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NARIADENIE KOMISIE (ES) ¢. 152/2009
z 27. januara 2009,

ktorym sa stanovujui metody odberu vzoriek a analyzy na ucely
uradnych kontrol krmiv

(Text s vyznamom pre EHP)

Clanok 1

Odber vzoriek na ucely uradnych kontrol krmiv, najmé pokial ide
o stanovenie zloZiek vratane materidlu, ktory obsahuje geneticky modi-
fikované organizmy alebo sa sklada z geneticky modifikovanych orga-
nizmov (GMO), resp. je z nich vyrobeny, doplnkovych latok definova-
nych v nariadeni Europskeho parlamentu a Rady (ES) ¢. 1831/2003 (%),
neziaducich latok definovanych v smernici Eurdpskeho parlamentu
a Rady 2002/32/ES (%) sa vykonava v stlade s metédami stanovenymi
v prilohe 1, s vynimkou odberu vzoriek na ucely kontroly mikrobiolo-
gickej kontamindcie.

Metdéda odberu vzoriek stanovena v prilohe I je uplatnitelnd na
kontrolu krmiv, pokial’ ide o stanovenie rezidui pesticidov definované
v nariadeni Europskeho parlamentu a Rady (ES) ¢ 396/2005 (3),
a kontrolu stladu s nariadenim (EU) &. 619/2011.

Clénok 2

Vzorky na analyzu sa pripravujii a vysledky sa vyjadruju v sutlade
s metodami stanovenymi v prilohe II.

Clénok 3

Analyza na ucely uradnej kontroly krmiv sa vykondva pouzitim metdd
stanovenych v prilohe III (metédy analyzy na kontrolu zlozenia
kfmnych surovin a kfmnych zmesi), prilohe IV (metdody analyzy na
ucely kontroly obsahu povolenych doplnkovych latok), prilohe
V (metddy analyzy na kontrolu neziaducich latok v krmivéach) a prilohe
VI (metdédy analyzy na urcenie zloziek zivocisSneho povodu na ucely
uradnej kontroly krmiv).

Clanok 4

Energetickd hodnota kfmnej zmesi pre hydinu sa vypocita podla
prilohy VII.

(") Nariadenie Eurdpskeho parlamentu a Rady (ES) &. 1831/2003 z 22. septembra
2003 o doplnkovych latkach urenych na pouzivanie vo vyzive zvierat
(U. v. EU L 268, 18.10.2003, s. 29).

(®) Smernica Europskeho parlamentu a Rady 2002/32/ES zo 7. méja 2002
o neziaducich latkach v krmivach pre zvierata (U. v. ES L 140, 30.5.2002,
s. 10).

() U. v. EU L 70, 16.3.2005, s. 1.
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Clénok 5

Metody analyzy na ucely kontroly nelegalnej pritomnosti doplnkovych
latok, ktoré uz nie st povolené, stanovené v prilohe VIII, sa pouzivaju
na ucely potvrdenia.

Clénok 6

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

Odkazy na tieto zrusené smernice sa povazuju za odkazy na toto naria-
denie a vykladaju sa v sulade s tabulkami zhody v prilohe IX.

Clanok 7
Toto nariadenie nadobuda u¢innost’ dvadsiatym diiom po jeho uverej-
neni v Uradnom vestniku Eurépskej unie.
Uplatiiuje sa od 26. augusta 2009.

Toto nariadenie je zavdzné v celom rozsahu a priamo uplatnitel'né vo
vSetkych clenskych Statoch.
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PRILOHA I

METODY ODBERU VZORIEK

1. UCEL A ROZSAH POSOBNOSTI

Vzorky ur¢ené na tradnt kontrolu krmiv sa odoberaji v stilade s meto-
dami opisanymi d’alej. Takto ziskané vzorky sa povazuju za reprezen-
tativne pre vzorkované partie.

Utelom odberu reprezentativnych vzoriek je ziskat’ maly podiel 3arze
tak, aby stanovenie kazdej konkrétnej vlastnosti tohto podielu predsta-
vovalo priemernii hodnotu vlastnosti tejto Sarze. Sarza sa vzorkuje
opakovanym odberom Cciastkovych vzoriek z jednotlivych miest Sarze.
Tieto cCiastkové vzorky sa spolu zmieSaju tak, aby tvorili stthrnna
vzorku, z ktorej sa reprezentativnym delenim pripravia kone¢né repre-
zentativne vzorky.

Ak sa v partidich krmiv urenych na odber vzoriek pri vizudlnej
kontrole alebo na zdklade inych relevantnych informacii preukaze
kvalitativny rozdiel oproti ostatnym krmivdm z rovnakej Sarze, takéto
partie sa oddelia od ostatného krmiva a budi sa povazovat’ za samo-
statnu Ciastkova Sarzu. Ak krmivo nemozno rozdelit na samostatné
Ciastkové Sarze, odoberie sa z neho vzorka ako z jednej Sarze.
V takychto pripadoch sa tato skutocnost’ uvedie v sprave o odbere
vzoriek.

Ak sa stanovilo, ze krmivo odobraté do vzorky v stlade s ustanove-
niami tohto nariadenia nezodpoveda poziadavkam EU a je sucastou
Sarze krmiva rovnakej triedy alebo rovnakého opisu, predpoklada sa,
7e toto zistenie sa tyka celého mnozstva krmiva tejto Sarze, pokial’
z podrobného posudenia nevyplynie, ze neexistuju ziadne dokazy
o tom, e zvydok tejto Sarze nezodpoveda poziadavkam EU.

Odobrata vzorka moze zahrhat aj krmivo, ktoré pontkajii prevadzko-
vatelia krmivarskych podnikov na predaj prostriedkami dialkovej
komunikacie v sulade s ¢lankom 11 ods. 3 nariadenia Eurdpskeho
parlamentu a Rady (ES) ¢. 767/2009 (). Odber vzoriek krmiva ponii-
kaného na predaj prostriedkami dialkovej komunikacie sa v zéasade
riadi bodmi uvedenymi v tejto prilohe. Opis Specifickych aspektov
odberu vzorieck z krmiva predavan¢ho na dialku sa nachadza
v bode 11.

2. VYMEDZENIE POJMOV

— Sarza (alebo partia): je identifikovatelné mnozstvo krmiva, ktoré
ma vykazovat’ jednotné vlastnosti, ako su napriklad pdvod, druh,
typ balenia, baliarei, odosielatel’ alebo oznaCenie a v pripade
vyrobného procesu jednotka vyrobena v jednom zariadeni
s pouzitim jednotnych vyrobnych parametrov, alebo viacero
takychto jednotiek, ked’ st vyrobené v kontinudlnom poradi a skla-
dované spolu.

— Vzorkovana partia: Sarza alebo identifikovana cast’ Sarze alebo
Ciastkove] Sarze.

— Zapecatena vzorka: vzorka zapecatena tak, aby nebol mozny pristup
k vzorke bez porusenia alebo bez odstranenia pecate.

(") Nariadenie Eurdpskeho parlamentu a Rady (ES) ¢. 767/2009 z 13. jula 2009 o uvadzani

krmiv na trh a ich pouzivani, ktorym sa meni a dopliia nariadenie Eurdpskeho parla-
mentu a Rady (ES) ¢. 1831/2003 a ktorym sa zrusuju smernica Rady 79/373/EHS,
smernica Komisie 80/511/EHS, smernice Rady 82/471/EHS, 83/228/EHS, 93/74/EHS,
93/113/ES a 96/25/ES a rozhodnutie Komisie 2004/217/ES (U. v. EU L 229, 1.9.2009,
s. 1).
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— Ciastkové vzorka: mnoZstvo odobraté z jedného miesta vzorkovanej
partie.

— Sdhrnna vzorka: suhrn vsetkych Ciastkovych vzoriek odobratych
7 tej istej vzorkovanej partie.

— Zredukovana vzorka: cCast’ sthrnnej vzorky ziskana reprezenta-
tivnym delenim.

— Konecna vzorka: Cast’ sthrnnej vzorky (zmie$ana), zredukovanej
vzorky alebo homogenizovanej suhrnnej vzorky, v zavislosti od
typu kontroly (pozri bod 9.4).

— Laboratorna vzorka: vzorka ur€ena pre laboratorium (v podobe
prijatej laboratériom), pricom moze ist o konec¢ni, zredukovanu
alebo stthrnnt vzorku.

— Vzorka krmiva urceného na predaj na dialku: vzorka Sarze alebo
partie krmiva pontikaného na predaj prostriedkami dialkovej komu-
nikacie.

VSEOBECNE USTANOVENIA

— Vzorky odoberaju osoby poverené prisluSnym organom na tento
ucel.

— V pripade vzorky krmiva urc¢ené¢ho na predaj na dialku prislusny
organ poziada prevadzkovatela krmivéarskeho podniku o mnozstvo
krmiva prostriedkami dialkovej komunikacie.

— Vzorka musi byt zapecatend tak, aby nebol mozny pristup k vzorke
bez porusenia alebo bez odstranenia pecate.

Znacka pecate by mala byt zrete'ne rozpoznatelna a jasne viditelna.

— Identifikacia vzorky: vzorka musi byt nezmazatene oznacena
a musi sa dat’ identifikovat’ tak, aby ju bolo mozné jednoznacne
prepojit’ so spravou o odbere vzoriek.

— Z kazdej sthrnnej alebo zredukovanej vzorky sa musia odobrat
tieto konecné vzorky: jedna vzorka je ur¢end na kontrolu (vyma-
hanie prava) a jedna je pre prevadzkovatela krmivarskeho podniku
(vzorka na obhajobu). Jedna d’alSia kone¢na vzorka sa pripadne
moéze odobrat’ na referencné ucely. V pripade homogenizacie
celej sthrnnej vzorky sa koneéné vzorky odoberti z homogenizo-
vanej suhrnnej vzorky, pokial’ takyto postup nie je v rozpore
s pravidlami ¢lenského Statu, pokial’ ide o prava prevadzkovatela
krmivarskeho podniku.

— V sulade s &lankom 15 ods. 1 a 2 nariadenia (EU) 2017/625, ked je
to nevyhnutné na vykonanie Gradného odberu vzoriek, prevadzko-
vatelia krmivarskeho podniku, ak to pozaduju prislusné organy:

— poskytnu personalu prislusnych organov pristup k vybaveniu
pod ich kontrolou, v pripade potreby vratane spristupnenia
spravneho vybavenia na odber vzoriek a osobnych ochrannych
prostriedkov,

— pomahaju personalu prislusnych organov a spolupracujii s nim
s cielom umoznit' odber vzoriek, priCom mu spristupnia aj
krmivo.
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4.2.

4.2.1.
4.2.1.1.

42.1.2.

4.2.2.

4.2.3.

PRISTROJE A POMOCKY

Pristroje a pomdcky na odber vzoriek musia byt’ vyrobené z materialov,
ktoré nem6zu kontaminovat’ vyrobky uréené na odber vzoriek. Pristroje
a pomocky, ktoré su urCené na viacnasobné pouzitie, sa musia dat
lahko vycistit, aby sa zabranilo krizovej kontaminacii.

Odporucané pristroje a pomécky na odber vzoriek zo suchych
krmiv

Rucny odber vzoriek

Lopatka s plochym dnom a vertikalnymi stranami.

Vzorkovacia ty¢ s dlhou dutinou alebo priehradkami. Rozmery vzor-
kovacej tyCe musia byt primerané vlastnostiam vzorkovanej partie
(hlbka nadoby, rozmery vreca atd’.) a velkosti Castic krmiv.

V pripade, ze ma vzorkovacia ty¢ niekolko otvorov, by tieto otvory
mali byt’ oddelené pomocou priehradiek alebo by mali byt usporiadané
postupne, aby sa zabezpecilo odobratie vzorky na roznych miestach
pozdiz tyce.

Mechanicky odber vzoriek

Na odber vzoriek z krmiva v pohybe sa méze pouzivat’ vhodné mecha-
nické vybavenie. Mechanické vybavenie sa povazuje za vhodné, ak sa
vzorkuje minimalne cela cast’ produktu v pohybe.

Odber vzoriek z krmiva v pohybe (pri vysokej prietokovej rychlosti)
mozno vykonat’ pomocou automatickych vzorkovacov.

Deli¢ vzorky

Ak je to mozné a vhodné, zariadenie urCené¢ na delenie vzorky na
priblizne rovnaké Casti by sa malo pouzivat’ na pripravu zredukovanych
vzoriek reprezentativnym sposobom.

KVANTITATIVNE POZIADAVKY TYKAJUCE SA POCTU CIAST-
KOVYCH VZORIEK

— Kvantitativne poziadavky uvedené v bodoch 5.1 a 5.2 tykajtce sa
poctu Ciastkovych vzoriek sa vztahuju na velkost' vzorkovanych
partii maximalne do 500 ton, z ktorych mozno odoberat vzorky
reprezentativnym spésobom. Opisany postup odberu vzoriek plati
rovnako aj pre mnozstva vacsie, ako je predpisana maximalna
velkost’ vzorkovanej partie, za predpokladu, ze sa nezohladni
maximalny pocet Ciastkovych vzoriek stanoveny v tabulkach
uvedenych v bodoch 5.1.1, 5.1.3 a 5.1.5, pricom pocet Ciastkovych
vzoriek sa stanovi podla druhej odmocniny vzorca uvedeného
v prislusnej Casti postupu (pozri bod 5.3) a miniméalna velkost
suhrnnej vzorky sa tmerne zvysi. To vSak nebrani tomu, aby sa
velka Sarza rozdelila do mensich Ciastkovych Sarzi a aby sa z kazdej
Ciastkovej Sarze odobrala vzorka v sulade s postupom opisanym
v bodoch 5.1 a 5.2.

— Velkost” vzorkovanej partie musi byt taka, aby v odobratej vzorke
bola pritomna kazda zlozka krmiva.

— Pri vel'mi velkych Sarziach alebo ¢iastkovych Sarziach (> 500 ton)
a pri Sarziach, ktoré sa prepravuji alebo skladuju spésobom, Ze nie
je mozné odobrat’ vzorku v sulade s postupom odberu vzoriek
uvedenym v bodoch 5.1 a 5.2, pouzije sa postup odoberania vzoriek
uvedeny v bode 5.3.
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5.1.

— V pripade vzoriek krmiva urc¢eného na predaj na dialku prislusny
organ zvyCajne nepoznd velkost’ Sarze, z ktorej pozaduje dané
mnozstvo. Nie je preto mozné pouzit' postup uvedeny v bodoch
5.1 a 5.2. V tomto pripade sa uplatiiuje postup opisany v bode 11.

— V pripade, ze prevadzkovatel’ krmivarskeho podniku je podla prav-
nych predpisov povinny dodrziavat’ toto nariadenie v ramci systému
povinného monitorovania, prevadzkovatel’ krmivarskeho podniku sa
moze odchylit’ od kvantitativnych poziadaviek stanovenych v tomto
bode na tucely zohladnenia prevadzkovych charakteristik pod
podmienkou, ze prevadzkovatel’ krmivéarskeho podniku prislusnému
organu uspokojivo preukazal rovnocennost’ postupu odberu vzoriek,
pokial’ ide o reprezentativnost’, a po schvéleni zo strany prislusného
organu.

— Ak vo vynimo¢nych pripadoch nie je mozné pouzit metodu odberu
vzoriek v suvislosti s kvantitativnymi poziadavkami z dévodu
neprijatelnych obchodnych nasledkov vyplyvajicich z poskodenia
Sarze (v dosledku foriem balenia, dopravnych prostriedkov, sposobu
skladovania atd’.), mdéze sa pouzit' alternativna metdéda odberu
vzoriek za predpokladu, Ze je Co najreprezentativnej$ia a je uplne
opisana a zdokumentovana.

Kvantitativne poZiadavky tykajice sa ¢iastkovych vzoriek v suvis-
losti s kontrolou latok alebo produktov rovnomerne rozloZenych
v krmive.

Volné loZené suché krmiva

Velkost’ vzorkovanej partie Minimalny pocet ¢iastkovych vzoriek

< 2,5 tony 7

V' (20-nasobku podtu ton, ktoré tvoria
vzorkovanu partiu) (*) , az do 40 Ciast-
kovych vzoriek

> 2,5 tony

(*) Ak je ziskana hodnota vyjadrend zlomkom, zaokruhli sa na najblizsie vysSie
celé ¢islo.

Volné lozené tekuté krmiva

Velkost’ vzorkovanej partie

Minimalny pocet ¢iastkovych vzoriek

< 2,5 tony alebo < 2500 [ 4 (*)
litrov
> 2,5 tony alebo > 2500 [ 7 (¥)

litrov

(*) V pripade, Zze nie je mozné kvapalinu homogenizovat, pocet ¢iastkovych
vzoriek sa musi zvysit.

Balené krmivo

Krmivo (pevné a tekuté) médze byt balené vo vreckach, vrectskach,
plechovkach, sudoch atd’., ktoré st v tabulke uvedené ako jednotky.
Z velkych jednotiek (= 500 kg alebo litrov) sa odber vzoriek musi
vykonavat’ v stilade s ustanoveniami uréenymi pre volné lozené krmiva
(pozri body 5.1.1 a 5.1.2).

Minimalny pocet jednotiek, z ktorych sa
musi odobrat’ (aspon) jedna ¢iastkova vzorka

*)

Velkost” vzorkovanej partie

1 az 20 jednotiek 1 jednotka (**)

21 az 150 jednotiek 3 jednotky (**)
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5.2.

Minimélny pocet jednotiek, z ktorych sa
Velkost’ vzorkovanej partie musi odobrat’ (aspon) jedna Ciastkova vzorka
*)
151 az 400 jednotiek 5 jednotiek (¥*)
> 400 jednotiek Y4 N (po¢tu jednotiek, ktoré predstavuju
vzorkovanu partiu) (***¥) , az do 40
jednotiek

(*) 'V pripade, ked’ otvorenie jednotky moze ovplyvnit analyzu (napr. kaziace
sa vlhké krmivo), Ciastkovou vzorkou musi byt neotvorena jednotka.

(**) 'V pripade jednotiek, ktorych obsah nepresahuje 1 kg alebo jeden liter,
¢iastkovou vzorkou je obsah jednej povodnej jednotky.

(***) Ak je ziskand hodnota vyjadrena zlomkom, zaokrthli sa na najblizsie
vyssie celé Eislo.

Bloky krmiva a mineralne lizy

Odoberie sa minimalne jeden blok alebo jeden liz na vzorkovanu partiu
s poctom 25 jednotiek, najviac vSak Styri bloky alebo Styri lizy.

V pripade blokov alebo lizov s hmotnostou najviac 1 kg sa za Ciast-
kovu vzorku povazuje obsah jedného bloku alebo jedného lizu.

Objemové krmiva/krmoviny

Velkost” vzorkovanej partie Minimalny pocet ¢iastkovych vzoriek (*)
< 5 ton 5
> 5 ton V' (5-ndsobku podtu ton, ktoré tvoria

vzorkovanti partiu) (**) , az do 40
ciastkovych vzoriek

(*)  Je zname, ze v niektorych situdciach (napr. pri silazi) nie je mozné odobrat’
pozadované Ciastkové vzorky bez toho, aby doslo k neprijatelnému posko-
deniu Sarze. V takychto situdcidch mozno pouzit alternativhu metodu
odberu vzorky a boli vypracované pokyny na odber vzorky z takychto
Sarzi, ktoré st k dispozicii na adrese: https://food.ec.europa.eu/system/
files/2016-10/animal-feed-guidance_documents 691 2013 en.pdf.

