devijacija ponovljivosti
Sg = standardna devijacija obnovljivosti
CV, = koeficijent varijacije ponovljivosti
CVp = koeficijent varijacije obnovljivosti.
Napomena

lako ova metoda nije vrednovana za hranu za Zivotinje koja sadrzi vise od 100 mg/kg olakvindoksa, mogu se
dobiti zadovoljavajudi rezultati uporabom manje mase uzorka ifili razrjedivanjem ekstrakta (tocka 5.2.) tako da
se dobije koncentracija u podrucju kalibracijske krivulje (tocka 5.3.2.).

C. ODREDIVANJE AMPROLIUMA

1-[(4-amino-2-propilpirimidin- 5-il)metil]-2-metil-piridinijum klorid hidroklorid

Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje razine amproliuma u hrani za Zivotinje i premiksima. Granica
detekcije je 1 mgfkg, a granica kvantifikacije 5 mg/kg.

Nacelo

Uzorak se ekstrahira smjesom metanola i vode. Nakon razrjedivanja mobilnom fazom i membranske filtracije,
udio amproliuma odreduje se tekuéinskom kromatografijom visoke ucinkovitosti (HPLC) s izmjenom kationa
uz upotrebu UV detektora.

Reagensi

Metanol.

Acetonitril, za HPLC.

Voda, za HPLC.

Otopina natrijevog dihidrogen fosfata, ¢ = 0,1 mol/l.

U graduiranoj tikvici obujma 1000 ml otopi se u vodi (tocka 3.3.) 13,80 g natrijevog dihidrogen fosfat
monohidrata, dopuni vodom (tocka 3.3.) do oznake i promijesa.
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5.1.1.

Otopina natrijevog perklorata, ¢ = 1,6 mol/l.

U odmjernoj tikvici obujma 1 000 ml otopi se u vodi (tocka 3.3.) 224,74 g natrijevog perklorat monohidrata,
dopuni vodom (tocka 3.3.) do oznake i promijesa.

Mobilna faza za HPLC (vidjeti napomenu pod tockom 9.1.).

Smjesa acetonitrila (tocka 3.2.), otopine natrijevog dihidrogen fosfata (tocka 3.4.) i otopine natrijevog perklorata
(tocka 3.5.), 450 + 450 + 100 (v + v + v). Prije uporabe filtrira se membranskim filtrom 0,22 pm (tocka 4.3.), a
otopina se otplini (npr. najmanje 15 minuta u ultrazvucnoj kupelji (tocka 4.4.)).

Standardna tvar: Cisti amprolium, I-[(4-amino-2-propilpirimidin-5-il)metil]-2-metil-piridinijum klorid hidroklo-
rid, E 750 (vidjeti napomenu pod tockom 9.2).

Osnovna standardna otopina amproliuma, 500 pg/ml

Odvagne se 50 mg amproliuma (tocka 3.7.) s preciznoséu od 0,1 mg i prenese u graduiranu tikvicu obujma
100 ml, otopi u 80 ml metanola (tocka 3.1) i tikvicu 10 minuta drzi u ultrazvucnoj kupelji (toc¢ka 4.4.). Nakon
obrade ultrazvukom otopina se zagrije do sobne temperature, dopuni vodom do oznake i promijea. Na
temperaturi < 4 °C otopina je stabilna 1 mjesec.

Intermedijarna standardna otopina amproliuma, 50 pg/ml

Pipetom se prenese 5,0 ml osnovne standardne otopine (tocka 3.7.1.) u graduiranu tikvicu obujma 50 ml,
dopuni do oznake ekstrakcijskim otapalom (tocka 3.8.) i promijesa. Na temperaturi < 4 °C otopina je stabilna 1

mjesec.
Kalibracijske otopine

U seriju graduiranih tikvica obujma 50 ml prenese se 0,5, 1,0, i 2,0 ml intermedijarne standardne otopine
(tocka 3.7.2.). Dopuni se do oznake mobilnom fazom (tocka 3.6.) i promijesa. Ove otopine odgovaraju
koncentraciji od 0,5, 1,0 i 2,0 pg amproliuma na ml. Ove se otopine moraju pripremiti svjeze prije uporabe.

Ekstrakcijsko otapalo.

Smjesa metanola (tocka 3.1) i vode 2 + 1 (v + v)

Oprema
Oprema za HPLC sa sustavom za ubrizgavanje prikladnim za ubrizgavanje volumena od 100 pl.

Kolona za teku¢insku kromatografiju, 125 mm x 4 mm s izmjenom kationa, punjenje Nucleosil 10 SA veli¢ina
Cestica 5 ili 10 pm ili jednakovrijedno.

UV detektor s moguéno$éu promjene valne duljine ili detektor s nizom dioda.
Membranski filtar, materijal PTFE, 0,45 pm.

Membranski filtar, 0,22 pm.

Ultrazvucna kupelj.

Mehanicka tresilica ili magnetska mjesalica.

