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(Akti, sprejeti v skladu s Pogodbo ES/Pogodbo Euratom, katerih objava je obvezna)

UREDBE

UREDBA KOMISIJE (ES) $t. 152/2009
z dne 27. januarja 2009
o dolocitvi metod vzorcenja in analitskih metod za uradni nadzor krme

(Besedilo velja za EGP)

KOMISIJA EVROPSKIH SKUPNOSTI JE — —  Cetrta Direktiva Komisije 73/46/EGS z dne 5. decem-
bra 1972 o dolo¢itvi analitskih metod Skupnosti za
uradni nadzor krme (%),

ob upostevanju Pogodbe o ustanovitvi Evropske skupnosti,

—  Prva Direktiva Komisije 76/371/EGS z dne 1. marca
1976 o dolocitvi metod Skupnosti za vzorcenje pri

ob upOéteVanju Uredbe (ES) St. 882/2004 Evropskega parla- uradnem nadzoru krme (6)’
menta in Sveta z dne 29. aprila 2004 o izvajanju uradnega
nadzora, da se zagotovi preverjanje skladnosti z zakonodajo
o krmi in Zivilih ter s pravili o zdravstvenem varstvu Zivali in

zasciti zivali (1), ter zlasti clena 11(4)(a), (b) in (c) Uredbe, —  Sedma Direktiva Komisije 76/372/EGS z dne 1. marca

1976 o dolocitvi analitskih metod Skupnosti za
uradni nadzor krme (7),

ob upostevanju naslednjega:

—  Osma Direktiva Komisije 78/633/EGS z dne 15. junija
1978 o uvedbi analitskih metod Skupnosti za uradni

(1)  Naslednji akti so bili sprejeti za izvajanje Direktive 70/373/ nadzor krme (%),

EGS in ostanejo veljavni v skladu s clenom 61(2)
Uredbe (ES) it. 882/2004:
—  Deveta Direktiva Komisije 81/715/EGS z dne 31. julija
1981 o dolocitvi metod analize Skupnosti pri

9
—  Prva Direktiva Komisije 71/250/EGS z dne 15. junija uradnem nadzoru krme (),

1971 o dolocitvi analitskih metod Skupnosti za
uradni nadzor krme (2),
—  Deseta Direktiva Komisije 84/425/EGS z dne 25. julija
1984 o dolocitvi analitskih metod Skupnosti za

uradni nadzor krme (),
— Druga Direktiva Komisije 71/393/EGS =z dne

18. novembra 1971 o uvedbi analitskih metod

Skupnosti za uradni nadzor krme (),
P 0 — Direktiva Komisije 86/174/EGS z dne 9. aprila 1986

o dolocitvi metode raCunanja energijske vrednosti

krmnih meSanic za perutnino (1),
—  Tretja Direktiva Komisije 72/199/EGS z dne 27. aprila
1972 o dolocitvi analitskih metod Skupnosti za

. UL L 83, 30.3.1973, str. 21.
uradni nadzor krme (%),

)

() ULL 102, 15.4.1976, str. 1.

() ULL 102, 15.4.1976, str. 8.
) ULL 165, 30.4.2004, str. 1. () ULL 206, 29.7.1978, str. 43.
2 ULL 155, 12.7.1971, str. 13. () ULL 257, 10.9.1981, str. 38.
) ULL 279, 20.12.1971, str. 7. (10
) ULL 123, 29.5.1972, str. 6. (
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— Enajsta Direktiva Komisije 93/70/EGS z dne 28. julija
1993 o dolocitvi analitskih metod Skupnosti za
uradni nadzor krme (1),

— Dvanajsta Direktiva Komisije 93/117/ES z dne
17. decembra 1993 o uvedbi analitskih metod
Skupnosti za uradni nadzor krme (?),

— Direktiva Komisije 98/64/ES z dne 3. septembra 1998
o uvedbi analitskih metod Skupnosti za dolocanje
vsebnosti aminokislin, surovih olj in masti ter olak-
vindoksa v krmi in o spremembi Direktive 71/393/
EGS (),

— Direktiva Komisije 1999/27/ES z dne 20. aprila 1999
o dolocitvi analitskih metod Skupnosti za doloc¢anje
amproliuma, diklazurila in karbadoksa v krmi in
spremembi direktiv 71/250/EGS in 73[46/EGS ter
o razveljavitvi Direktive 74/203/EGS (),

—  Direktiva Komisije 1999/76/ES z dne 23. julija 1999
o dolocitvi analitskih metod Skupnosti za doloc¢anje
lasalocid natrija v krmi (%),

— Direktiva Komisije 2000/45/ES z dne 6. julija 2000
o dolocitvi analitskih metod Skupnosti za dolo¢anje
vitamina A, vitamina E in triptofana v krmi (°),

— Direktiva Komisije 2002/70/ES z dne 26. julija 2002
o dolocitvi zahtev za dolocanje vrednosti dioksinov in
dioksinom podobnih PCB-jev v krmi (’),

— Direktiva Komisije 2003/126/ES z dne 23. decembra
2003 o analitski metodi za dolocanje sestavin
zivalskega izvora pri uradnem nadzoru krme (5).

Ker je Uredba (ES) §t. 882/2004 nadomestila Direktivo 70/
373[EGS, je primerno nadomestiti izvedbene akte k nave-
deni direktivi z eno uredbo. Hkrati je treba prilagoditi
metode glede na znanstvene in tehnoloske dosezke. Crtati
je treba metode, ki ne veljajo ve¢ za njihovo nameravano
uporabo. Ceprav je predvidena pravocasna posodobitev
dolo¢b o vzorcenju, da se upostevajo zadnji dosezki pri
proizvodnji, shranjevanju, prevozu in trZenju krme, je za
zdaj ustrezno ohraniti obstojece dolo¢be o vzoréenju.

Zato je treba razveljaviti direktive 71/250/EGS, 71/393/
EGS, 72/199[EGS, 73/46/EGS, 76/371JEGS, 76/372[EGS,

78/633/EGS, 81/715/EGS, 84[425/EGS, 86/174/EGS, 93/
70[EGS, 93/117ES, 98/64[ES, 1999/27[ES, 1999/76]ES,
2000/45/ES, 2002/70/ES in 2003/126/ES.

(4)  Ukrepi, predvideni s to uredbo, so v skladu z mnenjem
Stalnega odbora za prehranjevalno verigo in zdravje Zivali -

SPREJELA NASLEDNJO UREDBO:

Clen 1

Vzorcenje za uradni nadzor krme v zvezi z dolocanjem sestavin,
dodatkov in nezazelenih snovi, razen ostankov pesticidov in
mikroorganizmov, se izvaja v skladu z metodami iz Priloge I.

Clen 2

Priprava vzorcev za analizo in prikaz rezultatov se izvajata
v skladu z metodami iz Priloge IL

Clen 3

Analiza za uradni nadzor krme se izvaja z uporabo metod iz
Priloge III (Analitske metode za nadzor sestave posami¢nih krmil
in krmnih mesanic), Priloge IV (Analitske metode za nadzor
ravni dovoljenih krmnih dodatkov), Priloge V (Analitske metode
za nadzor nezazelenih snovi v krmi) in Priloge VI (Analitske
metode za dolocitev sestavin Zivalskega izvora za uradni nadzor
krme).

Clen 4

Energijska vrednost krmnih meSanic za perutnino se izracuna
v skladu s Prilogo VIL

Clen 5

Za potrditev se uporabljajo analitske metode za nadzor
nedovoljenih krmnih dodatkov iz Priloge VIIL

Clen 6

Direktive 71/250/EGS, 71/393/EGS, 72/199/EGS, 73/46/EGS,
76/371/EGS, 76/372[EGS, 78/633[EGS, 81/715[EGS, 84/425]

UL L 234, 17.9.1993, str. 17.

EGS, 86/174[EGS, 93/70/EGS, 93/117/ES, 98/64/ES, 1999/27|
ES, 1999/76/ES, 2000/45/ES, 2002/70/ES in 2003/126[ES se
razveljavijo.

UL L 329, 30.12.1993, str. 54.
UL L 257, 19.9.1998, str. 14.
UL L 118, 6.5.1999, str. 36.
UL L 207, 6.8.1999, str. 13.
UL L 174, 13.7.2000, str. 32.
UL L 209, 6.8.2002, str. 15.
UL L 339, 24.12.2003, str. 78.

Sklici na razveljavljene direktive se upostevajo kot sklici na to
uredbo in se berejo v skladu s korelacijsko tabelo iz Priloge IX.
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Clen 7

Ta uredba zacne veljati dvajseti dan po objavi v Uradnem listu Evropske unije.

Uporablja se od 26. avgusta 2009

Ta uredba je v celoti zavezujoca in se neposredno uporablja v vseh drzavah ¢lanicah.

V Bruslju, 27. januarja 2009

Za Komisijo
Androulla VASSILIOU

Clanica Komisije
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4.1

4.2

4.2.1.1

4.2.1.2

PRILOGA 1

METODE VZORCEN}A

NAMEN IN PODROCJE UPORABE

Vzorci za uradni nadzor krme se jemljejo v skladu s spodaj opisanimi metodami. Tako dobljeni vzorci se
obravnavajo kot reprezentativni za vzorcene deleze.

OSEBJE, KI JEMLJE VZORCE

Vzorce jemljejo osebe, ki jih za to pooblastijo drzave ¢lanice.

OPREDELITEV POIMOV

Vzorceni delez: koli¢ina proizvoda, ki predstavlja enoto in ima znacilnosti, ki se obravnavajo kot enotne.
Posamicni vzorec: kolicina, ki se vzame iz ene tocke vzorcenega deleza.

Skupni vzorec: skupek posamicnih vzorcev, vzetih iz istega vzorcenega deleza.

Zmanjsan skupni vzorec: reprezentativni del skupnega vzorca, dobljen iz slednjega s postopkom redukcije.

Kon¢ni vzorec: del zmanjSanega skupnega vzorca ali homogeniziranega skupnega vzorca.

OPREMA

Oprema za vzorcenje mora biti izdelana iz snovi, ki ne morejo onesnaziti proizvodov, katerih vzorci se jemljejo.
Taksno opremo lahko drzave ¢lanice uradno odobrijo.

Priporocena oprema za vzorcenje trdne krme
Rocno vzorcenje

Lopatka z ravnim dnom in navpi¢nimi stranicami.

Sonda za vzorcenje z dolgo rezo ali razdelki. Dimenzije sonde za vzorenje morajo ustrezati znacilnostim
vzorenega deleza (globina posode, velikost vrece itd.) in velikosti delcev krme.

Mehansko vzorcenje

Za vzorcenje premikajoce se krme se lahko uporablja odobrena mehanska oprema.
Razdelilnik

Naprava, namenjena za delitev vzorca na priblizno enake dele, ki se lahko uporablja za jemanje posami¢nih
vzorcev ter za pripravo zmanjSanih skupnih in koné¢nih vzorcev.

KOLICINSKE ZAHTEVE

5.A Pri nadzoru snovi ali proizvodov, ki so enakomerno porazdeljeni po krmi.

5.A.1 Vzorceni delez
Velikost vzorcenega deleza mora biti taksna, da se lahko vzor¢i vsak njegov sestavni del.
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5A.2 Posamicni vzorci
5.A.2.1 Razsuta krma: Najmanjse stevilo posamicnih vzorcev:
5.A.2.1.1 vzoreni delezi, ki ne presegajo 2,5 tone 7
5.A.2.1.2 vzorceni delezi, ki presegajo 2,5 tone V 20-kratnik teze vzorcenega deleza (¥)
v tonah, do najve¢ 40 posami¢nih vzorcev
5A.22 Pakirana krma: Najmanjse Stevilo paketov za vzorcenje (**):
5.A.2.2.1 Paketi, tezji od 1 kg:
5.A.2.2.1.1 vzorceni delezi iz 1 do 4 paketov vsi paketi
5.A.2.2.1.2 vzorceni delezi iz 5 do 16 paketov 4
5.A.2.2.1.3 vzorceni delezi iz ve¢ kot 16 paketov V stevilo paketov, ki sestavljajo vzorceni
delez (*), do najvec 20 paketov
5.A.2.2.2 Paketi, tezki do 1 kg 4
5.A.2.3 Tekoca ali poltekoca krma: Najmanjse stevilo posod za vzorcenje (**):
5.A.2.3.1 posode s prostornino ve¢ kot 1 liter:
5.A.2.3.1.1 vzorceni delezi iz 1 do 4 posod vse posode
5.A.2.3.1.2 vzorceni delezi iz 5 do 16 posod 4
5.A.2.3.1.3 vzoreni delezi iz ve¢ kot 16 posod \ stevilo posod, ki sestavljajo vzorceni de-
lez (*), do najve¢ 20 posod
5.A.2.3.2 Posode s prostornino do 1 litra 4
5.A.2.4 Krmni bloki in mineralni lizalni kamni Najmanjse $tevilo blokov ali lizalnih kamnov
za vzorcenje (**):
1 blok ali lizalni kamen na vzorceni delez
s 25 enotami, do najve¢ 4 bloki ali lizalni
kamni
5.A.3 Skupni vzorec:
zahtevan je en skupni vzorec na vzoréeni delez. Skupno Stevilo posami¢nih vzorcev, ki
sestavljajo skupni vzorec, ne sme biti manjse kot:

5.A.3.1 razsuta krma 4 kg

5.A.3.2 pakirana krma:

5.A.3.2.1 paketi, tezji od 1 kg 4 kg

5.A.3.2.2 paketi, tezki do 1 kg teza vsebine 4 izvirnih paketov

5.A.3.3 Tekoca ali poltekoca krma:

5.A.3.3.1 posode s prostornino ve¢ kot 1 liter 4 litre

5.A.3.3.2 posode s prostornino do 1 litra koli¢ina vsebine 4 izvirnih paketov

5.A.3.4 Krmni bloki ali mineralni lizalni kamni:

5.A.3.4.1 teze vec kot 1 kg po kosu 4 kg

5.A.3.4.2 teze do 1 kg po kosu teza $tirih izvirnih blokov ali lizalnih kamnov
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5.A.4 Koncni vzorci
Iz skupnega vzorca se po potrebi po redukciji oblikuje konéni vzorec. Zahtevana je analiza
vsaj enega koncnega vzorca. Koli¢ina kon¢nega vzorca za analizo ne sme biti manjsa od:
trdna krma 500 g
tekoca ali poltekoca krma 500 ml
5B Pri nadzoru nezazelenih snovi ali proizvodov, za katere obstaja verjetnost, da bodo
neenakomerno porazdeljeni po krmi, kot so aflatoksini, rzeni rozicki, ricinus in krotalarija
v posamicnih krmilih (***)
5B.1 Vzor&eni delez: glej 5.A.1
5B.2 Posamicni vzorci
5.B.2.1 Razsuta krma: glej 5.A.2.1
5B.2.2 Pakirana krma: Najmanjse stevilo paketov za vzorcenje:
5B.2.2.1 vzorceni delezi iz 1 do 4 paketov vsi paketi
5B.2.2.2 vzorceni delezi iz 5 do 16 paketov 4
5B.2.2.3 vzorceni delezi iz ve¢ kot 16 paketov V stevilo paketov, ki sestavljajo vzorceni
delez (*), do najvec 40 paketov
5B.3 Skupni vzorci
Stevilo skupnih vzorcev je odvisno od velikosti vzorcenega deleza. Najmanjse stevilo skupnih
vzorcev na vzorceni delez je navedeno spodaj. Skupna teza posamicnih vzorcev, ki sestavljajo
vsak skupni vzorec, ne sme biti manjsa od 4 kg:
5B.3.1 Razsuta krma
Teza vzorcenega deleza v tonah: Najmanjse stevilo skupnih vzorcev na vzor-
Cen delez:
do vklju¢no 1 1
ve¢ kot 1 in do vklju¢no 10 2
vec kot 10 in do vklju¢no 40 3
vec kot 40 4
5B.3.2 Pakirana krma
Stevilo paketov vzoréenega deleza: Najmanjse Stevilo skupnih vzorcev na vzor-
Cen delez:
1do 16 1
17 do 200 2
201 do 800 3
vec kot 800 4
5B.4 Konc¢ni vzorci

Iz vsakega skupnega vzorca se po zmanj$anju oblikuje kon¢ni vzorec. Zahteva se analiza vsaj
enega koncnega vzorca na vzorceni delez. Teza kon¢nega vzorca za analizo ne sme biti manjsa
od 500 g.

(*)  Kadar stevilo ni celo Stevilo, se zaokrozi navzgor na naslednje celo Stevilo.

(**) Za pakete ali posode, katerih vsebina ne presega 1 kg ali 1 litra, ter za bloke ali lizalne kamne, ki posamicno ne tehtajo vec kot
1 kg, je vsebina posamicnega vzorca en izvirni paket ali izvirna posoda, en blok ali en kamen.

(***) Metode iz 5.A se uporabljajo za nadzor aflatoksinov, rzenih rozickov, ricinusa in krotalarije pri popolnih in dopolnilnih
krmnih mesanicah.
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6.1

6.2

6.2.A

6.2.A.1

6.2.A.2

6.2.A.3

6.2.A4

6.2.A.5

6.2.B

NAVODILA ZA JEMANJE, PRIPRAVO IN PAKIRANJE VZORCEV
Splosno

Vzorci se morajo jemati in pripravljati v najkrajSem moznem casu, pri tem pa se morajo upostevati vsi potrebni
previdnostni ukrepi za preprecitev spremembe ali onesnaZenja proizvoda. Instrumenti ter povrsine in posode,
namenjeni za sprejem vzorcev, morajo biti €isti in suhi.

Posamicni vzorci
Pri nadzoru snovi ali proizvodov, ki so enakomerno porazdeljeni po krmi

Posamic¢ni vzorci morajo biti vzeti nakljucno iz celega vzorcenega deleza in morajo biti priblizno enako veliki.

Razsuta krma

Vzorceni delez se razdeli na priblizno enake namisljene dele. Stevilo delov, ki ustreza zahtevanemu stevilu
posamic¢nih vzorcev v skladu s tocko 5.A.2, se izbere naklju¢no in iz vsakega od njih se vzame vsaj en vzorec.

Po potrebi se lahko vzor¢enje opravi med premikanjem (nakladanjem ali razkladanjem) vzorcenega deleza.

Pakirana krma

Po izbiri zahtevanega Stevila paketov za vzorcenje, kot je navedeno v tocki 5.A.2, se del vsebine vsakega paketa
odstrani s sondo ali lopatko. Po potrebi se paketi izpraznijo loceno in 3ele nato vzamejo vzorci. V vsakem
posameznem skupnem vzorcu se kakr$ne koli grude razbijejo po potrebi z lo¢evanjem in vrnitvijo v vzorec.

Homogenizirana ali za homogeniziranje primerna tekoca ali polteko¢a krma

Po izbiri zahtevanega Stevila posod za vzorcenje iz tocke 5.A.2 se vsebina po potrebi homogenizira in iz vsake
posode se vzame dolocena koli¢ina.

Posamicni vzorci se lahko vzamejo, ko se posoda izprazni.

Tekoca ali polteko¢a krma, ki ni primerna za homogeniziranje

Po izbiri zahtevanega $tevila posod za jemanje vzorcev iz tocke 5.A.2 se vzorci vzamejo z razlicnih ravni.

Vzorci se lahko vzamejo tudi, ko se posoda izprazni, vendar se prvi deli zavrzejo.

Vsa odvzeta koli¢ina v nobenem primeru ne sme biti manjsa od 10 litrov.

Krmni bloki in mineralni lizalni kamni

Po izbiri zahtevanega Stevila blokov ali lizalnih kamnov za vzorcenje iz tocke 5.A.2 se vzame del vsakega bloka ali
lizalnega kamna.

Pri nadzoru nezazZelenih snovi ali proizvodov, za katere obstaja verjetnost, da bodo neenakomerno porazdeljeni po krmi, kot so
aflatoksini, rzeni roZicki, ricinus in krotalarija v posamicnih krmilih

Vzorceni delez se razdeli na priblizno enake namisljene dele, ki ustrezajo Stevilu skupnih vzorcev iz tocke 5.B.3.
Ce je to stevilo visje od ena, se skupno $tevilo posami¢nih vzorcev iz tocke 5.B.2 priblizno enakomerno razdeli po
razlicnih delih. Nato se vzamejo priblizno enako veliki vzorci ('), ki morajo biti taksni, da skupna koli¢ina
v vzorcih iz vsakega dela ni manjsa od najmanj 4 kg, kolikor se zahteva za vsak skupni vzorec. Posami¢ni vzorci,
odvzeti iz razlicnih delov, se ne zdruzijo v skupni vzorec.

(") Pri pakirani krmi se po loceni izpraznitvi paketov vsebina paketov za vzorcenje po potrebi odstrani s sondo ali lopatko.
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6.3

6.4

6.5

Priprava skupnih vzorcev

Pri nadzoru snovi ali proizvodov, ki so enakomerno porazdeljeni po krmi

Posamiéni vzorci se zmesajo, da sestavljajo skupni vzorec.

Pri nadzoru nezaZelenih snovi ali proizvodov, za katere obstaja verjetnost, da bodo neenakomerno porazdeljeni po krmi, kot so
aflatoksini, rzeni rozicki, ricinus in krotalarija v posamicnih krmilih

Posami¢ni vzorci iz vsakega dela vzorcenega deleza se zmeSajo in pripravi se Stevilo skupnih vzorcev iz
tocke 5.B.3, pri Cemer je treba zabeleziti izvor vsakega skupnega vzorca.

Priprava kon¢nih vzorcev
Material v vsakem skupnem vzorcu se previdno zmesa, da nastane homogeniziran vzorec ('). Po potrebi se skupni

vzorec najprej zmanjsa na najmanj 2 kg ali 2 litra (zmanjsan skupni vzorec), in sicer z uporabo mehanskega ali
avtomatskega razdelilnika ali razdelitvijo na cetrtine.

Nato se pripravijo vsaj trije koncni vzorci, ki so priblizno enako veliki in ustrezajo koli¢inskim zahtevam iz
tocke 5.A.4 ali 5.B.4. Vsak vzorec se shrani v ustrezno posodo. Sprejeti je treba vse potrebne previdnostne ukrepe,
da se med prevozom ali shranjevanjem prepreci kakr$na koli sprememba sestave vzorca, onesnaZenje ali mesanje.

Pakiranje kon¢nih vzorcev

Posode ali paketi se zapecatijo in oznadijo z etiketami (celotna etiketa mora biti vkljucena v pecat) tako, da jih ni
mogoce odpreti, ne da bi se pri tem poskodoval pecat.

EVIDENTIRANJE VZORCENJA

Vsako vzorenje je treba evidentirati, tako da se lahko vsak vzoréeni delez nedvoumno prepozna.

POSILJANJE VZORCEV

Za vsak skupni vzorec se v pooblas¢eni laboratorij za analizo v najkrajsem moznem casu poslje najmanj en
koncni vzorec skupaj z vsemi informacijami, ki jih potrebuje oseba, ki izvaja analizo.

(") V vsakem posameznem skupnem vzorcu se kakrine koli grude razbijejo (po potrebi z loc¢evanjem in vrnitvijo v vzorec).
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3.1

3.2

3.3

3.4

PRILOGA II

SPLOSNE DOLOCBE O ANALITSKIH METODAH ZA KRMO

A.  PRIPRAVA VZORCEV ZA ANALIZO
Namen

Spodaj navedeni postopki opisujejo pripravo konénih vzorcev za analizo, ki se posljejo nadzornim laboratorijem po
vzorcenju v skladu z dolocbami iz Priloge L.

Ti vzorci se morajo pripraviti tako, da so natehtane koli¢ine, dolocene za analitske metode, homogene in
reprezentativne za koncne vzorce.

Previdnostni ukrepi

Postopek za pripravo vzorca je odvisen od uporabljene analitske metode. Zato je zelo pomembno zagotoviti, da je
postopek za pripravo vzorca primeren za uporabljeno analitsko metodo.

Vse potrebne operacije se morajo izvesti tako, da se ¢im bolj prepreci onesnaZenje vzorca in sprememba njegove
sestave.

Drobljenje, mesanje in sejanje se izvedejo na najhitrejsi mozni nacin, tako da je vzorec ¢im manj izpostavljen zraku in
svetlobi. Mlini in drobilci, ki verjetno znatno segrejejo vzorec, se ne uporabljajo.

Krmo, ki je posebej obcutljiva na toploto, je priporocljivo drobiti ro¢no. Pri delu z opremo se zagotovi, da ni vir
onesnazenja z elementi v sledovih.

Ce pri pripravi ni moZno prepreciti bistvene spremembe vsebnosti vlage v vzorcu, je treba v skladu z metodo iz
dela A Priloge III dologiti vsebnost vlage pred in po pripravi.

Postopek

Vzorec se z ustreznimi tehnikami delitve, kot sta izmeni¢no odvzemanje vzorca z zajemalko ali odvzemanje vzorca ob
stacionarnem ali rotacijskem me$anju, razdeli na ustrezne manjse vzorce za analizo in za referencne vzorce. StoZcasta
delitev vzorca ali delitev vzorca v Cetrtine nista priporocljivi, ker se lahko pojavijo hude napake v cepitvi podvzorcev.
Referencni vzorec je treba hraniti v primerno €isti in suhi posodi z neprepustnim zamaskom, manjse dele, ki tehtajo
vsaj 100 g, pa je treba pripraviti za analizo, kakor je navedeno v nadaljnjem besedilu.

Krma, ki jo je mogoce drobiti kot tako

Ce v analitski metodi ni navedeno drugace, se po drobljenju celoten vzorec po potrebi preseje s sitom s kvadratnimi
odprtinami 1 mm (v skladu s priporocilom ISO R565). Izogibati se je treba prekomernemu drobljenju.

Presejani vzorec se premesa in zbere v primerno Cisto in suho posodo z neprepustnim zamaskom. Tik preden se
natehta koli¢ina za analizo, se vzorec $e enkrat premesa.

Krma, ki jo je mogoce drobiti po suSenju

Ce v analitski metodi ni navedeno drugace, se vzorec v skladu s postopkom za predhodno susenje iz tocke 4.3 metode
za dolocanje vsebnosti vlage iz dela A Priloge III susi toliko casa, da se vsebnost vlage zniza na 8-12 %. Nato se
nadaljuje, kakor je navedeno v oddelku 3.1.

Tekoca ali poltekoca krma

Vzorec se zbere v primerno ¢isto in suho posodo z neprepustnim zamaskom. Tik preden se natehta koli¢ina za
analizo, se vzorec $e enkrat dobro premesa.

Druga krma

Vzorci, ki se ne morejo pripraviti v skladu z enim izmed zgoraj navedenih postopkov, se obdelajo po katerem koli

drugem postopku, ki zagotavlja, da bo koli¢ina vzorca, natehtana za analizo, homogena in reprezentativna za kon¢ne
vzorce.
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Shranjevanje vzorcev

Vzorci se morajo hraniti pri temperaturi, ki ne bo spremenila njihove sestave. Vzorci, namenjeni za analizo vitaminov
ali snovi, ki so posebno obcutljive na svetlobo, se hranijo v posodah iz rjavega stekla.

B. DOLOCBE O REAGENTIH IN OPREMI, KI SE UPORABLJAJO PRI ANALITSKIH METODAH

Ce v analitskih metodah ni posebej doloceno, morajo biti vsi reagenti za analizo analitsko &isti (a.¢.). Pri analiziranju
sledov se mora Cistost reagentov preveriti s slepim preskusom. Glede na dobljene rezultate je morda potrebno dodatno

CiSCenje reagentov.

Pri vseh postopkih analitskih metod, ki vklju¢ujejo pripravo raztopin, razred¢evanje, spiranje ali izpiranje in pri katerih
vrsta uporabljenega topila ali razred¢ila ni navedena, se mora uporabiti voda. Praviloma je voda demineralizirana ali
destilirana. V posameznih primerih, ki so posebej navedeni v analitskih metodah, jo je treba precistiti s posebnimi
postopki.

Ob upostevanju opreme, ki je ponavadi prisotna v kontrolnih laboratorijih, so pri analitskih metodah navedeni le
posebni instrumenti in naprave ali tisti, ki zahtevajo posebno uporabo. Biti morajo ¢isti, zlasti pri dolocanju zelo
nizkih koli¢in snovi.

C.  UPORABA ANALITSKIH METOD IN PRIKAZ REZULTATOV
Postopek ekstrakcije
Pri $tevilnih metodah je dolocen poseben postopek ekstrakcije. Praviloma se lahko uporabijo postopki ekstrakeije, ki

se razlikujejo od postopka iz metode, Ce je za uporabljeni postopek ucinkovitost ekstrakcije za analizirano matrico
dokazano enakovredna postopku iz metode.

Postopek ¢iscenja
Pri §tevilnih metodah je dolo¢en poseben postopek ¢iscenja. Praviloma se lahko uporabijo drugi postopki ¢isCenja, ki

se razlikujejo od postopka iz metode, Ce je za uporabljeni postopek analitska ucinkovitost ¢iscenja za analizirano
matrico dokazano enakovredna postopku iz metode.

Porocanje o uporabljeni analitski metodi

Na splo$no je za dolocanje vsake snovi v krmi doloCena ena sama metoda. Kadar je dolocenih ve¢ metod, mora
kontrolni laboratorij v porocilu o analizi navesti, katero metodo je uporabil.

Stevilo doloanj

Rezultat, naveden v porocilu o analizi, je srednja vrednost vsaj dveh dolo¢anj z zadovoljivo ponovljivostjo, izvedenih
na locenih vzorcenih delezih.

Vendar pri analizi nezazelenih snovi, e je rezultat prvega dolocanja bistveno (> 50 %) nizji od specifikacije, ki se
nadzira, dodatna dolocanja niso potrebna, Ce so bili uporabljeni ustrezni kakovostni postopki.

Pri nadzoru navedene vsebnosti snovi ali sestavine, ¢e rezultat prvega dolocanja potrdi navedeno vsebnost, tj. rezultat
analize je znotraj sprejemljivih meja odstopanja navedene vsebnosti, dodatna dolocanja niso potrebna, ¢e so bili
uporabljeni ustrezni kakovostni postopki.

V nekaterih primerih je ta sprejemljiva meja odstopanja opredeljena v zakonodaji, kot je Direktiva Sveta 79/373/
EGS ().

Porocanje o rezultatih analize

Rezultat analize se prikaze tako, kakor je navedeno v analitski metodi, na primerno Stevilo decimalk, in se po potrebi
popravi glede na vsebnost vlage v kon¢nem vzorcu pred pripravo.

UL L 86, 6.4.1979, str. 30.
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Nezanesljivost meritve in popravek za izkoristek pri analizi nezaZelenih snovi

V zvezi z nezazelenimi snovmi po Direktivi 2002/32/[ES, vklju¢no z dioksini in dioksinom podobnimi PCB, se
proizvod, namenjen za Zivalsko krmo, Steje za neskladnega z doloceno najvisjo vsebnostjo, e rezultat analize presega
najvisjo vsebnost ob upostevanju razsirjene nezanesljivosti meritve in popravka za izkoristek. Za oceno skladnosti se
uporabi analizirana koncentracija s popravkom za izkoristek, od katere se odsteje razsirjena nezanesljivost meritve. Ta
postopek se uporabi le v primerih, kadar analitska metoda omogoca oceno nezanesljivosti meritve in popravka za
izkoristek (. ni mozna na primer v primeru mikroskopske analize).

O rezultatu analize se poroca (¢e uporabljena analitska metoda omogoca oceno nezanesljivosti meritve in popravka za
izkoristek) na naslednji nacin:

(@) s popravkom za izkoristek, pri ¢emer se navede raven popravka. Popravek za izkoristek ni potrebno uporabiti,
Ce je 90-110-odstoten;

(b) kot ,x +/- U pri Cemer je x rezultat analize in U razsirjena nezanesljivost meritve, ob uporabi faktorja za zajetje
2, zaradi katerega je stopnja zanesljivosti priblizno 95 %.

Vendar Ce je rezultat analize bistveno (> 50 %) niZji od specifikacije, ki se doloca, in je bil uporabljen ustrezni
kakovostni postopek ter je namen analize le preverjanje skladnosti z zakonodajnimi dolo¢bami, se lahko rezultat
analize poroca brez popravka za izkoristek, popravek za izkoristek in nezanesljivost meritve pa se lahko v teh
primerih izpustita.
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PRILOGA Il

ANALITSKE METODE ZA NADZOR SESTAVE POSAMICNIH KRMIL IN KRMNIH MESANIC

A.  DOLOCANJE VLAGE
Namen in podro&je uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje vsebnosti vlage v krmi. Kadar krma vsebuje hlapne snovi, kot so organske kisline,
je treba upostevati, da se pri dolocanju vlage zajame tudi bistvena koli¢ina hlapnih snovi.

Ta metoda ne zajema analizo mlecnih izdelkov kot posami¢nih krmil, analizo mineralnih snovi, analizo
mineralnih mesanic, sestavljenih predvsem iz mineralnih snovi, analizo Zzivalskih in rastlinskih mascob in olj ali
analizo oljnih semen in oljnatega sadja.

Nacelo

Vzorec se osusi pri dolo¢enih pogojih, ki se spreminjajo glede na vrsto krme. Izguba mase se dolo¢i s tehtanjem.
Pri trdni krmi z visoko vsebnostjo vlage je treba izvesti predhodno susenje.

Oprema

Drobilec iz materiala, ki ne absorbira vlage, in se lahko enostavno ¢isti, omogoca hitro in enakomerno drobljenje
brez pregretja, v najvecji mozni meri preprecuje stik z zunanjim zrakom ter ustreza zahtevam iz 4.1.1 in 4.1.2
(npr. udarni ali vodno hlajeni mikrodrobilci, konusni mlini, pocasni drobilniki ali drobilniki na zobata kolesa).

Analitska tehtnica, natan¢na na 1 mg

Suhe posode iz nerjavece kovine ali stekla s pokrovi, ki omogocajo zapiranje, neprepustno za zrak; delovna
povrsina, ki omogoca razprostrtje vzorca na priblizno 0,3 gfem?.

Elektricno ogrevan izotermiCen susilnik (+ 2 °C) s primerno ventilacijo in ki zagotavlja hitro uravnavanje
temperature (1).

Nastavljiv elektri¢ni vakuumski susilnik, opremljen z oljno ¢rpalko in mehanizmom za dovajanje suhega vrocega
zraka ali s susilnim sredstvom (npr. kalcijevim oksidom).

Eksikator z debelo kovinsko ali porcelansko perforirano plosco, ki vsebuje ucinkovito susilno sredstvo.

Postopek

Opomba: Postopki, opisani v tem oddelku, se morajo izvajati takoj po odprtju posod z vzorci. Analiza se mora
izvesti najmanj v dveh vzporednih dolocitvah.

Priprava
Krma, razen tiste iz to¢k 4.1.2 in 4.1.3

Vzame se najmanj 50 g vzorca. Po potrebi se zdrobi ali razdeli tako, da se prepreci sprememba vsebnosti vlage
(glej tocko 6).

Zita in drobljenci

Vzame se najmanj 50 g vzorca. Zdrobi se tako, da najmanj 50 % delcev preide skozi sito z odprtinami velikosti
0,5 mm in jih na situ z okroglimi odprtinami velikosti 1 mm ostane najve¢ 10 %.

(") Za suSenje Zita, moke, drobljencev in zdroba mora imeti susilnik tak$no toplotno kapaciteto, da se bo, ko je predhodno nastavljen na

131 °C, vrnil na to temperaturo v manj kot 45 minutah, potem ko je bilo vanj za susenje hkrati postavljeno najve¢je mozno Stevilo
vzorcev. Ventilacija mora biti taksna, da se, ko se v susilniku dve uri susi najvecje mozno stevilo vzorcev psenice, rezultati razlikujejo za
manj kot 0,15 % od tistih, ki so bili suseni 4 ure.
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Tekoc¢a ali kaSasta krma in krma, sestavljena predvsem iz olj in ma3cob

Priblizno 25 g vzorca se natehta na 10 mg natancno, doda se primerna koli¢ina brezvodnega peska, stehtanega
na 10 mg natancno, in se mesa do nastanka homogene mase.

Susenje
Krma, razen tiste iz to¢k 4.2.2 in 4.2.3

Posoda (3.3) s pokrovom se stehta na 1 mg natan¢no. V stehtano posodo se natchta 5 g vzorca na 1 mg
natancno, ki se enakomerno porazdeli. Posoda brez pokrova se postavi v susilnik, segret na 103 °C. Posoda se
postavi v susilnik v najkrajsem moZnem Casu, da se prepreci prevelik padec temperature. Susenje traja $tiri ure od
trenutka, ko je temperatura v susilniku ponovno 103 °C. Posoda se pokrije s pokrovom, vzame iz susilnika, pusti
v eksikatorju (3.6) 30 do 45 minut, da se ohladi, in stehta na 1 mg natan¢no.

Krma, sestavljena zlasti iz olj in mascob, se susi v susilniku nadaljnjih 30 minut pri 130 °C. Razlika med obema
tehtanjema ne sme presegati 0,1 % vlage.

Zita, moka, drobljenci in zdrob

Posoda (3.3) s pokrovom se stehta na 0,5 mg natan¢no. V stehtano posodo se natehta priblizno 5 g zdrobljenega
vzorca na 1 mg natancno, ki se enakomerno porazdeli. Posoda brez pokrova se postavi v susilnik, segret na
130 °C. Posoda se postavi v susilnik v najkrajem mozZnem Ccasu, da se prepreci prevelik padec temperature.
SuSenje traja 2 uri od trenutka, ko je temperatura v susilniku ponovno 130 °C. Posoda se pokrije s pokrovom,
vzame iz suSilnika, pusti v eksikatorju (3.6) 30 do 45 minut, da se ohladi, in stehta na 1 mg natancno.

Krmne mesanice, ki vsebujejo ve¢ kot 4 % saharoze ali laktoze: posami¢na krmila, kot so rozici, hidrolizirani
Zitni proizvodi, fermentirana semena, posuSena mleta pesa, ribe in raztopine sladkorja; krmne mesanice, ki
vsebujejo vec kot 25 % mineralnih soli, vklju¢no s kristalno vodo.

Posoda (3.3) s pokrovom se stehta na 0,5 mg natanc¢no. V stehtano posodo se natehta priblizno 5 g vzorca na
1 mg natancno, ki se enakomerno porazdeli. Posoda brez pokrova se postavi v vakuumski susilnik (3.5), segret
na 80-85 °C. Posoda se postavi v susilnik v najkrajsem moznem ¢asu, da se prepreci prevelik padec temperature.

Pocaka se, da tlak naraste do 100 torov in pri tem tlaku suSenje traja Stiri ure na vro¢em suhem zraku ali
s susilnim sredstvom (priblizno 300 g za 20 vzorcev). V zadnjem primeru se vakuumska ¢rpalka izklopi, ko je
7eleni tlak dosezen. Cas susenja se racuna od trenutka, ko je temperatura v susilniku ponovno 80-85 °C. Tlak
v susilniku se previdno izenadi z atmosferskim. Susilnik se odpre, posoda se takoj pokrije s pokrovom in vzame
iz pedci, pusti se 30 do 45 minut v eksikatorju (3.6), da se ohladi, in stehta na 1 mg natanc¢no. Susi se nadaljnjih
30 minut v vakuumskem susilniku pri 80-85 °C in ponovno stehta. Razlika med obema tehtanjema ne sme
presegati 0,1 % vlage.

Predhodno susenje

Krma, razen tiste iz tocke 4.3.2

Trdna krma z visoko vsebnostjo vlage, ki jo je tezko drobiti, mora biti predhodno susena na naslednji nacin:

v primerno posodo (npr. aluminijast kroznik velikosti 20 x 12 c¢m in z robom 0,5 cm) se natehta
50 g nezdrobljenega vzorca na 10 mg natancno (stisnjeno ali zgo$ceno krmo se lahko po potrebi na grobo
razdeli). V susilniku se susi pri 60-70 °C, dokler se vsebnost vlage ne zniza na 8-12 %. Posoda se vzame iz
susilnika in eno uro ohlaja v laboratoriju brez pokrova, nato pa stehta na 10 mg natan¢no. Krma se takoj zdrobi,
kakor je navedeno v tocki 4.1.1, in osusi, kakor je navedeno v tocki 4.2.1 ali 4.2.3 glede na vrsto krme.

Zita

Zrna z vsebnostjo vlage nad 17 % morajo biti predhodno suSena na naslednji nacin:
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v primerno posodo (npr. aluminijast kroznik velikosti 20 x 12 c¢m in z robom 0,5 cm) se natehta
50 g nezdrobljenega zrna na 10 mg natan¢no. Susi se 5 do 7 minut v susilniku pri 130 °C. Posoda se vzame iz
susilnika in 2 uri ohlaja v laboratoriju brez pokrova ter nato stehta na 10 mg natan¢no. Krma se takoj zmelje,
kakor je navedeno v tocki 4.1.2, in osusi, kakor je navedeno v tocki 4.2.2.

Izraun rezultatov

Vsebnost vlage (X), izrazena kot masni delez vzorca, se izra¢una po naslednji formuli:

Susenje brez predhodnega suenja

_(m=mo) 160

pri Cemer je:

m = zaetna masa vzorCenega deleza v gramih;

masa suhega vzorcenega deleza v gramih.

my

Susenje s predhodnim suSenjem

- X 100 X
X, - wm_ml} o 100 00 « (1m)
mp m m X mjp

pri cemer je:

3
I

= zaCetna masa vzorcenega deleza v gramih;
m; = masa vzorcenega deleza po predhodnem susenju v gramih;
m, = masa vzorcenega deleza po drobljenju ali mletju v gramih;
= masa suhega vzorcenega deleza v gramih.

8
|

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne presega 0,2 % absolutne
vrednosti vlage.

Opomba

Ce se izkaze, da je potrebno drobljenje, in ce se izkaZe, da se pri tem spremeni vsebnost vlage v proizvodu, se
morajo rezultati analize sestavin krme popraviti glede na vsebnost vlage v vzorcu v prvotnem stanju.

B. DOLOCANJE VLAGE V MASCOBAH IN OLJIH ZIVALSKEGA IN RASTLINSKEGA IZVORA
Namen in podro&je uporabe

Ta metoda se uporablja za dolocanje vsebnosti vode in hlapnih snovi v mascobah in oljih Zivalskega in
rastlinskega izvora.

Nacelo

Vzorec se posusi do konstantne mase (izguba mase med dvema zaporednima tehtanjema ne sme presegati 1 mg)
pri 103 °C. Izguba mase se doloci s tehtanjem.

Oprema

Posoda z ravnim dnom iz nerjavecega materiala s premerom 8 do 9 c¢m in visino priblizno 3 cm

Termometer z utrjeno bucko in podaljskom na zgornjem delu, s skalo od priblizno 80 °C do vsaj 110 °C in
dolzino priblizno 10 cm

Pescena kopel ali elektricna plosca
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Eksikator, ki vkljucuje ucinkovito susilo

Analitska tehtnica

Postopek
Priblizno 20 g homogeniziranega vzorca se natehta na 1 mg natan¢no in prenese v suho, stehtano posodo (3.1),

v kateri je termometer (3.2). Ob nenehnem mesanju s termometrom se segreva na pesceni kopeli ali vroci plosci
(3.3) tako, da temperatura doseze 90 °C v priblizno 7 minutah.

Temperatura se zniZa, pri Cemer se opazuje pogostost dviganja mehurckov z dna posode. Temperatura ne sme
preseci 105 °C. Nadaljuje se z meSanjem in pri tem se drgne dno posode, dokler mehurcki ne prenehajo izhajati.

Da se zagotovi popolna odstranitev vlage, se veckrat segreje na 103 + 2 °C ob ohlajevanju na 93 °C med
zaporednimi segrevanji. Nato se pusti, da se vzorec v eksikatorju (3.4) ohladi na sobno temperaturo, in se stehta.
Postopek se ponavlja, dokler izguba mase med dvema zaporednima tehtanjema ni manjsa od 2 mg.

Opomba: Povecanje mase vzorca po ponovljenem segrevanju kaze na oksidacijo mascobe, v tem primeru je
treba upostevati rezultat tehtanja, izvedenega neposredno pred zacetkom povecevanja mase.

Izracun rezultatov

Masni delez vlage (X) v vzorcu se izracuna po naslednji formuli:

pri cemer je:

masa vzorcenega deleza v gramih;

3
I

= masa posode z vsebino pred segrevanjem v gramih;

3
I

m, = masa posode z vsebino po segrevanju v gramih.

Rezultati, nizji od 0,05 %, se navedejo kot ,manj kot 0,05 %"

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati 0,05 %
absolutne vrednosti.

C.  DOLOCANJE VSEBNOSTI SUROVIH BELJAKOVIN
Namen in podrodje uporabe

Ta metoda se uporablja za dolocanje vsebnosti surovih beljakovin v krmi na podlagi vsebnosti dusika, dolocenega
po Kjeldahlovi metodi.

Nacelo

Vzorec se razkroji z zveplovo kislino v prisotnosti katalizatorja. Raztopina natrijevega hidroksida se doda kisli
raztopini, da postane bazi¢na. Amonijak se destilira in zbere v odmerjeno koli¢ino zveplove kisline, katere
presezek se titrira s standardno raztopino natrijevega hidroksida.

Sprosceni amonijak se lahko destilira v presezek raztopine borove kisline ter nato titrira z raztopino
klorovodikove ali Zveplove kisline.

Reagenti

Kaljjev sulfat
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Katalizator: bakrov (II) oksid CuO ali bakrov (Il) sulfat pentahidrat, CuSO, 5H,0
Cink v zrncih

Zveplova kislina, p20 = 1,84 g/ml

Zveplova kislina, standardna volumetri¢na raztopina, ¢(H,SO,) = 0,25 mol/l
Zveplova kislina, standardna volumetri¢na raztopina, ¢(H,SO,) = 0,10 mol/l
Zveplova kislina, standardna volumetri¢na raztopina, ¢(H,SO,) = 0,05 mol/l
Indikator metil rdece; 300 mg metil rdecega se raztopi v 100 ml etanola, o = 95-96 % (v/v)
Raztopina natrijevega hidroksida (lahko tehni¢na) f = 40 g/100 ml (m/v: 40 %)
Zveplova kislina, standardna volumetri¢na raztopina, c((NaOH) = 0,25 mol/l
Zveplova kislina, standardna volumetri¢na raztopina, c(NaOH) = 0,10 mol/l
Zdrobljen plovec, opran v klorovodikovi kislini in prezaren

Acetanilid (talis¢e = 114 °C, N-vsebnost = 10,36 %)

Saharoza (brez dusika)

Borova kislina (H;BOs)

Raztopina indikatorja metil rdece: 100 mg metil rdecega se raztopi v 100 ml etanola ali metanola.

Raztopina bromokrezol zelenega: 100 mg bromokrezol zelenega se raztopi v 100 ml etanola ali metanola.

Raztopina borove kisline (10-40 g/l glede na uporabljeno opremo)

Pri dolocanju s kolorimetri¢no ekvivalentno tocko se morata raztopinam borove kisline dodati indikatorja metil
rdece in bromokrezol. Pri pripravi 1 litra raztopine borove kisline se pred uravnavanjem volumna doda 7 ml

raztopine indikatorja metil rdece (3.16) in 10 ml raztopine bromokrezol zelenega (3.17).

Glede na uporabljeno vodo se lahko pH raztopine borove kisline med serijami razlikuje. Pogosto je za doseganje

pozitivnega slepega vzorca treba dodati majhen volumen baze.

Opomba: 3 do 4 ml NaOH (3.11) v 1 liter 10 g/l borove kisline ponavadi zadoica. Raztopina se shrani pri sobni

temperaturi ter zas¢iti pred svetlobo in viri amonijevih hlapov.

Klorovodikova kislina, standardna volumetri¢na raztopina, ¢(HCI) = 0,10 mol/l

Opomba: Druge koncentracije volumetri¢nih raztopin (3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 in 3.19) se lahko uporabljajo, e
se upostevajo v izracunih. Koncentracije se vedno izrazijo na stiri decimalke natan¢no.

Oprema

Naprava, primerna za izvajanje razklopa, destilacije in titracije po Kjeldahlovi metodi.

Postopek

Razklop

1 g vzorca se natehta na 0,001 g natan¢no in se prenese v bucko naprave za razklop. Doda se 15 g kalijevega
sulfata (3.1), ustrezna koli¢ina katalizatorja (3.2) (0,3-0,4 g bakrovega (Il) oksida ali 0,9-1,2 g bakrovega (II) sulfat
pentahidrata), 25 ml Zveplove (VI) kisline (3.4) in po potrebi nekaj zrnc plovca (3.12) ter vse skupaj premesa.
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Bucka se najprej zmerno segreva in po potrebi obcasno obrne, dokler masa ne zogleni in pena ne izgine; nato se
mocneje segreva do enakomernega vretja tekocine. Segrevanje je ustrezno, ¢e se vrela kislina kondenzira na
stenah bucke. Paziti je treba, da se stene bucke ne pregrejejo in da se organski delci ne sprimejo nanje.

Ko se raztopina zbistri in obarva rahlo zeleno, se pusti vreti e 2 uri, nato pa pusti, da se ohladi.

5.2 Destilacija
Previdno se doda toliko vode, da se sulfati povsem raztopijo. Pusti se, da se ohladi, nato pa se po potrebi doda
nekaj zrnc cinka (3.3). Nadaljuje se v skladu s tocko 5.2.1 ali 5.2.2.

