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ROZPORZADZENIE WYKONAWCZE KOMIS]JI (UE) 2022/893
z dnia 7 czerwca 2022 r.

zmieniajace zalgcznik VI do rozporzadzenia (WE) nr 152/2009 w odniesieniu do metod analizy
dotyczacych wykrywania skladnikéw pochodzacych z bezkregowcéw ladowych do celow
urzedowej kontroli pasz

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

KOMISJA EUROPEJSKA,
uwzgledniajac Traktat o funkcjonowaniu Unii Europejskiej,

uwzgledniajac rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2017/625 z dnia 15 marca 2017 r. w sprawie kon-
troli urzgdowych i innych czynnosci urzedowych przeprowadzanych w celu zapewnienia stosowania prawa zywnoscio-
wego i paszowego oraz zasad dotyczacych zdrowia i dobrostanu zwierzat, zdrowia roélin i Srodkéw ochrony roslin, zmie-
niajgce rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 999/2001, (WE) nr 396/2005, (WE) nr 1069/2009, (WE)
nr 1107/2009, (UE) nr 1151/2012, (UE) nr 652/2014, (UE) 2016/429 i (UE) 20162031, rozporzadzenia Rady (WE)
nr 1/2005 i (WE) nr 1099/2009 oraz dyrektywy Rady 98/58/WE, 1999/74/WE, 2007/43/WE, 2008/119/WE
i 2008/120/WE, oraz uchylajace rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 854/2004 i (WE) nr 882/2004,
dyrektywy Rady 89/608/EWG, 89/662/EWG, 90/425[EWG, 91/496/EWG, 96/23/WE, 96/93/WE i 97/78/WE oraz decyzje
Rady 92/438/EWG (rozporzadzenie w sprawie kontroli urzedowych) (1), w szczegdlnosci jego art. 34 ust. 6 akapit pierwszy
lit. a),

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

(1) W rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 152/2009 (?) ustanowiono metody badawcze stosowane do wspierania kontroli
urzedowych w celu egzekwowania zakazu stosowania przetworzonego biatka zwierzgcego w paszy dla zwierzat, od
ktorych lub z ktérych pozyskuje si¢ zywno$¢. Do metod tych naleza metody analizy dotyczace oznaczania skiadni-
kéw pochodzenia zwierzgcego do celéw urzedowej kontroli pasz, ktére opisano w zalaczniku VI do tego rozporza-
dzenia i ktdre przeprowadza si¢ przy pomocy mikroskopii $wietlnej lub taficuchowej reakcji polimerazy (PCR).

(2)  Rozporzadzeniem Komisji (UE) 2017/893 (}) udzielono zezwolenia na stosowanie przetworzonego biatka zwierze-
cego pochodzacego z owadéw gospodarskich w paszy dla zwierzat akwakultury, a rozporzadzeniem Komisji (UE)
2021/1372 (*) w paszy dla $win i drobiu; jego stosowanie jest jednak nadal zakazane na mocy rozporzadzenia Parla-
mentu Europejskiego i Rady (WE) nr 999/2001 (°) w niektdrych paszach, w szczegdlnosci w paszy dla przezuwaczy.

(3)  Laboratorium referencyjne Unii Europejskiej ds. biatek zwierzecych w paszach opracowalo i zatwierdzilo specjalny
protokot, obejmujgcy etap podwdéjnej sedymentacji, ktéra zapewnia wykrywanie czastek z bezkregowcdw ladowych,
w tym owadow, jezeli wystepuja w materialach paszowych, mieszankach paszowych i premiksach poddanych bada-
niom laboratoryjnym. Protokét zawierajacy ten dodatkowy etap powinien by¢ stosowany w ramach kontroli urzedo-
wych w celu weryfikacji prawidlowego egzekwowania zakazu stosowania przetworzonego biatka zwierzecego
pochodzacego z owadéw w niektdrych paszach dla zwierzat, od ktérych lub z ktérych pozyskuje si¢ Zywnosé.

() DzU.L9577.42017,s. 1.

() Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 152/2009 z dnia 27 stycznia 2009 r. ustanawiajace metody pobierania probek i dokonywania analiz
do celéw urzedowej kontroli pasz (Dz.U. L 54 z 26.2.2009, s. 1).

() Rozporzadzenie Komisji (UE) 2017/893 z dnia 24 maja 2017 r. zmieniajace zalaczniki I i IV do rozporzadzenia Parlamentu Europej-
skiego i Rady (WE) nr 999/2001 oraz zalaczniki X, XIV i XV do rozporzadzenia Komisji (UE) nr 142/2011 w odniesieniu do przepi-
s6w dotyczacych przetworzonego biatka zwierzecego (Dz.U. L 138 z 25.5.2017, 5. 92).

() Rozporzadzenie Komisji (UE) 2021/1372 z dnia 17 sierpnia 2021 r. zmieniajace zalgcznik IV do rozporzadzenia Parlamentu Europej-
skiego i Rady (WE) nr 999/2001 w odniesieniu do zakazu karmienia zwierzat gospodarskich innych niz przezuwacze, innych niz
zwierzeta futerkowe, biatkiem pochodzacym od zwierzat (Dz.U. L 295 z 18.8.2021, 5. 1).

() Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 999/2001 z dnia 22 maja 2001 r. ustanawiajace zasady dotyczace zapobie-
gania, kontroli i zwalczania niektérych pasazowalnych gabczastych encefalopatii (Dz.U. L 147 z 31.5.2001, s. 1).
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(4)  Nalezy zatem dostosowaé opis metody mikroskopii $wietlnej okreslony w zalaczniku VI do rozporzadzenia (WE)
nr 152/2009 w celu uwzglednienia etapu podwojnej sedymentacji w protokole dotyczacym przygotowania probek
do badania pod katem wykrywania sktadnikéw pochodzacych z bezkregowcéw ladowych.