Postupak
OpCenito
Slijepa proba hrane za Zivotinje

Kod primjene testa iskoristenja (tocka 5.1.2.) analizom slijepe probe hrane za Zivotinje utvrduje se da nisu
prisutni niti amprolium niti interferentne tvari. Slijepa proba hrane za Zivotinje mora biti sli¢ne vrste kao i
uzorak, a analizom se u njoj ne smiju prona¢i amprolium niti interferentne tvari.
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5.3.1.

Test iskoristenja

Test iskoristenja provodi se analizom slijepe probe hrane za Zivotinje u koju se doda koli¢ina amproliuma sli¢na
koli¢ini u uzorku. Kako bi se dobila koncentracija od 100 mg/kg, prenese se 10,0 ml osnovne standardne
otopine (tocka 3.7.1.) u konusnu tikvicu obujma 250 ml i otopina otpari do priblizno 0,5 ml. Doda se 50 g
slijepe probe hrane za Zivotinje, dobro promijesa i ostavi 10 minuta te ponovo promijesa nekoliko puta prije
prelaska na postupak ekstrakcije (tocka 5.2.).

Ako nije dostupna slijepa probe hrane za Zivotinje sli¢na uzorku (vidjeti tocku 5.1.1.), test iskoristenja moze se
umjesto toga provesti metodom dodavanja standarda. U tom se slucaju uzorku za analizu doda koli¢ina
amproliuma sli¢na onoj u uzorku. Taj se uzorak analizira zajedno s uzorkom bez dodanog amproliuma, a
iskoristenje se izracuna oduzimanjem.

Ekstrakcija
Premiksi (udio amproliuma <1 %) i hrana za Zivotinje

Odvagne se 5 — 40 g uzorka, ovisno o udjelu amproliuma, s precizno$¢u od 0,01 g, prenese u konusnu tikvicu
obujma 500 ml, te se doda 200 ml ekstrakcijskog otapala (tocka 3.8.). Tikvica se stavi u ultrazvucnu kupel;j
mjesalicom (tocka 4.5.). Alikvot ekstrakta se razrijedi mobilnom fazom (tocka 3.6.) do udjela amproliuma od
0,5 — 2 pg/ml i promijesa (vidjeti napomenu pod tockom 9.3.). 5 — 10 ml tako razrijedene otopine filtrira se
kroz membranski filtar (tocka 4.2.). Prelazi se na postupak odredivanja putem HPLC-a (tocka 5.3.).

Premiksi (udio amproliuma > 1 %)

Odvagne se 1 — 4 g uzorka, ovisno o udjelu amproliuma, s preciznoséu od 0,001 g, prenese u konusnu tikvicu
obujma 500 ml te se doda 200 ml ekstrakcijskog otapala (tocka 3.8.). Tikvica se stavi u ultrazvucnu kupel;j

mjesalicom (tocka 4.5.). Alikvot ekstrakta se razrijedi mobilnom fazom (tocka 3.6.) do udjela amproliuma od
0,5 — 2 pg/ml i promijesa. 5 — 10 ml tako razrijedene otopine filtrira se kroz membranski filtar (tocka 4.2.).
Prelazi se na postupak odredivanja putem HPLC-a (tocka 5.3.).

Odredivanje putem HPLC
Parametri:

Sljededi se uvjeti predlazu kao smjernice; mogu se koristiti i drugi uvjeti ako se njima jamée jednakovrijedni
rezultati.

Kolona za tekuinsku kroma- 125 mm x 4 mm, s izmjenom kationa (punjenje Nucleosil 10 SA, velic¢ina

tografiju (tocka 4.1.1.): Cestica 5 ili 10 pm ili jednakovrijedno)

Mobilna faza (tocka 3.6): Smjesa acetonitrila (tocka 3.2.), otopine natrijevog dihidrogen fosfata (tocka
3.4) i otopine natrijevog perklorata (tocka 3.5.), 450 + 450 + 100 (v + v + v)

Brzina protoka: 0,7 = 1 ml/min

Valna duljina detekcije: 264 nm

Volumen za ubrizgavanje: 100 pl

Stabilnost kromatografskog sustava se provjerava visekratnim ubrizgavanjem kalibracijske otopine (tocka 3.7.3.)
koncentracije 1,0 pg/ml sve dok se ne dobiju konstantne visine vrSaka i konstantna vremena retencije.

Kalibracijska krivulja

ViSe puta se ubrizga svaka kalibracijska otopina (tocka 3.7.3.) te se za svaku koncentraciju izmjere srednje
vrijednosti visina (povr$ina) vr3aka. Kalibracijska krivulja se pripremi tako da se na ordinatu nanose srednje
vrijednosti visina (povrsina) vrSaka kalibracijskih otopina, a na apscisu odgovarajuce koncentracije u pg/ml.

Otopina uzorka

Vise puta se ubrizga ekstrakt uzorka (tocka 5.2.), pri ¢emu se koriste jednaki volumeni kao za kalibracijsku
otopinu, zatim se odredi srednja vrijednost visina (povrsina) vrSaka amproliuma.

