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NARIZENI KOMISE (ES) ¢&. 152/2009
ze dne 27. ledna 2009,

kterym se stanovi metody odbéru vzorki a laboratorniho zkousSeni
pro uredni kontrolu krmiv

(Text s vyznamem pro EHP)

Cléanek 1

Odbér vzorkt pro ufedni kontrolu krmiv, zejména pokud jde o stanoveni
jejich slozek, vcetné materiald, které obsahuji geneticky modifikované
organismy (GMO), sestavaji z nich nebo jsou z nich vyrobeny,
doplikovych latek, jak jsou definovany nafizenim Evropského parla-
mentu a Rady (ES) ¢. 1831/2003 ('), a nezadoucich latek, jak jsou
definovany smérnici Evropského parlamentu a Rady 2002/32/ES (%),
se provadi podle metod stanovenych v piiloze I, s vyjimkou odbéru
vzorktl pro kontrolu mikrobiologické kontaminace.

Metoda odbéru vzorkl stanovend v piiloze I je pouzitelnd pro kontrolu
krmiv, pokud jde o stanoveni rezidui pesticidu, jak je definovano v nafi-
zeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢&. 396/2005 (°), a pro
kontrolu souladu s nafizenim (EU) ¢. 619/2011.

Clének 2

Priprava vzorkd ke zkouSeni a vyjadieni vysledk se provadi podle
metod stanovenych v pfiloze II.

Clének 3

Zkouseni pro Gfedni kontrolu krmiv se provadi za pouziti metod stano-
venych v pfiloze III (Metody zkousSeni pro kontrolu slozeni krmnych
surovin a krmnych smési), v pifiloze IV (Metody zkousSeni pro kontrolu
obsahu povolenych doplikovych latek v krmivech), v priloze
V (Metody zkouSeni pro kontrolu nezadoucich latek v krmivech) a v
ptiloze VI (Metody zkouseni pro stanoveni slozek zivoc¢isného ptvodu
pro ufedni kontrolu krmiv).

Clanek 4

Obsah energie u krmnych smési pro dribez se vypocitd na zakladé
ptilohy VIIL

(") Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1831/2003 ze dne
22. zatf 2003 o doplikovych latkdch pouzivanych ve vyzivé zvifat
(Ut. vest. L 268, 18.10.2003, s. 29).

(®>) Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2002/32/ES ze dne 7. kvétna 2002
o nezadoucich latkach v krmivech (Ut. vést. L 140, 30.5.2002, s. 10).

() Ut veést. L 70, 16.3.2005, s. 1.
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Clének 5

Metody zkouSeni pro kontrolu nepifipustné pfitomnosti jiz nepovole-
nych doplikovych latek v krmivech, které jsou stanoveny v pfiloze
VIII, se pouZiji pro Ucely potvrzovani.

Cléinek 6

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

Odkazy na zruSené smérnice se povazuji za odkazy na toto nafizeni
v souladu se srovnavacimi tabulkami v pfiloze IX.

Clének 7

Toto nafizeni vstupuje v platnost dvacatym dnem po vyhlaseni
v Urednim véstniku Evropské unie.

Pouzije se od 26. srpna 2009.

Toto nafizeni je zavazné v celém rozsahu a pfimo pouzitelné ve vsech
Clenskych statech.
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PRILOHA I

METODY ODBERU VZORKU

1. UCEL A OBLAST POUZITI

Vzorky urCené pro ufedni kontrolu krmiv se odeberou podle nize
popsanych metod. Takto ziskané vzorky se povazuji za reprezentativni
pro vzorkované partie.

Utelem odbéru reprezentativnich vzorki je ziskat malou frakci z 3arze
takovym zpusobem, aby stanoveni jakékoli konkrétni vlastnosti této
frakce odpovidalo stiedni hodnoté vlastnosti 3arze. Sarze se vzorkuje
opakovanym odbérem dil¢ich vzorkt v ruznych mistech Sarze. Tyto
diléi vzorky se spoji smichanim tak, aby vznikl jeden souhrnny vzorek,
z néhoz se reprezentativnim délenim pfipravi kone¢né reprezentativni
vzorky.

Pokud na zakladé¢ vizualni kontroly &i jinych relevantnich informaci
vykazuji partiec krmiva, které maji byt vzorkovany, odlisnost v kvalité
od zbytku krmiva z téze Sarze, oddé€li se tyto partie od zbytku krmiva
a zachazi se s nimi jako se samostatnou dil¢i Sarzi. Pokud neni mozné
rozdélit krmivo do samostatnych dil¢ich Sarzi, vzorkuje se krmivo jako
jedna Sarze. V takovych pfipadech se tato skute¢nost uvede do
protokolu o odbéru vzorku.

Je-li krmivo vzorkované v souladu s ustanovenimi tohoto nafizeni
oznafeno jako krmivo, které nespliiuje pozadavky EU, a je-li casti
Sarze krmiva stejné tfidy nebo popisu, ma se za to, ze vSechno krmivo
dané Sarze vykazuje stejné vlastnosti, pokud dukladné Setfeni nepro-
kaze, ze neexistuji dikazy o tom, ze zbytek Sarze nespliiuje pozadavky
EU.

Odbér vzorkh muze rovnéz zahrnovat krmiva, ktera provozovatelé
krmivarskych podnikti nabizeji k prodeji komunikacnimi prostfedky
na dalku v souladu s ¢l. 11 odst. 3 nafizeni Evropského parlamentu
a Rady (ES) ¢. 767/2009 (). Odbér vzorkt krmiv nabizenych k prodeji
komunikac¢nimi prostfedky na dalku se v zasad¢ uskutecnuje podle
bodi uvedenych v této priloze. Zvlastni aspekty odbéru vzorkd prodeje
na dalku jsou popsany v bod¢ 11.

2. DEFINICE

— Sarze (nebo partie): identifikovatelné mnozstvi krmiva, které ma
vykazovat jednotné vlastnosti, jako je puvod, druh, typ baleni,
balirna, dodavatel nebo oznaceni, a v pfipadé vyrobniho procesu
jednotka vyrobeného mnozstvi z jednoho vyrobniho zafizeni za
pouziti jednotnych vyrobnich parametri nebo fada takovych jedno-
tek, pokud jsou vyrabény kontinudlné a skladovany spolec¢né.

— Vzorkovana partie: Sarze nebo identifikovana cast Sarze nebo dil¢i
Sarze.

— Zapecetény vzorek: vzorek zapeletény tak, aby k nému nebyl
mozny piistup bez poruseni nebo odstranéni peceti.

(") Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 767/2009 ze dne 13. &ervence 2009
o uvadéni na trh a pouzivani krmiv, o zméné¢ nafizeni Evropského parlamentu a Rady
(ES) ¢ 1831/2003 a o zruSeni smérnice Rady 79/373/EHS, smérnice
Komise 80/511/EHS, smérnic Rady 82/471/EHS, 83/228/EHS, 93/74/EHS, 93/113/ES
a 96/25/ES a rozhodnuti Komise 2004/217/ES (Ut. vést. L 229, 1.9.2009, s. 1).
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— Diléi vzorek: mnozstvi odebrané v jednom bodé vzorkované partie.

— Souhrnny vzorek: souhrn dil¢ich vzorkl odebranych ze stejné vzor-
kované partie.

— Redukovany vzorek: ¢ast souhrnného vzorku, ktera se ziska repre-
zentativni redukci jeho mnozstvi.

— Konecny vzorek: ¢ast souhrnného vzorku (smésného), redukova-
ného vzorku nebo homogenizovaného souhrnného vzorku v zavis-
losti na typu kontroly (viz bod 9.4).

— Laboratorni vzorek: vzorek urceny pro laboratof (v podobé& pfiji-
mané laboratofi), pficemz muze jit o vzorek kone¢ny, redukovany
nebo souhrnny.

— Vzorek prodeje na dalku: vzorek Sarze nebo partie krmiva nabize-
ného k prodeji komunikacnimi prostiedky na dalku.

OBECNA USTANOVENI

— Odbér vzorkl provadi osoby k tomu oprdvnéné piislusSnym orgé-
nem.

— U vzorku prodeje na dalku si pfislusny organ vyzada od provozo-
vatele krmivaiského podniku uréité mnozstvi krmiva komunikac-
nimi prostiedky na dalku.

— Vzorek musi byt zapecetén tak, aby k nému nebyl mozny pfistup
bez poruseni nebo odstranéni peceti.

Znacka peceti by méla byt jednoznacné identifikovatelnd a jasné vidi-
telna.

— Identifikace vzorku: vzorek musi byt nesmazatelné oznacen a musi
byt identifikovan tak, aby existovala jednozna¢na vazba na protokol
o odbéru vzorku.

— Z kazdého souhrnného vzorku nebo redukovaného vzorku se
odeberou tyto kone¢né vzorky: jeden pro tucely kontroly (vymaha-
telnosti) a jeden pro provozovatele krmivaiského podniku (vzorek
pro ucely obhajoby). Pfipadné je mozné odebrat jeden dalsi
kone¢ny vzorek pro ucely srovnani. Pokud je cely souhrnny vzorek
homogenizovany, kone¢né vzorky se odeberou z homogenizovaného
souhrnného vzorku, pokud tento postup neni v rozporu s pravidly
Clenskych stati ohledné prav provozovatelt krmivafskych podniku.

— V souladu s ¢l. 15 odst. 1 a 2 nafizeni (EU) 2017/625 provozova-
telé krmivarskych podniki, je-li to nezbytné pro provadéni ufed-
niho odbéru vzorkl a jestlize to prislusné organy pozaduji:

— poskytnou pracovnikiim piislusnych organt pftistup k vybaveni
pod svou kontrolou, v piipadé nutnosti véetné poskytnuti vhod-
ného zafizeni pro odbér vzorkli a osobnich ochrannych
prostiedk,

— jsou pracovnikiim pfislusnych organti napomocni a spolupracuji
s nimi s cilem umoznit odbér vzorkl, vcetné toho, Ze pracov-
nikdim pfislusnych organa krmiva zptistupni.
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4.2.
4.2.1.
4.2.1.1.

42.1.2.

4.2.2.

4.23.

PRISTROJE

Ptistroje uréené k odbéru vzorkti musi byt vyrobeny z materialt, které
nemohou kontaminovat produkty, u nichz ma byt odbér vzorku
proveden. Pfistroje, které jsou urceny k opakovanému pouziti, musi
byt snadno Cistitelné, aby se zamezilo kiizové kontaminaci.

Piistroje doporucené pro odbér vzorki pevnych krmiv
Rucni odbér vzorkii

Lopatka pro odbér vzorkd s rovnym dnem a vertikalnimi okraji.

Vzorkova¢ s dlouhym zlabkem nebo vzorkovaci krabice. Rozméry
vzorkovace musi byt pfimérené vlastnostem vzorkované partie (hloubce
nadoby, rozmérum pytle apod.) a velikosti ¢astic krmiva.

V ptipadé, ze ma vzorkova¢ nékolik otvord, mély by byt pro zajisténi
odbéru na ruznych mistech podél vzorkovace otvory prostorové oddé-
leny nebo pravidelné rozlozeny.

Mechanicky odbér vzorkii

Pro odbér vzorkd krmiva v pohybu lze pouzit vhodnd mechanicka
zatizeni. Mechanické zafizeni se povazuje za vhodné, pokud odebira
vzorek alespont z celé sekce pohybu krmiva.

Odbér vzorki z krmiva v pohybu (pfi silném pratoku) lze provadét
automatickymi vzorkovaci.

Deli¢

Pokud je to mozné a vhodné, mél by se pfi pfipravé reprezentativnich
redukovanych vzorkll pouzivat pfistroj uréeny k déleni vzorkd do
pfiblizné stejnych Casti.

KVANTITATIVNI POZADAVKY NA POCET DILCICH VZORKU

— Kuvantitativni pozadavky v bodech 5.1 a 5.2 na pocet dil¢ich vzorku
jsou pouzitelné na vzorkované partie o velikosti maximalné 500 tun,
z nichz lze odebirat vzorky reprezentativnim zptisobem. Popsany
postup odbéru vzorkl je rovnéz platny pro mnozstvi piesahujici
predepsanou maximalni velikost vzorkované partie, pokud se nepfi-
hlizi k maximalnimu poctu dil¢ich vzorkt uvedenému v tabulkach
obsazenych v bodech 5.1.1, 5.1.3 a 5.1.5, kdy se pocet dil¢ich
vzorkt ur¢i na zéklad€ vzorce druhé odmocniny uvedené v piislusné
Casti postupu (viz bod 5.3) a velikost minimalniho souhrnného
vzorku odpovidajicim zpisobem vzroste. To nebrani tomu, aby
byly velké Sarze rozdéleny do mensSich dil¢ich Sarzi a aby byla
kazda dil¢i Sarze vzorkovana v souladu s postupem popsanym
v bodé 5.1 a 5.2.

— Velikost vzorkované partie musi byt takova, aby bylo mozné
odebrat vzorky ze vSech jejich casti.

— V ptipadé velmi velkych $arzi a dil¢ich Sarzi (> 500 tun) a v ptipadé
Sarzi, které jsou ptrepravovany nebo skladovany tak, ze neni mozné
z nich odebrat vzorky v souladu s postupem pro odbér vzorku
stanovenym v bod¢ 5.1 a 5.2 tohoto bodu, se pouZije postup odbéru
vzorkl stanoveny v bodé 5.3.
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5.1

— U vzorkt prodeje na dalku pfislusny organ obvykle nezna velikost
Sarze, z niz je dané mnozstvi vzorkdi pozadovano. Proto nelze
pouzit postup uvedeny v bodech 5.1 a 5.2. V takovém piipadé se
pouzije postup popsany v bodé¢ 11.

— V piipad¢, Zze musi provozovatel krmivaiského podniku podle poza-
davkt pravnich pfedpist postupovat v souladu s timto natizenim
v ramci povinného systému monitorovani, smi se odchylit od kvan-
titativnich pozadavku stanovenych v tomto bodé za Gcelem zohled-
néni provoznich vlastnosti za podminky, Ze provozovatel krmivai-
ského podniku ke spokojenosti pfislusného organu prokazal rovno-
cennost postupu odbéru vzorkll z hlediska reprezentativnosti,
a poté, co obdrzi povoleni pfislusného organu.

— Ve vyjimeénych piipadech, pokud neni mozné pouzit metodu
odbéru vzorku z hlediska kvantitativnich pozadavkt z davodu
nepfijatelnych hospodaiskych dusledkt vyplyvajicich z poskozeni
Sarze (kvuli formé obalu, zpisobu piepravy, zpisobu skladovani
atd.), muze byt pouzita alternativni metoda odbéru vzorku za pied-
pokladu, Ze je co nejreprezentativnéj$i a je v Uplnosti popsana
a zdokumentovana.

Kvantitativni pozadavky na dil¢i vzorky v souvislosti s kontrolou
latek nebo produktii rozloZenych v krmivu rovnomérné

Volné loZené pevné krmivo

Velikost vzorkované partie Minimalni pocet dil¢ich vzorka
< 2,5 tuny 7
> 2.5 tuny V' (20 krat poet tun tvoficich vzorko-
vanou partii) (¥) , maximaln¢ 40 dil¢ich
vzorktl

(*) Pokud vysledné &islo tvofi zlomek, zaokrouhli se nahoru na nejblizsi celé
¢islo.

Volné lozené tekuté krmivo

Velikost vzorkované partie Minimalni pocet dil¢ich vzorkt

2,5 tuny nebo | 4 (¥)
2 500 litrd

INIA

> 2,5 tuny nebo | 7 (%)
> 2500 litra

(*) V piipadé, Ze neni mozné kapalinu homogenizovat, je tfeba zvysit pocet
dil¢ich vzorku.

Balené krmivo

Krmivo (pevné i tekuté) mutze byt baleno v pytlich, plechovkach,
barelech atd., které se v tabulce niZe oznacuji jako baleni. Odbér
vzorkli z velkych baleni (= 500 kg nebo litrll) musi byt provadén
v souladu s ustanovenimi platnymi pro volné lozené krmivo (viz
body 5.1.1 a 5.1.2).

Minimalni pocet baleni, z nichz musi byt

Velikost vzorkované partie odebran (alespoii) jeden dil¢i vzorek (*)

1 az 20 baleni 1 baleni (**)

21 az 150 baleni 3 baleni (*¥*)
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5.2.

Minimalni pocet baleni, z nichz musi byt

Velikost vzorkované partie odebran (alespoil) jeden dil¢i vzorek (*)

151 az 400 baleni 5 baleni (¥*)

> 400 baleni Y N (poltu baleni tvoficich vzorko-
vanou partii) (***) | maximaln¢ 40
baleni

(*) 'V piipadé, kdy otevieni baleni miize nepfiznivé ovlivnit analyzu (napf.
vlhka krmiva podléhajici zkaze), se za dil¢i vzorek povazuje neoteviené
baleni.

(**) U baleni, jejichz obsah nepiesahuje jeden kg nebo jeden litr, se za dil¢i
vzorek povazuje obsah jednoho pivodniho baleni.

(***) Pokud vysledné ¢islo tvoii zlomek, zaokrouhli se nahoru na nejblizsi celé
¢islo.

Krmiva v blocich a mineralni lizy

Nejméné jeden blok nebo liz ke vzorkovani na jednu vzorkovanou
partii obsahujici 25 jednotek, maximalné ¢tyfi bloky nebo lizy.

V piipadé blokli nebo lizii o hmotnosti nejvyse jeden kg se za dil¢i
vzorek povazuje obsah jednoho bloku nebo jednoho lizu.

Objemna krmiva/picniny

Velikost vzorkované partie Minimalni pocet dil¢ich vzorki (*)
<5 tun 5
> 5 tun \ (5krat pocet tun tvoficich vzorko-
vanou partii) (¥*¥) , maximalné¢ 40
dil¢ich vzorku

(*) Ma se za to, ze v nékterych situacich (napf. u silazi) neni mozné odebrat
pozadované dil¢i vzorky, aniz by pfitom doslo k nepfijatelnému poskozeni
Sarze. V takovych situacich je mozné pouzit alternativni metodu odbéru
vzorkl a pro odbér vzorkl z téchto Sarzi byly vypracovany pokyny, které
jsou k dispozici na adrese: https://food.ec.europa.eu/system/files/2016-10/
animal-feed-guidance_documents 691 2013 _en.pdf.

(**) Pokud vysledné ¢&islo tvoii zlomek, zaokrouhli se nahoru na nejblizsi celé
¢islo.

Kvantitativni poZadavky na dil¢i vzorky v souvislosti s kontrolou
sloZek nebo latek, které jsou v krmivu pravdépodobné rozloZeny
nerovnomérné

Tyto kvantitativni pozadavky na dilé¢i vzorky se pouZziji v téchto situ-
acich:

— pfi kontrole aflatoxini, namelu zitného, jinych mykotoxint a skod-
livych botanickych necistot v krmnych surovinach,

— pii kontrole kfizové kontaminace nékterou ze slozek, vcetné gene-
ticky modifikovaného materialu, nebo latkou, u niz se piedpoklada,
ze je v krmivu rozlozena nerovnomeérng.

V ptipadé, ze ma kontrolni orgéan silné podezieni, ze k tomuto nerov-
nomérnému rozlozeni dochazi také v piipadé kiizové kontaminace
nékterou ze slozek nebo latkou v krmnych smésich, mohou se uplatnit
kvantitativni pozadavky stanovené v tabulce nize.
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Velikost vzorkované partie Minimalni pocet dil¢ich vzorkt

< 80 tun Viz kvantitativni pozadavky v bodé
5.1. Pocet dil¢ich vzorkd, které maji
byt odebrany, se musi vynasobit 2,5.

> 80 tun 100

Kvantitativni pozadavky na dil¢i vzorky v pripadé velmi velkych
Sarzi

V ptipadé velkych vzorkovanych partii (vzorkované partie o hmotnosti
> 500 tun) se pocet dil¢ich vzorkt, které maji byt odebrany, rovna
souétu 40 dilgich vzorkih + V tun v souvislosti s kontrolou latek
nebo produktti rozlozenych v krmivu rovnomérné¢ nebo 100 dil¢ich
vzorki + \ tun v souvislosti s kontrolou slozek nebo latek, které
jsou v krmivu pravdépodobné rozlozeny nerovnomérné.

KVANTITATIVNI POZADAVKY NA SOUHRNNY VZOREK

Pozaduje se jeden souhrnny vzorek na jednu vzorkovanou partii.

Druh krmiva Minimélni velikost souhrnného
vzorku (¥*) (*¥)
6.1 Volné lozené krmivo 4 kg
6.2 Balené krmivo: 4 kg (***)
6.3 Tekut¢é nebo polotekuté | 4 litry
krmivo:
6.4 Krmiva v blocich nebo mineralni lizy:
6.4.1 o hmotnosti vyssi nez 1 kg | 4 kg
6.4.2 o hmotnosti nejvyse 1 kg | hmotnost Cty origindlnich
blokl nebo lizi
6.5 Objemna krmiva/picniny 4 kg (¥¥**)
*) V piipadé, Ze je vzorkované krmivo vysoké hodnoty, 1ze odebrat mensi

mnozstvi souhrnného vzorku za podminky, Ze je tato skute¢nost popsana
a zdokumentovana v protokolu o odbéru vzorki.

(**) 'V souladu s ustanovenimi nafizeni Komise (EU) ¢. 619/2011 ze dne
24. cervna 2011, kterym se stanovi metody odbéru vzorki a laboratorniho
zkouSeni pro ufedni kontrolu krmiv z hlediska pfitomnosti geneticky
modifikovaného materidlu, u n&z probiha postup povolovani nebo
u né&jz uplynula platnost povoleni (Uf. vést. L 166, 25.6.2011, s. 9),
musi souhrnny vzorek pro kontrolu pfitomnosti geneticky modifikovaného
materidlu obsahovat alespoit 35000 semen/zrn. To znamenad, ze v piipadé
kukufice musi velikost souhrnného vzorku ¢init nejméné 10,5 kg
a v pfipadé sojovych bobli 7 kg. V piipadé ostatnich semen a zrn,
jako je je¢men, proso, oves, ryze, zito, pSenice a semena fepky olejné,
odpovida souhrnny vzorek o hmotnosti 4 kg vice nez 35 000 semen/zrn.

(***) 'V ptipad¢ baleného krmiva rovnéz nemusi byt mozné dosahnout
u souhrnného vzorku hmotnosti 4 kg v zavislosti na velikosti jednotlivych
baleni.

(*¥***) 'V piipadé, Ze se jedna o objemna krmiva/picniny s nizkou mérnou hmot-
nosti (napf. seno, slama), mél by mit souhrnny vzorek minimalni hmot-
nost 1 kg.
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8.1.

8.2.
8.2.1.

KVANTITATIVNI POZADAVKY NA KONECNE VZORKY
Konecné vzorky

Pozaduje se provedeni analyzy alesponi u jednoho konec¢ného vzorku.
Mnozstvi v koneéném vzorku pro analyzu nesmi byt nizs§i nez:

Pevna krmiva 500 g (¥) (¥%) (¥¥¥) (k55

Tekutd  nebo  polotekuta [ 500 ml (*)

krmiva

*) V souladu s ustanovenimi nafizeni (EU) 619/2011 musi kone¢ny vzorek

pro kontrolu pfitomnosti geneticky modifikovaného materialu obsahovat
alesponn 10 000 semen/zrn. To znamend, ze v piipad¢ kukufice musi
velikost kone¢ného vzorku ¢init nejméné 3 000 g a v ptipadé sdjovych
bobu 2 000 g. V piipadé ostatnich semen a zrn, jako je je¢men, proso,
oves, ryze, zito, pSenice a semena fepky olejné, odpovida souhrnny
vzorek o hmotnosti 500 g vice nez 10 000 semen/zrn.

(**) 'V ptipadg, Ze je velikost souhrnného vzorku vyrazné mensi nez 4 kg nebo
litry (viz poznamky v bodé¢ 6), Ize rovnéz odebrat mensi mnoZstvi konec-
ného vzorku za podminky, Ze je tato skute¢nost popsina a zdokumento-
vana v protokolu o odbéru vzorku.

(*¥**) 'V piipadé odbéru vzorkt lusku, obilnych zrn a ofechu za ucelem stano-
veni rezidui pesticidd ¢ini minimalni velikost kone¢ného vzorku 1 kg
v souladu s ustanovenimi smérnice Komise 2002/63/ES ze dne
11. Cervence 2002, kterou se stanovi metody Spolecenstvi pro odbér
vzorkii uréenych k ufedni kontrole rezidui pesticid v produktech rostli-
nného a zivocisného pivodu a na jejich povrchu a kterou se zrusuje
smérnice 79/700/EHS (Uf. vést. L 187, 16.7.2002, s. 30).

(*¥***) V piipad¢ vizualni prohlidky nebo zkoumani mikroskopem ¢ini mnozstvi
koneéného vzorku ke zkousce 1 kg.

METODA ODBERU VZORKU PRO VELMI VELKE SARZE NEBO
SARZE SKLADOVANE NEBO PREPRAVOVANE TAK, ZE
ODBER VZORKU V CELE SARZI NENI PROVEDITELNY

Obecné zasady

V piipadé, ze zplisob piepravy nebo skladovani Sarze neumoziuje
odbér dil¢ich vzorki z celé Sarze, mél by se odbér z téchto Sarzi
pokud mozno provadét tehdy, kdyz je Sarze v pohybu.

V ptipad¢ velkych skladi urcenych ke skladovani krmiv by méli byt
provozovatelé nabadani, aby do skladu nainstalovali zafizeni, které
umozni (automaticky) odbér vzorkl z celé skladované Sarze.

V pripad¢é uplatiovani postupti odbéru vzorku stanovenych v tomto
bodé¢ se o postupu odbéru vzorki informuje provozovatel krmivaiského
podniku nebo jeho zéastupce. V piipadé, ze provozovatel krmivaiského
podniku nebo jeho zastupce tento postup odbéru vzorkia zpochybni,
umozni provozovatel krmivarského podniku nebo jeho zastupce pfislus-
nému organu odbér vzorkll z celé Sarze na naklady provozovatele.

Velké sarze prepravované lodi
Dynamicky odbeér vzorkii z velkych sarzi prepravovanych lodi

Odbér vzorki z velkych $arzi na lodich se pokud mozno provadi tehdy,
kdyz je produkt v pohybu (dynamicky odbér vzorku).

Odbér vzorkt se provadi po nakladovych prostorech (jednotka, kterou
lze fyzicky oddélit). Nakladové prostory se vSak caste¢né jeden po
druhém vyprazdiuji, takze pocateéni fyzické oddéleni po piesunu do
skladovaciho zafizeni jiz neexistuje. Odbér vzorkid lze proto provadét
pii pocate¢nim fyzickém oddélovani nebo pii oddélovani po piesunu do
skladovaciho zafizeni.
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8.2.2.

8.3.

8.4.
8.4.1.

Vykladka lodi muze trvat nékolik dni. Odbér vzorki musi byt za
béznych okolnosti provddén v pravidelnych intervalech po celou
dobu trvani vykladky. Pfitomnost ufedniho inspektora za ucelem
odbéru vzorkti po celou dobu vykladky vSak neni vzdy mozZna nebo
vhodna. Je proto mozné provést odbér vzorkt u c&asti (vzorkovana
partie) celé Sarze. Pocet dil¢ich vzorki se stanovi s ptihlédnutim k veli-
kosti vzorkované partie.

V piipadé, ze se vzorky odebiraji z ¢asti Sarze krmiva stejné tfidy nebo
popisu a ze bylo zjiSténo, ze tato Cast Sarze nespliiuje pozadavky EU,
predpoklada se, ze vSechno krmivo v dané Sarzi vykazuje stejné vlast-
nosti, pokud dikladné Setfeni neprokaze, ze neexistuji dikazy o tom,
ze zbytek Sarze nespliiuje pozadavky EU.

Pritomnost inspektora je nezbytnd, i kdyz se ufedni vzorek odebird
automaticky. AvSak v pfipadé, ze za ucelem zabranéni podvodim
probiha automaticky odbér vzorkil s pfedem stanovenymi parametry,
které nelze béhem odbéru zmenit, a ze jsou dil¢i vzorky odebirany do
zapeceténé nadoby, je pfitomnost inspektora nutnd pouze na pocatku
odbéru vzorki, dale pokazdé, kdy je nutno vymeénit nadobu se vzorky,
a na konci odbéru vzorki.

Staticky odbér vzorkii z Sarzi prepravovanych lodi

V ptipadech, kdy je odbér vzorka provadén statickym zpusobem, se
musi pouzit stejny postup jako pro shora pristupna skladovaci zafizeni
(sila) (viz bod 8.4.1).

Odbér vzorkit se musi provadét na (shora) pfistupné casti Sarze/nakla-
dového prostoru. Pocet dil¢ich vzorku se stanovi s pfihlédnutim k veli-
kosti vzorkované partie. V ptipadé, Zze se vzorky odebiraji z ¢asti Sarze
krmiva stejné ttidy nebo popisu a ze bylo zjisténo, Ze tato Cast Sarze
nespliiuje pozadavky EU, piedpoklada se, ze vSechno krmivo v dané
Sarzi vykazuje stejné vlastnosti, pokud dtkladné Setfeni neprokaze, ze
neexistuji dikazy o tom, ze zbytek Sarze nespliiuje pozadavky EU.

Odbér vzorki z velkych Sarzi uloZenych ve skladech

Odbér vzorka se musi provadét na piistupné Casti Sarze. Pocet diléich
vzorkll se stanovi s pfihlédnutim k velikosti vzorkované partie.
V piipadé, ze se vzorky odebiraji z casti Sarze krmiva stejné tiidy
nebo popisu a ze bylo zjisténo, Ze tato Cast Sarze nespliuje pozadavky
EU, predpoklada se, ze vSechno krmivo v dané Sarzi vykazuje stejné
vlastnosti, pokud dikladné Setfeni neprokdze, ze neexistuji dikazy
o tom, ze zbytek Sarze nespliiuje pozadavky EU.

Odbér vzorku ze skladovacich zafFizeni (sil)
Odbér vzorkii ze (snadno) shora pristupnych sil

Odbér vzorka se musi provadét na piistupné Casti Sarze. Pocet diléich
vzorkli se stanovi s pfihlédnutim k velikosti vzorkované partie.
V piipadé, ze se vzorky odebiraji z Casti Sarze krmiva stejné tiidy
nebo popisu a ze bylo zjisténo, Ze tato Cast Sarze nespliuje pozadavky
EU, predpoklada se, ze vSechno krmivo v dané Sarzi vykazuje stejné
vlastnosti, pokud dukladné Setfeni neprokaze, ze neexistuji dikazy
o tom, ze zbytek Sarze nesplituje pozadavky EU.
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8.4.2.
8.4.2.1.

8.4.2.2.

8.5.

9.1.

9.2.

Odbeér vzorkii ze shora nepristupnych sil (uzavienych sil)

Shora nepfistupna sila (uzaviena sila) o velikosti
> 100 tun

Odbér vzorka krmiva skladovaného v téchto silech nelze provadét
statickym zptisobem. Pokud je tieba odebrat vzorky krmiva v takovém
silu a neni mozné jeho obsah premistit, je tfeba se dohodnout
s provozovatelem, ze je povinen informovat inspektora o tom, kdy
bude silo vykladano, a umoznit mu odbér vzorki, az bude krmivo
v pohybu.

Shora nepiistupna sila (uzaviena sila) o velikosti
< 100 tun

Pii odbéru vzorkd se postupuje tak, ze se 50 az 100 kg krmiva upusti
do nadoby a z ni se odebere vzorek. Velkost souhrnného vzorku odpo-
vida celé Sarzi a pocet dil¢ich vzorkd se fidi mnozstvim krmiva upus-
téného ze sila do nadoby pro tcely odbéru vzorki. V piipadé, ze se
vzorky odebiraji z ¢asti Sarze krmiva stejné tiidy nebo popisu a ze bylo
zjisténo, ze tato Cast Sarze nespliuje pozadavky EU, piedpoklada se, ze
vSechno krmivo v dané Sarzi vykazuje stejné vlastnosti, pokud
dikladné Setfeni neprokaze, ze neexistuji dikazy o tom, ze zbytek
Sarze nespliuje pozadavky EU.

Odbér vzorki Kkrmiva volné loZeného ve velkych wuzavienych
kontejnerech

Vzorky z téchto Sarzi lze Casto odebirat pouze pii vykladce. V nékte-
rych piipadech neni vylozeni v misté dovozu nebo kontroly mozné,
a odbér vzorki by proto mél probéhnout ve chvili, kdy se tyto kontej-
nery vykladaji.

POKYNY TYKAJICI SE ODBERU, PRIPRAVY A BALENI
VZORKU

Obecné

Vzorky musi byt odebrany a pfipraveny bez zbyte¢ného prodleni
a musi byt u€inéna nutnd predbéznd opatieni pro zajisténi toho, aby
produkt nebyl pozménén ¢i kontaminovan. Nastroje, plochy a nadoby
na vzorky musi byt Cisté a suché.

Dil¢i vzorky

Odbéry dilé¢ich vzorki se musi provadét nahodné a rovnomérné v celé
vzorkované partii a velikost dil¢ich vzorkti musi byt pfiblizné stejna.

Velikost dil¢iho vzorku v pfipadé objemnych krmiv/picnin s nizkou
mérnou hmotnosti je alesponn 100 gramu, resp. 25 gramu.

V piipad¢, ze musi byt v souladu s pravidly pro postup odbéru vzorki
stanovenymi v bod¢ 8 odebrano méné nez 40 dil¢ich vzorki, stanovi se
velikost dil¢ich vzorkl podle pozadované velikosti souhrnného vzorku
(viz bod 6).

V piipadé odbéru vzorki z malych $arzi baleného krmiva, kde je podle
kvantitativnich pozadavki tfeba odebrat omezeny pocet dil¢ich vzorkd,
se povazuje za dil¢i vzorek obsah jednoho ptvodniho baleni, jehoz
obsah nepfesahuje jeden kg nebo jeden litr.

V ptipadé odbéru vzorki z baleného krmiva sestavajiciho z malych
baleni (napt. < 250 g) zavisi velikost dil¢iho vzorku na velikosti baleni.
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9.2.1.

9.2.2.

9.2.3.

9.2.4.

9.255.

9.3.

9.4.

9.4.1.

V ptipad¢é vzorkl prodeje na dalku zavisi velikost dil¢iho vzorku na
velikosti baleni a v jednotlivych piipadech miize rovnéz obsahovat
méné nez 100 g nebo 100 ml.

Volné lozené krmivo

V piislusnych pripadech lze odebrat vzorky v pribéhu manipulace se
vzorkovanou partii (nakladka ¢i vykladka).

Balené krmivo

Poté, co byl vybran pozadovany pocet baleni k odebrani vzorku, ktery
je stanoven v bod¢ 5, odebere se ¢ast obsahu kazdého baleni pomoci
vzorkovace nebo lopatky. V piipadé potieby se vzorky odeberou po
vyprazdnéni kazdého baleni zvlast.

Homogenni nebo homogenizovatelna tekuta nebo polotekuta krmiva

Poté, co byl vybran pozadovany pocet baleni k odebrani vzorku, jak je
uvedeno v bodé 5, jejich obsah se v pripadé potfeby homogenizuje
a z kazdého baleni se odebere ur¢ité mnozstvi.

Diléi vzorky mohou byt odebrany béhem staceni obsahu.

Nehomogenizovatelnd tekutd nebo polotekuta krmiva

Poté, co byl vybran pozadovany pocet baleni k odebrani vzorku, ktery
je stanoven v bodé 5, provede se odbér v ruznych vrstvach.

Vzorky mohou byt odebrany rovnéz béhem staceni obsahu, avSak az po
odstranéni prvnich frakei.

V obou piipadech nesmi byt celkovy objem odebranych vzorkt nizsi
nez 10 litrd.

Krmiva v blocich a minerdlni lizy

Poté, co byl vybran pozadovany pocet blokii nebo lizti k odebrani
vzorkl, ktery je stanoven v bodé 5, z kazdého bloku nebo lizu se
odebere ¢ast. V piipadé podezieni na nehomogenni blok nebo liz lze
jako vzorek odebrat cely blok nebo liz.

V ptipadé blokd nebo lizii o hmotnosti nejvyse 1 kg se za dil¢i vzorek
povazuje obsah jednoho bloku nebo jednoho lizu.

Piiprava souhrnnych vzorki

Dil¢i vzorky se smichaji, aby vznikl jeden souhrnny vzorek.

Priprava konecnych vzorkii

Material v souhrnném vzorku se pe¢livé promisi (1).

Kazdy vzorek se vlozi do vhodné nadoby. Ucini se vSechna nutna
predbézna opatieni pro to, aby b&hem piepravy nebo skladovani
nedoslo ke zméné slozeni vzorku, kontaminaci ¢i naruSeni.

Latky rozlozené rovnomeérne

V ptipad¢é kontroly slozek nebo latek rozlozenych v krmivu rovno-
mérn¢ lze souhrnny vzorek reprezentativné zredukovat na nejméné
2,0 kg nebo 2,0 litru (redukovany vzorek) (?), nejlépe s pomoci mecha-
nického nebo automatického dé¢li¢e. Pro tucely kontroly pritomnosti

(") Hrudky se rozdrti (v ptipadé potieby se nejprve oddéli a po rozdrceni se vrati do

vzorku).
(®) S vyjimkou objemnych krmiv/picnin s nizkou mérnou hmotnosti.
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9.4.2.

9.5.

9.6.

10.

rezidui pesticidi v lusténinach, zrnech obilovin a ofeSich ¢ini mini-
malni velikost redukovaného vzorku 3 kg. Pokud druh krmiva neumoz-
nuje pouzit déli¢ nebo pokud deli¢ neni k dispozici, 1ze vzorek redu-
kovat kvartaci.

Koneéné vzorky (pro kontrolu, obhajobu a ptipadné srovnani) ze
souhrnného vzorku nebo z redukovanych vzorku se poté odeberou
v piiblizné stejném mnozstvi a v souladu s kvantitativnimi pozadavky
bodu 7.

Latky rozlozené nerovnomérné

V piipadé kontroly slozek, véetné geneticky modifikovaného materialu,
nebo latek, které jsou v krmivu pravdépodobné rozlozeny nerovno-
mérné, musi byt souhrnny vzorek:

i) zcela homogenizovan. Kone¢né vzorky (pro kontrolu, obhajobu
a piipadné srovnani) z homogenizovan¢ho souhrnného vzorku se
poté odeberou v priblizné stejném mnozstvi a v souladu s kvantita-
tivnimi pozadavky bodu 7 nebo

ii) zredukovan na nejméné 2 kg nebo 2 litry (') s pouzitim mechanic-
kého nebo automatického délice. Pouze pokud druh krmiva
neumoznuje pouzit déli¢, lze vzorek v piipadé potfeby redukovat
kvartaci. Pro ucely kontroly pfitomnosti geneticky modifikovaného
materidlu v ramci nafizeni (EU) ¢. 619/2011 musi redukovany
vzorek obsahovat nejméné 35000 semen/zrn, aby bylo mozno
ziskat konecné vzorky pro tcely vymahatelnosti, obhajoby
a piipadné srovnani o velikosti nejméné 10 000 semen/zrn (viz
poznamka (**) v bod¢ 6 a poznamka (*) v bod¢ 7).

Koneéné vzorky z redukovaného vzorku se poté odeberou v piiblizné
stejném mnozstvi a v souladu s kvantitativnimi pozadavky bodu 7.

Baleni vzorki

Nadoby nebo baleni se zapeceti a opatii Stitkem tak, aby je nebylo
mozno bez poSkozeni peceti oteviit. Cely Stitek musi byt soucasti
peceti. Vzorek lze rovnéz ulozit do nadoby, kterou lze uzavfit tak,
aby ji nebylo mozné bez nevratného poskozeni nadoby otevfit, coz
zabrani jejimu opakovaném pouziti.

Zaslani vzorkia do laboratoie

Vzorek se spoleéné s udaji nutnymi pro osobu provadéjici analyzu bez
zbyteéného prodleni zasle do uréené zkuSebni laboratote.

PROTOKOL O ODBERU VZORKU

O kazdém vzorku musi byt veden protokol, ktery umozni jednoznaéné
identifikovat kazdou vzorkovanou partii a jeji velikost.

Do protokolu se uvedou veskeré odchylky od postupu odbéru vzorki
stanoveného v tomto nafizeni.

Protokol se krom¢ ufedni kontrolni laboratofe da k dispozici provozo-
vateli krmivéarského podniku a/nebo laboratofi urené provozovatelem
krmivatského podniku.

(") S vyjimkou objemnych krmiv/picnin s nizkou mérnou hmotnosti.
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11. VZOREK PRODEJE NA DALKU

— U vzorku prodeje na dalku se krmivo vyzada od provozovatele
krmivaiského podniku komunika¢nimi prostiedky na dalku.
V takovém piipad¢ se piislusny organ pii zadosti o krmivo nemusi
provozovateli krmivaiského podniku identifikovat ufedni totoznosti
a muze pouzit kryci identitu.

— Souhrnny vzorek a konec¢né vzorky vzorku prodeje na dalku musi
byt odebrany ihned po obdrzeni zasilky osobami k tomu opravné-
nymi. K vytvofeni souhrnného vzorku musi byt z celkového opatie-
ného mnozstvi nahodné a rovnomérné odebran vhodny pocet
dil¢ich vzorku, které musi byt peclivé promiseny/homogenizovany,
co nejvice v souladu se zasadami stanovenymi v bodé 5 a v bodech
9.2 a 9.3. Pokud je krmivo zabaleno do jednotlivych baleni, méla
by byt opatfena alespon c¢tyfi baleni, z nichz musi byt odebran
alespont jeden dil¢i vzorek. Pokud se v jednotlivych pripadech
prokaze, ze opatiend baleni pochdzeji z rliznych Sarzi, musi byt
pocet baleni, z nichz maji byt odebrany vzorky, snizen a omezen
na baleni pochdzejici z téze Sarze. V piipadé analyzy vzorku
prodeje na dalku na slozky nebo latky, které jsou v krmivu rozlo-
zeny nerovnomeérne, musi byt pocet dil¢ich vzorkti nejméné 2,5krat
vy$8i nez u vzorkl analyzovanych na latky rozlozené v krmivu
rovnomerne.

Ze souhrnného vzorku se poté odeberou odpovidajici koneéné
vzorky (pro ucely kontroly, obhajoby a piipadné srovnani), pokud
mozno v souladu se zasadami stanovenymi v bod¢ 9.4, a v protokolu
o odbéru vzorku se uvede, Ze se jedna o vzorek prodeje na dalku.
Pfislusny organ poté o odbéru vzorki neprodlen¢ informuje
provozovatele krmivarského podniku. Provozovateli krmivaiského
podniku se rovnéz oznami, ze jeden vzorek (pro ucely obhajoby)
bude, pokud je to mozné, pro jeho potifebu uchovan piislusnym
organem na ureném misté pro ucely obhajoby nebo se zasle
provozovateli krmivaiského podniku nebo se odesle do laboratoie
urcené provozovatelem krmivaiského podniku v souladu s platnymi
vnitrostatnimi piedpisy.

Je-li vzorek odeslan piimo do Gfedni laboratofe, musi byt konecny
vzorek piipraven a zapecetén v laboratofi osobami k tomu oprav-
nénymi nebo za piitomnosti osob k tomu opravnénych. Protokol
o odbéru vzorku prodeje na dalku musi byt zaslan neprodlené po
vytvofeni koneénych vzorki piislusnému organu, ktery o odbéru
vzorkt informuje provozovatele krmivaiského podniku.

Ma se za to, ze mnozstvi dodané provozovatelem krmivarského
podniku pfislusnému organu piedstavuje Cast Sarze krmiva stejné
tfidy nebo popisu. V souladu s ¢lankem 15 nafizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 178/2002 (!) plati, Ze pokud bylo zjis-
téno, ze tato Cast Sarze nespliiuje pozadavky EU, predpoklada se,
a to 1 u vzorku prodeje na dalku, ze vSechno krmivo v dané Sarzi
vykazuje stejné vlastnosti, pokud dikladné Setfeni (v pfislusnych
piipadech bc¢hem inspekce na misté) neprokaze, Zze neexistuji
dikazy o tom, ze zbytek Sarze nespliuje pozadavky EU.

(') Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 178/2002 ze dne 28. ledna 2002,
kterym se stanovi obecné zasady a pozadavky potravinového prava, ziizuje se Evropsky
ufad pro bezpe€nost potravin a stanovi postupy tykajici se bezpecnosti potravin
(Uf. vést. L 31, 1.2.2002, s. 1).
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PRILOHA 11

OBECNA USTANOVENI O METODACH ANALYZY KRMIV

A. PRIPRAVA VZORKU PRO ANALYZU
Uéel

Postupy popsané v této ptiloze se tykaji ptipravy pro analyzu vzorku,
které byly odeslany do kontrolnich laboratofi po odbéru v souladu s usta-
novenimi v pfiloze I.

Laboratorni vzorky musi byt pfipraveny tak, aby byly navazky stanovené
v metodach analyzy pro kone¢né vzorky homogenni a reprezentativni.

Kromé postupti popsanych v této piiloze musi byt dodrzeny pokyny pro
pripravu vzorku stanovené v normé EN ISO 6498.

PiedbéZna opatieni

Postup piipravy vzorku, jimz je tieba se fidit, zavisi na tom, které
metody analyzy se maji pouzit a které slozky nebo latky se maji kontro-
lovat. Proto je velmi dilezité, aby byl ptislusny postup ptipravy vzorku
vhodny pro pouzitou metodu analyzy a kontrolované slozky nebo latky.

Veskeré nezbytné tkony musi byt provadény tak, aby se pokud mozno
zabranilo kontaminaci vzorku a zméndm jeho slozeni.

Mleti, michani a prosévani se provadi okamzit¢ pfi minimalnim vysta-
veni vzorku vlivim vzduchu a svétla. Nesmi se pouzivat mlynky a drtice,
jez by mohly vzorek znatelné zahtat.

V pripadé krmiv, ktera jsou obzvlasté citliva na teplo, se doporucuje
ruéni drceni. Rovnéz je tieba zajistit, aby zdrojem kontaminace nebyl
samotny pristroj.

Homogenizace vzorku piipravou suspenze smichanim s vodou za
vysokych otacek v nékterych ptipadech prokazatelné poskytuje homogen-
n&j$i podvzorky nez suchd homogenizace/mleti, zejména v piipadé
nerovnomérné rozlozenych chemickych latek. Homogenizace pomoci
dostateéného suchého mleti by vsak také mohla poskytnout homogenni
podvzorky.

V nékterych piipadech, napiiklad pro stanoveni obsahu namelu zitného,
skodlivych botanickych necistot atd., nelze homogenizaci vzorku provést
mletim, ale dostate¢nym promichanim vzorku.

Pokud nelze ptipravu provést bez zisadnich zmén obsahu vlhkosti ve
vzorku, stanovi se obsah vlhkosti pted pfipravou a po piipravé na
zakladé metody uvedené v ¢asti A piilohy III.

Postup
Obecny postup

Zkousena cast se odebira z kone¢ného homogenizovaného vzorku. Déleni
vzorku kvartaci se nedoporucuje, protoze zkouSené Casti vzniklé timto
délenim mohou byt zatizeny velkou chybou.
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3.2.

Krmiva, ktera mohou byt rozemleta ihned

— Kone¢ny vzorek se promicha a odebere do vhodné Cisté a suché
nadoby se vzduchotésnym uzavérem. Opét se promicha s cilem
zajistit uplnou homogenizaci bezprostiedné pied odvazenim mnozstvi
pro analyzu (zkousSena ¢ast).

Krmiva, ktera mohou byt rozemleta az po usuSeni

— Nestanovi-li metody analyzy jinak, koneény vzorek se susi tak
dlouho, dokud se jeho obsah vlhkosti nesnizi na troven 8 az 12 %,
a sice postupem pro piedsouseni popsanym v bodé¢ 4.3 metody pro
stanoveni obsahu vlhkosti uvedené v casti A prilohy III. Poté se
postupuje podle bodu 3.1.1.

Tekuta nebo polotekutda krmiva

— Kone¢ny vzorek se odebere do vhodné cisté a suché nadoby se
vzduchotésnym uzévérem. Dikladné se promicha s cilem zajistit
uplnou homogenizaci bezprostfedné pred odvazenim mnozstvi pro
analyzu (zkouSena cast).

Ostatni krmiva

— Konecné vzorky, které nemohou byt pfipraveny jednim z vyse uvede-
nych postupt, se upravi jakymkoliv jinym postupem, ktery zajisti, ze
navazky pro analyzu (zkouSena cast) budou pro konecné vzorky
homogenni a reprezentativni.

Zvlastni postup v pripadé vizualni prohlidky nebo zkoumani mikroskopem
nebo v pripadé, ze je cely souhrnny vzorek homogenizovany

— V ptipadé¢ vizualni prohlidky (bez pouziti mikroskopu) se ke zkousce
pouzije cely souhrnny nebo kone¢ny vzorek.

— V ptipadé zkoumani mikroskopem miize laboratof souhrnny vzorek
zredukovat nebo takto redukovany vzorek dale zredukovat. Kone¢né
vzorky pro Ucely obhajoby a piipadné srovnani se odeberou
postupem rovnocennym postupu odbéru kone¢ného vzorku pro
ucely vymahatelnosti.

— Pokud je cely souhrnny vzorek homogenizovany, kone¢né vzorky se
odeberou z homogenizovaného souhrnného vzorku.

— Pro stanoveni obsahu namelu zitného a Skodlivych botanickych
necistot se konecny vzorek rozdéli na dva podvzorky o stejné hmot-
nosti piiblizné 500 gramu. Vysetii se jeden podvzorek. V piipadé, ze
je vysledek podvzorkd roven 50 % (analyticky prah) maximalniho
vysledek vys$si nez 50 % maximalniho limitu, je tieba vySetfit dalsi
podvzorek a pro kontrolu souladu s maximalnim limitem se pouzije
prumér vysledku z téchto dvou podvzorki.

Skladovani vzorku

Vzorky musi byt skladovany pii takové teploté, ktera nezméni jejich
slozeni. Vzorky ur¢ené k analyze na obsah vitaminti nebo latek, které
jsou obzvlasté citlivé na svétlo, se skladuji tak, aby nedoslo k neptizni-
vému ovlivnéni vzorku pusobenim svétla.
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B. USTANOVENI O CINIDLECH A PRISTROJICH POUZIVANYCH PRI
METODACH ANALYZY

1. Nestanovi-li metody analyzy jinak, veskera analyticka ¢inidla musi byt
analyticky Ccista. Pokud se provadi analyza na stopové prvky, Cistota
¢inidel musi byt zkontrolovana slepou zkouskou. V zavislosti na ziska-
nych vysledcich mize byt pozadovano dalsi ¢isténi Cinidel.

2. U jakychkoliv ukont spojenych s piipravou roztoki, fedénim, propla-
chovanim nebo propiranim, které jsou uvedeny v metodach analyzy bez
specifikace povahy pouzitého rozpoustédla nebo fedidla, se predpoklada,
ze musi byt pouzita voda. Obecné plati, ze se pouzije voda deminerali-
zovana nebo destilovand. Ve zvlastnich piipadech, které jsou uvedeny
v metodach analyzy, se musi podrobit zvlastnim postupim ¢isténi.

3. Pokud jde o vybaveni bézné¢ pouzivané v kontrolnich laboratofich,
uvadgji se v metodach analyzy pouze nastroje a piistroje, které jsou
specialni nebo vyzaduji zvlastni pouziti. Musi byt Cisté, a to zejména
v ptipadé, kdy je tieba stanovit velmi mald mnozstvi latek.

C. UPLATNOVANI METOD ANALYZY A VYJADROVANI VYSLEDKU
1. Extrakéni postup

Nekteré metody vyzaduji zvlastni extrakéni postup. Obecné plati, ze jiné
extrakéni postupy, nez jsou postupy uvedené v dané metodé, mohou byt
pouzity jen pod podminkou, ze se prokadze, ze pouzity extrakéni postup
ma na zkouSenou matrici rovnocennou extrak¢ni ucinnost jako postup
uvedeny v dané metode.

2. Postup ¢isténi

Nékteré metody vyzaduji zvlastni postup Cisténi. Obecné plati, ze jiné
postupy €iSténi, nez jsou postupy uvedené v dané metod€, mohou byt
pouzity jen pod podminkou, ze se prokaze, ze pouzity postup Eisténi
vykazuje pro zkouSenou matrici rovnocenné vysledky analyzy jako
postup uvedeny v dané metodé.

3. Pocet stanoveni

Pokud je v piipadé analyzy na nezadouci latky vysledek prvniho stano-
veni vyrazné (> 50 %) niz8i nez kontrolovana specifikace, neni zapotiebi
zadnych dalSich stanoveni, jestlize byly dodrzeny vhodné postupy
kontroly kvality. V ostatnich pfipadech je zapotiebi opakovana analyza
(druhé stanoveni) pro vylouceni moznosti vnitini kiizové kontaminace
nebo nahodného pomichani vzorkd. Pro dal$i posouzeni se pouzije
stfedni hodnota téchto dvou stanoveni.

Pokud jsou v pfipadé kontroly minimalnich nebo maximalnich urovni
doplinkovych latek vysledky prvniho stanoveni vy$§i nez minimalni
uroven nebo nizs$i nez maximalni Groven, neni zapotiebi zadnych dal$ich
stanoveni, jestlize byly dodrzeny vhodné postupy kontroly kvality.
V ostatnich pfipadech je zapotiebi opakovana analyza (druhé stanoveni)
pro vylouceni moznosti vnitini kiizové kontaminace nebo nahodného
pomichani vzorkd. Pro dalsi posouzeni se pouzije stfedni hodnota téchto
dvou stanoveni.

Pokud v ptipadé kontroly deklarovaného obsahu latky nebo slozky
vysledek prvniho stanoveni potvrdi deklarovany obsah, tj. jestlize
vysledek analyzy spadd do pfijatelného rozsahu odchylky od deklarova-
ného obsahu, neni zapotfebi zadnych dalSich stanoveni, jestlize byly
dodrzeny vhodné postupy kontroly kvality. V ostatnich ptipadech je
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zapotiebi opakovana analyza (druhé stanoveni) pro vylouceni moznosti
vnitini kfizové kontaminace nebo nahodného pomichani vzorkt. Pro
dal$i posouzeni se pouzije stiedni hodnota téchto dvou stanoveni (pri-
mérny vysledek analyzy spadd, nebo nespada do piijatelného rozsahu
odchylky od deklarovaného obsahu).

V nékterych ptipadech je tento pfijatelny rozsah odchylky vymezen
v pravnich pfedpisech, napf. v nafizeni (ES) ¢. 767/2009 a nafizeni
Evropského parlamentu a Rady (EU) 2019/4 (V).

4. Zprava o pouZité metodé analyzy

Pouzitd metoda analyzy se uvede do protokolu o analyze.

5. Zprava o vysledku analyzy

Vysledek analyzy se vyjadii zpusobem, ktery je stanoven v metodé
analyzy, pfislusnym poctem platnych cislic a v pfipadé potieby se kori-
guje na obsah vlhkosti v kone¢ném vzorku pied pfipravou.

VétSina regulacnich limitt (napf. maximalni Groven, minimalni troven)
v pravnich ptedpisech EU tykajicich se krmiv je stanovena ve vztahu ke
krmivu o obsahu vlhkosti 12 %. V téchto ptipadech je proto za ucelem
posouzeni vysledku analyzy nameéieného u vzorku vzhledem k regulac-
nimu limitu tfeba vysledek analyzy nejprve vydélit obsahem susiny ve
vzorku (v %) vynasobenym 88, jak je uvedeno v tomto vzorci:

kde:

Mec : obsah vlhkosti ve vzorku (v %). 100 — Mc tedy pfedstavuje
obsah susiny ve vzorku (v %),

Ropa - vysledek analyzy naméfeny u vzorku,

R;> o5 ¢ vysledek pro krmivo o obsahu vlhkosti 12 %; posoudi se

s ohledem na regulacni limit.

Dale musi byt splnény tyto podminky:

— vysledek analyzy je vyrazné (> 50 %) niz8§i nebo vyssi nez kontro-
lovana informace/specifikace v oznaceni (v zavislosti na tom, zda
informace/specifikace v oznaceni pfedstavuje maximalni nebo mini-
malni troven),

— obsah vlhkosti ve vzorkovaném krmivu je zndm a lze stanovit, ze
korekce na obsah vlhkosti dané posouzeni nezméni,

pokud byly dodrzeny vhodné postupy kontroly kvality a analyza
slouzi pouze pro ucely kontroly souladu s pravnimi piedpisy, lze
korekei na obsah vlhkosti vynechat (napt. v pfipadech, kdy neexistuje
zadna specifikace nebo regulac¢ni limit), neni-li to nezbytné pro inter-
pretaci.

Je-li vysledek analyzy korigovan na obsah vlhkosti, musi byt stejnym
postupem korigovana také odpovidajici nejistota méteni.

(") Natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2019/4 ze dne 11. prosince 2018 o vyrobé,

uvadeéni na trh a pouzivani medikovanych krmiv, o zmén& nafizeni Evropské¢ho parla-
mentu a Rady (ES) ¢. 183/2005 a o zruseni smérnice Rady 90/167/EHS (Uf. vést. L 4,
7.1.2019, s. 1).
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V piipadé stanoveni obsahu namelu zitného nebo $kodlivych botanickych
necistot vizualnim/mikroskopickym zkouméanim neni korekce na obsah
vlhkosti nutna.

6. Nejistota méreni pii analyze a vytéZnost v pripadé analyzy na neZa-
douci latky

Pokud jde o nezadouci latky ve smyslu smérnice 2002/32/ES, povazuje
se produkt ur¢eny ke krmeni za nevyhovujici stanovenému maximalnimu
obsahu, pokud se na zakladé vysledku analyzy jakozto stfedni hodnoty
dvou nezavislych stanoveni u krmiva o obsahu vlhkosti 12 % poklada
maximalni obsah za piekroceny, pficemz se zohledni rozsitena nejistota
méfeni pii analyze a pouzije se koeficient rozsifeni 2, ktery odpovida
mife spolehlivosti pfiblizné 95 %, a korekce na vytéznost. To znamena,
ze k posouzeni souladu se pouzije analyzovana koncentrace poté, co byla
korigovana na vytéznost, a poté, co byla odeétena rozsifena nejistota
méfeni pii analyze. Tento postup se pouzije pouze v piipadech, kdy
metoda analyzy umoznuje odhad rozsifené nejistoty méfeni pii analyze
a korekei na vytéznost (nevyzaduje se napi. v piipadé vizualniho/mikros-
kopického zkoumani).

Pokud vysledek analyzy vzorku odebraného pro ucely obhajoby piekroci
maximalni obsah (bez zohlednéni rozsifené nejistoty méfeni pii analyze),
potvrzuje to nesoulad s kontrolnim vzorkem, pokud v tomto ohledu
neexistuji zvlastni vnitrostatni predpisy.

Vysledek analyzy (pokud pouzita metoda analyzy umoziuje odhad rozsi-
fené nejistoty méfeni pfi analyze) se oznami v této podobé:

a) je-li to vhodné a relevantni, musi byt korigovan na vytéznost
a piipadnd korekce musi byt uvedena. Vytéznost musi byt uvedena,
pokud neni soucasti postupu vnitini korekce na vychyleni, pficemz
vychylenim se rozumi rozdil mezi naméfenou hodnotou a referencni
koncentraci. Korekce na vytéznost neni nutnd v ptipadé¢, ze vytéznost
je v rozmezi 90-110 %;

b) ve tvaru ,x +/— U“, kde ,,x“ je vysledek analyzy a ,,U* je rozsifena
nejistota méfeni pii analyze s pouzitim koeficientu rozsifeni 2 (1),
ktery odpovidd mife spolehlivosti pfiblizné 95 %.

Pokud je vsak vysledek analyzy vyrazné (> 50 %) nizsi nez kontrolovana
specifikace, a jestlize byly dodrzeny vhodné postupy kontroly kvality
a analyza slouzi jen pro ucely kontroly souladu s pravnimi piedpisy,
lze zpravu o vytéznosti a o rozSifené nejistoté méfeni pii analyze
vynechat (napi. v piipadech, kdy neexistuje zadna specifikace nebo regu-
la¢ni limit), neni-li nejistota méfeni nezbytna pro interpretaci.

7. Nejistota méieni pii analyze a vytéZnost v piipadé analyzy obsahu
dopliikovych latek

Za tcelem kontroly dodrzovani povoleného minimalniho a maximalniho
obsahu doplikovych latek se pfitomnost doplikové latky povazuje za
nevyhovujici stanovenému minimalnimu a maximalnimu obsahu, pokud
se na zakladé vysledku analyzy jakozto stfedni hodnoty dvou nezavislych
stanoveni u krmiva o obsahu vlhkosti 12 % poklada:

— maximalni obsah za ptekroceny, pti¢emz se zohledni rozsifena nejistota
méfeni pii analyze a korekce na vytéznost. To znamena, ze k posouzeni

(") Intervalu spolehlivosti ve vysi 95 % lze dosahnout i pouzitim jiného koeficientu, jako je
t-rozdéleni.
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souladu se pouzije analyzovana koncentrace (tj. sttedni hodnota uvede-
nych dvou stanoveni) poté, co byla korigovana na vytéznost, a poté, co
byla odeétena rozsifena nejistota méfeni pii analyze,

— minimalni obsah za nedosazeny, pficemz se zohledni rozsifend nejis-
tota méfeni pii analyze a korekce na vytéznost. To znamena, Zze
k posouzeni souladu se pouzije analyzovana koncentrace (tj. stfedni
hodnota uvedenych dvou stanoveni) poté, co byla korigovana na
vytéznost, a poté, co byla pfiCtena rozSifend nejistota meéfeni pfi
analyze,

Pokud vysledek analyzy vzorku odebraného pro tcely obhajoby prekroci
maximalni obsah (bez zohlednéni rozsifené nejistoty méfeni pii analyze),
potvrzuje to nesoulad s kontrolnim vzorkem, pokud v tomto ohledu
neexistuji zvlastni vnitrostatni predpisy.