(5)  Nalezy zatem odpowiednio zmieni¢ zalgcznik VI do rozporzadzenia (WE) nr 152/2009.

(6)  Srodki przewidziane w niniejszym rozporzadzeniu sg zgodne z opinia Stalego Komitetu ds. Roslin, Zwierzat, Zyw-
nosci i Pasz,

PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZADZENIE:

Artykut 1
W zalgczniku VI do rozporzadzenia (WE) nr 152/2009 wprowadza si¢ zmiany zgodnie z zalacznikiem do niniejszego roz-
porzadzenia.

Artykut 2

Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w Zycie dwudziestego dnia po jego opublikowaniu w Dzienniku Urzgdowym Unii Europej-
skiej.

Niniejsze rozporzadzenie wigze w calosci i jest bezposrednio stosowane we wszystkich pan-
stwach cztonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli dnia 7 czerwca 2022 r.

W imieniu Komisji
Przewodniczgca
Ursula VON DER LEYEN
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ZALACZNIK

W zalaczniku VI do rozporzadzenia (WE) nr 152/2009 wprowadza si¢ nastepujace zmiany:

1) pkt 1 otrzymuje brzmienie:

»1. CELIZAKRES

Sktadniki pochodzenia zwierzecego w paszach oznacza si¢ metoda mikroskopii $wietlnej lub tancuchowy reakcja
polimerazy (PCR), zgodnie z przepisami okreslonymi w niniejszym zalaczniku.

Te dwie metody umozliwiaja wykrycie wystepowania sktadnikéw pochodzenia zwierzgcego w premiksach, materia-
fach paszowych i mieszankach paszowych. Nie umozliwiaja one jednak obliczenia ilosci takich skladnikéw w pre-
miksach, materiatach paszowych i mieszankach paszowych. W przypadku obu metod granica wykrywalnosci
wynosi ponizej 0,1 % (w/w).

Metoda PCR umozliwia okreSlenie grupy taksonomicznej sktadnikéw pochodzenia zwierzgcego obecnych w pre-
miksach, materialach paszowych i mieszankach paszowych.

Metody te stosuje si¢ do kontroli stosowania zakazéw ustanowionych w art. 7 ust. 1 rozporzadzenia Parlamentu
Europejskiego i Rady (WE) nr 999/2001 (*), w zalaczniku IV do tego rozporzadzenia oraz w art. 11 ust. 1 rozporza-
dzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1069/2009 (**).

W zaleznosci od rodzaju badanej paszy metody te moga by¢ stosowane, w ramach jednego protokotu operacyj-
nego, samodzielnie albo wspélnie, zgodnie ze standardowymi procedurami operacyjnymi, ustanowionymi przez
laboratorium referencyjne UE ds. bialek zwierzecych w paszach (EURL-AP) i opublikowanymi na jego stronie inter-
netowej (***).

(*)  Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 999/2001 z dnia 22 maja 2001 r. ustanawiajace
zasady dotyczace zapobiegania, kontroli i zwalczania niektérych pasazowalnych gabczastych encefalopatii
(Dz.U.L 147 z 31.5.2001, 5. 1).

(**)  Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1069/2009 z dnia 21 pazdziernika 2009 r. okresla-
jace przepisy sanitarne dotyczace produktéw ubocznych pochodzenia zwierzecego i produktéw pochodnych,
nieprzeznaczonych do spozycia przez ludzi, i uchylajace rozporzadzenie (WE) nr 17742002 (rozporzadzenie
o produktach ubocznych pochodzenia zwierzecego) (Dz.U. L 300 z 14.11.2009, s. 1).

() https:/[www.eurl.craw.eu/legal-sources-and-sops/method-of-reference-and-sops/”;

2) pkt 2.1 otrzymuje brzmienie:
,2.1. Metoda mikroskopii $wietlnej

2.1.1. Zasada

Skfadniki pochodzenia zwierzecego, ktére moga by¢ obecne w premiksach, materialach paszowych i mie-
szankach paszowych przestanych do analizy, sa identyfikowane na podstawie typowych i mikroskopowo
identyfikowalnych cech charakterystycznych, np. widkien migsniowych i innych czastek tkanki migsnej,
chrzastki, kosci, rogdw, wlosow, szczeciny, fragmentéw kutykuli bezkregowcow, elementéw uktadu tchaw-
kowego insektéw, produktéw z krwi, globulek mleka, krysztalow laktozy, piér, skorup jaj, osci ryb i tusek.

Badania mikroskopowe przeprowadza si¢ po przygotowaniu probek poprzez sedymentacje.
Prébki poddaje si¢ sedymentacji w nastgpujacy sposob:

a) w celu wykrycia sktadnikéw pochodzenia zwierzecego innych niz pochodzacych z bezkregowcow lado-
wych — pojedyncza sedymentacja przy uzyciu tetrachloroetylenu, jak okreslono w pkt 2.1.3.4.3;

b) w celu wykrycia skladnikéw pochodzacych z bezkregowcow ladowych — podwéjna sedymentacja przy
uzyciu eteru naftowego|tetrachloroetylenu, jak okreslono w pkt 2.1.3.4.4.

2.1.2. Odczynniki i sprzgt
2.1.2.1.  Odczynniki

2.1.2.1.1. Odczynnik zageszczajacy
— Tetrachloroetylen (gestos¢ 1,62).

— Eter naftowy, temperatura wrzenia: 40-60 °C (masa wlasciwa 0,65).
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2.1.2.1.2. Odczynnik barwigcy
— Roztwdr czerwieni alizarynowej (rozcienczy¢ 2,5 ml 1 M kwasu chlorowodorowego w 100 ml wody
i dodaé do tego roztworu 200 mg czerwieni alizarynowej).
2.1.2.1.3. Srodki zamykajace
— Lug (NaOH 2,5 %, w/v lub KOH 2,5 %, w/v)

— Glicerol (nierozcienczony, lepkosé: 1490 cP) lub Srodek zamykajacy o rownowaznych wiasciwosciach
do przygotowania nietrwalych preparatéw mikroskopowych.