5.2.1 Destilacija v zveplovo kislino
V zbirno bucko naprave za destilacijo se doda natanéno 25 ml Zveplove kisline (3.5) ali (3.7) glede na
pri¢akovano vsebnost dusika. Doda se nekaj kapljic indikatorja metil rdece (3.8).
Bucka za razklop se poveze s kondenzatorjem naprave za destilacijo in konica kondenzatorja se potopi
v tekocino v zbirni bucki vsaj do globine 1 cm (glej opombo 8.3). V bucko za razklop se pocasi vlije 100 ml
raztopine natrijevega hidroksida (3.9) tako, da ne pride do izgube amonijaka (glej opombo 8.1). Bucka se segreva
do popolne destilacije amonijaka.

5.2.2. Destilacija v borovo kislino
Pri rocni titraciji amonijaka iz destilata se uporablja spodaj navedeni postopek. Kadar je destilacijska enota
v celoti avtomatizirana in vkljucuje titracijo amonijaka iz destilata, se upostevajo navodila proizvajalca za
upravljanje z destilacijsko enoto.
Zbirna bucka s 25-30 ml raztopine borove kisline (3.18) se postavi pod izhodno odprtino kondenzatorja tako,
da je dovodna cev pod povrsino presezka raztopine borove kisline. Destilacijska enota se nastavi tako, da se
dovaja 50 ml raztopine natrijevega hidroksida (3.9). Destilacijska enota se upravlja v skladu z navodili
proizvajalca, spro$¢eni amonijak pa se destilira z raztopino natrijevega hidroksida. Destilat se zbere v raztopino
borove kisline. Na koli¢ino destilata (¢as parne destilacije) vpliva koli¢ina dusika v vzorcu. Upostevati je treba
navodila proizvajalca.
Opomba: V polavtomatski destilacijski enoti sta dodajanje presezka natrijevega hidroksida in parna destilacija

avtomatizirana postopka.

53 Titracija
Nadaljuje se v skladu s tocko 5.3.1 ali 5.3.2.

5.3.1 Zveplova kislina
Presezek Zveplove kisline v zbirni bucki se titrira do ekvivalentne tocke z raztopino natrijevega hidroksida (3.10
ali 3.11) glede na koncentracijo uporabljene Zveplove kisline.

532 Borova kislina

Vsebina zbirne bucke se titrira s standardno volumetri¢no raztopino klorovodikove kisline (3.19) ali standardno
volumetri¢no raztopino Zveplove kisline (3.6), pri Cemer se uporabi bireta in odcita koli¢ina uporabljene
titracijske snovi.

Pri dolocanju s kolorimetri¢no ekvivalentno tocko je ekvivalentna tocka dosezena pri prvem znaku roznatega
obarvanja vsebine. Volumen birete se od¢ita na 0,05 ml natan¢no. Magnetna mesalna plosca z osvetlitvijo ali
fotometri¢ni detektor lahko pripomoreta k dolocanju ekvivalentne tocke.

Parni destilator z avtomati¢no titracijo lahko to opravi avtomati¢no.

Upostevati je treba navodila proizvajalca za upravljanje specificnega destilatorja ali destilatorja/titratorja.
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5.4

6.1

6.2

Opomba: Pri avtomati¢nem sistemu titriranja se titracija zacne takoj po zacetku destilacije, uporabi pa se 1-
odstotna raztopina borove kisline (3.18).

Pri popolnoma avtomatizirani destilacijski enoti se lahko izvaja avtomaticna titracija amonijaka,
ekvivalentna tocka pa se lahko doloca s potenciometri¢nim pH sistemom.

V tem primeru se uporablja avtomati¢ni titrator s pH metrom. Ta pH meter se ustrezno umeri med
pH 4 in pH 7 z obicajnimi laboratorijskimi postopki za umerjanje pH.

Ekvivalentna tocka pH pri titraciji je dosezena pri pH 4,6, ko je naklon titracijske krivulje najvedji
(tocka pregiba).
Slepi preskus

Slepi preskus (razklop, destilacija in titracija), v katerem se namesto vzorca uporabi 1 g saharoze (3.14), se izvede
za potrditev, da reagenti ne vsebujejo dusika.

Izraun rezultatov

Izracuni se izvedejo v skladu s tocko 6.1 ali 6.2.

Izracun za titracijo v skladu s tocko 5.3.1

Vsebnost surovih beljakovin, izrazena kot masni delez, se izracuna po naslednji formuli:

(Vo-V1) x ¢ x 0,014 x 100 x 6,25
m

pri Cemer je:

=
1}

volumen (ml) NaOH (3.10 ali 3.11), uporabljen pri slepem preskusu;
V; = volumen (ml) NaOH (3.10 ali 3.11), uporabljen pri titraciji vzorca;
koncentracija (mol[l) natrijevega hidroksida (3.10 ali 3.11);

[g]
1}

m = masa (g) vzorca.

Izracun za titracijo v skladu s tocko 5.3.2
Titracija s klorovodikovo kislino

Vsebnost surovih beljakovin, izrazena kot masni delez, se izracuna po naslednji formuli:

(Vi=Vg) xcx 1,4 %625
m

pri Cemer je:

m = masa (g) vzorcenega deleza;
¢ = koncentracija (mol/l) standardne volumetri¢ne raztopine klorovodikove kisline (3.19);
Vo = volumen (ml) klorovodikove kisline, uporabljen pri slepem preskusu;

V; = volumen (ml) klorovodikove kisline, uporabljen v vzorcenem delezu.
Titracija s zZveplovo kislino

Vsebnost surovih beljakovin, izrazena kot masni delez, se izracuna po naslednji formuli:

(Vl _VO) X cX2,8x6,25
m

pri Cemer je:

m = masa (g) vzorCenega deleza;

¢ = koncentracija (mol/l) standardne volumetri¢ne raztopine zveplove kisline (3.6);
Vy = volumen (ml) Zveplove kisline (3.6), uporabljen v slepem preskusu;

V; = volumen (ml) Zveplove kisline (3.6), uporabljen v vzorcenem delezu.
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7. Preverjanje metode

7.1 Ponovljivost
Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati:

— 0,2 % absolutne vrednosti za vsebnosti surovih beljakovin pod 20 %,
— 1,0 % vi§je vrednosti za vsebnosti surovih beljakovin 20-40 %,
— 0,4 % absolutne vrednosti za vsebnosti surovih beljakovin nad 40 %.

7.2 Tocnost
Za analizo (razklop, destilacija, titracija) se uporabi 1,5 do 2,0 g acetanilida (3.13) ob navzocnosti 1 g saha-
roze (3.14); za 1 g acetanilida se porabi 14,80 ml Zveplove kisline (3.5). Izkoristek mora biti najmanj 99-od-
stoten.

8. Opombe

8.1 Naprava je lahko ro¢na, polavtomatska ali avtomatska. Ce je pri napravi med razklopom in destilacijo potreben
prenos, se ta prenos mora izvesti brez kakrsne koli izgube. Ce bucka naprave za destilacijo ni opremljena
s kapalnim lijakom, se natrijev hidroksid doda tik pred povezavo bucke s kondenzatorjem, pri ¢emer se tekocina
vliva pocasi ob steni bucke.

8.2 Ce se vsebina bucke strjuje, se dolocanje zacne znova, vendar z vejo kolicino zveplove kisline (3.4), kakor je
navedeno zgoraj.

8.3 Pri proizvodih z nizko vsebnostjo dusika se lahko volumen Zveplove kisline (3.7), ki se doda v zbirno bucko, po
potrebi zmanj$a na 10 ali 15 ml, bucka pa se dopolni do 25 ml z vodo.

8.4 Pri redni analizi se lahko za dolocanje surovih beljakovin uporabi nadomestna analitska metoda, vendar je
Kjeldahlova metoda, opisana v tem delu C, referencna metoda. Za vsako matrico posebej je treba dokazati, da so
rezultati, pridobljeni z nadomestno metodo (npr. DUMAS), enakovredni rezultatom, pridobljenim z referen¢no
metodo. V porocilu o analizi je treba navesti analitsko metodo, uporabljeno za dolocanje surovih beljakovin, saj
lahko rezultati, pridobljeni z nadomestno metodo, kljub potrditvi enakovrednosti, odstopajo od rezultatov,
pridobljenih z referenéno metodo.

D. DOLOCANJE SECNINE

1. Namen in podrodje uporabe
Ta metoda omogoca dolocanje ravni se¢nine v krmi.

2. Nacelo
Vzorec se suspendira v vodi s snovjo za zbistritev. Suspenzija se filtrira. Doda se 4-dimetilaminobenzaldehid
(4-DMAB), nato pa se doloci vsebnost secnine v filtratu z merjenjem opticne gostote pri valovni dolzini 420 nm.

3. Reagenti

3.1 Raztopina 4-dimetilaminobenzaldehida: 1,6 g 4-DMAB se raztopi v 100 ml 96-odstotnega etanola in doda
10 ml klorovodikove kisline (py 1,19 g/ml). Reagent se lahko hrani najve¢ dva tedna.

3.2 Raztopina Carrez I: 21,9 g cinkovega acetata Zn(CH;COO), 2H,0 in 3 g ledoceta se raztopi v vodi. Dopolni se
z vodo do 100 ml.

3.3 Raztopina Carrez II: 10,6 g kalijevega ferocianida K, Fe (CN)s 3H,0 se raztopi v vodi. Dopolni se z vodo do
100 ml.

3.4 Aktivno oglje, ki ne absorbira se¢nine (treba je preveriti).
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5.1

5.2

7.1

7.2

7.3

Secnina, 0,1-odstotna raztopina (m/v)

Oprema

Mesalnik: priblizno 35 do 40 obr./min.
Epruvete: 160 x 16 mm z brusenimi zamaski

Spektrofotometer

Postopek
Analiza vzorca

2 g vzorca se natehta na 1 mg natan¢no in skupaj z 1 g aktivnega oglja (3.4) prenese v 500-mililitrsko merilno
bucko. Doda se 400 ml vode in 5 ml raztopine Carrez I (3.2), mesa se priblizno 30 sekund in doda 5 ml
raztopine Carrez II (3.3). MeSa se 30 minut v meSalniku. Dopolni se z vodo do oznake, pretrese in filtrira.

5 ml prozornega brezbarvnega filtrata se odstrani in prenese v epruvete z brusenimi zamaski, doda se 5 ml
raztopine 4-DMAB (3.1) ter premesa. Epruvete se postavijo v kopel z vodo pri 20 °C (+/- 4 °C). Po 15 minutah se
izmeri opti¢na gostota raztopine vzorca s spektrofotometrom pri 420 nm. Rezultat se primerja z raztopino
reagentov iz slepega preskusa.

Umeritvena krivulja

V 100-mililitrske merilne bucke se prenese 1, 2, 4, 5 in 10 ml raztopine se¢nine (3.5), ki se dopolnijo z vodo do
oznake. Od vsake raztopine se odpipetira 5 ml, vsaki se doda 5 ml raztopine 4-DMAB (3.1), homogenizira se in
izmeri opti¢na gostota, kakor je opisano zgoraj s primerjavo s kontrolno raztopino, ki vsebuje 5 ml 4-DMAB in
5 ml vode brez secnine. Pripravi se umeritvena krivulja.

Izraun rezultatov

Koli¢ina se¢nine v vzorcu se dolo¢i iz umeritvene krivulje.

Rezultat se izrazi kot masni delez vzorca.

Opombe

Ce vsebnost se¢nine presega 3 %, se vzorec zmanjsa na 1 g ali se prvotna raztopina razreddi, tako da v 500 ml ni
ve¢ kot 50 mg secnine.

Ce je vsebnost se¢nine nizka, se vzorec poveca, dokler je filtrat e prozoren in brezbarven.

Ce vzorec vsebuje preproste dusikove spojine, kot so aminokisline, se opti¢na gostota meri pri 435 nm.

E. DOLOCAN]E HLAPNIH DUSIKOVIH BAZ
L Z MIKRODIFUZIJO
Namen in podrodje uporabe

Ta metoda se uporablja za dolocanje vsebnosti hlapnih dusikovih baz v krmi, izrazenih kot amonijak.

Nacelo

Vzorec se ekstrahira z vodo, raztopina pa zbistri in filtrira. Hlapne dusikove baze se locijo z mikrodifuzijo
z uporabo raztopine kalijevega karbonata, zberejo v raztopino borove kisline in titrirajo z Zveplovo kislino.
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3. Reagenti

3.1 Trikloroocetna kislina, 20-odstotna raztopina (m/v)

3.2 Indikator: 33 mg bromokrezol zelenega in 65 mg metil rdecega se raztopi v 100 ml 95-96-odstot-
nega (v[v) etanola.

3.3 Raztopina borove kisline: v litrski merilni bucki se v 200 ml 95-96-odstotnega (v[v) etanola in 700 ml vode
raztopi 10 g borove kisline. Doda se 10 ml indikatorja (3.2). Premesa se, po potrebi pa se barva raztopine
spremeni v svetlo rdeo z dodajanjem raztopine natrijevega hidroksida. 1 ml te raztopine ustreza najve¢
300 pg NH;.

3.4 Nasicena raztopina kalijevega karbonata: v 100 ml vrele vode se raztopi 100 g kalijevega karbonata. Pusti se, da
se ohladi, ter nato filtrira.

3.5 Zveplova kislina, 0,01 moll

4. Oprema

4.1 Mesalec: priblizno 35 do 40 obr./min.

4.2 Steklene ali plasticne Conwayeve celice (glej diagram)

4.3 Mikrobirete z oznac¢enim merilom 1/100 ml

5. Postopek
10 g vzorca se natehta na 1 mg natan¢no in se s 100 ml vode prenese v 200-mililitrsko merilno bucko.
V mesalcu se mesa ali stresa 30 minut. Doda se 50 ml raztopine trikloroocetne kisline (3.1), dopolni z vodo do
oznake, mocno pretrese in filtrira skozi nagubani filter.

S pipeto se doda 1 ml raztopine borove kisline (3.3) v srednji del Conwayeve celice in 1 ml filtrata vzorca
v zgornji del celice. Delno se pokrije z namascenim pokrovom. V zgornji del celice se hitro nakapa 1 ml nasi¢ene
raztopine kalijevega karbonata (3.4), nato se neprepustno zapre. Celica se pazljivo obraca v vodoravni ravnini, da
se reagenta premeSata. Pusti se najmanj §tiri ure pri sobni temperaturi ali eno uro pri temperaturi 40 °C.

Z mikrobireto (4.3) se hlapne baze v raztopini borove kisline titrirajo z Zveplovo kislino (3.5).

Slepi preskus se izvede po istem postopku, vendar brez vzorca, ki se analizira.

6. Izra¢un rezultatov

1 ml H,SO,4 0,01 mol/l ustreza 0,34 mg amonijaka.
Rezultat se izrazi kot masni delez vzorca.
Ponovljivost
Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne presega:
— 10 % relativne vrednosti, ¢e je vsebnost amonijaka nizja od 1,0 %,
— 0,1 % absolutne vrednosti, ¢e je vsebnost amonijaka 1,0 % ali vec.
7. Opomba

Ce vsebnost amonijaka v vzorcu presega 0,6 %, se zacetni filtrat razred¢i.



Uradni list Evropske unije 26.2.2009

L 54/22

CONWAYEVA CELICA

G8-9
—t—t— G}-€

G20  G¥-0

—i{\t 000\ *

0z0%

1S S 901190 zaJaid

£G 2Q BYSeWwez zasald T

-

¢S

eysewez ebauasniqg suo|]

801180 SUO| L

+—t—t—

58-9 Sz0 _ Svo
Gp-g ——a 00-L+\+




26.2.2009 Uradni list Evropske unije L 54/23
1. Z DESTILACIJO

1. Namen in podrodje uporabe
Ta metoda se uporablja za dolocanje vsebnosti hlapnih dusikovih baz, izrazenih kot amonijak, v ribji moki, ki
prakti¢no ne vsebuje se¢nine. Uporablja se le za vsebnost amonijaka, ki je niZja od 0,25 %.

2. Nacelo
Vzorec se ekstrahira z vodo, raztopina pa zbistri in filtrira. Hlapne dusikove baze se izlocijo pri temperaturi
vrelis¢a z dodatkom magnezijevega oksida in zberejo v doloceno koli¢ino Zveplove kisline, katere presezek se
titrira z raztopino natrijevega hidroksida.

3. Reagenti

3.1 Trikloroocetna kislina, 20-odstotna raztopina (m/v)

3.2 Magnezijev oksid

33 Emulzija proti penjenju (npr. silikon)

3.4 Zveplova kislina, 0,05 mol/l

3.5 Raztopina natrijevega hidroksida, 0,1 mol/l

3.6 0,3-odstotna raztopina metil rdecega v 95-96-odstotnem (v/v) etanola

4. Oprema

4.1 Mesalec: priblizno 35 do 40 obr./min.

42 Naprava za destilacijo po Kjeldahlu

5. Postopek
10 g vzorca se natehta na 1 mg natan¢no in s 100 ml vode prenese v 200-mililitrsko merilno bucko. V mesalcu
se mesa ali stresa 30 minut. Doda se 50 ml raztopine trikloroocetne kisline (3.1), dopolni z vodo do oznake,
mocno pretrese in filtrira skozi nagubani filter.
Odpipetira se volumen bistrega filtrata, ki ustreza pricakovani vsebnosti hlapnih dusikovih baz (ponavadi
zado§¢a 100 ml). Razred¢i se na 200 ml, doda se 2 g magnezijevega oksida (3.2) in nekaj kapljic emulzije proti
penjenju (3.3). Raztopina mora biti alkalna pri preskusu z lakmusovim papirjem, ¢e ni, se doda magnezijev ok-
sid (3.2). Nadaljevati je treba v skladu s tockama 5.2 in 5.3 dela C te priloge, tj. Analitske metode za dolocanje
vsebnosti surovih beljakovin.
Slepi preskus se izvede po istem postopku, vendar brez vzorca, ki se analizira.

6. Izracun rezultatov
1 ml H,SO,4 0,05 mol/l ustreza 1,7 mg amonijaka.
Rezultat se izrazi kot masni deleZ vzorca.
Ponovljivost
Relativna razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocitev, izvedenih na istem vzorcu, ne presega
10 % amonijaka.
F.  DOLOCANJE AMINOKISLIN (RAZEN TRIPTOFANA)

1. Namen in podrodje uporabe

Ta metoda se uporablja za dolocanje prostih (sinteti¢nih in naravnih) in celotnih (vezanih s peptidi in prostih)
aminokislin v krmi z uporabo analizatorja aminokislin. Uporablja se za naslednje aminokisline: cist(e)in,



L 54/24

Uradni list Evropske unije

26.2.2009

2.1

2.2

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

metionin, lizin, treonin, alanin, arginin, aspartat, glutaminsko kislino, glicin, histidin, izolevcin, levcin, fenilalanin,
prolin, serin, tirozin in valin.

S metodo ni mozno lo¢iti soli aminokislin ter D in L oblik aminokislin. Ne uporablja se za dolocanje triptofana
ali hidroksi-analogov aminokislin.

Nacelo
Proste aminokisline

Proste aminokisline se ekstrahirajo z razredéeno klorovodikovo kislino. Soekstrahirane dusikove makromolekule
se oborijo s sulfosalicilno kislino in odstranijo s filtriranjem. pH filtrirane raztopine se uravna na 2,20.
Aminokisline se locijo z ionsko izmenjevalno kromatografijo in dolocijo z reakcijo z ninhidrinom s fotometri¢no
detekcijo pri 570 nm.

Celotne aminokisline

Postopek se izbere glede na preiskovane aminokisline. Cist(e)in in metionin se morata pred hidrolizo oksidirati
v cisteinsko kislino in metionin-sulfon. Tirozin se mora dolociti v hidrolizatih neoksidiranih vzorcev. Vse druge
aminokisline, navedene v tocki 1, se lahko dolocajo v oksidiranem ali neoksidiranem vzorcu.

Oksidacija se izvede pri 0 °C z mesanico peroksimravlji¢ne kisline in fenola. Presezek oksidacijskega reagenta se
razgradi z natrijevim disulfitom. Oksidiran ali neoksidiran vzorec se 23 ur hidrolizira s klorovodikovo kislino
(3.20). pH hidrolizata se uravna na 2,20. Aminokisline se locijo z ionsko izmenjevalno kromatografijo in
dolocijo z reakcijo z ninhidrinom s fotometri¢no detekcijo pri 570 nm (440 nm za prolin).

Reagenti

Uporabiti je treba dvojno destilirano vodo ali vodo enakovredne kakovosti (prevodnost < 10 uS)
Vodikov peroksid, m (m/m) = 30 %

Mravljicna kislina, m (m/m) = 98-100 %

Fenol

Natrijev disulfit

Natrijev hidroksid

5-sulfosalicilat dihidrat

Klorovodikova kislina, priblizno 1,18 g/ml

Tri-natrijev citrat dihidrat

2,2-tiodietanol (tiodiglikol)

Natrijev klorid

Ninhidrin

Petroleter, vrelis¢e 40-60 °C

Norlevcin ali druga spojina, primerna za uporabo kot notranji standard
Plinasti dusik (< 10 ppm kisika)

1-oktanol



26.2.2009

Uradni list Evropske unije

L 54/25

3.16

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

Aminokisline

Standardne snovi iz tocke 1. Ciste spojine, ki ne vsebujejo kristalne vode. Pred uporabo se susi 1 teden pod
vakuumom s P,0s ali H,SO,.

Cisteinska kislina

Metionin-sulfon

Raztopina natrijevega hidroksida, ¢ = 7,5 mol/l:

300 g NaOH (3.5) se raztopi v vodi in dopolni z vodo do 1 litra.

Raztopina natrijevega hidroksida, ¢ = 1 mol/l:

40 g NaOH (3.5) se raztopi v vodi in dopolni z vodo do 1 litra.

Mravlji¢na kislina — raztopina fenola:

889 g mravlji¢ne kisline (3.2) se zmesa s 111 g vode ter se doda 4,73 g fenola (3.3).
Hidrolizna mesanica, ¢ = 6 mol HCl/], ki vsebuje 1 g fenola/l:

1 g fenola (3.3) se doda k 492 ml HCI (3.7) in dopolni z vodo do 1 litra.

Mesanica ekstrakcije, ¢ = 0,1 mol HCl/l, ki vsebuje 2 % tiodiglikola: 8,2 ml HCl (3.7) se razredci s priblizno
900 ml vode, doda se 20 ml tiodiglikola (3.9) in dopolni z vodo do 1 litra (3.7 in 3.9 se ne smeta zmesati
neposredno).

5-sulfosalicilna kislina, 8 = 6 %:
60 g 5-sulfosalicilne kisline (3.6) se raztopi v vodi in dopolni z vodo do 1 litra.
Oksidacijska mesanica (peroksimravljicna kislina — fenol):

0,5 ml vodikovega peroksida (3.1) se zmesa s 4,5 ml raztopine mravlji¢ne kisline in fenola (3.19) v majhni casi.
Inkubira se 1 uro pri 20-30 °C, da nastane peroksimravljicna kislina, nato se ohladi v ledeni kopeli (15 min),
preden se doda vzorcu.

Opozorilo: Izogibati se je treba stiku s koZo in nositi je treba zas¢itna oblacila.
Citratni pufer, ¢ = 0,2 mol Na*/l, pH 2,20:

v priblizno 800 ml vode se raztopi 19,61 g natrijevega citrata (3.8), 5 ml tiodiglikola (3.9), 1 g fenola (3.3) in
16,50 ml HCI (3.7). pH se uravna na 2,20. Dopolni se z vodo do 1 litra.

Pufri za eluiranje, pripravljeni v skladu z navodili za uporabljeni analizator (4.9)
Reagent ninhidrin, pripravljen v skladu z navodili za uporabljeni analizator (4.9)
Standardne raztopine aminokislin. Te raztopine se hranijo pri temperaturi do 5 °C.
Osnovna standardna raztopina aminokislin (3.16.1).

¢ = 2,5 pmol/ml za vsako v klorovodikovi kislini.

Lahko se priskrbi iz proste prodaje.

Osnovna standardna raztopina cisteinske kisline in metionin-sulfona, ¢ = 1,25 pmol/ml.

V litrski merilni bucki se raztopi 0,2115 g cisteinske kisline (3.16.2) in 0,2265 g metionin-sulfona (3.16.3)
v citratnem pufru (3.24) ter dopolni s citratnim pufrom do oznake. Hrani se najve¢ 12 mesecev pri temperaturi
do 5 °C. Ta raztopina se ne uporablja, ¢e osnovna standardna raztopina (3.27.1) vsebuje cisteinsko kislino in
metionin-sulfon.
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3.27.3

3.27.4

3.27.5

4.1

4.2

43

44

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

5.1

Osnovna standardna raztopina notranjega standarda, npr. norlevcina, ¢ = 20 pmol/ml.

V merilni bucki se raztopi 0,6560 g norlevcina (3.13) v citratnem pufru (3.24) in dopolni s citratnim pufrom do
250 ml. Hrani se najve¢ 6 mesecev pri temperaturi do 5 °C.

Raztopina za umerjanje standardnih aminokislin, ki se uporablja s hidrolizati, ¢ = 5 nmol/50 pl za cisteinsko
kislino in metionin-sulfon ter ¢ = 10 nmol/50 pl za druge aminokisline. V 100-mililitrski casi se raztopi
2,2 g natrijevega klorida (3.10) s 30 ml citratnega pufra (3.24). Dodajo se 4,00 ml osnovne standardne raztopine
aminokisline (3.27.1), 4,00 ml osnovne standardne raztopine cisteinske kisline in metionin-sulfona (3.27.2) ter
0,50 ml osnovne standardne raztopine notranjega standarda (3.27.3), ce se uporablja. pH se uravna na 2,20
z natrijevim hidroksidom (3.18).

Vsebina se prenese v 50-mililitrsko merilno bucko, dopolni se s citratnim pufrom (3.24) do oznake in premesa.
Hrani se najve¢ 3 mesece pri temperaturi do 5 °C.
Glej tudi opombo 9.1.

Raztopina za umerjanje standardnih aminokislin, ki se uporablja s hidrolizati, se pripravi v skladu s tocko 5.3.3.1,
za ckstrakte pa v skladu s tocko 5.2. Raztopina za umerjanje se pripravi v skladu s tocko 3.27.4, vendar brez
natrijevega klorida.

Hrani se najve¢ 3 mesece pri temperaturi do 5 °C.

Oprema

100- ali 250-mililitrska bucka z okroglim dnom in kondenzatorjem povratnega toka

100-mililitrska borosilikatna steklena posoda z zamaskom z navojem in ovita v gumo/teflon (npr. Duran, Schott)
za uporabo v susilniku

Susilnik s prezracevanjem z umetnim dotokom zraka in regulatorjem temperature z natan¢nostjo, boljo od
+2°C

pH meter (na tri decimalke)

Membranski filter (0,22 pm)

Centrifuga

Rotacijski vakuumski uparjalnik
Mehanski stresalnik ali magnetno mesalo

Aminokislinski analizator ali oprema za HPLC s kolono z ionskim izmenjevalcem, pripravo za ninhidrin,
derivatizacijo po koloni in fotometri¢nim detektorjem

Kolona se napolni s smolo sulfoniranega polistirena, ki lahko lo¢i aminokisline med seboj in od drugih
materialov, ki vsebujejo ninhidrin. Crpalki s stabilnim tokom # 0,5 % zagotavljata tok v pufrski in ninhidrinski
¢rti pri standardnem umerjanju in analizi vzorca.

Za nekatere aminokisline se lahko uporabi hidroliza v analizatorju, pri Cemer je koncentracija natrija
v hidrolizatu ¢ = 0,8 mol/l in v hidrolizatu je vsa mravljicna kislina, ki nastane pri oksidaciji. Druge metode ne
zagotavljajo zadovoljive locitve nekaterih aminokislin, ¢e je v hidrolizatu preve¢ mravljicne kisline infali visoka
koncentracija natrijevih ionov. V tem primeru se volumen kisline po hidrolizi in pred uravnavanjem pH zmanjsa
z uparevanjem na priblizno 5 ml. Uparevanje se izvede pod vakuumom pri najve¢ 40 °C.

Postopek
Priprava vzorca
Vzorec se zdrobi, tako da preide skozi 0,5 mm sito. Vzorci z visoko vlago se morajo pred drobljenjem osusiti na

zraku pri temperaturi, ki ne presega 50 °C, ali osusiti z zmrzovanjem. Vzorci z visoko vsebnostjo mascobe se
pred drobljenjem ekstrahirajo s petroletrom (3.12).
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5.2

5.3

5.3.2.1

5.3.2.2

5.3.2.3

Dolocanje prostih aminokislin v krmi in premiksih
Primerna koli¢ina (1-5 g) pripravljenega vzorca (5.1) se natehta na 0,2 mg natancno in prenese v erlenmajerico,
temu pa se doda 100,0 ml meanice ekstrakcije (3.21). Z mehanskim stresalnikom ali magnetnim mesalom (4.8)

se meSanica stresa 60 minut. Pusti se, da se usedlina usede na dno, in odpipetira 10,0 ml supernatanta v
100-mililitrsko ¢aso.

Med mesanjem se doda 5,0 ml raztopine sulfosalicilne kisline (3.22) in 5 minut nadaljuje z meSanjem s pomocjo
magnetnega meSala. Supernatant se filtrira ali centrifugira, da se odstrani ves precipitat. 10,0 ml te raztopine se
prenese v 100-mililitrsko ¢aso in pH uravnava na 2,20 z raztopino natrijevega hidroksida (3.18), s citratnim
pufrom (3.24) se prenese v merilno bucko ustreznega volumna in dopolni z raztopino pufra (3.24) do oznake.

Ce se uporablja notranji standard, se za vsakih 100 ml koné¢ne raztopine doda 1,00 ml notranjega standarda
(3.27.3) ter dopolni z raztopino pufra (3.24) do oznake.

Nadaljuje se s kromatografijo v skladu s tocko 5.4.

Ce se ckstrakti ne pregledajo isti dan, se morajo hraniti pri temperaturi do 5 °C.

Dolocanje celotnih aminokislin
Oksidacija

0,1-1 g pripravljenega vzorca (5.1) se natehta na 0,2 mg natan¢no in prenese v:

—  100-mililitrsko bucko z okroglim dnom (4.1) (za odprto hidrolizo 5.3.2.3) ali

—  250-mililitrsko bucko z okroglim dnom (4.1), ¢e je zahtevana nizka koncentracija natrija (5.3.3.1), ali
—  100-mililitrsko steklenico z zamaskom z navojem (4.2) (za zaprto hidrolizo 5.3.2.4).

V natehtanem vzorc¢enem delezu mora biti vsebnost dusika priblizno 10 mg, vsebnost vlage pa ne sme preseci
100 mg.

Bucka/steklenica se postavi v ledeno kopel in ohladi na 0 °C, doda se 5 ml oksidacijske meSanice (3.23) in mesa
s stekleno lopatico z ukrivljeno konico. Bucka/steklenica z lopatico se nepredusno zapre s filmom, ledena kopel,
ki vsebuje nepredusno zaprto posodo, pa se postavi v hladilnik s temperaturo 0 °C in pusti 16 ur. Po 16 urah se
posoda vzame iz hladilnika, presezni oksidacijski reagent pa se razgradi z dodatkom 0,84 g natrijevega disul-
fita (3.4).

Nadaljuje se s tocko 5.3.2.1.

Hidroliza
Hidroliza oksidiranih vzorcev

Oksidiranemu vzorcu, pripravljenemu v skladu s tocko 5.3.1, se doda 25 ml hidrolizne mesanice (3.20), pri
Cemer je treba pazljivo sprati kakrsne koli ostanke vzorca s stene posode in lopatice.

Nadaljuje se v skladu s tocko 5.3.2.3 ali 5.3.2.4 odvisno od uporabljenega postopka hidrolize.

Hidroliza neoksidiranih vzorcev

V 100- ali 250-mililitrsko bucko z okroglim dnom (4.1) ali 100-mililitrsko steklenico z zamaskom z navo-
jem (4.2) se natehta 0,1-1 g pripravljenega vzorca (5.1) na 0,2 mg natan¢no. V natehtanem vzorcenem delezu
mora biti vsebnost dusika priblizno 10 mg. Pazljivo se doda 25 ml hidrolizne meSanice (3.20) in zmesa
z vzorcem. Nadaljuje se v skladu s tocko 5.3.2.3 ali 5.3.2.4.

Odprta hidroliza
Mesanici v bucki (pripravljeni v skladu s tocko 5.3.2.1 ali 5.3.2.2) se dodajo 3 steklene kroglice, nato se pusti

vreti z neprestanim mehurcenjem pri povratnem toku 23 ur. Po zakljucku hidrolize se kondenzator spere s 5 ml
citratnega pufra (3.24). Bucka se odstrani in ohladi v ledeni kopeli.

Nadaljuje se v skladu s tocko 5.3.3.
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5.3.2.4

53.3.1

5.3.3.2

5.4

Zaprta hidroliza

Steklenica, ki vsebuje mesanico, pripravljeno v skladu s tocko 5.3.2.1 ali 5.3.2.2, se postavi v susilnik (4.3) pri
110 °C. V prvi uri se za preprecitev povecanja tlaka (zaradi nastanka plinastih snovi) in eksplozije zamasek
z navojem postavi ¢ez vrh steklenice. Steklenica se ne sme zapreti z zamaskom. Po eni uri se steklenica zapre
z zamaskom in pusti v susilniku (4.3) 23 ur. Po zakljucku hidrolize se steklenica odstrani iz susilnika, zamasek
steklenice se pazljivo odpre, steklenica pa polozi v ledeno kopel. Pusti se, da se ohladi.

Odvisno od postopka za uravnavanje pH (5.3.3) se vsebina steklenice z uporabo citratnega pufra (3.24) prenese
v 250-mililitrsko ¢aso ali 250-mililitrsko bucko z okroglim dnom.

Nadaljuje se v skladu s tocko 5.3.3.

Uravnavanje pH

Glede na odstopanje analizatorja aminokislin (4.9) za natrij se za uravnavanje pH nadaljuje v skladu
tocko 5.3.3.1 ali 5.3.3.2.

Kromatografski sistemi (4.9), pri katerih je zahtevana nizka koncentracija natrija

Ko se uporabljajo analizatorji aminokislin, pri katerih je zahtevana nizka koncentracija natrija (ko je treba
zmanjati volumen kisline), je priporocljivo uporabiti raztopino notranjega osnovnega standarda (3.27.3).

V tem primeru se hidrolizatu pred uparevanjem dodata 2,00 ml raztopine notranjega osnovnega stan-
darda (3.27.3).

Hidrolizatu, pridobljenemu v skladu s tocko 5.3.2.3 ali 5.3.2.4, se dodata 2 kaplji 1-oktanola (3.15).

Z rotacijskim uparilnikom (4.7) se pod vakuumom pri 40 °C volumen zmanjsa na 5-10 ml. Ce se volumen
nenamerno zmanjsa na manj kot 5 ml, se mora hidrolizat izlociti in analiza zaceti znova.

pH se uravna na 2,20 z raztopino natrijevega hidroksida (3.18), nato pa se nadaljuje v skladu s tocko 5.3.4.

Za vse druge analizatorje aminokislin (4.9)

Hidrolizati, pridobljeni v skladu s tocko 5.3.2.3 ali 5.3.2.4, se delno nevtralizirajo, tako da se med mesanjem
pazljivo doda 17 ml raztopine natrijevega hidroksida (3.17), pri cemer se mora ohranjati temperatura pod 40 °C.

Pri sobni temperaturi se pH uravna na 2,20 z raztopino natrijevega hidroksida (3.17) in nato raztopino
natrijevega hidroksida (3.18). Nadaljuje se v skladu s tocko 5.3.4.

Raztopina vzorca za kromatografijo

Hidrolizat (5.3.3.1 ali 5.3.3.2), uravnan na pH, se s citratnim pufrom (3.24) prenese v 200-mililitrsko merilno
bucko in dopolni s pufrom (3.24) do oznake.

Ce notranji standard $e ni bil uporabljen, se dodata 2,00 ml notranjega standarda (3.27.3), nato pa se dopolni
s citratnim pufrom (3.24) do oznake. Temeljito se premesa.

Nadaljuje se s kromatografijo (5.4).

Ce se raztopine vzorca ne pregledajo e isti dan, se morajo shraniti pri temperaturi pod 5 °C.

Kromatografija

Pred kromatografijo mora biti temperatura ekstrakta (5.2) ali hidrolizata (5.3.4) enaka sobni temperaturi.
Mesanica se stresa, primerna koli¢ina pa se filtrira skozi membranski filter 0,22 pm (4.5). S to bistro raztopino se
opravi ionska izmenjevalna kromatografija z analizatorjem aminokislin (4.9).

Vbrizgavanje je lahko ro¢no ali avtomati¢no. Pomembno je, da se ista koli¢ina raztopine (< 0,5 %) doda koloni za
analizo standardov in vzorcev, razen ko se uporablja notranji standard, ter da je razmerje med natrijem in
aminokislino v raztopinah standarda in vzorca taksno, kot se uporablja ponavadi.
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6.1

Na splosno je pogostost umerjanja odvisna od stabilnosti reagenta ninhidrina in analitskega sistema. Standard ali
vzorec se razreddi s citratnim pufrom (3.24), da se doseZe povrsina vrha standarda, ki je 30-200 % povrSine vrha
aminokislin v vzorcu.

Kromatografija aminokislin se nekoliko razlikuje glede na vrsto uporabljenega analizatorja in smole. Izbrani
sistem mora imeti moznost locitve aminokisline med seboj in od materialov, ki vsebujejo ninhidrin. V delovnem
obmodju se mora kromatografski sistem odzivati linearno na spremembe koli¢in aminokislin, dodanih koloni.

analizira istomolarna raztopina (aminokislin, ki se dolocajo). Istomolarna raztopina mora vsebovati vsaj 30 %
najvedje vsebnosti vsake aminokisline, ki se lahko natan¢no izmeri s sistemom za analizo aminokislin (4.9).

Za locevanje treonina od serina razmerje med najniZjo in najvisjo vrednostjo za aminokislino z nizjo vrednostjo
izmed dveh prekrivajocih se aminokislin ne sme presegati 2:10. (Ce se dolocajo le cistein, metionin, treonin in
lizin, bo neustrezna locitev od sosednjih vrhov negativno vplivala na dolocanje.) Za vse druge aminokisline mora
biti locevanje boljse od 1:10.

Sistem mora zagotavljati, da se lizin lo¢i od ,lizinskih artefaktov* in ornitina.

Izracun rezultatov

Za vsako posamezno aminokislino se izracuna povrsina vzorca in najvisje vrednosti standarda ter koli¢ina (X),
izrazena v g aminokislin na kg vzorca.

_A><c><M><V
"Bxmx1000

, D
Ce se uporablja notranji standard, se pomnozi z: c

povrsina vrha hidrolizata ali ekstrakta;

= povrsina vrha standardne raztopine za umerjanje;

= povrsina vrha hidrolizata ali ekstrakta kot notranjega standarda;

= povrsina vrha standardne raztopine za umerjanje kot notranjega standarda;

2 O N w >
I

molska masa aminokisline, ki se doloca;

o
|

= koncentracija standarda v pmol/ml;
m = masa vzorca v gramih (popravljena na prvotno maso, e je vzorec posuSen ali razmascen);

V = ml celotnega hidrolizata (5.3.4) ali izracunani celotni volumen razredcitve ekstrakta (6.1) v ml.

Cistin in cistein se dolocata kot cisteinska kislina v hidrolizatih oksidiranega vzorca, vendar se izracunata kot
cistin (C¢H;,N,04S,, M 240,30 g/mol) z uporabo molske mase 120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30 g/mol).

Metionin se dolo¢a kot metionin-sulfon v hidrolizatih oksidiranega vzorca, vendar se izracuna kot metionin, pri
¢emer se uporabi molska masa metionina: 149,21 g/mol.

Dodani prosti metionin se doloca po ekstrakeiji kot metionin, za izra¢un pa se uporabi ista molska masa.

Celotni volumen razredcitve ekstraktov (F) za dolocanje prostih aminokislin (5.2) se izracuna po naslednji
formuli:

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

V = volumen koncnega ekstrakta.
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Ocena metode

Metoda je bila preskusena v mednarodni medlaboratorijski primerjavi, ki je bila izvedena leta 1990 s Stirimi
razlicnimi vrstami krme (meSana prai¢ja krma, meSanica za pitovne piscance, beljakovinski koncentrat,
premiks). Rezultati, brez izjem, s srednjimi vrednostmi in standardnimi odmiki so prikazani v preglednici v tej
tocki:

Srednje vrednosti v glkg

Aminokislina
Referen¢ni material

Treonin Cist(e)in Metionin Lizin

Mesana prasi¢ja krma 6,94 3,01 3,27 9,55
n=15 n=17 n=17 n=13

MesSanica za pitovne pis- 9,31 3,92 5,08 13,93
Cance n=16 n=18 n=18 n=16
Beljakovinski koncentrat 22,32 5,06 12,01 47,74
n=16 n=17 n=17 n=15

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

n = Stevilo sodelujocih laboratorijev.

Ponovljivost

Ponovljivost zgoraj navedene primerjave, izraZena kot ,standardni odmik v laboratoriju®, je prikazana v spodnji
preglednici:

Standardni odmik (S,) v laboratoriju, izrazen v glkg

Aminokislina
Referen¢ni material

Treonin Cist(e)in Metionin Lizin

Mesana prasicja krma 0,13 0,10 0,11 0,26
n=15 n=17 n=17 n=13

Mesanica za pitovne pis- 0,20 0,11 0,16 0,28
cance n=16 n=18 n=18 n=16

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

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

n = Stevilo sodelujocih laboratorijev.

Koeficient variacije (%) standardnega odmika (S,) v laboratoriju

Aminokislina
Referencni material

Treonin Cist(e)in Metionin Lizin

Mesana prasicja 1,9 3,3 3,4 2,8
krma n=15 n=17 n=17 n=13

Mesanica za pitovne 2,1 2,8 3,1 2,1
piScance n=16 n=18 n=18 n=16

Beljakovinski kon- 2,7 2,6 2,2 2,4
centrat n=16 n=17 n=17 n=15
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Aminokislina
Referen¢ni material
Treonin Cist(e)in Metionin Lizin
Premiks 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n = Stevilo sodelujocih laboratorijev.

7.2 Obnovljivost

Rezultati zgoraj navedene primerjave, izraZeni kot standardni odmik med laboratoriji, so prikazani v spodnji
preglednici:

Standardni odmik (Sg) med laboratoriji, izraZen v glkg

Aminokislina
Referen¢ni material

Treonin Cist(e)in Metionin Lizin

MeSana prasicja krma 0,28 0,30 0,23 0,30
n=15 n=17 n=17 n=13

Mesanica za pitovne pis- 0,48 0,34 0,55 0,75
Cance n=16 n=18 n=18 n=16
Beljakovinski koncentrat 0,85 0,62 1,57 1,24
n=16 n=17 n=17 n=15

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

n = Stevilo sodelujocih laboratorijev.

Koeficient variacije (%) standardnega odmika (Sg) med laboratoriji

Amino Acid
Referecni material

Treonin Cist(e)in Metionin Lizin

Mesana prasi¢ja krma 4,1 9,9 7,0 3,2
n=15 n=17 n=17 n=13

Mesanica za pitovne pis- 5,2 8,8 10,9 5,4
Cance n=16 n=18 n=18 n=16

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

Premiks 4,3 — 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16

n = Stevilo sodelujocih laboratorijev.

8. Uporaba referenénih materialov

Pravilna uporaba metode se preveri s ponovljenimi merjenji na potrjenih referen¢nih materialih, kadar so na
voljo. Priporoceno je umerjanje s potrjeno raztopino za umerjanje aminokislin.

9. Opombe

9.1 Zaradi razlik med analizatorji aminokislin se kot smernica obravnavajo koncne koncentracije raztopin
standardnih aminokislin za umerjanje (glej 3.27.4 in 3.27.5) in hidrolizata (glej 5.3.4).
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Za vse aminokisline je treba preveriti obmocje naprave, v katerem je odziv linearen.
Standardna raztopina se razredci s citratnim pufrom, da je povrsina vrha na sredini tega obmocja.

Kadar se za analizo hidrolizatov uporablja oprema za tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti, se morajo
eksperimentalni pogoji optimizirati v skladu s priporocili proizvajalca.

Pri uporabi metode za krmo, ki vsebuje ve¢ kot 1 % klorida (koncentrat, mineralna krma, nadomestna krma), se
lahko pojavi prenizka vrednost vsebnosti metionina in je zato potrebna posebna obdelava.

G. DOLOCAN]E TRIPTOFANA
Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje celotnega in prostega triptofana v krmi. Ne omogoca pa locevanja med obli-
kama D in L.

Nacelo

Za dolocanje celotnega triptofana se vzorec hidrolizira pri bazi¢nih pogojih z nasiceno raztopino barijevega
hidroksida in 20 ur segreva do 110 °C. Po hidrolizi se doda notranji standard.

Za dolocanje prostega triptofana se vzorec ekstrahira pri rahlo kislih pogojih v prisotnosti notranjega standarda.

Triptofan in notranji standard v hidrolizatu ali ekstraktu se dolocata s HPLC s fluorescencno detekcijo.

Reagenti

Uporabljati je treba dvakrat destilirano vodo ali vodo enake kakovosti (prevodnost < 10 pS/cm).
Standardna snov: triptofan (Cisto¢a/vsebnost = 99 %), osusen pod vakuumom nad fosforjevim pentoksidom

Snov, ki je notranji standard: a-metil-triptofan (¢istocajvsebnost > 99 %), osusen pod vakuumom nad fosforjevim
pentoksidom.

Barijev hidroksid oktahidrat (paziti je treba, da Ba(OH), .8 H,O ni pretirano izpostavljen zraku, da se ne bi tvoril
BaCOs, ki lahko moti dolocanje) (glej opombo 9.3).

Natrijev hidroksid

Ortofosforna kislina, m (m/m) = 85 %

Klorovodikova kislina, pyo 1,19 g/ml

Metanol, za HPLC

Petroleter, vrelisce 40—-60 °C

Raztopina natrijevega hidroksida, ¢ = 1 mol/l:

40,0 g NaOH (3.5) se raztopi v vodi in dopolni z vodo do 1 litra (3.1).
Klorovodikova kislina, ¢ = 6 mol/l:

492 ml HCl (3.7) se dopolni z vodo do 1 litra.
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Klorovodikova kislina, ¢ = 1 moll:

82 ml HCI (3.7) se dopolni z vodo do 1 litra.

Klorovodikova kislina, ¢ = 0,1 mol/l:

8,2 ml HCI (3.7) se dopolni z vodo do 1 litra.

Ortofosforna kislina, ¢ = 0,5 mol/l:

34 ml ortofosforne kisline (3.6) se dopolni z vodo (3.1) do 1 litra.
Koncentrirana raztopina triptofana (3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

v 500-mililitrski merilni bucki se raztopi 0,2553 g triptofana (3.2) v klorovodikovi kislini (3.13) in dopolni
s klorovodikovo kislino (3.13) do oznake. Hrani se najve¢ 4 tedne pri —18 °C.

Koncentrirana raztopina notranjega standarda, ¢ = 2,50 pmol/ml:

v 500-mililitrski merilni bucki se raztopi 0,2728 g a-metil-triptofana (3.3) v klorovodikovi kislini (3.13) in
dopolni se s klorovodikovo kislino (3.13) do oznake. Pri —18 °C se shrani najve¢ 4 tedne.

Standardna raztopina triptofana in notranjega standarda za umerjanje:

pripravi se 2,00 ml koncentrirane raztopine triptofana (3.15) in 2,00 ml koncentrirane raztopine notranjega
standarda (a-metil-triptofan) (3.16). Razredéi se z vodo (3.1) in metanolom (3.8) na priblizno enak volumen in
priblizno enako koncentracijo metanola (10-30 %) kot pri kon¢nem hidrolizatu.

Ta raztopina se mora pripraviti sveza pred uporabo.

Med pripravo jo je treba zascititi pred neposredno soncno svetlobo.

Ocetna kislina

1,1,1-trikloro-2-metil-2-propanol

Etanolamin, m (m/m) > 98 %

1 g 1,1,1-trikloro-2-metil-2-propanola (3.19) se raztopi v 100 ml metanola (3.8).

Mobilna faza za HPLC: 3,00 g ocetne kisline (3.18) + 900 ml vode (3.1) + 50,0 ml raztopine (3.21) 1,1,1-
trikloro-2-metil-2-propanola (3.19) v metanolu (3.8) (1 g/100 ml). pH se uravna na 5,00 z etanolaminom (3.20).
Dopolni se z vodo do 1 000 ml (3.1).

Oprema

Oprema HPLC s spektrofluorometri¢nim detektorjem

Kolona za tekocinsko kromatografijo, 125 mm x 4 mm Cy;, polnitev 3 pm ali enakovredna
pH meter

Bucka iz polipropilena, volumna 125 ml, s Sirokim vratom in zamaskom z navojem
Membranski filter, 0,45 pm

Avtoklav, 110 (= 2) °C, 1,4 (+ 0,1) bar

Mehanski stresalnik ali magnetno mesalo

Vorteks mesalnik
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Postopek
Priprava vzorcev

Vzorec se zdrobi, tako da preide skozi 0,5 mm sito. Vzorce z visoko vsebnostjo vlage je treba pred drobljenjem
osusiti na zraku pri temperaturi do 50 °C ali pa osusiti z zmrzovanjem. Vzorci z visoko vsebnostjo mascobe se
pred drobljenjem ekstrahirajo s petroletrom (3.9).

