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(Akty prijaté podla Zmluvy o ES/Zmluvy o Euratome, ktorych uverejnenie je povinné)

NARIADENIA

NARIADENIE KOMISIE (ES) & 152/2009

z 27. janudra 2009,

ktorym sa stanovuji metédy odberu vzoriek a analyzy na dcely dradnych kontrol krmiv

(Text s vyznamom pre EHP)

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,

so zretelom na Zmluvu o zaloZen{ Eurdpskeho spolocenstva,

so zretelom na nariadenie Eurdpskeho parlamentu a Rady (ES)

¢
uskuto¢novanych s ciefom zabezpecit overenie dodrZiavania
potravinového a krmivového prava a predpisov o zdravi zvierat
a o starostlivosti o zvieratd ('), a najmi na jeho ¢ldnok 11 ods. 4
pism. a), b) a ¢),

kedZe:

882/2004 z 29. aprila 2004 o dradnych kontroldch

Na implementdciu smernice 70/373/EHS boli prijaté tieto
akty, ktoré zostavaji v platnosti v stlade s ¢lankom 61
ods. 2 nariadenia (ES) ¢. 882/2004:

prva smernica Komisie 71/250/EHS z 15. juna 1971,
ktorou sa stanovuji analytické metédy Spolocenstva
na tradnt kontrolu krmiv (%),

druhd smernica Komisie 71/393/EHS z 18. novembra
1971, ustanovujuca metody analyzy na tradnd
kontrolu krmiv v Spolocenstve (%),

tretia smernica Komisie 72/199/EHS z 27. aprila
1972 stanovujtca analytické metddy Spolocenstva na
tradnt kontrolu krmiv (¥),

U.v. EU L 165, 30.4.2004, s. 1.
U.v.ES L 155, 12.7.1971, s. 13.
U.v.ES L 279, 20.12.1971, s. 7.
U.v.ES L 123, 29.5.1972, s. 6.

~
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Stvrtd smernica Komisie 73/46/EHS z 5. decembra
1972, ktorou sa ustanovuji analytické metddy
Spolocenstva na tradni kontrolu krmiv (%),

prva smernica Komisie 76/371/EHS z 1. marca 1976,
ktorou sa urCuji metddy Spolocenstva pre odber
vzoriek na tiradnd kontrolu krmiv (%),

siedma smernica Komisie 76/372/EHS z 1. marca
1976, ktord ustanovuje analytické metddy Spolocen-
stva na tradnt kontrolu krmiv (),

6sma smernica Komisie 78/633/EHS z 15. jina 19738,
ktorou sa stanovuju analytické metédy Spolocenstva
pre potreby tiradnej kontroly krmiv (8),

deviata smernica Komisie 81/715/EHS z 31. jdla
1981, ktord ustanovuje met6dy analyzy na dradnd
kontrolu krmiv v Spolocenstve (?),

desiata smernica Komisie 84[425/EHS z 25. jila
1984, ktord stanovuje met6dy analyzy pri tradnej
kontrole krmiv v Spolocenstve (19),

smernica Komisie 86/174/EHS z 9. aprila 1986, ktord
stanovuje metddu vypoctu energetickej hodnoty
kimnej zmesi pre hydinu ('),

ES L 83, 30.3.1973, s. 21.
ESL 102, 15.4.1976, s. 1.
ESL 102, 15.4.1976, s. 8.
ES L 206, 29.7.1978, s. 43.
ES L 257, 10.9.1981, s. 38.
ES L 238, 6.9.1984, s. 34.
ES L 130, 16.5.1986, s. 53.
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— jedendsta Smernica Komisie 93/70/EHS z 28. jila
1993, ktorou sa urcujii metédy analyzy Spolocenstva
na tiradnt kontrolu krmiv (1),

— dvandsta smernica Komisie 93/117/ES zo 17. decem-
bra 1993, ktorou sa stanovuji analytické metody
Spolocenstva na dradnii kontrolu krmiv (3),

— smernica Komisie 98/64/ES z 3. septembra 1998,
ktorou sa ustanovujii analytické metddy Spolocenstva
na stanovenie aminokyselin, olejov a tukov a olaquin-
doxu v krmivéch a ktorou sa men{ a doplia smernica
71/393EHS (),

— smernica Komisie ¢. 1999/27/ES z 20. aprila 1999,
ktorou sa zavadzaji analytické metédy Spolocenstva
na stanovenie amprolia, dikle}zurilu a karbadoxu
v krmivach a ktord meni a doplia smernice 71/250/
EHS, 73/46/EHS a zrusuje smernica 74/203/EHS (%),

— smernica Komisie 1999/76/ES z 23. jila 1999
stanovujica analytickli metddu Spolocenstva pre
stanovenie lasalocidu sodného v krmivéch (°),

— smernica Komisie 2000/45/ES zo 6. jula 2000, ktorou
sa ustanovuji analytické metddy Spolocenstva na
stanovenie vitaminu A, vitaminu E a tryptofinu
v krmivach (¢),

— smernica Komisie 2002/70/ES z 26. jila 2002, ktorou
sa zavadzaju poziadavky na urcovanie koncentricie
dioxinov a PCB podobnych dioxinom v krmivach (7),

— smernica Komisie 2003/126/ES z 23. decembra 2003
o analytickej metdde na stanovenie zloziek Zivocis-
neho povodu na tiradnti kontrolu krmiva (%).

KedZe smernica 70/373/EHS bola nahradend nariadenim
(ES) ¢. 882/2004, je vhodné nahradit vykondvacie predpisy
k tejto smernici jedinym nariadenim. Zaroven by sa met6dy
mali prisposobit vyvoju vedeckych a technicky poznatkov.
Metddy, ktoré uz nie st platné pre svoj planovany tcel, by
sa mali vypustit. Ocakdva sa aktualizicia ustanoveni
o odbere vzoriek v pldnovanom ¢ase, pri ktorej sa zohladni
sicasny vyvoj v sposobe vyroby, skladovania, prepravy
a uvadzania krmiva na trh, napriek tomu je vSak vhodné
dovtedy zachovat sucasné predpisy tykajice sa odberu
vzoriek.

Smernice 71/250/EHS, 71/393/EHS, 72/199/EHS, 73[46]
EHS, 76/371/EHS, 76/372[EHS, 78/633[EHS, 81/715[EHS,
84/425[EHS, 86/174/EHS, 93/70/EHS, 93/117[ES, 98/64]

CES L 234, 17.9.1993, 5. 17.
CES L 329, 30.12.1993, s. 54.
CES L 257, 19.9.1998, s. 14.
.ESL 118, 6.5.1999, s. 36.

. ES L 207, 6.8.1999, s. 13.
CES L 174, 13.7.2000, s. 32.
.ES L 209, 6.8.2002, s. 15.
.EU L 339, 24.12.2003, s. 78.
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ES, 1999/27[ES, 199976[ES, 2000/45[ES, 2002/70/ES
a 2003/126/ES by sa preto mali zrusit.

(4)  Opatrenia ustanovené v tomto nariadeni st v sdlade so
stanoviskom Stdleho vyboru pre potravinovy retazec
a zdravie zvierat,

PRIJALA TOTO NARIADENIE:

Cldnok 1

Odber vzoriek na tucely tradnych kontrol krmiv, pokial ide
o stanovenie zloziek, doplnkovych litok a neziaducich ldtok
s vynimkou rezidui pesticidov a mikroorganizmov, sa vykondva
v stlade s metodami stanovenymi v prilohe L.

Cldnok 2

Vzorky na analyzu sa pripravuji a vysledky sa vyjadruju v stlade
s metoédami stanovenymi v prilohe II.

Cldnok 3

Analyza na tcely tradnej kontroly krmiv sa vykondva pouzitim
metdd stanovenych v prilohe III (metddy analyzy na kontrolu
zlozenia kimnych surovin a kimnych zmesi), prilohe IV (met6dy
analyzy na tcely kontroly obsahu povolenych doplnkovych
latok), prilohe V (met6dy analyzy na kontrolu neZiaducich latok
v krmivich) a prilohe VI (metddy analyzy na urcenie zloziek
zivo¢isneho povodu na acely tGradnej kontroly krmiv).

Clanok 4

Energetickd hodnota kfmnej zmesi pre hydinu sa vypocita podla
prilohy VIL

Cldnok 5

Metédy analyzy na tcely kontroly nelegdlnej pritomnosti
doplnkovych litok, ktoré uz nie st povolené, stanovené
v prilohe VIII, sa pouZivajii na tcely potvrdenia.

Cldnok 6

Smernice 71/250/EHS, 71/393/EHS, 72/199/EHS, 73/46/EHS,
76/371/EHS, 76/372[EHS, 78/633EHS, 81/715/EHS, 84/425]
EHS, 86/174/EHS, 93/70/EHS, 93/117]ES, 98/64/ES, 1999/27|
ES, 1999/76/ES, 2000/45[ES, 2002/70/ES a 2003/126/ES sa
zrusuja.

Odkazy na tieto zrugené smernice sa povazuju za odkazy na toto
nariadenie a vykladajd sa v silade s tabulkami zhody
v prilohe IX.
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Clanok 7

Toto nariadenie nadobtida t¢innost dvadsiatym driom po jeho uverejneni v Uradnom vestniku Eurdpskej iinie.

Uplatiiuje sa od 26. augusta 2009.

Toto nariadenie je zdvizné v celom rozsahu a priamo uplatnitelné vo vietkych clenskych
Statoch.

V Bruseli 27. janudra 2009

Za Komisiu
Androulla VASSILIOU

clenka Komisie
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4.1.

4.2.

4.2.1.1.

4.2.1.2.

4.2.3.

PRILOHA 1

METODY ODBERU VZORIEK

UCEL A ROZSAH

Vzorky urcené na tradna kontrolu krmiv sa odoberaji v stllade s metédami opisanymi nizsie. Takto ziskané
vzorky sa povazujii za reprezentativne pre vzorkované partie.

PRACOVNICI ODOBERAJUCI VZORKY

Vzorky odoberajii pracovnici povereni clenskymi $tdtmi na tento tcel.

VYMEDZENIE POIMOV

Vzorkovand partia: mnozstvo vyrobku tvoriace celok a majtice charakteristické znaky, na zdklade ktorych sa
predpokladd, Ze ma homogénne zloZenie.

Ciastkova vzorka: mnozstvo odobraté z jedného miesta vzorkovanej partie.
Sthrnnd vzorka: stthrn vetkych ciastkovych vzoriek odobratych z tej istej vzorkovanej partie.
Zredukovand vzorka: reprezentativna Cast sihrnnej vzorky ziskand jej delenim.

Konecnd vzorka: cast zredukovanej vzorky alebo zhomogenizovanej stthrnnej vzorky.

VZORKOVACIE POMOCKY

Pomocky na odber vzoriek musia byt vyrobené z materidlov, ktoré nemozu kontaminovat vyrobky uréené na
odber vzoriek. Toto vybavenie moze byt tradne schvélené clenskymi $tdtmi.

Odporiicané vybavenie na odber vzoriek zo suchych krmiv
Rucny odber vzoriek

Lopatka s plochym dnom a vertikdlnymi stranami.

Vzorkovacia ty¢ s dlhou dutinou alebo prichradkami. Rozmery vzorkovacej ty¢e musia byt primerané
vlastnostiam vzorkovanej partie (hfbka nidoby, rozmery vreca atd') a velkosti castic krmiv.

Mechanicky odber vzoriek

Schvélené mechanické vybavenie sa moze pouzivat na odber vzoriek z pohybujiceho sa krmiva.
Deli¢ vzorky

Vybavenie urcené na rozdelenie vzorky na priblizne rovnaké Casti sa moze pouZit pri odbere ciastkovych vzoriek
a na pripravu zredukovanej a konecnej vzorky.

KVANTITATIVNE POZIADAVKY

5.A. V suvislosti s kontrolou latok alebo produktov rovnomerne rozloZenych v krmive

5.A.1. Vzorkovand partia
Velkost vzorkovanej partie musi byt takd, aby v odobratej vzorke bola pritomnd kazdd
zlozka krmiva.
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5.A.2. Ciastkové vzorky
5.A.2.1. Volne lozené krmivé: Minimélny pocet &iastkovych vzoriek:
5.A.2.1.1. Vzorkované partie, ktorych hmotnost Sedem
nepresahuje 2,5 metrickych ton
5.A.2.1.2. Vzorkované partie, ktorych hmotnost pre- | ¥ 20 ndsobok poctu metrickych ton, ktoré
sahuje 2,5 metrickych ton predstavuji vzorkovand partiu (*), pricom
najvyssi pocet Ciastkovych vzoriek je 40
5.A.2.2. Balené krmiva: Minimélny pocet baleni, z ktorych sa md
odobrat vzorka (**):
5.A.2.2.1. Balenia s hmotnostou viac ako jeden kilogram:
5.A.2.2.1.1. Vzorkované partie s poctom jedno az Styri | Vsetky balenia
balenia
5.A.2.2.1.2. Vzorkované partie s poctom pat az 16 Styri
baleni
5.A.2.2.1.3. Vzorkované partie s poc¢tom viac ako 16 v pocet baleni, ktoré predstavujti vzorkovant
baleni partiu (¥), pricom najvyssi pocet baleni je 20
5.A.2.2.2. Balenia s hmotnostou do 1 kg Styri
5.A.2.3. Tekuté alebo polotekuté krmiva: Minimélny pocet nddob, z ktorych sa md
odobrat vzorka (**):
5.A.2.3.1. Nédoby s objemom viac ako jeden liter:
5.A.2.3.1.1. Vzorkované partie s poctom jedna az Styri | Vsetky nddoby
nadoby
5.A.2.3.1.2. Vzorkované partie s poctom pit az 16 Styri
nadob
5.A.2.3.1.3. Vzorkované partie s poctom viac ako 16 \ pocet nadob, ktoré predstavujii vzorkovan
nadob partiu (¥), pricom najvyssi pocet nadob je 20
5.A.2.3.2. Nédoby s objemom nepresahujicim jeden | Styri
liter
5.A.2.4. Bloky krmiva a minerdlne lizy Minimélny pocet blokov alebo lizov, z kto-
rych sa mé odobrat vzorka (**):
Jeden blok alebo jeden liz na vzorkovant
partiu s poctom 25 jednotiek, najviac viak
Styri bloky alebo $tyri lizy
5.A.3. Sthrnné vzorka
Vyzaduje sa jedna stthrnnd vzorka na vzorkovand partiu. Celkové mnozstvo ciastkovych
vzoriek, ktoré tvori sihrnnt vzorku, predstavuje najmenej:
5.A3.1. Volne lozené krmivad 4 kg
5.A3.2. Balené krmivé:
5.A3.2.1. Balenia s hmotnostou viac ako 1 kg 4 kg
5.A.3.2.2. Balenia, ktorych hmotnost nepresahuje Hmotnost obsahu Styroch pévodnych baleni
g
5.A3.3. Tekuté alebo polotekuté krmiva:
5.A.3.3.1. Nédoby s objemom viac ako jeden liter Styri litre
5.A.3.3.2. Nédoby, ktorych objem nepresahuje jeden | Objem obsahu styroch povodnych nddob
liter
5.A.3.4. Bloky krmiva a minerélne lizy:
5.A.3.4.1. Kazdy s hmotnostou viac ako 1 kg 4 kg
5.A.3.4.2. Kazdy s hmotnostou do 1 kg Hmotnost Styroch povodnych blokov alebo

lizov
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5.A.4. Kone¢né vzorky
V pripade potreby sa kone¢né vzorky ziskaji redukciou stthrnnej vzorky. Vyzaduje sa
analyza aspoil jednej kone¢nej vzorky. Mnozstvo konecnej vzorky na analyzu nie je mensie
ako:
Suché krmivd 500 g
Tekuté alebo polotekuté krmiva 500 ml
5.B. V stvislosti s kontrolou neziaducich ldtok alebo produktov, ktoré by mohli byt
nerovnomerne rozlozené v krmive, napr. aflatoxinov, razného ndmelu, ricinu a kroténu
v kimnej surovine (***)
5.B.1. Vzorkovand partia: pozri 5.A.1.
5.B.2. Ciastkové vzorky
5B.2.1. Volne krmivé: pozri 5.A.2.1.
5.B.2.2. Balené krmiva: Minimélny pocet baleni, z ktorych sa majii
odobrat vzorky:
5B.2.2.1. Vzorkované partie pozostdvajice z jedného | Vsetky balenia
az Styroch balen{
5B.2.2.2. Vzorkované partie pozostévajice z piatich | Styri
az 16 baleni
5B.2.2.3. Vzorkované partie pozostavajiice z viac ako | V pocet baleni, ktoré predstavuji vzorkovant
16 balen{ partiu (¥), pricom najvyssi pocet balenf je 40
5.B.3. Siihrnné vzorky
Pocet suhrnnych vzoriek zavisi od velkosti vzorkovanej partie. Minimélni pocet sthrnnych
vzoriek na vzorkovant partiu je uvedeny nizsie. Celkova hmotnost ¢iastkovych vzoriek,
ktoré tvoria sihrnna vzorku, predstavuje najmenej 4 kg na kazda stihrnnd vzorku.
5B.3.1. Volne lozené krmivé
Hmotnost vzorkovanej partie v metrickych | Minimélny pocet sthrnnych vzoriek na
tondch: vzorkovand partiu:
najviac 1 1
viac ako 1 az do 10 2
viac ako 10 az do 40 3
nad 40 4
5.B.3.2. Velkost vzorkovanej partie baleného Minimélny pocet sthrnnych vzoriek na
krmiva vyjadrend poctom balenf: vzorkovand partiu:
1az 16 1
17 az 200 2
201 az 800 3
viac ako 800 4
5B.4. Koneéné vzorky

Z kazdej stihrnnej vzorky sa redukciou ziskavajii kone¢né vzorky. Vyzaduje sa analyza aspoii
jednej konecnej vzorky na jednu sithrnni vzorku. Hmotnost konecnej vzorky na analyzu
nesmie byt nizsia ako 500 g.

()
()

Ak je pocet vyjadreny zlomkom, zaokriihli sa na najblizsie vyssie celé ¢islo.
\% En’pade baleni alebo nddob, ktorych obsah kazdého(-ej) nepresahuje 1 kilogram alebo 1 liter a v pripade blokov alebo lizov,
z

torych kazdy nevdzi viac ako 1 kg, ciastkovii vzorku tvori obsah jedného pévodného balenia alebo nadoby, jeden blok

alebo jeden liz.

(***) Metddy stanovené v bode 5.A sa uplatiujii na kontrolu aflatoxinov, razného ndmelu, ricinu a kroténu v kompletnom alebo
doplnkovom krmive.
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6.

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.

POKYNY PRE ODBER, PRIPRAVU A BALENIE VZORIEK
Vseobecné pokyny

Vzorky sa musia odobrat a pripravit ¢o najrychlejsie s ohladom na preventivne opatrenia, ktoré st potrebné na
zabezpeCenie toho, aby nedoslo k zdmene alebo ku kontamindcii produktu. Ndstroje, ako aj plochy a nddoby
urcené na prijem vzoriek musia byt Cisté a suché.

Ciastkové vzorky
V sitvislosti s kontrolou ldtok alebo produktov rovnomerne rozloZenych v krmive

Ciastkové vzorky sa musia odobrat ndhodne z celej vzorkovanej partie a musia mat priblizne rovnakd velkost.

Volne lozené krmiva

Vzorkovand partia sa imagindrne rozdeli na urcity pocet priblizne rovnakych casti. Pocet Casti zodpovedajtici
poctu ciastkovych vzoriek pozadovanému v stilade s bodom 5.A.2 sa vyberd ndhodne a z kazdej z tychto casti sa
odoberd aspon jedna vzorka.

V pripade potreby odber vzorky moze byt vykonany pocas pohybu vzorkovanej partie (nakladanie alebo
vykladanie).

Balené krmivo

Po vybere pozadovaného mnozstva baleni na odber vzoriek podla bodu 5.A.2 sa Cast obsahu kazdého balenia
odoberd pomocou tyce alebo lopaty. V pripade potreby sa vzorky odobert jednotlivo po vyprdzdneni baleni.
Hrudky sa v kazdej sthrnnej vzorke rozbiji; v pripade potreby sa hrudky rozbiji oddelene a potom sa vratia
do vzorky.

Homogénne alebo homogenizovatelné tekuté alebo polotekuté krmivd

Po vybere pozadovaného poctu nddob na odber vzoriek podla bodu 5.A.2 sa obsah v pripade potreby
homogenizuje a z kazdej nddoby sa odoberie urcité mnozstvo.

Ciastkové vzorky mozu byt odobraté pocas vyprazdiiovania obsahu nadoby.

Nehomogenizovatelné, tekuté alebo polotekuté krmivd

Po vybere pozadovaného poctu nidob na odber vzoriek podla bodu 5.A.2 sa odoberti vzorky z roznych vrstiev.
Vzorky mozu byt odobraté aj pocas vyprazdnovania obsahu, ale prvé frakcie treba odstranit.
V kazdom pripade celkovy odobraty objem nesmie byt mensi ako 10 litrov.

Bloky krmiva a minerdlne lizy

Po vybere pozadovaného poctu blokov alebo lizov na odber vzoriek podla bodu 5.A.2 sa odoberie Cast z kazdého
bloku alebo lizu.

V siwislosti s kontrolou neZiaducich ldtok alebo produktov, ktoré by mohli byt nerovnomerne rozloZené v krmive, napr.
aflatoxinov, razného ndmelu, ricinu a kroténu v kfmnych surovindch.

Vzorkovand partia sa imagindrne rozdeli na urcity pocet priblizne rovnakych casti zodpovedajiici poctu
uvedeny v bode 5.B.2 sa rozlozi priblizne rovnako v jednotlivych Castiach. Potom sa odobert priblizne rovnako
velké vzorky (') tak, aby celkové mnozstvo vo vzorkich z kazdej ¢asti malo hmotnost aspon 4 kg pozadovanii
pre kazdd sthrnnd vzorku. Ciastkové vzorky odobraté z rozdielnych casti sa nespdjaja.

(") Pri balenych krmivéich sa odstrdni ¢ast obsahu baleni, z ktorych sa maji odobrat vzorky pouzitim tyce alebo lopaty po tom, ako sa

v pripade potreby balenia jednotlivo vyprazdnia.
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Priprava sdhrnnych vzoriek

V sivislosti s kontrolou ldtok alebo produktov rovhomerne rozloZenych v krmive

Ciastkové vzorky sa zmiesaj tak, aby vytvorili jednu sthrnnd vzorku.

V sivislosti s kontrolou neZiaducich ldtok alebo produktov, ktoré by mohli byt nerovnomerne rozloZené v krmive, napr.
aflatoxinov, razného ndmelu, ricinu a kroténu v kfmnych surovindch

Ciastkové vzorky z kazdej Casti vzorkovanej partie sa zmiesajii a vytvoria sa sihrnné vzorky v pocte podla
bodu 5.B.3, pricom sa starostlivo zaznamend povod kazdej stthrnnej vzorky.

Priprava kone¢nych vzoriek
Materidl v kazdej stthrnnej vzorke sa starostlivo premiesa, ¢im sa ziska homogenizovand vzorka (1). V pripade

potreby sa sthrnnd vzorka vopred zredukuje na vzorku s hmotnostou najmenej 2 kg alebo objemom najmenej
2 1 pomocou mechanického alebo automatického deli¢a alebo metédou Stvrtenia.

Takto sa pripravia aspoii tri konecné vzorky v priblizne rovnakom mnozstve, ktoré budd spliat kvantitativne
poziadavky bodu 5.A.4 alebo 5.B.4. Kazdd vzorka sa vlozi do vhodnej nddoby. Urobia sa vietky potrebné
opatrenia, aby sa zabranilo zmene zloZenia vzorky, jej kontamindcii alebo znehodnoteniu, ktoré by mohlo
vzniknat pocas prepravy alebo skladovania.

Balenie kone¢nych vzoriek

Nédoby alebo obaly sa pecatia a oznacujii (celé oznacenie musi byt neoddelitelnou sti¢astou pecatenia) tak, aby sa
nedali otvorit bez porusenia pecate.

ZAZNAM O ODBERE VZORKY

O kazdom odbere vzorky je potrebné viest zdznam, ktory umozni jednoznacne rozoznat kazdi vzorkovani
partiu.

MIESTO URCENIA VZORIEK

Za kazdt sthrnnt vzorku sa v najrychlejom moznom case zasle opravnenému laboratériu na analyzu aspon
jedna konec¢nd vzorka spolu s informaciami potrebnymi pre analytika.

(") Hrudky sa pri kazdej stthrnnej vzorke rozbiji (v pripade potreby sa najskor oddelia a neskor vratia k vzorke).
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

PRILOHA II

VSEOBECNE USTANOVENIA TYKAJUCE SA ANALYTICKYCH METOD PRE KRMIVA

A.  PRIPRAVA VZORIEK NA ANALYZU
Ucel

Postupy opisané niZzsie sa tykaji pripravy na analyzu konecnych vzoriek zasielanych kontrolnym laboratéridm po
odobrati vzoriek v stlade s ustanoveniami stanovenymi v prilohe .

Tieto vzorky musia byt pripravené tak, aby navdzené mnozstvd, ktoré si uvedené v analytickych metddach, boli
homogénne a reprezentativne kone¢né vzorky.

Predbezné opatrenia

Postup pripravy vzorky, ktory je potrebné dodrzat, zavisi od pouzitych analytickych metdd. Preto je mimoriadne
dolezité zabezpecit, aby bol tento postup pripravy vzorky primerany pouzitej analytickej metdde.

Vsetky potrebné kroky pracovného postupu sa musia vykonat takym sposobom, aby sa v ¢o najvyssej moznej miere
zamedzilo kontamindcii vzorky a zmendm jej zloZenia.

Mletie, premiesanie a preosievanie by sa mali vykonat ¢o mozno najrychlejsie s minimdlnym vystavenim vzorky
ucinkom vzduchu a svetla. Nemali by sa pouzivat mlynéeky a drvice, ktoré by mohli vzorky znacne zahrievat.

Ruc¢né mletie sa odporica v pripade krmiv obzvlast citlivych na zohriatie. Malo by sa dbat aj na to, aby samotné
pristrojové vybavenie nebolo zdrojom kontamindcie mikroprvkami.

Ak pripravu nemozno vykonat bez vyraznych zmien v obsahu vlhkosti vzorky, je potrebné obsah vlhkosti urcit pred
pripravou a po nej podla metddy stanovenej v Casti A prilohy III.

Postup

Rozdelte vzorku na nickolko c¢iastkovych vzoriek vhodnych na analyzu a referen¢né ticely pouzitim vhodnych technik
delenia ako napr. striedavy odber lopatkou, staciondrne alebo krazivé deliace zariadenie. Delenia metdédou kuzelov
a Stvrtenia sa neodporacaja, kedze v ich dosledku mozu vzniknit dielcie vzorky s vysokou pravdepodobnostou chyby
z delenia. Vzorka sa uchovd na referencné tcely vo vhodnej Cistej a suchej nddobe so vzduchotesnym uziverom
a pripravia sa z nej diel¢ie vzorky na analyzu s hmotnostou najmenej 100 g spdsobom uvedenym nizsie.

Krmivd, ktoré sa mozu priamo drvit

Pokial nie je v analytickych metddach ustanovené inak, po pomleti sa celd vzorka podla potreby preoseje cez sito so
$tvorcovymi okami so stranami 1 mm (v stlade s odporticanim ISO R565). Vyhnite sa nadmerne jemnému pomletiu.

Preosiata vzorka sa premiesa a vlozi do vhodnej ¢istej, suchej nddoby so vzduchotesnym uzéverom. Bezprostredne
pred navazovanim mnozstva ur¢eného na analyzu sa znovu premiesa.

Krmivd, ktoré sa mozu drvit po vysuseni

Pokial nie je v analytickych metddach ustanovené inak, vzorka sa vysusi tak, aby sa jej vlhkost zniZila na 8 az 12 %,
v stlade s postupom na predsusenie opisanym v bode 4.3 metddy na stanovenie vlhkosti uvedenej v Casti A pri-
lohy III. Dalej sa postupuje podla oddielu 3.1.

Tekuté alebo polotekuté krmivd

Vzorka sa vlozi do vhodnej ¢istej, suchej nddoby so vzduchotesnym uzdverom. Bezprostredne pred navazovanim
mnozstva urceného na analyzu sa dokladne premiesa.

Iné krmivd

Vzorky, ktoré sa nedaja pripravit v stlade s jednym z vyssie uvedenych postupov, by sa mali upravit akymkolvek inym

postupom, ktorym sa zabezpeli, Ze mnoZstvd navdzené na analyzu budi homogénne a reprezentativne konecné
vzorky.
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Uskladnenie vzoriek

Vzorky sa musia skladovat pri teplote, ktord nesposobi zmeny v ich zlozZeni. Vzorky urcené na analyzu vitaminov
alebo ldtok obzvlast citlivych na svetlo by sa mali skladovat v nddobéach z hnedého skla.

B.  USTANOVENIA TYKAJUCE SA CHEMIKALIl A PRISTROJOVEHO VYBAVENIA POUZIVANYCH PRI
ANALYTICKYCH METODACH

Pokial nie je v analytickych metddach ustanovené inak, tak vSetky chemikdlie musia byt analyticky cisté (a.p.). Pri
analyze mikroprvkov sa cistota chemikalif musi kontrolovat slepym pokusom. Na zdklade dosiahnutych vysledkov sa
moze vyzadovat dalSie precistenie chemikalii.

Akykolvek krok pracovného postupu zahfhajiici pripravu roztokov, riedenie, preplachovanie alebo premyvanie,
uvedeny v analytickych met6dach bez uvedenia pouzitého rozpustadla alebo riediacej kvapaliny znamend, Ze sa musi

pouzit voda. Vieobecne plati, Ze voda musi byt demineralizovand alebo destilovand. V konkrétnych pripadoch, ktoré
st uvedené v analytickych met6dach, sa musi osobitne precistit.

Vzhladom na zariadenie beznych kontrolnych laboratérii sa pri analytickych metddach uvddzaji len $pecidlne
néstroje a pristrojové vybavenie alebo také, ktoré vyzadujii osobitné pouzivanie. Musia byt ¢isté, najmé vtedy, ked ide
o stanovenie velmi malych mnozstiev litok.

C.  POUZITIE ANALYTICKYCH METOD A VYJADRENIE VYSLEDKOV
Postup pri extrakeii
Niektoré metddy si vyzadujii Specifické extrakéné postupy. Vo vieobecnosti plati, Ze iné postupy pri extrakcii ako ten,

ktory je uvedeny v metdde, sa mozu uplatiovat len pod podmienkou, Ze sa dokédze, Ze tento pouZity extrakény postup
mé rovnaki extrakénd Gcinnost na analyzovant matricu ako postup uvedeny v metdde.

Postup pri &isteni
Niektoré metddy si vyzadujii Specifické postupy Cistenia. Vo veobecnosti plati, Ze iné postupy pri Cisteni ako ten,

ktory je uvedeny v met6de, sa mozu uplatiiovat len pod podmienkou, Ze sa dokdZe, Ze tento pouZity postup pri Cisteni
mé rovnaké analytické vysledky pre analyzovand matricu ako postup uvedeny v metdde.

Spriva o pouzitej metéde analyzy

Vo vieobecnosti je ustanovend jedna analytickd metdda na stanovenie kazdej ldtky v krmive. Pokial sa uvddza
niekolko metdd, v sprdve o analyze musi byt uvedend metéda pouzitd v kontrolnom laboratériu.

Pocet stanoveni

Vysledky uvddzané v spréve o analyze predstavujii priemerni hodnotu ziskanti najmenej z dvoch paralelnych
stanoveni vykonanych z dvoch samostatnych navédziek vzorky a musia sa vyznacovat uspokojivou opakovatelnostou.

Avsak v pripade analyzy neziaducich ldtok, ak je vysledok prvého stanovenia vyrazne (> 50 %) nizsi ako 3pecifikicia,
ktord sa ma skontrolovat, nie st potrebné Ziadne dalsie stanovenia, ak sa pouziji vhodné postupy na urcenie kvality.

V pripade kontroly deklarovaného obsahu latky alebo zlozky, ak vysledok prvého stanovenia potvrdi deklarovany
obsah, t. j. ak analyticky vysledok spadd do rozsahu prijatelnej odchylky od deklarovaného obsahu, nie st potrebné
ziadne dalsie stanovenia za podmienky, Ze sa pouZiji vhodné postupy na urcenie kvality.

V niektorych pripadoch sa tento prijatelny rozsah odchylky definuje v pravnych predpisoch, ako napr. v smernici
Rady 79/373[EHS ().

Spréva o analytickom vysledku

Analyticky vysledok sa vyjadruje spdsobom uvedenym v analytickej metdde na vhodny pocet platnych ¢&islic a podla
potreby sa koriguje na obsah vlhkosti v konecnej vzorke pred pripravou.

U.v. ES L 86, 6.4.1979, s. 30.
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Neistota merania a miera nivratnosti v pripade analyzy neZiaducich litok

Co sa tyka neziaducich litok v zmysle smernice 2002/32/ES vrétane dioxinov a dioxinom podobnych PCB, produkt
urCeny ako krmivo pre zvieratd sa povazuje za nevyhovujici z hladiska najvyssicho pripustného obsahu, ak sa na
zdklade analytického vysledku najvyssi pripustny obsah pokladd za prekroceny, pricom sa zohladnuje rozsirend
neistota merania a korekcia vzhladom na ndvratnost. Na postudenie zhody sa pouZiva analyzovand koncentricia
upravend vzhladom na ndvratnost a po odpocitani rozsirenej neistoty merania. Tento postup sa pouZiva len
v pripadoch, ked analytickd metdéda umoziiuje odhad neistoty merania a korekcie vzhladom na névratnost (nie je
mozné ho pouzit napr. v pripade mikroskopickej analyzy).

Spréva o analytickom vysledku sa poddva takto (pokial’ pouzivand analytickd metéda umoznuje odhadnut neistotu
merania a mieru navratnosti):

a)  upraveny vzhladom na ndvratnost s uvedenim miery ndvratnosti. Uprava vzhladom na nédvratnost nie je
potrebnd v pripade, Ze miera ndvratnosti je v rozmedzi 90 — 110 %.

b)  ako ,x +/- U kde x je analyticky vysledok a U je rozsirend neistota merania, pomocou koeficientu pokrytia
v hodnote 2, ktory zabezpecuje priblizne 95-percentnti troven spolahlivosti.

Ak je v3ak vysledok analyzy vyrazne nizsi (> 50 %) ako $pecifikdcia, ktord sa ma skontrolovat, a za podmienky, Ze sa
uplatiiujii vhodné postupy na urcenie kvality, a ak analyzy slizia len na Gcely kontroly dodrzania prévnych
ustanoveni, moZe sa podat sprdva o analytickom vysledku bez tpravy vzhladom na ndvratnost, a miera ndvratnosti,
ako aj neistota merania sa v tychto pripadoch mozu zo spravy vynechat.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

4.1.

PRILOHA 1II

ANALYTICKE METODY NA KONTROLU ZLOZENIA KRMNYCH SUROVIN A KRMNYCH ZMESI

A. STANOVENIE VLHKOSTI
Ukel a oblast

Tato metéda umoziuje stanovenie vlhkosti v krmivach. V pripade, Ze krmivo obsahuje prchavé latky, ako napr.
organické kyseliny, treba si uvedomit, Ze spolu s vlhkostou sa stanovi aj zna¢né mnozstvo prchavych latok.

Tato metdda sa nevztahuje na analyzu mlie¢nych vyrobkov ako kimnych surovin, analyzu mineralnych litok
a zmesi zlozenych predovsetkym z minerdlnych ldtok, analyzu zivoci$nych a rastlinnych tukov a olejov, ani na
analyzu olejnatych semien a olejnatych plodov.

Podstata met6dy

Vzorka sa vysusi za $pecifikovanych podmienok, ktoré sa lisia podl'a druhu krmiva. Ubytok hmotnosti sa stanovi
vézenim. V pripade krmiv tuhého skupenstva, ktoré majii vysoky obsah vlhkosti, je potrebné ich predsusenie.

Pristrojové vybavenie

Mlyncek z materidlu, ktory neabsorbuje vlhkost, Tahko sa cisti, umoziuje rychle mletie bez vytvdrania
znatelného tepla, v najvysiej moznej miere zamedzuje kontaktu s okolitym vzduchom a splfia poziadavky
uvedené nizsie v bodoch 4.1.1 a 4.1.2 (napr. kladivkové alebo vodou chladené mikromlynceky, rozoberatelné
kuzelové mlynceky, nizkootdckové mlynceky alebo mlynéeky s ozubenymi kolesami).

Analytické vahy s presnostou na 1 mg.

Suché vystsacky z nehrdzavejiceho kovu alebo skla s vrchndkmi zarucujiicimi vzduchotesné uzatvorenie;
s pracovnym povrchom, na ktorom je mozné rozprestriet skiSobnii vzorku vo vrstve priblizne 0,3 g/m?.

Elektricky vyhrievana izotermickd susiaren (+ 2 °C), primerane vetrand, s moznostou rychlej reguldcie teploty (1).

Nastavitelnd elektricky vyhrievand vikuova susiaren vybavend olejovym Cerpadlom a bud mechanizmom na
vpustanie horticeho suchého vzduchu, alebo susiacou litkou (napr. oxid vdpenaty).

Exsikdtor s hrubou perforovanou kovovou alebo porceldnovou platiiou obsahujiici G¢innd susiacu latku.

Postup

Pozndmka: Postupy opisané v tomto oddiele sa musia vykonat ihned po otvoreni baleni so vzorkami. Analyza sa
musi vykonat aspon dvakrat.

Priprava
Krmivéd iné ako krmivd patriace pod body 4.1.2 a 4.1.3

Odoberte aspori 50 g vzorky. Ak je potrebné, rozmelte alebo rozdelte ju takym sposobom, aby sa zamedzilo
akejkolvek odchylke v obsahu vlhkosti (pozri bod 6).

Obilniny a obilné kripy

Odoberte aspon1 50 g vzorky. Pomelte na Castice, z ktorych najmenej 50 % prejde sitom s velkostou ok 0,5 mm,
a zvySok, ktory zostane na site s okrihlymi okami s velkostou 1 mm, bude najviac 10 %.

(") Pri suseni obilnin, mtky, krtipov a §rotu musi mat susiaren taku tepelnti vykonnost, aby sa jej teplota nastavend na 131 °C, po vloZen{

najvicsieho poctu skasobnych vzoriek na sticasné susenie, vratila na povodna hodnotu do 45 mindt. Vetranie susiarne musi byt také, aby
bol rozdiel medzi vysledkami susenia najvacsieho mozného vlozeného poctu vzoriek beznej psenice pocas dvoch hodin a vysledkami
ziskanymi po $tvorhodinovom suseni mensi ako 0,15 %.
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.3.

Krmivd v tekutej alebo pastovitej forme, krmivéd prevazne zlozené z olejov a tukov

Odoberte priblizne 25 g vzorky, odvdite s presnostou na 10 mg, pridajte primerané mnozstvo bezvodého
piesku odvédzeného s presnostou na 10 mg a miesajte, aZ kym sa neziska homogénny produkt.

Susenie
Krmivd iné ako krmivd patriace pod body 4.2.2 a 4.2.3

Odvézte vystsacku (3.3) s vrchndkom s presnostou na 1 mg. Do odvdzenej vystsacky navdite priblizne
5 g vzorky s presnostou na 1 mg a rovnomerne rozlozte. VloZte vysti§acku bez vrchndka do susiarne predhriatej
na teplotu 103 °C. Aby ste sa vyhli neZelanému poklesu teploty susiarne, vysisacku do nej vloite ¢o
najrychlejsie. Vzorka sa susi $tyri hodiny, ktoré sa pocitaji od ¢asu, ked' sa teplota v susiarni vrati na 103 °C. Na
vysusacku polozte vrchndk, vyberte ju z pece, nechajte ju v exsikdtore (3.6) pocas 30 aZ 45 mindt vychladnit
a odvdzte s presnostou na 1 mg.

Krmiva zlozené prevazne z olejov a tukov suste v susiarni eSte dalsich 30 mindt pri teplote 130 °C. Rozdiel
medzi dvomi vdZeniami nesmie presiahnut 0,1 % vlhkosti.

Obilniny, muaka, kripy a 3rot

Odvézte vysusacku (3.3) s vrchndkom s presnostou na 0,5 mg. Do odvézenej vystsacky navézte priblizne
5 g rozdrvenej vzorky s presnostou na 1 mg a rovnomerne rozloZte. Vlozte vystsacku bez vrchndka do susiarne
predhriatej na teplotu 130 °C. Aby ste sa vyhli nezelanému poklesu teploty susiarne, vystisacku do nej vlozte ¢o
najrychlejsie. Vzorku nechajte susit dve hodiny, ktoré sa pocitaji od casu, ked sa teplota v susiarni vrdti na
130 °C. Na vysusacku polozte vrchndk, vyberte ju z pece, nechajte ju v exsikdtore (3.6) za 30 az 45 mindt
vychladnit a odvézte s presnostou na 1 mg.

Kfmna zmes obsahujiica viac ako 4 % sacharézy alebo lakt6zy: kfmne suroviny ako napr. svitojansky chlieb,
hydrolyzované obilninové produkty, slad, susené repné rezky, $tavy z ryb a cukru; kfmne zmesi obsahujtice viac
ako 25 % minerdlnych soli vritane vody z krystalizdcie.

Odvézte vysusacku (3.3) s vrchndkom s presnostou na 0,5 mg. Do odvdzenej vystSacky navézte priblizne
5 g vzorky s presnostou na 1 mg a rovnomerne rozloZte. Vystsacku bez vrchndka vlozte do vakuovej susiarne
(3.5) predhriatej na teplotu medzi 80 °C a 85 °C. Aby ste sa vyhli neZzelanému poklesu teploty susiarne, nidobu
do nej vlozte Co najrychlejsie.

Nastavte tlak na 100 torrov a nechajte pri tomto tlaku susit $tyri hodiny, bud’ pod priadom horiceho suchého
vzduchu alebo pouzite susiaci prostriedok (priblizne 300 g na 20 vzoriek). V pripade pouzitia susiacej latky
odpojte vikuové erpadlo po dosiahnuti predpisaného tlaku. Cas susenia pocitajte od momentu, ked sa teplota
v suSiarni vrati na hodnotu od 80 °C do 85 °C. Opatrne upravte atmosféricky tlak v suSiarni na povodni
hodnotu. Potom ju otvorte, ihned na vystisacku polozte vrchndk, vyberte ju zo susiarne, nechajte v exsikdtore
(3.6) za 30 az 45 minut vychladnit a odvézte s presnostou na 1 mg. Suste dalich 30 mindt vo vakuovej susiarni
pri teplote od 80 °C to 85 °C a opit odvézte. Rozdiel medzi dvomi vdZeniami nesmie presiahnut 0,1 % vlhkosti.

Predsusenie

Krmivd iné ako krmivd patriace pod bod 4.3.2

Krmiva tuhého skupenstva s vysokym obsahom vlhkosti, ktoré spdsobujt problémy pri mleti, sa musia predsusit
podla nasledujiceho postupu:

Naviézte 50 g nerozdrvenej vzorky s presnostou na 10 mg (lisované alebo zhrudkované krmivd sa mézu v pripade
potreby rozdrvit nahrubo) vo vhodnej vysisacke (napr. hlintkové platna s velkostou 20 x 12 cm s 0,5 cm
ramom). Nechajte susit v susiarni pri teplote od 60 °C to 70 °C, aZ kym sa vlhkost nezniZi na 8 % az 12 %.
Vytiahnite zo susiarne, nechajte v laboratdriu nezakrytti po dobu 1 hodiny vychladnit a odvézte s presnostou na
10 mg. Vzorku ihned rozdrvte podla bodu 4.1.1 a vysuste podla bodu 4.2.1 alebo 4.2.3 podla druhu krmiva.

Obilniny

Obilné zrnd s obsahom vlhkosti vyssim ako 17 % sa musia predsusit, a to nasledujicim postupom:
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5.1.

5.2.

5.3.

3.1.

3.2

3.3.

Navézte 50 g nerozdrvenych zfn s presnostou na 10 mg vo vhodnej vysisacke (napr. hlinikova platiia s velkostou
20 x 12 cm s 0,5 cm rdmom). Nechajte v susiarni 5 aZ 7 mindt susit pri teplote 130 °C. Vytiahnite zo susiarne,
nechajte v laboratériu nezakryt po dobu 2 hodin vychladnit a odvdzte s presnostou na 10 mg. Vzorku ihned
rozdrvte podla bodu 4.1.2 a vysuste podla bodu 4.2.2.

Vypocet vysledkov

Obsah vlhkosti (X), ako percento zo vzorky sa vypocita podla tejto rovnice:

Susenie bez predsusenia

x={m=mo) 100
kde:
m = pociato¢nd hmotnost skisobnej vzorky v gramoch,
m, = hmotnost vysuSenej skiiSobnej vzorky v gramoch.

Susenie s predsusenim

- X 100 X
X, - wm_ml} 100 .00 % (lw)
m m X my

kde:

m = podiato¢nd hmotnost skiiSobnej vzorky v gramoch,

m; = hmotnost skiSobnej vzorky v gramoch po predsuseni,
m, = hmotnost skiiSobnej vzorky po rozdrveni alebo pomleti v gramoch,
my = hmotnost vysusenej skiisobnej vzorky v gramoch.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na tej istej vzorke nesmie presiahnut 0,2 %
absolutnej hodnoty vlhkosti.

Pozndmky

Ak vzorku treba upravit drvenim a ak sa zdd, Ze tdto Gprava zmeni obsah vlhkosti produktu, vysledky analyzy
zloziek krmiv sa musia upravit na zdklade obsahu vlhkosti vzorky v jej povodnom stave.

B.  STANOVENIE VLHKOSTI V ZIVOCISNYCH A RASTLINNYCH TUKOCH A OLEJOCH
Ukel a oblast

Tato metdda umoziuje stanovit obsah vody a prchavych latok v zivocisnych a rastlinnych tukoch a olejoch.

Podstata metédy

Vzorka je vysusend na konstantnt hmotnost (ibytok hmotnosti medzi dvoma za sebou nasledujicimi vaZeniami
musi byt < 1 mg) pri teplote 103 °C. Ubytok hmotnosti sa stanovi vazenim.

Pristrojové vybavenie

Miska s plochym dnom z nehrdzavejiiceho materidlu s priemerom 8 az 9 cm a vyskou priblizne 3 cm.

Teplomer so spevnenou gul6¢kou a s vyrovndvacou rirkou na hornom konci, s delenou stupnicou od priblizne
80 °C do najmenej 110 °C a s dlzkou priblizne 10 cm.

Pieskovy kiipel alebo elektrickd vyhrievacia platna.
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3.4.

3.5.

3.1.

Exsikdtor obsahujtci G¢innd susiacu latku.

Analytické vahy.

Postup
Navézte s presnostou na 1 mg priblizne 20 g zhomogenizovanej vzorky do suchej odvazenej misky (3.1),

v ktorej sa nachddza teplomer (3.2). Zohrejte na pieskovom kiipeli alebo vyhrievacej platni (3.3), za trvalého
miesania teplomerom tak, aby teplota dosiahla hodnotu 90 °C za priblizne 7 minit.

Znfzte intenzitu ohrevu pozorujic frekvenciu akou stipaji bubliny z dna misky. Teplota nesmie presiahnut
hodnotu 105 °C. Pokracujte v miesani, stierajic dno misky, kym sa neprestanti tvorit bubliny.

S cielom zabezpecit tplné odstranenie vlhkosti niekolkokrat znovu zohrejte na teplotu 103 °C + 2 °C, pricom
medzi jednotlivymi zohriatiami ochladte na 93 °C. Potom nechajte vychladnit na laboratérnu teplotu
v exsikdtore (3.4) a odvazte. Tuto operdciu opakujte dovtedy, kym tibytok hmotnosti medzi dvomi za sebou
nasledujicimi vaZeniami nebude mensi ako 2 mg.

Pozndmka: Nérast hmotnosti vzorky po opakovanom zohriati znamend oxiddciu tuku, v takomto pripade
vypocitajte vysledok z vdzenia vykonaného bezprostredne pred tym, ako zacala hmotnost stiipat.

Vypocet vysledkov

Obsah vlhkosti (X), ako percento vzorky, je dany nasledujiicim vzorcom:

kde:

m = pociatond hmotnost skisobnej vzorky v gramoch,

m; = hmotnost misky v gramoch s obsahom pred zohrievanim,
m, = hmotnost misky v gramoch s obsahom po zohriati.

Vysledky mensie ako 0,05 % sa musia vyjadrit ako ,menej ako 0,05 %*.

Opakovatelnost

Rozdiel vo vlhkosti medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych v tej istej vzorke nesmie
presiahnut 0,05 % v absoldtnej hodnote.

C.  STANOVENIE OBSAHU DUSIKATYCH LATOK
Ucel a oblast

Tito metéda umoziuje stanovit obsah dusikatych litok na zdklade obsahu dusika stanoveného podla
Kjeldahlovej metddy.

Podstata metédy
Vzorka sa mineralizuje kyselinou sirovou v pritomnosti katalyzdtora. Kysly roztok sa zalkalizuje roztokom

hydroxidu sodného. Amoniak sa oddestiluje a zachyti v odmeranom mnozstve kyseliny sirovej, ktorej prebytok
sa titruje Standardnym roztokom hydroxidu sodného.

Uvolneny amoniak sa eventudlne oddestiluje do prebytku roztoku kyseliny boritej, po ¢om nasleduje titracia
roztokom kyseliny chlorovodikovej alebo kyseliny sirove;.

Chemikalie

Siran draselny.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

5.1.

Katalyzdtor: oxid mednaty (I) CuO alebo pentahydrat siranu mednatého (I, CuSO, 5H, O.
Granulovany zinok.

Kyselina sirovd, p20 = 1,84 g/ml.

Kyselina sirovd, Standardny odmerny roztok, ¢(H,SO,) = 0,25 mol/l.

Kyselina sirovd, $tandardny odmerny roztok, ¢(H,SO,) = 0,10 mol/l.

Kyselina sirovd, $tandardny odmerny roztok, ¢(H,SO4) = 0,05 mol/l.

Indikdtor metylCerven; rozpustite 300 mg metylcervene v 100 ml etanolu, o = 95 — 96 % (v[v).
Roztok hydroxidu sodného (moze sa pouzit technicky cisty) f = 40 g/100 ml (m/v: 40 %).

Hydroxid sodny, standardny odmerny roztok, ¢ (NaOH) = 0,25 mol/l.

Hydroxid sodny, Standardny odmerny roztok, ¢ (NaOH) = 0,10 mol/l.

Granulovand pemza premytd kyselinou chlorovodikovou a vyzihand.

Acetanilid (b.t. = 114 °C, N-obsah = 10,36 %).

Sachardza (bez dusika).

Kyselina boritd (H;BOj).

Indikdtorovy roztok metyl¢ervene: rozpustite 100 mg metyl¢ervene v 100 ml etanolu alebo metanolu.
Roztok bromkrezolovej zelene: rozpustite 100 mg bromkrezolovej zelene v 100 ml etanolu alebo metanolu.
Roztok kyseliny boritej (10 g/l az 40 g/l v zavislosti od pouzitého pristrojového vybavenia)

Ak sa pouzije kolorimetrickd detekcia bodu ekvivalencie, do roztokov kyseliny boritej sa musia pridat indikdtory
metylCerven a bromkrezol. Ak sa pripravuje 1 liter kyseliny boritej, pred tpravou objemu sa pridd 7 ml
indikdtorového roztoku metyl¢ervene (3.16) a 10 ml roztoku bromkrezolovej zelene (3.17).

V zévislosti od pouzitej vody sa moze pH jednotlivych roztokov kyseliny boritej I5it. Casto je potrebnd tprava
pomocou malého objemu zdsaditej ldtky tak, aby sme ziskali vhodné pH.

Pozndmka: Pridanie cca 3 az 4 ml NaOH (3.11) do 1 litra 10 g/l kyseliny boritej je zvycajne dobrou metédou
tpravy. Roztok skladujte pri izbovej teplote a pocas skladovania ho chrasite pred svetlom a zdrojom
amoniakovych vyparov.

Standardny odmerny roztok kyseliny chlorovodikovej c(HCL) = 0,10 mol/l.