Vysledek analyzy (pokud pouzita metoda analyzy umoziuje odhad rozsi-
fené nejistoty méfeni pfi analyze) se ozndmi v této podobé:

a) je-li to vhodné a relevantni, musi byt korigovdn na vytéznost
a piipadnd korekce musi byt uvedena. Vytéznost musi byt uvedena,
pokud neni soucasti postupu vnitini korekce na vychyleni, pficemz
vychylenim se rozumi rozdil mezi naméfenou hodnotou a referen¢ni
koncentraci. Korekce na vytéznost neni nutna v pripadé, ze vytéznost
je v rozmezi 90-110 %;

b) ve tvaru ,x +/— U“, kde ,x“ je vysledek analyzy (stfedni hodnota
uvedenych dvou stanoveni) a ,,U“ je rozsifend nejistota méfeni pii
analyze s pouzitim koeficientu rozsifeni 2 ('), ktery odpovida mife
spolehlivosti pfiblizn¢ 95 %.

(") Intervalu spolehlivosti ve vysi 95 % lze dosahnout i pouzitim jiného koeficientu, jako je

t-rozdéleni.
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PRILOHA 111

METODY ANALYZY PRO KONTROLU SLOZENI KRMNYCH

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

Q)

SUROVIN A KRMNYCH SMESI

A. STANOVENI OBSAHU VLHKOSTI
Ucel a oblast pouZiti

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu vlhkosti v krmivech.
V piipadé, ze krmivo obsahuje teékavé latky, napf. organické kyseliny,
je tieba zohlednit, Ze spolu s obsahem vlhkosti se stanovi i znaéné
mnozstvi tekavych latek.

Tato metoda se nevztahuje na analyzu mléénych vyrobkt jako krmnych
surovin a krmnych smési, které jsou tvofeny prevazné mlécnymi
vyrobky, analyzu zivocisnych a rostlinnych tukd a oleju ani na analyzu
olejnatych semen a ploda.

Stanoveni obsahu vlhkosti v olejnatych semenech se stanovi metodou
uvedenou v normé EN ISO 665 (Stanoveni vlhkosti a obsahu tékavych
latek) s tim, Ze s6jové boby musi byt pied stanovenim obsahu vlhkosti
rozemlety.

Princip

Vzorek se suSi za predepsanych podminek, které zaviseji na druhu
krmiva. Ubytek hmotnosti se stanovi vazenim. U pevnych krmiv
s vysokym obsahem vlhkosti je nutné provést predsouseni.

Piistroje

Laboratorni mlynek z materialu, ktery neabsorbuje vlhkost, snadno se
Cisti, umoznuje rychlé a rovnomérné rozemleti, aniz by doslo ke znatel-
nému ohfevu, pokud mozno zabrafiuje kontaktu s okolnim vzduchem
a odpovida pozadavkim uvedenym v bodech 4.1.1 a 4.1.2 (napf.
uderové kiizové mikromlynky, vodou chlazené mikromlynky, rozebira-
telné kuzelové mlynky, mlynky s pomalym chodem a drti¢e s ozube-
nymi kolecky).

Analytickd véha s presnosti na 1 mg.

Vysousecky z nekorodujiciho kovu nebo ze skla se vzduchotésné
uzaviratelnymi  vicky; uzitkova plocha umoziujici rozprostieni
0,3 g zkusebniho vzorku na jeden cm’.

Elektricky vyhfivana izotermicka suSarna (+ 2 °C), ktera zaruuje
rychlou regulaci teploty a je vybavena kvalitnim vétranim (1).

Elektricky vyhfivana vakuova susarna s regulaci teploty a olejovym
Cerpadlem, ktera je vybavena bud’ zafizenim pro pfivod teplého
a suchého vzduchu, nebo vysousecim prostiedkem (napf. oxidem vape-
natym).

Exsikétor se silnou perforovanou deskou z kovu nebo porcelanu, ktery
obsahuje ucinny vysouseci prostiedek.

Susarna urcena pro suSeni obili, mouky, krup a krupice musi mit takovou tepelnou
kapacitu, aby, pokud je nastavena na teplotu 131 °C, této teploty opét dosahla v dobé
kratsi nez 45 minut poté, co byl do suSarny umistén maximalni pocet zkuSebnich
vzorku, které se maji suSit souCasné. Vétrani musi byt takové, ze kdyz se vSechny
vzorky pSenice obecné, které miize suSarna pojmout, soucasné susi po dobu dvou hodin,
vykazuji ve srovnani s vysledky ¢tyfhodinového suseni rozdil, ktery je nizsi nez 0,15 %.
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4.1.

4.1.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

Postup

Poznamka: Ukony uvedené v tomto bodé musi byt provedeny ihned po
otevieni obalt vzorkl. Analyza musi byt provedena
nejméné dvakrat.

Priprava

Krmiva jina nez krmiva uvedena v bodech 4.1.2
a4.1.3

Odebere se minimalné¢ 50 g vzorku. Pokud je to nutné, vzorek se
rozdrti nebo rozmélni takovym zpiusobem, aby nedoslo ke zméné
obsahu vlhkosti (viz bod 6).

Obiloviny a kroupy

Odebere se minimalné 50 g vzorku. Toto mnozstvi se rozemele tak,
aby alespon 50 % castic proslo sitem s oky o velikosti 0,5 mm a zbytek
na sit¢ s kulatymi oky o velikosti 1 mm ¢inil maximaln¢ 10 %.

Tekuta nebo pastovita krmiva a krmiva, ktera jsou
slozena pfevazné z olejt a tuku

Odebere se piiblizné 25 g vzorku s presnosti na 10 mg, smicha se
s odpovidajicim mnozstvim pfedem vysuseného pisku zvazeného s pies-
nosti na 10 mg, az vznikne homogenni hmota.

Suseni

Vysousecka (bod 3.3) s vickem se susi v su$arné nastavené na 103 °
C po dobu 30 minut = 1 min. Ze susarny se poté vytahne a necha se
vychladnout na teplotu okoli v exsikatoru (bod 3.6).

Krmiva jind nez krmiva uvedend v bodech 4.2.2
a4.2.3

Vysousecka s vickem se zvazi s piesnosti na 1 mg. Do pifedem zvazené
vysousSecky se navazi pfiblizné 5 g vzorku s pfesnosti na 1 mg a rovno-
mérné se rozprostie. Vysousecka se po sejmuti vicka umisti do susarny
predehfaté na 103 °C. Aby se zabranilo nezadoucimu poklesu teploty,
je tieba vlozit vysouseCku do susarny co nejrychleji. Suseni probiha
Ctyfi hodiny, pficemz doba suseni se pocita od okamziku, kdy teplota
v susarné opét dosahla 103 °C. Po otevieni vakuové laboratorni
suSarny se vysousecka ihned opét uzavie vickem, vyjme ze susarny,
necha vychladnout 30—45 minut v exsikatoru (bod 3.6) a nakonec se
zvazi s presnosti na 1 mg.

U krmiv, ktera se pievazné (> 50 %) skladaji z oleju a tuku zivocis-
ného a rostlinného puvodu, se susi v susarné jesté dalSich 30 minut pfi
teploté 103 °C. Rozdil mezi témito dvéma vazenimi nesmi byt veétsi
nez 0,1 % vlhkosti.

Obiloviny, mouka, kroupy a krupice

Vysousecka s vickem se zvazi s piesnosti na 0,5 mg. Do ptedem
zvazené vysousecky se navazi priblizn€ 5 g rozdrceného vzorku s pies-
nosti na 1 mg a rovnomérné se rozprostfe. Vysousecka se po sejmuti
vicka umisti do susarny ptredehfaté na 130 °C. Aby se zabranilo neza-
doucimu poklesu teploty, je tieba vlozit vysouSecku do susarny co
nejrychleji. Suseni probihda dvé hodiny, pfi¢emz doba suSeni se pocita
od okamziku, kdy teplota v susarné opét dosahla 130 °C. Po otevieni
vakuové laboratorni susarny se vysousecka ihned opét uzavie vickem,
vyjme ze susarny, necha vychladnout 30—45 minut v exsikatoru (bod
3.6) a nakonec se zvazi s piesnosti na 1 mg.
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4.2.3.

4.3.

Krmné smési obsahujici vice nez 4 % sacharozy
nebo laktdézy: krmné suroviny jako svatojansky
chléb, hydrolyzované produkty =z obilovin,
sladovy kvét, suSené cukrovarnické fizky, rybi
a cukerny vyvar

Vysousecka s vickem se zvazi s piesnosti na 0,5 mg. Do pfedem
zvazené vysouSecky se navazi piiblizné 5 g vzorku s pfesnosti na
1 mg a rovnomérné se rozprostie. VysouSecka se po sejmuti vicka
umisti do vakuové suSarny (bod 3.5) piedehiaté na 80-85 °C. Aby
se zabranilo nezadoucimu poklesu teploty, je tieba vlozit vysouSecku
do susarny co nejrychleji.

Tlak se upravi na 100 torrti a vzorek se susi pfi tomto tlaku Ctyfi
hodiny bud’ pomoci pfivodu horkého a suchého vzduchu, nebo pomoci
vysouseciho prosttedku (pfiblizné 300 g na 20 vzorkd). V tomto
druhém piipadé se prerusi spojeni s vakuovou pumpou, jakmile bylo
dosazeno predepsan¢ho tlaku. Doba suSeni se pocitd od okamziku, kdy
bylo v susarné opét dosazeno teploty 80—85 °C. Potom se tlak v suSarné
opatrné upravi zpét na atmosféricky tlak. Po otevieni vakuové labora-
torni suSarny se vysouSecka ihned opét uzavie vickem, vyjme ze
susarny, necha vychladnout 3045 minut v exsikatoru (bod 3.6)
a nakonec se zvazi s piesnosti na 1 mg. VysouSecka se susi dalSich
30 minut ve vakuové susarné pii teploté 80—85 °C a znovu se zvazi.
Rozdil mezi témito dvéma vazenimi nesmi byt vétsi nez 0,1 %
vlhkosti.

Predsouseni (Cdstecné suseni)

Pied jemnym mletim je nezbytné ,vlhkd“ krmiva s hmotnostnim
podilem niz§im nez 85 % suSiny (napf. picniny, smésné krmné davky,
(ne)tekuta krmiva) ¢astecné vysusit, aby bylo mozné analyzovat jejich
stabilni latky; u nestabilnich latek neni ¢astecné suseni mozné.

Céstetné suSeni Ize provést bud’ za pouZiti susarny s nucenou cirkulaci
vzduchu ¢i mikrovlnné susarny, nebo mrazovym susenim. S vyjimkou
¢astecného suSeni mrazovym suSenim je cilem vysuSit krmivo pii
zachovani teploty vzorku pod 60 °C, aby bylo chemické slozeni co
nejméné ovlivnéno. Suseni pii teplotach vyssich nez 60 °C zpisobuje
chemické zmény v krmivu (napf. rozklad bilkovin). VysuSené krmivo
se pred méfenim ¢aste¢ného obsahu suSiny necha ekvilibrovat pii labo-
ratorni teploté po dobu pfiblizné¢ 15 minut, aby se minimalizovala
potencialni zména vlhkosti, k niz mtze dojit pii mleti a skladovani.
Susenim pii teplotach nizsich nez 60 °C se z krmiva neodstrani veskera
voda; (pocatecni) ¢astecné suseni proto nepiedstavuje celkovou susinu
daného krmiva. Po suseni se podvzorek rozemele a analyzuje se na
(kone¢nou) susinu ¢astecné suseného vzorku (zbyvajici 3 % az 15 %
vlhkosti), pokud se stanovuji jiné chemické slozky.

Proto se pro stanoveni obsahu susSiny doporucuje dvoufazovy postup.
Nejprve se stanovi ¢astecny obsah suSiny (pokud se jedna o méné nez
85 % susiny), poté se stanovi obsah zbyvajici suSiny na rozemletém
zkuSebnim vzorku a Castecny obsah suSiny se vynasobi obsahem
zbyvajici susiny, aby se stanovil celkovy obsah susiny.

Vypocet vysledki

Obsah vlhkosti (X) jako procento vzorku se vypocte podle tohoto
vzorce:
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5.1.

5.2.

5.3.

Suseni bez predsousent

X = (m) % 100
m

kde:

2
[

= pocate¢ni hmotnost zkusebniho vzorku v gramech,
my = hmotnost susené¢ho zkusebniho vzorku v gramech.

SusSeni s predsousenim (V)

— X 100 X
X, - Wtﬂfmm_ml} oo o (l_u)
my m m X my

kde:
m = pocate¢ni hmotnost zkusebniho vzorku v gramech,
m; = hmotnost zkuSebniho vzorku po pfedsouseni v gramech,

m, = hmotnost zkusebniho vzorku po rozdrceni nebo rozemleti
v gramech,

my = hmotnost suSeného zkusebniho vzorku v gramech.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u téhoz
vzorku nesmi prekrocit 0,2 % absolutni hodnoty vlhkosti, s vyjimkou
vlhkého krmiva pro zvifata v zajmovém chovu a zvykacich pamlsku
pro psy, kde rozdil nesmi piekrocit 0,5 % absolutni hodnoty vlhkosti.

Poznamka

Pokud je nutné vzorek rozdrtit a pokud se na zakladé toho musi pocitat
se zménou obsahu vlhkosti produktu, je nutno korigovat vysledky
analyzy jednotlivych slozek krmiva podle obsahu vlhkosti vzorku
v jeho puvodnim stavu.

B. STANOVENI OBSAHU VLHKOSTI Y4 ZIVOCISNYCH

3.2

3.3.

A ROSTLINNYCH TUCICH A OLEJICH
Ukel a oblast pouziti

Tato metoda umoznuje stanoveni obsahu vody a teékavych latek v zivo-
¢isSnych a rostlinnych tucich a olejich.

Princip

Vzorek se vysu$i do konstantni hmotnosti pti 103 °C (ubytek hmot-
nosti mezi dvéma po sob¢ nasledujicimi vazenimi musi byt maximalné
1 mg). Ubytek hmotnosti se stanovi vazenim.

Pristroje

Miska s plochym dnem z nekorodujictho materialu o priméru 8-9 cm

a vysce priblizné 3 cm.

Rtutovy teplomér se zesilenim na vrcholu a expanzni trubici na hornim
konci, se stupnici pfiblizn¢ od 80 °C alespon do 110 °C, priblizné
10 cm dlouhy.

Piskova lazen nebo elektrickd topna deska.

Pokyny pro ptipravu vzorku.
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34. Exsikator s u¢innym vysouSecim prostiedkem.
3.5. Analytické vahy.

4. Postup

Do misky (bod 3.1), pfedem vysuSené a zvazené, opatiené teplomérem
(bod 3.2) se navazi piiblizné¢ 20 g homogenizovaného vzorku s pies-
nosti na 1 mg. Zahtiva se na piskové lazni nebo na topné desce (bod
3.3) za stalého promichavani teplomérem tak, aby teplota béhem asi
7 minut dosahla 90 °C.

Zahtivani se snizi a sleduje se intenzita tvorby bublin, které stoupaji
ode dna misky. Teplota nesmi pfesahnout 105 °C. V dukladném
michdni ode dna misky se pokracuje, dokud se nepfestanou tvofit
bubliny.

Béhem zahiivani se vzorek nékolikrat zahfeje na 103 + 2 °C a ochladi
na 93 °C, aby se zajistilo Gplné odstranéni vlhkosti. Poté se necha
vychladnout na laboratorni teplotu v exsikatoru (bod 3.4) a zvazi se.
Tento postup se opakuje, dokud neni dosazeno ubytku hmotnosti mezi
dvéma po sobé nasledujicimi vazenimi nepfesahujiciho 2 mg.

Poznamka: ZvySeni hmotnosti vzorku po opakovaném zahiivani je
zpusobeno oxidaci tuku; v tomto ptipadé se vysledek
vypolte z vazeni provedeného bezprostiedné pied tim,
nez se hmotnost zacala zvySovat.

5. Vypocet vysledki

Obsah vlhkosti (X) jako procento vzorku se vypocte podle tohoto
vzorce:

100
X = (m1 —mz) X —
m

kde:

3
I

hmotnost zkuSebniho vzorku v gramech,

hmotnost misky s obsahem pifed ohfevem v gramech,

S
Il

m, = hmotnost misky s obsahem po ohfevu v gramech.
Vysledky nizsi nez 0,05 % musi byt uvadény jako ,,nizsi nez 0,05 %*.

Opakovatelnost

Rozdil ve vlhkosti mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provede-
nych u téhoz vzorku nesmi piekrocit 0,1 % v absolutni hodnoté.

C. STANOVENI OBSAHU DUSIKU A VYPOCET OBSAHU HRUBEHO
PROTEINU

1. Utel a oblast pouiti

Tato metoda umoznuje stanoveni obsahu hrubého proteinu v krmivech
na zakladé stanoveni obsahu dusiku podle Kjeldahlovy metody (').

(') Obsah dusiku lze stanovit ve vSech krmivech, avSak piepocitaci koeficient 6,25 pro
vypocet obsahu hrubého proteinu nemusi byt pouzitelny pro krmné suroviny z hmyzu
(niz8i prepocitaci koeficient) a nékteré krmivo pro zvifata v zdjmovém chovu a bilkoviny
krevni plazmy (vyssi pfepoéitaci koeficient).
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Princip

Vzorek se mineralizuje kyselinou sirovou za pfitomnosti katalyzatoru.
Kysely roztok se alkalizuje roztokem hydroxidu sodného. Amoniak se
vydestiluje a jima se do odméfeného mnozstvi kyseliny sirové
a prebytek se titruje standardnim roztokem hydroxidu sodného.

Uvolnény amoniak se ptipadné vydestiluje do piebytku roztoku kyse-
liny borité a nasledné se titruje roztokem kyseliny chlorovodikové nebo
kyseliny sirové.

Cinidla

Siran draselny.

Katalyzator: oxid médnaty (CuO) nebo siran médnaty, pentahydrat
(CuS0O, 5H,0).

Granulovany zinek.

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

Kyselina sirova, standardni odmérny roztok, c(H,SO4) = 0,25 mol/l.
Kyselina sirova, standardni odmérny roztok, c(H,SO4) = 0,10 mol/l.
Kyselina sirova, standardni odmérny roztok, ¢(H,SO4) = 0,05 mol/l.

Indikator methyl¢erveni: 300 mg methylcervené se rozpusti ve 100 ml
ethanolu, o = 95-96 % (v/v).

Roztok hydroxidu sodného (miZze byt pouzit technicky cisty), f =
40 g/100 ml (m/v: 40 %).

Hydroxid sodny, standardni odmérny roztok, c¢(NaOH) = 0,25 mol/l.
Hydroxid sodny, standardni odmérny roztok, c¢(NaOH) = 0,10 mol/l.
Granulovana pemza, prana v kyselin¢ chlorovodikové a vysusena.
Acetanilid (bod tani = 114 °C, obsah N = 10,36 %).

Sachar6za (dusiku prosta).

Kyselina borita (H;BO3).

Indikatorovy roztok methyl¢ervené: 100 mg methylcervené se rozpusti
ve 100 ml ethanolu nebo methanolu.

Roztok bromokresolové zelené: 100 mg bromokresolové zelené se
rozpusti ve 100 ml ethanolu nebo methanolu.

Roztok kyseliny borité (10 g/l az 40 g/l v zavislosti na pouzitém
piistroji)

Pokud se pouzije kolorimetricka detekce koncového bodu, do roztoku
kyseliny borité se musi pfidat indikatory methylCervenn a bromokresol.
Pokud se pfipravuje 1 litr roztoku kyseliny borité, pfed upravou
objemu se ptidd 7 ml i indikatorového roztoku methylcervené (bod
3.16) a 10 ml roztoku bromokresolové zelené (bod 3.17).

V zavislosti na pouzité vodé se mize pH jednotlivych roztoku kyseliny
borité u ruznych Sarzi lisit. pH roztoku kyseliny borité musi byt mezi
4,3 a 4,7. Casto je nezbytna tiprava pomoci malého mnozstvi zasadité

latky, aby se ziskal pozitivni slepy vzorek.
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5.2

5.2.1.

5.2.2.

Poznamka: Pridani 3—4 ml NaOH (bod 3.11) do 1 litru roztoku kyse-
liny borit¢ s koncentraci 10 g/l obvykle piedstavuje
vhodnou upravu. Roztok se skladuje pfi laboratorni teploté
a béhem skladovani musi byt chrdanén pied svétlem
a zdrojem amoniakovych vypari.

Kyselina chlorovodikova, standardni odmérny roztok, c(HCl) =
0,10 mol/l.

Poznamka: Lze pouzit i jiné koncentrace odmérnych roztoku (body
3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 a 3.19), pokud je tato skutec¢nost
korigovana ve vypoctech. Koncentrace se vzdy vyjadiuji
s presnosti na ¢tyfi desetinna mista.

Piistroje

Pfistroje vhodné pro provedeni mineralizace, destilace a titrace podle
Kjeldahlovy metody.

Postup
Mineralizace

Do mineraliza¢ni banky se navazi 1 g vzorku s pfesnosti na 0,001 g.
Prida se 15 g siranu draseln¢ho (bod 3.1) a vhodné mnozstvi kataly-
zatoru (bod 3.2) (0,3-0,4 g oxidu médnatého nebo 0,9-1,2 g siranu
méd’natého, pentahydratu, 25 ml kyseliny sirové (bod 3.4) a, pokud je
tieba, nekolik granuli pemzy (bod 3.12) a zamicha se.

Banka se zahiiva nejprve mirn¢ a podle potieby se obcas zamicha,
dokud nedojde ke zuhelnaténi hmoty a neustane pénéni; potom se
intenzita zahfivani zvysuje, dokud se kapalina ustdlené nevafi. Zahii-
vani je odpovidajici, pokud vrouci kyselina kondenzuje na sténach
banky. Nesmi dochazet k pfehfivani stén banky a k ulpivani organic-
kych castic na sténach barnky.

Jakmile se roztok stane ¢irym a ziskd svétle zelené zabarveni, pokra-
Cuje se v ohfevu jest¢ dvé hodiny a potom se ponecha vychladnout.

Destilace

Opatrné se prida tolik vody, aby doslo k uplnému rozpusténi sulfatu.
Necha se vychladnout a potom se pfida nékolik granuli zinku (bod 3.3),
pokud je tieba. Dale se postupuje podle bodu 5.2.1 nebo 5.2.2.

Destilace do kyseliny sirove

Do piedlohy destilaéniho zafizeni se odméfi presné 25 ml kyseliny
sirové (bod 3.5) nebo (bod 3.7) podle piedpokladaného obsahu dusiku.
Ptida se né¢kolik kapek indikatoru methylcerven (bod 3.8).

Mineraliza¢ni batika se pfipoji ke kondenzatoru destila¢niho pfistroje
a konec kondenzatoru se ponoii do kapaliny v piedloze do hloubky
nejméné 1 cm (viz poznamka v bodé 8.3). Do mineraliza¢ni baiky se
zvolna pfilije 100 ml roztoku hydroxidu sodného (bod 3.9) tak, aby
nedoslo ke ztratim amoniaku (viz poznamka v bodé 8.1). Barka se
zahiiva, dokud se nepfedestiluje veskery amoniak.

Destilace do kyseliny borité

V piipadé¢ manualni titrace amoniakového obsahu destilatu se pouzije
nize popsany postup. Pokud je destilaéni jednotka plné automaticka
a zahrnuje titraci amoniakového obsahu destilatu, dodrzi se pokyny
vyrobce pro provoz destilacni jednotky.
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5.3.

5.4.

Piedloha s obsahem 25-30 ml roztoku kyseliny borité¢ (bod 3.18) se
umisti pod otvor kondenzatoru tak, ze jeho vyvod je ponofen pod
hladinu ptebytku roztoku kyseliny borité. Destila¢ni jednotka se upravi
na davkovani 50 ml roztoku hydroxidu sodného (bod 3.9). S destila¢ni
jednotkou se pracuje podle pokynt vyrobce a oddestiluje se amoniak
uvolnény piidanim roztoku hydroxidu sodného. Destilat se jima do
roztoku Kkyseliny borité. Mnozstvi destilatu (doba destilace parou)
zavisi na mnozstvi dusiku ve vzorku. Je tieba dodrzet pokyny vyrobce.

Poznamka: V poloautomatické destila¢ni jednotce se doplnéni prebytku
hydroxidu sodného a destilace parou provadi automaticky.

Titrace

Dale se postupuje podle bodu 5.3.1 nebo 5.3.2.

Kyselina sirova

Piebytek kyseliny sirové v predloze se titruje roztokem hydroxidu
sodného (bod 3.10 nebo 3.11) podle pouzité koncentrace kyseliny
sirové do dosazeni koncového bodu.

Kyselina borita

Obsah predlohy se titruje se standardnim odmérnym roztokem kyseliny
chlorovodikové (bod 3.19) nebo se standardnim odmérnym roztokem
kyseliny sirové (bod 3.6) s pouzitim byrety a odecte se mnozstvi
pouzitého titra¢niho Cinidla.

Pokud se pouzije kolorimetricka detekce koncového bodu, je konco-
vého bodu dosazeno pii prvnim zbarveni obsahu do ruzova. Odecte se
objem byretou s piesnosti na 0,05 ml. Koncovy bod muize byt zfetel-
né&j$i pii pouziti osvétlené desky magnetické michacky nebo fotome-
trického detektoru.

Lze provést automaticky s pouzitim parniho destilatoru s automatickou
titraci.

Je tfeba dodrzet pokyny vyrobce pro provoz konkrétniho destila¢niho
ptistroje nebo destilacniho/titracniho piistroje.

Poznamka: Prti pouziti automatického titracniho systému zacina titrace
ihned po zahajeni destilace a pouzije se 1 % roztok kyse-
liny borité (bod 3.18).

Pii pouziti plné automatické destilacni jednotky lze automatickou titraci
amoniaku provést rovnéz pomoci detekce koncového bodu s pouzitim
potenciometrického systému pH.

V tomto piipadé se pouzije automaticky titracni pfistroj s pH metrem.
pH metr je spravné kalibrovan v rozsahu pH 4-7 podle béznych labo-
ratornich postupt pro kalibraci pH.

Takto bude pH koncového bodu titrace dosazeno pii hodnoté pH 4,6,
pticemz se jedna o nejstrmé&jsi skok na titraéni kiivce (inflexni bod).

Slepa zkouska

Pro potvrzeni, ze vSechna pouzitd cCinidla jsou prosta dusiku, se
provede slepa zkouska (mineralizace, destilace a titrace) s 1 g sachardzy
(bod 3.14) misto vzorku.



02009R0152 — CS — 04.04.2024 — 009.001 — 30

6.1.

6.2.
6.2.1.

6.2.2.

Vypocet vysledkii
Vypocet se provede podle bodu 6.1 nebo 6.2.
Vypocet pro titraci podle bodu 5.3.1

Obsah hrubého proteinu vyjadieny v procentech hmotnosti se vypocte
podle tohoto vzorce:

(Vo — V1) % ¢ % 0,014 x 100 x 6,25
m

kde:

Vo = spotieba NaOH (bod 3.10 nebo 3.11) na slepou zkousku v ml,
V; = spotfeba NaOH (bod 3.10 nebo 3.11) na titraci vzorku v ml,
¢ = koncentrace hydroxidu sodného (bod 3.10 nebo 3.11) v mol/l,
m = hmotnost vzorku v g.

Vypocet pro titraci podle bodu 5.3.2

Titrace kyselinou chlorovodikovou

Obsah hrubého proteinu vyjadfeny v procentech hmotnosti se vypocte
podle tohoto vzorce:

(V1 - Vo) xcx1,4x%x625
m

kde:

m = hmotnost navazky vzorku v g,

¢ = koncentrace standardniho odmémého roztoku hydroxidu
sodného (bod 3.19) v mol/l,

Vo = spotieba kyseliny chlorovodikové na slepou zkousku v ml,

V; = spotieba kyseliny chlorovodikové na navazku vzorku v ml.

Titrace kyselinou sirovou

Obsah hrubého proteinu vyjadieny v procentech hmotnosti se vypocte
podle tohoto vzorce:

(V]*Vo)XCX2,8X6,25

m
kde:

m = hmotnost navazky vzorku v g,

¢ = koncentrace standardniho odmérného roztoku kyseliny sirové

(bod 3.6) v mol/l,
Vo = spotieba kyseliny sirové (bod 3.6) na slepou zkousku v ml,

V; = spotieba kyseliny sirové (bod 3.6) na navazku vzorku v ml.
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7.2.

7.3.

8.2.

8.3.

8.4.

Verifikace metody

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u téhoz
vzorku nesmi ptekrocit:

— 0,4 % v absolutni hodnoté u obsahu hrubého proteinu do 20 %,

— 2,0 % vzhledem k vys$§i hodnoté u obsahu hrubého proteinu od
20 % do 40 %,

— 0,8 % v absolutni hodnoté u obsahu hrubého proteinu nad 40 %.

Reprodukovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni provedenych u téhoz vzorku
v ruznych laboratotich nesmi piekrocit:

— 1,8 % v absolutni hodnoté¢ u obsahu hrubého proteinu do 20 %,

— 9,0 % vzhledem k vyssi hodnoté u obsahu hrubého proteinu od
20 % do 40 %,

— 3,6 % v absolutni hodnoté u obsahu hrubého proteinu nad 40 %.

Presnost

Provede se analyza (mineralizace, destilace a titrace) vhodného mnoz-
stvi acetanilidu (bod 3.13) (napt. 0,2 az 0,3 g) za ptitomnosti 1 g sacha-
rézy (bod 3.14); spotieba kyseliny sirové (bod 3.5) na 1 g acetanilidu
je 14,80 ml. Vytéznost musi byt nejméné 99 %.

Poznamky

Ptistroje mohou byt manualni, poloautomatické nebo automatické.
Pokud pfistroj vyzaduje pfevod mezi mineraliza¢nim a destilacnim
krokem, musi byt tento krok proveden beze ztrat. Pokud k bance desti-
lacniho pfistroje neni pfipojena piikapavaci nalevka, pfiléva se
hydroxid sodny opatrné po sténé bezprosttedné pied piipojenim
banky ke kondenzatoru.

Pokud mineralizat po zchladnuti ztuhne, opakuje se stanoveni s vétSim
mnozstvim kyseliny sirové (bod 3.4), nez je uvedeno v bod¢ 5.1.

U produktt s nizkym obsahem dusiku muze byt objem kyseliny sirové
(bod 3.7) v ptipadé potieby snizen na 10 nebo 15 ml a doplni se vodou
na objem 25 ml.

Pro rutinni analyzu lze pro stanoveni hrubého proteinu pouzit alterna-
tivni metody analyzy, referenéni metodou je vSak Kjeldahlova metoda
popsana v této Casti C. Rovnocennost vysledkt ziskanych alternativni
metodou (napf. DUMAS) ve srovnani s referenéni metodou musi byt
prokazana pro kazdou matrici zvlast’. Jelikoz vysledky ziskané alterna-
tivni metodou se mohou i v piipadé ovéfeni rovnocennosti nepatrné
odchylovat od vysledki ziskanych referencni metodou, je zapotiebi
uvést v protokolu o analyze metodu analyzy pouzitou pro stanoveni
hrubého proteinu.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

4.2.

4.3.

5.2

D. STANOVENI OBSAHU MOCOVINY
Ukel a oblast pouziti

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu mocoviny pouzité jako
doplnkova latka v krmivech pro pfezvykavce.

Princip

Vzorek s ceficim Cinidlem se rozmichd ve vodé. Suspenze se prefil-
truje. Obsah mocoviny ve filtratu se stanovi po piidani 4-dimethylami-
nobenzaldehydu (4-DMAB) méfenim optické hustoty pii vinové délce
420 nm.

Cinidla
Roztok 4-dimethylaminobenzaldehydu: 1,6 g 4-DMAB se rozpusti

v 100 ml 96 % ethanolu a pfida se 10 ml kyseliny chlorovodikové
(p20 1,19 g/ml). Skladovatelnost tohoto Cinidla je nejvyse dva tydny.

Carrezovo ¢inidlo I: ve vodé se rozpusti 21,9 g octanu zinec¢natého, Zn
(CH53C00),-2H,0 a 3 g ledové kyseliny octové. Doplni se vodou na
100 ml.

Carrezovo ¢inidlo II: ve vodé se rozpusti 10,6 g hexakyanidozeleznatanu
draselného K4Fe(CN)g 3H,0. Doplni se vodou na 100 ml.

Aktivni uhli, které neabsorbuje mocovinu (musi byt ovéfeno).

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

Piistroje

Michaci zafizeni: pfiblizn¢ 35 az 40 ot/min.

Zkumavky: 160 x 16 mm se sklenénou zabrusovou zatkou.

Spektrofotometr.

Postup
Analyza vzorku

Do 500 ml odmérné bariky se navazi 2 g vzorku s piesnosti na 1 mg
a ptida se 1 g aktivniho uhli (bod 3.4). Pfida se 400 ml vody a 5 ml
Carrezova ¢inidla I (bod 3.2), micha se po dobu ptiblizné 30 sekund
a pfida se 5 ml Carrezova Cinidla II (bod 3.3). Micha se po dobu
30 minut na michacim zafizeni. Doplni se vodou po znacku, protiepe
se a prefiltruje.

Do zkumavek se sklenénymi zabrusovymi zatkami se odpipetuje 5 ml
¢irého, bezbarvého filtratu, piida se 5 ml roztoku 4-DMAB (bod 3.1)
a promicha. Zkumavky se vlozi do vodni lazné nastavené na teplotu
20 °C (£ 4 °C). Po patnacti minutach se zmé&fi opticka hustota roztoku
vzorku na spektrofotometru pii vlnové délce 420 nm. Porovna se
slepou zkouskou roztoku ¢inidel.

Kalibracni krivka

Do odmérnych banék na 100 ml se napipetuje 1, 2, 4, 5 a 10 ml
roztoku mocoviny (bod 3.5) a doplni se po znaku vodou. Z téchto
roztok se odpipetuje 5 ml, ke kazdému se ptida 5 ml roztoku 4-
DMAB (bod 3.1), homogenizuje se a zméfi se opticka hustota, jak je
uvedeno vyse, a porovna s kontrolnim roztokem obsahujicim 5 ml 4-
DMAB a 5 ml vody bez mocoviny. Sestavi se kalibra¢ni kiivka.
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Vypocet vysledkii

Stanovi se mnozstvi mocoviny ve vzorku s pouzitim kalibracni kiivky.
Vysledek se vyjadii v mg mocoviny na kg vzorku.
Evaluace metody

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni provedenych u téhoz vzorku
v téze laboratofi a tymz laborantem nesmi piekrocit:

— pii 420 nm

— 50 % vzhledem k vyssi hodnot¢ u obsahu mocoviny od
3 000 mg/kg do méné nez 5 000 mg/kg,

— 25 % vzhledem k vys§i hodnoté u obsahu mocoviny od
5000 mg/kg do méné nez 7 000 mg/kg,

— 20 % vzhledem k vy$§i hodnot¢ u obsahu mocoviny
7 000 mg/kg ¢i vice,

— pfi 435 nm

— 40 % vzhledem k vyssi hodnot¢ u obsahu mocoviny od
3 000 mg/kg do méné nez 5 000 mg/kg,

— 25 % vzhledem k vys$si hodnoté u obsahu mocoviny od
5000 mg/kg do méné nez 9 000 mg/kg,

— 5 % vzhledem k vyssi hodnoté u obsahu mocoviny 9 000 mg/kg
¢i vice.

Reprodukovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni provedenych u téhoz vzorku
v riznych laboratofich a/nebo riznymi laboranty nesmi piekrocit:

— pii 420 nm

— 3000 mg/kg v absolutni hodnoté u obsahu mocoviny od
3 000 mg/kg do méné nez 12 000 mg/kg,

— 4500 mg/kg v absolutni hodnoté u obsahu mocoviny
12 000 mg/kg ¢i vice,

— pii 435 nm

— 50 % vzhledem k vy$§i hodnoté u obsahu mocoviny od
3000 mg/kg do méné nez 8 000 mg/kg,

— 25 % vzhledem k vy$§i hodnot¢ u obsahu mocoviny
8 000 mg/kg ¢i vice.

Vysledky kolaborativni studie

V EU bylo provedeno mezilaboratorni srovnani, jehoz se zucastnilo 18
laboratofi. Pét pozitivnich vzorkti krmnych smési pro prezvykavce
(v tabulkach 1 a 2 oznacenych jako MAT) bylo analyzovano (jedna
analyza) v slepych duplikatech a jeden slepy vzorek krmné smési pro
prezvykavce byl analyzovan jednou.

Vypocty meznich hodnot opakovatelnosti (r) a reprodukovatelnosti (R),
jak jsou vymezeny v mezinarodnich pokynech, byly provedeny po
vylouceni odlehlych hodnot pomoci analyzy rozptylu platnych hodnot.
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Vypoctené hodnoty ucinnosti metody (opakovatelnost, reprodukovatel-
nost) jsou uvedeny v tabulkach nize. U vSech zkuSebnich vzorka
véetné slepého vzorku nebyly zjistény zadné faleSné pozitivni ani

fale$né negativni vysledky.

Tabulka 1

Charakteristiky G¢innosti metody pro mocovinu méfené pri A = 420 nm ve vSech materialech

MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6

Ovce Skot Ovce Ovce Skot
Cilovy hmotnostni podil (mg kg ™) 3000 5000 7001 9036 11 000
Priimémy hmotnostni podil (mg kg™ 4241 6993 7 830 9962 12 071
Smérodatna odchylka reprodukovatelnosti 1141 1303 985 994 1711
sr (mg k™)
Smérodatna odchylka opakovatelnosti 723 601 549 712 737
s (mg kg™
Relativni smérodatnd odchylka reprodukovatel- 27 19 13 10 14
nosti RSDy (%)
Relativni smérodatnd odchylka opakovatelnosti 17 9 7 7 6
RSD, (%)
Mezni hodnota reprodukovatelnosti R 3195 3649 2759 2784 4790
[R = 2,8 x sg]
Mezni hodnota opakovatelnosti 2024 1 684 1536 1994 2 064
[r = 2.8 x 5]

Tabulka 2

Charakteristiky ucinnosti metody pro mocovinu méiené pii A = 435 nm ve vSech materiidlech

MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6
Ovce Skot Ovce Ovce Skot
Cilovy hmotnostni podil (mg kg ) 3000 5000 7001 9036 11 000
Primérny hmotnostni podil (mg kg"l) 4101 6 467 7 890 10 062 11 642
Smérodatna odchylka reprodukovatelnosti 706 1194 675 745 1378
sr (mg kg™
Smérodatna odchylka opakovatelnosti 570 628 613 196 167
s (mg kg'')
Relativni smérodatna odchylka reprodukovatel- 17 18 9 7 12
nosti RSDg (%)
Relativni smérodatna odchylka opakovatelnosti 14 10 8 2 1
RSD, (%)
Mezni hodnota reprodukovatelnosti R 1977 3344 1 889 2 087 3859
[R =28 x sg]
Mezni hodnota opakovatelnosti » 1 596 1759 1715 549 467

[r =28 x s,]
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9. Poznamky

9.1. V pripadé, ze vzorek obsahuje vice nez 3 % mocoviny, se vzorek
zredukuje na 1 g nebo se puvodni roztok zfedi tak, aby v ném nebylo
vice nez 50 mg mocoviny na 500 ml roztoku.

9.2. V piipadé nizkého obsahu mocoviny se vzorek zvétSuje tak dlouho, az
je filtrat Ciry a bezbarvy.

9.3. VySe uvedené vysledky z kolaborativnich zkouSek nenaznacuji
vyznamny rozdil v preciznosti mezi mocovinou métenou pii 420 nm
nebo pii 435 nm.

E. STANOVENI OBSAHU AMINOKYSELIN (KROME TRYPTOFANU)

Metody analyzy, které se maji pouzit pro stanoveni obsahu aminoky-
selin (kromé tryptofanu), jsou:

— EN ISO 13903 Krmiva — Stanoveni obsahu aminokyselin,

— EN ISO 17180 Krmiva — Stanoveni lyzinu, methioninu a threoninu
v komer¢né dostupnych vyrobcich a premixech obsahujicich amino-
kyseliny (1),

— metoda analyzy popsana v bodech 1 az 10 nize.

1. Utel a oblast pouiti

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu volnych (syntetickych
a prirodnich) a celkovych (na peptidy vazanych a volnych) aminoky-
selin v krmnych surovinach, krmnych smésich a premixech obsahuji-
cich mén& nez 10 % (*) kazdé aminokyseliny za pouziti analyzatoru
aminokyselin. Metoda je pouzitelnd pro tyto aminokyseliny: cyst(e)in,
methionin, lysin, threonin, alanin, arginin, kyselinu asparagovou, kyse-
linu glutamovou, glycin, histidin, isoleucin, leucin, fenylalanin, prolin,
serin, tyrosin a valin.

Tato metoda nerozliSuje mezi jednotlivymi solemi aminokyselin
a neumoznuje také u aminokyselin rozliSovat mezi formami D a L.
Neni pouzitelna pro stanoveni tryptofanu nebo hydroxyanalogti amino-

kyselin.
2. Princip
2.1. Volné aminokyseliny

Volné aminokyseliny se extrahuji ziedénou kyselinou chlorovodikovou.
Soucasné extrahované dusikaté makromolekuly se vysrazi kyselinou
sulfosalicylovou a odstrani se filtraci. Pfefiltrovany roztok se upravi
na pH 2,20. Aminokyseliny se separuji ionexovou chromatografii
a stanovi se po reakci s ninhydrinem fotometrickou detekci pti 570 nm.

2.2. Celkové aminokyseliny

Zvoleny postup zavisi na zkoumanych aminokyselinach. Cyst(e)in
a methionin musi byt pfed hydrolyzou oxidovany na kyselinu cyste-
ovou a na methioninsulfon. Tyrosin se musi stanovovat v hydrolyzatech
neoxidovanych vzorkt. VSechny ostatni aminokyseliny uvedené v bodé
1 (Ucel a oblast pouziti) mohou byt stanovovany bud’ v oxidovaném,
nebo v neoxidovaném vzorku.

(") Metoda analyzy stanovena v norm& EN 17180 se oznaCuje jako alternativni metoda,
kterd se méa pouzit pro ucely tfedni kontroly ke stanoveni obsahu aminokyselin v krmi-
vech obsahujicich vice nez 10 % aminokyselin.

(%) Tato metoda nebyla validovana na zékladé kolaborativni zkousky pro premixy obsahu-
jici vice nez 10 % dopliikovych latek. Je vSak pouzitelna i na tyto matrice s vhodnymi
drobnymi Gpravami za piedpokladu, Ze je poté validovana interné. Dalsi informace jsou
k dispozici na adrese: https://ec.europa.eu/jrc/en/eurl/feed-additives/authorisation
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3.1

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.16.1.

3.16.2.

3.16.3.

Oxidace se provadi pii 0 °C smési kyseliny permravenéi a fenolu.

vany nebo neoxidovany vzorek se hydrolyzuje kyselinou chlorovodi-
kovou (bod 3.20) po 23 hodin. Hydrolyzat se upravi na pH 2,20.
Aminokyseliny se separuji ionexovou chromatografii a stanovuji se
po reakci s ninhydrinem fotometrickou detekei pii 570 nm (440 nm
pro prolin).

Cinidla

Musi byt pouzita dvakrat destilovana voda nebo voda obdobné jakosti
(vodivost < 10 uS).

Peroxid vodiku, w (w/w) = 30 %.

Kyselina mravenc¢i, w (w/w) = 98-100 %.

Fenol.

Hydroxid sodny.

Kyselina 5-sulfosalicylovd, dihydrat.

Kyselina chlorovodikova o hustoté pfiblizné 1,18 g/ml.
Citronan sodny, dihydrat.

2,2’-thiodiethanol (thiodiglykol).

Chlorid sodny.

Ninhydrin.

Petrolether, bod varu 40-60 °C.

Norleucin nebo jina sloucenina pouzitelna jako vnitini standard.
Dusik, plyn (< 10 ppm kysliku).

1-oktanol.

Aminokyseliny.

Standardni latky aminokyselin uvedenych v bodé 1 (Ukel a oblast
pouziti). Cisté slouc¢eniny neobsahujici krystalizacni vodu. Vysusi se
ve vakuu nad P,Os nebo H,SO, 1 tyden pted pouzitim.

Kyselina cysteova.

Methioninsulfon.

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

300 g NaOH (bod 3.5) se rozpusti ve vodé a doplni na 1 litr.
Roztok hydroxidu sodného, ¢ = 1 mol/l:

40 g NaOH (bod 3.5) se rozpusti ve vodé a doplni na 1 litr.
Roztok kyseliny mravenci a fenolu:

smicha se 889 g kyseliny mravenc¢i (bod 3.2) se 111 g vody a piida se
4,73 g fenolu (bod 3.3).



02009R0152 — CS — 04.04.2024 — 009.001 — 37

3.20.

3.21.

3.22.

3.23.

3.24.

3.25.

3.26.

3.27.

3.27.1.

3.27.2.

3.27.3.

Hydrolyzaéni smés, ¢ = 6 mol HCV/1 s ptidavkem 1 g fenolu/l:

do 492 ml HCI (bod 3.7) se pfida 1 g fenolu (bod 3.3) a doplni se
vodou na 1 litr.

Extrakéni smés, ¢ = 0,1 mol HCI/I s piidavkem 2 % thiodiglykolu:
8,2 ml HCI (bod 3.7) se rozfedi pfiblizné¢ 900 ml vody, pfida se 20 ml
thiodiglykolu (bod 3.9) a doplni se vodou na 1 litr (nemichat bod 3.7
a 3.9 pfimo).

Kyselina 5-sulfosalicylova, f = 6 %:

60 g kyseliny 5-sulfosalicylové (bod 3.6) se rozpusti ve vodé a doplni
se vodou na 1 litr.

Oxidaéni smés (kyselina permraven¢i — fenol):

v malé kadince se smicha 0,5 ml peroxidu vodiku (bod 3.1) s 4,5 ml
roztoku kyseliny mraven¢i a fenolu (bod 3.19). Ponecha se v klidu
jednu hodinu pii 20-30 °C, aby se utvofila kyselina permravenci,
pred pfidanim ke vzorku se smés ochladi v lazni s ledovou vodou
(15 minut).

Upozornéni: je nutno zamezit kontaktu s kazi a pouzivat ochranny
odév.

Citratovy tlumivy roztok, ¢ = 0,2 mol Na'/l, pH 2,20:

v piiblizné 800 ml vody se rozpusti 19,61 g citronanu sodného (bod
3.8), 5 ml thiodiglykolu (bod 3.9), 1 g fenolu (bod 3.3) a 16,50 ml HCl
(bod 3.7). pH se upravi na 2,20. Doplni se vodou na 1 litr.

Elu¢ni tlumivé roztoky piipravované podle podminek pro pouzity
analyzator (bod 4.9).

Ninhydrinové ¢inidlo pfipravované podle podminek pro pouzity analy-
zator (bod 4.9).

Standardni roztoky aminokyselin. Tyto roztoky se uchovavaji pfi
teploté pod 5 °C.

Zasobni standardni roztok aminokyselin (bod 3.16.1),
¢ = 2,5 umol/ml pro kazdou aminokyselinu v kyseliné chlorovodikové.
Tento roztok lze obdrzet i komeréné piipraveny.

Zasobni standardni roztok kyseliny cysteové a methioninsulfonu, ¢ =
1,25 pumol/ml.

Do odmérné banky o objemu 1 litr se navazi 0,2115 g kyseliny
cysteové (bod 3.16.2) a 0,2265 g methioninsulfonu (bod 3.16.3),
rozpusti se v citratovém tlumivém roztoku (bod 3.24) a doplni se jim
po znacku. Skladuje se pii teploté pod 5 °C nejdéle 12 mésict. Tento
roztok se nepouzivd, pokud zasobni standardni roztok (bod 3.27.1)
obsahuje kyselinu cysteovou a methioninsulfon.

Zasobni standardni roztok vnitiniho standardu, napf. norleucinu, ¢ =
20 pmol/ml.

Do 250 ml odmérné bariky se navazi 0,6560 g norleucinu (bod 3.13),
rozpusti se v citratovém tlumivém roztoku (bod 3.24) a doplni se jim
po znacku. Skladuje se pfi teploté pod 5 °C nejdéle 6 mésict.
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3.27.4.

3.27.5.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

Kalibraéni roztok standardnich aminokyselin pro pouziti s hydrolyzaty,
¢ = 5 nmol/50 pl u kyseliny cysteové a methioninsulfonu a ¢ =
10 nmol/50 pl u ostatnich aminokyselin. Ve 100 ml kadince se rozpusti
2,2 g chloridu sodného (bod 3.10) v 30 ml citratového tlumivého
roztoku (bod 3.24). Ptidaji se 4,00 ml zasobniho standardniho roztoku
aminokyselin (bod 3.27.1), 4,00 ml zasobniho standardniho roztoku
kyseliny cysteové a methioninsulfonu (bod 3.27.2) a 0,50 ml zasobniho
standardniho roztoku vnitiniho standardu (bod 3.27.3), pokud se
pouziva. pH se upravi na 2,20 hydroxidem sodnym (bod 3.18).

Roztok se kvantitativné pievede do 50 ml odmérné banky, doplni se po
znacku citrdtovym tlumivym roztokem (bod 3.24) a zamicha.

Skladuje se pii teploté pod 5 °C nejdéle 3 mésice.

Viz také poznamka v bod¢ 9.1.

Kalibraéni roztok standardnich aminokyselin pro pouziti s hydrolyzaty
pfipravenymi podle bodu 5.3.3.1 a s extrakty (bod 5.2). Kalibrac¢ni
roztok se pfipravuje podle bodu 3.27.4 s vynechanim chloridu sodného.

Skladuje se pii teploté pod 5 °C nejdéle 3 mésice.

Pristroje

Barika s kulatym dnem o objemu 100 nebo 250 ml opatfena zpétnym
chladicem.

Nadoba z borosilikatového skla o objemu 100 ml se Sroubovym
uzavérem s gumovym nebo teflonovym tésnénim (napt. Duran, Schott)
pro pouziti v susarné.

Susarna s nucenym vétranim a tepelnou regulaci s presnosti lepsi
nez + 2 °C.

pH metr (tfi desetinnd mista).

Membranovy filtr (0,22 pm).

Odstiedivka.

Rotac¢ni vakuova odparka.

Mechanicka tfepacka nebo magnetickd michacka.

Analyzator aminokyselin nebo zafizeni pro HPLC s ionexovou kolo-
nou, zafizenim pro postkolonovou derivatizaci ninhydrinem a fotome-
trickym detektorem.

Kolona se naplni sulfonovanou polystyrenovou pryskyfici, kterd je
schopna separovat jednotlivé aminokyseliny od sebe navzajem i od
ostatnich ninhydrin-pozitivnich materialti. Prutok tlumivého roztoku
a ninhydrinu zajistuji Cerpadla se stalosti prutoku + 0,5 % po dobu
zahrnujici standardni kalibraci i analyzu vzorku.

U nekterych analyzatorti aminokyselin je mozné pouzit postupy hydro-
lyzy, pii nichz hydrolyzat vykazuje koncentraci sodiku ¢ =
0,8 mol/l a obsahuje veskerou zbytkovou kyselinu mravenéi z oxidac-
niho kroku. Jiné analyzatory nezarucuji uspokojivou separaci urcitych
aminokyselin,  obsahuje-li ~ hydrolyzat  nadbyte¢nou  kyselinu
mravenéi a/nebo vysoké koncentrace sodikovych iontu. V takovém
pfipadé se snizi objem kyseliny pied Gpravou pH odpafenim hydro-
lyzatu na objem pfiblizné 5 ml. Odpateni se provadi ve vakuu pfi
teploté nejvyse 40 °C.
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5.2.

5.3.
53.1.

Postup
Priprava vzorku

Vzorek se rozemele tak, aby prosel sitem s oky o velikosti 0,5 mm.
Vzorky s vysokou vlhkosti se musi pfed mletim vysusit bud’ na
vzduchu pii teploté nepfesahujici 50 °C, nebo mrazovym susenim.
Vzorky s vysokym obsahem tuku se pied mletim extrahuji petrole-
therem (bod 3.12).

Stanoveni volnych aminokyselin

Do konické banky se navazi pfislusné mnozstvi (1-5 g) pfipraveného
vzorku (bod 5.1) s pfesnosti na 0,2 mg a pfida se 100,0 ml extrakéni
smesi (bod 3.21). Smés se tfepe 60 minut na mechanické tfepacce nebo
magnetické michacce (bod 4.8). Po usazeni sedimentu se odpipetuje
10,0 ml supernatantu do 100 ml kadinky.

Za stalého michani se pfida 5,0 ml roztoku kyseliny sulfosalicylové
(bod 3.22) a pokracuje se v michani na magnetické michacce dalsich
5 minut. Supernatant se piefiltruje nebo odstfedi tak, aby se odstranila
veskera srazenina. 10,0 ml vysledného roztoku se pienese do 100 ml
kadinky, pH se upravi na 2,20 roztokem hydroxidu sodného (bod 3.18),
potom se roztok pievede pomoci citratového tlumivého roztoku (bod
3.24) do odmérné banky piiméfené velikosti a doplni po znacku
tlumivym roztokem (bod 3.24).

Pouzije-1i se vnitini standard, ptida se 1,00 ml vnitiniho standardu (bod
3.27.3) na kazdych 100 ml kone¢ného roztoku a potom se doplni po
znacku tlumivym roztokem (bod 3.24).

Dale se postupuje podle bodu 5.4 — chromatografie.

Nejsou-li extrakty zkouSeny tyz den, uchovavaji se pfi teploté pod 5 °
C.

Stanoveni celkovych aminokyselin

Oxidace

0,1-1 g ptipravené¢ho vzorku (bod 5.1) se odvazi s pfesnosti na 0,2 mg:

— do 100 ml banky s kulatym dnem (bod 4.1) pro otevienou hydro-
lyzu (bod 5.3.2.3) nebo

— do 250 ml banky s kulatym dnem (bod 4.1), pozaduje-li se nizka
koncentrace sodiku (bod 5.3.3.1), nebo

— do 100 ml nadoby se Sroubovacim uzavérem (bod 4.2) pro
uzavienou hydrolyzu (bod 5.3.2.4).

Navazka vzorku musi mit obsah dusiku pfiblizné 10 mg a obsah
vlhkosti nepfesahujici 100 mg.

Banka/nadoba se umisti do lazn¢ s ledovou vodou a ochladi se na
teplotu 0 °C, potom se pfida 5 ml oxidacni smési (bod 3.23) a promicha
se sklenénou 1zici se zahnutou $pickou. Banka/nadoba se uzavie i se
1zici vzduchotésnou folii a vlozi se v s lazni s ledovou vodou do
chladnicky a ponechd se v ni 16 hodin pfi teploté 0 °C. Po 16 hodinach
se vyjme z chladnicky a prebytetné oxidacni cinidlo se rozlozi

Dale se postupuje podle bodu 5.3.2.1.
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53.2.
53.2.1.

5322

5.3.2.3.

53.24.

53.3.1.

Hydrolyza

Hydrolyza oxidovanych vzorku

K oxidovanému vzorku pfipravenému podle bodu 5.3.1 se pfida 25 ml
hydrolyza¢ni smési (bod 3.20), pfi¢emz veskeré zbytky vzorku ulpélé
na sténach nadoby a na lzici se musi oplachnout.

Podle zvoleného postupu hydrolyzy se pokracuje podle bodu 5.3.2.3
nebo 5.3.2.4.

Hydrolyza neoxidovanych vzorki

Do 100 ml nebo 250 ml banky s kulatym dnem (bod 4.1) nebo do
100 ml nadoby se Sroubovacim uzavérem (bod 4.2) se navazi 0,1—
1 g pfipraveného vzorku (bod 5.1) s pfesnosti na 0,2 mg. Navazka
vzorku musi mit obsah dusiku pfiblizné10 mg. Opatrné se piida
25 ml hydrolyzac¢ni smési (bod 3.20) a smichd se vzorkem. Déle se
postupuje podle bodu 5.3.2.3 nebo 5.3.2.4.

Oteviena hydrolyza

Ke smési v bance (pfipravené podle bodu 5.3.2.1 nebo 5.3.2.2) se
ptidaji 3 sklenéné kulicky a smés se uvede do mirného varu pod
zpétnym chladi¢em na dobu 23 hodin. Po skonceni hydrolyzy se zpétny
chladi¢ promyje 5 ml citratového tlumivého roztoku (bod 3.24). Banka
se odpoji a ochladi se v ledové lazni.

Dale se postupuje podle bodu 5.3.3.
Uzaviena hydrolyza

Nadoba se smési pfipravenou podle bodu 5.3.2.1 nebo 5.3.2.2 se umisti
do suSarny (bod 4.3) pti 110 °C. Aby se béhem prvni hodiny zabranilo
nartstani tlaku (v dusledku vzniku plynnych latek) a aby nedoslo
k vybuchu, polozi se Sroubovaci uzavér volné na nadobu. Nadoba se
neuzavira. Po uplynuti jedné hodiny se uzavér zaSroubuje a uzaviena
nadoba se ponechd v susarné (bod 4.3) 23 hodin. Po skonceni hydro-
lyzy se nadoba vyjme ze su$arny, opatrné se odsSroubuje uzavér
a nadoba se postavi do lazn¢ s ledovou vodou. Necha se vychladnout.

Podle zvoleného postupu pro Gpravu pH (bod 5.3.3) se obsah nadoby
kvantitativné pfevede pomoci citratového tlumivého roztoku (bod 3.24)
do 250 ml kadinky nebo do 250 ml banky s kulatym dnem.

Dale se postupuje podle bodu 5.3.3.

Uprava pH

Podle toho, jakou toleranci k sodiku ma analyzator aminokyselin (bod
4.9), postupuje se pii tpravé pH podle bodu 5.3.3.1, nebo 5.3.3.2.

Pro chromatografické systémy (bod 4.9) vyzadujici nizkou koncentraci
sodiku

Pokud pouzity analyzitor aminokyselin vyzaduje nizkou koncentraci
sodiku (ma-li se obsah kyselin snizit), doporucuje se pouzit zasobni
roztok vnitiniho standardu (bod 3.27.3).

V takovém ptipadé se pied odpafovanim pfidaji do hydrolyzatu 2,00 ml
zasobniho roztoku vnitiniho standardu (bod 3.27.3).

Do hydrolyzatu ptipraveného podle bodu 5.3.2.3 nebo 5.3.2.4 se ptidaji
2 kapky l-oktanolu (bod 3.15).
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53.3.2.

5.4.

Na rotaéni odparce (bod 4.7) se snizi objem na 5-10 ml za vakua pfi
40 °C. Pokud by se objem nedopatienim snizil pod 5 ml, hydrolyzat je
tieba odstranit a analyzu zahajit znovu.

pH se upravi na 2,20 roztokem hydroxidu sodného (bod 3.18) a dale se
postupuje podle bodu 5.3.4.

Pro vSechny ostatni analyzatory aminokyselin (bod 4.9)

Hydrolyzaty ptipravené podle bodu 5.3.2.3 nebo 5.3.2.4 se castecné
zneutralizuji opatrnym ptidanim 17 ml roztoku hydroxidu sodného
(bod 3.17) za stalého michani, pficemz je tfeba dbat na to, aby teplota
neklesla pod 40 °C.

pH se upravi na 2,20 roztokem hydroxidu sodného (bod 3.17) a nakonec
roztokem hydroxidu sodného (bod 3.18) pfi laboratorni teploté. Dale se
postupuje podle bodu 5.3.4.

Roztok vzorku pro chromatografii

Hydrolyzat (bod 5.3.3.1 nebo 5.3.3.2) s upravenym pH se kvantitativné
pfevede pomoci citratového tlumivého roztoku (bod 3.24) do 200 ml
odmérné barky a doplni se po znacku tlumivym roztokem (bod 3.24).

Nebyl-li dosud pouzit vnitini standard, pfidaji se 2,00 ml vnitiniho
standardu (bod 3.27.3) a potom se doplni po znafku citratovym
tlumivym roztokem (bod 3.24). Diukladné se promicha.

Déle se pokracuje v chromatografii (bod 5.4).

Nejsou-li roztoky vzorki zkouseny tyz den, uchovavaji se pii teploté
pod 5 °C.

Chromatografie

Pied chromatografii musi mit extrakt (bod 5.2) nebo hydrolyzat (bod
5.3.4) laboratorni teplotu. Smés se protfepe a potiebné mnozstvi se
prefiltruje 0,22um membranovym filtrem (bod 4.5). Vysledny Cciry
roztok se podrobi ionexové chromatografii s pouzitim analyzatoru
aminokyselin (bod 4.9).

Nastrik lze provést ruéné nebo automaticky. Pfitom je dulezité, aby se
do kolony pfidavalo stejné mnozstvi roztoku + 0,5 % pro analyzu
standardti a vzorkt s vyjimkou pfipadu, kdy je pouzit vnitini standard.
Rovnéz pomér sodiku a aminokyselin by mél byt v standardnich rozto-
cich a v roztocich vzorkii co mozna nejpodobné&jsi.

Frekvence kalibrace zavisi hlavné na stabilité ninhydrinového ¢inidla
a analytickém systému. Standard nebo vzorek se fedi citratovym
tlumivym roztokem (bod 3.24) tak, aby plocha piku standardu tvofila
30-200 % plochy piku aminokyseliny ve vzorku.

Chromatografie aminokyselin se mirné lisi v zavislosti na typu pouzi-
tého analyzatoru a pouzité pryskyfice. Zvoleny systém musi byt
schopen separovat jednotlivé aminokyseliny od sebe navzajem i od
ostatnich ninhydrin-pozitivnich materiald. Chromatograficky systém
musi v rozsahu méfeni poskytovat linearni odezvu na zmény obsahu
aminokyselin pfidanych do kolony.

Pii zkouSeni equimolarniho roztoku (stanovovanych aminokyselin) by
mélo byt pfi chromatografii dosazeno nize uvedenych poméra vysky
sedla k wvrcholu piku. Tento equimolarni roztok musi obsahovat
nejméné 30 % maximalniho obsahu jednotlivych aminokyselin, coz
muze byt pfesné méfeno na pouzitém analyzatoru aminokyselin (bod
4.9).
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6.1.