— Norland ® Optical Adhesive 65 (lepko$¢: 1200 cP) lub zywica o réwnowaznych wlasciwosciach do
przygotowania trwalych preparatéw mikroskopowych.
2.1.2.1.4. Srodki zamykajace o whasciwosciach barwigcych
— Plyn Lugola (rozpusci¢ 2 g jodku potasu w 100 ml wody i doda¢ 1 g jodu, cz¢sto wstrzasajac).
— Odczynnik cystynowy (2 g octanu otowiu, 10 g NaOH/100 ml wody).

— Odczynnik Fehlinga (sporzadzony przed uzyciem z réwnych czesci (1/1) roztworéw podstawowych
A iB: roztwér A: rozpusci¢ 6,9 g pentahydratu siarczanu miedzi(ll) w 100 ml wody; roztwér B: rozpus-
ci¢ 34,6 g tetrahydratu winianu potasowo-sodowego i 12 ¢ NaOH w 100 ml wody).

— Tetrametylobenzydyna/nadtlenek wodoru (rozpuscié 1 g 3,355 tetrametylobenzydyny (TMB)
w 100 ml kwasu octowego lodowatego i 150 ml wody. Przed uzyciem zmiesza¢ 4 czgici tego roztworu
TMB z 1 czescig 3 % nadtlenku wodoru).
2.1.2.1.5. Odczynniki chemiczne do plukania
— Etanol > 96 % (techniczny).

— Aceton (techniczny).

2.1.2.1.6. Odczynnik bielacy
— Handlowy roztwér podchlorynu sodowego (9-14 % aktywnego chloru).

2.1.2.2.  Sprzet
— Waga analityczna wazgca z dokladnoscig do 0,001 g.

— Sprzgt do rozdrabniania: n6z lub mlynek wirnikowy. Jezeli stosowany jest mlynek wirnikowy, sita do
miynka < 0,5 mm sg zakazane.

— Sita o kwadratowych oczkach o szerokosci 0,25 mm i 1 mm. Z wyjatkiem wstepnego przesiewu probki
Srednica sit nie powinna przekracza¢ 10 cm, aby unikna¢ strat materialéw. Kalibracja sit nie jest wyma-
gana.

— Szklany stozkowy rozdzielacz o pojemnosci 250 ml z kranem z teflonu lub szkla szlifowanego u pod-
stawy stozka. Srednica otworu kranu musi wynosi¢ > 4 mm. Alternatywnie, wylacznie w przypadku
pojedynczej sedymentacji przy uzyciu tetrachloroetylenu, mozna uzy¢ zlewki osadowej ze stozkowym
dnem, pod warunkiem ze laboratorium wykazalo, iz poziomy wykrywalnosci sg réwnowazne z pozio-
mami uzyskanymi przy uzyciu szklanego rozdzielacza.

250 ml

C L:U srednicadmm

Rozdzielacz
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— Mikroskop stereoskopowy umozliwiajacy powigkszenie koficowe w zakresie co najmniej 6,5x-40x.

— Mikroskop ztozony, z jasnym polem widzenia, umozliwiajacy powigkszenie koficowe w zakresie co naj-
mniej 100x-400x. Dodatkowo mozna wykorzystaé $wiatlo spolaryzowane i kontrast interferencyjno-
rézniczkowy.

— Standardowe szkto laboratoryjne.

— Sprzet do przygotowania preparatéw mikroskopowych: podstawowe szkietka mikroskopowe, szkietka
podstawowe z wglebieniem, szkietka nakrywkowe (20x20 mm), pincety, cienka opatka.

— Suszarka laboratoryjna.
— Wiréwka.

— Bibula filtracyjna: filtr celulozowy jakosciowy (rozmiar poréw 4-11 pm).
2.1.3. Pobieranie i przygotowywanie prébek

2.1.3.1.  Pobieranie prébek

Nalezy uzy¢ reprezentatywnej probki, pobranej zgodnie z zalgcznikiem L.

2.1.3.1.1. Suszenie probek

Prébki o wilgotnosci > 14 % muszg by¢ przed obrobka wysuszone zgodnie z zalgcznikiem IIL

2.1.3.1.2. Wstepny przesiew probki

w celu zebrania informacji na temat mozliwego zanieczyszczenia sSrodowiskowego pasz zaleca si¢ wstepne
przesianie pasz granulowanych i ziarnistych przez sito o oczkach 1 mm, a nastgpnie przygotowanie i analize
dwoch uzyskanych frakgji, ktore nalezy traktowac jako odrgbne probki, i przedstawienie wynikéw dotycza-
cych tych dwoch frakgji.

2.1.3.2.  Niezbedne $rodki ostroznosci

W celu uniknigcia w laboratorium zanieczyszczenia krzyzowego wszelki sprzet wielokrotnego uzytku
nalezy starannie czysci¢ przed uzyciem. Czgsci rozdzielacza musza by¢ demontowane przed czyszczeniem.
Czgici rozdzielacza oraz szklo laboratoryjne nalezy wstepnie wymy¢ recznie, a nastepnie wymy¢ w zmy-
warce. Sita czysci si¢ z uzyciem szczotki o twardym syntetycznym wlosiu. Po przesianiu substancji thuszczo-
wej, np. maczki rybnej, zaleca si¢ ostateczne czyszczenie sit acetonem i sprezonym powietrzem.