Izracun rezultata

Koncentracija otopine uzorka u pg/ml odreduje se iz srednjih vrijednosti visina (povr$ina) vrSaka amproliuma u
otopini uzorka iz kalibracijske krivulje (tocka 5.3.2.).



03/Sv. 6

Sluzbeni list Europske unije

121

7.1.

7.1.2.

7.2.

7.3.

Udio amproliuma (w) (mg/kg) u uzorku izracunava se sljede¢om formulom:

Vxcxf
w=———[mg/kg]

m

pri cemu je:

<
1

volumen ekstrakcijskog otapala (tocka 3.8.) u ml u skladu s tockom 5.2. (tj. 200 ml)
¢ = koncentracija amproliuma u ekstraktu uzorka (tocka 5.2.) u pg/ml

f = faktor razrjedenja u skladu s tockom 5.2.

=
I

masa pokusnog uzorka u gramima.

Vrednovanje rezultata
Identifikacija

Identifikacija analita moze se potvrditi ko-kromatografijom ili detektorom s nizom dioda kojim se usporeduje
spektar ekstrakta uzorka (tocka 5.2.) i spektar kalibracijske otopine (tocka 3.7.3.) koncentracije 2,0 pg/ml.

Ko-kromatografija

U ekstrakt uzorka (tocka 5.2.) doda se primjerena koli¢ina kalibracijske otopine (tocka 3.7.3.). Koli¢ina dodanog
amproliuma mora biti slicna procijenjenoj koli¢ini amproliuma u ekstraktu uzorka.

Dopusteno je povelanje samo visine vrska amproliuma uzimajuéi u obzir dodane koli¢ine i razrjedenje
ekstrakta. Sirina vr3ka, na polovici maksimalne visine, mora biti unutar * 10 % pocetne Sirine amproliuma u
ekstraktu uzorka bez dodanog amproliuma.

Detektor s nizom dioda
Rezultati se ocjenjuju u skladu sa sljede¢im mjerilima:

(a) Valne duljine maksimalne apsorpcije spektra uzorka i spektra standarda, zabiljeZene na najvisoj tocki
vr§aka kromatograma, moraju biti jednake unutar granice odredene razlucivoséu sustava za detekciju.
Kod detektora s nizom dioda ta se vrijednost obi¢no nalazi unutar + 2 nm.

(b) Izmedu 210 i 320 nm, spektar uzorka i spektar standarda, zabiljeZeni na najviSoj tocki kromatograma, ne
smiju se razlikovati za dijelove spektra unutar raspona 10 — 100 % relativne apsorbance. To je mjerilo
ispunjeno kada su prisutne jednake najvise vrijednosti i kada odstupanje izmedu dva spektra ni na jednoj
tocki ne prelazi 15 % apsorbance standardnog analita.

(c) Izmedu 210 i 320 nm, spektri krivulje rasta, najviSe tocke vrska i krivulje pada dobiveni iz ekstrakta
uzorka, ne smiju se medusobno razlikovati za dijelove spektra unutar raspona 10 — 100 % relativne
apsorbance. To je mjerilo ispunjeno kada su prisutne jednake najvise vrijednosti i kada odstupanje
izmedu dva spektra ni na jednoj tocki ne prelazi 15 % apsorbance spektra najvise tocke.

Ako nije ispunjeno jedno od navedenih mjerila, prisutnost analita nije potvrdena.

Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije prijeci:
— 15 % viSe vrijednosti za udio amproliuma od 25 — 500 mg/kg,

— 75 mg/kg za udio amproliuma od 500 — 1 000 mg/kg,

— 7,5 % viSe vrijednosti za udio amproliuma ve¢i od 1 000 mg/kg.

Iskoristenje

Kod obogacenog (slijepog) uzorka iskoristenje iznosi najmanje 90 %.
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Rezultati medulaboratorijske studije

Provedena je medulaboratorijska studija u kojoj se analiziralo tri uzorka hrane za perad (uzorci 1 — 3), jedan
uzorak mineralne hrane za Zivotinje (uzorak 4) i jedan uzorak premiksa (uzorak 5). Rezultati su navedeni u
donjoj tablici:

Uzorak 1
(sli}];ep a proba Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5
rane za
Zivotinje)
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
Srednja vrijednost [mg/kg] — 45,5 188 5129 25140
s, [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550
v, (%] — 4,95 1,90 3,46 2,20
sg [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CVy [%] — 6,47 6,27 5,19 3,00
Nominalni udio [mg/kg] — 50 200 5000 25000

L = broj laboratorija

n = broj pojedina¢nih vrijednosti

S, = standardna devijacija ponovljivosti
CV, = koeficijent varijacije ponovljivosti
sg = standardna devijacija obnovljivosti
CVp = koeficijent varijacije obnovljivosti.
Napomene

Ako uzorak sadrzi tiamin, vr$ak tiamina u kromatogramu pojavljuje se malo prije vrska amproliuma. U skladu s
ovom metodom, amprolium i tiamin se moraju razdvojiti. Ako se amprolium i tiamin ne razdvajaju na koloni
(tocka 4.1.1.) koristenoj u ovoj metodi, metanolom se zamijeni do 50 % acetonitrila u mobilnoj fazi (tocka
3.6.).