Pii separaci threoninu a serinu nesmi pomér vysky sedla k vrcholu
niz§itho z piki téchto dvou piekryvajicich se aminokyselin na chroma-
togramu ptesahovat 2:10 (pokud se stanovuje pouze cyst(e)in, methi-
onin, threonin a lysin, je stanoveni nepfiznivé ovlivnéno nedostate¢nou
separaci od pfilehlych pikt). Pro vSechny ostatni aminokyseliny musi
byt separace lepsi nez 1:10.

Systém musi zaru€it, ze lysin bude separovan od ,lysinovych nahra-
zek* a ornithinu.

Vypocet vysledki

Plocha pika vzorku a standardu se méfi pro kazdou jednotlivou amino-
kyselinu a vypocte se mnozstvi (X) aminokyseliny v g na kg vzorku.

_A><c><M><V
" B xm x 1000

Je-li pouzit vnitini standard, nasobi se vysledek: g

A = plocha piku hydrolyzatu nebo extraktu

B = plocha piku kalibra¢niho standardniho roztoku

C = plocha piku vnitfniho standardu v hydrolyzatu nebo v extraktu

D = plocha piku vnitiniho standardu v kalibracnim standardnim
roztoku

M = molekularni hmotnost stanovované aminokyseliny
¢ = koncentrace standardu v pmol/ml

m = hmotnost vzorku v g (korigovana na piivodni hmotnost, pokud je
vzorek vysuSen nebo odtu¢nén)

V = celkovy objem hydrolyzatu (bod 5.3.4) v ml nebo celkovy objem
ziedéného extraktu (bod 6.1)

Cystin a cystein se v hydrolyzatech oxidovaného vzorku stanovi jako
kyselina cysteova, ale vypoctou se jako cystin (CgH[2N,04S,,
M 240,30 g/mol) s pouzitim MV 120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30 g/mol).

Methionin se v hydrolyzatech oxidovaného vzorku stanovi jako methi-
oninsulfon, ale vypocte se jako methionin s pouzitim M methioninu:
149,21 g/mol.

Pridany volny methionin se stanovi po extrakci jako methionin, pro
vypocet se pouzije stejna M.

Celkovy objem ziedéné¢ho extraktu (F) pro stanoveni volnych amino-
kyselin (bod 5.2) se vypocte podle tohoto vzorce:

F:1001‘nl><(10m1—‘,-5m1) .V

10 ml 10

V = objem vysledného extraktu.

Evaluace metody

Tato metoda byla vyzkousena v mezinarodni srovnavaci studii v roce
1990 pti pouziti ¢tyf raznych krmiv (krmnd smés pro prasata, krmna
smés pro brojlery, proteinovy koncentrat, premix).
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7.1.

7.2.

Poznamka: Tato metoda byla vyzkouSena v druhé mezinarodni srov-
navaci studii v roce 2003 pfi pouziti dvojic slepych dupli-
katti vzorkl vykrmového krmiva pro brojlery, poc¢ate¢niho
krmiva pro brojlery, kukufiéné moucky, rybi moucky
a drtibezi moucky. Podrobnosti viz EN ISO 13903.

Po vylouceni odlehlych hodnot jsou vysledky mezindrodni srovnavaci
studie z roku 1990 u stiednich a standardnich odchylek uvedeny

v tabulkach v tomto bodé¢:

Stiredni hodnoty v g/kg

Aminokyselina
Referenéni material
Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin
Krmna smés pro prasata 6,94 3,01 3,27 9,55
n =15 n =17 n =17 n=13
Krmna smés pro brojlery 9,31 3,92 5,08 13,93
n =16 n =18 n =18 n =16
Proteinovy koncentrat 22,32 5,06 12,01 47,74
n =16 n =17 n =17 n =15
Premix 58,42 — 90,21 98,03
n =16 n =16 n =16
n = pocet zucastnénych laboratofi
Opakovatelnost
Opakovatelnost vyjadiend jako ,,vnitrolaboratorni standardni odchylka*
u srovnani podle predchazejici tabulky je uvedena v nasledujicich
tabulkach:
Variac¢ni koeficient (%) opakovatelnosti (CV,)
Aminokyselina
Referen¢ni material
Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin
Krmna smés pro prasata 1,9 3.3 3,4 2.8
n=15 n =17 n=17 n =13
Krmna smés pro brojlery 2,1 2,8 3,1 2,1
n =16 n =18 n =18 n =16
Proteinovy koncentrat 2,7 2,6 2,2 2,4
n =16 n=17 n =17 n=15
Premix 2,2 — 2.4 2,1
n =16 n =16 n =16

n = pocet zucastnénych laboratoii

Reprodukovatelnost

Vysledky pro mezilaboratorni standardni odchylku vyplyvajici z vyse
uvedeného srovnani jsou uvedeny v nasledujici tabulce:
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9.2.

9.3.

10.

10.1

Variacni koeficient (%) reprodukovatelnosti (CVg)

Aminokyselina
Referenéni material
Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin
Krmna smés pro prasata 4,1 9,9 7,0 3,2
n =15 n=17 n=17 n=13
Krmna smés pro brojlery 5,2 8,8 10,9 5,4
n =16 n =18 n =18 n =16
Proteinovy koncentrat 3,8 12,3 13,0 3,0
n =16 n =17 n =17 n=15
Premix 43 — 6,9 6,7
n =16 n =16 n =16

n = pocet zucastnénych laboratofi

Pouziti referenénich materiala

Spravné pouziti uvedené metody se ovéfi opakovanym méfenim certi-
fikovanych referen¢nich materiald, jsou-li k dispozici. Doporucuje se
kalibrace certifikovanymi kalibra¢nimi roztoky aminokyselin.

Poznamky

Vzhledem k rozdilim mezi analyzatory aminokyselin se za smérodatné
povazuji vysledné koncentrace kalibracnich roztokd standardnich
aminokyselin (viz body 3.27.4 a 3.27.5) a hydrolyzatu (viz bod 5.3.4).

U vSech aminokyselin je nutno zkontrolovat rozsah linearni odezvy
ptistroje.

Standardni roztok se fedi citratovym tlumivym roztokem tak, aby se
dosahlo ploch pikt uprostfed tohoto rozsahu.

Pokud je k analyze hydrolyzata pouzito zafizeni pro vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii, musi byt podminky zkousek optimalizo-
vany v souladu s doporucenim vyrobce.

Pfi pouziti této metody u krmnych smési nebo premixii obsahujicich
vice nez 1 % chloridu (koncentraty, mineralni krmiva, doplikova
krmiva) mtze dojit k podhodnoceni obsahu methioninu, a musi se
proto pouzit specialni postup.

Kritéria ucinnosti

Kompilace vysledka (s vyjimkou tyrosinu) pochazejicich ze dvou kola-
borativnich studii (z roku 1990 uvedené v bodé 7 vyse a z roku 2005
uvedené v norm¢ EN ISO 13903) udava nasledujici kritéria pro opako-
vatelnost a reprodukovatelnost. Hodnoty odvozené z téchto dvou mezi-
laboratornich zkousek nemusi byt pouzitelné pro jiné nez uvedené
rozsahy koncentraci a matrice.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni provedenych u téhoz vzorku
v téze laboratofi a tymz laborantem nesmi prekrocit:

— 6 % vzhledem k vyssi hodnoté u celkovych aminokyselin v ptipadé
glycinu, alaninu, lysinu, prolinu, kyseliny glutamové, isoleucinu
a histidinu,

— 8 % vzhledem k vyssi hodnoté u celkovych aminokyselin v ptipadé
threoninu, fenylalaninu, methioninu, kyseliny asparagové a leucinu,
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10.2

— 10 % vzhledem k vyssi hodnoté u celkovych aminokyselin v ptipadé
argininu a valinu,

— 12 % vzhledem k vyssi hodnoté u celkové aminokyseliny serinu,

— 15 % vzhledem k vyssi hodnoté u celkové aminokyseliny cyst(e)
inu.

Reprodukovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni provedenych u téhoz vzorku
v ruznych laboratofich a/nebo rtiznymi laboranty nesmi piekrocit:

— 15 % vzhledem k vyssi hodnoté u celkovych aminokyselin v ptipadé
glycinu, alaninu a threoninu,

— 20 % vzhledem k vyssi hodnoté u celkovych aminokyselin v ptipadé
lysinu, prolinu, fenylalaninu, methioninu a kyseliny asparagové,

— 22 % vzhledem k vyssi hodnoté u celkovych aminokyselin v ptipadé
kyseliny glutamové a leucinu,

— 27 % vzhledem k vy$8i hodnoté u celkové aminokyseliny argininu,

— 32 % vzhledem k vys$i hodnoté u celkové aminokyseliny isoleu-
cinu,

— 35 % vzhledem k vyssi hodnoté u celkovych aminokyselin v ptipadé
valinu a serinu,

— 40 % vzhledem k vys$si hodnoté u celkové aminokyseliny histidinu,

— 50 % vzhledem k vyssi hodnoté u celkové aminokyseliny cyst(e)
inu.

F. STANOVENI OBSAHU TRYPTOFANU

Metody analyzy, které se maji pouzit pro stanoveni obsahu tryptofanu,
jsou:

— EN ISO 13904 Krmiva — Stanoveni obsahu tryptofanu,
— metoda analyzy popsana v bodech 1 az 9 nize.

Ukel a oblast pouziti

Tato metoda umoznuje stanoveni obsahu celkového a volného trypto-
fanu v krmivech. NerozliSuje mezi D- a L- formou.

Princip

Pro stanoveni celkového tryptofanu se vzorek hydrolyzuje za alkalic-
kych podminek nasycenym roztokem hydroxidu barnatého pii 110 °
C po dobu 20 hodin. Po hydrolyze se pfidava vnitini standard.

Pro stanoveni volného tryptofanu se vzorek extrahuje za mirné kyse-
Iych podminek v ptitomnosti vnitiniho standardu.

Tryptofan a vnitini standard se stanovi v hydrolyzatu nebo extraktu
metodou HPLC s fluorescenc¢ni detekei.
Cinidla

Musi byt pouzita dvakrat destilovana voda nebo voda obdobné jakosti
(vodivost < 10 pS/cm).
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Standardni latka: tryptofan (Cistota/obsah > 99 %), vakuové vysuseny
nad oxidem fosfore¢nym.

Vnitini standard: a-methyl-tryptofan (Cistota/obsah > 99 %), vakuové
vysuSeny nad oxidem fosfore¢nym.

Hydroxid barnaty, oktahydrat (Ba(OH),-8H,O nesmi byt nadmérné
vystavovan vzduchu, aby nedochazelo ke vzniku BaCOj, ktery by
mohl naruSovat stanoveni) (viz poznamka v bod¢ 9.3).

Hydroxid sodny.

Kyselina fosforecna, w (w/w) = 85 %.
Kyselina chlorovodikova, pyg = 1,19 g/ml.
Methanol, pro HPLC.

Petrolether, bod varu 40-60 °C.

Roztok hydroxidu sodného, ¢ = 1 mol/l:

40,0 g NaOH (bod 3.5) se rozpusti ve vodé a vodou (bod 3.1) se doplni
na 1 litr.

Kyselina chlorovodikova, ¢ = 6 mol/l:

492 ml HCI (bod 3.7) se doplni vodou na 1 litr.

Kyselina chlorovodikova, ¢ = 1 mol/l:

82 ml HCI (bod 3.7) se doplni vodou na 1 litr.

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

8,2 ml HCI (bod 3.7) se doplni vodou na 1 litr.

Kyselina fosfore¢na, ¢ = 0,5 mol/l:

34 ml kyseliny fosfore¢né (bod 3.6) se doplni vodou (bod 3.1) na 1 litr.
Koncentrovany roztok tryptofanu (bod 3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

v 500 ml odmérné bance se rozpusti 0,2553 g tryptofanu (bod 3.2)
v kyseliné chlorovodikové (bod 3.13) a doplni se ji po znacku. Skla-
duje se pii —18 °C nejdéle 4 tydny.

Koncentrovany roztok vnitiniho standardu, ¢ = 2,50 umol/ml:

v 500 ml odmérné baice se rozpusti 0,2728 g a-methyl-tryptofanu (bod
3.3) v kyseliné chlorovodikové (bod 3.13) a doplni se ji po znacku.
Skladuje se pii —18 °C nejdéle 4 tydny.

Kalibra¢ni standardni roztok tryptofanu a vnitfniho standardu:

2,00 ml koncentrované¢ho roztoku tryptofanu (bod 3.15) a 2,00 ml
koncentrovaného roztoku vnitiniho standardu (a-methyl-tryptofanu)
(bod 3.16) se zfedi vodou (bod 3.1) a methanolem (bod 3.8) pftiblizné
na stejny objem a piiblizné na stejnou koncentraci methanolu (10—
30 %) jako v kone¢ném hydrolyzatu.

Tento roztok se musi pfipravovat pred pouzitim Cerstvy.

Béhem piipravy musi byt roztok chranén pied slune¢nim svétlem.
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3.20.

3.21.

3.22.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.2.

Kyselina octova.
1,1,1-trichlor-2-methyl-2-propanol.
Ethanolamin w (w/w) > 98 %.

Roztok 1 g 1,1,1-trichlor-2-methyl-2-propanolu (bod 3.19) ve 100 ml
methanolu (bod 3.8).

Mobilni faze pro HPLC: 3,00 g kyseliny octové (bod 3.18) + 900 ml
vody (bod 3.1) + 50,0 ml roztoku (bod 3.21) 1,1,1- trichlor-2-methyl-2-
propanolu (bod 3.19) v methanolu (bod 3.8) (1 g/100 ml). pH se upravi
na 5,00 ethanolaminem (bod 3.20). Doplni se vodou (bod 3.1) na
1000 ml.

Piistroje

Zatizeni pro HPLC se spektrofluorometrickym detektorem.

Kolona pro kapalinovou chromatografii, 125 mm x 4 mm, C,g, napln 3
um, nebo obdobna.

pH metr.

Polypropylenova banika s Sirokym hrdlem a Sroubovacim uzavérem
o objemu 125 ml.

Membranovy filtr, 0,45 um.

Autoklav, 110 (= 2) °C, 1,4 (= 0,1) bar.
Mechanicka tfepacka nebo magnetickd michacka.
Ponorny mixér.

Postup
Priprava vzorkii

Vzorek se rozemele tak, aby prosel sitem s oky o velikosti 0,5 mm.
Vzorky s vysokou vlhkosti se musi pred mletim vysusit bud’ na
vzduchu pii teploté nepfesahujici 50 °C, nebo mrazovym susenim.
Vzorky s vysokym obsahem tuku se pfed mletim extrahuji petrole-
therem (bod 3.9).

Stanoveni volného tryptofanu (extrakt)

Vhodné mnozstvi (1-5 g) pfipraveného vzorku (bod 5.1) se navazi
s presnosti na 1 mg do konické banky. Pridd se 100,0 ml kyseliny
chlorovodikové (bod 3.13) a 5,00 ml koncentrovaného roztoku
vnitiniho standardu (bod 3.16). Smés se tfepe nebo micha 60 minut
na mechanické tfepacce nebo magnetické michacce (bod 4.7). Sediment
se nechd usadit a odpipetuje se 10,0 ml supernatantu do kadinky. Piida
se 5 ml kyseliny fosfore¢né (bod 3.14). pH se upravi na 3 roztokem
hydroxidu sodného (bod 3.10). Prida se tolik methanolu (bod 3.8), aby
jeho koncentrace v konetném objemu byla 10-30 %. Roztok se
prevede do odmérné bariky vhodného objemu a zfedi se vodou na
objem potiebny pro chromatografické stanoveni (piiblizné stejny
objem, jako ma kalibra¢ni standardni roztok (bod 3.17)).

Pied nastfikem na kolonu HPLC se prefiltruje nékolik ml roztoku pies
0,45um membranovy filtr (bod 4.5). Déle se postupuje podle bodu 5.4
— chromatografie.

Standardni roztok a extrakty je nutno chranit pred pfimym sluneénim
svétlem. Pokud neni mozné provést analyzu extraktt tentyz den,
extrakty lze skladovat pii 5 °C nejdéle tii dny.
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5.3.

5.4.

Stanoveni celkového tryptofanu (hydrolyzat)

Do polypropylenové banky (4.4) se navazi 0,1-1 g pfipraveného
vzorku (bod 5.1) s pfesnosti na 0,2 mg. Navazka vzorku musi mit
obsah dusiku pfiblizné 10 mg. Ptfida se 8,4 g oktahydratu hydroxidu
barnatého (bod 3.4) a 10 ml vody. Promicha se ponornym mixérem
(bod 4.8) nebo na magnetické michacce (bod 4.7). Magnet s teflonovym
povrchem se ponecha ve smési. Stény nadoby se oplachnou 4 ml vody.
Nadoba se uzavie a vicko se voln¢ dotdhne. Uzaviena nadoba se umisti
do autoklavu (bod 4.6) s vrouci vodou a necha se pisobit para po dobu
30-60 minut. Potom se autoklav uzavie a smés se autoklavuje 20 hodin
pii teploté 110 (= 2) °C.

Pied otevienim autoklavu se snizi teplota tésn¢ pod 100 °C. Aby se
zabranilo krystalizaci Ba(OH), -8H,O, pfida se k horké smési 30 ml
vody o laboratorni teploté. Mirn¢ se zamicha nebo protiepe. Pridaji se
2,00 ml roztoku koncentrovaného vnitiniho standardu (o-methyl-tryp-
tofanu) (bod 3.16). Nadoba se vychladi 15 minut ve vodni lazni
s ledem.

Dale se pfida 5 ml kyseliny fosfore¢né (bod 3.14). Nadoba se ponecha
v ledové lazni a za stalého michani se neutralizuje roztokem kyseliny
chlorovodikové (bod 3.11) a potom se pH upravi na 3,0 roztokem
kyseliny chlorovodikové (bod 3.12). Pfida se tolik methanolu, aby
jeho koncentrace v konecném objemu byla 10-30 %. Roztok se
pfevede do odmérné banky vhodného objemu a zfedi se vodou na
stanoveny objem, ktery je nutny pro chromatografické stanoveni (napf.
100 ml). Pfidavek methanolu nesmi zpusobit tvorbu srazeniny.

Pied nastiikem na kolonu HPLC se prefiltruje nékolik ml roztoku pies
0,45um membranovy filtr (bod 4.5). Dale se postupuje podle bodu 5.4
— chromatografie.

Standardni roztok a hydrolyzaty je nutno chranit pfed pfimym
slune¢nim svétlem. Pokud neni mozné provést analyzu hydrolyzatt
tentyz den, hydrolyzaty lze skladovat pii 5 °C nejdéle tfi dny.

Stanoveni HPLC
Nasledujici podminky izokratické eluce jsou doporucené; lze pouzit

i jiné podminky, pokud zajistuji rovnocenné vysledky (viz také
poznamky v bod¢ 9.1 a 9.2):

Kolona pro kapalinovou 125 mm x 4 mm, C;g, napln 3 um,

chromatografii (bod 4.2): nebo obdobna
Teplota kolony: laboratorni teplota
Mobilni faze (bod 3.22): 3,00 g  kyseliny octové  (bod

3.18) + 900 ml vody (bod 3.1) +
50,0 ml roztoku (bod 3.21) 1,1,1-trich-
lor-2-  methyl-2-propanolu (bod 3.19)
v methanolu (bod 3.8) (1 g/100 ml).
pH se upravi na 5,00 ethanolaminem
(bod 3.20). Objem se doplni na
1 000 ml vodou (bod 3.1)

Pratok: 1 ml/min
Celkova doba zkousky: pfiblizné 34 minut
Detekéni vinova délka: excitace: 280 nm, emise: 356 nm.

Objem nastiiku: 20 pl
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Vypocet vysledkii

Vypocte se obsah tryptofanu (X) v g na 100 g vzorku.

CAXBXV xexVyxM
T CxDx V3 x 10000 X m

A = plocha piku wvnitiniho standardu v kalibraénim standardnim
roztoku (bod 3.17)

B = plocha piku tryptofanu v extraktu (bod 5.2) nebo hydrolyzatu
(bod 5.3)

V; = objem (v ml) (2 ml) koncentrovaného roztoku tryptofanu (bod
3.15) pridaného do kalibra¢niho roztoku (bod 3.17)

¢ = koncentrace (v umol/ml) (= 2,50) tryptofanu v koncentrovaném
roztoku tryptofanu (bod 3.15) ptidaném do kalibra¢niho roztoku
(bod 3.17)

V, = objem (v ml) (= 2,00 ml) koncentrovaného roztoku vnitiniho
standardu (bod 3.16) pfidaného pti extrakei (bod 5.2) (= 5,00 ml)
nebo do hydrolyzatu (bod 5.3)

C = plocha piku vnitiniho standardu v extraktu (bod 5.2) nebo
hydrolyzatu (bod 5.3)

D = plocha piku tryptofanu v kalibra¢nim standardnim roztoku (bod
3.17)

V; = objem (v ml) (= 2.00 ml) koncentrované¢ho roztoku vnitfniho
standardu (bod 3.16) pfidaného do kalibra¢niho standardniho
roztoku (bod 3.17)

M = hmotnost vzorku v g (korigovana na ptivodni hmotnost, pokud
byl vzorek vysuSen a/nebo odtucnén)

M = molekularni hmotnost tryptofanu (= 204,23 g/mol)

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u téhoz
vzorku nesmi piekrocit 10 % relat. z hodnoty nejvyssiho vysledku.

Vysledky kolaborativni studie

Za ucelem certifikace metody pro hydrolyzu byla provedena v EU
kolaborativni studie (4. srovnani), béhem niz byly analyzovany tfi
vzorky v az 12 laboratotich. U kazdého vzorku bylo provedeno pét
opakovanych analyz. Vysledky jsou uvedeny v této tabulce:

Vzorek 2
Vzorek 1 Krmi Vzorek 3
. VO pro Krmivovy
Krmivo pro prasata Koncentrt pro
prasata s pfidanym L- "
tryptofanem prasata
L 12 12 12
n 50 55 50
Primér [g/kg] 2,42 3,40 4,22
s [g/ke] 0,05 0,05 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
CV; [%] 1,9 1,6 1,9
Sk [g/kg] 0,15 0,20 0,09
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Vzorek 2
Vzorek 1 o Vzorek 3
. o pro Krmivovy
Krmivo pro prasata X .
o . oncentrat pro
prasata s pfidanym L-
prasata
tryptofanem
R [g/kg] 0,42 0,56 0,25
CVg [%] 6,3 6,0 22
L = pocet laboratofi, které poskytly vysledky
n = poCet jednotlivych vysledki po vyloudeni odlehlych hodnot (uréenych
Cochranovym a Dixonovym testem odlehlych hodnot)
s, = standardni odchylka opakovatelnosti
Sg = standardni odchylka reprodukovatelnosti
r = opakovatelnost
R = reprodukovatelnost

CV, = variacni koeficient opakovatelnosti v %
CVy = variaéni koeficient reprodukovatelnosti v %

Za tucelem certifikace metody pro extrakci volného tryptofanu byla
provedena v EU dalsi kolaborativni studie (3. srovnani), béhem niz
byly analyzovany dva vzorky v az 13 laboratofich. U kazdého vzorku
bylo provedeno pét opakovanych analyz. Vysledky jsou uvedeny v této
tabulce:

Vzorek 4 Vzorek 5
Smés plenice Smés pSenice a soji
p"i (= vzorek 4) s ptidanym

50 tryptofanem (0,457 g/kg)
L 12 12
n 55 60
Pramér [g/kg] 0,391 0,931
s, [g/kg] 0,005 0,012
r [g/kg] 0,014 0,034
CV; [%] 1,34 1,34
Sk [g/kg] 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CVy [%] 4,71 5,11
L = pocet laboratofi, které poskytly vysledky
n = pocet jednotlivych vysledkii po vyloueni odlehlych hodnot (uréenych

Cochranovym a Dixonovym testem odlehlych hodnot)
= standardni odchylka opakovatelnosti

»n
=
|

Sg = standardni odchylka reprodukovatelnosti
r = opakovatelnost
R = reprodukovatelnost

CV, = variaéni koeficient opakovatelnosti v %
CVyr = variaéni koeficient reprodukovatelnosti v %

Za ucelem certifikace metody pro hydrolyzu tryptofanu byla provedena
v EU dalsi srovnavaci studie, béhem niz byly analyzovany ctyfi vzorky
v az 7 laboratofich. Vysledky jsou uvedeny nize. U kazdého vzorku
bylo provedeno pét opakovanych analyz.
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9.2.

Vzorek 1 Vzorek 2 Vaorek 3 Vzorek 4
Krmna smés pro | Nizkowend ybi | qoo 00 | SuSené odstie-
prasata (CRM moucka déné mléko

117) (CRM 118) (CRM 119) (CRM 120)

L 7 7 7 7

n 25 30 30 30

Pramér [g/kg] 2,064 8,801 6,882 5,236

s: [g/kg] 0,021 0,101 0,089 0,040

r [g/kg] 0,059 0,283 0,249 0,112

CV; [%] 1,04 1,15 1,30 0,76

Sk [g/kg] 0,031 0,413 0,283 0,221

R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619

CVy [%] 1,48 4,69 4,11 4,22

L pocet laboratofi, které poskytly vysledky

n pocet jednotlivych vysledkl po vylouceni odlehlych hodnot (uréenych Cochranovym a Dixo-
novym testem odlehlych hodnot)

s, = standardni odchylka opakovatelnosti

Sg = standardni odchylka reprodukovatelnosti

r = opakovatelnost

R = reprodukovatelnost

CV, = variaéni koeficient opakovatelnosti v %

CVy = variaéni koeficient reprodukovatelnosti v %

Poznamky

Lepsi separace tryptofanu a a-methyl-tryptofanu 1ze dosahnout za nize
uvedenych zvlastnich podminek pro chromatografii.

Po izokratické eluci nasleduje gradientové ¢isténi kolony:

Kolona pro kapalinovou chroma-
tografii:

125 mm x 4 mm, C;g, napln 5 pm,
nebo obdobna
Teplota kolony: 32 °C

Mobilni faze: A: 0,01 mol/l KH,PO4/methanol,

95 + 5 (V+V).
B: methanol

Gradientovy program: 0 min. 100 % A 0 % B

15 min. 100 % 0 % B
A
17 min. 60 % A 40 % B
19 min. 60 % A 40 % B
21 min. 100 % 0 % B
A
33 min. 100 % 0 % B
A
Pratok: 1,2 ml/min

Celkova doba zkousky: priblizn¢ 33 minut

Chromatografie se mize ménit podle typu HPLC a naplné kolony.
Zvoleny systém musi byt schopen separovat tryptofan a vnitini stan-
dard az na zakladni ,baseline”. Navic je dulezité, aby byly od trypto-
fanu a wvnitfniho standardu dobfe separovany degradacni produkty.
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9.3.

1.1.

1.2.

1.3.

2.2.

Pro kontrolu zakladni ,baseline na trovni vnitiniho standardu pro
necistoty se provede zkouska hydrolyzatu bez ptidaného vnitiniho stan-
dardu. Je dulezité, aby doba zkousky byla dostate¢na pro dokonalou
eluci vSech degrada¢nich produktt, jinak mize dochazet v nasledujicich
chromatografiich k interferencim vlivem pika pozdni eluce.

Chromatograficky syst¢ém musi v rozsahu méfeni poskytovat linearni
odezvu. Linearni odezva se méfi s konstantni (béznou) koncentraci
vnitiniho standardu a rlznymi koncentracemi tryptofanu. Je dilezité,
aby velikost pikil tryptofanu i vnitiniho standardu byla v linedrnim
rozsahu HPLC/fluorescen¢niho systému. Pokud je (jsou) pik(y) trypto-
fanu a/nebo vnitinitho standardu pfilis velky (velké) nebo prilis maly
(malé), analyza se zopakuje s jinou velikosti vzorku a/nebo s jinym
kone¢nym objemem.

Hydroxid barnaty

Starnutim hydroxidu barnatého se zhorSuje jeho rozpustnost, coz
zpusobuje, ze roztok pro stanoveni HPLC neni Ciry a vysledky obsahu
tryptofanu mohou byt nizké.

G. STANOVENI OBSAHU HRUBYCH OLEJU A TUKU
Utel a oblast pouiti

Touto metodou se stanovi obsah hrubych oleju a tuka v krmivech.

Podle druhu a slozeni krmiva a podle ucelu, pro ktery se analyza
provadi, se pouzije jeden ze dvou nize uvedenych postupd.

Pro stanoveni obsahu hrubych olejii a tukl v olejnatych semenech
a plodech, jakoz i v krmivech, v nichz je obsah hrubych oleji/tuka
vys$si nez 15 %, se extrakce provadi postupem A a opétovna extrakce
postupem B (bod 5.3).

Postup A — pfimo extrahovatelné hrubé oleje a tuky

Tato metoda je pouzitelnd pro krmiva rostlinného ptivodu s vyjimkou
téch, ktera jsou uvedena v postupu B.

Postup B — celkovy obsah hrubych oleju a tukd

Tato metoda je pouzitelna pro krmiva zivocisného pivodu a pro
vSechny krmné smési. Ma se pouzivat pro vSechny materialy, z nichz
neni mozné oleje a tuky zcela extrahovat bez predchozi hydrolyzy
(napt. lepek, kvasnice, bramborové proteiny a produkty, které byly
podrobeny zpracovani, jako je extruze, vlockovani a ohiev).

Interpretace vysledkii

Ve vsech pripadech, kdy se dosahlo postupem B vyssiho vysledku nez
postupem A, je tieba povazovat za platnou hodnotu vysledek dosazeny
postupem B.

Princip
Postup 4

Vzorek se extrahuje petroletherem. Rozpoustédlo se oddestiluje, zbytek
se vysu$i a zvazi.

Postup B

Vzorek se hydrolyzuje za horka s kyselinou chlorovodikovou. Smés se
ochladi a prefiltruje. Zbytek na filtru se promyje a vysusi a dale se
pokracuje ve stanoveni podle postupu A.
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3.2.

3.3.

3.4.

4.2.

4.3.

5.2.

Cinidla

Petrolether, bod varu: 40-60 °C. Bromové ¢islo musi byt mensi nez 1
a zbytek po odpateni mensi nez 2 mg/100 ml.

Siran sodny, bezvody.

Kyselina chlorovodikova, ¢ = 3 mol/l.

Filtra¢ni prostfedek, napt. Kieselguhr, Hyflo-supercel.

Pristroje

Extrakéni pfistroj. Pokud je opatfen sifonem (typ Soxhlet), rychlost
refluxu musi byt takova, aby dochazelo k piiblizn¢ 10 pretoktim za
hodinu; pokud se jedna o typ bezsifonovy, rychlost refluxu musi byt
ptiblizné 10 ml za minutu.

Extrakéni patrony neobsahujici latky rozpustné v petroletheru a s poro-
zitou odpovidajici pozadavkim uvedenym v bodé 4.1.

Susarna, bud’ vakuova s teplotou 75 + 3 °C, nebo vzduchova s teplotou
100 £ 3 °C.

Postup
Postup A (viz bod 8.1)

Do extrakéni patrony (bod 4.2) se navazi 5 g vzorku s presnosti na
1 mg a patrona se uzavie tukuprostou vatou.

Patrona se umisti do extrakéniho pfistroje (bod 4.1) a extrahuje se Sest
hodin petroletherem (bod 3.1). Petroletherovy extrakt se jima do suché,
predem zvazené bariky s ulomky pemzy (!).

Rozpoustédlo se oddestiluje, zbytek v banice se vysusi 1,5 hodiny
v susarné (bod 4.3). Necha se vychladnout v exsikatoru a zvazi se.
Susi se dalSich 30 minut, aby se zajistila konstantni hmotnost oleji
a tukd (Gbytek hmotnosti mezi dvéma po sob¢ nasledujicimi vazenimi
nesmi byt vétsi nez 1 mg).

Postup B

Do 400 ml kadinky nebo do 300 ml konické banky se navazi
2,5 g vzorku s presnosti na 1 mg (viz bod 8.2) a ptida se 100 ml
kyseliny chlorovodikové (bod 3.3) a ulomky pemzy. Kadinka se
ptikryje hodinovym sklem nebo se ke konické bance pfipoji zpétny
chladi¢. Smés se pfivede do mirného varu nad malym plamenem
nebo na topné desce a udrzuje se tak jednu hodinu. Produkt se
nesmi usazovat na sténach nadoby.

Smés se vychladi a ptida se dostatecné mnozstvi filtracniho prostredku
(bod 3.4), aby se zabranilo ztratam oleje a tuku béhem filtrace. Filtruje
se pies zvlhceny, tukuprosty dvojity filtracni papir. Zbytek na filtru se
promyva studenou vodou, dokud neni filtrat neutralni. Provede se
kontrola, zda filtrat neobsahuje Zzadny olej nebo tuk, jinak je nutné
pred hydrolyzou provést extrakci vzorku petroletherem podle postupu
A.

Dvojity filtraéni papir se zbytkem po hydrolyze se umisti na hodinové
sklo a susi se 1,5 hodiny ve vzduchové susarné (bod 4.3) pii 100 + 3 °©
C.

(") Pokud ma byt vyextrahovany olej nebo tuk pouzit pro dalsi zkousky kvality, nahradi se

ulomky pemzy sklenénymi kuli¢kami.
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5.3.

Dvojity filtra¢ni papir s vysuSenym zbytkem se vlozi do extrakéni
patrony (bod 4.2) a utésni se tukuprostou vatou. Patrona se umisti do
extrakéniho pristroje (bod 4.1) a dale se postupuje podle druhého
a tfetiho odstavce bodu 5.1.

Postup A a opétovna extrakce podle postupu B

Pro stanoveni obsahu hrubych olejii a tuki v olejnatych semenech
a plodech, jakoz i v krmivech, v nichz je obsah hrubych oleji/tuka
vyssi nez 15 %, se extrakce provadi postupem A a opétovna extrakce
postupem B.

To znamena, Zze po extrakci petroletherem (postup A) se zbytek nebo
¢ast zbytku znovu extrahuje kyselinou chlorovodikovou (postup B).
Obsah hrubych oleji a tukil je souctem vysledkil postupi A a B.

Vyjadreni vysledku

Hmotnost zbytku se vyjadii jako procento vzorku.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u téhoz
vzorku tymz laborantem nesmi ptekrocit:

— 0,2 % v absolutni hodnoté u obsahu hrubych oleji a tukti niz§iho
nez 5 %,

— 4,0 % relat. z hodnoty nejvyssiho vysledku u obsahu 5-10 %,

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

Poznamky

U produktt s vysokym obsahem olejii a tuki, které se obtizné¢ melou
nebo u kterych je obtizné odebrat homogenni redukovany zkuSebni
vzorek, se postupuje timto zptisobem:

Navazi se 20 g vzorku s pfesnosti na 1 mg, promichd se s 10 nebo vice
gramy bezvodého siranu sodného (bod 3.2). Extrahuje se petroletherem
(bod 3.1) podle bodu 5.1. Ziskany extrakt se doplni petroletherem (bod
3.1) na objem 500 ml a promicha. Do malé, suché, pfedem zvazené
bailky s ulomky pemzy se odméii 50 ml tohoto roztoku. Rozpoustédlo
se oddestiluje a po vysusSeni se postupuje podle posledniho odstavce
bodu 5.1.

Ze zbytku po extrakci v patroné se odstrani veskeré rozpoustédlo
a zbytek se umele tak, aby prosel sitem s oky 1 mm. Potom se vrati
do extrakéni patrony (siran sodny se jiz nepfidava) a postupuje se podle
druhého a tietiho odstavce bodu 5.1.

Obsah oleji a tukd se vypocte jako procento vzorku podle tohoto
vzorce:

(101’111 +m2) x5

kde:

B
Il

hmotnost zbytku po prvni extrakci v gramech (alikvotni ¢asti
extraktu),

m, = hmotnost zbytku po druhé extrakci v gramech.
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8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

4.2.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

U nékterych produktd (napf. s nizkym obsahem oleji a tukid) se muze
hmotnost zkuSebniho vzorku zvysit.

Krmivo pro zvifata v zajmovém chovu, které ma vysoky obsah vody, je
tieba pfed hydrolyzou a extrakei podle postupu B smichat s bezvodym
siranem sodnym.

V bod¢ 5.2 mize byt G¢inngjsi pii promyvani filtraéniho zbytku pouzit
horkou vodu misto studené.

U nékterych krmiv muze byt zapotiebi prodlouzit dobu suseni nad
1,5 hod. Je vsak tfeba zamezit pfiliSnému vysuSeni, které muze vést
k niz§im vysledktim. Lze pouzit i mikrovlnnou susarnu.

H. STANOVENI OBSAHU HRUBE VLAKNINY
Ukel a oblast pouziti

Tato metoda umoziiuje stanovit v krmivu obsah tukuprostych organic-
kych latek, které jsou nerozpustné v roztoku kyseliny a zasady a jsou
bézné nazyvany hrubd vldknina.

Tato metoda neni pouzitelna v pfipadé lignoceluldzy a rostlinného uhli
(prili§ jemné castice).

Princip

Vzorek se v piipadé potieby odtuéni a plsobi se na n¢j postupné
vroucim roztokem kyseliny sirové a hydroxidu draselného o piesné
stanovené koncentraci. Zbytek se oddéli filtraci pres sklenény filtracni

kelimek, promyje, vysusi, zvaZi a spali pii teplotd 475-500 °C. Ubytek
vahy po spaleni odpovida obsahu hrubé vldkniny ve zkuSebnim vzorku.

Cinidla
Kyselina sirova, ¢ = 0,13 mol/l.
Odpénovaci ¢inidlo (napf. n-oktanol).

Filtra¢ni pomticka (Celit 545 nebo obdobnd) zihana pii 500 °C po Ctyfi
hodiny (bod 8.6).

Aceton.

Petrolether, bod varu 40-60 °C.

Kyselina chlorovodikova, ¢ = 0,5 mol/l.

Roztok hydroxidu draselného, ¢ = 0,23 mol/l.

Piistroje

Zahfivaci jednotka pro mineralizaci roztokem kyseliny sirové a hydro-
xidu draselného, s oporou pro filtra¢ni kelimek (bod 4.2) a vybavena
vypoustéci trubici s ventilem na vypousténé kapaliny a vakuum, popfi-
pad¢ stlaceny vzduch. Kazdy den se zafizeni pfed pouzitim pét minut
ptredehfiva vrouci vodou.

Sklenény filtracni kelimek s porézni vlozkou (fritou) ze slinutého skla
o velikosti pora 40-90 um. Pfed prvnim pouzitim se kelimek nékolik

minut zahfeje na 500 °C a potom vychladi (bod 8.6).

Hydrolyza¢ni nadobka o objemu nejméné 270 ml se zpétnym chladi-
¢em, vhodnd pro vafeni.

Susarna s regulaci teploty.
Muflova pec s regulaci teploty.

Extrakéni jednotka s oporou pro filtracni kelimek (bod 4.2) vybavena
vypoustéci trubici s ventilem na vypousténé kapaliny a vakuum.
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4.7.

Spojovaci krouzky pro spojeni zahiivaci jednotky (bod 4.1), filtra¢niho
kelimku (bod 4.2) a hydrolyzac¢ni nadobky (bod 4.3) a pro pfipojeni
kelimku ke studené extrakéni jednotce (bod 4.6).

Postup

Do filtra¢niho kelimku (bod 4.2) se navazi 1 g pfipravené¢ho vzorku
s pfesnosti na 1 mg (viz poznamky v bodech 9.1, 9.2 a 9.3) a prida se
1 g filtracni pomucky (bod 3.3).

Filtra¢ni kelimek (bod 4.2) se pfipoji k zahfivaci jednotce (bod 4.1)
a poté k hydrolyzacni nadobce (bod 4.3). Do spojené hydrolyzacni
nadobky a filtratniho kelimku se nalije 150 ml vrouciho roztoku kyse-
liny sirové (bod 3.1) a v ptipad¢ potfeby se pfida nékolik kapek odpé-
novaciho ¢inidla (bod 3.2).

Kapalina se piivede béhem 5 + 2 minut do varu a intenzivné se vafi
presné 30 minut.

Otevie se vypoustéci ventil (bod 4.1) a kyselina sirova se odsaje za
pouziti vakua pies filtraéni kelimek a zbytek se promyje tiikrat 30 ml
vrouci vody, vzdy do uplného odsati po kazdém promyti.

Vypoustéci ventil se uzavie, piida se 150 ml vrouciho roztoku hydro-
xidu draselného (bod 3.7) do spojené hydrolyza¢ni nadobky a filtrac-
niho kelimku a ptida se nékolik kapek odpénovaciho ¢inidla (bod 3.2).
Kapalina se pfivede béhem 5 + 2 minut do varu a intenzivné se vafi
presné 30 minut. Piefiltruje se a zopakuje se promyvani jako u kyseliny
sirové.

Po skonceni promyvani a odsavani se filtracni kelimek se svym
obsahem odpoji a pfipoji se ke studené extrakéni jednotce (bod 4.6).
Za pouziti vakua se zbytek promyje ve filtraénim kelimku tfikrat 25 ml
acetonu (bod 3.4), vzdy do uplného odsati po kazdém promyti.

Filtracni kelimek se vysusi do konstantni hmotnosti v suSarné pii
teplot¢ 130 °C. Po kazdém vysuSeni a ochlazeni v exsikdtoru se
vzdy rychle zvazi. Filtra¢ni kelimek se vlozi do muflové pece a spaluje
pii 475-500 °C nejméné 30 minut do konstantni hmotnosti (Ubytek
hmotnosti mezi dvéma po sob¢ nasledujicimi vazenimi nesmi byt
veétsi nez 2 mg).

Po kazdém spalovani a ochlazeni nejprve v peci a potom v exsikatoru
se zvazi.

Provede se slepa zkouska bez zkouseného vzorku. Ubytek hmotnosti po
spalovani nesmi byt vétsi nez 4 mg.

Vypocet vysledki

Obsah hrubé vlakniny jako procento vzorku se vypocte podle tohoto
vzorce:

(mo — my) x 100
m

X =

kde:

2
[

= hmotnost vzorku v g,

my = ubytek hmotnosti po spaleni pfi vlastnim stanoveni v g,

m; = ubytek hmotnosti po spaleni pfi slepé zkouSce v g.
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9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u téhoz
vzorku nesmi ptekrocit:

— 0,6 % v absolutni hodnoté u obsahu hrubé vldkniny nizSiho nez
10 %,

— 6 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku u obsahu hrubé vlakniny
10 % a vice.

Reprodukovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni provedenych u téhoz vzorku
v rliznych laboratofich nesmi piekrocit:

— 1,0 % v absolutni hodnoté u obsahu hrubé vlakniny nizsiho nez
10 %,

— 10 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku u obsahu hrubé vlakniny
10 % a vice.

Poznamky

Krmiva, kterd obsahuji vice nez 10 % hrubého tuku, musi byt pred
analyzou odtu¢néna petroletherem (bod 3.5). Filtraéni kelimek (bod
4.2) s obsahem se pfipoji ke studené extrakéni jednotce (bod 4.6)
a zbytek se za pouziti vakua promyje tfikrat 30 ml petroletheru,
vzdy do uplného odsati. Potom se kelimek se svym obsahem pfipoji
k zahfivaci jednotce (bod 4.1) a pokracuje se podle bodu 5.

Krmiva obsahujici tuk, ktery nelze pfimo extrahovat petroletherem
(bod 3.5), musi byt odtucnéna podle bodu 8.1 a potom jesté jednou
po varu s kyselinou. Po varu s kyselinou a nasledném promyti se
filtracni kelimek se svym obsahem pfipoji ke studené extrakéni
jednotce (bod 4.6) a promyje se tiikrat 30 ml acetonu a nasledné trikrat
30 ml petroletheru. Odsaje se do sucha za pouziti vakua a pokracuje se
ve zkousce podle bodu 5 od pridani hydroxidu draselného.

Pokud krmivo obsahuje vice nez 5 % uhli¢itanti vyjadfenych jako
uhli¢itan vapenaty, piipoji se filtra¢ni kelimek (bod 4.2) s navazenym
vzorkem k zahfivaci jednotce (bod 4.1). Vzorek se promyje tiikrat
30 ml kyseliny chlorovodikové (bod 3.6). Po kazdém pfidani kyseliny
se filtruje po minutové prodlevé. Nakonec se promyje 30 ml vody
a pokracuje se podle bodu 5.

Pokud se pouziva pristroj ve formé stojanu (nékolik filtracnich kelimkt
je piipojeno k jedné zahfivaci jednotce), nesmi se provadét dvé para-
lelni stanoveni u téhoz vzorku ve stejné sérii.

Pokud je po varu obtizné kyselé a zasadité roztoky prefiltrovat, pouzije
se stlaceny vzduch z odvodni trubice zahfivaci jednotky a potom se
pokracuje ve filtraci.

Teplota spalovani nesmi piesahnout 500 °C, aby se prodlouzila zivot-
nost sklenénych filtracnich kelimkt. Béhem zahfivani a ochlazovani
nesmi byt kelimky vystaveny nadmérnému teplotnimu Soku.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.8.3.

3.9.

I. STANOVENI OBSAHU CUKRU
Ukel a oblast pouziti

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu redukujicich cukrti a celko-
vého obsahu cukri po inverzi vyjadfenych jako glukéza nebo
v prislusném pfipadé sacharéza s pouzitim faktoru 0,95. Je pouzitelna
pro krmné smési. Pro ostatni krmiva jsou pouzivany zvlaStni metody.
Je-li to nutné, mtize byt obsah laktéozy méfen zvlaSt' a potom zahrnut
do celkového vysledku.

Tato metoda se pouzije pro stanoveni obsahu cukri pro vypocet ener-
getické hodnoty krmiva.

Ma-li byt obsah cukru stanoven pro jiné ucely, lze pouzit jiné metody
analyzy.

Princip

Cukry se vyextrahuji zfedénym ethanolem. Roztok se vycefi Carrezo-
vymi ¢inidly I a II. Ethanol se odstrani a mnozstvi cukri pied inverzi
a po inverzi se stanovi Luff-Schoorlovou metodou.

Cinidla

Roztok ethanolu 40 % (v/v), hustota: 0,948 g/ml pii 20 °C, neutrali-

zovany na fenolftalein.

Carrezovo ¢inidlo I: ve vodé se rozpusti 21,9 g octanu zine¢natého, Zn
(CH5CO00),2H,0 a 3 g ledové kyseliny octové. Doplni se vodou na
100 ml.

Carrezovo ¢inidlo II: ve vodé se rozpusti 10,6 g hexakyanidozeleznatanu
draselného K4[Fe(CN)4]-3H,0. Doplni se vodou na 100 ml.

Roztok methyloranze 0,1 % (w/v).
Kyselina chlorovodikova 4 mol/l.
Kyselina chlorovodikova 0,1 mol/l.
Roztok hydroxidu sodného 0,1 mol/l.
Luff-Schoorlovo ¢inidlo:

Za opatrného michani se nalije roztok kyseliny citronové (bod 3.8.2) do
roztoku uhli¢itanu sodného (bod 3.8.3). Pfida se roztok siranu médna-
tého (bod 3.8.1) a doplni se vodou na 1 litr. Necha se pfes noc usadit
a pak se prefiltruje.

Zkontroluje se koncentrace takto ziskaného cinidla (Cu — 0,05 mol/l;
Na,CO5; — 1 mol/l), viz posledni odstavec bodu 5.4. pH tohoto roztoku
musi byt piiblizné 9,4.

Roztok siranu médnatého: ve 100 ml vody se rozpusti 25 g siranu
meédnatého (CuSO4-5H,0) prostého zeleza.

Roztok kyseliny citronové: v 50 ml vody se rozpusti 50 g kyseliny
citronové (CsHgO,°H,0).

Roztok uhli¢itanu sodného: v pfiblizné 300 ml teplé vody se rozpusti
143,8 g bezvodého uhli¢itanu sodného. Necha se vychladnout.

Roztok thiosiranu sodného 0,1 mol/l.

Roztok skrobu: ve 30 ml vody se rozpusti 5 g Skrobu a tato smés se
pfida do 1 litru vrouci vody. Vaii se tfi minuty, necha se vychladnout
a v piipadé potieby se ptida 10 mg jodidu rtutnatého jako stabilizatoru.
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5.2.

5.3.

5.4.

Kyselina sirova 3 mol/l.

Roztok jodidu draselného 30 % (w/v).

Granulovana pemza vyvafena v kyselin¢ chlorovodikové, promyta
vodou a vysusena.

3-Methylbutan-1-ol.

Piistroje

Michaci zafizeni: pfiblizné 35 az 40 ot/min.

Postup
Extrakce vzorku

Do 250 ml odmérné banky se navazi 2,5 g vzorku s pfesnosti na 1 mg.
Ptida se 200 ml ethanolu (bod 3.1) a micha se po dobu jedné hodiny na
michacim zafizeni. Pfida se 5 ml Carrezova ¢inidla I (bod 3.2) a micha
se priiblizné¢ 30 sekund. Ptida se 5 ml Carrezova ¢inidla II (bod 3.3)
a znovu se micha jednu minutu. Doplni se po znacku ethanolem (bod
3.1), homogenizuje a prefiltruje. Odpipetuje se 200 ml filtratu a odpafi
se na piiblizné polovinu objemu, aby se odstranila vétSina ethanolu.
Zbytek po odpafovani se kvantitativné prevede do 200 ml odmérné
banky pomoci teplé vody, zchladi se, doplni se vodou po znacku,
homogenizuje a v ptipadé potieby prefiltruje. Tento roztok se pouzije
pro stanoveni obsahu redukujicich cukrii a po inverzi pro stanoveni
celkového obsahu cukrti.

Stanoveni redukujicich cukrii

Odpipetuje se maximalné¢ 25 ml roztoku, ktery obsahuje méné nez
60 mg redukujicich cukrt vyjadfenych jako glukoza. V ptipadé potieby
se odpipetovany objem doplni destilovanou vodou na 25 ml. Obsah
redukujicich cukrt se stanovi Luff-Schoorlovou metodou. Vysledek se
vyjadii jako procentni obsah glukézy ve vzorku.

Stanoveni celkového obsahu cukrii po inverzi

Do 100 ml odmérné banky se odpipetuje 50 ml roztoku. Prida se
nékolik kapek roztoku methyloranze (bod 3.4) a potom se za stalého,
opatrného michani prida kyselina chlorovodikova (bod 3.5), az se kapa-
lina trvale zbarvi do Cervena. Poté se pfida 15 ml kyseliny chlorovo-
dikové (bod 3.6) a banka se ponoii do silné vrouci vodni lazné, kde se
ponecha 30 minut. Rychle se vychladi na pfiblizné 20 °C a pfida se
15 ml roztoku hydroxidu sodného (bod 3.7). Doplni se vodou do 100 ml
a homogenizuje. Odpipetuje se maximalné 25 ml roztoku, ktery obsa-
huje méné nez 60 mg redukujicich cukrii vyjadfenych jako glukoza.
V pripadé potfeby se odpipetovany objem doplni destilovanou vodou
na 25 ml a obsah redukujicich cukrid se stanovi Luff-Schoorlovou
metodou. Vysledek se vyjadii jako procento glukézy nebo, v piislusném
pripad¢, sachardzy po vynasobeni faktorem 0,95.

Titrace Luff-Schoorlovou metodou

Do 300 ml Erlenmeyerovy bariky se odpipetuje 25 ml Luff-Schoorlova
¢inidla (bod 3.8); piida se presné 25 ml vyéefeného cukerného roztoku.
Pridaji se dvé granule pemzy (bod 3.13) a pfi ruénim michani se
zahfiva nad otevienym plamenem stfedni délky tak, aby se kapalina
ptivedla pfiblizné beéhem dvou minut do varu. Pak se Erlenmeyerova
banka neprodlené umisti na azbestem potazenou draténou sitku
s otvorem o pruméru pfiblizné 6 cm, pod kterou byl zapalen plamen.
Tento plamen musi byt regulovan tak, aby se zahfivalo pouze dno
Erlenmeyerovy banky. K Erlenmeyerové baince se pfipoji zpétny
chladi¢ vafi se presné deset minut. Potom se barika ihned ochladi ve
studené vodé¢ a pfiblizné po péti minutach se titruje takto:
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7.2.

8.2.

8.3.

Do banky se pfida 10 ml roztoku jodidu draselného (bod 3.12) a ihned
poté (opatrné, vzhledem k riziku nadmérného pénéni) se pfida 25 ml
kyseliny sirové (bod 3.11). Titruje se roztokem thiosiranu sodného (bod
3.9), az se objevi kalné zluta barva. Pak se pifida skrobovy indikator
(bod 3.10) a titrace se dokon¢i.

Stejna titrace se provede s presné odméfenou smési 25 ml Luff-Scho-
orlova ¢inidla (bod 3.8) a 25 ml vody, po pfidani 10 ml roztoku jodidu
draseln¢ho (bod 3.12) a 25 ml kyseliny sirové (bod 3.11) bez vafeni.

Vypocet vysledki

S pouzitim tabulky se stanovi obsah glukézy v mg, ktery odpovida
rozdilu mezi hodnotami obou titraci vyjadfenych v ml thiosiranu
sodného 0,1 mol/l. Vysledek se vyjadii jako procento vzorku.

Zvlastni postupy

V ptipad¢ krmiv bohatych na melasu a jinych krmiv, kterd nejsou zcela
homogenni, se do 1 000 ml odmérné banky navazi 20 g vzorku a ptida
se 500 ml vody. Micha se jednu hodinu na michacim zafizeni. Vyceri
se Carrezovymi ¢inidly I (bod 3.2) a II (bod 3.3), jak je uvedeno
v bodé¢ 5.1, ale v tomto piipad¢ se Ctyindsobnym mnozstvim obou
¢inidel. Doplni se po znacku 80 % ethanolem (v/v).

Homogenizuje se a prefiltruje. Ethanol se odstrani postupem uvedenym
v bodé¢ 5.1. Pokud ve smési neni zadny dextrinovany skrob, doplni se
po znacku destilovanou vodou.

V piipadé melas a krmnych surovin, které jsou bohaté na cukry a témét
bez skrobu (svatojansky chléb, suSené fepné fizky atd.), se odvazi 5 g,
vlozi se do 250 ml odmérné banky, pfida se 200 ml destilované vody
a michd se na michacim zafizeni po dobu jedné hodiny a v ptipadé
potieby i déle. Vycefi se Carrezovymi ¢inidly I (bod 3.2) a II (bod
3.3), jak uvedeno v bodé¢ 5.1. Doplni se po znacku studenou vodou,
homogenizuje a prefiltruje. Pro stanoveni celkového obsahu cukrt se
dale postupuje podle bodu 5.3.

Poznamky

Pro zamezeni pénéni se doporucuje ptidat (bez ohledu na objem
vzorku) pfiblizné 1 ml 3-methylbutan-1-olu (bod 3.14) pfed varem
s Luff-Schoorlovym ¢inidlem.

Rozdil mezi celkovym obsahem cukri po inverzi vyjadienych jako
glukéza a obsahem redukujicich cukra vyjadienych jako glukoza
vynasobeny koeficientem 0,95 udava procentni obsah sachar6zy.

Pro stanoveni obsahu redukujicich cukrt, s vyjimkou laktézy, mohou
byt pouzity dvé metody:

Pro pftiblizny vypocet se obsah laktézy stanoveny jinou metodou
analyzy vynasobi koeficientem 0,675 a vysledek se odecte od obsahu
redukujicich cukri.

Pro pfesny vypocet obsahu redukujicich cukrt, s vyjimkou laktozy, se
tentyz vzorek musi pouzit pro dvé konec¢na stanoveni. Jedna analyza se
provede s ¢asti roztoku ziskané¢ho podle bodu 5.1, druha analyza se
provede s Casti roztoku ziskaného pii stanoveni laktéozy metodou
uréenou pro tento ucel (po fermentaci ostatnich druhti cukri a vycetent).
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V obou piipadech se obsah pfitomného cukru stanovi Luff-Schoorlovou
metodou a vyjadii v mg glukézy. Jedna hodnota se odeCte od druhé
a rozdil se vyjadii jako procento vzorku.

Priklad

Oba objemy odpovidaji pro kazdé stanoveni vzorku o hmotnosti
250 mg.

V prvnim piipad¢ je spotfebovano 17 ml roztoku thiosiranu sodného
s koncentraci 0,1 mol/l, coz odpovida 44,2 mg glukézy. V druhém
ptipad¢ je spotiebovano 11 ml téhoz roztoku, coz odpovida 27,6 mg
glukozy.

Rozdil ¢ini 16,6 mg glukodzy.

Obsah redukujicich cukrii (s vyjimkou laktdézy) vyjadienych jako
glukoza je tedy:

4% 16,6
10

=6,64%

Tabulka hodnot pro 25 ml Luff-Schoorlova cinidla

ml roztoku thiosiranu sodného (Na,S,03) 0,1 mol/l, dvé minuty
zahFivani k varu a deset minut varu

Glukoza, fruktoza.

Na,S,05 . >, ? Laktoza Na,S,05
0,1 mol/l ‘“"é?lr{“] 20(;12(ry CpaHa05, 0,1 mol/l
ml mg rozdil mg rozdil ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4.8 2,4 7,3 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 224 2,6 33,2 3,8 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 10
11 27,6 2,7 40,8 3.8 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 16
17 442 2,9 63,8 3,9 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 22
23 62,2 88,0 23

J. STANOVENI OBSAHU LAKTOZY
Ukel a oblast pouziti
Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu laktéozy v krmivech obsahu-
jicich vice nez 0,5 % laktozy.
Princip

Cukry se rozpusti ve vodé. Roztok se vystavi fermentaénimu uéinku
kvasinek Saccharomyces cerevisiae, které ponechaji laktéozu v nezmé-
néném stavu. Po vycefeni a filtraci se obsah laktozy ve filtratu stanovi
Luff-Schoorlovou metodou.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.4.1.

3.4.2.

3.4.3.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Cinidla

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae — suspenze: ve 100 ml vody se
suspenduje 25 g Cerstvého drozdi. Suspenze vydrzi v chladni¢ce maxi-
malné jeden tyden.

Carrezovo ¢inidlo I: ve vodé se rozpusti 21,9 g octanu zinec¢natého, Zn
(CH5C00),-2H,0 a 3 g ledové kyseliny octové. Doplni se vodou na
100 ml.

Carrezovo ¢inidlo II: ve vodeé se rozpusti 10,6 g hexakyanidozeleznatanu
draselného K4[Fe(CN)g] -3H,0. Doplni se vodou na 100 ml.

Luff-Schoorlovo ¢inidlo:

Za opatrného michani se nalije roztok kyseliny citronové (bod 3.4.2) do
roztoku uhli¢itanu sodného (bod 3.4.3). Pfida se roztok siranu méd’na-
tého (bod 3.4.1) a doplni se vodou na 1 litr. Necha se pfes noc usadit
a pak se prefiltruje. Zkontroluje se koncentrace takto ziskaného ¢inidla
(Cu — 0,05 mol/l; Na,CO3 1 mol/l). pH tohoto roztoku musi byt
ptiblizné 9.4.

Roztok siranu médnatého: ve 100 ml vody se rozpusti 25 g siranu
méd’natého (CuSO4 5H,0) prostého Zeleza.

Roztok kyseliny citronové: v 50 ml vody se rozpusti 50 g kyseliny
citronové (C4HgO7°H,0).

Roztok uhli¢itanu sodného: v piiblizné 300 ml teplé vody se rozpusti
143,8 g bezvodého uhli¢itanu sodného. Necha se vychladnout.

Granulovana pemza vyvafena v kyselin¢ chlorovodikové, promyta
vodou a vysusena.

Roztok jodidu draselného 30 % (w/v).

Kyselina sirova 3 mol/l.

Roztok thiosiranu sodného 0,1 mol/l.

Roztok skrobu: ve 30 ml vody se rozpusti 5 g skrobu a tato smés se
pfidd do jednoho litru vrouci vody. Vaii se tifi minuty, nechd se
vychladnout a v piipadé potieby se piida 10 mg jodidu rtutnatého
jako stabilizatoru.

Piistroje

Vodni lazen s termostatem nastavenym na 38-40 °C.

Postup

Do 100 ml odmérné banky se navazi 1 g vzorku s pfesnosti na 1 mg.
Prida se 25-30 ml vody. Banka se umisti do vrouci vodni ldzné na
30 minut a potom se ochladi na teplotu pfiblizné¢ 35 °C. Pfida se 5 ml
suspenze kvasinek (bod 3.1) a homogenizuje. Obsah bainky se necha
stat po dobu dvou hodin ve vodni lazni o teploté 38—40 °C a potom se
ochladi na teplotu pfiblizné 20 °C.

Pfida se 2,5 ml Carrezova ¢inidla I (bod 3.2) a 30 sekund se micha.
Potom se ptida 2,5 ml Carrezova ¢inidla II (bod 3.3) a znovu se micha
30 sekund. Doplni se vodou na 100 ml, zamicha se a ptefiltruje. Do
300 ml Erlenmeyerovy banky se odpipetuje Cast filtratu, nejvyse 25 ml,
ktera obsahuje pokud mozno 40-80 mg laktdzy. Pokud je tieba, doplni
se vodou na 25 ml.
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Stejnym zpusobem se provede slepa zkouska s 5 ml suspenze kvasinek
(bod 3.1). Stanovi se obsah laktéozy Luff-Schoorlovou metodou timto
zpusobem: pfidd se piesné 25 ml Luff-Schoorlova ¢inidla (bod 3.4)
a dvé granule pemzy (bod 3.5). Pfi ruénim michani se zahiiva nad
otevienym plamenem stfedni délky tak, aby se kapalina pftivedla
ptiblizné¢ béhem dvou minut do varu. Pak se Erlenmeyerova baika
neprodlené¢ umisti na azbestem potazenou draténou sitku s otvorem
o pruméru piiblizné 6 cm, pod kterou byl zapalen plamen. Tento
plamen musi byt regulovan tak, aby se zahtivalo pouze dno Erlenmeye-
rovy barniky. K Erlenmeyerové baiice se pfipoji zpétny chladi¢. Vafi se
presné deset minut. Potom se bainka ihned ochladi ve studené vodé
a ptiblizné po péti minutach se titruje takto:

Pfida se 10 ml roztoku jodidu draselného (bod 3.6) a ihned poté
(opatrng€, vzhledem k riziku nadmérného pénéni) se pfida 25 ml kyse-
liny sirové (bod 3.7). Titruje se roztokem thiosiranu sodného (bod 3.8),
az se objevi kalné zlutd barva. Pak se ptida Skrobovy indikator (bod
3.9) a titrace se dokonci.