2.1.3.3.  Przygotowanie probek skladajacych si¢ z tluszczu lub oleju
Do przygotowania probek sktadajgcych si¢ z thuszczu stosuje si¢ nastgpujacy protokot:

— jezeli thuszcz znajduje si¢ w stanie stalym, nalezy go ogrzewaé w suszarce az do uzyskania postaci plyn-
nej.

— Pipeta przenies¢ 40 ml ttuszczu lub oleju z dna prébki do probowki wiréwkowe;j.
— Probke wiruje si¢ przez 10 minut przy 4 000 obr./min.

— Jezeli thuszcz jest zestalony po odwirowaniu, nalezy go ogrzewal w suszarce az do uzyskania postaci
plynnej.
— Wirowanie nalezy powtérzy¢ przez 5 minut przy 4 000 obr./min.

— Malg lyzka lub lopatka laboratoryjng przenie$¢ polowe zdekantowanych zanieczyszczefi na szkietka
mikroskopowe w celu zbadania. Jako Srodek zamykajacy zaleca si¢ gliceryng.

— Pozostale zanieczyszczenia wykorzystuje si¢ do przygotowania osadu w sposéb opisany w pkt 2.1.3.4.3
tiret pierwsze.

Ten sam protokol, z wyjatkiem tiret pierwszego i czwartego, stosuje si¢ do przygotowania probek skladaja-
cych si¢ z oleju.

2.1.3.4.  Przygotowanie prébek innych niz ttuszczu lub oleju

2.1.3.4.1. Pobieranie podprébek i rozdrabnianie: z co najmniej 50 g prébki nalezy utworzy¢ podprébke do analizy,
a nastepnie rozdrobnic.
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2.1.3.4.2.

2.1.3.4.3.

Przygotowanie surowca: nalezy przygotowac co najmniej 5 g porcje¢ rozdrobnionej podprébki. Nalezy ja
przesiaé przez sito o oczkach 0,25 mm i zbada¢ dwie uzyskane frakgje.

Pojedyncza sedymentacja przy uzyciu tetrachloroetylenu w celu wykrycia sktadnikéw pochodzenia zwierze-
cego innych niz pochodzacych z bezkregowcdw ladowych.

— Ekstrakgja i przygotowanie osadu:

porcje rozdrobnionej podprobki o masie 10 g (z dokladnoscig do 0,01 g) umieszcza si¢ w rozdzielaczu
lub zlewce osadowej ze stozkowym dnem i dodaje si¢ 50 ml tetrachloroetylenu. Porcje umieszczona
w rozdzielaczu ogranicza si¢ do 3 g w przypadku maczki rybnej lub innych czystych produktéw zwie-
rzecych, skladnikéw mineralnych lub premiksow, ktore wytwarzajg wiecej niz 10 % osadu. Mieszaning
nalezy wstrzasaé energicznie przez co najmniej 30 sekund i ostroznie dodaé kolejne 50 ml tetrachloroe-
tylenu, zmywajac wewnetrzng powierzchnie rozdzielacza, aby usunaé wszelkie przylegajace czastki.
Otrzymang mieszaning nalezy pozostawi¢ na co najmniej 5 minut przed oddzieleniem osadu poprzez
otwarcie kranu.

W przypadku uzycia zlewki osadowej ze stozkowym dnem mieszaning nalezy energicznie mieszaé przez
co najmniej 15 sekund, a wszelkie czgstki przylegajace do Scianek zlewki nalezy ostroznie zmy¢ z wew-
netrznej powierzchni, stosujgc co najmniej 10 ml czystego tetrachloroetylenu. Mieszaning nalezy pozos-
tawi¢ na 3 minuty, a nastepnie miesza¢ ponownie przez 15 sekund, a wszelkie czastki przylegajace do
$cianek zlewki nalezy ostroznie zmy¢ z wewnetrznej powierzchni, stosujac co najmniej 10 ml czystego
tetrachloroetylenu. Otrzymang mieszaning nalezy pozostawiC na co najmniej 5 minut, a nastepnie usu-
na¢ plynng frakcje poprzez staranng dekantacj¢, przy czym nalezy uwazaé, aby nie utraci¢ czesci osadu.

Osad nalezy zebra¢ na bibule filtracyjnej umieszczonej w lejku, aby umozliwi¢ oddzielenie pozostatego
tréjchloroetylenu, unikajac osadzania si¢ tluszczu w osadzie. Osad nalezy osuszy¢. Zaleca si¢ nastgpnie
zwazy¢ osad (z doktadnoscia do 0,001 g) w celu kontroli etapu sedymentacji. Na koniec osad nalezy
przesiaé przez sito o oczkach 0,25 mm i zbadaé dwie uzyskane frakcje, chyba ze przesiewania nie uznaje
sie za konieczne.

— Ekstrakcja i przygotowanie flotatu:

po odzyskaniu osadu metodg opisang powyzej, w rozdzielaczu powinny pozostaé dwie fazy: faza plynna
skfadajaca si¢ z tetrachloroetylenu oraz faza stala utworzona z materiatu flotacyjnego. Ta faza stala jest
flotatem i nalezy ja odzyskaé poprzez catkowite odlanie tetrachloroetylenu z rozdzielacza przez otwar-
cie kranu. Poprzez odwrécenie rozdzielacza flotat przenosi si¢ na duza plytke Petriego i suszy powie-
trzem w okapie wyciaggowym. Nalezy go przesiaé przez sito o oczkach 0,25 mm i zbada¢ dwie uzyskane
frakcje.