Dolocanje prostega triptofana (ekstrakt)

Primerna koli¢ina (1-5 g) pripravljenega vzorca (5.1) se natehta na 1 mg natancno in prenese v erlenmajerico.
Doda se 100,0 ml klorovodikove kisline (3.13) in 5,00 ml koncentrirane raztopine notranjega standarda (3.16).
Z mehanskim stresalnikom ali magnetnim meSalom (4.7) se stresa ali mesa 60 minut. Pusti se, da se usedlina
usede na dno, nato pa se odpipetira 10,0 ml supernatanta v ¢aso. Doda se 5 ml ortofosforne kisline (3.14). pH
raztopine se z natrijevim hidroksidom (3.10) uravna na 3. Doda se dovolj metanola (3.8), da je v kon¢nem
volumnu koncentracija metanola 10-30 %. Prenese se v merilno bucko primernega volumna in razred¢i z vodo
na volumen, potreben za kromatografijo (priblizno enak volumen kot pri standardni raztopini za ume-
rjanje (3.17)).

Pred vbrizganjem na HPLC kolono se nekaj ml raztopine prefiltrira skozi 0,45 pm membranski filter (4.5).
Nadaljuje se s kromatografijo v skladu s tocko 5.4.

Standardna raztopina in ekstrakti se zaicitijo pred neposredno sonéno svetlobo. Ce ni mozno analizirati
ekstraktov istega dne, se lahko hranijo najve¢ 3 dni pri 5 °C.

Dolocanje celotnega triptofana (hidrolizat)

0,1-1 g pripravljenega vzorca (5.1) se natehta na 0,2 mg natan¢no in prenese v bucko iz polipropilena (4.4).
Vsebnost dusika v natehtanem delu vzorca je priblizno 10 mg. Doda se 8,4 mg barijevega hidroksid oktahi-
drata (3.4) in 10 ml vode. Mesa se na vorteks mesalniku (4.8) ali z magnetnim mesalom (4.7). S teflonom
prevleceni magnet se pusti v meSanici. Stene posode se sperejo s 4 ml vode. Zapre se z zamaskom z navojem,
bucka pa se rahlo zapre. Prenese se v avtoklav (4.6), kjer je vrela voda, in pusti v pari 30-60 minut. Zapre se
avtoklav in 20 ur avtoklavira pri 110 (£ 2) °C.

Preden se avtoklav odpre, se temperatura zmanjsa nekoliko pod 100 °C. Da se prepreci kristalizacija
Ba(OH), x8 H,0, se topli mesanici doda 30 ml vode sobne temperature. Rahlo se pretresa ali mesa. Doda se
2,00 ml koncentrirane raztopine notranjega standarda (a-metil-triptofana) (3.16). Posode se 15 minut hladijo na
vodnifledeni kopeli.

Nato se doda 5 ml ortofosforne kisline (3.14). Posoda se zadrzi v hladilni kopeli, med meSanjem nevtralizira
s HCI (3.11), pH pa se s HCl (3.12) uravna na 3,0. Doda se dovolj metanola, da je koncentracija metanola
v konénem volumnu 10-30 %. Prenese se v merilno bucko primernega volumna in razred¢i z vodo do volumna,
potrebnega za kromatografijo (na primer 100 ml). Dodatek metanola ne povzro¢i obarjanja.

Pred vbrizganjem na HPLC kolono se nekaj ml raztopine prefiltrira skozi 0,45 pm membranski filter (4.5).
Nadaljuje se s kromatografijo v skladu s tocko 5.4.

Standardna raztopina in hidrolizati se zaiitijo pred neposredno sonéno svetlobo. Ce ni mozno analizirati
ekstraktov istega dne, se lahko hranijo najve¢ 3 dni pri 5 °C.

Dolocanje s HPLC

Za izokratsko eluiranje se lahko kot smernica uporabljajo naslednji pogoji; lahko se uporabljajo tudi drugi pogoji,
Ce zagotavljajo enakovredne rezultate (glej tudi opombi 9.1 in 9.2).

Kolona za tekocinsko kro- 125 mm x 4 mm, Cyg, polnitev 3 pm ali enakovredna
matografijo (4.2):

Temperatura kolone: sobna temperatura

Mobilna faza (3.22): 3,00 g ocetne kisline (3.18) + 900 ml vode (3.1) + 50,0 ml raztopine (3.21) 1,1,1-
trikloro-2-metil-2-propanola (3.19) v metanolu (3.8) (1 g/100 ml). pH raztopine se
z etanolaminom (3.20) uravna na 5,00. Dopolni se z vodo (3.1) do 1 000 ml.

Hitrost pretoka: 1 ml/min
Skupni Cas izvedbe: priblizno 34 min
Detekcijska valovna dolzina:ekscitacija: 280 nm, emisija: 356 nm.

Volumen, ki se vbrizga: 20 pl
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6. Izracun rezultatov

Koli¢ina triptofana (X), izrazena v g na 100 g vzorca, se izratuna po naslednji formuli:

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

A = povrsina vrha notranjega standarda, standardne raztopina za umerjanje (3.17);

B = povrsina vrha triptofana, ekstrakta (5.2) ali hidrolizata (5.3);

V; = volumen, v ml (2 ml), koncentrirane raztopine triptofana (3.15), dodane raztopini za umerjanje (3.17);

¢ = koncentracija, v pmol/ml (= 2,50), koncentrirane raztopine triptofana (3.15), dodane raztopini za ume-
rjanje (3.17);

V, = volumen, v ml, koncentrirane raztopine notranjega standarda (3.16), dodane pri ekstrakciji (5.2)
(= 5,00 ml) ali hidrolizatu (5.3) (= 2,00 ml);

C = povrsina vrha notranjega standarda, ekstrakta (5.2) ali hidrolizata (5.3);

= povrsina vrha triptofana, standardne raztopine za umerjanje (3.17);

V; = volumen, v ml (= 2,00 ml), koncentrirane raztopine notranjega standarda (3.16), dodane standardni
raztopini za umerjanje (3.17);

m = masa vzorca v g (popravljena na prvotno maso, ¢e je vzorec posusen infali razmascen);

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

7. Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati 10 % najvisjega
rezultata.

8. Rezultati medlaboratorijske Studije

Organizirana je bila medlaboratorijska 3tudija ES (Cetrta medlaboratorijska primerjava), pri kateri je
12 laboratorijev analiziralo 3 vzorce, da se potrdi metoda za hidrolizo. Vsak vzorec je bil analiziran petkrat.
Rezultati so prikazani v spodnji preglednici:

V. Vzorec 2
zorec 1 . X Vzorec 3
e Prasi¢ja krma z dodanim s
Pra51qa krma Lotri Koncentrat prasicje krme
-triptofanom
L 12 12 12
n 50 55 50
Srednja vrednost [g/kg] 2,42 3,40 4,22
S; [g/kg] 0,05 0,05 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 = Stevilo laboratorijev, ki so predlozili rezultate;
n = §tevilo uporabljenih posameznih rezultatov, razen izjem (identificiranih s testom za izjeme po Cochranu
in Dixonu);
S, = standardni odmik ponovljivosti;
Sk = standardni odmik obnovljivosti;
r = ponovljivost;
R = obnovljivost;
CV, = koeficient variacije ponovljivosti v %;
CVy = koeficient variacije obnovljivosti v %.
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9.1

Organizirana je bila $e ena medlaboratorijska Studija ES (tretja medlaboratorijska primerjava), v kateri je
13 laboratorijev analiziralo 2 vzorca, da se potrdi metoda za ekstrakcijo prostega triptofana. Vsak vzorec je bil
analiziran petkrat. Rezultati so prikazani v spodnji preglednici:

v Vzorec 5
zorec 4 Mesanica pSenice in soje (= vzorec 4)
MeSanica pSenice in soje z dodanim triptofanom (0,457 glkg1)
L 12 12
n 55 60
Srednja vrednost [g/kg] 0,391 0,931
S, lg/kg] 0,005 0,012
r [glkg] 0,014 0,034
v, [ %] 1,34 1,34
Sk [g/kgl 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CVi [ %] 471 5,11
L = stevilo laboratorijev, ki so predlozili rezultate;
n = Stevilo uporabljenih posameznih rezultatov, razen izjem (identificiranih s testom za izjeme po Cochranu
in Dixonu);
S, = standardni odmik ponovljivosti;
Sk = standardni odmik obnovljivosti;
r = ponovljivost;
R = obnovljivost;

CV, = koeficient variacije ponovljivosti v %;

CVy = koeficient variacije obnovljivosti v %.

Organizirana je bila e ena medlaboratorijska Studija ES, v kateri je do 7 laboratorijev analiziralo 4 vzorce, da se
potrdi metoda za hidrolizo triptofana. Rezultati so prikazani spodaj. Vsak vzorec je bil analiziran petkrat.

v Vzorec 2
zorec 1 ibi K ik Vzorec 3 Vzorec 4
Mesana prasicja krma Ri ]}j moxa z NIZKo Sojina moka Posneto mleko v prahu
vsel TlOSt]O mascob
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 119) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Srednja vrednost [g/ 2,064 8,801 6,882 5,236
kg]
S, [g/ke] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [gfkg] 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 = Stevilo laboratorijev, ki so predlozili rezultate;
n = Stevilo uporabljenih posameznih rezultatov, po izlocitvi izjem (identificiranih s testom za izjeme po
Cochranu in Dixonu);
S, = standardni odmik ponovljivosti;
Sg = standardni odmik obnovljivosti;
r = ponovljivost;
R = obnovljivost;
CV, = koeficient variacije ponovljivosti v %;

CVy = koeficient variacije obnovljivosti v %.

Opombe

Locevanje triptofana in a-metil-triptofana lahko izbolj$ajo naslednji posebni kromatografski pogoji.
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[zokratsko eluiranje, ki mu sledi gradientno ¢iscenje kolone:

Kolona za tekocinsko kro- 125 mm x 4 mm, Cyg, polnitev 5 pm ali enakovredna

matografijo:

Temperatura kolone: 32°C

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

Gradientni 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

Hitrost pretoka: 1,2 ml/min

Skupni ¢as izvedbe: priblizno 33 min

9.2 Kromatografija se spreminja glede na vrsto HPLC in uporabljeni material za polnitev kolone. Izbrani sistem mora

zagotavljati locevanje bazne linije triptofana in notranjega standarda. Poleg tega je pomembno, da se produkti
razgradnje dobro locijo od triptofana in notranjega standarda. Izvede se postopek s hidrolizatom brez notranjega
standarda, da se preveri bazna linija notranjega standarda za necistoce. Pomembno je, da je ¢as izvedbe dovolj
dolg, da se ecluirajo vsi produkti razgradnje, sicer lahko zapozneli vrhovi eluiranja motijo nadaljnje

kromatografiranje.

Kromatografski sistem se v delovnem obmocju odziva linearno. Linearni odziv se izmeri s konstantno (obicajno)
koncentracijo notranjega standarda in razli¢nimi koncentracijami triptofana. Zelo pomembno je, da so velikosti
vrhov triptofana in notranjega standarda v linearnem obmo¢ju HPLC/fluorescen¢nega sistema. Ce so vrhovi
triptofana in/ali notranjega standarda prenizki ali previsoki, se analiza ponovi z drugacno koli¢ino vzorca in/ali

drugacnim kon¢nim volumnom.

9.3 Barijev hidroksid

Topnost barijevega hidroksida se s staranjem zmanjsa. Posledica tega je motna raztopina za doloc¢itev HPLC, kar

lahko povzroci nizke rezultate za triptofan.

H.  DOLOCANJE SUROVIH OLJ IN MASCOB

1. Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje vsebnosti surovih olj in mascob v krmi. Ne omogoca analize oljnih semen in

oljnatega sadja.

Vrsta in sestava krme ter namena izvajanja analize vplivata na uporabo spodaj opisanih postopkov.

1.1 Postopek A — Surova olja in mascobe, ki se ekstrahirajo neposredno

Ta metoda se uporablja za krmo rastlinskega izvora, razen tiste, ki je zajeta v podrocju uporabe postopka B.

1.2 Postopek B — Celotna surova olja in mascobe

Ta metoda se uporablja za krmo Zivalskega izvora in za vse krmne mesanice. Uporablja se za vso krmo, iz katere
ni mogoce povsem ekstrahirati olj in mascob brez predhodne hidrolize (npr. gluteni, kvas, krompirjeve

beljakovine in izdelki, pri katerih se izvaja izrivanje, kosmicenje in segrevanje).

1.3 Razlaga rezultatoy

Vedno kadar je rezultat pri postopku B visji od rezultata pri postopku A, se kot prava vrednost sprejme rezultat,

dobljen pri postopku B.
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Nacelo
Postopek A

Vzorec se ekstrahira s petroletrom. Topilo se oddestilira, ostanek pa osusi in stehta.

Postopek B

Vzorec se med segrevanjem obdela s klorovodikovo kislino. Mesanica se ohladi in filtrira. Ostanek se spere in
osusi, nato pa se izvede dolocanje v skladu s postopkom A.

Reagenti

Petroleter, vrelisée 40-60 °C. Bromno Stevilo mora biti niZje od 1 in ostanek pri uparevanju nizji od 2 mg/
100 ml.

Natrijev sulfat, brezvodni
Klorovodikova kislina, ¢ = 3 mol/l

Filtracijsko sredstvo, npr. Kieselguhr, Hyflo-supercel

Oprema

Naprava za ekstrakcijo. Ce je opremljena s sifonom (naprava Soxhlet), je hitrost povratnega toka priblizno
10 ciklov na uro; ¢e ni opremljena s sifonom, je hitrost povratnega toka priblizno 10 ml na minuto.

Kartuse za ekstrakcijo, ki ne vsebujejo materialov, topnih v petroletru, in s poroznostjo, ki je v skladu
z zahtevami iz tocke 4.1.

Susilnik, vakuumski, nastavljen na 75 °C + 3 °C, ali zra¢ni, nastavljen na 100 °C * 3 °C.

Postopek
Postopek A (glej tocko 8.1)

5 g vzorca se natehta na 1 mg natancno, prenese v kartuso za ekstrakcijo (4.2) in pokrije s ¢epkom iz vate, ki ne
vsebuje mascobe.

Kartusa se postavi v ekstraktor (4.1) in Sest ur ekstrahira s petroletrom (3.1). Ekstrakt petroletra se zbere v suho
stehtano bucko, v kateri so delci plovca (1).

Topilo se oddestilira. Ostanek se osusi tako, da se bucka za uro in pol postavi v susilnik (4.3). Pusti se, da se
ohladi v eksikatorju, in stehta. Ponovno se susi 30 minut, da se zagotovi ohranitev konstantne mase olj in
mascob (izguba mase med dvema zaporednima tehtanjema ne sme presegati 1 mg).

Postopek B

2,5 g vzorca se natehta na 1 mg natancno (glej tocko 8.2), prenese v 400-mililitrsko ¢aso ali 300-mililitrsko
erlenmajerico in ter doda 100 ml klorovodikove kisline (3.3) in delci plovca. Casa se pokrije z urnim steklom ali
pa se erlenmajerica spoji s kondenzatorjem povratnega toka. Pri nizkem plamenu ali na elektriénem kuhalniku se
meSanica pocasi zavre in se pusti rahlo vreti eno uro. Paziti je treba, da se vzorec ne oprijema sten posode.

Ohladi se in doda toliko filtracijskega sredstva (3.4), da med filtracijo ne pride do izgub olja in mascob. Filtrira se
skozi navlazen, dvojni filtrirni papir, ki ne vsebuje mascob. Ostanek se spere s hladno vodo, dokler filtrat ni
nevtralen. Prepricati se je treba, da filtrat ne vsebuje nobenih olj ali mascob. Njihova prisotnost pomeni, da se
mora vzorec pred hidrolizo ekstrahirati s petroletrom po postopku A.

Kadar je treba kakovost olja ali mas¢ob naknadno $e preskusati, se delci plovca zamenjajo s steklenimi kroglicami.
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Dvojni filtrirni papir, na katerem je ostanek, se prenese na urno steklo in se uro in pol susi v susilniku (4.3) pri
100 °C + 3 °C.
Dvojni filtrirni papir s suhim ostankom se prenese v kartuso za ekstrahiranje (4.2) in pokrije s cepkom iz vate, ki
ne vsebuje mascob. Kartusa se postavi v ekstraktor (4.1), nato pa se nadaljuje, kakor je navedeno v drugem in
tretjem odstavku tocke 5.1.

6. Prikaz rezultatov
Masa ostanka se izrazi kot masni delez vzorca.

7. Ponovljivost
Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, ki jih na istem vzorcu izvaja isti analitik, ne presega:
— 0,2 % absolutne vrednosti za vsebnosti surovih olj in mascobe, nizje od 5 %,
— 4,0 % vi§jega rezultata za vsebnosti 5-10 %,
— 0,4 % absolutne vrednosti za vsebnosti nad 10 %.

8. Opombe

8.1 Pri proizvodih z visoko vsebnostjo olj in mascob, ki jih je tezko zdrobiti ali so neprimerni za pripravo
homogenega zmanjSanega skupnega preskusnega vzorca, se uporabi naslednji postopek.
20 g vzorca se natehta na 1 mg natan¢no in zmesa z 10 g ali ve¢ brezvodnega natrijevega sulfata (3.2). Ekstrahira
se s petroletrom (3.1), kakor je navedeno v tocki 5.1. Ekstrakt se dopolni s petroletrom do 500 ml (3.1) in
premesa. 50 ml raztopine se prenese v majhno suho stehtano bucko, v kateri so delci plovca. Oddestilira se
topilo, se osusi, nato pa se nadaljuje, kakor je doloceno v zadnjem odstavku tocke 5.1.
Iz ostanka po ekstrakciji v kartusi se odstrani topilo, ostanek se zdrobi do velikosti delcev 1 mm, vrne v kartuso
za ekstrakcijo (natrijev sulfat se ne doda), nato pa se nadaljuje, kakor je doloceno v drugem in tretjem odstavku
tocke 5.1.
Vsebnost olj in mascob kot masni delez vzorca se izracuna po naslednji formuli:

(10m1 + mz) x5

pri cemer je:
m; = masa ostanka po prvi ekstrakciji (alikvot ekstrakta) v gramih;
m, = masa ostanka po drugi ekstrakciji v gramih.

8.2 Pri proizvodih z nizko vsebnostjo olj in mascob se lahko preskusni vzorec poveca na 5 g.

8.3 Hrano za hisne Zivali, ki vsebuje veliko vode, je treba vcasih pred hidrolizo in ekstrakcijo po postopku B zmesati
z brezvodnim natrijevim sulfatom.

8.4 Pri tocki 5.2 je za spiranje ostanka po filtraciji morda ucinkoviteje uporabiti vroco vodo namesto hladne.

8.5 Pri nekateri krmi je morda treba podaljsati ¢as susenja na ve¢ kot uro in pol. Odve¢nemu suSenju se izogiba, saj
lahko povzroci nizke rezultate. Uporabi se lahko tudi mikrovalovna pecica.

8.6 Ce je vsebnost surovih olj/mas¢ob visja od 15 %, se pred hidrolizo po postopku A priporoca predhodna

ekstrakcija, pri postopku B pa ponovna ekstrakcija. Do dolo¢ene mere je to odvisno od vrste krme ter vrste olj in
mascob v krmi.
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L DOLOCANJE SUROVIH VLAKEN
Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje nemastnih organskih snovi v krmi, ki so netopne v kislih in baznih medijih ter so
ponavadi poimenovane surova vlakna.

Nacelo

Vzorec se po potrebi razmasti in zaporedno obdela s specificiranimi koncentracijami vrelih raztopin Zveplove
kisline in kalijevega hidroksida. Ostanek se loci s filtracijo skozi filter iz sintranega stekla, spere, posusi, stehta in
upepeli pri 475-500 °C. Izguba teze pri upepeljevanju ustreza vsebnosti surovih vlaken v preskusnem vzorcu.

Reagenti

Zveplova kislina, ¢ = 0,13 mol/l

Sredstvo proti penjenju (npr. n-oktanol)

Filtrirno sredstvo (Celite 545 ali enakovredno), segreto na 500 °C za tiri ure (8.6)
Aceton

Petroleter, vrelis¢e 40-60 °C

Klorovodikova kislina, ¢ = 0,5 mol/l

Raztopina kalijevega hidroksida, ¢ = 0,23 mol|l

Oprema

Enota za segrevanje za razklop z Zveplovo kislino in raztopino kalijevega hidroksida, opremljena z dodatkom za
filtrirni loncek (4.2) in odtocno cevjo, ki je preko zamaska priklopljena na tekocino in vakuum, po moZznosti
s stisnjenim zrakom. Pred vsako uporabo se enota pet minut segreva z vrelo vodo.

Stekleni filtrirni lon¢ek z namesceno filtrirno plosco iz sintranega stekla in velikosti por 40-90 pm. Pred prvo
uporabo ga je treba za nekaj minut segreti na 500 °C in ohladiti (8.6).

Valj, volumna vsaj 270 ml, s kondenzatorjem povratnega toka, primernim za vretje
Susilnik s termostatom
Zarilna pec s termostatom

Enota za ekstrakcijo, sestavljena iz podporne ploice za filtrirni loncek (4.2) in odtocne cevi, ki je preko zamaska
priklopljena na vakuum in tekocino.

Obrocki, ki povezejo enoto za segrevanje (4.1), lonéek (4.2) in valj (4.3) ter enoto za hladno ekstrakcijo (4.6) in
loncek.

Postopek

1 g pripravljenega vzorca se natehta na 1 mg natancno in prenese v loncek (4.2) (glej opombe 8.1, 8.2 in 8.3),
Cemur se doda 1 g filtrirnega sredstva (3.3).

Najprej se povezeta enota za segrevanje (4.1) in filtrirni loncek (4.2), nato pa valj (4.3) in lonéek. V povezana valj
in loncek se nalije 150 ml vrele Zveplove kisline (3.1) in po potrebi nekaj kapljic sredstva proti penjenju (3.2).

Tekocina se zavre v 5 + 2 minutah ter pusti mocno vreti natanéno 30 minut.
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Odpre se zamasek na odtocni cevi (4.1), Zveplova kislina se pod vakuumonm filtrira skozi filtrirni lonéek, ostanek
pa se trikrat spere s po 30 ml vrele vode, da je filtrirni ostanek po vsakem spiranju suh.

Odto¢ni zamasek se zapre, v povezana valj in loncek se nalije 150 ml vrele raztopine kalijevega hidroksida (3.7),
nato pa se doda nekaj kapljic sredstva proti penjenju (3.2). Tekocina se zavre v 5 + 2 minutah ter pusti mo¢no
vreti natanéno 30 minut. To se filtrira, postopek spiranja pa se ponovi, kakor je bil uporabljen za Zveplovo
kislino.

Po kon¢nem spiranju in suSenju se loncek z vsebino odklopi in priklopi na enoto za hladno ekstrakcijo (4.6).
Ostanek v loncku se pod vakuumom trikrat spere s po 25 ml acetona (3.4), da je filtrirni ostanek po vsakem
spiranju suh.

Lonéek se susi v susilniku pri 130 °C do konstantne teZe. Po vsakem susenju se ohladi v eksikatorju in hitro
stehta. Loncek se postavi v Zarilno pec in pri 475-500 °C Zari najmanj 30 minut do konstantne teZe (izguba teze
med dvema zaporednima tehtanjema ne sme presegati 2 mg).

Po vsakem segrevanju in pred merjenjem se loncek najprej ohladi v peci, nato pa e v eksikatorju.

Slepi preskus se izvede brez vzorca. Izguba teze pri Zarjenju ne sme presegati 4 mg.

Izracun rezultatov

Vsebnost surovih vlaken, izrazena kot masni deleZ vzorca, se izrauna po naslednji formuli:

(1’1’10 _1’1’11) x 100
m

X=

pri cemer je:

m = masa vzorca v gramih;
mg = izguba mase po Zarjenju pri dolocanju v gramih;

m; = izguba mase po Zarjenju pri slepem preskusu v gramih.

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati:

— 0,6 % absolutne vrednosti za vsebnosti surovih vlaken, manjse od 10 %,

— 6 % vi§je vrednosti za vsebnosti surovih vlaken 10 % ali vec.

Opombe

Krmo, ki vsebuje ve¢ kakor 10 % surovih mascob, je treba pred analizo razmastiti s petroletrom (3.5). Filtrirni
loncek (4.2) z vsebino se poveze z enoto za hladno ekstrakeijo (4.6), ostanek pa se pod vakuumom trikrat spere
s po 30 ml petroletra, da je ostanek suh. Loncek z vsebino se poveZe z enoto za segrevanje (4.1), nadaljuje pa se
v skladu s tocko 5.

Krmo, ki vsebuje mascobe, ki se ne morejo neposredno ekstrahirati s petroletrom (3.5), je treba razmastiti, kakor
je navedeno v tocki 8.1, in ponovno razmastiti po vretju s kislino. Po vretju s kislino in nadaljnjim spiranjem se
loncek z vsebino poveze z enoto za hladno ekstrakcijo (4.6) ter trikrat spere s po 30 ml acetona in trikrat s po
30 ml petroletra. Filtrira se pod vakuumom do suhega stanja, nadaljuje pa se, kakor je navedeno v tocki 5, pri
Cemer se zacne z dodajanjem kalijevega hidroksida.
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Ce krma vsebuje ve¢ kot 5 % karbonatov, izrazenih kot kalcijev karbonat, se loncek (4.2) z natehtanim vzorcem
poveze z enoto za segrevanje (4.1). Vzorec se trikrat spere s po 30 ml klorovodikove kisline (3.6). Po vsakem
dodajanju je treba vzorec pustiti stati pribliZzno eno minuto, preden se filtrira. Ponovno se spere s 30 ml vode,
nato pa se nadaljuje, kakor je navedeno v tocki 5.

Ce se uporablja naprava v obliki stojala (Stevilni lon¢ki, povezani na isto enoto za segrevanje), se v isti seriji ne
smeta opraviti posamezni dolocanji na istem vzorcu za analizo.

Ce je po vretju tezko filtrirati kisle in bazi¢ne raztopine, se uporabi stisnjen zrak skozi odtoéno cev enote za
segrevanje in se nato nadaljuje s filtriranjem.

Temperatura Zarjenja ne presega 500 °C, da se podaljsa obstojnost steklenih filtrirnih lonckov. Potrebna je
previdnost, da se preprecijo odvecni toplotni Soki med segrevanjem ali hlajenjem.

J. DOLOCANJE SLADKORJA
Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje koli¢ine reducirajocih sladkorjev in celotnih sladkorjev po inverziji, izrazenih kot
glukoza ali, kadar je to primerno, saharoza s faktorjem preraunavanja 0,95. Uporablja se za krmne meSanice. Za
drugo krmo se uporabljajo posebne metode. Kadar je primerno, se laktoza izmeri loCeno in uposteva pri
izra¢unu rezultata.

Nacelo

Sladkorji se ekstrahirajo z razredCenim etanolom in raztopina se zbistri z raztopinama Carrez I in II. Po
odstranitvi etanola se dolocijo koli¢ine pred inverzijo in po njej po Luff-Schoorlovi metodi.

Reagenti

Etanol, 40-odstotna raztopina (v/v), gostota: 0,948 g/ml pri 20 °C, nevtraliziran proti fenolftaleinu

Raztopina Carrez I: 21,9 g cinkovega acetata Zn (CH;COO), x 2H,0 in 3 g ledoceta se raztopijo v vodi. Dopolni
se z vodo do 100 ml.

Raztopina Carrez II: 10,6 g kalijevega ferocianida K4 Fe (CN)s x 3H,0O se raztopi v vodi. Dopolni se z vodo do
100 ml.

Metiloranz 0,1-odstotna raztopina (m/v)
Klorovodikova kislina, 4 mol/l
Klorovodikova kislina, 0,1 mol/l
Raztopina natrijevega hidroksida, 0,1 mol/l
Luff-Schoorlov reagent:

Med previdnim meSanjem se v raztopimo natrijevega karbonata (3.8.3) vlije raztopina citronske kisline (3.8.2).
Doda se raztopina bakrovega sulfata (3.8.1), nato pa se dopolni z vodo do 1 litra. Pusti se ¢ez no¢ in nato filtrira.

Preveri se koncentracija tako dobljenega reagenta (Cu 0,05 mol/l; Na, CO; 1 molfl), glej zadnji odstavek
tocke 5.4. pH raztopine je priblizno 9,4.

Raztopina bakrovega sulfata: v 100 ml vode se raztopi 25 g bakrovega sulfata (Cu SO, 5H,0), ki ne vsebuje
zeleza.
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Raztopina citronske kisline: v 50 ml vode se raztopi 50 g citronske kisline (C¢HgO,.H,0).

Raztopina natrijevega karbonata: v priblizno 300 ml tople vode se raztopi 143,8 g brezvodnega natrijevega
karbonata. Pusti se, da se ohladi.

Raztopina natrijevega tiosulfata, 0,1 mol/l.

Raztopina Skroba: v liter vrele vode se doda suspenzija 5 g topnega skroba v 30 ml vode. Pusti se vreti 3 minute,
nato se ohladi in po potrebi doda 10 mg Zivosrebrovega jodida kot konzervansa.

Zveplova kislina, 3 mol/l
Kalijev jodid, 30-odstotna raztopina (m/v)
Zdrobljen plovec, prevret v klorovodikovi kislini, opran z vodo in osusen

3-metilbutan-l-ol

Oprema

Mesalnik: priblizno 35 do 40 obr./min.

Postopek
Ekstrakcija vzorca

2,5 g vzorca se natehta na 1 mg natan¢no in prenese v 250-mililitrsko merilno bucko. Doda se 200 ml eta-
nola (3.1) in v mesalniku mesa 1 uro. Doda se 5 ml raztopine Carrez I (3.2) in meSa priblizno 30 sekund. Doda
se 5 ml raztopine Carrez II (3.3) in ponovno mes$a 1 minuto. Dopolni se z etanolom (3.1) do oznake,
homogenizira in filtrira. Odstrani se 200 ml filtrata in upari priblizno do polovice, da se odstrani skoraj ves
etanol. Ostanek po uparevanju se s toplo vodo prenese v 200-mililitrsko merilno bucko, ohladi se, dopolni
z vodo do oznake, homogenizira in po potrebi filtrira. Ta raztopina se uporabi za dolocanje koli¢ine
reducirajocih sladkorjev, po inverziji pa celotnih sladkorjev.

Doloéanje reducirajocih sladkorjev

Odpipetira se najve¢ 25 ml raztopine, ki vsebuje manj kot 60 mg reducirajocih sladkorjev, izrazenih kot glukoza.
Po potrebi se dopolni z destilirano vodo do 25 ml in doloci vsebnost reducirajocih sladkorjev po Luff-Schoorlovi
metodi. Rezultat se izrazi kot masni delez glukoze v vzorcu.

Dolocanje celotnih sladkorjev po inverziji

50 ml raztopine se odpipetira v 100-mililitrsko merilno bucko. Doda se nekaj kapljic raztopine metilo-
ranza (3.4), nato pa se previdno in ob neprestanem mesanju doda klorovodikova kislina (3.5), dokler tekocina na
postane mocno rdeca. Doda se 15 ml klorovodikove kisline (3.6), bucka se potopi v skoraj vrelo vodno kopel in
v njej pusti 30 minut. Hitro se ohladi na priblizno 20 °C, nato pa se doda 15 ml raztopine natrijevega hidro-
ksida (3.7). Dopolni se z vodo do 100 ml in homogenizira. Odpipetira se najve¢ 25 ml raztopine, ki vsebuje
manj kot 60 mg reducirajocih sladkorjev, izrazenih kot glukoza. Po potrebi se dopolni z destilirano vodo do
25 ml in doloci vsebnost reducirajocih sladkorjev po Luff-Schoorlovi metodi. Rezultat se izrazi kot masni delez
glukoze ali, kadar je to primerno, saharoze tako, da se pomnozi s faktorjem 0,95.

Titracija po Luff-Schoorlovi metodi

25 ml Luff-Schoorlovega reagenta (3.8) se odpipetira v 300-mililitrsko erlenmajerico; doda se natan¢no 25 ml
zbistrene raztopine sladkorja. Dodata se 2 zrni plovca (3.13) in med ro¢nim meSanjem se segreva nad prostim
plamenom srednje visine tako, da raztopina zavre v priblizno dveh minutah. Erlenmajerica se takoj postavi na
Zitno mreZico, prevleceno z azbestom, ki ima odprtino s premerom 6 cm, pod katero je prizgan plamen. Plamen
se naravna tako, da se segreva le dno erlenmajerice. Na erlenmajerico se namesti kondenzator povratnega toka.
Pusti se vreti natan¢no 10 minut. Takoj se ohladi v mrzli vodi in ¢ez priblizno pet minut titrira na naslednji
nadin:
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doda se 10 ml raztopine kalijevega jodida (3.12) in takoj nato (previdno zaradi moZnosti mo¢nega penjenja)
25 ml Zveplove kisline (3.11). Z raztopino natrijevega tiosulfata (3.9) se titrira do svetlorumene barve, doda se
indikator skrob (3.10), nato pa se titracija zakljuci.

Enaka titracija se izvede brez vretja z natan¢no izmerjeno mesanico 25 ml Luff-Schoorlovega reagenta (3.8) in
25 ml vode, potem ko se ji doda 10 ml raztopine kalijevega jodida (3.12) in 25 ml Zveplove kisline (3.11).

Izraun rezultatov

S pomodjo preglednice se doloci koli¢ina glukoze v mg, ki ustreza razliki med vrednostma obeh titracij, izraZeni
v mg natrijevega tiosulfata 0,1 mol/l. Rezultat se izrazi kot masni delez vzorca.

Posebni postopki

Pri krmi, ki vsebuje veliko melase, in drugi krmi, ki ni zelo homogena, se natehta 20 g vzorca in s 500 ml vode
prenese v litrsko merilno bucko. V mesalniku se mesa 1 uro. Raztopina se zbistri z uporabo reagentov
Carrez I (3.2) in II (3.3), kakor je opisano v tocki 5.1, vendar se uporabi tirikratna koli¢ina vsakega reagenta.
Bucka se dopolni z 80-odstotnim etanolom (v/v) do oznake.

Homogenizira se in filtrira. Etanol se odstrani, kakor je opisano v tocki 5.1. Ce ni dekstriniranega kroba, se
dopolni do oznake z destilirano vodo.

V primeru melas in posamic¢ne krme, ki vsebujejo veliko sladkorja in so skoraj brez Skroba (rozi¢i, posusene
rezine pese itd.), se natehta 5 g in prenese v 250-mililitrsko merilno bucko, doda se 200 ml destilirane vode in
eno uro ali po potrebi ve¢ mesa v mesalniku. Raztopina se zbistri z uporabo reagentov Carrez I (3.2) in I (3.3),
kakor je opisano v tocki 5.1. Dopolni se z mrzlo vodo do oznake, homogenizira in filtrira. Za dolocanje koli¢ine
celotnih sladkorjev se nadaljuje, kakor je opisano v tocki 5.3.

Opombe

Za preprecevanje penjenja je priporocljivo, da se pred vretjem z Luff-Schoorlovim reagentom doda (ne glede na
volumen) priblizno 1 ml 3-metilbutan-l-ola (3.14).

Razlika med vsebnostjo celotnih sladkorjev po inverziji, izrazenih kot glukoza, in vsebnostjo reducirajocih
sladkorjev, izrazenih kot glukoza, pomnoZzeno z 0,95, je masni deleZi saharoze.

Za dolocanje vsebnosti reducirajocih sladkorjev, razen laktoze, se lahko uporabljata dve metodi:

za priblizen izracun se vsebnost laktoze, dolocena z drugo analitsko metodo, pomnozi z 0,675, dobljeni rezultat
pa se odsteje od vsebnosti reducirajocih sladkorjev;

za natancen izracun reducirajocih sladkorjev, razen laktoze, je treba za kon¢no dolocitev uporabiti isti vzorec.
Ena od analiz se izvede na delu raztopine, ki nastane pri postopku iz tocke 5.1, druga pa na delu raztopine, ki
nastane pri dolo¢anju laktoze z metodo, dolo¢eno za navedeni namen (po fermentiranju drugih vrst sladkorja in
zbistritve).

V obeh primerih se koli¢ina sladkorja dolo¢i z Luff-Schoorlovo metodo in izra¢una v mg glukoze. Ena vrednost
se odsteje od druge in razlika se izrazi kot masni delez vzorca.

Primer:

Za vsako dolocanje oba uporabljena volumna ustrezata 250 mg vzorca.

V prvem primeru se porabi 17 ml raztopine natrijevega tiosulfata 0,1 mol/l, kar ustreza 44,2 mg glukoze,
v drugem pa 11 ml, kar ustreza 27,6 mg glukoze.

Razlika je 16,6 mg glukoze.
Vsebnost reducirajocih sladkorjev (razen laktoze), izracunana kot glukoza, je zato:

4 x 16,6

=6,64 %
10 ’
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Preglednica vrednosti za 25 ml Luff-Schoorlovega reagenta

ml Na, S, O3 0,1 mol/l, 2 minuti segrevanja, 10 minut vretja

Na,S,04 Glukoza, frgktoz'a,msladkorji Laktoza Maltoza Na,$,05
po inveriziji
0,1 mol/l CoHpy04 Cy,H,,0p, Ci,H,,0p, 0,1 mol/l
ml mg razlika mg razlika mg razlika ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23

K. DOLOCANJE LAKTOZE
Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje ravni laktoze v krmi, ki vsebuje ve¢ kot 0,5 % laktoze.

Nacelo

Sladkorji se raztopijo v vodi. Raztopina se fermentira s kvasovkami vrste Saccharomyces cerevisiae, ki ne
spreminjajo laktoze. Po zbistritvi in filtriranju se vsebnost laktoze v filtratu dolo¢i po Luff-Schoorlovi metodi.

Reagenti

Suspenzija kvasovk vrste Saccharomyces cerevisiae: 25 g svezih kvasovk se raztopi v 100 ml vode. Suspenzija je ob
hranjenju v hladilniku uporabna najvec en teden.

Raztopina Carrez I: 21,9 g cinkovega acetata Zn (CH; COO), 2H,0 in 3 g ledoceta se raztopijo v vodi. Dopolni
se z vodo do 100 ml.

Raztopina Carrez II: 10,6 g kalijjevega ferocianida K, Fe (CN)s 3H,0 se raztopi v vodi. Dopolni se z vodo do
100 ml.

Luff-Schoorlov reagent:

med previdnim mesanjem se v raztopino natrijevega karbonata (3.4.3) vlije raztopina citronske kisline (3.4.2).
Doda se raztopina bakrovega sulfata (3.4.1), nato pa se dopolni z vodo do 1 litra. Pusti se ¢ez no¢ in nato filtrira.
Preveri se koncentracija tako dobljenega reagenta (Cu 0,05 mol/l, Na, CO; 1 mol/l). pH raztopine je priblizno
9,4.
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Raztopina bakrovega sulfata: v 100 ml vode se raztopi 25 g bakrovega sulfata (Cu SO, x 5H,0), ki ne vsebuje
zeleza.

Raztopina citronske kisline: v 50 ml vode se raztopi 50 g citronske kisline (C4HgO;xH,0).

Raztopina natrijevega karbonata: v priblizno 300 ml tople vode se raztopi 143,8 g brezvodnega natrijevega
karbonata. Pusti se, da se ohladi.

Zdrobljen plovec, prevret v klorovodikovi kislini, opran z vodo in osusen
Kalijev jodid, 30-odstotna raztopina (m/v)

Zveplova kislina, 3 mol/l

Raztopina natrijevega tiosulfata, 0,1 mol/l

Raztopina $kroba: v liter vrele vode se doda suspenzija 5 g topnega skroba v 30 ml vode. Pusti se vreti 3 minute,
nato pa se ohladi in po potrebi doda 10 mg Zivosrebrovega jodida kot konzervansa.

Oprema

Vodna kopel s termostatom, nastavljenim na 38-40 °C

Postopek

1 g vzorca se natehta na 1 mg natan¢no in prenese v 100-mililitrsko merilno bucko. Doda se 25-30 ml vode.
Bucka se za 30 minut postavi v vrelo vodno kopel, nato ohladi na priblizno 35 °C. Doda se 5 ml suspenzije
kvasovk (3.1) in homogenizira. Bucka se pusti 2 uri v vodni kopeli pri temperaturi 38-40 °C. Ohladi se na
priblizno 20 °C.

Doda se 2,5 ml raztopine Carrez I (3.2) in meSa 30 sekund, nato se doda 2,5 ml raztopine Carrez II (3.3) in
ponovno mesa 30 sekund. Dopolni se z vodo do 100 ml, premesa in filtrira. Del filtrata, ki ne presega 25 ml in
ki priporocljivo vsebuje 40 do 80 mg laktoze, se odpipetira in prenese v 300-mililitrsko erlenmajerico. Po
potrebi se dopolni z vodo do 25 ml.

Slepi preskus s 5 ml suspenzije kvasovk (3.1) se izvede pri enakih pogojih. Vsebnost laktoze se dolo¢i po Luff-
Schoorlovi metodi na naslednji nacin: doda se natan¢no 25 ml Luff-Schoorlovega reagenta (3.4) in 2 zrni plov-
ca (3.5). Med ro¢nim mesanjem se segreva nad prostim plamenom srednje jakosti tako, da tekocina zavre
v priblizno 2 minutah. Erlenmajerica se takoj postavi na zi¢no mrezico, prevleceno z azbestom, ki ima odprtino
s premerom 6 cm, pod Katero je priZgan plamen. Plamen se naravna tako, da se segreva le dno erlenmajerice. Na
erlenmajerico se namesti kondenzator povratnega toka. Pusti se vreti natancno 10 minut. Takoj se ohladi v mrzli
vodi in ¢ez priblizno 5 minut titrira na naslednji nacin:

doda se 10 ml raztopine kalijevega jodida (3.6) in takoj nato (previdno zaradi moznosti mo¢nega penjenja) 25 ml
zveplove kisline (3.7). Z raztopino natrijevega tiosulfata (3.8) se titrira do svetlorumene barve, doda se indikator
skrob (3.9), nato pa se titracija zakljuci.

Enaka titracija se izvede brez vretja z natan¢no izmerjeno mesanico 25 ml Luff-Schoorlovega reagenta (3.4) in
25 ml vode, potem ko se ji doda 10 ml raztopine kalijevega jodida (3.6) in 25 ml Zveplove kisline (3.7).

Izraun rezultatov

S pomogjo priloZene preglednice se doloci koli¢ina laktoze v mg, ki ustreza razliki med rezultatoma dveh titracij,
izrazenih v ml natrijevega tiosulfata 0,1 mol/L.

Rezultat se izrazi kot masni delez brezvodne laktoze v vzorcu.

Opomba

Pri proizvodih, ki vsebujejo ve¢ kot 40 % fermentiranega sladkorja, se uporabi ve¢ kot 5 ml suspenzije kva-
sovk (3.1).
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Preglednica vrednosti za 25 ml Luff-Schoorlovega reagenta

ml Na, S, O3 0,1 mol/l, 2 minuti segrevanja, 10 minut vretja

Na,$,05 Glukoza, frpkt()z‘a,“_sladkorji Laktoza Maltoza Na,$,05
0,1 molfl po mvenzil CioHnOns CiHnOns 0.1 molfl
’ CeH1,04 '
ml mg razlika mg razlika mg razlike 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. DOLOCANJE SKROBA

Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje ravni $kroba in visokomolekularnih produktov razgradnje $kroba v krmi za
preverjanje skladnosti z oznaceno energijsko vrednostjo (dolocbe iz Priloge VII) in Direktivo Sveta 96/25/ES (1).

Nacelo

Metoda vklju¢uje dve dolocanji. Pri prvi se vzorec obdela z razred¢eno klorovodikovo kislino. Po zbistritvi in

POLARIMETRICNA METODA

filtriranju se izmeri opti¢na rotacija raztopine s polarimetrijo.

Pri drugi se vzorec ekstrahira s 40-odstotnim etanolom. Po nakisanju filtrata s klorovodikovo kislino ter zbistritvi
in filtriranju se izmeri opti¢na rotacija tako kot pri prvem dolocanju.

Razlika med dvema meritvama, pomnoZena z znanim faktorjem, je vsebnost skroba v vzorcu.

Reagenti

Klorovodikova kislina, 25-odstotna raztopina (m/v), gostota: 1,126 g/ml

UL L 125, 23.5.1996, str. 35.
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6.1

Trikloroocetna kislina, 1,13-raztopina raztopina (m/v)

Koncentracija se mora preveriti s titracijo z 0,1 mol/l raztopino natrijevega hidroksida v prisotnosti 0,1-
odstotnega (m/v) metil rdecega v 94-odstotnem (v/v) etanolu. Za nevtralizacijo 10 ml je potrebno 30,94 ml
NaOH 0,1 mol/l.

Raztopina Carrez I: 21,9 g cinkovega acetata Zn(CH;COO), 2H,0 in 3 g ledoceta se raztopi v vodi. Dopolni se
z vodo do 100 ml.

Raztopina Carrez II: 10,6 g kalijevega ferocianida K,(Fe(CN)s 3H,O se raztopi v vodi. Dopolni se z vodo do
100 ml.

Etanol, 40-odstotna raztopina (v[v), gostota: 0,948 g/ml pri 20 °C

Oprema

250-mililitrska erlenmajerica s standardnim brusenim vratom in kondenzatorjem povratnega toka

Polarimeter ali saharometer

Postopek
Priprava vzorca

Vzorec se zdrobi tako, da vsi delci preidejo skozi sito z okroglimi luknjicami premera 0,5 mm.

Dolocanje celotne opticne rotacije (P ali S) (glej opombo 7.1)

2,5 g zdrobljenega vzorca se natehta na 1 mg natan¢no in prenese v 100-mililitrsko merilno bucko. Doda se
25 ml klorovodikove kisline (3.2), pretrese se, da nastane enakomerna porazdelitev preskusnega vzorca, nato pa
se doda nadaljnjih 25 ml klorovodikove kisline (3.2). Bucka se potopi v vrelo vodno kopel in prve 3 minute
mocno in enakomerno stresa, da se prepreci nastanek aglomeratov. V vodni kopeli mora biti toliko vode, da
kopel ostane na tocki vrelisca, ko se vanjo potopi bucka. Bucke se med stresanjem ne sme odstraniti iz kopeli. Po
natanko 15 minutah se bucka odstrani iz kopeli, doda se 30 ml hladne vode, nato pa se takoj ohladi na 20 °C.

Doda se 5 ml Raztopine Carrez I (3.3) in stresa priblizno 30 sekund. Nato se doda 5 ml raztopine Carrez II (3.4)
in ponovno stresa 30 sekund. Dopolni se z vodo do oznake, premesa in filtrira. Ce filtrat ni popolnoma bister
(kar je redko), se ponovi dolocanje z uporabo vegje kolicine raztopin Carrez I in II, na primer 10 ml.

Opti¢na rotacija raztopine v 200-milimetrski epruveti se izmeri s polarimetrom ali saharimetrom.

Doloéanje opticne rotacije (P ali S’) snovi, ki so topne v 40-odstotnem etanolu

5 g vzorca se natehta na 1 mg natan¢no, prenese v 100-mililitrsko merilno bucko in doda se priblizno 80 ml
etanola (3.5) (glej opombo 7.2). Bucka se pusti stati 1 uro na sobni temperaturi; v tem Casu se Sestkrat mo¢no
pretrese, da se preskusni vzorec temeljito premesa z etanolom. Dopolni se z etanolom (3.5) do oznake, premesa
in filtrira.

50 ml filtrata (kar ustreza 2,5 g vzorca) se odpipetira v 250-mililitrsko erlenmajerico, doda se 2,1 ml
klorovodikove kisline (3.1) in mocno pretrese. Erlenmajerica se spoji s kondenzatorjem povratnega toka in
potopi v vrelo vodno kopel. Po natanko 15 minutah se erlenmajerica odstrani iz kopeli, vsebina se prenese
v 100-mililitrsko merilno bucko, spere se z malo hladne vode in ohladi na 20 °C.