Pozndmka: Mozno pouzit aj iné koncentrdcie odmernych roztokov (3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 a 3.19), ak sa to
zohladni pri vypoctoch. Koncentrécie by sa vzdy mali vyjadrit s presnostou na Styri desatinné miesta.

Pristrojové vybavenie

Pristrojové vybavenie je vhodné na vykonanie mineralizécie, destilécie a titrdcie podla Kjeldahlovej metddy.

Postup
Mineralizdcia

Navézte 1 g vzorky s presnostou na 0,001 g a vzorku preneste do mineralizacnej banky. Pridajte 15 g siranu
draselného (3.1), vhodné mnozstvo katalyzdtora (3.2) [0,3 az 0,4 g oxidu mednatého (Il) alebo 0,9 az
1,2 g pentahydrdtu siranu mednatého (II)], 25 ml kyseliny sirovej (3.4) a v pripade potreby niekolko grandl
pemzy (3.12) a premiesajte.
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.3.

Banku najskor mierne zahrievajte, ak je potrebné, obsah obcas premiesajte, az kym hmota zuholnatie a kym sa
prestane tvorif pena; potom zahrievajte intenzivnejsie, az kym kvapalina nedosiahne trvaly var. Zahrievanie je
primerané vtedy, ked vriaca kyselina kondenzuje na stendch banky. Zabrante prehriatiu stien banky
a zachytdvaniu organickych castic na nich.

Ked' sa roztok vyciri a ziska svetlozelenti farbu, pokracujte vo vare este dalsie dve hodiny, potom nechajte
vychladnut.

Destildcia

Opatrne pridajte dostatocné mnozstvo vody, aby sa sirany tplne rozpustili. Nechajte vychladnit a potom
v pripade potreby pridajte niekolko grandl zinku (3.3). Postupujte podla bodov 5.2.1 alebo 5.2.2.

Destildcia do kyseliny sirovej

Do zachytdvacej banky destila¢ného pristroja dajte presne odmerané mnozstvo 25 ml kyseliny sirovej (3.5) alebo
(3.7) v zavislosti od predpokladaného obsahu dusika. Pridajte niekolko kvapiek indikdtora metyl¢ervene (3.8).

Pripojte mineralizacntt banku na chladi¢ destilacného pristroja a ponorte koniec chladica do kvapaliny
nachddzajiicej sa v zachytdvacej banke do hlbky najmenej 1 cm (pozri pozndmku 8.3). Pomaly nalejte 100 ml
roztoku hydroxidu sodného (3.9) do mineraliza¢nej banky bez straty amoniaku (pozri pozndmku 8.1). Banku
zahrievajte aZ do tGplného predestilovania amoniaku.

Destildcia do kyseliny boritej

V pripade manudlnej titricie amoniakového obsahu destildtu sa uplatiiuje nizsie opisany postup. V pripade, ze
destilacnd jednotka je plne automatizovand a zahffia titrdciu amoniakového obsahu destildtu, dodrziavajte
pokyny pre prevadzku destila¢nej jednotky.

Umiestnite zachytdvaciu banku s obsahom 25 az 30 ml roztoku kyseliny boritej (3.18) pod otvor chladica tak, Ze
vyvod chladica je ponorend pod hladinu roztoku kyseliny boritej, ktord je v prebytku. Prisposobte destilacni
jednotku na dévkovanie 50 ml roztoku hydroxidu sodného (3.9). S destilacnou jednotkou pracujte podla
pokynov vyrobcu a destilujte amoniak uvolneny pridanim roztoku hydroxidu sodného. Zachytavajte destilat do
zachytdvacicho roztoku kyseliny boritej. Mnozstvo destildtu (doba parnej destilcie) zdvisi od mnozstva dusika
vo vzorke. Dodrzujte pokyny vyrobcu.

Pozndmka: V poloautomatickej destilaénej jednotke sa doplianie zvysného hydroxidu sodného a parnd destilacia
vykondvajii automaticky.

Titrdcia
Postupujte podla bodu 5.3.1 alebo 5.3.2.

Kyselina sirova

Titrujte prebytocnu kyselinu sirovi v zachytdvacej banke s roztokom hydroxidu sodného (3.10 alebo 3.11)
v zévislosti od koncentrdcie pouzitej kyseliny sirovej aZ do dosiahnutia bodu ekvivalencie.

Kyselina boritd

Titrujte obsah zachytdvacej banky so Standardnym odmernym roztokom kyseliny chlorovodikovej (3.19) alebo
Standardnym odmernym roztokom kyseliny sirovej (3.6) pouzitim byrety a precitajte mnozstvo pouzitého
titra¢ného roztoku.

Ak sa pouzije kolorimetrickd detekcia bodu ekvivalencie, bod ekvivalencie sa dosiahne pri prvom sfarbeni
obsahu na ruzovo. Od¢itajte objem byrety s presnostou na 0,05 ml. Bod ekvivalencie mozno lepsie vidiet, ak sa
pouzije osvietend magnetickd platna na miesanie alebo fotometricky detektor.

Tento postup mozno vykonat automaticky pouzitim parného destildtora s automatickou titriciou.

Pri prevadzke $pecifického destildtora alebo destildtora/titratora dodrZiavajte pokyny vyrobcu.
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5.4.

6.1.

6.2.

Pozndmka: Pri pouziti automatického titracného systému sa titrdcia za¢ina hned po zacati destildcie a pouzije sa

1 % roztok kyseliny boritej (3.18).

Pri pouziti plne automatickej destila¢nej jednotky sa automaticka titrdcia amoniaku moze vykonat aj
pomocou detekcie bodu ekvivalencie pouzitim potenciometrického pH systému.

V tomto pripade sa pouZije automaticky titritor s pH-metrom. Tento pH-meter ma byt spravne
nakalibrovany v rozsahu pH od 4 do 7 podla beznych laboratérnych postupov tykajicich sa
kalibracie pH.

Bod ekvivalencie titrdcie pH sa dosiahne pri hodnote pH 4,6, pricom ide o bod obratu na titracnej

krivke (inflexny bod).

Slepy pokus

Vykonajte slepy pokus, ktorym sa potvrdi, Ze chemikilie neobsahuji dusik (mineralizdciou, destildciou

a titrdciou), s pouzitim 1 g sachardzy (3.14) namiesto vzorky.

Vypolet vysledkov

Vypocty sa robia podla bodu 6.1 alebo 6.2.

Vypocet pri titrdcii podla bodu 5.3.1

Obsah dusikatych litok vyjadreny ako percentudlny podiel hmotnosti sa vypocita podla tohto vzorca:

(Vo-Vi) x ¢ x 0,014 x 100 x 6,25
m

Vo = objem (ml) NaOH (3.10 alebo 3.11) pouzitého pri slepom pokuse,
V; = objem (ml) NaOH (3.10 alebo 3.11) pouzitého pri titracii vzorky,
¢ = koncentricia (mol/l) hydroxidu sodného (3.10 alebo 3.11),

= hmotnost (g) vzorky.

3
I

Vypocet pri titrdcii podla bodu 5.3.2

Titrdcia s kyselinou chlorovodikovou

Obsah dusikatych ldtok vyjadreny ako percentudlny podiel hmotnosti sa vypocita podla tohto vzorca:

(Vi-Vg) xcx1,4x6,25
m

kde:

m = hmotnost (g) skdsobnej vzorky,

¢ = koncentrécia (mol/l) standardného odmerného roztoku kyseliny chlorovodikovej (3.19),
Vo = objem (ml) kyseliny chlorovodikovej pouzitej pri slepom pokuse,

V; = objem (ml) kyseliny chlorovodikovej pouzitej na skisobni vzorku.

Titrdcia s kyselinou sirovou

Obsah dusikatych litok vyjadreny ako percentudlny podiel hmotnosti sa vypocita podla tohto vzorca:

(Vi1 =Vo) xcx28x6,25
m

m = hmotnost (g) skisobnej vzorky,

¢ = koncentrdcia (mol/l) standardného odmerného roztoku kyseliny sirovej (3.6),
Vy = objem (ml) kyseliny sirovej (3.6) pouzitej pri slepom pokuse,

V; = objem (ml) kyseliny sirovej (3.6) pouzitej na skisobnd vzorku.
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7.1.

7.2.

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

Overenie metody
Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych v tej istej vzorke nesmie presiahnut:
— 0,2 % v absoldtnej hodnote pre obsah dusikatych latok nizsi ako 20 %,
— 1,0 % relativnych z vy33ej hodnoty pre obsah dusikatych litok od 20 % do 40 %,

— 0,4 % v absoldtnej hodnote pre obsah dusikatych ldtok vyssi ako 40 %.

Sprdvnost
Vykonajte analyzu (mineralizdciu, destiliciu a titrdciu) na 1,5 az 2,0 g acetanilidu (3.13) v pritomnosti

1 g sachardzy (3.14); na 1 g acetanilidu sa spotrebuje 14,80 ml kyseliny sirovej (3.5). Navratnost musi byt aspor
99 %.

Pozndmky

Pristrojové vybavenie moze byt manudlne, poloautomatické a automatické. Ak si vybavenie vyzaduje prenos
medzi krokom mineralizdcie a destildcie, musi sa vykonat bez toho, aby doslo k stratdm. Ak zachytdvacia banka
destila¢ného pristroja nie je vybavend prikvapkavacim lievikom, pridajte bezprostredne pred jej pripojenim na
chladi¢ hydroxid sodny pomalym prilievanim kvapaliny po stene banky.

je mnozstvo uvedené vyssie.

Pri produktoch s nizsim obsahom dusika mozno v pripade potreby objem kyseliny sirovej (3.7) priddvanej do
zachytdvacej banky zniZit na 10 alebo 15 ml a doplnit vodou na 25 ml.

Pri rutinnej analyze sa na stanovenie dusikatych litok mozu pouzit alternativne metddy, no referencnou
metddou je Kjeldahlova metéda opisand v Casti C. Ekvivalencia vysledkov ziskanych alternativnou metédou
(napr. DUMAS) v porovnani s referenénou metédou sa musi dokdzat samostatne pri kazdej matrici. Kedze
vysledky ziskané alternativnou metédou sa moZu aj v pripade overenia ekvivalencie nepatrne odchylovat od
vysledkov ziskanych referenénou metédou, je potrebné v sprave o analyze uviest metédu analyzy pouZitd pri
stanoveni dusikatych latok.

D. STANOVENIE MOCOVINY
Ukel a oblast

Tato metdda umoziuje stanovenie obsahu mocoviny v krmivach.

Podstata met6dy

Vzorka sa rozmiesa vo vode s ¢iriacim cinidlom. Suspenzia sa prefiltruje. Obsah mocoviny vo filtrdte sa stanovuje
po pridani 4-dimetylaminobenzaldehydu (4-DMAB) zmeranim absorbancie pri vinovej dlzke 420 nm.
Chemikilie

Roztok 4-dimetylaminobenzaldehydu: rozpustite 1,6 g 4-DMAB v 100 ml 96 % etanolu a pridajte 10 ml
kyseliny chlorovodikovej (pyo 1,19 g/ml). Tato chemikdliu mozno uchovévat maximdlne dva tyzdne.

Carrezovo ¢inidlo I: Rozpustite vo vode 21,9 g dihydrdtu octanu zino¢natého, Zn(CH;COO), 2H,0 a 3 g ladovej
kyseliny octovej. Dopliite vodou na objem 100 ml.

Carrezovo ¢inidlo II: Rozpustite vo vode 10,6 g trihydrétu ferokyanidu draselného, K4 Fe (CN)s 3H,0. Dopliite
vodou na objem 100 ml.

Aktivne uhlie, ktoré neabsorbuje mocovinu (je potrebné skontrolovat).
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3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

7.1.

7.2

7.3.

Mocovina, 0,1 % roztok (w|v).

Pristrojové vybavenie

Mixér (trepacka): Priblizne 35 az 40 ot/min.
Skiimavky: 160 x 16 mm so zdbrusovymi zdtkami.

Spektrofotometer.

Postup
Analyza vzorky

Navézte 2 g vzorky s presnostou na 1 mg a vlozte spolu s 1 g aktivneho uhlia (3.4) do 500 ml odmernej banky.
Pridajte 400 ml vody a 5 ml Carrezovho ¢inidla I (3.2), miesajte priblizne 30 sekind a pridajte 5 ml Carrezovho
¢inidla 1T (3.3). MieSajte 30 mindt v trepacke. Dopliite objem vodou, potrepte a prefiltrujte.

Odoberte 5 ml z ¢ireho bezfarebného filtratu do skiimaviek so zdbrusovymi zatkami, pridajte 5 ml roztoku
4-DMAB (3.1) a premiesajte. Skiimavky umiestnite do vodného kapela s teplotou 20 °C (+/- 4 °C). Po patndstich
mindtach zmerajte absorbanciu roztoku vzorky pomocou spektrofotometra pri 420 nm. Porovnajte so slepym
pokusom z pouzitych chemikalif.

Kalibracnd krivka

Odoberte objemy 1, 2, 4, 5 a 10 ml z roztoku mocoviny (3.5), vlozte kazdy do jednej 100 ml odmernej banky
a doplnte objem vodou. Odoberte z kazdého roztoku 5 ml, pridajte do kazdého 5 ml roztoku 4-DMAB (3.1),
zhomogenizujte a zmerajte absorbanciu podla vyssie uvedeného postupu porovnanim s kontrolnym roztokom
obsahujiicim 5 ml 4-DMAB a 5 ml vody bez mocoviny. Zakreslite kalibracnti krivku.

Vypoclet vysledkov

Mnozstvo mocoviny vo vzorke sa stanovi pomocou kalibracnej krivky.

Vysledok sa vyjadri ako percento zo vzorky.

Pozndmky

V pripade, Ze obsah mocoviny presahuje 3 %, zredukujte vzorku na 1 g alebo rozriedte povodny roztok tak, aby
v 500 ml nebolo viac ako 50 mg mocoviny.

Ak vzorka obsahuje dusikaté zlticeniny, ako si aminokyseliny, absorbanciu treba merat pri 435 nm.

E.  STANOVENIE PRCHAVYCH DUSIKATYCH LATOK
L MIKRODIFUZIOU
Ukel a oblast

T4to metdda umoziuje stanovit obsah prchavych dusikatych latok v krmivdch vyjadrenych ako amoniak.

Podstata metédy

Vzorka sa extrahuje s vodou a roztok sa vyciri a prefiltruje. Prchavé dusikaté latky st vytesnené mikrodifiziou
s pouzitim roztoku uhli¢itanu draselného, zachytené v roztoku kyseliny boritej a titrované kyselinou sirovou.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

Chemikalie

Kyselina trichléroctovd, roztok 20 % (w/v).
Indikdtor: Rozpustite 33 mg bromkrezolovej zelene a 65 mg metylcervene v 100 ml 95 % — 96 % (v/v) etanolu.

Roztok kyseliny boritej: v odmernej banke s objemom 1 liter rozpustite 10 g kyseliny boritej v 200 ml
95 % — 96 % (v[v) etanolu a 700 ml vody. Pridajte 10 ml indikdtora (3.2). PremieSajte a v pripade potreby upravte
farbu roztoku na bledocerventi pridanim roztoku hydroxidu sodného. V 1 ml tohto roztoku sa zachyti najviac
300 pg NH;,

Nasyteny roztok uhli¢itanu draselného: Rozpustite 100 g uhlicitanu draselného v 100 ml vriacej vody. Nechajte
vychladntt a prefiltrujte.

Kyselina sirové, 0,01 mol/liter.

Pristrojové vybavenie

Mixér (trepacka): priblizne 35 az 40 ot/min.
Sklenené alebo plastové Conwayove misky (pozri diagram).

Mikrobyrety delené na 1/100 ml.

Postup

Navézte 10 g vzorky s presnostou na 1 mg a vlozte ju so 100 ml vody do odmernej banky s objemom 200 ml.
Mixujte alebo miesajte 30 mint v trepacke. Pridajte 50 ml roztoku kyseliny trichléroctovej (3.1), dopliite vodou
na celkovy objem, rdzne potrepte a prefiltrujte cez skladany filter.

Pouzitim pipety dajte 1 ml roztoku kyseliny boritej (3.3) do stredu Conwayovej misky a 1 ml filtrtu vzorky do
medzikruzia misky. Ciastocne prikryte vazelinou natretym vrchndkom. Rychlo prikvapnite 1 ml nasyteného
roztoku uhlic¢itanu draselného (3.4) do medzikruzia misky a vzduchotesne uzatvorte vrchndkom. Opatrne
otdcajte misku v horizontilnej polohe tak, aby sa zmiesali obe chemikalie. Nechajte inkubovat aspon tyri hodiny
pri laboratérnej teplote alebo hodinu pri teplote 40 °C.

Pouzitim mikrobyrety (4.3) titrujte prchavé litky v roztoku kyseliny boritej s kyselinou sirovou (3.5).
Urobte slepy pokus podla toho istého postupu, no bez vzorky, ktord sa md analyzovat.

Vypocet vysledkov

1 ml H,SO,4 0,01 mol/liter zodpovedd 0,34 mg amoniaku.

Vyjadrite vysledok ako percento zo vzorky.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych v tej istej vzorke nesmie presiahnut:

— 10 % v relativnej hodnote pre obsah amoniaku nizsi ako 1,0 %,

— 0,1 % v absoldtnej hodnote pre obsah amoniaku 1,0 % alebo viac.

Pozndmky

Ak obsah amoniaku vo vzorke presiahne 0,6 %, povodny filtrét rozriedte.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

4.1.

4.2.

. DESTILACIOU
Utel a oblast
Tato metdda umoznuje stanovit obsah prchavych dusikatych latok, vyjadrenych ako amoniak, v rybej mucke,
ktord prakticky neobsahuje mocovinu. Pouziva sa len pri obsahu amoniaku nizSom ako 0,25 %.
Podstata metédy
Vzorka sa extrahuje s vodou a roztok sa vy¢iri a prefiltruje. Prchavé dusikaté latky sa vytesnia pri bode varu

pridanim oxidu hore¢natého a zachytia v Specifikovanom mnozstve kyseliny sirovej, ktorej prebytok sa spdtne
titruje s roztokom hydroxidu sodného.

Chemikilie

Kyselina trichléroctovd, roztok 20 % (w/v).
Oxid hore¢naty.

Emulzia proti peneniu (napr. silikon).
Kyselina sirovd, 0,05 mol/liter.

Roztok hydroxidu sodného 0,1 mol/liter.

Roztok metylcervene 0,3 % v 95 % — 96 % (v/v) etanole.

Pristrojové vybavenie

Mixér (trepacka): priblizne 35 az 40 ot/min.

Kjeldahlov destila¢ny pristroj.

Postup
Navézte 10 g vzorky s presnostou na 1 mg a vloZte ju spolu so 100 ml vody do odmernej banky s objemom

200 ml. Mixujte alebo miesajte v trepacke 30 mindt. Pridajte 50 ml roztoku kyseliny trichléroctovej (3.1),
doplnte objem vodou, rdzne potrepte a prefiltrujte cez skladany filter.

Odoberte sty filtrdt v mnozstve primeranom predpokladanému obsahu prchavych dusikatych latok (100 ml je
zvycajne vhodné mnozstvo). Rozriedte na 200 ml a pridajte 2 g oxidu hore¢natého (3.2) a niekolko kvapiek
emulzie proti peneniu (3.3). Roztok musi reagovat na lakmusovy papier zdsadito; v opacnom pripade pridajte
trochu oxidu hore¢natého (3.2). Postupujte podla bodov 5.2 a 5.3 analytickej metddy na stanovenie obsahu
dusikatych ldtok (Cast C tejto prilohy).

Urobte slepy pokus podla toho istého postupu, no bez vzorky, ktord sa md analyzovat.

Vypocet vysledkov

1 ml H,S0,4 0,05 mol/liter zodpovedd 1,7 mg amoniaku.
Vysledok sa vyjadri ako percento zo vzorky.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na tej istej vzorke nesmie presiahnut 10 %
amoniaku v relativnej hodnote.

F. STANOVENIE AMINOKYSELIN (OKREM TRYPTOFANU)
Ugel a oblast

T4to metéda umoziuje stanovenie volnych (syntetickych a prirodnych) a celkovych (viazanych peptidickou
vizbou a volnych) aminokyselin v krmivdch s pouzitim analyzdtora aminokyselin. Je pouzitelnd pre tieto
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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.

aminokyseliny: cystein (cystin), metionin, lyzin, treonin, alanin, arginin, kyselinu aspardgovi, kyselinu
glutdmovd, glycin, histidin, izoleucin, leucin, fenylalanin, prolin, serin, tyrozin a valin.

T4to metdda nedokdze rozlisit soli aminokyselin a nedokdze diferencovat medzi D a L formami aminokyselin.
Neplati pre stanovenie tryptofinu alebo hydroxyanalogov aminokyselin.

Podstata metédy
Volné aminokyseliny

Volné aminokyseliny sa extrahuji zriedenou kyselinou chlorovodikovou. Spolu vyextrahované dusikové
makromolekuly sa vyzraZaji kyselinou sulfosalicylovou a odstrania sa filtriciou. Hodnota pH prefiltrovaného
roztoku sa upravi na 2,20. Aminokyseliny sa oddelia pomocou iénovo-vymennej chromatografie a stanovia sa
reakciou s ninhydrinom pomocou fotometrickej detekcie pri 570 nm.

Celkové aminokyseliny

Zvoleny postup zdvisi od aminokyselin, ktoré sa maji skimat. Cystein (cystin) a metionin sa musia pred
hydrolyzou zoxidovat na kyselinu cysteovii a metionin sulfén. Tyrozin sa musi stanovit v hydrolyzitoch
neoxidovanych vzoriek. Vietky ostatné aminokyseliny uvedené v bode 1 sa daju stanovit v oxidovanej alebo
neoxidovanej vzorke.

Oxidacia sa vykond pri 0 °C zmesou kyseliny permravcej a fenolu. Prebytocné oxida¢né c¢inidlo sa rozlozi
pomocou disiri¢itanu disodného. Oxidovand alebo neoxidovand vzorka sa hydrolizuje 23 hodin kyselinou
chlorovodikovou (3.20). Hodnota pH hydrolyzitu sa upravi na 2,20. Aminokyseliny sa oddelia pomocou
ionovo-vymennej chromatografie a stanovia sa reakciou s ninhydrinom pomocou fotometrickej detekcie pri
570 nm (v pripade prolinu pri 440 nm).

Chemikailie

Musi sa pouzit dvakrdt destilovand voda alebo voda rovnakej kvality (vodivost < 10pS).
Peroxid vodika, w (w/w) = 30 %.

Kyselina mrav¢ia, w (wfw) = 98 — 100 %.

Fenol.

Disiricitan sodny

Hydroxid sodny

Dihydrét kyseliny 5-sulfosalicylovej

Kyselina chlorovodikovd, hustota priblizne 1,18 g/ml.

Dihydrat citranu trojsodného.

2,2-tiodietanol (tiodiglykol).

Chlorid sodny.

Ninhydrin.

Petroléter, rozpitie bodu varu 40 — 60 °C.

Norleucin alebo ind zli¢enina vhodnd na pouzitie ako vnutorny Standard.
Plynny dusik (< 10 ppm kyslika).

1-oktanol.
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3.16.1.

3.16.2.

3.16.3.

3.20.

3.21.

3.22.

3.23.

3.24.

3.25.

3.26.

3.27.

3.27.1.

3.27.2.

Aminokyseliny.

Standardné ldtky uvedené v odseku 1. Cisté zlG¢eniny bez obsahu vody z krystalizdcie. Pred pouzitim ich suste vo
vakuu jeden tyzden nad P,0s alebo H,SO..

Kyselina cysteovd

Metionin sulfén.

Roztok hydroxidu sodného ¢ = 7,5 mol/l:

Rozpustite 300 g NaOH (3.5) vo vode a objem dopliite na 1 liter.

Roztok hydroxidu sodného ¢ = 1 mol/l:

Rozpustite 40 g NaOH (3.5) vo vode a objem dopliite na 1 liter.

Roztok kyseliny mravcej a fenolu:

ZmieSajte 889 g kyseliny mravcej (3.2) so 111 g vody a pridajte 4,73 g fenolu (3.3).
Hydrolyzacnd zmes, ¢ = 6 mol HCl/l s obsahom 1 g fenolufl:

Pridajte 1 g fenolu (3.3) k 492 ml HCl (3.7) a objem dopliite vodou na 1 liter.

Extrakénd zmes, ¢ = 0,1 mol HCl/l s obsahom 2 % tiodiglykolu: Vezmite 8,2 ml HCl (3.7), rozriedte s priblizne
900 ml vody, pridajte 20 ml tiodiglykolu (3.9) a objem doplnite vodou na 1 liter (nezmiesajte 3.7 a 3.9 priamo).

Kyselina 5-sulfosalicylova, £ = 6 %:
Rozpustite 60 g kyseliny 5-sulfosalicylovej (3.6) vo vode a objem dopliite vodou na 1 liter.
Oxidacnd zmes (kyselina permravcia — fenol):

Zmiesajte 0,5 ml peroxidu vodika (3.1) so 4,5 ml roztoku kyseliny mravcej s fenolom (3.19) v malej kadicke.
Inkubujte pri teplote 20 — 30 °C 1 hodinu, aby sa vytvorila kyselina permravcia, potom nechajte vychladnat
v ladovom kdipeli (15 mindt) pred pridanim k vzorke.

Upozornenie: Vyhnite sa kontaktu s kozou a pouzite ochranny odev.
Citranovy tlmivy roztok, ¢ = 0,2 mol Na*/l, pH 2,20:

Rozpustite 19,61 g citranu sodného (3.8), 5 ml tioglykolu (3.9), 1 g fenolu (3.3) a 16,50 ml HCl (3.7) v priblizne
800 ml vody. Upravte pH na 2,20. Dopliite objem vodou na 1 liter.

Elu¢né tlmivé roztoky pripravené podla podmienok pre pouzity analyzdtor (4.9).
Nihydrinové ¢inidlo pripravené podla podmienok pre pouzity analyzdtor (4.9).
Standardné roztoky aminokyselin. Tieto roztoky treba skladovat pri teplote pod 5 °C.
Zasobny standardny roztok aminokyselin (3.16.1).

¢ = 2,5 pmol/ml kazd4 v kyseline chlorovodikovej.

Mozno ich ziskat aj komer¢ne.

Zasobny standardny roztok kyseliny cysteovej a metionin sulfénu, ¢ = 1,25 pmol/ml.

Rozpustite 0,2115 g kyseliny cysteovej (3.16.2) a 0,2265 g metionin sulfénu (3.16.3) v citranovom tlmivom
roztoku (3.24) v 1 1 odmernej banke a dopliite po znacku citranovym tlmivym roztokom. Skladujte pri teplote
pod 5 °C najviac podobu 12 mesiacov. Tento roztok sa nepouziva, ak zdsobny Standardny roztok (3.27.1)
obsahuje kyselinu cysteovii a metionin sulfén.
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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.

Zéasobny Standardny roztok vnuatorného $tandardu napr. norleucin, ¢ = 20 pmol/ml.

Rozpustite 0,6560 g norleucinu (3.13) v citranovom tlmivom roztoku (3.24) v odmernej banke a dopliite objem
citranovym tlmivym roztokom na 250 ml. Skladujte pri teplote pod 5 °C najviac po dobu 6 mesiacov.

Kalibracny roztok $tandardnych aminokyselin na pouzitie s hydrolyzdtmi, ¢ = 5 nmol/50 pl kyseliny cysteovej
a metionin sulfénu a ¢ = 10 nmol/50 pl ostatnych aminokyselin. Rozpustite 2,2 g chloridu sodného (3.10)
v 100 ml kadicke s 30 ml citranového tlmivého roztoku (3.24). Pridajte 4,00 ml zdsobného Standardného
roztoku aminokyselin (3.27.1), 4,00 ml zdsobného $tandardného roztoku kyseliny cysteovej a metionin sulfénu
(3.27.2) a 0,50 ml zdsobného standardného roztoku vnitorného Standardu (3.27.3), ak sa pouziva. Hydroxidom
sodnym (3.18) upravte pH na 2,20.

Preneste kvantitativne do 50 ml odmernej banky a doplnte po znacku citranovym tlmivym roztokom (3.24)
a premiesajte.

Skladujte pri teplote pod 5 °C najviac po dobu 3 mesiacov.
Pozri pozndmku 9.1.

Kalibra¢ny roztok $tandardnych aminokyselin na pouzitie s hydrolyzdtmi pripravenymi podla odseku 5.3.3.1
a na pouzitie s extraktmi (5.2). Kalibra¢ny roztok sa pripravuje podla 3.27.4, no bez pouzitia chloridu sodného.

Skladujte pri teplote pod 5 °C po dobu najviac 3 mesiace.

Pristrojové vybavenie

Banka s gulatym dnom s objemom 100 alebo 250 ml vybavend spitnym chladicom.

Flasa z borokremicitého skla s objemom 100 ml so skrutkovym uzdverom s gumovou/teflonovou podlozkou
(napr. Duran, Schott) na pouzitie v susiarni.

Susiarenl s nitenou ventildciou a reguldtorom teploty s presnostou vy$sou ako + 2 °C.
pH meter (s presnostou na tri desatinné miesta).

Membranovy filter (0,22 pm).

Odstredivka.

Rotacnd vékuova odparka.

Mechanicka trepacka alebo magnetické miesadlo.

Analyzdtor aminokyselin alebo zariadenie HPLC s i6novo-vymennou kolénou, zariadenie pre ninhydrin,
postkolénové derivatizacnd jednotka a fotometricky detektor.

Koldna je naplnend sulfénovanymi polystyrénovymi Zivicami, ktoré sti schopné oddelit aminokyseliny navzajom,
ako aj od inych ninhydrin-pozitivnych materidlov. Prietok pre tlmivy roztok a ninhydrin zabezpecuji pumpy,
ktoré maju stabilitu prietoku + 0,5 % v dobe, pocas ktorej sa vykond aj kalibricia pomocou Standardu aj
analyzovanie vzorky.

U niektorych analyzdtorov aminokyselin sa mozu pouZit také postupy hydrolyzy, v ktorych hydrolyzat md
koncentréciu sodika ¢ = 0,8 mol/l a obsahuje vSetku zvyskovi kyselinu mravciu z oxiddcie. Iné analyzatory
nedokdzu uspokojivo oddelit aminokyseliny, ak hydrolyzat obsahuje prebytok kyseliny mravcej ajalebo vysoké
koncentracie sodikového i6nu. V tomto pripade sa objem kyseliny zredukuje odparenim na priblizne 5 ml po
hydrolyze a pred tipravou pH. Odparenie musi prebehnit vo vikuu pri teplote najviac 40 °C.

Postup
Priprava vzorky
Vzorka sa pomelie tak, aby prepadla sitom s velkostou 6k 0,5 mm. Vzorky s vysokym obsahom vlhkosti sa pred

mletim musia vysusit bud’ vzduchom pri teplote do 50 °C, alebo lyofilizdciou. Vzorky s vysokym obsahom tuku
treba pred mletim extrahovat s petroléterom (3.12).
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5.2.

5.3.

5.3.2.1.

5.3.2.2.

5.3.2.3.

Stanovenie volnych aminokyselin v krmivdch a v premixoch
Navézte s presnostou na 0,2 mg primerané mnozstvo (1 — 5 g) pripravenej vzorky (5.1) do Erlenmeyerovej
banky a pridajte 100,0 ml extrakénej zmesi (3.21). Zmes trepte 60 min. pouzitim mechanickej trepacky alebo

magnetického miesadla (4.8). Nechajte sediment usadit a pipetou odoberte 10,0 ml z roztoku nad sedimentom
do kadicky s objemom 100 ml.

PrimieSajte 5,0 ml roztoku kyseliny 5-sulfosalicylovej (3.22) a pokracujte v mieSani pomocou magnetického
mieSadla po dobu 5 mintit. Roztok nad sedimentom odstredte alebo prefiltrujte, aby sa odstranili vietky
zrazeniny. Preneste 10,0 ml vysledného roztoku do 100 ml kadicky a upravte pH na 2,20 pouZitim roztoku
hydroxidu sodného (3.18), preneste do odmernej banky primeraného objemu s pouzitim citranového tlmivého
roztoku (3.24) a doplnte tymto roztokom (3.24) po znacku.

Ak sa pouziva vndtorny Standard, pridajte 1,00 ml vndtorného Standardu (3.27.3) na kazdych 100 ml
kone¢ného roztoku a dopliite citranovym tlmivym roztokom (3.24) po znacku.

Pristapte k dalsiemu kroku, ktorym je chromatografia, podla odseku 5.4.

Ak sa extrakty neanalyzuja v ten isty der, musia sa uskladnit pri teplote pod 5 °C.

Stanovenie celkovych aminokyselin

Oxiddcia

Navdzte s presnostou na 0,2 mg 0,1 — 1 g pripravenej vzorky (5.1) do:

— 100 ml banky s gulatym dnom (4.1) na otvorent hydrolyzu (5.3.2.3) alebo

— 250 banky s gulatym dnom (4.1), ak sa vyzaduje nizka koncentricia sodika (5.3.3.1), alebo

— 100 ml flase so skrutkovym uzdverom (4.2) (na uzavretdi hydrolyzu 5.3.2.4).

Navdzené mnozstvo vzorky musi mat obsah dusika priblizne 10 mg a obsah vlhkosti nesmie presahovat
100 mg.

Vlozte banku/flasu do ladového vodného kipela a ochladte na 0 °C, pridajte 5 ml oxidacnej zmesi (3.23)
a premiesajte sklenenou $pachtlou s ohnutym hrotom. Utesnite banku/flasu, v ktorej je $pachtla, vzduchotesnou
foliou, vlozte ladovy vodny kupel s utesnenou nddobou do chladnicky pri teplote 0 °C a nechajte posobit
16 hodin. Po 16 hodindch vyberte z chladnicky a rozlozte prebytok oxida¢ného c¢inidla pridanim 0,84 g disirici-
tanu sodného (3.4).

Prejdite k bodu 5.3.2.1.

Hydrolyza
Hydrolyza oxidovanych vzoriek

K oxidovanej vzorke pripravenej podla 5.3.1 pridajte 25 ml hydrolyza¢nej zmesi (3.20), pricom pozorne zmyte
vietky zvysky vzorky, ktoré sa drzia na strandch nadoby a $pachtle.

V zdvislosti od pouzitého postupu hydrolyzy postupujte podla 5.3.2.3 alebo 5.3.2.4.

Hydrolyza neoxidovanych vzoriek

Navézte do 100 ml alebo 250 ml banky s gulatym dnom (4.1) alebo do 100 ml flase so skrutkovym uzdverom
(4.2) 0,1 az 1 g pripravenej vzorky (5.1) s presnostou na 0,2 mg. Navdzené mnozstvo vzorky musi mat obsah
dusika priblizne 10 mg. Opatrne pridajte 25 ml hydrolyzacnej zmesi (3.20) a zmieSajte so vzorkou. Postupujte
podla bodu 5.3.2.3 alebo 5.3.2.4.

Otvorend hydrolyza
Pridajte 3 sklenené gulocky k zmesi v banke (pripravenej v stlade s bodom 5.3.2.1 alebo 5.3.2.2) a varte pri

stdlom prebublavani s refluxom 23 hodin. Po dokonéeni hydrolyzy chladi¢c umyte 5 ml v citranového tlmivého
roztoku (3.24). Odpojte banku a ochlad'te v ladovom kapeli.

Postupujte podla bodu 5.3.3.
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5.3.2.4.

5.3.3.1.

5.3.3.2.

5.4.

Uzavretd hydrolyza

Vlozte flagu s obsahom zmesi pripravenej v stlade s bodom 5.3.2.1 alebo 5.3.2.2 do susiarne (4.3) pri teplote
110 °C. Pocas prvej hodiny len polozte na vrch nddoby skrutkovy uzaver, aby ste predisli vytvoreniu tlaku
(v dosledku vytvarania plynnych ldtok) a zabranili vybuchu. Nezatvarajte nidobu uzaverom. Po hodine uzatvorte
néddobu uzdverom a nechajte na 23 hodin v susiarni (4.3). Po ukonceni hydrolyzy vyberte flasu zo susiarne,
opatrne otvorte uzdver flase a vlozte ju do ladového vodného kiipela. Nechajte vychladnt.

V zévislosti od postupu na dpravu pH (5.3.3) preneste kvantitativne obsah flase do 250 ml kadicky alebo 250 ml
alebo 250 ml banky s gulatym dnom s pouZitim citranového tlmivého roztoku (3.24).

Postupujte podla bodu 5.3.3.

Uprava pH

V zévislosti od tolerancie analyzdtora aminokyselin (4.9) voci sodiku postupujte pri dprave pH podla bo-
dov 5.3.3.1 alebo 5.3.3.2.

Chromatografické systémy (4.9) vyZadujice nizku koncentrdciu sodika.

Pri pouziti analyzitora, ktory vyZzaduje nizku koncentrdciu sodika (ked sa musi zniZit objem kyseliny), sa
odportica pouzit zdsobny roztok vnttorného Standardu (3.27.3).

V takomto pripade pridajte k hydrolyzatu pred odparovanim 2,00 ml zdsobného roztoku vnitorného $tandardu
(3.27.3).

Pridajte 2 kvapky 1-oktanolu (3.15) k hydrolyzatu ziskanému podla ods. 5.3.2.3 alebo 5.3.2.4.

Pouzitim rota¢nej odparky (4.7) zniZte objem na 5 — 10 ml vo vakuu pri teplote 40 °C. Ak sa objem ndhodou
znizi na menej ako 5 ml, hydrolyzdt sa musi znehodnotit a analyza opakovat.

Upravte pH na 2,20 s roztokom hydroxidu sodného (3.18) a postupujte dalej podla odseku 5.3.4.

Pre vSetky ostatné analyzdtory aminokyselin (4.9)

Vezmite hydrolyzity ziskané podla bodov 5.3.2.3 alebo 5.3.2.4 a diastocne ich zneutralizujte opatrnym
priddvanim za mieSania 17 ml roztoku hydroxidu sodného (3.17), pricom je potrebné zabezpecit, aby sa teplota
udrzala pod 40 °C.

Upravte pH na 2,20 pri izbovej teplote pouzitim roztoku hydroxidu sodného (3.17) a nakoniec roztoku
hydroxidu sodného (3.18). Postupujte dalej podla bodu 5.3.4.

Roztok vzorky na chromatografiu

Kvantitativne preneste hydrolyzat s upravenym pH (5.3.3.1 alebo 5.3.3.2) s citranovym tlmivym roztokom
(3.24) do 200 ml odmernej banky a dopliite po znacku tImivym roztokom (3.24).

Ak este nebol pouzity vnatorny Standard, pridajte 2,00 ml vnatorného Standardu (3.27.3) a dopliite po znacku
citranovym tlmivym roztokom (3.24). Dokladne premieSajte.

Pristtipte dalej ku chromatografii (5.4).

Ak sa roztoky vzorky neanalyzuja v ten isty deri, musia sa uskladnit pri teplote pod 5 °C.

Chromatografia

Pred chromatografiou upravte teplotu extraktu (5.2) alebo hydrolyzitu (5.3.4) na laboratérnu teplotu. Zmes
potrepte a prefiltrujte vhodné mnozstvo cez 0,22 pm membranovy filter (4.5). Vysledny ¢iry roztok sa podrobi
i6novo-vymennej chromatografii s pouzitim analyzdtora aminokyselin (4.9).

Nastreknutie sa moZe vykonat manuélne alebo automaticky. Dolezité je, aby sa na kolénu naddvkovalo rovnaké
analyzované mnozstvo roztoku Standardov a vzoriek s odchylkou * 0,5 % s vynimkou pripadov pouzivania
vnttorného $tandardu a aby boli pomery sodika a aminokyselin v roztokoch Standardu a vzorky v najvyssej
moznej miere podobné.
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6.1.

Vo vieobecnosti z4visi frekvencia kalibrécif od stability ninhydrinového ¢inidla a analytického systému. Standard
alebo vzorka sa rozriedi s citranovym tlmivym roztokom (3.24) tak, aby plocha piku $tandardu predstavovala
30 — 200 % plochy piku aminokyseliny vzorky.

Chromatografia aminokyselin sa mierne odlisuje podla typu pouzitého analyzdtora a pouzitej Zivice. Zvoleny
systém musi byt schopny oddelit aminokyseliny navzdjom, ako aj od inych ninhydrin-pozitivnych materidlov.
V pracovnom rozsahu musi chromatograficky systém poskytndt linedrnu odozvu na zmeny v mnozstvich
aminokyselin pridanych do kolony.

Pocas chromatografie, ked' sa analyzuje ekvimoldrny roztok (aminokyselin, ktoré sa stanovujd), sa uplatiuji
pomery vysky tdolia k vyske piku, ako sa uvddza nizsie. Tento ekvimoldrny roztok musi obsahovat najmenej
30 % maximalneho mnozstva kazdej aminokyseliny, ktord sa dd presne odmerat pomocou systému analyzatora
aminokyselin (4.9).

Pri oddelovani treoninu od serinu vyska tidolia k vyske piku u nizsej z dvoch prekryvajiicich sa aminokyselin na
chromatograme nesmie prekrocit pomer 2 : 10 (ak sa stanovuje len cystin, cystein, metionin, treonin a lysin,
nedostatocné oddelenie od susednych pikov nepriaznivo ovplyvni proces stanovenia). Pri vietkych ostatnych
aminokyselinich musi byt oddelenie v pomere lepSom ako 1 : 10.

Systém musi zabezpecit, aby sa lyzin oddelil od ,lyzinovych artefaktov a od ornitinu.

Vypocet vysledkov

Plochy pikov vzorky a standardu sa meraju pre kazda jednotlivii aminokyselinu a vypocita sa mnozstvo
(X) v g aminokyselin na kg vzorky.

_Axc><M><V
"Bxmx 1000

D
Ak sa pouzije vnitorny Standard, vyndsobte: —

A = plocha piku, hydrolyzitu alebo extraktu,
B = plocha piku, kalibra¢ny $tandardny roztok,
C

plocha piku, vndtorny $tandard v hydrolyzate alebo extrakte,

D = plocha piku, vnatorny $tandard, kalibra¢ny $tandardny roztok,

M = molekulovd hmotnost aminokyseliny, ktord sa stanovuje,

¢ = koncentrécia $tandardu v pmol/ml,

m = hmotnost vzorky (g) (upravend na povodnt hmotnost ak je susend alebo odtu¢nend),

V = celkovy hydrolyzat v ml (5.3.4) alebo vypocitany objem celkového zriedenia extraktu (6.1).

Cystin a cystein sa obidva stanovuji ako kyselina cysteovd v hydrolyzatoch oxidovanej vzorky, no vypocitajii sa
ako cystin (C4H;,N,0,4S,, M 240,30 g/mol) pomocou M 120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30 g/mol).

Metionin sa stanovuje ako metionin sulfén v hydrolyzétoch oxidovanej vzorky, no vypocita sa ako metionin
pomocou M metioninu: 149,21 g/mol.

Pridany volny metionin sa stanovuje po extrakcii ako metionin a vypocet sa vykond pomocou toho isttho MW.

Celkovy objem zriedenych extraktov (F) na stanovenie volnych aminokyselin (5.2) sa vypocita takto:

l:_100m1>< (10 ml + 5 ml) o \
N 10 ml 10

V = objem kone¢ného extraktu
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7. Hodnotenie metédy

Metdda bola testovand v rdmci vzdjomného porovndvania na medzindrodnej drovni v roku 1990 pomocou
Styroch roznych krmiv (kfmna zmes pre osipané, kfmna zmes pre brojlery, bielkovinovy koncentrdt, premix).
Vysledky priemeru a smerodajnej odchylky po elimindcii odlahlych hodnot st uvedené v atbulkich v tomto
bode:

Priemery v glkg
Aminokyselina
Referencny materidl

Treonin Cyst(e)in Metionin Lysin

Kfmna zmes pre o$ipané 6,94 3,01 3,27 9,55
n=15 n=17 n=17 n=13

Kfmna zmes pre brojlery 9,31 3,92 5,08 13,93
n=16 n=18 n=18 n=16

Bielkovinovy koncentrét 22,32 5,06 12,01 47,74
n=16 n=17 n=17 n=15

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

n = pocet zicastnenych laboratérif

7.1. Opakovatelnost

Opakovatelnost vyjadrend ako ,vniitrolaboratrna smerodajnd odchylka“ uvedeného vzdjomného porovnévania
je uvedend v nasledujticich tabulkéch:

Vniitrolaboratérna smerodajnd odchylka (S,) v glkg

Aminokyselina
Referencny materidl

Treonin Cyst(e)in Metionin Lysin

Kfmna zmes pre osipané 0,13 0,10 0,11 0,26
n=15 n=17 n=17 n=13

Kfmna zmes pre brojlery 0,20 0,11 0,16 0,28
n=16 n=18 n=18 n=16

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

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

n = pocet zicastnenych laboratorii

Varia¢ny koeficient (%) vnitrolaboratérnej smerodajnej odchylky (S,)

Aminokyselina
Referencny materidl
Treonin Cyst(e)in Metionin Lysin
Kfmna zmes pre 1,9 3,3 3,4 2,8
odipané n=15 n=17 n=17 n=13
Kfmna zmes pre 2,1 2,8 3,1 2,1
brojlery n=16 n=18 n=18 n=16
Bielkovinovy kon- 2,7 2,6 2,2 2,4
centrat n=16 n=17 n=17 n=15
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Aminokyselina
Referencny materidl
Treonin Cyst(e)in Metionin Lysin
Premix 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n = pocet ztcastnenych laboratorii

7.2 Reprodukovatelnost

Vysledky medzilaboratérnej smerodajnej odchylky na zdklade uvedeného vzdjomného porovnédvania st uvedené

v nasledujicich tabulkéch:

Medzilaboratérna smerodajnd odchylka (Sg) v g/kg

Aminokyselina
Referencny materidl

Treonin Cyst(e)in Metionin Lysin

Kfmna zmes pre o$ipané 0,28 0,30 0,23 0,30
n=15 n=17 n=17 n=13

Kfmna zmes pre brojlery 0,48 0,34 0,55 0,75
n=16 n=18 n=18 n=16

Bielkovinovy koncentrét 0,85 0,62 1,57 1,24
n=16 n=17 n=17 n=15

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

n = pocet zicastnenych laborat6rif
Variaény koeficient (%) medzilaboratérnej smerodajnej odchylky (Sg)
Aminokyselina
Referen¢ny materidl

Treonin Cyst(e)in Metionin Lysin

Kfmna zmes pre o$ipané 4,1 9,9 7,0 3,2
n=15 n=17 n=17 n=13

Kfmna zmes pre brojlery 52 8,8 10,9 5,4
n=16 n=18 n=18 n=16

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

Premix 4,3 — 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16

n = pocet zacastnenych laboratérii

8. Vyuzitie referenénych materidlov

Sprévne uplatiiovanie tejto metody sa overi vykonanim opakovanych merani certifikovanych referencnych
materidlov, ak st takéto materidly k dispozicii. Odportca sa kalibrécia certifikovanym kalibra¢nym roztokom

aminokyselin.
9. Pozndmky
9.1. V doésledku rozdielov medzi analyzdtormi aminokyselin sa berti za zdklad kone¢né koncentrécie kalibra¢nych

roztokov $tandardnych aminokyselin (pozri body 3.27.4 a 3.27.5) a hydrolyzétu (pozri 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.

3.11.

Rozsah linedrnej odozvy pristroja sa musi preverit pre vietky aminokyseliny.
Standardny roztok sa zriedi s citranovym tlmivym roztokom tak, aby plochy pikov boli v strede rozsahu.

V pripade pouzitia zariadenia na vysoko dc¢inna kvapalinovii chromatografiu na analyzu hydrolyzdtov sa musia
optimalizovat experimentilne podmienky v stlade s odporticaniami vyrobcu.

Uplatiiovanim tejto metddy na krmivd s obsahom viac ako 1% chloridu (koncentrdt, minerdlne krmiva,
doplnkové krmivd) moze dojst k podhodnoteniu metioninu a musi sa vykonat osobitnd Gprava.

G. STANOVENIE TRYPTOFANU
Ukel a oblast

Metdda umoznuje stanovenie celkového a volného tryptofdnu v krmivich. Nerozlisuje medzi D a L formami.

Podstata metédy

Na stanovenie celkového tryptofinu sa vzorka hydrolyzuje v alkalickom prostredi s nasytenym roztokom
hydroxidu barnatého a zahreje sa na 110 °C na 20 hodin. Po hydrolyze sa pridd vnitorny $tandard.

Na stanovenie volného tryptofinu sa vzorka extrahuje v mierne kyslom prostredi v pritomnosti vnitorného
Standardu.

Tryptofén a vnitorny $tandard v hydrolyzite alebo v extrakte sa stanovujii pomocou HPLC s fluorescenénou
detekciou.

Chemikalie
Musi sa pouzit dvakrét destilovand voda alebo voda rovnakej kvality (vodivost < 10 pS/cm).
Standardnd latka: tryptofin (Cistotajobsah > 99 %) vysuSeny vo vakuu nad oxidom fosfore¢nym.

Vndtorny $tandard: a-metyl-tryptofan (Cistota/obsah = 99 %) vysuseny vo vékuu nad oxidom fosfore¢nym.

Oktahydrat hydroxidu barnatého Ba(OH), 8H,O (ktory sa nesmie nechat dlho na vzduchu, aby sa nevytvaral
BaCOs, ktory moze narusit proces stanovenia) (pozri poznamku 9.3).

Hydroxid sodny.

Kyselina orto-fosforecnd, w (w/w) = 85 %.

Kyselina chlorovodikovd, pyo 1,19 g/ml.

Metanol, ¢istoty HPLC.

Petroléter, rozpitie bodu varu 40 — 60 °C.

Roztok hydroxidu sodného ¢ = 1 mol/l:

Rozpustite 40,0 g NaOH (3.5) vo vode a objem dopliite vodou na 1 liter (3.1).
Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 6 mol/l:

Vezmite 492 ml HCl (3.7) a objem dopliite vodou na 1 liter.
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3.20.

3.21.

3.22.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 1 mol/l:

Vezmite 82 ml HCI (3.7) a objem dopliite vodou na 1 liter.

Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 0,1 mol/l:

Vezmite 8,2 ml HCl (3.7) a objem dopliite vodou na 1 liter.

Kyselina orto-fosfore¢nd, ¢ = 0,5 mol/l.

Vezmite 34 ml kyseliny orto-fosforecnej (3.6) a objem dopliite vodou na 1 liter (3.1).
Koncentrovany roztok tryptofanu (3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

V 500 ml odmernej banke rozpustite 0,2553 g tryptofinu (3.2) v kyseline chlorovodikovej (3.13) a doplnte
kyselinou chlorovodikovou (3.13) po znacku. Skladujte pri teplote —18 °C po dobu maximalne 4 tyZdne.

Koncentrovany roztok vnitorného standardu, ¢ = 2,50 pmol/ml:

V 500 ml odmernej banke rozpustite 0,2728 g a-metyl-tryptofanu (3.3) v kyseline chlorovodikovej (3.13)
a doplnte kyselinou chlorovodikovou (3.13) po znacku. Skladujte pri teplote —18 °C po dobu maximaélne
4 tyzdne.

Kalibra¢ny $tandardny roztok tryptofinu a vniitorného $tandardu:

Vezmite 2,00 ml koncentrovaného roztoku tryptofanu (3.15) a 2,00 ml koncentrovaného roztoku vniitorného
Standardu (a-metyl-tryptofan) (3.16). Rozriedte s vodou (3.1) a metanolom (3.8) na priblizne rovnaky objem
a na priblizne rovnakd koncentraciu metanolu (10 — 30 %) ako hotovy hydrolyzat.

Tento roztok sa musi pripravit tesne pred pouzitim.

Pocas pripravy chraiite ho pred priamym slne¢nym svetlom.

Kyselina octovd

1,1,1-trichloro-2-metyl-2-propanol

Etanolamin w (wfw) > 98 %.

Roztok 1 g 1,1,1-trichloro-2-metyl-2-propanolu (3.19) v 100 ml metanolu (3.8).

Mobilnd faza pre HPLC: 3,00 g kyseliny octovej (3.18) + 900 ml vody (3.1) + 50,0 ml roztoku (3.21)
1,1,1-trichloro-2-metyl-2-propanolu (3.19) v metanole (3.8) (1g/100ml). Upravte pH na 5,00 pomocou eta-
nolaminu (3.20). Objem doplite vodou (3.1) na 1 000 ml.

Pristrojové vybavenie

Zariadenie HPLC s fluorescen¢nym detektorom.