— Stosowanie odczynnikow barwiacych:

w celu ulatwienia poprawnej identyfikacji sktadnikéw pochodzenia zwierzecego, podczas przygotowa-
nia probki laborant moze uzywaé odczynnikéw barwigcych zgodnie z wytycznymi wydanymi przez
EURL-AP i opublikowanymi na jego stronie internetowej.

W przypadku uzycia do barwienia osadu roztworu czerwieni alizarynowej stosuje si¢ nastepujacy proto-
kok:

— wysuszony osad przenie$¢ do szklanej probéwki i dwukrotnie przeptukaé stosujac okoto 5 ml eta-
nolu (za kazdym razem stosowal wstrzasarke przez 30 s, rozpuszczalnik pozostawi¢ na okoto
1 min 30 s do osadzenia i nastepnie go odlad).

— Osad wybieli¢ przez dodanie co najmniej 1 ml roztworu podchlorynu sodowego. Pozwoli¢ na prze-
bieg reakcji przez 10 minut. Probéwke napelni¢ woda, poczekaé 2—3 minuty na osadzenie si¢ osadu,
a wode z zawieszonymi czgstkami delikatnie odlaé.

— Osad przepluka¢ jeszcze dwukrotnie okoto 10 ml wody (za kazdym razem stosowal wstrzasarke
przez 30 s, pozostawi¢ do osadzenia i odlaé wodg).

— Dodaé 2 do 10 kropli roztworu czerwieni alizarynowej, a nastgpnie mieszaning wymieszaé wstrza-
sarka. Pozwoli¢ na przebieg reakcji przez 30 s i dwukrotnie przeptukaé zabarwiony osad stosujac
okolo 5 ml etanolu, a nastepnie przeptukac go raz acetonem (za kazdym razem stosowal wstrzg-
sarke przez 30 s, rozpuszczalnik pozostawic na okoto 1 min do osadzenia i nastgpnie go odlad).

— Zabarwiony osad nalezy osuszy¢.
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2.1.3.4.4. Podwdjna sedymentacja przy uzyciu eteru naftowego/tetrachloroetylenu w celu wykrycia skladnikéw
pochodzacych z bezkregowcdw ladowych.

Wszystkie czynnosci wykonuje si¢ w szklanym stozkowym rozdzielaczu o pojemnosci 250 ml, jak opisano
w pkt 2.1.2.2 tiret czwarte.

— Porcje 10 g (z doktadnoscig do 0,01 g) zmielonej podprobki nalezy przenie$¢ do rozdzielacza i najpierw
poddaé pojedynczej sedymentacji przy uzyciu tetrachloroetylenu, jak opisano w pkt 2.1.3.4.3, w tym
odzyskowi osadu na bibule filtracyjnej umieszczonej na rozdzielaczu. Osad ten mozna wykorzystywacé
jak osad uzyskany przy zastosowaniu metody z pkt 2.1.3.4.3.

— Niewielk ilo¢ tetrachloroetylenu odsgczonego wraz z osadem nalezy przenie$¢ do cylindra pomiaro-
wego. Otwierajac kran rozdzielacza, cylinder pomiarowy nalezy napelni¢ dalej do uzyskania 30 ml
tetrachloroetylenu. Po osiagnieciu tej objetosci nalezy zamkna¢ kran.

— Zebrang ilos¢ tetrachloroetylenu zastepuje si¢ dodaniem do rozdzielacza 30 ml eteru naftowego o tempe-
raturze wrzenia 40—-60 °C. Zawarto$¢ rozdzielacza nalezy dokladnie wymiesza¢ w celu uzyskania mie-
szaniny eteru naftowego (30 %) i tetrachloroetylenu (70 %) (o gestosci ok. 1,26 g.cm?). Pozostawi¢ mate-
riat do osadzenia przez 10 minut. Wydzielg si¢ dwie nowe frakcje: drugi osad i flotat koficowy (< 1,26 g.
cm?). Drugi osad nalezy odzyskac na plytce Petriego (lub bibule filtracyjnej umieszczonej na rozdziela-
czu) poprzez otwarcie kranu do momentu gdy w rozdzielaczu pozostanie tylko niewielka ilo$¢ miesza-
niny rozpuszczalnikéw i flotatu koficowego. Pozostalg ciecz i flotat koficowy nalezy zebra¢ oddzielnie
na bibule filtracyjng umieszczong na rozdzielaczu. Sciang rozdzielacza nalezy sptukaé strumieniem
eteru naftowego w celu zebrania calego materiatu z flotatu koficowego. Flotat koficowy nalezy pozosta-
wi¢ do wyschnigcia. Flotat koficowy nalezy przesiaé przez sito o oczkach 0,25 mm i zbada¢ dwie uzys-
kane frakcje w celu wykrycia skladnikéw pochodzgcych z bezkregowcéw ladowych, chyba ze przesiewa-
nia nie uznaje si¢ za konieczne.

2.1.4. Badanie mikroskopowe

2.1.4.1.  Przygotowanie preparatow

Preparaty mikroskopowe przygotowuje si¢ z osadu i, w zaleznosci od wyboru laboranta, z flotatu albo
z surowca. W stosownych przypadkach, wylacznie w celu wykrycia skfadnikéw pochodzacych z bezkregow-
céw ladowych, nalezy réwniez przygotowaé preparaty z flotatu koficowego uzyskanego zgodnie z opisem
w pkt 2.1.3.4.4. Nalezy przygotowaé dwie uzyskane frakcje (drobna i gruboziarnista). Nawazki z frakeji roz-
prowadzone w preparatach muszg by¢ reprezentatywne dla calej frakgji.

Nalezy przygotowal wystarczajaca liczbe preparatéw w celu zapewnienia pelnej realizacji protokotu bada-
wezego okreslonego w pkt 2.1.4.2.