(**) Ak je ziskand hodnota vyjadrena zlomkom, zaokrihli sa na najblizsie
vyssie celé Cislo.

Kvantitativne poZiadavky tykajice sa ¢iastkovych vzoriek v suvis-
losti s kontrolou zloZiek alebo latok, ktoré by mohli byt nerovno-
merne rozloZené v krmive

Tieto kvantitativne poziadavky tykajice sa Ciastkovych vzoriek sa
uplatiiuju v tychto situaciach:

— kontrola aflatoxinov, razného namel'u, inych mykotoxinov a Skodli-
vych botanickych necistét v kimnych surovinach,

— kontrola krizovej kontaminécie niektorou zo zloziek vratane gene-
ticky modifikovaného materialu alebo latkou, v pripade ktorej sa
v krmive predpoklada nerovnomerné rozlozenie.

V pripade, Ze ma kontrolny organ silné podozrenie na takéto nerovno-
merné rozlozenie aj v pripade krizovej kontaminacie niektorou zo
zloziek alebo latkou v kfmnej zmesi, m6zu sa uplatnit’ kvantitativne
poziadavky stanovené v tabulke uvedenej d’ale;j.
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5.3.

Velkost” vzorkovanej partie Minimalny pocet ¢iastkovych vzoriek

< 80 ton Pozri kvantitativne poziadavky v bode
5.1. Pocet ciastkovych vzoriek, ktoré sa
musia odobrat, sa musi vynasobit’
koeficientom 2,5.

> 80 tony 100

Kvantitativne poziadavky tykajiice sa ¢iastkovych vzoriek v pripade
vel’mi velkych Sarzi

V pripade velkych vzorkovanych partii (vzorkované partie > 500 ton)
sa musi odobrat’ pocet Ciastkovych vzoriek = 40 Ciastkovych vzoriek +

ton v suvislosti s kontrolou latok alebo produktov rovnomerne
rozlozenych v krmive alebo 100 Giastkovych vzoriek + V ton v savis-
losti s kontrolou zloziek alebo latok, ktoré by mohli byt’ nerovnomerne
rozlozené v krmivach.

KVANTITATIVNE POZIADAVKY TYKAJUCE SA SUHRNNEJ
VZORKY

Vyzaduje sa jedna sihrnna vzorka na vzorkovani partiu.

. Minimal Ikost’ suh j
Charakter krmiva 1n1me:/;1§rlzf;: (*())S(*:)u mney
6.1. Volne lozené krmiva 4 kg
6.2. Balené krmiva: 4 kg (¥*%)
6.3. Tekuté alebo polotekuté | 4 litre
krmiva:
6.4. Bloky krmiva a minerdlne lizy:
6.4.1. kazdy s hmotnostou viac | 4 kg
ako 1 kg
6.4.2. kazdy s hmotnostou do 1 [ hmotnost’ Styroch povodnych
kg blokov alebo lizov
6.5. Objemové  krmivo/krmo- | 4 kg (**%%*)
viny
*) V pripade, ze ma vzorkované¢ krmivo vysoki cenu, mozno odobrat

mens$ie mnozstvo suhrnnej vzorky pod podmienkou, Ze bude opisané
a zdokumentované v sprave o odbere vzoriek.

(**)  V salade s ustanoveniami nariadenia Komisie (EU) & 619/2011 z 24. juna
2011, ktorym sa stanovuju metédy odberu vzoriek a analyzy na ucely
uradnej kontroly krmiv, pokial’ ide o pritomnost’ geneticky modifikova-
ného materialu, v pripade ktorého prebicha povolovacie konanie alebo
povolenie ktoré¢ho vyprialo (U. v. EU L 166, 25.6.2011, s. 9), musi
suhrnna vzorka na kontrolu pritomnosti geneticky modifikovaného mate-
ridlu obsahovat’ aspoii 35 000 semien/zin. To znamena, ze v pripade
kukurice musi byt' velkost’ suhrnnej vzorky aspon 10,5 kg a v pripade
soje 7 kg. Pri ostatnych semenach a zrnach, ako su jaémei, proso, ovos,
ryza, raz, pSenica a semeno repky olejnej, zodpoveda velkost' sthrnnej
vzorky véziacej 4 kg viac ako 35 000 semenam/zrnam.

(***) 'V pripade baleného krmiva nemusi byt mozné dosiahnut’ pri sthrnnej
vzorke velkost 4 kg v zavislosti od velkosti jednotlivych jednotiek.

(*¥***) V pripade, Ze ide o objemové krmivo/krmoviny s nizkou Specifickou
mernou hmotnostou (napr. seno, slama), sthrnna vzorka by mala mat’
velkost’ minimalne 1 kg.
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8.1.

8.2.
8.2.1.

KVANTITATIVNE POZIADAVKY TYKAJUCE SA KONECNYCH
VZORIEK

Konecné vzorky

Vyzaduje sa analyza aspon jednej konecnej vzorky. Mnozstvo konec¢nej
vzorky na analyzu nie je mensSie ako:

Suché krmiva 500 g (¥) (**) (kxx) (Rrrn)
Tekut¢  alebo  polotekuté | 500 ml (*)

krmiva

*) V sulade s ustanoveniami nariadenia (EU) & 619/2011 musi kone&na

vzorka na kontrolu pritomnosti geneticky modifikovaného materialu obsa-
hovat’ minimalne 10 000 semien/zin. To znamend, Zze v pripade kukurice
musi byt velkost’ kone¢nej vzorky aspori 3 000 g a v pripade s6jovych
bobov 2 000 g. Pri ostatnych semenach a zrnich, ako st ja¢men, proso,
ovos, ryza, raz, pSenica a semeno repky olejnej, zodpoveda velkost
konec¢nej vzorky 500 g viac ako 10 000 semenam/zrnam.

(**) 'V pripade, Ze velkost’ suhrnnej vzorky je vyrazne mensia ako 4 kg alebo
litre (pozri poznamky pod ¢iarou k bodu 6), mozno odobrat’ aj mensie
mnozstvo kone¢nej vzorky pod podmienkou, Ze sa opiSe a zdokumentuje
v sprave o odbere vzoriek.

(***) 'V pripade odberu vzoriek zo strukovin, obilnych zin a orechov na stano-
venie rezidui pesticidov musi byt minimalna velkost’ koneénej vzorky 1
kg v stlade s ustanoveniami smernice Komisie 2002/63/ES z 11. jula
2002, ktorou sa ustanovujii metody odberu vzoriek Spolocenstva pre
uradni kontrolu rezidui pesticidov v a na vyrobkoch rastlinného pévodu
a Zivogisneho povodu a ktora rusi smernicu & 79/700/EHS (U. v. ES
L 187, 16.7.2002, s. 30).

(****) V pripade preskimania prostrednictvom vizualnej prehliadky alebo
mikroskopu musi byt mnozstvo kone¢nej vzorky na preskimanie 1 kg.

METODA ODBERU VZORIEK PRE VELMI VELKE SARZE
ALEBO SARZE USKLADNENE ALEBO PREPRAVOVANE
SPOSOBOM, PRI KTOROM NIE JE MOZNY ODBER VZORKY
Z CELEJ SARZE

Vseobecné zasady

V pripade, Ze sposob prepravy alebo skladovania Sarze neumoziuje
odobrat’ ciastkové vzorky z celej Sarze, odber vzoriek z takychto
Sarzi by sa mal prednostne uskutocnit, ked je Sarza v pohybe.

V pripade velkych skladov urcenych na skladovanie krmiva by
prevadzkovatelia mali byt nabadani na to, aby v sklade nainstalovali
zariadenie, ktoré umozni (automaticky) odber vzoriek z celej ulozenej
SarZe.

V pripade pouzivania postupov odberu vzoriek stanovenych v tomto
bode bude prevadzkovatel krmivarskeho podniku alebo jeho zastupca
informovany o postupe odberu vzoriek. V pripade, ze prevadzkovatel’
krmivarskeho podniku alebo jeho zastupca tento postup odberu vzoriek
spochybni, prevadzkovatel krmivarskeho podniku alebo jeho zastupca
umozni prislusnému organu odobrat vzorku z celej Sarze na svoje
naklady.

Vel’ké Sarze prepravované lod’ou
Dynamicky odber vzoriek z velkych Sarzi prepravovanych lodou

Odber vzoriek z velkych Sarzi na lodiach sa prednostne vykonava, ked’
je produkt v pohybe (dynamicky odber vzoriek).

Odber vzoriek sa ma uskuto¢iovat’ podla jednotlivych buniek (jed-
notky nakladného priestoru, ktoré mozno fyzicky oddelit’). Bunky sa
vSak vyprazdnuju po Castiach jedna po druhej, takze povodné fyzické
oddelenie uz po preprave do skladovacich zariadeni neexistuje. Odber
vzoriek preto mozno uskutocnit’ na zaklade povodného fyzického odde-
lenia alebo na zaklade oddelenia po preprave do skladovacich zaria-
deni.
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8.2.2.

8.3.

8.4.
8.4.1.

Vykladka lode moze trvat’ niekolko dni. Odber vzoriek sa spravidla
musi vykondvat' v pravidelnych intervaloch pocas celého trvania
vykladky. Nie je vSak vzdy mozné ani vhodné, aby bol pri odbere
vzoriek pocas celej vykladky pritomny turadny inSpektor. Z tohto
dovodu je mozné odobrat” vzorky len z Casti celej Sarze (vzorkovana
partia). Pocet Ciastkovych vzoriek sa stanovi podla velkosti vzorko-
vanej partie.

V pripade, ze sa vzorky odoberaji z Casti Sarze krmiva rovnakej triedy
alebo rovnakého opisu a Ze sa zistilo, Ze tato Gast’ Sarze nespliia pozia-
davky EU, mé sa za to, 7e sa to tyka vietkého krmiva tejto SarZe,
pokial’ z podrobného postudenia nevyplynie, Ze neexistuju dokazy
o tom, Ze zvySok 3arZe nie je v silade s poziadavkami EU.

Pritomnost’ in§pektora je nevyhnutna aj vtedy, ked’ sa uradna vzorka
odobera automaticky. V pripade, ze sa automaticky odber vzoriek
vykonava podl'a vopred stanovenych parametrov, ktoré pocas odberu
vzoriek nie je mozné zmenit, a Ciastkové vzorky sa zhromazd'uju
v zapecatenej nadobe, aby sa predislo pripadnému podvodu, pritomnost’
inSpektora je potrebna len na zadiatku odberu vzoriek, pri kazdej
vymene nadoby so vzorkami a na konci odberu vzoriek.

Odber vzoriek zo Sarii prepravovanych lodou prostrednictvom static-
kého odberu vzoriek

V pripade, ze sa odber vzoriek vykonava staticky, musi sa pouzit
rovnaky postup ako pre skladovacie zariadenia (sila) pristupné zhora
(pozri bod 8.4.1).

Odber vzoriek sa musi vykonavat v pristupnej casti (zhora) Sarze/
/bunky. Pocet Ciastkovych vzoriek sa stanovi podla velkosti vzorko-
vanej partie. V pripade, ze sa vzorky odoberajii z Casti Sarze krmiva
rovnakej triedy alebo rovnakého opisu a ze sa zistilo, ze tato Cast’ Sarze
nesplia poziadavky EU, ma sa za to, Ze sa to tyka vietkého krmiva
tejto Sarze, pokial' z podrobného postidenia nevyplynie, Ze neexistuju
dokazy o tom, Ze zvySok 3arZe nie je v sulade s poziadavkami EU.

Odber vzoriek z velkych Sarzi uloZenych v skladoch

Odber vzoriek sa musi vykondvat’ v pristupnej Casti Sarze. Pocet Ciast-
kovych vzoriek sa stanovi podla vel’kosti vzorkovanej partie. V pripade,
ze sa vzorky odoberaji z Casti Sarze krmiva rovnakej triedy alebo
rovnakého opisu a ze sa zistilo, ze tato Cast’ Sarze nespifla poziadavky
EU, ma sa za to, 7e sa to tyka vietkého krmiva tejto Sarze, pokial
z podrobného postdenia nevyplynie, ze neexistuji dokazy o tom, ze
zvy$ok Sarze nie je v sulade s poziadavkami EU.

Odber vzoriek zo skladovacich zariadeni (sil)
Odber vzoriek zo sil (lahko) pristupnych zhora

Odber vzoriek sa musi vykonavat’ v pristupnej Casti Sarze. Pocet Ciast-
kovych vzoriek sa stanovi podl'a vel'kosti vzorkovanej partie. V pripade,
ze sa vzorky odoberaju z Casti Sarze krmiva rovnakej triedy alebo
rovnakého opisu a Ze sa zistilo, 7e tato ast’ 3arze nespliia poziadavky
EU, ma sa za to, Ze sa to tyka vietkého krmiva tejto Sarze, pokial
z podrobného postdenia nevyplynie, Zze neexistuji dokazy o tom, Ze
zvysok Sarze nie je v sulade s poziadavkami EU.
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8.4.2.
8.4.2.1.

8.4.2.2.

8.5.

9.2.

Odber vzoriek zo sil, ktoré nie su pristupné zhora (uzatvorené sila)

Sila, ktoré nie st pristupné zhora (uzatvorené¢
sila) s velkostou > 100 ton

Z krmiva skladovaného v takychto silach sa nemézu odoberat’ vzorky
statickym sposobom. Preto v pripade, ked’ sa musi odobrat vzorka
krmiva v sile a ked’ neexistuje ziadna moznost' presunutia zésielky,
musi sa s prevadzkovatel'om uzatvorit’ dohoda o tom, Ze bude inSpek-
tora informovat’ o vyprazdneni sila s cielom umoznit odber vzorky
z krmiva v pohybe.

Sila, ktoré nie st pristupné zhora (uzatvorené
sila) s vel'kostou < 100 ton

Pri odbere vzoriek sa do nadoby vypusti 50 az 100 kg, z ktorych sa
odoberie vzorka. Velkost sthrnnej vzorky zodpoveda celej Sarzi
a pocet Ciastkovych vzoriek suvisi s mnozstvom vypustenym zo sila
do nadoby na odber vzorky. V pripade, ze sa vzorky odoberaju z Casti
Sarze krmiva rovnakej triedy alebo rovnakého opisu a ze sa zistilo, ze
tato Cast’ 3arze nespiia poziadavky EU, méa sa za to, Ze sa to tyka
vSetkého krmiva tejto Sarze, pokial’ z podrobného posudenia nevyply-
nie, ze neexistuji dokazy o tom, ze zvySok Sarze nie je v sulade
s poziadavkami EU.

Odber vzoriek z volne loZenych krmiv vo velkych uzavretych
kontajneroch

Z takychto Sarzi mozno Casto odobrat’ vzorky len pri vykladke. V niek-
torych pripadoch nie je vykladka v ¢ase dovozu alebo kontroly mozna,
a preto by sa mala vzorka odobrat’ pri vykladani takychto kontajnerov.

POKYNY PRE ODBER, PRIPRAVU A BALENIE VZORIEK
Vseobecné pokyny

Vzorky sa musia odoberat a pripravit bez zbyto¢ného odkladu
s ohl'adom na preventivne opatrenia, ktoré st potrebné na zabezpecenie
toho, aby nedoslo k zamene ani ku kontamindcii produktu. Nastroje,
plochy a nidoby urcené na prijem vzoriek musia byt Cisté a suché.

Ciastkové vzorky

Ciastkové vzorky sa musia odobrat’ ndhodne z celej vzorkovanej partie,
v ktorej musia byt rovnomerne rozlozené, a musia mat priblizne
rovnakl velkost.

Velkost' ciastkovej vzorky je najmenej 100 gramov alebo 25 gramov
v pripade objemového krmiva alebo krmovin s nizkou Specifickou
mernou hmotnostou.

V pripade, ze podla pravidiel tykajicich sa postupu odberu vzoriek
stanovenych v bode 8 sa musi odobrat’ menej ako 40 ciastkovych
vzoriek, velkost ciastkovych vzoriek sa stanovi na ziklade pozado-
vanej velkosti sthrnnej vzorky, ktord sa ma dosiahnut’ (pozri bod 6).

V pripade odberu vzoriek z malych Sarzi baleného krmiva, z ktorych sa
podla kvantitativnych poziadaviek musi odobrat’ obmedzeny pocet
ciastkovych vzoriek, Ciastkovou vzorkou je obsah jednej pdvodnej
jednotky, ktorej obsah nepresahuje 1 kg alebo jeden liter.

V pripade odberu vzoriek z balenych krmiv, ktoré tvoria malé jednotky
(napr. < 250 g), zavisi vel'kost Ciastkovej vzorky od velkosti jednotky.
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9.2.1.

9.2.2.

9.2.3.

9.2.4.

9.255.

9.3.

9.4.

94.1.

(1
(2

Velkost' ciastkovej vzorky v pripade vzoriek krmiva ureného na
predaj na dial’ku zavisi od velkosti jednotky a v individudlnych pripa-
doch moéze obsahovat aj menej nez 100 g alebo 100 ml.

Volne lozené krmiva

Odber vzorky sa méze v pripade potreby vykonat’ pocas pohybu vzor-
kovanej partie (nakladanie alebo vykladanie).

Balené krmivo

Po vybere pozadovaného poctu jednotiek na odber vzoriek podla bodu
5 sa Cast’ obsahu kazdej jednotky odobera pomocou tyce alebo lopatky.
V pripade potreby sa vzorky odoberu oddelene po vyprazdneni jedno-
tiek.

Homogénne alebo homogenizovatelné tekuté alebo polotekuté krmiva

Po vybere pozadovaného poctu jednotiek na odber vzoriek podla bodu
5 sa obsah v pripade potreby homogenizuje a z kazdej jednotky sa
odoberie ur¢ité mnozstvo.

Ciastkové vzorky moézu byt odobraté pocas vyprazdnovania obsahu
jednotky.

Nehomogenizovatelné, tekuté alebo polotekuté krmiva

Po vybere pozadovaného poctu jednotiek na odber vzoriek podla bodu
5 sa odoberu vzorky z réznych vrstiev.

Vzorky moézu byt odobraté aj pocas vyprazdiiovania obsahu, ale prvé
frakcie treba odstranit’.

V kazdom pripade celkovy odobraty objem nesmie byt mensi ako 10
litrov.

Bloky krmiva a minerdlne lizy

Po vybere pozadovaného poctu blokov alebo lizov na odber vzoriek
podla bodu 5 sa odoberie cast’ z kazdého bloku alebo lizu. V pripade
podozrenia na nehomogenizovany blok alebo liz sa ako vzorka moze
odobrat’ cely blok alebo liz.

V pripade blokov alebo lizov s hmotnostou najviac 1 kg sa za Ciast-
kovu vzorku povazuje obsah jedného bloku alebo jedného lizu.

Priprava sihrnnych vzoriek

Ciastkové vzorky sa zmiesaju tak, aby vytvorili jednu sthrnnt vzorku.

Priprava kone¢nych vzoriek

Sthrnna vzorka sa ma dokladne premiesat’ (1).