Kol6na na kvapalinovii chromatografiu, 125 mm x 4 mm, s ndpliou Cyg, 3 pm alebo ekvivalentnd
pH meter.

Polypropylénové banka, objem 125 ml so Sirokym hrdlom a zdvitovym uzdverom.

Membranovy filter, 0,45 pm.

Autokldv, 110 ( 2) °C, 1,4 (+ 0,1) bar.

Mechanickd trepacka alebo magnetickd miesacka.

Virivy mixér.
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5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Postup
Priprava vzoriek

Vzorka sa pomelie tak, aby prepadla cez sito o velkosti 6k 0,5 mm. Vzorky s vysokym obsahom vlhkosti sa pred
mletim musia vysusit bud’ vzduchom pri teplote do 50 °C, alebo lyofilizdciou. Vzorky s vysokym obsahom tuku
sa pred mletim extrahujii petroléterom (3.9).

Stanovenie volného tryptofanu (extrakt)

Navézte s presnostou na 1 mg primerané mnozstvo (1 — 5 g) pripravenej vzorky (5.1) do Erlenmayerovej banky.
Pridajte 100,0 ml kyseliny chlorovodikovej, (3.13) a 5,00 ml koncentrovaného roztoku vnitorného $tandardu
(3.16). Zmes trepte alebo miesajte 60 min. na mechanickej trepacke alebo na magnetickej miesacke (4.7).
Nechajte sediment usadit a napipetujte 10,0 ml z roztoku nad sedimentom do kadicky. Pridajte 5 ml kyseliny
orto-fosforecnej (3.14). Upravte pH na 3 pomocou hydroxidu sodného (3.10). Pridajte dostato¢né mnozstvo
metanolu (3.8) na dosiahnutie koncentricie medzi 10 a 30 % metanolu v konecnom objeme. Preneste do
odmernej banky primeraného objemu a rozriedte s vodou na objem potrebny na chromatografiu [priblizne
rovnaky objem ako je objem kalibra¢ného $tandardného roztoku (3.17)].

Prefiltrujte niekolko ml roztoku cez 0,45 pm membrdnovy filter (4.5) pred ndstrekom na HPLC kolénu.
Pokracujte dalsim krokom chromatografie podla odseku 5.4.

Roztok standardu a extrakty chrate pred priamym slne¢nym svetlom. Ak nie je mozné analyzovat extrakty v ten
isty def, mozu sa uskladnit pri teplote 5 °C maximalne pocas 3 dni.

Stanovenie celkového tryptofanu (hydrolyzdt).

Navézte s presnostou na 0,2 mg od 0,1 do 1 g pripravenej vzorky (5.1) do polypropylénovej banky (4.4).
Navézka vzorky mé obsahovat priblizne 10 mg dusika. Pridajte 8,4 g oktahydrdtu hydroxidu barnatého (3.4)
a 10 ml vody. Premieajte vo virivom mixéri (4.8) alebo na magnetickej miesacke (4.7). Magnet potiahnuty
teflénom ponechajte v zmesi. Steny nadoby opldchnite 4 ml vody. Polozte na fiu skrutkovy uzéver a volne banku
uzatvorte. Preneste do autokldvu (4.6) s vriacou vodou a nechajte v pare 30 — 60 mindt. Uzatvorte autokldv
a autoklavujte 20 hodin pri 110 (¢ 2) °C.

Pred otvorenim autokldvu zniZte teplotu na hodnotu tesne pod 100 °C. K teplej zmesi pridajte 30 ml vody
laboratdrnej teploty, aby ste sa vyhli krystalizdcii Ba(OH),.8 H,0. Jemne potrepte alebo premiesajte. Pridajte
2,00 ml koncentrovaného roztoku vnttorného Standardu (a-metyl-tryptofdn) (3.16). Nechajte nddobu 15 mindt
ochladzovat vo vodnom/ladovom kdpeli.

Potom pridajte 5 ml kyseliny orto-fosforecnej (3.14). Nddobu nechajte v chladiacom kdpeli a neutralizujte
pomocou HCl (3.11) za stdleho mieSania a upravte pH na 3,0 pomocou HCl (3.12). Pridajte dostatocné
mnozstvo metanolu na dosiahnutie koncentracie medzi 10 a 30 % metanolu v konecnom objeme. Preneste do
odmernej banky primeraného objemu a zriedte s vodou, aby sa dosiahol stanoveny objem potrebny na
chromatografiu (napr. 100 ml). Pridanie metanolu nesmie sposobit vyzrdZanie.

Prefiltrujte niekolko ml roztoku cez 0,45 pm membranovy filter (4.5) pred ndstrekom na HPLC kolénu. Dalsim
krokom je chromatografia podla odseku 5.4.

Roztok Standardu a hydrolyzaty chrdite pred priamym slne¢nym svetlom. Ak nie je mozné analyzovat
hydrolyzaty v ten isty den, mozu sa uskladnit pri teplote 5 °C maximalne pocas 3 dni.
Stanovenie HPLC

Na usmernenie st k dispozicii tieto podmienky pre izokratické eluovanie; mozu sa uplatnit iné podmienky, ak
poskytujii rovnaké vysledky (pozri pozndmky 9.1 a 9.2):

Koléna na kvapalinov 125 mm x 4 mm, s népliiou Cyg, 3 pm alebo ekvivalentnd
chromatografiu kol6na

(4.2):

Teplota kolény: laboratérna teplota

Mobilnd féza (3.22): 3,00 g kyseliny octovej (3.18) + 900 ml vody (3.1) + 50,0 ml roztoku (3.21)
1,1-trichloro-2-metyl-2-propanolu (3.19) v metanole (3.8) (1 g/100 ml). Upravte pH
na 5,00 pomocou tanolaminu (3.20). Dopliite objem vodou (3.1) na 1 000 ml

Prietokova rychlost: 1 ml/min.

Celkovy cas analyzy: priblizne 34 min.

Detekénd vinova dizka: excitacia: 280 nm, emisia: 356 nm

Vstrekovy objem 20 pl
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6. Vypocet vysledkov

Mnozstvo tryptofinu (X) v g na 100 vzorky sa vypocita podla vzorca:

_A><B><V1><c><V2><M
"CxDxV;x10 000 x m

A = plocha piku vnitorného standardu, kalibracného $tandardného roztoku (3.17),

B = plocha piku extraktu tryptofdnu (5.2) alebo hydrolyzdtu (5.3),

V; = objem v ml (2 ml) koncentrovaného roztoku tryptofinu (3.15) pridaného do kalibra¢ného roztoku (3.17),
¢ = koncentracia v pmol/ml (= 2,50) koncentrovaného roztoku tryptofanu (3.15) pridaného do kalibra¢ného

roztoku (3.17),

V, = objem v ml koncentrovaného roztoku vnitorného S$tandardu (3.16) pridaného pri extrakcii (5.2)
(= 5,00 ml) alebo k hydrolyzdtu (5.3) (= 2,00 ml),

C = plocha piku vniitorného $tandardu, extraktu (5.2) alebo hydrolyzatu (5.3),
D = plocha piku tryptofinu, kalibra¢ného standardného roztoku (3.17),

V; = objem v ml (= 2,00 ml) koncentrovaného roztoku vniitorného Standardu (3.16) pridaného do
kalibracného §tandardného roztoku (3.17),

m = hmotnost vzorky v g (upravend na povodnt hmotnost, ak je suend afalebo odtu¢nend),

M = molekulovd hmotnost tryptofinu (= 204,23 g/mol).

7. Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na tej istej vzorke nesmie presiahnut 10 %
relativnych z vyssej hodnoty.

8. Vysledky medzilaboratérnej Stidie

Zorganizovala sa medzilaboratorna stdia ES (4. vzajomné porovnavanie), v ktorej sa analyzovali tri vzorky az
v 12 laboratéridch na overenie metddy pre hydrolyzu. Kazdd vzorka sa analyzovala 5 krét. Vysledky st uvedené
v tejto tabulke:

Vzork Vzorka 2 Vzorka 3
zorka 1 . . p . »
Krmivo v Krmivo pre o$ipané dopl- Koncentrat krrr{wa pre osi-
pre osipané
nené L-tryptofinom pané
L 12 12 12
n 50 55 50
Priemery [g/kg] 2,42 3,40 4,22
s: [g/kg] 005 005 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
oV, [ %] 1,9 1,6 1,9
Sk [g/kg] 0,15 0,20 0,09
R [g/kg] 0,42 0,56 025
CVe [ %] 6,3 6,0 2,2
L = pocet laboratérii, ktoré poskytli vysledky,
n = pocet jednotlivych vysledkov, ktoré zostali po elimindcii odlahlych hodnét (urcené Cochranovym,
Dixonovym testom na odlahlé hodnoty),
s, = smerodajnd odchylka opakovatelnosti,
Sk = smerodajnd odchylka reprodukovatelnosti,
r = opakovatelnost,
R = reprodukovatelnost,

CV, = varia¢ny koeficient opakovatelnosti, %,

CVy = variacny koeficient reprodukovatelnosti, %.
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Zorganizovala sa dalsia medzilaboratérna Stidia ES (3. vzdjomné porovndvanie), v ktorej sa analyzovali dve
vzorky az v 13 laboratéridch na overenie metddy pre extrakciu volného tryptofanu. Kazd4 vzorka sa analyzovala

5 krét. Vysledky st uvedené v tejto tabulke:

Vzorka 4 Vzorka 5
R . Zmes psenice a soje (= vzorka 4)
Zmesi pSenice a sGje s pridanym tryptofanom (0,457g/kg)
L 12 12
n 55 60
Prier/r;(er [g/kg] 0,391 0,931
s [g/kg] 0,005 0,012
r [g/kg] 0,014 0,034
CV, [ %] 1,34 1,34
Sk [g/kg] 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CVr [ %] 4,71 511

L = pocet laboratérii, ktoré poskytli vysledky,

Sr
Sk
r

R
v,

pocet jednotlivych vysledkov, ktoré zostali po elimindcii odlahlych hodnot (ur¢ené Cochranovym,
Dixonovym testom na odlahlé hodnoty),

smerodajnd odchylka opakovatelnosti,
smerodajnd odchylka reprodukovatelnosti,
opakovatelnost,

reprodukovatelnost,

variacny koeficient opakovatelnosti, %,

CVy = variacny koeficient reprodukovatelnosti, %.

Zorganizovala sa dalsia Stidia ES vzdjomného porovnania, v ktorej sa analyzovali Styri vzorky az v 7
laboratéridch s ciefom osvedcit tryptofin pre hydrolyzu. Vysledky st uvedené nizsie. Kazdd vzorka sa

analyzovala 5 krat.

Vzorka 1 Vzorka 2 v Vzorka 4
, o s , zorka 3 o i
Kfmna zmes pre odi- | Rybia micka s niz- SGiovd miick Susené odstredené
pané kym obsahom tuku ojova mucka mlieko
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 119) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Priemer [g/kg] 2,064 8,801 6,882 5,236
s: [g/ke] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/kg] 0,059 0,283 0,249 0,112
CV, [ %] 1,04 1,15 1,30 0,76
Sk [g/ke] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CVi [ %] 1,48 4,69 411 422
L = pocet laboratérii, ktoré poskytli vysledky,
n = pocet jednotlivych vysledkov, ktoré zostali po elimindcii odlahlych hodnét (uréené Cochranovym,
Dixonovym testom na odlahlé hodnoty),

s, = smerodajnd odchylka opakovatelnosti,
Sk = smerodajnd odchylka reprodukovatelnosti,
r = opakovatelnost,
R = reprodukovatelnost,

CV, = varia¢ny koeficient opakovatelnosti, %,

CVy = varia¢ny koeficient reprodukovatelnosti, %.

Pozndmky

Dodrzanie $pecidlnych chromatografickych podmienok moze viest k lepsiemu oddeleniu tryptofinu od
a-metyl-tryptofdnu.
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9.3.

1.1.

1.2.

1.3.

[zokratické eluovanie, po ktorom nasleduje gradientové Cistenie kolony:

Koléna na kvapalinovi 125 mm x 4 mm, s napliiou C;g, 5 pm alebo ekvivalentnd

hromatografiu:

Teplota kolony: 32°C

Mobiln4 faza: A: 0,01 mol/l KH,PO,/metanol, 95+5 (V+V).
B: metanol

Gradientovy 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

Prietokova rychlost: 1,2 ml/min.

Celkovy cas analyzy: priblizne 33 min.

Chromatografia sa meni v zdvislosti od typu HPLC a od pouzitej ndplne kolény. Zvoleny systém musi
umoziovat rozliSenie na zdkladnd ¢iaru medzi tryptofdnom a vntitornym $tandardom. Okrem toho je dolezité,
aby sa produkty degradicie dobre oddelili od tryptofinu a vniitorného $tandardu. Hydrolyzéty bez vnitorného
Standardu sa musia analyzovat na kontrolu zdkladnej ¢iary pod vnitornym Standardom na pritomnost necistot.
Je dolezité, aby bol ¢as analyzy dostatocne dlhy na elticiu vSetkych produktov degradécie, inak mozu oneskorene
eluujiice piky interferovat s nasledujicim chromatografickym dejom.

V pracovnom rozsahu chromatograficky systém md davat linedrnu odozvu. Linedrna odozva sa meria
konstantnou (beznou) koncentraciou vniitorného Standardu a meniacimi sa koncentrdciami tryptofanu. Je
dolezité, aby rozmery oboch pikov tryptofinu aj vnitorného Standardu spadali do linedrneho rozsahu HPLC/
fluorescencného systému. Ak je jeden z pikov — tryptofanu afalebo vnitorného Standardu — prili§ maly alebo
prili§ velky, analyzu treba zopakovat s inou navazkou vzorky afalebo so zmenenym kone¢nym objemom.

Hydroxidy bdrnaty

Cim je hydroxid bérnaty starsi, tym sa fazsie rozptista. Vysledkom je neciry roztok na stanovenie HPLC, ktory
moze viest k nizkym vyslednym hodnotdm tryptofinu.

H. STANOVENIE OLEJOV A TUKOV
Ukel a oblast

T4to metdda je urcend na stanovenie olejov a tukov v krmivach. Nevztahuje sa na analyzu olejnatych semien
a olejnatych plodov.

Pouzitie tychto dvoch nizsie uvedenych postupov zdvisi od charakteru a zlozenia krmiv a dovodu, preco sa
analyza vykondva.
Postup A — priamo extrahovatelné oleje a tuky

T4to metdda sa uplatiiuje na kfmne suroviny rastlinného povodu okrem tych, na ktoré sa vztahuje postup B.

Postup B — celkové oleje a tuky

Tato metdda sa uplatiiuje na kfmne suroviny Zivoci$neho povodu a na vsetky kfmne zmesi. PouZziva sa aj pri
vietkych materidloch, z ktorych sa oleje a tuky nedajt dplne vyextrahovat bez predchddzajicej hydrolyzy (napr.
glutény, kvasnice, zemiakové bielkoviny a produkty, ktoré boli spracované postupom ako extrizia, vlockovanie
a zahrievanie).

Interpretdcia vysledkov

Vo vietkych pripadoch, ked' sa postupom B dosiahne vyssi vysledok ako postupom A, sa za spravnu hodnotu
povazuje vysledok ziskany postupom B.
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2.1.

2.2.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

4.1.

4.2

4.3.

5.1.

5.2.

0

Podstata metédy
Postup A

Vzorka sa extrahuje petroléterom. Rozpustadlo sa oddestiluje a zvysok sa vysusi a odvazi.

Postup B

Vzorka sa upravuje kyselinou chlorovodikovou za varu. Zmes sa ochladi a prefiltruje. ZvySok sa premyva a vysusi
a postlipi na stanovenie podla postupu A.

Chemikilie

Petroléter, rozpitie bodu varu: 40 az 60 °C. Hodnota brémového ¢isla musi byt nizsia ako 1 a zvySok po
odpareni menej ako 2 mg/100 ml.

Siran sodny, bezvody.
Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 3 mol/l

Filtrand pomocka, napr. Kieselguhr, Hyflo-supercel.

Pristrojové vybavenie

Pristroj na extrakciu. Ak je vybaveny sifénom (Soxhletov pristroj), prietokovd rychlost musi byt takd, aby
vykazovala 10 cyklov za hodinu; ak ide o zariadenie bez sifonu, prietokova rychlost musi byt 10 ml za mindtu.

Extrakéné patrony, ktoré neobsahuji litky rozpustné v petroléteri a ktoré maji priepustnost v sulade
s poziadavkami bodu 4.1.

Susiaren, bud’ vakuovd nastavend na 75 + 3 °C, alebo vzduchové nastavend na 100 + 3 °C.

Postup
Postup A (pozri bod 8.1)

Navazte 5 g vzorky s presnostou na 1 mg, preneste ju do extrakénej patrony (4.2) a prikryte kiskom beztukovej
vaty.

Vlozte patrénu do extraktora (4.1) a extrahujte Sest hodin petroléterom (3.1). Zachytte extrakt petroléteru
v suchej odvazenej banke s obsahom zrniecok pemzy (1).

Oddestilujte rozpustadlo. Suste zvySok, ktory zostal v banke, jeden a pol hodiny v susiarni (4.3). Nechajte
vychladntt v exsikdtore a odvdzte. Opit suste 30 mindt, ¢im sa zabezpedi, Ze hmotnost olejov a tukov zostane
konstantnd (strata hmotnosti medzi dvomi po sebe nasledujicimi vdZeniami musi byt mensia alebo rovnd 1 mg).

Postup B

Navézte 2,5 g vzorky s presnostou na 1 mg (pozri bod 8.2), vlozte do 400 ml kadicky alebo do 300 ml
Erlenmayerovej banky a pridajte 100 ml kyseliny chlorovodikovej (3.3) a zrniecka pemzy. Kadicku prikryte
hodinovym sklickom alebo na Erlenmayerovu banku nasadte spitny chladi¢. Uvedte zmes do mierneho varu na
slabom ohni alebo vyhrievacej platni a varte jednu hodinu. Zabrante prilepeniu vzorky na steny nadobky.

Ochladte a pridajte také mnozstvo filtratnej pomocky (3.4), ktoré bude dostatoéné na zabranenie akymkolvek
stratdm oleja a tuku pocas filtracie. Prefiltrujte cez navlhéeny, beztukovy, dvojity filtracny papier. ZvySok
premyvajte studenou vodou, kym neziskate neutrdlny filtrat. Skontrolujte, ¢i filtrt neobsahuje oleje a tuky. Ich
pritomnost znamend, Ze sa vzorka pred hydrolyzou musi extrahovat petroléterom podla postupu A.

V pripade, Ze olej musi byt ndsledne podrobeny testovaniu, nahradte fragmenty pemzového kameiia sklenenymi gul6ckami.
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8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

Polozte dvojity filtracny papier obsahujtici zvySok na hodinové sklicko a suste jeden a pol hodiny vo vzduchovej
susiarni (4.3) pri teplote 100 °C + 3 °C.

Vlozte dvojity filtra¢ny papier obsahujici suché zvysky do extrakénej patrony (4.2) a prikryte kiaskom beztukovej

vaty. Patronu vloZte do extraktora (4.1) a postupuijte tak, ako je uvedené v druhom a trefom odseku bodu 5.1.

Vyjadrenie vysledkov

Vyjadrite hmotnost zvysku ako percento zo vzorky.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni uskutocnenych z tej istej vzorky tym istym analytikom
nesmie presiahnut:

— 0,2 % v absolttnej hodnote pre obsahy olejov a tukov pod 5 %,
— 4,0 % relativnych z hodnoty vyssieho vysledku pri obsahoch od 5 do 10 %,

— 0,4 % v absolitnej hodnote pre obsahy nad 10 %.

Pozndmky

Pri produktoch s vysokym obsahom olejov a tukov, ktoré sa obtiazne drvia alebo st nevhodné na ziskanie
homogénnej redukovanej skiiSobnej vzorky, postupujte podla tohto postupu:

Navazte 20 g vzorky s presnostou na 1 mg a zmieSajte s 10 alebo viac gramami bezvodého siranu sodného (3.2).
Extrahujte petroléterom (3.1) podla bodu 5.1. Ziskany extrakt doplite na 500 ml petroléterom (3.1)
a premiesajte. Odoberte 50 ml roztoku a vlozte do malej, suchej, odvazenej banky obsahujticej zrniecka pemzy.
Rozpustadlo oddestilujte, vysuste a postupujte spdsobom uvedenym v poslednom odseku bodu 5.1.

Odstrante rozpustadlo z extrakéného zvysku, ktory zostal v patréne, zvysok rozdrvte na jemnost 1 mm, vratte
do extrakénej patrony (nepriddvajte siran sodny) a postupujte spdsobom uvedenym v druhom a tretom odseku
bodu 5.1.

Vypocitajte obsah olejov a tukov ako percento vzorky s pomocou tohto vzorca:
(10 m; + mz) x5

kde:

m; = hmotnost zvysku v gramoch po prvej extrakcii (alikvotnd cast extraktu),

I

m, = hmotnost zvysku v gramoch po druhej extrakcii.

V pripade produktov s nizkym obsahom olejov a tukov sa moze mnozstvo skiiSobnej vzorky zvysit na 5 g.

V pripade krmiv pre spolocenské zvieratd s vysokym obsahom vody sa moze stat, Ze ich bude treba zmiesat
s bezvodym siranom sodnym este pred hydrolyzou a extrakciou podla postupu B.

V odseku 5.2 moze byt na premytie zvysku po filtrdcii efektivnejsie pouzit hortcu vodu namiesto studenej.

V pripade niektorjch krmiv méze byt potrebné 1,5 hodinovii dobu susenia prediZit. Vyhnite sa nadmernému
suSeniu, kedZe to moze viest k nizkym vyslednym hodnotdm. Je mozné pouzit aj mikrovlnni riru.

Ak je obsah oleja/tuku vyssi ako 15 %, tak sa odportica predbeznd extrakcia podla postupu A pred hydrolyzou
a reextrakcia podla postupu B. Zavisi to do urcitej miery od charakteru krmiva a od charakteru olejajtuku
v krmive.
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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.

4.7.

L. STANOVENIE VLAKNINY
Ucel a oblast

Tdto metdéda umoziuje stanovit beztukové organické ldtky v krmivdch, ktoré st nerozpustné v kyslom
a zdsaditom prostredi a bezne sa oznacuji ako vlaknina.

Podstata metédy

Vzorka, v pripade potreby odtucnend, sa postupne rozkladd vriacimi roztokmi kyseliny sirovej a hydroxidu
draselného v predpisanych koncentracidch. ZvySok sa oddeli filtriciou na sklenenej frite, premyje, vysusi, odvazi
a spopolni pri teplote 475 az 500 °C. Ubytok hmotnosti v dosledku spopolnenia zodpovedd vliknine pritomnej
v sktiSobnej vzorke.

Chemikalie

Kyselina sirovd, ¢ = 0,13 mol/l

Protipeniace ¢inidlo (napr. n-oktanol)

Filtracnd pomocka (Celit 545 alebo ekvivalentnd) zthand 4 hodiny pri teplote 500 °C (8.6)
Acetén

Petroléter s rozpitim bodu varu od 40 do 60 °C

Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 0,5 mol/l

Roztok hydroxidu draselného ¢ = 0,23 mol/l

Pristrojové vybavenie

Vyhrievacia jednotka ur¢end na rozklad kyselinou sirovou a roztokom hydroxidu draselného vybavend drziakom
na filtracny téglik (4.2) a vystupnou rirkou s kohttom na vypustenie kvapaliny a vdkua, podla moZnosti so
stlacenym vzduchom. Pred pouzitim jednotku kazdy den predhrievajte vriacou vodou pocas piatich minit.

Skleneny filtra¢ny téglik so sklenenou filtra¢nou fritou s velkostou pérov 40 — 90 pm. Pred prvym pouzitim
zihajte niekolko mintt pri teplote 500 °C a nechajte vychladnit (8.6).

Valec s objemom najmenej 270 ml so spitnym chladi¢om, vhodny na varenie.
SuSiaren s termostatom.
Muflovd pec s termostatom.

Extrakénd jednotka s podpornou platiiou na filtracny téglik (4.2) a vypastacim potrubim s kohidtom na
uvolfovanie vakua a vypustanie kvapaliny.

Spojovacie kriizky na spdjanie vyhrievacej jednotky (4.1), téglika (4.2) a valca (4.3) a na pripojenie jednotky na

extrakciu za studena (4.6) a téglika.

Postup

Navézte 1 g pripravenej vzorky s presnostou na 1 mg a vlozte do téglika (4.2) (pozri pozndmky 8.1, 8.2 a 8.3)
a pridajte 1 g filtrovacej pomocky (3.3).

Spojte vyhrievaciu jednotku (4.1) a filtracny téglik (4.2), potom pripojte k tégliku valec (4.3). Nalejte 150 ml
vriacej kyseliny sirovej (3.1) do valca spojeného s téglikom a v pripade potreby pridajte niekolko kvapiek
protipeniaceho ¢inidla (3.2).

Uvedte tekutinu do varu v priebehu 5 + 2 mindt a prudko varte po dobu presne 30 mindt.



26.2.2009

Uradny vestnik Eurépskej tinie

L 54/41

8.1.

8.2.

Otvorte kohtit na vyputstacom potrubi (4.1) a vo vakuu filtrujte kyselinu sirovi cez filtracny téglik a zvysok
premyte tromi po sebe nasledujicimi 30 ml ddvkami vriacej vody. Presvedcte sa, Ze zvysok je prefiltrovany po
kazdom premyti dosucha.

Zatvorte vypustny kohtt a nalejte 150 ml vriaceho roztoku hydroxidu draselného (3.7) do valca spojeného
s téglikom a pridajte niekolko kvapiek protipeniaceho ¢inidla (3.2). Uvedte tekutinu do varu v priebehu
5 + 2 mindt a prudko varte po dobu presne 30 mindt. Prefiltrujte a zopakujte postup premyvania pouzity pri
kroku s kyselinou sirovou.

Po poslednom premyti a vysuseni odpojte téglik a jeho obsah a znovu pripojte k jednotke na extrakciu za studena
(4.6). Vytvorte vdkuum a premyte zvySok v tégliku tromi po sebe nasledujicimi 25 ml dévkami aceténu (3.4)
a presvedcte sa, ¢i bol zvysok po kazdom premyti prefiltrovany dosucha.

Vysuste téglik na konstantnt hmotnost v susiarni pri teplote 130 °C. Po kazdom vysuseni nechajte vychladnat
v exsikdtore a rychlo odvézte. Umiestnite téglik do muflovej pece a spopoliiujte na konstantnti hmotnost (strata
hmotnosti medzi dvoma po sebe nasledujiicimi vaZeniami musi byt nizsia alebo rovnd 2 mg) pri teplote 475 °C
az 500 °C po dobu najmenej 30 mindit.

Po kazdom zahriati najskor nechajte vychladnit v peci a potom v exsikdtore pred vazenim.

Vykonajte slepy pokus bez vzorky. Strata hmotnosti v dosledku spopoliiovania nesmie presiahnut 4 mg.

Vypocet vysledkov

Obsah vldkniny ako percento vzorky je dany tymto vzorcom:

(mp-my) x 100
m

X=

kde:

m = hmotnost vzorky v g,

my = strata hmotnosti po spopolneni pocas stanovenia, v g,

m; = strata hmotnosti po spopolneni pocas slepého pokusu, v g.

Opakovatel'nost

Rozdiel medzi dvoma paralelnymi stanoveniami vykonanymi v tej istej vzorke nesmie presiahnut:

— 0,6 % v absoldtnej hodnote pre obsah vlakniny nizsi ako 10 %,

— 6 % relativnych z hodnoty vyssieho vysledku pre obsah vlikniny 10 % alebo vyssi ako 10 %.

Pozndmky

Krmivé obsahujice viac ako 10 % tuku sa musia pred analyzou odtucnit petroléterom (3.5). Pripojte filtracny
téglik (4.2) s obsahom k jednotke na extrakciu za studena (4.6) a vytvorte vdkuum, premyte zvysok tromi po
sebe nasledujiicimi 30 ml ddvkami petroléteru, pricom sa presvedCte, i je zvySok suchy. Pripojte téglik
s obsahom k vyhrievacej jednotke (4.1) a postupujte dalej podla bodu 5.

Krmivé obsahujtice tuky, ktoré sa nedaji priamo vyextrahovat petroléterom (3.5), sa musia odtu¢nit postupom
uvedenym v bode 8.1 a opdtovne odtucnit po vareni s kyselinou. Po vareni s kyselinou a ndslednom premyti
pripojte téglik s obsahom k jednotke na extrakciu za studena (4.6) a premyte tri razy 30 ml ddvkami aceténu
a nésledne tri razy 30 ml ddvkami petroléteru. Filtrujte vo vakuu do sucha a pokracujte v analyze postupom
opisanym v bode 5, po¢niic varom s hydroxidom draselnym.
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Ak krmivd obsahuji viac ako 5 % uhli¢itanov, vyjadrenych ako uhlic¢itan vépenaty, tak pripojte téglik (4.2)
s navaZzenou vzorkou k vyhrievacej jednotke (4.1). Premyte vzorku trikrdt 30 ml kyseliny chlorovodikovej (3.6).
Po kazdom pridavku nechajte vzorku asi jednu mindtu stit predtym, ako ju prefiltrujete. Premyte jedenkrat
30 ml vody a dalej postupujte podla bodu 5.

Ak sa pouzije pristroj vo forme stojana (niekolko téglikov pripojenych k tej istej vyhrievacej jednotke) v rdmci tej
istej sady sa nesmu vykonat dve samostatné stanovenia s pouZitim tej istej analyzovanej vzorky.

Ak je po prevaren{ obtiazne prefiltrovat kyslé a zdsadité roztoky, pouzite stlaceny vzduch cez vypustacie potrubie
vyhrievacej jednotky a potom pokracujte vo filtrovani.

Teplota pri spopoliiovani nemd byt vyssia ako 500 °C, aby sa predlzila Zivotnost sklenenych filtracnych téglikov.
Je potrebné vyhnit sa nadmernému tepelnému Soku pocas cyklov zahrievania a chladenia.

J. STANOVENIE CUKROV
Ukel a oblast

T4to metdda umoziuje stanovenie mnozstva redukujticich cukrov a celkovych cukrov po inverzii, vyjadrenych
ako glukéza, alebo v pripade, Ze je to vhodné, ako sacharéza, po vyndsobeni faktorom 0,95. Uplatiiuje sa
v pripade kimnych zmesi. Pre iné krmiva platia osobitné metddy. V pripade potreby sa lakt6za stanovi oddelene
a zohladni sa pri vypocte vysledkov.

Podstata met6dy

Cukry sa extrahujii v rozriedenom etanole; roztok sa vyciri Carrezovymi ¢inidlami I a II. Po elimindcii etanolu sa
mnozstvd stanovuju pred inverziou a po nej Luff-Schoorlovou metédou.

Chemikilie
Roztok etanolu 40 % (v/v) o hustote: 0,948 g/ml pri 20 °C, zneutralizovany na indikdtor fenolftalein.

Carrezovo ¢inidlo I: rozpustite vo vode 21,9 g dihydratu octanu zino¢natého Zn(CH;COO), 2H,0 a 3 g ladovej
kyseliny octovej. Doplitte objem vodou na 100 ml.

Carrezovo ¢inidlo II: rozpustite vo vode 10,6 g trihydratu ferokyanidu draselného, K, Fe (CN)s 3H,0. Dopliite
objem vodou na 100 ml.

Metyloranz, roztok 0,1 % (w/v).

Kyselina chlorovodikovéd 4 mol/liter.
Kyselina chlorovodikovd 0,1 mol/liter.
Roztok hydroxidu sodného 0,1 mol/liter.
Luff-Schoorlovo ¢inidlo:

Za opatrného miesania nalejte roztok kyseliny citrénovej (3.8.2) do roztoku uhlicitanu sodného (3.8.3). Pridajte
roztok sfranu mednatého (3.8.1) a objem dopliite vodou na 1 liter. Nechajte cez noc odstét a prefiltrujte.

Skontrolujte koncentraciu takto ziskaného c¢inidla (Cu 0,05 mol/liter; Na, CO; 1 mol/liter), pozri (5.4) posledny
odsek. Hodnota pH roztoku md byt priblizne 9,4.

Roztok siranu mednatého: rozpustite 25 g pentahydrdtu siranu mednatého Cu SO, 5H,0, bez obsahu Zeleza
v 100 ml vody.
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Roztok kyseliny citronovej: rozpustite 50 g monohydratu kyseliny citrénovej, C¢HgO; H,O v 50 ml vody.

Roztok uhlicitanu sodného: rozpustite 143,8 g bezvodého uhli¢itanu sodného v priblizne 300 ml teplej vody.
Nechajte vychladnat.

Roztok tiosiranu sodného 0,1 mol/liter.

Roztok $krobu: pridajte zmes 5 g Skrobu rozpusteného v 30 ml vody do 1 litra vriacej vody. Varte tri mindity,
nechajte vychladniit a v pripade potreby pridajte 10 mg jodidu ortutnatého na konzervovanie.

Kyselina sirovd, 3 moll/liter.
Jodid draselny, roztok 30 % (w[v).
Granulovand pemza vyvarend v kyseline chlorovodikovej, premytd vodou a vysusend.

3-metylbutan-1-ol.

Pristrojové vybavenie

Mixér (trepacka): priblizne 35 az 40 ot/min.

Postup
Extrakcia vzorky

Navézte 2,5 g vzorky s presnostou na 1 mg a vlozte do odmernej banky s objemom 250 ml. Pridajte 200 ml
etanolu (3.1) a hodinu miesajte v trepacke. Pridajte 5 ml Carrezovho ¢inidla I (3.2) a mieSajte priblizne
30 sekind. Pridajte 5 ml Carrezovho c¢inidla II (3.3) a mieSajte priblizne jednu mindtu. Doplite etanolom po
znacku (3.1), zhomogenizujte a prefiltrujte. Napipetujte 200 ml filtrdtu a odparte na priblizne polovi¢ny objem,
aby sa odstrdnilo ¢o najvicsie mnoZstvo etanolu. Zvysok po odpareni kvantitativne preneste do 200 ml
odmernej banky pomocou hortcej vody, nechajte vychladnit, doplite po znacku vodou, zhomogenizujte
a v pripade potreby prefiltrujte. Roztok sa pouzije na stanovenie mnozstva redukujticich cukrov a po inverzii na
stanovenie celkovych cukrov.

Stanovenie redukujticich cukrov

Pomocou pipety odoberte najviac 25 ml roztoku obsahujiceho menej ako 60 mg redukujicich cukrov
vyjadrenych ako glukéza. V pripade potreby objem dopliite destilovanou vodou na 25 ml a stanovte obsah
redukujtcich cukrov Luff-Schoorlovou metddou. Vysledok sa vyjadri ako percentudlny obsah glukdzy vo vzorke.

Stanovenie celkovych cukrov po inverzii

Do 100 ml odmernej banky napipetujte 50 ml roztoku. Pridajte niekolko kvapiek roztoku metyloranze (3.4),
potom za stdleho mieSania opatrne priddvajte kyselinu chlorovodikovi (3.5), az do vzniku cibulového
zafarbenia. Pridajte 15 ml kyseliny chlorovodikovej (3.6), banku ponorte do kipela s vriacou vodou a nechajte
v iom tridsat mindt. Rychlo ochladte na priblizne 20 °C a pridajte 15 ml roztoku hydroxidu sodného (3.7).
Dopliite objem vodou na 100 ml a zhomogenizujte. Odoberte najviac 25 ml s obsahom menej ako 60 mg
redukujicich cukrov vyjadrenych ako glukéza. V pripade potreby objem dopliite destilovanou vodou na 25 ml
a stanovte obsah redukujicich cukrov Luff-Schoorlovou metddou. Vysledok sa vyjadruje ako percento glukdzy
alebo, v pripade potreby, sacharézy vyndsobenim faktorom 0,95.

Titrdcia Luff-Schoorlovou metddou

Do 300 ml Erlenmeyerovej banky napipetujte 25 ml Luff-Schoorlovho ¢inidla (3.8); pridajte presne 25 ml
vy¢ireného roztoku cukru. Pridajte 2 granule pemzy (3.13) a zahrievajte za ru¢ného mieania nad stredne
vysokym volnym plameriom tak, aby ste kvapalinu priviedli do varu za priblizne dve minity. Erlenmeyerovu
banku polozte okamzite na azbestom potiahnutt drotent sietku s otvorom o priemere priblizne 6 cm, pod
ktorou je zapdleny plamerl. Plamen sa musi regulovat tak, aby zohrieval len dno Erlenmeyerovej banky.
K Erlenmeyerovej banke pripevnite spétny chladi¢. Varte presne desat mintt. Okamzite ochladte v studenej vode
a po priblizne piatich mindtach titrujte takto:
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Pridajte 10 ml roztoku jodidu draselného (3.12) a hned pridajte 25 ml kyseliny sirovej (3.11) (opatrne, kvoli
riziku silného penenia). Titrujte roztokom tiosiranu sodného (3.9) az do vzniku matnej Zltej farby, pridajte
skrobovy indikétor (3.10) a dotitrujte.

Rovnakd titrdciu vykonajte v presne odmeranej zmesi 25 ml Luff-Schoorlového ¢inidla (3.8) a 25 ml vody, po
pridani 10 ml roztoku jodidu draselného (3.12) a 25 ml kyseliny sirovej (3.11) bez varu.

Vypocet vysledkov

Podla tabulky stanovte mnozstvo glukdzy v mg, zodpovedajice rozdielu medzi hodnotami dvoch titrécif,
vyjadrené v mg tiosiranu sodného 0,1 mol/liter. Vysledok vyjadrite ako percento vzorky.

Specidlne postupy

Ak ide o krmivd bohaté na melasu a krmivé, ktoré nie sti celkom homogénne, tak do 1 1 odmernej banky navézte
20 g vzorky a pridajte 500 ml vody. Miesajte jednu hodinu na trepacke. Vycirte pomocou Carrezovho ¢inidla
I (3.2) a Carrezovho cinidla I (3.3) podla bodu 5.1, tento raz vak pouzite §tvorndsobné mnozstvd z kazdého
¢inidla. Doplite po znacku 80 % etanolom (v/v).

Zhomogenizujte a prefiltrujte. Odstrénte etanol podla bodu 5.1. Ak nie je pritomny Ziadny dextrinovany skrob,
doplite objem destilovanou vodou.

Ak ide o melasu a kfmne suroviny bohaté na cukry a neobsahujtce takmer ziadny $krob (svitojansky chlieb,
susené repné rezky atd.), navdzte 5 g vzorky, vlozte do 250 ml odmernej banky, pridajte 200 ml destilovanej
vody a pretrepdvajte na trepacke jednu hodinu alebo v pripade potreby dlhsie. Vycirte pomocou Carrezovych
¢inidiel T (3.2) a II (3.3) postupom opisanym v bode 5.1. Dopliite objem studenou vodou, zhomogenizujte
a prefiltrujte. Obsah celkovych cukrov sa stanovi podla bodu 5.3.

Pozndmky

Aby sa zabranilo peneniu, odportca sa pred varenim s Luff-Schoorlovym ¢inidlom pridat (bez ohladu na objem)
priblizne 1 ml 3-metylbutan-1-olu (3.14).

Po vyndsobeni rozdielu medzi obsahom celkovych cukrov po inverzii, vyjadrenych ako glukéza, a obsahom
redukujicich cukrov, vyjadrenych ako glukéza, ¢islom 0,95, dostaneme percentudlny obsah sachardzy.

Na stanovenie obsahu redukujicich cukrov okrem laktézy sa mozu pouzit dve metddy:

Na priblizny vypocet vyndsobte obsah laktdzy stanoveny inou analytickou metédou ¢islom 0,675 a odratajte
ziskany vysledok z obsahu redukujicich cukrov.

Na presny vypocet redukujicich cukrov okrem lakt6zy sa pre dve konecné stanovenia pouzije td istd vzorka.
Jedna analyza sa vykondva na Casti roztoku ziskaného podla bodu 5.1, druhd na casti roztoku ziskaného pocas
procesu stanovenia laktézy metédou stanovenou na tento tcel (po fermentacii ostatnych typov cukru a vycireni).

V oboch pripadoch sa mnozstvo pritomného cukru stanovuje Luff-Schoorlovou metédou a vypocitava sa v mg
glukdzy. Jedna hodnota sa odrdta od druhej a rozdiel sa vyjadri ako percento vzorky.

Priklad

Obidva odobraté objemy zodpovedajd, pre kazdé stanovenie, vzorke s hmotnostou 250 mg.

V prvom pripade spotreba 17 ml roztoku tiosiranu sodného 0,1 molfliter zodpovedd 44,2 mg glukézy;
v druhom pripade spotreba 11 ml zodpovedd 27,6 mg glukézy.

Rozdiel je 16,6 mg glukozy.
Obsah redukujtcich cukrov (okrem laktdzy) vypocitanych ako glukoza, je preto:

4 x 16,6

=6,64 %
10 ’
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Tabulka hodnét pre 25 ml Luff-Schoorlovho ¢inidla

ml Na, S, O3 0,1 mol/liter, pri dvojmintitovom zahrievani a 10 min. varu

Na, S, O3 Glukoza, fréﬁ(ﬁéza, invertné Laktéza Maltbza Na, S, O3
0,1 molliter . leyos Ciy Hy, Oy Cir Hy, Oy 0,1 mol/liter
ml mg rozdiel mg rozdiel mg rozdiel 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. STANOVENIE LAKTOZY
Ugel a oblast

T4to metdda umoziuje stanovit obsah laktézy v krmivédch obsahujtcich viac ako 0,5 % laktézy.

Podstata metédy

Cukry sa rozpustia vo vode. Roztok sa podrobi fermentdcii kvasinkami Saccharomyces cerevisiae, ktoré ponechdvaji
lakt6zu nedotknutil. Po vy¢ireni a prefiltrovani sa obsah laktézy vo filtrdte stanovi Luff-Schoorlovou metédou.

Chemikalie

Suspenzia kvasiniek Saccharomyces cerevisiae: rozmiesajte 25 g Cerstvych kvasnic v 100 ml vody. Této suspenzia
vydrzi v chladnicke najviac jeden tyzden.

Carrezovo ¢inidlo I: rozpustite vo vode 21,9 g dihydratu octanu zino¢natého Zn(CH; COO), 2H,0 a 3 g ladovej
kyseliny octovej. Dopliite vodou na 100 ml.

Carrezovo ¢inidlo 1I: rozpustite vo vode 10,6 g trihydrdtu ferokyanidu draselného K4 Fe (CN)s 3H,O. Dopliite
vodou na 100 ml.

Luff-Schoorlovo ¢inidlo:

Za opatrného miesania nalejte roztok kyseliny citrénovej (3.4.2) do roztoku uhlic¢itanu sodného (3.4.3). Pridajte
roztok siranu mednatého (3.4.1) a doplitte vodou na objem 1 liter. Nechajte cez noc odstdt a prefiltrujte.
Skontrolujte koncentréciu takto ziskaného ¢inidla (Cu 0,05 mol/liter; Na, CO; 1 mol/liter). Hodnota pH roztoku
md byt priblizne 9,4.
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Roztok siranu mednatého: rozpustite 25 ¢ pentahydrdtu siranu mednatého Cu SO, 5H,0 neobsahujiceho
zelezo v 100 ml vody.

Roztok kyseliny citronovej: rozpustite 50 g monohydratu kyseliny citrénovej C4HgO; H,O v 50 ml vody.

Roztok uhlicitanu sodného: rozpustite 143,8 g bezvodného uhlicitanu sodného v priblizne 300 ml teplej vody.
Nechajte vychladnat.

Granulovand pemza prevarend v kyseline chlorovodikovej, premytd vodou a vysuSend.
30 % roztok (w/v) jodidu draselného.

Kyselina sirovd, 3 mol/liter.

Roztok tiosiranu sodného 0,1 moll/liter.

Roztok skrobu: pridajte zmes 5 g $krobu rozpusteného v 30 ml vody do 1 litra vriacej vody. Varte tri mindty,
nechajte vychladnit a v pripade potreby pridajte 10 mg jodidu ortutnatého na konzervovanie.

Pristrojové vybavenie

Vodny kdpel s termostatom nastavenym na 38 — 40 °C.

Postup

Do 100 mil odmernej banky navézte 1 g vzorky s presnostou na 1 mg. Pridajte 25 aZ 30 ml vody. VloZte banku
do vriaceho vodného kipela na tridsat mindt a potom ochlad'te na teplotu priblizne 35 °C. Pridajte 5 ml
suspenzie kvasinick a zhomogenizujte. Nechajte banku dve hodiny odstit vo vodnom kdpeli pri teplote
38 — 40 °C. Ochlad'te na teplotu priblizne 20 °C.

Pridajte 2,5 ml Carrezovho ¢inidla I (3.2) a mieSajte tridsat sekind, potom pridajte 2,5 ml Carrezovho ¢inidla II
(3.3) a opit mieSajte tridsat sektind. Dopliite objem vodou na 100 ml, potrepte a prefiltrujte. Mnozstvo filtrdtu,
nie vacsie ako 25 ml, ktoré obsahuje 40 az 80 mg laktozy, napipetujte do 300 ml Erlenmeyerovej banky.
V pripade potreby dopliite na objem 25 ml vodou.

Rovnakym postupom vykonajte slepy pokus s 5 ml suspenzie kvasiniek (3.1). Stanovte obsah lakt6zy podla
Luff-Schoorla takto: pridajte presne 25 ml Luff-Schoorlovho ¢inidla (3.4) a dve granule pemzy (3.5). MieSajte
ruéne pocas zahrievania nad stredne vysokym volnym plameriom a kvapalinu prived'te do varu za priblizne dve
mindty. Erlenmeyerovu banku polozte okamzite na azbestom potiahnutti drotend sietku s otvorom o priemere
pribliZzne 6 cm, pod ktorou je zapdleny plamen. Plamen sa musi regulovat tak, aby zohrieval len dno
Erlenmeyerovej banky. Na Erlenmeyerovii banku nasadte spétny chladi¢. Varte presne desat mindt. Okamzite
ochladte v studenej vode a po priblizne piatich mindtach stitrujte takto:

Pridajte 10 ml roztoku jodidu draselného (3.6) a thned’ potom pridajte 25 ml kyseliny sirovej (3.7) (opatrne, kvoli
riziku silného penenia). Titrujte roztokom tiosiranu sodného (3.8) az do vzniku matnej Zltej farby, pridajte
skrobovy indikdtor (3.9) a dotitrujte.

Rovnak titrdciu vykonajte v presne odmeranej zmesi 25 ml Luff-Schoorlového c¢inidla (3.4) a 25 ml vody, po

pridani 10 ml roztoku jodidu draselného (3.6) a 25 ml kyseliny sirovej (3.7) bez varu.

Vypocet vysledkov

Pomocou priloZenej tabulky stanovte mnozstvo laktdzy v mg, zodpovedajiice rozdielu medzi vysledkami dvoch
titrdcii, vyjadrené v ml tiosiranu sodného 0,1 mol/liter.

Vyjadrite vysledok ako podiel bezvodej lakt6zy v percentich vzorky.

Pozndmky

Pre produkty s obsahom viac ako 40 % fermentovatelného cukru pouzite viac ako 5 ml suspenzie kvasiniek
(3.1).
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Tabulka hodnét pre 25 ml Luff-Schoorlovho ¢inidla

ml Na, S, O3 0,1 mol/liter, pri dvojmintitovom zahrievani a 10 min. varu

Na, S, O3 Glukoza, frélllfﬁéza’ invertné Lakt6za Maltéza Na, S, O3
0,1 molliter . leyoﬁ Ci> Hy, Oy Ci> Hy, Oy 0,1 molliter
ml mg rozdiel mg rozdiel mg rozdiel 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. STANOVENIE SKROBU

Ugel a oblast

Této metdda umozZiuje stanovenie obsahu Skrobu a produktov degraddcie skrobu s vysokou molekulovou
hmotnostou v krmivich na dcely kontroly stladu s deklarovanou energetickou hodnotou (v ustanoveniach
prilohy VII) a smernicou Rady 96/25/ES ().

Podstata metédy

Tdto metéda pozostéva z dvoch stanoveni. Pri prvom stanoveni sa vzorka upravi zriedenou kyselinou

- POLARIMETRICKA METODA -

chlorovodikovou. Po vy¢ireni a filtricii sa polarimetrickym meranim stanovi optickd otdcavost roztoku.

Pri druhom stanoveni sa vzorka extrahuje 40 % etanolom. Po okysleni filtrdtu kyselinou chlorovodikovou,

vycireni a prefiltrovani sa zmeria optickd otacavost rovnakym spoésobom ako pri prvom stanoveni.

Rozdiel medzi tymito dvomi meraniami, vyndsobeny zndmym faktorom uddva obsah skrobu vo vzorke.

Chemikalie

Roztok 25 % (w/v) kyseliny chlorovodikovej, hustota: 1,126 g/ml.

U. v. ES L 125, 23.5.1996, s. 35.
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Roztok 1,13 % (w/v) kyseliny chlorovodikove;.

Koncentrdcia sa musi skontrolovat titrdciou s pouzitim roztoku hydroxidu sodného 0,1 mol/liter v pritom-
nosti 0,1 % (w/v) metylcervene v 94 % (v[v) etanole. Na neutralizdciu 10 ml je potrebnych 30,94 ml NaOH
0,1 moll/liter.

Carrezovo Cinidlo I: rozpustite vo vode 21,9 g dihydrétu octanu zinocnatého Zn(CH;COO), 2H,0 a 3 g ladovej
kyseliny octovej. Doplitte objem vodou na 100 ml.

Carrezovo Cinidlo II: rozpustite vo vode 10,6 g trihydrdtu ferokyanidu draselného, K4Fe(CN)g 3H,O. Dopliite
objem vodou na 100 ml.

Roztok 40 % (v/v) etanolu, hustota: 0,948 g/ml pri 20 °C.

Pristrojové vybavenie

250 ml Erlenmeyerova banka so zdbrusom a so spatnym chladicom

Polarimeter alebo sacharimeter.

Postup
Priprava vzorky

Vzorku melte dovtedy, kym nebude dostato¢ne jemnd, aby celd presla cez sito s okrhlymi otvormi 0,5 mm.

Stanovenie celkovej optickej otdcavosti (P alebo S) (pozri pozndmku 7.1)

Navézte 2,5 g pomletej vzorky s presnostou na 1 mg a vlozte do 100 ml odmernej banky. Pridajte 25 ml
kyseliny chlorovodikovej (3.2), premiesajte tak, aby ste docielili rovnomerné rozptylenie skisobnej vzorky,
a pridajte dalsich 25 ml kyseliny chlorovodikovej (3.2). Banku ponorte do vriaceho vodného kipela, pricom fiou
prvé tri mindty intenzivne a sustavne pretrepdvajte, aby sa zabranilo tvorbe hrudiek. MnoZstvo vody vo vodnom
kapeli musi byt dostato¢né na to, aby kipel zostal na bode varu aj po ponoreni banky do kdpela. Banka sa
nesmie vybrat z kipela pocas pretrepavania. Presne po 15 mindtach ju vyberte z kipela, pridajte 30 ml studenej
vody a ihned ochladte na teplotu 20 °C.

Pridajte 5 ml Carrezovho ¢inidla I (3.3) a pretrepdvajte priblizne 30 sekiind. Potom pridajte 5 ml Carrezovho
¢inidla I (3.4) a znovu pretrepdvajte priblizne 30 sekind. Dopliite na pozadovany objem vodou, premiesajte
a prefiltrujte. Ak filtrdt nebude dokonale ciry, (Co je zriedkavé), stanovenie zopakujte s pouzitim vacsiecho
mnozstva Carrezovych ¢inidiel I a I, napr. 10 ml.

Zmerajte optickd otdcavost roztoku v 200 mm trubici pomocou polarimetra alebo sacharimetra.

Stanovenie optickej otdcavosti (P" a S’) ldtok rozpustnyich v 40 % etanole

Navézte 5 g vzorky s presnostou na 1 mg, vlozte do 100 ml odmernej banky a pridajte priblizne 80 ml etanolu
(3.5) (pozri poznamku 7.2). Nechajte banku 1 hodinu odstat pri laboratérnej teplote; pocas tejto doby Sestkrat
intenzivne pretrepte tak, aby sa skiSobnd vzorka dokladne premiesala s etanolom. Doplite na pozadovany
objem etanolom (3.5), premiesajte a prefiltrujte.