Preparaty mikroskopowe montuje si¢ przy uzyciu odpowiedniego Srodka zamykajacego zgodnie ze standar-
dowg procedurg operacyjng ustalong przez EURL-AP i opublikowana na jego stronie internetowej. Preparaty
nalezy przykry¢ szkietkami nakrywkowymi.

2.1.4.2. Diagram obserwacji w celu wykrycia czastek zwierzecych w mieszankach paszowych, materiatach paszo-
wych i premiksach.

Preparaty mikroskopowe bada si¢ zgodnie z diagramami obserwacji przedstawionymi na schematach 1 i 2.

Przy uzyciu mikroskopu zlozonego przeprowadza si¢ obserwacje mikroskopows osadu i, w zaleznosci od
wyboru laboranta, flotatu lub surowca. Dodatkowo w celu wykrycia sktadnikéw pochodzacych z bezkregow-
c6éw ladowych nalezy réwniez przeprowadzi¢ obserwacje flotatu konicowego uzyskanego zgodnie z opisem
w pkt 2.1.3.4.4 przedstawionym na schemacie 3. W przypadku frakcji gruboziarnistych poza mikroskopem
ztozonym mozna dodatkowo uzyé mikroskopu stereoskopowego. Kazdy preparat nalezy obserwowal
w calosci, stosujac rozne powickszenia. Szczeg6towe wyjasnienia dotyczace sposobu korzystania z diagra-
moéw s szczegbtowo okreslone w standardowej procedurze operacyjnej ustalonej przez EURL-AP i opubli-
kowanej na jego stronie internetowej.

Nalezy Scisle przestrzega¢ minimalnej liczby preparatéw, jakie zgodnie z diagramami obserwacji nalezy
obserwowa¢ na kazdym etapie, chyba ze caly podzielony na frakcje material nie pozwala osiggna¢ wymaga-
nej liczby preparatéw, na przyklad w przypadku, gdy nie uzyskano osadu. Nie mozna stosowaé wigcej niz 6
preparatéw na jedno oznaczenie do rejestrowania liczby czastek statych.
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Jezeli sporzadza si¢ dodatkowe preparaty na flotacie lub na surowcu z zastosowaniem bardziej specyficz-
nego $rodka zamykajacego o wlasciwosciach barwiacych, okre$lonego w pkt 2.1.2.1.4, aby dokladniej scha-
rakteryzowac struktury (np. pidra, wlosy, czastki tkanki migsnej lub krwi), ktére wykryto w preparatach
przygotowanych przy pomocy innych srodkéw zamykajacych, okreslonych w pkt 2.1.2.1.3, liczba czastek
statych jest liczona na podstawie liczby preparatéw na jedno oznaczenie, nieprzekraczajacej 6, z uwzglednie-
niem dodatkowych preparatéw z bardziej specyficznym $rodkiem zamykajagcym. Dodatkowych preparatow
przygotowanych z flotatu koficowego uzyskanego zgodnie z opisem w pkt 2.1.3.4.4 w celu wykrycia sklad-
nikéw pochodzacych z bezkregowcéw ladowych nie uwzglednia si¢ przy identyfikacji innych gatunkéw
(kregowcow ladowych i ryb).

W celu ulatwienia identyfikacji rodzaju oraz pochodzenia czastek laborant moze wykorzystaé narzedzia

pomocnicze, takie jak systemy wspomagajace podejmowanie decyzji, biblioteki obrazéw oraz prébki refe-
rencyjne.

Schemat 1

Diagram obserwacji po pojedynczej sedymentacji przy uzyciu tetrachloroetylenu w celu wykrycia czastek zwie-
rzecych innych niz pochodzace z bezkregowcéw ladowych w mieszankach paszowych, materialach paszowych
i premiksach na potrzeby pierwszego oznaczenia

3 preparaty z osadu < 0,25 mm
-
I preparat z flotatu lub surowca < 0,25 mm Probka zadeklarowana
zgodnie z pkt
2.1.5.2 dia tego rodzaju

Wykrylo = 5
czastek zwierzecych
aZdego rodzaju’

TAK

Probka zadeklarowana
rgodnie 7 pkt
2.1.5.3 dla tego rodzaju

Liczba czastek
kazdego rodzaju'=?

1 preparal
Z osadu
= 0,25 mm

Wykrylo = 5
stek zwierzecych
dego rodzaju®

TAK

E7astki zwierzece potwierdzaga

a. adeklarowana zawarosiz—

1 preparat
2z flotatu lub surowca
> 0,25 mm

Nykryto
czastki zwierzece
danego rodzau’?

Probka zadeklarowana
zgodnie z pkt 2
dla tego rodzaju

(.D1* i .D2" odnoszg sie do pierwszego | drugiego oznaczenia; ¥ kregowce lgdowe, ryby)
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Schemat 2

Diagram obserwacji po pojedynczej sedymentacji przy uzyciu tetrachloroetylenu w celu wykrycia czastek zwie-
rzecych innych niz pochodzace z bezkregowcéw ladowych w mieszankach paszowych, materialach paszowych
i premiksach na potrzeby drugiego oznaczenia

3 preparaty z osadu = 0,25 mm
+

1 preparat z flotatu lub surowca < 0,25 mm

Probka zadeklarowana
zgodnie z pkt
2.1.5.2 dla tego rodzaju

Wykryto= 5
czastek zwierzecych
aZdego rodzaju'!

TAK

1 preparat uma czastek tego samegd
Z osadu rodzaju™ z D1+ D2 ?
= 0,25 mm

Wykryto = 5
czastek zwierzecych
aZzdego rodzaju'®!