Za zbistritev se uporabita raztopini Carrez I (3.3.) in Il (3.4), dopolni se z vodo do oznake, premesa in filtrira,
nato pa se izmeri opticna rotacija, kakor je navedeno v drugem in tretjem odstavku tocke 5.2.
Izraéun rezultatov

Vsebnost $kroba (%) se izracuna na naslednji nacin:

meritve s polarimetrom

2 000(P-P)

Teneur en amidon (%) = T
[alp

p = celotna opti¢na rotacija v kotnih stopinjah;
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P = opti¢na rotacija snovi, ki so topne v 40-odstotnem (V/V) etanolu, v kotnih stopinjah;
[a]éo" = specifi¢na opti¢na rotacija Cistega Skroba. Vrednosti, © ki se ponavadi uporabljajo za ta faktor, so:
+185,9% rizev skrob;
+185,7° krompirjev $krob;
+ 184,6% koruzni skrob;
+182,7°: penicni $krob;
+181,5% je¢meni $krob;
+181,3° ovseni $krob;
+184,0°: druge vrste skroba in $krobnih mesanic v krmnih mesanicah.
6.2 meritve s saharimetrom
2000 (2Nx0,665)x(S-S) 26,6 Nx (S-S
Teneur en amidon (%) = ——5 ¥ ( ) x ( ) 20€ )
[alp 100 [ap
S = celotna opti¢na rotacija v stopinjah saharimetra;
s = opti¢na rotacija snovi, ki so topne v 40-odstotnem (v/v) etanolu, v stopinjah saharimetra;
N = masa (g) saharoze v 100 ml vode, pri kateri je opti¢na rotacija 100 saharimetrskih stopinj, kadar se
meri z uporabo 200-milimetrske epruvete;
16,29 g za francoske saharimetre;
26,00 g za nemske saharimetre;
20,00 g za meSane saharimetre;
[a])" = specificna optitna rotacija Cistega $kroba (glej 6.1).
6.3 Ponovljivost
Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati 0,4 absolutne
vrednosti za vsebnost $kroba, ki je niZja od 40 %, in 1 % relativne vrednosti za vsebnost skroba, ki je enaka ali
vigja od 40 %.
7. Opombe
7.1 Ce vzorec vsebuje ved kot 6 % karbonatov, izracunanih v obliki kalcijevega karbonata, se jih mora pred
dolocanjem celotne opticne rotacije razkrojiti z obdelavo z natanéno primerno koli¢ino razredéene Zveplove
kisline.
7.2 V primeru proizvodov, ki imajo visoko vsebnost laktoze, kot je serum mleka v prahu ali posneto mleko v prahu,
se po dodatku 80 ml etanola (3.5) izvaja naslednje: bucka se spoji s kondenzatorjem povratnega toka in se za
30 minut potopi v vodno kopel pri 50 °C. Pusti se, da se ohladi, in nadaljuje z analizo, kakor je navedeno
v tocki 5.3.
7.3 Naslednja posami¢na krmila, kadar so prisotna v znatni koli¢ini v krmi, povzrocajo motnje pri dolocanju

vsebnosti skroba s polarimetri¢no metodo, zaradi ¢esar so lahko rezultati nepravilni:

—  proizvodi iz (sladkorne) pese, kot so pulpa (sladkorne) pese, melasa (sladkorne) pese, melasirana pulpa
(sladkorne) pese, usedlina pri destilaciji (sladkorne) pese, (pesni) sladkor,

—  pulpa agrumov,

— laneno seme; laneno seme z nizjo vsebnostjo mascobe; ekstrahirano laneno seme,

— seme oljne ogricice; oljna ogricica z nizjo vsebnostjo mascobe; ekstrakt oljne ogricice; luscine oljne
ogrscice,

—  soncni¢no seme; ekstrahirano son¢ni¢no seme; soncni¢no seme, delno olusceno, ekstrahirano,

—  kopra z niZjo vrednostjo mascobe; ekstrakt kopre,

—  krompirjeva pulpa,

—  suhi kvas,
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—  proizvodi z visoko vsebnostjo inulina (npr. kos¢ki in moka topinamburja),

—  ocvirki.

M. DOLOCAN]E SUROVEGA PEPELA
Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje vsebnosti surovega pepela v krmi.

Nacelo

Vzorec se upepeli pri 550 °C; ostanek se stehta.

Reagenti

Amonijev nitrat, 20-odstotna raztopina (m/v)

Oprema

Grelna plosca
Elektri¢na Zarilna pe¢ s termostatom

Zarilni lon¢ki za upepeljevanje iz kremena, porcelana ali platine, pravokotni (priblizno 60 x 40 x 25 mm) ali
okrogli (premer: 60 do 75 mm, vi§ina: 20 do 40 mm)

Postopek

Priblizno 5 g vzorca se natehta na 1 mg natanc¢no (2,5 g pri proizvodih, ki lahko nabreknejo) in prenese v Zarilni
loncek za upepelitev, ki se predhodno segreje na 550 °C, ohladi in tarira. Loncek se postavi na grelno plosco in
postopoma segreva, da snov zogleni. Upepeli se v skladu s tocko 5.1 ali 5.2.

Loncek se postavi v Zarilno pe¢, segreto na 550 °C. Pri tej temperaturi se pusti, dokler ne nastane bel, svetlosiv ali
rdeckast pepel, ki je videti, da ne vsebuje ogljikovih delcev. Loncek se postavi v eksikator, pusti se, da se ohladi, in
takoj stehta.

Loncek se postavi v Zarilno pec, segreto na 550 °C. V peci se pusti 3 ure. Loncek se postavi v eksikator, pusti se,
da se ohladi, in takoj stehta. Ponovno se postavi v Zarilno pe¢ za 30 minut, pri Cemer mora biti masa pepela
konstantna (izguba mase med dvema zaporednima tehtanjema ne sme presegati 1 mg).

Izraun rezultatov

Masa ostanka se izracuna tako, da se odsteje tara.

Rezultat se izrazi kot masni delez vzorca.

Opombe

Snovi, ki se tezko upepelijo, je treba najprej najmanj tri ure upepeljevati, nato ohladiti in jim dodati nekaj kapljic
20-odstotne raztopine amonijevega nitrata ali vode (pazljivo, da se pepel ne razprsi ali da ne nastanejo grude). Po
susenju v susilniku se nadaljuje z Zarjenjem. Postopek se po potrebi ponovi, dokler upepelitev ni popolna.

Pri snoveh, ki so odporne na obdelavo iz tocke 7.1, se nadaljuje na naslednji nacin: po triurni upepelitvi se pepel
prenese v vroco vodo in filtrira skozi majhen filter brez pepela. Filter in njegova vsebina se upepelita v istem
loncku. Filtrat se prenese v ohlajen loncek, upari do suhega, upepeli in stehta.
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4.2
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5.1

5.2

Pri oljih in mascobah se 25 g vzorca natan¢no natehta v loncek primerne velikosti. Upepeli se tako, da se snov
zazge s trakom iz filtrirnega papirja brez pepela. Po seZigu se navlazi s ¢im manj vode. Osusi in upepeli se, kakor
je opisano v tocki 5.

N. DOLOCAN]E PEPELA, NETOPNEGA V KLOROVODIKOVI KISLINI
Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje ravni mineralnih snovi v krmi, netopnih v klorovodikovi kislini. Glede na naravo
vzorca se lahko uporabljata dve metodi.

Metoda A: uporablja se za organska posami¢na krmila in za ve¢ino krmnih meSanic;

Metoda B: uporablja se za mineralne krmne mesanice in krmne mesanice, ki vsebujejo ve¢ kot 1 % snovi,
netopnih v klorovodikovi kislini in dolocenih po metodi A.

Nacelo

Metoda A: vzorec se upepeli, pepel se raztopi v vreli klorovodikovi kislini, netopni ostanek pa filtrira in stehta.

Metoda B: vzorec se obdela s klorovodikovo kislino. Raztopina se filtrira, ostanek se upepeli, tako dobljeni pepel
pa se obdela v skladu z metodo A.

Reagenti

Klorovodikova kislina, 3 mol/l
Trikloroocetna kislina, 20-odstotna raztopina (m/v)

Trikloroocetna kislina, 1-odstotna raztopina (m/v)

Oprema

Grelna plosca
Elektricna Zarilna pe¢ s termostatom

Zarilni lon¢ki za upepeljevanje iz kremena, porcelana ali platine, pravokotni (priblizno 60 x 40 x 25 mm) ali
okrogli (premer: 60 do 75 mm, viSina: 20 do 40 mm)

Postopek
Metoda A

Vzorec se upepeli po metodi za dolocanje surovega pepela. Lahko se uporabi pepel, dobljen pri navedeni analizi.

Pepel se prenese v 250- do 400-mililitrsko ¢aso s 75 ml klorovodikove kisline (3.1). Pocasi se segreje do vretja in
pusti rahlo vreti petnajst minut. Topla raztopina se filtrira skozi filtrirni papir brez pepela, ostanek pa se spira
s toplo vodo, dokler kisla reakcija ne prencha. Filter z ostankom in pepelom se posusi v tariranem Zarilnem
loncku pri 550-700 °C. Ohladi se v eksikatorju in stehta.

Metoda B

5 g vzorca se natehta na 1 mg natancno in prenese v 250- do 400-mililitrsko ¢aSo. Doda se 25 ml vode in nato
25 ml klorovodikove kisline (3.1), premesa se, nato pa se pocaka, da se reakcija umiri. Doda se e 50 ml
klorovodikove kisline (3.1). Pocaka se, da se preneha izlocati plin, nato pa se ¢asa postavi v vrelo vodno kopel za
30 minut ali po potrebi dlje, da se popolnoma hidrolizira kakrsen koli krob, ki je lahko prisoten. Vsebina, ki je
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Se topla, se filtrira skozi filter brez pepela, filter pa se spere s 50 ml tople vode (glej opombo 7). Filter, ki vsebuje
ostanek, se prenese v Zarilni loncek, posusi in upepeli pri 550-700 °C. Pepel se prenese v 250- do 400-
mililitrsko ¢aso s 75 ml klorovodikove kisline (3.1); nadaljuje se, kakor je opisano v drugem pododstavku
tocke 5.1.

Izracun rezultatov

Masa ostanka se izracuna tako, da se odsteje tara. Rezultat se izrazi kot masni delez vzorca.

Opomba

Ce pri filtriranju nastopijo tezave, se analiza ponovi, pri ¢emer se 50 ml klorovodikove kisline (3.1) nadomesti
s 50 ml 20-odstotne trikloroocetne kisline (3.2), filter pa se spere s toplo raztopino 1-odstotne trikloroocetne
kisline (3.3).

0. DOLOCANJE KARBONATOV
Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje koli¢ine karbonatov v vecini krme, ponavadi izrazenih kot kalcijev karbonat.

Vendar je treba v nekaterih primerih (na primer pri Zelezovem karbonatu) uporabiti posebna metoda.

Nacelo

Karbonati se razkrojijo s klorovodikovo kislino; sprosceni ogljikov dioksid se zbere v bireto, nastala prostornina
pa se primerja s prostornino, ki se pod istimi pogoji sprosti iz znane koli¢ine kalcijevega karbonata.

Reagenti

Klorovodikova kislina, gostota 1,10 g/ml
Kalcijev karbonat

Zveplova kislina, priblizno 0,05 mol/l, obarvana z metil rde¢im

Oprema

Scheibler-Dietrichova naprava (glej sliko) ali ustrezna druga naprava

Postopek

Glede na vsebnost karbonata v vzorcu se natehta del vzorca, kakor je navedeno spodaj:

— 0,5 g pri proizvodih, ki vsebujejo 50-100 % karbonatov, izrazenih kot kalcijev karbonat,
— 1 g pri proizvodih, ki vsebujejo 40-50 % karbonatov, izraZenih kot kalcijev karbonat,
— 2 do 3 g za druge proizvode.

Natehtani del vzorca se prenese v posebno bucko (4) naprave, povezano z majhno epruveto iz nezdrobljivega
materiala, ki vsebuje 10 ml klorovodikove kisline (3.1), bucka pa se poveze z napravo. Trojni petelincek (5) se
obrne tako, da je bireta (1) odprta navzven. S pomocjo pomicne cevi (2), napolnjene z obarvano Zveplovo kisli-
no (3.3) in povezane z bireto (1), se nivo tekocine uravna na oznako nic. Petelincek (5) se obrne tako, da se bire-
ta (1) in cev (3) poveZeta, nato pa se preveri, ali je raven na oznaki nic.
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Z nagibanjem bucke (4) se klorovodikova kislina (3.1) pocasi spusca prek vzorca. Tlaka se izenacita tako, da se
cev (2) spusca. Bucka (4) se stresa, dokler se ogljikov dioksid popolnoma ne prencha izlocati.

Tlaka se izenacita tako, da se izenacita ravni teko¢in v bireti (1) in cevi (2). Rezultat se od¢ita po nekaj minutah, ko
se volumen plina ustali.

Pod enakimi pogoji se izvede kontrolni preskus z 0,5 g kalcijevega karbonata (3.2).

Izra¢un rezultatov

Vsebnost karbonatov, izrazenih kot kalcijev karbonat, se izracuna po naslednji formuli:

_Vx 100
“V; x 2m

pri Cemer je:

>
|

= % (m/m) karbonatov v vzorcu, izraZenih kot kalcijev karbonat;
V = ml sproicenega CO, iz dela vzorca;

= ml sproscenega CO, iz 0,5 g CaCOs;

m = masa dela vzorca v gramih.

=
|

Opombe

Ko je masa dela vzorca ve¢ja od 2 g, se najprej v bucko (4) nalije 15 ml destilirane vode in se pred zacetkom
preskusa premesa. Enaka koli¢ina vode se uporabi za kontrolni preskus.

Ce se volumen naprave, ki se uporablja, razlikuje od volumna Scheibler-Dietrichove naprave, je treba ustrezno
prilagoditi koli¢ino dela vzorca in kontrolne snovi ter izracun rezultata.
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P.  DOLOCANJE CELOTNEGA FOSFORJA
FOTOMETRICNA METODA

1. Namen in podrodje uporabe
Ta metoda omogoca dolocanje celotne vsebnosti fosforja v krmi. Zlasti primerna je za analizo proizvodov
z nizko vsebnostjo fosforja. V nekaterih primerih (pri proizvodih, ki vsebujejo veliko fosforja) se lahko uporabi
gravimetri¢na metoda.

2. Nacelo
Vzorec se mineralizira s suhim sezigom (pri organski krmi) ali z raztapljanjem s kislino (pri mineralnih
mesanicah in tekoci krmi) ter prenese v kislo raztopino. Raztopini se doda molibdovanadatni reagent. Opti¢na
gostota rumene raztopine, ki pri tem nastane, se meri s spektrofotometrom pri 430 nm.

3. Reagenti

3.1 Kalcijev karbonat

3.2 Klorovodikova kislina, p,o = 1,10 g/ml (priblizno 6 mol/l)

3.3 Dusikova kislina, p,o = 1,045 g/ml

3.4 Dusikova kislina, p,o = 1,38 do 1,42 g/ml

3.5 Zveplova kislina, py, = 1,84 g/ml

3.6 Molibdovanadatni reagent: v litrski merilni bucki se zmeSa 200 ml raztopine amonijevega heptamolib-
data (3.6.1), 200 ml raztopine amonijevega monovanadata (3.6.2) in 134 ml dusikove kisline (3.4). Dopolni se
z vodo do oznake.

3.6.1 Raztopina amonijevega heptamolibdata: v vroci vodi se raztopi 100 g amonijevega heptamolibdata ((NH,)
6Mo0,0,4x4H,0). Doda se 10 ml amonijaka (gostota 0,91 g/ml) in dopolni z vodo do 1 litra.

3.6.2 Raztopina amonijevega monovanadata: v 400 ml vroce vode se raztopi 2,35 g amonijevega monovanadata
(NH4VO3). Med neprestanim mesanjem se pocasi doda 20 ml razredéene dusikove kisline (7 ml HNO; (3.4) +
13 ml H,0) in dopolni z vodo do 1 litra.

3.7 Standardna raztopina 1 mg fosforja na ml: v vodi se raztopi 4,387 g kalijevega dihidrogen fosfata (KH,PO.,).
Dopolni se z vodo do 1 litra.

4. Oprema

4.1 Zarilni lon¢ki iz kremena, porcelana ali platine

4.2 Elektri¢na Zarilna pe¢ s termostatom, nastavljenim na 550 °C

43 250-mililitrska Kjeldahlova bucka

4.4 Merilne bucke in precizijske pipete

4.5 Spektrofotometer

4.6 Epruvete premera priblizno 16 mm, z brusenimi zamaski premera 14,5 mm, volumna 25-30 ml

5. Postopek

5.1 Priprava raztopine

Glede na naravo vzorca se raztopina pripravi, kakor je navedeno v tocki 5.1.1 ali 5.1.2.
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Standardni postopek

1 g vzorca ali vec se natehta na 1 mg natancno. Vzorec se prenese v Kjeldahlovo bucko, doda se 20 ml Zveplove
kisline (3.5), pretrese se, da se vzorec popolnoma prepoji s kislino in da se ne sprijema sten bucke, nato se segreje
in pusti vreti 10 minut. Pusti se, da se nekoliko ohladi, dodata se 2 ml dusikove kisline (3.4), zmerno se segreje,
pusti se, da se nekoliko ohladi, doda se e nekaj dusikove kisline (3.4) in ponovno segreje do vretja. Postopek se
ponavlja do nastanka brezbarvne raztopine. Ohladi se, doda nekaj vode, tekocina se prelije v 500-mililitrsko
merilno bucko, Kjeldahlova bucka pa se spere z vroco vodo. Pusti se, da se ohladi, dopolni se z vodo do oznake,
homogenizira in filtrira.

Vzorci, ki vsebujejo organske snovi in ne vsebujejo kalcijevih in magnezijevih
dihidrogen fosfatov

V zarilni loncek se natehta priblizno 2,5 g vzorca na 1 mg natancno. Doda se 1 g kalcijevega karbonata (3.1) in
mesa, da se snovi popolnoma premesata. Zari se v pecici pri 550 °C, da nastane bel ali siv pepel (majhna koli¢ina
oglia ni problemati¢na). Pepel se prenese v 250-mililitrsko ¢aso. Doda se 20 ml vode, nato pa se dodaja
klorovodikova kislina (3.2), dokler ne prenchajo izhajati mehurcki. Doda se nadaljnjih 10 ml klorovodikove
kisline (3.2). Casa se postavi na pesceno kopel in pusti uparevati do suhega, da kremen postane netopen. Ostanek
se raztopi v 10 ml dusikove kisline (3.3) in se na pesceni kopeli ali vroci plos¢i pusti vreti 5 minut, raztopina pa
ne sme upariti v celoti. Tekoc¢ina se prelije v 500-mililitrsko merilno bucko, ¢asa pa se veckrat spere z vroco
vodo. Pusti se, da se ohladi, dopolni se z vodo do oznake, homogenizira in filtrira.

Nastanek barve in merjenje opticne gostote

Alikvot filtrata iz tocke 5.1.1 ali 5.1.2 se razred¢i do koncentracije fosforja najve¢ 40 pg/ml. 10 ml te raztopine se
prenese v epruveto (4.6) in doda 10 ml molibdovanadatnega reagenta (3.6). Homogenizira se in pusti stati
najmanj 10 minut pri 20 °C. Izmeri se opti¢na gostota s spektrofotometrom pri 430 nm raztopine, ki se dobi
z dodajanjem 10 ml molibdovanadatnega reagenta (3.6) v 10 ml vode.

Umeritvena krivulja

Iz standardne raztopine (3.7) se pripravijo raztopine, ki vsebujejo 5, 10, 20, 30 in 40 pg fosforja na ml. V.10 ml
vsake izmed teh raztopin se doda 10 ml molibdovanadatnega reagenta (3.6). Homogenizira se in pusti stati
najmanj 10 minut pri 20 °C. Izmeri se opticna gostota, kakor je navedeno v tocki 5.2. Umeritvena krivulja se
pripravi tako, da se v diagram vnesejo izmerjene opti¢ne gostote ustreznih koli¢in fosforja. Za koncentracije
0-40 pg/ml bo krivulja linearna.

Izracun rezultatov

Koli¢ina fosforja v preskusnem vzorcu se dolodi iz umeritvene krivulje.
Rezultat se izrazi kot masni delez vzorca.

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne presega:
— 3 % viSjega rezultata, Ce je vsebnost fosforja nizja od 5 %,

— 0,15 % absolutne vrednosti, Ce je vsebnost fosforja 5 % ali vec.

Q. DOLOCANJE KLORA IZ KLORIDOV
Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanja kolicine klora v kloridih, topnih v vodi, ki so ponavadi izrazeni kot natrijev
klorid. Uporablja se za vso krmo.

Nacelo

Kloridi se raztopijo v vodi. Ce proizvod vsebuje organske snovi, se zbistri. Raztopina se rahlo nakisa z dugikovo
kislino in kloridi se oborijo v obliki srebrovega klorida z raztopino srebrovega nitrata. Presezek srebrovega nitrata
se titrira z raztopino amonijevega tiocianata po Volhardovi metodi.
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3. Reagenti

3.1 Raztopina amonijevega tiocianata, 0,1 mol/liter

3.2 Raztopina srebrovega nitrata, 0,1 mol/l

3.3 NasiCena raztopina amonij-Zelezovega sulfata (NH4)Fe(SO.,),

3.4 Dusikova kislina, gostota: 1,38 g/ml

3.5 Dietileter

3.6 Aceton

3.7 Raztopina Carrez I: 21,9 g cinkovega acetata Zn (CH3COO),-2H,0 in 3 g ledoceta se raztopijo v vodi. Dopolni se
z vodo do 100 ml.

3.8 Raztopina Carrez 1I: 10,6 g kalijevega ferocianida K,Fe(CN)4-3H,0 se raztopi v vodi. Dopolni se z vodo do
100 ml.

3.9 Aktivno oglje, ki ne vsebuje kloridov in jih ne absorbira.

4. Oprema
Mesalnik: priblizno 35 do 40 obr./min.

5. Postopek

5.1 Priprava raztopine
Glede na naravo vzorca se raztopina pripravi, kakor je navedeno v tocki 5.1.1, 5.1.2 ali 5.1.3.

Hkrati se opravi slepi preskus brez vzorca, ki se analizira.

5.1.1 Vzorci brez organskih snovi
Najve¢ 10 g vzorca, ki vsebuje najvec 3 g klora v obliki kloridov, se natehta na 1 mg natan¢no. S 400 ml vode se
prenese v 500-mililitrsko merilno bucko pri priblizno 20 °C. V mesalniku se mesa 30 minut, dopolni do oznake,
homogenizira in filtrira.

5.1.2 Vzorci, ki vsebujejo organske snovi, razen proizvodov iz tocke 5.1.3
Priblizno 5 g vzorca se natehta na 1 mg natancno in se skupaj z 1 g aktivnega oglja prenese v 500-mililitrsko
merilno bucko. Doda se 400 ml vode s temperaturo priblizno 20 °C in 5 ml raztopine Carrez I (3.7), mesa se
30 sckund in nato doda 5 ml raztopine Carrez II (3.8). V me3alniku se mesa 30 minut, dopolni do oznake,
homogenizira in filtrira.

513 Kuhana krma, lanove pogace in moka, proizvodi, ki vsebujejo veliko lanene moke,
in drugi proizvodi, ki vsebujejo veliko lepila ali koloidnih snovi (na primer
dekstriniran skrob)
Raztopina se pripravi, kakor je opisano v tocki 5.1.2, vendar se ne filtrira. Dekantira se (po potrebi centrifugira),
100 ml supernatanta pa se odstrani in prenese v 200-mililitrsko merilno bucko. Zmesa se z acetonom (3.6) in
z njim dopolni do oznake, homogenizira in filtrira.

5.2 Titracija

S pipeto se v erlenmajerico prenese 25-100 ml filtrata (glede na pri¢akovano vsebnost klora), ki nastane pri
postopku iz tocke 5.1.1, 5.1.2 ali 5.1.3. Alikvot ne sme vsebovati ve¢ kot 150 mg klora (Cl). Po potrebi se z vodo
razred¢i na najmanj 50 ml, doda se 5 ml dusikove kisline (3.4), 20 ml nasiCene raztopine amonij-Zelezovega
sulfata (3.3) in 2 kapljici raztopine amonijevega tiocianata (3.1), ki se doda iz birete, napolnjene do oznake nic.
Z bireto se doda raztopina srebrovega nitrata (3.2), tako da nastane 5 ml presezka. Doda se 5 ml dietiletra (3.5) in
dobro se pretrese, da oborina koagulira. PreseZek srebrovega nitrata se titrira z raztopino amonijevega tiocia-
nata (3.1), dokler ne nastane rdeckastorjavi odtenek, ki je obstojen 1 minuto.
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6. Izraun rezultatov

Koli¢ina klora (X), izrazena kot masni delez natrijevega klorida, se izrauna po naslednji formuli:

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

X

pri Cemer je:

V; = ml dodane raztopine srebrovega nitrata 0,1 mol/l;
V, = ml za titracijo uporabljene raztopine amonijevega tiocianata 0,1 mol/l;
m = masa VZorca.

Ce je pri slepem preskusu uporabljen srebrov nitrat 0,1 mol/l, se ta vrednost odsteje od volumna (V; - V).

7. Opombe
7.1 Titracija se lahko izvede tudi s potenciometrom.
7.2 Proizvodi, ki vsebujejo veliko olj in mascob, se najprej razmastijo z dietiletrom ali petroletrom.

7.3 Pri ribji moki se titracija lahko izvede z Mohrovo metodo.
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PRILOGA IV
ANALITSKE METODE ZA NADZOR RAVNI DOVOLJENIH KRMNIH DODATKOV

A.  DOLOCANJE VITAMINA A

1. Namen in podrodje uporabe
Ta metoda omogoca dolocanje ravni vitamina A (retinola) v krmi in premiksih. Vitamin A vkljucuje celoten trans-
retinil alkohol in njegove cis izomere, ki se dolo¢ajo s to metodo. Vsebnost vitamina A se izrazi v mednarodnih
enotah (IU) na kg. Ena IU ustreza aktivnosti 0,300 pg celotnega trans-vitamin A alkohola ali 0,344 pg acetata
celotnega trans-vitamina A ali 0,550 pg palmitata celotnega trans-vitamina A.
Meja kvantifikacije je 2 000 IU vitamina Afkg.

2. Nacelo
Vzorec se hidrolizira z raztopino etanolnega kalijevega hidroksida, vitamin A pa se ekstrahira v petroleter. Topilo
se odstrani z uparevanjem, ostanek pa raztopi v metanolu in po potrebi razred¢i do zahtevane koncentracije.
Vsebnost vitamina A se dolodi s plinsko kromatografijo visoke locljivosti z reverzno fazo (RP-HPLC) z uporabo
UV- ali fluorescencnega detektorja. Kromatografski parametri se izberejo tako, da se celoten trans-vitamin
A alkohol in njegovi cis izomeri ne locijo.

3. Reagenti

3.1 Etanol, 0 = 96 %

3.2 Petroleter, vrelis¢e 40-60 °C

3.3 Metanol

3.4 Raztopina kalijevega hidroksida, ¢ = 50 g/100 ml

3.5 Raztopina natrijevega askorbata, ¢ = 10 g/100 ml (glej opombo 7.7)

3.6 Natrijev sulfid, Na,S- x H,O (x = 7-9)

3.6.1 Raztopina natrijevega sulfida, ¢ = 0,5 mol/l v glicerolu, £ = 120 g/l (za x = 9) (glej opombo 7.8)

3.7 Raztopina fenolftaleina, ¢ = 2 g/100 ml v etanolu (3.1)

3.8 2-propanol

3.9 Mobilna faza za HPLC: meSanica metanola (3,3) in vode, npr. 980 + 20 (v + v). To¢no razmerje bo doloceno
glede na znacilnosti uporabljene kolone.

3.10 Dusik, brez kisika

3.11 Acetat celotnega trans-vitamina A, posebne Cistosti, certificirane aktivnosti, npr. 2,80 x 10 IU/g

3.11.1 Osnovna raztopina acetata celotnega trans-vitamina A: 50 mg acetata vitamina A (3.11) se natehta na 0,1 mg
natan¢no in prenese v 100-mililitrsko merilno bucko. Raztopi se v 2-propanolu (3.8) in dopolni do oznake
z istim topilom. Nominalna koncentracija te raztopine je 1 400 IU vitamina A na ml. To¢no vsebnost je treba
dolociti v skladu s tocko 5.6.3.1.

3.12 Palmitat celotnega trans-vitamina A, posebne Cistosti, certificirane aktivnosti, npr. 1,80 x 10° IU/g

3.12.1 Osnovna raztopina palmitata celotnega trans-vitamina A: 80 mg palmitata vitamina A (3.12) se natehta na

0,1 mg natan¢no in prenese v 100-mililitrsko merilno bucko. Raztopi se v 2-propanolu (3.8) in dopolni do
oznake z istim topilom. Nominalna koncentracija te raztopine je 1 400 IU vitamina A na ml. To¢no vsebnost je
treba dolociti v skladu s tocko 5.6.3.2.



L 54/60

Uradni list Evropske unije

26.2.2009

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

5.1

5.2

2,6-Di-tert-butil-4-metilfenol (BHT) (glej opombo 7.5)

Oprema

Rotacijski vakuumski uparjalnik

Temna steklovina

Bucke z ravnim dnom ali erlenmajerice, 500-mililitrske, z brusenim vratom

Merilne bucke z zamaski iz bruenega stekla, z ozkim vratom, 10, 25, 100 in 500-mililitrske
Liji lo¢niki, konusni, 1 000-mililitrski, z zamaski iz brusenega stekla

Hruskaste bucke, 250-mililitrske, z zamaski iz brusenega stekla

Allihnov kondenzator, z dolzino obroca 300 mm s spojem iz bruenega stekla in z nastavkom za dovodno cev
plina

Naguban filtrirni papir za lo¢evanje faz, premera 185 mm (npr. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)
Oprema HPLC s sistemom vbrizgavanja

Kolona za tekocinsko kromatografijo, 250 mm x 4 mm, Cyg, polnitev 5 ali 10 um ali enakovredna (kriterij za
zmogljivost: samo en vrh za vse izomere retinola pod pogoji kromatografije HPLC)

UV- ali fluorescen¢ni detektor s spremenljivo nastavitvijo valovne dolzine
Spektrofotometer z 10 mm kvarcnimi kivetami

Vodna kopel z magnetnim mesalnikom

Naprava za ekstrakcijo (glej sliko 1), sestavljena iz:

steklenega valja z volumnom 1 litra, vratom iz brusenega stekla in zamaskom;

vlozka iz brusenega stekla s stransko rocico in nastavljivo cevjo, ki gre skozi sredisce. Nastavljiva cev ima spodnji
del v obliki ¢rke U in vbrizg na nasprotnem koncu, tako da vrhnja plast tekocine v valju lahko preide v lij lo¢nik.

Postopek

Opomba: Vitamin A je obéutljiv na (UV) svetlobo in oksidacijo. Vsi postopki se izvajajo brez svetlobe (z uporabo
temne steklovine ali steklene posode, zascitene v aluminijasto folijo) in kisika (spiranje z dusikom).
Med ekstrakcijo se zrak nad tekocino zamenja z dusikom (previsokemu tlaku se izogne z ob&asnim
popuscanjem zamaska).

Priprava vzorca

Vzorec se zdrobi tako, da preide skozi 1 mm sito, pri Cemer se je treba izogibati nastanku toplote. Drobljenje se
mora izvesti neposredno pred tehtanjem in umiljenjem, drugace lahko pride do izgube vitamina A.

Umiljenje

Glede na vsebnost vitamina A se natehta 2-25 g vzorca na 1 mg natancno in prenese v 500-mililitrsko bucko
z ravnim dnom ali erlenmajerico (4.2.1). Med obracanjem se postopoma dodajo 130 ml etanola (3.1), priblizno
100 mg BHT (3.13), 2 ml raztopine natrijevega askorbata (3.5) in 2 ml raztopine natrijevega sulfida (3.6). Na
bucko se namesti kondenzator (4.3), bucka pa se potopi v vodno kopel z magnetnim mesalnikom (4.7). Segreje
se do vretja in 5 minut pusti pod kondenzatorjem povratnega toka. Nato se skozi kondenzator doda 25 ml
raztopine kalijjevega hidroksida (3.4) in pusti pod kondenzatorjem (4.3) povratnega toka nadaljnjih 25 minut,
z me$anjem pod rahlim pretokom dusika. Nato se kondenzator spere s priblizno 20 ml vode, vsebina bucke pa
ohladi na sobno temperaturo.
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5.3

5.4

5.5

Ekstrakcija

Z dekantiranjem se raztopina za umiljenje kvantitativno prenese v 1 000-mililitrski lij lo¢nik (4.2.3) ali napravo
za ckstrakcijo (4.8), tako da se spere s skupno 250 ml vode. Nato se bucka za umiljenje spere s 25 ml eta-
nola (3.1) in 100 ml petroletra (3.2), raztopine za spiranje pa se prenesejo v lij lo¢nik ali napravo za ekstrakcijo.
Razmerje vode in etanola v zdruzenih raztopinah mora biti priblizno 2:1. 2 minuti se mo¢no stresa in nato
2 minuti pusti, da se umiri.

Ekstrakcija z lijem lo¢nikom (4.2.3)

Ko so plasti locene (glej opombo 7.3), se plast petroletra prenese v drug lij lo¢nik (4.2.3). Ekstrakcija se ponovi
dvakrat s 100 ml petroletra (3.2) in dvakrat s 50 ml petroletra (3.2).

Zdruzene ekstrakte v liju lo¢niku se med rahlim pretresanjem (da se prepreci nastanek emulzij) dvakrat spere s po
100 ml vode in nato s ponavljajocim se stresanjem ponovno s po 100 ml vode, dokler voda pri dodajanju
raztopine fenolftaleina (3.7) ne ostane brezbarvna (navadno zado$ca Stirikratno spiranje). Sprani ekstrakt se
filtrira skozi suh naguban filter za locevanje faz (4.4) v 500-mililitrsko merilno bucko (4.2.2), da se odstrani
suspendirana voda. Lij lo¢nik in filter se spereta s 50 ml petroletra (3.2), dopolni se do oznake s petroletrom (3.2)
in dobro premesa.

Ekstrakcija z uporabo naprave za ekstrakcijo (4.8)

Ko se plasti locijo (glej opombo 7.3), se zamasek steklenega valja (4.8.1) zamenja z vlozkom iz bruSenega ste-
kla (4.8.2), spodnji del nastavljive cevi pa se namesti v obliki ¢rke U tik nad raven vmesnika. S tlakom, ki ga tvori
dusik v stranski rocici, se zgornja plast petroletra prenese v 1 000-mililitrski lij lo¢nik (4.2.3). V stekleni valj se
doda 100 ml petroletra (3.2), zamasi in dobro pretrese. Pocaka se, da se plasti locijo, zgornja plast pa se prenese
v lij lo¢nik tako kot prej. Postopek ekstrakcije se ponovi s 100 ml petroletra (3.2), nato dvakrat s po 50 ml
petroletra (3.2), plasti petroletra pa se dodajo v lij lo¢nik.

Zdruzeni ekstrakti petroletra se sperejo, kakor je opisano v tocki 5.3.1, nato pa se nadaljuje, kakor je navedeno
v navedeni tocki.

Priprava raztopine vzorca za HPLC

Alikvot raztopine petroletra (iz 5.3.1 ali 5.3.2) se odpipetira v 250-mililitrsko hruskasto bucko (4.2.4). Topilo se
upari skoraj do suhega v rotacijskem uparjalniku (4.1) pri znizanem tlaku in temperaturi kopeli do 40 °C.
Atmosferski tlak se vzpostavi z dovajanjem dusika (3.10), bucka pa se odstrani iz rotacijskega uparjalnika.
Preostalo topilo se odstrani v toku dusika (3.10), ostanek pa se takoj raztopi v znanem volumnu (10-100 ml)
metanola (3.3) (koncentracija vitamina A mora biti 5-30 IU/ml).

Dolocanje s HPLC

Vitamin A se lo¢i na koloni Cyg z reverzno fazo (4.5.1), koncentracija pa se izmeri z UV-detektorjem (325 nm) ali
fluorescencnim detektorjem (ekscitacija: 325 nm, emisija: 475 nm) (4.5.2).

Vbrizga se alikvot (npr. 20 pl) raztopine metanola, ki nastane pri tocki 5.4, in eluira z mobilno fazo (3.9).
IzraCuna se srednja vrednost visine (povrsine) vrhov za ve¢ vbrizgov iste raztopine vzorca in srednje vrednosti
vi§in (povrsin) vrhov za ve¢ vbrizgov raztopin za umerjanje (5.6.2).

Pogoji za HPLC

Naslednji pogoji se lahko uporabljajo kot smernica; lahko se uporabljajo tudi drugi pogoji, ¢e zagotavljajo
enakovredne rezultate.

Kolona za teko¢insko 250 mm x 4 mm, Cyg, polnitev 5 ali 10 pm ali enakovredna
kromatografijo (4.5.1):

Mobilna faza (3.9): Mesanica metanol (3.3) in vode, npr. 980 + 20 (v + v)
Hitrost pretoka: 1-2 ml/min
Detektor (4.5.2): UV-detektor (325 nm) ali fluorescen¢ni detektor

(ekscitacija: 325 nm/emisija: 475 nm)
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5.6

5.6.3.1

5.6.3.2

5.6.3.3

Umerjanje
Priprava delovnih standardnih raztopin

20 ml osnovne raztopine acetata vitamina A (3.11.1) ali 20 ml osnovne raztopine palmitata vitamina A (3.12.1)
se odpipetira v 500-mililitrsko bucko z ravnim dnom ali erlenmajerico (4.2.1) ter hidrolizira, kakor je navedeno
v tocki 5.2, vendar brez dodatka BHT. Nato se ekstrahira s petroletrom (3.2) v skladu s tocko 5.3 in dopolni do
500 ml s petroletrom (3.2). 100 ml tega ekstrakta se upari v rotacijskem uparjalniku (glej 5.4) skoraj do suhega,
odstrani se preostalo topilo s tokom dusika (3.10), ostanek pa se ponovno raztopi v 10,0 ml metanola (3.3).
Nominalna koncentracija te raztopine je 560 IU vitamina A na ml. To¢no vsebnost je treba dolociti v skladu
s tocko 5.6.3.3. Delovno standardno raztopino je treba sveze pripraviti pred uporabo.

2,0 ml te delovne standardne raztopine se odpipetira v 20-mililitrsko merilno bucko, dopolni se z metano-
lom (3.3) do oznake in premesa. Nominalna koncentracija te razredéene delovne standardne raztopine je 56 1U
vitamina A na ml.

Priprava raztopin za umerjanje in umeritvena krivulja

1,0, 2,0, 5,0 in 10,0 ml razred€ene delovne standardne raztopine se prenese v serijo 20-mililitrskih merilnih
buck, dopolni se z metanolom (3.3) do oznake in premesa. Nominalne koncentracije teh raztopin so 2,8, 5,6,
14,0 in 28,0 IU vitamina A na ml.

Veckrat se vbrizga 20 pl vsake od raztopin za umerjanje in dolocijo se srednje vrednosti visin (povrsin) vrhov. Iz
srednjih vrednosti visin (povrsin) vrhov se pripravi umeritvena krivulja ob upostevanju rezultatov UV-kon-
trole (5.6.3.3).

UV-standardizacija standardnih raztopin
Osnovna raztopina acetata vitamina A

2,0 ml osnovne raztopine acetata vitamina A (3.11.1) se odpipetira v 50 ml merilno bucko (4.2.2) in dopolni
z 2-propanolom (3.8) do oznake. Nominalna koncentracija te raztopine je 56 IU vitamina A na ml. 3,0 ml te
razredCene raztopine acetata vitamina A se odpipetira v 25-mililitrsko merilno buc¢ko in dopolni z 2-
propanolom (3.8) do oznake. Nominalna koncentracija te raztopine je 6,72 IU vitamina A na ml. Izmeri se
UV-spekter te raztopine proti 2-propanolu (3.8) v spektrofotometru (4.6) med 300 in 400 nm. Maksimalna
ekstinkcija mora biti med 325 in 327 nm.

IzraCun vsebnosti vitamina A:
IU vitamina A/ml = Es55 x 19,0
(E} % 7a acetat vitamina A = 1 530 pri 326 nm v 2-propanolu)

Osnovna raztopina palmitata vitamina A

2,0 ml osnovne raztopine palmitata vitamina A (3.12.1) se odpipetira v 50-mililitrsko merilno bucko (4.2.2) in
dopolni z 2-propanolom (3.8) do oznake . Nominalna koncentracija te raztopine je 56 IU vitamina A na ml.
3,0 ml te razred¢ene raztopine palmitata vitamina A se odpipetira v 25-mililitrsko merilno bucko in dopolni z
2-propanolom (3.8) do oznake. Nominalna koncentracija te raztopine je 6,72 IU vitamina A na ml. Izmeri se
UV-spekter te raztopine proti 2-propanolu (3.8) v spektrofotometru (4.6) med 300 in 400 nm. Maksimalna
ekstinkcija mora biti med 325 in 327 nm.

IzraCun vsebnosti vitamina A:
IU vitamina Afml = E3ys x 19,0
(E1 % za palmitat vitamina A = 957 pri 326 nm v 2-propanolu)

Delovna standardna raztopina vitamina A

3,0 ml nerazredfene delovne standardne raztopine vitamina A, pripravljene v skladu s tocko 5.6.1, se
odpipetira v 50-mililitrsko merilno bucko (4.2.2) in dopolni z 2-propanolom (3.8) do oznake. 5,0 ml te
raztopine se odpipetira v 25-mililitrsko merilno bucko in dopolni z 2-propanolom (3.8) do oznake . Nominalna
koncentracija te raztopine je 6,72 IU vitamina A na ml. Izmeri se UV-spekter te raztopine proti 2-propano-
lu (3.8) v spektrofotometru (4.6) med 300 in 400 nm. Maksimalna ekstinkcija mora biti med 325 in 327 nm.
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Izracun vsebnosti vitamina A:
IU vitamina Ajml = E3,5 x 18,3

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

1 cm

Izraun rezultatov

Iz srednje vrednosti viSin (povrsin) vrhov vitamina A iz raztopine vzorca se s pomocjo umeritvene kri-
vulje (5.6.2) doloci koncentracija raztopine vzorca v IU/ml.

Vsebnost vitamina A (w) v vzorcu, izraZena v IU[kg, se izracuna po naslednji formuli:

500 x ¢ x V, x 1 000
W=
Vi Xxm

[IU/kg]

pri cemer je:

(g}
1l

koncentracija vitamina A (5.4) v IU/ml v raztopini vzorca;
V; = volumen raztopine vzorca (5.4) v ml;
Va

volumen alikvota, uporabljenega pri tocki 5.4, v ml;

3
I

masa preskusnega vzorca v gramih.

Opombe

Pri vzorcih z nizko koncentracijo vitamina A se ekstrakte petroletra iz dveh umilitvenih $arz (natehtana kolicina:
25 g) lahko zdruzi v eno raztopino vzorca za dolocanje s HPLC.

Masa vzorca za analizo ne vsebuje ve¢ kot 2 g mascobe.

Ce se fazi ne locita, se doda priblizno 10 ml etanola (3.1) za razbitje emulzije.

Pri ribjem olju in drugih ¢istih mascobah se ¢as umiljenja podaljsa na 45-60 minut.
Namesto BHT se lahko uporablja hidrokinon.

Z obicajno fazno kolono je mozno loditi izomere retinola. Vendar je pri tem treba za izracune zabeleZiti vse
visine (povrsine) vrhov vseh cis in trans izomerov.

Namesto raztopine natrijevega askorbata se lahko uporabi priblizno 150 mg askorbinske kisline.
Namesto raztopine natrijevega sulfida se lahko uporabi priblizno 50 mg EDTA.
Pri analizi vitamina A v mle¢nih nadomestkih je treba paziti:

—  pri umiljenju (5.2): zaradi koli¢ine ma3cobe v vzorcu je lahko potrebna vegja koli¢ina raztopine kalijevega
hidroksida (3.4),

—  pri ekstrakciji (5.3): zaradi prisotnosti emulzij je morda potrebna sprememba razmerja voda/etanol 2:1.

Da se preveri, ali uporabljena analitska metoda zagotavlja zanesljive rezultate glede te specificne matrice (mle¢ni
nadomestek), je treba na dodatnem preskusnem vzorcu izvesti preskus izkoristka. Ce je izkoristek nizji od 80 %,
se pri analitskem rezultatu uporabi popravek za izkoristek.

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati 15 % najvisjega
rezultata.
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Rezultati medlaboratorijske Studije ()

Premiks Krma in pre- Mineralni kon- Beljakovinska Krma za prafice
miksi centrat krma

L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
Srednja vrednost 17,02 x 10° 1,21 x 10° 537100 151 800 18 070
[1U/kg]
S [1U/kg] 0,51 x 10° 0,039 x 10° 22080 12 280 682
r [IU/kg] 1,43 x 10° 0,109 x 10° 61 824 34 384 1910
v, [%] 3,0 3,5 41 8,1 3,8
Sk [1U/kg] 1,36 x 10° 0,069 x 10° 46 300 23 060 3614
R [IU/kg] 3,81 x 10° 0,193 x 10° 129 640 64 568 10119
CVi [ %] 8,0 6,2 8,6 15 20
L : Stevilo laboratorijev;
n : Stevilo posameznih vrednosti;
S, : standardni odmik ponovljivosti;
Sk : standardni odmik obnovljivosti;
r : ponovljivost;
R : obnovljivost;

CV, : koeficient variacije ponovljivosti;
CVy : koeficient variacije obnovljivosti;

Izvedla delovna skupina za krmo Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Slika 1: Naprava za ekstrakcijo (4.8)

]

A

Stekleni valj (4.8.1)
(priblizna viSina 48 cm)
Vv

loZek iz brusenega stekla (4.8.2)
(priblizna visina 45 cm)

-«— Nastavljiva cev

Plast petroletra

Vodna plast
+

umiljena polnitev
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3.10.1

4.1

4.2

B. DOLOCANJE VITAMINA E
Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje ravni vitamina E v krmi in premiksih. Vsebnost vitamina E se izrazi v mg acetata
DL-a-tokoferola na kg. 1 mg acetata DL-a-tokoferola ustreza 0,91 mg DL-a-tokoferola (vitamina E).

Meja kvantifikacije je 2 mg vitamina E[kg. Ta meja kvantifikacije se lahko doseze le s fluorescen¢nim detektorjem.
Meja kvantifikacije za UV-detektor je 10 mg/kg.

Nacelo

Vzorec se hidrolizira z raztopino etanolnega kalijevega hidroksida, vitamin E pa se ekstrahira v petroleter. Topilo
se odstrani z uparevanjem, ostanek pa raztopi v metanolu in po potrebi razred¢i do zahtevane koncentracije.
Vsebnost vitamina E se dolodi s tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti z reverzno fazo (RP-HPLC)
z uporabo UV- ali fluorescencnega detektorja.

Reagenti

Etanol, 0 = 96 %

Petroleter, vrelisce 40—-60 °C

Metanol

Raztopina kalijevega hidroksida, ¢ = 50 g/100 ml

Raztopina natrijevega askorbata, ¢ = 10 g/100 ml (glej opombo 7.7)

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

Raztopina natrijevega sulfida, ¢ = 0,5 mol/l v glicerolu, § = 120 g/l (za x = 9) (glej opombo 7.8)
Raztopina fenolftaleina, ¢ = 2 g/100 ml v etanolu (3.1)

Mobilna faza za HPLC: meSanica metanola (3.3) in vode, npr. 980 + 20 (v + v). To¢no razmerje bo dolo¢eno
glede na znacilnosti uporabljene kolone.

Dusik, brez kisika
Acetat DL-a-tokoferola, posebne cistosti, certificirane aktivnosti

Osnovna raztopina acetata DL-a-tokoferola: 100 mg acetata DL-a-tokoferola (3.10) se natehta na 0,1 mg
natancno in prenese v 100-mililitrsko merilno bucko. Raztopi se v etanolu (3.1) in dopolni z istim topilom do
oznake. 1 ml te raztopine vsebuje 1 mg acetata DL-a-tokoferola. (Za UV-kontrolo glej tocko 5.6.1.3, za
stabilizacijo pa opombo 7.4.)

DL-a-tokoferol, posebne Cistosti, certificirane aktivnosti

Osnovna raztopina acetata DL-a-tokoferola: 100 mg DL-a-tokoferola (3.10) se natehta na 0,1 mg natancno in
prenese v 100-mililitrsko merilno bucko. Raztopi se v etanolu (3.1) in dopolni z istim topilom do oznake. 1 ml
te raztopine vsebuje 1 mg DL-a-tokoferola. (Za UV-kontrolo glej tocko 5.6.2.3, za stabilizacijo pa opombo 7.4.)