Kazda vzorka sa vlozi do vhodnej nadoby/obalu. Urobia sa vsetky
potrebné preventivne opatrenia, aby pocas prepravy alebo skladovania
nedoslo k zmene zlozenia vzorky, jej kontaminécii alebo znehodnote-
niu.

Latky rovnomerne rozloZené v krmive

V pripade kontroly zloziek alebo latok rovnomerne rozlozenych
v krmive mozno sthrnntl vzorku reprezentativne zredukovat na vzorku
s hmotnost'ou najmenej 2,0 kg alebo objemom najmenej 2,0 litre (zre-
dukovana vzorka) (?), a to podl'a moznosti pomocou mechanického
alebo automatického delica. Pri kontrole pritomnosti rezidui pesticidov

) Hrudky sa rozbiji (v pripade potreby sa najskoér oddelia a neskor vratia do vzorky).
) S vynimkou pripadov objemového krmiva alebo krmovin s nizkou $pecifickou mernou

hmotnostou.
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9.4.2.

9.5.

9.6.

v strukovinach, obilnych zrnach a orechoch je minimalna velkost
zredukovanej vzorky 3 kg. V pripade, Ze charakter krmiva neumoziuje
pouzit’ deli¢ alebo v pripade, ze deli¢ nie je k dispozicii, mozno vzorku
zredukovat’ metoédou Stvrtenia.

Zo suhrnnych alebo zredukovanych vzoriek sa odoberti kone¢né vzorky
(na tucely kontroly, obhajoby a pripadne referencie), a to priblizne
v rovnakom mnozstve a v sulade s kvantitativnymi poziadavkami
stanovenymi v bode 7.

Latky nerovnomerne rozlozené v krmive

V pripade kontroly zloziek vratane geneticky modifikovaného mate-
ridlu alebo latok, ktoré by mohli byt nerovnomerne rozlozené v krmive,
suhrnna vzorka musi byt

i) Uplne homogenizovana. Nasledne sa z homogenizovanej sthrnnej
vzorky odoberti kone¢né vzorky (na ucely kontroly, obhajoby
a pripadne referencie), a to priblizne v rovnakom mnozstve
a v sulade s kvantitativnymi poziadavkami stanovenymi v bode 7,
alebo

ii) zredukovana najmenej na 2 kg alebo 2 litre (') pomocou mechanic-
kého alebo automatického delica. Iba v pripade, ked’ charakter
krmiva neumoziiuje pouzit deli¢, mozno tuto vzorku v pripade
potreby zredukovat metdodou Stvrtenia. Na kontrolu pritomnosti
geneticky modifikovaného materidlu v ramci nariadenia (EU)
¢. 619/2011 musi zredukovana vzorka obsahovat najmenej 35 000
semien/zfn, aby bolo mozné ziskat’ kone¢né vzorky na ucely vyma-
hania prava, obhajoby a pripadne referencie pri najmenej 10 000
semenach/zrnach [pozri g)oznémku pod &iarou 7 v bode 6
a poznamku pod Garou ) v bode 7].

Zo zredukovanej vzorky sa odoberti kone¢né vzorky, a to priblizne
v rovnakom mnozstve a v sulade s kvantitativnymi poziadavkami
stanovenymi v bode 7.

Balenie vzoriek

Nadoby alebo balenia sa zapecatia a oznacia tak, aby ich nebolo mozné
otvorit’ bez porusenia pecate. Celé oznacenie musi byt neoddeliteI'nou
sucast'ou pecate. Vzorku mozno pripadne umiestnit’ do nadoby, ktora
sa da uzavriet tak, aby ju nebolo mozné otvorit bez nezvratného
poskodenia nadrze alebo nadoby, ¢im sa zabrdni opdtovnému pouzitiu
tejto nadrze alebo nadoby.

Zasielanie vzoriek do laboratéria

Vzorka sa bez zbyto¢ného odkladu zaSle do urceného analytického
laboratoria spolu s informéaciami, ktoré analytik potrebuje.

ZAZNAM O ODBERE VZORKY

Z kazdého odberu vzorky sa musi vypracovat zdznam umoziujlci
jednoznac¢nt identifikaciu kazdej vzorkovanej partie a jej velkosti.

Tento zaznam musi taktiez zahinat’ vSetky odchylky od postupu odberu
vzoriek stanovené¢ho v tomto nariadeni.

Okrem spristupnenia zaznamu tradnému kontrolnému laboratoriu sa
zaznam spristupni prevadzkovatelovi krmivarskeho podniku a/alebo
laboratoriu ur¢enému prevadzkovatel'om krmivarskeho podniku.

(") S vynimkou pripadov objemového krmiva alebo krmovin s nizkou $pecifickou mernou

hmotnostou.
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11. VZORKA KRMIVA URCENEHO NA PREDAJ NA DIALKU

— V pripade vzorky krmiva uréené¢ho na predaj na dialku sa krmivo
od prevadzkovatela krmivarskeho podniku vyziada prostriedkami
dialkovej komunikécie. Prislusny organ sa v tomto pripade pri
vyziadani krmiva nemusi prevadzkovatel'ovi krmivarskeho podniku
preukazat’ oficialnou totoznostou a méze pouzit' utajenu totoznost’.

— Suahrnnt vzorku a koneéné vzorky zo vzorky krmiva uréeného na
predaj na dial’ku musia odobrat’ hned’ pri doruceni zasielky pracov-
nici povereni na tento Gcel. Na vytvorenie suhrnnej vzorky sa musi
nahodne odobrat’ primerané mnozstvo Ciastkovych vzoriek z celko-
vého ziskaného mnozstva, v ktorom musia byt rovnomerne
rozlozené, a dokladne sa premiesaju/homogenizuji ¢o najviac
v sulade so zasadami stanovenymi v bode 5 a v bodoch 9.2
a 9.3. Ak je krmivo balené v samostatnych jednotkach, mali by
sa ziskat’ aspon S$tyri jednotky, z ktorych sa odoberie najmenej
jedna ciastkova vzorka. Ak sa v jednotlivych pripadoch ukéaze, ze
ziskané jednotky pochddzaji z réznych Sarzi, pocet jednotiek,
z ktorych sa odobert vzorky, sa musi znizit' a z0zit' na jednotky
pochadzajuce z rovnakej Sarze. V pripade analyzy vzorky krmiva
urcené¢ho na predaj na dialku na tcely detekcie zloziek alebo latok,
ktoré si v krmive nerovnomerne rozlozené, pocet Ciastkovych
vzoriek musi byt najmenej dvaapolkrat vyssi ako v pripade analyzy
vzoriek na latky rovnomerne rozlozené v krmive.

Zo sthrnnej vzorky sa nasledne odobert zodpovedajuce koneéné
vzorky (na tucely kontroly, obhajoby a pripadne referencie), pokial’
mozno v stlade so zasadami stanovenymi v bode 9.4 a pokial’ zo
zaznamu o odbere vzorky vyplyva, Ze ide o vzorku krmiva urce-
ného na predaj na dialku. Prislusny organ potom o odbere vzorky
okamzite informuje prevadzkovatela krmivarskeho podniku.
Prevadzkovatel’ krmivarskeho podniku sa takisto upozorni na to,
ze jednu vzorku (na obhajobu), ak je to mozné, uchovava prislusny
organ na urCitom mieste na uUcely obhajoby, alebo sa tato vzorka
posiela prevadzkovatelovi krmivarskeho podniku alebo do labora-
toria urceného prevadzkovatelom krmivarskeho podniku v stlade
s platnymi pravidlami ¢lenského $tatu.

Ak sa vzorka posiela priamo do uradného laboratdria, konecnu
vzorku musia pripravit’ a zapecatit’ v laboratoriu pracovnici pove-
reni na tento ucel alebo sa konecnd vzorka pripravi a zapecati
v pritomnosti pracovnikov poverenych na tento UcCel. Zaznam
o odbere vzorky krmiva ur¢eného na predaj na dialku sa musi
poslat’ hned’ po vytvoreni konecnych vzoriek prislusnému organu,
ktory o odbere vzorky informuje prevadzkovatela krmivarskeho
podniku.

Predpoklada sa, ze mnozstvo, ktoré prevadzkovatel’ krmivarskeho
podniku dodal prislusnému organu, predstavuje Cast’ Sarze krmiva
rovnakej triedy alebo rovnakého opisu. V stlade s c¢lankom 15
nariadenia Eurdpskeho parlamentu a Rady (ES) ¢ 178/2002 (1)
v pripade, Ze sa zistilo, e tato Cast 3arze nespliia poziadavky
EU, ma sa za to, a to aj v pripade vzorky krmiva uréeného na
predaj na dialku, ze sa to tyka vSetkého krmiva tejto Sarze, pokial
z podrobného posudenia nevyplynie (v pripade potreby na zaklade
kontroly na mieste), ze neexistuju dokazy o tom, ze zvySok Sarze
nie je v sulade s poziadavkami EU.

(") Nariadenie Eurdpskeho parlamentu a Rady (ES) ¢. 178/2002 z 28. janudara 2002, ktorym
sa ustanovuji vSeobecné zasady a poziadavky potravinového prava, zriad'uje Eurdpsky
urad pre bezpe¢nost’ potravin a stanovuju postupy v zalezitostiach bezpecnosti potravin
(U. v. ES L 31, 1.2.2002, s. 1).
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PRILOHA 11

VSEOBECNE USTANOVENIA TYKAJUCE SA ANALYTICKYCH

METOD PRE KRMIVA

A. PRIPRAVA VZORIEK NA ANALYZU
Uckel

Postupy opisané v tejto prilohe sa tykaji pripravy na analyzu vzoriek
zasielanych kontrolnym laboratériam po odobrati vzoriek v stlade s usta-
noveniami stanovenymi v prilohe I.

Laboratorne vzorky musia byt pripravené tak, aby navazené mnozstva,
ktoré st uvedené v analytickych metoédach, boli homogénne a reprezen-
tativne pre konecné vzorky.

Okrem postupov opisanych v tejto prilohe treba dodrziavat’ usmernenia
k priprave vzoriek stanovené v norme EN ISO 6498.

Preventivne opatrenia, ktoré sa maji prijat’

Postup pripravy vzorky, ktory sa ma dodrziavat, zavisi od analytickych
metod, ktoré maja byt pouzité, a od zloziek alebo latok, ktoré sa maju
kontrolovat. Preto je mimoriadne dolezité zabezpecit, aby bol tento
postup pripravy vzorky primerany pouzitej analytickej metéde a zlozkam
alebo latkam, ktoré sa maju kontrolovat’.

Vsetky potrebné kroky pracovného postupu sa musia vykonat takym
sposobom, aby sa v Co najvyssej moznej miere zamedzilo kontaminacii
vzorky a zmenam jej zlozenia.

Mletie, premieSanie a preosievanie by sa malo vykonat’ bez zbyto¢ného
odkladu s minimalnym vystavenim vzorky ucinkom vzduchu a svetla.
Nemali by sa pouzivat’ mlync¢eky a drvice, ktoré by mohli vzorky znacne
zahrievat'.

Rucné mletie sa odportca v pripade krmiv obzvlast citlivych na zohria-
tie. Malo by sa dbat’ aj na to, aby samotné pristrojové vybavenie nebolo
zdrojom kontamindcie.

Ukazuje sa, ze homogenizacia vzorky prostrednictvom pripravy
suspenzie premiesanim s vodou vo vysoko$mykovej mieSacke v uritych
pripadoch vytvara homogénnejsie podvzorky ako v pripade homogeniza-
cie/mletia, a to najméd v pripade heterogénne rozlozenych chemickych
latok. Homogénne podvzorky sa vSak moézu pripravit aj dostatoénym
mletim za sucha.

V ur¢itych pripadoch, ako napriklad na urcenie razné¢ho namelu, skodli-
vych botanickych necistot atd’., nie je mozné homogenizaciu vzorky
vykonat’ mletim, ale dostato¢nym premieSanim vzorky.

Ak pripravu nemozno vykonat bez vyraznych zmien v obsahu vlhkosti
vzorky, je potrebné obsah vlhkosti ur¢it’ pred pripravou a po nej podla
metody stanovenej v Casti A prilohy IIL

Postup
Vseobecny postup

Testovany podiel sa odoberie z kone¢nej homogenizovanej vzorky.
Delenie metédou kuzelov a Stvrtenia sa neodportcéa, kedze v jeho
dosledku moézu vzniknat' testované podiely s vysokou pravdepodob-
nostou chyby z delenia.
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3.1.3.

3.2.

Krmiva, ktoré sa mozu priamo drvit

— Kone¢na vzorka sa premieSa a vlozi sa do vhodnej Cistej, suchej
nadoby so vzduchotesnym uzaverom. Na zabezpecenie Gplnej homo-
genizacie sa opdtovne premiesa bezprostredne pred navazenim mnoz-
stva na analyzu (testovany podiel).

Krmiva, ktoré sa mozu drvit po vysuSeni

— Pokial’ nie je v analytickych metddach stanovené inak, konecna
vzorka sa vysusi tak, aby sa jej vlhkost znizila na 8 az 12 %, v sulade
s postupom na predsuSenie opisanym v bode 4.3 metddy na stano-
venie vlhkosti uvedenej v ¢asti A prilohy III. Dalej sa postupuje
podla bodu 3.1.1.

Tekuté alebo polotekuté krmiva

— Konec¢na vzorka sa vlozi do vhodnej Cistej, suchej nadoby so vzdu-
chotesnym uzaverom. Na zabezpeCenie uplnej homogenizacie sa
opitovne premiesa bezprostredne pred navazenim mnozstva na
analyzu (testovany podiel).

Iné krmiva

— Konec¢né vzorky, ktoré sa nedaju pripravit’ v stlade s jednym z uvede-
nych postupov, by sa mali upravit akymkolvek inym postupom,
ktorym sa zabezpeCi, ze mnozstva navazené na analyzu (testovany
podiel) budii homogénne a reprezentativne pre konecné vzorky.

Osobitny postup v pripade preskiimania prostrednictvom  vizudlnej
kontroly alebo mikroskopu, alebo v pripade, ked’ je cela suhrnna vzorka
homogenizovana

— V pripade preskimania prostrednictvom vizualnej kontroly (bez
pouzitia mikroskopu) sa na preskimanie pouzije celd sthrnna alebo
konec¢na vzorka.

— V pripade preskimania pod mikroskopom moéze laboratérium zredu-
kovat’ sthrnnt vzorku alebo zredukovant vzorku eSte viac zmensit'.
Koneéné vzorky na ucely obhajoby, pripadne na referen¢né ucely, sa
odoberaju na zaklade postupu, ktory je rovnaky ako postup pri
kone¢nej vzorke na Gcely vymahania prava.

— V pripade homogenizacie celej sthrnnej vzorky sa konecné vzorky
odobert z homogenizovanej sthrnnej vzorky.

— Na stanovenie razného namelu a Skodlivych botanickych necistot sa
konecna vzorka musi rozdelit' na dve podvzorky s rovnakou hmot-
nostou priblizne 500 gramov. Preskima sa jedna podvzorka.
V pripade, ze vysledok podvzoriek predstavuje najviac 50 % (analy-
ticka prahovéa hodnota) najvyssieho pripustného obsahu, vzorka spina
najvyssi pripustny obsah. Ak vysledok prekracuje 50 % najvysSicho
obsahu, musi sa preskumat d’alSia podvzorka a na kontrolu suladu
s najvyssim pripustnym obsahom sa pouzije priemer vysledkov obid-
voch podvzoriek.

Uskladnenie vzoriek

Vzorky sa musia skladovat’ pri teplote, ktora nesposobi zmeny v ich
zlozeni. Vzorky urCené na analyzu vitaminov alebo latok, ktoré st mimo-
riadne citlivé na svetlo, sa uskladiiuji pri takych podmienkach, aby
vzorka nebola vystavena negativnym uéinkom svetla.
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B. USTANOVENIA TYKAJUCE SA CHEMIKALII A PRISTROJOVEHO
VYBAVENIA POUZIVANYCH PRI ANALYTICKYCH METODACH

1. Pokial nie je v analytickych metddach stanovené inak, vSetky chemikalie
musia byt analyticky Cisté (a.p.). Pri analyze mikroprvkov sa cistota
chemikalii musi kontrolovat’ slepym pokusom. Na zéklade dosiahnutych
vysledkov sa moze vyzadovat’ d’al$ie precistenie chemikalii.

2. Akykol'vek krok pracovného postupu zahfnajuci pripravu roztokov,
riedenie, preplachovanie alebo premyvanie, uvedeny v analytickych
metddach bez uvedenia pouzitého rozpustadla alebo riediacej kvapaliny
znamena, ze sa musi pouzit' voda. VSeobecne plati, ze voda musi byt
demineralizovana alebo destilovana. V konkrétnych pripadoch, ktoré st
uvedené v analytickych metddach, sa musi osobitne precistit.

3. Vzhl'adom na zariadenie beznych kontrolnych laboratérii sa pri analytic-
kych metddach uvadzaju len $pecidlne nastroje a pristrojové vybavenie
alebo také, ktoré vyzaduju osobitné pouzivanie. Musia byt’ ¢isté, najmé
vtedy, ked ide o stanovenie velmi malych mnozstiev latok.

C. UPLATNOVANIE ANALYTICKYCH METOD A VYJADROVANIE
VYSLEDKOV

1. Extrakény postup

Niektoré¢ metody si vyzaduju Specifické extrakéné postupy. Vo vseobec-
nosti plati, ze iné extrakéné postupy ako ten, ktory je uvedeny v metode,
sa mozu uplatiovat’ len pod podmienkou, ze sa dokaze, ze tento pouzity
extrakény postup ma rovnaku extrakéni G¢innost na analyzovanu
matricu ako postup uvedeny v metdde.

2. Postup cistenia

Niektoré metody si vyzaduju Specifické postupy Cistenia. Vo vSeobec-
nosti plati, ze iné postupy Cistenia ako ten, ktory je uvedeny v metode, sa
moézu uplatiovat’ len pod podmienkou, ze sa dokaze, ze tento pouzity
postup Cistenia vykazuje rovnaké analytické vysledky pre analyzovanu
matricu ako postup uvedeny v metdde.

3. Pocet stanoveni

Ak je pri analyze neziaducich latok vysledok prvého stanovenia vyrazne
(> 50 %) nizsi ako Specifikdcia, ktora sa ma skontrolovat, nie st
potrebné ziadne d’alSie stanovenia pod podmienkou, ze sa pouziji vhodné
postupy na urcenie kvality. V ostatnych pripadoch je na vylacenie
moznosti vnutornej krizovej kontaminacie alebo nahodného pomiesania
vzoriek potrebna dvojnasobna analyza (druhé stanovenie). Na dalsie
posudenie sa pouzije priemer tychto dvoch stanoveni.

Ak je pri kontrole minimalnej hladiny alebo najvyssieho pripustného
obsahu doplnkovych latok v krmivach vysledok prvého stanovenia
vyS$8i ako minimalna hladina alebo nizsi ako najvyssi pripustny obsah,
nie su potrebné ziadne d’alSie stanovenia pod podmienkou, ze sa pouziji
vhodné postupy na urcenie kvality. V ostatnych pripadoch je na vyla-
¢enie moznosti vnutornej krizovej kontaminacie alebo ndhodného pomie-
Sania vzoriek potrebna dvojnasobna analyza (druhé stanovenie). Na
d’alSie posudenie sa pouzije priemer tychto dvoch stanoveni.