TAK

Probka zadeklarowana
zgodnie z pkt
2.1.5.3 dia tego rodzaju

MNIE

1 preparat
Z flotatu lub surowca
= 0,25 mm

[,D17i ,D2" odnoszg sie do pierwszego i drugiego oznaczenia; '*: kregowce lgdowe, ryby)
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Schemat 3

Diagram obserwacji po podwoéjnej sedymentacji przy uzyciu eteru naftowego/tetrachloroetylenu w celu wykry-
cia skladnikéw pochodzacych z bezkregowcéw ladowych w mieszankach paszowych, materiatach paszowych
i premiksach

f A f \,
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3 ¥ preparaly
3 preparaty - ;e
z Thodahy kadicowego - I'lul«fhcll I.c?uin:;vnuo
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q-"-«.___ _‘__,--" -V'-u,___\_ . ___.-"
:1)” HIE TPJIE
1 preparat - 1 preparat
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* 0,25 mm e lROOWNCRT » 012 mam
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2.1.4.3.  Liczba oznaczen
Oznaczenia wykonuje si¢ na réznych podprébkach o masie po 50 g kazda.

Jezeli w wyniku pierwszego oznaczenia wykonanego zgodnie z diagramem obserwacji przedstawionym na
schemacie 1 lub, w stosownych przypadkach, schemacie 3 nie wykryto zadnej czastki zwierzgcej, dodatkowe
oznaczanie nie jest konieczne, a wynik analizy przekazuje sig, stosujac sformulowania okreslone w pkt
2.1.5.1.

Jezeli w wyniku pierwszego oznaczenia wykonanego zgodnie z diagramem obserwacji przedstawionym na
schemacie 1 wykryto czastke zwierzecg lub czastki zwierzece danego rodzaju (tj. kregowca ladowego lub
ryby), a rodzaj wykrytych czastek potwierdza deklarowang zawarto$¢ probki, drugie oznaczenie nie jest
konieczne. Jezeli liczba czastek zwierzecych danego rodzaju wykrytych podczas pierwszego oznaczenia jest
wyzsza niz 5, wynik analizy przekazuje si¢ dla kazdego rodzaju zwierzgcia oddzielnie, stosujac sformulowa-
nia okreslone w pkt 2.1.5.3. W przeciwnym wypadku wynik analizy przekazuje si¢ dla kazdego rodzaju
zwierzecia oddzielnie, stosujgc sformutowania okreslone w pkt 2.1.5.2.

Jezeli w wyniku pierwszego oznaczenia wykonanego zgodnie z diagramem obserwacji przedstawionym na
schemacie 3 wykryto ponad 5 czastek zwierzecych pochodzacych z bezkregowcéw ladowych, drugie ozna-
czanie nie jest konieczne, a wynik analizy dla tego rodzaju zwierzecia przekazuje sig, stosujac sformutowania
okreslone w pkt 2.1.5.3.

We wszystkich innych przypadkach, w tym gdy do laboratorium nie dostarczono zadnej deklaracji zawar-
toci, przeprowadza si¢ drugie oznaczenie z nowej podprébki. Jezeli w wyniku drugiego oznaczenia wyko-
nanego zgodnie z diagramem obserwacji przedstawionym na schemacie 2 lub, w stosownych przypadkach,
schemacie 3 suma czgstek zwierzecych danego rodzaju wykrytych podczas dwdch oznaczeti jest wyzsza niz
10, wynik analizy przekazuje si¢ dla kazdego rodzaju zwierzecia oddzielnie, stosujac sformulowania okres-
lone w pkt 2.1.5.3. W przeciwnym wypadku wynik analizy przekazuje si¢ dla kazdego rodzaju zwierzecia
oddzielnie, stosujgc sformutowania okre$lone w pkt 2.1.5.2.
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2.1.5. Przedstawianie wynikow

Przekazujac wyniki, laboratorium musi poda¢, jakiego typu material poddano analizie (osad, flotat, flotat
koficowy czy surowiec). W sprawozdaniu nalezy wyraznie wskazad, ile oznaczet wykonano oraz czy nie
przeprowadzono przesiewu frakcji przed sporzadzeniem preparatu zgodnie z pkt 2.1.3.4.3 tiret pierwsze
akapit trzeci lub pkt 2.1.3.4.4 tiret trzecie.

Sprawozdanie laboratoryjne musi zawiera¢ co najmniej informacje o wystgpowaniu sktadnikéw pochodzg-

cych z kregowcdw ladowych i z ryb.

Sprawozdania dotyczace poszczegdlnych przypadkéw nalezy skladaé w nastepujacy sposéb.

2.1.5.1.  Nie wykryto zadnych czastek zwierzecych danego rodzaju:

— »Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej prébce nie wykryto zadnych czastek pochodzacych z kre-
gowcow ladowych.«

— »Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej probce nie wykryto zadnych czastek pochodzacych z ryb.«

— »Uzywajac mikroskopu §wietlnego, w badanej probce nie wykryto zadnych czastek pochodzacych z bez-
kregowcow ladowych.«

2.1.5.2.  Od1do 5 czastek zwierzecych danego rodzaju wykrytych po wykonaniu tylko jednego oznaczenia lub od 1
do 10 czgstek danego rodzaju wykrytych w przypadku dwéch oznaczeni (liczba wykrytych czastek jest poni-
zej decyzyjnej wartosci granicznej ustanowionej w standardowej procedurze operacyjnej (SOP) ustalonej
przez EURL-AP i opublikowanej na jego stronie internetowej):

W przypadku gdy wykonano tylko jedno oznaczenie:

— »Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej prébce wykryto nie wiecej niz 5 czastek pochodzacych
z kregowcdw ladowych. Czastki zostaly zidentyfikowane jako ... [kosci, chrzastki, migsnie, sier$¢, rogi,
inne (prosze okreslic)]. Ta niewielka obecnos¢ jest nizsza od decyzyjnej wartosci granicznej ustalonej dla
tej metody mikroskopowej.«