2,6-Di-tert-butil-4-metilfenol (BHT) (glej opombo 7.5)

Oprema

Rotacijski uparjalnik
Temna steklovina

Bucke z ravnim dnom ali erlenmajerice, 500-mililitrske, z brusenim vratom
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4.2.2 Merilne bucke z zamaski iz brusenega stekla, z ozkim vratom, 10-, 25-, 100- in 500-mililitrske
423 Liji lo¢niki, konusni, 1 000-mililitrski, z zamaski iz brusenega stekla
4.2.4 Hruskaste bucke, 250-mililitrske, z zamaski iz brusenega stekla
4.3 Allihnov kondenzator, dolZina obroca 300 mm, s spojem iz brusenega stekla in nastavkom za dovodno cev plina
4.4 Naguban filtrirni papir za lo¢evanje faz, premera 185 mm (npr. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)
4.5 Oprema za kromatografijo HPLC s sistemom vbrizgavanja
451 Kolona za tekocinsko kromatografijo, 250 mm x 4 mm Cyg, polnitev 5 ali 10 pm ali enakovredna
4.5.2 Fluorescenc¢ni ali UV-detektor, s spremenljivo nastavitvijo valovne dolzine
4.6 Spektrofotometer z 10 mm kvarcnimi kivetami
4.7 Vodna kopel z magnetnim mesalnikom
4.8 Naprava za ekstrakcijo (glej sliko 1), sestavljena iz:
4.8.1 steklenega valja z volumnom 1 litra, vratom iz brusenega stekla in zamaskom;
4.8.2 vlozka iz brusenega stekla s stransko rocico in nastavljivo cevjo, ki gre skozi sredisce. Nastavljiva cev ima spodnji
del v obliki ¢rke U in vbrizg na nasprotnem koncu, tako da vrhnja plast tekocine v valju lahko preide v lij lo¢nik.
5. Postopek
Opomba: Vitamin E je ob¢utljiv na (UV) svetlobo in oksidacijo. Vsi postopki se izvajajo brez svetlobe (z uporabo
temne steklovine ali steklene posode, zas¢itene v aluminijasto folijo) in kisika (spiranje z dusikom).
Med ekstrakcijo se zrak nad tekocino zamenja z dusikom (previsokemu tlaku se izogne z ob&asnim
rahljanjem zamaska).
5.1 Priprava vzorca
Vzorec se zdrobi tako, da preide skozi 1 mm sito, pri Cemer se je treba izogibati nastanku toplote. Drobljenje se
mora izvesti neposredno pred tehtanjem in umiljenjem, drugace lahko pride do izgube vitamina E.
5.2 Umiljenje
Glede na vsebnost vitamina E se natehta 2-25 g vzorca na 0,01 g natan¢no in prenese v 500-mililitrsko bucko
z ravnim dnom ali erlenmajerico (4.2.1). Med obracanjem se postopoma dodajo 130 ml etanola (3.1), priblizno
100 mg BHT (3.12), 2 ml raztopine natrijevega askorbata (3.5) in 2 ml raztopine natrijevega sulfida (3.6). Na
bucko se namesti kondenzator (4.3), bucka pa se potopi v vodno kopel z magnetnim mesalnikom (4.7). Segreje
se do vretja in 5 minut pusti pod kondenzatorjem povratnega toka. Nato se skozi kondenzator (4.3) doda 25 ml
raztopine kalijevega hidroksida (3.4) in z meSanjem pod rahlim pretokom dusika pusti pod kondenzatorjem
povratnega toka nadaljnjih 25 minut. Nato se kondenzator spere s priblizno 20 ml vode, vsebina bucke pa ohladi
na sobno temperaturo.
5.3 Ekstrakcija
Z dekantiranjem se raztopina za umiljenje kvantitativno prenese v 1 000-mililitrski lij lo¢nik (4.2.3) ali napravo
za ekstrakcijo (4.8), tako da se spere s skupno 250 ml vode. Nato se bucka za umiljenje spere s 25 ml etanola
(3.1) in 100 ml petroletra (3.2), raztopine za spiranje pa se prenesejo v lij lo¢nik ali napravo za ekstrakcijo.
Razmerje vode in etanola v zdruzenih raztopinah mora biti priblizno 2:1. 2 minuti se mo¢no stresa in nato
2 minuti pusti, da se umiri.
5.3.1 Ekstrakcija z lijem lo¢nikom (4.2.3)

Ko so plasti locene (glej opombo 7.3), se plast petroletra prenese v drug lij lo¢nik (4.2.3). Ekstrakcija se ponovi
dvakrat s 100 ml petroletra (3.2) in dvakrat s 50 ml petroletra (3.2).
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Zdruzene ekstrakte v liju lo¢niku se med rahlim pretresanjem (da se prepreci nastanek emulzij) dvakrat spere s po
100 ml vode in nato s ponavljajo¢im se stresanjem ponovno s po 100 ml vode, dokler voda pri dodajanju
raztopine fenolftaleina (3.7) ne ostane brezbarvna (navadno zado$ca stirikratno spiranje). Sprani ekstrakt se
filtrira skozi suh naguban filter za locevanje faz (4.4) v 500-mililitrsko merilno bucko (4.2.2), da se odstrani
suspendirana voda. Lij lo¢nik in filter se spereta s 50 ml petroletra (3.2), dopolni se do oznake s petroletrom (3.2)
in dobro premesa.

Ekstrakcija z uporabo naprave za ekstrakcijo (4.8)

Ko se plasti locijo (glej opombo 7.3), se zamasek steklenega valja (4.8.1) zamenja z vlozkom iz brusenega stekla
(4.8.2), spodnji del nastavljive cevi pa se namesti v obliki ¢rke U tik nad raven vmesnika. S tlakom, ki ga tvori
dusik v stranski rocici, se zgornja plast petroletra prenese v 1 000-mililitrski lij lo¢nik (4.2.3). V stekleni valj se
doda 100 ml petroletra (3.2), zamasi se in dobro pretrese. Pocaka se, da se plasti locijo, zgornja plast pa se
prenese v lij lo¢nik tako kot prej. Postopek ekstrakcije se ponovi s 100 ml petroletra (3.2), nato dvakrat s po
50 ml petroletra (3.2), plasti petroletra pa se dodajo v lij lo¢nik.

Zdruzeni ekstrakti petroletra se sperejo, kakor je opisano v tocki 5.3.1, nato pa se nadaljuje, kakor je navedeno
v navedeni tocki.

Priprava raztopine vzorca za HPLC

Alikvot raztopine petroletra (iz tocke 5.3.1 ali 5.3.2) se odpipetira v 250-mililitrsko hruskasto bucko (4.2.4).
Topilo se upari skoraj do suhega v rotacijskem uparjalniku (4.1) pri zniZanem tlaku in temperaturi kopeli do
40 °C. Atmosferski tlak se vzpostavi z dovajanjem dusika (3.9), bucka pa se odstrani iz rotacijskega uparjalnika.
Preostalo topilo se odstrani v toku dusika (3.9), ostanek pa se takoj raztopi v znanem volumnu (10-100 ml)
metanola (3.3) (koncentracija DL-a-tokoferola mora biti 5-30 pg/ml).

Dolocanje s HPLC

Vitamin E se lo¢i na koloni Cy4 z reverzno fazo (4.5.1), koncentracija pa se izmeri s fluorescen¢énim detektorjem
(ekscitacija: 295 nm, emisija: 330 nm) ali UV-detektorjem (292 nm) (4.5.2).

Vbrizga se alikvot (npr. 20 pl) raztopine metanola, ki nastane pri tocki 5.4, in eluira se z mobilno fazo (3.8).
IzraCunajo se srednje vrednosti visin (povrsin) vrhov za ve¢ vbrizgov iste raztopine vzorca in srednje vrednosti
viSin (povrsin) vrhov za ve¢ vbrizgov raztopin za umerjanje (5.6.2).

Pogoji za HPLC

Naslednji pogoji se lahko uporabljajo kot smernica; lahko se uporabljajo tudi drugi pogoji, ¢e zagotavljajo
enakovredne rezultate.

Kolona za tekocinsko 250 mm x 4 mm, Cyg, polnitev 5 ali 10 pm ali enakovredna
kromatografijo (4.5.1):

Mobilna faza (3.8): Mesanica metanola (3.3) in vode, npr. 980 + 20 (v + v).
Hitrost pretoka: 1-2 ml/min
Detektor (4.5.2): Fluoresceéni detektor:

(ekscitacija: 295 nm/emisija: 330 nm) ali UV-detektor (292 nm)

Umerjanje (acetat DL-a-tokoferola ali DL-a-tokoferol)
Standardni acetat DL-a-tokoferola
Priprava delovne standardne raztopine

25 ml osnovne raztopine acetata DL-a-tokoferola (3.10.1) se odpipetira v 500-mililitrsko bucko z ravnim dnom
ali erlenmajerico (4.2.1) in hidrolizira, kakor je opisano v tocki 5.2. Nato se ekstrahira s petroletrom (3.2)
v skladu s tocko 5.3 in dopolni do 500 ml s petroletrom. 25 ml tega ekstrakta se upari v rotacijskem uparjalniku
(glej 5.4) skoraj do suhega, odstrani se preostalo topilo s tokom dusika (3.9), ostanek pa se ponovno raztopi
v 25,0 ml metanola (3.3). Nominalna koncentracija te raztopine je 45,5 pg DL-a-tokoferola na ml, kar je
enakovredno 50 pg acetata DL-a-tokoferola na ml. Delovno standardno raztopino je treba pripraviti svezo pred
uporabo.
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Priprava raztopin za umerjanje in umeritvena krivulja
1,0, 2,0, 4,0 in 10,0 ml delovne standardne raztopine se prenese v serijo 20-mililitrskih merilnih buck, dopolni

se z metanolom (3.3) do oznake in premesa. Nominalne koncentracije teh raztopin so 2,5, 5,0, 10,0 in 25,0 pg/
ml acetata DL-a-tokoferola, tj. 2,28, 4,55, 9,10 in 22,8 pg/ml DL-a-tokoferola.

Veckrat se vbrizga 20 pl vsake raztopine za umerjanje, nato pa se dolocijo srednje vrednosti visin (povrsin) vrhov.
Iz srednjih vrednosti visin (povrsin) vrhov se pripravi umeritvena krivulja.

UV-standardizacija osnovne raztopine acetata DL-a-tokoferola (3.10.1)

5,0 ml osnovne raztopine acetata DL-a-tokoferola (3.10.1) se razred¢i na 25,0 ml z etanolom, UV-spekter te
raztopine pa se izmeri proti etanolu (3.1) v spektrofotometru (4.6) med 250 in 320 nm.

Maksimalna absorpcija je pri 284 nm:
E} % = 43,6 pri 284 nm v etanolu
Pri tem razredCenju mora biti vrednost ekstinkcije 0,84 do 0,88.

DL-a-tokoferol standard

Priprava delovne standardne raztopine

2 ml osnovne raztopine DL-a-tokoferola (3.11.1) se odpipetira v 50-mililitrsko merilno bucko, raztopi
v metanolu (3.3) in dopolni z metanolom do oznake. Nominalna koncentracija te raztopine je 40 pg DL-a-

tokoferola na ml, kar je enakovredno 44,0 pg acetata DL-a-tokoferola na ml. Delovno standardno raztopino je
treba pripraviti svezo pred uporabo.

Priprava raztopin za umerjanje in umeritvena krivulja
1,0, 2,0, 4,0 in 10,0 ml delovne standardne raztopine se prenese v serijo 20-mililitrskih merilnih buck, dopolni

se do oznake z metanolom (3.3) in preme$a. Nominalne koncentracije teh raztopin so 2,0, 4,0, 8,0 in 20,0 pg/ml
DL-a-tokoferola, tj. 2,20, 4,40, 8,79 in 22,0 pg/ml acetata DL-a-tokoferola.

Veckrat se vbrizga 20 pl vsake raztopine za umerjanje, nato pa se dolocijo srednje vrednosti visin (povrsin) vrhov.
Iz srednjih vrednosti visin (povrsin) vrhov se pripravi umeritvena krivulja.

UV-standardizacija osnovne raztopine DL-a-tokoferola (3.11.1)

2,0 ml osnovne raztopine DL-a-tokoferola (3.11.1) se razred¢i na 25,0 ml z etanolom, UV-spekter te raztopine
pa se izmeri proti etanolu (3.1) v spektrofotometru (4.6) med 250 in 320 nm. Maksimalna absorpcija je pri
292 nm:

El % =758 pri 292 nm v etanolu

Pri tem razred¢enju mora biti vrednost ekstinkcije 0,6.

Izracun rezultatov

Iz srednje vrednosti viSine (povrsine) vrhov vitamina E iz raztopine vzorca se s pomocjo umeritvene krivulje
(5.6.1.2 ali 5.6.2.2) doloci koncentracija raztopine vzorca v pg/ml (izracunana kot acetat DL-a-tokoferola).

Vsebnost vitamina E (w) v mg/kg v vzorcu se izra¢una po naslednji formuli:

500 x c x 'V,
=— k
Vixm  melkel
pri Cemer je:
¢ = koncentracija vitamina E (kot acetata a-tokoferola) v raztopini vzorca (5.4) v ug/ml;
V, = volumen raztopine vzorca (5.4) v ml;
V, = volumen alikvota, uporabljenega pri tocki 5.4, v ml;

m = masa preskusnega vzorca v gramih.
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Opombe

Pri vzorcih z nizko koncentracijo vitamina E se ekstrakti petroletra iz dveh umilitvenih Sarz (natehtana mnozina:
25 g) zdruzijo v eno raztopino vzorca za dolocanje s HPLC.

Masa vzorca za analizo ne vsebuje ve¢ kot 2 g mascobe.
Ce se fazi ne locita, se doda priblizno 10 ml etanola (3.1) za razbitje emulzije.

Po spektrofotometricni meritvi raztopine acetata DL-a-tokoferola ali raztopine DL-a-tokoferola v skladu
s tocko 5.6.1.3 ali pa 5.6.2.3 se doda priblizno 10 mg BHT (3.12) v raztopino (3.10.1 ali 3.10.2), raztopina pa se
hrani v hladilniku (hrani se lahko najve¢ 4 tedne).

Namesto BHT se lahko uporablja hidrokinon.

Z obicajno fazno kolono je mozno loditi a-, -, y- in d-tokoferol.

Namesto raztopine natrijevega askorbata se lahko uporabi priblizno 150 mg askorbinske kisline.
Namesto raztopine natrijevega sulfida se lahko uporabi priblizno 50 mg EDTA.

Acetat vitamina E se v bazi¢nih pogojih hidrolizira zelo hitro, zato je zelo obcutljiv na oksidacijo, zlasti
v navzo¢nosti elementov v sledovih, kot sta Zelezo in baker. Ce raven vitamina E v premiksih presega 5 000 mg|
kg, se vitamin E pri dolocanju lahko razgradi. Zato je za potrditev priporocena metoda HPLC z encimsko
razgradnjo strukture vitamina E brez bazi¢nega umiljenja.

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati 15 % najvisjega
rezultata.

Rezultati medlaboratorijske Studije (')

Premiks Krmrerlliianip res Minz{;l?ria:( on- Beljeﬁ(r?;r;nska Krma za prasice

L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
Srednja vrednost 17 380 1187 926 315 61,3
[mg/kg]

S, [mg/kg] 384 453 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CV, [ %] 2,2 3,8 2,7 4,1 3,8
Sr mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVg [ %] 4,8 55 6,0 6,0 12,7

Stevilo laboratorijev;

n : Stevilo posameznih vrednosti;
S, : standardni odmik ponovljivosti;
Sk : standardni odmik obnovljivosti;
r : ponovljivost;

R : obnovljivost;

CV, : koeficient variacije ponovljivosti;

CVy : koeficient variacije obnovljivosti.

Izvedla delovna skupina za krmo Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Slika 1: Naprava za ekstrakcijo (4.8)
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C.  DOLOCANJE ZELEZA, BAKRA, MANGANA IN CINKA V SLEDOVIH
Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje Zeleza, bakra, mangana in cinka v sledovih v krmi. Meje za dolocanje so:
—  zelezo (Fe): 20 mgfkg,

—  baker (Cu): 10 mg/kg,

— mangan (Mn): 20 mg/kg,

— cink (Zn): 20 mg/kg.

Nacelo

Po razkroju morebitnih organskih snovi se vzorec raztopi v klorovodikovi kislini. Po primernem razred¢enju se
z atomsko absorpcijsko spektrometrijo dolocijo Zelezo, baker, mangan in cink.

Reagenti
Uvodne opombe

Za pripravo reagentov in raztopin za analizo se uporabi voda brez kationov, ki jih je treba dolociti, ki se pripravi
z dvojnim destiliranjem vode v destilatorju iz borosilikatnega ali kremenovega stekla ali z dvojno ionsko
izmenjavo.

Reagenti morajo biti najmanj analitske ¢istoce. Odsotnost elementa, ki se doloca, se preveri s slepim preskusom.
Po potrebi se morajo reagenti dodatno precistiti.

Namesto spodaj navedenih standardnih raztopin se lahko uporabijo komercialne standardne raztopine, ¢e imajo
jamstvo in so bile pred uporabo preverjene.

Klorovodikova kislina (g: 1,19 g/ml)
Klorovodikova kislina (6 mol/l)
Klorovodikova kislina (0,5 mol/l)

38-40-odstotna (v/v) klorovodikova kislina z vsebnostjo Zeleza (Fe) manj kot 1 mg/l in z manj kot 10 mg/
1 ostanka (v obliki sulfata) po uparevanju

Zveplova kislina (g: 1,84 g/ml)
Vodikov peroksid a.¢. (priblizno 100 volumnov kisika (30 % po masi))

Standardna raztopina Zeleza (1 000 pg Fe/ml), pripravljena na naslednji nacin, ali enakovredna komercialno
dostopna raztopina: 1 g Zelezne Zice se raztopi v 200 ml klorovodikove kisline 6 mol/l (3.2), doda se 16 ml
vodikovega peroksida (3.6) in dopolni z vodo do 1 litra.

Standardna delovna raztopina Zeleza (100 pg Fe/ml), pripravljena z red¢enjem 1 dela standardne raztopine (3.7)
z 9 deli vode.

Standardna raztopina bakra (1 000 pg Cu/ml), pripravljena na naslednji nacin, ali enakovredna komercialno
dostopna raztopina:

— 1 g bakra v prahu se raztopi v 25 ml klorovodikove kisline 6 mol/l (3.2), doda se 5 ml vodikovega
peroksida (3.6) in dopolni z vodo do 1 litra.



26.2.2009

Uradni list Evropske unije

L 54/73

3.8.1

3.9

39.1

3.10.1

3.11

4.1

4.2

43

5.1.1.1

Standardna delovna raztopina bakra (10 pg Cu/ml), pripravljena z red¢enjem 1 dela standardne raztopine (3.8)
z 9 deli vode, nato pa z redcenjem 1 dela te raztopine z 9 deli vode.

Standardna raztopina mangana (1 000 pg Mn/ml), pripravljena na naslednji nacin, ali enakovredna komercialno
dostopna raztopina:

— 1 g mangana v prahu se raztopi v 25 ml klorovodikove kisline 6 mol/l (3.2) in dopolni z vodo do 1 litra.

Standardna delovna raztopina mangana (10 pg Mn/ml), pripravljena z redcenjem 1 dela standardne raztopine
(3.9) z 9 deli vode, nato pa z red¢enjem 1 dela te raztopine z 9 deli vode.

Standardna raztopina cinka (1 000 pg Zn/ml), pripravljena na naslednji nacin, ali enakovredna komercialno
dostopna raztopina:

— 1 g cinka v foliji ali granulah se raztopi v 25 ml klorovodikove kisline 6 mol/l (3.2) in dopolni z vodo do
1 litra.

Standardna delovna raztopina cinka (10 pg Zn/ml), pripravljena z red¢enjem 1 dela standardne raztopine (3.10)
z 9 deli vode, nato pa z redéenjem 1 dela te raztopine z 9 deli vode.

Raztopina lantanovega klorida: 12 g lantanovega klorida se raztopi v 150 ml vode, doda se 100 ml
klorovodikove kisline 6 mol/l (3.2) in dopolni z vodo do 1 litra.

Oprema

Zarilna pe¢ z regulacijo temperature in po moznosti rekorderjem

Stekleni deli morajo biti iz odpornega borosilikata, priporocljiva pa je uporaba opreme, ki je namenjena
izklju¢no dolocanju elementov v sledovih.

Atomski absorpcijski spektrofotometer, ki ustreza zahtevam metode glede obcutljivosti in natancnosti
zahtevanega obmodja.

Postopek ()
Vzorci, ki vsebujejo organske snovi
Upepeljevanje in priprava raztopine za analizo (3

5-10 g vzorca se natehta na 0,2 mg natan¢no in prenese v Zarilni lon¢ek iz kvarca ali platine (glej opombo (b)),
osusi v susilniku pri 105 °C in postavi v hladno Zarilno pec (4.1). Pec se zapre (glej opombo (c)), temperatura pa
se priblizno 90 minut postopoma visa na 450-475 °C. Ta temperatura se ohranja 4-16 ur (npr. ¢ez noc), da se
odstranijo zoglenele snovi, nato pa se pe¢ odpre in ohladi (glej opombo (d)).

Pepel se navlazi z vodo in prenese v 250-mililitrsko ¢aso. Loncek se spere s skupaj priblizno 5 ml klorovodikove
kisline (3.1), vsebina pa se pocasi in previdno prenese v ¢aso (lahko pride do burne reakcije zaradi nastanka CO,).
Po kapljicah se dodaja klorovodikova kislina (3.1), mesa pa se, dokler penjenje ne poneha. Upareva se do suhega,
pri ¢emer se obcasno premesa s stekleno palcko.

(") Lahko se uporabljajo druge metode za razklop, ¢e dokazano zagotavljajo podobne rezultate (kot je npr. mikrovalovni razklop).

() 'V zeleni krmi (svezi ali posuseni) je lahko velika koli¢ina kremena rastlinskega izvora, v katerem so lahko elementi v sledovih in ga je
treba odstraniti. Pri vzorcih taksne krme je treba izvajati naslednji spremenjeni postopek. Postopki iz tocke 5.1.1.1 se izvedejo do
filtracije. Filtrirni papir, ki vsebuje netopen ostanek, se dvakrat spere z vrelo vodo in prenese v Zarilni loncek iz kvarca ali platine. Prezari
se v zarilni peci (4.1) pri temperaturi pod 550 °C, dokler ves zogleneli material popolnoma ne izgine. Pusti se ohladiti, doda se nekaj
kapljic vode in 10-15 ml klorovodikove kisline (3.4), nato pa se upari do suhega pri priblizno 150 °C. Ce v ostanku ostane kremen, se
ponovno raztopi v nekaj mililitrih klorovodikove kisline (3.4) in upari do suhega. Doda se pet kapljic Zveplove kisline (3.5) in segreva do
prenchanja izhajanja belih hlapov. Po dodatku 5 ml klorovodikove kisline 6 mol/l (3.2) in priblizno 30 ml vode se segreva, raztopina se
filtrira v 250-mililitrsko merilno bucko ter dopolni z vodo do oznake (koncentracija HC priblizno 0,5 mol/l). Nadaljuje se z dolocanjem
v skladu s tocko 5.1.2.
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Nato se ostanku doda 15 ml klorovodikove kisline 6 mol/l (3.2) in priblizno 120 ml vode. Premesa se s stekleno
palic¢ico, ki se pusti v ¢asi, asa pa se pokrije z urnim steklom. Pocasi se segreva do vretja in pusti vreti do popolne
raztopitve pepela. Skozi filter, ki ne vsebuje pepela, se filtrira v 250-mililitrsko merilno bucko. Casa in filter se
spereta s 5 ml vroce klorovodikove kisline 6 mol/l (3.2) in dvakrat z vrelo vodo. Merilna bucka se napolni z vodo
do oznake (koncentracija HCl priblizno 0,5 mol/l).

Ce je ostanek na filtru videti & (ogljik), se ponovno postavi v pe¢ in upepeli pri 450475 °C. Ta upepelitev, ki
zahteva le nekaj ur (priblizno 3-5 ur), je koncana, ko je pepel videti bel ali skoraj bel. Ostanek se raztopi
s priblizno 2 ml klorovodikove kisline (3.1), upari do suhega in doda 5 ml klorovodikove kisline 6 mol/l (3.2).
Segreje se, raztopina se filtrira v merilno bucko in dopolni z vodo do oznake (koncentracija HCI priblizno
0,5 mol/l).

Opombe:

(a)  Pri dolocanju elementov v sledovih je pomembno paziti zaradi tveganja onesnaZenja, predvsem s cinkom,
bakrom in Zelezom. Zato oprema, ki se uporablja pri pripravi vzorcev, ne sme vsebovati teh kovin.

Za zmanjSanje splosnega tveganja onesnazenja je treba delati v brezprasnem prostoru s popolnoma isto
opremo in dobro pomitimi steklenimi posodami. Dolocanje cinka je posebej obcutljivo na ve¢ vrst
onesnazenja, npr. s stekleno posodo, reagenti, prahom itd.

(b) Masa vzorca, ki se upepeli, se izracuna iz priblizne vsebnosti elementov v sledovih v krmi glede na
obcutljivost uporabljenega spektrofotometra. Pri nekateri krmi z nizko vsebnostjo elementov v sledovih je
morda potrebno zaceti z 10-20 g vzorca ter kon¢no raztopino dopolniti do samo 100 ml.

() Upepeljevanje se mora izvajati v zaprti peci brez dovajanja zraka ali kisika.

(d)  Temperatura na pirometru ne sme preseci 475 °C.

Dolocanje s spektrofotometrijo
Priprava raztopin za umerjanje

Za vsak element, ki se doloca, se iz standardnih delovnih raztopin iz tock 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 in 3.10.1 pripravi
serija raztopin za umerjanje, pri ¢emer je koncentracija HCl v vsaki priblizno 0,5 mol/l (in (pri Zelezu, manganu
in cinku) koncentracija lantanovega klorida, ki ustreza 0,1 % La (m/v)).

Izbrane koncentracije elementov v sledovih morajo ustrezati obmocju obcutljivosti uporabljenega spektrofo-
tometra. V spodnjih preglednicah so kot primer navedena tipicna obmogja raztopin za umerjanje glede na vrsto
in obcutljivost uporabljenega spektrofotometra, zato je morda treba izbrati druga¢ne koncentracije.

Zelezo
g Fe/ml 0 0.5 1 2 3 4 5
ml delovne standardne razto- 0 0,5 1 2 3 4 5
pine (3.7.1) (1 ml = 100 pg Fe)
ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml raztopine lantanovega klorida (3.11) in dopolniti z vodo do 100 ml

Baker

pg Cu/ml 0 0,1 0.2 04 0,6 0.8 1,0

ml delovne standardne razto- 0 1 2 4 6 8 10
pine (3.8.1) (1 ml = 10 pg Cu)

ml HCl (3.2) 8 8 8 8 8 8 8




26.2.2009

Uradni list Evropske unije L 54[75

5.1.2.2

5.1.2.3

5.1.2.4

5.2

Mangan
pg Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml delovne standardne razto- 0 1 2 4 6 8 10
pine (3.9.1) (1 ml = 10 pg Mn)
ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml raztopine lantanovega klorida (3.11) in dopolniti z vodo do 100 ml

Cink
pg Zn/ml 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
ml delovne standardne razto- 0 0,5 1 2 4 6 8
pine (3.10.1) (1 ml = 10 pg Zn)
ml HCI (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml raztopine lantanovega klorida (3.11) in dopolniti z vodo do 100 ml

Priprava raztopine za analizo

Za dolo¢anje bakra se lahko raztopina, pripravljena v skladu s tocko 5.1.1, ponavadi uporabi neposredno. Ce je
treba koncentracijo prilagoditi obmocju umeritve, se ustrezen alikvot odpipetira v 100-mililitrsko merilno bucko
in dopolni s klorovodikovo kislino 0,5 mol/l (3.3) do oznake.

Za dolocanje Zeleza, mangana in cinka se odpipetira ustrezen alikvot raztopine, pripravljene v skladu
s tocko 5.1.1, v 100-mililitrsko merilno bucko, doda se 10 ml raztopine lantanovega klorida (3.11) in dopolni do
oznake s klorovodikovo kislino 0,5 mol/l (3.3) (glej tudi tocko 8 ,Opomba®).

Slepi preskus

Slepi preskus mora vkljucevati vse predpisane korake postopka, le da se izpusti vzorec. Raztopina za ume-
rjanje ,0“ se ne sme uporabljati kot slepa raztopina.

Merjenje atomske absorpcije

Atomska absorpcija raztopin za umerjanje in raztopine, ki se analizira, se izmeri z uporabo oksidnega plamena
zrak-acetilen pri naslednjih valovnih dolzinah:

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

Vsako merjenje se izvede Stirikrat.

Mineralna krma

Ce vzorec ne vsebuje organskih snovi, predhodno upepeljevanje ni potrebno. Nadaljuje se v skladu z drugim
odstavkom tocke 5.1.1.1. Uparevanje s klorovodikovo kislino se lahko izpusti.

Izraun rezultatov

Koncentracija elementa v sledovih v raztopini, ki se analizira, se izracuna s pomo¢jo umeritvene krivulje, rezultat
pa se izrazi v miligramih elementa v sledovih na kilogram vzorca (ppm).
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3.4

3.5

3.6

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, ki jih na istem vzorcu izvaja isti analitik, ne presega:
— 5 mg/kg absolutne vrednosti za vsebnosti zadevnega elementa v sledovih do 50 mg/kg,

— 10 % viSjega rezultata za vsebnosti zadevnega elementa v sledovih 50-100 mg/kg,

— 10 mg/kg absolutne vrednosti za vsebnosti zadevnega elementa v sledovih 100-200 mg/kg,

— 5% viSjega rezultata za vsebnosti zadevnega elementa v sledovih nad 200 mg/kg.

Opomba

Ce je koli¢ina prisotnih fosfatov visoka, lahko moti dolocanje Zeleza, mangana in cinka. To se mora popraviti
z dodajanjem raztopine lantanovega klorida (3.11). Ce pa je masno razmerju v vzorcu (Ca + Mg/P) > 2, se lahko
izpusti dodajanje raztopine lantanovega klorida (3.11) raztopini za analizo in raztopinam za umerjanje.

D. DOLOCANJE HALOFUGINONA

DL-trans-7-bromo-6-kloro- 3-[ 3-(3-hidroksi- 2-piperidil)acetonil ]-kvinazolin-4-(3H)-ena hidrobromid

Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje ravni halofuginona v krmi. Meja kvantifikacije je 1 mg/kg.

Nacelo

Po obdelavi z vroco vodo se halofuginon ekstrahira v obliki proste baze v etilni acetat in se nato kot hidroklorid
loci v vodno raztopino kisline. Ekstrakt se precisti z ionsko izmenjevalno kromatografijo. Vsebnost halofuginona
se doloci s tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC) z reverzno fazo in z UV-detektorjem.

Reagenti

Acetonitril, za HPLC
Izmenjevalec Amberlite XAD-2
Amonijev acetat

Etilni acetat

Ledocetna kislina

Standardna snov halofuginon (DL-trans-7-bromo-6-kloro-3-[3-hidroksi-2-piperidil)acetonil]-kvinazolin-4-(3H)-
ena hidrobromid, E 764)

Osnovna standardna raztopina halofuginona, 100 pg/ml

50 mg halofuginona (3.6) se natehta na 0,1 mg natan¢no in prenese v 500-mililitrsko merilno bucko ter raztopi
v pufrski raztopini amonijevega acetata (3.18), dopolni se s pufrsko raztopino do oznake in premesa. Ta
raztopina je stabilna tri tedne pri 5 °C, ¢e se hrani na temnem.

Raztopine za umerjanje

V serijo 100-mililitrskih merilnih buck se prenese 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 in 6,0 ml osnovne standardne raztopine
(3.6.1). Dopolni se z mobilno fazo (3.21) do oznake in premesa. V teh raztopinah je koncentracija halofuginona
1,0, 2,0, 3,0, 4,0 in 6,0 pg/ml. Te raztopine je treba pripraviti sveze pred uporabo.
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3.7 Klorovodikova kislina, (pyo priblizno 1,16 g/ml)

3.8 Metanol

3.9 Srebrov nitrat

3.10 Natrijev askorbat

3.11 Natrijev karbonat

3.12 Natrijev klorid

3.13 EDTA (etilendiamintetraocetna kislina, dinatrijeva sol)

3.14 Voda, za HPLC

3.15 Raztopina natrijevega karbonata, ¢ = 10 g/100 ml

3.16 Raztopina natrijevega klorida in nasi¢enega natrijevega karbonata, ¢ = 5 g/100 ml
50 g natrijevega karbonata (3.11) se raztopi v vodi, razred¢i do 1 litra, nato pa se doda natrijev klorid (3.12),
dokler raztopina ni nasicena.

3.17 Klorovodikova kislina, priblizno 0,1 mol/l
10 ml HCl (3.7) se razredéi z vodo do 1 litra.

3.18 Pufrska raztopina amonijevega acetata, priblizno 0,25 mol/l
19,3 g amonijevega acetata (3.3) in 30 ml ocetne kisline (3.5) se raztopi v vodi (3.14) ter razred¢i do 1 litra.

3.19 Priprava izmenjevalca Amberlite XAD-2
Ustrezna koli¢ina Amberlita (3.2) se spira z vodo, dokler niso odstranjeni vsi kloridni ioni, kar dokazuje preskus
s srebrovim nitratom (3.20) v zavrZeni vodni fazi. Nato se izmenjevalec spere s 50 ml metanola (3.8), metanol se
zavrze, izmenjevalec pa hrani v sveZem metanolu.

3.20 Raztopina srebrovega nitrata, priblizno 0,1 mol/l
0,17 g srebrovega nitrata (3.9) se raztopi v 10 ml vode.

3.21 Mobilna faza HPLC
500 ml acetonitrila (3.1) se zmesa s 300 ml pufrske raztopine amonijevega acetata (3.18) in 1 200 ml vode
(3.14). pH se uravna na 4,3 z ocetno kislino (3.5). Filtrira se skozi filter 0,22 pm (4.8) in raztopina se razplini
(npr. 10 minut v ultrazvo¢ni kopeli). Ta raztopina je stabilna en mesec, ¢e se hrani na temnem v zaprti posodi.

4. Oprema

4.1 Ultrazvoc¢na kopel

4.2 Rotacijski uparjalnik

43 Centrifuga

4.4 HPLC-oprema z ultravijolicnim detektorjem z nastavljivo valovno dolzino ali detektorjem s serjjo diod

441 Kolona za tekocinsko kromatografijo, 300 mm x 4 mm, C,g, polnitev 10 pm ali enakovredna kolona

4.5 Steklena kolona (300 mm x 10 mm) s filtrom iz sintranega stekla in petelinckom

4.6 Filtri iz steklenih vlaken, premera 150 mm
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4.7 Membranski filtri, 0,45 pm
4.8 Membranski filtri, 0,22 pm
5. Postopek

Opomba: Halofuginon kot prosta baza je nestabilen v bazi¢nih in etilacetatnih raztopinah. V etilacetatu se ne
pusti ve¢ kot 30 minut.

5.1 Splosno
5.1.1 Z analizo slepe krme se preveri, da niso prisotni niti halofuginon niti motece snovi.
5.1.2 Preskus izkoristka se izvede z analizo slepe krme, ki se ji doda koli¢ina halofuginona, podobna koli¢ini v vzorcu.

Za koncentracijo 3 mgfkg se k 10 g slepe krme doda 300 pl osnovne standardne raztopine (3.6.1), premesa se in
pocaka 10 minut, preden se zacne postopek ekstrakcije (5.2).

Opomba: Pri tej metodi je vrsta slepe krme podobna vrsti vzorca, pri analizi pa se dokaze odsotnost
halofuginona.

5.2 Ekstrakcija

10 g pripravljenega vzorca se natehta na 0,1 g natancno in prenese v 200-mililitrsko centrifugirno epruveto,
doda se 0,5 g natrijevega askorbata (3.10), 0,5 g EDTA (3.13) in 20 ml vode ter premesa. Epruveta se postavi za
5 min v vodno kopel (80 °C). Po ohladitvi na sobno temperaturo se doda 20 ml raztopine natrijevega karbonata
(3.15) in premesa. Takoj se doda 100 ml etilacetata (3.4) in 15 sekund ro¢no mocno stresa. Nato se epruveta
postavi za 3 minute v ultrazvocno kopel (4.1), zamasek pa zrahlja. Centrifugira se 2 minuti, faza etilacetata pa se
oddekantira skozi filter iz steklenih vlaken (4.6) v 500-mililitrski lij lo¢nik. Ekstrakcija vzorca se ponovi
z nadaljnjimi 100 ml etilacetata. Sestavljeni ckstrakti se spirajo 1 minuto s 50 ml raztopine nasiCenega
natrijevega klorida-natrijevega karbonata (3.16), vodna plast pa se zavrze.

Organska plast se ekstrahira 1 minuto s 50 ml klorovodikove kisline (3.17). Spodnja kislinska plast se prenese
v 250-mililitrski lij lo¢nik. Organska plast se ponovno ekstrahira 1,5 minute z nadaljnjimi 50 ml klorovodikove
kisline, ekstrakt pa se zdruzi s prvim ekstraktom. Zdruzena ekstrakta se priblizno 10 sekund spirata z 10 ml
etilacetata (3.4) z vrtenjem.

Vodna plast se prenese v 250-mililitrsko bucko z okroglim dnom, organska faza pa se zavrze. Ves preostali
etilacetat iz kisle raztopine se upari v rotacijskem uparjalniku (4.2). Temperatura vodne kopeli ne sme preseci
40 °C. Ves preostali etilacetat se odstrani v 5 minutah v vakuumu pri priblizno 25 milibarih in 38 °C.

5.3 Ciscenje
5.3.1 Priprava kolone z Amberlitom

Kolona XAD-2 se pripravi za vsak ekstrakt vzorca. 10 g pripravljenega Amberlita (3.19) se z metanolom (3.8)
prenese v stekleno kolono (4.5). Na vrh posteljice izmenjevalca se polozi majhen zamasek iz steklene volne.
Metanol se izpusti iz kolone, izmenjevalec pa se spere s 100 ml vode tako, da se tok vode ustavi, ko vrh posteljice
doseze izmenjevalec. Pred uporabo se pusti 10 minut, da se kolona uravnotezi. Kolona se ne sme nikoli izsusiti.

5.3.2 Cis¢enje vzorca

Ekstrakt (5.2) se prenese na vrh pripravljene kolone z Amberlitom (5.3.1) in eluira, eluat pa se zavrze. Hitrost
eluiranja ne sme biti ve¢ja od 20 ml/min. Bucka z okroglim dnom se spere z 20 ml klorovodikove kisline (3.17)
in vsebina se uporabi za spiranje izmenjalne kolone. Kakr$na koli preostala raztopina kisline se prepiha
z zrakom. Ostanek po izpiranju se zavrze. V kolono se doda 100 ml metanola (3.8), 5-10 ml se eluira, eluat pa
se zbere v 250-mililitrsko bucko z okroglim dnom. Preostali metanol se pusti 10 minut, da se uravnotezi
z izmenjevalcem, eluiranje se nadaljuje s hitrostjo, ki ne presega 20 ml/min, eluat pa se zbira v isto bucko
z okroglim dnom. Metanol se upari na rotacijskem uparjalniku (4.2), pri cemer temperatura vodne kopeli ne sme
preseci 40 °C. Ostanek se z mobilno fazo (3.21) prenese v 10-mililitrsko merilno bucko. Dopolni se z mobilno
fazo do oznake in premesa. Alikvot se prefiltrira skozi membranski filter (4.7). Raztopina se shrani za dolocanje
s HPLC (5.4).
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7.1

Dolocanje s HPLC
Parametri

Naslednji pogoji se lahko uporabljajo kot smernice, lahko pa se uporabljajo drugi pogoji, Ce zagotavljajo
enakovredne rezultate.

Kolona za tekocinsko kromatografijo (4.4.1)
Mobilna faza HPLC (3.21)

Hitrost pretoka: 1,5-2 ml/min

Detekcijska valovna dolzina: 243 nm
Volumen, ki se vbrizga: 40 do 100 pl

Stabilnost kromatografskega sistema se preveri z veckratnim vbrizgavanjem raztopine za umerjanje
s koncentracijo 3,0 pg/ml (3.6.2), dokler niso dosezene konstantne visine (ali povrsine) vrhov in konstantni
retencijski Casi.

Umeritvena krivulja

Vsaka raztopina za umerjanje (3.6.2) se vbrizga veckrat, za vsako koncentracijo pa se izmerijo srednje vrednosti
vi$in (povrsin) vrhov. Umeritvena krivulja se pripravi tako, da se na ordinato nanesejo srednje vrednosti visin ali
povrsin vrhov raztopin za umerjanje, na absciso pa ustrezne koncentracije v pg/ml.

Raztopina vzorca

Ekstrakt vzorca (5.3.2) se vbrizga veckrat, pri cemer se uporabijo enaki volumni kot za raztopino za umerjanje,
nato pa se dolo¢i srednja vrednost visin (povrsin) vrhov halofuginona.

Izraun rezultatov

Koncentracija raztopine v pg/ml se dolodi iz srednjih vrednosti visin (povrsin) vrhov halofuginona v raztopini
vzorca iz umeritvene krivulje (5.4.2).

Vsebnost halofuginona (w) (mg/kg) v vzorcu se izra¢una po naslednji formuli:

cx 10
W=
m

pri Cemer je:

¢ : koncentracija halofuginona v raztopini vzorca v pg/ml;

m : masa preskusanega vzorca v gramih.

Potrditev rezultatov
Identiteta

Identiteta analita se lahko potrdi z dodatno kromatografijo ali z detektorjem s serijo diod, s katerim se primerjata
spekter ekstrakta vzorca in spekter raztopine za umerjanje (3.6.2) s koncentracijo 6,0 pg/ml.

Dodatna kromatografija

Ekstraktu vzorca se doda ustrezna koli¢ina raztopine za umerjanje (3.6.2). Kolicina dodanega halofuginona mora
biti podobna ocenjeni koli¢ini halofuginona v ekstraktu vzorca.

Povisan je le vrh halofuginona ob upostevanju dodane kolicine in razreditve ekstrakta. Sirina vrha na polovici
maksimalne visine mora biti znotraj £ 10 % prvotne Sirine.



L 54/80

Uradni list Evropske unije

26.2.2009

7.1.2

7.2

7.3

Detekcija s serijo diod

Rezultati se ocenijo glede na naslednja merila:

@)

valovni dolZini maksimalne absorpcije spektra vzorca in spektra standarda, zabeleZeni na najvisji tocki vrha
kromatograma, morata biti isti znotraj meja, dolocenih z locljivostjo sistema za detekcijo. Za detekcijo
s serijo diodo je to ponavadi znotraj + 2 nm;

vrha, za navedene dele spektra ne smeta razlikovati znotraj obmocja 10-100 % relativne absorbance. To
merilo je izpolnjeno, ko so prisotne iste najvisje vrednosti in ko odmik med dvema spektroma na nobeni
opazovani tocki ne preseze 15 % absorbance standardnega analita;

med 225 in 300 nm se spektri nara$¢anja, najvi§je tocke vrha in padanja vrha, pridobljeni iz ekstrakta
vzorca, za navedene dele spektra ne smejo razlikovati znotraj obmocja 10-100 % relativne absorbance. To
merilo je izpolnjeno, ko so prisotne iste najvije tocke in ko odmik med spektri na nobeni od opazovanih
tock ne preseze 15 % absorbance spektra najvisje tocke.

Ce eno od teh meril ni izpolnjeno, prisotnost analita ni potrjena.

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati 0,5 mg/kg za
vsebnost halofuginona do 3 mg/kg.

Izkoristek

Za slepi vzorec z dodatkom je izkoristek najmanj 80 %.

Rezultati medlaboratorijske Studije

Organizirana je bila medlaboratorijska Studija ('), v kateri je osem laboratorijev analiziralo tri vzorce.

Rezultati
Vzorec A
(slepi) Vzorec B (v prahu) Vzorec C (v briketih)
ob prejemu
ob prejemu po 2 mesecih ob prejemu po 2 mesecih

Srednja vrednost [mg/ ND 2,80 2,42 2,89 2,45
kg]
Sk [mg/kg] — 0,45 043 0,40 0,42
CVie [ %] — 16 18 14 17
Rec. [ %) 86 74 88 75
ND = ni zaznano;
Sk = standardni odmik obnovljivosti;
CVr = koeficient variacije obnovljivosti (%);
Rec. = izkoristek (%).
E. DOLOCAN]E ROBENIDINA

1,3-bis [(4-klorobenziliden)amino]gvanidin — hidroklorid

Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje ravni robenidina v krmi. Meja kvantifikacije je 5 mg/kg.

(") The Analyst 108, 1983, str. 1252-1256.
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3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.9.1

Nacelo

Vzorec se ekstrahira z nakisanim metanolom. Ekstrakt se osusi in alikvot se precisti na koloni iz aluminijevega
oksida. Robenidin se eluira s kolone z metanolom, koncentrira in dopolni z mobilno fazo do ustreznega
volumna. Vsebnost robenidina se dolo¢i s tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC) z reverzno fazo in
UV-detektorjem.

Reagenti

Metanol
Nakisani metanol

4,0 ml klorovodikove kisline (p20 = 1,18 g/ml) se prenese v 500-mililitrsko merilno bucko, dopolni se do
oznake z metanolom (3.1) in premesa. Ta raztopina se pred vsako uporabo sveze pripravi.

Acetonitril, za HPLC
Molekularno sito

Tip 3A, kroglice 8 do 12 me§ (kroglice, premera 1,6 — 2,5 mm, kristalini¢ni aluminijev silikat, premer por
0,3 mm)

Stopnja kislinske aktivnosti I aluminijevega oksida, za kolonsko kromatografijo

V primerno posodo se prenese 100 g aluminijevega oksida in doda 2,0 ml vode. Zamasi se in stresa priblizno
20 minut. Hrani se v dobro zaprti posodi.

Raztopina kalijevega dihidrogenfosfata, ¢ = 0,025 mol/l

3,40 g kalijevega dihidrogenfosfata se raztopi v vodi (za HPLC) v 1 000-mililitrski merilni bucki, dopolni se do
oznake in premesa.

Raztopina dinatrijevega hidrogenfosfata, ¢ = 0,025 mol/l

3,55 g brezvodnega dinatrijevega hidrogenfosfata (ali 4,45 g dihidrata ali 8,95 g dodekahidrata) se raztopi v vodi
(za HPLC) v 1 000-mililitrski merilni bucki, dopolni se do oznake in premesa.

HPLC-mobilna faza

Zmesajo se naslednji reagenti:

650 ml acetonitrila (3.3),

250 ml vode (za HPLC),

50 ml raztopine kalijevega dihidrogenfosfata (3.6),

50 ml raztopine dinatrijevega hidrogenfosfata (3.7).

Filtrira se skozi filter 0,22 pm (4,6), raztopina pa se nato razplini (npr. 10 minut v ultrazvo¢ni kopeli).
Standardna snov

Cisti robenidin: 1,3-bis[4-klorobenziliden)amino] gvanidin hidroklorid

Osnovna standardna raztopina robenidina: 300 pg/ml

30 mg standardnega robenidina (3.9) se natehta na 0,1 mg natan¢no. Raztopi se v nakisanem metanolu (3.2)
v 100-mililitrski merilni bucki, dopolni se z istim topilom do oznake in premesa. Bucka se ovije v aluminijasto
folijo in hrani v temi.
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4.1

4.2

4.3

4.4

4.4.1

4.5

4.6

4.7

5.2

Vmesna standardna raztopina robenidina: 12 pg/ml

10,0 ml osnovne standardne raztopine robenidina (3.9.1) se prenese v 250-mililitrsko merilno bucko, dopolni se
z mobilno fazo (3.8) do oznake in premesa. Bucka se ovije v aluminijasto folijo in hrani v temi.

Raztopine za umerjanje

V serijo 50-mililitrskih merilnih buck se prenese 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 in 25,0 ml vmesne standardne raztopine
(3.9.2). Dopolni se z mobilno fazo (3.8) do oznake in premesa. Te raztopine ustrezajo koncentracijam robenidina
1,2, 2,4, 3,6, 4,8 in 6,0 pg/ml. Te raztopine je treba pripraviti sveze pred uporabo.

Voda za HPLC

Oprema

Steklena kolona

Iz temnega stekla, s petelinckom in rezervoarjem z volumnom pribliZno 150 ml, notranjega premera
10-15 mm, dolZine 250 mm

Mehanski stresalnik ali magnetno mesalo

Rotacijski uparjalnik

Oprema za HPLC z ultravijolicnim detektorjem ali detektorjem s serijo diod, z nastavljivo valovno dolzino
v obmodju 250-400 nm.

Kolona za tekocinsko kromatografijo: 300 mm x 4 mm, Cs, polnitev 10 pm ali enakovredna

Filtrski papir iz steklenih vlaken (Whatman GF/A ali enakovreden)

Membranski filtri, 0,22 pm

Membranski filtri, 0,45 pm

Postopek

Opomba: Robenidin je obcutljiv na svetlobo. Pri vseh postopkih se uporablja temna steklovina.

Splosno

Z analizo slepe krme se zagotovi, da niso prisotni niti robenidin niti motece snovi.

Preskus izkoristka se izvede z analizo slepe krme (5.1.1), ki se ji doda koli¢ina amproliuma, podobna koli¢ini
v vzorcu. Za koncentracijo 60 mgfkg se 3,0 ml osnovne standardne raztopine (3.9.1) prenese v 250-mililitrsko
erlenmajerico. Raztopina se upari v toku dusika do priblizno 0,5 ml. Doda se 15 g slepe krme, premesa, pusti
10 minut in nadaljuje z ekstrakcijo (5.2).

Opomba: Pri tej metodi je vrsta slepe krme podobna vrsti vzorca in pri analizi se dokaze odsotnost robenidina.

Ekstrakcija

Priblizno 15 g vzorca se natehta na 0,01 g natancno. Prenese se v 250-mililitrsko erlenmajerico, doda se
100,0 ml nakisanega metanola (3.2), zamasi se in stresa eno uro v stresalniku (4.2). Raztopina se filtrira skozi
filtrirni papir iz steklenih vlaken (4.5) v 150-mililitrsko erlenmajerico. Doda se 7,5 g molekularnega sita (3.4),
zama$i se in stresa pet minut. Takoj se filtrira skozi filtrirni papir iz steklenih vlaken. Ta raztopina se shrani za

fazo cisenja (5.3).
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Ciscenje
Priprava kolone z aluminijevim oksidom

V spodniji del steklene kolone se vstavi majhen zamasek iz steklene volne (4.1), ki se potlaci s stekleno palcko.
11,0 g pripravljenega aluminijevega oksida (3.5) se natehta in prenese v kolono. Pazi se, da je pri tem postopku
izpostavljenost zraku ¢im manjSa. Rahlo se udarja po spodnjem delu polne kolone, da se aluminijev oksid sesede.