Ak pri kontrole deklarovaného obsahu latky alebo zlozky vysledok
prvého stanovenia potvrdi deklarovany obsah, t. j. ak analyticky vysledok
patri do rozsahu prijatel'nej odchylky od deklarované¢ho obsahu, nie su
potrebné ziadne d’alSie stanovenia pod podmienkou, ze sa pouziju vhodné
postupy na kontrolu kvality. V ostatnych pripadoch je na vylacenie
moznosti vnutornej krizovej kontaminacie alebo nahodného pomiesania
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vzoriek potrebna dvojnasobna analyza (druhé stanovenie). Na dalSie
posudenie sa pouzije priemer tychto dvoch stanoveni (priemerny analy-
ticky vysledok patri alebo nepatri do rozsahu prijatelnej odchylky od
deklarovaného obsahu).

V niektorych pripadoch sa tento prijatelny rozsah odchylky definuje
v pravnych predpisoch, ako napriklad v nariadeni (ES) ¢. 767/2009
a v nariadeni Europskeho parlamentu a Rady (EU) 2019/4 (1).

4. Sprava o pouZitej metode analyzy

V sprave o analyze sa musi uviest’ pouzitd analytickd metdda.

5. Sprava o analytickom vysledku

Analyticky vysledok sa vyjadruje sposobom, ktory je uvedeny v analy-
tickej metdde, prislusSnym poétom platnych Cislic a podla potreby sa
koriguje vzhladom na obsah vlhkosti v kone¢nej vzorke pred pripravou.

Vicsina regulacnych tGrovni (napr. najvyssi pripustny obsah, minimalna
hladina) v pravnych predpisoch EU v oblasti krmiv pre zvierati sa
stanovuje vzhladom na krmivo s obsahom vlhkosti 12 %. V tychto
pripadoch sa teda na ucely postdenia analytického vysledku nameraného
vo vzorke vzhladom na regula¢nii uroveni musi analyticky vysledok
najprv vydelit' obsahom susiny vo vzorke (v %) vynasobenym koefi-
cientom 88, ako sa uvadza v tejto rovnici:

R _ 88 x Rana
2% 7100 - Me
kde:
Mec: obsah vlhkosti vzorky (v %). Vyraz 100 — Mc teda predstavuje
obsah susiny vo vzorke (v %).
Rona: analyticky vysledok namerany vo vzorke.

R;> o5 vysledok pre krmivo s obsahom vlhkosti 12 %; posudi sa
vzhl'adom na regula¢nu Groven.

Okrem toho, ak su splnené tieto podmienky:

— vysledok analyzy je vyrazne (> 50 %) nizsi alebo vyssi ako infor-
macie na oznaceni/$pecifikacia, ktora sa ma skontrolovat’ (v zavislosti
od toho, ¢i informacia na oznaceni/Specifikacia predstavuje najvyssi
pripustny obsah alebo minimalnu hladinu),

— obsah vlhkosti vzorkovaného krmiva je zndmy a je mozné stanovit,
ze postudenie sa nezmeni v dosledku korekcie obsahu vlhkosti,

potom pod podmienkou, ze sa uplatituju vhodné postupy na kontrolu
kvality, a ak analyzy sluzia len na ucely kontroly suladu s pravnymi
ustanoveniami, sa moéze korekcia obsahu vlhkosti vynechat' (napr.
v pripadoch, ked’ neexistujii ziadne $pecifikacie ¢i regulacna uroven),
pokial’ nie je potrebna na tcely interpretacie.

Ak je analyticky vysledok korigovany vzhladom na obsah vlhkosti,
prislusnéd neistota merania sa takisto musi korigovat v tom istom
postupe.

(') Nariadenie Europskeho parlamentu a Rady (EU) 2019/4 z 11. decembra 2018 o vyrobe,

uvadzani na trh a pouzivani medikovanych krmiv a o zmene nariadenia Eurdpskeho
parlamentu a Rady (ES) ¢. 183/2005 a zru$eni smernice Rady 90/167/EHS (U. v. EU L 4,
7.1.2019, s. 1).
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V pripade stanovenia razného namelu alebo skodlivych botanickych
necistot prostrednictvom  vizudlneho preskimania/preskimania pod
mikroskopom sa obsah vlhkosti nemusi korigovat’.

6. Analyticka neistota merania a miera vytaZnosti v pripade analyzy
neZiaducich latok

Pokial’ ide o neziaduce latky v zmysle smernice 2002/32/ES, produkt
uréeny na vyzivu zvierat sa povazuje za nevyhovujici z hladiska najvys-
Sieho pripustného obsahu, ak sa na zaklade analytického vysledku stano-
vené¢ho ako priemer dvoch nezavislych stanoveni, ktory sa tyka krmiva
s obsahom vlhkosti 12 %, najvyssi pripustny obsah poklada za prekro-
Ceny, priCom sa zohladiuje rozSirena analyticka neistota merania
s pouzitim koeficientu rozSirenia 2, v dosledku ¢oho je uroven
spolahlivosti priblizne 95 %, a korekcia vzhladom na vytaznost. To
znamend, ze na posudenie stladu sa pouziva analyzovana koncentracia
korigovana vzhladom na vytaznost a po odpocitani rozsirenej analy-
tickej neistoty merania. Tento postup sa pouziva len v pripadoch, ked
analytickd metéda umozinuje odhad rozsirenej analytickej neistoty
merania a korekcie vzhladom na vytaznost (nevyzaduje sa napr.
v pripade vizualneho preskiimania alebo preskimania pod mikrosko-
pom).

Ak analyticky vysledok vzorky odobratej na ucely obhajoby prekroci
najvyssi pripustny obsah (bez toho, aby sa zohladnila rozsirena analy-
tickd neistota merania), potvrdi sa tym nesulad zisteny v kontrolnej
vzorke, a to aj bez osobitnych pravidiel ¢lenského Statu v tejto oblasti.

Sprava o analytickom vysledku sa podava takto (pokial’ pouzivana analy-
tickd metdda umoziuje odhadnut’ rozsireni analytickd neistotu merania):

a) vysledok je korigovany vzhladom na vytaznost, ked’ je to vhodné
a relevantné, a v pripade korekcie sa tato skutocnost’ uvedie. Uvedie
sa miera vytaznosti, pokial’ sucast'ou postupu nie je vnitorna korekcia
vychylenia, pricom vychylenie je rozdiel medzi nameranou hodnotou
a referen¢nou koncentraciou. Korekcia vzhl'adom na vytaznost nie je
potrebna v pripade, Ze miera vytaznosti je v rozmedzi 90 — 110 %;

b) ako ,.x +/— U, kde x je analyticky vysledok a U je rozsirena analy-
tickd neistota merania, pri¢om sa pouzije koeficient rozsirenia 2 (1),
ktory poskytuje troven spolahlivosti priblizne 95 %.

Ak je vSak vysledok analyzy vyrazne nizsi (> 50 %) ako $pecifikacia,
ktord sa mé skontrolovat, a pod podmienkou, Ze sa uplatiiuji vhodné
postupy na kontrolu kvality, a ak analyzy sluzia len na ucely kontroly
stladu s pravnymi ustanoveniami, miera vytaznosti a roz$irena analy-
tickd neistota merania sa moézu zo spravy vynechat (napr. v pripadoch,
ked’ neexistuji ziadne $pecifikicie ¢i regulacna uroven), pokial neistota
merania nie je potrebna na tcely interpretacie.

7. Analyticka neistota merania a miera vytaZnosti v pripade analyzy
obsahu doplnkovych litok v krmivach

Na ucely kontroly stladu s povolenym minimalnym a najvys$im
pripustnym obsahom doplnkovych latok v krmivach sa pritomnost’
doplnkovych latok v krmivach povazuje za nevyhovujicu z hladiska
najniz§icho a najvyssieho pripustného obsahu, ak sa na zaklade analytic-
kého vysledku stanoveného ako priemer dvoch nezavislych stanoveni,
ktoré sa tykaju krmiva s obsahom vlhkosti 12 %, poklada za:

— prekracujicu najvyssi pripustny obsah, pricom sa zohl'adiiuje rozsirena
analyticka neistota merania a korekcia vzhladom na vytaznost. To

(") Interval spolahlivosti 95 % mozno dosiahnut’ aj pouZitim iného koeficientu, ako je
napriklad koeficient t.
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znamena4, ze na posudenie stladu sa pouziva analyzovana koncentracia
(t. j. priemer dvoch stanoveni) korigovana vzhl'adom na vytaznost’ a po
odpocitani rozsirenej analytickej neistoty merania,

— niz8iu ako najniz§i pripustny obsah, pricom sa zohladiiuje rozSirena
analytickd neistota merania a korekcia vzhl'adom na vytaznost. To
znamena, ze na posudenie suladu sa pouziva analyzovana koncen-
tracia (t. j. priemer dvoch stanoveni) korigovana vzhl'adom na vytaz-
nost’ a po pripoc¢itani rozsirenej analytickej neistoty merania.

Ak analyticky vysledok vzorky odobratej na ucely obhajoby prekroci
najvyssi pripustny obsah (bez toho, aby sa zohladnila rozSirend analy-
ticka neistota merania), potvrdi sa tym nesulad zisteny v kontrolnej
vzorke, a to aj bez osobitnych pravidiel ¢lenského $tatu v tejto oblasti.

Sprava o analytickom vysledku sa podava takto (pokial’ pouzivana analy-
tickd metdda umozituje odhadnut’ rozsirenti analytickd neistotu merania):

a) vysledok je korigovany vzhladom na vytaznost, ked je to vhodné
a relevantné, a v pripade korekcie sa tato skutoCnost’ uvedie. Uvedie
sa miera vytaznosti, pokial’ su¢ast'ou postupu nie je vnitornd korekcia
vychylenia, pricom vychylenie je rozdiel medzi nameranou hodnotou
a referen¢nou koncentraciou. Korekcia vzhl'adom na vytaznost nie je
potrebnd v pripade, Ze miera vytaznosti je v rozmedzi 90 — 110 %;

b) ako ,x +/— U, kde x je analyticky vysledok (priemer dvoch stano-
veni) a U je rozsirend analytickd neistota merania, pricom sa pouzije
koeficient rozsirenia 2 (1), ktory poskytuje uroven spolahlivosti
priblizne 95 %.

(") Interval spolahlivosti 95 % mozno dosiahnut’ aj pouZitim iného koeficientu, ako je

napriklad koeficient t.
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PRILOHA 111

ANALYTICKE METODY NA KONTROLU ZLOZENIA KRMNYCH

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

Q)

SUROVIN A KRMNYCH ZMESi

A. STANOVENIE VLHKOSTI
Uckel a oblast

Tato metdoda umoznuje stanovenie obsahu vlhkosti v krmivach.
V pripade, ze krmivo obsahuje prchavé latky, ako napr. organické
kyseliny, treba si uvedomit, Ze spolu s obsahom vlhkosti sa stanovi
aj znacné mnozstvo prchavych latok.

Tato metoda sa nevztahuje na analyzu mlieénych vyrobkov ako
kimnych surovin a kfmnych zmesi zloZzenych predovsetkym z mliec-
nych vyrobkov, na analyzu zivo¢isnych a rastlinnych tukov a olejov,
ani na analyzu olejnatych semien a olejnatych plodov.

Stanovenie obsahu vlhkosti v olejnatych semenach sa ur¢i prostrednic-
tvom metddy stanovenej normou EN ISO 665 ,,Stanovenie obsahu
vlhkosti a prchavych latok®, pricom sdja sa pred stanovenim obsahu
vlhkosti musi najprv pomliet’.

Podstata metédy

Vzorka sa vysusi za $pecifikovanych podmienok, ktoré sa lisia podla
druhu krmiva. Ubytok hmotnosti sa stanovi vazenim. V pripade krmiv
tuhého skupenstva, ktoré maju vysoky obsah vlhkosti, je potrebné ich
predsusenie.

Pristrojové vybavenie

Mlync¢ek z materialu, ktory neabsorbuje vlhkost’, Tahko sa Cisti, umoz-
fiuje rychle mletie bez vytvarania znateIného tepla, v najvysSej moznej
miere zamedzuje kontaktu s okolitym vzduchom a spliia poziadavky
uvedené v bodoch 4.1.1 a 4.1.2 (napr. kladivkové alebo vodou chla-
dené mikromlynceky, rozoberateI'né kuzelové mlynceky, nizkootac-
kové mlynceky alebo mlynceky s ozubenymi kolesami).

Analytické vahy s presnostou na 1 mg.

Suché vysusacky z nehrdzavejuceho kovu alebo zo skla s vrchnakmi
zaruCujicimi vzduchotesné uzatvorenie; s pracovnym povrchom, na
ktorom je mozné rozprestriet’ sktSobnu vzorku vo vrstve priblizne
0,3 g/em>.

Elektricky vyhrievana izotermicka su$iaren (+ 2 ©°C), primerane
vetrand, s moznostou rychlej regulacie teploty (1).

Nastavitelna elektricky vyhrievana vakuova suSiaren vybavena
olejovym cerpadlom a bud’ mechanizmom na vpuastanie horticeho
suchého vzduchu, alebo susiacou latkou (napr. oxid vapenaty).

Exsikator s hrubou perforovanou kovovou alebo porcelanovou platiou
obsahujtci G¢innu susiacu latku.

Pri suSeni obilnin, miky, kripov a Srotu musi mat susiaren taku tepelnu vykonnost, aby
sa jej teplota nastavena na 131 °C po vlozeni najvacsieho poctu skusobnych vzoriek na
stcasné suSenie vratila na pévodni hodnotu do 45 minuat. Vetranie suSiarne musi byt
také, aby bol rozdiel medzi vysledkami susenia najvdcsiecho mozného vlozeného poctu
vzoriek beznej pSenice pocas dvoch hodin a vysledkami ziskanymi po Stvorhodinovom
suseni mensi ako 0,15 %.
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4.1.

4.1.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

Postup

Poznamka: Postupy opisané v tomto oddiele sa musia vykonat' hned’
po otvoreni baleni so vzorkami. Analyza sa musi vykonat’
aspon dvakrat.

Priprava

Krmiva iné ako krmiva patriace pod body 4.1.2
a4.1.3

Odoberte asponn 50 g vzorky. Ak je to potrebné, rozmelte alebo
rozdel'te ju takym spdsobom, aby sa zamedzilo akejkol'vek odchylke
v obsahu vlhkosti (pozri bod 6).

Obilniny a obilné krupy

Odoberte aspont 50 g vzorky. Pomel'te na Castice, z ktorych najmenej
50 % prejde sitom s velkost'ou 6k 0,5 mm, a zvySok, ktory zostane na
site s okruhlymi okami s velkostou 1 mm, bude predstavovat’ najviac
10 %.

Krmiva v tekutej alebo pastovitej forme, krmiva
prevazne zlozené z olejov a tukov

Odoberte priblizne 25 g vzorky, odvazte s presnostou na 10 mg,
pridajte primerané mnozstvo bezvodého piesku odvazeného s pres-
nostou na 10 mg a miesajte, az kym sa neziska homogénny produkt.

Susenie

Suste vystusacku (bod 3.3) s vrchnakom v suSiarni nastavenej na teplotu
103 °C pocas 30 min. +/- 1 min. Vyberte zo suSiarne a nechajte ju
vychladnat’ na teplotu okolia v exsikatore (bod 3.6).

Krmiva iné ako krmiva patriace pod body 4.2.2
a4.2.3

Odvazte vystusacku s vrchnakom s presnostou na 1 mg. Do odvazenej
vystsacky navazte priblizne 5 g vzorky s presnostou na 1 mg a rovno-
merne rozlozte. Vlozte vysusacku bez vrchnaka do suSiarne predhriatej
na teplotu 103 °C. Aby ste sa vyhli nezelanému poklesu teploty
susiarne, vysuSacku do nej vlozte Co najrychlejSie. Vzorka sa susi
Styri hodiny, ktoré sa pocitaji od Casu, ked’ sa teplota v suSiarni
vrati na 103 °C. Otvorte suSiaren, ihned’ na vysusacku znovu polozte
vrchnak, vyberte ju zo suSiarne, nechajte ju v exsikatore (bod 3.6)
pocas 30 az 45 minat vychladnat' a odvazte s presnostou na 1 mg.

Krmiva zlozené prevazne (> 50 %) z olejov a tukov zivocisneho
a rastlinného pévodu suste v susiarni eSte d’alSich 30 mintt pri teplote
103 °C. Rozdiel medzi dvomi vazeniami nesmie presiahnut' 0,1 %
vlhkosti.

Obilniny, muka, krapy a Srot

Odvazte vystsacku s vrchndkom s presnostou na 0,5 mg. Do odva-
zenej vysuSacky navazte priblizne 5 g rozdrvenej vzorky s presnostou
na 1 mg a rovnomerne rozlozte. Vlozte vysuSacku bez vrchnaka do
susiarne predhriatej na teplotu 130 °C. Aby ste sa vyhli nezelanému
poklesu teploty susiarne, vysusacku do nej vlozte ¢o najrychlejsie.
Vzorku nechajte susit’ dve hodiny, ktoré sa pocitaju od Casu, ked’ sa
teplota v suSiarni vrati na 130 °C. Otvorte su$iaren, ihned’ na vysu-
Sacku znovu polozte vrchnak, vyberte ju zo susiarne, nechajte ju v exsi-
katore (bod 3.6) pocas 30 az 45 mintt vychladnit’ a odvazte s pres-
nostou na 1 mg.
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4.2.3.

4.3.

Kfmna zmes obsahujtica viac ako 4 % sacharozy
alebo laktozy: kfmne suroviny, ako napr. svito-
jansky chlieb, hydrolyzované obilninové
produkty, slad, suSené repné rezky, §tavy z ryb
a cukru.

Odvazte vysusacku s vrchnakom s presnostou na 0,5 mg. Do odva-
zenej vysuSacky navazte priblizne 5 g vzorky s presnostou na 1 mg
a rovnomerne rozlozte. VysuSacku bez vrchnaka vlozte do vakuovej
susiarne (bod 3.5) predhriatej na teplotu medzi 80 °C a 85 °C. Aby ste
sa vyhli nezelanému poklesu teploty susiarne, nadobu do nej vlozte ¢o
najrychlejsie.

Nastavte tlak na 100 torrov a nechajte pri tomto tlaku suSit’ Styri
hodiny bud’ pod pridom horiuceho suchého vzduchu, alebo pouzite
susiaci prostriedok (priblizne 300 g na 20 vzoriek). V pripade pouzitia
susiacej latky odpojte vakuové cCerpadlo po dosiahnuti predpisaného
tlaku. Cas suSenia poéitajte od momentu, ked sa teplota v susiarni
vrati na hodnotu od 80 °C do 85 °C. Opatrne upravte atmosféricky
tlak v suSiarni na pévodni hodnotu. Potom ju otvorte, ihned’ na vysi-
Sacku opat’ polozte vrchnak, vyberte ju zo suSiarne, nechajte v exsika-
tore (bod 3.6) 30 az 45 minut vychladnut’ a odvazte s presnostou na 1
mg. Suste d’al$ich 30 minut vo vakuovej susiarni pri teplote 80 °C az
85 °C a opiat odvazte. Rozdiel medzi dvomi vazeniami nesmie
presiahnut’ 0,1 % vlhkosti.