— »Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej prébce wykryto nie wiecej niz 5 czastek pochodzacych
z ryb. Czastki zostaly zidentyfikowane jako ... [osci, rybie tuski, chrzgstki, migsnie, otolit, skrzela, inne
(prosze okresli¢)]. Ta niewielka obecnos¢ jest nizsza od decyzyjnej wartosci granicznej ustalonej dla tej
metody mikroskopowej.«

W przypadku gdy wykonano dwa oznaczenia:

— »Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej prébce wykryto podczas dwéch oznaczeri nie wigcej niz
10 czastek pochodzacych z kregowcow ladowych. Czastki zostaly zidentyfikowane jako ... [kosci, chrza-
stki, migsnie, sier$¢, rogi, inne (prosz¢ okresli)]. Ta niewielka obecno$¢ jest nizsza od decyzyjnej war-
toéci granicznej ustalonej dla tej metody mikroskopowej.«

— »Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej probce wykryto podczas dwdch oznaczeri nie wigcej niz
10 czastek pochodzacych z ryb. Czastki zostaly zidentyfikowane jako ... [o$ci, rybie tuski, chrzastki,
migénie, otolit, skrzela, inne (prosze¢ okresli¢)]. Ta niewielka obecnos¢ jest nizsza od decyzyjnej wartosci
granicznej ustalonej dla tej metody mikroskopowej.«

— »Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej prébce wykryto podczas dwdch oznaczen nie wigcej niz
10 czastek pochodzgcych z bezkregowcéw ladowych. Czastki zostaly zidentyfikowane jako ... [frag-
menty kutykuli, narzady gebowe, mig$nie, elementy uktadu tchawkowego, inne (prosz¢ okreslic)]. Ta nie-
wielka obecnos¢ jest nizsza od decyzyjnej wartosci granicznej ustalonej dla tej metody mikroskopowej.«

Ponadto:
— W przypadku wstepnego przesiewu préobki w sprawozdaniu laboratoryjnym nalezy okreslié, w jakiej

frakgji (sitowej, granulowanej czy ziarnistej) wykryto czastki zwierzece, poniewaz wykrycie czastek zwie-
rzecych tylko we frakeji sitowej moze wynikaé z zanieczyszczenia Srodowiskowego.
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— W przypadku wykrycia jedynie czastek zwierzecych, ktérych nie mozna sklasyfikowa¢ ani jako kregowce
ladowe, ani jako ryby (np. wiékna mig$niowe), w sprawozdaniu nalezy wskaza¢, ze wykryto jedynie takie
czastki zwierzgce i ze nie mozna wykluczy¢, iz pochodza one z krggowcow ladowych.

2.1.5.3.  Wykryto wigcej niz 5 czastek zwierzecych danego rodzaju po wykonaniu tylko jednego oznaczenia lub
wykryto wigcej niz 10 czgstek danego rodzaju w przypadku dwéch oznaczen:

W przypadku gdy wykonano tylko jedno oznaczenie:

— »Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej prébce wykryto wigcej niz 5 czastek pochodzacych z kre-
gowcow ladowych. Czastki zostaly zidentyfikowane jako ... [kosci, chrzastki, migsnie, sier$¢, rogi, inne
(prosze okreslic)].«

— »Uzywajac mikroskopu §wietlnego, w badanej prébce wykryto wiecej niz 5 czastek pochodzacych z ryb.
Czastki zostaly zidentyfikowane jako ... [0$ci, rybie tuski, chrzgstki, mig$nie, otolit, skrzela, inne (prosze
okreslic)].«

— »Uzywajac mikroskopu §wietlnego, w badanej probce wykryto wigcej niz 5 czastek pochodzacych z bez-
kregowcow ladowych. Czastki zostaly zidentyfikowane jako ... [fragmenty kutykuli, narzady gebowe,
migsnie, elementy ukladu tchawkowego, inne (prosz¢ okreslic)].«

W przypadku gdy wykonano dwa oznaczenia:

— »Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej probce wykryto podczas dwéch oznaczen wigcej niz 10
czgstek pochodzgcych z kregowcow ladowych. Czastki zostaly zidentyfikowane jako ... [kosci, chrzastki,
miesnie, sier$¢, rogi, inne (prosze okreslic)].«

— »Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej probce wykryto podczas dwoch oznaczen wigcej niz 10
czastek pochodzgcych z ryb. Czastki zostaly zidentyfikowane jako ... [0sci, rybie tuski, chrzastki, migs-
nie, otolit, skrzela, inne (prosz¢ okreslic)].«

— »Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej probce wykryto podczas dwéch oznaczen wigcej niz 10
czgstek pochodzacych z bezkregowcow ladowych. Czastki zostaly zidentyfikowane jako ... [fragmenty
kutykuli, narzady gebowe, mig$nie, elementy uktadu tchawkowego, inne (prosze okreslic)].«

Ponadto:

— W przypadku wstepnego przesiewu probki w sprawozdaniu laboratoryjnym nalezy okresli¢, w jakiej
frakcji (sitowej, granulowanej czy ziarnistej) wykryto czgstki zwierzece, poniewaz wykrycie czastek zwie-
rzecych tylko we frakgji sitowej moze wynikac z zanieczyszczenia Srodowiskowego.

— W przypadku wykrycia jedynie czastek zwierzecych, ktdrych nie mozna sklasyfikowa¢ ani jako kregowce
ladowe, ani jako ryby (np. widkna mig$niowe), w sprawozdaniu nalezy wskaza¢, ze wykryto jedynie takie
czgstki zwierzece i ze nie mozna wykluczy¢, iz pochodzg one od kregowcéw ladowych.”
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