Stejna titrace se provede s pfesné odméienou smési 25 ml Luff-Scho-
orlova ¢inidla (bod 3.4) a 25 ml vody, po pfidani 10 ml roztoku jodidu
draselné¢ho (bod 3.6) a 25 ml kyseliny sirové (bod 3.7) bez vafeni.

Vypocet vysledki

S pouzitim tabulky uvedené nize se stanovi obsah laktozy v mg, ktery
odpovida rozdilu mezi vysledky dvou titraci, vyjadfenych v ml roztoku
thiosiranu sodného 0,1 mol/l.

Vysledek se vyjadii jako bezvoda laktéza vyjadiend jako procento
vzorku.

Pozniamka
1. U produktti obsahujicich vice nez 40 % zkvasitelného cukru se

pouzije vice nez 5 ml suspenze kvasinek (bod 3.1).

2. 'V krmivu ,se snizenym obsahem laktozy* (napi. mléko pro kocky)
se laktoza preménuje na fruktozu, kterd neni do dvou hodin zcela
fermentovana, coz vede k vy$Sim nebo faleSné pozitivnim
vysledkim (jelikoz rezidua fruktézy zlstavaji v extraktu).

Tabulka hodnot pro 25 ml Luff-Schoorlova cinidla

ml roztoku thiosiranu sodného (Na,S,0;) 0,1 mol/l, dvé minuty
zah¥ivani k varu a deset minut varu

Glukoza, fruktoza
Na,S,03 . ’, ? Laktoza Na,S,03
0,1 mol/l ‘“Vg?:u%‘:“y C1Hy0n, 0.1 moll
ml mg rozdil mg rozdil ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4.8 2,4 7,3 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 9
10 25,0 2,6 37,0 3.8 10
11 27,6 2,7 40,8 3.8 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14




02009R0152 — CS — 04.04.2024 — 009.001 — 64

3.2.

3.3.

Na,8,05 Gl;‘lf/‘frfr’ﬁfi‘ﬁgr‘;za’ Laktoza Na,$,05
0,1 mol/l CeH 120, C12H2,01, 0,1 mol/l
ml mg rozdil mg rozdil ml

15
15 38,5 2,8 56,0 3.9 16
16 41,3 2,9 59,9 3.9 17
17 44,2 2,9 63,8 3.9 18
18 47,1 2,9 67,7 4,0 19
19 50,0 3,0 71,7 4,0 20
20 53,0 3,0 75,7 4,1 21
21 56,0 3,1 79,8 4,1 22
22 59,1 3,1 83,9 4,1 23
23 62,2 88,0

K. STANOVENI OBSAHU SKROBU
— POLARIMETRICKA METODA —
Ukel a oblast pouZiti

Tato metoda umoznuje stanoveni obsahu Skrobu a degradacnich
produktd Skrobu s vysokou molekularni hmotnosti v krmivech za
ucelem kontroly shody s deklarovanou energetickou hodnotou (ustano-
veni v piiloze VII) a s nafizenim (ES) ¢. 767/2009.

Tato metoda se pouzije pro stanoveni obsahu $krobu pro vypocet ener-
getické hodnoty krmiva.

Ma-li byt obsah skrobu stanoven pro jiné tcely, lze pouzit jiné metody
analyzy.

Princip

Metoda zahrnuje dvé stanoveni. V prvnim stanoveni je vzorek
podroben pusobeni ziedéné kyseliny chlorovodikové. Po vycefeni a filt-
raci je polarimetricky méfena opticka otacivost roztoku.

V druhém stanoveni je vzorek extrahovan 40 % ethanolem. Po okyse-
leni filtratu kyselinou chlorovodikovou, vycefeni a filtraci je opticka
otacivost roztoku méfena stejné jako u prvniho stanoveni.

Rozdil mezi témito dvéma méfenimi nasobeny znamym faktorem
udava obsah skrobu ve vzorku.

Cinidla

Kyselina chlorovodikova, roztok 25 % (w/w), hustota: 1,126 g/ml.

Kyselina chlorovodikova, roztok 1,13 % (w/v).

Koncentrace se musi zkontrolovat titraci za pouziti roztoku hydroxidu
sodného 0,1 mol/l a pfitomnosti 0,1 % (w/v) methyl¢ervené v 94 %
(v/v) ethanolu. Pro neutralizaci 10 ml je zapotiebi 30,94 ml NaOH
0,1 mol/l.

Carrezovo c¢inidlo I: ve vodé se rozpusti 21,9 g octanu zine¢natého, Zn
(CH5CO0),-2H,0 a 3 g ledové kyseliny octové. Doplni se vodou na
100 ml.
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3.4.

3.5.

4.2.

5.2.

5.3.

Carrezovo ¢inidlo II: ve vodeé se rozpusti 10,6 g hexakyanidozeleznatanu
draselného K4[Fe(CN)¢]-3H,0. Doplni se vodou na 100 ml.

Ethanol, roztok 40 % (v/v), hustota: 0,948 g/ml pii 20 °C.

Piistroje

250 ml Erlenmeyerova baiika se standardnim sklenénym zabrusem
a zpétnym chladi¢em.

Polarimetr nebo sacharimetr.

Postup
Priprava vzorku

Vzorek se rozemele tak, aby prosel sitem s kulatymi oky o velikosti
0,5 mm.

Stanoveni celkové optické otacivosti (P nebo S) (viz poznamka 7.1)

Do 100 ml odmérné banky se navazi 2,5 g umletého vzorku s presnosti
na 1 mg. Prida se 25 ml kyseliny chlorovodikové (bod 3.2), protiepe
se, aby se zkuSebni vzorek rovnomérné rozprostiel, a potom se piida
dal8ich 25 ml kyseliny chlorovodikové (bod 3.2). Baika se ponofi do
vrouci vodni 14zn¢ a prvni tfi minuty se s ni intenzivné tfepe, aby
nedoslo k tvorbé shlukd. Mnozstvi vody ve vodni lazni musi byt
takové, aby pii ponofeni bailky do l4dzn¢ nedoSlo k preruseni varu.
Béhem protfepavani nesmi byt bafka vyjmuta z lazn&. Pfesné po
15 minutach se banka vyjme z lazng, ptfida se 30 ml studené vody
a ihned se ochladi na 20 °C.

Prida se 5 ml Carrezova cinidla I (bod 3.3) a pfiblizné 30 sekund se
protiepava. Piida se 5 ml Carrezova cinidla II (bod 3.4) a opét se
protiepava priblizn¢ 30 sekund. Baiika se doplni po znacku vodou,
promicha a prefiltruje. Pokud neni filtrat zcela ¢iry (k tomu dochazi
pouze vyjimecné€), stanoveni se zopakuje s pouzitim vétsiho mnozstvi
Carrezovych cinidel I a II, naptfiklad 10 ml.

Opticka otacivost roztoku se méfi na polarimetru nebo sacharimetru
v 200 mm trubici.

Stanoveni optické otacivosti (P’ nebo S°) latek rozpustnych ve 40 %
ethanolu

Do 100 ml odmérné bariky se navazi 5 g vzorku s piesnosti na 1 mg
a piida se asi 80 ml ethanolu (bod 3.5) (viz poznamka v bodé¢ 7.2).
Banka se necha stat 1 hodinu pii laboratorni teploté; béhem této doby
se Sestkrat dukladné protiepe, aby se zkusebni vzorek zcela promisil
s ethanolem. Doplni se ethanolem (bod 3.5) po znacku, promicha
a prefiltruje.

Odpipetuje se 50 ml filtratu (= 2,5 g vzorku) do 250 ml Erlenmeyerovy
banky, ptida se 2,1 ml kyseliny chlorovodikové (bod 3.1) a dikladné se
protiepe. K Erlenmeyerové barice se ptipoji zpétny chladi¢ a barnka se
ponofi do vrouci vodni lazné. Piesné po 15 minutach se Erlenmeyerova
banka vyjme z laznég, jeji obsah se prevede do 100 ml odmérné barnky,
varna barka se vyplachne malym mnozstvim studené vody a ochladi se
na 20 °C.
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6.1.

6.2.

Potom se vycefi Carrezovymi Cinidly I a II (bod 3.3 a 3.4), doplni se
vodou po znac¢ku, promicha a prefiltruje. Pfi méfeni optické otacivosti
se postupuje podle druhého a tietiho odstavce bodu 5.2.

Vypocet vysledki

Obsah skrobu (v %) se vypocte podle téchto vzorct:

Meéreni na polarimetru

2000 x (P — P’
Obsah skrobu (%) = %
ap
P = celkova opticka otacivost v thlovych stupnich

<
I

opticka otacivost v uhlovych stupnich latek rozpustnych ve
40 % (v/v) ethanolu

[ot]zDO0 = specificka opticka otacivost Cistého skrobu. Konvenéni ¢iselné
hodnoty pfijaté pro tento faktor jsou nasledujici:

+ 185,9°: ryzovy $krob

+ 185,7°:  bramborovy Skrob
+ 184,6°: kukufi¢ny Skrob
+ 182,7:  pSeni¢ny Skrob

+ 181,5°:  je¢ny Skrob

+ 181,3°:  ovesny Skrob

+ 184,0: ostatni typy Skrobu a Skrobovych smési
v krmnych smésich

Meéreni na sacharimetru

2000 (2N x0,665) % (S-S) 266N x(S-§)

Obsah skrobu(%) =

20° 20°
o3 100 o3
S = celkova opticka otacivost ve stupnich sacharizace
S’ = opticka otacivost ve stupnich sacharizace latek rozpustnych ve

40 % (v/v) ethanolu

N = hmotnost sacharézy v g ve 100 ml vody, kterd poskytne ve
200 mm trubici optickou otacivost rovnou 100° sacharizace

16,29 g pro francouzské sacharimetry
26,00 g pro némecké sacharimetry
20,00 g pro smésné sacharimetry

[(Jt]zDOo = specificka opticka otacivost Cistého Skrobu (viz bod 6.1).
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6.3. Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u téhoz
vzorku nesmi piekrocit 0,4 v absolutni hodnoté u obsahu $krobu
nizsiho nez 40 % a 1 % relat. u obsahu skrobu 40 % a vice.

7. Poznamky

7.1. Pokud vzorek obsahuje vice nez 6 % uhli¢itani vyjadfenych jako uhli-
Citan véapenaty, musi byt pfitomné uhli¢itany pred stanovenim celkové
optické otacivosti rozlozeny presné odpovidajicim mnozstvim ziedéné
kyseliny sirové.

7.2. U produkti s vysokym obsahem laktozy, jako napf. suSené mlécéné
sérum nebo suSené odstiedéné mléko, se po pfidani 80 ml ethanolu
(bod 3.5) postupuje nize uvedenym zplsobem. K bafice se piipoji
zpétny chladi¢ a bainka se ponoii do vodni lazné o teploté¢ 50 °C na
30 minut. Necha se vychladnout a dale se pokracuje podle bodu 5.3.

7.3. Pokud jsou v krmivu ve vyznamném mnozstvi pfitomny nize uvedené
krmné suroviny, dochazi k pii stanoveni Skrobu polarimetrickou
metodou interferencim, coz muze zpusobit nespravné vysledky:

— produkty z (cukrové) fepy jako (cukrova) fepna pulpa, (cukrova)
fepnd melasa, smés (cukrové) fepné pulpy a melasy, (cukrova)
fepna vinaza, (fepny) cukr,

— citrusova pulpa,
— Inéné semeno, Inéné expelery, extrahované Inéné semeno,

— ftepkové semeno, fepkové expelery, extrahované fepkové semeno,
fepkové slupky,

— slunecnicové semeno, extrahované slune¢nicové semeno, sluneéni-
cové semeno Castecné loupané, extrahované,

— expelery z kopry, extrahovana kopra,

— bramborova pulpa,

— susené kvasnice,

— produkty bohaté na inulin (napf. chipsy a moucka z topinamburtl),
— Skvarky,

— produkty ze so6jovych bobi.

V téchto piipadech 1ze pouzit metodu analyzy stanovenou v nafizeni
Komise (ES) €. 121/2008 ('). Tuto metodu lze pouzit i pro krmiva
obsahujici mén¢ nez 1 % Skrobu.

(") Nafizeni Komise (ES) ¢. 121/2008 ze dne 11. tnora 2008, kterym se stanovi metoda
analyzy pro stanoveni obsahu Skrobu v pfipraveich pouZivanych k vyzivé zvifat (kod
KN 2309) (Ut. vést. L 37, 12.2.2008, s. 3).
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4.2.

4.3.

5.1

5.2.

7.2.

7.3.

L. STANOVENI OBSAHU HRUBEHO POPELA
Ukel a oblast pouziti

Tato metoda umoznuje stanoveni obsahu hrubého popela v krmivech.

Princip

Vzorek se zpopelni pii 550 °C; zbytek se zvazi.

Cinidla

Dusi¢nan amonny, roztok 20 % (w/v).

Piistroje

Topna deska.
Elektricka muflova pec s termostatem.

Spalovaci kelimky z kifemene, porcelanu nebo platiny, bud’ pravouhlé
(asi 60 x 40 x 25 mm), nebo kulaté (primér 60 az 75 mm, vyska 20 az
40 mm).

Postup

Do spalovaciho kelimku, ktery byl pfedem zahfat na teplotu 550 °C,
ochlazen a zvazen, se s piesnosti na 1 mg navazi ptiblizné 5 g vzorku
(2,5 g v ptipadé produktd, které maji béhem spalovani tendenci zvét-
Sovat svuj objem). Potom se kelimek polozi na topnou desku a postupné
se zahfiva, az latka zuhelnati. Spaluje se podle bodu 5.1 nebo 5.2.

Spalovaci kelimek se vlozi do kalibrované muflové pece zahtaté na
550 °C. Pti této teploté se spaluje, dokud nevznikne bily, lehce Sedy
nebo nacervenaly popel, ktery se zda byt prosty zuhelnatélych &astic.
Kelimek se vlozi do exsikatoru, necha se vychladnout a ihned se zvazi.

Spalovaci kelimek se vlozi do kalibrované muflové pece zahfaté na
550 °C. Spaluje se tfi hodiny. Kelimek se vlozi do exsikatoru, necha
se vychladnout a ihned se zvazi. Spaluje se dal$ich 30 minut, aby se
zajistilo, Ze je dosazend hmotnost popela konstantni (ibytek hmotnosti
mezi dvéma po sobé& nasledujicimi vazenimi nesmi byt vétsi nez 1 mg).

Vypocet vysledkii

Vypocte se hmotnost zbytku po odecteni hmotnosti kelimku (tary).
Vysledek se vyjadii jako procento vzorku.

Poznamky

Popel latek, které se obtizné zpopelnuji, se musi nejprve spalovat
nejméné po dobu tfi hodin. Po vychladnuti se pifida né€kolik kapek
20 % roztoku dusi¢énanu amonného nebo vody (opatrné, aby nedoslo
k rozptylu popela nebo ke tvofeni hrudek). Po vysuSeni v susarné se
pokracuje v kalcinaci. Postup se opakuje podle potieby tak dlouho, az
je zpopelnéni Gplné.

V piipad¢ latek, které jsou rezistentni na proces popsany v bodé 7.1, se
postupuje takto: po spalovani po dobu tii hodin se popel rozmicha
v teplé vodé a piefiltruje se pres maly bezpopelny filtr. Filtr s obsahem
se dale spaluje v ptivodnim kelimku. Filtrat se pfevede do vychlaze-
ného kelimku, odpafi do sucha, opét se spali a popel se zvazi.

V ptipadé olejii a tukui se piesné navazi 25 g vzorku do kelimku
vhodné velikosti. Zuhelnati se zapalenim latky prouzkem bezpopelného
filtra¢niho papiru. Po spaleni se zvlhéi co nejmensim mnozstvim vody.
Vysusi se a spali podle popisu v bodé 5.
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1.1.

1.2.

2.2.

3.2.

3.3.

4.2.

43.

4.4

5.2

M. STANOVEN[ OBSAHU POPELA NEROZPUSTNEHO V KYSE-
LINE CHLOROVODIKOVE

Ukel a oblast pouziti

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu minerdlnich latek nerozpust-
nych v kyseliné chlorovodikové v krmivech. Podle druhu vzorku
mohou byt pouzity dvé rizné metody.

Metoda A: pouzije se pro organické krmné suroviny a pro vétSinu
krmnych smési.

Metoda B: pouzije se pro mineralni krmné smési a krmné smési,
u nichz je obsah latek nerozpustnych v kyseliné chlorovodikové, stano-
veny metodou A, vyssi nez 1 %.

Princip

Metoda A: vzorek se zpopelni, popel se povaii s kyselinou chlorovo-
dikovou a nerozpustény zbytek se prefiltruje a zvazi.

Metoda B: vzorek se rozpusti v kyseliné chlorovodikové. Roztok se
prefiltruje, zbytek na filtru se zpopelni a dale se postupuje podle
metody A.

Cinidla

Kyselina chlorovodikova 3 mol/l.
Kyselina trichloroctova, 20 % (w/v) roztok.
Kyselina trichloroctova, 1 % (w/v) roztok.

Piistroje

Topna deska.
Elektrickd muflova pec s termostatem.

Spalovaci kelimky z kfemene, porcelanu nebo platiny, bud’ pravouhlé
(asi 60 x 40 x 25 mm), nebo kulaté (primér 60 az 75 mm, vyska 20 az
40 mm).

Bezpopelné filtry.

Postup
Metoda A:

Vzorek se zpopelni podle postupu uvedeného v metodé pro stanoveni
obsahu hrubého popela. Miize se pouzit rovnéz popel ziskany pii
uvedeném stanoveni.

Popel se pomoci 75 ml kyseliny chlorovodikové (bod 3.1) ptevede do
250—400 ml kadinky. Uvede se pomalu do varu a mirn¢ se vafi patnact
minut. Teply roztok se piefiltruje pies bezpopelny papirovy filtr
a zbytek na filtru se promyje teplou vodou do vymizeni kyselé reakce.
Filtr s promytym zbytkem se vysu$i a potom zpopelni v predem
zvazeném kelimku pii teploté minimalné 550 °C a maximalné 700 °
C. Necha se vychladnout v exsikatoru a zvazi se.

Metoda B

Do 250-400 ml kadinky se navazi 5 g vzorku s pfesnosti na 1 mg.
Ptida se postupné 25 ml vody a 25 ml kyseliny chlorovodikové (bod
3.1), promicha se a necha se stat, dokud neustane pénéni. Pfida se
dalsich 50 ml kyseliny chlorovodikové (bod 3.1). Po ukonceni vyvoje
plynu se kadinka umisti na vrouci vodni lazen, kde se ponecha 30 minut
nebo v piipadé potieby déle, aby mohlo dojit k hydrolyze veskerého
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

ptitomného Skrobu. Prefiltruje se za horka ptes bezpopelny papirovy
filtr a filtr se promyje 50 ml teplé vody (viz pozndmka 7). Filtr se
zbytkem se vlozi do spalovaciho kelimku, vysus$i se a potom zpopelni
pfi teploté minimalné 550 °C a maximalné 700 °C. Po spaleni se popel
pfevede pomoci 75 ml kyseliny chlorovodikové (bod 3.1) do 250—
400 ml kadinky; pokracuje se podle druhého odstavce bodu 5.1.

Vypocet vysledki

Vypocte se hmotnost zbytku po odecteni hmotnosti kelimku (tary).
Vysledek se vyjadii jako procento vzorku.

Poznamka

Jestlize je filtrace obtizna, je mozné nahradit 50 ml kyseliny chlorovo-
dikové (bod 3.1) 50 ml 20 % (w/v) roztoku kyseliny trichloroctové
(bod 3.2) a zbytek na filtru promyvat teplym 1 % roztokem kyseliny
trichloroctové (bod 3.3).

N. STANOVENI OBSAHU CELKOVEHO FOSFORU

Celkovy fosfor se stanovi takto:

— metodou analyzy stanovenou v normé EN 15510 Krmiva: Metody
vzorkovani a analyz — Stanoveni vapniku, sodiku, fosforu, hot¢iku,
drasliku, zeleza, zinku, médi, manganu, kobaltu, molybdenu a olova
metodou ICP-AES nebo

— metodou analyzy stanovenou v normé EN 15621 Krmiva: Metody
vzorkovani a analyz — Stanoveni vapniku, sodiku, fosforu, hoi¢iku,
drasliku, siry, zeleza, zinku, médi, manganu a kobaltu po tlakovém
rozkladu metodou ICP-AES nebo

— fotometrickou metodou, jak je popsana nize.

FOTOMETRICKA METODA
Ukel a oblast pouziti

Tato metoda umoziiuje stanoveni obsahu celkového fosforu v krmivech.
Je vhodna ptedevsim pro analyzu produkti s nizkym obsahem fosforu.
V uréitych piipadech (u produkti s vysokym obsahem fosforu) je
mozné pouzit gravimetrickou metodu.

Princip

Vzorek se mineralizuje bud suchou cestou (v piipadé organickych
krmiv), nebo mokrou cestou (v pfipadé mineralnich smési a tekutych
krmiv) a prevede se do kyselého roztoku. K tomuto roztoku se piida
molybdatovanadatové ¢inidlo. Optickd hustota zluté¢ zbarveného
roztoku se méti pti 430 nm pomoci spektrofotometru.

Cinidla

Uhli¢itan vapenaty.

Kyselina chlorovodikovd, p,o = 1,10 g/ml (pfiblizné 6 mol/l).
Kyselina dusi¢na, pyy = 1,045 g/ml.

Kyselina dusi¢na, pyo = 1,38-1,42 g/ml.

Kyselina sirova, pyo = 1,84 g/ml.

Molybdatovanadatové ¢inidlo: v odmérné baince o objemu 1 litr se
smicha 200 ml roztoku heptamolybdenanu amonného (bod 3.6.1)
s 200 ml roztoku vanadi¢nanu amonného (bod 3.6.2) a se 134 ml
kyseliny dusi¢né (bod 3.4) a doplni se vodou po znacku.
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3.6.1.

3.6.2.

3.7.

4.2.

4.3.

44,

4.5.

4.6.

Roztok heptamolybdenanu amonného: 100 g heptamolybdenanu amon-
ného (NH4)6Mo0-,0,4-4H,0 se rozpusti v horké vodé¢. Prida se 10 ml
amoniaku (hustota 0,91 g/ml) a doplni se vodou na 1 litr.

Roztok vanadi¢nanu amonného: 2,35 g vanadi¢nanu amonného
NH4VO; se rozpusti ve 400 ml horké vody. Za stalého michani se
pomalu pfiléva 20 ml zfedéné kyseliny dusicné (7 ml HNO; (bod
3.4) + 13 ml H,0O) a doplni se vodou na 1 litr.

Standardni roztok 1 mg fosforu na ml: 4,387 g dihydrogenfosforecnanu
draselného KH,PO4 se rozpusti ve vodé. Doplni se vodou na 1 litr.

Piistroje

Kiemenné, porcelanové nebo platinové spalovaci kelimky.

Elektricka muflova pec s termostatem, regulovana na teplotu 550 °C.

Kjeldahlova banka, 250 ml.

Odmérné banky a pifesné pipety.

Spektrofotometr.

Zkumavky, prumér asi 16 mm, se zatkou o priméru 14,5 mm; objem:
25-30 ml.

Postup
Priprava roztoku

Podle druhu vzorku se pfipravi roztok zpusobem, ktery je uveden
v bodé 5.1.1 nebo 5.1.2.

Obvykly postup

Do Kjeldahlovy banky se navazi 1 g nebo vétsi mnozstvi vzorku
s presnosti na 1 mg. Pfida se 20 ml kyseliny sirové (bod 3.5), banka
se dikladné protiepe, aby se vzorek a kyselina dobie spojily a aby se
zabranilo usazovani vzorku na sténach banky; pak se roztok zahieje
a 10 minut se vaii na bodu varu. Po mirném ochlazeni se pridaji 2 ml
kyseliny dusi¢né (bod 3.4); slabé se zahieje a opét mirné ochladi. Pak
se opét piida trochu kyseliny dusi¢né (bod 3.4) a uvede se opét do
varu. Postup se opakuje tolikrat, az se ziska Ciry roztok. Potom se
ochladi, pfida se trochu vody, kapalina se ptevede do 500 ml odmérné
banky a Kjeldahlova banka se vyplachne horkou vodou. Po ochlazeni
se doplni vodou po znacku, homogenizuje a prefiltruje.

Vzorky, které obsahuji organické latky, ale neob-
sahuji dihydrogenfosforec¢nan vapenaty a hofec-
naty

Do spalovaciho kelimku se navazi pfiblizné 2,5 g vzorku s piesnosti na
1 mg a dokonale se promicha s 1 g uhli¢itanu vapenatého (bod 3.1).
V muflové peci se spaluje pii teploté 550 °C tak dlouho, dokud se
neziska popel bilé nebo Sedé barvy (malé mnozstvi uhlikatych ¢astic
neni na zavadu). Popel se pievede do 250 ml kadinky, ptida se 20 ml
vody a potom se prfidava kyselina chlorovodikova (bod 3.2), dokud
neustane pénéni. Piida se dalSich 10 ml kyseliny chlorovodikové
(bod 3.2). Kadinka se postavi na piskovou lazen a odpati se do sucha,
aby se vyloucily kiemicitany. Zbytek se rozpusti v 10 ml kyseliny
dusi¢né (bod 3.3) a 5 minut vafi na piskové lazni nebo na topné
desce tak, aby nedoslo k uplnému vysuSeni. Kapalina se pievede do
500 ml odmérné barky a kadinka se nékolikrat vymyje horkou vodou.
Po ochlazeni se doplni vodou po znacku, homogenizuje a prefiltruje.
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3.2.

3.3.

3.4.

Vyvoj zbarveni a méreni optické hustoty

Alikvotni mnozstvi filtratu ptipraveného podle bodu 5.1.1 nebo 5.1.2 se
ziedi tak, aby koncentrace fosforu byla maximalné 40 pg/ml. 10 ml
tohoto roztoku se odpipetuje do zkumavky (bod 4.6) a piida se 10 ml
molybdatovanadatového cinidla (bod 3.6). Homogenizuje se a necha se
stat minimalné po dobu 10 minut pii teploté 20 °C. Pak se méii opticka
hustota ve spektrofotometru pii 430 nm proti roztoku pfipravenému
z 10 ml vody a 10 ml molybdatovanadatového cinidla (bod 3.6).

Kalibracni krivka

Ze standardniho roztoku (bod 3.7) se pripravi roztoky, které obsahuji 5,
10, 20, 30 a 40 pg fosforu na jeden ml. Ke kazdym 10 ml téchto
roztokli se piidd 10 ml molybdatovanadatového cinidla (bod 3.6).
Homogenizuje se a nechd se stdit minimalné po dobu 10 minut pii
teploté 20 °C. Pak se méfi optickd hustota, jak je uvedeno v bodé¢
5.2. Kalibraéni kiivka se vytvoii vynesenim hodnot optické hustoty
proti odpovidajicim mnozstvim fosforu. Kfivka je linearni pfi koncen-
traci fosforu 0—40 pg/ml.

Vypocet vysledkii

Obsah fosforu ve zkuSebnim vzorku se stanovi pomoci kalibra¢ni
ktivky.

Vysledek se vyjadii jako procento vzorku.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u téhoz
vzorku nesmi ptekrocit:

— 3 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku u obsahu fosforu méné¢ nez
5 %,

— 0,15 % v absolutni hodnoté u obsahu fosforu 5 % ¢i vice.

0. STANOVENI OBSAHU VE VODE ROZPUSTNYCH CHLORIDU

Ukel a oblast pouZiti

Tato metoda umoznuje stanoveni obsahu ve vodé rozpustnych chlorida
obvykle vyjadfovanych jako chlorid sodny. Je vhodna pro vsechna
krmiva.

Princip

Chloridy se rozpusti ve vod¢. Jestlize produkt obsahuje organickou
hmotu, roztok se vycefi. Roztok se mirn¢ okyseli kyselinou dusi¢nou
a chloridy se vysrazeji pomoci roztoku dusi¢nanu stfibrného jako
chlorid stiibrny. Prebytek dusi¢nanu stiibrného se titruje roztokem
thiokyanatanu amonného podle Volhardovy metody.

Cinidla

Roztok thiokyanatanu amonného 0,1 mol/l.

Roztok dusi¢nanu stiibrného 0,1 mol/l.

Nasyceny roztok siranu zelezitoamonného (NH4)Fe(SO,),.

Kyselina dusiéna, hustota: 1,38 g/ml.
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3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

S5.1.1.

5.2

Diethylether.

Aceton.

Carrezovo ¢inidlo I: ve vodé se rozpusti 21,9 g octanu zine¢natého, Zn
(CH5C0O0),-2H,0 a 3 g ledové kyseliny octové. Doplni se vodou na
100 ml.

Carrezovo ¢inidlo II: ve vodé se rozpusti 10,6 g hexakyanidoZeleznatanu
draselného K4[Fe(CN)g]-3H,0. Doplni se vodou na 100 ml.

Aktivni uhli, chloridi prosté a neabsorbujici chloridy.

Piistroje

Michaci zafizeni: pfiblizn¢ 35 az 40 ot/min.

Postup
Priprava roztoku

Priprava vzorku zavisi na druhu vzorku a roztok se pfipravi podle bodu
5.1.1, 5.1.2 nebo 5.1.3.

Soucasné se provede slepd zkouska bez zkouSeného vzorku.

Vzorky prosté organické hmoty

Do 500 ml odmérné baiiky se navazi maximalné 10 g vzorku s presnosti
na 1 mg tak, aby navazka obsahovala nejvyse 3 g ve vodé¢ rozpustnych
chloridi, pfida se 400 ml vody o teploté priblizn¢ 20 °C a michéd se
30 minut na michacim zafizeni. Potom se doplni po znacku, homoge-
nizuje a prefiltruje.

Vzorky obsahujici organickou hmotu, kromé
produktd uvedenych v bodé 5.1.3

Do 500 ml odmérné banky se navazi pfiblizné 5 g vzorku s presnosti
na 1 mg a | g aktivniho uhli. Pfida se 400 ml vody o teploté priblizné
20 °C a 5 ml Carrezova ¢inidla I (bod 3.7), asi 30 sekund se micha,
pak se pfida 5 ml Carrezova ¢inidla II (bod 3.8). Micha se 30 minut na
michacim zafizeni, potom se doplni po znacku, homogenizuje a prefil-
truje.

Tepelné opracovand krmiva, Inéné pokrutiny,
Inénd moucka, produkty bohaté na Inénou moucku
a jiné produkty bohaté na sliz nebo koloidni latky
(napf. dextrinovany Skrob)

Roztok se pripravi podle bodu 5.1.2, ale nefiltruje se. Dekantuje se
(v ptipadé potieby odstfedi). Do 200 ml odmérné banky se odpipetuje
100 ml supernatantu, smicha se s acetonem (bod 3.6) a doplni se timto
rozpoustédlem po znacku, homogenizuje se a piefiltruje.

Titrace

Do Erlenmeyerovy baiky se odpipetuje 25-100 ml filtratu (podle pied-
pokladaného obsahu chloru) ziskaného podle bodu 5.1.1, 5.1.2 nebo
5.1.3. Alikvotni ¢ast nesmi obsahovat vice nez 150 mg chloru (Cl).
V piipadé potieby se doplni vodou na minimalné 50 ml, piida se 5 ml
kyseliny dusi¢né (bod 3.4), 2 ml nasyceného roztoku siranu Zzelezito-
amonného (bod 3.3) a dvé kapky roztoku thiokyanatanu amonného
(bod 3.1) z byrety naplnéné ke znacce nula. Jinou byretou se ptida
roztok dusi¢nanu stiibrného (bod 3.2) tak, aby se ziskal piebytek 5 ml.
Dale se ptidd 5 ml diethyletheru (bod 3.5) a silné se protiepe, aby
srazenina dobfe koagulovala. Piebytek dusi¢nanu stiibrného se titruje
s roztokem thiokyanatanu amonného (bod 3.1), dokud neni dosazeno
cervenohnédého zabarveni, které vydrzi jednu minutu.
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7.2.

7.3.

Vypocet vysledkii

Obsah ve vodé rozpustnych chloridii (X) vyjadfenych jako procento
chloridu sodného se vypoéte podle tohoto vzorce:

5,845 % (V, — 13)
- m

X

kde:
V, = pridany roztok dusi¢nanu stfibrného 0,1 mol/l v ml
V, = roztok thiokyanatanu amonného 0,1 mol/l pouzity pro titraci

v ml
m = hmotnost vzorku v alikvotni ¢asti v g.

Jestlize byl pii slepé zkousce roztok dusi¢nanu = stfibrného
0,1 mol/l spotfebovan, odecte se tato hodnota z objemu (V; — V;).

Poznamky

Titraci lze provadét také potenciometricky.

V piipadé produkti velmi bohatych na oleje a tuky se vzorek nejprve
odtucni diethyletherem nebo petroletherem.

V piipadé rybich moucek lze titraci provést Mohrovou metodou.
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PRILOHA 1V

METODY ANALYZY PRO KONTROLU OBSAHU POVOLENYCH

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.

3.7.

Q)

DOPLNKOVYCH LATEK V KRMIVECH

A) STANOVENI OBSAHU VITAMINU A

Obsah vitaminu A se stanovi takto:

— metodou analyzy stanovenou v normé EN 17547 Krmiva: Metody
vzorkovani a analyz — Stanoveni obsahu vitaminu A, E a D (') -
Metoda vyuzivajici extrakci a precisténi na pevné fazi (SPE) a vyso-
koucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) nebo

— vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na reverzni fazi (RP-
HPLC) s UV nebo fluorescenéni detekei, jak je popsano v bodech
1 az 9 nize.

Ukel a oblast pouziti

Tato metoda umoznuje stanoveni obsahu vitaminu A (retinolu) v krmi-
vech. Vitamin A zahrnuje all-frans-retinyl-alkohol a jeho cis-izomery,
které se stanovi touto metodou. Obsah vitaminu A se vyjadiuje v mezi-
narodnich jednotkach (IU) na kilogram. Jedna IU odpovida aktivité
0,300 pg all-trans-vitamin-A-alkoholu nebo 0,344 png all-trans-vita-
min-A-acetatu nebo 0,550 pg all-trans-vitamin-A-palmitatu.

Mez stanovitelnosti je 2 000 IU vitaminu A/kg.

Princip

Vzorek se hydrolyzuje ethanolickym roztokem hydroxidu draselného
a vitamin A se extrahuje petroletherem. Rozpoustédlo se odpafi
a zbytek se rozpusti v methanolu a, pokud je to nutné, nafedi se na
vhodnou koncentraci. Obsah vitaminu A se stanovi metodou vysoko-
ucinné kapalinové chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC) s UV
nebo fluorescenéni detekci. Chromatografické parametry jsou vybrany

tak, aby nedochéazelo k separaci all-frans-vitamin-A-alkoholu a jeho
cis-izomeru.

Cinidla
Ethanol, 6 = 96 %

Petrolether, bod varu 40-60 °C

Methanol

Roztok hydroxidu draselného, ¢ = 50 g/100 ml

Roztok askorbatu sodného, ¢ = 10 g/100 ml (viz poznamky v bodé 7.7)
Sulfid sodny, Na,S-xH,O (x = 7-9)

1. Roztok sulfidu sodného, ¢ = 0,5 mol/l v glycerolu, B = 120 g/l (pro x =
9) (viz poznamky v bod¢ 7.8)

Roztok fenolftaleinu, ¢ = 2 g/100 ml v ethanolu (bod 3.1)

Metoda analyzy stanovend v normé EN 17547 se oznacCuje jako alternativni metoda,

ktera se ma pouzit pro ucely tiedni kontroly pro stanoveni obsahu vitaminu A a E namisto
metody popsané pro stanoveni obsahu vitaminu A v ¢asti A této pfilohy a pro stanoveni
obsahu vitaminu E v &asti B této piilohy.
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3.8.

3.9.

3.11.1.

3.12.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

2-Propanol

Mobilni faze pro HPLC: smés methanolu (bod 3.3) a vody, napf.
980 + 20 (v + v). Presny pomér bude ur¢en podle charakteristiky
pouzité kolony.

Dusik, prosty kysliku

All-trans-vitamin-A-acetat, extra Cisty, s ovéfenou aktivitou, napf. 2,80
x 10° 1U/g

Zasobni roztok all-trans-vitamin-A-acetatu: do 100 ml odmérné banky
se s presnosti na 0,1 mg navazi 50 mg vitamin-A-acetatu (bod 3.11).
Rozpusti se v 2-propanolu (bod 3.8) a doplni se jim po znacku. Nomi-
nalni koncentrace vitaminu A v roztoku je 1400 IU/ml. Piesny obsah
se stanovi podle bodu 5.6.3.1.

All-trans-vitamin-A-palmitat, extra Cisty, s ovéfenou aktivitou, napf.
1,80 x 10° 1U/g

Zasobni roztok all-frans-vitamin-A-palmitat: do 100 ml odmérné banky
se s presnosti na 0,1 mg navazi 80 mg vitamin-A-palmitatu (bod 3.12).
Rozpusti se v 2-propanolu (bod 3.8) a doplni se jim po znacku. Nomi-
nalni koncentrace vitaminu A v roztoku je 1400 IU/ml. Pfesny obsah
se stanovi podle bodu 5.6.3.2.

2,6-di-terc-butyl-4-methylfenol (BHT) (viz poznamky 7.5)

Piistroje

Vakuova rotacni odparka
Nadobi z tmavého skla

Barniky s plochym dnem nebo konické barky, 500 ml, se sklenénym
zabrusovym hrdlem

Odmérné baiky s uzkym hrdlem a sklenénou zabrusovou zitkou,
objem 10, 25, 100 a 500 ml

Délici nalevky, konické, 1 000 ml, se sklenénou zabrusovou zatkou
Hruskovité banky, 250 ml, se sklenénym zabrusovym hrdlem

Allihntiv chladi¢, délka plaste 300 mm, se sklenénym zabrusem
a s adaptérem na zavadéni plynu

Skladany filtracni papir pro separaci fazi, primér 185 mm (napf.
Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)

Zatizeni pro HPLC s davkovacim systémem

Kolona pro kapalinovou chromatografii, 250 mm x 4 mm, Cig, napli 5
nebo 10 pm, nebo obdobna (kritérium G¢innosti: pouze jediny pik pro
vSechny izomery retinolu za podminek HPLC)

UV nebo fluorescenéni detektor s nastavitelnou vinovou délkou
Spektrofotometr s 10 mm kfemennymi kyvetami
Vodni lazen s magnetickou michackou

Extrakéni zatizeni (viz obrazek 1) sestavajici z/ze:
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4.8.1.

4.8.2.

5.1

5.2.

5.3.

Sklenéného valce o objemu 1 litr opatfeného sklenénym zabrusovym
hrdlem a zatkou

Vkladatelného zafizeni se sklenénym zabrusem, s postrannim
raménkem a nastavitelnou trubickou, ktera prochazi stfedem. Nastavi-
telna trubicka ma spodni konec vytvarovany do tvaru U a zuZenou
vypust na opacné strané tak, aby bylo mozné pievést horni vrstvu
kapaliny z valce do délici nalevky.

Postup

Poznamka: Vitamin A je citlivy na (UV) svétlo a oxidaci. VSechny
ukony se provadi bez pfistupu svétla (pouziva se nadobi
z tmavého skla nebo se sklenéné nadobi chrani pied
svétlem hlinikovou folii) a kysliku (pod dusikem). Vzduch
nad kapalinou se b&hem extrakce vytésni dusikem (aby
nedoslo k pretlakovani, je nutno obcas uvolnit zatku).

Priprava vzorku

Vzorek se rozemele tak, aby prosel sitem s oky o velikosti 1 mm a aby
béhem piipravy nedoSlo k jeho zahtati. Mleti musi byt provedeno
bezprostfedné pied vazenim a saponifikaci, jinak mize dojit ke ztratam
vitaminu A. Pokud je rozdéleni velikosti castic pfiméfené (napf.
premixy a doplitkové latky), vzorek (vzorky) se nemele (nemelou).

Saponifikace

Podle obsahu vitaminu A ve vzorku se s pfesnosti na 1 mg navazi 2—
25 g vzorku do 500 ml banky s plochym dnem nebo konické bariky
(bod 4.2.1). V piipadé¢ nizkych koncentraci lze hmotnost vzorku zvysit,
aby byl v navazce vzorku dostatek Castic. Za intenzivniho michani se
pfida 130 ml ethanolu (bod 3.1), pfiblizné¢ 100 mg BHT (bod 3.13),
2 ml roztoku askorbatu sodného (bod 3.5) a 2 ml roztoku sulfidu
sodného bod (bod 3.6). Banka se ptipoji k chladi¢i (bod 4.3) a ponofi
se do vodni lazn¢ s magnetickou michackou (bod 4.7). Zahfeje se
k varu a vafi se pod refluxem 5 minut. Potom se pfes chladi¢ (bod
4.3) ptida 25 ml roztoku hydroxidu draselné¢ho (bod 3.4) a vaii se pod
refluxem za michani pod pomalym proudem dusiku dal§ich 25 minut.
Potom se chladi¢ oplachne pfiblizné 20 ml vody a obsah banky se
necha vychladnout na laboratorni teplotu.

Extrakce

Saponifikovany roztok se dekantaci a proplachnutim celkem 250 ml
vody pievede kvantitativné do 1 000 ml délici nalevky (bod 4.2.3) nebo
do extrakéniho zafizeni (bod 4.8). Saponifika¢ni batika se postupné
oplachne 25 ml ethanolu (bod 3.1) a 100 ml petroletheru (bod 3.2)
a oba oplachy se pievedou do délici nalevky nebo do extrakéniho
zafizeni. Kone¢ny pomér vody a ethanolu v kombinovanych roztocich
musi byt asi 2:1. Roztok se dvé minuty intenzivné tfepe a potom se
necha dvé minuty stat.

Extrakce v délici nalevce (bod 4.2.3)

Po separaci vrstev (viz pozndmka v bodé 7.3) se petroletherova vrstva
pfevede do dalsi délici nalevky (bod 4.2.3). Extrakce se opakuje
dvakrat se 100 ml petroletheru (bod 3.2) a dvakrat s 50 ml petroletheru
(bod 3.2).

Spojené extrakty v délici nalevce se dvakrat promyji mirnym krou-
zenim (aby nevznikala emulze) 100 ml vody a potom se opakované
protiepavaji se 100 ml vody, dokud voda neziistane po pfidani roztoku
fenolftaleinu (bod 3.7) bezbarva (obvykle staéi ¢tyfi promyti). Promyty
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5.4.

5.5.

extrakt se prefiltruje do 500 ml odmérné bariky (bod 4.2.2) pies suchy
skladany filtr pro separaci fazi (bod 4.4), aby se odstranila suspendo-
vana voda. Dé¢lici nalevka a filtr se oplachne 50 ml petroletheru (bod
3.2). Baika se petroletherem (bod 3.2) doplni po znacku a dikladné
promicha.

Extrakce v extrakénim zatizeni (bod 4.8)

Po separaci vrstev (viz poznamka 7.3) se ze sklenéného valce (bod
4.8.1) odstrani zatka a misto ni se vlozi vkladatelné zatizeni se skle-
nénym zabrusem (bod 4.8.2). Spodni strana nastavitelné U-trubicky se
umisti tak, aby byla pravé nad rozhranim. Za pouziti tlaku dusiku
(pfivadéného postrannim raménkem) se prevede horni petroletherova
vrstva do 1 000 ml délici nalevky (bod 4.2.3). Ptida se 100 ml petrole-
theru (bod 3.2), sklenény vélec se zazatkuje a dikladné protiepe. Po
separaci vrstev se horni vrstva opét prevede stejnym zplsobem do
délici nalevky. Extrakce se opakuje s dalsimi 100 ml petroletheru
(bod 3.2) a pak jesté dvakrat s 50 ml petroletheru (bod 3.2). Horni
petroletherova vrstva se vzdy pfida k predchozi do délici nalevky.

Spojené extrakty petroletheru v délici nélevce se promyji, jak je
popsano v bod¢ 5.3.1, a postupuje se dale podle popisu v uvedeném
bodé.

Priprava roztoku vzorku pro stanoveni HPLC

Alikvotni Cast roztoku petroletheru (podle bodu 5.3.1 nebo 5.3.2) se
odpipetuje do 250 ml hruskovité banky (bod 4.2.4). Rozpoustédlo se na
rota¢ni odparce (bod 4.1) odpafi za snizeného tlaku pfi teploté vodni
lazn¢ nepiekracujici 40 °C témét do sucha. Atmosféricky tlak se
obnovi zavedenim dusiku (bod 3.10) do bariky a ta se odpoji od rota¢ni
odparky. Zbytek rozpoustédla se odpaii pod proudem dusiku (bod 3.10)
a odparek se ihned rozpusti ve znamém objemu (10-100 ml) methanolu
(bod 3.3) (vysledna koncentrace vitaminu A musi byt v rozsahu 5-
30 TU/ml).

Stanoveni pomoci HPLC

Vitamin A se separuje na kolon¢ C,g s reverzni fazi (bod 4.5.1) a jeho
koncentrace se méti UV detektorem (325 nm) nebo fluorescenénim
detektorem (excitace: 325 nm, emise: 475 nm) (bod 4.5.2).

Do pristroje se nastfikuje alikvotni ¢ast (napf. 20 ul) methanolického
roztoku ziskané¢ho podle bodu 5.4 a eluuje se mobilni fazi (bod 3.9).
Primérma hodnota vysek (ploch) pikii se vypocte z nékolika opakova-
nych nastiiki téhoz roztoku vzorku nebo kalibra¢nich roztokd (bod
5.6.2).

Podminky HPLC

Nasledujici podminky jsou doporuéené; lze pouzit i jiné podminky,
pokud zajistuji rovnocenné vysledky.

Kolona pro kapalinovou chro- 250 mm x 4 mm, C,g, napln 5 nebo 10 um, nebo

matografii (bod 4.5.1): obdobna

Mobilni faze (bod 3.9): smés methanolu (bod 3.3) a vody, napt. 980 + 20
v + v).

Pritok: 1-2 ml/min

Detektor (4.5.2): UV detektor (325 nm) nebo fluorescenéni detektor

(excitace: 325 nm/emise: 475 nm)
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5.6.
5.6.1.

5.6.2.

5.6.3.
5.6.3.1.

5.6.3.2.

Kalibrace
Ptiprava pracovnich standardnich roztoku

Do 500 ml banky s plochym dnem nebo konické barky (bod 4.2.1) se
odpipetuje 20 ml zasobniho roztoku vitamin-A-acetatu (bod 3.11.1)
nebo 20 ml zasobniho roztoku vitamin-A-palmitatu (bod 3.12.1)
a hydrolyzuje se podle bodu 5.2, ale bez pifidani BHT. Potom se
provede extrakce petroletherem (bod 3.2) podle bodu 5.3 a doplni se
na 500 ml petroletherem (bod 3.2). 100 ml tohoto extraktu se odpafi na
rotacni odparce témei do sucha (viz 5.4), zbylé rozpoustédlo se odpari
pod proudem dusiku (bod 3.10) a odparek se rozpusti v 10,0 ml metha-
nolu (bod 3.3). Nominalni koncentrace vitaminu A v roztoku je
560 IU/ml. Piesny obsah se stanovi podle bodu 5.6.3.3. Pracovni stan-
dardni roztok se pfipravuje pred pouzitim Cerstvy.

Do 20 ml odmérné banky se odpipetuji 2,0 ml tohoto pracovniho
standardniho roztoku, banka se doplni po znacku methanolem (bod
3.3) a promicha. Nominalni koncentrace vitaminu A v tomto zfedéném
pracovnim standardnim roztoku je 56 IU/ml.

Ptiprava kalibrac¢nich roztoku a kalibraé¢ni kfivky

Do sady 20 ml odmérnych banék se odpipetuje postupné 1,0/2,0/5,0
a 10,0 ml zfedéného pracovniho standardniho roztoku, doplni se metha-
nolem (bod 3.3) po znacku a promichd. Nomindlni koncentrace vita-
minu A v téchto roztocich jsou 2,8/5,6/14,0 a 28,0 IU/ml.

Provede se opakovany nastiik 20 pl kazdého kalibraéniho roztoku
a stanovi se primérna hodnota vysek (ploch) pikd. Z pramérnych
hodnot vysek (ploch) piki se sestroji kalibrac¢ni kiivka, pficemz se
pouziji vysledky UV kontroly (bod 5.6.3.3).

UV standardizace standardnich roztoku
Zasobni roztok vitamin-A-acetatu

Do 50 ml odmérné banky (bod 4.2.2) se odpipetuji 2,0 ml zasobniho
roztoku vitamin-A-acetatu (bod 3.11.1) a doplni se po znacku 2-
propanolem (bod 3.8). Nomindlni koncentrace vitaminu A v roztoku
je 56 IU/ml. Do 25 ml odmémé banky se odpipetuji 3,0 ml tohoto
ziedéného roztoku vitamin-A-acetatu a doplni se po znacku 2-
propanolem (bod 3.8). Nomindlni koncentrace vitaminu A v roztoku
je 6,72 TU/ml. Na spektrofotometru (bod 4.6) se proméii UV spektrum
tohoto roztoku proti 2-propanolu (bod 3.8) v rozmezi 300-400 nm.
Extink¢éni maximum musi lezet mezi 325 a 327 nm.

Vypocet obsahu vitaminu A:

IU vitaminu A /ml = E336 x 19,0

(E}% pro vitamin A — acetat = 1 530 pfi 326 nm v2 — propanolu)

cm

Zasobni roztok vitamin-A-palmitatu

Do 50 ml odmérné banky (bod 4.2.2) se odpipetuji 2,0 ml zasobniho
roztoku vitamin-A-palmitatu (bod 3.12.1) a doplni se po znacku 2-
propanolem (bod 3.8). Nominalni koncentrace vitaminu A v roztoku
je 56 1IU/ml. Do 25 ml odmérné bariky se odpipetuji 3,0 ml tohoto
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5.6.3.3.

ziedéného roztoku vitamin-A-palmitatu a doplni se po znacku 2-
propanolem (bod 3.8). Nomindlni koncentrace vitaminu A v roztoku
je 6,72 IU/ml. Na spektrofotometru (bod 4.6) se prométi UV spektrum
tohoto roztoku proti 2-propanolu (bod 3.8) v rozmezi 300—400 nm.
Extinkéni maximum musi lezet mezi 325 a 327 nm.

Vypocet obsahu vitaminu A:

IU vitaminu A /ml = E36 x 19,0

(El%

I cm

pro vitamin A—palmitat = 957 pii 326nm v2 — propanolu)

Pracovni standardni roztok vitaminu A

Do 50 ml odmérné barky (bod 4.2.2) se odpipetuji 3,0 ml nezfedéného
pracovniho standardniho roztoku vitaminu A pfipraveného podle bodu
5.6.1 a doplni se po znacku 2-propanolem (bod 3.8). Do 25 ml
odmérné banky se odpipetuje 5,0 ml tohoto roztoku a doplni se po
znacku 2-propanolem (bod 3.8). Nominalni koncentrace vitaminu
A v roztoku je 6,72 IU/ml. Na spektrofotometru (bod 4.6) se proméri
UV spektrum tohoto roztoku proti 2-propanolu (bod 3.8) v rozmezi
300-400 nm. Extink¢ni maximum musi lezet mezi 325 a 327 nm.

Vypocet obsahu vitaminu A:

IU vitaminu A /ml = Es;s x 18,30

(E{Oé’m pro vitamin A — alkohol = 1821 pfi 325nm v2 — propanolu)

Vypocet vysledki
Koncentrace vitaminu A v roztoku vzorku v IU/ml se stanovi porov-

nanim s kalibra¢ni kiivkou (bod 5.6.2) podle pramérnych hodnot vysek
(ploch) piku.

Obsah vitaminu A (w) v IU/kg vzorku se vypocte podle tohoto vzorce:

500 % ¢ x 'V, x 1000
N Vi Xm

w

[1U/ke]

kde:

o
Il

koncentrace vitaminu A v roztoku vzorku (bod 5.4) v IU/ml

V, = objem roztoku vzorku (bod 5.4) v ml

V, = objem alikvotni ¢asti podle bodu 5.4 v ml

2
I

hmotnost navazky vzorku v g

Poznamky

U vzorkd s nizkou koncentraci vitaminu A muze byt uzitecné spojit
extrakty petroletheru ze dvou saponifikovanych vzorku (navazka: 25 g)
do jednoho roztoku vzorku pro stanoveni HPLC.
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7.2. Hmotnost vzorku pro analyzu nesmi obsahovat vice nez 2 g tuku.

7.3. Pokud nedojde k separaci fazi, pfida se pfiblizné¢ 10 ml ethanolu (bod
3.1), aby se odstranila emulze.

7.4. U oleje z tresCich jater a ostatnich Cistych tuk se doba saponifikace
prodlouzi na 45-60 minut.

7.5. Misto BHT Ize pouzit hydrochinon.

7.6. Pro separaci izomert retinolu je mozné pouzit béznou fazovou kolonu.
V tomto piipadé je vSak pro vypocet nutné secist vysky (plochy) pika
vsech cis- a trans-izomeru.

7.7. Misto roztoku askorbatu sodného lze pouzit pfiblizné¢ 150 mg kyseliny
askorbové.

7.8. Misto roztoku sulfidu sodného lze pouzit pfiblizné 50 mg EDTA.

7.9. V ptipadé analyzy na obsah vitaminu A v mléénych krmnych smésich
je tieba vénovat zvlastni pozornost:

— pfi saponifikaci (bod 5.2): v zavislosti na mnozstvi tuku ve vzorku
muze byt nutné zvysit mnozstvi roztoku hydroxidu draselného (bod
3.4),

— pii extrakei (bod 5.3): v disledku pfitomnosti emulzi mtze byt
nutné upravit pomér vody a ethanolu 2:1.

Pro kontrolu toho, zda pouzitd metoda analyzy poskytuje spolehlivé
vysledky, pokud jde o tuto specifickou matrici (mlééné krmné smési),
se provede zkouska na vytéznost u dodate¢né navazky vzorku. Pokud
je vytéznost nizsi nez 80 %, vysledek analyzy je tieba korigovat na
vytéznost.

8. Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u téhoz
vzorku nesmi prekrocit 15 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku.

9. Vysledky kolaborativni studie (!)
Premix Premix krmiva Mi“er‘ilgﬁé tk"“cen' Proteinové krmivo K“;‘eilv;apm
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
pramér [IU/kg] 17,02 x 106 1,21 x 106 537 100 151 800 18 070
sr [IU/kg] 0,51 x 106 0,039 x 106 22 080 12 280 682
r [IU/kg] 1,43 x 106 0,109 x 106 61 824 34384 1910
CVr [%] 3,0 3,5 4,1 8,1 3,8
sR [IU/kg] 1,36 x 106 0,069 x 106 46 300 23 060 3614

(") Provedla pracovni skupina pro krmiva Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Unter-
suchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Premix Premix krmiva Mlnerélnir koncen- Proteinové krmivo Krmivo pro

trat selata

R [IU/kg] 3,81 x 106 0,193 x 106 129 640 64 568 10119

CVR [%] 8,0 6,2 8,6 15 20

L: pocet laboratofi

n: pocet jednotlivych hodnot

sr: standardni odchylka opakovatelnosti

sR: standardni odchylka reprodukovatelnosti

r: opakovatelnost

R: reprodukovatelnost

CVr: varia¢ni koeficient opakovatelnosti

CVR:  varia¢ni koeficient reprodukovatelnosti
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Obrazek 1

Extrakéni zarizeni (4.8)

=

Vkladatelné zafizeni se

zébrusem (4.8.2)

Sklenény valec (4.8.1)
(vy3ka pfibliZn& 48 cm)

(délka pfiblizné 45 cm)

A
:

/

-s=— Nastavitelna trubicka

Petroletherova L/

vrstva

Vodna vrstva
+
saponifikovany
vzorek
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

B) STANOVENI OBSAHU VITAMINU E

Obsah vitaminu E se stanovi takto:

— metodou analyzy stanovenou v normé EN 17547 Krmiva: Metody
vzorkovani a analyz — Stanoveni obsahu vitaminu A, E a D (!) —
Metoda vyuzivajici extrakci a precisténi na pevné fazi (SPE) a vyso-
koucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) nebo

— vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na reverzni fazi (RP-
HPLC) s UV nebo fluorescen¢ni detekcei, jak je popsano v bodech
1 az 9 nize.

Ukel a oblast pouZiti

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu vitaminu E v krmivech.
Obsah vitaminu E se vyjadiuje jako mg DL-a-tokoferol-acetatu na
kg. 1 mg DL-o-tokoferol-acetatu odpovida 0,91 mg DL-a-tokoferolu
(vitamin E).

Mez stanovitelnosti je 2 mg vitaminu E/kg. Tato mez stanovitelnosti je
dosazitelna pouze s fluorescen¢nim detektorem. Pfi pouziti UV detek-
toru je mez stanovitelnosti 10 mg/kg.

Princip

Vzorek se hydrolyzuje ethanolickym roztokem hydroxidu draselného
a vitamin E se extrahuje petroletherem. Rozpoustédlo se odpaii a zbytek
se rozpusti v methanolu a, pokud je to nutné, nafedi se na vhodnou
koncentraci. Obsah vitaminu E se stanovi metodou vysokoucinné kapa-

linové chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC) s fluorescen¢ni nebo
UV detekei.

Cinidla
Ethanol, 6 = 96 %

Petrolether, bod varu 40-60 °C

Methanol

Roztok hydroxidu draselného, ¢ = 50 g/100 ml

Roztok askorbatu sodného, ¢ = 10 g/100 ml (viz poznamky v bod¢ 7.7)
Sulfid sodny, Na,S-xH,O (x = 7-9)

Roztok sulfidu sodného, ¢ = 0,5 mol/l v glycerolu, B = 120 g/l (pro x =
9) (viz poznamky v bod¢ 7.8)

Roztok fenolftaleinu, ¢ = 2 g/100 ml v ethanolu (bod 3.1)

Mobilni faze pro HPLC: smés methanolu (bod 3.3) a vody, napf.
980 + 20 (v + v). Pfesny pomér bude uréen podle charakteristiky
pouzité kolony.

Dusik, prosty kysliku

DL-o-tokoferol-acetat, extra Cisty, s ovéfenou aktivitou

(") Metoda analyzy stanovena v normé& EN 17547 se oznacuje jako alternativni metoda,
ktera se ma pouzit pro ucely tiedni kontroly pro stanoveni obsahu vitaminu A a E namisto
metody popsané pro stanoveni obsahu vitaminu A v ¢asti A této pfilohy a pro stanoveni
obsahu vitaminu E v &asti B této piilohy.
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3.10.1.

3.11.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

Zasobni roztok DL-a-tokoferol-acetatu: do 100 ml odmérné barky se
s presnosti na 0,1 mg navazi 100 mg DL-o-tokoferol-acetatu (bod
3.10). Rozpusti se v ethanolu (bod 3.1) a doplni se jim po znacku.
1 ml tohoto roztoku obsahuje 1 mg DL-a-tokoferol-acetatu. (UV
kontrola — viz bod 5.6.1.3; stabilizace — viz poznamky v bodé 7.4).

DL-a-tokoferol, extra Cisty, s ovéfenou aktivitou

Zasobni roztok DL-a-tokoferolu: do 100 ml odmérné banky se s ptes-
nosti na 0,1 mg navazi 100 mg DL-a-tokoferolu bod (bod 3.11).
Rozpusti se v ethanolu (bod 3.1) a doplni se jim po znacku. 1 ml
tohoto roztoku obsahuje 1 mg DL-a-tokoferolu. (UV kontrola — viz
bod 5.6.2.3; stabilizace — viz poznamky 7.4).

2,6-di-terc-butyl-4-methylfenol (BHT) (viz poznamky 7.5)

Pristroje

Rotacni filmova odparka

Nadobi z tmavého skla

Baniky s plochym dnem nebo konické barky, 500 ml, se sklenénym
zabrusovym hrdlem

Odmérné banky s tzkym hrdlem a sklenénou zabrusovou zatkou,
objem 10, 25, 100 a 500 ml

Délici nalevky, konické, 1 000 ml, se sklenénou zabrusovou zatkou

Hruskovité banky, 250 ml, se sklenénym zabrusovym hrdlem

AllihnGv chladi¢, délka plasté 300 mm, se sklenénym zabrusem
a s adaptérem na zavadéni plynu

Skladany filtra¢ni papir pro separaci fazi, primér 185 mm (napf.
Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)

Zatizeni pro HPLC s davkovacim systémem

Kolona pro kapalinovou chromatografii, 250 mm x 4 mm, C;g, napli 5
nebo 10 pum, nebo obdobna

Fluorescen¢ni nebo UV detektor s nastavitelnou vinovou délkou

Spektrofotometr s 10 mm kfemennymi kyvetami

Vodni lazen s magnetickou michackou

Extrakéni zatizeni (viz obrazek 2) sestavajici z/ze:

Sklenéného valce o objemu 1 litr opatfeného sklenénym zabrusovym
hrdlem a zatkou

Vkladatelného zafizeni se sklenénym zabrusem, s postrannim
raménkem a nastavitelnou trubickou, ktera prochazi stfedem. Nastavi-
telna trubicka ma spodni konec vytvarovany do tvaru U a zuZenou
vypust na opacné strané¢ tak, aby bylo mozné pievést horni vrstvu
kapaliny z valce do délici nalevky.
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5.1.

5.2

5.3.

Postup

Poznamka: Vitamin E je citlivy na (UV) svétlo a oxidaci. VSechny
ukony se provadi bez pfistupu svétla (pouziva se nadobi
z tmavého skla nebo se sklenéné nadobi chrani pied
svétlem hlinikovou folii) a kysliku (pod dusikem). Vzduch
nad kapalinou se béhem extrakce vytésni dusikem (aby
nedoslo k pfetlakovani, je nutno obcas uvolnit zatku).