Predsusenie (Ciastocné suSenie)

,,Vlhké* krmiva s hmotnostnym zlomkom suSiny menej nez 85 %
(napr. krmoviny, celkové zmieSané kfmne davky, iné ako tekuté
krmivo) sa musia Ciastocne vysu$it pred jemnym mletim na ucely
analyzy ich stalych latok; Ciastocné suSenie nie je mozné v pripade
nestalych latok.

Ciasto&né susenie sa mdze vykonavat bud’ s pouzitim suicky s nitenou
cirkulaciou vzduchu, alebo mikrovilnnej rury, ¢i prostrednictvom lyofi-
lizacie. S vynimkou ciasto¢ného susSenia lyofilizaciou je cielom susit’
krmivo pri teplote vzorky udrziavanej pod 60 °C tak, aby suSenie malo
¢o najmensi vplyv na chemické zlozenie vzorky. Susenie pri teplotach
vyssich nez 60 °C sposobuje chemické zmeny v krmive (napr. degra-
dacia bielkovin). Vysusené krmivo sa odlozi pri laboratornej teplote
priblizne na 15 mintt, aby sa ustalilo, pred meranim ¢iasto¢ne ususenej
suSiny s cielom minimalizovat potencialnu zmenu vlhkosti, ku ktorej
modze dojst’ pocas mletia a skladovania. Pri suseni pri teplotach do 60 °
C sa z krmiva neodstrani vSetka voda; (prvotnym) ¢iastocnym suSenim
sa preto neziska celkovd suSina krmiva. Po vysuSeni sa podvzorka
pomelie a analyzuje sa na stanovenie (kone¢nej) suSiny ciastoéne
suchej vzorky (zvy$né 3 % az 15 % vlhkosti), ked’ sa stanovia d’alSie
chemické zlozky.

Odporuca sa preto dvojstupniovy postup na stanovenie susiny. Najprv
sa stanovi obsah ¢iasto¢nej suSiny (ak vzorka obsahuje menej nez 85 %
susiny), potom sa stanovi obsah zvySnej susiny v zomletej skiSobnej
vzorke a Ciastocna suSina sa vynasobi zvys$nou suSinou s cielom
stanovit’ obsah celkovej suSiny.

Vypocet vysledkov

Obsah vlhkosti (X), ako percento zo vzorky sa vypocéita podla tychto
rovnic:
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5.1 SuSenie bez predsuSenia

X = (m) % 100
m

kde:

m = pociato¢na hmotnost’ skisobnej vzorky v gramoch,

my = hmotnost’ vysusenej skisobnej vzorky v gramoch.
5.2. Susenie s predsusenim (1)

— X 100 X
X, - WMM_W} Xizloox(l_u)
m m mx my

kde:
m = pociatocna hmotnost’ skisobnej vzorky v gramoch,
m; = hmotnost’ skuSobnej vzorky po predsuseni v gramoch,
m, = hmotnost skuSobnej vzorky po rozdrveni alebo pomleti
v gramoch,
my = hmotnost’ vysusenej skiisobnej vzorky v gramoch.
5.3. Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na
tej istej vzorke nesmie presiahnut’ 0,2 % absolttnej hodnoty vlhkosti,
s vynimkou mokrého krmiva pre spolocenské zvierata a zuvadiek pre
psy, v pripade ktorych rozdiel nesmie presiahnut’ 0,5 % absolttnej
hodnoty vlhkosti.

6. Poznamka

Ak vzorku treba upravit’ drvenim a ak sa zdd, Ze sa touto upravou
zmeni obsah vlhkosti produktu, vysledky analyzy zloziek krmiv sa
musia upravit na zaklade obsahu vlhkosti vzorky v jej pdvodnom
stave.

B. STANOVENIE VLHKOSTI V ZIVOCISNYCH A RASTLINNYCH
TUKOCH A OLEJOCH

1. Ukel a oblast’

Tato metdda umoznuje stanovit’ obsah vody a prchavych latok v zivo-
¢iSnych a rastlinnych tukoch a olejoch.

2. Podstata metédy

Vzorka je vysuSena na konstantnii hmotnost’ (Ubytok hmotnosti medzi
dvomi za sebou nasledujicimi vazeniami musi byt najviac 1 mg) pri
teplote 103 °C. Ubytok hmotnosti sa stanovi vazenim.

3. Pristrojové vybavenie

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

3.2. Teplomer so spevnenou gul'd6ckou a s vyrovnavacou rarkou na hornom
konci, s delenou stupnicou od priblizne 80 °C najmenej do 110 °
C a s dlzkou priblizne 10 cm.

3.3. Pieskovy kupel” alebo elektricka vyhrievacia platna.

(") Podrobnejsie informécie o vypocte sa nachadzaju v norme EN ISO 6498 — Krmiva pre

zvierata. Pokyny na pripravu vzorky.
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3.4. Exsikator obsahujuci uéinnu susiacu latku.
3.5. Analytické vahy.

4. Postup

Navazte s presnostou na 1 mg priblizne 20 g homogenizovanej vzorky
do suchej odvazenej misky (bod 3.1), v ktorej sa nachadza teplomer
(bod 3.2). Zohrejte na pieskovom kupeli alebo vyhrievacej platni (bod
3.3), za trvalého mieSania teplomerom tak, aby teplota dosiahla
hodnotu 90 °C za priblizne 7 minut.

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

S cielom zabezpecCit’ uplné odstranenie vlhkosti niekolkokrat znovu
zohrejte na teplotu 103 °C £ 2 °C, pricom medzi jednotlivymi zohria-
tiami ochlad’te na 93 °C. Potom nechajte vychladnut' na laboratérnu
teplotu v exsikatore (bod 3.4) a odvazte. Tuto operaciu opakujte
dovtedy, kym ubytok hmotnosti medzi dvomi za sebou nasledujucimi
vazeniami nebude mensi ako 2 mg.

Poznamka: Narast hmotnosti vzorky po opakovanom zohriati znamena
oxidaciu tuku, v takomto pripade vypocitajte vysledok
z vazenia vykonaného bezprostredne pred tym, ako zacala
hmotnost’ stlpat’.

5. Vypocet vysledkov

Obsah vlhkosti (X), ako percento vzorky, je dany touto rovnicou:

100
X = (m1 —mz) X —
m

kde:

3
I

hmotnost’ skuiSobnej vzorky v gramoch,
m; = hmotnost’ misky s obsahom pred zohrievanim v gramoch,
m, = hmotnost” misky s obsahom po zohriati v gramoch.

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

Opakovatelnost

Rozdiel vo vlhkosti medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni
vykonanych v tej istej vzorke nesmie presiahnut 0,1 % v absolttnej
hodnote.

C. STANOVENIE OBSAHU DUSIKA A VYPOCET OBSAHU
DUSIKATYCH LATOK

1. Ukel a oblast

Tato metdéda umoznuje stanovit obsah dusikatych latok v krmive na
zéklade obsahu dusika stanoveného podla Kjeldahlovej metody ().

(!) Obsah dusika sa moze stanovit’ vo vietkych krmivach, konverzny faktor 6,25 na vypocet
obsahu dusikatych latok sa vSak nemusi uplatiiovat’ na kfmne suroviny zaloZzené na
hmyze (nizsi konverzny faktor) a urcité krmivo pre spolocenské zvierata a bielkoviny
z krvnej plazmy (vyssi konverzny faktor).



02009R0152 — SK — 04.04.2024 — 009.001 — 27

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Podstata metédy

Vzorka sa mineralizuje kyselinou sirovou v pritomnosti katalyzatora.
Kysly roztok sa alkalizuje roztokom hydroxidu sodného. Amoniak sa
oddestiluje a zachyti v odmeranom mnozstve kyseliny sirovej, ktorej
prebytok sa titruje Standardnym roztokom hydroxidu sodného.

Uvolneny amoniak sa eventualne oddestiluje do prebytku roztoku
kyseliny boritej, po ¢om nasleduje titracia roztokom kyseliny chloro-
vodikovej alebo kyseliny sirovej.

Cinidla

Siran draselny.

Katalyzator: oxid med’naty (II), CuO, alebo pentahydrat siranu med’na-
tého (II), CuSO,4.5H,0.

Granulovany zinok.

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

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

Indikator metyl¢erven: rozpustite 300 mg metylcervene v 100 ml
etanolu, ¢ = 95 — 96 % (V/v).

Roztok hydroxidu sodného (moéze sa pouzit technicky Ccisty), f =
40 g/100 ml (m/v: 40 %).

Hydroxid sodny, Standardny roztok, ¢(NaOH) = 0,25 mol/l.
Hydroxid sodny, Standardny roztok, ¢(NaOH) = 0,10 mol/l.
Granulovana pemza premyta kyselinou chlorovodikovou a vyzihana.
Acetanilid (b.t. = 114 °C, obsah N = 10,36 %).

Sacharoza (bez dusika).

Kyselina borita (H;BO3).

Indikatorovy roztok metylCervene: rozpustite 100 mg metylCervene
v 100 ml etanolu alebo metanolu.

Roztok bromkrezolovej zelene: rozpustite 100 mg bromkrezolove;j
zelene v 100 ml etanolu alebo metanolu.

Roztok kyseliny boritej (10 g/l az 40 g/l v zavislosti od pouzitého
pristrojového vybavenia)

Ak sa pouzije kolorimetricka detekcia bodu ekvivalencie, do roztokov
kyseliny boritej sa musia pridat’ indikatory metyl¢erveni a bromkrezol.
Ak sa pripravuje 1 liter kyseliny boritej, pred Gpravou objemu sa prida
7 ml indikatorového roztoku metyl¢ervene (bod 3.16) a 10 ml roztoku
bromkrezolovej zelene (bod 3.17).

V zavislosti od pouzitej vody sa méze pH jednotlivych roztokov kyse-
liny boritej lisit. Rozsah pH roztoku kyseliny boritej musi byt od 4,3
do 4,7. Casto je potrebna uprava pomocou malého objemu zasaditej
latky tak, aby sa ziskalo vhodné pH.
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

Poznamka: Pridanie cca 3 az 4 ml NaOH (bod 3.11) do 1 litra
10 g/l kyseliny boritej je zvycajne dobrou metéodou upravy.
Roztok skladujte pri laboratornej teplote a pocas sklado-
vania ho chrante pred svetlom a zdrojom amoniakovych

vyparov.

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

Poznamka: Mozno pouzit' aj iné koncentracie odmernych roztokov
(body 3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 a 3.19), ak sa to zohl'adni
pri vypoctoch. Koncentracie by sa vzdy mali vyjadrit’
s presnostou na Styri desatinné miesta.

Pristrojové vybavenie

Pristrojové vybavenie je vhodné na vykonanie mineralizacie, destilacie
a titracie podla Kjeldahlovej metody.

Postup
Mineralizacia

Navéazte 1 g vzorky s presnostou na 0,001 g a vzorku preneste do
mineraliza¢nej banky. Pridajte 15 g siranu draselného (bod 3.1),
vhodné mnozstvo katalyzatora (bod 3.2) [0,3 az 0,4 g oxidu med’natého
(II) alebo 0,9 az 1,2 g pentahydratu siranu mednatého (II)], 25 ml
kyseliny sirovej (bod 3.4) a v pripade potreby niekol’ko granual
pemzy (bod 3.12) a premiesajte.

Banku najskor mierne zahrievajte, ak je potrebné, obsah obcas premie-
Sajte, az kym hmota zuhol'natie a kym sa prestane tvorit’ pena; potom
zahrievajte intenzivnejSie, az kym kvapalina nedosiahne trvaly var.
Zahrievanie je primerané vtedy, ked’ vriaca kyselina kondenzuje na
stenach banky. Zabrante prehriatiu stien banky a zachytdvaniu organic-
kych castic na nich.

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

Destilacia

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

Destilacia do kyseliny sirovej

Do zachytavacej banky destilacného pristroja dajte presne odmerané
mnozstvo 25 ml kyseliny sirovej (bod 3.5) alebo (bod 3.7) v zavislosti
od predpokladané¢ho obsahu dusika. Pridajte niekolko kvapiek indika-
tora metylcervene (bod 3.8).

Pripojte mineraliza¢nu banku na chladi¢ destilaéného pristroja a ponorte
koniec chladi¢a do kvapaliny nachadzajucej sa v zachytavacej banke do
hibky najmenej 1 ecm (pozri pozndmku bod 8.3). Pomaly nalejte 100 ml
roztoku hydroxidu sodného (bod 3.9) do mineralizaénej banky bez
straty amoniaku (pozri poznamku v bode 8.1). Banku zahrievajte az
do uplného predestilovania amoniaku.

Destilacia do kyseliny boritej

V pripade manualnej titracie amoniakového obsahu destilatu sa uplat-
fuje postup uvedeny d’alej. V pripade, ze destilacna jednotka je plne
automatizovana a zahffia titrdciu amoniakového obsahu destilatu,
dodrziavajte pokyny vyrobcu pre prevadzku destilacnej jednotky.
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5.3.

5.4.

Umiestnite zachytavaciu banku s obsahom 25 az 30 ml roztoku kyse-
liny boritej (bod 3.18) pod otvor chladica tak, ze vyvod chladica je
ponoreny pod hladinu roztoku kyseliny boritej, ktora je v prebytku.
Prispdsobte destila¢nt jednotku na davkovanie 50 ml roztoku hydro-
xidu sodného (bod 3.9). S destilaénou jednotkou pracujte podla
pokynov vyrobcu a destilujte amoniak uvolneny pridanim roztoku
hydroxidu sodného. Zachytavajte destilat do zachytavacieho roztoku
kyseliny boritej. Mnozstvo destilatu (Cas parnej destilacie) zavisi od
mnozstva dusika vo vzorke. Dodrzujte pokyny vyrobcu.

Pozndmka: V poloautomatickej destiladnej jednotke sa doplnanie zvys-
ného hydroxidu sodného a parna destilacia vykonavaja
automaticky.

Titracia

Postupujte podl'a bodu 5.3.1 alebo 5.3.2.

Kyselina sirova

Titrujte prebyto¢nt kyselinu sirovii v zachytavacej banke s roztokom
hydroxidu sodného (bod 3.10 alebo bod 3.11) v zavislosti od koncen-
tracie pouzitej kyseliny sirovej az do dosiahnutia bodu ekvivalencie.

Kyselina borita

Titrujte obsah zachytavacej banky so Standardnym roztokom kyseliny
chlorovodikovej (bod 3.19) alebo S$tandardnym roztokom kyseliny
sirovej (bod 3.6) pouzitim byrety a preditajte mnozstvo pouzitého
titraéného roztoku.

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

Tento postup mozno vykonat’ automaticky pouzitim parného destilatora
s automatickou titraciou.

Pri  prevadzke Specifického destilatora alebo destilatora/titratora
dodrziavajte pokyny vyrobcu.

Poznamka: Pri pouziti automatického titracného systému sa titracia
zaCina hned’ po zacati destilacie a pouzije sa 1 % roztok
kyseliny boritej (bod 3.18).

Pri pouziti plne automatickej destilacnej jednotky sa automaticka
titracia amoniaku moze vykonat' aj pomocou detekcie bodu ekviva-
lencie pouzitim potenciometrického pH systému.

V tomto pripade sa pouzije automaticky titrator s pH-metrom. Tento
pH-meter ma byt spravne kalibrovany v rozsahu pH od 4 do 7 podla
beznych laboratérnych postupov tykajucich sa kalibracie pH.

Bod ekvivalencie titracie pH sa dosiahne pri hodnote pH 4,6, pricom
ide o bod obratu na titrac¢nej krivke (inflexny bod).

Slepy pokus

Vykonajte slepy pokus, ktorym sa potvrdi, Zze chemikalie neobsahuju
dusik (mineralizaciou, destilaciou a titraciou), s pouzitim 1 g sachardzy
(bod 3.14) namiesto vzorky.
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6.1.

6.2.
6.2.1.

6.2.2.

Vypocet vysledkov
Vypocty sa robia podla bodu 6.1 alebo 6.2.

Vypocet pri titracii podla bodu 5.3.1

Obsah dusikatych latok vyjadreny ako percentualny podiel hmotnosti sa
vypocita podla tohto vzorca:

(Vo= 1) e x 0,014 x 100  6.25
m

kde:

Vo = objem (ml) hydroxidu sodného (bod 3.10 alebo bod 3.11) pouzi-
tého pri slepom pokuse,

V; = objem (ml) hydroxidu sodného (bod 3.10 alebo bod 3.11) pouzi-

tého pri titracii vzorky,

¢ = koncentracia (mol/l) hydroxidu sodného (bod 3.10 alebo bod
3.11),

m = hmotnost’ g) vzorky.

Vypocet pri titrdcii podla bodu 5.3.2

Titrdacia s kyselinou chlorovodikovou

Obsah dusikatych latok vyjadreny ako percentualny podiel hmotnosti sa
vypocita podla tohto vzorca:

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

kde:
m = hmotnost’ g) skiiSobnej davky,

¢ = koncentracia (mol/l) $tandardného roztoku kyseliny chlorovodi-
kovej (bod 3.19),

Vo = objem (ml) kyseliny chlorovodikovej pouzitej pri slepom
pokuse,

V,; = objem (ml) kyseliny chlorovodikovej pouzitej na skuSobnu
davku.

Titracia s kyselinou sirovou

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

(V1= Vo) X cx28%625

m

kde:

m = hmotnost’ g) skiisobnej davky,

¢ = koncentracia (mol/l) standardného roztoku kyseliny sirovej (bod
3.6),

Vo = objem (ml) kyseliny sirovej (bod 3.6) pouzitej pri slepom
pokuse,

V; = objem (ml) kyseliny sirovej (bod 3.6) pouzitej na skuSobnu

davku.
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7.2.

7.3.

8.2.

8.3.

8.4.

Overenie metédy

Opakovatelnost

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

— 0,4 % v absolutnej hodnote pre obsah dusikatych latok mensi ako
20 %,

— 2,0 % z vysSej hodnoty pre obsah dusikatych latok od 20 % do
40 %,

— 0,8 % v absolutnej hodnote pre obsah dusikatych latok vyssi ako
40 %.

Reprodukovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch stanoveni vykonanych v tej istej
vzorke v rdznych laboratoriach nesmie presiahnut’:

— 1,8 % v absolutnej hodnote pre obsah dusikatych latok mensi ako
20 %,

— 9,0 % z vyssej hodnoty pre obsah dusikatych latok od 20 % do
40 %,

— 3,6 % v absolutnej hodnote pre obsah dusikatych latok vyssi ako
40 %.

Presnost’

Vykonajte analyzu (mineralizaciu, destilaciu a titraciu) na primeranom
mnozstve acetanilidu (bod 3.13) (napr. 0,2 az 0,3 g) v pritomnosti 1
g sacharozy (bod 3.14); na 1 g acetanilidu sa spotrebuje 14,80 ml
kyseliny sirovej (bod 3.5). Vytaznost’ musi byt aspoil 99 %.

Poznamky

Pristrojové vybavenie méze byt manualne, poloautomatické alebo auto-
matické. Ak si pristrojové vybavenie vyzaduje prenos medzi krokom
mineralizacie a destilacie, musi sa vykonat bez toho, aby doslo k stra-
tam. Ak zachytavacia banka destilacného pristroja nie je vybavena
prikvapkavacim lievikom, pridajte bezprostredne pred jej pripojenim
na chladi¢ hydroxid sodny pomalym prilievanim kvapaliny po stene
banky.