Do 250 ml Erlenmeyerovej banky napipetujte 50 ml filtrtu (¢o zodpovedd 2,5 g vzorky), pridajte 2,1 ml
kyseliny chlorovodikovej (3.1) a intenzivne pretrepte. Na Erlenmeyerovu banku nasadte spétny chladic a banku
ponorte do vriaceho vodného kipela. Presne po 15 mintitach Erlenmeyerovu banku z kiipela vyberte, obsah
preneste do 100 ml odmernej banky, prepldchnite malym mnozstvom studenej vody a ochladte na teplotu
20 °C.

Vycirte pouzitim Carrezovych cinidiel 1 (3.3) a II (3.4), dopliite na pozadovany objem vodou, premiesajte,
prefiltrujte a zmerajte optickt otdcavost sposobom uvedenym v druhom a tretom odseku bodu 5.2.
Vypocet vysledkov

Obsah skrobu (%) sa vypocita takto:

Meranie polarimetrom

2 000(P-P)

Obsah skrobu (%) = T
[al

P = celkovéd optickd otdcavost v uhlovych stupnioch,
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P = optickd otdcavost v uhlovych stupnioch ldtok rozpustnych v 40 % (V/[V) etanole,
[a] 2" = Specifickd optickd otdcavost Cist¢ho skrobu. Ciselné hodnoty bezne akceptované pre tento faktor sii:
+185,9° ryzovy skrob,
+ 185,79 zemiakovy $krob,
+184,6° kukuri¢ny skrob,
+182,7°: pienicny Skrob,
+181,5% jacmenny $krob,
+181,3° ovseny $krob,
+184,0°: ostatné druhy skrobov a zmesi skrobov v kimnych zmesiach.

Meranie sacharimetrom

2000 (2N x0,665) x (S-S) 26,6 Nx (S-8)

Obsah 3krobu (%) = - X :
sah skrobu (%) D 100 Pk
S = celkova optickd otdcavost v sacharometrickych stupnioch,
§ = optickd otdcavost v sacharometrickych stupnioch ldtok rozpustnych v 40 % (v[v) etanole,
N = hmotnost (g) sachardzy v 100 ml vody poskytujica optickd otdcavost 100 sacharometrickych stupriov

pri merani pomocou 200 mm trubice,
16,29 g pre franctizske sacharimetre,
26,00 g pre nemecké sacharimetre,
20,00 g pre zmiesané sacharimetre,

(] ]2)°° = 3pecifickd optickd otdcavost cistého skrobu (pozri bod 6.1).

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych v rovnakej vzorke nesmie presiahnut 0,4

ako 40 %.

Pozndmky

Ak vzorka obsahuje viac ako 6 % uhlicitanov, vypocitanych ako uhlicitan vdpenaty, tieto sa musia rozlozit pred
stanovenim celkovej optickej otdcavosti presne zndmym mnozstvom zriedenej kyseliny sirovej.

Ak ide o produkty s vysokym obsahom laktdzy, ako je susené mliecne sérum alebo susené odstredené mlieko,
postupujte po pridani 80 ml etanolu (3.5) takto: na Erlenmeyerovu banku nasad'te spdtny chladi¢c a banku
ponorte na 30 mindt do vodného kipela s teplotou 50 °C. Nechajte vychladniit a pokracujte v analyze podla
bodu 5.3.

Ak st nasledovné kimne suroviny pritomné vo vyznamnom mnozstve v krmivach, je zndme, Ze sposobuji
interferencie pri stanovovani obsahu skrobu polarimetrickou metédou, ¢o méze viest k nespravnym vysledkom:

—  produkty z (cukrovej) repy, ako duzina z (cukrovej) repy, melasa z (cukrovej) repy, duzina z (cukrovej) repy
— melasovd, vinas z (cukrovej) repy, (repny) cukor,

—  citrusovd duZina,
—  Tanové semeno; Tanové vylisky; lanovy extrahovany srot,
—  repkové semeno; repkové vylisky; repkovy extrahovany srot; Supky repkového semena,

—  slnecnicové semeno; slnecnicovy extrahovany $rot; slnecnicovy extrahovany $rot z Ciastocne lipanych
semien,

—  vylisky z kopry; extrahovany $rot z kopry,
—  zemiakova duzina,

—  dehydrované kvasnice,
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—  produkty bohaté na inulin (napriklad rezky a macka z topinamburu),

—  oskvarky.

M. STANOVENIE POPOLA
Ucel a oblast

Tato metéda umoziiuje stanovit obsah popola v krmivach.

Podstata metédy

Vzorka sa spopolni pri teplote 550 °C, zvySok sa odvazi.

Chemikilie

20 % roztok (w[v) dusi¢nanu aménneho.

Pristrojové vybavenie

Vyhrievacia platna
Elektrickd muflova pec s termostatom.

Spalovacie tégliky vyrobené z kremefia, porceldnu alebo platiny bud' obdfznikové (priblizne 60 x 40 x 25 mm),
alebo valcovité (s priemerom: 60 az 75 mm, s vyskou: 20 az 40 mm).

Postup

Navdzte s presnostou na 1 mg priblizne 5 g vzorky (2,5 g v pripade, Ze ide o produkty, ktoré majii tendenciu
napuciavat) a vlozte do spalovacieho téglika, ktory ste vopred vyzihali na 550 °C, nechali ochladit a odvazili.
Polozte téglik na vyhrievaciu platfiu a postupne zohrievajte az do zuholnatenia vzorky. Spopolfujte podla
bodu 5.1 alebo 5.2.

Téglik vlozte do kalibrovanej muflovej pece nastavenej na teplotu 550 °C. Tito teplotu udrziavajte az do ziskania
bieleho, bledosivého alebo ¢ervenkastého popola, bez obsahu uhlikatych Castic. Vlozte téglik do exsikdtora,
nechajte vychladniit a okamzite odvazte.

Téglik vlozte do kalibrovanej muflovej pece vyhriatej na 550 °C. Spopoliujte 3 hodiny. Vlozte téglik do
exsikdtora, nechajte vychladniit a okamzite odvdzte. Opit spopoliujte 30 mindt, ¢im sa zabezpeci, Ze hmotnost
popola zostane konstantnd (strata hmotnosti medzi dvoma po sebe nasledujiicimi vdZeniami musi byt najviac
1 mg).

Vypoclet vysledkov

Hmotnost zvysku vypocitajte odpocitanim hmotnosti téglika.

Vysledok vyjadrite ako percento vzorky.

Pozndmky

Ldtky, ktoré sa tazko spopolfiujii, sa najskor musia spopolnovat najmenej tri hodiny, ochladit a potom sa k popolu
pridé niekolko kvapiek 20 % roztoku dusiénanu aménneho (opatrne, aby sa zabranilo rozptyleniu popola alebo
tvorbe hrudiek). Po vysuseni v susiarni pokracujte v zihani. Postup podla potreby opakujte dovtedy, kym nebude
spopolnenie ukoncené.

Ak ide o ldtky odolné voci iiprave opisanej v bode 7.1, postupujte takto: po trojhodinovom spopolitovani vlozte
popol do teplej vody a prefiltrujte cez maly bezpopolovy filter. Filter a jeho obsah spopolnite v povodnom
tégliku. Filtrdt vlozte do vychladnutého téglika, odparte do sucha, spopolnite a odvézte.
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V pripade olejov a tukov presne navdzte 25 g vzorky do téglika vhodnej velkosti. Zuholfujte pod lampou
nastavenou na vzorku a pomocou pasika bezpopolového filtracného papiera. Po spdleni zvlh¢ite ¢o mozno
najmen$im mnozZstvom vody. Vysuste a spopolnite postupom uvedenom v bode 5.

N. STANOVENIE OBSAHU POPOLA, KTORY JE NEROZPUSTNY V KYSELINE CHLOROVODfKOVE]
Ugel a oblast

Tito metéda umoznuje stanovit v krmivich obsah minerdlnych ldtok, ktoré st nerozpustné v kyseline
chlorovodikovej. V zdvislosti od druhu vzorky sa mozu pouzit dve metddy.

Metdda B: uplatnitelnd na minerdlne zliceniny a zmesi a na kfmne zmesi, v ktorych je obsah ldtok
nerozpustnych v kyseline chlorovodikovej, stanoveny metédou A, vacsi ako 1 %.

Podstata metédy

Metdda A: vzorka sa spopolni, popol sa uvari v kyseline chlorovodikovej a nerozpustny zvySok sa prefiltruje
a odvézi.

Metdda B: na vzorku sa posobi kyselinou chlorovodikovou. Roztok sa prefiltruje, zvySok sa spopolni a takto
ziskany popol sa spracuje podla metédy A.

Chemikilie

Kyselina chlorovodikovd 3 mol/liter.

20 % roztok (w/[v) kyseliny trichléroctovej.

1 % roztok (w/v) kyseliny trichléroctove;.

Pristrojové vybavenie

Vyhrievacia platia.
Elektrickd muflovd pec s termostatom.

Spalovacie tégliky vyrobené z kremena, porceldnu alebo platiny bud obdfznikové (priblizne 60 x 40 x 25 mm),
alebo valcovité (s priemerom: 60 aZ 75 mm, s vyskou: 20 az 40 mm).

Postup
Metdda A

Vzorku spopolnite postupom opisanym pri stanoveni popola. MoZe sa pouzit aj popol ziskany takou analyzou.

Popol vlozte do 250 az 400 ml kadicky pomocou 75 ml kyseliny chlorovodikovej (3.1). Pomaly privedte do varu
a nechajte mierne vriet 15 mindt. Teply roztok prefiltrujte cez bezpopolovy filtraény papier a zvySok premyvajte
teplou vodou, az do odstranenia kyslej reakcie. Filter so zvyskom vysuste a spopolnite v odvazenom tégliku pri
teplote najmenej 550 °C a najviac 700 °C. Nechajte vychladniit v exsikdtore a odvézte.

Metéda B

Navézte 5 g vzorky s presnostou na 1 mg a vlozte do 250 az 400 ml kadicky. Pridajte 25 ml vody a nésledne
25 ml kyseliny chlorovodikovej (3.1), premiesajte a pockajte, kym neprestane Sumiet. Pridajte dalsich 50 ml
kyseliny chlorovodikovej (3.1). Pockajte, kym sa prestane uvolfiovat akykolvek plyn, potom kadicku vlozte do
vriaceho vodného kipela na tridsat mindit, pripadne na dlhsie, aby sa dokladne zhydrolyzoval vietok pritomny
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Skrob. Prefiltrujte este za tepla cez bezpopolovy filter a filter premyte 50 ml teplej vody (pozri pozndmku 7).
Filter so zvyskom vlozte do spalovacieho téglika, vysuste a spopolnite pri teplote najmenej 550 °C a najviac
700 °C. Popol vlozte do 250 az 400 ml kadicky pomocou 75 ml kyseliny chlorovodikovej (3.1); pokracujte
postupom opisanym v druhom pododseku bodu 5.1.

Vypocet vysledkov

Hmotnost zvysku vypocitajte odpocitanim hmotnosti téglika. Vysledok vyjadrite ako percento vzorky.

Pozndmky

Ak je filtrdcia obtiazna, zacnite analyzu znova, pricom 50 ml kyseliny chlorovodikovej (3.1) nahrad'te 50 ml
20 % kyseliny trichléroctovej (3.2) a filter premyte teplym roztokom 1 % kyseliny trichléroctovej (3.3).

0. STANOVENIE UHLICITANOV
Ukel a oblast

Tato metdda umoziuje stanovit mnoZstvo uhlic¢itanov, v§eobecne vyjadrené ako uhlicitan vdpenaty vo vicsine
krmiv.

V ur¢itych pripadoch sa musi pouzit Specidlna metéda (napr. ak ide o uhlicitany Zeleza).

Podstata metédy

Uhlicitany sa rozlozia v kyseline chlorovodikovej; uvolneny oxid uhli¢ity sa zachyti do odmernej skiimavky
a jeho objem sa porovnd s objemom uvolnenym za tych istych podmienok zo zndmeho mnozstva uhli¢itanu
véapenatého.

Chemikdlie
Kyselina chlorovodikovd, hustota ¢ = 1,10 g/ml.
Uhli¢itan vépenaty.

Kyselina sirovd, priblizne 0,05 mol/liter, zafarbend metyl¢ervenou.

Pristrojové vybavenie

Scheibler-Dietrichov pristroj (pozri obrdzok) alebo ekvivalentny pristroj.

Postup

Podla obsahu uhli¢itanu vo vzorke navézte cast vzorky takto:

— 0,5 g ak ide o produkty obsahujiice od 50 do 100 % uhlicitanov vyjadrenych ako uhlicitan vépenaty,
— 1 g akide o produkty obsahujice od 40 do 50 % uhli¢itanov vyjadrenych ako uhlicitan vdpenaty,
— 2az 3 g, ak ide o ostatné produkty.

Vlozte navdzent vzorku do $pecidlnej banky (4) pristroja, opatrenej malou trubickou z nerozbitného materidlu
obsahujtcou 10 ml kyseliny chlorovodikovej (3.1), a banku pripojte k pristroju. Otocte trojcestny kohiit (5) tak,
aby trubicka (1) bola spojend s vonkajskom. Mobilnou trubickou (2), naplnenou zafarbenou kyselinou sirovou
(3.3) a spojenou s odmernou skiimavkou (1), nastavte hladinu kvapaliny na znacku nula. Otocte kohdtom (5)
tak, aby sa trubicky (1) a (3) prepojili, a skontrolujte, ¢i je hladina na nule.
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Nechajte kyselinu chlorovodikovii (3.1) pomaly vytiect do vzorky, pricom banku naklofte (4). Vyrovnajte tlaky
zniZenim trubicky (2). Bankou (4) pretrepavajte az do Gplného ukoncenia uvolfiovania oxidu uhlicitého.

Tlak obnovte tak, Ze kvapalinu v trubickdch (1) a (2) vyrovndte do rovnakej hladiny. Po niekolkych miniitach, po
ustdleni objemu plynu zaznamenajte od¢itant hodnotu.

Vykonajte kontrolnd skasku za tych istych podmienok s 0,5 g uhlic¢itanu vépenatého (3.2).

Vypocet vysledkov

Obsah uhli¢itanov, vyjadreny ako uhlicitan vépenaty, sa vypocita podla vzorca:

_Vx 100
“V; x 2m

X = % (w|w) uhli¢itanov vo vzorke, vyjadrené ako uhli¢itan vdpenaty,
V = ml CO, uvolneného z navdzky vzorky,

V; = ml CO, uvolneného z 0,5 g CaCO;,

m = hmotnost navdzky vzorky v gramoch.

Pozndmky

Ak je hmotnost navazky vzorky viac ako 2 g, do banky (4) najskor pridajte 15 ml destilovanej vody (4) a pred
zaCatim skdsky premiesajte. Pri kontrolnej skiiske pouzite rovnaky objem vody.

Ak ma pouzity pristroj iny objem ako Scheibler-Dietrichov pristroj, musi sa hmotnost navazky vzorky
a kontrolnej ldtky, ako aj vypocet vysledkov, prislusne upravit.
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P. STANOVENIE OBSAHU CELKOVEHO FOSFORU
FOTOMETRICKA METODA
Ugel a oblast

T4to metdda umoznuje stanovit obsah celkového fosforu v krmivdch. Je vhodnd najmi na analyzu produktov
s nizkym obsahom fosforu. V ur¢itych pripadoch (ak ide o produkt bohaty na fosfor) je mozné pouzit
gravimetrickd metédu.

Podstata met6dy

Vzorka sa mineralizuje bud suchym spalovanim (v pripade organickych krmiv), alebo rozkladom kyselinou
(v pripade minerédlnych zldCenin a tekutych krmiv) a umiestni sa do roztoku kyseliny. Roztok sa upravi
molybdatovanddovym ¢inidlom. Optickd hustota takto vzniknutého Zltého roztoku sa meria spektrofotometrom
pri 430 nm.

Chemikalie

Uhlicitan vépenaty.

Kyselina chlorovodikova, pyo 1,10 g/ml (priblizne 6 mol/liter).
Kyselina dusi¢nd, pyo 1,045 g/ml.

Kyselina dusi¢nd, py 1,38 az 1,42 g/ml.

Kyselina sirova, p,y 1,84 g/ml.

Molybdatovanddové ¢inidlo: zmiesajte 200 ml roztoku heptamolybdénanu aménneho (3.6.1), 200 ml roztoku
vanadi¢nanu amoénneho (3.6.2) a 134 ml kyseliny dusi¢nej (3.4) v 1 | odmernej banke. Doplrite destilovanou
vodou na celkovy objem.

Roztok heptamolybdénanu aménneho: rozpustite v horticej vode 100 g heptamolybdénanu amoénneho (NH,)
6M0;0,4.4H,0. Pridajte 10 ml amoniaku (hustota 0,91 g/ml) a dopliite vodou na objem 1 liter.

Roztok vanadi¢nanu aménneho: rozpustite 2,35 g vanadicnanu aménneho NH4VO; v 400 ml horticej vody. Za
staleho mieSania pomaly pridajte 20 ml zriedenej kyseliny dusi¢nej (7 ml HNO; (3.4) + 13 ml H,O a dopliite
vodou na objem 1 liter.

Standardny roztok 1 mg fosforu na 1 ml: vo vode rozpustite 4,387 g dihydrofosfore¢nanu draselného KH,PO,.
Dopliite vodou na objem 1 liter.

Pristrojové vybavenie

Kremenné, porceldnové alebo platinové spalovacie tégliky.

Elektrickd muflovd pec s termostatom nastavend na 550 °C.

250 ml Kjeldahlova banka.

Odmerné banky a presné pipety.

Spektrofotometer.

Skimavky o priemere priblizne 16 mm so zdtkami o priemere 14,5 mm a s objemom 25 az 30 ml.
Postup

Priprava roztoku

Pripravte roztok podla druhu vzorky, ako je uvedené v bode 5.1.1 alebo 5.1.2.
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Obvykly postup

pridajte 20 ml kyseliny sirovej (3.5), pretrepte, aby sa litka dplne nasytila kyselinou a aby sa zamedzilo jej
prilepeniu na steny banky, zahrejte a 10 mindt udrZujte na bode varu. Nechajte pomaly vychladndt, pridajte 2 ml
kyseliny dusi¢nej (3.4), jemne zahrejte, nechajte pomaly vychladnit, pridajte trochu viac kyseliny dusicnej (3.4)
a privedte znovu do bodu varu. Tento postup opakujte, az kym neziskate bezfarebny roztok. Ochladte, pridajte
trochu vody, zlejte kvapalinu do 500 ml odmernej banky, Kjeldahlovu banku vyplachnite hortcou vodou.
Nechajte vychladnut, dopliite vodou do celkového objemu, zhomogenizujte a prefiltrujte.

Vzorky obsahujice organické ldtky a vzorky bez dihydrofosforec¢nanov vdpenatych
a horec¢natych

Navézte 2,5 g vzorky s presnostou na 1 mg do spalovacicho téglika. Miesajte skiisobni vzorku, az kym sa tiplne
nespoji s 1 g uhlicitanu vépenatého (3.1). Spopolnujte v peci pri teplote 550 °C, az kym neziskate biely alebo
sivy popol (malé mnozstvo dreveného uhlia neprekdza). Preneste popol do 250 ml kadicky. Pridajte 20 ml vody
a kyselinu chlorovodikovi (3.2), aZ kym neprestane Sumiet. Pridajte d'alsich 10 ml kyseliny chlorovodikovej (3.2).
Ulozte kadicku do pieskového kipela a odparujte do sucha, ¢im sa kremen prevedie na nerozpustnii formu.
Rozpustite zvy$ok v 10 ml kyseliny dusi¢nej (3.3) a varte v pieskovom kiipeli alebo na vyhrievacej platni 5 mindt
bez odparovania do sucha. Zlejte kvapalinu do 500 ml odmernej banky, kadicku niekolkokrat vyplachnite
horticou vodou. Nechajte vychladnt, objem doplitte vodou, zhomogenizujte a prefiltrujte.

Vyfarbenie a meranie optickej hustoty

Zried'te alikvotnii Cast filtrdtu ziskaného podla bodu 5.1.1 alebo 5.1.2, aby ste ziskali koncentréciu fosforu, nie

¢inidla (3.6). Zhomogenizujte a nechajte odstdt najmenej 10 mindt pri teplote 20 °C. Zmerajte optickd hustotu
v spekrofotometri pri 430 nm oproti roztoku ziskanému pridanim 10 ml molybdatovanddového ¢inidla (3.6) do
10 ml vody.

Kalibracnd krivka

Zo standardného roztoku (3.7) pripravte roztoky obsahujtce 5, 10, 20, 30 a 40 pg fosforu na ml. Zoberte 10 ml
z kazdého roztoku a pridajte do nich 10 ml molybdatovanddového cinidla (3.6). Zhomogenizujte a nechajte
odstdt najmenej 10 minit pri teplote 20 °C. Zmerajte optickil hustotu, ako je uvedené v bode 5.2. Zostrojte
kalibra¢nt krivku vynesenim optickych hustot oproti zodpovedajicim mnozstvdm fosforu. Pri koncentrdcidch
medzi 0 a 40 pg bude krivka linedrna.

Vypolet vysledkov

Pouzitim kalibracnej krivky stanovte mnozstvo fosforu v skiisobnej vzorke.
Vysledok vyjadrite ako percentd zo vzorky.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na tej istej vzorke nesmie presiahnut:
— 3 % relativnych z hodnoty vyssieho vysledku pri obsahu fosforu nizsom ako 5 %,

— 0,15 % v absoldtnej hodnote pri obsahu fosforu 5 % alebo viac.

Q. STANOVENIE CHLORU Z CHLORIDOV
Ukel a oblast

Této metéda umoziuje stanovif mnozstvo chléru v chloridoch rozpustnych vo vode, bezne vyjadrené ako
chlorid sodny. Uplatiiuje sa v pripade vSetkych krmiv.

Podstata met6dy

Chloridy sa rozpustia vo vode. Ak produkt obsahuje organické latky, vyciri sa. Roztok sa mierne okysli kyselinou
dusi¢nou a chloridy sa vyzrdzaji vo forme chloridu strieborného roztokom dusi¢nanu strieborného. Prebytok
dusi¢nanu strieborného sa stitruje roztokom tiokyanatanu aménneho Volhardovou metédou.
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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.

Chemikalie

Roztok tiokyanatanu aménneho 0,1 mol/liter.

Roztok dusi¢nanu strieborného 0,1 mol/liter.

Nasyteny roztok siranu Zelezito-amonneho (NH4)Fe(SO4),.
Kyselina dusi¢nd, hustota: 1,38 g/ml.

Dietyléter.

Aceton.

Carrezovo ¢inidlo I: rozpustite vo vode 21,9 g dihydratu octanu zino¢natého Zn(CH;COO), 2H,0 a 3 g ladovej
kyseliny octovej. Doplitte objem vodou na 100 ml.

Carrezovo ¢inidlo II: rozpustite vo vode 10,6 g trihydrétu ferokyanidu draselného, K, Fe (CN)g 3H,0. Dopliite
objem vodou na 100 ml.

Aktivne uhlie, ktoré neobsahuje chloridy a ani ich neabsorbuje.

Pristrojové vybavenie

Mixér (trepacka): priblizne 35 az 40 ot/min.

Postup
Priprava roztoku

Pripravte roztok podla druhu vzorky, ako je uvedené v bodoch 5.1.1, 5.1.2 alebo 5.1.3.
Zéroven vykonajte slepy pokus bez pouzitia vzorky, ktord sa mé analyzovat.

Vzorky bez organickych ldtok

Navazte s presnostou na 1 mg vzorku v mnozstve najviac 10 g, aby obsahovala najviac 3 g chléru vo forme
chloridov. Vlozte spolu so 400 ml vody do 500 ml odmernej banky pri teplote priblizne 20 °C. Miesajte po dobu
tridsat mindt v trepacke, dopliite na pozadovany objem, zhomogenizujte a prefiltrujte.

Vzorky s obsahom organickych litok, okrem produktov uvedenych v bode 5.1.3

Navdzte priblizne 5 g vzorky s presnostou na 1 mg a vlozte spolu s 1 g aktivneho uhlia do 500 ml odmernej
banky. Pridajte 400 ml vody pri teplote priblizne 20 °C a 5 ml Carrezovho ¢inidla I (3.7), miesajte 30 sekdnd
a pridajte 5 ml Carrezovho cinidla II (3.8). MieSajte po dobu tridsat mintit v trepacke, dopliite na poZadovany
objem, zhomogenizujte a prefiltrujte

Tepelne upravené krmivd, lanové vylisky a mucka, produkty bohaté na lanovi
mucku a ostatné produkty bohaté na slizovité alebo na koloidné ldtky (napr.
dextrinovany $krob)

Pripravte roztok postupom opisanym v bode 5.1.2, ale bez filtricie. Nechajte usadit (podla potreby odstredte),
odoberte 100 ml supernatantu a preneste do 200 ml odmernej banky. Zmiesajte s acetonom (3.6) a doplnte na
pozadovany objem tymto rozpustadlom, zhomogenizujte a prefiltrujte.

Titrdcia

Do Erlenmeyerovej banky napipetujtev 25 ml az 100 ml filtrdtu (podla predpokladaného obsahu chléru)
ziskaného podla bodov 5.1.1, 5.1.2 alebo 5.1.3. Primerand ¢ast nesmie obsahovat viac ako 150 mg chléru (Cl).
Podla potreby zriedte vodou na objem najmenej 50 ml, pridajte 5 ml kyseliny dusi¢nej (3.4), 20 ml nasyteného
roztoku siranu Zelezito-aménneho (3.3) a z byrety naplnenej po nulovii znacku 2 kvapky roztoku tiokyanatanu
aménneho (3.1). Byretou pridajte roztok dusi¢nanu strieborného (3.2), tak aby bol v prebytku 5 ml. Pridajte 5 ml
dietyléteru (3.5) a intenzivne pretrepte, aby sa vytvorila zrazenina. Prebytok dusi¢nanu strieborného stitrujte
roztokom tiokyanatanu aménneho (3.1) az do vzniku jednu minditu trvajiceho ¢ervenkasto-hnedého sfarbenia.
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7.1.

7.2.

7.3.

Vypocet vysledkov

Mnozstvo chléru (X) vyjadrené ako % chloridu sodného sa vypocita pomocou tohto vzorca:

B 5,845 X (V] _Vz)
N m

X

kde:

V; = ml pridaného roztoku dusi¢nanu strieborného 0,1 molfl,
V, = ml roztoku tiokyanatanu aménneho 0,1 mol/l pouzitého na titrdciu,
m = hmotnost vzorky.

Ak slepy pokus naznacil, Ze roztok dusicnanu strieborného 0,1 mol/l sa spotreboval, odpocitajte tito hodnotu
od objemu (V; = V)).

Pozndmky

Titrdciu moZno vykonat aj potenciometricky.
Produkty velmi bohaté na oleje a tuky najskor odtucnite dietyléterom alebo petroléterom.

V pripade rybej micky mozno titrdciu vykonat Mohrovou metédou.
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PRILOHA IV

METODY ANALYZY NA KONTROLU OBSAHU POVOLENYCH DOPLNKOVYCH LATOK V KRMIVACH

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.1.

3.12.1.

A.  STANOVENIE VITAMINU A
Ukel a oblast

Tdto metéda umoziuje stanovit obsah vitaminu A (retinolu) v krmivich a premixoch. Vitamin A zahfna
all-trans-retinyl alkohol a jeho cis-izoméry, ktoré sa stanovia touto metédou. Obsah vitaminu A sa vyjadri
v medzindrodnych jednotkich (m.j.) na kg. Jedna m.j. zodpovedd aktivite 0,300 pg all-trans-vitamin A alkoholu
alebo 0,344 pg all-trans-vitamin A acetdtu alebo 0,550 pg all-trans-vitamin A palmitdtu.

Limit kvantifikdcie je 2 000 m. j. vitamin A/kg.

Podstata metédy

Vzorka sa hydrolyzuje etanolovym roztokom hydroxidu draselného a vitamin A sa extrahuje do petroléteru.
Rozpustadlo sa odstrani odparenim a zvy3ok sa rozpusti v metanole a v pripade potreby sa zriedi na pozadovani
koncentraciu. Obsah vitaminu A sa stanovi na reverznej faze vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou
(RP-HPLC) pouzitim UV detektora alebo fluorescenéného detektora. Chromatografické parametre sa vyberaji
tak, aby nedoslo k oddeleniu all-trans-vitamin A alkoholu a jeho cis-izomérov.

Chemikdlie

Etanol, 6 = 96 %

Petroléter, rozpitie bodu varu 40 °C — 60 °C

Metanol

Roztok hydroxidu draselného ¢ = 50 g/100 ml

Roztok askorbdtu sodného ¢ = 10 g/100 ml (pozri pozndmku 7.7)

Sulfid sodny, Na,S - x H,O (x =7 - 9)

Roztok sulfidu sodného, ¢ = 0,5 mol/l v glycerole, § = 120 g/l (pre x = 9) (pozri pozndmku 7.8)
Roztok fenolftaleinu, ¢ = 2 g/100 ml v etanole (3.1)

2-Propanol

Mobilnd fiza pre HPLC: zmes metanolu (3,3) a vody, napr. 980 + 20 (v + v). Presny pomer sa stanovi podla
charakteristiky pouzitej kolény

Dusik bez obsahu kyslika
All-trans-vitamin A acetdt, extra Cisty, so zarucenou aktivitou, napr. 2,80 x 10° m,j./g

Zasobny roztok all-trans-vitamin A acetdtu: do 100 ml odmernej banky navdzte 50 mg acetdtu vitaminu
A s presnostou na 0,1 mg (3.11). Rozpustte v 2-propanole (3.8) a doplnite po znacku tym istym rozpastadlom.
Nomindlna koncentrécia tohto roztoku je 1 400 m.j. vitaminu A na ml. Presny obsah sa musi stanovit podla
bodu 5.6.3.1.

All-trans-vitamin A palmitat, extra Cisty, so zarucenou aktivitou, napr. 1,80 x 10° m.j./g

Zdsobny roztok all-trans-vitamin A palmitdtu: do 100 ml odmernej banky navdzte 80 mg acetitu vitaminu
A s presnostou na 0,1 mg (3.12). Rozpustte v 2-propanole (3.8) a dopliite po znacku tym istym rozptistadlom.
Nomindlna koncentrécia tohto roztoku je 1 400 m.j. vitaminu A na ml. Presny obsah sa musi stanovit podla
bodu 5.6.3.2.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1.

5.2.

2,6-di-terc-butyl-4-metylfenol (BHT) (pozri poznimku 7.5)

Pristrojové vybavenie

Rota¢nd vikuovd odparka

Hnedé sklo

Kuzelova banka alebo banka s rovaym dnom, 500 ml, so zdbrusovym hrdlom

Odmerné banky so zdbrusovymi zdtkami, s tzkym hrdlom, 10, 25, 100 a 500 ml

Oddelovacie lieviky, konické, 1 000 ml, so zdbrusovymi zatkami

Hruskovité banky, 250 ml, so zdbrusovymi hrdlami

Allihnov chladi¢, dfzka plsta 300 mm, so zébrusovym spojom, s pripojkou na privod plynu

Skladany filtracny papier na fazovi separdciu, priemer 185 mm (napr. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)
Pristroj HPLC so vstrekovacim systémom

Koléna na kvapalnd chromatografiu, 250 mm x 4 mm, s népliiou Cyg, 5 alebo 10 pm alebo ekvivalentnd
(kritérium G¢innosti: za uvedenych podmienok HPLC len jeden pik pre vietky all-retinolové izoméry)

UV alebo fluorescencny detektor s nastavitelnou vinovou dizkou
Spektrofotometer s 10 mm kremennymi kyvetami

Vodny kipel s magnetickym mie$anim

Extrakénd aparattira (pozri obrazok 1) pozostévajica zo:
skleneného valca s objemom 1 1, so zdbrusovym hrdlom a zitkou;

sklenenej vlozky so zdbrusom, s bocnym ramenom a s nastavitelnou trubicou vedenou stredom. Nastavitelnd
rirka musi mat spodny koniec v tvare pismena U a na opaénom konci stricku tak, aby vrchnd tekutd vrstva vo
valci mohla byt prenesend do oddelovacieho lievika.

Postup

Pozndmka: Vitamin A je citlivy na (UV) svetlo a na oxiddciu. V3etky ¢innosti sa musia vykondvat bez svetla
(pouzivat tmavé sklo alebo sklo obalené hlinikovou féliou) a kyslika (vytlaci sa dusikom). Pocas
extrakcie sa vzduch nad kvapalinou nahradi dusikom (zabrante nadbytocnému tlaku obcasnym
uvolnenim zétky).

Priprava vzorky

Zomelte vzorku tak, aby presla sitom o velkosti 6k 1 mm, pricom zabrante, aby sa pri mlet{ zohriala. Mletie sa
musi vykonat tesne pred navdzenim a zmydelnenim, inak moze dojst k stratdm vitaminu A.

Zmydelnenie

V zdvislosti od obsahu vitaminu A navdzte 2 g az 25 g vzorky s presnostou na 1 mg do 500 ml banky s rovnym
dnom alebo do kuzelovej banky (4.2.1). Do banky sa postupne pridd za krizenia 130 ml etanolu (3.1), priblizne
100 mg BHT (3.13), 2 ml roztoku askorbatu sodného (3.5) a 2 ml roztoku sulfidu sodného (3.6). Pripevnite
chladi¢ (4.3) k banke a ponorte banku do vodného kiipela s magnetickym mieSanim (4.7). Zahrejte az do varu
a nechajte 5 mindt refluxovat. Potom pridajte cez chladi¢ (4.3) 25 ml roztoku hydroxidu draselného (3.4)
a nechajte refluxovat dalsich 25 mintit za mieSania pod slabym pradom dusika. Potom chladi¢ vypldchnite
priblizne 20 ml vody a ochlad'te obsah banky na laboratérnu teplotu.
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5.3.

5.3.1.

5.4.

5.5.

Extrakcia

Po dekantdcii a po premyti celkovym objemom 250 ml vody zmydelneny roztok kvantitativne preneste do
1 000 ml oddelovacieho lievika (4.2.3) alebo do extrakénej aparatdry (4.8). Vymyte zmydelnovaciu banku
postupne 25 ml etanolu (3.1) a 100 ml petroléteru (3.2) a preneste ticto kvapaliny do oddelovacieho lievika
alebo do extrakénej aparatary. Pomer vody a etanolu v zmie$anom roztoku musi byt okolo 2 : 1. Oddelovacim
lievikom intenzivne pretrepdvajte 2 mintty a potom nechajte 2 mindty usadit.

Extrakcia s pouzitim oddelovacieho lievika (4.2.3)

Po oddeleni vrstiev (pozri pozndmku 7.3) preneste vrstvu petroléteru do dalsieho oddelovacieho lievika (4.2.3).
Zopakuijte tito extrakciu dvakrdt so 100 ml petroléteru (3.2) a dvakrdt s 50 ml petroléteru (3.2).

Spojené extrakty premyte dvakrdt 100 ml vody v oddelovacom lieviku miernym krizenim (aby sa zabrénilo
vytvoreniu emulzie) a potom opakovanym pretrepanim dal$imi 100 ml vody, az kym voda nezostane po pridani
roztoku fenolftaleinu (3.7) bezfarebnd (premytie Styrikrdt zvycajne postacuje). Premyty extrakt prefiltrujte do
500 ml odmernej banky (4.2.2) cez suchy skladany filter na fizovt separdciu (4.4), aby sa odstranila v3etka
suspendovand voda. Oddelovaci lievik a filter opldchnite 50 ml petroléteru (3.2), banku doplite po znacku
petroléterom (3.2) a dobre zamieSajte.

Extrakcia v extrakénej aparatiire (4.8)

Po oddeleni vrstiev (pozri pozndmku 7.3) vymeite zitku skleneného valca (4.8.1) za sklenend vlozku so
zdbrusom (4.8.2) a nastavte spodny koniec nastavitelnej rirky v tvare pismena U tak, aby bol tesne nad hladinou.
Pomocou tlaku dusika do bo¢ného ramena preneste hornd vrstvu petroléteru do 1 000 ml oddelovacieho lievika
(4.2.3). Do skleneného valca pridajte 100 ml petroléteru (3.2), zazdtkujte a dobre premiesajte. Nechajte oddelit
vrstvy a hornt vrstvu preneste opit do oddelovacieho lievika. Opakujte extrakciu dalsimi 100 ml petroléteru
(3.2), potom dvakrit po 50 ml petroléteru (3.2) a vrstvy petroléteru pridajte do oddelovacieho lievika.

Spojené extrakty petroléteru premyte postupom opisanym v bode 5.3.1. a dalej postupujte podla tohto bodu.

Priprava roztoku vzorky pre HPLC

Alikvotndi ¢ast roztoku petroléteru (z 5.3.1. alebo 5.3.2) napipetujte do 250 ml hruskovitej banky (4.2.4).
Odparte rozpustadlo takmer dosucha v rotacnej vikuovej odparke (4.1) za znizeného tlaku pri teplote kipela
nepresahujicej 40 °C. Obnovte atmosféricky tlak vpustenim dusika (3.10) a vyberte banku z rotacnej odparky.
Odstrante zvy$né rozpustadlo pridom dusika (3.10) a zvySok ihned rozpustite v zndmom objeme (10 — 100 ml)
metanolu (3.3) (koncentrdcia vitaminu A musi byt v rozsahu od 5 m.j./ml do 30 m.j./ml).

Stanovenie HPLC

Vitamin A sa oddeli na reverznej fize kolény Cig (4.5.1) a koncentrdcia sa zmeria UV detektorom (325 nm)
alebo fluorescenénym detektorom (excitdcia: 325 nm, emisia: 475 nm) (4.5.2).

Vstreknite alikvotnt Cast (napr. 20 pl) roztoku metanolu ziskaného podla bodu 5.4 a vymyte mobilnou fizou
(3.9). Vypocitajte priemernti vysku (plochu) piku niekolkych ndstrekov roztoku tej istej vzorky a priemern
vysku (plochu) piku niekolkych ndstrekov kalibra¢nych roztokov (5.6.2).

Podmienky HPLC

Odportcané st nasledujice podmienky; iné podmienky sa modzu pouzif, ak zabezpecia dosiahnutie
ekvivalentnych vysledkov.

Koléna na kvapalinovii 250 mm x 4 mm, s ndpliiou C;g, 5 alebo 10 pm, alebo ekvivalentnd
chromatografiu (4.5.1):

Mobilnd fiza (3.9): zmes metanolu (3.3) a vody napr. 980 + 20 (v + v).
Prietokova rychlost: 1 - 2 ml/min
Detektor (4.5.2): UV detektor (325 nm) alebo fluorescen¢ny detektor

(excitdcia: 325 nm, emisia: 475 nm)
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5.6.3.1.

5.6.3.2.

5.6.3.3.

Kalibrdcia
Priprava pracovnych Standardnych roztokov

Do 500 ml banky s rovnym dnom alebo do kuZelovej banky (4.2.1) napipetujte 20 ml zdsobného roztoku
vitamin A acetdtu (3.11.1) alebo 20 ml zdsobného roztoku vitamin A palmititu (3.12.1) a hydrolyzujte
podla bodu 5.2, ale nepridédvajte BHT. Nésledne extrahujte petroléterom (3.2) podla bodu 5.3 a doplnte
petroléterom na 500 ml (3.2). Odparte 100 ml tohto roztoku na rotacnej odparke (pozri bod 5.4) takmer
dosucha, odstrante zvysné rozputstadlo pradom dusika (3.10) a zvySok opit rozpustite v 10,0 ml metanolu (3.3).
Nomindlna koncentricia tohto roztoku je 560 m.j. vitaminu A na ml. Presny obsah sa musi stanovit podla
bodu 5.6.3.3. Pracovny $tandardny roztok sa musi pripravovat Cerstvy tesne pred pouzitim.

2,0 ml tohto pracovného $tandardného roztoku napipetujte do 20 ml odmernej banky, doplitte metanolom po
znacku (3.3) a premiesajte. Nomindlna koncentrdcia tohto zriedeného pracovného Standardného roztoku je
56 m.,j. vitaminu A na ml.

Priprava kalibra¢nych roztokov a kalibracny graf

Do 20 ml odmernych baniek postupne preneste 1,0, 2,0, 5,0 a 10,0 ml zriedeného pracovného Standardného
roztoku, doplitte metanolom po znacku (3.3) a zamiesajte. Nomindlne koncentracie tychto roztokov st 2,8, 5,6,
14,0 a 28,0 m.j. vitaminu A na ml.

Niekolkokrdt vstreknite 20 pl kazdého kalibra¢ného roztoku a stanovte priemernt vysku (plochu) piku.
Z priemernych vy3sok (ploch) pikov zostrojte kalibra¢ny graf s ohladom na vysledky UV kontroly (5.6.3.3).

UV $tandardizdcia $tandardnych roztokov
Zisobny roztok vitamin A acetdtu

Do 50 ml odmernej banky (4.2.2) napipetujte 2,0 ml zdsobného roztoku vitamin A acetdtu (3.11.1) a dopliite po
znacku 2-propanolom (3.8). Nomindlna koncentricia tohto roztoku je 56 m,j. vitaminu A na ml. Do 25 ml
odmernej banky napipetujte 3,0 ml tohto zriedeného roztoku vitamin A acetitu a dopliite po znacku
2-propanolom (3.8). Nomindlna koncentracia tohto roztoku je 6,72 m.j. vitaminu A na ml. V spektrofotometri
(4.6) zmerajte UV spektrum tohto roztoku proti 2-propanolu (3.8) v rozmedzi 300 nm a 400 nm. Extink¢né
maximum musi byt medzi 325 nm a 327 nm.

Vypocet obsahu vitaminu A:
m,j. vitaminu A/ml = E355 x 19,0
(E} % pre vitamin A acetdt = 1 530 pri 326 nm v 2-propanole)

Zisobny roztok vitamin A palmitdtu

Do 50 ml odmernej banky (4.2.2) napipetujte 2,0 ml zdsobného roztoku vitamin A palmitatu (3.12.1) a doplnte
po znacku 2-propanolom (3.8). Nomindlna koncentracia tohto roztoku je 56 m.j. vitaminu A na ml. Do 25 ml
odmernej banky napipetujte 3,0 ml tohto zriedeného roztoku vitamin A palmititu a doplite po znacku
2-propanolom (3.8). Nomindlna koncentricia tohto roztoku je 6,72 m.j. vitaminu A na ml. V spektrofotometri
(4.6) zmerajte UV spektrum tohto roztoku proti 2-propanolu (3.8) v rozmedz{ 300 nm a 400 nm. Extinkéné
maximum mus{ byt medzi 325 nm a 327 nm.

Vypocet obsahu vitaminu A:
m,j. vitaminu A/ml = E355 x 19,0
(E1 % pre vitamin A palmitdt = 957 pri 326 nm v 2-propanole)

Pracovny $tandardny roztok vitaminu A

Do 50 ml odmernej banky (4.2.2) napipetujte 3,0 ml nezriedeného pracovného standardného roztoku
vitaminu A pripraveného podla bodu 5.6.1 a dopliite po znacku 2-propanolom (3.8). Do 25 ml odmernej banky
napipetujte 5,0 ml tohto roztoku a doplitte po znacku 2-propanolom (3.8). Nomindlna koncentrdcia tohto
roztoku je 6,72 m,j. vitaminu A na ml. V spektrofotometri (4.6) zmerajte UV spektrum tohto roztoku proti
2-propanolu (3.8) v rozmedzi 300 nm a 400 nm. Extink¢né maximum mus{ byt medzi 325 nm a 327 nm.
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7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

Vypocet obsahu vitaminu A:
m,j. vitaminu A/ml = Es,5 x 18,3

(E} % pre vitamin A alkohol = 1 821 pri 325 nm v 2-propanole)

cm

Vypocet vysledkov

Z priemernej vysky (plochy) piku vitaminu A v roztoku vzorky stanovte koncentrdciu roztoku vzorky v m.j./ml
porovnanim s kalibra¢nym grafom (5.6.2).

Obsah w vitaminu A v m.j./kg vzorky sa vypocita podla vzorca:

500 x ¢ x V, x 1 000
W=
V1><m

[m.j./kg]

kde:

¢ = koncentrdcia vitaminu A v roztoku vzorky (5.4) v m,j./ml,

V; = objem roztoku vzorky (5.4) v ml,
V, = objem alikvotnej Casti z 5.4 v ml,
m = hmotnost navazky vzorky v g.
Pozndmky

V pripade vzoriek s nizkou koncentraciou vitaminu A je vhodné spojit extrakty petroléteru z dvoch davok po
zmydelneni (navaZované mnozstvo: 25 g) do jedného roztoku vzorky pre stanovenie HPLC.

Navdzka vzorky odobratej na analyzu nesmie obsahovat viac ako 2 g tuku.

Ak nedojde k oddeleniu fiz, pridajte priblizne 10 ml etanolu (3.1) aby sa narusila emulzia.

V pripade oleja z treicej pecene a inych cistych tukov sa mé as zmydelnenia predlZif na 45 — 60 mindt.
Namiesto BHT sa moze pouzit hydrochinén

Pouzitim kol6ény s normélnou fizou je mozné oddelif izoméry retinolu. Avsak v takomto pripade sa vysky
(plochy) vsetkych pikov cis a trans izomérov musia pri vypocte spocitat.

Namiesto roztoku askorbdtu sodného sa moze pouzit priblizne 150 mg kyseliny askorbovej.
Namiesto roztoku sulfidu sodného sa moze pouzit priblizne 50 mg EDTA.
V pripade analyzy vitaminu A v ndhradkdch mlicka je potrebné venovat Specificki pozornost:

—  pri zmydelovani (5.2): v dosledku mnozstva tuku pritomného vo vzorke bude pravdepodobne potrebné
zvysit mnozstvo roztoku hydroxidu draselného (3.4),

—  pri extrakeii (5.3): v dosledku pritomnosti emulzii bude pravdepodobne potrebné zmenit pomer 2 : 1
medzi vodou a etanolom.

Pri kontrole, ¢i uplatnend metéda analyzy vedie k spolahlivym vysledkom na tejto $pecifickej hmote (ndhradka
mlieka), sa md na dalsej skiiSobnej vzorke vykonat skiiska ndvratnosti. Ak je miera ndvratnosti nizia ako 80 %,
analyticky vysledok sa musi upravit s ohladom na névratnost.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na tej istej vzorke nesmie presiahnut 15 %
relativnych z vyssicho vysledku
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9.

0

Vysledky medzilaboratérneho Stidia ()

. Premixové Minerélny kon- Bielkovinové Krmivo pre pra-
Premix : A . N

krmivo centrat krmivo siatka
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
Eriemer [m,j./ 17,02 x 10° 1,21 x 10° 537100 151 800 18 070
gl
s, [m,j.[kg] 0,51 x 10° 0,039 x 10° 22080 12 280 682
r [mj./ke] 1,43 x 10 0,109 x 10° 61824 34 384 1910
CV; [ %] 3,0 3,5 4,1 8,1 3,8
sg [m,j./kg] 1,36 x 10° 0,069 x 10° 46 300 23060 3614
R [mj./kg] 3,81 x 10° 0,193 x 10 129 640 64 568 10119
CVi [ %] 8,0 6,2 8,6 15 20
L = pocet laboratérif
n = pocet jednotlivych hodnot
s, = smerodajnd odchylka opakovatelnosti
sg = smerodajnd odchylka reprodukovatelnosti
r = opakovatelnost
R = reprodukovatelnost

CV, = varia¢ny koeficient opakovatelnosti
CVy = varia¢ny koeficient reprodukovatelnosti

Vykonala pracovnd skupina v oblasti krmiv Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Obrazok 1: Extrakénéa aparatura (4.8)

A

i

Skleneny valec (4.8.1)
(vyska priblizne 48 cm)
\ Sklenena vlozka (4.8.2)

(dizka priblizne 45 cm)

-.— Nastavitelna trubica

Vrstva petroléteru

Hydratac¢na vrstva
+

zmydelnena zlozka
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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.

4.1.

4.2.

B. STANOVENIE VITAMINU E
Ucel a oblast

Tato metéda umoziuje stanovit obsah vitaminu E v krmivach a premixoch. Obsah vitaminu E sa vyjadruje ako
mg DL-a-tokoferol acetdtu na kg. 1 mg DL-a-tokoferol acetdtu zodpoveda 0,91 mg DL-a-tokoferolu (vitamin E).

Limit kvantifikdcie je 2 mg vitaminu E/kg. Tento limit je mozné dosiahnut len fluorescenc¢nym detektorom. Pri
UV detektore je limit kvantifikdcie 10 mg/kg.

Podstata metédy

Vzorka sa hydrolyzuje etanolovym roztokom hydroxidu draselného a vitamin E sa extrahuje do petroléteru.
Rozptstadlo sa odstrani odparenim a zvySok sa rozpusti v metanole a v pripade potreby sa zriedi na pozadovant
koncentrdciu. Obsah vitaminu E sa stanovi na reverznej fize vysokoti¢cinnou kvapalinovou chromatografiou
(RP-HPLC) pouzitim fluorescenéného detektora alebo UV detektora.

Chemikalie

Etanol, 0 = 96 %

Petroléter, rozpitie bodu varu 40 °C — 60 °C

Metanol

Roztok hydroxidu draselného ¢ = 50 g/100 ml

Roztok askorbitu sodného, ¢ = 10 g/100 ml (pozri pozndmku 7.7)

Sulfid sodny, Na,S - x H,O (x =7 - 9)

Roztok sulfidu sodného, ¢ = 0,5 mol/l v glycerole, f = 120 g/l (pre x = 9) (pozri pozndmku 7.8)
Roztok fenolftaleinu, ¢ = 2 g/100 ml v etanole (3.1)

Mobilnd fiza pre HPLC: zmes metanolu (3.3) a vody, napr. 980 + 20 (v + v). Presny pomer sa stanovi podla
charakteristiky pouzitej kolony.

Dusik bez obsahu kyslika
DL-a-tokoferol acetdt, extra €isty, so zarucenou aktivitou

Zasobny roztok DL-a-tokoferol acetdtu: do 100 ml odmernej banky navdzte 100 mg DL-a-tokopherol acetdtu
(3.10) s presnostou na 0,1 mg. Rozpustite v etanole (3.1) a doplitte po znacku tym istym rozptstadlom. 1 ml
tohto roztoku obsahuje 1 mg DL-a-tocoferol acetitu (pozri UV kontrolu v bode 5.6.1.3 a stabiliziciu
v pozndmke 7.4).

DL-a-tokoferol, extra Cisty, so zarucenou aktivitou

Zéasobny roztok DL-a-tokoferolu: do 100 ml odmernej banky navdzte 100 mg DL-a-tokopherolu (3.11)
s presnostou na 0,1 mg. Rozpustite v etanole (3.1) a dopliite po znacku tym istym rozpuastadlom. 1 ml tohto
roztoku obsahuje 1 mg DL-a-tokoferolu (pozri UV kontrolu v bode 5.6.2.3 a stabiliziciu v poznimke 7.4).

2,6-di-terc-butyl-4-metylfenol (BHT) (pozri pozndmku 7.5)

Pristrojové vybavenie

Filmova rotacnd odparka
Hnedé sklo

Banky s rovnym dnom alebo kuzelové banky, 500 ml, so zdbrusovym hrdlom
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4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

5.1.

5.2.

5.3.

Odmerné banky so zdbrusovymi zdtkami, s Gizkym hrdlom, 10, 25, 100 a 500 ml
Oddelovacie lieviky, konické, 1 000 ml, so zdbrusovymi zdtkami

Hruskovité banky, 250 ml, so zdbrusovym hrdlom

Allihnov chladi¢, dlzka pldsta 300 mm, so zdbrusovym spojom, s pripojkou na privod plynu

Skladany filtra¢ny papier na oddelenie fiz, priemer 185 mm (napr. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)

HPLC zariadenie so vstrekovacim systémom

Koléna na kvapalinovii chromatografiu, 250 mm x 4 mm, s ndpliiou Cyg, 5 alebo 10 pm alebo ekvivalentnd
Fluorescenény alebo UV detektor s nastavitelnou vinovou dizkou

Spektrofotometer s 10 mm kremennymi kyvetami

Vodny kdapel s magnetickym mie$anim

Extrak¢nd aparatiira (pozri obrdzok 1) pozostavajiica zo:

skleneného valca s objemom 1 1, so zdbrusovym hrdlom a zitkou;

sklenenej vlozky so zdbrusom, s boénym ramenom a s nastavitelnou rirkou vedenou stredom. Nastavitelnd
rurka musi mat spodny koniec v tvare pismena U a na opaénom konci stricku tak, aby vrchnd tekutd vrstva vo
valci mohla byt prenesend do oddelovacieho lievika.