Cis¢enje vzorca

Na kolono se s pipeto prenese 5,0 ml ekstrakta vzorca, pripravljenega v (5.2). Pipeta se nasloni na steno kolone,
nato pa se pusti, da se raztopina absorbira na aluminijev oksid. Robenidin se eluira iz kolone s 100 ml metanola
(3.1) s hitrostjo pretoka 2-3 ml/min, eluat pa se zbere v 250-mililitrsko bucko z okroglim dnom. Raztopina
metanola se upari do suhega pri zniZanem tlaku in pri 40 °C v rotacijskem uparjalniku (4.3). Ostanek se raztopi
v 3-4 ml mobilne faze (3.8) in prenese v 10-mililitrsko merilno bucko. Bucka se nekajkrat spere z 1-2 ml
mobilne faze, izpirki pa se prenesejo v merilno bucko. Dopolni se do oznake z istim topilom in premesa. Alikvot
se prefiltrira skozi membranski filter 0,45 pm (4.7). Ta raztopina se shrani za dolocanje s HPLC (5.4).

Dolocanje s HPLC
Parametri

Naslednji pogoji se lahko uporabljajo kot smernice, lahko pa se uporabljajo drugi pogoji, ¢e zagotavljajo
enakovredne rezultate:

kolona za tekocinsko kromatografijo (4.4.1),
mobilna faza HPLC (3.8),

hitrost pretoka: 1,5-2 ml/min,

valovna dolzina detekcije: 317 nm,
volumen, ki se vbrizga: 20-50 pl.

Stabilnost kromatografskega sistema se preveri z veckratnim vbrizgavanjem raztopine za umerjanje (3.9.3)
s koncentracijo 3,6 pg/ml, dokler se ne dosezejo konstantne visine vrhov in konstantni retencijski ¢asi.

Umeritvena krivulja

Vsaka raztopina za umerjanje (3.9.3) se veckrat vbrizga, za vsako koncentracijo pa se izmerijo viSine (povrsine)
vrhov. Umeritvena krivulja se pripravi tako, da se na ordinato nanesejo srednje vrednosti visin ali povrsin vrhov
raztopin za umerjanje, na absciso pa ustrezne koncentracije v pg/ml.

Raztopina vzorca

Veckrat se vbrizga ekstrakt vzorca (5.3.2) z enakimi volumni, kakor se uporabljajo pri raztopini za umerjanje,
nato pa se dolocijo srednje vrednosti visin (povrsin) vrhov robenidina.

Izra¢un rezultatov

Koncentracija raztopine vzorca v pg/ml se dolodi iz srednje vrednosti visin (povrsin) vrhov robenidina iz
umeritvene krivulje (5.4.2).

Vsebnost robenidina (w) (mg/kg) v vzorcu se izracuna po naslednji formuli:

cx 200
W=
m
pri cemer je:
¢ = koncentracija robenidina v raztopini vzorca v pg/ml;

3
I

masa preskusanega vzorca v gramih.
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7.2

7.3

Potrditev rezultatov
Identiteta

Identiteta analita se lahko potrdi z dodatno kromatografijo ali z detektorjem s serijo diod, s katerim se primerjata
spekter ekstrakta vzorca in spekter raztopine za umerjanje (3.9.3) s koncentracijo 6,0 pg/ml.

Dodatna kromatografija

Ekstraktu vzorca se doda primerna koli¢ina raztopine za umerjanje (3.9.3). Kolicina dodanega robenidina mora
biti podobna ocenjeni koli¢ini robenidina v ekstraktu vzorca.

Povisan je le vrh robenidina ob upostevanju dodane koli¢ine in razredcitve ekstrakta. Sirina vrha na polovici
njegove najvecje visine mora biti v mejah priblizno 10 % prvotne Sirine.

Detekcija s serijo diod

Rezultati se ocenijo glede na naslednja merila:

(a)  valovni dolzini maksimalne absorpcije spektra vzorca in spektra standarda, zabeleZeni na najvisji tocki vrha
kromatograma, morata biti isti znotraj meja, dolocenih z locljivostjo sistema za detekcijo. Za detekcijo
s serijo diod je to ponavadi v obmocju priblizno 2 nm;

navedene dele spektra ne smeta razlikovati znotraj obmocja 10-100 % relativne absorbance. To merilo je
izpolnjeno, ko so prisotne iste najvisje vrednosti in ko odmik med dvema spektroma na nobeni opazovani
tocki ne preseze 15 % absorbance standardnega analita;

() med 250 in 400 nm se spektri naras¢anja, najvisje tocke vrha in padanja vrha, pridobljeni iz ekstrakta
vzorca, za navedene dele spektra ne smejo razlikovati znotraj obmocja 10-100 % relativne absorbance. To
merilo je izpolnjeno, ko so prisotne iste najvigje tocke in ko odmik med spektri na nobeni od opazovanih
tock ne preseze 15 % absorbance spektra najvigje tocke.

Ce eno od teh meril ni izpolnjeno, prisotnost analita ni potrjena.
Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati 10 % visjega
rezultata za vsebnost robenidina nad 15 mg/kg.

Izkoristek
Za slepi vzorec z dodatkom je izkoristek najmanj 85 %.
Rezultati medlaboratorijske Studije

ES je organizirala medlaboratorijsko Studijo, pri kateri je 12 laboratorijev analiziralo 3tiri vzorce perutninske in
kunéje krme v prahu in briketih. Vsak vzorec je bil analiziran dvakrat. Rezultati so zbrani v spodnji preglednici:

Perutninska krma Kungja krma
v prahu v briketih v prahu v briketih
Srednja vrednost [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1
S [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
CV; [ %] 5.4 4,5 3,3 4,1
Sk [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 3,91
CVr [ %] 16,1 12,0 10,6 9,7
Recovery [ %] 90,0 93,3 87,2 80,2

W
=
1}

standardni odmik ponovljivosti;

CV, = koeficient variacije ponovljivosti v %;
Sp
Vg

standardni odmik obnovljivosti;

koeficient variacije obnovljivosti v %.
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F.  DOLOCANJE DIKLAZURILA
(+)-4-Klorfenil [2,6-dikloro-4-(2,3,4,5-tetrahidro-3, 5-diokso-1,2,4-triazin-2-il) fenil] acetonitril

1. Namen in podrodje uporabe
Ta metoda omogoca dolocanje ravni diklazurila v krmi in premiksih. Meja dolocanja je 0,1 mg/kg, meja
kvantifikacije pa 0,5 mg/kg.

2. Nacelo
Po dodatku notranjega standarda se vzorec ekstrahira z nakisanim metanolom. Pri krmi se alikvot ekstrakta
precisti na kartusi Cyg za ekstrakcijo v trdni fazi. Diklazuril se eluira iz kartuse z meSanico nakisanega metanola
in vode. Po uparevanju se ostanek raztopi v raztopini DMF in vode. Pri premiksih se ekstrakt upari in nato se
ostanek raztopi v raztopini DMF in vode. Vsebnost diklazurila se doloci s tekocinsko kromatografijo visoke
locljivosti (HPLC) z reverzno fazo s ternarnim gradientom, z uporabo UV-detektorja.

3. Reagenti

3.1 Voda, za HPLC

3.2 Amonijev acetat

3.3 Tetrabutilamonijev hidrogen sulfat (TBHS)

3.4 Acetonitril, za HPLC

3.5 Metanol, za HPLC

3.6 N, N-dimetilformamid (DMF)

3.7 Klorovodikova kislina, pyg = 1,19 g/ml

3.8 Standardna snov: diklazuril 1I-24: (+)-4-klorfenil [2,6-diklor-4-(2,3,4,5-tetrahidro-3,5-diokso-1,2,4-triazin-2-il)
fenil] acetonitril, zajamcene cistosti, E771.

3.8.1 Osnovna standardna raztopina diklazurila, 500 pg/ml
25 mg standardne snovi diklazurila (3.8) se natehta na 0,1 mg natan¢no in prenese v 50-mililitrsko merilno
bucko. Raztopi se v DMF (3.6), bucka se dopolni z DMF (3.6) do oznake in premesa. Bucka se ovije
v aluminijasto folijo ali pa se uporabi rjava bucka ter shrani v hladilniku. Pri temperaturi < 4 °C je raztopina
stabilna 1 mesec.

3.8.2 Standardna raztopina diklazurila, 50 pg/ml
5,00 ml osnovne standardne raztopine (3.8.1) se prenese v 50-mililitrsko merilno bucko, dopolni se z DMF (3.6)
do oznake in premesa. Bucka se ovije v aluminijasto folijo ali pa se uporabi rjava bucka ter shrani v hladilniku. Pri
temperaturi < 4 °C je raztopina stabilna 1 mesec.

3.9 Snov, ki je notranji standard: 2,6 dikloro-a-(4-klorofenil)-4-(4,5 dihidro-3,5-diokso-1,2,4-triazin-2 (3H) - il)
a-metilbenzen-acetonitril.

3.9.1 Osnovna raztopina notranjega standarda, 500 pg/ml
25 mg notranjega standarda (3.9) se natehta na 0,1 mg natancno in prenese v 50-mililitrsko merilno bucko.
Raztopi se v DMF (3.6), bucka se dopolni z DMF (3.6) do oznake in premesa. Bucka se ovije v aluminijasto folijo
ali se pa uporabi rjava bucka ter shrani v hladilniku. Pri temperaturi < 4 °C je raztopina stabilna 1 mesec.

3.9.2 Raztopina notranjega standarda, 50 pg/ml

5,00 ml osnovne raztopine notranjega standarda (3.9.1) se prenese v 50-mililitrsko merilno bucko, dopolni se
z DMF (3.6) do oznake in premesa. Bucka se ovije v aluminijasto folijo ali pa se uporabi rjava bucka ter shrani
v hladilniku. Pri temperaturi < 4 °C je raztopina stabilna 1 mesec.
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Raztopina notranjega standarda za premikse, p/1 000 mg/ml
(p = nominalna vsebnost diklazurila v mg/kg v premiksu)

p/10 mg notranjega standarda se natehta na 0,1 mg natancno in prenese v 100-mililitrsko merilno bucko,
raztopi se v DMF (3.6) v ultrazvocni kopeli (4.6), dopolni se z DMF do oznake in premesa. Bucka se ovije
v aluminijasto folijo ali pa se uporabi rjava bucka ter shrani v hladilniku. Pri temperaturi < 4 °C je raztopina
stabilna 1 mesec.

Raztopina za umerjanje, 2 pg/ml

2,00 ml standardne raztopine diklazurila (3.8.2) in 2,00 ml raztopine notranjega standarda (3.9.2) se odpipetira
v 50-mililitrsko merilno bu¢ko. Doda se 16 ml DMF (3.6), bucka se dopolni z vodo do oznake in premesa. To
raztopino je treba pripraviti svezo pred uporabo.

Ekstrakcijska kartusa za trdno fazo Cg, npr. Bond Elut, velikost: 1 cc, masa absorbenta: 100 mg
Ekstrakcijsko topilo: nakisani metanol

5,0 ml klorovodikove kisline (3.7) se odpipetira v 1 000 ml metanola (3.5) in premesa.

Mobilna faza za HPLC

Eluent A: raztopina amonijevega acetata in tetrabutilamonijevega hidrogen sulfata

5 g amonijevega acetata (3.2) in 3,4 g TBHS (3.3) se raztopi v 1 000 ml vode (3.1) ter premesa.
Eluent B: acetonitril (3.4)

Eluent C: metanol (3.5)

Oprema

Mehanski stresalnik

Oprema za HPLC s terciarnim gradientom

Kolona za tekoc¢insko kromatografsko kolono, Hypersil ODS, polnitev 3 pum, 100 mm x 4,6 mm ali enakovredna
UV-detektor z nastavljivo valovno dolzino ali detektor s serijo diod.

Rotacijski uparjalnik

Membranski filter, 0,45 pm

Vakuumski ventil

Ultrazvocna kopel

Postopek
Splosno
Slepa krma

Z analizo slepe krme se zagotovi, da niso prisotni niti diklazuril niti motece snovi. Vrsta slepe krme je podobna
vrsti vzorca in z analizo se dokaze odsotnost diklazurila ali motecih substanc.

Preskus izkoristka

Preskus izkoristka se izvede tako, da se analizira slepa krma, ki se ji doda toliko diklazurila, kolikor ga je v vzorcu.
Za koncentracijo | mg/kg se doda 0,1 ml osnovne standardne raztopine (3.8.1) v 50 g slepe krme, dobro se
premesa in pusti 10 minut, pred nadaljevanjem (5.2) pa se veckrat ponovno premesa.
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5.2.2

5.3

Ce pa vrsta slepe krme, podobna vrsti vzorca, ni na voljo (glej 5.1.1), se lahko preskus izkoristka izvede po
metodi standardnega dodatka. V tem primeru se vzorcu za analizo doda koli¢ina diklazurila, podobna tisti
v vzorcu. Ta vzorec se analizira skupaj z vzorcem brez dodanega diklazurila, izkoristek pa se izracuna
z odstevanjem.

Ekstrakcija
Krma

Priblizno 50 g vzorca se natehta na 0,01 g natan¢no. Prenese se v 500-mililitrsko erlenmajerico, doda se 1,00 ml
raztopine notranjega standarda (3.9.2) in 200 ml ekstrakcijskega topila (3.12), nato pa se erlenmajerica zamasi.
Mesanica se prek nodi stresa v stresalniku (4.1). Pusti se 10 minut, da se usede. 20-mililitrski alikvot supernatanta
se prenese v primerno stekleno posodo in razred¢i z 20 ml vode. Ta raztopina se prenese na ekstrakcijsko
kartuso (3.11), skoznjo pa se spusti z vakuumom (4.5). Kartusa se spere s 25 ml meSanice ekstrakcijskega topila
(3.12) in vode, 65 + 35 (V + V). Zbrane frakcije se zavriejo, spojine pa se eluirajo s 25 ml meSanice
ekstrakcijskega topila (3.12) in vode, 80 + 20 (V + V). Ta frakcija se upari v rotacijskem uparjalniku (4.3) pri
60 °C do prve susine. Ostanek se raztopi v 1,0 ml DMF (3.6), doda se 1,5 ml vode (3.1) in premesa. Filtrira se
skozi membranski filter (4.4). Nadaljuje se z dolocanjem s HPLC (5.3).

Premiksi

Priblizno 1 g vzorca se natehta na 0,001 g natan¢no. Prenese se v 500-mililitrsko erlenmajerico, doda se 1,00 ml
raztopine notranjega standarda (3.9.3) in 200 ml ekstrakcijskega topila (3.12), nato pa se erlenmajerica zamasi.
Mesanica se prek noci stresa v stresalniku (4.1). Pusti se 10 minut, da se usede. Alikvot (10 000/p ml,
p = nominalna vsebnost diklazurila v mg/kg v premiksu) supernatanta se prenese v primerno veliko bucko
z okroglim dnom. Do prve susine se upari pri zniZanem tlaku in 60 °C v rotacijskem uparjalniku (4.3). Ostanek
se ponovno raztopi v 10,0 ml DMF (3.6), doda se 15,0 ml vode (3.1) in premesa. Nadaljuje se z dolocanjem
s HPLC (5.3).

Dolocanje s HPLC

Parametri

Naslednji pogoji se lahko uporabljajo kot smernice, lahko pa se uporabljajo drugi pogoji, ¢e zagotavljajo
enakovredne rezultate.

Kolona za tekoc¢insko 100 mm x 4,6 mm, Hypersil ODS,
kromatografijo (4.2.1):  polnitev 3 pm ali enakovredna

Mobilna faza: Eluent A (3.13.1): vodna raztopina amonijevega acetata in
tetrabutil amonijevega hidrogen sulfata
Eluent B (3.13.2): acetonitril
Eluent C (3.13.3): metanol
Nacin eluiranja: —  linearni gradient

—  zacetni pogoji: A+B +C=60+20+20(V+V+V)

—  po 10 minutah se elucijski gradient v 30 minutah spremeni na: A + B + C = 45 +
20 + 35 (V + V + V).

V 10 minutah se spere z B.

Hitrost pretoka: 1,5-2 ml/min
Volumen, ki se vbrizga: 20 pl

Valovna dolZzina detekcije:280 nm

Stabilnost kromatografskega sistema se preveri z veckratnim vbrizgavanjem raztopine za umerjanje
s koncentracijo 2 pg/ml (3.10), dokler se ne dosezejo konstantne visine vrhov in konstantni retencijski ¢asi.

Raztopina za umerjanje

Veckrat se vbrizga 20 pl raztopine za umerjanje (3.10) ter dolodi srednja vrednost visine (povrsine) vrhov
diklazurila in vrhov raztopine notranjega standarda.

Raztopina vzorca

Veckrat se vbrizga 20 pl raztopine vzorca (5.2.1 ali 5.2.2) ter doloci srednja vrednost visine (povriine) vrha
diklazurila in raztopine notranjega standarda.
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Izraun rezultatov
Krma

Vsebnost diklazurila (w) (mg/kg) v vzorcu se izracuna po naslednji formuli:

hgs x hic  ¢ge x 10V
Y b x ha X p- [mg/kg]

pri Cemer je:

vrha diklazurila v raztopini vzorca (5.2.1);
vrha notranjega standarda v raztopini vzorca (5.2.1);

hg s = viSina (povrsina)
h; ¢ = viSina (povrsina)
hg . = vidina (povrsina) vrha diklazurila v raztopini za umerjanje (3.10);

h; . = visina (povriina) vrha notranjega standarda v raztopini za umerjanje (3.10);

¢4 = koncentracija diklazurila v raztopini za umerjanje v pg/ml (3.10);

m = masa preskusnega vzorca v gramih;
V= volumen ekstrakta vzorca v skladu s tocko 5.2.1 (tj. 2,5 ml).
Premiksi

Vsebnost diklazurila (w) (mg/kg) v vzorcu se izracuna po naslednji formuli:

hgs x hic  c g% 0,02V X p
= X
hi,s X hd,c m

[mgfkg]
pri Cemer je:

hg . = vidina (povrsina) vrha diklazurila v raztopini za umerjanje (3.10);

h; . = viSina (povrsina) vrha notranjega standarda v raztopini za umerjanje (3.10);
hg s = viSina (povrsina) vrha diklazurila v raztopini vzorca (5.2.2);

h; ; = viSina (povrsina) vrha notranjega standarda v raztopini vzorca (5.2.2);

¢4 c = koncentracija diklazurila v raztopini za umerjanje v pg/ml (3.10);

m = masa preskusnega vzorca v gramih;
V = volumen ekstrakta vzorca v skladu s tocko 5.2.2 (tj. 25 ml);
p = nominalna vsebnost diklazurila v mg/kg v premiksu.

Potrditev rezultatov
Identiteta

Identiteta analita se lahko potrdi z dodatno kromatografijo ali z detektorjem s serijo diod, s katerim se primerjata
spekter ekstrakta vzorca (5.2.1 ali 5.2.2) in spekter raztopine za umerjanje (3.10).

Dodatna kromatografija

Ekstraktu vzorca (5.2.1 ali 5.2.2) se doda primerna koli¢ina raztopine za umerjanje (3.10). Koli¢ina dodanega
diklazurila mora biti podobna koli¢ini diklazurila v ekstraktu vzorca.

Povisana sta le vrh diklazurila in vrh notranjega standarda ob upostevanju dodane koli¢ine in razredcitve
ekstrakta. Sirina vrha na polovici vi§ine mora biti znotraj = 10 % prvotne $irine vrha diklazurila ali notranjega
standardnega vrha v vzorcu, ki mu diklazuril ni bil dodan.

Detekcija s serijo diod

Rezultati se ocenijo glede na naslednja merila:

(a)  valovni dolzini maksimalne absorpcije spektra vzorca in spektra standarda, zabelezeni na najvisji tocki vrha
na kromatogramu, morata biti isti znotraj meja, dolocenih z locljivostjo sistema za detekcijo. Pri detekciji
s serijo diod je to ponavadi + 2 nm;

(b) med 230 in 320 nm se spekter vzorca in spekter standarda, zabelezena na najvisji tocki vrha na
kromatogramu, za navedene dele spektra ne smeta razlikovati v obmocju 10-100 % relativne absorbance.
To merilo je izpolnjeno, ko so prisotne iste najvisje vrednosti in ko odmik med dvema spektroma na
nobeni opazovani tocki ne preseze 15 % absorbance standardnega analita;
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(9 med 230 in 320 nm se spektri narascanja, najvisje tocke vrha in padanja vrha, pridobljeni iz ekstrakta
vzorca, za navedene dele spektra ne smejo razlikovati v obmo¢ju 10-100 % relativne absorbance. To
merilo je izpolnjeno, ko so prisotne iste najvisje tocke in ko odmik med spektri na nobeni od opazovanih
tock ne preseze 15 % absorbance spektra najvisje tocke.

Ce eno od teh meril ni izpolnjeno, prisotnost analita ni potrjena.

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati:
— 30 % vi§je vrednosti za vsebnosti diklazurila 0,5-2,5 mg/kg,
— 0,75 mg/kg za vsebnosti diklazurila 2,5-5 mg/kg,

— 15 % vi§je vrednosti za vsebnosti diklazurila nad 5 mg/kg.

Izkoristek

Pri vzorcu z dodatkom (slepem vzorcu) je izkoristek najmanj 80 %.

Rezultati medlaboratorijske Studije

Organizirana je bila medlaboratorijska $tudija, pri kateri je 11 laboratorijev analiziralo 5 vzorcev. Te vzorce sta
sestavljala dva premiksa; eden je bil mesan z organsko matrico (O 100), drug pa z anorgansko matrico (A 100).
Teoreticna vsebnost je 100 mg diklazurila na kg. Trije razlicni proizvajalci (NL) (L1/Z1/K1) so proizvedli
3 meSane perutninske krme. Teoreti¢na vsebnost je 1 mg diklazurila na kg. Laboratorijem je bilo naroceno, naj
vsak vzorec analizirajo enkrat ali dvakrat. (Podrobnejse informacije o navedeni medlaboratorijski Studiji so
v Journal of AOAC International, knjiga 77, §t. 6, 1994, str. 1359-1361). Rezultati so navedeni v spodnji
preglednici.

Vzorec 1 Vzorec 2 Vzorec 3 Vzorec 4 Vzorec 5
A 100 O 100 L1 Z1 K1
L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Srednja vrednost 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
CV; (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34
Sg (mgfkg) 7,59 7,64 017 0.11 0,12
CVr (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Nominalna vsebnost 100 100 1 1 1
(mg/fkg)
= Stevilo laboratorijev;

n = Stevilo posameznih vrednosti;
S, = standardni odmik ponovljivosti;

CV, = koeficient variacije ponovljivosti;
Sk = standardni odmik obnovljivosti;

CVy = koeficient variacije obnovljivosti.

Opomba

Predhodno je treba dokazati, da je odziv diklazurila linearen v obmo¢ju koncentracij, ki se merijo.

G. DOLOCANJE LASALOCID NATRIJA

Natrijeva sol polieter monokarboksilne kisline, proizvedena s Streptomyces lasaliensis
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3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.10.1

3.10.2

Namen in podro&je uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje ravni lasalocid natrija v krmi in premiksih. Meja dolocanja je 5 mg/kg, meja
kvantifikacije pa 10 mg/kg.

Nacelo

Lasalocid natrij se ekstrahira iz vzorca v nakisani metanol in dolo¢i s teko¢insko kromatografijo visoke locljivosti
(HPLC) z reverzno fazo z uporabo spektrofluorimetri¢nega detektorja.

Reagenti

Kalijjev dihidrogen fosfat (KH,PO,)

Ortofosforna kislina, m (m/m) = 85 %

Raztopina ortofosforne kisline, ¢ = 20 %

23,5 ml ortofosforne kisline (3.2) se razred¢i s 100 ml vode.

6-metil-2-heptilamin (1,5-dimetilheksilamin), m (m/m) = 99 %

Metanol, za HPLC

Klorovodikova kislina, gostota = 1,19 g/ml

Raztopina fosfatnega pufra, ¢ = 0,01 mol/l

1,36 g KH,PO, (3.1) se raztopi v 500 ml vode (3.11), doda se 3,5 ml ortofosforne kisline (3.2) in 10,0 ml
6-metil-2-heptilamina (3.4). pH se uravna na 4,0 z raztopino ortofosforne kisline (3.3) in razred¢i z vodo (3.11)
do 1000 ml.

Nakisani metanol

5,0 ml klorovodikove kisline (3.6) se prenese v litrsko merilno bucko, dopolni se z metanolom (3.5) do oznake
in premesa. To raztopino je treba pripraviti svezo pred uporabo.

Mobilna faza za tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC), raztopina fosfatnega pufra in metanola

5+95(V+V)
5 ml raztopine fosfatnega pufra (3.7) se zmesa s 95 ml metanola (3.5).

Lasalocid natrij standardna snov, zajaméene Cistosti, C34Hs30gNa (natrijeva sol policter monokarboksilne kisline,
proizvedena s Streptomyces lasaliensis), E763

Osnovna standardna raztopina lasalocid natrija, 500 pg/ml

50 mg lasalocid natrija (3.10) se natehta na 0,1 mg natan¢no in prenese v 100-mililitrsko merilno bucko, raztopi
se v nakisanem metanolu (3.8) ter z istim topilom dopolni do oznake in premesa. To raztopino je treba pripraviti
svezo pred uporabo.

Vmesna standardna raztopina lasalocid natrija, 50 pg/ml

10,0 ml osnovne standardne raztopine (3.10.1) se odpipetira v 100-mililitrsko merilno bucko, z nakisanim
metanolom (3.8) se dopolni do oznake in premesa. Ta raztopina se mora pripraviti sveza pred uporabo.
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3.10.3 Raztopine za umerjanje

V serijo 50-mililitrskih merilnih buck se prenese 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 in 10,0 ml vmesne standardne raztopine
(3.10.2). Z nakisanim metanolom se dopolni do oznake (3.8) in premesa. Te raztopine ustrezajo 1,0, 2,0, 4,0,
5,0 in 10,0 pg lasalocid natrija na ml. Te raztopine se morajo pripraviti sveze pred uporabo.

3.11 Voda, za HPLC

4. Oprema

4.1 Ultrazvocna kopel (ali stresalna vodna kopel) z nadzorom temperature

4.2 Membranski filtri, 0,45 pm

43 Oprema za tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC) s sistemom za vbrizgavanje, primernim za

vbrizgavanje volumnov 20 pl

4.3.1 Kolona za tekoc¢insko kromatografijo 125 mm x 4 mm, reverzna faza C;g, polnitev 5 pm ali enakovredna
43.2 Spektrofluorimeter s spremenljivo nastavitvijo valovnih dolzin ekscitacije in emisije

5. Postopek

5.1 Splosno

5.1.1 Slepa krma

Za ucinkovitost preskusa izkoristka (5.1.2) se z analizo slepe krme zagotovi, da niso prisotni niti lasalocid natrij
niti motece snovi. Slepa krma je podobne vrste kot vzorec in dokaze se odsotnost lasalocid natrija ali motecih
SNovi.

5.1.2 Preskus izkoristka

Preskus izkoristka se izvede z analiziranjem slepe krme, ki se ji doda koli¢ina lasalocid natrija, podobna koli¢ini
v vzorcu. Za koncentracijo 100 mg/kg se 10,0 ml osnovnega standarda (3.10.1) prenese v 250-mililitrsko
erlenmajerico, raztopina pa se upari do priblizno 0,5 ml Doda se 50 g slepe krme, dobro se premesa in pusti
10 minut, preden se nadaljuje s postopkom ekstrakcije (5.2) pa se nekajkrat ponovno premesa.

Ce pa vrsta slepe krme, podobna vrsti vzorca, ni na voljo (glej tocko 5.1.1), se lahko preskus izkoristka izvede po
metodi standardnega dodatka. V tem primeru se vzorcu za analizo doda koli¢ina lasalocid natrija, podobna tisti
v vzorcu. Ta vzorec se analizira skupaj z vzorcem brez dodanega lasalocid natrija, izkoristek pa se izracuna
z odstevanjem.

5.2 Ekstrakcija
5.2.1 Krma

5-10 g vzorca se natehta na 0,01 g natancno in prenese v 250-mililitrsko erlenmajerico z zamaskom. S pipeto se
doda 100,0 ml nakisanega metanola (3.8). Zamasek se rahlo zapre, erlenmajerica pa se zavrti, da se delci
razprsijo. Erlenmajerica se postavi v ultrazvoéno kopel (4.1) pri priblizno 40 °C za 20 minut, nato se odstrani iz
kopeli in ohladi na sobno temperaturo. Pusti se stati priblizno 1 uro, dokler se suspenzija ne usede, nato pa se
alikvot filtrira skozi 0,45 pm membranski filter (4.2) v primerno posodo. Nadaljuje se z dolocanjem s
HPLC (5.3).

522 Premiksi

Priblizno 2 g nezmletega premiksa se natehta na 0,001 g natancno in prenese v 250-mililitrsko merilno bucko.
Doda se 100,0 ml nakisanega metanola (3.8) in bucka se zavrti, da se delci razbijejo. Erlenmajerica z vsebino se
postavi v ultrazvocno kopel (4.1) pri priblizno 40 °C za 20 minut, nato se odstrani iz kopeli in ohladi na sobno
temperaturo. Z nakisanim metanolom (3.8) se razred¢i do oznake in dobro premesa. Pusti se stati 1 uro, dokler
se suspenzija ne obori, nato se alikvot filtrira skozi 0,45 pm membranski filter (4.2). Primeren volumen (istega
filtrata se razred¢i z nakisanim metanolom (3.8), da nastane koncna preskusna raztopina s koncentracijo
priblizno 4 pg/ml lasalocid natrija. Nadaljuje se z dolo¢anjem s HPLC (5.3).
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Dolocanje s HPLC
Parametri

Naslednji pogoji se lahko uporabljajo kot smernice; lahko se uporabljajo tudi drugi pogoji, ¢e zagotavljajo
enakovredne rezultate:

Kolona za tekocinsko 125 mm x 4 mm, reverzna faza Cyg, polnitev 5 pm ali enakovredna
kromatografijo (4.3.1):

Mobilna faza (3.9): Mesanica raztopine fosfatnega pufra (3.7) in metanola (3.5), 5+95 (V+V)
Hitrost pretoka: 1,2 ml/min
Detekcijska valovna dol-
Zina:
ekscitacija: 310 nm
emisija 419 nm

Volumen, ki se vbrizga: 20 pl

Stabilnost kromatografskega sistema se preveri z veckratnim vbrizgavanjem raztopine za umerjanja
s koncentracijo 4,0 pg/ml (3.10.3), dokler niso dosezene konstantne visine (ali povrsine) vrhov in konstantni
retencijski Casi.

Umeritvena krivulja
Vsaka raztopina za umerjanje (3.10.3) se veckrat vbrizga in za vsako koncentracijo se dolocijo srednje vrednosti

viSin (povr$in) vrhov. Umeritvena krivulja se pripravi tako, da se na ordinato nanesejo srednje vrednosti visin
(povrsin) vrhov, na absciso pa ustrezne koncentracije v pg/ml.

Raztopina vzorca

Veckrat se vbrizgajo ekstrakti vzorca, ki nastanejo pri tocki 5.2.1 ali 5.2.2, pri Cemer se uporabijo enaki volumni
kot pri raztopinah za umerjanje ter dolocijo srednje vrednosti visin (povrsin) vrhov lasalocid natrija.

Izracun rezultatov

Iz srednjih vrednosti visin (povrsin) vrhov, ki so nastali z vbrizganjem raztopine vzorca (5.3.3), se doloci
koncentracija lasalocid natrija (ug/ml) iz umeritvene krivulje.

Krma

Vsebnost lasalocid natrija (w) (mg/kg) v vzorcu se izracuna po naslednji formuli:

XV,
w=——— [mgfkg]

pri cemer je:

¢ = koncentracija lasalocid natrija v raztopini vzorca (5.2.1) v pg/ml;
V; = volumen ekstrakta vzorca v skladu s tocko 5.2.1 v ml (tj. 100);
m = masa preskusnega vzorca v gramih.

Premiksi

Vsebnost lasalocid natrija (w) (mg/kg) v vzorcu se izracuna po naslednji formuli:

x Vy x f
w="""2"" [mglkg]

pri Cemer je:

¢ = koncentracija lasalocid natrija v raztopini vzorca (5.2.2) v pg/ml;
V, = volumen ekstrakta vzorca v skladu s tocko 5.2.2 v ml (tj. 250);
f = faktor razredéitve v skladu s 5.2.2;

m = masa preskusnega vzorca v gramih.

Potrditev rezultatov
Identiteta

Metode, ki temeljijo na spektrofluorometriji, so manj izpostavljene motnjam kot metode, pri katerih se uporablja
UV-detekcija. Identiteta analita se lahko potrdi z dodatno kromatografijo.



26.2.2009

Uradni list Evropske unije L 54/93

7.2

7.3

Dodatna kromatografija

Ekstraktu vzorca (5.2.1 ali 5.2.2) se doda ustrezna koli¢ina raztopine za umerjanje (3.10.3). Koli¢ina dodanega
lasalocid natrija mora biti podobna koli¢ini lasalocid natrija v ekstraktu vzorca. Le vrh lasalocid natrija je povisan
ob upostevanju koli¢ine dodanega lasalocid natrija in razredCitve ekstrakta. Sirina vrha na polovici vi§ine mora
biti znotraj + 10 % prvotne Sirine vrha, ki nastane pri ekstraktu vzorca brez dodanega lasalocid natrija.

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati:
— 15 % visje vrednosti za vsebnosti lasalocid natrija 30-100 mg/kg,
— 15 mg/kg za vsebnosti lasalocid natrija 100-200 mg/kg,

— 7,5% vi§je vrednosti za vsebnosti lasalocid natrija ve¢ kot 200 mg/kg.
Izkoristek

Za krmo z dodatkom (slepo krmo) je izkoristek najmanj 80 %. Za vzorce premiksov z dodatkom je izkoristek
najmanj 90 %.

Rezultati medlaboratorijske Studije
Organizirana je bila medlaboratorijska Studija (*), v kateri je 12 laboratorijev analiziralo 2 premiksa (vzorca 1

in 2) in 5 vzorcev krme (vzorci 3-7). Vsak vzorec je bil analiziran dvakrat. Rezultati so navedeni v spodnji
preglednici:

Vzorec 1 Vzorec 2 Vzorec 3 Vzorec 4 Vzorec 5 Vzorec 6 Vzorec 7
Premiks za | Premiks za Briketi za Drobtine Krma za Krma za Krma za
piscance purane purane za piscance purane r?iir;lt}x perutnino B
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Srednja vred- 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
nost [mg/kg]
S, [mg/kg] 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1.75
CV, [ %] 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 537
Sk [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVi [ %] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Nominalna 5000 () | 16000 80 (%) 105 () 120 (9 50 (%) 35 (%)
vsebnosti [mg/ *)
kg

(*)  Vsebnost, ki jo navede proizvajalec;
(**) Krma, pripravljena v laboratoriju.

L = Stevilo laboratorijev;

n = §tevilo posameznih vrednosti;

S, = standardni odmik ponovljivosti;

Sg = standardni odmik obnovljivosti;

CV, = koeficient variacije ponovljivosti v %;

CVy = koeficient variacije obnovljivosti v %;

(*)  Analyst, 1995, 120, 2175-2180;
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3.4

3.5

3.6

4.1

4.2

5.1

PRILOGA V

ANALITSKE METODE ZA NADZOR NEZAZELENIH SNOVI V KRMI

A.  DOLOCANJE PROSTEGA IN CELOTNEGA GOSIPOLA
Namen in podrodje uporabe
Ta metoda omogoca dolocanje ravni prostega in celotnega gosipola ter kemijsko sorodnih snovi v semenu, moki in

tropinah bombazevca ter v krmnih mesanicah, ki vsebujejo ta posami¢na krmila, kadar je koncentracija prostega in
celotnega gosipola ter kemijsko sorodnih snovi vi§ja od 20 mg/kg.

Nacelo
Gosipol se pri dolocanju prostega gosipola ekstrahira v navzocnosti 3-aminopropan-1-ola z mesanico propan-2-ola

in heksana, pri dolocanju celotnega gosipola pa v navzo¢nosti dimetilformamida. Gosipol se z anilinom pretvori
v gosipol-dianilin, katerega opti¢na gostota se izmeri pri 440 nm.

Reagenti

Mesanica propan-2-ola in heksana: 60 volumskih delov propan-2-ola se zmesa s 40 volumskimi deli n-heksana.

Topilo A: v litrsko merilno bucko se doda 500 ml mesanice propan-2-ola in heksana (3.1), 2 ml 3-aminopropan-1-
ola, 8 ml of ledocetne kisline in 50 ml vode. Z mesanico propan-2-ola in heksana (3.1) se dopolni do oznake. Ta
reagent je obstojen en teden.

Topilo B: v 100-mililitrsko merilno bucko se odpipetira 2 ml 3-aminopropan-1-ola in 10 ml ledocetne kisline.
Ohladi se na sobno temperaturo in dopolni z N, N-dimetilformamidom do oznake. Ta reagent je obstojen en teden.

Anilin: ¢e opticna gostota v slepem preskusu presega 0,022, se anilin destilira prek cinka v prahu, pri ¢emer se zavrze
prvih in zadnjih 10 % destilata. Ce se reagent hrani v hladilniku v rjavi, zaprti stekleni posodi, je obstojen ve¢
mesecev.

Standardna raztopina gosipola A: v 250-mililitrsko merilno bucko se da 27,9 mg gosipol acetata. Raztopi se in
dopolni s topilom A (3.2) do oznake. 50 ml te raztopine se odpipetira v 250-mililitrsko merilno bucko in dopolni
s topilom A do oznake. Koncentracija gosipola v tej raztopini je 0,02 mg/ml. Pred uporabo se raztopina pusti eno
uro na sobni temperaturi.

Standardna raztopina gosipola B: v 50-mililitrsko merilno bucko se da 27,9 mg gosipol acetata. Raztopi se in
dopolni s topilom B (3.3) do oznake. Koncentracija gosipola v tej raztopini je 0,5 mg/ml.

Ce se standardni raztopini gosipola A in B zaiitita pred svetlobo, sta obstojni 24 ur.

Oprema

Mesalnik: priblizno 35 obr./min.

Spektrofotometer

Postopek
Preskusni vzorec

Koli¢ina uporabljenega preskusnega vzorca je odvisna od pricakovane vsebnosti gosipola v vzorcu. Primerneje je
uporabiti majhen preskusni vzorec in relativno velik alikvot filtrata, da nastane dovolj gosipola za natan¢ne
fotometri¢ne meritve. Pri dolocanju prostega gosipola v semenu, moki in tropinah bombazevca koli¢ina preskusnega
vzorca ne presega 1 g; za krmno mesanica pa je kolicina lahko do 5 g. 10-mililitrski alikvot filtrata je primeren
v vecini primerov; vsebuje 50-100 pg gosipola. Pri dolocanju celotnega gosipola je koli¢ina preskusnega vzorca
0,5-5 g, zato da 2-mililitrski alikvot filtrata vsebuje 40-200 pg gosipola.

Analiza se izvede pri sobni temperaturi priblizno 20 °C.
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Dolocanje prostega gosipola

Preskusni vzorec se prenese v 250-mililitrski bucko z bruenim vratom, katere dno je prekrito z drobci stekla.
S pipeto se doda 50 ml topila A (3.2), bucka se zamasi, nato pa se z me$alnikom mesa eno uro. Filtrira se skozi suhi
filter v majhno bucko z brusenim vratom. Med filtriranjem se lijak prekrije z urnim steklom.

V vsako od dveh 25-mililitrskih merilnih buck (A in B) se odpipetirajo enaki alikvoti filtrata, ki vsebujejo 50-100 pg
gosipola. Po potrebi se s topilom A (3.2) dopolni do 10 ml. Z mesanico propan-2-ola in heksana (3.1) se bucka
(A) dopolni do oznake. Ta raztopina se uporabi kot referen¢na raztopina za merjenje raztopine vzorca.

V vsako od dveh 25-mililitrskih merilni buck (C in D) se odpipetira 10 ml topila A (3.2). Z mesanico propan-2-ola
in heksana (3.1) se bucka (C) dopolni do oznake. Ta raztopina se uporabi kot referencna raztopina za merjenje
raztopine vzorca.

V bucki (D) in (B) se doda 2 ml anilina (3.4). 30 minut se segrevata nad vrelo vodno kopeljo, da se obarvata.
Ohladita se na sobno temperaturo, dopolnita z mesanico propan-2-ola in heksana (3.1) do oznake, homogenizirata
in pustita stati eno uro.

V spektrofotometru se pri 440 nm in z 1-centimetrsko kiveto doloci opti¢na gostota raztopine iz slepega preskusa
(D) tako, da se primerja z referencno raztopino (C), opticna gostota raztopine vzorca (B) pa se primerja z referencno
raztopino (A).

Opti¢na gostota raztopine iz slepega preskusa se odsteje od opticne gostote raztopine vzorca (= popravljena opti¢na
gostota). Vsebnost prostega gosipola se s pomocjo te vrednosti izrauna, kakor je navedeno v tocki 6.
Dolocanje celotnega gosipola

Preskusni vzorec z 1-5 mg gosipola se prenese v 50-mililitrsko merilno bucko ter doda 10 ml topila B (3.3). Hkrati
se pripravi slepi preskus, tako da se v drugo 50-mililitrsko merilno bucko prenese 10 ml topila B (3.3). Obe bucki se
segrevata 30 minut nad vrelo vodno kopeljo. Ohladita se na sobno temperaturo, obe bucki pa se dopolnita
z meSanico propan-2-ola in heksana (3.1) do oznake. Homogenizira se in pusti 10-15 minut, da se usede, nato se
filtrira v bucko z bruenim vratom.

V dve 25-mililitrski merilni bucki se odpipetira po 2 ml filtrata vzorca, v drugi dve 25-mililitrski merilni bucki pa
po 2 ml filtrata slepega preskusa. Ena bucka iz vsake serije se dopolni do 25 ml z mesanico propan-2-ola in
heksana (3.1). Te raztopine se uporabijo kot referen¢ne raztopine.

V vsako od drugih dveh buck se dodata 2 ml anilina (3.4). 30 minut se segrevata nad vrelo vodno kopeljo, da se
obarvata. Ohladita se na sobno temperaturo, dopolnita z mesanico propan-2-ola in heksana (3.1) do 25 ml,
homogenizirata in pustita stati eno uro.

Optic¢na gostota prostega gosipola se dolo¢i, kakor je opisano v tocki 5.2. Vsebnost celotnega gosipola se s pomocjo
te vrednosti izracuna, kakor je navedeno v tocki 6.

Izracun rezultatov

Rezultati se lahko izra¢unajo s pomogjo specificne opticne gostote (6.1) ali iz umeritvene krivulje (6.2).

S specificno opticno gostoto

Specifi¢ne opti¢ne gostote, pri opisanih pogojih, so naslednje:

1%

Prosti gosipol E =625
1 cm
0,
Celotni gosipol ~ E 1% 600
1 cm
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6.2

6.3

Vsebina prostega ali celotnega gosipola v vzorcu se izracuna po naslednji formuli:

. Ex 1250
% gompola:EWi
1c:n xXpxa

pri Cemer je:

m
1l

popravljena opti¢na gostota, ki se doloci v skladu s tocko 5.2;
p = masa preskusnega vzorca v gramih;

= alikvot filtrata v mililitrih.

Iz umeritvene krivulje
Prosti gosipol

Pripravita se 2 seriji petih 25-mililitrskih merilnih buck. V vsako serijo buck se odpipetirajo 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 in
10,0-mililitrski alikvoti standardne raztopine gosipola A (3.5). S topilom A (3.2) se dopolni do 10 ml. Zadnja
25-mililitrska merilna bucka v vsaki seriji vsebuje le 10 ml topila A (3.2) (slepi preskus).

Bucke iz prve serije (vklju¢no z bucko za slepi preskus) se dopolnijo do 25 ml z meSanico propan-2-ola in heksana
(3.1) (referen¢na serija).

V vsako bucko iz druge serije (vkljucno z bucko za slepi preskus) se dodata 2 ml anilina (3.4). 30 minut se segrevajo
nad vrelo vodno kopeljo, da se obarvajo. Ohladijo se na sobno temperaturo, dopolnijo z mesanico propan-2-ola in
heksana (3.1) do oznake, homogenizirajo in pustijo stati eno uro (standardna serija).

Opti¢na gostota raztopin iz standardne serije in ustreznih raztopin iz referencne serije se doloci, kakor je navedeno
v tocki 5.2. Umeritvena krivulja se pripravi tako, da se v diagram vnesejo izmerjene opticne gostote glede na
koli¢ine gosipola (v pg).

Celotni gosipol

Pripravi se $est 50-mililitrskih merilnih buck. V prvo bucko se prenese 10 ml topila B (3.3), v druge pa 2,0, 4,0, 6,0,
8,0 in 10,0 ml standardne raztopine gosipola B (3.6). Vsaka bucka se dopolni do 10 ml s topilom B (3.3). Segrevajo
se 30 minut nad vrelo vodno kopeljo. Ohladijo se na sobno temperaturo, dopolnijo z mesanico propan-2-ola in
heksana (3.1) do oznake in homogenizirajo.

2,0 ml vsake od teh raztopin se prenese v vsako od dveh serij Sestih 25-mililitrskih merilnih buck. Bucke iz prve
serije se dopolnijo do 25 ml z mesanico propan-2-ola in heksana (3.1) (referencna serija).

V vsako bucko iz druge serije se dodata 2 ml anilina (3.4). Segrevajo se 30 minut nad vrelo vodno kopeljo. Ohladijo
se na sobno temperaturo, dopolnijo z me$anico propan-2-ola in heksana (3.1) do oznake, homogenizirajo in
pustijo stati eno uro (standardna serija).

Opticna gostota raztopin iz standardne serije in ustreznih raztopin iz referen¢ne serije se doloci, kakor je navedeno
v tocki 5.2. Umeritvena krivulja se pripravi tako, da se v diagram vnesejo izmerjene opticne gostote glede na
koli¢ine gosipola (v pg).

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati:

— 15 % vi§je vrednosti za vsebnosti gosipola, nizje od 500 ppm,

— 75 ppm absolutno za vsebnosti gosipola 500-750 ppm,

— 10 % vije vrednosti za vsebnosti gosipola, visje od 750 ppm.
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B.  DOLOCANJE RAVNI DIOKSINOV (PCDD/PCDF) IN DIOKSINOM PODOBNIH PCB

L METODE VZORCENJA IN RAZLAGA REZULTATOV ANALIZE

1. Namen in podrodje uporabe

Vzorci za uradni nadzor ravni dioksinov (polikloriranih dibenzo-p-dioksinov (PCDD)) in polikloriranih
dibenzofuranov (PCDF) ter dioksinom podobnih polikloriranih bifenilov (PCB) (!) v krmi se odvzamejo v skladu
z dolotbami iz Priloge I. Upostevati je treba kolicinske zahteve za nadzor snovi ali proizvodov, enakomerno
razporejenih po krmi, kakor so dolocene v tocki 5.A Priloge 1. Tako dobljeni sestavljeni vzorci se obravnavajo kot
reprezentativni za serije in podserije, iz katerih so odvzeti. Skladnost z mejnimi vrednostmi iz Direktive 2002/32/
ES Evropskega parlamenta in Sveta (%) se ugotavlja na podlagi ravni, dolo¢enih v laboratorijskih vzorcih.

2. Skladnost serije ali podserije s specifikacijo

Serija je sprejeta, e rezultat posamezne analize ne presega zadevne mejne vrednosti iz Direktive 2002/32/ES ob
upostevanju nezanesljivosti meritve.

Serija ni v skladu z mejno vrednostjo iz Direktive 2002/32[ES, ¢e navzgor zaokroZeni rezultat analize (*), potrjen
z dvakratno analizo (%), ob upostevanju nezanesljivosti meritve nedvomno presega mejno vrednost.

(") Preglednica s TEF (= dejavniki ekvivalence to¢nosti) za dioksine, furane in dioksinom podobne PCB:

Pripadnik iste vrste Vrggirizost Pripadnik iste vrste Vrednost TEF

Dibenzo-p-dioksini (,,PCDD*) Dioksinom podobni

PCB:
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Ne-orto 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
Dibenzofurani (,,PCDF*) PCB 114 0,0005
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 118 0,0001
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05 PCB 123 0,0001
2,3,4,7,8-PeCDF 0,5 PCB 156 0,0005
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 157 0,0005
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00001
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 189 0,0001
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0001

Uporabljene okrajsave: ,T = tetra; ,Pe“ = penta; ,Hx“ = heksa; ,Hp“= hepta; ,0“ = okta; ,CDD“ = klorodibenzo-p-dioksin; ,CDF* =
klorodibenzofuran; ,CB“ = klorobifenil.