Ak zmineralizovana latka stuhne, zopakujte stanovenie s pouzitim
vacsieho mnozstva kyseliny sirovej (bod 3.4), ako je mnozstvo uvedené
v bode 5.1.

Pri produktoch s niz§im obsahom dusika mozno v pripade potreby
objem kyseliny sirovej (bod 3.7) pridavanej do zachytavacej banky
znizit’ na 10 alebo 15 ml a doplnit’ vodou na 25 ml.

Pri rutinnej analyze sa na stanovenie dusikatych latok moézu pouzit
alternativne metody, no referencnou metddou je Kjeldahlova metdda
opisana v casti C. Ekvivalencia vysledkov ziskanych alternativnou
metodou (napr. DUMAS) v porovnani s referen¢nou metdédou sa
musi dokazat’ samostatne pri kazdej matrici. Ked’ze vysledky ziskané
alternativnou metdédou sa moézu aj v pripade overenia ekvivalencie
nepatrne odchylovat od vysledkov ziskanych referenénou metodou,
je potrebné v sprave o analyze uviest metodu analyzy pouzitd pri
stanoveni dusikatych latok.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

4.2.

4.3.

5.2

D. STANOVENIE MOCOVINY
Ukel a oblast’

Tato metdoda umoznuje stanovenie obsahu mocoviny pouzivanej ako
doplnkova latka v krmivach pre prezivavce.

Podstata metody

Vzorka sa rozmieSa vo vode s Ciriacim ¢inidlom. Suspenzia sa prefil-
truje. Obsah mocoviny vo filtrte sa stanovuje po pridani 4-dimetyla-
minobenzaldehydu (4-DMAB) zmeranim absorbancie pri vinovej dlzke
420 nm.

Cinidla

Roztok 4-dimetylaminobenzaldehydu: rozpustite 1,6 g 4-DMAB v 100
ml 96 % etanolu a pridajte 10 ml kyseliny chlorovodikovej
(P20 1,19 g/ml). Tuto chemikaliu mozno uchovavat’ maximalne dva
tyzdne.

Carrezovo ¢inidlo I: rozpustite vo vode 21,9 g dihydratu octanu zinoc-
natého Zn(CH;C0O0),.2H,0 a 3 g ladovej kyseliny octovej. Doplite
vodou na objem 100 ml.

Carrezovo cinidlo II: rozpustite vo vode 10,6 g trihydratu ferokyanidu
draselné¢ho, K4Fe(KN)g.3H,0. Dopliite vodou na objem 100 ml.

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

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

Pristrojové vybavenie

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

Skumavky: 160 x 16 mm so zabrusovymi zatkami.

Spektrofotometer.

Postup
Analyza vzorky

Navazte 2 g vzorky s presnostou na 1 mg a vlozte spolu s 1 g aktiv-
neho uhlia (bod 3.4) do 500 ml kalibrovanej odmernej banky. Pridajte
400 ml vody a 5 ml Carrezovho ¢inidla I (bod 3.2), mieSajte priblizne
30 sekind a pridajte 5 ml Carrezovho c¢inidla II (bod 3.3). Miesajte
tridsat’ minut v trepacke. Doplitte objem vodou, potrepte a prefiltrujte.

Odoberte 5 ml z ¢ireho bezfarebného filtratu do skumaviek so zabru-
sovymi zatkami, pridajte 5 ml roztoku 4-DMAB (bod 3.1) a premie-
Sajte. Skiimavky umiestnite do vodného kupel'a s teplotou 20 °C (+/—
4 °C). Po pitnastich minatach zmerajte absorbanciu roztoku vzorky
spektrofotometrom pri 420 nm. Porovnajte s roztokom pri slepom
pokuse z pouzitych chemikalii.

Kalibracna krivka

Odoberte objemy 1, 2, 4, 5 a 10 ml z roztoku mocoviny (bod 3.5),
vlozte kazdy do jednej 100 ml kalibrovanej odmernej banky a doplite
objem vodou. Odoberte z kazdého roztoku 5 ml, pridajte do kazdého 5
ml roztoku 4-DMAB (bod 3.1), homogenizujte a zmerajte absorbanciu
podla uvedeného postupu porovnanim s kontrolnym roztokom obsahu-
jucim 5 ml 4-DMAB a 5 ml vody bez mocoviny. Zakreslite kalibracnt
krivku.
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7.2.

Vypocet vysledkov

Mnozstvo mocoviny vo vzorke sa stanovi pomocou kalibracnej krivky.
Vysledok vyjadrite v mg mocoviny na kg vzorky.

Hodnotenie metody

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch stanoveni vykonanych v tej istej

vzorke v rovnakom laboratoriu a tou istou osobou vykonavajucou
analyzu nesmie presiahnut’

— pri 420 nm:

— 50 % z vys$Sej hodnoty pre obsah mocoviny v rozsahu od 3 000
mg/kg az do menej nez 5 000 mg/kg,

— 25 % z vysSej hodnoty pre obsah mocoviny v rozsahu od 5 000
mg/kg az do menej nez 7 000 mg/kg,

— 20 % z vysSej hodnoty pre obsah mocoviny 7 000 mg/kg a viac,
— pri 435 nm:

— 40 % z vysSej hodnoty pre obsah mocoviny v rozsahu od 3 000
mg/kg az do menej nez 5 000 mg/kg,

— 25 % z vyssej hodnoty pre obsah mocoviny v rozsahu od 5 000
mg/kg az do menej nez 9 000 mg/kg,

— 5 % z vys$Sej hodnoty pre obsah mocoviny 9 000 mg/kg a viac,

Reprodukovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch stanoveni vykonanych v tej istej
vzorke v roznych laboratériach a/alebo réznymi osobami vykonavaju-
cimi analyzu nesmie presiahnut’

— pri 420 nm:

— 3000 mg/kg v absolitnej hodnote pre obsah mocoviny
v rozsahu od 3 000 mg/kg az do menej nez 12 000 mg/kg,

— 4500 mg/kg v absolutnej hodnote pre obsah mocoviny 12 000
mg/kg a viac,

— pri 435 nm:

— 50 % z vysSej hodnoty pre obsah mocoviny v rozsahu od 3 000
mg/kg az do menej nez 8 000 mg/kg,

— 25 % z vysSej hodnoty pre obsah mocoviny 8 000 mg/kg a viac,

Vysledky medzilaboratornej Stiadie

Uskuto¢nilo sa medzilaboratorne porovnanie EU, na ktorom sa zicast-
nilo 18 laboratorii. Analyze bolo podrobenych pat’ pozitivnych vzoriek
kfmnej zmesi pre prezivavce (v tabulkach 1 a 2 uvedenych ako MAT)
v podobe slepych duplikdtov, pricom raz sa uskuto¢nila analyza jednej
slepej vzorky kimnej zmesi pre preziivavcov.

Vypocty tykajice sa limitov opakovatelnosti r) a reprodukovatelnosti
(R), ako st vymedzené v medzinarodnych usmerneniach, sa vykonali
po odstraneni odlahlych hodnét s pouzitim analyzy rozptylu platnych
hodnét.
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Vypocitané hodnoty analytického vykonu metdédy (opakovatelnost,
reprodukovatelnost’) sa uvadzaji v tychto tabulkidch. Vo vSetkych
skusanych vzorkach vratane slepého materialu sa nenasli ziadne falo$ne
pozitivne ani falo$ne negativne vysledky.

Tabulka 1

Charakteristiky analytického vykonu metédy pre mocovinu merani pri A = 420 nm vo vSetkych

materiiloch
MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6
Ovce Dobytok Ovce Ovce Dobytok
Cielovy hmotnostny zlomok (mg kg™) 3000 5000 7001 9036 11 000
Priemerny hmotnostny zlomok (mg kg™) 4241 6993 7 830 9962 12 071
Smerodajna odchylka reprodukovatelnosti 1141 1303 985 994 1711
sr (mg kg™)
Smerodajna odchylka opakovatelnosti 723 601 549 712 737
s; (mg kg™
Relativna smerodajna odchylka reprodukova- 27 19 13 10 14
telnosti RSDy (%)
Relativna smerodajna odchylka opakovatelnosti 17 9 7 7 6
RSD, (%)
Limit reprodukovatel'nosti, R 3195 3 649 2759 2784 4790
[R = 2,8 % sz]
Limit opakovatel'nosti, r 2024 1 684 1536 1994 2 064
[r = 2.8 x 5]
Tabulka 2

Charakteristiky analytického vykonu metédy pre mocovinu merani pri A =
materialoch

435 nm vo vSetkych

MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6
Ovce Dobytok Ovce Ovce Dobytok
Cielovy hmotnostny zlomok (mg kg™) 3000 5000 7001 9036 11 000
Priemerny hmotnostny zlomok (mg kg™) 4101 6 467 7 890 10 062 11 642
Smerodajna odchylka reprodukovatelnosti 706 1194 675 745 1378
sr (mg kg™
Smerodajna odchylka opakovatelnosti 570 628 613 196 167
s (mg kg'')
Relativna smerodajna odchylka reprodukova- 17 18 9 7 12
telnosti RSDx (%)
Relativna smerodajna odchylka opakovatelnosti 14 10 8 2 1
RSD, (%)
Limit reprodukovatel'nosti, R 1977 3344 1 889 2087 3 859
[R = 2,8 x sg]
Limit opakovatel'nosti, » 1596 1759 1715 549 467

[r =28 s,]
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9. Poznamky

9.1. V pripade, ze obsah mocoviny presahuje 3 %, zredukujte vzorku na 1
g alebo rozried’te povodny roztok tak, aby v 500 ml nebolo viac ako 50
mg mocoviny.

9.2. V pripade nizkeho obsahu mocoviny vzorku zvicsujte az dovtedy, kym
filtrat zostane Ciry a bezfarebny.

9.3. Z uvedenych vysledkov medzilaboratornych skusok nevyplyva
vyznamny rozdiel v presnosti medzi mocovinou meranou pri 420 nm
alebo pri 435 nm.

E. STANOVENIE AMINOKYSELIN (OKREM TRYPTOFANU)

Na stanovenie aminokyselin (okrem tryptofanu) sa pouziju tieto analy-
tické metody:

— EN ISO 13903 Krmiva pre zvieratd. Stanovenie obsahu aminoky-
selin,

— EN ISO 17180 Krmiva pre zvierata. Stanovenie lyzinu, metioninu
a treoninu v obchodnych vyrobkoch a premixoch aminokyselin ('),

— analytickd metoda opisana d’alej v bodoch 1 az 10.

1. Ukel a oblast’

Tato metdoda umoziiuje stanovenie volnych (syntetickych a prirodnych)
a celkovych (viazanych peptidickou vdzbou a volnych) aminokyselin
v kfmnych surovinach, kimnych zmesiach a premixoch obsahujtcich
menej nez 10 % (%) z kazdej aminokyseliny s pouzitim analyzatora
aminokyselin. Je pouzitelna pre tieto aminokyseliny: cystein (cystin),
metionin, lyzin, treonin, alanin, arginin, kyselinu asparagovu, kyselinu
glutamov, glycin, histidin, izoleucin, leucin, fenylalanin, prolin, serin,
tyrozin a valin.

Tato metdda nedokaze rozliSit' rozne soli aminokyselin a nedokaze
diferencovat’ medzi D a L formami aminokyselin. Neplati pre stano-
venie tryptofanu alebo hydroxyanalégov aminokyselin.

2. Podstata metody
2.1. Volné aminokyseliny

Volné aminokyseliny sa extrahuju zriedenou kyselinou chlorovodiko-
vou. Spolu extrahované dusikové makromolekuly sa vyzrazaji kyse-
linou sulfosalicylovou a odstrania sa filtraciou. Hodnota pH prefiltro-
van¢ho roztoku sa upravi na 2,20. Aminokyseliny sa oddelia pomocou
ionovo-vymennej chromatografie a stanovia sa reakciou s ninhydrinom
pomocou fotometrickej detekcie pri 570 nm.

2.2. Celkové aminokyseliny

Zvoleny postup zavisi od aminokyselin, ktoré sa maji skumat’. Cystein
(cystin) a metionin sa musia pred hydrolyzou zoxidovat' na kyselinu
cysteova a metionin sulfén. Tyrozin sa musi stanovit v hydrolyzatoch
neoxidovanych vzoriek. Vsetky ostatné aminokyseliny uvedené v bode
1 (Ucel a oblast) sa daju stanovit v oxidovanej alebo neoxidovanej
vzorke.

(") Analytickd metoda stanovena v norme EN 17180 sa oznaCuje ako alternativna metoda,
ktora sa pouziva na Ucely tradnych kontrol na stanovenie aminokyselin v krmivach
obsahujucich viac nez 10 % aminokyselin.

(?) Tato metoda nebola validovana medzilaboratornou skiiskou pre premixy obsahujice viac
ako 10 % kifmnych doplnkovych latok. S vhodnymi miernymi upravami sa viak moze
pouzit' aj na tieto matrice pod podmienkou, Ze sa nasledne vnutrolaboratorne validuje.
Dopliujiice informacie sa nachadzaji 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.

3.17.

Oxidacia sa vykona pri 0 °C zmesou kyseliny permravcej a fenolu.
Prebytoc¢né oxidacné Cinidlo sa rozlozi pomocou disiri¢itanu disodného.
Oxidovana alebo neoxidovana vzorka sa hydrolyzuje 23 hodin kyse-
linou chlorovodikovou (bod 3.20). Hodnota pH hydrolyzatu sa upravi
na 2,20. Aminokyseliny sa oddelia pomocou i6novo-vymennej chroma-
tografie a stanovia sa reakciou s ninhydrinom pomocou fotometrickej
detekcie pri 570 nm (v pripade prolinu pri 440 nm).

Cinidla

Musi sa pouzit’ dvakrat destilovand voda alebo voda rovnakej kvality
(vodivost’ < 10 pS).

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

Kyselina mravcia, w (w/w) = 98 — 100 %.

Fenol.

Disiri¢itan disodny.

Hydroxid sodny.

Dihydrat kyseliny 5-sulfosalicylove;j

Kyselina chlorovodikova, hustota priblizne 1,18 g/ml.
Dihydrat citranu trojsodného.

2,2’-tiodietanol (tiodiglykol).

Chlorid sodny.

Ninhydrin.

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

Norleucin alebo ind zlucenina vhodnad na pouzitie ako vnutorny Stan-
dard.

Plynny dusik (< 10 ppm kyslika).
1-oktanol.
Aminokyseliny.

Standardné latky aminokyselin uvedené v bode 1 (Ugel a oblast). Cisté
zliceniny bez obsahu vody z krystalizacie. Pred pouzitim ich suste vo
vakuu jeden tyzden nad P,Os alebo H,SO,.

Kyselina cysteova.

Metionin sulfon.

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

Rozpustite 300 g NaOH (bod 3.5) vo vode a objem doplite na 1 liter.
Roztok hydroxidu sodného, ¢ = 1 mol/l:

Rozpustite 40 g NaOH (bod 3.5) vo vode a objem dopliite na 1 liter.
Roztok kyseliny mravcej a fenolu:

zmieSajte 889 g kyseliny mravcej (bod 3.2) so 111 g vody a pridajte
4,73 g fenolu (bod 3.3).
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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.

Hydrolyzaéna zmes, ¢ = 6 mol HCI/l s obsahom 1 g fenolu/l:

pridajte 1 g fenolu (bod 3.3) k 492 ml HCI (bod 3.7) a objem doplite
vodou na 1 liter.

Extrakénad zmes, ¢ = 0,1 mol HCI/l s obsahom 2 % tiodiglykolu:
vezmite 8,2 ml HCl (bod 3.7), rozried'te priblizne s 900 ml vody,
pridajte 20 ml tiodiglykolu (bod 3.9) a objem dopliite vodou na 1
liter (body 3.7 a 3.9 nezmieSajte priamo).

Kyselina 5-sulfosalicylova, B = 6 %:

rozpustite 60 g kyseliny 5-sulfosalicylovej (bod 3.6) vo vode a objem
dopliite vodou na 1 liter.

Oxida¢na zmes (kyselina permravcia — fenol):

zmie$ajte 0,5 ml peroxidu vodika (bod 3.1) so 4,5 ml roztoku kyseliny
mravéej s fenolom (bod 3.19) v malej kadic¢ke. Inkubujte jednu hodinu
pri teplote 20 — 30 °C, aby sa vytvorila kyselina permrav¢ia, potom
nechajte vychladnut v ladovom vodnom kuapeli (15 minat) pred
pridanim k vzorke.

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

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

Elu¢né tlmivé roztoky pripravené podl'a podmienok pre pouzity analy-
zator (bod 4.9).

Nihydrinové ¢inidlo pripravené podla podmienok pre pouzity analy-
zator (bod 4.9).

Standardné roztoky aminokyselin. Tieto roztoky treba skladovat pri
teplote pod 5 °C.

Zasobny Standardny roztok aminokyselin (bod 3.16.1),
¢ = 2,5 umol/ml kazda v kyseline chlorovodikove;j.
Mozno ich ziskat’ aj komer¢ne.

Zasobny Standardny roztok kyseliny cysteovej a metionin sulfonu, ¢ =
1,25 pmol/ml.

Rozpustite 0,2115 g kyseliny cysteovej (bod 3.16.2) a 0,2265
g metionin sulféonu (bod 3.16.3) v citranovom tlmivom roztoku (bod
3.24) v 1 | odmernej banke a doplite po znacku citranovym tlmivym
roztokom. Skladujte pri teplote pod 5 °C najviac 12 mesiacov. Tento
roztok sa nepouziva, ak zasobny Standardny roztok (bod 3.27.1) obsa-
huje kyselinu cysteovli a metionin sulfon.

Zasobny Standardny roztok vnutorného Standardu, napr. norleucin, ¢ =
20 pmol/ml.

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

Kalibracény roztok Standardnych aminokyselin na pouzitie s hydroly-
zatmi, ¢ = 5 nmol/50 pl kyseliny cysteovej a metionin sulfonu a ¢ =
10 nmol/50 pl ostatnych aminokyselin. Rozpustite 2,2 g chloridu
sodného (bod 3.10) v 100 ml kadicke s 30 ml citranového tlmivého
roztoku (bod 3.24). Pridajte 4,00 ml zasobného Standardného roztoku
aminokyselin (bod 3.27.1), 4,00 ml zasobného S$tandardného roztoku
kyseliny cysteovej a metionin sulfénu (bod 3.27.2) a 0,50 ml zéasob-
ného $tandardného roztoku vnutorného Standardu (bod 3.27.3), ak sa
pouziva. Hydroxidom sodnym (bod 3.18) upravte pH na 2.,20.

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

Skladujte pri teplote pod 5 °C najviac 3 mesiace.

Pozri aj poznamky bod 9.1.

Kalibracny roztok Standardnych aminokyselin na pouzitie s hydroly-
zatmi pripravenymi podla bodu 5.3.3.1 a na pouzitie s extraktmi
(bod 5.2). Kalibra¢ny roztok sa pripravuje podla bodu 3.27.4, no bez
pouzitia chloridu sodného.

Skladujte pri teplote pod 5 °C najviac 3 mesiace.