Postup

Pozndmka: Vitamin E je citlivy na (UV) svetlo a na oxidiciu. V3etky ¢innosti sa maji vykondvat bez svetla
(pouzivat tmavé sklo alebo sklo obalené hlinikovou féliou) a kyslika (vytlaci sa dusikom). Pocas
extrakcie sa vzduch nad kvapalinou nahradi dusikom (zabrdnte nadbytoénému tlaku obc¢asnym
uvolnenim zdtky).

Priprava vzorky

Zomelte vzorku tak, aby presla sitom o velkosti 0k 1 mm, pricom zabrafite, aby sa pri mleti zohriala. Mletie sa
musi vykonat tesne pred navdzenim a zmydelnenim, inak moze dojst k stratém vitaminu E.

Zmydelnenie

V zdvislosti od obsahu vitaminu E navézte 2 g az 25 g vzorky s presnostou na 0,01 g do 500 ml banky s rovnym
dnom alebo do kuzelovej banky (4.2.1). Do banky sa postupne pridd za kriizenia 130 ml etanolu (3.1), priblizne
100 mg BHT (3.12), 2 ml roztoku askorbatu sodného (3.5) a 2 ml roztoku sulfidu sodného (3.6). Pripevnite
chladi¢ (4.3) k banke a ponorte banku do vodného kipela s magnetickym miesanim (4.7). Zahrejte az do varu
a nechajte 5 mindt refluxovat. Potom pridajte cez chladi¢ (4.3) 25 ml roztoku hydroxidu draselného (3.4)
a nechajte refluxovat dalsich 25 mindit za mieSania pod slabym pradom dusika. Potom chladi¢ vyplachnite
priblizne 20 ml vody a ochladte obsah banky na laborat6rnu teplotu.

Extrakcia

Po dekantdcii a po premyti celkovym objemom 250 ml vody zmydelneny roztok kvantitativne preneste do
1 000 ml oddelovacieho lievika (4.2.3) alebo do extrakénej aparatdry (4.8). Vymyte zmydelnovaciu banku
postupne 25 ml etanolu (3.1) a 100 ml petroléteru (3.2) a preneste ticto kvapaliny do oddelovacieho lievika
alebo do extrakénej aparatary. Pomer vody a etanolu v zmie$anom roztoku musi byt okolo 2 : 1. Oddelovacim
lievikom intenzivne pretrepdvajte 2 mindty a potom nechajte 2 mindty usadit.

Extrakcia s pouzitim oddelovacieho lievika (4.2.3)

Po oddeleni vrstiev (pozri pozndmku 7.3) preneste vrstvu petroléteru do dalsieho oddelovacieho lievika (4.2.3).
Zopakujte tito extrakciu dvakrat so 100 ml petroléteru (3.2) a dvakrdt s 50 ml petroléteru (3.2).
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5.4.

5.5.

5.6.

5.6.1.1.

Spojené extrakty premyte dvakrdt 100 ml vody v oddelovacom lieviku miernym krizenim (aby sa zabrénilo
vytvoreniu emulzie) a potom opakovanym pretrepanim dalsimi 100 ml vody, az kym voda nezostane po pridani
roztoku fenolftaleinu (3.7) bezfarebnd (premytie Styrikrdt zvycajne postacuje). Premyty extrakt prefiltrujte do
500 ml odmernej banky (4.2.2) cez suchy skladany filter na fizovd separdciu (4.4), aby sa odstrdnila vietka
suspendovand voda. Oddelovaci lievik a filter opldchnite 50 ml petroléteru (3.2), banku dopliite po znacku
petroléterom (3.2) a dobre zamieSajte.

Extrakcia v extrakc¢nej aparatdre (4.8)

Po oddeleni vrstiev (pozri pozndmku 7.3) vymente zdtku skleneného valca (4.8.1) za sklenend vlozku so
zdbrusom (4.8.2) a nastavte spodny koniec nastavitelnej rirky v tvare pismena U tak, aby bol tesne nad hladinou.
Pomocou tlaku dusika do bo¢ného ramena preneste hornt vrstvu petroléteru do 1 000 ml oddelovacieho lievika
(4.2.3). Do skleneného valca pridajte 100 ml petroléteru (3.2), zazétkujte a dobre premieSajte. Nechajte oddelit
vrstvy a hornti vrstvu preneste opdt do oddelovacicho lievika. Opakujte extrakciu dalsimi 100 ml petroléteru
(3.2), potom dvakrat po 50 ml petroléteru (3.2) a vrstvy petroléteru pridajte do oddelovacieho lievika.

Spojené extrakty petroléteru premyte postupom opisanym v bode 5.3.1 a dalej postupujte podla tohto bodu.

Priprava roztoku vzorky pre HPLC

Alikvotnt cast roztoku petroléteru (z 5.3.1. alebo 5.3.2) napipetujte do 250 ml hruskovitej banky (4.2.4).
Odparte rozpustadlo takmer dosucha v rotacnej vdkuovej odparke (4.1) za zniZeného tlaku pri teplote kipela
nepresahujicej 40 °C. Obnovte atmosfericky tlak vpustenim dusika (3.9) a vyberte banku z rotacnej odparky.
Odstrante zvy$né rozptstadlo pridom dusika (3.9) a zvySok ihned rozpustite v znimom objeme (10 — 100 ml)
metanolu (3.3) (koncentrdcia vitaminu E musi byt v rozsahu od 5 pg/ml do 30 pg/ml.

Stanovenie HPLC

Vitamin E sa oddeli na reverznej fize kolény Cg (4.5.1) a koncentrdcia sa zmeria fluorescen¢nym detektorom
(excitdcia: 295 nm, emisia: 330 nm) alebo UV detektorom (292 nm) (4.5.2).

Vstreknite alikvotna ¢ast (napr. 20 pl) roztoku metanolu ziskaného podla bodu 5.4 a vymyte mobilnou fazou
(3.8). Vypocitajte priemernd vysku (plochu) piku niekolkych ndstrekov roztoku tej istej vzorky a priemernd
vysku (plochu) piku niekolkych nédstrekov kalibra¢nych roztokov (5.6.2).

Podmienky HPLC

Odportcané st nasledovné podmienky; iné podmienky sa mozu pouZit, ak zabezpecia dosiahnutie
ekvivalentnych vysledkov.

Koléna na kvapalinovii 250 mm x 4 mm, s ndpliiou C;3 5 pm alebo ekvivalentnd
chromatografiu (4.5.1):

Mobilna féza (3.8): zmes metanolu (3.3) a vody napr. 980 + 20 (v + v).
Prietokova rychlost: 1 - 2 ml/min
Detektor (4.5.2): fluorescen¢ny detektor

(exitdcia: 295 nm, emisia: 330 nm) alebo UV detektor (292 nm)

Kalibrdcia (DL-a-tokoferol acetdt alebo DL-a-tokoferol)
Standard DL-a-tokoferol acetdtu
Priprava pracovného Standardného roztoku

Do 500 ml banky s rovnym dnom alebo do kuzelovej banky (4.2.1) napipetujte 25 ml zdsobného roztoku
DL-a-tokoferol acetdtu (3.10.1) a hydrolyzujte podla bodu 5.2. Nésledne extrahujte petroléterom (3.2) podla
bodu 5.3 a doplate petroléterom na 500 ml (3.2). Odparte 25 ml tohto roztoku na rota¢nej odparke (pozri bod
5.4) takmer dosucha, odstrdnite zvy$né rozpustadlo pridom dusika (3.9) a zvySok opit rozpustite v 25,0 ml
metanolu (3.3). Nomindlna koncentricia tohto roztoku je 45,5 pg DL-a-tokoferol acetitu na ml. Pracovny
Standardny roztok sa musi pripravovat Cerstvy tesne pred pouZitim.
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5.6.2.2.

5.6.2.3.

Priprava kalibracnych roztokov a kalibracny graf
Do 20 ml odmernych baniek postupne preneste 1,0, 2,0, 5,0 a 10,0 ml pracovného standardného roztoku,

doplnte metanolom po znacku (3.3) a zamieSajte. Nomindlne koncentracie tychto roztokov st 2,28, 4,55, 9,10
a 22,8 pg/ml DL-a-tokoferolu.

Niekolkokrdt vstreknite 20 pl kazdého kalibra¢ného roztoku a stanovte priemernti vysku (plochu) piku.
Z priemernych vysok (ploch) pikov zostrojte kalibracny graf.

UV Standardizdcia zdsobného roztoku DL-a-tokoferol acetdtu (3.10.1).

Zriedte 5,0 ml zdsobného roztoku DL-a-tokoferol acetdtu (3.10.1) na 25,0 ml etanolom a zmerajte UV
spektrum tohto roztoku proti etanolu (3.1) v spektrofotometri (4.6) v rozmedzi 250 nm a 320 nm

Absorbéné maximum md byt pri 284 nm:
El % = 43,6 pri 284 nm v etanole
Pri tomto zriedeni sa musi dosiahnut extinkénd hodnota 0,84 az 0,88.

Standard DL-a-tokoferol acetdtu

Priprava pracovného Standardného roztoku

Do 50 ml odmernej banky napipetujte 2 ml zdsobného roztoku DL-a-tokoferolu (3.11.1), rozpustite v metanole
(3.3) a dopliite objem metanolom po znacku. Nomindlna koncentrécia tohto roztoku je 40 pg DL-a-tokoferolu

na ml, ¢o zodpovedd 44,0 ug DL-a-tokoferol acetdtu na ml. Pracovny Standardny roztok sa musi pripravovat
Cerstvy tesne pred pouZitim.

Priprava kalibracnych roztokov a kalibracny graf
Do 20 ml odmernych baniek preneste postupne 1,0, 2,0, 4,0 a 10,0 ml pracovného standardného roztoku,

doplnte metanolom po znacku (3.3) a zamieSajte. Nomindlne koncentricie tychto roztokov st 2,0, 4,0, 8,0
a 20,0 pg/ml DL-a-tokoferolu, t. j. 2,20, 4,40, 8,79 a 22,0 ug/ml DL-a-tokoferol acetdtu.

Vstreknite 20 pl kazdého kalibraéného roztoku niekolkokrdt a stanovte priemernt vysku (plochu) piku.
Z priemernych vy3sok (ploch) pikov zostrojte kalibracny graf.

UV Standardizdcia zdsobného roztoku DL-a-tokoferolu (3.11.1).

Zried'te 2,0 ml zdsobného roztoku DL-a-tokoferolu (3.11.1) na 25,0 ml etanolom a zmerajte UV spektrum tohto
roztoku proti etanolu (3.1) v spektrofotometri (4.6) v rozmedzi 250 nm a 320 nm. Absorpéné maximum mé
byt pri 292 nm:

El% =758 pri 292 nm v etanole

1cm

Pri tomto zriedeni sa md dosiahnut extinkénd hodnota 0,6.

Vypocet vysledkov

Z priemernej vysky (plochy) piku vitaminu E v roztoku vzorky stanovte koncentraciu roztoku vzorky v pg/ml
(vypocitant ako a-tokoferol acetdt) porovnanim s kalibracnym grafom (5.6.1.2 alebo 5.6.2.2).

Obsah w vitaminu E v mg/kg vzorky je dany tymto vzorcom:

500 x c x 'V,
=— k
Vixm  melkel
kde:
¢ = koncentricia vitaminu E (ako a-tokoferol acetdt) roztoku vzorky (5.4) v pg/ml,
V; = objem roztoku vzorky (5.4) v ml,
V, = objem odobranej alikvotnej ¢asti (5.4) v ml,
m = hmotnost navazky vzorky v g.
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Pozndmky

V pripade vzoriek s nizkou koncentraciou vitaminu E sa odportica spojit extrakty petroléteru z dvoch dévok po
zmydelneni (navazované mnozstvo: 25 g) do jedného roztoku vzorky pre stanovenie HPLC.

Navézka vzorky odobratej na analyzu nemd obsahovat viac ako 2 g tuku.
Ak nedojde k oddeleniu faz, pridajte priblizne 10 ml etanolu (3.1) aby sa narusila emulzia.

Po spektrofotometrickom zmerani roztoku DL-a-tokoferol acetdtu alebo DL-a-tokoferolu podla bodov 5.6.1.3
alebo 5.6.2.3 pridajte do roztoku (3.10.1 alebo 3.10.2) priblizne 10 mg BHT (3.12) a roztok nechajte
v chladnicke (skladovatelnost maximalne 4 tyzdne).

Namiesto BHT sa moze sa pouzit hydrochinén

Pouzitim kolény s normélnou fézou je mozné oddelit a-, -, x a d-tokoferol.

Namiesto roztoku askorbétu sodného sa moze pouzit priblizne 150 mg kyseliny askorbove;.
Namiesto roztoku sulfidu sodného sa moze pouzit priblizne 50 mg EDTA.

Vitamin E acetdt sa hydrolyzuje velmi rychlo v alkalickom prostredi, a preto je velmi citlivy na oxiddciu najma
v pritomnosti mikroprvkov, ako sti Zelezo a med’. Nasledkom toho v pripade stanovenia vitaminu E v premixoch
pri mnozstvach vyssich ako 5000 mg/kg by mohlo dojst k degraddcii vitaminu E. Preto sa na potvrdenie
odporica metéda HPLC, ktord zahfiia enzymaticky rozklad zlicenin vitaminu E bez alkalického zmydeliovania.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na tej istej vzorke nesmie presiahnut 15 %
relativnych z vyssieho vysledku

Vysledky medzilaboratérnej Stidie (1)

Premix Premixové Minerdlny kon- Bielkovinové Krmivo pre pra-

krmivo centrat krmivo siatka
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
priemer [mg/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
s, [mg/kg] 384 453 25,2 13,0 23
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CV, [ %] 2,2 3,8 2,7 4,1 3,8
sg [mgfkg] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVr [ %] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L = pocet laboratérif
n = pocet jednotlivych hodnot
s, = smerodajnd odchylka opakovatelnosti
sg = smerodajnd odchylka reprodukovatelnosti
r = opakovatelnost
R = reprodukovatelnost

CV, = varia¢ny koeficient opakovatelnosti

CVR = varia¢ny koeficient reprodukovatelnosti

Vykonala pracovnd skupina v oblasti krmiv Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Obrazok 1: Extrakénéa aparatura (4.8)

A

i

Skleneny valec (4.8.1)
(vyska priblizne 48 cm)
\ Sklenena vlozka (4.8.2)

(dizka priblizne 45 cm)

-.— Nastavitelna trubica

Vrstva petroléteru

Hydratac¢na vrstva
+

zmydelnena zlozka
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C.  STANOVENIE MIKROPRVKOV ZELEZA, MED], MANGANU A ZINKU
Ukel a oblast

Tato metéda umoznuje stanovit obsah mikroprvkov Zeleza, medi, mangdnu a zinku v krmivach. Kvantifikacné
limity s tieto:

—  zelezo (Fe): 20 mg/kg
—  med (Cu): 10 mg/kg
—  mangin (Mn): 20 mg/kg

—  zinok (Zn): 20 mglkg

Podstata metédy

Vzorka sa po spéleni organickych latok, ak nejaké obsahuje, ponori do roztoku kyseliny chlorovodikovej. Obsah
prvkov Zeleza, medi, manginu a zinku sa stanovi po vhodnom zriedeni metédou atémovej absorpcnej
spektrometrie.

Chemikilie

Uvodné pozndmky

Na pripravu chemikalif a analytickych roztokov pouZivajte vodu, ktord bola ziskand dvojitou destildciou vody
v destila¢nom pristroji z borokremicitého skla alebo kremeria, prip. dvojitou tipravou na iénomenicovej Zivici,
a ktord neobsahuje kationy prvkov, ktorych obsah sa md stanovit.

Chemikélie musia mat aspon analytickd triedu Cistoty. Nepritomnost prvku, ktorého obsah sa md stanovit, sa
musi overit slepym pokusom. V pripade potreby sa chemikdlie musia dalej vycistit

Namiesto S$tandardnych roztokov opisanych nizsie je mozné pouzit komercné Standardné roztoky za
predpokladu, ze st certifikované a boli pred pouzitim skontrolované.

Kyselina chlorovodikové (d:1,19 g/ml).
Kyselina chlorovodikovd (6 mol/liter).
Kyselina chlorovodikova (0,5 mol/liter).

Kyselina fluorovodikova 38 az 40 % (v[v) s obsahom Zeleza (Fe) niz$im ako 1 mg/liter a zvysku po odpareni
menej ako 10 mg (vo forme siranu)liter.

Kyselina sirové (d: 1,84 g/ml).
Peroxid vodika [priblizne 100 objemovych jednotiek kyslika (30 % podla hmotnosti)].

Standardny roztok Zeleza (1 000 pg Feml) pripraveny podla nasledujiiceho postupu, prip. ekvivalentny
komercne dostupny roztok: rozpustite 1 g Zelezného drotu v 200 ml 6 mol/liter kyseliny chlorovodikovej (3.2),
pridajte 16 ml peroxidu vodika (3.6) a objem doplitte vodou na 1 liter.

Pracovny Standardny roztok Zeleza (100 pg Fe/ml) pripraveny zriedenim Standardného roztoku (3.7) vodou
v pomere 1 diel roztoku k 9 dielom vody.

Standardny roztok medi (1000 pg Cu/ml) pripraveny podla nasledujiceho postupu, prip. ekvivalentny
komer¢ne dostupny roztok:

—  rozpustite 1 g medi vo forme prasku v 25 ml 6 mol/liter kyseliny chlorovodikovej (3.2), pridajte 5 ml
peroxidu vodika (3.6) a objem dopliite vodou na 1 liter.
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Pracovny $tandardny roztok medi (100 pg Cu/ml) pripraveny zriedenim Standardného roztoku (3.8) vodou
v pomere 1 diel roztoku k 9 dielom vody a nésledne zriedenim vysledného roztoku vodou v pomere 1 diel
vysledného roztoku k 9 dielom vody.

Standardny roztok manganu (1 000 pg Mn/ml) pripraveny podla nasledujiceho postupu, prip. ekvivalentny
komeréne dostupny roztok:

—  rozpustite 1 g mangdnu vo forme prasku v 25 ml 6 mol/liter kyseliny chlorovodikovej (3.2) a objem
doplite vodou na 1 liter.

Pracovny Standardny roztok mangdnu (10 pg Mn/ml) pripraveny zriedenim Standardného roztoku (3.9) vodou
v pomere 1 diel roztoku k 9 dielom vody a nésledne zriedenim vysledného roztoku vodou v pomere 1 diel
vysledného roztoku k 9 dielom vody.

Standardny roztok zinku (1 000 pg Znfml) pripraveny podla nasledujiceho postupu, prip. ekvivalentny
komer¢ne dostupny roztok:

—  rozpustite 1 g zinku vo forme pdsu alebo félie v 25 ml 6 mol/liter kyseliny chlorovodikovej (3.2) a objem
doplnite vodou na 1 liter.

Pracovny Standardny roztok zinku (10 pg Zn/ml) pripraveny zriedenim 3tandardného roztoku (3.10) vodou
v pomere 1 diel roztoku k 9 dielom vody a nésledne zriedenim vysledného roztoku vodou v pomere 1 diel
vysledného roztoku k 9 dielom vody.

Roztok chloridu lantanitého: rozpustite 12 g oxidu lantanitého v 150 ml vody, pridajte 100 ml 6 mol/liter
kyseliny chlorovodikovej (3.2) a objem dopliite vodou na 1 liter.

Pristrojové vybavenie

Muflovd pec s reguléciou teploty a prednostne so zapisovacom.

Sklené predmety musia byt tvrdého borokremicitého typu a odportca sa pouzivat pristrojové vybavenie
vyhradené vylu¢ne na stanovenie mikroprvkov.

Atémovy absorpény spektrometer splhajiici poziadavky met6dy, pokial ide o citlivost a presnost v pozadovanom
rozsahu.

Postup (')
Vzorky s obsahom organickych ldtok
Spopolnenie a priprava roztoku na analyzu (3

Vlozte 5 az 10 g vzorky odvazenej s presnostou na 0,2 mg do kremenného alebo platinového téglika (pozri
poznamku b), vysuste v susiarni pri 105 °C a vlozte téglik do studenej muflovej pece (4.1). Zatvorte pec [pozri
pozndmku c)] a v priebehu asi 90 mintt postupne zvysujte teplotu na 450 az 475 °C. Ttto teplotu udrZujte 4 az
16 hodin (napr. cez noc), aby sa odstrnil uhlikaty materidl, a potom pec otvorte a nechajte vychladnit [pozri
pozndmku d)].

Popol zvhl¢ite vodou a preneste do kadicky o objeme 250 ml. Vymyte téglik priblizne 5 ml kyseliny
chlorovodikovej (3.1) a pomaly a opatrne pridavajte kyselinu do kadicky (v dosledku tvorby CO, moze vznikntt
prudkd reakcia). Priddvajte kyselinu chlorovodikovi (3.1) po kvapkdch za miesania, kym roztok celkom
neprestane Sumiet. Odparujte dosucha za obcasného premiesania sklenenou ty¢inkou.

() Mozu sa pouzit iné metédy digescie za predpokladu, Ze sa dokdzalo, Ze maji podobné vysledky (ako mikrovinnd tlakové digescia).

() Zelené krmivo (Cerstvé alebo susené) moze obsahovat velké mnozstva kremicitanu, v ktorom sa mozu uchovavat mikroprvky a ktory sa
musi odstrdnit. V pripade vzoriek tychto krmiv sa preto musi postupovat podla nasledujiceho upraveného postupu: vykonajte krok
5.1.1.1 po filtrdciu. Dvakrat premyte filtracny papier obsahujici nerozpustné reziduum vriacou vodou a vlozte ho do kremenného alebo
platinového téglika. Spalujte v muflovej peci (4.1) pri teplote pod 550 °C, kym sa vSetok uhlikaty materidl Gplne nestrati. Nechajte
vychladndt, pridajte niekolko kvapiek vody, potom 10 az 15 ml kyseliny fluorovodikovej (3.4) a odparte dosucha pri teplote priblizne
150 °C. Ak vo zvysku zostane akykolvek kremicitan, znovu ho rozpustite v niekolkych mililitroch kyseliny fluorovodikovej (3.4)
a odparte dosucha. Pridajte pit kvapiek kyseliny sirovej (3.5) a zahrievajte, kym sa neprestanti uvoltiovat biele vypary. Po pridani 5 ml
6 mol/liter kyseliny chlorovodikovej (3.2) a priblizne 30 ml vody tento roztok zahrejte, prefiltrujte ho do 250 ml odmernej banky
a doplnte po znacku vodou (koncentrécia chlorovodika priblizne 0,5 mol/l). Dalej pokracujte v postupe stanovenia obsahu mikroprvkov
od bodu 5.1.2.
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Nésledne pridajte 15 ml 6 mol/liter kyseliny chlorovodikovej (3.2) k zvysku a potom asi 120 ml vody.
Premiesajte sklenenou tycinkou, ktord musi ostat v kadicke a kadicku zakryte hodinovym sklickom. Pomaly
uvedte do varu a udrZiavajte na bode varu dovtedy, kym neuvidite, Ze sa uz ziadny dal$i popol nerozpusta.
Prefiltrujte na bezpopolovom filtracnom papieri a filtrdt zachytte v 250 ml odmernej banke. Kadicku a filter
premyte 5 ml hordcej 6 molfliter kyseliny chlorovodikovej (3.2) a dvakrat vriacou vodou. Naplite odmernt
banku po znacku vodou (koncentrcia HCI priblizne 0,5 mol/liter).

Ak je zvy3ok na filtratnom papieri ¢ierny (uhlik), vratte ho spit do pece a znovu ho spopolnite pri teplote 450 az
475 °C. Toto spopolnenie, ktoré trvd iba niekolko hodin (asi tri az pit), sa skonci, ked je popol biely alebo
takmer biely. Rozpustite zvySok asi v 2 ml kyseliny chlorovodikovej (3.1), odparte dosucha a pridajte 5 ml
6 mol/liter kyseliny chlorovodikovej (3.2). Roztok ohrejte, prefiltrujte ho do odmernej banky a dolejte vodu az
po znacku (koncentracia HCI priblizne 0,5 mol/liter).

Pozndmky:

a)  Pri stanovovani obsahu mikroprvkov je dolezité pripravit sa na rizikd kontamindcie, najmi zinkom,
medou a Zelezom. Z tohto dovodu sa tieto kovy nesmu nachddzat na vybaveni pouzivanom pri priprave
vzoriek.

Kvoli zniZeniu vSeobecného rizika kontamindcie pracujte v bezprasnej atmosfére s tzkostlivo Cistym
vybavenim a starostlivo poumyvanymi sklenymi pomockami. Stanovenie obsahu zinku je obzvlast citlivé
na mnoho typov kontamindcie, napr. zo sklenych predmetov, chemikaliami, prachom atd.

b)  Hmotnost vzorky, ktord sa md spopolnit, sa vypocita z priblizného obsahu mikroprvku v krmive
vzhladom na citlivost pouzitého spektrofotometra. Pri urcitych krmivach s nizkym obsahom mikroprvkov
moze byt potrebné zacat s 10 az 20 g vzorkou a doplnit objem kone¢ného roztoku len na 100 ml.

¢)  Spopolnenie sa musi vykonat v uzavretej peci bez privodu vzduchu alebo kyslika.

d)  Teplota, ktorti uddva pyrometer, nesmie prekrocit 475 °C.

Spektrofotometrické stanovenie
Priprava kalibracnych roztokov

Pre kazdy z prvkov, ktorého obsah sa md stanovit, pripravte z pracovnych $tandardnych roztokov uvedenych
v bodoch 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 a 3.10.1 niekolko kalibra¢nych roztokov, pricom koncentrcia HCl v kazdom
kalibra¢nom roztoku bude asi 0,5 molfliter a (v pripade Zeleza, mangdnu a zinku) koncentrdcia chloridu
lantanitého bude ekvivalentnd 0,1 % La (w/v).

Vybrané koncentrcie mikroprvkov sa musia nachddzat v rozsahu citlivosti pouzitého spektrofotometra. V dalej
uvedenych tabulkdch je formou prikladov opisané zlozenie typickych rozsahov kalibraénych roztokov;
v zdvislosti od typu a citlivosti pouzitého spektrofotometra viak moze byt potrebné zvolit iné koncentracie.

Zelezo
pg Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml pracovného $tandardného roztoku 0 0,5 1 2 3 4 5
(3.7.1) (1 ml = 100 pg Fe)
ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztoku chloridu lantanitého (3.11) a objem dopliite vodou na 100 ml

Med

pg Cu/ml 0 0,1 0.2 04 0,6 0.8 1,0

ml pracovného Standardného roztoku 0 1 2 4 6 8 10
(3.8.1) (1 ml = 10 pg Cu)

ml HCl (3.2) 8 8 8 8 8 8 8
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Mangin
pg Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml pracovného $tandardného roztoku 0 1 2 4 6 8 10
(3.9.1) (1 ml = 10 pg Mn)
ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztoku chloridu lantanitého (3.11) a objem dopliite vodou na 100 ml

Zinok
pg Zn/ml 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
ml pracovného $tandardného roztoku 0 0,5 1 2 4 6 8
(3.9.1) (1 ml = 10 pg Zn)
ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztoku chloridu lantanitého (3.11) a objem dopliite vodou na 100 ml

Priprava roztoku na analyzu

Na stanovenie medi je za beznych okolnosti mozné priamo pouzZit roztok pripraveny postupom podla
bodu 5.1.1. V pripade, Ze bude potrebné dosiahnut jeho koncentraciu tak, aby bola v medziach kalibra¢nych
roztokov, moze sa alikvotnd cast preniest pomocou pipety do 100 ml odmernej banky a objem doplnit
0,5 mol/l kyselinou chlorovodikovou (3.3) po znacku.

Na stanovenie obsahu Zeleza, mangdnu a zinku preneste pipetou alikvotni ¢ast roztoku pripraveného podla
bodu 5.1.1 do 100 ml odmernej banky, pridajte 10 ml roztoku chloridu lantanitého (3.11) a dolejte po znacku
0,5 mol/liter kyselinu chlorovodikovi (3.3) (pozri tiez bod 8 ,Pozndmky*).

Slepy pokus

Sucastou slepého pokusu musia byt vetky predpisané kroky postupu s tym, Ze sa vynechdva materidl vzorky.
Ako slepy roztok sa nesmie pouzit kalibraény roztok ,0%.

Meranie atédmovej absorpcie

Odmerajte atomovii absorpciu kalibracnych roztokov a analyzovaného roztoku pomocou plamena acetylén-
vzduch pri tychto vlnovych dlzkach:

Fe: 248,3 nm
Cu: 324,8 nm
Mn: 279,5 nm
Zn: 213,8 nm
Kazdé meranie vykonajte Styrikrat.

Minerdlne krmivd

Ak vzorka neobsahuje Ziadne organické ldtky, nie je potrebné ju vopred spopolnit. Postupujte podla
bodu 5.1.1.1 a zacnite od druhého odseku. Odparovanie roztoku s kyselinou fluorovodikovou sa moze
vynechat.

Vypocet vysledkov

Pomocou kalibra¢nej krivky vypocitajte koncentraciu mikroprvku v analyzovanom roztoku a vysledok vyjadrite
v miligramoch mikroprvku na kilogram vzorky (ppm).
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Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na tej istej vzorke tym istym analytikom
nesmie presiahnut:

— 5 mg/kg v absoldtnej hodnote, pre obsah prislusného mikroprvku do 50 mg/kg,
— 10 % z vy3sej hodnoty vysledku pre obsah prislusného mikroprvku od 50 do 100 mg/kg,
— 10 mg/kg v absolttnej hodnote, pre obsah prislusného mikroprvku od 100 do 200 mg/kg,

— 5% z vysS¢j hodnoty vysledku pre obsah prislusného mikroprvku nad 200 mg/kg.

Pozndmky

Pritomnost velkych mnozstiev fosfitov moze ovplyvnit stanovovanie Zeleza, mangdnu a zinku. Takdto
interferencia sa musi korigovat pridanim roztoku chloridu lantanitého (3.11). Ak je vSak vo vzorke pomer
hmotnosti Ca + Mg/P > 2, moze sa pridanie roztoku chloridu lantanitého (3.11) do roztoku na analyzu a do
kalibra¢nych roztokov vynechat

D. STANOVENIE HALOFUGINONU

DL-trans-7-bromo-6-chloro-3-[ 3-(3-hydroxy-2-piperidyl)acetonyl]-chinazolin-4-(3H)- hydrobromid

Ukel a oblast

T4to metdda umoziuje stanovit obsah halofuginonu v krmivéch. Kvantifikacny limit je 1 mg/kg.

Podstata metédy

Po tprave horticou vodou sa halofuginon extrahuje ako volnd zdsada do octanu etylnatého a ndsledne sa oddeli
vo forme hydrochloridu do vodného roztoku kyseliny. Extrakt sa precisti i6novo-vymennou chromatografiou.
Obsah halofuginonu sa stanovi vysokoticinnou kvapalinovou chromatografiou (HPLC) na reverznej faze
pomocou UV detektora.

Chemikdlie

Acetonitril, ¢istoty HPLC
Zivica amberlitu XAD - 2
Octan aménny

Octan etylnaty

Kyselina octovd, ladova

Standard halofuginonu (DL-trans-7-bromo-6-chloro-3-[3-(3-hydroxy-2-piperidyl)acetonyl]- chinazolin-4-(3H)-
hydrobromid, E 764)

Standardny zdsobny roztok halofuginonu, 100 pg/ml

Navézte 50 mg halofuginonu (3.6) s presnostou na 0,1 mg do 500 ml odmernej banky, rozpustite v timivom
roztoku octanu aménneho (3.18), doplite po znacku tImivym roztokom a premiesajte. Tento roztok je staly
pocas troch tyzdnov pri teplote 5 °C, ak je uloZeny v tme.

Kalibra¢né roztoky

Do série 100 ml odmernych baniek preneste 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 a 6,0 ml standardného zdsobného roztoku (3.6.1).
Dopliite po znacku mobilnou fdzou (3.21) a zmiesajte. Koncentrécia halofuginonu v tychto roztokoch je 1,0,
2,0, 3,0, 4,0 a 6,0 pg/ml. Tieto roztoky sa musia pripravit ¢erstvo pred pouZitim.
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3.7.

3.8.

3.9.

3.19.

3.20.

3.21.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

Kyselina chlorovodikovd, (p,o priblizne 1,16 g/ml)

Metanol

Dusi¢nan strieborny

Askorbdt sodny

Uhli¢itan sodny

Chlorid sodny

EDTA (disodnd sol kyseliny etyléndiamintetraoctovej)

Voda, ¢istoty HPLC

Roztok uhli¢itanu sodného ¢ = 10 g/100 ml.

Roztok uhli¢itanu sodného nasyteného chloridom sodnym, ¢ = 5 g/100 ml

Rozpustite 50 g uhlic¢itanu sodného (3.11) vo vode, dopliite vodou na 1 liter a priddvajte chlorid sodny (3.12),
kym sa roztok nenasyti.

Kyselina chlorovodikovd, priblizne 0,1 mol/l.

Zriedte 10 ml HCI (3.7) s vodou na objem 1 litra.

Tlmivy roztok octanu aménneho, priblizne 0,25 mol]l.

Rozpustite 19,3 g octanu amdnneho (3.3) a 30 ml kyseliny octovej (3.5) vo vode (3.14) a doplite vodou na 1 1.
Priprava Zivice amberlitu XAD-2

Premyvajte vodou vhodné mnozstvo amberlitu (3.2), kym neodstranite vietky i6ny chloridu, ¢o sa overi skiiskou
dusi¢nanom striebornym (3.20), skdsku vykonajte v odstrnenej vodnej fdze. Potom premyte Zivicu 50 ml
metanolu (3.8), odstranite metanol a Zivicu uchovavajte pod Cerstvym metanolom.

Roztok dusi¢nanu strieborného, priblizne 0,1 mol/l
Rozpustite 0,17 g dusi¢nanu strieborného (3.9) v 10 ml vody.
Mobilna fiza HPLC:

Zmiesajte 500 ml acetonitrilu (3.1) s 300 ml tlmivého roztoku octanu aménneho (3.18) a s 1 200 ml vody
(3.14). Upravte pH na 4,3 pomocou kyseliny octovej (3.5). Prefiltrujte cez 0,22 pm filter (4.8) a roztok odplyiite
(napr. ultrazvukom pocas 10 mindt). Tento roztok je stily pocas jedného mesiaca, ak je uloZeny v tme
a v uzatvorenej nadobe.

Pristrojové vybavenie

Ultrazvukovy kipel

Filmovd rota¢nd odparka

Odstredivka

HPLC pristroj s ultrafialovym detektorom s nastavitelnou vlnovou dfzkou alebo s detektorom diédového pola.
Koléna na kvapalinovii chromatografiu, 300 mm x 4 mm, s ndpliiou C;g, 10 pm alebo ekvivalentnd
Sklenend kol6na (300 mm x 10 mm) vybavend sklenenou filtracnou fritou a uzatvdracim kohttom

Filtre so sklenymi vldknami, priemer 150 mm



L 54/78

Uradny vestnik Eurépskej tinie

26.2.2009

4.7.

4.8.

5.1.

5.1.2.

5.2.

5.3.

Membranové filtre, 0,45 pm

Membranové filtre, 0,22 pm

Postup

Pozndmka Halofuginon je ako volnd zdsada nestdly v alkalickych roztokoch a v roztokoch obsahujicich octan
etylnaty. V octane etylnatom nesmie zostat dlhsie ako 30 mindt.

VSeobecné pokyny

Analyzujte slept vzorku krmiva, v ktorom nesmie byt pritomny ani halofuginon, ani interferujtce latky.

Vykonajte test ndvratnosti pomocou analyzy slepej vzorky krmiva, do ktorej bolo pridané obdobné mnozstvo
halofuginonu, aké sa nachddza vo vzorke. K priprave vzorky o obsahu halofuginonu 3 mg/kg pridajte 300 pl
Standardného zdsobného roztoku (3.6.1) do 10 g slepej vzorky krmiva, premieajte a pockajte 10 mindt, kym
zacnete s extrakciou (5.2).

Pozndmka: Na Gcely tejto metddy slepd vzorka krmiva musi byt typovo podobnd vzorke skdsanej a pri analyze
v nej nesmie byt zistend pritomnost halofuginonu.

Extrakcia

Do odstredivkovej skimavky s objemom 200 ml navézte 10 g pripravenej vzorky s presnostou na 0,1 g, pridajte
0,5 g askorbatu sodného (3.10), 0,5 g EDTA (3.13) a 20 ml vody a premiesajte. Skiimavku ponorte na 5 mintt
do vodného kipela (80 °C). Po ochladeni na laboratérnu teplotu pridajte 20 ml roztoku uhli¢itanu sodného
(3.15) a premiesajte. Okamzite pridajte 100 ml octanu etylnatého (3.4) a intenzivne pretrepavajte rukou pocas
15 sekind. Potom umiestnite skiimavku na tri mindty do ultrazvukového kipela (4.1) bez zdtky. Odstredujte
pocas dvoch mindt a prelejte octanovi fazu cez filter so sklenenymi vldknami (4.6) do 500 ml oddelovacieho
lievika. Zopakujte extrakciu vzorky s dalsou 100 ml ddvkou octanu etylnatého. Spojené extrakty premyvajte
pocas jednej minaty 50 ml roztoku uhli¢itanu sodného nasyteného chloridom sodnym (3.16) a odstrfite vodna
VIStV

Extrahujte organickd vrstvu pocas 1 minity pomocou 50 ml kyseliny chlorovodikovej (3.17). Spodnii vrstvu
kyseliny zlejte do 250 ml oddelovacieho lievika. Znovu extrahujte organickd vrstvu pocas 1,5 mintty pomocou
dalsich 50 ml kyseliny chlorovodikovej a zmiesajte s prvym extraktom. Spojené kyselinové extrakty premyvajte
asi pocas 10 sekind 10 ml octanu etylnatého (3.4) virivym pohybom.

Kvantitativne preneste vodnd vrstvu do 250 ml banky s gulatym dnom a odstraiite organickd fézu. Odparte
vietok zvy$ny octan etylnaty z kyselinového roztoku pomocou filmovej rota¢nej odparky (4.2). Teplota vodného
kdpela nemd presiahnut 40 °C. Vo vdkuu cca 25 mbar sa vietok zvysny octan etylnaty odstrdni do 5 mindt pri
teplote 38 °C.

Precistenie
Priprava koldény s amberlitom

Kol6na XAD-2 sa pripravuje pre kazdy extrakt vzorky. Vlozte 10 g pripraveného amberlitu (3.19) do sklenene;
kolony (4.5) s metanolom (3.8). Pridajte maly kisok sklenej vaty do hornej Casti Zivicového stlpca. Vypustite
metanol z kolény a premyte Zivicu 100 ml vody, pricom vypustanie zastavte, ked kvapalina dosiahne vrch
zivicového stlpca. Pred pouzitim nechajte kolénu stdt 10 minit, aby sa dosiahla rovnovaha. Nikdy nenechajte
kolénu vyschndt.

Precistenie vzorky

Preneste extrakt (5.2) kvantitativne do hornej asti pripraveného stfpca amberlitu (5.3.1), spustite vymyvanie
a eludt vylejte. Rychlost vymyvania nemd presiahnut 20 ml/min. Vyplachnite banku s gulatym dnom 20 ml
kyseliny chlorovodikovej (3.17), ktorou neskor premyte stlpec Zivice. Vietok zvysny kyselinovy roztok odstrante
pomocou pridu vzduchu. Premyvacie kvapaliny vylejte. Pridajte na kolénu 100 ml metanolu (3.8), nechajte
vymyvat 5 az 10 ml, eludt zachytte do 250 ml banky s gulatym dnom. Zvysny metanol nechajte spolupdsobit
so zivicou 10 mindt, aby sa dosiahla rovnovdha, pokracujte vo vymyvani s rychlostou nepresahujiicou
20 ml/min., eludt zachytte do tej istej banky s gulatym dnom. Odparte metanol na filmovej rota¢nej odparke
(4.2), pricom teplota vodného kipela nesmie presiahnut 40 °C. Rozpustite zvySok v mobilnej fize (3.21)
a kvantitativne preneste do 10 ml odmernej banky. Dopliite po znacku mobilnou fizou a premiesajte. Prefiltrujte
alikvotnt Cast cez membranovy filter (4.7). Tento roztok si nechajte na stanovenie pomocou HPLC (5.4).
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

7.1.

7.1.1.

Stanovenie HPLC
Parametre

Odportcané st nasledujice podmienky, iné podmienky sa mozu pouzif, ak zabezpecia dosiahnutie
ekvivalentnych vysledkov.

Koléna na kvapalinovi chromatografiu (4.4.1)

Mobilnd fiza HPLC (3.21)

Prietokovd rychlost: 1,5 az 2 ml/min.

Vinové df7ka pri merani: 243 nm

Vstrekovy objem: 40 az 100 pl.

Skontrolujte stabilitu chromatografického systému tak, ze niekolkokrat nastreknete kalibracny roztok (3.6.2)
obsahujtici 3,0 pg/ml, kym nedosiahnete konstantné vysky (alebo plochy) pikov a konstantné retencné casy.

Kalibra¢ny graf

Nastreknite kazdy kalibracny roztok (3.6.2) niekolkokrdt a zmerajte vysky (plochy) pikov pre kazdd
koncentrdciu. Zostrojte kalibra¢ny graf, pricom pouzite priemerné vysky alebo plochy pikov kalibra¢nych
roztokov ako ordindty (os y) a prislusné koncentrdcie v pg/ml ako abscisy (os x).

Roztok vzorky

Niekolkokrdt nastreknite extrakt vzorky (5.3.2), pricom pouZite rovnaky objem ako pri kalibra¢nych roztokoch
a z nameranych pikov stanovte priemernt vysku (plochu) piku halofuginonu.

Vypocet vysledkov

Z priemernej vysky (plochy) piku halofuginonu v roztoku vzorky stanovte porovnanim s kalibracnou krivkou
(5.4.2) koncentrédciu halofuginonu vo vzorke v pg/ml.

Obsah w halofuginonu (mg/kg) sa vypocita podla vzorca:

cx 10
W=
m

kde:

¢ = koncentréicia halofuginonu v roztoku vzorky v pg/ml,

m = hmotnost navazky vzorky v gramoch.

Validicia vysledkov
Zhodnost

Zhodnost analytu mozeme potvrdit kochromatografiou alebo pouzitim detektora diédového pola, pomocou
ktorého porovndme spektrd extraktu vzorky a kalibra¢ného roztoku (3.6.2) obsahujiceho 6,0 pg/ml.

Kochromatografia

Do extraktu vzorky sa pridd vhodné mnozstvo kalibracného roztoku (3.6.2). Mnozstvo pridaného halofuginonu
musi byt podobné odhadovanému mnozstvu halofuginonu, zistenému v extrakte vzorky.

Vzhladom na pridané mnozstvo a riedenie extraktu sa zvysi len vyska piku halofuginonu. Sirka piku, v polovici
jeho maximdlnej vysky, musi byt v rozpiti £ 10 % povodnej Sirky.
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7.1.2.

7.2

7.3.

Detekcia pomocou diédového pola

Vysledky sa vyhodnotia podla nasledujtcich kritérif:

a)

vinové dizky maximélnej absorbancie spektra vzorky a spektra standardu zaznamenané na vrchole piku
chromatogramu musia byt rovnaké s toleranciou ur¢enou rozlisovacou schopnostou detekéného systému.
V pripade detekcie detektorom diédového pola sa obycajne pohybuje v rozsahu + 2 nm;

spektrd vzorky a Standardu zaznamenané na vrchole piku chromatogramu nesma byt odlisné v castiach
spektra medzi 225 a 300 nm v rozsahu od 10 % az 100 % relativnej absorbancie. Toto kritérium je
splnené, ked' st pritomné tie isté maximd a ak v ziadnom pozorovanom bode nepresiahne odchylka medzi
dvomi spektrami 15 % absorbancie analytu standardu;

spektrd vzostupnej Casti, vrcholu a zostupnej Casti piku vytvorené extraktom vzorky nesmi byt vzdjomne
odlisné v castiach spektra medzi 225 az 300 nm v rozsahu 10 % az 100 % relativnej absorbancie. Toto
kritérium je splnené, ked st pritomné tie isté maximd a ak vo vietkych pozorovanych bodoch odchylka
medzi spektrami nepresiahne 15 % absorbancie spektra vrcholu piku.

Ak niektoré z tychto kritéril nebude splnené, potom pritomnost analytu nebola potvrdend.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na tej istej vzorke nesmie presiahnut
0,5 mgfkg pre obsah halofuginonu do 3 mg/kg.

Ndvratnost

V pripade slepej vzorky doplnenej o skiimant litku musi byt atnost najmenej 80 %.

Vysledky medzilaboratérnej Stidie

Vykonala sa medzilaboratérna $tidia (1), v rdmci ktorej osem laboratérii analyzovalo tri vzorky.

Vysledky
Vzorka A
(slepd) Vzorka B (sypkd) Vzorka C (granulovand)
pri prijat
pri prijati po dvoch pri prijai | PO dvoch mesia-

priemer [mg/kg] ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sg [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVr [ %] — 16 18 14 17
Névr. [ %] 86 74 88 75
ND = nezistené
Sk = smerodajnd odchylka reprodukovatelnosti
CVp = variacny koeficient reprodukovatelnosti ( %)
Navr. = navratnost ( %)

E.

STANOVENIE ROBENIDINU

1,3- bis [(4-chlérbenzylidén)amino]-guanidin-hydrochlorid

Ucel a oblast

Tato metdda umoziuje stanovit obsah robenidinu v krmivach. Kvantifika¢ny limit je 5 mg/kg.

(") The Analyst 108, 1983, str. 1 252 az 1 256.



26.2.2009

Uradny vestnik Eurépskej tinie L 54/81

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.9.1.

Podstata metédy

Vzorka sa extrahuje okyslenym metanolom. Extrakt sa vysusi a alikvotnd Cast sa podrobi Cisteniu na koléne
oxidu hlinitého. Robenidin sa vymyva z kolény metanolom, skoncentruje sa a doplni na vhodny objem
mobilnou fézou. Obsah robenidinu sa stanovi na reverznej faze vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou
(HPLC) pomocou UV detektora.

Chemikalie
Metanol

Okysleny metanol

Do 500 ml odmernej banky preneste 4,0 ml kyseliny chlorovodikovej (p20 = 1,18 g/ml), dopliite po znacku
metanolom (3.1) a premiesajte. Tento roztok sa musi pripravit Cerstvo pred pouzitim.

Acetonitril, ¢itsoty HPLC
Molekulové sito

Typ 3A, guldcky, 8 — 12 mesov (gulocky o velkosti 1,6 — 2,5 mm, krystalicky hlinitokremicitan, priemer pérov
0,3 mm)

Oxid hlinity, kysly, aktivita triedy I pre stlpcovii chromatografiu

Do vhodnej nadoby navdzte 100 g oxidu hlinitého a pridajte 2,0 ml vody. Uzatvorte a pretrepdvajte po dobu
priblizne 20 mintit. Uchovédvajte v dobre uzatvorenej nadobe.

Roztok dihydrofosfore¢nanu draselného, ¢ = 0,025 mol/l.

V 1 000 ml odmernej banke rozpustite 3,40 g dihydrofosfore¢nanu draselného vo vode (Cistoty HPLC), doplnte
po znacku vodou a premiesajte.

Roztok hydrofosfore¢nanu disodného, ¢ = 0,025 mol/l

V litrovej odmernej banke rozpustite 3,55 g bezvodého (alebo 4,45 g dihydratu, prip. 8,95 g dodekahydratu)
hydrofosfore¢nanu disodného vo vode (¢istoty HPLC), doplitte po znacku vodou a premiesajte.

Mobilnd fiza HPLC

Zmiesajte spolu tieto chemikélie:

650 ml acetonitrilu (3.3),

250 ml vody (Cistoty HPLC),

50 ml roztoku dihydrofosfore¢nanu draselného (3.6),

50 ml roztoku hydrofosfore¢nanu disodného (3,7),

prefiltrujte cez 0,22 pm filter (4,6) a roztok odplyrte (napr. ultrazvukom pocas 10 mindt).
Standardnd ldtka

Cisty robenidin: 1,3- bis [(4-chlérbenzylidén)amino]-guanidin-hydrochlorid.

Zésobny $tandardny roztok robenidinu: 300 pg/ml

Navézte 30 mg Standardnej ldtky robenidinu (3.9) s presnostou na 0,1 mg. Rozpustite v okyslenom metanole
(3.2) v 100 ml odmernej banke, dopliite po znacku tym istym rozptistadlom a premiesajte. Banku zabalte do
hlinikovej félie a skladujte na tmavom mieste.
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3.9.2.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

4.7.

5.2.

Pracovny $tandardny roztok robenidinu: 12 pg/ml

Preneste 10,0 ml zdsobného Standardného roztoku (3.9.1) do 250 ml odmernej banky, dopliite mobilnou fizou
(3.8) po znacku a premiesajte. Banku zabalte do hlinikovej folie a skladujte na tmavom mieste.

Kalibra¢né roztoky

Do série 50 ml odmernych baniek preneste 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 a 25,0 ml pracovného $tandardného roztoku
(3.9.2). Dopliite po znacku mobilnou fazou (3.8) a premiesajte. Tieto roztoky obsahuji 1,2 pg, 2,4 pg, 3,6 ug,
4,8 pg a 6,0 pg robenidinu v 1 ml. Roztoky sa musia pripravovat Cerstvo pred pouZzitim.

Voda, ¢istoty HPLC

Pristrojové vybavenie

Sklenena koldna

Vyrobend z hnedého skla ukoncend uzatvaracim kohdtom, zdsobnik s obsahom priblizne 150 ml, vniitorny
priemer 10 — 15 mm, dlzka 250 mm.

Mechanicka trepacka alebo magnetickd miesacka
Filmova rotacnd odparka

Zariadenie na HPLC s UV detektorom s nastavitelnou vinovou dizkou, alebo s detektorom diédového pola,
pracujtici v rozsahu 250 az 400 nm.

Koléna na vysokoucinnd kvapalinovi chromatografiu: 300 mm x 4 mm, s ndpliiou Cig, 10 pm alebo
ckvivalentnd

Filtraény papier so sklenenymi vldknami (Whatman GF|A alebo ekvivalentny)
Membrédové filtre, 0,22 pm

Membréiové filtre, 0,45 pm

Postup

Pozndmka: Robenidin je citlivy na svetlo. Pri vSetkych operdcidch sa maji pouzivat niddoby z hnedého skla.

Vseobecné pokyny

Analyzujte slepti vzorku krmiva, v ktorej nesmie byt pritomny ani robenidin, ani interferujice latky.

Vykonajte test ndvratnosti pomocou analyzy slepej vzorky krmiva (5.1.1), do ktorej bolo pridané obdobné
mnozstvo robenidinu, aké sa nachddza vo vzorke. S cielom obohatenia na tGroven 60 mgfkg preneste 3,0 ml
zdsobného §tandardného roztoku (3.9.1) do 250 ml kuzelovej banky. Roztok odparte na cca. 0,5 ml v pride
dusika. Pridajte 15 g slepej vzorky, premiesajte a pockajte 10 mintt pred extrakciou (5.2).

Pozndmka: Na tcely tejto metédy musi byt slepd vzorka krmiva typovo podobnd vzorke skiiSanej a pri analyze
v nej nesmie byt zistend pritomnost robenidinu.

Extrakcia

Navdzte priblizne 15 g pripravenej vzorky s presnostou na 0,01 g. Preneste do 250 ml kuzelovej banky
a pridajte 100,0 ml okysleného metanolu (3.2), zazdtkujte a pretrepdvajte jednu hodinu v trepacke (4.2). Roztok
prefiltrujte cez filtraény papier so sklenenymi vldknami (4.5) a cely filtrdt zachytte do 150 ml kuzelovej banky.
Pridajte 7,5 g molekulového sita (3.4), zazétkujte a pretrepévajte pat mindt. Obsah banky okamzite prefiltrujte
cez filtra¢ny papier so sklenenymi vldknami. Tento roztok si nechajte na precistenie (5.3).
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5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Precistenie
Priprava koldény s oxidom hlinitym

Do spodnej Casti sklenej kolony (4.1) vlozte mala zdtku zo sklenenej vaty a utlacte pomocou sklenenej tycinky.
Navdzte 11,0 g pripraveného oxidu hlinitcho (3.5) a preneste na kolénu. Pocas tohto postupu treba
minimalizovat vplyv atmosférického vzduchu. Jemne poklepte na spodnom konci kolony, aby sa oxid hlinity
usadil.