Prema Britanskoj farmakopeji, najvise tocke spektra otopine amproliuma (c = 0,02 mol/l) u klorovodi¢noj
kiselini (c = 0,1 mol/l) nalaze se na 246 nm i 262 nm. Apsorbanca iznosi 0,84 na 246 nm i 0,80 na 262 nm.

Ekstrakt se uvijek mora razrijediti mobilnom fazom, u suprotnom bi se vrijeme retencije vrha amproliuma
moglo znatno pomaknuti zbog promjena ionske sile.

D. ODREDIVANJE KARBADOKSA

Metil 3-(2-kinoksalinilmetilen)karbazat N',N*-dioksid

Svrha i podrudje primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje razine karbadoksa u hrani za Zivotinje, premiksima i pripravcima.
Granica detekcije iznosi 1 mg/kg. Granica kvantifikacije je 5 mg/kg.

Nacelo

Uzorak se uravnotezi vodom i ekstrahira metanol-acetonitrilom. Kod hrane za Zivotinje procisti se alikvotni dio
filtriranog ekstrakta na koloni iz aluminijevog oksida. Kod premiksa i pripravaka alikvotni se dio filtriranog
ekstrakta razrijedi do primjerene koncentracije vodom, metanolom i acetonitrilom. Udio karbadoksa odreduje se
tekuéinskom kromatografijom visoke ucinkovitosti (HPLC) s reverznom fazom uz upotrebu UV detektora.

Reagensi

Metanol.

Acetonitril, za HPLC.
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3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.1.

3.11.2.

4.1.

4.2.

Octena kiselina, m = 100 %.

Aluminijev oksid: neutralni, stupnja aktivnosti L.

Metanol-acetonitril 1 +1 (v + v).

Pomijesa se 500 ml metanola (tocka 3.1.) s 500 ml acetonitrila (tocka 3.2.).
Octena kiselina, 6 = 10 %.

Vodom se razrijedi 10 ml octene kiseline (tocka 3.3.) do 100 ml.

Natrijev acetat.

Voda, za HPLC.

Otopina acetatnog pufera, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6,0.

Otopi se 0,82 g natrijevog acetata (tocka 3.7.) u 700 ml vode (tocka 3.8.), vrijednost pH se octenom kiselinom
(tocka 3.6.) podesi na 6,0. Prenese se u graduiranu tikvicu obujma 1 000 ml, dopuni vodom (tocka 3.8.) do
oznake i promijesa.

Mobilna faza za HPLC

Pomijesa se 825 ml otopine acetatnog pufera (tocka 3.9.) sa 175 ml acetonitrila (tocka 3.2.).

Filtrira se kroz filtar 0,22 pm (tocka 4.5.), a otopina otplini (npr. 10 minuta u ultrazvu¢noj kupelji).
Standardna tvar

Cisti karbadoks: metil 3-(2-kinoksalinilmetilen)karbazat N',N*-dioksid, E 850

Osnovna standardna otopina karbadoksa, 100 pg/ml (vidjeti postupak pod
tockom 5.):

Odvagne se 25 mg standardne tvari karbadoksa (tocka 3.11.) s preciznoséu od 0,1 mg i prenese u graduiranu
tikvicu obujma 250 ml. Otopi se u metanol-acetonitrilu (tocka 3.5.) obradom u ultrazvucnoj kupelji (tocka
4.7.). Nakon obrade ultrazvukom, otopina se zagrije do sobne temperature, dopuni do oznake metanol-aceto-
nitrilom (tocka 3.5.) i promijesa. Tikvica se omota aluminijskom folijom ili se koristi tikvica od smedeg stakla i
pohrani u hladnjaku. Na temperaturi < 4 °C otopina je stabilna 1 mjesec.

Kalibracijske otopine

U seriju graduiranih tikvica obujma 100 ml prenese se 2,0, 5,0, 10,0 i 20,0 ml osnovne standardne otopine
(tocka 3.11.1.). Doda se 30 ml vode, dopuni do oznake metanol-acetonitrilom (tocka 3.5.) i promijesa. Tikvice
se omotaju aluminijskom folijom. Ove otopine odgovaraju koncentracijama karbadoksa od 2,0, 5,0, 10,0, i
20,0 pg/ml.

Kalibracijske otopine treba pripremiti svjeze prije uporabe.

Napomena: ~ Za odredivanje karbadoksa u hrani za Zivotinje koja sadrzi manje od 10 mg/kg karbadoksa,
moraju se pripremiti kalibracijske otopine ¢ija je koncentracija manja od 2,0 pg/ml.

Smjesa voda-[metanol-acetonitril] (tocka 3.5.), 300 + 700 (v + v)

Pomijesa se 300 ml vode sa 700 ml smjese metanola i acetonitrila (tocka 3.5.).