-

UL L 140, 30.5.2002, str. 10.
() Pojem ,zaokrozeno navzgor‘ zahteva uporabo meje kvantifikacije za prispevek vsakega nekvantificiranega pripadnika iste vrste
k ekvivalentu toksi¢nosti (TEQ).
Pojem ,zaokrozeno navzdol“ zahteva uporabo nicle za prispevek vsakega nekvantificiranega pripadnika iste vrste k ekvivalentu
toksic¢nosti (TEQ).
Pojem ,zaokrozeno proti sredini“ zahteva uporabo polovice meje kvantifikacije za izracun prispevka vsakega nekvantificiranega
pripadnika iste vrste k ekvivalentu toksi¢nosti (TEQ).
(% Dvakratna analiza je potrebna, da se izklju¢i moZnost notranjega navzkriznega onesnazenja ali nakljucne zamenjave vzorcev. Prva
analiza se ob upostevanju nezanesljivosti meritve uporablja za potrditev skladnosti.
Ce se analiza izvaja zaradi onesnazenja z dioksinom, se lahko potrditev z dvakratno analizo izpusti, kadar so vzorci, ki se analizirajo, prek
sledljivosti povezani z onesnazenjem z dioksinom.
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Nezanesljivost meritve se lahko uposteva v skladu z enim od naslednjih pristopov:

—  z izra¢unom razsirjene nezanesljivosti ob uporabi faktorja za zajetje 2, ki zagotavlja 95 % stopnjo zaupanja.
Serija ni skladna, ¢e je izmerjena vrednost minus U nad mejno vrednostjo. v primeru locenih dolocanj
dioksinov in dioksinom podobnih PCB je treba vsoto ocenjene razsirjene nezanesljivosti locenih rezultatov
analiz dioksinov in dioksinom podobnih PCB uporabiti za vsoto dioksinov in dioksinom podobnih PCB;

—  z doloditvijo odlocitvene meje (CCa) v skladu z Odlo¢bo Komisije 2002/657ES () (tocka 3.1.2.5 Priloge —
v primeru snovi z dolo¢eno dovoljeno mejo). Serija ni skladna, ¢e je izmerjena vrednost enaka ali ve¢ja od
CCa.

Sedanja pravila razlage se uporabljajo za rezultat analize vzorca za uradni nadzor. Ne vplivajo na pravico drzav
¢lanic, da uporabljajo nacionalna pravila za analize za varovalne ali referencne namene.

II. PRIPRAVA VZORCA IN ZAHTEVE ZA ANALITSKE METODE PRI URADNEM NADZORU RAVNI
DIOKSINOV (PCDD/PCDF) IN DIOKSINOM PODOBNIH PCB

Cilj in podrogje uporabe

Te zahteve se uporabljajo, kadar se posamic¢na krmila in krma analizirajo za dolo¢anje dioksinov (polikloriranih
dibenzo-p-dioksinov (PCDD) in polikloriranih dibenzofuranov (PCDF)) ter dioksinom podobnih polikloriranih
bifenilov (PCB).

Spremljanje prisotnosti dioksinov v krmi se lahko izvaja s presejalno metodo, da se izberejo tisti vzorci, katerih
ravni dioksinov ali dioksinom podobnih PBC so nizje od 25 % ali so nad predpisano ravnjo. Kadar je koncentracija
dioksinov v navedenih vzorcih povisana, jo je treba dolociti/potrditi s potrditveno metodo.

Presejalne metode so metode, ki se uporabljajo za ugotavljanje prisotnosti dioksinov in dioksinom podobnih PCB
pri predpisani ravni. Pri teh metodah je prepustnost vzorcev visoka in uporabljajo se za locevanje Stevilnih vzorcev
na morebitne vzorce s pozitivnim rezultatom. So posebej oblikovane, da se preprecijo lazno negativni rezultati.

Potrditvene metode so metode, ki zagotavljajo celovite ali dopolnilne informacije ter natancno koli¢insko dolocitev
dioksinov in dioksinom podobnih PCB pri predpisani ravni.

Ozadje

Ker okoljski in bioloski vzorci (vkljucno z vzorci posamicnih krmil/krme) na splosno vsebujejo kompleksne
mesanice razliénih dioksinov iste vrste, se je razvila zasnova dejavnikov ekvivalence toksicnosti (TEF), da se olajsa
ocena tveganja. Ti TEF-i so bili oblikovani za izrazanje koncentracij mesanic 2,3,7,8-substituiranih PCDD in
PCDF ter nekaterih ne-orto in mono-orto s klorom substituiranih PCB, ki imajo dioksinom podobne aktivnosti
v ekvivalentih toksi¢nosti (TEQ) 2,3,7,8-TCDD. Koncentracije posameznih snovi v danem vzorcu se pomnozijo
z ustreznim TEF in nato sestejejo, da se izracuna celotna koncentracija dioksinom podobnih spojin, izrazenih
v ekvivalentih toksi¢nosti.

Samo v tej uredbi je sprejemljiva specificna meja dolocljivosti posameznega pripadnika iste vrste tista koncentracija
analita v ekstraktu vzorca, ki sprozi instrumentalni odziv na dva razli¢na iona, ki se spremljata z razmerjem
S/S (signalfsum) 3:1 za manj obcutljiv signal, in izpolnjuje osnovne zahteve, npr. retencijski ¢as in razmerje
izotopov v skladu s postopkom dolocanja, kakor je opisan v metodi EPA 1613, revizija B.

Zahteve za zagotavljanje kakovosti, ki jih treba izpolnjevati pri pripravi vzorca
Uporabljajo se splosne dolocbe za pripravo vzorcev za analizo iz Priloge IL
Poleg tega je treba izpolnjevati naslednje pogoje:

—  vzorce je treba hraniti in prevazati v steklenih, aluminijastih, polipropilenskih ali polietilenskih posodah. Iz
posode za vzorce je treba odstraniti sledi papirnega prahu. Steklena posoda se spere s topili, ki se predhodno
preverijo zaradi prisotnosti dioksinov;

UL L 221, 17.8.2002, str. 8.
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slepi preskus se izvede tako, da se izvede celotni analitski postopek brez vzorca;

masa vzorca, ki se uporablja za ekstrakcijo, mora zadoscati za izpolnitev zahtev glede obcutljivosti.

Zahteve za laboratorije

Laboratoriji dokazejo zmogljivost metode v obmocju predpisane vrednosti, tj. 0,5-kratna, 1-kratna in
2-kratna predpisana vrednost s sprejemljivim koeficientom variacije za ponovljene analize. Za podrob-
nosti o merilih sprejemljivosti glej tocko 5.

Meja kvantifikacije za potrditveno metodo je v obmogju priblizno ene petine predpisane vrednosti, s ¢imer se
zagotovi, da so v obmo¢ju predpisanih vrednosti sprejemljivi koeficienti variacije.

Redne slepe kontrole in preskusi z dodatkom ali analize kontrolnih vzorcev (zaZelen je certificiran referenéni
material, ¢e je na voljo) se izvajajo kot ukrepi za notranji nadzor kakovosti.

Uspesno sodelovanje v medlaboratorijskih $tudijah, ki ocenjujejo uspesnost laboratorijev, je najboljsi nacin za
dokazovanje usposobljenosti za posebne analize. Vendar pa uspesno sodelovanje v medlaboratorijskih
Studijah, npr. za vzorce tal ali odplak, ne dokazuje nujno tudi usposobljenosti na podro¢ju vzorcev Zivil ali
krme, ki predstavljajo niZje ravni onesnaZenja. Zato je stalno sodelovanje v medlaboratorijskih $tudijah za
dolocanje dioksinov in dioksinom podobnih PCB v ustreznih krmnih/zZivilskih matricah obvezna.

Laboratorije akreditirajo priznani organi, ki delujejo v skladu z ISO Guide 58, kar zagotovlja, da uporabljajo
analitsko zagotavljanje kakovosti. Laboratoriji se akreditirajo v skladu s standardom ISO[IEC/17025.

Zahteve za analitske postopke za dioksine in dioksinom podobne PCB

Osnovne zahteve za sprejetje analitskih postopkov:

visoka obcutljivost in nizke meje zaznavnosti. Za PCDD in PCDF morajo biti zaznavne kolicine
v obmodju pikograma TEQ (107'? g) zaradi visoke toksi¢nosti nekaterih od teh spojin. Za PCB je znano, da so
njihove ravni vi§je od ravni PCDD in PCDF. Za vecino PCB pripadnikov iste vrste je obcutljivost v obmodju
nanograma (10 @) zZe zadostna. Pri merjenju bolj toksicnih dioksinom podobnih PCB pripadnikov iste vrste
(zlasti ne-orto substituiranih pripadnikov iste vrste) je treba doseci enako obcutljivost kot za PCDD in PCDF;

visoka selektivnost (specifi¢nost). Razlikovati je treba med PCDD, PCDF in dioksinom podobnimi PCB ter
med Stevilnimi drugimi, socasno ekstrahiranimi spojinami ter po moZznosti spojinami, ki motijo analizo in so
prisotne v koncentracijah, ki so do ve¢ velikostnih razredov ve¢je od koncentracij zadevnih analitov. Pri
metodi plinske kromatografije/masne spektrometrije (GC/MS) je treba razlikovati med razli¢nimi pripadniki
iste vrste, na primer med toksi¢nimi (npr. sedemnajstimi 2,3,7,8-substituiranimi PCDD in PCDF ter
dioksinom podobnimi PCB) in pripadniki iste vrste. Bioloski preskusi morajo biti sposobni selektivno dolo¢iti
vrednosti TEQ kot vsoto PCDD, PCDF in dioksinom podobnih PCB;

visoka tofnost (pravilnost in natancnost). Dolocanje zagotovlja veljavne in zanesljive ocene pravih
koncentracij v vzorcu. Visoka tocnost (to¢nost meritve: ujemanje merilnega rezultata s pravo ali dogovorjeno
vrednostjo merilne veli¢ine) je potrebna, da se prepreci zavrnitev rezultata analize vzorca na podlagi slabe
zanesljivosti ocene TEQ. To¢nost se izrazi kot pravilnost (razlika med srednjo vrednostjo izmerjenega analita
v certificiranem materialu, in njegovo certificirano vrednostjo, izraZeno kot odstotek te vrednosti) in
natan¢nost (RSDy, relativni standardni odmik od rezultatov, pridobljenih pri pogojih, ki jih je mozno
obnoviti).

Presejalne metode lahko obsegajo bioloske preskuse in metode GC/MS; potrditvene metode so visoko locljive
plinske kromatografske/visoko locljive masne spektrometri¢ne (HRGC/HRMS) metode.
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Pri skupni vrednosti TEQ morajo biti izpolnjena naslednja merila:

Presejalne metode Potrditvene metode
Delez lazno negativnih rezultatov <1%
Pravilnost -20%do +20%
Natancnost RSDg <30% <15%

Posebne zahteve, ki jih morajo za presejanje ali potrditev izpolnjevati metode GC/MS

Dodajanje s *C-oznacenih 2,3,7,8-klor substituiranih notranjih PCDD/F standardov in s '*C-oznacenih
notranjih standardov za dioksinom podobne PCB je treba izvesti na samem zacetku analitske metode, npr.
pred ekstrakcijo, da se potrdi analitski postopek. Dodati je treba vsaj enega pripadnika iste vrste za vsako od
tetra- do okta-kloriranih homolognih skupin za PCDDJF in vsaj enega pripadnika iste vrste za vsako od
homolognih skupin za dioksinom podobne PCB (lahko pa se doda vsaj en pripadnik iste vrste za vsak
spektrometricno izbran ion s funkcijo evidentiranja, ki se uporablja za spremljanje PCDDJF in dioksinom
podobnih PCB). Prednost ima, e zlasti v primeru potrditvenih metod, uporaba vseh 17 s *C-oznacenih
2,3,7,8-klor substituiranih notranjih PCDD/F standardov in vseh 12 s '3*C-oznacenih notranjih standardov za
dioksinom podobne PCB.

Prav tako se z uporabo ustreznih raztopin za umerjanje dolocijo relativni faktorji odzivnosti za tiste
pripadnike iste vrste, katerim ni dodan s >C oznacen analog.

Za krmo rastlinskega in Zivalskega izvora, ki vsebuje manj kot 10 % mascob, je obvezen dodatek notranjih
standardov pred ekstrakcijo. Za krmo Zivalskega izvora, ki vsebuje vec¢ kot 10 % mascob, se notranji standardi
lahko dodajo pred ekstrakcijo ali po ekstrakciji mascobe. Izvede se ustrezna potrditev ucinkovitosti
ekstrakcije, ki je odvisna od stopnje, na kateri se dodajo notranji standardi, in od tega, ali se o rezultatih
poroca na podlagi proizvoda ali mascob.

Pred analizo GC/MS je treba dodati 1 ali 2 (nadomestna) standarda za izracun izkoristka.

Potreben je nadzor izkoristka. Za potrditvene metode morajo biti izkoristki posameznih notranjih standardov
60-120-odstotni. Nizji ali visji izkoristki za posamezne pripadnike iste vrste, zlasti za nekatere hepta- in okta-
klorirane dibenzodioksine in dibenzofurane, so sprejemljivi, ¢e njihov prispevek k vrednosti TEQ ne presega
10 % celotne vrednosti TEQ (temelji na vsoti PCDD/F in dioksinom podobnih PCB). Pri presejalnih metodah
morajo biti izkoristki 30-140 %.

Locevanje dioksinov od motecih kloriranih spojin, kot so dioksinom nepodobni PCB-ji in klorirani difenil
etri, se izvede z ustreznimi kromatografskimi tehnikami (prednost imajo kolona s florizilom, kolona
z aluminijevim oksidom in/ali kolona z ogljikom).

Plinsko kromatografsko locevanje izomerov je zadostno (< 25 % vrh do vrha med 1,2,3,4,7,8-HxCDF in
1,2,3,6,7,8-HxCDF).

Dolocanje se izvede v skladu z metodo EPA, revizija 1613 B: tetra- do okta-klorirani dioksini in furani
z red¢enjem izotopov HRGC/HRMS ali drugi z enakovrednimi merili zmogljivosti.

Razlika med vrednostjo, zaokrozeno navzgor, in vrednostjo, zaokroZeno navzdol, ne sme presegati 20 % pri
krmi, onesnazeni z dioksini v obmod¢ju najvisje vrednosti ali nad njo. Pri krmi z ravnjo onesnazenosti
bistveno pod najvisjo vrednostjo je lahko razlika 25-40-odstotna.

Presejalne analitske metode

Uvod

Pri presejalni metodi se lahko uporabita razli¢na analitska pristopa: Cisti presejalni pristop in kvantitativni pristop.
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Presejalni pristop

Odziv vzorcev se primerja z odzivom referencnega vzorca pri predpisani vrednosti. Vzorci z odzivom, ki je manjsi
od odziva referen¢nega vzorca, so negativni, vzorci z vi§jim odzivom pa so verjetno pozitivni. Zahteve:

— v vsako serijo preskusov je treba vkljuciti slepe in referencne vzorce, ki se ekstrahirajo in preskusajo socasno
in pod enakimi pogoji. Pri referen¢nem vzorcu mora biti odziv jasno povisan glede na slepega;

—  vkljucijo se dodatni referencni vzorci z 0,5-kratno in 2-kratno predpisano vrednostjo, da se dokaze primerna
zmogljivost preskusa v obmodju predpisane vrednosti;

— ko se preskusajo druge matrice, je treba dokazati ustreznost referen¢nih vzorcev, priporocljivo z vkljucitvijo
vzorcev, pri katerih je HRGC/HRMS pokazala, da vsebujejo raven TEQ, ki je priblizna ravni TEQ referenc¢nega
vzorca, ali drugace s slepim vzorcem, ki je obogaten pri tej ravni;

—  ker se pri bioloskih preskusih ne sme uporabljati notranjih standardov, so preskusi ponovljivosti zelo
pomembni za pridobitev informacij o standardnem odmiku znotraj ene serije preskusov. Koeficient variacije
mora biti pod 30 %;

—  za bioloske preskuse se opredelijo ciline spojine, mozne motnje in najvisje sprejemljive ravni slepega
preskusa.

Kvantitativni pristop

Kvantitativni pristop zahteva standardne serije redcenja, dvojno ali trojno ¢is¢enje, merjenje ter kontrolo slepega
vzorca in izkoristka. Rezultat se lahko izrazi kot TEQ, pri ¢emer se domneva, da spojine, ki tvorijo signal, ustrezajo
nacelu TEQ. To se lahko izvaja z uporabo TCDD (ali standardne mesanice dioksinov/furanov/dioksinom podobnih
PCB), s katero se pripravi umeritvena krivulja za izra¢un vrednosti TEQ v ekstraktu in s tem v vzorcu. Ta se nato
popravi za raven TEQ, izraunano za slepi vzorec (da se upoSteva necistost uporabljenih topil in kemikalij) in
izkoristek (izracunan iz ravni TEQ v vzorcu za nadzor kakovosti v bliZini predpisane meje). Bistveno je upostevati,
da se del vidne izgube pri izkoristku lahko pripise uc¢inkom matrice in/ali razlikam med vrednostmi TEF v bioloskih
preskusih in uradnimi vrednostmi TEF, ki jih je dolocila Svetovna zdravstvena organizacija.

Zahteve za analitske metode, ki se uporabljajo za presejanje

—  Za presejanje se lahko uporabijo analitske metode GC/MS in bioloski preskusi. Za metode GC/MS se
uporabljajo zahteve iz tocke 6. Posebne zahteve za bioloske preskuse na celicni osnovi so dolocene
v tocki 7.3, za bioloske preskuse na podlagi pribora pa v tocki 7.4.

—  Potrebne so informacije o stevilu lazno pozitivnih in lazno negativnih rezultatov velike skupine vzorcev pod
in nad zgornjo ravnjo ali ravnjo dejavnosti, v primerjavi z vsebnostjo TEQ, kakor jo doloca kvantitativna
analitska metoda. Stopnja dejansko lazno negativnih rezultatov mora biti pod 1 %. Stopnja lazno pozitivnih
vzorcev je dovolj nizka, da je uporaba presejalnega orodja koristna.

—  Pozitivne rezultate je vedno treba potrditi s potrditveno analitsko metodo (HRGC/HRMS). Poleg tega se vzorci
iz Sirokega obmocja TEQ potrdijo z HRGC/HRMS (priblizno 2-10 % negativnih vzorcev). Na voljo so
informacije o ujemanju med bioloskim preskusom in rezultati analize HRGC/HRMS.

Posebne zahteve za bioloske preskuse na celicni osnovi

—  Pri izvajanju bioloskega preskusa vsaka serija preskusov zahteva serijo referencnih koncentracij TCDD ali
meSanice dioksina/furana (celotna krivulja odmerek/odziv z R? > 0,95). Vendar pa se za namene presejanja za
analizo vzorcev nizkih ravni lahko uporabi razsirjena krivulja nizkih ravni.

—  Za izid bioloskega preskusa v konstantnem casovnem obdobju se na seznamu nadzora kakovosti uporabi
referen¢na koncentracija TCDD (priblizno 3-kratna meja dolocanja). Druga moznost je lahko relativni odziv
referenénega vzorca v primerjavi z umeritveno premico TCDD, ker lahko na odziv celic vplivajo Stevilni
dejavniki.

—  Zavsak tip referencne snovi se evidentirajo in preverjajo preglednice nadzora kakovosti, da se zagotovi izid
v skladu s predpisanimi smernicami.
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—  Zlasti za kvantitativne izracune mora biti zacetek redenja vzorca znotraj linearnega dela krivulje odziva.
Vzorce nad linearnim delom krivulje odziva je treba razredciti in ponovno preskusiti. Zato je priporocljivo, da
se hkrati preskusajo najmanj 3 razredcitve ali vec.

—  Standardni odmik v odstotkih ni nad 15 % pri trikratnem dolocanju za vsako razredcitev vzorca in ni nad
30 % pri treh neodvisnih poskusih.

—  Meja dolocanja se lahko dolo¢i kot 3-kratni standardni odmik slepega topila ali odziva ozadja. Drugi pristop
je uporaba odziva, ki je nad ozadjem (uporabljeni faktor je 5-kratno slepo topilo), izra¢unan iz umeritvene
krivulje za tisti dan. Meja kvantifikacije se lahko doloci kot 5-kratni ali 6-kratni standardni odmik slepega
topila ali odziva ozadja ali pa se uporabi odziv, ki je razlo¢no nad ozadjem (uporabljeni faktor je 10-kratno
slepo topilo), izra¢unan iz umeritvene krivulje za tisti dan.

Posebne zahteve za bioloske preskuse s priborom

—  Zagotovi se, da je bioloski preskus s priborom dovolj obcutljiv in zanesljiv za uporabo pri krmi.
—  Pri pripravi in analizi vzorca je treba slediti navodilom proizvajalca.

—  Kompleti za preskusanje se ne uporabljajo po preteku roka uporabnosti.

—  Snovi ali komponente, ki se uporabljajo z drugimi kompleti, se ne uporabljajo.

—  Kompleti za preskuse se hranijo pri natan¢no doloceni temperaturi in uporabljajo pri natan¢no doloceni
delovni temperaturi.

—  Meja dolocanja za imunoanalize se doloci kot vsota srednje vrednosti in 3-kratnega standardnega odmika, ki
temeljita na 10 ponovitvah analize slepega vzorca, ta vsota pa se deli z naklonom linearne regresijske enacbe.

—  Za preskuse v laboratoriju se uporabljajo referen¢ni standardi, da se zagotovi odzivnost na standard znotraj
sprejemljivega obmodja.

Porocanje o rezultatih

Ce uporabljeni analitski postopki to omogocajo, analitski rezultati vkljucujejo ravni posameznih PCDDJF in PCB
pripadnikov iste vrste, predloziti pa jih je treba zaokrozene navzdol, navzgor ali proti sredini, da se v porocilo
o rezultatih vklju¢i kar najve¢ informacij in tako omogo¢i razlaga rezultatov glede na posebne zahteve.

Porocilo vkljucuje tudi vsebnost lipidov v vzorcu ter metodo, uporabljeno za ekstrakcijo mascob.

Izkoristki posameznih notranjih standardov morajo biti na voljo, kadar so izkoristki izven obmogja, navedenega
v tocki 6, kadar je presezena najvija vrednost in na zahtevo tudi v drugih primerih.

Ker je treba pri odlocanju o skladnosti vzorca upostevati nezanesljivost meritve, je na voljo tudi ta parameter.
Rezultat analize se zato izrazi kot x +/- U, pri ¢emer je x rezultat analize, U pa razsirjena nezanesljivost meritve, kar
pri kolicniku zajetja 2 pomeni priblizno 95-odstotno stopnjo zaupanja. V primeru locenih dolo¢anj dioksinov in
dioksinom podobnih PCB je treba vsoto ocenjene razirjene nezanesljivosti locenih rezultatov analize dioksinov in
dioksinom podobnih PCB uporabiti za vsoto dioksinov in dioksinom podobnih PCB.

Ce se pri nezanesljivosti meritve uposteva CCa (kot je opisan v 1.2 tega dela B), se navede ta parameter.
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PRILOGA VI

ANALITSKE METODE ZA DOLOCAN]E SESTAVIN ZIVALSKEGA IZVORA ZA URADNI NADZOR KRME

4.2

421

4.2.2

43

4.3.1

Zahteve za mikroskopsko dolocanje, identifikacijo ali oceno sestavin Zivalskega izvora v krmi

Cilj in podrodje uporabe

Te zahteve se uporabljajo, ko se dolocanje sestavin Zivalskega izvora (opredeljenih kot proizvodov iz predelave teles
in telesnih delov sesalcev, perutnine in rib) v krmi izvaja z mikroskopskimi preiskavami v okviru usklajenega
programa nadzora na podro¢ju prehrane zivali v skladu z Uredbo Evropskega parlamenta in Sveta (ES) st. 882/
2004 (). Ce se metode v tej prilogi uporabljajo pri vseh uradnih preskusih, se lahko izvedejo tudi dodatni preskusi,
ki temeljijo na nekoliko spremenjeni ali drugi metodi, da se izboljsa dolocanje nekaterih vrst sestavin Zivalskega
izvora ali da se nadalje podrobneje opredeli izvor sestavin Zivalskega izvora. Pole tega se pri pregledovanju nekaterih
posebnih sestavin Zivalskega izvora, kot so plazma ali kosti v loju (glej tudi tocko 9), lahko uporabi spremenjeni
protokol, ¢e so te analize opravljene poleg analiz, ki so predvidene v usklajenem programu nadzora.

Obcutljivost

V krmi se lahko glede na vrsto sestavine Zivalskega izvora dolocajo zelo majhne kolic¢ine (< 0,1 %).

Nacelo

Za identifikacijo se uporablja reprezentativni vzorec, ki je bil odvzet v skladu z dolocbami iz Priloge I in ustrezno
pripravljen. Za obdelavo krme z nizko vsebnostjo vlage je ustrezen naslednji protokol. Krma s vsebnostjo vlage ve¢
kot 14 % se pred obdelavo osusi (kondenzira). Posebno krmo ali posami¢na krmila (npr. mascobe, olja) je treba
namensko obdelati (glej tocko 9). Sestavine Zivalskega izvora se opredelijo na podlagi tipi¢nih, mikroskopsko
prepoznavnih znadilnosti (tj. miicnih vlaken in drugih mesnih delcev, hrustanca, kosti, rozevine, $cetin, krvi, perja,
jajénih lupin, ribjih kosti, luskin). Opredelitev se mora izvesti na presejani frakciji (6.1) in koncentrirani usedlini
(6.2) vzorca.

Reagenti
Sredstvo za pripravo preparatov

Kloralhidrat (vodni, 60 % m/v)

Lug (NaOH 2,5 % m/v ali KOH 2,5 % m/v) za prescjane frakcije

Parafinsko olje ali glicerol (viskoznost: 68-81) za mikroskopska opazovanja v usedlini

Sredstva za izpiranje

Alkohol, 96-odstotni

Aceton

Sredstvo za koncentriranje

Tetrakloroetilen (gostota 1,62)

() ULL 165, 30.4.2004, str. 1.



L 54/104

Uradni list Evropske unije

26.2.2009

4.4

4.4.1

4.4.2

443

4.4.4

4.5

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

5.7

6.1

Reagenti za obarvanje

Raztopina joda/kalijevega jodida (2 g kalijevega jodida se raztopi v 100 ml vode in med pogostim stresanjem doda
1 g joda.)

Rdei alizarin (2,5 ml 1M klorovodikove kisline se raztopi v 100 ml vode in tej raztopini se doda 200 mg rdecega
alizarina.)

Cistinski reagent (2 g svinCevega acetata, 10 g NaOH/100 ml H,0)

Raztopina joda/kalijevega jodida (raztopljeno v 70-odstotnem etanolu)

Reagent za beljenje

Komercialna raztopina natrijevega hipoklorita (9,6 % aktivnega klora)

Oprema in pripomocki

Analitska tehtnica (natan¢nost 0,01 g, razen za koncentrirano usedlino: 0,001 g)

Pribor za mletje (drobilni mlin ali terilnica, posebej za krmo, ki ob analizi vsebuje > 15 % mascobe)
Sito z mrezico s kvadratnimi odprtinami Sirine najve¢ 0,50 mm

Lij lo¢nik ali koni¢na ¢asa za usedlino

Stereomikroskop (najmanj 40-kratna povecava)

Sestavljeni mikroskop (najmanj 400-kratna povecava), prepustna svetloba ali polarizirana svetloba
Standardna laboratorijska steklovina

Vsa oprema se temeljito ocisti. Liji lo¢niki in steklovina se morajo oprati v pomivalnem stroju. Sita se morajo ocistiti
z uporabo krtace s trdimi $Cetinami.

Postopek

Krma v briketih se lahko predhodno preseje, ¢e se obe frakciji analizirata kot locena vzorca.

Obdela se najmanj 50 g vzorca (previdno se zdrobi s primerno opremo za drobljenje (5.2), Ce je potrebno, da se
dobi ustrezna struktura). Iz zmletega materiala se vzameta dva reprezentativna dela, eden za presejano frakcijo
(najmanj 5 g) (6.1) in eden za koncentrirano usedlino (najmanj 5 g) (6.2). Za identifikacijo se dodatno lahko
uporabi barvanje z reagenti za barvanje (6.3).

Za opredelitev narave Zivalskih beljakovin in izvora delcev se lahko uporabi sistem podpore pri dolocanju, kot je
ARIES, in dokumentirajo referen¢ni vzorci.

Identifikacija sestavin Zivalskega izvora v presejanih frakcijah

Najmanj 5 g vzorca se preseje skozi sito (5.3) v dve frakciji.

Presejane frakcije z velikimi delci (ali reprezentativni del frakcije) se v tankem sloju nanesejo na primerno
podlago ter se pri razliénih povecavah sistematicno pregledajo pod stereomikroskopom (5.5), da se ugotovijo
sestavine Zivalskega izvora.

Mikroskopski preparati iz presejanih frakcij z drobnimi delci se sistematicno pregledajo pod sestavljenim
mikroskopom (5.6) pri razlicnih povecavah, da se ugotovijo sestavine Zivalskega izvora.
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6.2

6.3

6.4

Opredelitev sestavin Zivalskega izvora v koncentrirani usedlini

V lij lo¢nik ali koni¢no ¢aso za usedlino se prenese najmanj 5 g (na 0,01 g natanc¢no) vzorca, ki se obdela z najmanj
50 ml tetrakloroetilena (4.3.1). Mesanica se veckrat pretrese ali premesa.

—  Ce se uporabi zaprt lij lo¢nik, se usedlina pusti stati tako dolgo (najmanj 3 minute), dokler se ne loci. Usedlina
se ponovno pretrese in ponovno pusti stati najmanj 3 minute. Usedlina se ponovno loci.

—  Ce se uporabi odprta ¢asa, se usedlina pusti stati vsaj 5 minut, dokler se ne lo¢i.

Celotna usedlina se osusi in nato stehta (na 0,001 g natan¢no). Tehtanje je potrebno le, Ce se zahteva ocena. Ce
usedlina vsebuje mnogo velikih delcev, se lahko skozi sito (5.3) preseje v dve frakciji. PosuSena usedlina se pregleda
pod stereomikroskopom (5.5) in sestavljenim mikroskopom (5.6), da se ugotovijo kostne sestavine.

Uporaba sredstev za pripravo preparatov in reagentov za obarvanje

Mikroskopska identifikacija sestavin Zivalskega izvora se lahko izboljsa tudi s pomocjo posebnih sredstev za
pripravo preparatov in reagentov za obarvanje.

Kloralhidrat (4.1.1): Ob previdnem segrevanju so lahko celi¢ne strukture jasnejse vidne, ker se skrobne verige
zelatinizirajo, nezaZelene celi¢ne sestavine pa odstranijo.

Lug (4.1.2): krmni material se ocisti z natrijevim hidroksidom ali kalijevim hidroksidom, kar olajsa dolocanje
misi¢nih vlaken, $Cetin in drugih keratinskih struktur.

Parafinsko olje in glicerol (4.1.3): Kostne sestavine se lahko dobro identificirajo v tem sredstvu za pripravo
preparatov, ker je v veini kostnih votlinic (lacunae) Se vedno zrak in so zato vidne kot ¢rne luknje, velikosti
priblizno 5-15 pm.

Raztopina joda/kalijevega jodida (4.4.1): uporablja se za dolocanje skroba (modrovijoli¢na barva) in beljakovin
(rumenooranzna barva). Raztopine se lahko po potrebi razredcijo.

Raztopina rdecega alizarina (4.4.2): rdeceroznato obarvanje kosti, ribjih kosti in luskin. Pred susenjem sedimenta
(glej tocko 6.2) se celotni sediment prenese v stekleno epruveto in dvakrat spere s priblizno 5 ml alkohola (4.2.1)
(pri vsaki uporabi vorteks mesalnika se topilo pusti stati priblizno 1 minuto ter se nato odtoci). Pred uporabo tega
reagenta za obarvanje se sediment pobeli z dodatkom najmanj 1 ml raztopine natrijevega hipoklorita (4.5.1). Cas
reakcije je 10 minut. Epruveta se napolni z vodo, usedlina se pusti stati 2—3 minute, voda in raztopljeni delci pa se
odtocijo. Usedlina se dvakrat spere z 10 ml vode (uporabi se vorteks mesalnik, pusti se stati in vsaki¢ se odtoci
voda). Doda se 2-10 ali ve¢ kapljic (glede na koli¢ino ostanka) raztopine rdecega alizarina. MeSanica se stresa,
reakcija pa poteka nekaj sekund. Obarvana usedlina se dvakrat spere s priblizno 5 ml alkohola (4.2.1), nato pa
enkrat z acetonom (4.2.2) (vsaki¢ ko se uporabi vorteks mesalnik, se topilo pusti stati priblizno 1 minuto ter se
nato odtoci). Usedlina je takrat pripravljena za suSenje.

Cistinski reagent (4.4.3): Pri previdnem segrevanju se sestavine, ki vsebujejo cistin (Cetine, perje itd.), obarvajo
érnorjavo.

Pregled krme zaradi morebitne vsebnosti ribje moke

Pod sestavljenim mikroskopom se pregleda najmanj en mikroskopski preparat iz drobno presejane frakcije in
drobne frakcije usedline (glej tocki 6.1 in 6.2).

Kadar oznaka navaja, da sestavine vsebujejo ribjo moko, ali kadar obstaja sum na vsebnost ribje moke ali kadar se
odkrije vsebnost ribje moke Ze pri zacetni preiskavi, se iz izvirnega vzorca pregledata najmanj dva dodatna
mikroskopska preparata iz drobno presejane frakcije ter frakcije celotne usedline.

Izracun in ocena

Drzave clanice zagotovijo, da se postopki, opisani v tej tocki, uporabljajo pri izvajanju uradne analize, da se oceni
koli¢ina (in ne zgolj vsebnost) sestavin Zivalskega izvora.

[zraCun je mozno narediti le, Ce sestavine Zivalskega izvora vsebujejo delce kosti.
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Delci kosti toplokrvnih kopenskih vrst (tj. sesalcev in ptic) se lahko v mikroskopskih preparatih locijo od razli¢nih
vrst ribjih kosti na podlagi tipiénih kostnih votlinic (lacunae). Delez sestavin Zivalskega izvora se v vzorCenem
materialu oceni glede na:

—  ocenjeni delez (masni %) kostnih delcev v koncentrirani usedlini in
—  delez (masni %) kosti v sestavinah Zzivalskega izvora.

Ocena mora temeljiti na najmanj treh mikroskopskih preparatih (Ce je mozno) in na najmanj petih poljih na
preparat. Koncentrirana usedlina v krmnih mesanicah praviloma ne vsebuje samo delcev kosti kopenskih Zivali in
rib, ampak tudi druge delce z visoko specificno maso, npr. minerale, pesek, delce olesenelih rastlin in podobno.

Ocenjena vrednost odstotnega deleza delcev kosti
% delcev kosti kopenskih Zivali = (S x ¢)/W

% delcev ribjih kosti in luskin = (S x d)/W

= korekcijski faktor (%) za ocenjeni delez kosti kopenskih zivali v usedlini,

(S = masa usedline (mg), ¢
%) za ocenjeni delez delcev ribjih kosti in luskin v usedlini, W = masa materiala vzorca

d = korekcijski faktor (
)

za sedimentacijo (mg)

Ocenjena vrednost sestavin Zivalskega izvora

Delez kosti se v zivalskih proizvodih lahko mocno razlikuje. (Delez kosti pri kostni moki je 50-60 %, pri mesni
moki pa 20-30 %; pri ribji moki se vsebnost kosti in luskin razlikuje glede na kategorijo in izvor ribje moke,
ponavadi pa je 10-20 %).

Ce je znana vrsta Zivalske moke, prisotne v vzorcu, je mozno oceniti vsebnost:
ocenjena vsebnost sestavin proizvodov kopenskih Zivali (%) = (S x ¢)[(W x f) x 100;
ocenjena vsebnost sestavin ribjih proizvodov (%) = (S x d)/(W x f) x 100

(S = masa usedline (mg), ¢ = korekcijski faktor (%) za ocenjeni delez kostnih sestavin kopenskih Zivali v usedlini,
d = korekcijski faktor (%) za ocenjeni delez delcev ribjih kosti in luskin v usedlini, f = korekcijski faktor za delez
kosti v sestavinah Zivalskega izvora v pregledanem vzorcu, W = masa materiala vzorca za sedimentacijo (mg)).

Prikaz rezultatov preiskave

Porocilo vsebuje vsaj informacije o prisotnosti sestavin iz kopenskih Zzivali in ribje moke. O razli¢nih primerih se
poroca na naslednji nacin:

za prisotnost sestavin iz kopenskih Zivali:

—  kolikor je bilo razvidno iz mikroskopske preiskave, v dostavljenem vzorcu niso bile ugotovljene nobene
sestavine iz kopenskih Zivali

ali

—  kolikor je bilo razvidno iz mikroskopske preiskave, so bile v dostavljenem vzorcu ugotovljene sestavine iz
kopenskih Zivali.

za prisotnost ribje moke:

—  kolikor je bilo razvidno iz mikroskopske preiskave, v dostavljenem vzorcu niso bile ugotovljene nobene
sestavine ribjega izvora

ali

—  kolikor je bilo razvidno iz mikroskopske preiskave, so bile v dostavljenem vzorcu ugotovljene sestavine
ribjega izvora.
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V primeru ugotovljenih sestavin ribjega izvora ali izvora kopenskih Zivali se lahko v porocilu o rezultatih pregleda,
Ce se zahteva, nadalje navede ocena koli¢ine ugotovljenih sestavin (x %, < 0,1 %, 0,1-0,5 %, 0,5-5 % ali > 5 %),
podrobno opredeli vrsta kopenske Zivali, e je mozno, in ugotovi Zivalske sestavine (misi¢na vlakna, hrustanec,
kosti, rozevina, $Cetine, perje, kri, jajcne lupine, ribje kosti, luskine).

Kadar se ocenjuje kolic¢ina sestavin Zivalskega izvora, se navede uporabljeni korekcijski faktor f.
Kadar se identificirajo kostne sestavine kopenskih Zzivali, porocilo vsebuje dodatni stavek:
,Moznost, da so bile zgornje sestavine pridobljene iz sesalcev, ne more biti izkljuc¢ena.

Ta dodatni stavek ni potreben, kadar so delci kosti kopenskih Zivali opredeljeni kot delci kosti perutnine ali sesalcev.

Izbirni protokol za analizo mas¢obe ali olja

Za analizo mascobe ali olja se lahko uporabi naslednji protokol:

— e je mascoba trdna, se segreva v na primer mikrovalovni pecici, dokler ne postane tekoca,
— 40 ml mascobe z dna vzorca se odpipetira v centrifugirko,

—  centrifugira se 10 minut pri 4 000 obr./min.,

— e je mascoba trdna po centrifugiranju, se ponovno segreva v pecici, dokler ne postane tekoca. Ponovno se
centrifugira 5 minut pri 4 000 obr./min.,

— z majhno zlicko ali lopatico se polovica dekantirane necistoce prenese v majhno petrijevko ali na
mikroskopsko stekelce za mikroskopsko identifikacijo morebitne vsebnosti sestavin Zivalskega izvora (mesnih
vlaken, perja, delcev kosti itd.). Kot sredstvo za pripravo preparatov za mikroskopijo se priporoca parafinsko
olje ali glicerol,

—  ostanki necistoce se uporabijo za usedlino, kakor je opisano v tocki 6.2.
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PRILOGA VII

METODA IZRACUNA ENERGIJSKE VREDNOSTI KRME ZA PERUTNINO

Metoda izracuna in prikaza energijske vrednosti
Energijska vrednost krme za perutnino mora biti izra¢unana v skladu s formulo, dolo¢eno v nadaljnjem besedilu na

podlagi odstotkov nekaterih analitskih sestavin krme. Ta vrednost se izrazi v megajoulih (M]) presnovne energije (ME),
popravljeno za dusik, na kilogram krmne mesanice:

MJ/kg ME = 0,1551 x % surovih beljakovin +0,3431 x % surovih mascob +0,1669 x % skroba +0,1301
x % celotnega sladkorja (izrazenega kot saharoza).

Odstopanja, ki se uporabljajo za oznacene vrednosti

Ce se v okviru uradnega pregleda odkrije razlika (povecana ali zmanjgana energijska vrednost krme) med rezultatom
pregleda in oznaceno energijsko vrednostjo, je dovoljeno minimalno odstopanje 0,4 MJ/kg ME.

Prikaz rezultatov

Po uporabi zgoraj navedene formule je treba dobljeni rezultat izraziti z eno decimalko.

Metode vzorcenja in analitske metode

Vzorcenje krmnih meSanic in dolocanje vsebnosti analitskih sestavin, navedenih v metodi izracuna, je treba izvesti
v skladu z metodami Skupnosti za vzorcenje ali analitskimi metodami Skupnosti za uradni pregled krme.

Uporablja se naslednje:

— za dolocanje vsebnosti surove mascobe: postopek B metode za dolocanje surovih olj in mascob iz
dela H Priloge 1II,

—  za dolocanje vsebnosti $kroba: polarimetri¢na metoda iz dela L Priloge III.
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PRILOGA VIII

ANALITSKE METODE ZA NADZOR KRMNIH DODATKOV, KI NISO VEC DOVOLJENI

Pomembno obvestilo:

Za dolocanje krmnih dodatkov, ki niso ve¢ dovoljeni, se lahko uporabljajo analitske metode, ki so obcutljivejse od
analitskih metod, navedenih v tej prilogi.

Za potrditev se uporabljajo analitske metode iz te priloge.

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

A.  DOLOCANJE METIL BENZOKVATA

7-benziloksi-6-butil- 3-metoksikarbonil-4-kinolon

Namen in podro&je uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje ravni metil benzokvata v krmi. Meja kvantifikacije je 1 mg/kg.

Nacelo

Metil benzokvat se ekstrahira iz vzorca z raztopino metanol metansulfonske kisline. Ekstrakt se precisti
z diklorometanom z ionsko izmenjevalno kromatografijo in nato ponovno z diklorometanom. Vsebnost metil
benzokvata se dolo¢i s tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC) z reverzno fazo in UV-detektorjem.

Reagenti

Diklorometan

Metanol, za HPLC

Mobilna faza HPLC

meSanica metanola (3.2) in vode (za HPLC) 75 + 25 (v + v)

Filtrira se skozi filter 0,22 pm (4,5), raztopina pa se nato razplini (npr. 10 minut v ultrazvocni kopeli).
Raztopina metansulfonske kisline, ¢ = 2 %

20,0 ml metansulfonske kisline se razred¢i z metanolom (3.2) do 1 000 ml.

Raztopina klorovodikove kisline, ¢ = 10 %

100 ml klorovodikove kisline (pyo 1,18 g/ml) se razred¢i z vodo do 1 000 ml.

Kationsko izmenjevalna smola Amberlite CG-120 (Na), 100 do 200 mes

Smola se pred uporabo obdela. 100 g smole se suspendira v 500 ml raztopine klorovodikove kisline (3.5) in se
med neprestanim mesanjem segreva na vroci plos¢i do vretja. Ohladi se in kislina se oddekantira. Filtrira se skozi
papirni filter pod vakuumom. Smola se dvakrat spere s po 500 ml vode, nato pa $e z 250 ml metanola (3.2).
Nato se Se enkrat spere s 250 ml metanola in osusi z zrakom, ki prehaja skozi filtrirano pogaco. Suha smola se
hrani v zaprti steklenici.
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4.2
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4.4.1
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Standardna snov: Cisti metil benzokvat (7-benziloksi-6-butil-3-metoksikarbonil-4-kinolon)
Standardna osnovna raztopina metil benzokvata, 500 pg/ml

50 mg standardne snovi (3.7) se natehta na 0,1 mg natancno in raztopi v raztopini metansulfonske kisline (3.4)
v 100-mililitrski merilni bucki, dopolni se do oznake in premesa.

Vmesna standardna raztopina metil benzokvata, 50 pg/ml

5,0 ml osnovne standardne raztopine metil benzokvata (3.7.1) se prenese v 50-mililitrsko merilno bucko,
dopolni do oznake z metanolom (3.2) in premesa.

Raztopine za umerjanje

V serjjo 25-mililitrskih merilnih buck se prenese 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 in 5,0 ml vmesne standardne raztopine metil
benzokvata (3.7.2). Dopolni se do oznake z mobilno fazo (3.3) in premesa. Koncentracija metil benzokvata v teh
raztopinah je 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 in 10,0 ug/ml. Te raztopine je treba pripraviti sveze pred uporabo.

Oprema

Laboratorijski stresalnik

Rotacijski uparjalnik

Steklena kolona (250 mm x 15 mm) s petelinckom in kapaciteto rezervoarja priblizno 200 ml

Oprema za HPLC z ultravijoli¢nim detektorjem z nastavljivo valovno dolzino ali detektorjem s serijo diod
Kolona za tekocinsko kromatografijo: 300 mm x 4 mm, C;g, polnitev 10 pm ali enakovredna
Membranski filtri, 0,22 pm

Membranski filtri, 0,45 pm

Postopek
Splosno

Z analizo slepe krme se zagotovi, da niso prisotni niti metil benzokvat niti motece snovi.

Preskus izkoristka se izvede z analizo slepe krme, ki se ji doda koli¢ina metil benzokvata, podobna koli¢ini
v vzorcu. Za koncentracijo 15 mg/kg se k 20 g slepe krme doda 600 pl osnovne standardne raztopine (3.7.1),
premesa se in poc¢aka 10 minut, preden se za¢ne postopek ekstrakcije (5.2).

Opomba: Pri tej metodi je vrsta slepe krme podobna vrsti vzorca in pri analizi se dokaze odsotnost metil
benzikvata.

Ekstrakcija

Priblizno 20 g pripravljenega vzorca se natehta na 0,01 g natan¢no in prenese v 250-mililitrsko erlenmajerico.
Doda se 100,0 ml raztopine metansulfonske kisline (3.4) in mehansko stresa (4.1) 30 minut. Raztopina se filtrira
skozi papirni filter, filtrat pa se shrani za postopek loCevanja tekocina-tekocina (5.3).

Locevanje tekocina-tekocina

V 500-mililitrski lij lo¢nik, v katerem je 100 ml raztopine klorovodikove kisline (3.5), se prenese 25,0 ml filtrata,
ki nastane pri postopku iz tocke 5.2. V lij se doda 100 ml diklorometana (3.1) in stresa eno minuto. Pocaka se, da
se plasti locijo, spodnja (diklorometanska) plast pa se odlije v 500-mililitrsko bucko z okroglim dnom.
Ekstrakcija vodne faze se dvakrat ponovi s po 40 ml diklorometana, ki se priklju¢ijo prvemu ekstraktu v bucki
z okroglim dnom. Ekstrakt diklorometana se upari do suhega v rotacijskem uparjalniku (4.2) pri znizanem tlaku
in 40 °C. Ostanek se raztopi v 20-25 ml metanola (3.2), bucka se zamasi, celotni ekstrakt pa se shrani za ionsko
izmenjevalno kromatografijo (5.4).
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5.4 lonska izmenjevalna kromatografija

5.4.1 Priprava kationske izmenjevalne kolone
V spodnji del steklene kolone (4.3) se vstavi zamasek iz steklene volne. Pripravi se suspenzija s 5,0 g obdelane
kationske izmenjevalne smole (3.6) in 50 ml klorovodikove kisline (3.5), nato pa se vlije v stekleno kolono in
pocaka, da se usede. Presezek kisline se odstrani do visine tik nad povrsino smole, nato pa se kolona spira z vodo
do nevtralne reakcije eluata na lakmusov papir. 50 ml metanola (3.2) se prenese v kolono in pusti, da prodre na
povrsino smole.

5.4.2 Kolonska kromatografija
Nastali ekstrakt (5.3) se pazljivo odpipetira na kolono. Bucka z okroglim dnom se dvakrat spere s po 5-10 ml
metanola (3.2), izpirka pa se preneseta na kolono. Ekstrakt se spusti do povrSine smole, kolona pa se spere
s 50 ml metanola, pri ¢emer hitrost pretoka ne sme presec¢i 5 ml na minuto. Eluat se zavrze. Metil benzokvat se
iz kolone eluira s 150 ml raztopine metansulfonske kisline (3.4), eluat s kolone pa se zbere v 250-mililitrsko
erlenmajerico.

5.5 Locevanje tekocina-tekocina
Eluat, ki nastane pri postopku iz tocke 5.4.2, se prenese v litrski lij lo¢nik. Erlenmajerica se spere s 5-10 ml
metanola (3.2), izpirek pa se zdruZi z vsebino v liju lo¢niku. Doda se 300 ml raztopine klorovodikove kisline
(3.5) in 130 ml diklorometana (3.1). Stresa se 1 minuto in pusti, da se fazi lo¢ita. Spodnja (diklorometanska)
plast se odtoci v 500-mililitrsko bucko z okroglim dnom. Ekstrakcija vodne faze se dvakrat ponovi s po 70 ml
diklorometana, oba ekstrakta pa se zdruzita s prvim v bucki z okroglim dnom.
Ekstrakt diklorometana se upari do suhega v rotacijskem uparjalniku (4.2) pod zniZanim tlakom ter pri 40 °C.
Ostanek v bucki se raztopi v priblizno 5 ml metanola (3.2), raztopina pa se prenese v 10-mililitrsko merilno
bucko. Bucka z okroglim dnom se dvakrat spere s po 1-2 ml metanola, izpirka pa se preneseta v merilno bucko.
Dopolni se z metanolom do oznake in premesa. Alikvot se filtrira skozi membranski filter (4.6). Ta raztopina se
shrani za dolocanje s HPLC (5.6).

5.6 Dolocanje s HPLC

5.6.1 Parametri
Naslednji pogoji se lahko uporabljajo kot smernica, lahko pa se uporabljajo drugi pogoji, Ce zagotavljajo
enakovredne rezultate:
—  kolona za tekocinsko kromatografijo (4.4.1),
—  HPLC-mobilna faza: mesanica metanola in vode (3.3),
—  hitrost pretoka: 1-1,5 ml/min,
—  valovna dolzina detekcije: 265 nm,
—  volumen, ki se vbrizga: 20-50 pl.
Stabilnost kromatografskega sistema se preveri z veckratnim vbrizganjem raztopine za umerjanje (3.7.3)
s koncentracijo 4 pg/ml, dokler se ne dosezejo konstantne visine (ali povr$ine) vrhov in konstantni retencijski
Casi.