Precistenie vzorky

Napipetujte 5,0 ml extraktu vzorky pripravenej podla (5.2) a preneste na kolénu. Hrot pipety sa oprie tesne
o stenu kolony a roztok sa nechd vsiaknut do oxidu hlinitého. Robenidin vymyte z kolény pouzitim 100 ml
metanolu (3.1), pri rychlosti prietoku 2 — 3 ml/mindtu, a eludt zachytte do 250 ml banky s gulatym dnom.
Roztok metanolu odparte do sucha pri znizenom tlaku a teplote 40 °C pomocou filmovej rotacnej odparky (4.3).
Zvysok po odpareni rozpustite v 3 — 4 ml mobilnej fizy (3.8) a kvantitativne preneste do 10 ml odmernej banky.
Banku vypldchnite niekolkymi 1 az 2 ml ddvkami mobilnej fizy a tieto vyplachovacie roztoky preneste do
odmernej banky. Doplite po znacku tymto roztokom a zmiesajte. Prefiltrujte alikvotnd cast cez 0,45 pm
membrénovy filter (4.7). Tento roztok si nechajte na stanovenie pomocou HPLC (5.4).

Stanovenie HPLC
Parametre

Odportcané st nasledujice podmienky, iné podmienky sa mozu pouzif, ak zabezpecia dosiahnutie
ekvivalentnych vysledkov:

Koléna na kvapalinovi chromatografiu (4.4.1)
Mobilnd fiza HPLC (3.8)

Prietokovd rychlost: 1,5 az 2 ml/min,

Vlnovd dfzka detektora: 317 nm,

Vstrekovy objem: 20 az 50 pl.

Skontrolujte stabilitu chromatografického systému tak, Ze niekolkokrat nastreknete kalibra¢ny roztok (3.9.3)
obsahujtici 3,6 pg/ml, kym nedosiahnete konstantné vysky pikov a konstantné retencné casy.

Kalibra¢ny graf

Nastreknite kazdy kalibracny roztok (3.9.3) niekolkokrdt a zmerajte vysky (plochy) pikov pre kazdu
koncentréciu. Zostrojte kalibracny graf, pricom pouzite priemerné vysky vrcholov alebo plochy kalibra¢nych
roztokov ako ordindty (os y) a prislusné koncentrdcie v pg na ml ako abscisy (os x).

Roztok vzorky

Niekol'kokrét nastreknite extrakt vzorky (5.3.2), pricom pouzite rovnaky objem ako pri kalibraénych roztokoch
a z nameranych pikov stanovte priemernt vysku (plochu) piku robenidinu.

Vypocet vysledkov

Z priemernej vysky (plochy) piku robenidinu v roztoku vzorky stanovte koncentraciu roztoku vzorky v pg/ml
pomocou kalibra¢nej krivky (5.4.2).

Obsah w robenidinu (mg/kg) vzorky je dany tymto vzorcom:

cx 200
W=
m

kde:

¢ = koncentrécia robenidinu v roztoku vzorky v pg/ml,

m = hmotnost navazky vzorky v gramoch.



L 54/84

Uradny vestnik Eurépskej tinie

26.2.2009

7.

7.1.

7.2.
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Validicia vysledkov
Zhodnost

Zhodnost analytu mozeme potvrdit kochromatografiou alebo pouzitim detektora diédového pola, pomocou
ktorého sa porovnavaju spektrd extraktu vzorky a kalibraéného roztoku (3.9.3) obsahujiceho 6 pg/ml
robenidinu.

Kochromatografia

Do extraktu vzorky sa pridd vhodné mnozstvo kalibraéného roztoku (3.9.3). Mnozstvo pridaného robenidinu
musi byt podobné odhadovanému mnozstvu robenidinu, zistenému v extrakte vzorky.

Vzhladom na pridané mnozstvo a riedenie extraktu sa zvysi len vyska piku robenidinu. Sirka piku, v polovici
jeho maximélnej vysky, musi byt priblizne v rozsahu + 10 % povodnej Sirky.

Detekcia detektorom diédového pola

Vysledky sa vyhodnotia podla tychto kritérif:

a)  vlnové dizky maximalnej absorbancie spektra vzorky a spektra Standardu zaznamenané na vrchole piku
chromatogramu musia byt rovnaké s toleranciou urcenou rozlisovacou schopnostou detekéného systému.
V pripade detekcie detektorom diddového pola sa obycajne pohybuje v rozsahu + 2 nm;

b)  spektrd vzorky a Standardu zaznamenané na vrchole piku chromatogramu nesmi byt odlisné v castiach
spektra medzi 250 a 400 nm v rozsahu od 10 % az 100 % relativnej absorbancie. Toto kritérium je
splnené, ked' sti pritomné tie isté maximd a ak v Ziadnom pozorovanom bode nepresiahne odchylka medzi
dvomi spektrami 15 % absorbancie analytu standardu;

¢)  spektrd vzostupnej Casti, vrcholu a zostupnej Casti piku vytvorené extraktom vzorky nesmu byt vzdjomne
odlisné v Castiach spektra medzi 250 a 400 nm v rozsahu 10 % az 100 % relativnej absorbancie. Toto
kritérium je splnené, ked st pritomné tie isté maximd a ak vo vietkych pozorovanych bodoch odchylka
medzi spektrami nepresiahne 15 % absorbancie spektra vrcholu piku.

Ak niektoré z tychto kritérii nebude splnené, potom pritomnost analytu nebola potvrdend.
Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na tej istej vzorke nesmie presiahnut 10 %
relativnych z vysSej hodnoty pre obsah robenidinu, ktory je vyssi ako 15 mg/kg.

Ndvratnost
V pripade slepej vzorky doplnenej robenidinom musi byt ndvratnost najmenej 85 %.
Vysledky medzilaboratérnej Stidie

Zorganizovala sa medzilaboratérna stidia ES, v ramci ktorej dvandst laboratérif analyzovalo $tyri vzorky krmiva
pre hydinu a kréliky, sypké alebo granulované. Kazdd vzorka sa analyzovala dvakrat. Vysledky s uvedené v tejto
tabulke:

Hydina Kraliky
sypké granulované sypké granulované
priemer [mg/kg] 27,00 27,99 436 40,1
s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
CV; [ %] 5,4 4,5 3,3 4,1
S [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 3,91
CVi [ %] 16,1 12,0 10,6 9,7
Névratnost [ %] 90,0 93,3 87,2 80,2

s, = smerodajnd odchylka opakovatelnosti

CV, = variacny koeficient opakovatelnosti, %
Sk

CVy = varia¢ny koeficient reprodukovatelnosti, %

smerodajnd odchylka reprodukovatelnosti
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

F.  STANOVENIE DIKLAZURILU

(+)-4-chlorofenyl[ 2,6-dichloro-4-(2,3,4, 5-tetrahydro-3, 5-dioxo- 1,2,4-triazin-2-yl)fenyl Jacetonitril.

Utel a oblast

T4to metéda umoziuje stanovit obsah diklazurilu v krmivadch a v premixoch. Detekény limit je 0,1 mg/kg, limit
kvantifikicie je 0,5 mg/kg.

Podstata metédy

Po pridani vnitorného Standardu sa vzorka extrahuje okyslenym metanolom. Pri analyze krmiv sa alikvotnd cast
extraktu precisti na extrak¢nej ndplni s tuhou fézou Ci4. Diklazuril sa vymyje z ndplne zmesou okysleného
metanolu a vody. Po odpareni sa zvySok rozpusti v zmesi DMF a vody. V pripade premixov sa extrakt odparf
a zvysSok rozpusti v zmesi DMF a vody. Obsah diklazurilu sa stanovi terndrnym gradientom na reverznej faze
vysokotcinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC) pouzitim UV detektora.

Chemikilie

Voda, ¢istoty HPLC

Octan aménny
Tetrabutylaméniumhydrogénsulft (TBHS)
Acetonitril, ¢istoty HPLC

Metanol, ¢istoty HPLC

N, N-dimetylformamid (DMF)

Kyselina chlorovodikovd, pyy = 1,19 g/ml

Standardnd latka: diklazuril 1-24: (+)-4-chlorofenyl[2,6-dichloro-4-(2,3,4,5-tetrahydro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-
ylfenyl]acetonitril so zarucenou cistotou, E771.

Zisobny $tandardny roztok diklazurilu, 500 pg/ml.

Navdzte 25 mg Standardnej latky diklazurilu (3.8) s presnostou na 0,1 mg do 50 ml odmernej banky. Rozpustite
v DMF (3.6), dopliite DMF po znacku a premiesajte. Obalte banku hlinikovou féliou alebo pouzite banku
z hnedého skla a ulozte do chladnicky. Pri teplote < 4 °C je roztok stdly 1 mesiac.

Standardny roztok diklazurilu, 50 pg/ml.

Preneste 5,00 ml zdsobného Standardného roztoku (3.8.1) do 50 ml odmernej banky, dopliite DMF (3.6) po
znacku a premiesajte. Obalte banku hlinikovou féliou alebo pouzite banku z hnedého skla a ulozte
do chladnicky. Pri teplote < 4 °C je roztok stdly 1 mesiac.

Vnttorny §tandard: 2,6 dichloro-a-(4-chlorofenyl)-4-(4,5 dihydro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2  (3H) - yl)
a-metylbenzén-acetonitril

Zisobny roztok vnutorného $tandardu, 500 pg/ml.

Navézte 25 mg vnatorného 3tandardu (3.9) s presnostou na 0,1 mg do 50 ml odmernej banky. Rozpustite
v DMF (3.6), dopliite DMF po znacku a premiesajte. Obalte banku hlinikovou féliou alebo pouzite banku
z hnedého skla a ulozte do chladnicky. Pri teplote < 4 °C je roztok stdly 1 mesiac.

Roztok vnatorného $tandardu, 50 pg/ml.

Preneste 5,00 ml zdsobného roztoku vniitorného Standardu (3.9.1) do 50 ml odmernej banky, dopliite DMF
(3.6) po znacku a premieajte. Obalte banku hlinikovou féliou alebo pouzite banku z hnedého skla a ulozte do
chladnicky. Pri teplote < 4 °C je roztok stély 1 mesiac.
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3.13.2.

3.13.3.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1.2.

Roztok vnitorného $tandardu na premixy, p/1 000 mg/ml
(p = nomindlny obsah diklazurilu v premixe v mg/kg)

Navézte p/10 mg vnttorného Standardu s presnostou na 0,1 mg do 100 ml odmernej banky, rozpustte v DMF
(3.6) v ultrazvukovom kipeli (4.6), dopliite DMF po znacku a zamieSajte. Obalte banku hlinikovou f6liou alebo
pouzite banku z hnedého skla a ulozte do chladnicky. Pri teplote < 4 °C je roztok stdly 1 mesiac.

Kalibra¢ny roztok, 2 pg/ml.

Napipetujte 2,00 ml $tandardného roztoku diklazurilu (3.8.2) a 2,00 ml roztoku vnitorného Standardu (3.9.2)
do 50 ml odmernej banky. Pridajte 16 ml DMF (3.6), dopliite DMF po znacku a premiesajte. Tento roztok sa
musi pripravit Cerstvo pred pouZitim.

Extrakénd ndpli Cpg s tuhou fizou, napr. Bond Elute, velkost: 1 cc, hmotnost sorbentu: 100 mg.
Extrakény roztok: okysleny metanol.

Do 1 000 ml metanolu (3.5) napipetujte 5,0 ml kyseliny chlorovodikovej (3.7) a premiesajte.
Mobilnd fiza pre HPLC

Eluent A: octan aménny — tetrabutylaméniumhydrogénsulfétu, roztok.

V 1000 ml vody (3.1) rozpustte 5 g octanu aménneho (3.2) a 3,4 g TBHS (3.3) a premiesajte.
Eluent B: acetonitril (3.4).

Eluent C: metanol (3.5).

Pristrojové vybavenie

Mechanicka trepacka

HPLC pristroj na terndrny gradient

Koléna na kvapalinovii chromatografiu, s ndpliiou Hypersil ODS 3 pm, 100 mm x 4,6 mm, alebo ekvivalentnd
UV detektor s nastavitelnou vinovou dfzkou alebo detektor diédového pola

Filmovd rota¢nd odparka

Membranovy filter, 0,45 pm

Viékuové odparovacie zariadenie

Ultrazvukovy kipel

Postup

Vseobecné pokyny

Slepd vzorka

Analyzujte slepti vzorku krmiva, aby ste overili, ¢i neobsahuje ani diklazuril, ani interferujice litky. ZloZenie

slepej vzorky md zodpovedat skimanej vzorke a pri analyze sa nesmie dokdzat pritomnost diklazurilu alebo
interferujicej latky.

Test ndvratnosti

Vykonajte test ndvratnosti pomocou analyzy slepej vzorky krmiva, do ktorej bolo pridané obdobné mnozstvo
diklazurilu, aké sa nachddza vo vzorke. S cielom obohatit na troven 1 mg/kg pridajte 0,1 ml zdsobného
standardného roztoku (3.8.1) do 50 g slepej vzorky, dokladne premiesajte, nechajte stdit 10 min. pred dalsim
postupom (5.2) a este niekol'kokrat zamiesajte.
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.3.

Ak nie je dostupnd slepd vzorka zodpovedajtica zlozenim skiimanej vzorke (pozri bod 5.1.1), test névratnosti sa
moze vykonat metédou pridavku Standardu. V tomto pripade sa vzorka, ktord ma byt analyzovand, obohati
mnozstvom diklazurilu, ktoré je podobné mnozstvu uz pritomnému vo vzorke. Tato vzorka sa analyzuje spolu
s neobohatenou vzorkou a névratnost sa vypocita od¢itanim.

Extrakcia
Krmiva

Navézte priblizne 50 g vzorky s presnostou na 0,01 g. Preneste do 500 ml kuzelovej banky, pridajte 1,00 ml
roztoku vnuatorného $tandardu (3.9.2), 200 ml extrakéného ¢inidla (3.12) a banku zazédtkujte. Zmes nechajte cez
noc v trepacke (4.1) pretrepat. Nechajte 10 minit usadit. Preneste 20 ml alikvotnej casti supernatantu
do vhodnej sklenenej nddoby a zriedte 20 ml vody. Preneste tento roztok na extrakénd ndpln (3.11) a nechajte
pretiect pomocou vakua (4.5). Premyte ndpln 25 ml zmesi extrakéného cinidla (3.12) a vody v pomere 65 + 35
(V + V). Vylejte zozbierané frakcie a vymyte zlG¢eniny pomocou 25 ml zmesi extrakéného ¢inidla (3.12) a vody
v pomere 80 + 20 (V + V). Odparte tato frakciu dosucha na rotacnej odparke (4.3) pri teplote 60 °C. ZvySok
rozpustite v 1,0 ml DMF (3.6), pridajte 1,5 ml vody (3.1) a zamiesajte. Prefiltrujte cez membranovy filter (4.4).
Prejdite k dalsiemu kroku, ktorym je stanovenie HPLC (5.3).

Premixy

Navézte priblizne 1 g vzorky s presnostou na 0,001 g. Preneste do 500 ml kuzelovej banky, pridajte 1,00 ml
roztoku vnutorného $tandardu (3.9.3), 200 ml extrakéného ¢inidla (3.12) a banku zazédtkujte. Zmes nechajte cez
noc pretrepat v trepacke (4.1). Nechajte 10 mindt usadit. Preneste alikvotnt cast 10 000/p ml (p = nominalny
obsah diklazurilu v premixe v mg/kg) supernatantu do primerane velkej banky s gulatym dnom. Odparte na
vakuovej rotacnej odparke (4.3) dosucha pri 60 °C a zniZenom tlaku. Znovu rozpustite zvy$ok v 10,0 ml DMF
(3.6), pridajte 15,0 ml vody (3.1) a premiesajte. Prejdite k dalsiemu kroku, ktorym je stanovenie pomocou HPLC
(5.3).

Stanovenie HPLC
Parametre

Odportcané st nasledujice podmienky, iné podmienky sa mozu pouzif, ak zabezpecia dosiahnutie
ekvivalentnych vysledkov:

Kolona na kvapalinovi 100 mm x 4,6 mm, s napliiou Hypersil
chromatografiu (4.2.1): ODS 3 pm alebo ekvivalentnd

Mobilnd fza: Eluent A (3.13.1): Vodny roztok octanu aménneho a tetrabu-

tyl-aménium hydrogénsulfatu
Eluent B (3.13.2): acetonitril
Eluent C (3.13.3): metanol

Elu¢ny model: —  linedrny gradient
—  podiatoéné podmienky A + B + C =60 + 20 + 20 (V + V + V)
—  po 10 min gradientova eldcia pocas 30 min na: A + B + C = 45 + 20 + 35
(V+V+V),
Vyplachnutie s B pocas 10 min.

Prietokova rychlost: 1,5 — 2 ml/min.
Vstrekovy objem: 20 pl

Detekénd vinové dizka: 280 nm

Niekolkondsobnym nastreknutim kalibra¢ného roztoku (3.10) obsahujticeho 2 pl/ml diklazurilu sa skontroluje
stabilita chromatografického systému, az kym sa dosiahne konstantna vyska piku a konstantné retencné casy.

Kalibra¢ny roztok

Nickolkokrdt sa nastrekne 20 pl kalibracného roztoku (3.10) a stanovi sa priemernd vyska (plocha) piku
diklazurilu a vnatorného $tandardu.

Roztok vzorky

Niekolkokrét sa nastrekne 20 pl roztoku vzorky (5.2.1 alebo 5.2.2) a stanovi sa priemernd vyska (plocha) piku
diklazurilu a vndtorného Standardu.
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Vypocet vysledkov
Krmivd

Obsah w diklazurilu (mg/kg) vzorky je dany tymto vzorcom:

_hgg x hi o Cde X 10V

Y by % by [mg/kg]

kde:

hgs = vyska (plocha) piku diklazurilu v roztoku vzorky (5.2.1),

hi; = vyska (plocha) piku vnatorného $tandardu v roztoku vzorky (5.2.1),

hg. = vyska (plocha) piku diklazurilu v kalibra¢nom roztoku (3.10),

h;. = vyska (plocha) piku vnatorného $tandardu v kalibracnom roztoku (3.10),
cac = koncentrdcia diklazurilu v kalibra¢nom roztoku v ug/ml (3.10),

m = hmotnost navdzky vzorky v g,

V = objem extraktu vzorky podla 5.2.1 (t. j. 2,5 ml).

Premixy

Obsah w diklazurilu (mg/kg) vzorky je dany tymto vzorcom:

_hgg x hi o CdeX 0,02V x p

“hee %y - [mg/kg]

kde:

hg. = vyska (plocha) piku diklazurilu v kalibra¢nom roztoku (3.10),
hi. = vyska (plocha) piku vnitorného $tandardu v kalibracnom roztoku (3.10),
( )

=
&
1l

vyska (plocha) piku diklazurilu v roztoku vzorky (5.2.2),

hi; = vyska (plocha) piku vnitorného §tandardu v roztoku vzorky (5.2.2),
cac = koncentrdcia diklazurilu v kalibra¢nom roztoku v pg/ml (3.10),

m = hmotnost navazky vzorky v g,

V = objem extraktu vzorky podla 5.2.2 (t. j. 25 ml),

= nomindlny obsah diklazurilu v mg/kg v premixe.

ae]
I

Validicia vysledkov

Zhodnost

Zhodnost analytu mozeme potvrdit kochromatografiou alebo pouzitim detektora diédového pola, pomocou
ktorého porovndme spektrd extraktu vzorky (5.2.1 alebo 5.2.2) a kalibra¢ného roztoku (3.10).

Kochromatografia

Do extraktu vzorky (5.2.1 alebo 5.2.2) sa pridd vhodné mnozZstvo kalibracného roztoku (3.10). MnozZstvo
pridaného diklazurilu mé byt podobné odhadovanému mnozstvu diklazurilu, zistenému v extrakte vzorky.

Vzhladom na pridané mnozstvo a riedenie extraktu sa zvysi len vyska piku diklazurilu. Sirka piku, v polovici
jeho maximalnej vysky, musi byt v rozmedzi + 10 % povodnej Sirky piku diklazurilu alebo piku vndtorného

Standardu v extrakte vzorky, do ktorého nebol diklazuril dodato¢ne pridany.

Detekcia detektorom diédového pola

Vysledky sa vyhodnotia podla tychto kritérif:

a)  vlnové dizky maximalnej absorbancie spektra vzorky a spektra Standardu zaznamenané na vrchole piku
chromatogramu musia byt rovnaké s toleranciou urcenou rozlisovacou schopnostou detekéného systému.
V pripade detekcie detektorom diédového pola sa obycajne pohybuje v rozsahu + 2 nm;

b)  spektrd vzorky a Standardu zaznamenané na vrchole piku chromatogramu nesmi byt odlisné v castiach
spektra medzi 230 a 320 nm v rozsahu od 10 % az 100 % relativnej absorbancie. Toto kritérium je
splnené, ked st pritomné tie isté maximd, a ak v Ziadnom pozorovanom bode nepresiahne odchylka medzi

dvomi spektrami 15 % absorbancie analytu standardu;
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7.3.

¢)  spektrd vzostupnej Casti, vrcholu a zostupnej Casti piku vytvorené extraktom vzorky nesmu byt vzdjomne
odlisné v castiach spektra medzi 230 a 320 nm v rozsahu 10 % az 100 % relativnej absorbancie. Toto
kritérium je splnené, ked st pritomné tie isté maximd a ak vo vetkych pozorovanych bodoch odchylka
medzi spektrami nepresiahne 15 % absorbancie spektra vrcholu piku.

Ak niektoré z tychto kritéril nebude splnené, potom pritomnost analytu nebola potvrdend.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych v tej istej vzorke nesmie presiahnut:
— 30 % relativnych z vyssej hodnoty pre obsah diklazurilu od 0,5 mg/kg do 2,5 mg/kg,
— 0,75 mgfkg pre obsah diklazurilu medzi 2,5 mg/kg a 5 mg/kg,

— 15 % relativnych z vysSej hodnoty pre obsah diklazurilu, ktory je vyssi ako 5 mg/kg.

Ndvratnost

Pre vzorky s pridavkom diklazurilu (slepd vzorka) musi byt ndvratnost najmenej 80 %.

Vysledky medzilaboratérnej Stidie

Vykonala sa medzilaboratérna §tiidia, v rdmci ktorej 11 laboratérii analyzovalo 5 vzoriek. Vzorky pozostévali
z dvoch premixov; jeden s organickou matricou (O 100) a druhy s anorganickou (A 100). Teoreticky obsah
diklazurilu bol 100 mg/kg. Tri zmesi krmiv pre hydinu pochddzali od troch roznych vyrobcov (NL) (L1/Z1/K1).
Teoreticky obsah diklazurilu bol 1 mgfkg. Laboratérid dostali pokyn analyzovat kazdd vzorku jeden, prip.
dvakrét. (Viac informdcii o tejto medzilaboratérnej §tadii je uvedenych v Uradnom vestniku AOAC International,
zvizok 77, ¢. 6, 1994, 5. 1 359 — 1 361). Vysledky sa nachddzajt v nasledujicej tabulke.

Vzorka 1 Vzorka 2 Vzorka 3 Vzorka 4 Vzorka 5

A 100 O 100 L1 Z1 K1
L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Priemer 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
v, (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34
Sy (mgfkg) 7,59 7,64 017 011 0,12
CVr (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Nominélny obsah 100 100 1 1 1
(mg/kg)
L = pocet laboratérif
n = pocet jednotlivych hodnot
S, = smerodajnd odchylka opakovatelnosti
CV, = varia¢ny koeficient opakovatelnosti
Sk = smerodajnd odchylka reprodukovatelnosti

CVy = varia¢ny koeficient reprodukovatelnosti

Pozndmky

Odozva diklazurilu musi vykazovat linearitu v celom koncentraénom rozsahu merania.

G.  STANOVENIE LASALOCIDU SODNEHO

Sodnd sol polyéteru monokarboxylovej kyseliny produkovanej mikroorganizmom 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.

Ukel a oblast

Tato metdda umoziuje stanovit obsah lasalocidu sodného v krmivéch a v premixoch. Detekény limit je 5 mg/kg,
limit kvantifikdcie je 10 mg/kg.

Podstata metédy

Lasalocid sodny sa vyextrahuje zo vzorky do okysleného metanolu a stanovi sa na reverznej fdze vysokoticinnej
kvapalinovej chromatografie (HPLC) pomocou fluorescencného detektora.

Chemikalie

Dihydrogénfosfore¢nan draselny (KH,PO,)

Kyselina ortofosforec¢nd, w (w/w) = 85 %

Roztok kyseliny ortofosforecnej ¢ = 20 %

Zried'te 23,5 ml kyseliny ortofosfore¢nej (3.2) vodou na objem 100 ml.
6-metyl-2-heptylamin (1,5-dimetylhexylamin), w (w/w) = 99 %
Metanol, ¢istoty HPLC

Kyselina chlorovodikovd, hustota ¢ = 1,19 g/ml

Fosfitovy pufer, roztok ¢ = 0,01 mol/l

Rozpustite 1,36 g KH,PO, (3.1) v 500 ml vody (3.11), pridajte 3,5 ml kyseliny ortofosforecnej (3.2) a 10,0 ml
6-metyl-2-heptylaminu (3.4). Upravte pH na 4,0 roztokom kyseliny ortofosforecnej (3.3) a zried'te vodou na
objem 1 000 ml (3.11).

Okysleny metanol

Do 1000 ml odmernej banky preneste 5,0 ml kyseliny chlorovodikovej (3.6), doplite po znacku metanolom
(3.5) a premiesajte. Tento roztok sa musi pripravovat cerstvo pred pouzitim.

HPLC mobilna fiza, roztok fosfitového pufra a metanolu v pomere 5 + 95 (V + V)
Zmiesajte 5 ml roztoku fosfitového pufra (3.7) s 95 ml metanolu (3.5).

Standardnd ldtka lasalocid sodny so zarucenou &istotou, C3,Hs30gNa (sodnd sol polyéteru monokarboxylovej
kyseliny produkovand mikroorganizmom Streptomyces lasaliensis), E763

Standardny zdsobny roztok lasalocidu sodného, 500 g/ml

Navazte 50 mg lasalocidu sodného (3.10) s presnostou na 0,1 mg do 100 ml odmernej banky, rozpustite
v okyslenom metanole (3.8), doplite po znacku okyslenym metanolom a premiesajte. Tento roztok sa musi
pripravovat Cerstvo pred pouZitim.

Pracovny Standardny roztok lasalocidu sodného, 50 pg/ml

Do 100 ml odmernej banky napipetujte 10,0 ml zdsobného Standardného roztoku (3.10.1), doplnte okyslenym
metanolom po znacku (3.8) a premiesajte. Tento roztok sa musi pripravovat Cerstvo pred pouZitim.
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3.10.3. Kalibra¢né roztoky

Do série 50 ml odmernych baniek preneste 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 a 10,0 ml pracovného Standardného roztoku
(3.10.2). Dopliite po znacku okyslenym metalonom (3.8) a premiesajte. Jednotlivé roztoky zodpovedaji 1,0, 2,0,
4,0, 5,0 a 10,0 pg/ml lasalocidu sodného. Tieto roztoky sa musia pripravovat cerstvo pred pouzitim.

3.11. Voda, ¢istoty HPLC

4. Pristrojové vybavenie

4.1. Ultrazvukovy kupel (alebo vodny kiipel s trepanim) s reguldtorom teploty

4.2. Membranové filtre, 0,45 pm

4.3. HPLC zariadenie so vstrekovacim systémom, vhodné na vstrekovanie objemov 20 pl.

4.3.1. Kvapalinovd chromatografickd koléna 125 mm x 4 mm, reverznd fiza s ndpliiou Cyg, 5 pm alebo ekvivalentnd
4.3.2. Spektrofluorimeter s nastavitelnou vinovou dizkou excitacie a emisie vinovych dlzok

5. Postup

5.1. Vseobecné pokyny

5.1.1. Slepd vzorka

Na kontrolu nepritomnosti lasalocidu sodného a interferujicich ldtok sa analyzuje slepd vzorka krmiva pre test
ndvratnosti (5.1.2). Zlozenie slepej vzorky md zodpovedat skiimanej vzorke a pri analyze sa nesmie dokdzat
pritomnost lasalocidu sodného alebo interferujticich ltok.

5.1.2. Test ndvratnosti

Vykonajte test ndvratnosti pomocou analyzy slepej vzorky krmiva, do ktorej bolo pridané obdobné mnozstvo
lasalocidu sodného, aké sa nachddza vo vzorke. K doplneniu na troven 100 mg/kg lasalocidu sodného preneste
10,0 ml zdsobného $tandardného roztoku (3.10.1) do 250 ml kuzelovej banky a nechajte roztok odparit na
objem priblizne 0,5 ml. Pridajte 50 g slepej vzorky, dokladne premiesajte a nechajte 10 mindt pred
uskuto¢nenim extrakcie (5.2) stat za obcasného premiesania.

Ak nie je dostupnd slepd vzorka zodpovedajtica zlozenim skiimanej vzorke (pozri bod 5.1.1), test névratnosti sa
moze vykonat metédou priddvania Standardu. V tomto pripade sa vzorka, ktord md byt analyzovand, obohati
mnozstvom lasalocidu sodného, ktoré je podobné mnozstvu pritomnému vo vzorke. Tato vzorka sa analyzuje
spolu s neobohatenou vzorkou a ndvratnost sa vypocita od¢itanim.

5.2. Extrakcia
5.2.1. Krmivo

Navézte 5 g az 10 g vzorky s presnostou na 0,01 g do 250 ml kuzelovej banky s uzéverom. Pipetou pridajte
100,0 ml okysleného metanolu (3.8). Volne uzavrite a kriZivym pohybom jej obsah premiesajte. Umiestnite
banku na 20 minat do ultrazvukového kipela (4.1) pri priblizne 40 °C, potom ju vyberte a ochladte na
laboratérnu teplotu. Nechajte odstat priblizne 1 hodinu, kym sa suspendovand ldtka neusadi, a potom alikvotni
cast prefiltrujte cez 0,45 pm membranovy filter (4.2) do vhodnej nddoby. Prejdite k dalsiemu kroku, ktorym je
stanovenie pomocou HPLC (5.3).

5.2.2. Premixy

Navdzte s presnostou na 0,001 g priblizne 2 g nepomletého premixu do 250 ml odmernej banky. Pipetou
pridajte 100,0 ml okysleného metanolu (3.8) a krdzivym pohybom premiesajte. Umiestnite banku s jej obsahom
na 20 mindt do ultrazvukového kipela (4.1) pri priblizne 40 °C, potom ju vyberte a ochladte na laboratérnu
teplotu. Dopliite po znacku okyslenym metanolom (3.8) a dokladne premiesajte. Nechajte 1 hodinu odstét, kym
sa suspendovand ldtka neusadi, a potom alikvotnti Cast prefiltrujte cez 0,45 pm membrdnovy filter (4.2).
Rozriedte primerany objem ¢ireho filtrdtu okyslenym metanolom (3.8), ¢im ziskate konec¢ny skiisobny roztok,
ktory obsahuje priblizne 4 pg/ml lasalocidu sodného. Prejdite k dalsiemu kroku, ktorym je stanovenie pomocou
HPLC (5.3).
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5.3.

6.1.

6.2.

7.1.

Stanovenie HPLC
Parametre

Odporticané s nasledujiice podmienky, iné podmienky sa mozu pouzif, ak zabezpecia dosiahnutie
ekvivalentnych vysledkov:

Kol6na na kvapalinovii 125 mm x 4 mm, reverzna fiza s ndpliou Cyg, 5 pm alebo ekvivalentnd
chromatografiu (4.3.1):

Mobilnd féza (3.9): zmes roztoku fosfatového pufra (3.7) a metanolu (3.5), v pomere 5 + 95 (V + V)
Prietokova rychlost: 1,2 ml/min.
Detekénd vinova dizka:
Excitdcia: 310 nm
Emisia: 419 nm
Vstrekovy objem: 20 pl

Skontrolujte stabilitu chromatografického systému tak, Ze niekolkokrat nastreknete kalibra¢ny roztok (3.10.3)
obsahujici 4,0 pg/ml, kym nedosiahnete konstantné vysky (alebo plochy) pikov a konstantné retencné casy.

Kalibra¢ny graf
Nastreknite kazdy kalibracny roztok (3.10.3) niekolkokrdt a zmerajte vysky (plochy) pikov pre kazdd

koncentrdciu. Zostrojte kalibracny graf, pricom pouzite priemerné vysky (plochy) pikov ako ordindty (os
y) a prislusné koncentrécie v pg/ml ako abscisy (os x).

Roztok vzorky
Nastreknite extrakty vzoriek ziskané podla 5.2.1 alebo 5.2.2 niekolkokrat, pouzitim rovnakého objemu, ako bol

odobraty pre kalibracny roztok, a stanovte priemerné vysky (plochy) pikov pre hodnoty pikov lasalocidu
sodného.

Vypoclet vysledkov

Z priemernej vysky (plochy) piku ziskanej nastreknutim roztoku vzorky (5.3.3) stanovte koncentraciu lasalocidu
sodného (ug/ml) porovnanim s kalibracnym grafom.

Krmivd
Obsah w lasalocidu sodného (mgfkg) vzorky sa vypocita podla tohto vzorca:

CXVl
W=

[mg/kg]

kde:

¢ = koncentrécia lasalocidu sodného v roztoku vzorky (5.2.1) v pg/ml,
V; = objem extraktu vzorky podla 5.2.1 v ml (t. j. 100),
m = hmotnost navazky vzorky v g.

Premixy

Obsah w lasalocidu sodného (mg/kg) sa vypocita podla tohto vzorca:

cxVy xf
w=-""2"" [mg]kg]

kde:

¢ = koncentricia lasalocidu sodného v roztoku vzorky (5.2.2) v pg/ml,
V, = objem extraktu vzorky podla 5.2.2 v ml (t. j. 250),

f = faktor zriedenia podla 5.2.2,

m = hmotnost navazky vzorky v g.

Validicia vysledkov
Zhodnost

Metddy zalozené na spektrofluorometrii podlichaji interferencii v mensej miere ako metddy, pri ktorych sa
pouziva UV detekcia. Zhodnost analytu mozeme potvrdit kochromatografiou.
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7.1.1. Kochromatografia
Do extraktu vzorky (5.2.1 alebo 5.2.2) sa pridd vhodné mnozstvo kalibra¢ného roztoku (3.10.3). MnoZstvo
pridaného lasalocidu sodného musi byt podobné mnozstvu lasalocidu sodného, zistenému v extrakte vzorky. Iba
vyska piku lasalocidu sodného sa md zvysit v zdvislosti od mnoZstva pridaného lasalocidu sodného a od
zriedenia extraktu. Sirka piku v polovicnej vyske musi byt v rozsahu + 10 % povodnej Sirky piku vytvorenej
neobohatenym extraktom vzorky.

7.2. Opakovatelnost
Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na tej istej vzorke nesmie presiahnut:
— 15 % relativnych z vysSej hodnoty pre obsah lasalocidu sodného od 30 mg/kg do 100 mg/kg,
— 15 mglkg pre obsah lasalocidu sodného od 100 mg/kg do 200 mg/kg,
— 7,5 % relativnych z vy$3ej hodnoty pre obsah lasalocidu sodného nad 200 mg/kg.

7.3. Ndvratnost
V pripade obohatenej (slepej) vzorky krmiva md byt ndvratnost najmenej 80 %. V pripade obohatenej vzorky
premixu md byt ndvratnost najmenej 90 %.

8. Vysledky medzilaboratérnej Stidie

()

Vykonala sa medzilaboratérna $tadia (*), v rdmci ktorej 12 laboratérif analyzovalo 2 premixy (vzorky 1 a 2) a 5
krmiv (vzorky 3 — 7). Kazdd vzorka sa analyzovala dvakrdt. Vysledky st uvedené v tejto tabulke:

Vzorka 4
Vzorka 1 Vzorka 2 Vzorka 3 Granulo- Vzorka 5 Vzorka 6 Vzorka 7
Premixy Premixy Granule vané Krmivo pre | Krmivo pre Krmivo pre
pre kurcatd | pre morky | pre morky | krmivo pre morky hydinu A hydinu B
kurcata
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
l:()riemer [mg/ 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
gl
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 4,00 537
sr [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVg [ %] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Nominalny 5000 (*) | 16 000 (¥ 80 (¥ 105 (%) 120 (*) 50 (**) 35 (*%)
obsah [mg/kg]

(*) Obsah deklarovany vyrobcom.
(**) Krmivo pripravené v laboratoriu.

—
|

= pocet laboratorii

n = pocet jednotlivych vysledkov

s, = smerodajnd odchylka opakovatelnosti

sg = smerodajnd odchylka reprodukovatelnosti
CV, = varia¢ny koeficient opakovatelnosti, %
CVy = variacny koeficient reprodukovatelnosti, %

Analyst, 1995, 120, 2175-2180.
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PRILOHA V

METODY ANALYZY NA KONTROLU NEZIADUCICH LATOK V KRMIVACH

A.  STANOVENIE VOENEHO A CELKOVEHO GOSYPOLU
1. Uéel a oblast

Tdto metéda umoziuje stanovit obsah volného gosypolu, celkového gosypolu a chemicky pribuznych ldtok
v bavinikovom semene, v bavinikovom extrahovanom Srote a v bavlnikovych vyliskoch a v kimnych zmesiach

vvvvv

2. Podstata met6dy

Gosypol sa extrahuje v pritomnosti 3-aminopropanolu bud zmesou 2-propanolu a hexdnu, ak ide o stanovovanie
volného gosypolu, alebo dimetylformamidom, ak ide o stanovovanie celkového gosypolu. Gosypol sa prevedie
anilinom na gosypol-dianilin, ktorého absorbancia sa zmeria pri 440 nm.

3. Chemikalie

3.1.  Zmes 2-propanolu a hexdnu: zmieSajte 60 objemovych dielov 2-propanolu so 40 objemovymi dielami n-hexdnu.

3.2 Cinidlo A: vlozte do 1 litrovej odmernej banky priblizne 500 ml zmesi 2-propanolu a hexdnu (3.1), 2 ml
3 aminopropanolu, 8 ml ladovej kyseliny octovej a 50 ml vody. Doplitte na objem 1 1 zmesou 2-propanolu
a hexdnu (3.1). Toto ¢inidlo je stabilné jeden tyzder.

3.3.  Cinidlo B: napipetujte 2 ml 3-aminopropanolu a 10 ml Tadovej kyseliny octovej do 100 ml odmernej banky.
Ochladte na laboratornu teplotu a dopliite objem N, N-dimetylformamidom. Toto ¢inidlo je stabilné jeden tyzden.

3.4.  Anilin: ak optickd hustota pri slepom pokuse presiahne hodnotu 0,022, anilin predestilujte nad praskovym zinkom,
pricom prvych a poslednych 10 % frakcie destildtu odstrante. V chladnicke a v banke z hnedého skla so zdbrusovou
zatkou sa toto Cinidlo uchovéva niekolko mesiacov.

3.5.  Standardny roztok gosypolu A: vlozte 27,9 mg octanu gosypolu do 250 ml odmernej banky. Rozpustite a na
objem dopliite ¢inidlom A (3.2). Napipetujte 50 ml tohto roztoku do 250 ml odmernej banky a dopliite na objem
¢inidlom A. Koncentrécia gosypolu v tomto roztoku je 0,02 mg/ml. Pred pouzitim nechajte stt jednu hodinu pri
laboratdrnej teplote.

3.6.  Standardny roztok gosypolu B: vloZte 27,9 mg octanu gosypolu do 50 ml odmernej banky. Rozpustite a na objem
doplnte ¢inidlom B (3.3). Koncentrécia gosypolu v tomto roztoku je 0,5 mg/ml.

Standardné roztoky gosypolu A a B s stdle 24 hodin, ak si chrdnené pred svetlom.

4. Pristrojové vybavenie

4.1.  Mixér (trepacka): priblizne 35 ot/min.

4.2.  Spektrofotometer.

5. Postup
5.1. Skuisobnd vzorka

Mnozstvo pouzitej skiiSobnej vzorky zdvisi od predpokladaného obsahu gosypolu vo vzorke. Je vyhodnejsie
pracovat s malou skiisobnou vzorkou a s relativne velkym alikvotnym podielom filtratu, aby sa ziskalo dostato¢né
mnoZstvo gosypolu na presné fotometrické meranie. Na stanovenie volného gosypolu v bavinikovom semene,
bavinikovom extrahovanom §rote a v bavlnikovych vyliskoch nesme mnozstvo skusobnej vzorky presiahnut
obsahovat 50 az 100 pg gosypolu. Na stanovenie celkového gosypolu md byt mnozstvo skisobnej vzorky medzi
0,5 a 5 g tak, aby alikvotna cast filtrdtu 2 ml obsahovala 40 az 200 pg gosypolu.

Analyza sa musi vykondvat pri laboratdrnej teplote okolo 20 °C.
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5.2.

5.3.

6.1.

Stanovenie volného gosypolu

Vlozte skisobni vzorku do 250 ml banky so zdbrusovym hrdlom, na dno banky vlozte drvené sklo. Pipetou
pridajte 50 ml c¢inidla A (3.2), banku zazétkujte a miesajte jednu hodinu v miesaci. Prefiltrujte cez suchy filter
a filtrdt zachytte v malej banke so zdbrusovym hrdlom. Pocas filtrécie lievik prikryte hodinovym sklickom.

Napipetujte rovnaké alikvotné Casti filtratu obsahujice 50 az 100 pg gosypolu do dvoch 25 ml odmernych baniek
(A a B). V pripade potreby doplnite objem na 10 ml ¢inidlom A (3.2). Potom obsah banky (A) dopliite na objem
zmesou 2-propanolu a hexdnu (3.1). Tento roztok sa pouzije ako referencny roztok proti roztoku vzorky pri
merani.

Napipetujte 10 ml ¢inidla A (3.2) do dvoch dalsich 25 ml odmernych baniek (C a D). Objem banky (C) doplite na
objem zmesou 2-propanolu a hexdnu (3.1). Tento roztok sa pouzije ako referencny roztok proti slepému pokusu
pri merani.

Do kazdej banky (D) a (B) pridajte 2 ml anilinu (3.4). Zahrievajte 30 minit nad vriacim vodnym kdpelom tak, aby
sa vytvorila farba. Ochladte na laboratérnu teplotu, dopliite objem zmesou 2-propanolu a hexdnu (3.1), premiesajte
a nechajte stat jednu hodinu.

Stanovte opticki hustotu slepého roztoku (D) porovnanim s referenénym roztokom (C) a optickd hustotu roztoku
vzorky (B) porovnanim s porovndvacim roztokom (A) na spektrofotometri pri 440 nm v sklenenych kyvetdch
s hrabkou 1 cm.

Odpocitajte opticki hustotu roztoku pri slepom pokuse od optickej hustoty roztoku vzorky (= korigovand optickd
hustota). Z tejto hodnoty vypocitajte obsah volného gosypolu, ako je uvedené v bode 6.

Stanovenie celkového gosypolu

Vlozte skiisobnt vzorku obsahujticu 1 az 5 mg gosypolu do 50 ml odmernej banky a pridajte 10 ml ¢inidla B (3.3).
Zéroven pripravte slepy pokus tak, Ze vlozite 10 ml ¢inidla B (3.3) do dalsej 50 ml odmernej banky. Obidve banky
zahrievajte 30 minit nad vriacim vodnym ktpelom. Ochladte na laboratérnu teplotu a obsah kazdej banky
doplnite na objem zmesou 2-propanolu a hexdnu (3.1). Premiesajte a nechajte na 10 az 15 mindt usadit, potom
prefiltrujte a zachytte filtrdty do baniek so zdbrusovym hrdlom.

Napipetujte 2 ml filtrdtu vzorky do dvoch 25 ml odmernych baniek a 2 ml filtrdtu slepého pokusu do dvoch
dalsich 25 ml baniek. Obsah jednej banky z kazdej série doplnte na objem 25 ml zmesou 2-propanolu a hexdnu
(3.1). Tieto roztoky sa pouziju ako referencné roztoky.

Do kazdej z dalsich dvoch baniek pridajte 2 ml anilinu (3.4). Zahrievajte 30 mindt nad vriacim vodnym kapelom
tak, aby sa vytvorila farba. Ochladte na laboratérnu teplotu, dopliite na objem 25 ml zmesou 2-propanolu
a hexdnu (3.1), premiesajte a nechajte stat jednu hodinu.

Stanovte optickii hustotu, ako je uvedené v bode 5.2 pre volny gosypol. Z tejto hodnoty vypocitajte obsah
celkového gosypolu, ako je uvedené v bode 6.

Vypocet vysledkov

Vysledky mozno vypocitat bud zo Specifickej optickej hustoty (6.1) alebo podla kalibracnej krivky (6.2).

Vyjpocet zo Specifickej optickej hustoty

Hodnoty 3pecifickej optickej hustoty s, za opisanych podmienok, takéto:

0,
Volny gosypol:  E 1% 625
1 cm
. 1%
Celkovy gosypol: E T 600

cm
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6.2.

6.3.

Obsah volného gosypolu vo vzorke sa vypocita podla vzorca:

Ex 1250

1%
E o Xpxa

% gossypolu :

kde:

m
|

= korigovand optickd hustota, stanovend podla bodu 5.2,
p = skasobnd vzorka v g,

= alikvotnd cast filtrdtu v ml.

Vyjpocet z kalibracnej krivky
Volny gosypol:

Pripravte dve série piatich 25 ml baniek. Napipetujte alikvotne casti 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 a 10,0 ml standardného
roztoku gosypolu A (3.5) do kazdej série baniek. Dopliite na objem 10 ml ¢inidlom A (3.2). Kazdi sériu doplnte
jednou 25 ml odmernou bankou obsahujiicou len 10 ml ¢inidla A (3.2) (slepy pokus).

Dopliite objem v prvej sérii banick (vritane banky na slepy pokus) na 25 ml zmesou 2-propanolu a hexdnu (3.1)
(referenénd séria).

Pridajte 2 ml anilinu (3.4) do kazdej banky v druhej sérii (vritane banky urCenej na slepy pokus). Zahrievajte
30 mindt nad vriacim vodnym kiipelom tak, aby sa vytvorila farba. Ochladte na laboratérnu teplotu, doplite
objem zmesou 2-propanolu a hexdnu (3.1), premieSajte a nechajte stét jednu hodinu (Standardnd séria).

Stanovte optickd hustotu roztokov podla bodu 5.2 v standardnej sérii porovnanim so zodpovedajicimi roztokmi
v referencnej sérii. Zostrojte kalibracnd krivku vynesenim optickych hustot oproti zodpovedajicim mnozstvaim

gosypolu (v pg).

Celkovy gosypol:

Pripravte $est 50 ml odmernych baniek. Do prvej banky dajte 10 ml roztoku B (3.3) a do ostatnych 2,0, 4,0, 6,0,
8,0 a 10,0 ml Standardného roztoku gosypolu B (3.6). Objem kazdej banky dopliite roztokom B (3.3) na 10 ml.
Zahrievajte 30 mindt nad vriacim vodnym képelom. Ochlad'te na laboratérnu teplotu, dopliite objem zmesou
2-propanolu a hexdnu (3.1) a premiesajte.

Napipetujte po 2,0 ml tychto roztokov do kazdej banky z dvoch sérif po Siestich 25 ml odmernych banieck. Obsah
baniek z prvej série dopliite na objem 25 ml zmesou 2-propanolu a hexdnu (3.1) (referen¢nd séria).

Do kazdej banky druhej série pridajte 2 ml anilinu (3.4). Zahrievajte 30 mintt nad vriacim vodnym kapelom.
Ochladte na laboratérnu teplotu, dopliite objem zmesou 2-propanolu a hexdnu (3.1), premiesajte a nechajte stat
jednu hodinu (Standardnd séria).

Stanovte optickd hustotu roztokov podla bodu 5.2 v Standardnej sérii porovnanim so zodpovedajiicimi roztokmi
v referencnej sérii. Zostrojte kalibracnd krivku vynesenim optickych hustot oproti zodpovedajicim mnozstvaim

gosypolu (v pg).

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na tej istej vzorke nesmie presiahnut:

— 15 % relativnych z vyssej hodnoty pri obsahu gosypolu niz§om ako 500 ppm,

— 75 ppm v absolitnej hodnote pre obsah najmenej 500 ppm a najviac 750 ppm,

— 10 % relativnych z vy3sej hodnoty pri obsahu vy$Som ako 750 ppm.
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B.  STANOVENIE OBSAHU DIOXINOV (PCDD/PCDF) A PCB PODOBNYCH DIOXINOM

L METODY ODBERU VZORIEK A INTERPRETACIA ANALYTICKYCH VYSLEDKOV

Ukel a oblast

Vzorky ur¢ené na tradnd kontrolu obsahu dioxinov(polychlérovanych dibenzo-p-dioxinov (PCDD) a polychléro-
vanych dibenzofurdnov (PCDF) a dioxinom podobnych polychlérovanych bifenylov PCB (') v krmivich sa
odoberajti podla ustanoveni prilohy I. V stvislosti s kontrolou ldtok alebo produktov homogénne rozlozenych
v krmive sa musia uplatnit kvantitativne poziadavky podla bodu 5.A prilohy I. Takto ziskané sthrnné vzorky sa
povaZujii za reprezentativne pre vzorkované partie alebo vzorkované dielcie partie. DodrZanie najvyssich
pripustnych mnozstiev ustanovenych v smernici Eurépskeho parlamentu a Rady 2002/32[ES (%) sa zistuje na
zdklade mnozstiev stanovenych v laboratérnych vzorkdch

Sdlad partie alebo dielcej partie so Specifikiciou

Vzorkovand partia je vyhovujiica, ak vysledok jednej analyzy neprekro¢i prislusné najvyssie pripustné mnozstvo
stanovené v smernici 2002/32/ES, bertic do Gvahy neistotu merania.

Partia je z hl'adiska najvyssieho pripustného mnozstva stanoveného v smernici 2002/32ES nevyhovujica, ak hornd
hodnota (*) analytického vysledku potvrdend dvojndsobnou analyzou () presahuje hodnotu najvyssicho
pripustného mnozstva bez dovodnej pochybnosti s ohladom na neistotu merania.

Tabulka TEF [= faktorov toxickej ekvivalencie (toxic equivalency factors)] pre dioxiny, furdny a dioxinom podobné PCB

Kongenér HO?EI? ta Kongenér Hodnota TEF

Dibenzo-p-dioxiny (,PCDDs*) ,Dioxinom podobné*

PCB
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 neorto PCB
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

PCB 105 0,0001
Dibenzofurdny (,,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

Pouzité skratky: ,T = tetra“, ,Pe =

enta, ,Hx“ = ,hexa“, ,Hp = hepta“, ,0¢

okta, ,CDD* = chlérodibenzo-p-dioxin, ,CDF

chlérodibenzoturan, ,CB“ = chlérobifenyl.

U. v. ES L 140, 30.5.2002, s. 10.

Koncept ,hornej hodnoty* si vyzaduje pouzitie limitu kvantifikdcie pre podiel kazdého nekvantifikovaného kongenéra na toxickom
ekvivalente (TEQ).

Koncept ,dolnej hodnoty“ si vyzaduje pouzitie nulovej hodnoty pre podiel kazdého nekvantifikovaného kongenera na toxickom
ekvivalente (TEQ).

Koncept ,strednej hodnoty“ si vyzaduje pouzitie polovice limitu kvantifikicie pri vypocte podielu kazdého nekvantifikovaného
kongeneru na TEQ.

Dvojndsobnd analyza je potrebnd na vylicenie moznosti vnitornej krizovej kontamindcie alebo ndhodného pomiesania vzoriek. Prvd
analyza, s ohladom na neistotu merania, sa pouZiva na overenie stiladu.