Priprava vzorku

Vzorek se rozemele tak, aby prosel sitem s oky o velikosti 1 mm a aby
béhem ptipravy nedoslo k jeho zahfati. Mleti musi byt provedeno
bezprosttedné pied vazenim a saponifikaci, jinak muze dojit ke ztratam
vitaminu E.

Saponifikace

Podle obsahu vitaminu E ve vzorku se s pfesnosti na 0,01 g navazi 2—
25 g vzorku do 500 ml banky s plochym dnem nebo kénické bariky
(bod 4.2.1). Za intenzivniho michani se pfidd 130 ml ethanolu (bod
3.1), piiblizné¢ 100 mg BHT (bod 3.12), 2 ml roztoku askorbatu
sodného bod (bod 3.5) a 2 ml roztoku sulfidu sodného (bod 3.6).
Banka se pfipoji k chladi¢i (bod 4.3) a ponofi se do vodni lazné
s magnetickou michackou (bod 4.7). Zahieje se k varu a vafi se pod
refluxem 5 minut. Potom se ptes chladi¢ (bod 4.3) ptida 25 ml roztoku
hydroxidu draselného (bod 3.4) a vaii se pod refluxem za michani pod
pomalym proudem dusiku dal$ich 25 minut. Potom se chladi¢ oplachne
piiblizné 20 ml vody a obsah banky se necha vychladnout na labora-
torni teplotu.

Extrakce

Saponifikovany roztok se dekantaci a proplachnutim celkem 250 ml
vody ptevede kvantitativné do 1 000 ml délici nalevky (bod 4.2.3) nebo
do extrakéniho zafizeni (bod 4.8). Saponifika¢ni batika se postupné
oplachne 25 ml ethanolu (bod 3.1) a 100 ml petroletheru (bod 3.2)
a oba oplachy se pfevedou do délici nalevky nebo do extrakéniho
zafizeni. Kone¢ny pomér vody a ethanolu v kombinovanych roztocich
musi byt asi 2:1. Roztok se dvé minuty intenzivné tfepe a potom se
necha dvé minuty stat.

Extrakce v délici nalevce (bod 4.2.3)

Po separaci vrstev (viz poznamka v bodé 7.3) se petroletherova vrstva
ptevede do dalsi délici nalevky (bod 4.2.3). Extrakce se opakuje
dvakrat se 100 ml petroletheru (bod 3.2) a dvakrat s 50 ml petroletheru
(bod 3.2).

Spojené extrakty v délici nalevce se dvakrat promyji mirnym krou-
zenim (aby nevznikala emulze) 100 ml vody a potom se opakované
protiepavaji se 100 ml vody, dokud voda nezistane po pfidani roztoku
fenolftaleinu (bod 3.7) bezbarva (obvykle staéi ¢tyfi promyti). Promyty
extrakt se prefiltruje do 500 ml odmérné banky (bod 4.2.2) pies suchy
skladany filtr pro separaci fazi (bod 4.4), aby se odstranila suspendo-
vana voda. Délici nalevka a filtr se oplachne 50 ml petroletheru (bod
3.2). Banka se petroletherem (bod 3.2) doplni po znacku a dikladné
promicha.

Extrakce v extrakénim zafizeni (bod 4.8)

Po separaci vrstev (viz poznamka v bodé 7.3) se ze sklenéného valce
(bod 4.8.1) odstrani zatka a misto ni se vlozi vkladatelné zafizeni se
sklenénym zabrusem (bod 4.8.2). Spodni strana nastavitelné¢ U-trubicky
se umisti tak, aby byla pravé nad rozhranim. Za pouziti tlaku dusiku
(pfivadéného postrannim raménkem) se pievede horni petroletherova
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5.4.

5.5.

5.6.
5.6.1.
5.6.1.1.

vrstva do 1 000 ml délici nalevky (bod 4.2.3). Ptida se 100 ml petrole-
theru (bod 3.2), sklenény valec se zazatkuje a dikladné protiepe. Po
separaci vrstev se horni vrstva opét prevede stejnym zpusobem do
délici nalevky. Extrakce se opakuje s dalsimi 100 ml petroletheru
(bod 3.2) a pak jesté dvakrat s 50 ml petroletheru (bod 3.2). Horni
petroletherova vrstva se vzdy ptida k predchozi do délici nalevky.

Spojené extrakty petroletheru v délici nélevce se promyji, jak je
popsano v bod¢ 5.3.1, a postupuje se dale podle popisu v uvedeném
bodé.

Priprava roztoku vzorku pro stanoveni HPLC

Alikvotni Cast roztoku petroletheru (podle bodu 5.3.1 nebo 5.3.2) se
odpipetuje do 250 ml hruskovité banky (bod 4.2.4). Rozpoustédlo se na
rota¢ni odparce (bod 4.1) odpafi za snizeného tlaku pfi teploté vodni
lazn¢ nepiekracujici 40 °C témét do sucha. Atmosféricky tlak se
obnovi zavedenim dusiku (bod 3.9) do bariky a ta se odpoji od rota¢ni
odparky. Zbytek rozpoustédla se odpati pod proudem dusiku (bod 3.9)
a odparek se ihned rozpusti ve znamém objemu (10—-100 ml) methanolu
(bod 3.3) (koncentrace DL-a-tokoferolu musi byt v rozmezi 5 pg/ml az
30 pg/ml).

Stanoveni pomoci HPLC

Vitamin E se separuje na koloné C;g s reverzni fazi (bod 4.5.1) a jeho
koncentrace se méti fluorescenénim detektorem (excitace: 295 nm,
emise: 330 nm) nebo UV detektorem (292 nm) (bod 4.5.2).

Do piistroje se nastiikuje alikvotni ¢ast (napi. 20 pl) methanolického
roztoku ziskaného podle bodu 5.4 a eluuje se mobilni fazi (bod 3.8).
Primérnad hodnota vysek (ploch) piki se vypocte z nékolika opakova-
nych nastiiki téhoz roztoku vzorku nebo kalibraénich roztokd (bod
5.6.2).

Podminky HPLC

Nasledujici podminky jsou doporuéené; lze pouzit i jiné podminky,
pokud zajistuji rovnocenné vysledky.

Kolona pro kapalinovou 250 mm x 4 mm, C,g, napln 5 nebo 10
chromatografii (bod 4.5.1): pm nebo obdobna

Mobilni faze (bod 3.8): Smés methanolu (bod 3.3) a vody napf.
980 + 20 (v + v).

Pritok: 1-2 ml/min

Detektor (bod 4.5.2): fluorescencni detektor (excitace: 295 nm/
emise: 330 nm) nebo UV detector
(292 nm)

Kalibrace (DL-a-tokoferol-acetat nebo DL-a-tokoferol)
Standardni DL-a-tokoferol-acetat
Ptiprava pracovniho standardniho roztoku

Do 500 ml banky s plochym dnem nebo koénické banky (bod 4.2.1) se
odpipetuje 25 ml zasobniho roztoku DL-a-tokoferol-acetatu (bod
3.10.1) a hydrolyzuje se podle bodu 5.2. Potom se provede extrakce
petroletherem (bod 3.2) podle bodu 5.3 a doplni se na 500 ml petrole-
therem. 25 ml tohoto extraktu se odpafi na rota¢ni odparce téméf do
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5.6.1.2.

5.6.1.3.

5.6.2.
5.6.2.1.

5.6.2.2.

5.6.2.3.

sucha (viz bod 5.4), zbylé rozpoustédlo se odpafi pod proudem dusiku
(bod 3.9) a odparek se rozpusti v 25,0 ml methanolu (bod 3.3). Nomi-
nalni koncentrace tohoto roztoku je 45,5 pug DL-a-tokoferolu/ml, coz
odpovida 50 pg DL-a-tokoferol-acetatu/ml. Pracovni standardni roztok
se pripravuje pred pouzitim Cerstvy.

Ptiprava kalibracnich roztoku a kalibraéni kiivky

Do sady 20 ml odmérnych banék se odpipetuje postupné 1,0/2,0/4,0
a 10,0 ml pracovniho standardniho roztoku, doplni se methanolem (bod
3.3) po znacku a promichd. Nomindlni koncentrace téchto roztokt
jsou 2,5/5,0/10,0 a 25,0 pg/ml DL-a-tokoferol-acetatu, tj. 2,28/4,55/9,10
a 22,8 pg/ml DL-a-tokoferolu.

Provede se opakovany nastfik 20 pl kazdého kalibra¢niho roztoku
a stanovi se primérna hodnota vysek (ploch) pikd. Z pramérnych
hodnot vysek (ploch) pikti se sestroji kalibracni kiivka.

UV standardizace zasobniho roztoku DL-a-tokoferol-acetatu (bod
3.10.1)

Do 25,0 ml odmérné banky se odpipetuje 5,0 ml zasobniho roztoku
DL-o-tokoferol-acetatu (bod 3.10.1) a doplni se po znacku ethanolem.
Na spektrofotometru (bod 4.6) se proméii UV spektrum tohoto roztoku
proti ethanolu (bod 3.1) v rozmezi 250-320 nm.

Absorpéni maximum je pfi 284 nm:

El%

1cm

= 43,6 pii 284 nm vethanolu

Pii tomto fedéni musi byt ziskana hodnota extinkce 0,84-0,88.

Standardni DL-a-tokoferol
Ptiprava pracovniho standardniho roztoku

Do 50 ml odmérné baiiky se odpipetuji 2 ml zasobniho roztoku DL-a-
tokoferolu (bod 3.11.1), ziedi se methanolem (bod 3.3) a doplni se jim
po znacku. Nomindlni koncentrace tohoto roztoku je 40 pg DL-a-toko-
ferolu/ml, coz odpovida 44,0 pg DL-o-tokoferol-acetatu/ml. Pracovni
standardni roztok se pfipravuje pied pouzitim Cerstvy.

Piiprava kalibra¢nich roztokl a kalibra¢ni kiivky

Do sady 20 ml odmérnych banék se odpipetuje postupné 1,0/2,0/4,0
a 10,0 ml pracovniho standardniho roztoku, doplni se methanolem (bod
3.3) po znacku a promicha. Nominalni koncentrace téchto roztoku
jsou 2,0/4,0/8,0 a 20,0 pg/ml DL-a-tokoferolu, tj. 2,20/4,40/8,79
a 22,0 pg/ml DL-a-tokoferol-acetatu.

Provede se opakovany nastiik 20 pl kazdého kalibraéniho roztoku
a stanovi se primérnd hodnota vySek (ploch) pikd. Z primérnych
hodnot vysek (ploch) pikti se sestroji kalibra¢ni kiivka.

UV standardizace zasobniho roztoku DL-a-tokoferolu (bod 3.11.1)

Do 25,0 ml odmérné banky se odpipetuje 2,0 ml zasobniho roztoku
DL-a-tokoferolu (bod 3.11.1) a doplni se po znacku ethanolem. Na
spektrofotometru (bod 4.6) se prométi UV spektrum tohoto roztoku
proti ethanolu (bod 3.1) v rozmezi 250-320 nm. Absorpéni maximum
je pti 292 nm:
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7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

El%

1 cm

= 75,8 pii 292 nm vethanolu

Pii tomto fedéni musi byt ziskana hodnota extinkce 0,6.

Vypocet vysledki

Z pramérné vysky (plochy) pikd vitaminu E v roztoku vzorku se
stanovi koncentrace roztoku vzorku v pg/ml (pocitano jako DL-a-toko-
ferol-acetat) porovnanim s kalibracni kfivkou (bod 5.6.1.2 nebo
5.6.2.2).

Obsah vitaminu E (w) v mg/kg ve vzorku se vypocéte podle tohoto
vzorce:

W= 7500\;1 Cxxmvz [mg/kg]
kde:
¢ = koncentrace vitaminu E (jako DL-o-tokoferol-acetatu) v roztoku
vzorku (bod 5.4) v pg/ml
V; = objem roztoku vzorku (bod 5.4) v ml
V, = objem alikvotni ¢asti (bod 5.4) v ml
m = hmotnost navazky vzorku v g
Poznamky

U vzorkd s nizkou koncentraci vitaminu E muze byt uzitecné spojit
extrakty petroletheru ze dvou saponifikovanych vzorku (navazka: 25 g)
do jednoho roztoku vzorku pro stanoveni HPLC.

Hmotnost vzorku pro analyzu nesmi obsahovat vice nez 2 g tuku.

Pokud nedojde k separaci fazi, ptida se ptiblizn¢ 10 ml ethanolu (bod
3.1), aby se odstranila emulze.

Po spektrofotometrickém méteni roztoku DL-a-tokoferol-acetatu nebo
DL-a-tokoferolu podle bodi 5.6.1.3 nebo 5.6.2.3 se pfida do roztoku
(bod 3.10.1 nebo 3.10.2) piiblizné¢ 10 mg BHT (bod 3.12) a roztok se
skladuje v chladni¢ce (maximalni doba skladovatelnosti ¢ini Ctyfi
tydny).

Misto BHT Ize pouzit hydrochinon.

Separace a-, -, y- a d-tokoferolu je mozna s pouzitim bézné fazové
kolony.

Misto roztoku askorbatu sodného lze pouzit pfiblizné 150 mg kyseliny
askorbové.

Misto roztoku sulfidu sodného lze pouzit priblizné¢ 50 mg EDTA.

Vitamin-E-acetat hydrolyzuje za alkalickych podminek velmi rychle,
a proto je velmi citlivy na oxidaci, zejména v pfitomnosti stopovych
prvkt, jako je zelezo nebo méd. V ptipadé stanoveni vitaminu
E v premixech s obsahem vy$§im nez 5000 mg/kg by dusledkem
mohl byt rozklad vitaminu E. Proto se pro potvrzeni doporucuje
metoda HPLC v¢etné enzymatického rozkladu vitaminu E bez alkalické
saponifikace.
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8. Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u téhoz
vzorku nesmi prekrocit 15 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku.

9. Vysledky kolaborativni studie ()
. . . Mineralni koncen- Proteinové Krmivo pro
Premix Premix krmiva . .

trat krmivo selata
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
pramér [mg/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
sr [mg/kg] 384 45,3 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CVr [%] 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
CVR [%] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L: pocet laboratofi
n: pocet jednotlivych hodnot
S standardni odchylka opakovatelnosti
SR: standardni odchylka reprodukovatelnosti
r: opakovatelnost
R: reprodukovatelnost
CV.: variaéni koeficient opakovatelnosti
CVg: variaéni koeficient reprodukovatelnosti

(") Provedla pracovni skupina pro krmiva Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Unter-
suchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Obrazek 2
Extrakéni zarizeni (4.8)

Vkladatelné zafizeni se

zabrusem (4.8.2)
(délka pfiblizné 45 cm)

Sklenény valec (4.8.1)
(vySka pfiblizné 48 cm)

]

-=—  Nastavitelna trubicka

Petroletherova l—‘

vrstva

Vodna vrstva
+
saponifikovany
vzorek
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C) STANOVENI OBSAHU STOPOVYCH PRVKU ZELEZA, MEDI,
MANGANU A ZINKU

Obsah zeleza, médi, manganu a zinku se stanovi takto:

— metodou analyzy stanovenou v normé& EN 15510 Krmiva: Metody
vzorkovani a analyz — Stanoveni vapniku, sodiku, fosforu, hot¢iku,
drasliku, zeleza, zinku, médi, manganu, kobaltu, molybdenu a olova
metodou ICP-AES nebo

— metodou analyzy stanovenou v norm¢é EN 15621 Krmiva: Metody
vzorkovani a analyz — Stanoveni vapniku, sodiku, fosforu, hoi¢iku,
drasliku, siry, Zeleza, zinku, médi, manganu a kobaltu po tlakovém
rozkladu metodou ICP-AES nebo

— metodou analyzy stanovenou v normé EN 17053 Krmiva: Metody
vzorkovani a analyz — Stanoveni stopovych prvki, tézkych kovi
a dalsich prvkd v krmivech metodou ICP-MS (multimetoda) nebo

— metodou analyzy stanovenou v normé EN ISO 6869 Krmiva — Stano-
veni obsahtl vapniku, médi, zeleza, hot¢iku, manganu, drasliku, sodiku
a zinku — Metoda atomové absorp¢ni spektrometrie nebo

— metodou plamenové atomové absorpéni spektrometrie (FAAS), jak
je popsana v bodech 1 az 8 nize.

(€)) Ucel a oblast pouZiti

Tato metoda umoziuje stanoveni stopovych prvkd zeleza, médi,
manganu a zinku v krmivech ('). Meze stanovitelnosti jsou:

— zelezo (Fe): 20 mg/kg
— méd’ (Cu): 10 mg/kg
— mangan (Mn): 20 mg/kg
— zinek (Zn): 20 mg/kg

2. Princip

Vzorek se prevede po destrukci organické hmoty (pokud je obsazena)
do roztoku kyselinou chlorovodikovou. Prvky zelezo, méd’, mangan
a zinek se stanovi po pfislusném ziedéni atomovou absorp¢ni spektro-
fotometrii.

3. Cinidla
Uvodni pozndmiky

Pro piipravu ¢inidel a analytickych roztokti se pouzije voda, dvakrat
destilovana ve sklenéném destilacnim pfistroji (borosilikdtové nebo
kremicité sklo) nebo po dvojim priichodu pres ionex, kterd prokaza-
teln¢ neobsahuje kationty.

Cinidla musi byt nejméné analytické &istoty. Nepiitomnost prvkii, které
maji byt stanoveny, musi byt kontrolovana slepou zkouskou. Pokud je
to nutné, musi byt Cinidla preciSténa.

(") Tato metoda byla validovana na zakladé kolaborativni zkousky pro rtizné matrice krmiv.
Dalsi informace jsou k dispozici na adrese: https://ec.europa.eu/jrc/en/eurl/feed-additi-
ves/authorisation
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3.1

3.2.

3.3.

3.4

3.5.

3.6.

3.7.

3.7.1.

3.8.

3.8.1.

3.9.

3.9.1.

3.10.1.

Misto standardnich roztokti popsanych nize mohou byt pouzity
komer¢ni standardni roztoky za piedpokladu, ze maji deklarovany
obsah a pted pouzitim byly piekontrolovany.

Kyselina chlorovodikova (d: 1,19 g/ml).

Kyselina chlorovodikova (6 mol/l).

Kyselina chlorovodikova (0,5 mol/l).

Kyselina fluorovodikova 38-40 % (v/v) s obsahem zeleza (Fe) pod
1 mg/l a zbytkem po odpafeni mensim nez 10 mg (jako sulfat)/l.

Kyselina sirova (d: 1,84 g/ml).

Peroxid vodiku (pfiblizné 100 objemu kysliku (30 % hmotnostnich)).

Standardni roztok zeleza (1000 pg Fe/ml) pfipraveny podle nize
uvedeného postupu nebo obdobny komeréné dostupny roztok:
v odmérné baiice na 1 000 ml se ve 200 ml kyseliny chlorovodikové
6 mol/l (bod 3.2) se rozpusti 1 g zelezného dratu, pfidd se 16 ml
peroxidu vodiku (bod 3.6) a doplni se po znacku vodou.

Pracovni standardni roztok zeleza (100 ng Fe/ml) pfipraveny zfedénim
standardniho roztoku (bod 3.7) vodou v poméru 1:9.

Standardni roztok meédi (1 000 pg Cu/ml) pfipraveny podle nize uvede-
ného postupu nebo obdobny komeréné dostupny roztok:

— v odmérné bance na 1 000 ml se ve 25 ml kyseliny chlorovodikové
6 mol/l (bod 3.2) rozpusti 1 g praskové médi, pfida se 5 ml pero-
xidu vodiku (bod 3.6) a doplni se po znacku vodou.

Pracovni standardni roztok médi (10 pg Cu/ml) piipraveny zfedénim
standardniho roztoku (bod 3.8) vodou v poméru 1:9 a potom ziedénim
vysledného roztoku vodou v poméru 1:9.

Standardni roztok manganu (1 000 pg Mn/ml) pfipraveny podle nize
uvedené¢ho postupu nebo obdobny komeréné dostupny roztok:

— v odmérné bance na 1 000 ml se ve 25 ml kyseliny chlorovodikové
6 mol/l (bod 3.2) rozpusti 1 g praskového manganu a doplni se po
znacku vodou.

Pracovni standardni roztok manganu (10 pg Mn/ml) pfipraveny
ziedénim standardniho roztoku (bod 3.9) vodou v poméru 1:9
a potom zfedénim vysledného roztoku vodou v poméru 1:9.

Standardni roztok zinku (1 000 pg Zn/ml) pfipraveny podle nize uvede-
ného postupu nebo obdobny komeréné dostupny roztok:

— v odmérné bance na 1 000 ml se ve 25 ml kyseliny chlorovodikové
6 mol/l (bod 3.2) rozpusti 1 g paskového nebo platkového zinku
a doplni se po znacku vodou.

Pracovni standardni roztok zinku (10 pg Zn/ml) pfipraveny ziedénim
standardniho roztoku (bod 3.10) vodou v poméru 1:9 a potom ziedénim
vysledného roztoku vodou v poméru 1:9.

Roztok chloridu lanthanitého: v odmérné barice na 1000 ml se ve
150 ml vody a 100 ml kyseliny chlorovodikové 6 mol/l (bod 3.2)
rozpusti 12 g oxidu lanthanitého a doplni se po znacku vodou.
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4.2.

43.

5.1

5.1
5.1

5.1

Q)
Q)

Piistroje

Muflova pec s regulaci teploty a zaznamnikem (pokud mozno).

Sklenéné nadobi rezistentniho borosilikatového typu. Doporucuje se
pouzivat piistroje, které jsou pouzivany vyluéné pro stanoveni stopo-
vych prvkda.

Atomovy absorp¢ni spektrofotometr spliujici pozadavky metody na
citlivost a preciznost v pozadovaném rozsahu.

Postup (')
Vzorky obsahujici organickou hmotu
1. Spalovani a priprava roztoku pro analyzu (%)

.1.1. Do kiemenného nebo platinového kelimku (viz poznamka b)), piedem
zvazeného, se navazi 5-10 g vzorku s presnosti na 0,2 mg, vysusi se
v susarné pii 105 °C a kelimek se potom vlozi do chladné muflové
pece (bod 4.1). Pec se uzavie (viz poznamka c)) a teplota se postupné
zvySuje na 450—475 °C béhem asi 90 minut. Tato teplota se udrzuje 4
az 16 hodin (napf. pies noc), aby se odstranily uhlikaté ¢astice. Potom
se pec otevie a necha vychladnout (viz poznamka d)).

Popel se zvlhéi vodou a pienese se do 250 ml kadinky. Kelimek se
vyplachne celkem asi 5 ml kyseliny chlorovodikové (bod 3.1) a dalsi
kyselina se pfidava pomalu a opatrné do kadinky (muze probé&hnout
prudka reakce v dusledku tvorby CO,). Kyselina chlorovodikova (bod
3.1) se pfidava po kapkach a za michani, dokud neustane Suméni.
Odpaii se do sucha za obcasného zamichani sklenénou tyc¢inkou.

K odparku se pfida 15 ml kyseliny chlorovodikové 6 mol/l (bod 3.2)
a poté asi 120 ml vody. Promicha se sklenénou tyCinkou, ktera se
ponecha v kadince, a poté se kadinka zakryje hodinovym sklem.
Obsah kadinky se uvede do mirného varu a udrzuje se na bodu varu,
dokud se popel nerozpusti. Roztok se prefiltruje pfes bezpopelny filt-
racni papir a filtrat se jima do 250 ml odmérné banky. Kadinka a filtr
se promyji 5 ml horké kyseliny chlorovodikové 6 mol/l (bod 3.2)
a dvakrat vrouci vodou. Odmérna banka se doplni po znacku vodou
(koncentrace HCI je asi 0,5 mol/l).

.1.2. Pokud je zbytek na filtru zbarven cerné (uhlik), vrati se do pece
a spaluje se dalich asi tii az pét hodin pti 450475 °C. Spalovani je
dokonceno, kdyz je popel bily nebo témér bily. Zbytek se rozpusti v asi
2 ml kyseliny chlorovodikové (bod 3.1), odpaii se do sucha a prida se

Lze pouzit i jiné metody mineralizace, pokud prokazatelné poskytuji podobné vysledky

(napf. mikrovinny tlakovy rozklad).

Zelené picniny (Cerstvé nebo suché) Casto obsahuji velké mnoZstvi rostlinného kiemiku,
ktery muze zadrzovat stopové prvky, a proto musi byt odstranén. U vzorku téchto krmiv
musi byt proto dodrzen nasledujici modifikovany postup. Postupuje se podle bodu
5.1.1.1 az k filtraci. Filtra¢ni papir obsahujici nerozpustny zbytek se promyje dvakrat
vrouci vodou a vlozi se zpét do kiemenného nebo platinového kelimku.

Spaluje se v muflové peci (bod 4.1) pii teploté nizsi nez 550 °C, dokud vSechny uhlikaté
Castice zcela nezmizi. Necha se vychladnout, pfida se nékolik kapek vody a poté 10—
15 ml kyseliny fluorovodikové (bod 3.4) a odpaii se do sucha pfi teploté asi 150 °C.
Pokud zistane néjaky kiemicity zbytek, rozpusti se znovu v nékolika mililitrech kyse-
liny fluorovodikové bod (bod 3.4) a odpaii se do sucha. Pfida se pét kapek kyseliny
sirové (bod 3.5) a zahfiva se, dokud se nepfestane uvoliovat bily kouf. Po pfidani 5 ml
kyseliny chlorovodikové 6 mol/l (bod 3.2) a asi 30 ml vody se roztok zahieje, piefiltruje
do 250 ml odmémé banky a doplni se po znacku vodou (koncentrace HCI je asi
0,5 mol/l). Pak se pokraduje ve stanoveni podle bodu 5.1.2.
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5 ml kyseliny chlorovodikové 6 mol/l (bod 3.2). Roztok se zahfeje
a potom se prefiltruje do odmérné baiky a doplni po znacku vodou
(koncentrace HCI je asi 0,5 mol/l).

Poznamky:

a) Pfi stanoveni stopovych prvka je dulezité zabranit riziku kontami-
nace, zejména zinkem, médi a zelezem. Z tohoto divodu musi byt
vybaveni pouzivané pii piipravé vzorkli bez téchto kovu.

Ke snizeni obecného rizika kontaminace se pracuje v bezprasné
atmosféie s tzkostlivé Cistym vybavenim a peclivé umyvanym skle-
nénym nddobim. Stanoveni zinku je zvlasté citlivé na mnoho typi
kontaminace, napf. ze sklenéného nadobi, ¢inidel, prachu atd.

b) Hmotnost vzorku, ktery ma byt spalovan, se pocitd z ptiblizného
ptedpokladaného obsahu stopového prvku v krmivu ve vztahu
k citlivosti pouzitého spektrofotometru. U urcitych krmiv s nizkym
obsahem stopovych prvkl mtize byt nezbytné zacit s 10-20 g vzorku
a doplnit kone¢ny roztok pouze na 100 ml.

c) Spalovani se musi provadét v uzaviené peci bez vhanéni vzduchu
nebo kysliku.

d) Teplota ukazovana pyrometrem nesmi piekrocit 475 °C.

5.1.2.  Spektrofotometrické stanoveni
5.1.2.1. Priprava kalibra¢nich roztoki

Pro kazdy stanovovany prvek se pfipravi z pracovnich standardnich
roztokt (bod 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 a 3.10.1) fada kalibrac¢nich roztokda.
Kalibra¢ni roztoky maji koncentraci HCI asi 0,5 mol/l a (v ptipadé
zeleza, manganu a zinku) koncentraci chloridu lanthanitého odpovida-
jici 0,1 % La (w/v).

Koncentrace vybranych stopovych prvki musi lezet v rozsahu citlivosti
pouzitého spektrofotometru. Nize uvedené tabulky ukazuji ptiklad
slozeni typickych fad kalibracnich roztokt; v zavislosti na typu a citli-
vosti pouzitého spektrofotometru vSak miize byt nutno zvolit jiné

koncentrace.

Zelezo
ng Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
pracovni standardni roztok (bod 3.7.1) v ml 0 0,5 1 2 3 4 5
(I ml =100 pg Fe)
HCI (bod 3.2) v ml 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztoku chloridu lanthanit¢ho (bod 3.11) a doplni se vodou na 100 ml
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Méd
png Cu/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
pracovni standardni roztok (bod 3.8.1) v ml 0 1 2 4 6 8 10
(I ml =10 pg Cu)
HCI (bod 3.2) v ml 8 8 8 8 8 8 8
Mangan
ug Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
pracovni standardni roztok (bod 3.9.1) v ml 0 1 2 4 6 8 10
(I ml =10 pg Mn)
HCI (bod 3.2) v ml 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztoku chloridu lanthanitého (bod 3.11) a doplni se vodou na 100 ml

Zinek
ug Zn/ml 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
pracovni standardni roztok v ml (bod 0 0,5 1 2 4 6 8
3.10.1) (1 ml = 10 pg Zn)
HCI (bod 3.2) v ml 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztoku chloridu lanthanit¢ho (bod 3.11) a doplni se vodou na 100 ml

5.1.2.2. Prfiprava roztoku pro analyzu

Pii stanoveni médi lze pouzit pfimo roztok piipraveny podle bodu
5.1.1. Pokud je nutné jeho koncentraci nafedit na Groven kalibra¢nich
roztok, odpipetuje se alikvotni ¢ast roztoku do 100 ml odmérné banky
a doplni se po znacku kyselinou chlorovodikovou 0,5 mol/l (bod 3.3).

Pii stanoveni Zeleza, manganu a zinku se odpipetuje alikvotni cast
roztoku pfipraveného podle bodu 5.1.1 do 100 ml odmérné banky,
pfida se 10 ml roztoku chloridu lanthanitého (bod 3.11) a doplni se
po znacku kyselinou chlorovodikovou 0,5 mol/l (bod 3.3) (viz rovnéz
bod 8 ,,Poznamka®).

5.1.2.3. Slepa zkouska
Slepa zkouska musi zahrnovat vSechny piedepsané kroky postupu, ale

vlastni vzorek se nepouzije. Kalibra¢ni roztok ,,0“ nemutze byt pouzit
jako slepa zkouska.

5.1.2.4. Meéfeni atomové absorpce

Atomova absorpce kalibrac¢nich roztokd a analyzovaného roztoku se
zmé&fi s pouzitim oxida¢niho plamene vzduch-acetylen pii téchto vino-
vych délkach:

Fe: 248,3 nm
Cu: 324,8 nm
Mn: 279,5 nm
Zn: 213,8 nm

Kazdé meéfeni se provede Ctyfikrat.
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5.2.

Mineralni krmiva

Pokud vzorek neobsahuje organickou hmotu, nemusi se spalovat.
Ptiprava se provadi podle bodu 5.1.1.1 od druhého odstavce. Nemusi
se provadét ani odpafovani s kyselinou fluorovodikovou.

Vypocet vysledki

Koncentrace daného stopového prvku v roztoku se vypocte z kalibracni
kiivky a vysledek se vyjadii v miligramech stopového prvku na kilo-
gram vzorku (ppm).

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u téhoz
vzorku tymz laborantem nesmi piekrocit:

— 5 mg/kg v absolutni hodnoté u obsahu daného stopového prvku do
50 mg/kg,

— 10 % z vyssiho vysledku u obsahu dané¢ho stopového prvku od 50
do 100 mg/kg,

— 10 mg/kg v absolutni hodnoté u obsahu daného stopového prvku od
100 do 200 mg/kg,

— 5 % z vyssiho vysledku u obsahu daného stopového prvku nad
200 mg/kg.

Poznamka

Pritomnost velkého mnozstvi fosfatii mize ovliviiovat stanoveni Zeleza,
manganu a zinku. Aby se tomuto ovlivnéni zabranilo, musi byt
pridavan roztok chloridu lanthanitého (bod 3.11). Pokud je véahovy
pomér (Ca + Mg)/P ve vzorku > 2, roztok chloridu lanthanitého
(bod 3.11) se do roztoku pro analyzu ani do kalibracnich roztoka
pfidavat nemusi.

D) STANOVENI OBSAHU HALOFUGINONU

DL-trans-7-brom-6-chlor-3-[3-(3-hydroxy-2-piperidyl)acetonyl]-chinazo-
lin-4-(3H)-on-hydrobromid

Obsah halofuginonu se stanovi takto:

— metodou analyzy stanovenou v norm¢ EN 17299 Krmiva: Metody
vzorkovani a analyz — Screening a stanoveni povolenych kokcidios-
tatik v doplikovych latkach a 1 % a 3 % urovné kiizové kontami-
nace a neregistrovanych kokcidiostatik a jednoho antibiotika
v nizkych koncentracich v krmnych smésich metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS) nebo

— vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na reverzni fazi (HPLC)
s UV detekci, jak je popsano v bodech 1 az 8§ nize.

Ukel a oblast pouziti

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu halofuginonu v krmivech. Mez
stanovitelnosti je 1 mg/kg.

Princip

Obsah halofuginonu se stanovi jako volna baze po extrakci horkou
vodou do ethylacetaitu a nasledné se rozdéli jako hydrochlorid do
vodného kyselého roztoku. Extrakt se piecisti na ionexové chromatogra-
fické koloné. Obsah halofuginonu se stanovi metodou vysokouéinné
kapalinové chromatografie (HPLC) na reverzni fazi s UV detekci.



02009R0152 — CS — 04.04.2024 — 009.001 — 98

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

3.8.

3.9.

Cinidla
Acetonitril, pro HPLC

Pryskyfice Amberlit XAD-2
Octan amonny

Ethylacetat

Kyselina octova, ledova

Halofuginon, standardni latka (DL-trans-7-brom-6-chlor-3-[3-(3-
hydroxy-2-piperidyl)acetonyl]-chinazolin-4-(3 H)-on-hydrobromid,
E 764)

Halofuginon, zasobni standardni roztok, 100 pg/ml

Do 500 ml odmérné banky se navazi 50 mg halofuginonu (bod 3.6)
s presnosti na 0,1 mg, rozpusti se v tlumivém roztoku octanu amon-
ného (bod 3.18), doplni po znacku tlumivym roztokem a promicha.
Tento roztok je staly tii tydny pfi teploté 5 °C, je-li skladovan ve tmé.

Kalibra¢ni roztoky

Do sady 100 ml odmémych ban€k se  odpipetuje
postupné 1,0/2,0/3,0/4,0 a 6,0 ml zasobniho standardniho roztoku
(bod 3.6.1). Doplni se po znacku mobilni fazi (bod 3.21) a promicha.
Roztoky maji koncentrace halofuginonu 1,0/2,0/3,0/4,0 a 6,0 pg/ml.
Tyto roztoky se musi pfipravovat pied pouzitim Cerstvé.

Kyselina chlorovodikova (p,o pfiblizné 1,16 g/ml)

Methanol

Dusi¢nan stiibrny

Askorbat sodny

Uhli¢itan sodny

Chlorid sodny

EDTA (disodna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové)

Voda, pro HPLC

Uhli¢itan sodny, roztok, ¢ = 10 g/100 ml

Uhlic¢itan sodny, roztok, saturovany chloridem sodnym, ¢ =5 g/100 ml

50 g uhli¢itanu sodného (bod 3.11) se rozpusti ve vodé¢, doplni se na
1 litr a pfidava se chlorid sodny (bod 3.12) az k nasyceni roztoku.

Kyselina chlorovodikova, ptiblizné 0,1 mol/l
10 ml HCI (bod 3.7) se ziedi vodou na 1 litr.
Tlumivy roztok octanu amonného, pfiblizn¢ 0,25 mol/l

19,3 g octanu amonného (bod 3.3) a 30 ml kyseliny octové (bod 3.5)
se rozpusti ve vodé (bod 3.14) a doplni se na jeden litr.
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3.20.

3.21.

4.2.

43.

4.4.

44.1.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1.
S.1.1.

Pryskyfice Amberlit XAD-2 — pfiprava

Pifiméfené mnozstvi amberlitu (bod 3.2) se promyva ve vode¢, az se
odstrani vSechny chloridové ionty, coz se prokaze zkouskou pomoci
dusi¢nanu stiibrného (bod 3.20) na odstranované vodni fazi. Pak se
pryskyfice promyje 50 ml methanolu (bod 3.8), ktery se odstrani,
a pryskyfice se ulozi pod Cerstvy methanol.

Dusiénan stfibrny, roztok ptiblizné 0,1 mol/l

0,17 g dusi¢nanu stiibrného (bod 3.9) se rozpusti v 10 ml vody.

Mobilni faze HPLC

Smicha se 500 ml acetonitrilu (bod 3.1), 300 ml tlumivého roztoku
octanu amonného (bod 3.18) a 1 200 ml vody (bod 3.14). pH se upravi
na 4,3 kyselinou octovou (bod 3.5). Prefiltruje se 0,22um filtrem (bod
4.8) a roztok se odplyni (napf. tim, Ze se vystavi ultrazvuku po dobu
10 minut). Tento roztok je staly jeden mésic, je-li skladovan ve tmé
a v uzaviené nadobé.

Piistroje

Ultrazvukova lazen

Rotaéni filmovéa odparka

Odstredivka

Zatizeni pro HPLC s ultrafialovym detektorem s nastavitelnou vlnovou
délkou nebo s detektorem s diodovym polem

Kolona pro kapalinovou chromatografii, 300 mm x 4 mm, C;g, napln
10 um, nebo obdobna kolona

Sklenéna kolona (300 mm x 10 mm) opatiena filtrem ze slinutého skla
a uzaviracim ventilem

Filtry ze sklenénych vlaken, praimér 150 mm

Membranové filtry, 0,45 um

Membranové filtry, 0,22 um

Postup

Poznamka Halofuginon jako volna baze je nestaly v alkalickych rozto-
cich a v roztocich ethylacetatu. Nesmi zistat v roztoku
ethylacetatu déle nez 30 minut.

Obecne

Provede se analyza pro kontrolu toho, ze slepy vzorek krmiva neobsa-
huje ani halofuginon, ani jiné rusivé latky.

Provede se zkouska na vytéznost u slepého vzorku krmiva, ktery byl
obohacen pfidanim takového mnozstvi halofuginonu, které odpovida
jeho obsahu ve vzorku. Pro obohaceni na obsah 3 mg/kg se
k 10 g slepého vzorku krmiva piida 300 pl zasobniho standardniho
roztoku (bod 3.6.1), promicha se a vycka 10 minut a potom se muize
zacCit s extrakci (bod 5.2).

Poznamka: Pro ucely této metody musi mit slepy vzorek krmiva
podobné slozeni jako vzorek a pii analyze nesmi byt
zjistén halofuginon.
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5.2.

5.3.
5.3.1.

Extrakce

Do odstiedivkové zkumavky o objemu 200 ml se navazi 10 g pfiprave-
ného vzorku s ptesnosti na 0,1 g, pfida se 0,5 g askorbatu sodného
(bod 3.10), 0,5 g EDTA (bod 3.13) a 20 ml vody a promicha se.
Zkumavka se umisti na pét minut do vodni 1azné (80 °C). Po vychlad-
nuti na laboratorni teplotu se pfida 20 ml roztoku uhli¢itanu sodného
(bod 3.15) a promicha se. Thned se pfida 100 ml ethylacetatu (bod 3.4)
a rucné se 15 sekund intenzivné tfepe. Pak se zkumavka s uvolnénou
zatkou umisti na tfi minuty do ultrazvukové lazné (bod 4.1). Odstredi
se dvé minuty a ethylacetatova faze se odlije pres filtr ze sklenénych
vlaken (bod 4.6) do 500 ml délici nalevky. Extrakce vzorku se opakuje
s dal$imi 100 ml ethylacetatu. Kombinované extrakty se promyvaji
jednu minutu 50 ml roztoku uhli¢itanu sodného saturovaného chlo-
ridem sodnym (bod 3.16) a poté se vodna vrstva odstrani.

Organicka vrstva se extrahuje po dobu jedné minuty 50 ml kyseliny
chlorovodikové (bod 3.17). Spodni kyselinova vrstva se vypusti do
250 ml délici nalevky. Organickd vrstva se znovu extrahuje po dobu
1,5 minuty dal$imi 50 ml kyseliny chlorovodikové a kyselinova vrstva
se spoji s prvnim extraktem. Spojené kyselinové extrakty se tfepou
priblizn¢ 10 sekund s 10 ml ethylacetatu (bod 3.4).

Vodna vrstva se kvantitativné pfevede do 250 ml banky s kulatym
dnem a organickd faze se odstrani. Pomoci rotaéni filmové odparky
(bod 4.2) se z kyselého roztoku odpafi vSechen zbyvajici ethylacetat.
Teplota vodni lazné nesmi piresdhnout 40 °C. Ve vakuu pfiblizné 25
mbar se vSechen zbyvajici ethylacetat odstrani béhem péti minut pfi
teploté 38 °C.

Precistent
Piiprava amberlitové kolony

Pro kazdy extrakt vzorku se pfipravi kolona s XAD-2. Do sklenéné
kolony (bod 4.5) se ptenese 10 g pfipraveného amberlitu (bod 3.19)
spolu s methanolem (bod 3.8). Na horni konec pryskyficové kolony se
vlozi mala zatka ze skelné vaty. Methanol z kolony se odstrani a kolona
se promyje 100 ml vody. Pfivod vody se zastavi, jakmile kapalina
dosahne horniho konce pryskyficové kolony. Pred pouzitim se kolona
necha 10 minut ekvilibrovat. Kolona nesmi nikdy vyschnout.

PieciSténi vzorku

Extrakt (bod 5.2) se kvantitativné pievede na horni Cast pfipravené
amberlitové kolony (bod 5.3.1) a eluuje se, pficemz se eluat odstranuje.
Rychlost eluce nesmi presdhnout 20 ml/min. Baika s kulatym dnem se
vyplachne 20 ml kyseliny chlorovodikové (bod 3.17) a tato kapalina se
pouzije k promyti pryskyficové kolony. Zbytek kyselého roztoku se
z kolony odstrani proudem vzduchu. Promyvaci roztok se také odstrani.
Na kolonu se pfida 100 ml methanolu (bod 3.8) a vypusti se asi 5—
10 ml eluatu do 250 ml banky s kulatym dnem. Zbyvajici methanol se
necha 10 minut ustat na koloné a potom se pokracuje v eluci rychlosti,
ktera nepfesahne 20 ml/min. Eluat se vypusti do téze banky s kulatym
dnem. Methanol se odpafi na rota¢ni filmové odparce (bod 4.2), teplota
vodni 1azné nesmi presdhnout 40 °C. Odparek se pomoci mobilni faze
(bod 3.21) kvantitativné pifevede do 10 ml odmérné baiky. Doplni se
mobilni fazi po znacku a promicha. Alikvotni ¢ast se filtruje membra-
novym filtrem (bod 4.7). Tento roztok se uschova pro stanoveni HPLC
(bod 5.4).
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5.4.
5.4.1.

5.4.2.

5.43.

Stanoveni HPLC

Parametry

Nasledujici podminky jsou doporucené, lze pouzit i jiné podminky,
pokud zajistuji rovnocenné vysledky.

Kolona pro kapalinovou chromatografii (bod 4.4.1)
HPLC mobilni faze (bod 3.21)

Prutok: 1,5 az 2 ml/min.

Detekeni vinova délka: 243 nm

Objem nastiiku: 40 az 100 pl.

Stalost chromatografického systému se kontroluje opakovanym
nastfikem kalibracniho roztoku (bod 3.6.2), ktery obsahuje 3,0 pg/ml
halofuginonu, dokud se nedosahne konstantnich vySek (nebo ploch)
pikti a konstantnich reten¢nich Cast.

Kalibra¢ni kfivka

Provede se opakovany nastiik kazdého kalibra¢niho roztoku (bod 3.6.2)
a zméfi se vySky (plochy) pikd pro kazdou koncentraci. Kalibra¢ni
kiivka se vytvoifi vynesenim primérnych hodnot vysek nebo ploch
pikt kalibracnich roztoku proti pfislusnym koncentracim v pg/ml.

Roztok vzorku

Provede se opakovany nastfik roztoku vzorku (bod 5.3.2) pfi pouziti
stejného objemu jako u kalibracnich roztokti a stanovi se prumérna
hodnota vysky (plochy) pikt halofuginonu.

Vypocet vysledki

Koncentrace halofuginonu v roztoku vzorku v pg/ml se stanovi podle
pramérné hodnoty vysky (plochy) halofuginonovych pikd v roztoku
vzorku porovnanim s kalibra¢ni kfivkou (bod 5.4.2).

Obsah halofuginonu (w) v mg/kg ve vzorku se vypoéte podle tohoto
vzorce:

_cx10
o m

w

kde:
c¢: koncentrace halofuginonu v roztoku vzorku v pg/ml,
m: hmotnost navazky vzorku v g.

Ovéieni vysledki
Identita

Identitu analytu lze potvrdit simultanni chromatografii nebo vyuzitim
detektoru s diodovym polem, pticemz se porovnavaji spektra extraktu
vzorku a kalibra¢niho roztoku (bod 3.6.2) obsahujiciho 6,0 pg/ml.

Simultanni chromatografie

Extrakt vzorku se obohati ptidanim vhodného mmnozstvi kalibraéniho
roztoku (bod 3.6.2). Mnozstvi pfidaného halofuginonu musi odpovidat
odhadovanému obsahu halofuginonu v extraktu vzorku.
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Pridavek se projevi pouze zvySenim piku halofuginonu, a to umérné
k ptidanému mnoZstvi a fedéni extraktu. Siika piku v poloving maxi-
malni vySky se smi odchylovat od $itky ptvodniho piku nejvyse
o+ 10 %.

7.1.2. Detektor s diodovym polem

Vysledky jsou posuzovany podle téchto kritérii:

a) pii vinové délce maximalni absorpce vzorku i standardu musi byt
zaznam spektra zaznamenany ve vrcholu piku na chromatogramu
stejny s presnosti danou rozliSovaci schopnosti detekéniho systému.
Pro detektor s diodovym polem se uddvd + 2 nm;

b) pfi vlnové délce mezi 225 a 300 nm se nesmi zaznam spektra ve
vzorku a standardu zaznamenany ve vrcholu piku na chromato-
gramu liSit od ostatnich ¢asti spektra v rozsahu 10 az 100 % rela-
tivni absorbance. Tohoto kritéria je dosazeno, jestlize jsou vykazana
stejna maxima a jestlize v zadném sledovaném bod¢ odchylka mezi
dvéma spektry nepiesahuje 15 % absorbance standardniho analytu;

¢) pii vlnové délce mezi 225 a 300 nm se nesmi spektrum vzestupné
Casti, vrcholu a sestupné casti piku zkouseného vzorku lisit od
ostatnich ¢asti spektra v rozsahu 10 az 100 % relativni absorbance.
Tohoto kritéria je dosazeno, jestlize jsou vykazana stejna maxima
a jestlize ve vsech sledovanych bodech odchylka mezi spektry
nepiesahuje 15 % absorbance spektra ve vrcholu piku.

Jestlize nékteré z téchto kritérii neni splnéno, pfitomnost analytu neni
potvrzena.

7.2. Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u téhoz
vzorku nesmi prekrocit 0,5 mg/kg pfi obsahu halofuginonu do 3 mg/kg.

7.3. Vyteznost

Vytéznost u obohaceného slepého vzorku musi ¢init nejméné 80 %.

8. Vysledky kolaborativni studie

Byla provedena kolaborativni studie (1), béhem niZz byly zkouSeny tii
vzorky osmi laboratofemi.

Vysledky
Vzorek A (slepy) .
pfi prevzeti Vzorek B (moucka) Vzorek C (pelety)
pii prevzeti po dvquhmési- pfi prevzeti po dvquhlnési-

cic cic
pramér [mg/kg] ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sg [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVg [%] - 16 18 14 17

(") The Analyst 108, 1983, s. 1252 az 1256.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

Vzorek A (slepy)

pii prevzeti Vzorek B (moucka)

Vzorek C (pelety)

po dvou mési-

po dvou mési-

pii prevzeti cich pii prevzeti cich
Rec. [%] 86 74 88 75
ND = nezjisténo
Sk = standardni odchylka reprodukovatelnosti

CVy = variaéni koeficient reprodukovatelnosti (%)

Rec. = vytéznost (%)

E) STANOVENI OBSAHU ROBENIDINU
1,3-bis[(4-chlorbenzyliden)amino]guanidin-hydrochlorid

Obsah robenidinu se stanovi takto:

— metodou analyzy stanovenou v normé& EN 17299 Krmiva: Metody
vzorkovani a analyz — Screening a stanoveni povolenych kokcidi-
ostatik v doplitkovych latkach a 1 % a 3 % urovné kiizové konta-
minace a neregistrovanych kokcidiostatik a jednoho antibiotika
v nizkych koncentracich v krmnych smésich metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS) nebo

— vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na reverzni fazi (HPLC)
s UV detekei, jak je popsano v bodech 1 az 8 niZe.l.
Ucel a oblast pouZiti

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu robenidinu v krmivech. Mez
stanovitelnosti je 5 mg/kg.

Princip

Vzorek se extrahuje okyselenym methanolem. Extrakt se vysusi a jeho
alikvotni Cast se preCisti na kolon¢ s oxidem hlinitym. Robenidin se
eluuje z kolony methanolem, koncentruje se a na vhodny objem se
upravi pomoci mobilni faze. Obsah robenidinu se stanovi vysoko-
ucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) na reverzni fazi s UV
detekei.

Cinidla
Methanol

Okyseleny methanol

Do 500 ml odmérné banky se odméii 4,0 ml kyseliny chlorovodikové
(p20 = 1,18 g/ml), doplni se po znaCku methanolem (bod 3.1)
a promicha. Tento roztok se musi pfipravovat pred pouzitim Cerstvy.

Acetonitril, pro HPLC
Molekularni sito

Typ 3 A, 8-12 mesh (1,6-2,5 mm perlicky krystalického hlinitokfemi-
¢itanu, pramér pora 0,3 mm).

Oxid hlinity, kysely, stupen aktivity I pro kolonovou chromatografii



02009R0152 — CS — 04.04.2024 — 009.001 — 104

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

3.9.3.

3.10.

100 g oxidu hlinitého se navazi do vhodné nadoby a pfidaji se 2,0 ml
vody. Zazatkuje se a protfepdva pfiblizn¢ 20 minut. Skladuje se
v dobfe zazatkované nadob¢.

Dihydrogenfosfore¢nan draselny, roztok ¢ = 0,025 mol/l

3,40 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného se rozpusti ve vodé (pro
HPLC) v 1000 ml odmérné baice, doplni se po znacku a promicha.

Hydrogenfosfore¢nan sodny, roztok, ¢ = 0,025 mol/l

3,55 g bezvodého (nebo 4,45 g dihydratu, nebo 8,95 g dodekahydratu)
hydrogenfosfore¢nanu sodného se rozpusti ve vodé (pro HPLC)
v 1 000 ml odmérné barnce, doplni se po znacku a promicha.

Mobilni faze HPLC

Smicha se:

650 ml acetonitrilu (bod 3.3),

250 ml vody (pro HPLC),

50 ml roztoku dihydrogenfosfore¢nanu draselné¢ho (bod 3.6),
50 ml roztoku hydrogenfosfore¢nanu sodného (bod 3.7).

Prefiltruje se 0,22pm filtrem (bod 4.6) a roztok se odplyni (napf. ultra-
zvukem po dobu 10 minut).

Standardni latka

Cisty robenidin: 1,3-bis[(4-chlorbenzyliden)amino]guanidin-hydrochlo-
rid.

Zasobni standardni roztok robenidinu: 300 pg/ml

Navazi se 30 mg standardni latky robenidinu (bod 3.9) s pifesnosti na
0,1 mg. Rozpusti se v okyseleném methanolu (bod 3.2) ve 100 ml
odmérné bance, doplni se po znacku tymz rozpoustédlem a promicha
se. Barika se obali aluminiovou folii a ulozi ve tmé.

Robenidin, pracovni standardni roztok: 12 pg/ml

Odméfi se 10,0 ml zasobniho standardniho roztoku (bod 3.9.1) do
250 ml odmérné baiky, doplni se po znacku mobilni fazi (bod 3.8)
a promicha. Baika se obali aluminiovou fo6lii a ulozi ve tmé.

Kalibra¢ni roztoky

Do sady 50 ml odmérnych  banék  se odpipetuje
postupné 5,0/10,0/15,0/20,0 a 25,0 ml pracovniho standardniho roztoku
(bod 3.9.2). Doplni se po znacku mobilni fazi (bod 3.8) a promicha.
Tyto roztoky odpovidaji 1,2/2,4/3,6/4,8 a 6,0 pg/ml robenidinu. Tyto
roztoky se musi pfipravovat pied pouzitim Cerstvé.

Voda, pro HPLC

Piistroje

Sklenéna kolona

Vyrobena z tmavého skla, opatfend uzaviracim ventilem a nadrzkou
0 obsahu pfiblizn¢ 150 ml. Vnitini pramér 10—-15 mm, délka 250 mm.
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4.2.

4.3.

4.4.

44.1.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.
S.1.1.

5.2.

5.3.
5.3.1.

Mechanicka tiepacka nebo magneticka michacka

Rotacni filmova odparka

Zatizeni pro HPLC vybavené ultrafialovym detektorem s nastavitelnou
vlnovou délkou nebo detektorem s diodovym polem pracujicim
v pasmu 250—400 nm

Kolona pro kapalinovou chromatografii: 300 mm x 4 mm, C;g, napln
10 pm, nebo obdobna

Filtra¢ni papir ze sklenénych vladken (Whatman GF/A nebo podobny)

Membranové filtry, 0,22 um.

Membranové filtry, 0,45 um.

Postup

Poznamka: Robenidin je citlivy na svétlo. Proto se pii vSech ukonech
pouziva vzdy nadobi z tmavého skla.

Obecne

Provede se analyza pro kontrolu toho, ze slepy vzorek krmiva neobsa-
huje ani robenidin, ani jiné rusivé latky.

Provede se zkouska na vytéznost u slepého vzorku krmiva (bod 5.1.1),
ktery byl obohacen pfidanim takového mnozstvi robenidinu, které
odpovida jeho obsahu ve vzorku. Pro obohaceni na obsah 60 mg/kg
se prevedou 3,0 ml zasobniho standardniho roztoku (bod 3.9.1) do
250 ml konické baiky. Roztok se odpafi asi na objem 0,5 ml v proudu
dusiku. Pfidd se 15 g slepého vzorku krmiva, promichd se a vycka
10 minut a potom se mize zacit s extrakci (bod 5.2).

Pozndmka: Pro ucely této metody musi mit slepy vzorek krmiva
podobné slozeni jako vzorek a pii analyze nesmi byt
zjiStén robenidin.

Extrakce

Do 250 ml koénické banky se navazi piiblizné 15 g pfipraveného
vzorku s ptesnosti na 0,01 g, pfida se 100,0 ml okyseleného methanolu
(bod 3.2), zazatkuje a hodinu tfepe na tfepacce (bod 4.2). Roztok se
prefiltruje ptes filtraéni papir ze sklenénych vlaken (bod 4.5) a cely
objem filtratu se jima do 150 ml konické banky. Piida se 7,5 g mole-
kularniho sita (bod 3.4), zazatkuje a pét minut se tfepe. Potom se ihned
prefiltruje ptes filtracni papir ze sklenénych vlaken. Tento roztok se
pouzije k ¢isténi (bod 5.3).

Cisténi
Piiprava kolony s oxidem hlinitym

Do spodniho konce sklenéné kolony (bod 4.1) se vlozi mala zatka ze
skelné vaty a utésni se sklenénou ty¢inkou. Navazi se 11,0 g pfiprave-
ného oxidu hlinitého (bod 3.5) a nasype se do kolony, pokud mozno
s minimalni ¢asovou prodlevou v okolnim prostfedi. Oxid hlinity se
v naplnéné koloné setfese lehkym poklepem na spodni konec kolony.
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5.4.

5.4.1.

54.2.

5.4.3.

Cisténi vzorku

Na kolonu se napipetuje 5,0 ml pfipraveného extraktu vzorku (bod
5.2). Spicka pipety se opfe o sténu kolony a roztok se necha absorbovat
oxidem hlinitym. Robenidin se z kolony eluuje pomoci 100 ml metha-
nolu (bod 3.1) pfi rychlosti pritoku 2—3 ml za minutu a eluat se jima
do 250 ml banky s kulatym dnem. Roztok methanolu se za redukova-
ného tlaku a pii teploté 40 °C odpaii do sucha v rotacni filmové
odparce (bod 4.3). Odparek se znovu rozpusti ve 3—-4 ml mobilni
faze (bod 3.8) a kvantitativné se prevede do 10 ml odmérné banky.
Banka se nékolikrat vyplachne 1-2 ml mobilni faze a tyto roztoky se
pfidaji do odmérné banky. Banka se doplni po znacku tymz rozpous-
tédlem a promicha. Alikvotni ¢ast se prefiltruje pres 0,45um membra-
novy filtr (bod 4.7). Tento roztok se pouzije pro stanoveni HPLC (bod
5.4).

Stanoveni HPLC

Parametry

Nasledujici podminky jsou doporuéené, lze pouzit i jiné podminky,
pokud zajistuji rovnocenné vysledky:

Kolona pro kapalinovou chromatografii (bod 4.4.1)

Mobilni faze HPLC (bod 3.8)

Pratok: 1,5 az 2 ml/min

Vinova délka detektoru: 317 nm

Objem nastiiku: 20 az 50 pl.

Stabilita chromatografického systému se kontroluje opakovanym
nastiikem kalibracniho roztoku (bod 3.9.3), ktery obsahuje 3,6 pg/ml,
dokud se nedosahne konstantnich vysek pikti a konstantnich reten¢nich
Casi.

Kalibrac¢ni kfivka

Provede se opakovany nastiik kazdého kalibraéniho roztoku (bod 3.9.3)
a zméfi se vySky (plochy) piki pro kazdou koncentraci. Kalibra¢ni
kiivka se vytvoii vynesenim primérnych hodnot vysek nebo ploch
pikt kalibracnich roztoku proti pfislusnym koncentracim v pg/ml.

Roztok vzorku

Provede se opakovany nastiik extraktu vzorku (bod 5.3.2) pfi pouziti
stejného objemu jako u kalibracnich roztokti a stanovi se prumeérna
hodnota vysky (plochy) pikl robenidinu.

Vypocet vysledkii

Z primérnych hodnot vysky (plochy) robenidinovych pikl v roztoku
vzorku se ur¢i koncentrace robenidinu v roztoku vzorku v pg/ml porov-
nanim s kalibraéni kfivkou (bod 5.4.2).

Obsah robenidinu (w) v mg/kg ve vzorku se vypocte podle tohoto
vzorce:
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7.2.

c x 200
W =

kde:
¢ = koncentrace robenidinu v roztoku vzorku v pg/ml,
m = hmotnost navazky vzorku v g.

Ovéieni vysledki
Identita

Identitu analytu lze potvrdit simultanni chromatografii nebo vyuzitim
detektoru s diodovym polem, pficemz se porovnavaji spektra extraktu
vzorku a kalibracniho roztoku (bod 3.9.3) obsahujicitho 6 pg/ml.

Simultanni chromatografie

Extrakt vzorku je obohacen pfidanim vhodného mnozstvi kalibra¢niho
roztoku (bod 3.9.3). Mnozstvi pfidaného robenidinu musi odpovidat
odhadovanému obsahu robenidinu v extraktu vzorku.

Piidavek se projevi pouze zvySenim piku robenidinu, a to umérné
k ptidanému mnoZstvi a fedéni extraktu. Sifka piku v poloving maxi-
malni vysky se smi odchylovat od Sitky pGvodniho piku nejvyse
o+ 10 %.

Detektor s diodovym polem

Vysledky jsou posuzovany podle téchto kritérii:

a) pfi vlnové délce maximalni absorpce vzorku i standardu musi byt
zaznam spektra zaznamenany ve vrcholu piku na chromatogramu
stejny s presnosti danou rozliSovaci schopnosti detek¢niho systému.
Pro detektor s diodovym polem se udava obvykle = 2 nm;

b) pfi vinové délce mezi 250 a 400 nm se nesmi zdznam spektra ve
vzorku a standardu zaznamenany ve vrcholu piku na chromato-
gramu liSit od ostatnich C¢asti spektra v rozsahu 10 az 100 % rela-
tivni absorbance. Tohoto kritéria je dosazeno, jestlize jsou vykazana
stejnda maxima a jestlize v zddném sledovaném bod¢ odchylka mezi
dvéma spektry nepiesahuje 15 % absorbance standardniho analytu;

¢) pii vlnové délce mezi 250 a 400 nm se nesmi spektrum vzestupné
Casti, vrcholu a sestupné c&asti piku zkouseného vzorku lisit od
ostatnich ¢asti spektra v rozsahu 10 az 100 % relativni absorbance.
Tohoto kritéria je dosazeno, jestlize jsou vykazana stejna maxima
a jestlize ve vSech sledovanych bodech odchylka mezi spektry
nepiesahuje 15 % absorbance spektra ve vrcholu piku.

Jestlize nékteré z téchto kritérii neni splnéno, pfitomnost analytu neni
potvrzena.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u té¢hoz
vzorku nesmi presahnout 10 % z vyssiho vysledku u obsahu robenidinu
nad 15 mg/kg.
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7.3.

Vytéznost
Vytéznost u obohaceného slepého vzorku musi ¢init nejméné 85 %.
Vysledky kolaborativni studie

V EU byla provedena kolaborativni studie, béhem niz dvanact labora-
tofi analyzovalo Ctyfi vzorky krmiv pro dribez a kraliky ve formé
moucky nebo v peletované formé. U kazdého vzorku byla provedena
opakovana analyza. Vysledky jsou uvedeny v této tabulce:

Dribez Kralici

Moucka Pelety Moucka Pelety
pramér [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 33 4,1
Sg [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 3,91
CVy [%] 16,1 12,0 10,6 9,7
Vytéznost [%] 90,0 93,3 87,2 80,2

s, = standardni odchylka opakovatelnosti
CV, = varia¢ni koeficient opakovatelnosti v %
Sg = standardni odchylka reprodukovatelnosti

CVyg = variacni koeficient reprodukovatelnosti v %

F) STANOVENI OBSAHU DIKLAZURILU

2,6-dichlor-alfa-(4-chlorfenyl)-4-(4,5-dihydro —3,5-dioxo- 1,2,4-triazin-2-
(3H)yl)benzenacetonitril

Obsah diklazurilu se stanovi takto:

— metodou analyzy stanovenou v normé& EN 17299 Krmiva: Metody
vzorkovani a analyz — Screening a stanoveni povolenych kokcidi-
ostatik v doplikovych latkach a 1 % a 3 % urovné kiizové konta-
minace a neregistrovanych kokcidiostatik a jednoho antibiotika
v nizkych koncentracich v krmnych smésich metodou vysokotéinné
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS) nebo

— vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na reverzni fazi (HPLC)
s ternarnim gradientem a UV detekei, jak je popsano v bodech 1 az
9 nize.