Oprema
Laboratorijska tresilica ili magnetska mjesalica.

Filtar papir od staklenih vlakana (Whatman GF/A ili jednakovrijedan).
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4.3.

4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

Staklena kolona (duljine 300 do 400 mm, unutarnji promjer priblizno 10 mm) sa sinteriranim staklenim
filtrom i ispusnim pipcem.

Napomena:  Moze se koristiti i staklena kolona s pipcem ili staklena kolona s konusnim zavr$etkom; u tom se
slu¢aju u donji kraj umetne mali jastuci¢ od staklene vune i staklenim $tapi¢em potisne na dno.

Oprema za HPLC sa sustavom za ubrizgavanje primjerenim za ubrizgavanje volumena od 20 pl.

Kolona za tekuéinsku kromatografiju: 300 mm x 4 mm, C,g, s veli¢inom cestica punjenja 10 pm ili jednako-
vrijedna.

UV detektor s mogucénoséu promjene valne duljine ili detektor s nizom dioda u podrucju 225 do 400 nm.

Membranski filtar, 0,22 pm.

Membranski filtar, 0,45 pm.

Ultrazvucna kupel;.

Postupak

Napomena: Karbadoks je osjetljiv na svjetlo. Svi se postupci izvode pod prigusenim svjetlom ili u laboratorij-
skom posudu od smedeg stakla ili u posudu omotanom aluminijskom folijom.

Opéenito
Slijepa proba hrane za zivotinje

Kod primjene testa iskoristenja (tocka 5.1.2.) analizom slijepe probe hrane za Zivotinje utvrduje se da nisu
prisutni ni karbadoks niti interferentne tvari. Slijepa proba hrane za Zivotinje mora biti sli¢ne vrste kao i uzorak,
a analizom se u njoj ne smiju pronaci karbadoks niti interferentne tvari.

Test iskoristenja

Test iskoriStenja provodi se analizom slijepe probe hrane za Zivotinje (tocka 5.1.1.) u koju se doda koli¢ina
karbadoksa slicna koli¢ini u uzorku. Kako bi se dobila koncentracija od 50 mg/kg, prenese se 5,0 ml osnovne
standardne otopine (tocka 3.11.1.) u konusnu tikvicu obujma 200 ml. Otopina se otpari do priblizno 0,5 ml
pod strujom dusika. Doda se 10 g slijepe probe hrane za Zivotinje, promijesa i ostavi 10 minuta prije prelaska
na postupak ekstrakcije (tocka 5.2.).

Ako nije dostupna slijepa proba hrane za Zivotinje slicna uzorku (vidjeti tocku 5.1.1.), test iskoristenja moze se
umjesto toga provesti metodom dodavanja standarda. U tom se slucaju uzorku za analizu doda kolicina
karbadoksa slicna onoj u uzorku. Taj se uzorak analizira zajedno s uzorkom bez dodanog karbadoksa, a
iskoriStenje se izracuna oduzimanjem.

Ekstrakcija
Hrana za Zivotinje

Odvagne se 10 g uzorka s precizno$cu od 0,01 g i prenese u konusnu tikvicu obujma 200 ml. Doda se 15,0 ml
vode, promijesa i ostavi 5 minuta da se uravnotezi. Doda se 35,0 ml metanol-acetonitrila (tocka 3.5), zacepi i
trese 30 minuta u tresilici ili mijeSa magnetnom mjesalicom (tocka 4.1.). Otopina se filtrira kroz filtar papir od
staklenih vlakana (tocka 4.2.). Ova se otopina pohrani za fazu procis¢ivanja (tocka 5.3.).

Premiksi (0,1 — 2,0 %)

Odvagne se 1 g neusitnjenog uzorka s precizno$¢u od 0,001 g i prenese u konusnu tikvicu obujma 200 ml.
Doda se 15,0 ml vode, promijeSa i ostavi 5 minuta da se uravnotezi. Doda se 35,0 ml metanol-acetonitrila
(tocka 3.5.), zaepi i trese 30 minuta na tresilici ili mijeSa magnetnom mjeSalicom (tocka 4.1.). Otopina se
filtrira kroz filtar papir od staklenih vlakana (tocka 4.2.).
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5.2.3.

5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Alikvot filtrata se pipetom prenese u graduiranu tikvicu obujma 50 ml. Doda se 15,0 ml vode, dopuni do
oznake metanol-acetonitrilom (tocka 3.5.) i promijesa. Koncentracija karbadoksa u konacnoj otopini iznosi
priblizno 10 pg/ml. Alikvot se filtrira kroz filtar 0,45 pm (tocka 4.6.).

Prelazi se na postupak odredivanja putem HPLC-a (tocka 5.4.).