Pristrojové vybavenie

Banka s gulatym dnom s objemom 100 alebo 250 ml vybavena
spatnym chladicom.

Frasa z borokremicitého skla s objemom 100 ml so skrutkovym
uzaverom s gumovou/teflonovou podlozkou (napr. Duran, Schott) na
pouzitie v suSiarni.

Su$iaren s natenou ventilaciou a regulatorom teploty s presnostou
vyssou ako + 2 °C.

pH meter (s presnostou na tri desatinné miesta).

Membranovy filter (0,22 pum).

Odstredivka.

Rota¢na vakuova odparka.

Mechanicka trepacka alebo magnetické miesadlo.

Analyzator aminokyselin alebo zariadenie HPLC s i6novo-vymennou
koloénou, zariadenie pre ninhydrin, postkolonova derivatizacna jednotka
a fotometricky detektor.

Kolona je naplnena sulfonovanymi polystyrénovymi zivicami, ktoré st
schopné oddelit’ aminokyseliny navzajom, ako aj od inych ninhydrin-
pozitivnych materidlov. Prietok pre tlmivy roztok a ninhydrin zabezpe-
¢uji pumpy, ktoré maju stabilitu prietoku + 0,5 % v obdobi, pocas
ktorého sa vykona aj kalibracia pomocou Standardu aj analyzovanie
vzorky.

Pri niektorych analyzatoroch aminokyselin sa moézu pouzit' také
postupy hydrolyzy, v ktorych hydrolyzat ma koncentraciu sodika ¢ =
0,8 mol/l a obsahuje vsetku zvyskovu kyselinu mrav¢iu z oxidacie. Iné
analyzatory nedokazu uspokojivo oddelit’ ur¢ité aminokyseliny, ak
hydrolyzat obsahuje prebytok kyseliny mravcej a/alebo vysoké koncen-
tracie sodikového i6nu. V tomto pripade sa objem kyseliny zredukuje
odparenim priblizne na 5 ml po hydrolyze a pred upravou pH. Odpa-
renie musi prebehnat’ vo vakuu pri teplote najviac 40 °C.
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5.2

5.3.
53.1.

Postup
Priprava vzorky

Vzorka sa pomelie tak, aby prepadla sitom s velkostou ok 0,5 mm.
Vzorky s vysokym obsahom vlhkosti sa pred mletim musia vysusit’
bud’ vzduchom pri teplote do 50 °C, alebo lyofilizaciou. Vzorky
s vysokym obsahom tuku treba pred mletim extrahovat’ s petroléterom
(bod 3.12).

Stanovenie volnych aminokyselin

Navazte s presnostou na 0,2 mg primerané mnozstvo (1 — 5 g) pripra-
venej vzorky (bod 5.1) do Erlenmeyerovej banky a pridajte 100,0 ml
extrakénej zmesi (bod 3.21). Zmes trepte 60 min. pouzitim mecha-
nickej trepacky alebo magnetického miesadla (bod 4.8). Nechajte sedi-
ment usadit’ a pipetou preneste 10,0 ml zo supernatantu do kadicky
s objemom 100 ml.

Primiesajte 5,0 ml roztoku kyseliny S-sulfosalicylovej (bod 3.22)
a pokracujte v miesani pomocou magnetického miesadla pocas 5 mintt.
Supernatant odstred’te alebo prefiltrujte, aby sa odstranili vSetky zraze-
niny. Preneste 10,0 ml vysledného roztoku do 100 ml kadicky a upravte
pH na 2,20 pouzitim roztoku hydroxidu sodného (bod 3.18), preneste
do kalibrovanej odmernej banky primeraného objemu s pouzitim citra-
nového tlmivého roztoku (bod 3.24) a doplite tymto roztokom (bod
3.24) po znacku.

Ak sa pouziva vnutorny Standard, pridajte 1,00 ml vnitorného Stan-
dardu (bod 3.27.3) na kazdych 100 ml kone¢ného roztoku a doplite
citranovym tlmivym roztokom (bod 3.24) po znacku.

Dalgim krokom je chromatografia podl'a bodu 5.4.

Ak sa extrakty neanalyzuju v ten isty def, musia sa uskladnit’ pri
teplote pod 5 °C.

Stanovenie celkovych aminokyselin
Oxidacia

S presnostou na 0,2 mg navazte 0,1 — 1 g pripravenej vzorky (bod 5.1)
do:

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

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

— 100 ml frase so skrutkovym uzaverom (bod 4.2) (na uzavrett
hydrolyzu bod 5.3.2.4).

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

Vlozte banku/flasu do adového vodného kupela a ochlad’te na 0 °C,
pridajte 5 ml oxidacnej zmesi (bod 3.23) a premieSajte sklenenou
$pachtlou s ohnutym hrotom. Utesnite banku/flasu, v ktorej je
$pachtla, vzduchotesnou foliou, vlozte 'adovy vodny kuapel’ s utesnenou
nadobou do chladnicky pri teplote 0 °C a nechajte posobit’ 16 hodin.
Po 16 hodinach vyberte z chladnicky a rozlozte prebytok oxidacného
¢inidla pridanim 0,84 g disiri¢itanu disodného (bod 3.4).

Postupujte podl'a 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 vzoriek

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

V zavislosti od pouzitého postupu hydrolyzy postupujte podl'a bodov
5.3.2.3 alebo 5.3.2.4.

Hydrolyza neoxidovanych vzoriek

Do 100 ml alebo 250 ml banky s gulatym dnom (bod 4.1) alebo do
100 ml flase so skrutkovym uzdverom (bod 4.2) navazte 0,1 az 1
g pripravenej vzorky (bod 5.1) s presnostou na 0,2 mg. Navazené
mnozstvo vzorky musi obsahovat’ priblizne 10 mg dusika. Opatrne
pridajte 25 ml hydrolyzacnej zmesi (bod 3.20) a zmieSajte so vzorkou.
Postupujte podl'a bodov 5.3.2.3 alebo 5.3.2.4.

Otvorena hydrolyza

Pridajte 3 sklenené gul'dcky k zmesi v banke (pripravenej v stlade
s bodmi 5.3.2.1 alebo 5.3.2.2) a varte pri stilom prebublavani
s refluxom 23 hodin. Po dokonceni hydrolyzy chladi¢ umyte 5 ml
citranového tlmivého roztoku (bod 3.24). Odpojte banku a ochlad'te
v Padovom kupeli.

Postupujte podla bodu 5.3.3.
Uzavreta hydrolyza

Vlozte fl'asu s obsahom zmesi pripravenej v stlade s bodmi 5.3.2.1
alebo 5.3.2.2 do suSiarne (bod 4.3) pri teplote 110 °C. Pocas prvej
hodiny len polozte na vrch nadoby skrutkovy uzaver, aby ste predisli
vytvoreniu tlaku (v dosledku vytvarania plynnych latok) a zabranili
vybuchu. Nezatvarajte nadobu uzaverom. Po hodine uzatvorte nadobu
uzaverom a nechajte na 23 hodin v suSiarni (bod 4.3). Po ukonéeni
hydrolyzy vyberte flasu zo suSiarne, opatrne otvorte uzaver flase
a vlozte ju do l'adového vodného kupela. Nechajte vychladnut.

V zavislosti od postupu na upravu pH (bod 5.3.3) preneste kvantita-
tivne obsah fl'ase do 250 ml kadicky alebo 250 ml banky s gulatym
dnom s pouzitim citranového tlmivého roztoku (bod 3.24).

Postupujte podla bodu 5.3.3.

Uprava pH

V zavislosti od tolerancie analyzatora aminokyselin (bod 4.9) voci
sodiku postupujte pri Gprave pH podla bodov 5.3.3.1 alebo 5.3.3.2.

Chromatografické systémy (bod 4.9) vyzadujuce nizku koncentraciu
sodika.

Pri pouziti analyzitora aminokyselin, ktory vyzaduje nizku koncen-
traciu sodika (ked’ sa musi znizit' objem kyseliny), sa odporuca pouzit’
zasobny roztok vnutorného Standardu (bod 3.27.3).

V takomto pripade pridajte k hydrolyzatu pred odparovanim 2,00 ml
zasobného roztoku vnatorného Standardu (bod 3.27.3).

Pridajte 2 kvapky 1-oktanolu (bod 3.15) k hydrolyzatu ziskanému
podla bodov 5.3.2.3 alebo 5.3.2.4.
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5.33.2.

5.4.

Pouzitim rota¢nej odparky (bod 4.7) znizte objem na 5 — 10 ml vo
véakuu pri teplote 40 °C. Ak sa objem ndhodou zniZi na menej ako 5
ml, hydrolyzat sa musi znehodnotit’ a analyza opakovat'.

Upravte pH na 2,20 s roztokom hydroxidu sodného (bod 3.18) a postu-
pujte d’alej podla bodu 5.3.4.

Pre vSetky ostatné analyzatory aminokyselin (bod 4.9)

Vezmite hydrolyzaty ziskané podla bodov 5.3.2.3 alebo 5.3.2.4 a ¢ias-
tocne ich neutralizujte opatrnym pridavanim za mieSania 17 ml roztoku
hydroxidu sodného (bod 3.17), priCom je potrebné zabezpecCit, aby sa
teplota udrzala pod 40 °C.

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

Roztok vzorky na chromatografiu

Kvantitativne preneste hydrolyzat s upravenym pH (body 5.3.3.1 alebo
5.3.3.2) s citranovym tlmivym roztokom (bod 3.24) do 200 ml kali-
brovanej odmernej banky a doplitte po znacku tlmivym roztokom (bod
3.24).

Ak este nebol pouzity vnutorny $tandard, pridajte 2,00 ml vnitorného
Standardu (bod 3.27.3) a doplite po znacku citranovym tlmivym
roztokom (bod 3.24). Dokladne premiesajte.

Pristipte d’alej ku chromatografii (bod 5.4).

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

Chromatografia

Pred chromatografiou upravte teplotu extraktu (bod 5.2) alebo hydro-
lyzatu (bod 5.3.4) na laboratornu teplotu. Zmes potrepte a prefiltrujte
vhodné mnozstvo cez 0,22 um membranovy filter (bod 4.5). Vysledny
Ciry roztok sa podrobi iénovo-vymennej chromatografii s pouzitim
analyzatora aminokyselin (bod 4.9).

Nastreknutie sa méze vykonat' manualne alebo automaticky. Dolezité
je, aby sa na kolonu nadavkovalo rovnaké analyzované mnozstvo
roztoku S$tandardov a vzoriek s odchylkou + 0,5 % s vynimkou
pripadov pouzivania vnitorného Standardu a aby boli pomery sodika
a aminokyselin v roztokoch Standardu a vzorky v najvysSej moznej
miere podobné.

Vo vseobecnosti zavisi frekvencia kalibracii od stability ninhydrino-
vého ¢inidla a analytického systému. Standard alebo vzorka sa rozriedi
s citranovym tlmivym roztokom (bod 3.24) tak, aby plocha piku Stan-
dardu predstavovala 30 — 200 % plochy piku aminokyseliny vzorky.

Chromatografia aminokyselin sa mierne odliSuje podla typu pouzitého
analyzatora a pouzitej zivice. Zvoleny systém musi byt schopny
oddelit’ aminokyseliny navzajom, ako aj od inych ninhydrin-pozitiv-
nych materialov. V pracovnom rozsahu musi chromatograficky systém
poskytnit’ linearnu odozvu na zmeny v mnozstvach aminokyselin
pridanych do kolony.

Pocas chromatografie, ked’ sa analyzuje ekvimolarny roztok (aminokyse-
lin, ktoré sa stanovujt), sa uplatiiuji pomery vysky udolia k vyske piku,
ako sa uvadza d’alej. Tento ekvimolarny roztok musi obsahovat’ najmene;j
30 % maximalneho mnozstva kazdej aminokyseliny, ktora sa da presne
odmerat’ pomocou systému analyzatora aminokyselin (bod 4.9).
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6.1.

Pri oddelovani treoninu od serinu nesmie pomer vysky udolia k vyske
piku nizSej z dvoch prekryvajucich sa aminokyselin na chromatograme
prekrocit’ pomer 2:10 (ak sa stanovuje len cystin (cystein), metionin,
treonin a lyzin, nedostato¢né oddelenie od susediacich pikov nepriaz-
nivo ovplyvni proces stanovenia). Pri vSetkych ostatnych aminokyseli-
nach musi byt oddelenie v pomere lepSom ako 1:10.

Systém musi zabezpecit, aby sa lyzin oddelil od ,lyzinovych artefak-
tov* a od ornitinu.

Vypocet vysledkov
Plochy pikov vzorky a Standardu sa meraji pre kazda jednotlivi

aminokyselinu a vypocita sa mnozstvo (X) v g aminokyselin na kg
vzorky.

_AxcxMxV
" B xm x 1000

Ak sa pouzije vnitorny Standard, vynasobte: g

A = plocha piku, hydrolyzatu alebo extraktu,

B = plocha piku, kalibracny Standardny roztok,

(@]
Il

plocha piku, vnatorny Standard v hydrolyzate alebo extrakte,
D = plocha piku, vnatorny Standard, kalibra¢ny Standardny roztok,
M = molekulova hmotnost’ aminokyseliny, ktora sa stanovuje,

¢ = koncentracia Standardu v pmol/ml,

m = hmotnost’ vzorky g) (upravend na pdvodnii hmotnost, ak je
susend alebo odtuc¢nena),

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

Cystin a cystein sa obidva stanovuju ako kyselina cysteova v hydroly-
zatoch oxidovanej vzorky, no vypocitaju sa ako cystin (CsH[2N,04S,,
M 240,30 g/mol) pomocou M 120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30 g/mol).

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

Pridany volny metionin sa stanovuje po extrakcii ako metionin
a vypocet sa vykona pomocou tej istej molekulovej hmotnosti M.

Objem celkového zriedenia extraktov (F) na stanovenie volnych
aminokyselin (bod 5.2) sa vypocita takto:

p_100mix (10ml+5ml) Vv

10 ml 10

V = objem kone¢ného extraktu

Hodnotenie metody

Metoda bola testovana v ramci vzajomného porovnavania na medzina-
rodnej trovni v roku 1990 pomocou Styroch réznych krmiv (kfmna
zmes pre oSipané, kimna zmes pre brojlery, bielkovinovy koncentrat,
premix).
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7.1.

7.2.

Pozndamka: Metoda bola testovana v ramci druhej medzinarodnej
Stadie vzdjomného porovndvania v roku 2003 pomocou
slepého duplikatu parov vzoriek krmiva na zavereény
vykrm brojlerov, krmiva na zaciatok vykrmu brojlerov,
kukurice, rybej mucky a hydinovej mucky. Podrobné infor-
macie sa nachadzaju v norme EN ISO 13903.

Vysledky vzajomného porovnavania priemeru a smerodajnej odchylky
z roku 1990 po eliminécii odlahlych hodnét st uvedené v tabulkach

v tomto bode:

Priemery v g/kg

Aminokyselina
Referen¢ny material
Treonin Cyste)in Metionin Lyzin
Kfmna zmes pre osSipané 6,94 3,01 3,27 9,55
n =15 n =17 n=17 n=13
Kfmna zmes pre brojlery 9,31 3,92 5,08 13,93
n =16 n=18 n =18 n =16
Bielkovinovy 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 zulastnenych laboratorii.
Opakovatelnost
Opakovatelnost  vyjadrena ako , vnutrolaboratorna  smerodajna
odchylka® vzajomného porovnavania z predchadzajicej tabulky je
uvedena v nasledujucich tabulke:
Variacny koeficient (v %) opakovatel’nosti (CV,)
Aminokyselina
Referencny material
Treonin Cyste)in Metionin Lyzin
Kfmna zmes pre osipané 1,9 3,3 34 2,8
n=15 n =17 n =17 n=13
Kfmna zmes pre brojlery 2,1 2,8 3,1 2,1
n =16 n = 18 n =18 n =16
Bielkovinovy koncentrat 2,7 2,6 22 2,4
n =16 n =17 n =17 n =15
Premix 22 - 2.4 2,1
n =16 n =16 n =16

n = pocet zucastnenych laboratorii.

Reprodukovatelnost

Vysledky smerodajnej odchylky medzi laboratériami na zaklade uvede-
ného vzajomného porovnania su uvedené v tabulkach dalej:
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9.2.

9.3.

10.

10.1.

Variacny koeficient (v %) reprodukovatelnosti (CVg)

Aminokyselina
Referenény material
Treonin Cyste)in Metionin Lyzin
Kfmna zmes pre osSipané 4,1 9,9 7,0 3,2
n =15 n =17 n=17 n=13
Kfmna zmes pre brojlery 5,2 8,8 10,9 5,4
n =16 n =18 n =18 n =16
Bielkovinovy koncentrat 3,8 12,3 13,0 3,0
n =16 n =17 n =17 n =15
Premix 43 - 6,9 6,7
n =16 n =16 n =16

n = pocet zucastnenych laboratorii.

VyuZitie referencnych materiilov

Spravne uplatiovanie tejto metédy sa overi vykonanim opakovanych
merani certifikovanych referenénych materialov, ak su takéto materialy
k dispozicii. Odportica sa kalibracia certifikovanym kalibraénym
roztokom aminokyselin.

Poznamky

V doésledku rozdielov medzi analyzatormi aminokyselin sa bertl za
zaklad konecné koncentracie kalibraénych roztokov $tandardnych
aminokyselin (pozri body 3.27.4 a 3.27.5) a hydrolyzatu (pozri bod
5.3.4).

Rozsah linearnej odozvy pristrojového vybavenia sa musi preverit pri
vsetkych aminokyselinach.

Standardny roztok sa zriedi s citranovym tlmivym roztokom tak, aby
plochy pikov boli v strede rozsahu.

V pripade pouzitia zariadenia na vysokoucinnu kvapalinova chromato-
grafiu na analyzu hydrolyzatov sa musia optimalizovat’ experimentalne
podmienky v sulade s odporti¢aniami vyrobcu.

Uplatiiovanim tejto metddy na kimne zmesi alebo premixy s obsahom
viac ako 1 % chloridu (koncentrat, mineralne krmiva, doplnkové
krmivd) moéze dojst k podhodnoteniu metioninu a musi sa vykonat’
osobitnd uprava.

Kritéria ucinnosti

Zhrnutie vysledkov (okrem vysledkov tykajicich sa tyrozinu) pocha-
dzajtcich z dvoch medzilaboratornych $tadii (zo s$tadie z roku 1990
uvedenej v bode 7 a zo $tudie z roku 2005 uvedenej v norme EN/ISO
13903) poskytuje nasledujuce kritéria opakovatelnosti a reprodukova-
telnosti. Hodnoty odvodené z tychto dvoch medzilaboratérnych sktsok
sa nesmu vztahovat na iné rozsahy a matrice koncentracie nez tie,
ktoré st dané.

Opakovatelnost’

Rozdiel medzi vysledkami dvoch stanoveni vykonanych v tej istej
vzorke v rovnakom laboratériu a tou istou osobou vykonavajucou
analyzu nesmie presiahnut’:

— 6 % z vysSej hodnoty pre celkovy obsah aminokyselin v pripade
glycinu, alaninu, lyzinu, prolinu, kyseliny glutamovej, izoleucinu
a histidinu,

— 8 % z vysSej hodnoty pre celkovy obsah aminokyselin v pripade
treoninu, fenylalaninu, metioninu, kyseliny asparagovej a leucinu,
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— 10 % z vysSej hodnoty pre celkovy obsah aminokyselin v pripade
argininu a valinu,

— 12 % z vy$8ej hodnoty pre celkovy obsah aminokyseliny serin,

— 15 % z vysSej hodnoty pre celkovy obsah aminokyseliny cystein
(cystin).