Ukel a oblast pouziti

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu diklazurilu v krmnych

smésich a premixech (!). Mez detekce je 0,1 mg/kg, mez stanovitelnosti

0,5 mg/kg. Niz8i meze stanovitelnosti jsou dosazitelné, ale uzivatel je

musi validovat.

Princip

Po pridani vnitfniho standardu se vzorek extrahuje okyselenym metha-
nolem. U krmiv se alikvotni ¢ast extraktu precisti na SPE patron¢ C18.
Diklazuril se z patrony eluuje smési okyseleného methanolu a vody.

(") Tuto metoda lze pouZit i pro stanoveni diklazurilu v krmnych surovinach.
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Po odpafeni se zbytek rozpusti v roztoku DMF/voda. U premixu se
extrakt odpaii a zbytek se rozpusti v roztoku DMF/voda. Obsah dikla-
zurilu se stanovi vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC)
na reverzni fazi s ternarnim gradientem a UV detekei.

3. Cinidla

3.1. Voda, pro HPLC

3.2. Octan amonny

3.3. Tetrabutylamonium-hydrogensiran (TBHS)
34. Acetonitril, pro HPLC

3.5. Methanol, pro HPLC

3.6. N,N-dimethylformamid (DMF)

3.7. Kyselina chlorovodikova, p,y = 1,19 g/ml

3.8. Standardni latka: diklazuril:  2,6-dichlor-alfa-(4-chlorfenyl)-4-(4,5-
dihydro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-(3 H)yl)benzenacetonitril s deklaro-
vanou Cistotou

3.8.1.  Zasobni standardni roztok diklazurilu, 500 pg/ml

Do 50 ml odmérné banky se navazi 25 mg diklazurilu (bod 3.8) s pies-
nosti na 0,1 mg, rozpusti se v DMF (bod 3.6), doplni se DMF (bod 3.6)
po znacku a promichd. Odmérna banka se obali hlinikovou folii nebo
se pouzije odmérna banka z tmavého skla a uchovava se v chladnicce.
Roztok je pii teploté < 4 °C staly jeden mésic (!).

3.8.2.  Standardni roztok diklazurilu, 50 pg/ml

Do 50 ml odmérné barky se prevede 5,00 ml zasobniho standardniho
roztoku (bod 3.8.1), doplni se DMF (bod 3.6) po znacku a promicha.
Odmérna baiika se obali hlinikovou f6lii nebo se pouzije odmérna
banka z tmavého skla a uchovava se v chladni¢ce. Roztok je pfi teploté
< 4 °C staly jeden mésic.

3.9. Vnitini  standard:  2,6-dichlor-a-(4-chlorfenyl)-4-(4,5-dihydro—3,5-
dioxo-1,2,4-triazin-2-(3 H)-yl)-a-methylbenzenacetonitril ~ (methyldikla-
zuril)

3.9.1.  Zasobni roztok vnitfniho standardu, 500 ng/ml

Do 50 ml odmérné banky se navazi 25 mg vnitfniho standardu (bod
3.9) s presnosti na 0,1 mg, rozpusti se v DMF (bod 3.6), doplni se
DMF (bod 3.6) po znacku a promicha. Odmérna baika se obali hlini-
kovou folii nebo se pouzije odmérna bailka z tmavého skla a uchovava
se v chladnicce. Roztok je prii teploté¢ < 4 °C staly jeden mésic.

3.9.2. Roztok vnitiniho standardu, 50 pg/ml

Do 50 ml odmérné banky se pievede 5,00 ml zasobniho roztoku
vnitiniho standardu (bod 3.9.1), doplni se DMF (bod 3.6) po znacku
a promicha. Odmérna barnika se obali hlinikovou folii nebo se pouZije
odmérna banka z tmavého skla a uchovava se v chladnicce. Roztok je
pii teploté < 4 °C staly jeden mésic.

3.9.3.  Roztok vnitiniho standardu pro premixy, p/1 000 mg/ml (p = nominalni
obsah diklazurilu v premixu v mg/kg)

Do 100 ml odmérné banky se navazi p/10 mg vnitiniho standardu
s presnosti na 0,1 mg, rozpusti se v DMF (bod 3.6) v ultrazvukové
lazni (bod 4.7), doplni DMF po znacku a promicha. Odmérna banka se
obali hlinikovou folii nebo se pouzije odmérnd baika z tmavého skla
a uchovava se v chladnic¢ce. Roztok je pfi teploté < 4 °C staly jeden
mésic.

(") Delsi stabilita (az 1 rok) je mozna, ale musi ji potvrdit konkrétni laboratof.
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3.10.1.

3.10.2.

3.10.3.

3.10.4.

3.10.5.

3.11.

3.13.1.

3.13.2.

3.13.3.

Kalibraéni roztoky
Kalibraéni roztok, 1 pg/ml (diklazuril)

Do 50 ml odmé&mé bariky se odpipetuje 1,00 ml standardniho roztoku
diklazurilu (bod 3.8.2) a 2,00 ml roztoku vnitiniho standardu (bod
3.9.2). Piida se 17 ml DMF (bod 3.6), doplni se vodou (bod 3.1) po
znaCku a promicha. Tento roztok se musi pfipravovat pred pouzitim
cerstvy.

Kalibracni roztok, 2 pg/ml (diklazuril)

Do 50 ml odmérné banky se odpipetuji 2,00 ml standardniho roztoku
diklazurilu (bod 3.8.2) a 2,00 ml roztoku vnitiniho standardu (bod
3.9.2). Piida se 16 ml DMF (bod 3.6), doplni se vodou (bod 3.1) po
znaCku a promicha. Tento roztok se musi pfipravovat pred pouzitim
cerstvy.

Kalibracni roztok, 3 pg/ml (diklazuril)

Do 50 ml odmérné banky se odpipetuji 3,00 ml standardniho roztoku
diklazurilu (bod 3.8.2) a 2,00 ml roztoku vnitiniho standardu (bod
3.9.2). Piida se 15 ml DMF (bod 3.6), doplni se vodou (bod 3.1) po
znacku a promicha. Tento roztok se musi pfipravovat pred pouzitim
cerstvy.

Kalibracni roztok, 4 pg/ml (diklazuril)

Do 50 ml odmérné banky se odpipetuji 4,00 ml standardniho roztoku
diklazurilu (bod 3.8.2) a 2,00 ml roztoku vnitiniho standardu (bod
3.9.2). Piida se 14 ml DMF (bod 3.6), doplni se vodou (bod 3.1) po
znacku a promicha. Tento roztok se musi pfipravovat pred pouzitim
cerstvy.

Kalibra¢ni roztok, 5 ug/ml (diklazuril)

Do 50 ml odmérné banky se odpipetuje 5,00 ml standardniho roztoku
diklazurilu (bod 3.8.2) a 2,00 ml roztoku vnitinitho standardu (bod
3.9.2). Prida se 13 ml DMF (bod 3.6), doplni se vodou (bod 3.1) po
znacku a promicha. Tento roztok se musi pfipravovat pred pouzitim
cerstvy.

Pozndmka: kalibraéni roztoky (bod 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4
a 3.10.5) pokryvaji koncentraci diklazurilu v krmivu
v rozmezi od 0,5 mg/kg do 2,5 mg/kg pii pouziti stavaji-
ciho protokolu.

SPE patrona C;g, napf. Mega Bond Elut, velikost: 20 ml, sorpéni
hmotnost: 5 000 mg (stabilizace podle pokynt dodavatele).

Extrakéni rozpoustédlo: okyseleny methanol.

Do 1000 ml methanolu (bod 3.5) se napipetuje 5,0 ml kyseliny chlo-
rovodikové (bod 3.7) a promicha.

Mobilni faze pro HPLC

Eluent A: roztok octanu amonného a tetrabutylamonium-hydrogensi-
ranu.

5 g octanu amonného (bod 3.2) a 3,4 g TBHS (bod 3.3) se rozpusti
v 1000 ml vody (bod 3.1) a promicha se.

Eluent B: acetonitril (bod 3.4).

Eluent C: methanol (bod 3.5).
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.3.

44,

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.
5.1.1.

5.2.
5.2.1.

Piistroje

Mechanicka trepacka

Zatizeni pro HPLC s ternarnim gradientem:

Kolona pro kapalinovou chromatografii, Hypersil ODS, napl 3 pm,
100 mm x 4,6 mm, nebo obdobna

UV detektor s nastavitelnou vinovou délkou nebo detektor s diodovym
polem

Rotaéni filmova odparka

Membranovy filtr (napf. chemicky odolny Nylon), 0,45 pum

Jednorazova injekcni stiikacka, 5 ml

Vakuové zatizeni

Ultrazvukova lazen

Postup
Obecné
Slepy vzorek krmiva

Provede se analyza pro kontrolu toho, ze slepy vzorek krmiva neobsa-
huje ani diklazuril, ani jiné rusivé latky. Slepy vzorek krmiva musi mit
podobné slozeni jako vzorek a pfi analyze nesmi byt zjistén diklazuril
ani jiné rusivé latky.

ZkousSka na vytéznost

Provede se zkouska na vytéznost u slepého vzorku krmiva, ktery byl
obohacen pridanim takového mnozstvi diklazurilu, které odpovida jeho
obsahu ve vzorku. Pro obohaceni na obsah 1 mg/kg se k 50 g slepého
vzorku krmiva pfidd 0,1 ml zdsobniho standardniho roztoku (bod
3.8.1). Dukladné se promicha a vycka 10 minut, znovu se nékolikrat
promicha a potom se se mize zacit s extrakci (bod 5.2).

Neni-li k dispozici slepy vzorek krmiva podobného slozeni jako vzorek
(viz bod 5.1.1), lze provést zkousku na vytéznost metodou standardniho
ptidavku. V tom pfipadé se vzorek, jenz ma byt analyzovan, obohati
pfidanim takového mnozstvi diklazurilu, které odpovida jeho obsahu ve
vzorku. Obohaceny vzorek se potom zkousi spolecné se vzorkem
neobohacenym a vytéznost se vypocte odectenim.

Extrakce
Krmné smési

Do 500 ml konické bariky se navazi ptiblizné 50 g vzorku s piesnosti
na 0,01 g. Prida se 1,00 ml roztoku vnitfniho standardu (bod 3.9.2)
a 200 ml extrakéniho rozpoustédla (bod 3.12) a banika se zazatkuje.
Smés se pies noc tiepe na tiepacce (bod 4.1). Poté se necha 10 minut
usadit. 20 ml supernatantu se pievede do vhodné sklenéné nadoby
a zfedi se 20 ml vody (bod 3.1). Tento roztok se nanese na extrakéni
patronu (bod 3.11) a prosaje se pomoci vakua (bod 4.6). Patrona se
promyje 25 ml smési slozené z extrakéniho rozpoustédla (bod 3.12)
a vody (bod 3.1), 65 + 35 (V + V). Spojené frakce se odstrani a slozky
se eluuji 25 ml smési slozené z extrakéniho rozpoustédla (bod 3.12)
a vody, 80 + 20 (V + V). Tato frakce se v rota¢ni odparce (bod 4.3)
odpafi pti 60 °C do sucha. Odparek se rozpusti v 1,0 ml DMF (bod
3.6), piida se 1,5 ml vody (bod 3.1) a promicha. Ptefiltruje se pies
membranovy filtr (bod 4.4), ktery je pfipevnén k jednorazové injekeni
stitkacce (bod 4.5). Déle se pokracuje se stanovenim HPLC (bod 5.3).
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52.2.

5.3.

5.3.1.

Premixy

Do 500 ml konické banky se navazi priblizné 1 g vzorku s pfesnosti na
0,001 g. Pfida se 1,00 ml roztoku vnitiniho standardu (bod 3.9.3)
a 200 ml extrakéniho rozpoustédla (bod 3.12) a barka se zazatkuje.
Smés se pies noc tiepe na tiepacce (bod 4.1). Poté se necha 10 minut
usadit. 10000/p ml (p = nominalni obsah diklazurilu v premixu
v mg/kg) supernatantu se prevede do banky s kulatym dnem vhodné
velikosti. V rota¢ni odparce (bod 4.3) se odpafi za snizeného tlaku pfi
60 °C do sucha. Odparek se rozpusti v 10,0 ml DMF (bod 3.6), pfida
se 15,0 ml vody (bod 3.1) a promicha. Dale se pokracuje se stano-
venim HPLC (bod 5.3).

Stanoveni HPLC

Parametry

Nasledujici podminky jsou doporucené, lze pouzit i jiné podminky,
pokud zajistuji rovnocenné nebo lepsi vysledky.

— Kolona pro kapalinovou chromatografii (bod 4.2.1): 100 mm x
4,6 mm, Hypersil ODS, naplii 3 pm, nebo obdobna.

— Mobilni faze

— Eluent A (bod 3.13.1): vodny roztok octanu amonného a tetra-
butylamonium-hydrogensiranu.

— Eluent B (bod 3.13.2): acetonitril.

— Eluent C (bod 3.13.3): methanol.

— Druh eluce — linearni gradientova eluce

— vychozi podminky: A + B+ C =60 + 20 + 20 (V +V + V),

— po 10 minutach gradientova eluce po dobu 30 minut do:
A+B+C=45+20+35(V+V+V),

— 10 minut proplachovat eluentem B.

— Pratok: 1,5-2 ml/min.

— Objem nastiiku: 20 pl.

— VInova délka detektoru: 280 nm.

Stabilita chromatografického systému se kontroluje opakovanym
nastiikem kalibra¢niho roztoku (bod 3.10.2), ktery obsahuje 2 pg/ml
diklazurilu, a vnitiniho standardu, dokud se nedosahne konstantnich
vysek piku a konstantnich reten¢nich Casu.

Chromatograficka analyza kalibraé¢nich roztoku

Dvakrat se nastiikne 20 pl kalibrac¢nich roztokt (bod 3.10.1, 3.10.2,
3.10.3, 3.10.4 a 3.10.5), stanovi se a integruji piky diklazurilu
a vnitfniho standardu a sestroji se kalibra¢ni kfivka na zakladé poméru
prumérné hodnoty vysky (plochy) piku diklazurilu k primérné hodnoté
vysky (plochy) piku vnitiniho standardu vuci koncentraci diklazurilu
v kalibracnich roztocich (ug/ml).

Chromatografickd analyza roztokl vzorku

Dvakrat se nastiikne 20 pl roztoku vzorku (bod 5.2.1 nebo 5.2.2)
a stanovi se prumérna hodnota vysky (plochy) piku diklazurilu
a vnitiniho standardu.
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6.2.

w = X = nebo w = X

w

Vypocet vysledkii

Krmné smési

Obsah diklazurilu (w) v mg/kg ve vzorku se vypocte podle tohoto
vzorce:

Vyska(d,s) Plocha(d,s) b
Vyska(i,s) Yz Plocha(i,s)
RALLLIU LV N Zochalls)

5‘5
<

a m a

kde:
— Vyska(d,s) je vyska piku diklazurilu v roztoku vzorku (bod 5.2.1)
— Plocha(d,s) je plocha piku diklazurilu v roztoku vzorku (bod 5.2.1)

— Vyska(i,s) je vyska piku vnitfniho standardu v roztoku vzorku (bod
5.2.1)

— Plocha(i,s) je plocha piku vnitiniho standardu v roztoku vzorku
(bod 5.2.1)

— b je prisecik kalibracni kfivky vynesené z kalibracnich roztokii
(bod 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 a 3.10.5) podle bodu 5.3.2

— a je sklon kalibra¢ni kiivky vynesené z kalibra¢nich roztoku (bod
3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 a 3.10.5) podle bodu 5.3.2

— m je hmotnost navazky vzorku v g

— V je konecny objem extraktu vzorku po opétovném rozpusténi
podle bodu 5.2.1 v ml (tj. 2,5 ml)

Premixy

Obsah diklazurilu (w) v mg/kg ve vzorku se vypocte podle tohoto
vzorce:

Vyska(d,s) Plocha(d.s)
Vyska(i,s Plocha(i,s
_ (X)) X o,onXpnebOW: (i,5) X o,onxp
a m a m
kde:

— Vyska(d,s) je vyska piku diklazurilu v roztoku vzorku (bod 5.2.2)
— Plocha(d,s) je plocha piku diklazurilu v roztoku vzorku (bod 5.2.2)

— Vyska(i,s) je vyska piku vnitfniho standardu v roztoku vzorku (bod
5.2.2)

— Plocha(i,s) je plocha piku vnitiniho standardu v roztoku vzorku
(bod 5.2.2)

— b je prusecik kalibracni kiivky vynesené z kalibrac¢nich roztoku
(bod 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 a 3.10.5) podle bodu 5.3.2

— a je sklon kalibra¢ni kiivky vynesené z kalibracnich roztoku (bod
3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 a 3.10.5) podle bodu 5.3.2

— m je hmotnost navazky vzorku v g

— V je konecny objem extraktu vzorku po opétovném rozpusténi
podle bodu 5.2.2 v ml (tj. 25 ml)

— p je nominalni obsah diklazurilu v premixu v mg/kg
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7.1.2.

7.2.

Ovéieni vysledki
Identita

Identitu analytu lze potvrdit simultdnni chromatografii nebo vyuzitim
detektoru s diodovym polem, pficemz se porovnavaji spektra extraktu
vzorku (bod 5.2.1 nebo 5.2.2) a kalibra¢niho roztoku (bod 3.10.2).

Simultanni chromatografie

Extrakt vzorku (bod 5.2.1 nebo 5.2.2) je obohacen pfidanim vhodného
mnozstvi kalibra¢niho roztoku (bod 3.10.2). Pfidané mnozstvi diklazu-
rilu musi odpovidat obsahu diklazurilu v extraktu vzorku.

Pridavek se projevi pouze zvySenim piku diklazurilu a piku vnitiniho
standardu, a to umé&mé pridanému mnoZstvi a fedéni extraktu. Sitka
piku v poloviné vysky se smi odchylovat od Sitky ptivodniho piku
diklazurilu nebo piku interniho standardu v neobohaceném extraktu
vzorku nejvyse o £ 10 %.

Detektor s diodovym polem

Vysledky jsou posuzovany podle téchto kritérii:

a) Pfi vlnové délce maximalni absorpce vzorku i standardu musi byt
zaznam spektra zaznamenany ve vrcholu piku na chromatogramu
stejny s presnosti danou rozliSovaci schopnosti detekéniho systému.
Pro detektor s diodovym polem se udava obvykle = 2 nm.

b) Pfi vlnové délce mezi 230 a 320 nm se nesmi zaznam spektra ve
vzorku a standardu zaznamenany ve vrcholu piku na chromato-
gramu lisit od ostatnich ¢asti spektra v rozsahu 10-100 % relativni
absorbance. Tohoto kritéria je dosazeno, jestlize jsou vykazana
stejnd maxima a jestlize v zadném sledovaném bod¢é odchylka
mezi dvéma spektry nepfesahuje 15 % absorbance standardniho
analytu.

c) Pfi vinové délce mezi 230 a 320 nm se nesmi spektrum vzestupné
Casti, vrcholu a sestupné ¢&asti piku zkouseného vzorku lisit od
ostatnich ¢asti spektra v rozsahu 10-100 % relativni absorbance.
Tohoto kritéria je dosazeno, jestlize jsou vykazana stejna maxima
a jestlize ve vSech sledovanych bodech odchylka mezi spektry
nepiesahuje nikde 15 % absorbance spektra ve vrcholu piku.

Jestlize nékteré z téchto kritérii neni splnéno, piitomnost analytu neni
potvrzena.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou nezavislych méfeni provedenych u dvou
podvzorkt nesmi piekrocit:

— 30 % vzhledem k vyssi hodnot¢ u obsahu diklazurilu mezi
0,5 mg/kg a 2,5 mg/kg,

— 0,75 mg/kg u obsahu diklazurilu mezi 2,5 mg/kg a 5 mg/kg,

— 15 % vzhledem k vys§i hodnoté u obsahu diklazurilu nad 5 mg/kg.
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7.3.

Vytéznost
Vytéznost u obohacené¢ho (slepého) vzorku musi Cinit nejméné 80 %.
Vysledky kolaborativni studie

Byly provedeny dvé kolaborativni studie. V prvni studii provedené jinou
skupinou laboratofi v roce 1994 byly analyzovanymi vzorky dva premixy
(O 100, A 100) a tfi vzorky dopliikového krmiva pro drubez (L1, ZI1,
K1). Jeden vzorek premixu byl smisen s organickou matrici (O 100)
a druhy s anorganickou matrici (A 100). Teoreticky obsah diklazurilu
je 100 mg/kg. Laboratote byly povéteny, aby kazdy ze vzorka podrobily
jedné nebo dvéma analyzam. (Podrobnéjsi udaje o prvni kolaborativni
studii viz Journal of AOAC International, svazek 77, ¢. 6, 1994, s. 1359—
1361).

Ve druhé kolaborativni studii byly analyzovany tfi krmné smési pro
driibez obsahujici diklazuril v koncentracich 0,9 mg/kg (MAT 1)
a 1,5 mgkg (MAT 2) a slepy vzorek krmiva (MAT 3). Podrobné
udaje o druhé studii viz Technickd zprava Spolecného vyzkumného stie-
diska (2016) a Journal of AOAC International, svazek 102, ¢. 2, 2019,
s. 646—652. Vysledky obou kolaborativnich studii jsou uvedeny v nasle-
dujici tabulce.

Vzorek Vzorek 20 Vzorek 5 | Vzorek 6 | Vzorek 7 | Vzorek 8
1 A 100 100 | V7orek 3 L1 Vzorek 4 Z1 Kl MAT 1 | MAT 2 | MAT 3
L 11 11 11 11 6 10 9 10
n 19 18 19 19 12 20 18 10
Primér  (mg/ 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89 1,0 1,5 <LOQ
kg)
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03 0,11 0,07 -
CV, (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34 11,2 4,5 -
Sgr (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12 0,18 0,21 -
CVy (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65 18,1 14,3 -
Nominalni 100 100 1,0 1,0 1,0 0,9 1,5 -
obsah (mg/kg)
Odkaz (*) Prvni  [Prvni studielPrvni studie|Prvni studie| Prvni Druha Druha Druha
studie z roku z roku z roku studie studie studie studie
z roku 1994 1994 1994 z roku z roku z roku z roku
1994 1994 2015 2015 2015
L = pocet laboratoii
n = pocet jednotlivych hodnot
S, = standardni odchylka opakovatelnosti

CV, = variacni koeficient opakovatelnosti

Sg = standardni odchylka reprodukovatelnosti
CVy = variaéni koeficient reprodukovatelnosti

LOQ = mez stanovitelnosti

(*) Prvni studie z roku 1994: Journal of AOAC International, svazek 77, ¢. 6, 1994, s. 1359-1361; druh4 studie z roku 2015:
Technicka zprava Spoleéného vyzkumného stiediska ,,Re-validation of a method for the determination of diclazuril by
collaborative study* (2016).
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

Obecné poznamky

Musi byt pfedem prokazano, ze odezva diklazurilu je méfena v linearni
oblasti koncentrace.

Alespont pro analyzu diklazurilu v krmnych smésich s vysokym
obsahem tuku (pro tento ucel vyssim nez 12 % tuku) lze tuto metodu
analyzy nahradit jinymi metodami zaloZenymi na HPLC, napf. vysoko-
ucinnou kapalinovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii
(HPLC-MS), pokud ma tato alternativni metoda rovnocenné charakte-
ristiky G¢innosti (vytéznost, preciznost za podminek opakovatelnosti
a reprodukovatelnosti).

G) STANOVENI OBSAHU LASALOCIDU SODNEHO

Sodnad siil polyetherové karboxylové kyseliny produkované Strepto-
myces lasaliensis.

Obsah lasalocidu sodného se stanovi takto:

— metodou analyzy stanovenou v normé& EN 17299 Krmiva: Metody
vzorkovani a analyz — Screening a stanoveni povolenych kokcidi-
ostatik v doplitkovych latkach a 1 % a 3 % turovné kiizové konta-
minace a neregistrovanych kokcidiostatik a jednoho antibiotika
v nizkych koncentracich v krmnych smésich metodou vysokotcinné
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS) nebo

— vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na reverzni fazi (HPLC)
s pouzitim spektrofluorimetrického (fluorescenc¢niho) detektoru, jak
je popsano v bodech 1 az 8 nize.

Ukel a oblast pouZiti

Tato metoda umoznuje stanoveni obsahu lasalocidu sodného v krmi-
vech. Mez detekce je 5 mg/kg, mez stanovitelnosti 10 mg/kg.
Princip

Lasalocid sodny se extrahuje ze vzorku okyselenym methanolem
a stanovi se vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) na

reverzni fazi s pouzitim spektrofluorimetrického (fluorescencniho)
detektoru.

Cinidla
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,4)

Kyselina fosforecna, w (w/w) = 85 %

Roztok kyseliny fosfore¢né, ¢ = 20 %

23,5 ml kyseliny fosfore¢né (bod 3.2) se doplni vodou na 100 ml.
6-methyl-2-heptylamin (1,5-dimethylhexylamin), w (w/w) = 99 %
Methanol, pro HPLC

Kyselina chlorovodikové, hustota = 1,19 g/ml

Fosfatovy tlumivy roztok, ¢ = 0,01 mol/l

V 500 ml vody (bod 3.11) se rozpusti 1,36 g KH,PO,4 (bod 3.1), pfida
se 3,5 ml kyseliny fosfore¢né (bod 3.2) a 10,0 ml 6-methyl-2-heptyla-
minu (bod 3.4). pH se upravi na 4,0 roztokem kyseliny fosforeéné (bod
3.3) a doplni se vodou (bod 3.11) na 1000 ml.
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3.8.

3.9.

3.10.1.

3.10.2.

3.10.3.

4.2.

4.3.

5.1.1.

Okyseleny methanol

Do 1 000 ml odmérné banky se odméti 5,0 ml kyseliny chlorovodikové
(bod 3.6), doplni se methanolem (bod 3.5) po znacku a promicha.
Tento roztok se musi pfipravovat pred pouzitim Cerstvy.

HPLC mobilni faze, roztok fosfatového tlumivého roztoku a methanolu
5+95(V+YV)

Smicha se 5 ml fosfatového tlumivého roztoku (bod 3.7) a 95 ml
methanolu (bod 3.5).

Standardni latka lasalocid sodny s deklarovanou ¢istotou, C34Hs30OgNa
(sodna stl polyetherové karboxylové kyseliny produkovana Strepto-
myces lasaliensis), E 763

Zasobni standardni roztok lasalocidu sodného, 500 pg/ml

Do 100 ml odmérné banky se navazi 50 mg lasalocidu sodného (bod
3.10) s presnosti na 0,1 mg a rozpusti se v okyseleném methanolu (bod
3.8), doplni se jim po znacku a promicha. Tento roztok se musi pfipra-
vovat pred pouzitim Cerstvy.

Pracovni standardni roztok lasalocidu sodného, 50 pg/ml

Do 100 ml odmérné banky se odpipetuje 10,0 ml zasobniho standard-
niho roztoku (bod 3.10.1), doplni se po znacku okyselenym metha-
nolem (bod 3.8) a promicha. Tento roztok se musi pfipravovat pred
pouzitim Cerstvy.

Kalibra¢ni roztoky

Do sady 50 ml odmérnych banék se odpipetuje postupné 1,0/2,0/4,0/5,0
a 10,0 ml pracovniho standardniho roztoku (bod 3.10.2). Doplni se po
znacku okyselenym methanolem (bod 3.8) a promicha. Tyto roztoky
odpovidaji 1,0/2,0/4,0/5,0 a 10,0 pg lasalocidu sodného na ml. Tyto
roztoky se musi pfipravovat pied pouzitim Cerstvé.

Voda, pro HPLC

Piistroje

Ultrazvukova lazen (nebo vodni tfepaci lazen) s kontrolou teploty

Membranové filtry, 0,45 um

Zatizeni pro HPLC s davkovacim systémem pro injektované objemy
20 ul

Kolona pro kapalinovou chromatografii, 125 mm X 4 mm, reverzni
faze Cig, napln 5 um, nebo obdobna

Spektrofluorimetr s nastavitelnou excitac¢ni i emisni vinovou délkou

Postup
Obecné
Slepy vzorek krmiva

Pro provedeni zkousky na vytéznost (bod 5.1.2) se provede analyza pro
kontrolu toho, ze slepy vzorek krmiva neobsahuje ani lasalocid sodny,
ani jiné rusivé latky. Slepy vzorek krmiva musi mit podobné slozeni
jako vzorek a nesmi byt zjistén lasalocid sodny ani jiné rusivé latky.
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5.12. Zkous$ka na vytéznost

Provede se zkouska na vytéznost u slepého vzorku krmiva, ktery byl
obohacen pfidanim takového mnozstvi lasalocidu sodného, které odpo-
vida jeho obsahu ve vzorku. Pro obohaceni na obsah 100 mg/kg se
prevede 10,0 ml zasobniho standardniho roztoku (bod 3.10.1) do 250 ml
konické bariky a roztok se odpaii na objem pfiblizné¢ 0,5 ml. Pfida se
50 g slepého vzorku krmiva. Dutikladné se promicha a vycka 10 minut,
znovu se nékolikrat promichad a potom se se muze zacit s extrakci (bod
5.2).

Neni-li k dispozici slepy vzorek krmiva podobného slozeni jako vzorek
(viz 5.1.1), lze provést zkousku na vytéznost metodou standardniho
ptidavku. V tom ptipadé se vzorek, jenz ma byt analyzovan, obohati
pfidanim takového mnozstvi lasalocidu sodného, které odpovida jeho
obsahu ve vzorku. Tento vzorek se potom zkousi spoleéné se vzorkem
neobohacenym a vytéznost se vypocte odectenim.

5.2. Extrakce
52.1. Krmiva

Do 250 ml konické banky se zatkou se navazi 5-10 g vzorku s pies-
nosti na 0,01 g. Pipetou se pfida 100,0 ml okyseleného methanolu (bod
3.8). Banka se voln¢ uzavie zatkou a promicha krouzenim. Potom se
vlozi na 20 minut do ultrazvukové lazné (bod 4.1) pfi teploté priblizné
40 °C. Pak se banka vyjme a ochladi na laboratorni teplotu. Necha se
stat asi jednu hodinu, aby se usadily suspendované castice, a potom se
alikvotni Cast prefiltruje pres 0,45pm membranovy filtr (4.2) do vhodné
nadoby. Déle se pokracuje se stanovenim HPLC (bod 5.3).

522. Premixy

Do 250 ml odmérné banky se navazi asi 2 g nemletého vzorku premixu
s piesnosti na 0,001 g. Pfida se 100,0 ml okyseleného methanolu (bod
3.8) a promicha krouzenim. Potom se vlozi na 20 minut do ultrazvu-
kové 1azné (bod 4.1) pfi teploté priblizné 40 °C. Pak se banka vyjme
a ochladi na laboratorni teplotu. Doplni se po znacku okyselenym
methanolem (bod 3.8) a dikladné promicha. Necha se stat asi jednu
hodinu, aby se usadily suspendované Castice, a potom se alikvotni ¢ast
prefiltruje pres 0,45um membranovy filtr (bod 4.2). Vhodny objem
¢ireho filtratu se nafedi okyselenym methanolem (bod 3.8) na
konec¢nou koncentraci asi 4 pg/ml lasalocidu sodného. Déle se pokra-
Cuje se stanovenim HPLC (bod 5.3).

5.3. Stanoveni HPLC
53.1. Parametry

Nasledujici podminky jsou doporuéené; lze pouzit i jiné podminky,
pokud zajist'uji rovnocenné vysledky:

Kolona pro kapalinovou chromatografii 125 mm x 4 mm, reverzni faze C;g, napli 5
(bod 4.3.1): um, nebo obdobna

Mobilni faze (bod 3.9): smés fosfatového tlumivého roztoku (bod 3.7)
a methanolu (bod 3.5), 5 + 95 (V+V)

Prutok: 1,2 ml/min
Detek¢ni vinova délka: excitace: 310 nm
emise: 419 nm

Objem nastiiku: 20 ul
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6.1.

6.2.

Stabilita chromatografického systému se kontroluje opakovanym
nastiikem kalibra¢niho roztoku (bod 3.10.3), ktery obsahuje 4,0 pg/ml,
dokud se nedosahne konstantnich vysek (nebo ploch) pikl a konstant-
nich reten¢nich Casti.

Kalibra¢ni kfivka

Provede se opakovany nastfik kazdého kalibra¢niho roztoku (bod
3.10.3) a stanovi se primérna hodnota vysek (ploch) pikd pro kazdou
koncentraci. Kalibracni kiivka se vytvofi vynesenim primérnych
hodnot vysek (ploch) pik kalibrac¢nich roztokti proti pfislusnym
koncentracim v pg/ml.

Roztok vzorku

Provede se opakovany nastiik extraktd vzorku ziskanych podle bodu
5.2.1 nebo 5.2.2 pii pouziti stejného objemu jako u kalibraéniho
roztoku a stanovi se primérna hodnota vysek (ploch) piktu lasalocidu
sodného.

Vypocet vysledki

Z pramérné hodnoty vysky (plochy) piku ziskané nastfikem roztoku
vzorku (bod 5.3.3) se porovnanim s kalibra¢ni kfivkou stanovi koncent-
race lasalocidu sodné¢ho v pg/ml.

Krmiva

Obsah lasalocidu sodného (w) v mg/kg ve vzorku se vypocte podle
tohoto vzorce:

cxV;
= k
w=———[mg/kg]

kde:

c = koncentrace lasalocidu sodného v roztoku vzorku (bod 5.2.1)
v pg/ml

V; = objem extraktu vzorku podle bodu 5.2.1 v ml (. 100 ml)

m = hmotnost navazky vzorku v g

Premixy

Obsah lasalocidu sodného (w) v mg/kg ve vzorku se vypocte podle
tohoto vzorce:

w2 Dy i
kde:
¢ = koncentrace lasalocidu sodného v roztoku vzorku (bod 5.2.2)
v pg/ml
V, = objem extraktu vzorku podle bodu 5.2.2 v ml (. 250 ml)
f = faktor fedéni podle bodu 5.2.2

m = hmotnost navazky vzorku v g
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7.1.1.

7.2.

7.3.

Ovéieni vysledki
Identita

Metody zalozené na spektrofluorimetrické detekci jsou méné nachylné
na interference nez metody s UV detekei. Identitu analytu l1ze potvrdit
simultdnni chromatografii.

Simultanni chromatografie

Extrakt vzorku (bod 5.2.1 nebo 5.2.2) je obohacen pfidanim vhodného
mnozstvi kalibra¢niho roztoku (bod 3.10.3). Pfidané mnozstvi lasalo-
cidu sodného musi odpovidat obsahu lasalocidu sodného v extraktu
vzorku. Pfidavek se projevi pouze zvySenim piku lasalocidu sodného,
a to umérné k pridanému mnozstvi lasalocidu sodného a ftedéni
extraktu. Sitka piku v poloving vysky se smi odchylovat od sitky
pivodniho piku v neobohaceném extraktu vzorku nejvyse o = 10 %.

Opakovatelnost
Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u téhoz

vzorku nesmi ptekrocit:

— 15 % vzhledem k vy$si hodnoté u obsahu lasalocidu sodného od
30 mg/kg do 100 mg/kg,

— 15 mg/kg u obsahu lasalocidu sodného od
200 mg/kg,

100 mg/kg do

— 7,5 % vzhledem k vyss§i hodnoté u obsahu lasalocidu sodného nad
200 mg/kg.

Vytéznost

Pro obohaceny (slepy) vzorek krmiva ¢ini vytéznost nejméné 80 %.
Pro obohacené vzorky premixt ¢ini vytéznost nejméné 90 %.

Vysledky kolaborativni studie

Byla provedena kolaborativni studie (¥), béhem niz dvanact laboratofi
analyzovalo dva premixy (vzorky 1 a 2) a pét krmiv (vzorky 3-7).
U kazdého vzorku byla provedena opakovana analyza. Vysledky jsou
uvedeny v této tabulce:

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzoryek 4V Vzorek 5 Vzorek 6 Vzorek 7
. . Krmna smés . . .
Premix pro Premix pro Pelety pro Kuiat Krmivo pro | Krmivo pro [Krmivo pro
kufata kriity kriity pro kurata kriity dribez A | dribez B
sypka
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
primér [mg/ 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
kg]
s, [mg/kg] 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
CV, [%] 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 5,37
sr [me/ke] 286 883 3,85 732 5,29 3,47 3,49
CVR [%] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 szﬁgel;ﬁés Vzorek 5 Vzorek 6 Vzorek 7
Premix pro Premix pro Pelety pro ro kufata Krmivo pro | Krmivo pro [Krmivo pro
kutata krity kruty p . kruty dribez A dribez B
sypka

Nominalni 5000 (*%*) 16 000 (**) 80 (**) 105 (*%) 120 (*%*) 50 (+) 35 (%)

obsah [mg/kg]

L = pocet laboratofi

n = pocet jednotlivych vysledka

S = standardni odchylka opakovatelnosti

sg = standardni odchylka reprodukovatelnosti

CV, = varia¢ni koeficient opakovatelnosti v %

CVyr = variaéni koeficient reprodukovatelnosti v %
*) Analyst, 1995, 120, s. 2175-2180

(**) Obsah deklarovany vyrobcem

+) krmivo pfipravené v laboratofi

H) STANOVENf OBSAHU AMPROLIA HYDROCHLORIDU

1-[(4-amino-2-propyl-5-pyrimidinyl)methyl]-2-methylpyridinium  chlorid
monohydrochlorid

Ukel a oblast pouZiti

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu amprolia v krmivech. Mez
detekce je 1 mg/kg, mez stanovitelnosti je 5 mg/kg.

Princip

Vzorek se extrahuje smési methanolu a vody. Po ziedéni mobilni fazi
a membranové filtraci se obsah amprolia stanovi vysokotc¢innou kapali-
novou chromatografii (HPLC) s vyménou kationtd a UV detekei.

Cinidla
Methanol

Acetonitril, pro HPLC
Voda, pro HPLC
Roztok dihydrogenfosfore¢nanu sodného, ¢ = 0,1 mol/l

13,80 g dihydrogenfosfore¢nanu sodného se rozpusti ve vod¢ (bod 3.3)
v 1000 ml odmémé baice, doplni se vodou (bod 3.3) po znacku
a promicha.

Roztok chloristanu sodného, ¢ = 1,6 mol/l

224,74 g chloristanu sodného se rozpusti ve vodé¢ (bod 3.3) v 1 000 ml
odmérné bance, doplni se vodou (bod 3.3) po znacku a promicha.

Mobilni faze pro HPLC (viz poznamka 9.1).

Smés acetonitrilu (bod 3.2), roztoku dihydrogenfosfore¢nanu sodného
(bod 3.4) a roztoku chloristanu sodného (bod 3.5), 450 + 450 + 100
(vtv+v). Roztok se pied pouzitim prefiltruje pfes 0,22pum membranovy
filtr (bod 4.3) a odplyni (napf. v ultrazvukové lazni (bod 4.4) po dobu
nejméné 15 minut).

Standardni latka: amprolium, ¢isté, 1-[(4-amino-2-propyl-5-pyrimidinyl)-
methyl]-2-pikoliniumchlorid-hydrochlorid, E 750 (viz bod 9.2)



02009R0152 — CS — 04.04.2024 — 009.001 — 122

3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

3.8.

4.2.

43.

4.4,

4.5.

5.1.

5.1.1.

5.1.2.

Zasobni standardni roztok amprolia, 500 pg/ml

Do 100 ml odmérné barnky se s ptesnosti na 0,1 mg navazi 50 mg
amprolia (bod 3.7), rozpusti se v 80 ml methanolu (bod 3.1) a vlozi se
na 10 minut do ultrazvukové lazné (bod 4.4). Po vyjmuti z ultrazvukové
lazné se roztok ochladi na laboratorni teplotu, doplni vodou po znacku
a promicha. Roztok je pii teploté < 4 °C staly jeden mésic.

Amprolium, pracovni standardni roztok, 50 pg/ml

Do 50 ml odmérné banky se napipetuje 5,0 ml zasobniho standardniho
roztoku (bod 3.7.1), doplni se po znacku extrakénim rozpoustédlem
(bod 3.8) a promicha. Roztok je pii teploté < 4 °C staly jeden mésic.

Kalibraéni roztoky

Do sady 50 ml odmérnych bané¢k se odpipetuje postupné 0,5/1,0 a 2,0 ml
pracovniho standardniho roztoku (bod 3.7.2). Doplni se po znacku
mobilni fazi (bod 3.6) a promicha. Tyto roztoky obsahuji 0,5/1,0
a 2,0 g amprolia v 1 ml. Tyto roztoky se musi pfipravovat pied
pouzitim Cerstvé.

Extrakéni rozpoustédlo

Smés methanolu (bod 3.1) a vody, 2 + 1 (v+v)

Piistroje

Zatizeni pro HPLC s davkovacim systémem pro injektované objemy
100 pl

Kolona pro kapalinovou chromatografii, 125 mm x 4 mm, katex Nucle-
osil 10 SA, napln 5 nebo 10 pum, nebo obdobna

UV detektor s nastavitelnou vlnovou délkou nebo detektor s diodovym
polem

Membranovy filtr, material PTFE, 0,45 pm

Membranovy filtr, 0,22 pm

Ultrazvukova lazen

Mechanicka tiepacka nebo magneticka michacka

Postup
Obecneé
Slepy vzorek krmiva

Pro provedeni zkousky na vytéznost (bod 5.1.2) se provede analyza pro
kontrolu toho, ze slepy vzorek krmiva neobsahuje ani amprolium, ani
jiné rusivé latky. Slepy vzorek krmiva musi mit podobné slozeni jako
vzorek a nesmi byt zjist€éno amprolium ani jiné rusivé latky.

Zkouska na vytéznost

Provede se zkouska na vytéznost u slepého vzorku krmiva, ktery byl
obohacen pfidanim takového mnozstvi amprolia, které odpovida jeho
obsahu ve vzorku. Pro obohaceni na obsah 100 mg/kg se pievede
10,0 ml zasobniho standardniho roztoku (bod 3.7.1) do 250 ml konické
banky a roztok se odpafi na objem pfiblizné 0,5 ml. Pfida se
50 g slepého vzorku krmiva. Dtkladné se promicha a vycka 10 minut,
znovu se nékolikrat promicha a potom se se muze zacit s extrakci (bod
5.2).
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Neni-li k dispozici slepy vzorek krmiva podobného slozeni jako vzorek
(viz 5.1.1), lze provést zkousku na vytéznost metodou standardniho
ptidavku. V tom ptipadé se vzorek, jenz ma byt analyzovan, obohati
pfidanim takového mnozstvi amprolia, které odpovida jeho obsahu ve
vzorku. Tento vzorek se potom zkousi spole¢né se vzorkem neoboha-
cenym a vytéznost se vypocte odectenim.

5.2. Extrakce
52.1. Premixy (obsah amprolia < 1 %) a krmiva

Podle obsahu amprolia se do 500 ml konické banky navazi 5-
40 g vzorku s presnosti na 0,01 g a pfida se 200 ml extrakéniho
rozpoustédla (bod 3.8). Banka se vlozi na 15 minut do ultrazvukové
lazn¢ (bod 4.4). Poté se bainka z ultrazvukové lazné vyjme a jednu
hodinu tfepe na tfepacce nebo micha na magnetické michacce (bod
4.5). Alikvotni c¢ast extraktu se ziedi mobilni fazi (bod 3.6) na obsah
amprolia 0,5-2 pg/ml a promicha se (viz poznamka 9.3). 5-10 ml
tohoto zfedéného roztoku se piefiltruje pfes membranovy filtr (bod
4.2). Dale se pokracuje se stanovenim HPLC (bod 5.3).

522. Premixy (obsah amprolia > 1 %)

Podle obsahu amprolia se do 500 ml konické banky navazi 1-
4 g premixu s piesnosti na 0,001 g a pfida se 200 ml extrakéniho
rozpous$tédla (bod 3.8). Baika se vlozi na 15 minut do ultrazvukové
lazn¢ (bod 4.4). Poté se banka z ultrazvukové lazné vyjme a jednu
hodinu tfepe na tfepacce nebo micha na magnetické michacce (bod
4.5). Alikvotni ¢ast extraktu se zfedi mobilni fazi (bod 3.6) na obsah
amprolia 0,5-2 pg/ml a promicha se. 5-10 ml tohoto zfedéného
roztoku se prefiltruje pfes membranovy filtr (bod 4.2). Dale se pokra-
Cuje se stanovenim HPLC (bod 5.3).

5.3. Stanoveni HPLC
53.1. Parametry:

Nasledujici podminky jsou doporudené, lze pouzit i jiné podminky,
pokud zajistuji rovnocenné vysledky.

Kolona pro kapalinovou 125 mm x 4 mm, katex Nucleosil 10 SA, napli 5 nebo
chromatografii (bod 4.1.1): 10 pm, nebo obdobna

Mobilni faze (bod 3.6): Smés acetonitrilu (bod 3.2), roztoku dihydrogenfosforec-
nanu sodného (bod 3.4) a roztoku chloristanu sodného
(bod 3.5), 450 + 450 + 100 (v + v + v).

Prutok: 0,7-1 ml/min
Detekéni vinova délka: 264 nm
Objem néstiiku: 100 pl

Stabilita chromatografického systému se kontroluje opakovanym
nastfikem kalibra¢niho roztoku (bod 3.7.3), ktery obsahuje 1,0 pg/ml,
dokud se nedosahne konstantnich vysek pikti a konstantnich reten¢nich
Casi.

53.2. Kalibrac¢ni ktfivka

Provede se opakovany nastiik kazdého kalibraé¢niho roztoku (bod 3.7.3)
a stanovi se prumérna hodnota vysek (ploch) pikt pro kazdou koncen-
traci. Kalibra¢ni kiivka se vytvofi vynesenim priamérnych hodnot vysek
(ploch) pikt kalibra¢nich roztokd proti ptislusnym koncentracim
v pg/ml.
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Roztok vzorku

Provede se opakovany nastiik extraktu vzorku (bod 5.2) pfi pouziti
stejného objemu jako u kalibraénich roztokti a stanovi se prumérna
hodnota vysek (ploch) pikti amprolia.

Vypocet vysledki

Z primérné hodnoty vysky (plochy) piki amprolia u roztoku vzorku se
podle kalibra¢ni kiivky (bod 5.3.2) stanovi koncentrace roztoku vzorku
v pg/ml.

Obsah amprolia (w) v mg/kg ve vzorku se vypocte podle tohoto
vzorce:

mg/kg]

Vxexf
w=——+]
m

kde:

V = objem extrakéniho rozpoustédla (bod 3.8) v ml podle bodu 5.2
(tj. 200 ml)

¢ = koncentrace amprolia v extraktu vzorku (bod 5.2) v pg/ml

f = faktor fedéni podle bodu 5.2

2
I

hmotnost navazky vzorku v g

Ovéieni vysledki
Identita

Identitu analytu lze potvrdit simultdnni chromatografii nebo vyuzitim
detektoru s diodovym polem, pficemz se porovnavaji spektra extraktu
vzorku (bod 5.2) a kalibra¢niho roztoku (bod 3.7.3) obsahujiciho
2,0 pg/ml.

Simultanni chromatografie

Roztok vzorku (bod 5.2) je obohacen pfidanim vhodného mnozstvi
kalibra¢niho roztoku (bod 3.7.3). Pfidané mnozstvi amprolia musi
odpovidat obsahu amprolia v extraktu vzorku.

Pridavek se projevi pouze zvysenim piku amprolia, a to umérné k piida-
nému mnozstvi a fedéni extraktu. Sitka piku v poloviné vysky se smi
odchylovat od sitky pivodniho piku amprolia v neobohaceném extraktu
vzorku nejvyse o = 10 %.

Detektor s diodovym polem

Vysledky jsou posuzovany podle téchto kritérii:

a) Pfi vlnové délce maximalni absorpce vzorku i standardu musi byt
zaznam spektra zaznamenany ve vrcholu piku na chromatogramu
stejny s presnosti danou rozliSovaci schopnosti detekéniho systému.
Pro detektor s diodovym polem se udava obvykle + 2 nm.

b) Pfi vlnové délce mezi 210 a 320 nm se nesmi zaznam spektra ve
vzorku a standardu zaznamenany ve vrcholu piku na chromato-
gramu lisit od ostatnich ¢asti spektra v rozsahu 10-100 % relativni
absorbance. Tohoto kritéria je dosazeno, jestlize jsou vykazana
stejnd maxima a jestlize v zaddném sledovaném bodé odchylka
mezi dvéma spektry nepfesahuje 15 % absorbance standardniho
analytu.
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7.2.

7.3.

c) Pfi vinové délce mezi 210 a 320 nm se nesmi spektrum vzestupné
Casti, vrcholu a sestupné casti piku zkouseného vzorku lisit od
ostatnich ¢asti spektra v rozsahu 10-100 % relativni absorbance.
Tohoto kritéria je dosazeno, jestlize jsou vykazana stejna maxima
a jestlize ve vSech sledovanych bodech odchylka mezi spektry
nepfesahuje nikde 15 % absorbance spektra ve vrcholu piku.

Jestlize nékteré z téchto kritérii neni splnéno, pfitomnost analytu neni
potvrzena.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u téhoz
vzorku nesmi ptekrocit:

— 15 % vzhledem k vy38i hodnoté u obsahu amprolia od 25 mg/kg do
500 mg/kg,

— 75 mg/kg u obsahu amprolia mezi 500 mg/kg a 1 000 mg/kg,

— 7,5 % vzhledem k vys$i hodnot¢ u obsahu amprolia nad
1 000 mg/kg.

Vytéznost
Vytéznost u obohaceného (slepého) vzorku musi Cinit nejméné 90 %.

Vysledky kolaborativni studie

Byla provedena kolaborativni studie, béhem niz byla analyzovéna tii
krmiva pro dribez (vzorky 1-3), jedno mineralni krmivo (vzorek 4)
a jeden premix (vzorek 5). Vysledky jsou uvedeny v této tabulce:

‘\//Zz(())rrzlli }(rgrslllil;})] vzorek 2 vzorek 3 vzorek 4 vzorek 5
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
prumér [mg/kg] - 45,5 188 5129 25140
s, [mg/kg] - 2,26 3,57 178 550
CVr [%] - 4,95 1,90 3,46 2,20
sr [mg/kg] - 2,95 11,8 266 760
CVy [%] - 6,47 6,27 5,19 3,00
nominalni - 50 200 5000 25000
obsah [mg/kg]
L: pocet laboratofii
n: pocet jednotlivych hodnot
Syt standardni odchylka opakovatelnosti
CV,.: variaéni koeficient opakovatelnosti
SR: standardni odchylka reprodukovatelnosti

CVg:  variaéni koeficient reprodukovatelnosti
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9.2.

9.3.

Poznamky

Obsahuje-li vzorek thiamin, objevi se pik thiaminu v chromatogramu
kratce pfed pikem amprolia. Pfi pouziti této metody se amprolium
a thiamin musi separovat. Nejsou-li amprolium a thiamin separovany
kolonou (bod 4.1.1) pouzitou pii této metodé, upravi se mobilni faze
(bod 3.6) nahrazenim az 50 % acetonitrilu methanolem.

Podle britského 1ékopisu vykazuje spektrum roztoku amprolia (¢ =
0,02 mol/l) v kyselin¢ chlorovodikové (¢ = 0,1 mol/l) maxima pfi
246 nm a 262 nm. Absorbance by méla ¢init 0,84 pii 246 nm a 0,80
pii 262 nm.

Extrakt se vzdy musi fedit mobilni fazi, protoze jinak se retenc¢ni cas
piku amprolia miize zna¢né posouvat zménami iontové sily.

I) STANOVENI OBSAHU NARASINU

Obsah narasinu se stanovi takto:

— metodou analyzy stanovenou v normé& EN 17299 Krmiva: Metody
vzorkovani a analyz — Screening a stanoveni povolenych kokcidi-
ostatik v doplitkovych latkach a 1 % a 3 % turovné kiizové konta-
minace a neregistrovanych kokcidiostatik a jednoho antibiotika
v nizkych koncentracich v krmnych smésich metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS) nebo

— metodou stanovenou v norm¢ EN ISO 14183 Krmiva — Stanoveni
obsahu monensinu, narasinu a salinomycinu — Metoda kapalinové
chromatografie s postkolonovou derivatizaci.

J) STANOVENI OBSAHU NIKARBAZINU

Obsah nikarbazinu se stanovi takto:

— metodou analyzy stanovenou v normé EN 17299 Krmiva: Metody
vzorkovani a analyz — Screening a stanoveni povolenych kokcidi-
ostatik v doplinkovych latkach a 1 % a 3 % urovné kiizové konta-
minace a neregistrovanych kokcidiostatik a jednoho antibiotika
v nizkych koncentracich v krmnych smésich metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS) nebo

— metodou stanovenou v norm¢ EN 15782 Krmiva — Stanoveni nikar-
bazinu — Metoda vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.

K) STANOVENI OBSAHU DEKOCHINATU

Obsah dekochinatu se stanovi takto:

— metodou analyzy stanovenou v normé& EN 17299 Krmiva: Metody
vzorkovani a analyz — Screening a stanoveni povolenych kokcidi-
ostatik v doplitkovych latkach a 1 % a 3 % urovné kiizové konta-
minace a neregistrovanych kokcidiostatik a jednoho antibiotika
v nizkych koncentracich v krmnych smésich metodou vysokotéinné
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS) nebo

— metodou stanovenou v normé EN 16162 Krmiva — Krmiva — Stano-
veni decoquinatu metodou HPLC s fluorescenéni detekei.
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L) STANOVENI OBSAHU MONENSINU

Obsah monensinu se stanovi takto:

— metodou analyzy stanovenou v normé& EN 17299 Krmiva: Metody
vzorkovani a analyz — Screening a stanoveni povolenych kokcidi-
ostatik v doplikovych latkach a 1 % a 3 % urovné kiizové konta-
minace a neregistrovanych kokcidiostatik a jednoho antibiotika
v nizkych koncentracich v krmnych smésich metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS) nebo

— metodou stanovenou v normé&é EN ISO 14183 Krmiva — Stanoveni
obsahu monensinu, narasinu a salinomycinu — Metoda kapalinové
chromatografie s postkolonovou derivatizaci.

M) STANOVENI OBSAHU SALINOMYCINU

Obsah salinomycinu se stanovi takto:

— metodou analyzy stanovenou v normé EN 17299 Krmiva: Metody
vzorkovani a analyz — Screening a stanoveni povolenych kokcidi-
ostatik v doplinkovych latkach a 1 % a 3 % urovné kiizové konta-
minace a neregistrovanych kokcidiostatik a jednoho antibiotika
v nizkych koncentracich v krmnych smésich metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS) nebo

— metodou stanovenou v normé EN ISO 14183 Krmiva — Stanoveni
obsahu monensinu, narasinu a salinomycinu — Metoda kapalinové
chromatografie s postkolonovou derivatizaci.

N) STANOVEN{ OBSAHU SEMDURAMYCINU

Obsah semduramycinu se stanovi takto:

— metodou analyzy stanovenou v normé EN 17299 Krmiva: Metody
vzorkovani a analyz — Screening a stanoveni povolenych kokcidi-
ostatik v doplitkovych latkach a 1 % a 3 % urovné kiizové konta-
minace a neregistrovanych kokcidiostatik a jednoho antibiotika
v nizkych koncentracich v krmnych smésich metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS) nebo

— metodou stanovenou v norm¢ EN ISO 16158 Krmiva — Stanoveni
obsahu semduramicinu — Metoda kapalinové chromatografie
s pouzitim ,,stromového* analytického postupu.

0) NORMY EN

Pro pouziti ¢l. 34 odst. 2 pism. a) nafizeni (EU) 2017/625 jsou rele-
vantni tyto normy EN:

EN ISO 30024 Krmiva — Stanoveni aktivity fytazy

EN 17050 Krmiva: Metody vzorkovani a analyz — Stanoveni jodu
v krmivech metodou ICP-MS

EN 17550 Krmiva: Stanoveni karotenoidi v krmnych smésich
a premixech pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV
detekei (HPLC-UV)

EN 15784 Krmiva: Metody vzorkovani a analyzy — Detekce a stanoveni
poctu bakterii rodu Bacillus pouzivanych jako dopliikové latky v krmi-
vech
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EN 15785 Krmiva: Izolace a stanoveni poctu bakterii rodu Bifidobac-
terium

EN 15786 Krmiva: Metody vzorkovani a analyzy — Detekce a stanoveni
poctu bakterii rodu Pediococcus pouzivanych jako doplinkové latky
v krmivech

EN 15787 Krmiva: Metody vzorkovani a analyzy — Detekce a stanoveni
poctu bakterii rodu Lactobacillus pouzivanych jako doplitkové latky
v krmivech

EN 15788 Krmiva: Metody vzorkovani a analyzy — Detekce a stanoveni
poctu bakterii rodu Enterococcus (E. faecium) pouzivanych jako
doplnkové latky v krmivech

EN 15789 Krmiva: Metody vzorkovani a analyzy — Detekce a stanoveni
poctu bakterii Saccharomyces cerevisiae pouzivanych jako dopliikové
latky v krmivech

EN 15510 Krmiva: Metody vzorkovani a analyz — Stanoveni véapniku,
sodiku, fosforu, hotc¢iku, drasliku, Zzeleza, zinku, médi, manganu,
kobaltu, molybdenu a olova metodou ICP-AES (pro ucely analyzy
dopliikovych latek kobaltu a molybdenu)

EN 15621 Krmiva: Metody vzorkovani a analyz — Stanoveni vapniku,
sodiku, fosforu, hoié¢iku, drasliku, siry, zeleza, zinku, médi, manganu,
kobaltu a molybdenu po tlakovém rozkladu metodou ICP-AES (pro
ucely analyzy doplikové latky kobaltu)

EN 16159 Krmiva — Stanoveni selenu metodou atomové absorpcni
spektrometrie s generovanim hydridi (HGAAS) po mikrovinném
rozkladu (rozklad pomoci 65 % kyseliny dusi¢né a 30 % peroxidu
vodiku) (pro tcely analyzy dopliikové latky selenu)

EN 17053: Krmiva: Metody vzorkovani a analyz — Stanoveni stopo-
vych prvka, tézkych kova a dalsich prvka v krmivech metodou ICP-
MS (multimetoda) (pro ucely analyzy dopliikovych latek kobaltu,
molybdenu a selenu)
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PRILOHA V

METODY ANALYZY PRO KONTROLU NEZADOUCICH LATEK
V KRMIVECH

A) STANOVENI OBSAHU DIOXINU (PCDD/PCDF) A PCB

KAPITOLA 1
METODY ODBERU VZORKU A INTERPRETACE VYSLEDKU
ANALYZ
1. Oblast pouziti a definice

Vzorky urcené pro ufedni kontrolu obsahu polychlorovanych dibenzo-
p-dioxintt (PCDD), polychlorovanych dibenzofuranti (PCDF), polych-
lorovanych bifenylt (PCB) s dioxinovym efektem (') a PCB bez dioxi-
nového efektu v krmivech se odebiraji v souladu s ustanovenimi
ptilohy 1. Musi byt pouzity kvantitativni pozadavky v souvislosti
s kontrolou latek nebo produktii rozlozenych v krmivu rovnomérné,
jak jsou stanoveny v bodé 5.1 pfilohy I. Takto ziskané souhrnné vzorky
se povazuji za reprezentativni pro Sarze nebo Casti Sarze, z nichz byly
odebrany. Dodrzeni maximdlnich limitd stanovenych ve smér-
nici 2002/32/ES se posuzuje na zaklad¢ obsaht zjisténych v laborator-
nich vzorcich.

(") Tabulka faktord toxické ekvivalence (TEF) pro PCDD, PCDF a PCB s dioxinovym
efektem: WHO-TEF pro hodnoceni nebezpecnosti pro ¢lovéka vychazejici ze zavéra
zasedani odborniki Svétové zdravotnické organizace (WHO) — Mezinarodni program
chemické bezpecnosti (IPCS), které se konalo v Zenevé v Gervnu 2005 (Martin Van den
Berg et al. The 2005 World Health Organization Re-evaluation of Human and Mamma-
lian Toxic Equivalency Factors for Dioxins and Dioxin-like Compounds. Toxicological
Sciences 93(2), 223-241 (2006)).

Kongener Hodnota TEF Kongener Hodnota TEF
Dibenzo-p-dioxiny PCB s dioxinovym efektem
(PCDD) a dibenzo-p- Non-ortho PCB + Mono-ortho PCB
furany (PCDF)
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Non-ortho 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 0,0003
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 0,03
OCDD 0,0003 Mono-ortho PCB
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003
1,2,3,4,7,8-HXCDF 0,1 PCB 123 0,00003
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 157 0,00003
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00003
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0003

Pouzité zkratky: ,,T“ = tetra; ,,Pe“ = penta; ,,Hx* = hexa; ,,Hp“ = hepta; ,,0“ = okta;
,,CDD* = chlordibenzo-p-dioxin; ,,CDF*“ = chlordibenzofuran; ,,CB“ = chlorbifenyl.
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Pro tcely této Casti se pouziji definice stanovené v piiloze I provade-
ciho nafizeni Komise (EU) 2021/808 (?).