Pripravci (> 2 %)

Odvagne se 0,2 g neusitnjenog uzorka s precizno$¢u od 0,001 g i prenese u konusnu tikvicu obujma 250 ml.
Doda se 45,0 ml vode, promijesa i ostavi 5 minuta da se uravnotezi. Doda se 105,0 ml metanol-acetonitrila
(tocka 3.5), zacepi i homogenizira. Uzorak se drzi 15 minuta u ultrazvuénoj kupelji (tocka 4.7.), zatim se 15
minuta protresa ili mijeSa (tocka 4.1). Otopina se filtrira kroz filtar papir od staklenih vlakana (tocka 4.2.).

Alikvot filtrata razrijedi se smjesom vode, metanola i acetonitrila (tocka 3.12.) tako da kona¢na koncentracija
karbadoksa iznosi 10 — 15 pg/ml (za 10 %-tni preparat faktor razrjedenja je 10). Alikvot se filtrira kroz filtar
0,45 pm (tocka 4.6.).

Prelazi se na postupak odredivanja putem HPLC-a (tocka 5.4.).
Prociscivanje
Priprema kolone aluminijevog oksida

Odvagne se 4 g aluminijevog oksida (tocka 3.4.) i prenese u staklenu kolonu (tocka 4.3.).

Kroz kolonu od aluminijevog oksida propusti se 15 ml filtriranoga ekstrakta (tocka 5.2.1.), a prva 2 ml eluata se
odbace. Prikupi se sljedeé¢ih 5 ml, alikvot se filtrira kroz filtar 0,45 pm (tocka 4.6.).

Prelazi se na postupak odredivanja putem HPLC-a (tocka 5.4.).

Odredivanje putem HPLC-a
Parametri

Sljededi se uvjeti predlazu kao smjernice; mogu se koristiti i drugi uvjeti ako se njima jamée jednakovrijedni
rezultati:

Kolona za tekuéinsku kromatografiju 300 mm x 4 mm, Cyg s veliCinom cestica punjenja 10 pm ili

(tocka 4.4.1.): jednakovrijedna

Mobilna faza (tocka 3.10.): Smjesa otopine acetatnog pufera (tocka 3.9.) i acetonitrila (tocka
3.2.), 825 +175 (v + V)

Brzina protoka: 1,5 — 2 ml/min

Valna duljina detekcije: 365 nm

Volumen za ubrizgavanje: 20 pl

Stabilnost kromatografskog sustava provjerava se visekratnim ubrizgavanjem kalibracijske otopine (tocka
3.11.2.) koncentracije 5,0 pg/ml, sve dok se ne dobiju konstantne visine (povriine) vriaka i konstantna
vremena retencije.

Kalibracijska krivulja

Vise puta se ubrizga svaka kalibracijska otopina (tocka 3.11.2)) i za svaku koncentraciju izmjere vrijednosti
visina (povr$ina) vriaka. Kalibracijska krivulja se pripremi tako da se na ordinatu nanose srednje vrijednosti
visina ili povr$ina vrsaka kalibracijskih otopina, a na apscisu odgovarajuce koncentracije u pg/ml.

Otopina uzorka

Vise puta se ubrizga ekstrakt uzorka ((tocka 5.3.2.) za hranu za Zivotinje, (tocka 5.2.2.) za premikse i (tocka
5.2.3.) za pripravke) i odredi srednja vrijednost visina (povriina) vrSaka karbadoksa.

Izracun rezultata

Koncentracija karbadoksa u otopini uzorka u pg/ml odreduje se iz srednjih vrijednosti visina (povr$ina) vrsaka
karbadoksa u otopini uzorka iz kalibracijske krivulje (tocka 5.4.2.).
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6.1.

6.2.

7.1.

Hrana za Zivotinje

Udio karbadoksa (w) (mg/kg) u uzorku izra¢unava se sljedeCom formulom:

7C X V1
w=— —[mg/kg]

pri cemu je:

¢ = koncentracija karbadoksa u ekstraktu uzorka (tocka 5.3.2.) u pg/ml
V, = volumen ekstrakta u ml (t. 50)

m = masa pokusnog uzorka u gramima.

Premiksi i pripravci

Udio karbadoksa (w) (mg/kg) u uzorku izracunava se sljede¢om formulom:

c X Vzﬁf
=———[mg/kg]
pri cemu je:
¢ = koncentracija karbadoksa u ekstraktu uzorka (tocka 5.2.2. ili 5.2.3.) u pg/ml
V, = volumen ekstrakta u ml (tj. 50 za premikse; 150 za pripravke)
f = faktor razrjedenja u skladu s tockom 5.2.2. (premiksi) ili 5.2.3. (pripravci)
m = masa pokusnog uzorka u gramima.

Vrednovanje rezultata
Identifikacija

Identifikacija analita moze se potvrditi ko-kromatografijom ili detektorom s nizom dioda kojim se usporeduje
spektar ekstrakta uzorka i spektar kalibracijske otopine (tocka 3.11.2.) koncentracije 10,0 pg/ml.

Ko-kromatografija

U ekstrakt uzorka doda se primjerena koli¢ina kalibracijske otopine (tocka 3.11.2.). Koli¢ina dodanog karba-
doksa mora biti sli¢cna procijenjenoj koli¢ini karbadoksa u ekstraktu uzorka.