V pripade, Ze sa analyza vykond v rdmci vySetrenia incidentu dioxinovej kontamindcie, je mozné upustit od dvojndsobnej analyzy, ak
vzorky vybrané na analyzu stvisia s incidentom dioxinovej kontaminacie vzhladom na ich vysledovatelnost. V pripade, ked analyza sa
vykondva v rdmci vySetrenia incidentu dioxinovej kontamindcie, je mozné upustit od dvojndsobnej analyzy, ak vzorky vybrané na
analyzu stvisia s incidentom dioxinovej kontamindcie vzhladom na ich vysledovatelnost.
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Meranie neistoty sa moze zohladnit podla jedného z nasledujicich postupov:

—  vypoctom rozsirenej neistoty pomocou koeficientu pokrytia v hodnote 2, ktory zabezpecuje priblizne 95 %
troven spolahlivosti. Partia je nevyhovujtica, ak namerand hodnota minus U je vyssia ako najvyssie pripustné
mnozstvo. Pri oddelenom samostatnom stanoveni dioxinov a PCB podobnych dioxinom sa musi sticet
rozsirenej neistoty vypocitanej pre samostatné analytické vysledky pre dioxiny a PCB podobné dioxinom
pouzit pre stcet dioxinov a PCB podobnych dioxinom,

—  zavedenim rozhodovacieho limitu (CCa) v stlade s rozhodnutim Komisie 2002/657/ES (1) (bod 3.1.2.5
prilohy — v pripade litok so zavedenou povolenou hodnotou). Partia nevyhovuje, ak sa namerand hodnota
rovnd CCa alebo je od nej vyssia.

Aktudlne pravidld interpretdcie sa vztahuji na analyticky vysledok vzorky urcenej na tiradnti kontrolu. Tymto nie je
ovplyvnené pravo clenskych $tatov uplatiiovat vnutrostitne predpisy pre analyzy na tcely sledovania bezpecnosti
alebo rozhodovania.

L. PRIPRAVA VZORKY A POZIADAVKY NA METODY ANALYZY POUZIVANE PRI URADYCH
KONTROLACH OBSAHU DIOXINOV (PCDD/PCDF) A DIOXINOM PODOBNYCH PCB.

Ciel a oblast uplatiiovania

Tieto poziadavky sa uplatiuji pri analyze kfmnych surovin a krmiv na tcely stanovenia obsahu dioxinov
[polychlérovanych  dibenzo-p-dioxinov (PCDD) a polychlérovanych dibenzofurdanov (PCDF)] a dioxinom
podobnych polychlérovanych bifenylov (PCB).

Monitorovanie pritomnosti dioxinov v krmivich sa mdze vykonat pomocou stratégie, ktorej stcastou je
skriningovd metdda, s cielom vybrat vzorky s obsahom dioxinov a dioxinom podobnych PCB v mnozstve o 25 %
nizSom ako je prislusné pripustné mnozstvo alebo s obsahom vy$sim ako je prislusné pripustné mnozstvo.
Koncentrdciu dioxinov v tych vzorkich, ktoré obsahuji vyznamné mnozstvd je potrebné stanovit/potvrdif
potvrdzujicou metddou.

Skriningové metddy st metddy, ktoré sa pouZzivaji na zistovanie pritomnosti dioxinov a PCB podobnych dioxinom
na Grovni prislusnych pripustnych mnoZstiev. Tymito metédami mozno analyzovat velké mnozstvo vzoriek
a pouZivajii sa na vytriedenie pripadnych pozitivnych vzoriek z velkého mnozstva. St 3$pecidlne urcené na
zabrdnenie falo$ne negativnych vzoriek.

Potvrdzujtice met6dy st metddy, ktoré poskytuji Gplné alebo doplitujice informdcie, na zdklade ktorych mozno
jednoznac¢ne urcit a kvantifikovat dioxiny a PCB podobné dioxinom na tdrovni prislusného pripustného mnozstva.

Savislosti

KedZe environmentdlne a biologické vzorky (vritane vzoriek kfmnych surovin/krmiv) vo vSeobecnosti obsahujii
komplexné zmesi roznych dioxinovych kongenérov, vyvinul sa koncept faktorov toxickej ekvivalencie (TEF), ktorym
sa umozni postidenie rizika. Tieto TEF sa zaviedli na vyjadrenie koncentrécii zmesi 2,3,7,8-substituovanych PCDD
a PCDF a niektorych neorto a mono-orto chlérom substituovanych PCB, ktoré vykazuji dcinnost podobnid
dioxinom v toxickych ekvivalentoch (TEQ) 2,3,7,8-TCDD. Koncentricie jednotlivych litok v danej vzorke sa
vynésobia ich prislusnym TEF a celkovd koncentricia zliicenin podobnych dioxinom, vyjadrend v TEQ, sa potom
vypocita ich s¢itanim.

Iba na Gcely tohto nariadenia predstavuje prijaty Specificky limit kvantifikdcie individudlneho kongenéra
koncentréciu analytu v extrakte vzorky, ktord vytvdra instrumentalnu reakciu na dvoch roznych iénoch, urcenych
na monitorovanie v pomere signdl-Sum (S/N) 3: 1 pre menej citlivé signdly a pri splneni zdkladnych poziadaviek,
ako je napr. retenény ¢as a pomer izotopu podla postupu stanovenia popisaného v metéde EPA 1613 revizie B.

Poziadavky na zabezpelenie kvality, ktoré sa musia splnit pri priprave vzoriek

Uplatiiuji sa vSeobecné ustanovenia o priprave vzoriek na analyzu stanovené v prilohe II.
Okrem toho musia byt splnené tieto poziadavky:

— vzorky sa musia skladovat a prepravovat v sklenenych, hlinikovych, polypropylénovych alebo
polyetylénovych nidobéach. Z nddoby na vzorky sa musia odstranit stopové mnozstva papierového prachu.
Sklenené nadoby treba vyplachnut rozptstadlami, ktoré sa najskor skontrolujii na pritomnost dioxinov,

U.v. ES L 221, 17.8.2002, s. 8.
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—  vykonanim celého postupu analyzy bez vzorky sa vykondva slepd skuska,

—  hmotnost vzorky, ktord sa pouzije na extrakciu, musi byt postacujiica na to, aby sa splnili poziadavky
ohladne citlivosti.

Poziadavky na laboratérid

—  Laboratérid preukdzu, Ze metdédu uskutocnili v rozsahu prislusného pripustného mnozstva napr. na trovni
0,5 ndsobku, 1 ndsobku a 2 ndsobku prislusného pripustného mnozstva s prijatelnym varianym
koeficientom pre opakovand analyzu. Kritérid prijatelnosti sti uvedené v bode 5.

—  Limit kvantifikicie pre potvrdzujicu metédu md byt v rozsahu priblizne jednej pitiny prislusného
pripustného mnozstva, aby sa zabezpecilo dosiahnutie prijatelnych varia¢nych koeficientov na drovni
prislusného pripustného mnozstva.

—  Pravidelné slepé kontroly a pokusy na vopred kontaminovanych vzorkéch alebo analyza kontrolnych vzoriek
(ak je to mozné, tak najlepsie certifikovaného referenéného materidlu) sa vykondvaji v rdmci vnitornych
opatreni kontroly kvality.

—  Uspesnd tGcast na medzilaboratérnych $tadidch, v ramci ktorjch sa posudzuje odbornd sposobilost
laboratérii, predstavuje najlepsi sposob ako preukdzat sposobilost pre konkrétne druhy analyzy. Ale ani
uspesnd acast v medzilaboratornych stadidch, napr. vzoriek pddy alebo odpadovych vod, vsak nemusi
potvrdit sposobilost aj v oblasti vzoriek potravin alebo krmiv, pri ktorych sa vyskytuje nizsia miera
kontamindcie. Preto je stdla Gicast na medzilaboratérnych $tididch stanovenia dioxinov a PCB podobnych
dioxinom v prislusnych krmivovych/potravinovych matriciach povinnd.

—  Laboratérid akredituje uznavany orgén, ktorého ¢innost sa riadi usmernenim 58 ISO, aby sa zabezpecilo, Ze
laboratérid budd uplatiovat zabezpecovanie kvality analyz. Laboratérid maja byt akreditované podla normy
ISO/IEC/17025.

Poziadavky na analytické postupy u dioxinov a PCB podobnych dioxinom
ZdRladné poZiadavky na uznanie analytickyich postupov:

—  Vysokd citlivost a nizke limity detekcie. V pripade PCDD a PCDF sa vzhladom na mimoriadnu toxicitu
niektorych zlicenin detekovatelné mnozstvo musi nachddzat v pikogramovom rozsahu TEQ (101? g). Je
citlivost v nanogramovom (10 g) rozsahu je uz postacujica. Avsak pri merani toxickejsich kongenerov PCB
podobnych dioxinom (najmé neorto substituovanych kongenerov) sa musi dosiahnut rovnaké citlivost ako
u PCDD a PCDF

—  Vysokd selektivnost (Specifickost). Vyzaduje sa rozliSenie PCDD, PCDF a PCB podobnych dioxinom od
viacerych inych, spolu vyextrahovanych a pripadne interferujicich zlicenin, ktoré sa vyskytuji v rddovo
viacndsobne vys$sej koncentrdcii ako prislusné analyty. V pripade metéd plynovej chromatografie/
hmotnostnej spektrometrie (GC/MS) je potrebné rozliSenie medzi roznymi kongenérmi, napriklad medzi
toxickymi (napr. sedemndstimi 2,3,7,8-substituovanymi PCDD a PCDF a PCB podobnymi dioxinom)
a ostatnymi kongenérmi. Pomocou biologickych analyz sa musia dat selektivne urcit hodnoty TEQ, ako suma
PCDD, PCDF a PCB podobnych dioxinom.

—  Vysokd spravnost (pravdivost a presnost merania). Stanovenie mé zabezpecit platny a spolahlivy odhad
skutocnej koncentracie vo vzorke. Vysokd spravnost (spravnost merania: miera zhody medzi vysledkom
merania a skuto¢nou alebo priradenou hodnotou meranej veliciny) je potrebnd, aby sa vysledok analyzy
vzorky nezamietol kvoli nizkej spolahlivosti odhadu TEQ. Spravnost sa vyjadruje ako pravdivost (rozdiel
medzi priemernou hodnotou nameranou pre analyt v certifikovanom materidli a jeho certifikovanou
hodnotou, vyjadrenou v percentich tejto hodnoty) a presnost (RSDg relativna smerodajnd odchylka
vypocitand z vysledkov dosiahnutych podla podmienok reprodukovatelnosti.

Skriningové metddy mozu zahinat biologické analyzy a metédy GC/MS; potvrdzujiice metddy st metddy plynovej
chromatografie s vysokou rozliSitelnostou alebo metédy hmotnostnej spektrometrie s vysokou rozlisitelnostou
(HRGC/HRMS).
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Pokial ide o celkovi hodnotu TEQ, musia sa dodrzat tieto kritérid:

Skriningové metddy Potvrdzujice metddy
Miera falo$ne negativnych nélezov <1%
Pravdivost -20%az+20%
Presnost RSDy <30% <15%

Specifické poziadavky na metody GC/MS, ktoré je potrebné splnif na déely skriningu a potvrdzovania

Na validovanie analytického postupu, na samom zaciatku analyzy, napriklad pred extrakciou, sa musi pridat

13C izotopom oznaceny vnitorny Standard 2,3,7,8 — chlérom substituovanych PCDD/F a >C izotopom
oznaCeny vnuatorny S$tandard PCB podobnych dioxinom. Pre kazdd z tetra az okta-chlérovanych
homologickych skupin v pripade PCDD/F sa musi pridat aspon jeden kongenér a asponn jeden kongenér
pre kazdd z homologickych skupin v pripade PCB podobnych dioxinom (pripadne aspon jeden kongenér pre
kazda hmotnostnou spektrometriou vyselektovand, iény zaznamendvajicu funkciu, ktord sa pouzije na
kontrolu pritomnosti PCDD/F a PCB podobnych dioxinom). V pripade potvrdzujicich metdd sa jednoznaéne
uprednostiiyje pouzitie vietkych 17 vnatornych Standardov 2,3,7,8-chléorom substituovanych PCDD/
F oznacenych izotopom 3C a vsetkych 12 vniitornych Standardov PCB podobnych dioxinom oznacenych
izotopom *C.

Pouzitim vhodnych kalibra¢nych roztokov sa maji stanovit pomerné faktory odozvy aj v pripade
kongenérov, pri ktorych sa nepridéva Ziadny >C izotopom oznaceny analdg.

Ak ide o krmivd rastlinného povodu a krmivd Zivocisneho povodu, ktoré obsahujii menej ako 10 % tuku,
potom sa vntitorné Standardy priddvajii povinne pred extrakciou. V pripade krmiv Zivocisneho povodu, ktoré
obsahujti viac ako 10 % tuku, mozno vniitorny $tandard pridat bud pred extrakciou, alebo po vyextrahovani
tuku. V zévislosti od toho, v ktorej fdze sa vnitorny Standard priddva, a od toho, ¢i sa uddvané vysledky
vztahuji na vyrobok alebo na tuk, sa vykond vhodnd validdcia G¢innosti extrakcie.

Este pred zapocatim analyzy GC/MS sa musia pridat jeden alebo dva $tandardy ndvratnosti (ndhradné).

Névratnost je potrebné kontrolovat. V pripade potvrdzujicich metdd sa ndvratnost jednotlivych vntitornych
Standardov md pohybovat v rozmedzi 60 % aZ 120 %. Nizsia alebo vysia miera ndvratnosti sa u jednotlivych
kongenérov, najmd u niektorych hepta- a okta- chlérovanych dibenzodioxinov a dibenzofurdnov, pripuista za
suctu PCDDJF a PCB podobnych dioxinom). V pripade skriningovych met6d sa musi névratnost pohybovat
v rozmedzi 30 az 140 %.

Oddelenie dioxinov od interferujticich chlérovanych zlicenin ako st PCB, ktoré nie st podobné dioxinom,
a chlérované difenylétery sa majii vykondvat vhodnymi chromatografickymi postupmi (pokial mozno na
koléne s florisilom, hlintkom afalebo uhlikom).

Oddelenie izomérov plynovou chromatografiou md byt dostacujice (< 25 % medzi pikmi 1,2,3,4,7,8-HxCDF
a 1,2,3,6,7,8-HxCDF).

Stanovenie sa mé vykonat podla metédy EPA 1613, revizia B: tetra- az okta-chlérované dioxiny a furdny
pomocou izotopového zriedenia HRGC/HRMS alebo inou metddou s porovnatelnymi kritériami Gicinnosti.

Rozdiel medzi hornou a dolnou hranicou nesmie presiahnut 20 %, ak ide o krmivad kontaminované dioxinmi
v rozsahu okolo najvyssicho pripustného mnozstva alebo nad nim. Ak ide o krmivd s mierou kontamindcie
vyrazne nizSou ako najvyssi pripustny obsah, rozdiel sa moze pohybovat v rozsahu 25 % az 40 %.

Skriningové metédy analyzy

Uvod

Skriningové met6dy z analytického hladiska mozu byt: jednoduchy skriningovy postup a kvantitativny postup.
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7.3.

Skriningovy postup

Odozva na vzorky sa porovndva s odozvou na referencné vzorky na prislusnej Grovni. Vzorky s nizou odozvou,
ako je referencnd hodnota sa vyhldsia za negativne, a vzorky s vy$Sou odozvou za potencidlne pozitivne.
Poziadavky:

—  slepd(-é) a referencnd(-6) vzorka(-y) sa musi(-ia) zahrnit do kazdej skaSobnej série, ktoré sa extrahujt
a skasajii sicasne za rovnakych podmienok; referencnd vzorka musi vykazovat zjavne zvySend odozvu
v porovnani so slepou,

— do analyzy sa maja zahrnat aj dalsie referencné vzorky s obsahom 0,5 ndsobku a 2 ndsobku prislusného
pripustného mnozstva, aby sa pri kontrole prislusného pripustného mnozstva preukdzala riadna vykonnost
skuisky v rozsahu prislusného pripustného mnozstva,

—  pri skasan{ inych matric sa musi preukdzat vhodnost referencnej(-ych) vzorky(-iek), a to najlepsie tak, ze sa
do analyzy zaradia vzorky, na ktorych sa pomocou HRGC/HRMS preukéze, ze obsahuji TEQ priblizne na
trovni referencnej vzorky, alebo slepé vzorky vopred kontaminované na tejto trovni,

—  kedZe pri biologickych analyzach nemozno pouzivat vnatorné Standardy, velmi dolezité s skasky
opakovatelnosti, aby sa v rdmci jednej skiiSobnej série ziskali idaje o smerodajnej odchylke. Variacny
koeficient musi byt mensi ako 30 %,

—  pri biologickych analyzach sa maja urcit cielové zliCeniny, pripadné interferencie a najvysie pripustné
mnozstva v slepych vzorkdch.

Kvantitativny postup

Kvantitativny postup si vyZaduje série $tandardnych zriedeni, dvojndsobné alebo trojndsobné Cistenie a meranie,
ako aj slepé vzorky a kontrolné vzorky ndvratnosti. Vysledok mozno vyjadrit ako TEQ, pricom sa predpokladd, ze
zltceniny, ktoré vyvolaja signdl, zodpovedajt principu TEQ. Mozno na to pouzit TCDD (alebo $tandardnti zmes
dioxinu/furdnu/dioxinu podobnych PCB) k zostrojeniu kalibracnej krivky na vypocet hodnoty TEQ v extrakte,
a teda aj vo vzorke. Vysledok sa potom upravi, pokial ide o hodnotu TEQ vypocitanej pre slept vzorku (aby sa
zohladnili necistoty pochddzajice z pouzitych rozptstadiel a chemikalii), a ndvratnost (vypocitanti z hodnoty TEQ
vzorky urcenej na kontrolu kvality, ktord sa pohybuje okolo prislusného pripustného mnozstva). NajdolezZitejsie je
uvedomit si, Ze zdanlivy tibytok ndvratnosti moze byt Ciastocne sposobeny ticinkom matrice afalebo rozdielmi
medzi hodnotami TEF v biologickych analyzach a tradnymi hodnotami TEF, ktoré stanovila WHO.

Poziadavky na metédy analyzy, ktoré sa pouZivajii pri skriningu

—  Na skrining mozno pouzit metédy analyzy GC/MS a biologicku analyzu V pripade metéd GC/MS sa uplatnia
poziadavky ustanovené v bode 6. V pripade biologickych analyz s bunkami sa osobitné poziadavky
ustanovuji v bode 7.3 a v pripade biologickych analyz s pouzitim testovacej sipravy v bode 7.4.

—  Informécie o pocte falosne pozitivnych nilezov a falosne negativnych nédlezov vo velkom stbore vzoriek,
ktoré sa pohybujii pod a nad najvy$$im pripustnym mnoZzstvom alebo pod a nad akénou hodnotou, st
potrebné na porovnanie s obsahom TEQ, ktory bol stanoveny potvrdzovacou metddou analyzy. Skuto¢nd
miera falo$ne negativnych vysledkov musi byt nizia ako 1 %. Miera falo$ne pozitivnych vzoriek mé byt takd
nizka, aby sa oplatilo pouzitie skriningového pristroja.

—  Pozitivne ndlezy sa vzdy musia potvrdit potvrdzujicou metdédou analyzy (HRGC/HRMS). Okrem toho vzorky
nachddzajiice sa v Sirokom rozsahu TEQ sa maji potvrdit metédou HRGC/HRMS (priblizne 2 — 10 %
negativnych vzoriek). Informdcie o zhodnosti vysledkov biologickej analyzy s vysledkami HRGC/HRMS majui
byt k dispozicii.

Specifické poziadavky na bunecnii biologickii analyzu

—  Pri biologickej analyze si kazdy priebeh testovania vyZzaduje sériu referen¢nej koncentracie TCDD alebo zmesi
dioxinu/furdnu (plnd krivka odozvy dévke s R? > 0,95). Avak na ticely skriningu mozno na analyzu vzoriek
s nizkou odozvou pouzit rozsirent krivku nizkej odozvy.

—  Na vykondvanie biologickej analyzy, vidy v rovnakom trvani, sa pouZiva referen¢nd koncentrdcia TCDD
(priblizne trojndsobok limitu kvantifikdcie), ktord sa uvddza na prislusnom harku kontroly kvality. Alebo
mozno odozvu na referenénd vzorku porovndvat s kalibracnou priamkou TCDD, kedZe odozva na bunky
moze zdvisiet od viacerych faktorov.

—  Grafy kontroly kvality (QC) kazdého typu referencného materidlu sa majii zaznamendvat a kontrolovat, aby
sa zabezpedilo, ze vysledok bude v stlade s uvddzanymi pokynmi.
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— Najmd v pripade kvantitativnych vypoctov indukcia pouzitého zriedenia vzorky sa musi pohybovat
v linedrnej Casti krivky odozvy. Vzorky, ktoré sa nachddzaji nad linedrnou ¢astou krivky odozvy, sa musia
rozriedit a opdt preskasat. Z toho dovodu sa odportca, aby sa sdcasne preskisali aspon tri alebo viac
zriedeni.

patndsobok slepej vzorky), vypocitani na zdklade kalibracnej krivky za prislusny deri. Limit kvantifikdcie
mozno urdit ako pit az Sestndsobok smerodajnej odchylky slepej vzorky alebo odozvy pozadia alebo mozno

vzorky), vypocitand na zdklade kalibracnej krivky za prislusny den.

Specifické poziadavky na biologické analyzy s pouZitim testovacej stipravy

—  Zabezpedi sa, aby biologické analyzy s pouZitim testovacej sipravy mali dostato¢ni citlivost a spolahlivost,
aby sa mohli uplatiovat na krmivd.

—  Potrebné je dodrzat pokyny vyrobcu ohladne pripravy a analyzy vzorky.
—  Testovacie vzorky sa nemaji pouzivat po uplynuti dtumu exspiracie.
—  Nemaju sa pouzivat materidly alebo sacasti, ktoré si urcené na pouzitie s inymi sipravami.

—  Testovacie stpravy sa maji uchovdval v $pecifikovanom rozsahu skladovacich teplot a pouzivat pri
$pecifikovanych teplotich.

—  Limit detekcie sa v pripade imunologickych pokusov urcuje ako suma priemernej hodnoty a trojndsobku
smerodajnej odchylky, vychddzajiicej z 10 opakovanych analyz slepej vzorky, ktord sa vydeli smernicou
linedrnej regresnej rovnice.

—  Na laboratérne skiisky sa maji pouZivat referencné standardy, aby sa zabezpecilo, Ze citlivost na Standard sa
bude pohybovat v prijatelnom rozsahu.

Poddvanie sprav o vysledkoch

Pokial to pouzity analyticky postup umoziuje, analytické vysledky maji zahfiaf mnozstvd jednotlivych
kongenerov PCDD/F a PCB a majti byt uvedené ako dolnd, hornd a strednd hodnota, aby sa do vysledkov zahrnulo
¢o najviac informécii, a tak umoznilo interpretovat vysledky v stlade s osobitnymi poziadavkami.

Sprdva md takisto obsahovat tidaje o obsahu lipidov vo vzorke, ako aj o metdde, ktord sa pouzila na ich extrakciu.

Udaje o navratnosti jednotlivych vnttornych $tandardov sa musia poskytntt v pripade, Ze névratnost sa pohybuje
mimo rozsahu uvedeného v bode 6, v pripade, Ze sa prekroci najvyssie pripustné mnozstvo a v ostatnych pripadoch
na poziadanie.

Kedze pri rozhodovani o tom, ¢i vzorka spfﬁa poziadavky, sa md zohladnif neistota merania, md sa aj tento
parameter spristupnit. Preto sa analytické vysledky maji uvddzat ako ,x +/- U, kde x je analyticky vysledok a U je
rozsirend neistota merania, pouzitim koeficientu pokrytia v hodnote 2, ktory zabezpecuje priblizne 95-percentni
troven spolahlivosti. Pri oddelenom samostatnom stanoveni dioxinov a PCB podobnych dioxinom sa musi stcet
zistenych rozsirenych neistot samostatnych analytickych vysledkov pre dioxiny a PCB podobné dioxinom pouzit
pre sucet dioxinov a PCB podobnych dioxinom.

Ak by sa neistota merania zohladnila uplatnenim CCa (ako je to opisané v I. 2 tejto Casti B), tento parameter sa md
uvadzat.
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METODY ANALYZY PRI STANOVENI ZLOZIEK ZIVOCISNEHO POVODU NA UCELY URADNYCH KONTROL

PRILOHA VI

KRMIV

Podmienky mikroskopickej detekcie, identifikicie alebo odhadu zloZiek Zivo&isneho pévodu v krmivich

Ciel a oblast uplatiiovania

Tieto podmienky sa uplatiuji pri zistovani zloZiek Zzivocisneho povodu (definovanych ako produkty zo
spracovania tiel alebo Casti tiel cicavcov, hydiny a ryb) v krmivach pomocou mikroskopického skimania v ramci
koordinovaného inspekéného programu v oblasti vyzivy zvierat v stlade s nariadenim Eur6pskeho parlamentu
a Rady (ES) ¢. 882/2004 ('). Ak sa met6dy v tejto prilohe pouzivaji vo vietkych tiradnych testoch, moze sa druhy
test vykonat aj s pouzitim odliSnej alebo alternativnej met6dy s cielom zlepsit odhalenie urcitych druhov

zivo¢iSnych zloziek alebo blizsie $pecifikovat povod Zivocisnych zloziek. Pri zistovani urcitych $pecidlnych zloziek
zivo¢iineho povodu ako je plazma, alebo kosti v tuku (pozri aj bod 9) je mozno pouzivat odlisny postup za
predpokladu, Ze tieto analyzy sa vykonaji ako dopliujice k analyzam predpokladanym v koordinovanom

inspek¢nom programe.

Citlivost

V zévislosti od druhu zloZiek zivo¢isneho povodu sa dajii odhalit ich velmi malé mnozstvd v krmive (< 0,1 %).

Podstata met6dy

Na identifikiciu sa pouziva vhodne pripravend reprezentativna vzorka odobratd v stilade s ustanoveniami
prilohy I. Nasledujici tiradny postup je vhodny pre manipuldciu s krmivom s nizkym obsahom vlhkosti. Krmivo
s obsahom vlhkosti vyssim ako 14 % sa musi pred manipuldciou vysusit (zahustovaf). Specidlne krmivo alebo
kimne suroviny (napr. tuky, oleje) vyZaduji osobitna dpravu (pozri bod 9). Zlozky Zivocisneho povodu sa zistujia
na zdklade typickych, mikroskopicky identifikovatelnych vlastnosti (napr. svalové vldkna a iné Casti misa,
chrupavky, kosti, rohovina, srst, Stetiny, krv, perie, vajecné skrupiny, rybie kosti, rybie Supiny). Zistovanie sa

vykondva tak vo frakcii po preosievani (6.1), ako aj v koncentrovanom sedimente (6.2) vzorky.

Chemikilie

Preparacné cinidlo

1. Chloralhydrit (vodny roztok, 60 % w/v)

4.1.2. Lah (NaOH 2,5 % w/v alebo KOH 2,5 % w/v) pre frakcie po preosievani

4.2.

4.2.

.3.  Parafinovy olej alebo glycerol (viskozita: 68 — 81) pre mikroskopické pozorovania v sedimente

Preplachovacie cinidld

1. Alkohol, 96 %

4.2.2.  Acetén

4.3.

43

0

Zahustovacie cinidlo

1. Tetrachloretylén (hustota 1,62)

U.v. EU L 165, 30.4.2004, s. 1.
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4.4.

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.

Vyfarbovacie cinidld

Roztok jédufjodidu draselného (rozpustite 2 g jodidu draselného v 100 ml vody a pridajte 1 g jodu pri neustilom
pretrepavani)

Alizarinova Cerven (zriedte 2,5 ml 1M kyseliny chlorovodikovej v 100 ml vody a pridajte 200 mg alizarinovej
Cervene do tohto roztoku)

Cystinové ¢inidlo (2 g octanu olovnatého, 10 ¢ NaOH/100 ml H,0)

Roztok jodufjodidu draselného (rozpusteny v 70 % etanole)

Odfarbovacie cinidlo

Komer¢ny roztok chlérnanu sodného (9,6 % aktivneho chléru)

Vybavenie a doplnkové prislusenstvo

Analytické vahy (s presnostou na 0,01 g; na koncentrovany sediment sa vyzaduje presnost na 0,001 g)
Vybavenie na mletie (mlyncek alebo trecia miska, osobitne pre analyzované krmivo s obsahom > 15 % tuku).
Sito so $tvorcovymi okami so $irkou 6k najviac 0,50 mm

Oddelovaci lievik alebo kénickd sedimentacnd kadicka

Stereomikroskop (so zvicSenim najmenej 40')

Zlozeny mikroskop (so zvicSenim najmenej 400°), prechddzajiice svetlo alebo polarizované svetlo
Standardné laboratérne sklo

Vsetky pristroje a pomodcky musia byt starostlivo vycistené. Oddelovaci lievik a laboratérne sklo treba umyvat
v umyvacke skla. Sitd treba Cistit kefou s pevnymi $tetinami.

Postup

Granulované krmivo mozno preosiat pred analyzou, ak sa obe frakcie analyzujii ako osobitnd vzorka.

Treba upravit najmenej 50 g vzorky (starostlivo pomliet vhodnym zariadenim na mletie (5.2), ak je to potrebné na
dosiahnutie vhodnej $truktiiry). Z pomletého materidlu sa odoberti dve reprezentativne vzorky, jedna pre frakciu po
preosievani (najmenej 5 g) (6.1) a jedna pre koncentrovany sediment (najmenej 5 g) (6.2). Nésledne na lepsiu
identifikdciu mozno pouzivat vyfarbovacie ¢inidla (6.3).

So zdmerom urcit druh bielkoviny ZivociSneho povodu a povod Castic mozno pouzivat podporny systém
rozhodovania, ako je ARIES a zadokumentovat referenéné vzorky.

Identifikdcia zloZiek Zivocisneho povodu vo frakcidch po preosievani
Najmenej 5 g vzorky sa preosieva cez sito (5.3) do dvoch frakcif
Sitové(-é) frakcia(-¢) s velkymi Casticami (alebo reprezentativna Cast frakcie) sa rozprestrie v tenkej vrstve na vhodni

podlozku a systematicky preskiima na pritomnost zloZiek Zivocisneho povodu pod stereomikroskopom (5.5) pri
roznych zvicseniach.

Podlozné sklicka so sitovou(-ymi) frakciou(-ami) s jemnymi Casticami sa systematicky preskiimaji na pritomnost
zloziek zZivocisneho povodu pod zlozenym mikroskopom (5.6) pri roznych zvicSeniach.
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6.2.

6.3.

6.4.

Identifikdcia zloZiek Zivocisneho povodu z koncentrovaného sedimentu

Najmenej 5 g (navaZenych s presnostou na 0,01 g) vzorky sa prenesie do oddelovacicho lievika alebo kénickej
sedimentacnej kadicky a pridd sa najmenej 50 ml tetrachloretylénu (4.3.1). Zmes sa pretrepdva alebo sa opakovane
premiesa.

— Ak sa pouziva uzatvoreny oddelovaci lievik, sediment sa nechd pred oddelenim dostatocnti dobu usadzovat
(najmenej tri mindty). Opakovane sa pretrepe a sediment sa nechd znovu usadzovat najmenej tri minity.
Sediment sa opit oddeli.

— Ak sa pouziva otvorend kadicka, sediment sa nechd usadzovat najmenej pit mintt pred jeho oddelenim.

Celkovy sediment sa vysu$i a ndsledne odvdzi (s presnostou na 0,001 g). VédZenie je potrebné len vtedy, ak sa
vyzaduje odhad mnozstva. Ak sediment obsahuje mnoho velkych castic, moze sa preosiat cez sito (5.3) do dvoch
frakeif. Suchy sediment sa preskiima na pritomnost kostnych zloziek pod stereomikroskopom (5.5) a pod
zlozenym mikroskopom (5.6).

Pouzitie preparacnych cinidiel a vyfarbovacich cinidiel

Mikroskopickd identifikdciu zloziek Zivocisneho povodu je mozné podporif pouzitim osobitnych preparaénych
a vyfarbovacich ¢inidiel.

Chloralhydrit (4.1.1): pri opatrnom zahrievani mozu byt bunkové Struktiry zretelnejsie, pretoze zrnkd skrobu
Zelatinujt a neziaduci obsah buniek sa odstrani.

Lith (4.1.2): bud hydroxid sodny alebo hydroxid draselny vy¢iri krmivovy materidl, ktory pomdha pri detekcii
svalovych vlaken, chlpov a inych keratinovych Struktar.

Parafinovy olej alebo glycerol (4.1.3): v tomto preparatnom cinidle sa mozu dobre identifikovat kostné zlozky,

Roztok jédufjodidu draselného (4.4.1): pouziva sa na detekciu Skrobu (modrofialovej farby) a bielkoviny (zlto-
oranzovej farby). Roztok mozno zriedit podla potreby.

Roztok alizarinovej Cervene (4.4.2): Cervené[ruzové sfarbenie kosti, rybich kosti a Supin. Pred vysusenim
sedimentu (pozri oddiel 6.2) sa celkovy sediment prenesie do sklenenej skiimavky a premyje dvakrat priblizne 5 ml
alkoholu (4.2.1) (zakazdym sa premie$a virivym pohybom, rozptstadlo sa nechd usadzovat asi mintitu a vyleje sa).
Pred pouzitim tohto vyfarbovacicho ¢inidla sa sediment odfarbi pridanim najmenej 1 ml roztoku chlérnanu
sodného (4.5.1). Nechd sa posobit 10 mindt. Skiimavka sa naplni vodou, sediment sa nechd 2 — 3 mindty
usadzovat a voda a suspendované Castice sa vyleji. Sediment sa vypldchne dvakrét priblizne 10 ml vody (zakazdym
sa premiesa virivym pohybom, nechd sa usadit a voda sa vyleje). Pridaji sa dve az 10 kvapiek (v zdvislosti od
mnozZstva rezidui) roztoku alizarinovej Cervene. Zmes sa pretrepe a o nickolko sekiind dojde k reakcii. Sfarbeny
sediment sa dvakrat vypldchne priblizne 5 ml alkoholu (4.2.1) a potom jedenkrat aceténom (4.2.2) (zakazdym sa
premiesa virivym pohybom, nechd sa usadit a voda sa vyleje). Sediment je pripraveny na vysusenie.

Cystinové ¢inidlo (4.4.3): po opatrnom zahrievani sa zlozky, ktoré obsahuja cystin (stst, perie a pod.) sa sfarbia
do ciernohneda.

Skiimanie krmiva, ktoré pravdepodobne obsahuje rybiu miicku

Preskiima sa najmenej jedno podlozné sklicko pripravené z jemnej sitovej frakcie a z jemnej frakcie sedimentu pod
zlozenym mikroskopom (pozri Casti 6.1 a 6.2).

Ak podla oznacenia je medzi zlozkami krmiva rybia mticka alebo ide o podozrenie pritomnosti rybej miicky alebo
sa jej pritomnost zistila pri tivodnom preskiimani, preskiimaji sa najmenej dve dalsie podlozné sklicka pripravené
z jemnej sitovej frakcie povodnej vzorky a celkova sedimentacnd frakcia.

Vypocet a hodnotenie

Clenské $tity zabezpecia, aby sa pouzivali postupy opisané v tomto bode, ak sa uskutociiuje Gradnd analyza
zamerand na odhad mnozZstva (a nie jednoducho na pritomnost) zloziek Zivocisneho povodu.

Vypocet sa moze robit len vtedy, ak zlozky zZivocisneho povodu obsahuji kostné fragmenty.
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7.2

8.1.

8.2.

Kostné fragmenty suchozemskych teplokrvnych druhov (napr. cicavcov a vtdkov) sa daji odlisit od roznych druhov
rybich kosti na podloznom sklicku mikroskopu pomocou typickych dutiniek. Podiel zloziek Zivocisneho povodu
v materidli vzorky sa odhaduje s ohladom na:

—  odhadovany podiel (% hmotnosti) kostnych fragmentov v koncentrovanom sedimente a
—  podiel (% hmotnosti) kosti v zlozkdch Zivo¢isneho povodu.

Odhad musi vychddzat z preskiimania (podla moznosti) najmenej troch podloznych sklicok a najmenej piatich
policok na kazdé sklicko. Koncentrovany sediment v kimnych zmesiach spravidla neobsahuje len fragmenty kosti
suchozemskych zvierat a kosti ryb, ale aj iné castice o vysokej Specifickej hmotnosti, napr. minerdly, piesok,
fragmenty zdrevnatenych rastlin a podobne.

Odhadovand hodnota zloZiek Zivocisneho povodu v percentdch

% fragmentov kosti suchozemskych zvierat = (S x ¢)/W
% fragmentov rybich kosti a $upin = (S x d)/W

[S = hmotnost sedimentu (mg), ¢ = korekény faktor (%) odhadovaného mnozstva kosti suchozemskych zvierat
v sedimente, d = korekény faktor (%) odhadovaného mnozstva rybich kosti a rybich $upin v sedimente, W =
hmotnost vzorky pre sedimentdciu (mg)].

Odhadovand hodnota zloZiek Zivocisneho povodu

Podiel kosti sa moze v zivocisnych produktoch vyznamne odliSovat. (Percentudlne zasttpenie kosti, ak ide o kostnt
micku, je spravidla v rozpiti od 50 do 60 %, a ak ide o masovii micku v rozpiti od 20 do 30 %; v rybich mickach
sa mnozstvo kosti a Supin pohybuje v zdvislosti od kategrie a povodu rybej micky, bezne v rozpiti od 10 do
20 %).

Ak je druh zivoci$nej mucky pritomnej vo vzorke zndmy, je mozné odhadnit jej mnozstvo:
odhadované mnozstvo zloziek z produktov suchozemskych zvierat (%) = (S x ¢)/(W x f) x 100
odhadované mnozstvo zloziek z rybich produktov (%) = (S x d)[(W x f) x 100

[S = hmotnost sedimentu (mg), ¢ = korekény faktor (%) odhadovaného mnozstva kostnych zloziek zo
suchozemskych zvierat v sedimente, d = korekény faktor (%) odhadovaného mnozstva rybich kosti
a fragmentov Supin v sedimente, f = korekény faktor podielu kosti v zlozke Zivo¢isneho povodu v skiimanej
vzorke, W = hmotnost vzorky pre sedimentdciu (mg)].

Vyjadrenie vysledku skimania

Spréva musi prinajmenej obsahovat informdciu o pritomnosti zloziek pochddzajiicich zo suchozemskych zvierat
a z rybej mucky. Jednotlivé pripady sa vyjadruja takto:

Pokial' ide o pritomnost zloziek pochddzajicich zo suchozemskych zvierat:

— v preskiimanej vzorke neboli ndjdené zlozky pochddzajiice zo suchozemskych zvierat rozoznatelné
mikroskopom

alebo

— v preskiimanej vzorke boli ndjdené zlozky pochddzajiice zo suchozemskych zvierat rozoznatelné
mikroskopom.

Pokial ide o pritomnost rybej micky:
— v preskimanej vzorke neboli ndjdené Ziadne zlozky pochddzajice z ryb rozoznatelné mikroskopom
alebo

— v preskdmanej vzorke boli ndjdené zlozky pochddzajice z ryb rozoznatelné mikroskopom.
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Ak boli vo vzorke ndjdené zlozky pochidzajice z ryb alebo zo suchozemskych zvierat, sprava o vysledku
skiimania, ak sa to pozaduje, moze dalej uvddzat odhad zisteného mnozstva zloziek (x %, < 0,1 %, 0,1 — 0,5 %,
0,5 — 5% alebo > 5%), dalsiu 3pecifikiciu zisteného druhu suchozemského zvierata, ak je to mozné,
a identifikované zlozky Zivocisneho povodu (svalové vldkna, chrupavky, kosti, rohovina, srst, Stetiny, perie, krv,
vajecné Skrupiny, rybie kosti, rybie Supiny).

Ak sa odhaduje mnozstvo zloziek zivo¢isneho povodu, treba uvddzat pouzity korekény faktor f.
Ak sa identifikovali kostné zlozky zo suchozemskych zvierat, sprava musi obsahovat dopliujicu vetu:
,Moznost, ze uvedené zlozky pochddzajii z cicavcov, nie je mozné vylaéit.”

Tato dopliujtica veta nie je potrebnd, ak kostné fragmenty zo suchozemskych zvierat boli $pecifikované ako kostné
fragmenty z hydiny alebo z cicavcov.

Volitelny dradny postup pre analyzu tuku alebo oleja

Pre analyzu tuku alebo oleja sa moze pouzivat nasledovny tiradny postup:

—  ak je tuk tuhej konzistencie, ohrieva sa napriklad v mikrovlnnej riire, kym sa neroztopi,

—  poutzitim pipety sa odoberie 40 ml tuku zo spodnej Casti vzorky a prenesie sa do odstredivkovej skiimavky,
—  odstreduje sa 10 mindt pri otdckach 4 000 ot/min,

—  akje tuk po odstredeni tuhy, ohrieva sa znovu v rire, kym sa neroztopi; opakujte odstredovanie 5 mindt pri
otdckach 4 000 ot/min,

—  pouzitim malej lyzicky alebo lopatky sa jedna polovica usadenych necistot prenesie do malej Petriho misky
alebo na podlozné sklicko mikroskopu na mikroskopickii identifikdciu mozného obsahu zloziek Zivoéisneho
povodu (misovych vldkien, peria, kostnych fragmentov). Ako preparacné cinidlo pre mikroskopiu sa
odportca parafinovy olej alebo glycerol,

—  zvy$né necistoty sa pouZiji na sedimentdciu, ako je opisané v bode 6.2.
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PRILOHA VII

METODA VYPOCTU ENERGETICKE] HODNOTY KRMIVA PRE HYDINU

Metdda vypoctu a vyjadrenia energetickej hodnoty
Energetickd hodnota kimnej zmesi pre hydinu sa musi vypocitat v siilade so vzorcom stanovenym nizsie na zaklade

percentudlnych hodnot urcitych analytickych zloziek krmiva. Tdto hodnota sa vyjadruje v megajouloch (M))
metabolizovatelnej energie opravenej na dusikovi rovnovdhu (ME) v jednom kilograme kfmnej zmesi:

ME v MJ/kg = 0,1551 x % dusikatych ldtok + 0,3431 x % tuku + 0,1669 x % Skrobu + 0,1301 x % celkového cukru
(vyjadreného ako sachardza).

Tolerancie uplatnite[né na deklarované hodnoty

Ak tradnd kontrola odhali nezrovnalost (zvySend alebo zniZend energetickd hodnota krmiva) medzi vysledkom
kontroly a deklarovanou energetickou hodnotou, bude povolend tolerancia s hodnotou najmenej 0,4 MJ/kg ME.

Vyjadrenie vysledkov

Po pouziti uvedeného vzorca musi byt ziskany vysledok udany na jedno desatinné miesto.

Odber vzoriek a analytické metédy

Odber vzoriek z kimnej zmesi a stanovenie obsahu analytickych zloziek uvedenych v metéde vypoctu sa musi
vykonat v stlade s metddami Spolocenstva pre odber vzoriek a metédami analyzy na dradni kontrolu krmiv.

Uplatiiuje sa nasledujtice:
—  na stanovenie obsahu tuku: postup B metddy stanovenia olejov a tukov uvedeny v casti H prilohy 11,

—  na stanovenie obsahu Skrobu: polarimetrickd metdda uvedend v Casti L prilohy IIL
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PRILOHA VIII

METODY ANALYZY NA KONTROLU NELEGALNEJ PRITOMNOSTI DOPLNKOVYCH LATOK, KTORE UZ NIE

SU POVOLENE, V KRMIVACH

Dolezité pozndmky:

Na zistenie nelegdlnej pritomnosti doplnkovych ldtok, ktoré uz nie si povolené, v krmivich sa mozu pouzit
citlivejsie metddy analyzy ako metddy analyzy uvedené v tejto prilohe.

Met6dy analyzy uvedené v tejto prilohe sa maji pouzit na tcely potvrdenia.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

A.  STANOVENIE METYLBENZOCHATU

7-benzyloxy-6-butyl-3-metoxycarbonyl-4chinolin

Ukel a oblast

T4to metdda umoziuje stanovenie obsahu metylbenzochdtu v krmivach. Kvantifikacny limit je 1 mg/kg.

Podstata metédy

Metylbenzochét sa extrahuje zo vzorky metanolovym roztokom kyseliny metdnsulfénovej. Extrakt sa precisti
dichlérmetdnom, s pouzitim iénovo-vymennej chromatografie a potom znovu dichlérmetdnom. Obsah
metylbenzochdtu sa stanovi pomocou vysoko t¢innej kvapalinovej chromatografie s reverznou fazou (HPLC)
a pouzitim UV detektora.

Chemikalie

Dichlérmetdn

Metanol, ¢istoty HPLC

Mobilnd fiza HPLC

Zmes metanolu (3.2) a vody (Cistoty HPLC) 75 + 25 (v + v).

Prefiltrujte cez 0,22 pm filter (4.5) a roztok odplynte (napr. ultrazvukom pocas 10 mindit).
Roztok kyseliny metdnsulfénovej ¢ = 2 %

Zriedte 20,0 ml kyseliny metdnsulfénovej metanolom na 1 000 ml (3.2).
Roztok kyseliny chlorovodikovej, ¢ = 10 %

100 ml kyseliny chlorovodikovej sa zriedi (pyo 1,18 g/ml) vodou na 1 000 ml.
Katexovd Zivica Amberlite CG 120 (Na), 110 az 200 meSov

Zivicu treba pred pouzitim upravit: zo 100 g Zzivice sa pripravi suspenzia v 500 ml roztoku kyseliny
chlorovodikovej (3.5) a za stdleho miesania sa privedie do varu zahrievanim na horticej platni. Nechd sa
vychladndt a kyselina sa dekantuje. Prefiltruje sa cez filtraény papier pod vdkuom. Zivica sa premyje dvakrét
500 ml ddvkami vody a potom 250 ml metanolu (3.2). Zivica sa oplachne dalsou 250 ml ddvkou metanolu
a vysu§{ pradenim vzduchu cez filtracny kold¢. VysuSend Zivica sa skladuje v zazdtkovanej banke.
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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.

Standardnd ldtka: cisty metylbenzochdt (7-benzyloxy-6-butyl-3-methoxycarbonyl-4-chinolén)
Zisobny $tandardny roztok metylbenzochdtu, 500 pg/ml

S presnostou na 0,1 mg navazte 50 mg Standardu (3.7), rozpustite v roztoku kyseliny metansulfénovej (3.4)
v 100 ml odmernej banke, dopliite po znacku a premiesajte.

Pracovny §tandardny roztok metylbenzochdtu, 50 pg/ml

Do 50 ml odmernej banky napipetujte 5,0 ml zdsobného $tandardného roztoku metylbenzochdtu (3.7.1),
doplite po znacku metanolom (3.2) a zamieSajte.

Kalibra¢né roztoky

Do sady 25 ml odmernych baniek napipetujte 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 a 5,0 ml pracovného Standardného roztoku
metylbenzochdtu (3.7.2). Doplitte po znacku mobilnou fizou (3.3) a zmieSajte. Jednotlivé roztoky maju
koncentréciu 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 a 10,0 pg/ml metylbenzochatu. Tieto roztoky sa musia pripravit cerstvo pred
pouzitim.

Pristrojové vybavenie

Laboratérna trepacka

Filmova rotacnd odparka

Sklenend koléna (250 mm x 15 mm) s uzatvaracim kohtitom a zdsobnikom s obsahom priblizne 200 ml
HPLC pristroj s ultrafialovym detektorom s nastavitelnou vinovou dizkou alebo s detektorom diédového pola.
Koléna na kvapalinovii chromatografiu: 300 mm x 4 mm, s ndpliou C;3 10 pm alebo ekvivalentnd
Membranové filtre, 0,22 pm

Membréanové filtre, 0,45 pm

Postup
Vseobecné pokyny

Analyzujte slepti vzorku krmiva, v ktorej nesmie byt pritomny ani metylbenzochdt, ani interferujiice latky.

Vykonajte test ndvratnosti pomocou analyzy slepej vzorky krmiva, do ktorej bolo pridané obdobné mnozstvo
metylbenzochdtu, aké sa nachddza vo vzorke. Na dosiahnutie trovne obohatenia 15 mg/kg pridajte 600 pl
zasobného $tandardného roztoku (3.7.1) do 20 g slepej vzorky, zamieajte a nechajte stat 10 min. pred tym, ako
budete pokracovat extrakciou (5.2).

Na ticely tejto metddy musi byt slepd vzorka krmiva typovo podobnd vzorke skdsanej a pri analyze v nej nesmie
byt zistend pritomnost metylbenzochatu.

Extrakcia

S presnostou na 0,01 g navézte priblizne 20 g pripravenej vzorky a preneste do 250 ml Erlenmeyerovej banky.
Pridajte 100,0 ml roztoku kyseliny metdnsulfonovej (3.4) a mechanicky trepte (4.1) 30 mindt. Roztok prefiltrujte
cez filtra¢ny papier, filtrdt zachytte a pouzite pri deleni kvapalina-kvapalina (5.3).

Delenie kvapalina-kvapalina

25,0 ml filtrdtu ziskaného podla (5.2) preneste do 500 ml oddelovacieho lievika obsahujiceho 100 ml roztoku
kyseliny chlorovodikovej (3.5). Do lievika pridajte 100 ml dichlérmetdnu (3.1) a trepte jednu mindtu. Vrstvy sa
nechajii oddelit a spodnii vrstvu (dichlérmetén) vypustite do 500 ml banky s gulatym dnom. Extrakciu vodnej
fazy zopakujte s dvomi dal§imi 40 ml ddvkami dichlérmetdnu a extrakty spojte v banke s gulatym dnom
s prvym extraktom. Extrakt dichlérmetdnu odparte dosucha na rota¢nej odparke (4.2) pracujicej pri znizenom
tlaku pri teplote 40 °C. Zvy3ok rozpustite v 20 az 25 ml metanolu (3.2), banku zazétkujte a celé mnozstvo
extraktu odlozte na iénovo-vymennti chromatografiu (5.4).
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.5.

5.6.

5.6.1.

5.6.2.

5.6.3.

I6novo-vymennd chromatografia

Priprava katexovej kolony

Do spodnej casti sklenenej kolony (4.3) vlozte zdtku zo sklenenej vaty. Pripravte suspenziu z 5,0 g upravenej
katexovej Zivice (3.6) a 50 ml kyseliny chlorovodikovej (3.5), nalejte do sklenej kolony a nechajte usadit.

Prebytocnd kyselinu vypustite na droven tesne nad povrchom Zivice a kolénu premyvajte vodou, az kym filtrat
nebude neutrdlny na lakmus. 50 ml metanolu (3.2) naneste na kolénu a nechajte stiect k povrchu Zivice.

Stfpcové chromatografia

Pomocou pipety opatrne preneste ziskany extrakt (5.3) na kolonu. Banku s gulatym dnom vyplachnite dvoma
dévkami 5 az 10 ml metanolu (3.2) a tieto roztoky preneste na kolonu. Extrakt nechajte stiect k povrchu Zivice
a kolonu premyte 50 ml metanolu tak, aby sa zabezpecilo, Ze prietokovd rychlost nepresiahne hodnotu 5 ml za
mindtu. Vytekajici roztok vylejte. Etylbenzochdt z kolény vymyvajte 150 ml roztoku kyseliny metansulfonovej
(3.4) a eludt z kolény zachytte do 250 ml Erlenmeyrovej banky.

Delenie kvapalina-kvapalina

Eludt ziskany podla (5.4.2) preneste do oddelovacicho lievika s objemom 1 liter. Erlenmeyerovii banku
preplachnite 5 — 10 ml metanolu (3.2) a roztoky spojte s obsahom oddelovacicho lievika. Pridajte 300 ml
kyseliny chlorovodikovej (3.5) a 130 ml dichlérmetdnu (3.1). Trepte jednu mindtu a fizy oddelte. Spodna vrstvu

(dichlérmetdn) vypustite do 500 ml banky s gulatym dnom. Extrakciu vodnej fizy zopakujte s dvomi dalsimi
70 ml ddvkami dichlérmetdnu a extrakty spojte v banke s gulatym okrithlym dnom s prvym extraktom.

Extrakt dichlérmetdnu odparte dosucha na rotacnej odparke (4.2) pracujiicej pri zniZenom tlaku pri teplote
40 °C. Zvysok rozpustite v banke s priblizne 5 ml metanolu (3.2) a tento roztok preneste kvantitativne do 10 ml
odmernej banky. Banku s okriihlym dnom vypldchnite dalsimi dvomi dévkami 1 az 2 ml metanolu a tieto
roztoky preneste do odmernej banky. Dopliite po znacku metanolom a zmiesajte. Prefiltrujte alikvotna cast cez
membrénovy filter (4.6). Tento roztok si nechajte na stanovenie pomocou HPLC (5.6).