Krom¢ zminénych definic se pro ucely této Casti pouziji tyto definice:

»Screeningovymi metodami® se rozumi metody pouzivané k identifikaci
vzorkl s obsahem PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem pievysu-
jicim maximalni limity nebo akéni prahy. Tyto metody musi umoz-
novat nakladové efektivni analyzu velkého mnozstvi vzorki, ¢imz se
zvySuje moznost zjistit nové piipady vysoké expozice a ohrozeni zdravi
spotiebitelt. Screeningové metody musi byt zaloZzeny na bioanalytic-
kych metodach nebo metodach GC-MS. Vysledky u vzorkd, které
prekrocily mezni hodnotu pro kontrolu dodrzeni maximalnich limitd,
musi byt ovéfeny Uplnou opétovnou analyzou z puvodniho vzorku
pomoci konfirmacni metody.

,,Konfirmaénimi metodami® se rozumi metody, které poskytuji uplné
nebo dopliiujici informace pro jednoznac¢nou identifikaci a kvantifi-
kaci PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem u maximalniho limitu
nebo, v ptipadé potieby, u akéniho prahu. Tyto metody vyuzivaji
plynovou chromatografii/hmotnostni spektrometrii s vysokym rozli-
Senim (GC-HRMS) nebo plynovou chromatografii/tandemovou hmot-
nostni spektrometrii (GC-MS/MS).

2. DodrzZeni maximalniho limitu v SarZi nebo ¢asti Sarze
2.1. Pokud jde o PCB bez dioxinového efektu

Sarze nebo Gast arze vyhovuje maximalnimu limitu, pokud vysledek
analyzy pro sumu PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB 153
a PCB 180 (dale jen ,,PCB bez dioxinového efektu®) neptekracuje
maximalni limit stanoveny ve smérnici 2002/32/ES, pii zohlednéni
roziitené nejistoty méfeni (°). Sarze nebo &ast Sarze nevyhovuje maxi-
malnimu limitu stanovenému ve smérnici 2002/32/ES, pokud stfedni
hodnota dvou hornich odhadt (*) vysledki analyzy ziskand opakovanou
analyzou (°) pii zohlednéni roz$ifené nejistoty méfeni takika nepo-
chybné ptekracuje maximalni limit, tj. k posouzeni souladu se pouzije
analyzovana koncentrace poté, co byla odectena rozsifena nejistota
méfeni.

(?) Provadéci nafizeni Komise (EU) 2021/808 ze dne 22. bfezna 2021 o provadéni analy-
tickych metod pro rezidua farmakologicky uéinnych latek pouzivanych u zvifat uréenych
k produkci potravin a o interpretaci vysledkd, jakoz i o metodach, které se maji pouzivat
pro odbér vzorki, a o zruSeni rozhodnuti 2002/657/ES a 98/179/ES (Ut. vést. L 180,
21.5.2021, s. 84).

V pfislusném piipad¢ je tieba se fidit zdsadami popsanymi v dokumentu ,,Guidance
Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F and PCB
Analysis using Isotope Dilution Mass Spectrometry (https://food.ec.europa.cu/system/
files/2017-05/animal-feed-guidance_document pcdd-f pcb_en.pdf).

Koncept ,,horniho odhadu® vyzaduje pro piispévek kazdého nekvantifikovaného konge-
neru pouziti hodnoty meze stanovitelnosti. Koncept ,,dolniho odhadu® vyzaduje pro
ptispévek kazdého nekvantifikovaného kongeneru pouziti nulové hodnoty. Koncept
,stfedniho odhadu® vyzaduje pro vypocet ptispévku kazdého nekvantifikovaného konge-
neru pouziti poloviny hodnoty meze stanovitelnosti.

Opakovanou analyzou se rozumi samostatnd analyza sledovanych analytti na zakladé
druhého alikvotu téhoz homogenizovaného vzorku. Obecné se pouziji pozadavky na
opakovanou analyzu stanovené v pfiloze 1l kapitole C bodé 3. Avsak u metod s pouzitim
vnitiniho standardu znaceného izotopem '*C pro piislusné analyty je opakovana analyza
nezbytnd pouze tehdy, pokud vysledek prvniho stanoveni neni vyhovujici. Opakovana
analyza je nezbytna k vylouceni moznosti vnitini kiizové kontaminace nebo nahodného
pomichani vzorki. Je-li analyza provadéna v ramci kontamina¢ni aféry, Ize od potvrzeni
opakovanou analyzou upustit, pokud lze zpétné vysledovat spojitost vzorki vybranych
pro analyzu s danou kontaminacni aférou a zjistény obsah je vyrazné vy$$i nez maxi-
malni limit.
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Rozsifena nejistota méfeni se vypocte s pouzitim koeficientu rozsifeni
2, ktery odpovida mife spolehlivosti ptiblizng 95 %. Sarze nebo &ast
Sarze nevyhovuje, pokud je stfedni hodnota naméfenych hodnot minus
roz§ifena nejistota méfeni stfedni hodnoty vys$§i nez maximalni limit.

Pravidla zminéna ve vySe uvedenych odstavcich tohoto bodu se pouziji
na vysledky analyz ziskané u vzorku pro uUfedni kontrolu. V pfipadé
analyzy pro ucely druhého odborného stanoviska nebo srovnani se
pouziji vnitrostatni predpisy.

2.2. Pokud jde o PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem

Sarze nebo &ast Sarze je v souladu s maximalnim limitem, pokud
vysledek jedné analyzy

— provedené screeningovou metodou s mirou fale$né vyhovujicich
vysledkl nizsi nez 5 % naznacuje, ze obsah nepiekracuje pfislusny
maximalni limit pro PCDD/PCDF a pro sumu PCDD/PCDF a PCB
s dioxinovym efektem stanoveny ve smérnici 2002/32/ES,

— provedené konfirmaéni metodou nepiekracuje pfislusny maximalni
limit pro PCDD/PCDF a pro sumu PCDD/PCDF a PCB s dioxi-
novym efektem stanoveny ve smérnici 2002/32/ES, pfti zohlednéni
rozsifené nejistoty meéieni.

U screeningovych zkouSek se pro rozhodnuti o souladu vzorku
s prislusnymi maximalnimi limity stanovenymi bud’ pro PCDD/PCDF,
nebo pro sumu PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem stanovi
mezni hodnota.

Sarze nebo &ast Sarze nevyhovuje maximéalnimu limitu stanovenému ve
smérnici 2002/32/ES, pokud stfedni hodnota dvou hornich odhadi (°)
vysledkl analyzy ziskand opakovanou analyzou (7) s pouZzitim konfir-
maéni metody pii zohlednéni rozsifené nejistoty méfeni takika nepo-
chybné piekracuje maximalni limit, tj. k posouzeni souladu se pouzije
analyzovana koncentrace poté, co byla odectena rozsifena nejistota
méfeni.

Rozsifend nejistota méfeni se vypocte s pouzitim koeficientu rozsireni
2, ktery odpovida mife spolehlivosti ptiblizng 95 %. Sarze nebo &ast
Sarze nevyhovuje, pokud je stfedni hodnota naméfenych hodnot minus
roz§ifend nejistota méfeni stfedni hodnoty vys$$i nez maximadlni limit.

(°) Koncept ,horniho odhadu* vyZaduje pro piispévek kazdého nekvantifikovaného konge-
neru k hodnoté toxického ekvivalentu (TEQ) pouziti hodnoty meze stanovitelnosti.
Koncept ,,dolniho odhadu® vyzaduje pro piispévek kazdého nekvantifikovaného konge-
neru k hodnoté TEQ pouziti nulové hodnoty. Koncept ,,stfedniho odhadu“ vyzaduje pro
vypocet prispévku kazdého nekvantifikovaného kongeneru k hodnoté TEQ pouziti polo-
viny hodnoty meze stanovitelnosti.

Obecné se pouziji pozadavky na opakovanou analyzu stanovené v piiloze Il kapitole
C bodé 3. AvSak u konfirmacnich metod s pouzitim vnitinitho standardu znaceného
izotopem '>C pro prisluiné analyty je opakovand analyza nezbytnd pouze tehdy,
pokud vysledek prvniho stanoveni neni vyhovujici. Opakovana analyza je nezbytna
k vylouceni moznosti vnitini kiizové kontaminace nebo ndhodného pomichani vzorku.
Je-li analyza provadéna v ramci kontaminaéni aféry, lze od potvrzeni opakovanou
analyzou upustit, pokud lze zpétné vysledovat spojitost vzorkd vybranych pro analyzu
s danou kontaminaéni aférou a zji§tény obsah je vyrazné vy$$i neZ maximalni limit.
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Pro sumu PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem se pouzije soucet
odhadované rozsifené nejistoty meéfeni samostatnych vysledkli analyz
u PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem.

Pravidla zminéna ve vys$e uvedenych odstavcich tohoto bodu se pouziji
na vysledky analyz ziskané u vzorku pro tfedni kontrolu. V ptipadé
analyzy pro ucely obhajoby nebo srovnani se pouziji vnitrostatni pied-
pisy.

3. Vysledky prekracujici akéni prahy stanovené v priloze II smér-
nice 2002/32/ES

Akeni prahy slouzi jako nastroj k identifikaci vzorkid v pfipadech, kdy
je nezbytné zjistit zdroj kontaminace a prijmout opatfeni pro jeho
omezeni nebo odstranéni. Screeningové metody stanovi vhodné
mezni hodnoty k identifikaci uvedenych vzorkt. V pfipadé, kdy je
zjisténi zdroje kontaminace a jeho omezeni nebo odstranéni velmi
narocné, je ucelné potvrdit piekroc¢eni akéniho prahu opakovanou
analyzou s pouzitim konfirmacni metody pfi zohlednéni rozsifené nejis-
toty méfeni (%).

Kapitola II

PRIPRAVA VZORKU A POZADAVKY NA METODY ANALYZY

POUZITE PRI UREDNI KONTROLE OBSAHU

DIOXINU (PCDD/PCDF) A PCB S DIOXINOVYM EFEKTEM
V KRMIVECH

1. Oblast pouZziti

Pozadavky stanovené v této kapitole se pouziji pfi analyze krmiv pro
ufedni kontrolu obsahu PCDD/PCDF substituovanych v polohach
2,3,7,8 a PCB s dioxinovym efektem a pro piipravu vzorkt a analytické
pozadavky k jinym regulaénim ucelim, véetné kontrol provadénych
provozovatelem krmivaiského podniku k zajisténi dodrzovani ustano-
veni nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 183/2005 (°).

Sledovani ptitomnosti PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem
v krmivech muze byt provadéno dvéma riznymi druhy analytickych
metod:

a) Screeningové metody

Cilem screeningovych metod je identifikovat vzorky s obsahem PCDD/
PCDF a PCB s dioxinovym efektem ptevySujicim maximalni limity
nebo akéni prahy. Screeningové metody zajisti nakladove efektivni
analyzu velkého mnozstvi vzorkd, ¢imz se zvySuje moznost zjistit
nové piipady vysoké expozice a ohrozeni zdravi spotiebitelti. Cilem
jejich pouziti je zabranit falesné vyhovujicim vysledkum. Tyto metody
mohou zahrnovat bioanalytické metody a metody GC-MS.

Screeningové metody porovnavaji vysledek analyzy s mezni hodnotou,
a umoznuji tak jednoznaéné rozhodnuti (ano/ne) o piipadném pickro-
¢eni maximalniho limitu nebo akéniho prahu. Koncentraci PCDD/PCDF
a sumu PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem ve vzorcich,
u nichZ panuje podezieni, Ze jsou nevyhovujici, pokud jde o maximalni
limit, je tfeba stanovit nebo potvrdit konfirmacni metodou.

Kromé& toho mohou screeningové metody udéavat orientacni
obsah PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem pfitomnych ve
vzorku. V pfipadé pouziti bioanalytickych screeningovych metod se
vysledek vyjadii v bioanalytickych ekvivalentech (BEQ), zatimco
v ptipadé pouziti fyzikalné-chemickych metod GC-MS se vyjadfii
v toxickych ekvivalentech (TEQ). Numericky vyjadiené vysledky scre-
eningovych metod jsou vhodné k prokazani souladu nebo podezieni na

(*) Totozné vysvétleni a pozadavky na provedeni opakované analyzy pro kontrolu akénich
praht jako v poznamce pod Carou 5 pro maximalni limity.

(°) Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 183/2005 ze dne 12. ledna 2005,
kterym se stanovi pozadavky na hygienu krmiv (Uf. vést. L 35, 8.2.2005, s. 1).
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nedodrzeni nebo ptekroéeni akénich prahii a udavaji orientacni rozmezi
urovni pro pfipad nasledné zkousky pomoci konfirmac¢nich metod.
Nejsou vhodné pro tcely, jako je hodnoceni trovni pozadi, odhad
ptijmu, sledovani vyvoje urovni v Case nebo piehodnoceni akénich
prahtt a maximalnich limita.

b) Konfirmacni metody

Konfirmaéni metody umoziuji jednoznacnou identifikaci a kvantifi-
kaci PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem pfitomnych ve vzorku
a poskytuji Gplné informace o Grovni jednotlivych kongenert. Uvedené
metody proto umoziiuji kontrolu maximalnich limitd a akcnich praht,
vcetné konfirmace vysledkl ziskanych pomoci screeningovych metod.
Krom¢ toho mohou byt vysledky pouzity i pro jiné ucely, jako je
stanoveni nizkych urovni pozadi pfi sledovani krmiv, sledovani vyvoje
v Case, posouzeni expozice a vytvofeni databaze za ucelem piipadného
prehodnoceni akcnich prahtt a maximalnich limitd. Rovnéz jsou
vyznamné pro stanoveni zastoupeni kongenerd za ucelem zjiSténi
zdroje mozné kontaminace. Tyto metody vyuzivaji GC-HRMS. Pro
konfirmaci souladu nebo nesouladu s maximdalnimi limity lze rovnéz
pouzit GC-MS/MS.

Souvislosti

Pro vypocet koncentraci TEQ se koncentrace jednotlivych latek
v daném vzorku vynasobi jejich pfislusnymi faktory toxické ekviva-
lence (TEF) (viz poznamka 27 v kapitole 1), seCtou se a vyslednd suma
je celkovou koncentraci sloucenin s dioxinovym efektem vyjadienou
v TEQ.

Pro tGcely této casti A se schvalenou specifickou mezi stanovitelnosti
jednotlivého kongeneru rozumi nejnizsi obsah analytu, ktery lze méfit
s rozumnou mirou statistické jistoty, spliujici kritéria pro identifikaci,
jez jsou popsana v mezinarodné uznavanych normach, naptiklad
v norm¢ EN 16215:2012 (Krmiva — Stanoveni dioxint a PCB podob-
nych  dioxinim  metodou GC/HRMS a indikdtorit PCB
metodou GC/HRMS) a/nebo v metodach EPA 1613 a 1668 ve znéni
pozdgjsich revizi.

Mez stanovitelnosti jednotlivého kongeneru muze byt identifikovana
jako:

a) koncentrace analytu v extraktu vzorku, jez dava instrumentalni
odezvu na dvou riznych iontech, které maji byt monitorovany pii
poméru signal-Sum 3:1 pro méné intenzivni signal z hrubych dat,
nebo

b) pokud vypocet signal-Sum z technickych davoda neposkytuje
spolehlivé vysledky, jako nejnizs$i bod koncentrace na kalibraéni
kiivee, ktery vykazuje piijatelnou (< 30 %) a stalou (meéfeno
alespont na zacatku a na konci analytické série vzorku) odchylku
od prumérného relativniho odezvového faktoru vypocteného pro
vSechny body na kalibraéni kiivece v kazdé sérii vzorkt. Mez kvan-
tifikace (LOQ) se vypocte z nejniz§iho bodu koncentrace, pii¢emz
se zohledni vytéznost vnitinich standardti a mnozstvi vzorku.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Q)

Bioanalytické screeningové metody neposkytnou vysledky na urovni
kongeneru, ale pouze orienta¢ni hodnotu () Grovné TEQ, vyjadiené
v BEQ, aby byla zohlednéna skute¢nost, ze ne vSechny slouceniny
ptitomné v extraktu vzorku, ktery pii zkouSce dava odezvu, nutné
spliiuji vSechny pozadavky principu TEQ.

Screeningové a konfirmacni metody mohou byt pouzity pouze pro
kontrolu urcit¢ matrice, pokud jsou tyto metody dostatecné citlivé,
aby spolehlivé zjistily hladiny na urovni akéniho prahu nebo maximal-
niho limitu.

Pozadavky na zajiSténi kvality

Na kazdém stupni odbéru vzorki a analyzy se pfijmou opatieni
k zamezeni kiizové kontaminace.

Vzorky musi byt uchovavany a piepravovany ve sklenénych, hliniko-
vych, polypropylenovych nebo polyethylenovych nadobach vhodnych
pro skladovani bez jakéhokoli vlivu na urovné PCDD/PCDF a PCB
s dioxinovym efektem ve vzorcich. Z nadoby na vzorky se odstrani
stopy papirového prachu.

Vzorky se uchovavaji a ptepravuji tak, aby byla zachovana integrita
vzorku krmiv.

Pokud je to relevantni, jednotlivé laboratorni vzorky se jemné roze-
melou a dikladné promisi postupem, u n€hoz je prokazano, ze se jim
doséhne Uplné homogenizace (napf. rozemletim tak, aby vzorek prosel
sitem s oky o velikosti 1 mm). Je-li vlhkost vzorkl piili§ vysokd, musi
se vzorky pied rozemletim susit.

Je vzdy dilezité zkontrolovat c¢inidla, sklenéné nadobi a vybaveni
z hlediska mozného vlivu na vysledky zalozené na TEQ nebo BEQ.

Provede se slepy pokus, pii némz se provede cely analyticky postup
bez vzorku.

U bioanalytickych metod se u veskerého pii analyze pouzitého sklené-
ného nadobi a rozpoustédel potvrdi, Zze jsou prosty sloucenin, které
mohou branit zjisténi cilovych sloucenin v pracovnim rozsahu. Skle-
néné nadobi se vyplachne rozpoustédly nebo zahteje na teploty vhodné
pro odstranéni stop PCDD/PCDF, sloucenin s dioxinovym efektem
a rusivych sloucenin z jeho povrchu.

Mnozstvi vzorku pouzité pro extrakci musi byt dostatecné, aby byly
splnény pozadavky s ohledem na dostatecn¢ nizky pracovni rozsah
véetné koncentraci maximalnich limiti nebo akéniho prahu.

Specifické postupy piipravy vzorku pouzité pro zkoumané produkty
musi spliiovat mezinarodné¢ uznavané metodiky, napf. EN ISO 6498.

Bioanalytické metody nejsou specifické pro kongenery zahrnuté v systému TEF.
V extraktu vzorku mohou byt pfitomny jiné strukturné piibuzné AhR-aktivni slouce-
niny, které pfispivaji k celkové odezvé. Proto vysledky bioanalyzy nelze povazovat za
odhad, ale spiSe za orientaéni hodnotu urovné TEQ ve vzorku.
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4. Pozadavky na laboratoie

4.1. V souladu s ustanovenimi nafizeni (EU) 2017/625 musi byt laboratofe
akreditovany ~ uznanym  subjektem  pusobicim v souladu
s pokyny ISO/IEC Guide 58, aby bylo zaruceno, Ze uplatiiuji postupy
zajisténi analytické kvality. Laboratofe musi byt akreditovany podle
normy EN ISO/IEC 17025. Je nutno se fidit zdsadami popsanymi
v technickych pokynech pro odhad nejistoty méfeni a meze stanovitel-
nosti pro analyzu PCDD/PCDF a PCB (!!).

4.2. Odbornost laboratofe prokazuje soustavna uspésna icast v mezilabora-
tornich studiich tykajicich se stanoveni PCDD/PCDF a PCB s dioxi-
novym efektem v pfislusnych matricich krmiv a rozsazich koncentraci.

4.3. Laboratofe, které pro rutinni kontrolu vzorkii pouzivaji screeningové
metody, musi uzce spolupracovat s laboratofemi pouzivajicimi konfir-
macni metodu, za ucelem jak kontroly kvality, tak konfirmace vysledku
analyzy podezielych vzorki.

5. Zikladni poZadavky, které musi spliiovat analyticky postup
u dioxini (PCDD/PCDF) a PCB s dioxinovym efektem

5.1. Nizky pracovni rozsah a meze stanovitelnosti

V ptipad¢é PCDD/PCDF musi byt zjistitelnd mnozstvi z divodu
extrémni toxicity nckterych téchto sloucenin na horni urovni femto-
gramii (107'° 8). V piipadé vétiiny kongenerit PCB je dostatecna jiz
mez stanovitelnosti na urovni nanogrami (107 £). Pro mé&feni toxi¢t&j-
Sich kongeneri PCB s dioxinovym efektem (zejména non-ortho substi-
tuovanych kongenerti) musi nejspodnéjsi cast pracovniho rozsahu
dosahovat nizkych trovni pikogrami (10']2 ). U vSech ostatnich
kongeneri PCB je dostatecna jiz mez stanovitelnosti na urovni nano-
gramt (107 ),

5.2. Vysoka selektivita (specificnost)

5.2.1.  Je tfeba rozlisit PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem a fadu
jinych sloucenin, které se extrahuji spole¢né s témito latkami, mohou
rusit pii jejich stanovovani a jsou pfitomny v koncentracich az o nékolik
fadu vyssich nez koncentrace sledovanych analyti. Pro metody GC-MS
je tifeba rozliSeni mezi riznymi kongenery, napf. mezi toxickymi
kongenery (napt. sedmnacti PCDD/PCDF substituovanymi v polohach
2,3,7,8 a dvanacti PCB s dioxinovym efektem) a ostatnimi kongenery.

5.2.2.  Bioanalytické metody musi byt schopny detekovat cilové slouceniny
jako sumu PCDD/PCDF a/nebo PCB s dioxinovym efektem. Piecisténi
vzorku se zaméfi na odstranéni sloucenin zpusobujicich falesné nevy-
hovujici vysledky nebo sloucenin, které mohou zptlisobovat snizeni
odezvy vedouci k falesné vyhovujicim vysledktim.

(") Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories perfor-
ming PCDD/F and PCB Analysis using Isotope Dilution Mass Spectrometry [https://
food.ec.europa.cu/system/files/2017-05/animal-feed-guidance _document_pcdd-

f peb_en.pdf], Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measure-
ments in the Field of Contaminants in Feed and Food [https://food.ec.europa.eu/system/
files/2016-10/cs_contaminants_sampling_analysis-report 2004 en.pdf].
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.5.

5.5.1.

5.6.

Vysoka presnost (pravdivost a preciznost, zjevna vytéznost biologické

zkousky)

U metod GC-MS musi stanoveni poskytovat spravny odhad skute¢né
koncentrace ve vzorku. Vysokd piesnost je nezbytnd k tomu, aby
nedoslo k zamitnuti vysledku analyzy vzorku na zékladé malé spoleh-
livosti stanovené trovné TEQ. Pfesnost je vyjadiena pravdivosti (roz-
dilem mezi stfedni naméfenou hodnotou analytu v certifikovaném
materialu a jeho certifikovanou hodnotou, vyjadienym v procentech
této hodnoty) a preciznosti (RSDy je relativni smérodatna odchylka
vypoctend z vysledki ziskanych za podminek reprodukovatelnosti).

Pro bioanalytické metody se uréi zjevna vytéznost biologické zkousky.
Zjevnou vytéznosti biologické zkousky se rozumi trovein BEQ vypoc-
tena z kalibraéni kiivky TCDD nebo PCB 126 upravena o hodnoty
slepého stanoveni a poté vydélena arovni TEQ uréenou konfirmacni
metodou. Jejim ucelem je korekce Ciniteld, jako je ztrata PCDD/PCDF
a sloucenin s dioxinovym efektem b&hem extrakce a CiSténi, soucasné
extrahované slouceniny zesilujici nebo tlumici odezvu (agonistické
a antagonistické ucinky), kvalita kalibrace nebo rozdily mezi hodno-
tami TEF a relativni G¢innosti (REP). Zjevna vytéznost biologické
zkousky se vypocte z vhodnych referen¢nich vzorka s reprezentativnim
zastoupenim kongenerti kolem sledované trovné.

Validace v rozsahu maximalniho limitu a obecna opatieni pro kontrolu
kvality

Laboratofe musi prokazat ucinnost metody v rozsahu maximalniho
limitu, napf. v poloving, jednonasobku nebo dvojndsobku maximalniho
limitu, a to s pfijatelnym variatnim koeficientem pro opakovanou
analyzu, a sice béhem validace a béhem rutinni analyzy.

Jako opatfeni pro vnitini kontrolu kvality se provadéji pravidelna slepa
kontrolni stanoveni, stanoveni s obohacenymi vzorky nebo analyzy
kontrolnich vzorkd (nejlépe certifikovaného referencniho materialu,
je-li k dispozici). Ze slepych kontrolnich stanoveni, stanoveni s oboha-
cenymi vzorky nebo analyz kontrolnich vzorkti se vyhotovi a ovéri
grafy kontroly kvality, aby bylo zajisténo, ze analytickd ucinnost je
v souladu s pozadavky.

Mez stanovitelnosti

Pro bioanalytické screeningové metody neni stanoveni meze stanovitel-
nosti (LOQ) nezbytné, piislusna metoda vSak musi prokazat, ze umoz-
nuje rozliSeni mezi hodnotou slepého stanoveni a mezni hodnotou. Prti
poskytovani trovné BEQ musi byt stanovena oznamovaci mez pro
vzorky s odezvou niz$i nez tato Uroven. Musi byt prokazano, ze se
oznamovaci mez vyznamné (nejméné trojnasobné) lisi od slepych
vzorkl odrazejicich cely pracovni postup s odezvou niz$i nez pracovni
rozsah. Vypocte se proto ze vzorkd obsahujicich cilové slouceniny
ptiblizné¢ v pozadované minimélni Grovni, a nikoli z poméru signél-
Sum nebo ze slepé zkousky.

Mez stanovitelnosti u konfirma¢ni metody musi Cinit pfiblizné jednu
pétinu maximalniho limitu.

Analyticka kritéria

Pro spolehlivé vysledky konfirmacnich nebo screeningovych metod
musi byt v rozsahu maximalniho limitu splnéna nasledujici kritéria
pro hodnotu TEQ nebo BEQ, at uz je uréena jako celkovy TEQ
nebo celkovy BEQ (jako suma PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym
efektem), nebo samostatné pro PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym
efektem.
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5.7.

5.7.1.

5.7.2.

5.7.3.

5.7.4.

5.7.5.

5.7.6.

Screening
pomoci bioana-
lytickych nebo -
fyzikalng- Konfirmaéni metody
chemickych
metod
Mira faleSné¢  vyhovujicich <5%
vysledk (*)
Pravdivost 20 % az +20 %
Opakovatelnost (RSD,) <20 %
Mezilehla preciznost (RSDg) <25 % <15 %

(*) s ohledem na maximalni limity

Zvlastni pozadavky na screeningové metody

Pro screening mohou byt pouzity jak metody GC-MS, tak bioanalytické
metody. Metody GC-MS musi spliiovat pozadavky stanovené v bodé 6.
Pro bunécné bioanalytické metody jsou zvlastni pozadavky stanoveny
v bod¢ 7.

Laboratofe, které pro rutinni kontrolu vzorku pouzivaji screeningové
metody, musi tzce spolupracovat s laboratofemi pouzivajicimi konfir-
macéni metodu.

Béhem rutinni analyzy je nutné ovéfovat téinnost piislusné screenin-
gové metody, a to kontrolou kvality pii analyzach a prubéznou validaci
metody. Zavede se staly program kontroly vyhovujicich vysledkd.

Kontrola mozného potlaceni bunécné odezvy a cytotoxicity:

20 % extraktll vzorkti se zméfi pfi rutinnim screeningu bez piidani
a s piidanim 2,3,7,8-TCDD v mnozstvi odpovidajicim maximalnimu
limitu nebo akénimu prahu, aby se zjistilo, zda odezva neni potlaco-
vana ruSivymi latkami pfitomnymi v extraktu vzorku. Naméfena
koncentrace u obohacené¢ho vzorku se porovna se sumou koncentrace
neobohaceného extraktu a koncentrace obohacujici latky. Pokud je tato
nameétend koncentrace o vice nez 25 % nizsi nez vypoctena (souhrnna)
koncentrace, svéd¢i to o tom, ze mozna dochazi k potlaceni odezvy,
a dotéeny vzorek musi byt podroben konfirmacni analyze pomoci GC-
HRMS. Vysledky musi byt zaznamenany v grafech kontroly kvality.

Kontrola kvality u vyhovujicich vzork

Ptiblizné€ 2 az 10 % vyhovujicich vzorkt, v zavislosti na matrici vzorkt
a zkuSenostech laboratofe, musi byt potvrzeno pomoci GC-HRMS.

Urceni miry falesné vyhovujicich vzorkd na zakladé udajii z kontroly
kvality:

Uréi se mira falesné vyhovujicich vysledki na zakladé screeningu
vzorkd, jejichz vysledek je niz$i a vy$$i nez maximalni limit nebo
akéni prah. Skuteéna mira falesné¢ vyhovujicich vysledk musi byt
niz§i nez 5 %. Je-li k dispozici nejméné 20 potvrzenych vysledki
z kontroly kvality vyhovujicich vzork na matrici/matricovou skupinu,
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5.7.7.

5.7.8.

6.1.

6.2.

6.2.1.

vyvodi se zavéry ohledné miry fale$né vyhovujicich vysledkt z této
databaze. Do minimédlniho poctu 20 vysledkli pro hodnoceni miry
falesné vyhovujicich vysledktl se mohou zahrnout i vysledky ze vzorkl
analyzovanych pomoci kruhovych testi nebo pii kontamina¢nich
aférach, které pokryvaji rozsah koncentrace az napf. do dvojnasobku
maximalniho limitu. Vzorky musi zahrnovat nejcastéj$i zastoupeni
kongenerut, které piedstavuji rizné zdroje.

Ackoli se maji screeningové zkouSky prednostné zaméfit na zjisténi
vzork pfesahujicich akéni prah, je kritériem pro stanoveni miry
falesné vyhovujicich vzorkti maximalni limit, pfi zohlednéni rozsifené
nejistoty méfeni konfirmaéni metody.

Potencialné nevyhovujici vzorky ze screeningu musi byt vzdy ovéfeny
uplnou opakovanou analyzou puvodniho vzorku pomoci konfirmacni
metody analyzy. Tyto vzorky mohou byt také pouzity pro vyhodnoceni
miry falesné nevyhovujicich vysledkt. U screeningovych metod je
mirou fale$né nevyhovujicich vysledka podil vysledki, které konfir-
macni analyza potvrdi jako vyhovujici, zatimco pii pfedchozim scre-
eningu byl vzorek prohlasen za potencialné nevyhovujici. Hodnoceni
vyhodnosti pouziti screeningové metody musi vychazet z porovnani
falesné nevyhovujicich vysledki a celkového poctu kontrolovanych
vzorki. Tento pomér musi byt dostate¢né nizky, aby bylo mozné pova-
zovat pouzivani prislusného screeningového nastroje za vyhodné.

Bioanalytické metody musi pii valida¢nich podminkach poskytovat
platnou orienta¢ni hodnotu trovné TEQ, vypoctené a vyjadiené jako
BEQ.

Pro bioanalytické metody provadéné za podminek opakovatelnosti je
vnitrolaboratorni RSD, obvykle mensi nez za podminek reprodukova-
telnosti RSDg.

Zvlastni pozadavky, které musi spliiovat metody GC-MS, aby
vyhovovaly pro ucely screeningu nebo konfirmace

Prijatelné rozdily mezi hornim a dolnim odhadem vysledkic WHO-TEQ

Rozdil mezi hornim a dolnim odhadem nesmi piekrocit 20 % pro
konfirmaci ptekroceni maximalniho limitu nebo, v pfipadé potieby,
akcnich prahd.

Kontrola vytéznosti

Vnitini standardy 2,3,7,8-chlor-substituovanych PCDD/PCDF znacené
izotopem '*C a vnitini standardy PCB s dioxinovym efektem znadené
izotopem '>C musi byt piidany na samém zacatku analyzy, napf. pred
extrakci, aby bylo mozné analyticky postup validovat. Alespon jeden
kongener musi byt pfidan pro kazdou z tetra- az okta-chlorovanych homo-
logickych skupin PCDD/PCDF a alesponi jeden kongener pro kazdou
z homologickych skupin PCB s dioxinovym efektem (nebo alespon
jeden kongener pro kazdou skupinu vybranych iontd pfi pouziti hmot-
nostni spektrometrie v rezimu registrace vybranych iontt pouzitou pro
sledovani PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem). V ptipadé konfir-
macnich metod se pouzije vSech 17 vnitinich standardi 2,3,7,8-substitu-
ovanych PCDD/PCDF znacenych izotopem '*C a viech 12 vnitinich stan-
dardt PCB s dioxinovym efektem znaGenych izotopem '*C.
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6.2.2.

6.2.3.

6.24.

6.2.5.

6.3.

6.4.

6.5.

Relativni odezvové faktory se s pomoci vhodnych kalibra¢nich roztokt
stanovi také pro kongenery, pro néz nebyly pridany slouceniny znacené
izotopem '*C.

U krmiv rostlinného pivodu a krmiv Zivo¢isného pivodu s obsahem
tuku niz§im nez 10 % je pfidani vnitfnich standardd pied extrakci
povinné. U krmiv zivocisného puvodu s obsahem tuku vy$$im nez
10 % lze vnitini standardy pfidat bud’ pied extrakci tuku, nebo po
ni. Vhodnym zptsobem se validuje G¢innost extrakce, a to v zavislosti
na fazi, ve které se pfidavaji vnitini standardy.

Pied analyzou metodou GC-MS musi byt pfidany jeden nebo dva
obohacené standardy (recovery standardy) pro stanoveni vytéZnosti.

Kontrola vytéznosti je nezbytna. U konfirmacnich metod se vytéznost
jednotlivych wvnitfnich standardd musi pohybovat v rozmezi 60 az
120 %. Niz8i nebo vyss§i hodnota vytéznosti u jednotlivych kongenerd,
zejména nékterych hepta- a okta-chlorovanych dibenzo-p-dioxint
a dibenzofurant, je pfipustna pod podminkou, Ze jejich piispévek
k hodnoté TEQ neptesahne 10 % celkové hodnoty TEQ (na zékladé
sumy PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem). U screeningovych
metod GC-MS se vytéznost musi pohybovat v rozmezi 30 az 140 %.

Odstraneni rusivych latek

— Separace PCDD/PCDF od rusivych chlorovanych sloucenin, jako
jsou PCB bez dioxinového efektu a chlorované difenylethery, se
provede vhodnymi chromatografickymi technikami (nejlépe na
florisilové, aluminové a/nebo uhlikové kolon¢).

— Separace izomeri pomoci plynové chromatografie musi byt < 25 %
ptekryvu mezi piky 1,2,3,4,7,8-HXCDF a 1,2,3,6,7,8-HxCDF.

Kalibrace pomoci standardni krivky

Rozsah kalibrac¢ni kfivky musi pokryvat odpovidajici rozsah maximal-
niho limitu nebo akénich prahi.

Zvlastni kritéria pro konfirmacni metody

— Pro GC-HRMS:

V piipadé HRMS musi byt rozliSeni zpravidla vyssi nebo rovno
10 000 v celém rozsahu hmotnosti pii 10 % sedle.

Splnéni dalsich identifika¢nich a konfirmacnich kritérii podle mezi-
narodné uznavanych norem, napiiklad normy EN 16215:2012
(Krmiva — Stanoveni dioxini a PCB podobnych dioxinim
metodou GC/HRMS a indikatortt PCB metodou GC/HRMS) a/nebo
v metodach EPA 1613 a 1668 ve znéni pozdéjsich revizi.

— Pro GC-MS/MS:



02009R0152 — CS — 04.04.2024 — 009.001 — 140

7.1.
7.1.1.

Sledovani alesponn dvou specifickych prekurzorovych iontt, kazdy
s jednim odpovidajicim specifickym piechodovym produktovym
iontem pro vSechny znaCené a neznacené analyty v rozsahu
analyzy.

na vybrané piechodové produktové ionty ve srovnani s vypoctenymi
nebo naméfenymi hodnotami (primér z kalibracnich standardi), za
pouziti identickych MS/MS podminek, zejména kolizni energie
a tlaku kolizniho plynu, pro kazdy piechod analytu.

RozliSeni pro kazdy quadrupol méd byt nastaveno tak, aby se
rovnalo nebo bylo lepsi nez jednotkové hmotnostni rozliSeni (jed-
notkové hmotnostni rozliSeni: dostatecné rozliSeni pro separaci
dvou pikl jedné jednotky hmotnosti), za Gcelem minimalizovani
mozné interference sledovanych analytd.

Splnéni dalSich kritérii podle mezinarodné uzndvanych norem,
napiiklad normy EN 16215:2012 (Krmiva — Stanoveni dioxind
a PCB podobnych dioxinim metodou GC/HRMS a indikatora
PCB metodou GC/HRMS) a/nebo v metodach EPA 1613 a 1668
ve znéni  pozdéjSich  revizi, s  vyjimkou  povinnosti
pouziti GC/HRMS.

ZVLASTNI POZADAVKY NA BIOANALYTICKE METODY

Bioanalytické metody jsou metody zalozené na vyuziti biologickych
principt, jako jsou bunécné testy, receptorové testy nebo imunologické
testy. V tomto bodé se stanovi obecné pozadavky na bioanalytické
metody.

Screeningové metody v zasad¢ klasifikuji vzorky jako vyhovujici nebo
vzorky podezielé jako nevyhovujici. Za timto Ucelem se vypoctend
uroven BEQ porovnava s mezni hodnotou (viz bod 7.3). Vzorky
s vysledkem niz§im nez mezni hodnota se povazuji za vyhovujici,
vzorky s vysledkem rovnajicim se mezni hodnoté nebo vySSim se
povazuji za podezielé jako nevyhovujici a je nutné provést jejich
analyzu pomoci konfirma¢ni metody. Prakticky miize jako mezni
hodnota slouzit uroveit BEQ odpovidajici dvéma tfetindm maximalniho
limitu, pokud je zajisténa mira falesné vyhovujicich vzorkl niz$i nez
5 % a pfijatelnd mira faleSné nevyhovujicich vzorkt. Pii odliSném
maximalnim limitu pro PCDD/PCDF a pro sumu PCDD/PCDF
a PCB s dioxinovym efektem vyzaduje kontrola souladu vzorkl bez
frakcionace vhodné mezni hodnoty pro biologickou zkousku pro PCDD/
PCDEF. Pro kontrolu vzorkil piekracujicich akéni prahy je vhodnou
mezni hodnotou pfiméfené procento piislusného akéniho prahu.

Je-li orienta¢ni Uroven vyjadiena v BEQ, musi byt vysledky vzorku
v pracovnim rozsahu a ptekracovat oznamovaci mez (viz body 7.1.1
a 7.1.6).

Hodnoceni odezvy zkousky
Obecné pozadavky

— Pfi vypoctu koncentrace z kalibra¢ni kiivky TCDD vykazi hodnoty
na hornim konci kiivky velky kiivkovy rozptyl (vysoky varia¢ni
koeficient (CV)). Pracovni rozsah je oblast, kde je tento CV mensi
nez 15 %. Nejspodné&jsi ¢ast pracovniho rozsahu (oznamovaci mez)
musi byt stanovena tak, aby nejméné trojnasobné piesahovala
hodnoty slepych vzorku odrazejicich cely pracovni postup. Horni
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¢ast pracovniho rozsahu obvykle pfedstavuje hodnota ECy (70 %
maximalni uc¢inné koncentrace), je vsak nizsi, pokud je CV v tomto
rozsahu vys$§i nez 15 %. Pracovni rozsah se stanovi b&éhem vali-
dace. Mezni hodnoty (viz bod 7.3) musi byt uvnitf pracovniho
rozsahu.

— Standardni roztoky a extrakty vzorku se zkousi tikrat nebo alespoil
duplicitné. Pii duplicitnich zkouskach musi standardni roztok nebo
kontrolni extrakt zkouseny ve étyfech az Sesti jamkach rozlozenych
na desticce poskytnout odezvu nebo koncentraci (mozné pouze
v pracovnim rozsahu) vychazejici z CV < 15 %.

7.12. Kalibrace

7.1.2.1. Kalibrace pomoci standardni kiivky

— Za ucelem vypoctu urovné BEQ v extraktu a nasledné ve vzorku
lze uroven ve vzorcich odhadnout porovnanim jejich odezvy
s odezvou kalibra¢ni kiivky TCDD (nebo PCB 126 nebo standardni
smési PCDD/PCDF/PCB s dioxinovym efektem).

— Kalibra¢ni kiivky musi obsahovat osm az dvanact koncentraci
(alespon duplicitnich), s dostate¢nym poctem koncentraci ve spodni
Casti kiivky (pracovnim rozsahu). Zvlastni pozornost musi byt
vénovana kvalit¢ prolozeni kalibra¢nich bodt kiivkou v pracovnim
rozsahu. Hodnota R* sama o sob&é ma pouze zanedbatelny nebo
zadny vyznam pii hodnoceni kvality prolozeni kalibrac¢nich boda
kiivkou pfi nelinearni regresi. Lep§iho prolozeni se dosdhne mini-
malizaci rozdilu mezi vypoctenymi a zjiSténymi Urovnémi
v pracovnim rozsahu kiivky (napf. minimalizaci sumy druhych
mocnin rezidui).

— Od odhadované urovné v extraktu vzorku se nasledn¢ odecte
urovenn BEQ vypoctena pro slepy vzorek matrice nebo rozpoustédla
(aby se zohlednily necistoty z pouzitych rozpoustédel a chemikalif)
a provede se korekce na zjevnou vytéznost (vypoctenou na zakladé
urovné BEQ vhodnych referencnich vzorkli s reprezentativnim
zastoupenim kongenert kolem maximalniho limitu nebo akéniho
prahu). Pro provedeni korekce na vytéznost musi byt zjevna vytéz-
nost v pozadovaném rozsahu (viz bod 7.1.4). Referen¢ni vzorky
pouzité pro korekci na vytéznost musi spliovat pozadavky stano-
vené v bodé 7.2.

7.1.2.2. Kalibrace pomoci referen¢nich vzorku

Piipadné lze pouzit kalibra¢ni kiivku zhotovenou alesponi ze Ctyt refe-
renénich vzorkl (viz bod 7.2.4): jednoho slepého matri¢niho vzorku
plus tif referen¢nich vzorkd na poloving, jednonasobku a dvojnasobku
maximalniho limitu nebo akéniho prahu, ¢imz odpadne nutnost odectu
hodnoty slepého stanoveni a korekce na vytéznost, pokud se vlastnosti
matrice referen¢nich vzorku kryji s vlastnostmi neznamych vzorkda.
V tomto piipadé 1ze odezvu odpovidajici dvéma tfetinam maximalniho
limitu (viz bod 7.3) vypocist pfimo z téchto vzorku a pouzit ji jako
mezni hodnotu. Pro kontrolu vzorkt ptekracujicich akéni prahy je
vhodnou mezni hodnotou pfimérené procento téchto akénich prahda.



02009R0152 — CS — 04.04.2024 — 009.001 — 142

7.1.5.

7.2.

7.2.1.

7.2.2.

Samostatné stanoveni PCDD/PCDF a PCB s dioxi-
novym efektem

Extrakty lze rozdélit do frakei obsahujicich PCDD/PCDF a PCB
s dioxinovym efektem, coz umoziuje ziskani samostatné orientacni
hodnoty tGrovné TEQ pro PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem
(v BEQ). Pro hodnoceni vysledkt pro frakci obsahujici PCB s dioxi-
novym efektem se pfednostné pouzije kalibracni kiivka standardu PCB
126.

Zjevna vytéznost biologické zkousky

Zjevna vytéznost biologické zkousky se vypocte z vhodnych referen-
¢nich vzorkl s reprezentativnim zastoupenim kongenert kolem maxi-
malniho limitu nebo akéniho prahu a vyjadii se jako procento urovné
BEQ v porovnani s urovni TEQ. V zavislosti na pouzitém typu
zkousky a pouzitych TEF ('?) mohou rozdily mezi faktory TEF
a REP pro PCB s dioxinovym efektem zpusobit nizkou zjevnou vytéz-
nost u PCB s dioxinovym efektem v porovnani s PCDD/PCDF. Proto
pfi samostatném stanoveni PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem
musi byt zjevna vytéznost biologickych zkousek nasledujici: u PCB
s dioxinovym efektem 20 % az 60 %, u PCDD/PCDF 50 % az
130 % (rozmezi platnd pro kalibracni kfivku TCDD). Jelikoz podil
PCB s dioxinovym efektem na sumé PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym
efektem se muze u rdznych matric a vzorku lisit, odrazi se tyto rozdily
i ve zjevné vytéznosti biologickych zkousek pro sumu PCDD/PCDF
a PCB s dioxinovym efektem, kterd se ma pohybovat v rozmezi 30 %
az 130 %. Dusledky pfipadné podstatné revize hodnot TEF pro pravni
ptedpisy Unie tykajici se PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem
budou vyzadovat revizi téchto rozmezi.

Kontrola vytéznosti pro ucely ¢iSténi

Pii validaci je nutné zkontrolovat ztratu sloucenin béhem cisténi. Slepy
vzorek obohaceny smési riznych kongenerti se podrobi ¢isténi (alespon
n = 3) a vytéznost a variabilita se ovéfi konfirmacni metodou. Vytéz-
nost musi byt v rozmezi 60 % az 120 %, zejména u kongenert
s podilem na mnozstvi TEQ v riznych smésich, ktery je vyssi nez
10 %.

Oznamovaci mez

Pii oznamovani Grovni BEQ musi byt stanovena oznamovaci mez
z ptislusnych matri¢nich vzorkt zahrnujicich typicka zastoupeni konge-
nert, avSak vzhledem k nizké preciznosti v dolnim rozsahu kfivky
nikoli z kalibra¢ni kiivky standardf. Je tieba vzit v Gvahu ucinky
extrakce a Cisténi. Oznamovaci mez musi byt stanovena tak, aby
nejméné trojnadsobné presahovala hodnoty slepych vzorki odrazejicich
cely pracovni postup.

Poucziti referencnich vzorkii

Referen¢ni vzorky musi piedstavovat matrice vzorku, zastoupeni
kongeneru a rozsahy koncentraci pro PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym
efektem kolem maximalniho limitu nebo akéniho prahu.

Kazda série zkousek musi zahrnovat slepy vzorek odrazejici cely
pracovni postup, ¢i nejlépe slepy matriéni vzorek, a referen¢ni vzorek
na maximalnim limitu nebo akénim prahu. Tyto vzorky musi byt extra-
hovany a zkouSeny souCasné a za stejnych podminek. Referencni
vzorek musi vykazat jasné vyssi odezvu v porovnani s odezvou slepého
vzorku, ¢imz je zajiSténa vhodnost zkousky. Tyto vzorky mohou byt
pouzity pro korekci o hodnoty slepého stanoveni a korekci na vytéz-
nost.

('?) Soucasné pozadavky vychazeji z TEF vydanych v: M. Van den Berg et al. Toxicol Sci

93 (2), 223-241 (2006).
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7.2.3.  Referen¢ni vzorky vybrané pro provedeni korekce na vytéznost musi
byt pro zkuSebni vzorky reprezentativni, coZ znamend, ze zastoupeni
kongenerti nesmi vést k podhodnoceni trovni.

7.2.4.  Pro prokazani odpovidajici ucinnosti zkousky ve sledovaném rozsahu
pro kontrolu maximalniho limitu nebo ak¢niho prahu lze kromé toho
zahrnout jest¢ referencni vzorky o napf. polovicni a dvojnasobné
koncentraci, nez je maximalni limit nebo akéni prah. Dohromady
mohou byt tyto vzorky pouzity pro vypocet urovni BEQ ve zkusebnich
vzorcich (viz bod 7.1.2.2).

7.3. Stanoveni meznich hodnot

Je nutné ur€it vztah mezi vysledky bioanalyzy v BEQ a vysledky
konfirmaéni metody v TEQ (napt. pomoci kalibracénich pokusi, které
zohledniuji vliv matrice, s referenénimi vzorky obohacenymi na nule,
poloving, jednondsobku a dvojnasobku maximalniho limitu s Sesti
opakovanimi na kazdé trovni (n = 24)). Na zékladé tohoto vztahu
lze odhadnout korekéni faktory (odeéteni hodnoty slepého stanoveni
a korekce na vytéznost), je vSak nutno je ovéfit v souladu s bodem
7.2.2.

Je nutné stanovit mezni hodnoty pro ucely rozhodnuti ohledné souladu
vzorku s maximalnimi limity nebo pro kontrolu ak¢nich prahd, jsou-li
sledovanou hodnotou, a rovnéz s pfisluSnymi maximalnimi limity nebo
akénimi prahy, stanovenymi bud zvlast pro PCDD/PCDF a PCB
s dioxinovym efektem, nebo pro sumu PCDD/PCDF a PCB s dioxi-
novym efektem. Tyto hodnoty jsou zastoupeny nizZsimkoncovym bodem
distribuce vysledkt bioanalyzy (upravenych o hodnoty slepého stano-
veni a korigovanych na vytéznost) odpovidajicim rozhodovaci mezi
u prislusné konfirma¢ni metody na zikladé 95 % miry spolehlivosti,
z ¢ehoz vyplyva mira falesné vyhovujicich vysledki < 5 %, a na
zakladé RSDyr < 25 %. Rozhodovaci mezi u prislusné konfirmacni
metody je maximalni limit pfi zohlednéni rozsifené nejistoty méfeni.

Mezni hodnotu (v BEQ) lze vypocist v souladu s jednim z postupt
uvedenych v bodech 7.3.1, 7.3.2 a 7.3.3 (viz graf 1).

7.3.1. S pouzitim nizsi ¢asti 95 % predikéniho intervalu na urovni rozhodo-
vaci meze u piislusné konfirmacni metody:

Mezni hodnota = BEQpy, — syx % ta,f:m,z\/l/n +1/m+ (x; —f)z/Qxx

kde:

BEQpL je BEQ odpovidajici rozhodovaci mezi
u pfislusné konfirmac¢ni metody, coz je maxi-
malni limit pfi zohlednéni rozsifené nejistoty
méteni

Sy.x je rezidudlni smérodatna odchylka

toof = m2 je kvantil Studentova t-rozdéleni (o0 = 5 %,
f = stupné volnosti, jednostranny)

m je celkovy pocet kalibrac¢nich bodt (index j)

n je pocet opakovani na kazdé Grovni

X; je koncentrace vzorku (v TEQ) v kalibra¢nim
bodé i stanovena konfirmacni metodou

; je pramér koncentraci (v. TEQ) vSech kali-

brac¢nich vzorku

Qux = 2, (s —x)?  je parametr sumy &tverci, i = index pro kalibraéni bod i
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Vypocet z vysledk biologické zkousky (upravenych o hodnoty slepého
stanoveni a korigovanych na vytéznost) ziskanych z vicendsobnych
analyz vzorkil (n > 6) kontaminovanych na trovni rozhodovaci meze
konfirmaéni metody, jakozto nizs§i ¢ast rozdéleni vysledk na odpovi-
dajici primérné hodnoté BEQ:

Mezni hodnota = BEQp, — 1,64 x SDg

kde:

SDr je smeérodatna odchylka vysledkd biologické zkousky na
BEQp, méfeno za podminek vnitrolaboratorni reprodukovatel-
nosti

Vypocet jako stfedni hodnota vysledki bioanalyzy (v BEQ, upravenych
o hodnoty slepého stanoveni a korigovanych na vytéznost) z vicena-
sobné analyzy vzorktl (n > 6) kontaminovanych na 2/3 maximalniho
limitu nebo akéniho prahu, na zakladé poznatku, ze tato uroven se bude
pohybovat kolem mezni hodnoty uréené v bodech 7.3.1 nebo 7.3.2:

Vypocet meznich hodnot vychazejici z 95 % miry spolehlivosti, z niz
vyplyva mira falesné¢ vyhovujicich vysledkt < 5 %, a z RSDg < 25 %:

1. z nizsi Casti 95 % predikéniho intervalu na urovni rozhodovaci meze
u piislusné konfirmacni metody;

2. z vicenasobné analyzy vzorkl (n > 6) kontaminovanych na urovni
rozhodovaci meze u piislusné konfirmaéni metody jakozto nizsikon-
covy bod distribuce udaju (v grafu je znazornuje kiivka ve tvaru
zvonu) na odpovidajici primérné hodnoté BEQ.

Graf 1
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Omezeni meznich hodnot

Mezni hodnoty vychazejici z BEQ a vypoctené z RSDy dosazené pii
validaci s pouzitim omezeného poctu vzorkd s riuznym zastou-
penim matrice/kongeneri mohou byt vys$$i nez maximalni limity
nebo ak¢ni prahy vychazejici z TEQ, vzhledem k vétsi preciznosti,
nez je preciznost, jiz lze bézné dosahnout s neznamym spektrem
zastoupeni kongenert. V takovych piipadech se mezni hodnoty
vypoctou z RSDgr = 25 % nebo se da piednost dvéma tfetinam maxi-
malniho limitu nebo akéniho prahu.
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7.4.

7.4.1.

7.4.2.

7.4.3.

7.4.4.

7.4.5.

7.4.6.

7.4.7.

7.4.8.

7.4.9.

8.1.

8.1.1.

Charakteristiky ucinnosti

Vzhledem k tomu, ze pii bioanalytickych metodach nelze pouzit zadné
vnitini standardy, provedou se zkousky opakovatelnosti bioanalytic-
kych metod pro ziskani informaci o smérodatné odchylce v ramci
zkouSek a mezi sériemi zkousek. Opakovatelnost musi byt nizs$i nez
20 %, vnitrolaboratorni reprodukovatelnost pak nizsi nez 25 %. To
musi vychazet z vypoctenych urovni v BEQ po odecteni hodnot
slepého stanoveni a korekci na vytéznost.

Jako soucést postupu validace musi byt prokazano, ze zkouSka umoz-
fuje rozlisit slepy vzorek a uroveinl ve vysi mezni hodnoty, a umoziuje
tak identifikovat vzorky nad prisluSnou mezni hodnotou (viz bod
7.1.2).

Je tieba urcit cilové slouceniny, mozné interference a nejvyssi
piipustny obsah ve slepém vzorku.

Procentni smérodatna odchylka odezvy nebo koncentrace vypoctena
z odezvy (mozné pouze v pracovnim rozsahu) trojnasobného stanoveni
extraktu vzorku nesmi byt vyssi nez 15 %.

Pro hodnoceni G¢innosti bioanalytické metody v konstantnim c¢asovém
obdobi se pouziji nekorigované vysledky referen¢niho vzorku (referen-
¢nich vzorkl) vyjadiené v BEQ (pro slepy vzorek a maximalni limit
nebo akéni prah).

Pro slepé vzorky odrazejici cely pracovni postup a pro kazdy typ
referenc¢niho vzorku se zaznamenavaji a ovétuji grafy kontroly kvality,
aby bylo zaji§téno, ze analyticka Gcinnost je v souladu s pfislusnymi
pozadavky, u slepych vzorkt odrazejicich cely pracovni postup
zejména s ohledem na pozadovanou minimdlni odliSnost v nejspodnéjsi
Casti pracovniho rozsahu a u referencnich vzorkli zejména s ohledem
na vnitrolaboratorni reprodukovatelnost. Slepé vzorky odrazejici cely
pracovni postup musi byt dikladné kontrolovany, aby se zamezilo
falesn¢ vyhovujicim vysledktim po jejich odecteni.

Vysledky konfirmacnich metod u podezielych vzorkti a 2 az 10 %
vyhovujicich vzorkti (minimalné 20 vzorkd na jednu matrici) se zazna-
menaji a pouziji se pro hodnoceni ucCinnosti screeningové metody
a vztahu mezi BEQ a TEQ. Tuto databazi 1ze pouzit pro ptehodnoceni
meznich hodnot platnych pro bézné vzorky pro validované matrice.

Dobrou uc¢innost metody lze rovnéz prokazat ucasti v kruhovych
testech. Vysledky vzorka analyzovanych v kruhovych testech, které
pokryvaji rozsah koncentraci az do napf. dvojnasobku maximalniho
limitu, se rovnéz mohou zahrnout do hodnoceni podilu falesné vyhovu-
jicich vysledkd, je-li laboratof schopna prokazat svou dobrou vykon-
nost. Vzorky musi zahrnovat nejCastéjsi zastoupeni kongenert, které
predstavuji rizné zdroje.

Pii incidentech 1ze mezni hodnoty piehodnotit, aby odrazely konkrétni
matrici a zastoupeni kongenert tohoto konkrétniho incidentu.

OZNAMOVANI VYSLEDKU
Konfirmacni metody

Vysledky analyzy musi obsahovat hodnoty jednotlivych konge-
nertt PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem a hodnoty TEQ se
oznami jako dolni, horni a stfedni odhad, aby se do oznamovani
vysledkt zahrnulo co nejvice informaci, a umoznila se tak interpretace
vysledkt podle ptislusnych zvlastnich pozadavku.
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8.2.

8.2.1.

8.2.2.

8.2.3.

8.2.4.

8.2.5.

8.2.6.

8.2.7.

8.2.8.

8.3.

8.3.1.

Protokol musi také zahrnovat metodu pouzitou pro extrakci PCDD/
PCDF a PCB s dioxinovym efektem.

Pokud vytéznost lezi mimo rozmezi uvedené v bod¢ 6.2.5, je-li
prekrocen maximalni limit (v tomto pfipad¢ vytéznosti pro jednu ze
dvou opakovanych analyz), a v ostatnich pfipadech na zadost, musi byt
dany k dispozici hodnoty vytéznosti pro jednotlivé vnitini standardy.

Protoze se ma pii rozhodovani o souladu vzorku pfihlédnout také
k rozSifené nejistot¢ meéteni, je tieba poskytnout i tento parametr.
Vysledky analyzy se proto oznami ve tvaru ,x +/— U® kde x je
vysledek analyzy a U je rozsifena nejistota méfeni, pficemz se pouzije
koeficient rozsifeni 2, ktery odpovida mife spolehlivosti pftiblizné
95 %. V ptipadé samostatného stanoveni PCDD/PCDF a PCB s dioxi-
novym efektem se pro sumu PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym
efektem musi pouzit suma odhadované rozsifené nejistoty meéteni
samostatnych vysledkt analyzy pro PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym
efektem.

Vysledky se vyjadii ve stejnych jednotkach a alespon se stejnym
poctem platnych cislic jako maximalni limity stanovené ve smér-
nici 2002/32/ES.

Bioanalytické screeningové metody

Vysledek screeningu se vyjadii jako ,,vyhovujici* nebo ,,podeziely jako
nevyhovujici* (,,podezrely*).

Krom¢ toho je mozné vydat orienta¢ni vysledek pro PCDD/PCDF
a/nebo PCB s dioxinovym efektem vyjadieny v BEQ, nikoli TEQ.

Vzorky s odezvou nizsi nez oznamovaci mez se vyjadii jako ,,nizsi nez
oznamovaci mez“. Vzorky s odezvou vyS$$i nez pracovni rozsah se
oznami jako ,,vzorky piekracujici pracovni rozsah“ a roven odpovida-
jici horni ¢asti pracovniho rozsahu se uvede v BEQ.

Pro kazdy typ matrice vzorku musi protokol uvadét maximalni limit
nebo akéni prah, z néhoz hodnoceni vychazi.

Protokol musi uvadét pouzity typ zkousky, zakladni princip zkousky
a druh kalibrace.

Protokol musi také zahrnovat metodu pouzitou pro extrakci PCDD/
PCDF a PCB s dioxinovym efektem.

V piipadé vzorka podezielych jako nevyhovujici musi protokol obsa-
hovat poznamku o tom, jaka opatfeni maji byt ucinéna. Koncen-
traci PCDD/PCDF a sumu PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem
v téchto vzorcich se zvySenym obsahem je tfeba stanovit/potvrdit
konfirma¢ni metodou.

Nevyhovujici vysledky se oznami pouze tehdy, pokud byly zjiStény
konfirmaéni analyzou.

Fyzikalné-chemické screeningové metody

Vysledek screeningu se vyjadii jako ,,vyhovujici nebo ,,podeziely jako
nevyhovujici* (,,podeziely®).

Pro kazdy typ matrice vzorku musi protokol uvadét maximalni limit
nebo akéni prah, z néhoz hodnoceni vychazi.
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Kromé toho mohou byt hodnoty jednotlivych kongenerat PCDD/PCDF
a/nebo PCB s dioxinovym efektem a hodnoty TEQ udavany jako dolni,
horni a stfedni odhad. Vysledky se vyjadii ve stejnych jednotkach
a alesponn se stejnym poctem platnych ¢islic jako maximalni limity
stanovené ve smérnici 2002/32/ES.

Pokud vytéznost lezi mimo rozmezi uvedené v bodé 6.2.5, je-li
prekroen maximalni limit (v tomto piipadé vytéznosti pro jednu ze
dvou opakovanych analyz), a v ostatnich pfipadech na zadost, musi byt
dany k dispozici hodnoty vytéznosti pro jednotlivé vnitini standardy.

V protokolu musi byt uvedeno, kterd metoda GC-MS byla pouzita.

Protokol musi také zahrnovat metodu pouzitou pro extrakci PCDD/
PCDF a PCB s dioxinovym efektem.

V pripadé vzorkl podezielych jako nevyhovujici musi protokol obsa-
hovat poznamku o tom, jakd opatfeni maji byt ucinéna. Koncen-
traci PCDD/PCDF a sumu PCDD/PCDF a PCB s dioxinovym efektem
v téchto vzorcich se zvysSenym obsahem je tfeba stanovit/potvrdit
konfirmacni metodou.

O tom, zda hodnota nebyla dodrzena, miize byt rozhodnuto pouze
konfirmaéni analyzou.

KAPITOLA 1II

PRIPRAVA VZORKU A POZADAVKY NA METODY ANALYZY
POUZIVANE PRI UREDNI KONTROLE OBSAHU PCB BEZ

3.2.

3.3.

DIOXINOVEHO EFEKTU V KRMIVECH

Oblast pouziti

Pozadavky stanovené v této kapitole se pouziji pfi analyze krmiv pro
ufedni kontrolu obsahu PCB bez dioxinového efektu a pro pfipravu
vzorkll a analytické pozadavky k jinym regulaénim ucelim, vcetné
kontrol provadénych provozovatelem krmivarského podniku k zajisténi
dodrzovani ustanoveni nafizeni (ES) ¢. 183/2005.