Dopusteno je povecanje samo visine vrika karbadoksa uzimajudi u obzir dodane koli¢ine i razrjedenje ekstrakta.
Sirina vr3ka, na polovici maksimalne visine, mora biti unutar * 10 % pocetne Sirine.

Detektor s nizom dioda

Rezultati se ocjenjuju u skladu sa sljede¢im mjerilima:

(a) valne duljine maksimalne apsorpcije spektra uzorka i spektra standarda, zabiljeZene na najvisoj tocki vrsaka
kromatograma, moraju biti jednake unutar granice odredene razlu¢ivodcu sustava za detekciju. Kod detek-
tora s nizom dioda ta se vrijednost obi¢no nalazi unutar * 2 nm;

(b) izmedu 225 i 400 nm, spektar uzorka i spektar standarda, zabiljezeni na najvisoj tocki kromatograma, ne
smiju se razlikovati za dijelove spektra unutar podrucja 10 — 100 % relativne apsorbance. To je mjerilo
ispunjeno kada su prisutne jednake najvise vrijednosti i kada odstupanje izmedu dva spektra ni na jednoj
tocki ne prelazi 15 % apsorbance standardnog analita;

(¢) izmedu 225 i 400 nm, spektri krivulje rasta, najvise tocke vrska i krivulje pada dobiveni iz ekstrakta
uzorka, ne smiju se medusobno razlikovati za dijelove spektra unutar podrucja 10 — 100 % relativne
apsorbance. To je mjerilo ispunjeno kada su prisutne jednake najvise vrijednosti i kada odstupanje izmedu
dva spektra ni na jednoj tocki ne prelazi 15 % apsorbance spektra najvise tocke.

Ako nije ispunjeno jedno od navedenih mjerila, prisutnost analita nije potvrdena.
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7.2.

7.3.

Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dvaju usporednih postupaka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, za udio od
10 mg/kg i vise ne smije prije¢i 15 % vrijednosti viSega rezultata.

Iskoristenje

Kod obogacenog (slijepog) uzorka iskoristenje iznosi najmanje 90 %.

Rezultati medulaboratorijske studije

Provedena je medulaboratorijska studija u kojoj se u 8 laboratorija analiziralo 6 uzoraka hrane za Zivotinje, 4
uzorka premiksa i 3 uzorka pripravaka. Svaki je uzorak analiziran dvaput. (Podrobnije informacije o navedenoj
medulaboratorijskoj studiji mogu se pronadi u Journal of AOAC, svezak 71, 1988., str. 484. — 490.) Rezultati
(bez ekstremnih vrijednosti) prikazani su u donjim tablicama:

Tablica 1.

Rezultati medulaboratorijske studije za hranu za Zivotinje

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5 Uzorak 6
L 8 8 8 8 8 8
n 15 14 15 15 15 15
Srednja vrijednost (mg/kg) 50,0 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
St (mg/kg) 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
CVr (%) 58 5,6 2,9 3,1 3,2 4,3
SR (mg/kg) 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CVR (%) 7,8 8,7 4,6 5,2 4,8 4,9
Nominalni udio (mg/kg) 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0

Tablica 2.
Rezultati medulaboratorijske studije za premikse i pripravke
Premiksi Pripravci

A B C D A B C
L 7 7 7 7 8 8 8
n 14 14 14 14 16 16 16
Srednja vrijednost (g/kg) 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
St (g/kg) 037 0,28 0,28 0,44 41 51 7,7
CVr (%) 4,2 3,0 3,0 5,0 4,3 52 7,4
SR (g/kg) 0,37 0,28 0,40 0,55 5,4 6,4 7,7
CVR (%) 4,2 3,0 4,3 6,3 5,7 6,5 7,4
Nominalni udio (g/kg) 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100

L = broj laboratorija

n = broj pojedina¢nih vrijednosti

Sr = standardna devijacija ponovljivosti
CVr = koeficijent varijacije ponovljivosti
SR = standardna devijacija obnovljivosti
CVR = koeficijent varijacije obnovljivosti.
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PRILOG IX.

KORELACIJSKE TABLICE I1Z CLANKA 6.

Direktiva 71/250/EEZ

Direktiva 71/250/EEZ Ova Uredba
Clanak 1. prvi podstavak Clanak 3.
Clanak 1. drugi podstavak Clanak 2.
Clanak 2. —
Clanak 3. —
Prilog, dio 1. Prilog II.
Prilog, dio 2. —
Prilog, dio 3. —
Prilog, dio 4. Prilog 1IL, dio O
Prilog, dio 5. Prilog IIL, dio M
Prilog, dio 6. Prilog IIL, dio N
Prilog, dio 7. Prilog 1IL, dio Q
Prilog, dio 9. Prilog IIL, dio K
Prilog, dio 10. —
Prilog, dio 11. —
Prilog, dio 12. Prilog IIL, dio ]
Prilog, dio 14. Prilog IIL, dio D
Prilog, dio 16. —

Direktiva 71/393/EEZ

Direktiva 71/393/EEZ Ova Uredba
Clanak 1. Clanak 3.
Clanak 2. _
Clanak 3. —

Prilog, dio L

Prilog, dio II.
Prilog, dio IIL
Prilog, dio IV.