Stanovenie HPLC

Parametre

Na ticel usmernenia sa odporticajii nasledujice podmienky, iné podmienky sa mozu pouzivat za predpokladu, ze
poskytnii rovnocenné vysledky:

—  koléna na kvapalinovii chromatografiu (4.4.1),
—  mobilnd fiza HPLC: zmes metanolu a vody (3.3),
—  prietokovd rychlost: 1 az 1,5 ml/mindita,

—  detekénd vinova dizka: 265 nm,

—  vstrekovy objem: 20 az 50 pl.

Skontrolujte stabilitu chromatografického systému tak, Ze niekolkokrat nastreknete kalibracny roztok (3.7.3)
obsahujtici 4 pg/ml, kym nedosiahnete konstantné vysky alebo plochy pikov a konstantné reten¢né Casy.

Kalibra¢nd krivka
Nastreknite kazdy kalibracny roztok (3.7.3) nickolkokrdt a zmerajte vysky (plochy) pikov pre kazda

koncentréciu. Zostrojte kalibra¢nt krivku, pricom pouzite priemerné vysky alebo plochy pikov kalibracnych
roztokov ako ordindty (os y) a prislusné koncentracie v pg/ml ako abscisy (os x).

Roztok vzorky

Niekolkokrét nastreknite extrakt vzorky (5.5), pricom pouzite rovnaky objem ako pri kalibra¢nych roztokoch,
a stanovte z nameranych vysok (ploch) pikov priemernd vysku (plochu) piku metylbenzochatu.

Vypocet vysledkov

Z priemernej vysky (plochy) pikov metylbezochdtu v roztoku vzorky sa porovnanim s kalibra¢nou krivkou
(5.6.2) stanovi koncentrécia roztoku vzorky v pg/ml.
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7.1.

7.1.1.

7.2.

7.3.

Obsah metylbenzochdtu w (mg/kg) vzorky je dany tymto vzorcom:

c x40
W=
m
kde:
¢ = koncentricia metylbenzochétu v roztoku vzorky v g/ml,

m = hmotnost navazky vzorky v gramoch.

Overenie vysledkov
Zhodnost

Zhodnost analytu mozeme potvrdit kochromatografiou alebo pouzitim detektora diédového pola, pomocou
ktorého porovndme spektrd extraktu vzorky a kalibracného roztoku (3.7.3) obsahujticeho 10 pg/ml.

Kochromatografia

Do extraktu vzorky sa pridd prislusné mnozstvo pracovného standardného roztoku (3.7.2). Mnozstvo pridaného
metylbenzochdtu musi byt podobné odhadovanému mnozstvu metylbenzochdtu, zistenému v extrakte vzorky.

Vzhladom na pridané mnozstvo a riedenie extraktu sa zvysi len vyska piku metylbenzochdtu. Sirka piku,
v polovici jeho maximalnej vysky, musi byt priblizne 10 % povodnej sirky.

Detekcia detektorom diédového pola

Vysledky sa vyhodnotia podla nasledujtcich kritérif:

a)  vlnové dizky maximélnej absorpcie spektra vzorky a spektra tandardu zaznamenané na vrchole piku
chromatogramu musia byt rovnaké s toleranciou ur¢enou rozlisovacou schopnostou detekéného systému.
V pripade detekcie s detektorom diddového pola sa obycajne pohybuje okolo 2 nm;

b)  spektrd vzorky a Standardu zaznamenané na vrchole piku chromatogramu nesmi byt odlisné v castiach
spektra medzi 220 a 350 nm v rozsahu od 10 az 100 % relativnej absorbancie. Tdto poziadavka je
splnend, ked' sti pritomné tie isté maximd a ak odchylka medzi oboma spektrami v Ziadnom pozorovanom
bode nepresiahne 15 % absorbancie analytu $tandardu;

¢)  spektrd vzostupnej Casti, vrcholu a zostupnej Casti piku vytvorené extraktom vzorky nesmu byt vzdjomne
odlisné v Castiach spektra medzi 220 az 350 nm, v rozsahu 10 az 100 % relativnej absorbancie. Toto
kritérium je splnené, ked st pritomné rovnaké maximé a ked v Ziadnom pozorovanom bode odchylka
medzi spektrami nepresiahne 15 % absorbancie spektra vrcholu.

Ak niektoré z tychto kritérii nebude splnené, tak sa pritomnost analytu nepotvrdila.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych v tej istej vzorke nesmie presiahnut: 10 %
relativnych z vyssicho vysledku pre obsahy metylbenzochitu od 4 a 20 mg/kg.

Ndvratnost

V pripade obohatenej slepej vzorky musi byt navratnost najmenej 90 %.

Vysledky medzilaboratérnej Stidie

V 10 laboratéridch sa analyzovalo pit vzoriek. V pripade kazdej vzorky sa vykonali dvojndsobné analyzy.

Slepd Mucka 1 Granule 1 Mucka 2 Granule 2
priemer [mg/kg] ND 4,50 4,50 8,90 8,70
s, [mg/kg] — 0,30 0,20 0,60 0,50
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

Slepd Miicka 1 Granule 1 Micka 2 Granule 2
v, [%] — 6,70 4,40 6,70 5,70
sz [mg/kg] — 0,40 0,50 0,90 1,00
CVy [ %] — 8,90 11,10 10,10 11,50
névratnost [ %) — 92,00 93,00 92,00 89,00
ND = nezistené
s, = smerodajnd odchylka opakovatelnosti

CV, = varia¢ny koeficient opakovatelnosti, %
sg = smerodajnd odchylka reprodukovatelnosti
CVy = variacny koeficient reprodukovatelnosti, %

B.  STANOVENIE OLACHINDOXU

2-[N-2"(hydroxyetyl)karbamoyl]-3-metylchinoxalin-N1,N*-dioxid

Ugel a oblast

Tato metéda umoznuje stanovenie obsahu olachindoxu v krmivdch. Kvantifika¢ny limit je 5 mg/kg.

Podstata met6dy

Vzorka sa extrahuje zmesou voda-metanol. Obsah olachindoxu sa stanovi vysoko wcinnou kvapalinovou

chromatografiou (HPLC) s reverznou fizou pomocou UV detektora.

Chemikalie

Metanol

Metanol, ¢istoty HPLC
Voda, ¢istoty HPLC

Mobilnd fiza pre HPLC

Zmes voda (3.3) — metanol (3.2), 900 + 100 (V + V)

Standardnd latka: ¢isty olachindox 2-[N-2-(hydroxyethyl)karbamoyl]-3-metylchinoxalin-N' N*-dioxid, E 851

Zisobny $tandardny roztok olachindoxu, 250 pg/ml

Navidzte s presnostou na 0,1 mg 50 mg olachindoxu (3.5) do odmernej banky a pridajte cca 190 ml vody. Potom
banku vlozte na 20 minit do ultrazvukového kipela (4.1). Po spracovani ultrazvukom vyrovnajte teplotu
roztoku s teplotou miestnosti, doplite vodou po znacku a zamieSajte Banku zabalte do hlinikovej f6lie
a skladujte v chladnicke. Tento roztok sa musi pripravit Cerstvo kazdy mesiac.

Pracovny §tandardny roztok olachindoxu, 25 pg/ml

Preneste 10,0 ml zdsobného Standardného roztoku (3.5.1) do 100 ml odmernej banky, dopliite po znacku
mobilnou fézou (3.4) a premiesajte. Banku zabalte do hlinikovej félie a skladujte v chladnicke. Tento roztok sa

musi pripravit Cerstvo kazdy den.

Kalibra¢né roztoky

Do série 50 ml odmernych baniek preneste 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0 and 20,0 ml pracovného S$tandardného
roztoku (3.5.2). Dopliite po znacku mobilnou fizou (3.4) a premiesajte. Banky zabalte do hlinikovej folie.
Jednotlivé roztoky zodpovedajii 0,5, 1,0, 2,5, 5,0 a 7,0 pg/ml olachindoxu na ml.

Tieto roztoky sa musia pripravit Cerstvo kazdy den.
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4.1.

4.2.

4.3.

5.2.

5.3.

Pristrojové vybavenie

Ultrazvukovy kipel

Mechanicka trepacka

Zariadenie HPLC s UV detektorom s nastavitelnou vinovou dfzkou alebo s detektorom diédového pola.
Koléna na kvapalinovii chromatografiu, 250 mm x 4 mm, s ndpliou C;g, 10 pm alebo ekvivalentnd

Membréanové filtre, 0,45 pm

Postup

Pozndmka: Olachindox je citlivy na svetlo. Vietky procediry vykondvajte pri tlmenom svetle alebo pouzivajte
tmavé laboratérne sklo.

Vseobecné pokyny

Analyzujte slepti vzorku krmiva, v ktorom nesmie byt pritomny ani olachindox, ani interferujtce latky.

Vykonajte test ndvratnosti pomocou analyzy slepej vzorky krmiva, do ktorej bolo pridané obdobné mnozstvo
olachindoxu, aké sa nachddza vo vzorke. Na dosiahnutie pridavku 50 mg/kg preneste 10,0 ml zdsobného
Standardného roztoku (3.5.1) do 250 ml Erlenmeyerovej banky a nechajte odparovat roztok na priblizne 0,5 ml.
Pridajte 50 g slepej vzorky, dokladne premiesajte a nechajte 10 mindt stat, potom premiesajte opat niekolkokrat
pred pristipenim ku kroku extrakcie (5.2).

Pozndmka: Na Géely tejto metédy musi byt slepd vzorka druhovo podobnd analyzovanej vzorke a pri analyze
nesmie byt zisteny olachindox.

Extrakcia

S presnostou na 0,01 g navédzte priblizne 50 g vzorky. Preneste do 1 000 ml Erlenmayerovej banky, pridajte
100 ml metanolu (3.1) a banku polozte do ultrazvukového kipela (4.1). Pridajte 410 ml vody a nechajte
v ultrazvukovom kdpeli dalsich 15 min. Vytiahnite banku z ultrazvukového kipela, pretrepte 30 mindt
v trepacke (4.2) a prefiltrujte cez skladany filter. Preneste pipetou 10,0 ml filtrdtu do 20 ml odmernej banky,
doplnite vodou po znacku a premieSajte. Prefiltrujte alikvotnt Cast cez membrénovy filter (4.4) (pozri pozndmku
v bode 9). Pokracujte stanovenim pomocou HPLC (5.3).

Stanovenie HPLC

Parametre:

Na ti¢el usmernenia sa odporticajii nasledujice podmienky, iné podmienky sa mozu pouzivat za predpokladu, ze
poskytnii rovnocenné vysledky.

Analytickd koléna (4.3.1)

Mobilnd féza (3.4): zmes voda (3.3) — metanol (3.2), 900 + 100 (V + V)
Prietokova rychlost: 1,5 — 2 ml/min

Vlnové dfzka pri merani: 380 nm

Objem ndstreku: 20 az — 100 pl.

Skontrolujte stabilitu chromatografického systému tak, Ze niekolkokrdt nastreknete kalibra¢ny roztok (3.5.3)
obsahujici 2,5 pg/ml, kym nedosiahnete konstantné vysky pikov a konstantné retencné casy.

Kalibra¢na krivka
Nastreknite kazdy kalibra¢ny roztok (3.5.3) niekolkokrdt a stanovte priemerné vysky (plochy) pikov pre kazda

koncentrdciu. Zostrojte kalibra¢nt krivku, pricom pouzite priemerné vysky (plochy) pikov kalibra¢nych
roztokov ako ordindty (os y) a prislusné koncentricie v pg/ml ako abscisy.

Roztok vzorky

Niekolkokrét nastreknite extrakt vzorky (5.2), pricom pouzite rovnaky objem ako pri kalibra¢nych roztokoch
a stanovte z nameranych pikov priemerni vysku (plochu) piku olachindoxu.
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6. Vypocet vysledkov

Z priemernej vysky (plochy) piku olachindoxu v roztoku vzorky stanovte koncentraciu roztoku vzorky v pg/ml
porovnanim s kalibra¢nou krivkou (5.3.2).

Obsah olachindoxu w v mg/kg vzorky je dany tymto vzorcom:

¢ x 1000
wW=——
m

kde:

¢ = koncentrécia olachindoxu v roztoku vzorky (5.2) v pg/ml,

m = hmotnost navdzky vzorky v g/ml (5.2).

7. Validicia vysledkov
7.1. Zhodnost

Zhodnost analytu mozeme potvrdit kochromatografiou alebo pouzitim detektora diédového pola, pomocou
ktorého porovndme spektrd extraktu vzorky (5.2) a kalibra¢ného roztoku (3.5.3) obsahujiceho 5,0 pg/ml.

7.1.1. Kochromatografia

Do extraktu vzorky (5.2) sa pridd vhodné mnozstvo kalibra¢ného roztoku (3.5.3). Mnozstvo pridaného
olachindoxu musi byt podobné mnozstvu olachindoxu zistenému v extrakte vzorky.

Vzhladom na pridané mnozstvo a riedenie extraktu sa zvysi len vyska piku olachindoxu. Sirka piku, v polovici
jeho vysky, musi byt v rozpati + 10 % povodnej Sirky piku olachindoxu neobohateného extraktu vzorky.

7.1.2. Detekcia pomocou detektora diédového pola

Vysledky sa vyhodnotia podla nasledujicich kritérif:

a)  vlnové dizky maximalnej absorpcie spektra vzorky a spektra standardu zaznamenané na vrchole piku
chromatogramu musia byt rovnaké s toleranciou ur¢enou rozliSovacou schopnostou detekéného systému.
V pripade detekcie detektorom diédového pola sa obycajne pohybuje v rozsahu + 2 nm;

b)  spektrd vzorky a Standardu zaznamenané na vrchole piku chromatogramu nesmi byt odlisné v casti
spektra medzi 220 a 400 nm v rozsahu od 10 az 100 % relativnej absorbancie. Toto kritérium je splnené,
ked st pritomné tie isté maximd a ak odchylka medzi oboma spektrami v Ziadnom pozorovanom bode
nepresiahne 15 % absorbancie analytu $tandardu;

¢)  spektrd vzostupnej Casti, vrcholu a zostupnej Casti piku vytvorené extraktom vzorky nesmu byt vzdjomne
odlisné v castiach spektra medzi 220 a 400 nm v rozsahu 10 az 100 % relativnej absorbancie. Toto
kritérium je splnené, ked st pritomné tie isté maximd a ked vo vietkych pozorovanych bodoch
nepresiahne odchylka medzi spektrami 15 % absorbancie spektra vrcholu piku.

Ak niektoré z tychto kritérii nebude splnené, tak sa pritomnost analytu nepotvrdila.

7.2 Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na tej istej vzorke nesmie presiahnut 15 %
relativnych z vyssieho vysledku pre obsah olachindoxu medzi 10 a 200 mg/kg.

7.3. Ndvratnost

V pripade slepej vzorky obohatenej o skiimand litku mus{ byt ndvratnost najmenej 90 %.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

Vysledky medzilaboratérnej Stidie

V rdmci spoluprédce bola vypracovand tidia ES, v ktorej az 13 laboratérii analyzovalo $tyri vzorky krmiva pre
malé prasiatka vrdtane jednej slepej vzorky. Vysledky st uvedené nizsie:

Vzorka 1 Vzorka 2 Vzorka 3 Vzorka 4

L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
priemer [mg/kg] — 14,6 48,0 95,4
S, [mg/kg] — 0,82 2,05 6,36
Sg [mg/ke] — 1,62 428 8,42
v, [ %] — 5.6 43 6,7
CVi [ %] — 11,1 8,9 8,8
nomindlny obsah
[mg/kg] — 15 50 100
navratnost % — 97,3 96,0 95,4

= pocet laboratérif

= pocet jednotlivych hodnot
S, = smerodajnd odchylka opakovatelnosti
Sk = smerodajnd odchylka reprodukovatelnosti

CV, = varia¢ny koeficient opakovatelnosti
CVy = varia¢ny koeficient reprodukovatelnosti

Pozndmka

Hoci tito metdda nebola overend pre krmivad obsahujtice viac ako 100 mg/kg olachindoxu, daji sa dosiahnut
uspokojivé vysledky, ak sa zoberti vzorky s nizsou hmotnostou afalebo extrakt (5.2) sa zriedi tak, aby sa dosiahla
koncentrécia v rozsahu kalibracnej krivky (5.3.2).

C.  STANOVENIE AMPROLIA

1-[(4-amino-2-propylpyrimidin-5-yl)metyl]- 2-metyl-pyridiniumchlorid hydrochlorid

Ucel a oblast

Tato metéda umoznuje stanovit obsah amprélia v krmivich a premixoch. Detekény limit je 1 mgfkg, limit
kvantifikdcie je 5 mg/kg.

Podstata metédy

Vzorka sa extrahuje zmesou metanol-voda. Po zriedeni v mobilnej fize a membranovej filtricii sa obsah
amproélia stanovi vymenou katiénov vysoko t¢innou kvapalinovou chromatografiou (HPLC) s pouzitim UV
detektora.

Chemikalie

Metanol

Acetonitril, ¢istoty HPLC

Voda, ¢istoty HPLC

Roztok dihydro- fosfore¢nanu sodného, ¢ = 0,1 mol/l

Rozpustte 13,80 g monohydréitu dihydrogénfosfore¢nanu sodného vo vode (3.3) v 1 000 ml kalibrovanej banke,
doplnite vodou po znacku (3.3) a zamieSajte.
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3.5. Roztok chloristanu sodného, ¢ = 1,6 mol/l
Rozpustte 224,74 g chloristanu sodného vo vode (3.3) v 1 000 ml odmernej banke, dopliite vodou po znacku
(3.3) a zamiesajte.

3.6. Mobilnd fiza pre HPLC (pozri pozndmku 9.1)
Zmes acetonitrilu (3.2), roztoku dihydrogénfosfore¢nanu sodného (3.4) a roztoku chloristanu sodného (3.5),
450 + 450 + 100 (v + v + v). Pred pouzitim prefiltrujte cez 0,22 m membranovy filter (4.3) a odplytite roztok
[napr. v ultrazvukovom kapeli (4.4) aspoft 15 mindt].

3.7. Standardnd latka: &isté amprélium, 1-[(4-amino-2-propylpyrimidin-5-yl)metyl]-2-metyl-pyridiniumchlorid
hydrochlorid, E 750 (pozri 9.2).

3.7.1. Zésobny $tandardny roztok amprélia, 500 pg/ml
Navézte s presnostou 0,1 mg 50 mg amprolia (3.7) do 100 ml odmernej banky, rozpustte v 80 ml metanolu
(3.1) a umiestnite banku na 10 min. do ultrazvukového kipela (4.4). Po spracovani ultrazvukom vyrovnajte
teplotu roztoku s teplotou miestnosti, dopliite vodou po znacku a zamieSajte. Pri teplote < 4 °C je roztok staly
1 mesiac.

3.7.2. Pracovny Standardny roztok amprélia, 50 pg/ml
Napipetujte 5,0 ml zdsobného $tandardného roztoku (3.7.1) do 50 ml kalibrovanej banky, dopliite extrakénym
roztokom po znacku (3.8) a zamieSajte. Pri teplote < 4 °C je roztok stdly 1 mesiac.

3.7.3. Kalibra¢né roztoky
Postupne napipetujete 0,5, 1,0 a 2,0 ml pracovného $tandardného roztoku (3.7.2) do 50 ml odmernych baniek.
Dopliite po znacku mobilnou fézou (3.6) a zmiesajte. Jednotlivé roztoky zodpovedaji 0,5, 1,0 a 2,0 pg amprolia
na ml. Tieto roztoky sa musia pripravit Cerstvo pred pouZzitim.

3.8. Extrakény roztok
Zmes metanol (3.1)-voda 2 + 1 (v +v)

4. Pristrojové vybavenie

4.1. HPLC zariadenie so vstrekovacim systémom vhodné na vstrekovanie objemov 100 pl.

4.1.1. Koléna na kvapalinovii chromatografiu, 125 mm x 4 mm, s katexovou ndpliiou Nucleosil 10 SA, 5 alebo 10 pm
alebo ekvivalentnd

4.1.2. UV detektor s nastavitelnou vinovou dizkou alebo s detektorom diédového pola

4.2. Membrénovy filter, materidl PTFE, 0,45 pm

4.3. Membranovy filter, 0,22 pm

4.4, Ultrazvukovy kipel

4.5. Mechanicka trepacka alebo magnetickd miesacka

5. Postup

5.1. Vseobecné pokyny

5.1.1. Slepd vzorka krmiva

Na uskutocnenie testu ndvratnosti (5.1.2) sa musi analyzovat slepd vzorka na overenie, ¢i nie je pritomné
amprélium alebo interferujica ldtka. ZloZenie slepej vzorky musi zodpovedat skiimanej vzorke a nesmie sa
dokdzat pritomnost amprélia alebo interferujtcej latky.
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5.2.

5.3.

Test ndvratnosti

Vykonajte test ndvratnosti pomocou analyzy slepej vzorky krmiva, do ktorej bolo pridané obdobné mnozstvo
amprolia, aké sa nachddza vo vzorke. Na dosiahnutie drovne obohatenia 100 mg/kg preneste 10 ml zdsobného
standardného roztoku (3.7.1) do 250 ml Erlenmeyerovej banky a odparte roztok na priblizne 0,5 ml. Pridajte
50 g slepej vzorky, dokladne premiesajte a nechajte 10 mindt stdt, potom opit niekolkokrdt premiesajte pred
pristipenim ku kroku extrakcie (5.2).

Ak nie je dostupna slepa vzorka zodpovedajica zlozenim skdmanej vzorke (pozri 5.1.1), test ndvratnosti sa
moze vykonat na zdklade metddy pridavku Standardu. V tomto pripade sa vzorka, ktord mé byt analyzovand,
obohati mnozstvom amproélia, ktoré je podobné tomu, ako sa nachddza vo vzorke. Tato vzorka sa analyzuje
spolu s neobohatenou vzorkou a ndvratnost sa vypocitat od¢itanim.

Extrakcia
Premixy (obsah < 1 % amproélia) a krmivd

Navdzte s presnostou na 0,01 g 5 — 40 g vzorky v zdvislosti od obsahu amprélia do 500 ml Erlenmayerovej
banky a pridajte 200 ml extrakéného roztoku (3.8). Vlozte banku na 15 mindt do ultrazvukového kiipela (4.4).
Banku vyberte z ultrazvukového kiipela a trepte 1 hodinu v trepacke alebo miesajte na magnetickej miesacke
(4.5). Zriedte alikvotnt Cast extraktu s mobilnou fézou (3.6) na obsah amprolia 0,5 — 2 ug/ml a zamiesajte (pozri
pozndmku 9.3). Prefiltrujte 5 — 10 ml tohto zriedeného roztoku na membrdnovom filtri (4.2). Pokracujte
stanovenim pomocou HPLC (5.3).

Premixy (obsah > 1 % amproélia)

Navidzte s presnostou na 0,001 g 1 — 4 g premixu v zdvislosti od obsahu amprélia do 500 ml Erlenmayerovej
banky a pridajte 200 ml extrakéného roztoku (3.8). Vlozte banku na 15 mindt do ultrazvukového kdpela (4.4).
Banku vyberte z ultrazvukového kipela a pretrepte 1 hodinu v trepacke alebo premiesajte magnetickym
mieSadlom (4.5). Zried'te alikvotnti Cast extraktu s mobilnou fizou (3.6) na obsah amprélia 0,5 — 2 pg/ml
a zamieSajte. Prefiltrujte 5 — 10 ml tohto zriedeného roztoku na membrénovom filtri (4.2). Pokracujte
stanovenim pomocou HPLC (5.3).

Stanovenie HPLC
Parametre:

Na ticel usmernenia sa odporticajti nasledujice podmienky, iné podmienky sa mozu pouzivat za predpokladu, ze
poskytntl rovnocenné vysledky.

Koléna na kvapalinovi

kolona (4.1.1): 125 mm x 4 mm, s katexovou ndpliiou Nucleosil 10 SA, 10 pm alebo ekvivalentnd

Mobilnd féza (3,6): Zmes acetonitrilu (3.2), roztok dihydro- fosfore¢nanu sodného (3.4) a roztoku
chloristanu sodného (3.5), 450 + 450 + 100 (v + v + v).

Prietokovd rychlost: 0,7 = 1 ml/min

Vlnova dfzka pri merani: 264 nm

Vstrekovy objem: 100 pl

Skontrolujte stabilitu chromatografického systému tak, Ze niekolkokrdt nastreknete kalibracny roztok (3.7.3)
obsahujici 1,0 pg/ml, kym nedosiahnete konstantné vysky pikov a konstantné retencné Casy.

Kalibra¢nd krivka
Nastreknite kazdy kalibra¢ny roztok (3.7.3) niekolkokrdt a stanovte priemerné vysky (plochy) pikov pre kazdd

koncentrdciu. Zostrojte kalibra¢nt krivku, pricom pouzite priemerné vysky pikov (plochy) kalibra¢nych
roztokov ako ordinéty (os y) a prislusné koncentracie v pg/ml ako abscisy (os x).

Roztok vzorky

Niekolkokrdt nastreknite extrakt vzorky (5.2), pricom pouzite rovnaky objem ako pri kalibra¢nych roztokoch
a stanovte z nameranych pikov priemernd vysku (plochu) piku amprolia.

Vypocet vysledkov

Z priemernej vysky (plochy) piku amprélia v roztoku vzorky stanovte koncentriciu roztoku vzorky v pg/ml
porovnanim s kalibra¢nou krivkou (5.3.2).
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Obsah amproélia w v mg/kg vzorky je dany tymto vzorcom:

Vxcxf
w=-—"" [mgfkg]

kde:

\

¢ = koncentrdcia amprolia v extrakte vzorky (5.2) v ug/ml,

objem extrakéného roztoku (3.8) v ml podla 5.2 (t. j. 200 ml),

f = faktor zriedenia podla 5.2,

m= hmotnost navazky vzorky v g.

7. Validdcia vysledkov
7.1. Zhodnost

Zhodnost analytu mozeme potvrdit kochromatografiou alebo pouzitim detektora diédového pola, pomocou
ktorého porovndme spektrd extraktu vzorky (5.2) a kalibra¢ného roztoku (3.7.3) obsahujiceho 2,0 pg/ml.

7.1.1. Kochromatografia

Do extraktu vzorky (5.2) sa pridd vhodné mnozstvo kalibratného roztoku (3.7.3). Mnozstvo pridaného amprolia
musi byt podobné mnozZstvu amprélia zistenému v extrakte vzorky.

Vzhladom na pridané mnozstvo a riedenie extraktu sa zvysi len vyska piku amprolia. Sirka piku, v polovici jeho
vysky, musi byt v rozpiti £ 10 % povodnej sirky piku amprolia neobohateného extraktu vzorky.

7.1.2. Detekcia pomocou diédového pola
Vysledky sa vyhodnotia podla nasledujicich kritérif:

a)  vlnové dizky maximélnej absorpcie spektra vzorky a spektra Standardu zaznamenané na vrchole piku
chromatogramu musia byt rovnaké s toleranciou ur¢enou rozlisovacou schopnostou detekéného systému.
V pripade detekcie detektorom diddového pola sa obycajne pohybuje v rozsahu + 2 nm;

b)  spektrd vzorky a Standardu zaznamenané na vrchole piku chromatogramu nesmt byt odlisné v Casti
spektra medzi 210 a 320 nm v rozsahu od 10 az 100 % relativnej absorbancie. Toto kritérium je splnené,
ked st pritomné tie isté maximd a ak odchylka medzi oboma spektrami v Ziadnom pozorovanom bode
nepresiahne 15 % absorbancie analytu $tandardu;

¢)  spektrd vzostupnej Casti, vrcholu a zostupnej Casti piku vytvorené extraktom vzorky nesmu byt vzdjomne
odlisné v castiach spektra medzi 210 a 320 nm v rozsahu 10 az 100 % relativnej absorbancie. Toto
kritérium je splnené, ked st pritomné tie isté maximd a ked vo vsetkych pozorovanych bodoch
nepresiahne odchylka medzi spektrami 15 % absorbancie spektra vrcholu piku.

Ak niektoré z tychto kritéril nebude splnené, tak sa pritomnost analytu nepotvrdila.
7.2 Opakovatelnost
Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych v tej istej vzorke nesmie presiahnut
— 15 % relativnych z vys3ej hodnoty pre obsah amprdlia od 25 mg/kg do 500 mg/kg,
— 75 mg[kg pre obsah amprélia medzi 500 mg/kg a 1 000 mg/kg,
— 7,5 % relativnych z vy$Sej hodnoty pre obsah amproélia nad 1 000 mg/kg.

7.3. Ndvratnost

V pripade obohatenej (slepej) vzorky musi byt ndvratnost najmenej 90 %.
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8.

9.1.

9.2.

9.3.

3.1.

3.2

Vysledky medzilaboratérnej Stidie

Vykonala sa medzilaboratdrna 3tddia, v rdmci ktorej sa analyzovali krmivd pre hydinu (vzorky 1 - 3), jedno

minerdlne krmivo (vzorka 4) a jeden premix (vzorka 5). Vysledky st uvedené v tejto tabulke

Vzorka 1
(slepa vzorka Vzorka 2 Vzorka 3 Vzorka 4 Vzorka 5

krmiva)
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
priemer [mg/kg] — 45,5 188 5129 25 140
s, [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550
CV; [ %] — 4,95 1,90 3,46 2,20
sz [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CVr [ %] — 6,47 6,27 5,19 3,00
nomindlny obsah [mg/kg] — 50 200 5000 25 000
L = pocet laboratérif
n = pocet jednotlivych hodnot
s, = smerodajnd odchylka opakovatelnosti

CV, = varia¢ny koeficient opakovatelnosti

sg = smerodajnd odchylka reprodukovatelnosti

CVy = varia¢ny koeficient reprodukovatelnosti

Pozndmky

Ak vzorka obsahuje tiamin, pik tiaminu sa objavuje na chromatograme kratko pred pikom amprolia. Amprolium
a tiamin sa musia na zdklade tejto met6dy oddelit. Ak sa amprolium a tiamin neoddeli na koléne (4.1.1) pouzitej
v tejto metdde, nahrad'te az 50 % acetonitrilu v mobilnej faze (3.6) metanolom.

Podla britského liekopisu spektrum roztoku amprélia (¢ = 0,02 molfl) v kyseline chlorovodikovej (¢ =
0,1 mol/l) vykazuje maximum pri 246 nm a 262 nm. Absorbancia bude 0,84 pri 246 nm a 0,80 pri 262 nm.

Extrakt sa musi vZdy zriedit s mobilnou fdzou, pretoZe v opa¢nom pripade moze retenény cas kvoli zmendm
ionovej sily vyznamne posundt pik amprolia.

D. STANOVENIE KARBADOXU

Metyl-3-(2-chinoxalinylmetylén)karbazdt N',N*-dioxid

Ucel a oblast

T4to metéda umoziuje stanovit obsah karbadoxu v krmivach, premixoch a pripravkoch. Detekény limit je
1 mg/kg, limit kvantifikdcie je 5 mg/kg.

Podstata metédy

Vzorka sa upravi vodou a extrahuje zmesou metanol-acetonitril. Pre krmivé sa alikvotnd cast filtrovaného
extraktu precisti na koléne z oxidu hlinitého. V pripade premixov a pripravkov sa alikvotnd cast filtrovaného
extraktu zriedi na vhodna koncentraciu vodou, metanolom a acetonitrilom. Obsah karbadoxu sa stanovi vysoko
t¢innou kvapalinovou chromatografiou (HPLC) s reverznou fazou pomocou UV detektora.

Chemikilie
Metanol

Acetonitril, ¢istoty HPLC
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3.3. Kyselina octovd, w = 100 %
3.4. Oxid hlinity: neutrdlny, aktivita I
3.5. Metanol-acetonitril 1 + 1 (v + v)

Zmiesajte 500 ml metanolu (3.1) s 500 ml acetonitrilu (3.2)
3.6. Kyselina octovd, 6 = 10 %

Zried'te 10 ml octovej kyseliny (3.3) vodou na 100 ml.

3.7. Octan sodny
3.8. Voda, ¢istoty HPLC
3.9. Octanovy tlmivy roztok, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6,0

Rozpustite 0,82 g octanu sodného (3.7) v 700 ml vody (3.8) a upravte pH kyselinou octovou (3.6) na 6,0.
Preneste do 1 000 ml odmernej banky, dopliite vodou (3.8) po znacku a zamiesajte.

3.10. Mobilnd fiza pre HPLC
ZmieSajte 825 ml octanového tlmivého roztoku (3.9) s 175 ml acetonitrilu (3.2).
Prefiltrujte cez 0,22 pm filter (4,5) a roztok odplyiite (napr. ultrazvukom pocas 10 mindt).
3.11. Standardnd ldtka
Cisty karbadox: metyl-3-(2-chinoxalinylmetylén)karbazdt N',N*-dioxid, E 850
3.11.1. Zdisobny 3tandardny roztok karbadoxu 100 pg/ml (pozri pozndmku v bode 5):

Navézte 25 mg Standardu karbadoxu (3.11) s presnostou na 0,1 mg do 250 ml odmernej banky. Rozpustte
ultrazvukom (4.7) v metanol-acetonitrole (3.5). Po spracovani ultrazvukom vyrovnajte teplotu roztoku s teplotou
miestnosti, dopliite metanol-acetonitrilom (3.5) po znacku a zamiesajte. Obalte banku hlinikovou féliou alebo
pouzite nddobu z tmavého skla a ulozte do chladnicky. Pri teplote < 4 °C je roztok stdly 1 mesiac.

3.11.2. Kalibraéné roztoky

Preneste postupne 2,0, 5,0, 10,0 a 20,0 ml zdsobného Standardného roztoku (3.11.1) do 100 ml odmernych
baniek. Pridajte 30 ml vody, doplite metanol-acetonitrilom (3.5) po znacku a zamieSajte. Obalte banky
hlinikovou féliou. Jednotlivé roztoky zodpovedaji 2,0, 5,0, 10,0 a 20,0 pg/ml karbadoxu na ml.

Kalibra¢né roztoky sa musia pripravit ¢erstvo pred pouzitim.

Pozndmka: Na stanovenie karbadoxu v krmivach s obsahom menej ako 10 mg/kg sa musia pripravit kalibra¢né
roztoky s koncentraciou pod 2,0 pg/ml.

3.12. Zmes voda-[metanol-acetonitril] (3.5), 300 + 700 (v + v)

ZmieSajte 300 ml vody so 700 ml zmesi metanol-acetonitril (3.5).

4. Pristrojové vybavenie

4.1. Laboratérna trepacka alebo magnetickd miesacka

4.2. Filtra¢ny papier zo skleneného vlidkna (Whatman GF/A alebo ekvivalentny)
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4.3.

4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.

5.1.1.

5.2.

5.2.2.

Sklend koléna (dfzka 300 az 400 mm, vniitorny priemer asi 10 mm) s fritou zo sintrovaného skla a vyptistacim
ventilom.

Pozndmka: Moze sa pouzit sklend kolona s uzatvdracim kohtitom alebo sklend koléna so ziizenym koncom.
V druhom pripade sa do dolného konca vlozi mald zdtka zo sklenej vaty a utlaci sa pomocou sklenej
tycinky.

HPLC zariadenie so vstrekovacim systémom vhodné na vstrekovanie objemov 20 pl.

Kol6na na kvapalinovii chromatografiu: 300 mm x 4 mm, s ndpliou Cyg, 10 pm alebo ekvivalentnd

UV detektor s nastavitelnou vinovou dfzkou alebo detektor diédového pola pracujici v rozsahu 225 az 400 nm
Membranovy filter, 0,22 pm

Membranovy filter, 0,45 pm

Ultrazvukovy kipel

Postup

Pozndmka: Karbadox je citlivy na svetlo. Vykonavajte vietky ¢innosti pri timenom svetle alebo pouzivajte nddoby
z tmavého skla alebo sklené nadoby obalené hlinikovou féliou.

Vseobecné pokyny
Slepd vzorka krmiva

Na uskutocnenie testu ndvratnosti (5.1.2) sa musi analyzovat slepd vzorka na overenie, ¢i nie je pritomny
karbadox alebo interferujtica latka. ZloZenie slepej vzorky md zodpovedat skiimanej vzorke a nesmie sa v nej
dokdzat pritomnost karbadoxu alebo interferujiicej ldtky.

Test ndvratnosti

Vykonajte test ndvratnosti pomocou analyzy slepej vzorky krmiva (5.1.1), do ktorej bolo pridané podobné
mnozstvo karbadoxu, aké sa nachddza vo vzorke. K pridaniu 50 mg/kg preneste 5,0 ml zdsobného $tandardného
roztoku (3.11.1) do 200 ml Erlenmeyerovej banky. Roztok odparte na cca 0,5 ml v pride dusika. Pridajte
10 g slepej vzorky, premieSajte a pockajte 10 mint pred extrakciou (5.2).

Ak nie je dostupnd slepd vzorka zodpovedajica zloZenim skimanej vzorke (pozri 5.1.1), test ndvratnosti sa
moze vykonat metddou pridavku Standardu. V tomto pripade sa vzorka obohati mnozstvom karbadoxu, ktoré je
podobné tomu, ktoré sa nachddza vo vzorke. Tato vzorka sa analyzuje spolu s neobohatenou vzorkou
a ndvratnost sa vypocita od¢itanim.

Extrakcia
Krmivo

Navdzte 10 g vzorky s presnostou na 0,01 g a preneste do 200 ml Erlenmeyerovej banky. Pridajte 15,0 ml vody,
zmieSajte a nechajte 5 mindt stdf, kym sa dosiahne rovnoviha. Pridajte 35,0 ml metanol-acetonitrilu (3.5),
uzatvorte zitkou a 30 mindt trepte v trepacke alebo mieajte na magnetickej mieacke (4.1). Roztok prefiltrujte
cez filtracny papier so sklenenymi vldknami (4.2). Tento roztok si nechajte na precistenie (5.3).

Premixy (0,1 - 2,0 %)

Navézte 1 g nepomletej vzorky s presnostou na 0,001 g a preneste do 200 ml Erlenmeyerovej banky. Pridajte
15,0 ml vody, zmieSajte a nechajte 5 mindt stdf, kym sa dosiahne rovnovéha. Pridajte 35,0 ml metanol-
acetonitrilu (3.5), uzatvorte zdtkou a 30 minit trepte v trepacke alebo miesajte na magnetickej miesacke (4.1).
Roztok prefiltrujte cez filtracny papier so sklenenymi vldknami (4.2).
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5.2.3.

5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Napipetujte alikvotnii ¢ast do 50 ml odmernej banky. Pridajte 15,0 ml vody, dopliite metanol-acetonitrilom (3.5)
po znacku a zamiesajte. Koncentracia karbadoxu v kone¢nom roztoku md byt priblizne 10 pg/ml. Alikvotna cast
sa prefiltruje cez 0,45 pm filter (4.6).

Pokracujte stanovenim pomocou HPLC (5,4).

Pripravky (> 2 %)
Navdzte 0,2 g nepomletej vzorky s presnostou na 0,001 g a preneste do 250 ml Erlenmeyerovej banky. Pridajte
45,0 ml vody, premiesajte a nechajte 5 min. stdf, kym sa dosiahne rovnovéha. Pridajte 105,0 ml metanol-

acetonitrolu (3.5), zazdtkujte a homogenizujte. Vzorku na 15 min. uloZte do ultrazvuku (4.7), potom dalsich
15 mindt trepte alebo miesajte (4.1). Roztok prefiltrujte cez filtracny papier so sklenenymi vldknami (4.2).

Zried'te alikvotni Cast filtrdtu so zmesou voda-metanol-acetonitril (3.12) na vyslednti koncentrdciu karbadoxu
10 — 15 pg/ml (pre 10 % pripravok je zriedovaci faktor 10). Prefiltrujte alikvotnd Cast cez 0,45 pm membranovy
filter (4.6).

Pokracujte stanovenim pomocou HPLC (5.4).
Precistovanie
Priprava kolény s oxidom hlinitym

Navézte 4 g oxidu hlinitého (3.4) a preneste do sklenej kolony (4.3).

Precistenie vzorky

Naneste 15 ml prefiltrovaného extraktu (5.2.1) na kolénu s oxidom hlinitym a vylejte prvé 2 ml eludtu. Zachytte
dalsich 5 ml a prefiltrujte alikvotnd Cast cez 0,45 pm filter (4.6).

Pokracujte stanovenim pomocou HPLC (5.4).
Stanovenie HPLC

Parametre

Na ti¢el usmernenia sa odportcajii nasledujice podmienky, iné podmienky sa mozu pouzivat za predpokladu, ze
poskytnii rovnocenné vysledky:

Kolona na kvapalinovii

koléna (4.4.1): 300 mm x 4 mm, s ndpliou C;g, 10 pm alebo ekvivalentnd
Mobilnd féza (3.10): Zmes octanového tlmivého roztoku (3.9) a acetonitrilu (3.2), 825 + 175 (v + v)
Prietokova rychlost: 1,5 — 2 ml/min

Vinové dizka pri merani: 365 nm

Vstrekovy objem: 20 p

Skontrolujte stabilitu chromatografického systému tak, Ze niekolkokrat nastreknete kalibra¢ny roztok (3.11.2)
obsahujtici 5,0 pg/ml, kym nedosiahnete konstantné vysky pikov (plochy) a konstantné retencné Casy.

Kalibra¢nd krivka
Nastreknite kazdy kalibracny roztok (3.11.2) niekolkokrdt a zmerajte vysky (plochy) pikov pre kazdd

koncentréciu. Zostrojte kalibra¢nt krivku, pricom pouzite priemerné vysky alebo plochy pikov kalibra¢nych
roztokov ako ordindty (os y) a prislusné koncentrdcie v pg/ml ako abscisy (os x).

Roztok vzorky

Vstreknite niekolkokrat extrakt vzorky [(5.3.2) pre krmivd, (5.2.2) pre premixy a (5.2.3) pre pripravky] a stanovte
priemernt vysku piku (plochu) pikov karbadoxu.

Vypocet vysledkov

Z priemernej vysky (plochy) piku karbadoxu v roztoku vzorky stanovte koncentrdciu karbadoxu v roztoku
vzorky v pg/ml porovnanim s kalibra¢nou krivkou (5.4.2).
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6.1.

6.2.

7.1.

7.1.2.

Krmivo

Obsah karbadoxu w (mg/kg) vzorky je dany tymto vzorcom:

Vi

w=""—1 [mgfkg]

kde:

¢ = koncentrécia karbadoxu v extrakte vzorky (5.3.2) v pg/ml,

V; = extrakény objem v ml (t. j. 50),
hmotnost navazky vzorky v g.

3
I

Premixy a pripravky

Obsah karbadoxu w (mg/kg) vzorky je dany tymto vzorcom:

w= Y g

kde:

¢ = koncentricia karbadoxu v extrakte vzorky (5.2.2 alebo 5.3.2) v pg/ml,
V, = extrakény objem v ml (t. j. 50 pre premixy; 150 pre pripravky),
f = faktor zriedenia podla 5.2.2 (premixy) alebo 5.2.3 (pripravky),

m = hmotnost navdzky vzorky v g.

Validicia vysledkov
Zhodnost

Zhodnost analytu moézeme potvrdit kochromatografiou alebo pouzitim detektora diédového pola, pomocou
ktorého porovndme spektrd extraktu vzorky a kalibracného roztoku (3.11.2) obsahujiceho 10,0 pg/ml.

Kochromatografia

Do extraktu vzorky sa pridd vhodné mnozstvo kalibracného roztoku (3.11.2). Mnozstvo pridaného karbadoxu
musi byt podobné odhadovanému mnozstvu karbadoxu zistenému v extrakte vzorky.

Vzhladom na pridané mnoZstvo a riedenie extraktu sa zvysi len vyska piku karbadoxu. Sfrka piku, v polovici jeho
maximdlnej vysky, musi byt priblizne v rozpati + 10 % povodnej 3irky.

Detekcia pomocou diédového pola

Vysledky sa vyhodnotia podla nasledujtcich kritérif:

a)  vlnové dlzky maximalnej absorpcie spektra vzorky a Standardu zaznamenané na vrchole piku
chromatogramu musia byt rovnaké s toleranciou ur¢enou rozlisovacou schopnostou detekéného systému.
V pripade detekcie detektorom diédového pola sa obycajne pohybuje v rozsahu + 2 nm;

b)  spektrd vzorky a Standardu zaznamenané na vrchole piku chromatogramu nesmu byt odlisné v Casti
spektra medzi 225 a 400 nm v rozsahu od 10 az 100 % relativnej absorbancie. Toto kritérium je splnené,
ked st pritomné tie isté maximd a ak odchylka medzi oboma spektrami v Ziadnom pozorovanom bode
nepresiahne 15 % absorbancie analytu Standardu;

¢)  spektrd vzostupnej Casti, vrcholu a zostupnej Casti piku vytvorené extraktom vzorky nesmu byt vzdjomne
odlisné v castiach spektra medzi 225 az 400 nm v rozsahu 10 az 100 % relativnej absorbancie. Toto
kritérium je splnené, ked st pritomné tie isté maximd a ked vo vsetkych pozorovanych bodoch
nepresiahne odchylka medzi spektrami 15 % absorbancie spektra vrcholu piku.

Ak niektoré z tychto kritérif nebude splnené, tak sa pritomnost analytu nepotvrdila.



26.2.2009

Uradny vestnik Eurépskej tinie

L 54/125

7.2.

7.3.

Opakovatelnost

V pripade obsahu 10 mg/kg a viac nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na
tej istej vzorke presiahnut 15 % relativnych z vyssicho vysledku.

Ndvratnost

V pripade obohatenej (slepej) vzorky md byt ndvratnost najmenej 90 %.

Vysledky medzilaboratérnej Stiidie

Vykonala sa medzilaboratérna Sttidia, v rémci ktorej 8 laboratérii analyzovalo 6 krmiv, 4 premixy a 3 pripravky.
Kazdd vzorka sa analyzovala dvakrdt. (Podrobnejsie informdcie o tejto medzilaboratérnej $tddii mozno néjst
v Uradnom vestniku AOAC, zvizok 71, 1988, s. 484 — 490). Vysledky (okrem odlahlych hodnét) st uvedené
nizsie:

Tabulka 1

Vysledky medzilaboratérnej Stidie pre krmivd

Vzorka 1 Vzorka 2 Vzorka 3 Vzorka 4 Vzorka 5 Vzorka 6
L 8 8 8 8 8 8
n 15 14 15 15 15 15
priemer (mg/kg) 50,0 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
S, (mgfkg) 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
CV, (%) 5,8 5,6 2,9 3,1 3,2 4,3
Sk (mg/kg) 3,92 413 2,23 2,58 2,26 2,44
CVr (%) 7,8 8,7 4,6 5,2 4,8 4,9
nomindlny obsah (mg/kg) 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0

Tabulka 2
Vysledky medzilaboratérnej $tidie pre premixy a pripravky
Premixy Pripravky

A B C D A B C
L 7 7 7 7 8 8 8
n 14 14 14 14 16 16 16
priemer (g/kg) 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
S, (g/kg) 037 0,28 0,28 0,44 41 5,1 7,7
CV, (%) 4,2 3,0 3,0 5,0 4,3 5,2 7,4
Sk (g/ke) 037 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
nomindlny obsah (g/kg) 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100

L = pocet laboratérif

n = pocet jednotlivych hodnot

S, = smerodajnd odchylka opakovatelnosti
CV, = variatny koeficient opakovatelnosti

Sk = smerodajnd odchylka reprodukovatelnosti
CVy = variacny koeficient reprodukovatelnosti
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PRILOHA IX

TABULKY ZHODY UVEDENE V CLANKU 6

Smernica 71/250/EHS

Smernica 71/250/EHS

Toto nariadenie

Clanok 1 prvy pododsek
Clanok 1 druhy pododsek

Clanok 2
Clanok 3
Priloha cast 1
Priloha cast 2
Priloha cast 3
Priloha cast 4
Priloha cast 5
Priloha cast 6
Priloha cast 7
Priloha cast 9
Priloha cast 10
Priloha cast 11
Priloha cast 12
Priloha cast 14
Priloha cast 16

Clanok 3
Clanok 2

Priloha II

Priloha III ¢ast O

Priloha III cast M

Priloha III ¢ast N
Priloha III ¢ast Q
Priloha III ¢ast K

Priloha III cast |
Priloha III ¢ast D

Smernica 71/393/EHS

Smernica 71/393/EHS

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Priloha cast 1
Priloha cast II
Priloha cast III
Priloha cast IV

Clanok 3

Priloha III ¢ast A
Priloha III ¢ast E
Priloha III ¢ast P
Priloha III ¢ast H

Smernica 72/199/EHS

Smernica 72/199/EHS

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Clanok 4
Priloha I cast 1
Priloha I cast 2
Priloha I cast 3
Priloha I Cast 4
Priloha I cast 5
Priloha 11

Clanok 3

Priloha III ¢ast L
Priloha III ¢ast C

Priloha V cast A
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Smernica 73/46/EHS

Smernica 73/46/EHS

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 3
Clanok 4
Priloha I ¢ast 1
Priloha I cast 2
Priloha I cast 3

Clanok 3

Priloha III ¢ast B

Priloha III Cast 1

Smernica 76/371/EHS

Smernica 76/371/EHS

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Priloha

Clanok 1

Priloha 1

Smernica 76/372/EHS

Smernica 76/372[EHS

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Priloha

Smernica 78/633/EHS

Smernica 78/633/EHS

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Priloha cast 1
Priloha cast 2
Priloha cast 3

Clanok 3

Priloha IV cast C

Smernica 81/715/EHS

Smernica 81/715/EHS

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Priloha
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10.

11.

12.

13.

Smernica 84/425/EHS

Smernica 84[425/EHS

Toto nariadenie

Clénok 1
Clanok 2
Clanok 3
Priloha

Smernica 86/174/EHS

Smernica 86/174/EHS

Toto nariadenie

Cléanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Priloha

Clanok 4

Priloha VII

Smernica 93/70/EHS

Smernica 93/70/EHS

Toto nariadenie

Clénok 1
Clanok 2
Clanok 3
Priloha

Clanok 3

Priloha IV ¢ast D

Smernica 93/117[ES

Smernica 93/117/[ES

Toto nariadenie

Cléanok 1
Cléanok 2
Clanok 3
Priloha cast 1
Priloha cast 2

Clénky 3 a 5

Priloha IV cast E
Priloha VIII ¢ast A

Smernica 98/64/ES

Smernica 98/64/ES

Toto nariadenie

Cléanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Clanok 4
Priloha cast A
Priloha cast C

Clénky 3 a 5

Priloha III ¢ast F
Priloha VIII ¢ast B
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14.

15.

16.

17.

Smernica 1999/27ES

Smernica 1999/27[ES

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Clanok 4
Clanok 5
Clanok 6
Clanok 7
Priloha cast A
Priloha cast B
Priloha cast C

Clanky 3 a 5

Priloha VIII ¢ast C
Priloha IV cast F
Priloha VIII ¢ast D

Smernica 1999/76/ES

Smernica 1999/76/ES

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Clanok 4
Priloha

Clanok 3

Priloha IV cast G

Smernica 2000/45/ES

Smernica 2000/45/ES

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Clanok 4
Priloha cast A
Priloha cast B
Priloha cast C

Clanok 3

Priloha IV cast A
Priloha IV cast B
Priloha III ¢ast G

Smernica 2002/70/ES

Smernica 2002/70/ES

Toto nariadenie

Cléanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Clanok 4
Clanok 5
Priloha I
Priloha II

Clanok 1
Clanky 2 a 3

Priloha I a priloha V ¢ast B (1)
Priloha II a priloha V ¢ast B (II)
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18.

Smernica 2003/126/ES

Smernica 2003/126/ES

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Clénok 4
Clanok 5
Clanok 6
Priloha

Clanok 3

Priloha VI




POZNAMKA PRE CITATELA
Institticie rozhodli, Ze vo svojich dokumentoch uz nebudt uvddzat odkazy na posledné zmeny
a doplnenia aktov, na ktoré sa odkazuje.

Pokial nie je uvedené inak, odkazy na akty v uverejnenych dokumentoch sa vztahuji na akty v ich
platnom zneni.
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