Pouzitelné metody detekce

Plynova chromatografie s detektorem elektronového zachytu (GC-
ECD), GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-HRMS nebo rovnocenné metody.

Identifikace a konfirmace sledovanych analyta

Relativni reten¢ni ¢as ve vztahu k vnitinim standardim nebo referen-
¢nim standardim (s pfijatelnou odchylkou + 0,25 %).

Separace PCB bez dioxinového efektu plynovou chromatografii od
rusivych latek, zejména soucasné se eluujicich PCB, zvlasté jsou-li
urovné¢ vzorkd v rozmezi limitt stanovenych pravnimi piedpisy
a piipadny nesoulad ma byt teprve potvrzen (3).

Pozadavky na techniky GC-MS

Sledovani alespon nasledujiciho poétu molekularnich ionti nebo chara-
kteristickych ionti z molekularnich klastra:

a) dvou specifickych ionti u HRMS;

b) tif specifickych iontd u LRMS;

(13) Mezi kongenery, u nichz je Gasto zjist€no, ze se eluuji souasné, patii napt. PCB 28/31,

PCB 52/69 a PCB 138/163/164. U GC-MS je rovnéz nutné vzit v uvahu mozné
interference z fragmentt vysSich chlorovanych kongenerd.
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¢) dvou specifickych prekurzorovych iontt, kazdy s jednim odpovida-
jicim specifickym piechodovym produktovym iontem pro MS-MS.

Nejvyssi pfipustné tolerance intenzity vybranych hmotnostnich frag-
menti:

Relativni odchylka intenzity vybranych hmotnostnich fragmentti od
teoretické intenzity nebo kalibracniho standardu pro cilovy iont (nej-
intenzivnéjsi sledovany iont) a identifikacni iont (ionty): £ 15 %

3.4. Pozadavky na techniky GC-ECD

Konfirmace vysledki ptekracujicich maximalni limit s dvéma kolonami
GC se stacionarni fazi jiné polarity.
4. Prokazovani ucinnosti metody

Utinnost metody se prokdZe v rozsahu maximalniho limitu (polovina
az dvojnasobek maximalniho limitu) s piijatelnym varia¢nim koefici-
entem pro opakovanou analyzu (viz pozadavky na mezilehlou preciz-
nost uvedené v bod¢ 9).

5. Mez stanovitelnosti
Suma mezi stanovitelnosti ('*) PCB bez dioxinového efektu nesmi
prekrodit jednu téetinu maximalniho limitu (1%).

6. Kontrola kvality
Pravidelné slepé kontrolni vzorky, analyzy obohacenych vzorku,
vzorky pro kontrolu kvality, ucast v mezilaboratornich studiich
o piislusnych matricich.

7. Kontrola vytéZnosti

7.1. Pouziji se vhodné wvnitini standardy s fyzikalné-chemickymi vlast-
nostmi porovnatelnymi se sledovanymi analyty.

7.2. Pfidani vnitfnich standardii:

pridani k produktim (pfed extrakci a CiSténim).

7.3. Pozadavky na metody, které vyuzivaji vSech Sesti kongenert PCB bez
dioxinového efektu znacenych izotopem

a) korekce vysledkd na vytéznost vnitinich standardi;

b) vytéznost vnitinich standardi znacenych izotopem musi byt mezi 60
a 120 %;

¢) niz8i nebo vyssi vytéznost jednotlivych kongenert, kterd se na sumé
PCB bez dioxinového efektu podili méné nez 10 %, je pfijatelna.

7.4. Pozadavky na metody, které nevyuzivaji vSech Sesti vnitinich standardt
znacenych izotopem nebo jinych vnitinich standardi:

a) kontrola vytéznosti vnitiniho standardu (vnitfnich standardt) pro
kazdy vzorek;

b) vytéznost vnitinich standardi musi byt mezi 60 a 120 %;
c) korekce vysledkd na vytéznost vnitinich standarda.

(') V prislusnych piipadech je tfeba se fidit zdsadami popsanymi v dokumentu ,,Guidance
Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the Field of
Contaminants in Feed and Food* [https://data.europa.cu/doi/10.2787/8931].

(%) Velmi se doporucuje, aby hodnoty slepého stanoveni ¢inidla byly niZsi, nez je obsah
kontaminujici latky ve vzorku. Je povinnosti laboratofe kontrolovat rozptyl hodnot
slepych stanoveni, zejména v piipadé, kdy se hodnoty slepého stanoveni odecitaji.



02009R0152 — CS — 04.04.2024 — 009.001 — 149

7.5. Vytéznost neznacenych kongenerti se ovéfi pomoci obohacenych
vzorkli nebo vzorkli pro kontrolu kvality s koncentracemi v rozsahu
maximalniho limitu. VytéZnost téchto kongenerti se povazuje za pfija-
telnou, pokud je mezi 60 a 120 %.

8. Pozadavky na laboratore

V souladu s ustanovenimi nafizeni (EU) 2017/625 musi byt laboratote
akreditovany ~ uznanym  subjektem  pisobicim v souladu
s pokyny ISO/IEC Guide 58, aby bylo zaruceno, Ze uplatiiuji postupy
zajisténi analytické kvality. Laboratofe musi byt akreditovany podle
normy EN ISO/IEC 17025. Krom¢ toho je v prfislusném piipadé
tieba fidit se zasadami popsanymi v technickych pokynech pro odhad
nejistoty méfeni a meze stanovitelnosti pro analyzu PCB (1°).

9. Charakteristiky ucinnosti: kritéria pro sumu PCB bez dioxiono-
vého efektu pii maximalnim limitu

Hmotnostni spektrometrie

i ’ Yo P Jiné technik
s izotopovym zfed'ovanim (*) ne techniky

Pravdivost - 20 az + 20 % — 30 az + 30 %
Mezilehla  preciznost (% <15% <20 %
RSD)

Rozdil mezi  vypoctem <20 % <20 %

horniho a dolniho odhadu

(*) Jako vnitini standardy musi byt pouZito viech Sest sloucenin znacenych izotopem '*C.

10. Oznamovani vysledku

10.1.  Vysledky analyzy musi obsahovat hodnoty jednotlivych PCB bez
dioxinového efektu a sumu téch kongeneri PCB oznamovanych jako
dolni, horni a stfedni odhad, aby se do oznamovani vysledkd zahrnulo
co nejvice informaci, a umoznila se tak interpretace vysledkt podle
prislusnych zvlastnich pozadavkd.

10.2. Protokol musi také zahrnovat metodu pouzitou pro extrakci PCB.

10.3.  Pokud vytéznost lezi mimo rozmezi uvedené v bod¢ 7, je-li prekrocen
maximalni limit, a v ostatnich pfipadech na zadost, musi byt dany
k dispozici hodnoty vytéznosti pro jednotlivé vnitini standardy.

10.4.  Jelikoz se ma pii rozhodovani o souladu vzorku prihlédnout také
k rozsifené nejistoté méfeni, je tieba poskytnout také tento parametr.
Vysledky analyzy se proto ozndmi ve tvaru ,x +/— U®, kde x je
vysledek analyzy a U je rozsifena nejistota méfeni, pfiCemz se pouZzije
koeficient rozsifeni 2, ktery odpovidd mife spolehlivosti priblizné
95 %.

10.5. Vysledky se vyjadii ve stejnych jednotkach a alesponi se stejnym
po¢tem platnych Cislic jako maximalni limity stanovené ve smér-
nici 2002/32/ES.

B) NORMY EN

Pro pouziti ¢l. 34 odst. 2 pism. a) nafizeni (EU) 2017/625 jsou relevantni tyto
normy EN:

(') Viz poznamka pod &arou 9.



02009R0152 — CS — 04.04.2024 — 009.001 — 150

EN 17194 Krmiva: Metody vzorkovani a analyz — Stanoveni deoxynivalenolu,
aflatoxinu B1, fumonisinu Bl a B2, T-2 a HT-2 toxinti, zearalenonu a ochrato-
xinu A v krmnych surovinach a krmnych smésich metodou LC-MS/MS

EN 17270 Krmiva: Metody vzorkovani a analyz — Stanoveni theobrominu
v krmnych surovinach a krmnych smésich, véetné slozek pochazejicich z kakaa,
metodou kapalinové chromatografie

EN 17504 Krmiva: Metody vzorkovani a analyz — Stanoveni gossypolu
v semenech bavlniku a krmivech pomoci LC-MS/MS

EN 17362 Krmiva: Metody vzorkovani a analyz — Stanoveni pentachlorfenolu
(PCP) v krmnych surovinach a krmnych smésich metodou LC-MS/MS

EN 16279 Krmiva — Stanoveni obsahu fluoridli po extrakei kyselinou chlorovo-
dikovou metodou iontové selektivni elektrody (ISE)

EN 17053 Krmiva: Metody vzorkovani a analyz — Stanoveni stopovych prvk,
tézkych kovl a dalsich prvka v krmivech metodou ICP-MS (multimetoda)

EN 15550 Krmiva: Metody vzorkovani a analyz — Stanoveni kadmia a olova po
tlakovém rozkladu metodou atomové absorpéni spektrometrie s grafitovou
pickou (GF-AAS)

EN 16206 Krmiva — Stanoveni arzenu metodou atomové absorpéni spektrome-
trie s generovanim hydridi (HGAAS) po mikrovinném tlakovém rozkladu (roz-
klad pomoci 65 % kyseliny dusi¢né a 30 % peroxidu vodiku)

EN 16277 Krmiva — Stanoveni rtuti atomovou absorp¢ni spektrometrii metodou
studenych par (CVAAS) po mikrovinném tlakovém rozkladu (extrakce s 65 %
kyselinou dusi¢nou a 30 % peroxidem vodiku)

EN 16278 Krmiva — Stanoveni anorganického arzenu atomovou absorp¢ni spek-
trometrii s generovanim hydridt (HG-AAS) po mikrovinné extrakci a oddéleni
pomoci extrakce na pevné fazi (SPE)

EN 17374 Krmiva: Metody vzorkovani a analyz — Stanoveni anorganického
arzenu v krmivu metodou anexové iontové vyménné HPLC-ICP-MS
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PRILOHA VI

METODY ZKOUSENi PRO STANOVENI SLOZEK ZIVOCISNEHO

2.1.1.

PUVODU PRO UREDNi KONTROLU KRMIV

UCEL A ROZSAH

Identifikace slozek zivocisného puvodu v krmivech se provadi
pomoci svételné mikroskopie nebo polymerazové fetézové reakce
podle ustanoveni uvedenych v této ptiloze.

Tyto dvé metody umoziuji zjistit pfitomnost slozek zivocisného
pivodu v premixech, krmnych surovinach a krmnych smésich.
Neumoziuji v§ak vypocet mnozstvi takovych slozek v premixech,
krmnych surovinach a krmnych smésich. Obé metody maji mezni
hodnotu detekce nizsi nez 0,1 % (hmot.).

Metoda polymerazové ftetézové reakce umoznuje identifikaci
systematické skupiny slozek Zzivoc¢isného plvodu, jez jsou
ptitomny v premixech, krmnych surovindch a krmnych smésich.

Tyto metody se pouziji ke kontrole uplatiovani zakazi, jez jsou
stanoveny v ¢l. 7 odst. 1 a pfiloze IV nafizeni Evropského parla-
mentu a Rady (ES) ¢. 999/2001 (') a v ¢l. 11 odst. 1 nafizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1069/2009 (%)

V zavislosti na druhu zkouSeného krmiva lze tyto metody pouzit
v ramci jednoho operacniho protokolu, a to bud’ jednotlive, ¢i ve
vzajemné kombinaci v souladu se standardnimi opera¢nimi
postupy, jez stanovila a na svych internetovych strankach zvetej-
nila Referen¢ni laboratof EU pro Zivocisné proteiny v krmivech
(EURL-AP) (3).

METODY

Svételna mikroskopie
Princip

Slozky zivoé¢isného ptivodu, jez mohou byt pfitomny v premixech,
krmnych surovinach a krmnych smésich zaslanych k analyze, jsou
identifikovany na zakladé charakteristickych, mikroskopicky roze-
znatelnych znakt, jako jsou napf. svalova vldkna a jiné masité
Castice, chrupavky, kosti, rohy, chlupy, §tétiny, fragmenty kutikul
bezobratlych, trachedlni struktury hmyzu, krevni produkty, kapky
mléka, krystaly laktozy, peti, vajeéné skotapky, rybi kosti a Supiny.

(") Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 999/2001 ze dne 22. kvétna 2001

o stanoveni pravidel pro prevenci, tlumeni a eradikaci nékterych pfenosnych spongi-
formnich encefalopatii (UF. vést. L 147, 31.5.2001, s. 1).

(*) Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1069/2009 ze dne 21. fijna 2009
o hygienickych pravidlech pro vedlejsi produkty zivocisného puvodu a ziskané
produkty, které nejsou urceny k lidské spotfebé, a o zruseni nafizeni (ES) ¢. 1774/2002
(nafizeni o vedlejdich produktech Zivo¢isného ptvodu) (Ut. vést. L 300, 14.11.2009,

s. 1).

() https://www.eurl.craw.eu/legal-sources-and-sops/method-of-reference-and-sops/
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2.1.2.
2.1.2.1.
2.1.2.1.1

2.12.1.2

21213

2.1.2.1.4

2.1.2.1.5

2.1.2.1.6

Mikroskopicka vysetfeni se provedou po ptipravé vzorku sedimen-
taci.

U vzorkid se provede sedimentace takto:

a) pro zjisténi slozek zivocisného puvodu jinych nez suchozem-
skych bezobratlych se pouzije jednoducha sedimentace
s vyuzitim tetrachlorethylenu (TCE), jak je podrobné popsano
v bod¢ 2.1.3.4.3;

b) pro detekci slozek suchozemskych bezobratlych se provede
dvojitd sedimentace s vyuzitim petroletheru/tetrachlorethylenu
(PE/TCE), jak je podrobné popsano v bodé 2.1.3.4.4.

Cinidla a vybaveni
Cinidla
Koncentracni ptipravek

— Tetrachlorethylen (hustota 1,62)
— Petrolether (PE) bod varu 40-60 °C (specificka hustota 0,65)

Cinidlo k barveni

— Roztok alizarinové ¢ervené (2,5 ml IM kyseliny chlorovodi-
kové se rozpusti ve 100 ml vody a do tohoto roztoku se pfida
200 mg alizarinové Cerveng).

Zalévaci pripravky

— Louh (NaOH 2,5 % hm./obj. nebo KOH 2,5 % hm./obj.)

— Glycerol (nefedény, viskozita: 1490 cP) nebo zalévaci
ptipravek s rovnocennymi vlastnostmi pro piipravu neustale-
nych podloznich mikroskopickych sklicek.

— Norland ® Optical Adhesive 65 (viskozita: 1200 cP) nebo
pryskyfice s rovnocennymi vlastnostmi pro pfipravu ustale-
nych podloznich sklicek.

Barvici zalévaci pfipravky

— Lugoltv roztok (2 g jodidu draselné¢ho se rozpusti ve 100 ml
vody a pfidd se 1 g jodu za Castého protfepavani).

— Cinidlo na cystin (2 g octanu olovnatého, 10 g NaOH/100 ml
vody).

— Fehlingovo ¢inidlo (pfipravuje se tésné pred pouzitim ze dvou
stejné velkych c¢asti (1/1) ze dvou roztoki A a B: roztok
A (6,9 g modré skalice se rozpusti ve 100 ml destilované
vody); roztok B (34,6 g vinanu sodnodraselného tetrahydratu
a 12 g NaOH se rozpusti ve 100 ml destilované vody).

— Tetramethylbenzidin/peroxid vodiku (1 g 3,3%,5,5 tetramethyl-
benzidinu se rozpusti ve 100 ml ledové kyseliny octové
a 150 ml destilované vody. Pfed pouzitim je nutno promichat
4 dily roztoku tetramethylbenzidinu s 1 dilem 3 % peroxidu
vodiku).

Oplachovaci ¢inidla

— Ethanol > 96 % (technicky)
— Aceton (technicky)
Bélici ¢inidlo

— Komer¢ni roztok hypochloritu sodného (9 az 14 % aktivniho
chloru)
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2.1.2.2

2.1.3
2.1.3.1

Vybaveni
— Analytické vahy s presnosti 0,001 g

— Rozmélnovaci zafizeni: ntiz nebo rotorovy mlyn. Jestlize se
pouzivé rotorovy mlyn, jsou zakdzdna mlynskd sita < 0,5 mm.

— Sita se ¢tvercovymi oky v §ifi o rozmérech 0,25 mm a 1 mm.
S vyjimkou pfedbézného prosévani vzorku nesmi prumér sita
prekrocit 10 cm, aby se zabranilo ztraté materialti. Kalibrace
sita se nevyzaduje.

— Sklenéna kuzelovitd délici nalevka o objemu 250 ml s teflo-
novym nebo sklenénym zabrousenym kohoutem na spodku
kuzele. Prifez kohoutu v oteviené poloze je > 4 mm. Namisto
sklenéné kuzelovité délici nalevky muze byt pouze pro jedno-
duchou sedimentaci s vyuzitim TCE pouzita usazovaci kadinka
s konickym dnem, prokézala-li laboratof, ze hodnoty mezni
detekce odpovidaji hodnotdm ziskanym za pouziti sklenéné
kuzelovité délici nalevky.

250 ml

pramér 4 mm

Délici nalevka

— Stereoskopicky mikroskop umoznujici minimalné koneény
rozsah zvétSeni 6,5% az 40x.

— Kombinovany mikroskop umoziujici minimalné¢ konecny
rozsah zvétSeni 100x az 400x v jasném poli prochézejiciho
svétla. Dale lze pouzit i polarizaéni zafizeni, diferencialni
interferencni kontrast.

— Bézné laboratorni sklo.

— Vybaveni pro piipravu podlozniho sklicka: bézna mikrosko-
picka sklicka, dérovana sklicka, kryci sklicka (20x20 mm),
pinzety, laboratorni stérka.

— Laboratorni pec.

— Odsttedivka.

— Filtra¢ni papir: filtr z kvalitni buniéiny (o rozméru port 4-11
pm).

Odbér a priprava vzorkii
Odbér vzorkt

Pouziva se reprezentativni vzorek odebrany v souladu s ptilohou I.
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2.1.3.1.1.

2.1.3.1.2.

2,132

2,133

2.1.34
2.134.1.

2.1.3.4.2.

Vysouseni vzorku

Vzorky s obsahem vody > 14 % se pted zpracovanim vysusi podle
prilohy III.

Piedbézné prosévani vzorku

Za ucelem shromazdéni informaci o mozné kontaminaci krmiva
z okolniho prostiedi se doporucuje predbézné prosit granulované
a jadrové krmivo sitem o velikosti 1 mm, a nasledné pfipravit,
analyzovat a zvlast’ vykazovat dvé vzniklé frakce, jez je tieba
povazovat za samostatné vzorky.

Piedbézna opatieni

Veskeré vybaveni k vicendsobnému pouziti se pred pouzitim
dikladné vycisti, ¢imz se zabrani kiizové kontaminaci v laboratofi.
Pted ¢isténim se rozebere délici nalevka na jednotlivé ¢asti. Jedno-
tlivé ¢asti délici nalevky a sklenéné vybaveni se pfedem omyvaji
ruéné a nasledné se vlozi do myciho zafizeni. Sita se Cisti
kartd¢em s tuhymi syntetickymi Stétinami. Po prosivani materialu
s obsahem tukd, jako je napt. rybi moucka, se na zavér doporucuje
oCistit sita acetonem a tlakovym vzduchem.

Piiprava vzork obsahujicich tuky ¢i oleje

Pro pfipravu vzorkd obsahujicich tuky se pouzije tento protokol:

— je-li tuk v pevném stavu, ohiiva se v troubé&, dokud neni
kapalny.

— Pomoci pipety se pienese 40 ml tuku ze spodni ¢asti vzorku
do odstiedivkové zkumavky.

— Vzorek se odstied’'uje po dobu 10 minut pii 4 000 ot./min.

— Pokud tuk po odstied’ovani ztuhl, znovu se ohfeje v troubé,
dokud neni kapalny.

— Opakuje se odstfed’ovani po dobu 5 minut pii 4 000 ot./min.

— Pomoci laboratorni 1zicky ¢i tyCinky se polovina dekantova-
nych necistot pfenese na mikroskopicka sklicka za ucelem
rozboru. Doporucuje se pouzit glycerol coby zalévaci pfipra-
vek.

— Zbylé necistoty se pouziji pro piipravu sedimentu podle bodu
2.1.3.4.3 prvni odrazky.

Stejny protokol, s vyjimkou prvni a ¢tvrté odrazky, se pouzije pro
piipravu vzorkt obsahujicich ole;j.

Pfiprava jinych vzorkd, nez jsou tuky ¢i oleje

Dil¢i vzorkovani a mleti: z alespont 50 g vzorku se pfipravi dil¢i
vzorky za Gcelem provedeni analyzy a nasledné se rozemelou.

Piiprava suroviny: pfipravi se navazka nejméné 5 g rozemletého
dil¢iho vzorku. Je tieba jej prosit sitem o velikosti 0,25 mm,
pfi¢emz budou analyzovany tyto dvé vzniklé frakce.
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2.1.34.3. Jednoducha sedimentace s vyuzitim TCE pro zjisténi slozek Zivo-
¢isného piivodu jinych nez suchozemskych bezobratlych.

— Extrakce a pfiprava sedimentu:

Do délici nalevky nebo do usazovaci kadinky s konickym
dnem se pienese navazka 10 g (s presnosti na 0,01 g) roze-
mletého dil¢iho vzorku a pfida se 50 ml TCE. V ptipadé rybi
moucky nebo jinych vyrobku Cisté zivocisného pivodu, mine-
ralnich slozek ¢i premixi, jez vytvareji vice nez 10 %
sedimentu, se navazka do dé¢lici nalevky snizi na 3 g. Smés
se dukladn¢ protiepava po dobu alespon 30 s a v pribchu
oplachovani vnitiniho povrchu délici nalevky za ucelem
odstranéni jakychkoli pfilnutych pevnych castic se opatrné
pridava dalSich 50 ml TCE. Vznikld smés se ponechd ustat
po dobu alespon péti minut, nez je otevienim kohoutu oddélen
sediment.

Je-li pouzita usazovaci kadinka s konickym dnem, musi byt
smés dikladné promichavana alespon po dobu 15 s a veskeré
pevné Castice, jez prilnou na sténé usazovaci kadinky, je nutné
z vnitfnitho povrchu opatrné oplachnout alespon 10 ml TCE.
Smés se ponecha ustat alespon po dobu tif minut a nasledné se
opét promicha po dobu 15 s a veskeré pevné Castice, jez
prilnou na stény usazovaci kadinky, je nutné z vnitiniho
povrchu opatrné oplachnout alespon 10 ml TCE. Vznikla
smés se ponechd ustdt minimdlné po dobu péti minut
a nasledné se pomoci dekantace tekutd frakce opatrné odstrani
a vylije, pficemz se dba na to, aby nedoslo k vyliti sedimentu.

Sediment se zachyti na filtracni papir umistény do nalevky,
aby bylo mozné oddélit zbyvajici TCE a zaroven se vyhnout
ukladani tuku do sedimentu. Sediment se vysusi. Pro kontrolu
sedimentace se doporucuje sediment nasledné zvazit (s pies-
nosti na 0,001 g). Nakonec se sediment proseje sitem o veli-
kosti 0,25 mm, pficemz budou analyzovany tyto dvé vzniklé
frakce, ledaze by prosévani nebylo povazovano za nutné.

— Extrakce a pfiprava flotatu:

Po izolaci sedimentu podle vySe popsané metody v délici
nalevce zustanou dvé faze: tekutd, kterou tvoii TCE, a pevna
z vrstvy plovouciho materidlu. Pevnou slozkou je flotat, ktery
je nutno odebrat tak, ze se z nalevky otevienim vypustniho
kohoutu zcela vypusti TCE. Obracenim délici nalevky se flotat
premisti na velkou Petriho misku a vysusi vzduchem v labora-
torni digestofi. Je tieba jej prosit sitem o velikosti 0,25 mm,
pri¢emz budou analyzovany tyto dvé vzniklé frakce.

— Pouziti ¢inidel k barveni:

Osoba provadgjici analyzu muze pro usnadnéni spravné iden-
tifikace slozek zivocisného puvodu pouzit pii piipravé vzorki
¢inidla k barveni v souladu s pokyny, jez stanovila a na svych
internetovych strankach zvetejnila Referen¢ni laboratoi EU pro
zivoc¢isné proteiny v krmivech (EURL-AP).
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2.1.3.4.4.

Je-li k obarveni sedimentu pouzit roztok alizarinové Cervené,
pouzije se tento protokol:

— Vysuseny sediment se premisti do sklenéné zkumavky
a dvakrat vyplachne asi 5 ml ethanolu (vzdy se pouzije
po dobu 30 s ponorny mixér, rozpoustédlo se necha usadit
po dobu 1 min. 30 s a odlije se).

— Sediment se vybéli pfidanim nejméné 1 ml roztoku
hypochloritu sodného. Umozni se prubéh reakce po dobu
10 minut. Zkumavka se naplni vodou, sediment se necha
po dobu dvou az tii minut usadit a voda se suspendova-
nymi ¢asticemi se opatrné odlije.

— Sediment se dvakrat pielije 10 ml destilované vody (vzdy
se pouzije po dobu 30 s ponorny mixér, smés se necha
pokazdé usadit a odlije se destilovana voda).

— Pridéa se 2 az 10 kapek roztoku alizarinové Cervené a smés
se za pouziti ponorného mixéru rozmixuje. Reakce se
ponecha probihat po dobu 30 s a obarveny sediment se
dvakrat vyplachne asi 5 ml ethanolu a nasledné jedenkrat
acetonem (vzdy se pouzije po dobu 30 s ponorny mixér,
rozpoustédlo se necha usadit po dobu 1 min. a odlije se).

— Obarveny sediment se vysusi.

Dvoji sedimentace s vyuzitim PE/TCE pro zjisténi slozek zivoéis-
ného puvodu suchozemskych bezobratlych.

Vsechny kroky se provedou ve sklenéné kuzelovité délici nalevece
o objemu 250 ml, jak je popsano v bod¢ 2.1.2.2 ¢tvrté odrazce.

— Do délici nalevky se pienese navazka 10 g (s piesnosti na

0,01 g) rozemleté¢ho dil¢itho vzorku a podrobi se nejprve
jednoduché sedimentaci s vyuzitim TCE, jak je popsano
v bod¢ 2.1.3.4.3, v¢etné izolace sedimentu na filtracnim papiru
umisténém v nalevce. Tento sediment Ize pouzit jako sediment
ziskany podle bodu 2.1.3.4.3.

Maly objem TCE vypustény spolu se sedimentem se pievede
do odmérného valce. Otevienim kohoutu délici nalevky se
musi odmérny valec dale naplnit az do objemu 30 ml TCE.
Jakmile je tohoto objemu dosazeno, kohout se uzavie.

Tento ziskany objem TCE se doplni priddnim 30 ml petrole-
theru s bodem varu 40-60 °C do délici nalevky. Obsah délici
nalevky se dukladné promichd, aby se ziskala smés 30 %
PE/70 % TCE (o hustot& pfiblizné 1,26 g.cm™). Material se
nechd usazovat po dobu 10 minut. Odd¢li se dvé nové frakce:
druhy sediment a kone¢ny flotat (< 1,26 g.cm™). Druhy
sediment se odebere na Petriho misku (nebo filtracni papir
umistény v nalevce) otevienim kohoutu, dokud v dé&lici
nalevce nezustane pouze malé mnozstvi smési rozpoustédla
a konec¢ny flotat. Zbyvajici kapalina a konec¢ny flotat se
zachyti oddélené na filtra¢ni papir umistény v nalevce. Sténa
délici nalevky se oplachne pomoci PE, aby se sebral veskery
material z koneéného flotatu. Kone¢ny flotat se necha vysusit.
Koneény flotat se proseje sitem o velikosti 0,25 mm, pifi¢emz
pro zjisténi slozek zivocisného puvodu suchozemskych
bezobratlych budou analyzovany tyto dvé vzniklé frakee,
ledaze by prosévani nebylo povazovano za nutné.
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2.1.4.
2.1.4.1

2.1.4.2

Mikroskopické zkoumani
Piprava podloznich mikroskopickych sklicek

Podlozni mikroskopicka sklicka se pfipravi ze sedimentu a dle
uvahy osoby provadéjici analyzu rovnéz bud’ z flotatu, nebo suro-
viny. Je-li to vhodné, pfipravi se pouze pro zjisténi slozek Zivo-
¢iSného plvodu suchozemskych bezobratlych mikroskopicka
podlozni sklicka z kone¢ného flotatu ziskaného podle popisu
v bodé 2.1.3.4.4. Pripravi se dv¢ vzniklé frakce (jemna a hruba).
Navazky frakci nanesené na podlozni mikroskopickd sklicka by
meély byt reprezentativni pro celou frakci.

Za ucelem provedeni tplného zkusebniho protokolu stanoveného
v bod¢ 2.1.4.2 je tieba pfipravit dostatecny pocet podloznich skli-
cek.

Mikroskopickd podlozni sklicka se zaliji pfiméfenym zalévacim
pripravkem v souladu se standardnim opera¢nim postupem, jejz
stanovila a na svych internetovych strankach zvetejnila Referencni
laboratoi EU pro zivocisné proteiny v krmivech (EURL-AP).
Podlozni skli¢ka se zakryji krycimi sklicky.

Vyvojovy diagram pozorovani za Gcelem zjistovani zivocisnych
¢astic v krmnych smésich, krmnych surovinach a premixech

Pfipravena mikroskopicka podlozni sklicka se pozoruji v souladu
s vyvojovymi diagramy pozorovani, jez jsou stanoveny v diagra-
mech ¢. 1 a 2.

Mikroskopickd pozorovani se provadi pomoci kombinovaného
mikroskopu, pficemz je pozorovan sediment a dle Uvahy osoby
provadéjici analyzu rovnéz bud’ flotat, nebo surovina. Pro zjisténi
slozek zivoc¢isného puvodu suchozemskych bezobratlych se kromé
toho provedou rovnéz pozorovani konecného flotatu ziskaného
podle popisu v bodé¢ 2.1.3.4.4 v souladu s diagramem 3. Pro
hrubsi frakce lze kromé kombinovaného mikroskopu pouzit
i stereoskopicky mikroskop. Celd plocha mikroskopického
podlozniho sklicka se prozkoumd pii rizném zvétSeni. Presné
vysvétleni, jak pouzivat vyvojové diagramy, podrobné popisuje
standardni operacni postup, jejz stanovila a na svych internetovych
strankach zvefejnila Referencni laboratof EU pro zivociSné
proteiny v krmivech (EURL-AP).

Minimalni pocet mikroskopickych podloznich skliek, jez maji byt
zkoumana, je tfeba dusledné dodrzet u kazdého z krokd vyvojo-
vych diagramt pozorovani s vyjimkou pfipadi, kdy cely material
frakce neumoznuje dosazeni stanoveného poctu podloznich skli-
¢ek, napiiklad pokud neni ziskdn zadny sediment. Pro zaznam
poctu Castic se provadi pozorovani na jednotlivé stanoveni
s nejvyse 6 podloznimi sklicky.

Jsou-li na flotdtu nebo na suroviné pfipravovana dalsi mikrosko-
picka podlozni sklicka pomoci specifictéjsiho barviciho zalévaciho
ptipravku popsan¢ho v bodé 2.1.2.1.4 pro dalsi charakterizaci
struktur (napf. pefi, chlupt, svalovych nebo krevnich Ccastic),
které byly zjistény na podloznich sklickach pfipravenych jinymi
zalévacimi pripravky, jak je popsano v bod¢ 2.1.2.1.3, pocet ¢astic
se vypocita na zakladé poctu podloznich sklicek na jednotlivé
stanoveni s nejvyse 6 podloznimi sklicky, vcetn¢ dalSich podloz-
nich sklicek se specifictéjsim zalévacim piipravkem. Dalsi mikros-
kopicka podlozni sklicka pfipravena z konec¢ného flotatu ziska-
ného podle popisu v bod¢ 2.1.3.4.4 pro zjisténi slozek zivocisného
pivodu suchozemskych bezobratlych se neberou v uvahu pro
identifikaci jiné povahy (suchozemskych obratlovcl a ryb).

Osoba provadéjici pozorovani muze za ucelem usnadnéni identi-
fikace povahy a pivodu ¢astic vyuzit podpurnych nastrojd, jako
jsou napf. podpurné systémy pro rozhodovani, knihovny snimka
a referenéni vzorky.
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Diagram 1

Vyvojovy diagram pozorovani po jednoduché sedimentaci s vyuzitim TCE za ucelem zjiStovani ZivociSnych
¢astic jinych neZ ze suchozemskych bezobratlych v krmnych smésich, krmnych surovinich a premixech pro
prvni stanoveni

3 sklicka ze sedimentu < 0,25 mm

+
1 skli¢ko z flotatu &i suroviny < 0,25 mm vzorek deklarovany

podle bodu
2.1.5.2 pro danou povahu

Zjisténo > 5 Zivocisnych
astic kaZde povahy@/2

vzorek deklarovany
podle bodu
2.1.5.3 pro danou povahu

Pocet Eastic
kaZzdé povahy®?

1 sklicko
ze
sedimentu > 0,25 mm

Jisténo > 5 Zivogisnycl

otvrzuji Zivo€isné castice
Gastic kazdé povahy®2

deklarovany obsah?

1 sklicko
r
flotatu & suroviny > 0,25 mm

eny Zivod
cdstice dané
povahy'@?

vzorek deklarovany

podle bodu 2.1.5.1
pro danou povahu

(,D1" a .D2" odkazuji na prvni a druhé stanoveni; #: suchozem3ti obratlovci, ryby)
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Diagram 2

Vyvojovy diagram pozorovani po jednoduché sedimentaci s vyuzitim TCE za ucelem zjiStovani ZivociSnych
¢astic jinych neZ ze suchozemskych bezobratlych v krmnych smésich, krmnych surovinich a premixech pro
druhé stanoveni

3 sklicka ze sedimentu < 0,25 mm
+
sklicko z flotatu nebo suroviny < 0,25 mn|

vzorek deklarovany
podle bodu
ANO 2.1.5.2 pro danou povahu

Jisténo > 5 Zivocisnych
Gastic kazdé povahy'®2

1 sklicko
ze
sedimentu > 0,25 mm

Celkovy pocet astic

stejné povahy® z D1+D2?

Jisténo = 5 Zivogisnych
Gastic kazdé povahy®2 vzorek deklarovany
podle bodu

2.1.5.3 pro danou povahu

1 sklicko
z flotatu
nebo suroviny > 0,25 mm

(,01* a ,D2" odkazuji na prvni a druhé stanoveni; 1@ suchozemsti obratlovci, ryby)
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Diagram 3

Vyvojovy diagram pozorovani po dvoji sedimentaci s vyuzitim PE/TCE za tcelem zjistovani sloZek Zivoc¢isného
pivodu suchozemskych bezobratlych v krmnych smésich, krmnych surovinach a premixech

D2
3 sklicka 3 sklitka
z z
koneéného flotdlu < 0,25 mm koneéného flotdtu < 0,25 mm

ANC

Zjisténo > 5 Eastic

Zjisténo > 5 Easlic
Ihgzemskjch bezobrallp ;

<5

1 sklicko 1 sklicko

Potet &astic

z z
keneéného flotatu > 0,25 mm ozemskych bezobraliyet? koneéného flotatu > 0,25 mm

ANO

Zjistény castice
simhgzemskych bezobrafly vzorek deklarovany
podle bodu

2.1.5.2 pro danou povahu

vzorek deklarovany
podle bodu
2.1.5.3 pro danou povahu

Celkovy polet Eastic
ezemskych bezobratlych 2 D

vzorek deklarovany
podle bodu
2.1.5.1 pro danou povahu

vzorek deklarovany
podle bodu
2.1.5.3 pro danou povahu

{.D1" a .D2" odkazuji na prvni a druhé stanoveni)

2.1.4.3. Pocet stanoveni

Stanoveni se provadéji na raznych dil¢ich vzorcich o hmotnosti
50 g.

Nejsou-li po prvnim stanoveni, jez bylo provedeno v souladu
s vyvojovym diagramem pozorovani uvedenym v diagramu 1
nebo piipadné 3, zjistény zadné zivocisné Castice, neni dalsi stano-
veni nutné a vysledky analyzy se nahlasuji s vyuzitim formulaci
stanovenych v bodé 2.1.5.1.

Je-li po prvnim stanoveni, jez bylo provedeno v souladu
s vyvojovym diagramem pozorovani uvedenym v diagramu 1,
zjisténa jedna nebo vice zivoCiSnych castic dané povahy (tj. ze
suchozemskych obratlovell ¢i ryb) a povaha zjisténych castic
potvrdi deklarovany obsah vzorku, neni nutné druhé stanoveni.
Je-li pocet zivocisnych castic dané povahy zjistény b&hem tohoto
prvniho stanoveni vyssi nez 5, poda se o vysledku analyzy zprava
podle Zivocisné povahy s vyuzitim formulaci stanovenych v bodé
2.1.5.3. Jinak se o vysledku analyzy podava zprava podle zivo-
¢iSné povahy s vyuzitim formulaci stanovenych v bodé 2.1.5.2.

Je-li po prvnim stanoveni provedeném v souladu s vyvojovym
diagramem pozorovani stanovenym v diagramu 3 zjiSténo vice
nez 5 Castic suchozemskych bezobratlych, neni nutné druhé stano-
veni a o vysledku analyzy se poda zprava podle zZivo¢isné povahy
s vyuzitim formulaci stanovenych v bodé 2.1.5.3.



02009R0152 — CS — 04.04.2024 — 009.001 — 161

2.1.5.1.

2.1.5.2.

Ve vsech ostatnich pfipadech, véetné pripadu, kdy nebylo labora-
tofi poskytnuto prohlaseni o obsahu, se provede druhé stanoveni
s novou navazkou diléiho vzorku. Je-li po druhém stanoveni
provedeném v souladu s vyvojovym diagramem pozorovani stano-
venym v diagramu 2 nebo piipadné 3 celkovy pocet zivocisnych
castic dané povahy zjistény b&hem dvou stanoveni vyssi nez 10,
poda se o vysledku analyzy zprava podle zivoé¢isné povahy
s vyuzitim formulaci stanovenych v bodé¢ 2.1.5.3. Jinak se
o vysledku analyzy podava zprava podle zivocisné povahy
s vyuzitim formulaci stanovenych v bod¢ 2.1.5.2.

Vyjadreni vysledkui

Pfi nahlagovani vysledkti uvede laboratof druh materidlu, na
kterém byla analyza provedena (sediment, flotat, konecny flotat,
surovina). Pfi nahlaSovani musi byt jasn¢ uveden pocet stanoveni,
jez byla vykonana, a zda nebylo pied ptipravou podlozniho
sklicka provedeno prosévani frakci v souladu s bodem 2.1.3.4.3
prvni odrdzkou tfetim pododstavcem nebo bodem 2.1.3.4.4 tieti
odrazkou.

Laboratorni zprava musi obsahovat pfinejmensim informace
o piitomnosti slozek ze suchozemskych obratloved a z ryb.

Rtizné nalezy se nahlaSuji ndsledovné:

Nebyla zjisténa zadna castice zivocisného ptuvodu dané povahy:

— ,Na zakladé¢ mikroskopického zkoumani svételnym mikros-
kopem nebyla v pfedlozeném vzorku zjiSténa zadna cCastice
ze suchozemskych obratlovcu.*

— ,.Na zdkladé mikroskopického zkoumani svételnym mikros-
kopem nebyla v predlozeném vzorku zjisténa zadna castice
z ryb.c

— ,Na zakladé¢ mikroskopického zkoumani svételnym mikros-
kopem nebyla v pfedlozeném vzorku zjisténa zadna castice
ze suchozemskych bezobratlych.*

Bylo zjisténo 1 az 5 zivocisnych Castic dané povahy v pripadé, ze
bylo provedeno pouze jedno stanoveni, nebo 1 az 10 castic dané
povahy v piipadé¢ dvou stanoveni (pocet zjiSténych CcCastic se
nachdzi pod mezni hodnotou detekce stanovenou ve standardnich
opera¢nich postupech, jez stanovila a na svych internetovych
strankach zveifejnila EURL-AP):

Pokud bylo provedeno pouze jedno stanoveni:

— ,Na zakladé¢ mikroskopického zkoumani svételnym mikros-
kopem nebylo v ptedlozeném vzorku zjisténo vice nez 5 Castic
ze suchozemskych obratlovctl. V pfipadé zjisténych castic se
jednalo o ... [kost, chrupavku, svalové vlakno, chlupy, rohy,
jiné (pfipadné upfesnéte)]. Tato nizkd mira pfitomnosti Castic
se nachazi pod mezni hodnotou detekce pro tuto mikrosko-
pickou metodu.*

— ,Na zakladé¢ mikroskopického zkoumani svételnym mikros-
kopem nebylo v predlozeném vzorku zjisténo vice nez 5 &astic
z ryb. V ptipadé zjisténych Eastic se jednalo o ... [rybi kosti,
Supiny, chrupavku, svalové vlakno, otolit, Zabry, jiné (ptipadné
upfesnéte)]. Tato nizka mira piitomnosti ¢astic se nachazi pod
mezni hodnotou detekce pro tuto mikroskopickou metodu.*
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2.1.5.3.

Pokud byla provedena dvé stanoveni:

— ,Na zakladé¢ mikroskopického zkoumani svételnym mikros-
kopem nebylo v ptedlozeném vzorku béhem dvou stanoveni
zjisténo vice nez 10 castic ze suchozemskych obratlovcu.
V piipad¢ zjisténych cCastic se jednalo o ... [kost, chrupavku,
svalové vlakno, chlupy, rohy, jiné (pfipadné upiesnéte)]. Tato
nizka mira pfitomnosti ¢astic se nachazi pod mezni hodnotou
detekce pro tuto mikroskopickou metodu.*

— ,,Na zakladé mikroskopického zkoumani svételnym mikros-
kopem nebylo v pfedlozeném vzorku béhem dvou stanoveni
zjisténo vice nez 10 Castic z ryb. V piipadé¢ zjisténych castic se
jednalo o ... [rybi kosti, Supiny, chrupavku, svalové vlakno,
otolit, zabry, jiné (pfipadn¢ upfesnéte)]. Tato nizkd mira
pritomnosti ¢astic se nachdzi pod mezni hodnotou detekce
pro tuto mikroskopickou metodu.*

— ,,.Na zdkladé mikroskopického zkoumani svételnym mikros-
kopem nebylo v pfedlozeném vzorku béhem dvou stanoveni
zjisténo vice nez 10 Castic ze suchozemskych bezobratlych.
V piipadé zjisténych castic se jednalo o ... [fragmenty kutikul,
ustni ustroji, svalova vlakna, trachedlni struktury, jiné (pfi-
padné upfesnéte)]. Tato nizkd mira pfitomnosti Castic se
nachazi pod mezni hodnotou detekce pro tuto mikroskopickou
metodu.*

Navic:

— Bylo-li pouzito pfedbézné prosivani vzorku, uvadi se v labora-
torni zpravé frakce (proseta frakce, granulova frakce ¢i jadrové
krmivo), v niz byly zjistény zivocCi$né Castice, nebot’ zjisténi
zivociSnych castic pouze u prosévané frakce mize byt ukaza-
telem kontaminace z okolniho prostiedi.

— Pokud jsou zjistény pouze zivocisné Castice, které nelze zatadit
mezi suchozemské obratlovce nebo ryby (napi. svalova vlak-
na), uvede se ve zprave, ze byly zjiStény pouze takové Zivo-
¢isné Castice a ze nelze vyloucit, ze pochézeji ze suchozem-
skych obratlovci.

Bylo zjisténo vice nez 5 zivo¢isnych ¢astic dané povahy v piipadg,
ze bylo provedeno pouze jedno stanoveni, nebo vice nez 10 ¢astic
dané povahy v piipadé dvou stanoveni:

Pokud bylo provedeno pouze jedno stanoveni:

— ,Na zakladé¢ mikroskopického zkoumani svételnym mikros-
kopem bylo v predlozeném vzorku zjisténo vice nez 5 Castic
ze suchozemskych obratlovct. V piipadé zjisténych castic se
jednalo o ... [kost, chrupavku, svalové vlakno, chlupy, rohy,
jiné (ptipadné upfesnéte)].

— ,.Na zdkladé mikroskopického zkoumani svételnym mikros-
kopem bylo v predlozeném vzorku zjisténo vice nez 5 castic
z ryb. V piipadé¢ zjisténych castic se jednalo o ... [rybi kosti,
Supiny, chrupavku, svalové vlakno, otolit, zabry, jiné (pfipadné
upfesnéte)].*

— ,Na zakladé¢ mikroskopického zkoumani svételnym mikros-
kopem bylo v predlozeném vzorku zjisténo vice nez 5 &astic
ze suchozemskych bezobratlych. V ptipadé zjisténych castic se
jednalo o ... [fragmenty kutikul, ustni ustroji, svalova vlakna,
trachealni struktury, jiné (pfipadné upfesnéte)].
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222
2221
222.1.1

22212

Pokud byla provedena dvé stanoveni:

— ,Na zakladé¢ mikroskopického zkoumani svételnym mikros-
kopem bylo v predlozeném vzorku béhem dvou stanoveni
zjisténo vice nez 10 castic ze suchozemskych obratlovei.
V piipad¢ zjisténych cCastic se jednalo o ... [kost, chrupavku,
svalové vlakno, chlupy, rohy, jiné (pfipadné upfesnéte)].

— ,.Na zdkladé¢ mikroskopického zkoumani svételnym mikros-
kopem bylo v predlozeném vzorku béhem dvou stanoveni
zjisténo vice nez 10 ¢astic z ryb. V pripad¢ zjisténych castic
se jednalo o ... [rybi kosti, Supiny, chrupavku, svalové vlakno,
otolit, zabry, jiné (pfipadné upiesnéte)].”

— ,Na zakladé¢ mikroskopického zkoumani svételnym mikros-
kopem bylo v predlozeném vzorku béhem dvou stanoveni
zjisténo vice nez 10 castic ze suchozemskych bezobratlych.
V pripad¢ zjisténych Castic se jednalo o ... [fragmenty kutikul,
ustni ustroji, svalova vlakna, trachealni struktury, jiné (pfi-
padné upfesnéte)].”

Navic:

— Bylo-li pouzito pfedbézné prosivani vzorku, uvadi se v labora-
torni zpravé frakce (proseta frakce, granulova frakce ¢i jadrové
krmivo), v niz byly zjistény zivocisné Castice, nebot’ zjisténi
zivocisnych ¢astic pouze u prosévané frakce muze byt ukaza-
telem kontaminace z okolniho prostiedi.

— Pokud byly zjistény pouze zivocisné Ccastice, které nelze
zafadit mezi suchozemské obratlovce nebo ryby (napf. svalova
vlakna), uvede se ve zprave, ze byly zjistény pouze takové
zivoCisné Castice a ze nelze vyloudit, ze pochdzeji ze sucho-
zemskych obratlovci.

Polymerazova retézova reakce
Princip

Fragmenty deoxyribonukleové kyseliny (DNA) Zzivocisného
ptvodu, jez mohou byt pfitomny v krmnych surovinach a krmnych
smésich, jsou zjistovany prostiednictvim polymerazové fetézové
reakce pomoci genetické amplifikace, jez se zamétuje na prislusné
sekvence DNA jednotlivych zivociSnych druhi.

Metoda polymerazové fetézové reakce vyzaduje fazi extrakce
DNA. Faze amplifikace se pouziva na takto ziskany extrakt
DNA s cilem zjistit zivo¢isné druhy, na néz je zkouska zamétena.

Cinidla a vybaveni
Cinidla
Cinidla pro fazi extrakce DNA

Pouzivaji se pouze ¢inidla, ktera schvalila a na svych interneto-
vych strankach zvefejnila Referen¢ni laboratof EU pro zivocisné
proteiny v krmivech (EURL-AP).

Cinidla pro fazi genetické amplifikace
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222121

222122

222123

2221231
2221232
2221233

2222

22221
22222
22223

22224
22225
22226

22227
223
2231

2232

224

Primery a sondy

Pouziji se pouze primery a sondy validované Referencni laboratofi
EU pro zivoc¢isné proteiny v krmivech (').

Master Mix

Pouziji se pouze roztoky Master Mix, jez neobsahuji ¢inidla, ktera
by mohla vést k nespravnym vysledkim z divodu pfitomnosti
zivo¢isné DNA (?).

Cinidla pro dekontaminaci

Roztok kyseliny chlorovodikové (0,1 mol/l).

Beélidlo (roztok hypochloritu sodného s 0,15 % aktivniho chloru)

Cinidla bez ziravych uéinkdi pro dekontaminaci nakladnych
pristroji, jako jsou napf. analytické vahy (napf. DNA Erase™
od spole¢nosti MP Biomedicals)

Vybaveni
Analytické vahy s presnosti 0,001 g
Rozmélnovaci zatizeni

Termocykler umoznujici  polymerazovou fetézovou reakci
v realném Case

Mikroodsttedivka pro zkumavky do mikroodstiedivky

Sada mikropipet umoziujicich pipetovani od 1 pl do 1000 pl
Bézné plastové vybaveni pro molekularni biologii: zkumavky pro
mikroodstfedivky, plastové Spicky mikropipet s filtrem, vhodné
misky pro termocykler

Mrazici boxy k uchovavani vzorkl a ¢inidel

Odbér a priprava vzorkii

Odbér vzorku

Pouziva se reprezentativni vzorek odebrany podle postupti stano-
venych v piiloze I.

Piiprava vzorku

Pfiprava laboratornich vzorkd pro extrakci DNA musi spliovat
pozadavky stanovené v piiloze II. Alespon 50 g vzorku by mélo
byt rozdéleno na dil¢i vzorky pro ucely analyzy a nasledné roze-
mleto.

Pfiprava vzorku probiha v jiné mistnosti, nez je mistnost uréena
k extrakci DNA a k reakcim genetické amplifikace, jak je stano-
veno v norm¢ ISO 24276.

Pripravi se dvé navazky vzorku, kazda minimalné o hmotnosti 100
mg.

Extrakce DNA

Extrakce DNA se provede u kazdé navazky vzorku ptipravené
podle standardniho operacniho postupu, jejz stanovila a na svych
internetovych strankach zvefejnila Referen¢ni laboratoi EU pro
zivodisné proteiny v krmivech (EURL-AP).

Pro kazdou ze sérii navazek k extrakci se pfipravi dvé extrakeni
kontroly, jak je stanoveno v normé ISO 24276:

— jedna slepa extrakéni kontrola,

— jedna extrakéni kontrola pozitivni DNA.

(") Seznam téchto primerti a sond je pro jednotlivé druhy Zivocich k dispozici na inter-

netovych strankach Referenéni laboratofe EU pro zivo€isné proteiny v krmivech.
(» Piiklady Master Mixd, jeZ lze pouzit, jsou k dispozici na internetové strance Referenéni
laboratofe EU pro zivo¢isné proteiny v krmivech.
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2.2.5

2.2.6

2.2.6.1

22.6.2

Genetickda amplifikace

Geneticka amplifikace se provadi s vyuzitim metod validovanych
pro kazdy druh, ktery vyzaduje identifikaci. Tyto metody jsou
stanoveny ve standardnim opera¢nim postupu, jejz stanovila a na
svych internetovych strankach zvetejnila Referencni laboratof EU
pro zivo€isné proteiny v krmivech (EURL-AP). Kazdy extrakt
DNA se analyzuje alesponn ve dvou rozdilnych fedénich, aby
bylo mozné vyhodnotit inhibici.

Pro kazdy cilovy druh se pfipravi dvé kontroly amplifikace, jak je
stanoveno v normé¢ ISO 24276:

— kontrola pozitivni cilové DNA se pouzije pro kazdé z plat ¢i
pro kazdou ze sérii zkouSek prostfednictvim polymerazové
fetézové reakce,

— kontrola amplifika¢nich ¢inidel (nazyvana rovnéz beztempla-
tova kontrola) se pouzije pro kazdé z plat ¢i pro kazdou ze
sérii zkousek prostfednictvim polymerazové fetézové reakce.

Interpretace a vyjadrovani vysledkii

Pii nahlaSovani vysledkd uvadi laboratof minimalné hmotnost
pouzitych navazek vzorku, pouzity zpusob extrakce, pocet
provedenych stanoveni a mezni hodnotu detekce dané metody.

Vysledky se neinterpretuji a neohlasuji, pokud extrakéni kontrola
pozitivni DNA a kontroly pozitivni cilové DNA nejsou pro zkou-
many cil pozitivni a zarovenl je kontrola amplifikacnich ¢inidel
negativni.

V piipadé neslucitelnych vysledku ze dvou navazek vzorku se
zopakuje alespon faze genetické amplifikace. Domniva-li se labo-
provede se pied vypoétenim vysledki nova extrakce DNA
a nasledna geneticka amplifikace.

Konecné vyjadieni vysledk@i vychdzi z integrace a interpretace
vysledki dvou navazek vzorku v souladu se standardnim
operacnim postupem, jejz stanovila a na svych internetovych
strankach zvefejnila Referencni laboratof EU pro zivocisné
proteiny v krmivech (EURL-AP).

Negativni vysledek

Negativni vysledek se oznamuje takto:

V piedlozeném vzorku nebyla zjisténa zadna DNA z X (pficemz
X oznacuje zivoc€isny druh ¢i skupinu zivocisnych druhti, na ktery
¢i na kterou byla zkouSka zamérena).

Pozitivni vysledek

Pozitivni vysledek se oznamuje takto:

V predlozeném vzorku byla zjisténa DNA z X (pfi¢emz X ozna-
Cuje zivodisny druh ¢i skupinu zivoéisnych druhti, na ktery ¢i na
kterou byla zkouska zaméiena).
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PRILOHA VIl

METODA VYPOCTU ENERGETOICKIJ'Z HODNOTY KRMIVA PRO
DRUBEZ

1. Metoda vypoctu a vyjadfeni energetické hodnoty

Energeticka hodnota krmné smési pro driibez se vypocte podle nize uvede-
ného vzorce na zakladé procentniho podilu uréitych analytickych slozek
krmiva. Tato hodnota se vyjadfuje v megajoulech (MJ) metabolizovatelné
energie (ME) s korekei na dusik na jeden kilogram krmné smési:

MJ/kg ME = 0,1551 x % hrubého proteinu + 0,3431 X % hrubého
tuku + 0,1669 x % skrobu + 0,1301 x % celkového obsahu cukri (vyjadie-
ného jako sacharoza).

2. Tolerance pro deklarované hodnoty

Jestlize ufedni kontroly zjisti odchylku mezi vysledkem kontroly a deklaro-
vanou energetickou hodnotou znamenajici zvySeni nebo snizeni energetické
hodnoty krmiva, je pfipustna tolerance 0,4 MJ/kg ME.

3. Vyjadreni vysledku
Vysledek vypocteny podle vySe uvedeného vzorce se uvadi s piesnosti na

jedno desetinné misto.

4. Metody odbéru vzorki a analyzy

Odbér vzorku krmné smési a stanoveni obsahu analytickych slozek uvede-
nych v metodé vypoctu se provadi podle metod odbéru vzorki a metod
analyzy Unie pro Ufedni kontrolu krmiv.

Pouzije se:

— ke stanoveni obsahu hrubého tuku: postup B metody pro stanoveni
obsahu hrubych oleji a tukt stanovené v ptiloze III ¢asti G,

— ke stanoveni obsahu Skrobu: polarimetrickd metoda stanovena v piiloze
III casti K.

METODA VYPOCTU ENERGETICKE HODNOTY V KRMNYCH
SUROVINACH A KRMNYCH SMESICH PRO KOCKY A PSY

Energeticka hodnota v krmnych surovinach a krmnych smésich pro kocky a psy
se vypocte v souladu s normou EN 16967 Krmiva: Metody vzorkovani a analyz
— Predikéni rovnice pro vypocet metabolizovatelné energie v krmnych surovi-
nach a krmnych smésich (krmiva pro zvifata v zajmovém chovu) pro kocky
a psy véetné dietnich krmiv.
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PRILOHA IX

SROVNAVACI TABULKY PODLE CLANKU 6

Smérnice 71/250/EHS

Smérnice 71/250/EHS

Toto nafizeni

Cl. 1 prvni pododstavec
Cl. 1 druhy pododstavec
Clanek 2

Clanek 3

Priloha, c¢ast 1

Piiloha, Cast 2

Piiloha, ¢ast 3

Piiloha, ¢ast 4

Piiloha, ¢ast 5

Piiloha, ¢ast 6

Piiloha, ¢ast 7

Piiloha, cast 9

Priloha, cast 10
Piiloha, ¢ast 11
Piiloha, ¢ast 12
Piiloha, cast 14
Priloha, cast 16

Clanek 3

Clanek 2

Priloha 1T
Ptiloha III, ¢ast O
Priloha III, ¢ast M
Ptiloha III, ¢ast N
Ptiloha III, ¢ast Q
Priloha III, ¢ast K
Ptiloha III, cast J
Priloha III, ¢ast D

Smérnice 71/393/EHS

Smérnice 71/393/EHS

Toto nafizeni

Clanek 1
Clanek 2
Clanek 3
Piiloha, c¢ast I
Priloha, cast 11
Priloha, cast III
Piiloha, ¢ast IV

Clanek 3
Priloha III, ¢ast A
Priloha III, cast E
Priloha III, cast P
Ptiloha III, ¢ast H

Smérnice 72/199/EHS

Smérnice 72/199/EHS

Toto nafizeni

Clanek 1
Clanek 2
Clanek 3
Clanek 4
Piiloha I, ¢ast 1
Piiloha I, ¢ast 2
Priloha 1, cast 3
Piiloha I, ¢ast 4
Piiloha I, ¢ast 5
Ptiloha II

Clanek 3
Piiloha III, ¢ast L
Piiloha III, ¢ast C
Priloha V, ¢ast A
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Smérnice 73/46/EHS

Smérnice 73/46/EHS

Toto nafizeni

Clanek 1
Clanek 3
Clanek 4
Piiloha I, ¢ast 1
Piiloha I, ¢ast 2
Piiloha I, ¢ast 3

Clanek 3
Pifloha 111, ¢4st B

Ptiloha III, ¢ast I

Smérnice 76/371/EHS

Smérnice 76/371/EHS

Toto nafizeni

Clének 1
Clanek 2
Clanek 3
Priloha

Clanek 1

Ptiloha 1

Smérnice 76/372/EHS

Smérnice 76/372/EHS

Toto nafizeni

Clanek 1
Clanek 2
Clanek 3
Ptiloha

Smérnice 78/633/EHS

Smérnice 78/633/EHS

Toto nafizeni

Clanek 1
Clanek 2
Clanek 3
Piiloha, c¢ast 1
Piiloha, ¢ast 2

Priloha, cast 3

Clanek 3

Priloha 1V, cast C

Smérnice 81/715/EHS

Smérnice 81/715/EHS

Toto nafizeni

Clanek 1
Clanek 2
Clanek 3
Ptiloha

Smérnice 84/425/EHS

Smérnice 84/425/EHS

Toto nafizeni

Clanek 1
Clanek 2
Clanek 3
Ptiloha
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10.

11.

12.

14.

Smérnice 86/174/EHS

Smérnice 86/174/EHS

Toto nafizeni

Clanek 1
Clanek 2
Clanek 3
Priloha

Clanek 4

Ptiloha VII

Smérnice 93/70/EHS

Smérnice 93/70/EHS

Toto nafizeni

Clanek 1
Clanek 2
Clanek 3
Priloha

Clanek 3

Priloha 1V, ¢ast D

Smérnice 93/117/ES

Smérnice 93/117/ES

Toto nafizeni

Clanek 1
Clanek 2
Clanek 3
Priloha, cast 1

Piiloha, ¢ast 2

Clanky 3 a 5
Priloha 1V, cast E
Priloha VIII, ¢ast A

Smérnice 98/64/ES

Smérnice 98/64/ES

Toto nafizeni

Clanek 1
Clanek 2
Clanek 3
Clanek 4
Piiloha, ¢ast A

Piiloha, ¢ast C

Clanky 3 a 5

Ptiloha III, ¢ast F
Ptiloha VIII, ¢ast B

Smérnice 1999/27/ES

Smeérnice 1999/27/ES

Toto nafizeni

Clanek 1
Clanek 2
Clanek 3
Clanek 4
Clének 5
Clanek 6
Clanek 7
Piiloha, ¢ast A
Piiloha, ¢ast B

Ptiloha, cast C

Clanky 3 a 5

Ptiloha VIII, ¢ast C
Ptiloha IV, cast F
Priloha VIII, ¢ast D
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15.

16.

17.

Smérnice 1999/76/ES

Smérnice 1999/76/ES

Toto nafizeni

Clanek 1
Clének 2
Clanek 3
Clanek 4
Ptiloha

Clanek 3

Priloha 1V, ¢ast G

Smérnice 2000/45/ES

Smérnice 2000/45/ES

Toto nafizeni

Clanek 1
Clanek 2
Clanek 3
Clanek 4
Piiloha, ¢ast A
Piiloha, ¢ast B
Priloha, cast C

Clanek 3
Piiloha TV, ¢ast A
Piiloha 1V, ¢ast B

Priloha III, ¢ast G

Smérnice 2002/70/ES

Smérnice 2002/70/ES

Toto nafizeni

Clanek 1
Clanek 2
Clanek 3
Clanek 4
Clének 5
Ptiloha 1
Ptiloha II

Clanek 1
Clanky 2 a 3

Priloha I a priloha V ¢ast B bod 1
Ptiloha II a piiloha V ¢ast B bod II

Smérnice 2003/126/ES

Smérnice 2003/126/ES

Toto nafizeni

Clanek 1
Clanek 2
Clanek 3
Clének 4
Clanek 5
Clanek 6
Ptiloha

Clanek 3

Ptiloha VI
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