Prilog III,, dio A
Prilog IIL, dio E
Prilog IIL, dio P
Prilog IIL, dio H

Direktiva 72[199/EEZ

Direktiva 72/199/EEZ Ova Uredba
Clanak 1. Clanak 3.
Clanak 2. —
Clanak 3. —
Clanak 4. —
Prilog 1., dio 1. Prilog I, dio L
Prilog 1., dio 2. Prilog 1L, dio C
Prilog I, dio 3. —
Prilog I, dio 4. —
Prilog I, dio 5. Prilog V., dio A

1
Prilog II.
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Direktiva 73/46/EEZ

Direktiva 73/46/EEZ Ova Uredba
Clanak 1. Clanak 3.
Clanak 3. _
Clanak 4. _

Prilog I, dio 1.
Prilog L., dio 2.
Prilog I, dio 3.

Prilog IIL, dio B

Prilog IIL, dio I

Direktiva 76/371/EEZ

Direktiva 76/371/EEZ

Ova Uredba

Clanak 1.
Clanak 2.
Clanak 3.
Prilog

Clanak 1.

Prilog L

Direktiva 76/372[EEZ

Direktiva 76/372/EEZ

Ova Uredba

Clanak 1.
Clanak 2.
Clanak 3.
Prilog

Direktiva 78/633/EEZ

Direktiva 78/633/EEZ

Ova Uredba

Clanak 1.
Clanak 2.
Clanak 3.
Prilog, dio 1.
Prilog, dio 2.
Prilog, dio 3.

Clanak 3.

Prilog 1IV., dio C

Direktiva 81/715/EEZ

Direktiva 81/715/EEZ

Ova Uredba

Clanak 1.
Clanak 2.
Clanak 3.
Prilog
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10.

11.

12.

13.

Direktiva 84/425[EEZ

Direktiva 84/425[EEZ Ova Uredba
Clanak 1. —
Clanak 2. _
Clanak 3. _
Prilog —
Direktiva 86/174/EEZ

Direktiva 86/174/EEZ Ova Uredba
Clanak 1. Clanak 4.
Clanak 2. —
Clanak 3. —
Prilog Prilog VIL
Direktiva 93/70/EEZ

Direktiva 93/70/EEZ Ova Uredba
Clanak 1. Clanak 3.
Clanak 2. —
Clanak 3. —
Prilog Prilog IV., dio D

Direktiva 93/117/EZ

Direktiva 93/117[EZ Ova Uredba
Clanak 1. Clanci 3.1 5.
Clanak 2. —
Clanak 3. —

Prilog, dio 1.
Prilog, dio 2.

Prilog 1v., dio E
Prilog VIIL, dio A

Direktiva 98/64/EZ

Direktiva 98/64/EZ

Ova Uredba

Clanak 1.
Clanak 2.
Clanak 3.
Clanak 4.
Prilog, dio A
Prilog, dio C

Clanci 3.1 5.

Prilog IIL, dio F
Prilog VIIL, dio B
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14.

15.

16.

17.

Direktiva 1999/27[EZ

Direktiva 1999/27[EZ

Ova Uredba

Clanak 1.
Clanak 2.
lanak 3.
lanak 4.
Clanak 5.
Clanak 6.
Clanak 7.
Prilog, dio A
Prilog, dio B
Prilog, dio C

N M

Clanci 3. i 5.

Prilog VIIL, dio C
Prilog 1v., dio F
Prilog VIIL, dio D

Direktiva 1999/76/EZ

Direktiva 1999/76/EZ Ova Uredba
Clanak 1. Clanak 3.
Clanak 2. —
Clanak 3. —
Clanak 4. —
Prilog Prilog 1v., dio G

Direktiva 2000/45/EZ

Direktiva 2000/45/EZ Ova Uredba
Clanak 1 Clanak 3.
Clanak 2 _
Clanak 3 _
Clanak 4

Prilog, dio A
Prilog, dio B
Prilog, dio C

Prilog 1V., dio A
Prilog 1V., dio B
Prilog IIL, dio G

Direktiva 2002/70/EZ

Direktiva 2002/70/EZ Ova Uredba
Clanak 1. Clanak 1.
Clanak 2. Clanci 2. i 3.
Clanak 3. —
Clanak 4. —
Clanak 5. —
Prilog 1. Prilog 1. i Prilog V., dio B(L)

Prilog 1.

Prilog 1. i Prilog V., dio B(IL)
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18.

Direktiva 2003/126/EZ

Dircktiva 2003/126[EZ

Ova Uredba

Clanak 1.
Clanak 2.
Clanak 3.
Clanak 4.
Clanak 5.
Clanak 6.

Prilog

Clanak 3.

Prilog VI
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