5.6.2 Umeritvena krivulja
Vsaka raztopina za umetjanje (3.7.3) se veckrat vbrizga in za vsako koncentracijo se izmerijo visine (povrsine)
vrhov. Umeritvena krivulja se pripravi tako, da se na ordinato nanesejo srednje vrednosti visin ali povrsin vrhov
raztopin za umerjanje, na absciso pa ustrezne koncentracije v pg/ml.

5.6.3 Raztopina vzorca
Ekstrakt vzorca (5.5) se veckrat vbrizga, pri tem se uporabijo enaki volumni kakor pri raztopini za umerjanje, ter
dolotijo srednje vrednosti visin (povrsin) vrhov metil benzokvata.

6. Izra¢un rezultatov

Koncentracija raztopine vzorca v pg/ml se dolodi iz srednjih vrednosti vrhov (povrsin) metil benzokvata iz
umeritvene krivulje (5.6.2).
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7.1.1

7.2

7.3

Vsebnost metil benzokvata (w) (mg/kg) v vzorcu se izracuna po naslednji formuli:

c x40
W=
m
pri cemer je:
¢ = koncentracija metil benzokvata v raztopini vzorca v pg/ml;

masa preskusanega vzorca v gramih.

3
I

Potrditev rezultatov
Identiteta

Identiteta analita se lahko potrdi z dodatno kromatografijo ali z detektorjem s serijo diod, s katerim se primerjata
spekter ekstrakta vzorca in spekter raztopine za umerjanje (3.7.3) s koncentracijo 10 pg/ml.

Dodatna kromatografija

Ekstraktu vzorca se doda ustrezna koli¢ina vmesne standardne raztopine (3.7.2). Koli¢ina dodanega metil
benzokvata mora biti podobna ocenjeni koli¢ini metil benzokvata v ekstraktu vzorca.

Povisan je le vrh metil benzokvata ob upostevanju dodane koli¢ine in razredéitve ekstrakta. Sirina vrha na
polovici njegove najvecje visine mora biti v mejah priblizno 10 % prvotne Sirine.

Detekcija s serijo diod

Rezultati se ocenijo glede na naslednja merila:

(a)  valovni dolzini maksimalne absorpcije spektra vzorca in spektra standarda, zabeleZeni na najvisji tocki vrha
kromatograma, morata biti enaki znotraj meja, dolocenih z locljivostjo sistema za detekcijo. Za detekcijo
s serijo diod je to ponavadi v obmocju priblizno 2 nm;

(b) med 220 in 350 nm se spekter vzorca in spekter standarda na najvisji tocki kromatografskega vrha za
navedene dele spektra ne smeta razlikovati znotraj obmocja od 10 do 100 % relativne absorbance. To
merilo je izpolnjeno, ko so prisotne iste najvisje vrednosti in ko odmik med dvema spektroma na nobeni
opazovani tocki ne preseze 15 % absorbance standardnega analita;

() med 220 in 350 nm se spektri narascanja, najvisje tocke vrha in padanja vrha, pridobljeni iz ekstrakta
vzorca, za navedene dele spektra ne smejo razlikovati med seboj v obmocju 10 do 100 % relativne
absorbance. To merilo je izpolnjeno, ko so prisotne iste najvisje tocke in ko odmik med spektri na nobeni
od opazovanih tock ne preseze 15 % absorbance spektra najvisje tocke.

Ce eno od teh meril ni izpolnjeno, prisotnost analita ni potrjena.

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati 10 % visjega
rezultata za vsebnosti metil benzokvata 4-20 mg/kg.

Izkoristek

Za slepi vzorec z dodatkom je izkoristek najmanj 90-odstoten.

Rezultati medlaboratorijske Studije

10 laboratorijev je analiziralo 5 vzorcev. Vsak vzorec je bil analiziran dvakrat.

Slepi preskus Obrok 1 Briketi 1 Obrok 2 Briketi 2
Srednja vrednost [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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3.2
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3.4

3.5

Slepi preskus Obrok 1 Briketi 1 Obrok 2 Briketi 2
CV, [ %] — 6,70 4,40 6,70 5,70
S [mg/kg] — 0,40 0,50 0,90 1,00
CVy [ %] — 8,90 11,10 10,10 11,50
Izkoristek [ %] — 92,00 93,00 92,00 89,00

ND = ni bilo ugotovljeno;

S, = standardni odmik ponovljivosti;
CV, = koeficient variacije ponovljivosti v %;
Sy = standardni odmik obnovljivosti;
CVy = koeficient variacije obnovljivosti v %.

B. DOLOCANJE OLAKVINDOKSA

2-[N-2"-(hidroksietil)karbamoil]-3-metilkvinoksalin-N',N*-dioksid

Namen in podro&je uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje ravni olakvindoksa v krmi. Meja kvantifikacije je 5 mg/kg.

Nacelo

Vzorec se ekstrahira z mesanico vode in metanola. Vsebnost olakvindoksa se doloci s tekocinsko kromatografijo
visoke locljivosti (HPLC) z reverzno fazo z uporabo UV-detektorja.

Reagenti

Metanol

Metanol, za HPLC

Voda, za HPLC

Mobilna faza za HPLC

Mesanica vode (3.3) in metanola (3.2), 900 + 100 (V + V)

Standardna snov: Cisti olakvindoks 2-[N-2'-(hidroksietil)karbamoil]-3-metilkvinoksalin-N',N*-dioksid, E 851
Osnovna standardna raztopina olakvindoksa, 250 pg/ml

50 mg olakvindoksa (3.5) se natehta na 0,1 mg natan¢no in prenese v 200-mililitrsko merilno bucko, nato pa se
doda priblizno 190 ml vode. Bucka se nato postavi za 20 minut v ultrazvoéno kopel (4.1). Po ultrazvocni
obdelavi se raztopina segreje na sobno temperaturo, dopolni z vodo do oznake in premesa. Bucka se ovije
v aluminijasto folijo in shrani v hladilniku. To raztopino je treba pripraviti svezo vsak mesec.

Vmesna standardna raztopina olakvindoksa, 25 pg/ml

10,0 ml osnovne standardne raztopine (3.5.1) se prenese v 100-mililitrsko merilno bucko, dopolni z mobilno
fazo (3.4) do oznake in premesa. Bucka se ovije v aluminijasto folijo in shrani v hladilniku. To raztopino je treba
pripraviti sveZzo vsak dan.

Raztopine za umerjanje

V serijo 50-mililitrskih merilnih buck se prenese 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0 in 20,0 ml vmesne standardne
raztopine (3.5.2). Dopolni se z mobilno fazo (3.4) do oznake in premesa. Bucke se ovije v aluminijasto folijo. Te
raztopine ustrezajo 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 in 10,0 pg olakvindoksa na ml.

Te raztopine je treba pripraviti sveze vsak dan.
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5.3.2

Oprema

Ultrazvocna kopel

Mehanski stresalnik

Oprema za HPLC z detektorjem ultravijoli¢ne svetlobe z nastavljivo valovno dolzino ali detektorjem s serijo diod
Kolona za tekocinsko kromatografijo, 250 mm x 4 mm C;5, 10 pm polnitev ali enakovredna

Membranski filtri, 0,45 pm

Postopek

Opomba: Olakvindoks je obcutljiv na svetlobo. Vsi postopki se izvajajo v temnem prostoru ali pa se uporabijo
posode iz rjavega stekla.

Splosno

Z analizo slepe krme se zagotovi, da niso prisotni niti olakvindoks niti motece snovi.

Preskus izkoristka se izvede z analizo slepe krme, ki se ji doda koli¢ina olakvindoksa, podobna koli¢ini v vzorcu.
Za koncentracijo 50 mg/kg se 10,0 ml osnovne standardne raztopine (3.5.1) prenese v 250-mililitrsko
erlenmajerico, raztopina pa se upari do priblizno 0,5 ml. Doda se 50 g slepe krme, dobro se premesa in pusti
10 minut ter vmes nekajkrat ponovno premesa, nato pa se nadaljuje s postopkom ekstrakcije (5.2).

Opomba: Pri tej metodi je vrsta slepe krme podobna tisti iz vzorca in pri analizi se dokaze odsotnost
olakvindoksa.

Ekstrakcija

Priblizno 50 g vzorca se natehta na 0,01 g natan¢no. Prenese se v 1 000-mililitrsko erlenmajerico, doda se
100 ml metanola (3.1), erlenmajerica pa se postavi za 5 minut v ultrazvo¢no kopel (4.1). Doda se 410 ml vode in
se pusti $e 15 minut v ultrazvocni kopeli. Bucka se odstrani iz ultrazvocne kopeli, 30 minut se stresa
s stresalnikom (4.2), nato pa se filtrira skozi naguban filter. 10,0 ml filtrata se prenese v 20-mililitrsko merilno
bucko, dopolni se z vodo do oznake in premesa. Alikvot se filtrira skozi membranski filter (4.4) (glej tocko 9
Opomba). Nadaljuje se z dolocanjem s HPLC (5.3).

Doloéanje s HPLC
Parametri:

Naslednji pogoji se lahko uporabljajo kot smernice, lahko pa se uporabljajo drugi pogoji, ¢e zagotavljajo
enakovredne rezultate.

Analitska kolona (4.3.1)

Mobilna faza (3.4): meSanica vode (3.3) in metanola (3.2), 900 + 100 (V + V)
Hitrost pretoka: 1,5-2 ml/min

Detekcijska valovna dol-380 nm

Zina:

Volumen, ki se vbrizga: 20-100 pl

Stabilnost kromatografskega sistema se preveri z veckratnim vbrizgavanjem raztopine za umerjanje (3.5.3)
s koncentracijo 2,5 pg/ml, dokler se ne dosezejo konstantne visine vrhov in konstantni retencijski Casi.

Umeritvena krivulja
Za vsako koncentracijo se vsaka raztopina za umerjanje (3.5.3) veckrat vbrizga, nato pa se dolocijo se srednje

vrednosti visin (povr$in) vrhov. Umeritvena krivulja se pripravi tako, da se na ordinato nanesejo srednje vrednosti
viSin (povrsin) vrhov raztopin za umerjanje, na absciso pa ustrezne koncentracije v pg/ml.

Raztopina vzorca

Ekstrakt vzorca (5.2) se vbrizga veckrat, pri Cemer se uporabijo enaki volumni kakor pri raztopini za umerjanje,
nato pa se dolocijo srednje vrednosti visin (povrsin) vrhov olakvindoksa.
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6. Izracun rezultatov

Koncentracija raztopine vzorca v ug/ml se doloci iz srednje vrednosti visin (povrsin) vrhov olakvindoksa iz
umeritvene krivulje (5.3.2).

Vsebnost olakvindoksa v vzorcu (w) v mg/kg se izracuna po naslednji formuli:

¢ x 1000
We———
m

pri cemer je:

¢ = koncentracija olakvindoksa v ekstraktu vzorca (5.2) v pg/ml;
m = masa preskusnega vzorca v g (5.2).

7. Potrditev rezultatov

7.1 Identiteta

Identiteta analita se lahko potrdi z dodatno kromatografijo ali z detektorjem s serijo diod, s katerim se primerjata
spekter ekstrakta vzorca (5.2) in spekter raztopine za umerjanje (3.5.3) s koncentracijo 5,0 pg/ml.

7.1.1 Dodatna kromatografija

Ekstraktu vzorca (5.2) se doda ustrezna koli¢ina raztopine za umerjanje (3.5.3). Koli¢ina dodanega olakvindoksa
mora biti podobna koli¢ini olakvindoksa v ekstraktu vzorca.

Povisan je le vrh olakvindoksa ob upostevanju dodane kolicine in razred¢itve ekstrakta. Sirina vrha na polovici
maksimalne viSine mora biti znotraj + 10 % prvotne $irine vrha, ki nastane pri ekstraktu vzorca brez dodanega
olakvindoksa.

7.1.2 Detekcija s serijo diod

Rezultati se ocenijo glede na naslednja merila:

(@  valovni dolzini maksimalne absorpcije spektra vzorca in spektra standarda, zabeleZeni na najvisji tocki vrha
na kromatogramu, morata biti znotraj meja, dolo¢enih z locljivostjo sistema za detekcijo. Pri detekciji
s serijo diod je to ponavadi + 2 nm;

(b) med 220 in 400 nm se spekter vzorca in spekter standarda, zabeleZena na najvisji tocki vrha na
kromatogramu, za navedene dele spektra ne smeta razlikovati v obmocju 10-100 % relativne absorbance.
To merilo je izpolnjeno, ko so prisotne iste najvisje vrednosti in ko odmik med dvema spektroma na
nobeni opazovani tocki ne preseze 15 % absorbance standardnega analita;

(9 med 220 in 400 nm se spektri narascanja, najvisje tocke vrha in padanja vrha, pridobljeni iz ekstrakta
vzorca, za navedene dele spektra ne smejo razlikovati med seboj v obmocju 10-100 % relativne
absorbance. To merilo je izpolnjeno, ko so prisotne iste najvije tocke in ko odmik med spektri na nobeni
od opazovanih tock ne preseze 15 % absorbance spektra najvisje tocke.

Ce eno od teh meril ni izpolnjeno, prisotnost analita ni potrjena.

7.2 Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati 15 % visjega
rezultata za vsebnosti olakvindoksa 10-200 mg/kg.

7.3 Izkoristek

Za slepi vzorec z dodatkom je izkoristek najmanj 90-odstoten.
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3.4

Rezultati medlaboratorijske Studije

Organizirana je bila medlaboratorijska tudija, pri kateri je 13 laboratorijev analiziralo 4 vzorce krme v briketih,
vklju¢no z enim slepim vzorcem. Rezultati so prikazani v spodnji preglednici:

Vzorec 1 Vzorec 2 Vzorec 3 Vzorec 4

L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
Srednja vrednost [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
Nominalna vsebnost

[mg/kg] — 15 50 100
Izkoristek % — 97,3 96,0 95,4

Stevilo laboratorijev;

Stevilo posameznih vrednosti;
S, : standardni odmik ponovljivosti;
Sk : standardni odmik obnovljivosti;
CV, : koeficient variacije ponovljivosti;
CVy : koeficient variacije obnovljivosti.

Opomba
Ceprav metoda ni potrjena za krmo, ki vsebuje ve¢ kot 100 mg/kg olakvindoksa, je mogoce dobiti zadovoljive

rezultate tako, da se uporabi manjSa masa vzorca infali razredCitev ekstrakta (5.2), da se doseze koncentracija
v obmo¢ju umeritvene krivulje (5.3.2).

C.  DOLOCANJE AMPROLIUMA

1-[(4-amino- 2-propilpirimidin-5-il)metil]- 2-metil-piridin klorid hidroklorid

Namen in podrogje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje ravni amproliuma v krmi in premiksih. Meja dolocanja je 1 mg/kg, meja
kvantifikacije pa 5 mg/kg.

Nacelo

Vzorec se ekstrahira z mesanico metanola in vode. Po red¢enju z mobilno fazo in membranski filtraciji se
vsebnost amproliuma doloci s kationsko izmenjevalno tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC)
z uporabo UV-detektorja.

Reagenti

Metanol

Acetonitril, za HPLC

Voda, za HPLC

Raztopina natrijevega dihidrogen fosfata, ¢ = 0,1 mol/l

V 1 000-mililitrski merilni bucki se v vodi (3.3) raztopi 13,80 g natrijevega dihidrogen fosfat monohidrata,
dopolni se z vodo (3.3) do oznake in premesa.
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3.5 Raztopina natrijevega perklorata, ¢ = 1,6 mol/l
V 1 000-mililitrski merilni bucki se v vodi (3.3) raztopi 224,74 g natrijevega perklorat monohidrata, dopolni se
z vodo (3.3) do oznake in premesa.

3.6 Mobilna faza za HPLC (glej opombo 9.1).
Mesanica acetonitrila (3.2), raztopine natrijevega dihidrogen fosfata (3.4) in raztopine natrijevega perklorata (3.5),
450+450+100 (v+v+v). Pred uporabo se filtrira z membranskim filtrom 0,22 pum (4.3), raztopina pa se razplini
(npr. najmanj 15 minut v ultrazvocni kopeli (4.4)).

3.7 Standardna snov: ¢isti amprolium, 1-[(4-amino-2-propilpirimidin-5-il)metil]-2-metil-piridin klorid hidroklorid,
E 750 (glej opombo 9.2)

3.7.1 Osnovna standardna raztopina amproliuma, 500 pg/ml
50 mg amproliuma (3.7) se natehta na 0,1 mg natancno in prenese v 100-mililitrsko merilno bucko ter raztopi
v 80 ml metanola (3.1), bucka pa se za 10 minut postavi v ultrazvo¢no kopel (4.4). Po ultrazvocni obdelavi se
raztopina segreje na sobno temperaturo, dopolni se z vodo do oznake in premesa. Pri temperaturi < 4 °C je
raztopina stabilna 1 mesec.

3.7.2 Vmesna standardna raztopina amproliuma, 50 pg/ml
5,0 ml osnovne standardne raztopine (3.7.1) se odpipetira v 50-mililitrsko merilno bucko, dopolni se
z ekstrakcijskim topilom (3.8) do oznake in premesa. Pri temperaturi < 4 °C je raztopina stabilna 1 mesec.

3.7.3 Raztopine za umerjanje
V serijo 50-mililitrskih merilnih buck se prenese 0,5, 1,0, in 2,0 ml vmesne standardne raztopine (3.7.2).
Dopolni se z mobilno fazo (3.6) do oznake in premesa. Te raztopine ustrezajo 0,5, 1,0 in 2,0 ug amproliuma na
ml. Te raztopine je treba pripraviti sveze pred uporabo.

3.8 Ekstrakcijsko topilo
Mesanica metanola (3.1) in vode 2+1 (v+v)

4. Oprema

4.1 Oprema za HPLC s sistemom za vbrizgavanje, primernim za vbrizgavanje volumnov 100 pul

411 Kolona za tekocinsko kromatografijo, 125 mm x 4 mm, kationski izmenjevalec Nucleosil 10 SA, polnitev 5 ali
10 pm ali enakovredna

4.1.2 UV-detektor z nastavljivo valovno dolzino ali detektor s serijo diod

4.2 Membranski filter, material PTFE, 0,45 pm

4.3 Membranski filter, 0,22 pm

4.4 Ultrazvocna kopel

4.5 Mehanski stresalnik ali magnetno mesalo

5. Postopek

5.1 Splosno

5.1.1 Slepa krma

Za ucinkovitost preskusa izkoristka (5.1.2) se z analizo slepe krme zagotovi, da niso prisotni niti amprolium niti
motece snovi. Vrsta slepe krme je podobna vrsti vzorca in dokaZe se odsotnost amproliuma ali mote¢ih snovi.
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5.1.2

5.2

5.2.1

5.3

Preskus izkoristka

Preskus izkoristka se izvede z analizo slepe krme, ki se ji doda koli¢ina amproliuma, podobna koli¢ini v vzorcu.
Za koncentracijo 100 mg/kg se 10,0 ml osnovne standardne raztopine (3.7.1) prenese v 250-mililitrsko
erlenmajerico, raztopina pa se upari do priblizno 0,5 ml. Doda se 50 g slepe krme, dobro se premesa in pusti
10 minut ter vmes nekajkrat ponovno premesa, nato pa se nadaljuje s postopkom ekstrakcije (5.2).

Ce pa vrsta slepe krme, podobna vrsti vzorca, ni na voljo (glej tocko 5.1.1), se lahko preskus izkoristka izvede po
metodi standardnega dodatka. V tem primeru se vzorcu za analizo doda toliko amproliuma, kolikor ga je
v vzorcu. Ta vzorec se analizira skupaj z vzorcem brez dodanega amproliuma, izkoristek pa se izraCuna
z odstevanjem.

Ekstrakcija
Premiksi (vsebnost amproliuma < 1 %) in krma

V 500-mililitrsko erlenmajerico se natehta na 0,01 g natan¢no 5-40 g vzorca, odvisno od vsebnosti amproliuma,
in doda 200 ml ekstrakcijskega topila (3.8). Erlenmajerica se postavi v ultrazvocno kopel (4.4) in se pusti
15 minut. Odstrani se iz ultrazvocne kopeli in 1 uro stresa s stresalnikom ali mesa z magnetnim mesalom (4.5).
Alikvot ekstrakta se razred¢i z mobilno fazo (3.6), da nastane vsebnost amproliuma 0,5-2 pg/ml, ter premesa
(glej opombo 9.3). 5-10 ml tako razredene raztopine se filtrira skozi membranski filter (4.2). Nadaljuje se
z dolocanjem s HPLC (5.3).

Premiksi (vsebnost amproliuma > 1 %)

V 500-mililitrsko erlenmajerico se na 0,001 g natancno natehta 1-4 g premiksa, odvisno od vsebnosti
amproliuma, in doda 200 ml ekstrakcijskega topila (3.8). Erlenmajerica se postavi v ultrazvocno kopel (4.4) in se
pusti 15 minut. Odstrani se iz ultrazvoéne kopeli in 1 uro stresa s stresalnikom ali mesa z magnetnim mesalom
(4.5). Alikvot ekstrakta se razred¢i z mobilno fazo (3.6), da nastane vsebnost amproliuma 0,5-2 pg/ml, ter
premesa. 5-10 ml tako razredene raztopine se filtrira skozi membranski filter (4.2). Nadaljuje se z dolocanjem
s HPLC (5.3).

Dolocanje s HPLC
Parametri:

Naslednji pogoji se lahko uporabljajo kot smernice, lahko pa se uporabljajo drugi pogoji, ¢e zagotavljajo
enakovredne rezultate.

Kolona za tekocinsko

kromatografijo (4.1.1): 125 mm x 4 mm, kationski izmenjevalec Nucleosil 10 SA, polnitev 5 ali 10 pm ali
enakovredna

Mobilna faza (3.6): Mesanica acetonitrila (3.2), raztopine natrijevega dihidrogen fosfata (3.4) in raztopine
natrijevega perklorata (3.5), 450+450+100 (v+v+v)

Hitrost pretoka: 0,7-1 ml/min
Detekcijska valovna dol-264 nm
Zina:

Volumen, ki se vbrizga: 100 ul

Stabilnost kromatografskega sistema se preveri z veckratnim vbrizgavanjem raztopine za umerjanje (3.7.3)
s koncentracijo 1,0 pg/ml, dokler se ne doseZejo konstantne visine vrhov in konstantni retencijski Casi.

Umeritvena krivulja
Za vsako koncentracijo se vsaka raztopina za umerjanje (3.7.3) vbrizga veckrat, nato pa se dolocijo srednje

vrednosti visin (povr$in) vrhov. Umeritvena krivulja se pripravi tako, da se na ordinato nanesejo srednje vrednosti
viSin (povrsin) vrhov raztopin za umerjanje, na absciso pa ustrezne koncentracije v pg/ml.

Raztopina vzorca

Ekstrakt vzorca (5.2) se veckrat vbrizga, pri ¢emer se uporabijo enaki volumni kakor pri raztopini za umerjanje,
nato pa se dolocijo srednje vrednosti visin (povrsin) vrhov amproliuma.

Izracun rezultatov

Koncentracija raztopine vzorca v pg/ml se dolodi iz srednje vrednosti visin (povrsin) vrhov amproliuma iz
umeritvene krivulje (5.3.2).
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Vsebnost amproliuma (w) v mg/kg vzorca se izracuna po naslednji formuli:

Vxecxf
W= fmglg)

pri Cemer je:

V = volumen ekstrakcijskega topila (3.8) v ml v skladu s tocko 5.2 (tj. 200 ml);
¢ = koncentracija amproliuma v ekstraktu vzorca (5.2) v pg/ml;

f = faktor razred¢itve v skladu s tocko 5.2;

m = masa preskusnega vzorca v gramih.

7. Potrditev rezultatov
7.1 Identiteta

Identiteta analita se lahko potrdi z dodatno kromatografijo ali z detektorjem s serijo diod, s katerim se primerjata
spekter ekstrakta vzorca (5.2) in spekter raztopine za umerjanje (3.7.3) s koncentracijo 2,0 pg/ml.

7.1.1 Dodatna kromatografija

Ekstraktu vzorca (5.2) se doda primerna koli¢ina raztopine za umerjanje (3.7.3). Koli¢ina dodanega amproliuma
mora biti podobna koli¢ini amproliuma v ekstraktu vzorca.

Povisan je le vrh amproliuma ob upostevanju dodane koli¢ine in razredcitve ekstrakta. Sirina vrha na polovici
maksimalne viSine mora biti znotraj £ 10 % prvotne $irine vrha, ki nastane pri ekstraktu vzorca brez dodanega
amproliuma.

7.1.2 Dolo¢anje s serijo diod

Rezultati se ocenijo glede na naslednja merila:

(@  valovni dolzini maksimalne absorpcije spektra vzorca in spektra standarda, zabeleZeni na najvisji tocki vrha
na kromatogramu, morata biti znotraj meja, dolo¢enih z locljivostjo sistema za detekcijo. Pri dolocanju
s serijo diod je to ponavadi * 2 nm;

(b) med 210 in 320 nm se spekter vzorca in spekter standarda, zabelezena na najvisji tocki vrha na
kromatogramu, za navedene dele spektra ne smeta razlikovati v obmodju 10-100 % relativne absorbance.
To merilo je izpolnjeno, ko so prisotne iste najvisje vrednosti in ko odmik med dvema spektroma na
nobeni opazovani tocki ne preseze 15 % absorbance standardnega analita;

(9 med 210 in 320 nm se spektri narascanja, najvisje tocke vrha in padanja vrha, pridobljeni iz ekstrakta
vzorca, za navedene dele spektra ne smejo razlikovati med seboj v obmocju 10-100 % relativne
absorbance. To merilo je izpolnjeno, ko so prisotne iste najvije tocke in ko odmik med spektri na nobeni
od opazovanih tock ne preseze 15 % absorbance spektra najvisje tocke.

Ce eno izmed teh meril ni izpolnjeno, prisotnost analita ni potrjena.

7.2 Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocitev na istem vzorcu ne sme presegati:
— 15 % vi§je vrednosti za vsebnosti amproliuma 25-500 mg/kg,
— 75 mgfkg za vsebnosti amproliuma 500-1 000 mg/kg,

— 7,5 % vi§je vrednosti za vsebnosti amproliuma nad 1 000 mg/kg.

7.3 Izkoristek

Pri vzorcu z dodatkom (slepem vzorcu) je izkoristek najmanj 90-odstoten.
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9.2

9.3

3.1

3.2

Rezultati medlaboratorijske Studije

Organizirana je bila medlaboratorijska Studija, pri kateri so bili analizirani trije vzorci perutninske krme (vzor-
ci 1-3), en vzorec mineralne krme (vzorec 4) in en vzorec premiksa (vzorec 5). Rezultati so navedeni v spodnji
preglednici:

(sl\élzazriinlxa) Vzorec 2 Vzorec 3 Vzorec 4 Vzorec 5
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
Srednja vrednost [mg/kg] — 45,5 188 5129 25140
S, [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550
CV, [ %] — 4,95 1,90 3,46 2,20
Sy [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CVr [ %] — 6,47 6,27 5,19 3,00
Nominalna vsebnost [mg/kg] — 50 200 5000 25 000
L : Stevilo laboratorijev;
n : Stevilo posameznih vrednosti;
S, : standardni odmik ponovljivosti;

CV, : koeficient variacije ponovljivosti;
Sg : standardni odmik obnovljivosti;

CVy : koeficient variacije obnovljivosti.

Opombe

Ce vzorec vsebuje tiamin, se vrh tiamina v kromatogramu pojavi malo pred vrhom amproliuma. Pri tej metodi se
morata amprolium in tiamin lociti. Ce se amprolium in tiamin ne lo¢ita s kolono (4.1.1), ki se uporablja pri tej
metodi, se do 50 % acetonitrila v mobilni fazi (3.6) zamenja z metanolom.

(c = 0,1 molfl) pri 246 nm in 262 nm. Absorbanca znasa 0,84 pri 246 nm in 0,80 pri 262 nm.

Ekstrakt se mora vedno razred¢iti z mobilno fazo, ker se sicer retencijski ¢as vrha amproliuma bistveno
premakne zaradi sprememb v ionski moci.

D. DOLOCANJE KARBADOKSA

Metil 3-(2-kvinoksalinilmetilen)karbazat N',N*-dioksid

Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje ravni karbadoksa v krmi, premiksih in pripravkih. Meja dolocanja je 1 mg/kg,
meja kvantifikacije pa 5 mg/kg.

Nacelo

Vzorec se uravnoteZi z vodo in ekstrahira z metanol-acetonitrilom. Pri krmi se alikvot filtriranega ekstrakta
precisti na koloni iz aluminijevega oksida. Pri premiksih in pripravkih se alikvot filtriranega ekstrakta z vodo,
metanolom in acetonitrilom razred¢i do primerne koncentracije. Vsebnost karbadoksa se doloci s tekocinsko
kromatografijo visoke locljivosti (HPLC) z reverzno fazo z uporabo UV-detektorja.

Reagenti

Metanol

Acetonitril, za HPLC
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3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.11.1

3.11.2

3.12

4.1

4.2

Ocetna kislina, m = 100 %

Aluminijev oksid: nevtralni, stopnja aktivnosti
Metanol-acetonitril 1 + 1 (v + v)

500 ml metanola (3.1) se zmesa s 500 ml acetonitrila (3.2).
Ocetna kislina, 6 = 10 %

10 ml ocetne kisline (3.3) se razred¢i z vodo do 100 ml.
Natrijev acetat

Voda, za HPLC

Raztopina acetatnega pufra, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6,0

0,82 g natrijevega acetata (3.7) se raztopi v 700 ml vode (3.8), pH pa se z ocetno kislino (3.6) uravna na 6,0.
Prenese se v 1 000-mililitrsko merilno bucko, dopolni se z vodo (3.8) do oznake in premesa.

Mobilna faza za HPLC

825 ml raztopine acetatnega pufra (3.9) se zmesa s 175 ml acetonitrila (3.2).

Filtrira se skozi filter 0,22 pm (4.5), raztopina pa se razplini (npr. 10 minut v ultrazvo¢ni kopeli).
Standardna snov

Cisti karbadoks: metil 3-(2-kvinoksalinilmetilen)karbazat N! N*-dioksid, E 850

Osnovna standardna raztopina karbadoksa, 100 pg/ml (glej tocko 5 Postopek):

25 mg standardne snovi karbadoksa (3.11) se natehta na 0,1 mg natan¢no in prenese v 250-mililitrsko merilno
bucko. V ultrazvocni kopeli (4.7) se raztopi v metanol-acetonitrilu (3.5). Po ultrazvocni obdelavi se raztopina
segreje na sobno temperaturo, dopolni se z metanol-acetonitrilom (3.5) do oznake in premesa. Bucka se ovije
v aluminijasto folijo ali pa se uporabi rjava bucka ter shrani v hladilniku. Pri temperaturi < 4 °C je raztopina
stabilna 1 mesec.

Raztopine za umerjanje

2,0, 5,0, 10,0 in 20,0 ml osnovne standardne raztopine (3.11.1) se prenese v serijo 100-mililitrskih merilnih
buck. Doda se 30 ml vode, dopolni se z metanol-acetonitrilom (3.5) do oznake in premesa. Bucke se ovijejo
v aluminijasto folijo. Te raztopine ustrezajo koncentracijam karbadoksa 2,0, 5,0, 10,0, in 20,0 pg/ml.

Raztopine za umerjanje je treba pripraviti sveze pred uporabo.

Opomba: Za dolocanje karbadoksa v krmi, ki vsebuje manj kot 10 mgfkg karbadoksa, se morajo pripraviti
raztopine za umerjanje s koncentracijo, nizjo od 2,0 pg/ml.

Mesanica voda-[metanol-acetonitril] (3.5), 300 + 700 (v + v)

300 ml vode se zmesa s 700 ml meSanice metanola in acetonitrila (3.5).

Oprema

Laboratorijski stresalnik ali magnetno mesalo

Filtrski papir iz steklenih vlaken (Whatman GF/A ali enakovreden)
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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

Steklena kolona (dolzina 300 do 400 mm, notranji premer priblizno 10 mm) s sintrano stekleno frito in
odto¢nim ventilom

Opomba: Lahko se uporablja tudi steklena kolona s petelinckom ali zamaskom; v tem primeru se v spodnji
konec vstavi majhen zamasek iz steklene volne in se potlaci s stekleno palcko.

Oprema za HPLC s sistemom za vbrizgavanje, primernim za vbrizgavanje volumnov 20 pl
Kolona za tekocinsko kromatografijo: 300 mm x 4 mm, Cy, polnitev 10 pm ali enakovredna
UV-detektor z nastavljivo valovno dolzino ali detektor s serijo diod v obmocju 225 do 400 nm
Membranski filter, 0,22 pm

Membranski filter, 0,45 pm

Ultrazvocna kopel

Postopek

Opomba: Karbadoks je obcutljiv na svetlobo. Vsi postopki se izvajajo pri zmanjSani svetlobi ali pa se uporabi
posoda iz rjavega stekla ali se bucka ovije v aluminijasto folijo.

Splosno
Slepa krma

Za ucinkovitost preskusa izkoristka (5.1.2) se z analizo slepe krme zagotovi odsotnost karbadoksa in motecih
snovi. Vrsta slepe krme je podobna vrsti vzorca in pri analizi se dokaze odsotnost karbadoksa ali motecih snovi.

Preskus izkoristka

Preskus izkoristka se izvede z analizo slepe krme (5.1.1) z dodatkom koli¢ine karbadoksa, podobne koli¢ini
v vzorcu. Za koncentracijo 50 mg/kg se 5,0 ml osnovne standardne raztopine (3.11.1) prenese v 200-mililitrsko
erlenmajerico. Raztopina se upari na priblizno 0,5 ml v toku dusika. Doda se 10 g slepe krme, premesa se in
pusti 10 minut, nato pa se nadaljuje z ekstrakcijo (5.2).

Ce pa vrsta slepe krme, podobna vrsti vzorca, ni na voljo (glej tocko 5.1.1), se lahko preskus izkoristka izvede po
metodi standardnega dodatka. V tem primeru se vzorcu za analizo doda koli¢ina karbadoksa, podobna koli¢ini
v vzorcu. Ta vzorec se analizira skupaj z vzorcem brez dodanega karbadoksa, izkoristek pa se izracuna
z odstevanjem.

Ekstrakcija
Krma

10 g vzorca se natehta na 0,01 g natancno in prenese v 200-mililitrsko erlenmajerico. Doda se 15,0 ml vode,
premesa se in pusti 5 minut, da se uravnotezi. Doda se 35,0 ml metanol-acetonitrila (3.5), zamasi se in stresa
30 minut na stresalniku ali mesa z magnetnim mesalnikom (4.1). Raztopina se filtrira skozi filtrirni papir iz
steklenih vlaken (4.2). Ta raztopina se shrani za fazo ¢iscenja (5.3).

Premiksi (0,1-2,0 %)

1 g nezdrobljenega vzorca se natehta na 0,001 g natancno in prenese v 200-mililitrsko erlenmajerico. Doda se
15,0 ml vode, premesa se in pusti 5 minut, da se uravnotezi. Doda se 35,0 ml metanol-acetonitrila (3.5), zamasi
se in stresa 30 minut na stresalniku ali mesa z magnetnim mesalnikom (4.1). Raztopina se filtrira skozi filtrirni
papir iz steklenih vlaken (4.2).
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Alikvot filtrata se odpipetira v 50-mililitrsko merilno bucko. Doda se 15,0 ml vode, dopolni se z metanol-
acetonitrilom (3.5) do oznake in premesa. Koncentracija karbadoksa v konéni raztopini je priblizno 10 pg/ml.
Alikvot se filtrira skozi filter 0,45 pm (4.6).

Nadaljuje se z dolocanjem s HPLC (5.4).
5.2.3 Pripravki (> 2 %)
0,2 g nezdrobljenega vzorca se natehta na 0,001 g natancno in prenese v 250-mililitrsko erlenmajerico. Doda se
45,0 ml vode, premesa se in pusti 5 minut, da se uravnotezi. Doda se 105,0 ml metanol-acetonitrila (3.5), zamasi
se in homogenizira. Vzorec se pusti v ultrazvo¢ni kopeli (4.7) 15 minut, nato pa se 15 minut stresa ali mesa (4.1).
Raztopina se filtrira skozi filtrirni papir iz steklenih vlaken (4.2).
Alikvot filtrata se razred¢ z meSanico vode, metanola in acetonitrila (3.12), da je kon¢na koncentracija
karbadoksa 10-15 pg/ml (za 10-odstotni preparat je faktor razred¢itve 10). Alikvot se filtrira skozi filter
0,45 pym (4.6).
Nadaljuje se z dolocanjem s HPLC (5.4).
5.3 Ciscenje
5.3.1 Priprava kolone iz aluminijevega oksida
Natehta se 4 g aluminijevega oksida (3.4) in prenese v stekleno kolono (4.3).
5.3.2 Cisc¢enje vzorca
15 ml filtriranega ekstrakta (5.2.1) se nanese na kolono iz aluminijevega oksida, prva 2 ml eluata pa se zavrZeta.
Zbere se naslednjih 5 ml, alikvot pa se filtrira skozi filter 0,45 pm (4.6).
Nadaljuje se z dolo¢anjem s HPLC (5.4).
5.4 Dolocanje s HPLC
54.1 Parametri
Naslednji pogoji se lahko uporabljajo kot smernice, lahko pa se uporabljajo drugi pogoji, ¢e zagotavljajo
enakovredne rezultate:
Kolona za tekocinsko
kromatografijo (4.4.1): 300 mm x 4 mm, Cg, polnitev 10 pm ali enakovredna
Mobilna faza (3.10):  MeSanica raztopine acetatnega pufra (3.9) in acetonitrila (3.2), 825 + 175 (v+v)
Hitrost pretoka: 1,5-2 ml/min
Detekcijska valovna dol-365 nm
Zina:
Volumen, ki se vbrizga: 20 pl
Stabilnost kromatografskega sistema se preveri z veckratnim vbrizgavanjem raztopine za umerjanje (3.11.2)
s koncentracijo 5,0 pg/ml, dokler se ne doseZejo konstantne visine vrhov (povrsin) in konstantni retencijski Casi.
5.4.2 Umeritvena krivulja
Vsaka raztopina za umerjanje (3.11.2) se veckrat vbrizga in za vsako koncentracijo se dolocijo srednje vrednosti
vi§in (povrsin) vrhov. Umeritvena krivulja se pripravi tako, da se na ordinato nanesejo srednje vrednosti visin ali
povrsin vrhov raztopin za umerjanje, na absciso pa ustrezne koncentracije v pg/ml.
543 Raztopina vzorca
Ekstrakt vzorca [(5.3.2) za krmo, (5.2.2) za premikse in (5.2.3) za pripravke] se vbrizga veckrat, nato pa se
dolocijo srednje vrednosti visin (povrsin) vrhov karbadoksa.
6. Izra¢un rezultatov

Koncentracija karbadoksa v raztopini vzorca v pg/ml se dolodi iz srednje vrednosti visin (povr$in) vrhov
karbadoksa iz umeritvene krivulje (5.4.2).



L 54/124

Uradni list Evropske unije

26.2.2009

6.1

6.2

7.1

Krma

Vsebnost karbadoksa (w) (mg/kg) v vzorcu se izracuna po naslednji formuli:

Vi

w=""—1 [mgfkg]

pri Cemer je:

Vi

= koncentracija karbadoksa v ekstraktu vzorca (5.3.2) v pg/ml;

= volumen ekstrakta v ml (. 50);

masa preskusnega vzorca v gramih.

Premiksi in pripravki

Vsebnost karbadoksa (w) (mg/kg) v vzorcu se izra¢una po naslednji formuli:

w= Y g

pri Cemer je:

= koncentracija karbadoksa v ekstraktu vzorca (5.2.2 ali 5.2.3) v pg/ml;
= volumen ekstrakta v ml (tj. 50 za premikse; 150 za pripravke);
= faktor razredcitve v skladu s tocko 5.2.2 (premiksi) ali 5.2.3 (pripravki);

masa preskusnega vzorca v gramih.

Potrditev rezultatov

Identiteta

Identiteta analita se lahko potrdi z dodatno kromatografijo ali detektorjem s serijo diod, s katerim se primerjata
spekter ekstrakta vzorca in spekter raztopine za umerjanje (3.11.2) s koncentracijo 10,0 pg/ml.

Dodatna kromatografija

Ekstraktu vzorca se doda primerna koli¢ina raztopine za umerjanje (3.11.2). Koli¢ina dodanega karbadoksa mora
biti podobna ocenjeni koli¢ini karbadoksa v ekstraktu vzorca.

Povisan je le vrh karbadoksa ob upostevanju dodane kolicine in razredéitve ekstrakta. Sirina vrha na polovici
njegove najvecje visine mora biti v mejah priblizno 10 % prvotne Sirine.

Detekcija s serijo diod

Rezultati se ocenijo glede na naslednja merila:

(@)

Ce

valovni dolZini maksimalne absorpcije spektra vzorca in spektra standarda, zabeleZeni na najvisji tocki vrha
na kromatogramu, morata biti znotraj meja, dolo¢enih z locljivostjo sistema za detekcijo. Za detekcijo
s serijo diod je to ponavadi znotraj + 2 nm;

med 225 in 400 nm se spekter vzorca in spekter standarda na najvisji tocki kromatografskega vrha za
navedene dele spektra ne smeta razlikovati znotraj obmocja 10-100 % relativne absorbance. To merilo je
izpolnjeno, ko so prisotne iste najvisje vrednosti in ko odmik med dvema spektroma na nobeni opazovani
tocki ne preseze 15 % absorbance standardnega analita;

med 225 in 400 nm se spektri naraiCanja, najvisje tocke vrha in padanja vrha, pridobljeni iz ekstrakta
vzorca, za navedene dele spektra ne smejo razlikovati med seboj v obmocju 10-100 % relativne
absorbance. To merilo je izpolnjeno, ko so prisotni iste najvisje tocke in ko odmik med spektri na nobeni
od opazovanih tock ne preseze 15 % absorbance spektra najvisje tocke.

eno od teh meril ni izpolnjeno, prisotnost analita ni potrjena.



26.2.2009

Uradni list Evropske unije L 54/125

7.2

7.3

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, za vsebnosti 10 mg/kg in ve¢ ne
sme presegati 15 % visjega rezultata.

Izkoristek

Pri vzorcu z dodatkom (slepem vzorcu) je izkoristek najmanj 90-odstoten.

Rezultati medlaboratorijske Studije

Organizirana je bila medlaboratorijska $tudija, pri kateri je 8 laboratorijev analiziralo 6 vzorcev krme, 4 vzorce
premiksov in 3 vzorce pripravkov. Vsak vzorec je bil analiziran dvakrat. (Za natan¢nej$e informacije
o medlaboratorijski studiji glej Journal of AOAC, knjiga 71, §t. 1988, 484, str. 484—490.) Rezultati (razen izjem) so
prikazani v spodnji preglednici:

Preglednica 1.

Rezultati medlaboratorijske Studije za krmo

Vzorec 1 Vzorec 2 Vzorec 3 Vzorec 4 Vzorec 5 Vzorec 6

L 8 8 8 8 8 8

n 15 14 15 15 15 15
Srednja vrednost (mg/kg) 50,0 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
Sr (mg/kg) 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
CVr (%) 5,8 5,6 2,9 3,1 3,2 4,3
SR (mg/kg) 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CVR (%) 7,8 8,7 4,6 5,2 4,8 4,9
Nominalna vsebnost (mg/kg) 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0

Preglednica 2.

Rezultati medlaboratorijske Studije za premikse in pripravke

Premiksi Pripravki

A B C D A B C
L 7 7 7 7 8 8 8
n 14 14 14 14 16 16 16
Srednja vrednost (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 52 7,4
Sk (g/kg) 0,37 0,28 0,40 0,55 5,4 6.4 7,7
CVr (%) 4,2 3,0 4,3 6,3 5,7 6,5 7,4
Nominalna vsebnost 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100
(g/kg)
L : Stevilo laboratorijev;
n : Stevilo posameznih vrednosti;
S, : standardni odmik ponovljivosti;
CV, : koeficient variacije ponovljivosti;
Sk : standardni odmik obnovljivosti;

CVy : koeficient variacije obnovljivosti.
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KORELACIJSKE TABELE 1Z CLENA 6

Direktiva 71/250/EGS

PRILOGA IX

Direktiva 71/250/EGS Ta uredba
Clen 1, prvi pododstavek Clen 3
Clen 1, drugi pododstavek Clen 2
Clen 2 —
Clen 3 —
Priloga, del 1 Priloga Il

Priloga, del 2
Priloga, del 3
Priloga, del 4
Priloga, del 5
Priloga, del 6
Priloga, del 7
Priloga, del 9
Priloga, del 10
Priloga, del 11
Priloga, del 12
Priloga, del 14
Priloga, del 16

Priloga 111, del O
Priloga III, del M
Priloga III, del N
Priloga III, del Q
Priloga I1I, del K

Priloga 111, del
Priloga III, del D

Direktiva 71/393/EGS

Direktiva 71/393/EGS Ta uredba
Clen 1 Clen 3
Clen 2 _
Clen 3 —

Priloga, del I

Priloga, del 1I
Priloga, del III
Priloga, del IV

Priloga III, del A
Priloga 111, del E
Priloga 111, del P
Priloga 111, del H

Direktiva 72/199/EGS

Direktiva 72/199/EGS Ta uredba
Clen 1 Clen 3
Clen 2 —
Clen 3 _
Clen 4 _

Priloga [, del 1
Priloga I, del 2
Priloga I, del 3
Priloga I, del 4
Priloga I, del 5
Priloga II

Priloga III, del L
Priloga I1I, del C

Priloga V, del A
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Direktiva 73[46[EGS

Direktiva 73/46[EGS Ta uredba
Clen 1 Clen 3
Clen 3 —
Clen 4 —

Priloga I, del 1
Priloga I, del 2
Priloga I, del 3

Priloga I1I, del B

Priloga III, del I

Direktiva 76/371/EGS

Direktiva 76/371/EGS Ta uredba
Clen 1 Clen 1
Clen 2 —
Clen 3 _
Priloga Priloga I
Direktiva 76/372[EGS

Direktiva 76/372[EGS Ta uredba
Clen 1 —
Clen 2 —
Clen 3 —
Priloga —
Direktiva 78/633/EGS

Direktiva 78/633/EGS Ta uredba
Clen 1 Clen 3
Clen 2 _
Clen 3 —

Priloga, del 1
Priloga, del 2
Priloga, del 3

Priloga IV, del C

Direktiva 81/715[EGS

Direktiva 81/715[EGS

Ta uredba

Clen 1
Clen 2
Clen 3
Priloga
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10.

11.

12.

13.

Direktiva 84/425/EGS

Direktiva 84/425EGS

Ta uredba

Clen 1
Clen 2
Clen 3
Priloga

Direktiva 86/174/EGS

Direktiva 86/174/EGS

Ta uredba

Clen 1
Clen 2
Clen 3
Priloga

Clen 4

Priloga VII

Direktiva 93/70/EGS

Direktiva 93/70/EGS Ta uredba
Clen 1 Clen 3
Clen 2 —
Clen 3 —
Priloga Priloga IV, del D

Direktiva 93/117/ES

Direktiva 93/117[ES Ta uredba
Clen 1 Clena 3 in 5
Clen 2 _
Clen 3 —

Priloga, del 1
Priloga, del 2

Priloga IV, del E
Priloga VIII, del A

Direktiva 98/64/ES

Direktiva 98/64/ES Ta uredba
Clen 1 Clena 3 in 5
Clen 2 —
Clen 3 —
Clen 4 —

Priloga, del A
Priloga, del C

Priloga III, del F
Priloga VIII, del B
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14.

15.

16.

17.

Direktiva 1999/27|ES

Direktiva 1999/27[ES

Ta uredba

Clen 1
Clen 2
Clen 3
Clen 4
Clen 5
Clen 6
Clen 7
Priloga, del A
Priloga, del B
Priloga, del C

Clena 3 in 5

Priloga VIII, del C
Priloga IV, del F
Priloga VIII, del D

Direktiva 1999/76/ES

Direktiva 1999/76/ES Ta uredba
Clen 1 Clen 3
Clen 2 _
Clen 3 —
Clen 4 _
Priloga Priloga IV, del G

Direktiva 2000/45/ES

Direktiva 2000/45/ES Ta uredba
Clen 1 Clen 3
Clen 2 —
Clen 3 _
Clen 4 —

Priloga, del A
Priloga, del B
Priloga, del C

Priloga IV, del A
Priloga IV, del B
Priloga 111, del G

Direktiva 2002/70/ES

Direktiva 2002/70/ES Ta uredba
Clen 1 Clen 1
Clen 2 Clena 2 in 3
Clen 3 —
Clen 4 —
Clen 5 —
Priloga I Priloga I in Priloga V, del B ()
Priloga II Priloga II in Priloga V, del B (II)
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18. Direktiva 2003/126/ES

Direktiva 2003/126/ES Ta uredba

Clen 1 Clen 3
Clen 2 —
Clen 3 —
Clen 4 —
Clen 5 —
Clen 6 —
Priloga Priloga VI