Reprodukovatelnost
Rozdiel medzi vysledkami dvoch stanoveni vykonanych v tej istej

vzorke v réznych laboratériach a/alebo réznymi osobami vykonavaju-
cimi analyzu nesmie presiahnut’:

— 15 % z vys$8ej hodnoty pre celkovy obsah aminokyselin v pripade
glycinu, alaninu a treoninu,

— 20 % z vy$8ej hodnoty pre celkovy obsah aminokyselin v pripade
lyzinu, prolinu, fenylalaninu, metioninu a kyseliny asparagovej,

— 22 % z vys$8ej hodnoty pre celkovy obsah aminokyselin v pripade
kyseliny glutimovej a leucinu.

— 27 % z vysSej hodnoty pre celkovy obsah aminokyseliny arginin,

— 32 % z vysSej hodnoty pre celkovy obsah aminokyseliny izoleucin,

— 35 % z vysSej hodnoty pre celkovy obsah aminokyselin v pripade
valinu a serinu,

— 40 % z vysSej hodnoty pre celkovy obsah aminokyseliny histidin,

— 50 % z vy$Sej hodnoty pre celkovy obsah aminokyseliny cystein
(cystin).

F. STANOVENIE TRYPTOFANU

Na stanovenie tryptofanu sa pouziju tieto analytické metody:

— EN ISO 13904 Krmiva pre zvierata. Stanovenie obsahu tryptofanu,

— analytickd metoda opisana d’alej v bodoch 1 az 9.

Ukel a oblast’

Metoda umoziuje stanovenie celkového a volného tryptofanu v krmi-
vach. NerozliSuje medzi D a L formami.

Podstata metody

Na stanovenie celkového tryptofanu sa vzorka hydrolyzuje v alkalickom
prostredi s nasytenym roztokom hydroxidu barnatého a zahreje sa na
110 °C na 20 hodin. Po hydrolyze sa prida vnutorny Standard.

Na stanovenie vol'ného tryptofanu sa vzorka extrahuje v mierne kyslom
prostredi v pritomnosti vnutorného Standardu.

Tryptofan a vnitorny Standard v hydrolyzate alebo v extrakte sa stano-
vujii pomocou HPLC s fluorescencnou detekciou.
Cinidl4

Musi sa pouzit’ dvakrat destilovana voda alebo voda rovnakej kvality
(vodivost’ < 10 uS/cm).
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.

Standardna latka: tryptofin (Zistota/obsah > 99 %) vysuSeny vo vakuu
nad oxidom fosfore¢nym.

Vnutorny $tandard: a-metyl-tryptofan (Cistota/obsah > 99 %) vysusSeny
vo vakuu nad oxidom fosfore¢nym.

Oktahydrat hydroxidu barnatého [Ba(OH),.8H,O sa nesmie nechat
dlho na vzduchu, aby sa nevytvaral BaCOs3, ktory moze narusit’ proces
stanovenia] (pozri poznamku bod 9.3).

Hydroxid sodny.

Kyselina orto-fosfore¢na, w (w/w) = 85 %.
Kyselina chlorovodikova, pyo 1,19 g/ml.
Metanol, cistoty HPLC.

Petroléter, rozpitie bodu varu 40 °C — 60 °C.
Roztok hydroxidu sodného, ¢ = 1 mol/l.

Rozpustite 40,0 g NaOH (bod 3.5) vo vode a objem dopliite vodou na
1 liter (bod 3.1).

Kyselina chlorovodikova, ¢ = 6 mol/l:

vezmite 492 ml HCI (bod 3.7) a objem dopliite vodou na 1 liter.
Kyselina chlorovodikova, ¢ = 1 mol/l:

vezmite 82 ml HCI (bod 3.7) a objem dopliite vodou na 1 liter.
Kyselina chlorovodikova, ¢ = 0,1 mol/l:

vezmite 8,2 ml HCI (bod 3.7) a objem doplite vodou na 1 liter.
Kyselina orto-fosfore¢na, ¢ = 0,5 mol/l:

vezmite 34 ml kyseliny orto-fosfore¢nej (bod 3.6) a objem doplite
vodou na 1 liter (bod 3.1).

Koncentrovany roztok tryptofanu (bod 3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

v 500 ml kalibrovanej odmernej banke rozpustite 0,2553 g tryptofanu
(bod 3.2) v kyseline chlorovodikovej (bod 3.13) a doplite kyselinou
chlorovodikovou (bod 3.13) po znacku. Skladujte pri teplote —18 °
C maximalne $tyri tyzdne.

Koncentrovany roztok vnutorného Standardu, ¢ = 2,50 pmol/ml:

v 500 ml kalibrovanej odmernej banke rozpustite 0,2728 g a-metyl-
tryptofanu (bod 3.3) v kyseline chlorovodikovej (bod 3.13) a doplite
kyselinou chlorovodikovou (bod 3.13) po znacku. Skladujte pri teplote
—18 °C maximélne Styri tyzdne.

Kalibracny Standardny roztok tryptofanu a vnitorného $tandardu:

vezmite 2,00 ml koncentrovaného roztoku tryptofanu (bod 3.15) a 2,00
ml koncentrovaného roztoku vnatorného Standardu (a-metyl-tryptofan)
(bod 3.16). Zriedte vodou (bod 3.1.) a metanolom (bod 3.8.) na
priblizne rovnaky objem a rovnaka koncentraciu metanolu (10 — 30 %),
ako ma kone¢ny hydrolyzat.

Tento roztok sa musi pripravovat’ Cerstvo pred pouzitim.

Pocas pripravy ho chrainte pred priamym slneénym svetlom.
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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-trichloro-2-metyl-2-propanol.
Etanolamin, w (w/w) > 98 %.

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

Mobilna faza pre HPLC: 3,00 g kyseliny octovej (bod 3.18) + 900 ml
vody (bod 3.1) + 50,0 ml roztoku (bod 3.21) 1,1,1-trichloro-2-metyl-2-
propanolu (bod 3.19) v metanole (bod 3.8) (1 g/100 ml). Upravte pH
na 5,00 pomocou etanolaminu (bod 3.20). Objem doplite vodou (bod
3.1) na 1000 ml

Pristrojové vybavenie

Zariadenie HPLC s fluorescencnym detektorom.

Koléna na kvapalinovi chromatografiu, 125 mm x 4 mm, s napliou
Cig, 3 um alebo ekvivalentna.

pH meter.

Polypropylénova banka, objem 125 ml so Sirokym hrdlom a zavitovym
uzaverom.

Membranovy filter, 0,45 um.

Autoklav, 110 (= 2) °C, 1,4 (= 0,1) baru.
Mechanicka trepacka alebo magnetické miesadlo.
Virivy mixér.

Postup
Priprava vzoriek

Vzorka sa pomelie tak, aby prepadla sitom s velkostou 6k 0,5 mm.
Vzorky s vysokym obsahom vlhkosti sa pred mletim musia vysusit
bud® vzduchom pri teplote do 50 °C, alebo lyofilizaciou. Vzorky
s vysokym obsahom tuku sa pred mletim extrahuji petroléterom (bod
3.9).

Stanovenie volného tryptofanu (extrakt)

Navazte s presnostou na 1 mg primerané mnozstvo (1 — 5 g) pripra-
venej vzorky (bod 5.1) do Erlenmeyerovej banky. Pridajte 100,0 ml
kyseliny chlorovodikovej (bod 3.13) a 5,00 ml koncentrovaného
roztoku vnutorného Standardu (bod 3.16). Zmes trepte alebo miesajte
60 min. na mechanickej trepacke alebo na magnetickej mieSacke (bod
4.7). Nechajte sediment usadit’ a pipetou preneste 10,0 ml zo superna-
tantu do kadicky. Pridajte 5 ml kyseliny orto-fosfore¢nej (bod 3.14).
Upravte pH na 3 pomocou hydroxidu sodného (bod 3.10). Pridajte
dostatocné mnozstvo metanolu (bod 3.8.) na dosiahnutie koncentracie
v rozmedzi 10 az 30 % metanolu v kone¢nom objeme. Preneste do
kalibrovanej odmernej banky primeraného objemu a rozried’te s vodou
na objem potrebny na chromatografiu [priblizne rovnaky objem, ako je
objem kalibra¢ného $tandardného roztoku (bod 3.17)].

Prefiltrujte niekolko ml roztoku cez 0,45 pm membranovy filter (bod
4.5) pred nastrekom na HPLC kolonu. Dal$im krokom je chromato-
grafia podla bodu 5.4.

Standardny roztok a extrakty chraiite pred priamym slneénym svetlom.
Ak nie je mozné analyzovat extrakty v ten isty den, mozu sa skladovat’
pri teplote 5 °C maximalne tri dni.
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5.3.

5.4.

Stanovenie celkového tryptofanu (hydrolyzat)

Navazte s presnostou na 0,2 mg od 0,1 do 1 g pripravenej vzorky (bod
5.1) do polypropylénovej banky (bod 4.4). Navazené mnozstvo vzorky
ma obsahovat priblizne 10 mg dusika. Pridajte 8,4 g oktahydratu
hydroxidu barnatého (bod 3.4) a 10 ml vody. Zamiesajte na virivom
mixéri (bod 4.8.) alebo magnetickom mieSadle (bod 4.7.). Ponechajte
teflonovy magnet v zmesi. Steny nadoby oplachnite 4 ml vody. Polozte
na fiu skrutkovy uzaver a volne banku uzatvorte. Preneste do autoklavu
(bod 4.6) s vriacou vodou a nechajte v pare 30 — 60 mintt. Uzatvorte
autoklav a autoklavujte 20 hodin pri 110 (= 2) °C.

Pred otvorenim autoklavu znizte teplotu na hodnotu tesne pod 100 °C.
K teplej zmesi pridajte 30 ml vody laboratornej teploty, aby ste sa
vyhli krystalizacii Ba(OH),.8H,O. Jemne potrepte alebo premiesajte.
Pridajte 2,00 ml koncentrovaného roztoku vnutorné¢ho Standardu (a-
metyl-tryptofan) (bod 3.16). Nechajte nadobu 15 minut ochladzovat’
vo vodnom/I'adovom kupeli.

Potom pridajte 5 ml kyseliny orto-fosfore¢nej (bod 3.14). Nadobu
nechajte v chladiacom kupeli a neutralizujte pomocou HCI (bod
3.11) za staleho mieSania a upravte pH na 3,0 pomocou HCI (bod
3.12). Pridajte dostatoéné mnozstvo metanolu na dosiahnutie koncen-
tracie v rozmedzi 10 az 30 % metanolu v kone¢nom objeme. Preneste
do kalibrovanej odmernej banky primeraného objemu a zried'te s vodou,
aby sa dosiahol stanoveny objem potrebny na chromatografiu
(napriklad 100 ml). Pridanie metanolu nesmie spdsobit’ vyzrazanie.

Prefiltrujte niekol'’ko ml roztoku cez 0,45 um membranovy filter (bod
4.5) pred nastrekom na HPLC kolonu. Dalsim krokom je chromato-
grafia podla bodu 5.4.

Standardny roztok a hydrolyzaty chrafite pred priamym slne¢nym
svetlom. Ak nie je mozné analyzovat hydrolyzity v ten isty den,
moézu sa skladovat’ pri teplote 5 °C maximalne tri dni.

Stanovenie pomocou HPLC

Na usmernenie su k dispozicii tieto podmienky pre izokraticku eltciu;
mozu sa uplatnit’ iné podmienky, ak poskytuju rovnaké vysledky (pozri
aj poznamky k bodom 9.1 a 9.2):

Koloéna na kvapalinova 125 mm x 4 mm, s napliou Cg, 3 um
alebo chromatografiu (bod 4.2): ekviva-
lentna

Teplota kolony: Izbova teplota

Mobilna faza (bod 3.22): 3,00 g kyseliny octovej (bod 3.18) + 900

ml vody (bod 3.1) + 50,0 ml roztoku
(bod 3.21) 1,1,1-trichloro-2- metyl-2-
propanolu (bod 3.19) v metanole (bod
3.8) (1 g/100 ml). Upravte pH na 5,00
pomocou etanolaminu  (bod  3.20).
Dopliite vodou (bod 3.1) na objem

1 000 ml.
Prietokova rychlost’ 1 ml/min.
Celkovy Cas analyzy: priblizne 34 min.
Detekéna vinova dizka: excitacia: 280 nm, emisia: 356 nm

Vstrekovy objem 20 pl
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Vypocet vysledkov

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

L AXBXVy xexVy xM
 CxDx V3 x10000 x m

A = plocha piku vnatorného S$tandardu, kalibracného Standardného
roztoku (bod 3.17),

B = plocha piku tryptofanu, extraktu (bod 5.2) alebo hydrolyzatu
(bod 5.3),

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

¢ = koncentracia v pmol/ml (= 2,50) koncentrovaného roztoku tryp-
tofanu (bod 3.15) pridaného do kalibra¢ného roztoku (bod 3.17),

V, = objem v ml koncentrovaného roztoku vnutorného Standardu (bod
3.16) pridaného pri extrakcii (bod 5.2) (= 5,00 ml) alebo
k hydrolyzatu (bod 5.3) (= 2,00 ml),

C = plocha piku vnatorného S$tandardu, extraktu (bod 5.2) alebo
hydrolyzatu (bod 5.3),

D = plocha piku tryptofanu, kalibracného Standardného roztoku (bod
3.17),

V; = objem v ml (bod = 2,00 ml) koncentrované¢ho roztoku vnutor-
ného Standardu (bod 3.16) pridan¢ho do kalibra¢ného Standard-
ného roztoku (bod 3.17),

m = hmotnost’ vzorky v g (upravend na poévodnii hmotnost, ak je
susend a/alebo odtuc¢nend),

M = molekulova hmotnost’ tryptofanu (= 204,23 g/mol).

Opakovatel’'nost’

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na
tej istej vzorke nesmie presiahnut’ 10 % z najvyssieho vysledku.

Vysledky medzilaboratérnej Stidie

Zorganizovala sa medzilaboratorna §tudia EU (4. vzajomné porovnava-
nie), v ktorej sa analyzovali tri vzorky az v 12 laboratoriach na
overenie metédy pre hydrolyzu. Kazda vzorka sa analyzovala patkrat.
Vysledky st uvedené v tejto tabulke:

Vzorka 2
Vzorka 1 o Vzorka 3
. aIvo pre Koncentrat
Krmivo pre oSipané Kkrmiva pre
osipané doplnené L- uva p
tryptofanom osipane
L 12 12 12
n 50 55 50
Priemer [g/kg] 2,42 3,40 4,22
s, [g/kg] 0,05 0,05 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
CV; [%] 1,9 1,6 1,9
Sk [g/kg] 0,15 0,20 0,09
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Vzorka 2
Vzorka 1 ' Vzorka 3
. Ivo pre Koncentrat
Krmivo pre oSipané .
o R krmiva pre
osipané doplnené L- o
. osipané
tryptofanom
R [g/kg] 0,42 0,56 0,25
CVg [%] 6,3 6,0 22
L = pocet laboratorii, ktoré¢ poskytli vysledky,
n = pocet jednotlivych vysledkov, ktoré zostali po eliminacii odl'ahlych hodnét
(ur¢ené Cochranovym, Dixonovym testom na odlahl¢ hodnoty),
s, = smerodajnd odchylka opakovatelnosti,
Sg = smerodajna odchylka reprodukovatelnosti,
r = opakovatel'nost,
R = reprodukovatelnost,
CV, = variacny koeficient opakovatel'nosti, %,

CVy = variaény koeficient reprodukovatelnosti, %.

Zorganizovala sa d’aliia medzilaboratorna $tudia EU (3. vzajomné
porovnavanie), v ktorej sa analyzovali dve vzorky az v 13 laboratoriach
na overenie metoddy pre extrakciu volného tryptofanu. Kazda vzorka sa
analyzovala patkrat. Vysledky st uvedené v tejto tabulke:

Vzorka 4 Vzorka 5
Zmes Dienice Zmes pSenice a soje
a s%‘e (= vzorka 4) s pridanym
) tryptofanom (0,457g/kg)
L 12 12
n 55 60
Priemer [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
CVg [%] 4,71 5,11
L = pocet laboratorii, ktoré poskytli vysledky,
n = pofet jednotlivych vysledkov, ktoré zostali po eliminacii odlahlych
hodn6t (ur¢ené Cochranovym, Dixonovym testom na odlahlé¢ hodnoty),
s, = smerodajna odchylka opakovatelnosti,
Sg = smerodajna odchylka reprodukovatelnosti,
r = opakovatelnost,
R = reprodukovatelnost,

CV, = variacny koeficient opakovatelnosti, %,
CVy = variaény koeficient reprodukovatelnosti, %.

Zorganizovala sa dalsia §tadia EU vzajomného porovnania, v ktorej sa
analyzovali Styri vzorky az v siedmich laboratoriach s cielom certifi-
kovat’ tryptofan na hydrolyzu. Vysledky sa uvadzaju dalej. Kazda
vzorka sa analyzovala patkrat.
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Vzorka 2
Vzorka 1 Vzorka 3 Vzorka 4
‘ Rybia mucka Susené odstre-
Kimna zmes pre | s nizkym Séjova macka | °y -5
osipané (CRM [ gbsahom tuku (CRM 119) ene mieko
117)
(CRM 118) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Priemer [g/kg] 2,064 8,801 6,882 5,236
s, [g/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
Sr [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 laboratorii, ktoré poskytli vysledky,
n = pocet jednotlivych vysledkov, ktoré zostali po eliminacii odl'ahlych hodnét (uréené Cochra-
novym, Dixonovym testom na odl'ahl¢ hodnoty),
s, = smerodajna odchylka opakovatelnosti,
Sg = smerodajna odchylka reprodukovatelnosti,
r = opakovatel'nost’,
R reprodukovatel'nost,

CV, = variaény koeficient opakovatelnosti, %,
CVy = variaény koeficient reprodukovatelnosti, %.

Poznamky

Nasledovné S$pecialne chromatografické podmienky moézu poskytntt’
lep$iu separaciu tryptofanu a o-metyl-tryptofanu.

Izokraticka elucia, po ktorej nasleduje gradientové Cistenie kolony:

Kolona na kvapalinova chromato- 125 mm x 4 mm, s napliou Cyg, 5

grafiu (4.2): um alebo ekvivalentna

Teplota kolony: 32 °C

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

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

17 min. 60 % A 40 % B

19 min. 60 % A 40 % B

21 min. 100 % 0 % B

A
33 min. 100 % 0 % B
A

Prietokova rychlost’: 1,2 ml/min.

Celkovy cas analyzy: priblizne 33 min.

Chromatografia sa meni v zavislosti od typu HPLC a od pouzitej naplne
kolony. Zvoleny systém musi umoziovat’ rozliSenie na zakladnt Ciaru
medzi tryptofanom a vnutornym Standardom. Okrem toho je dolezité,
aby sa produkty degradacie dobre oddelili od tryptofanu a vnttorného
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9.3.

1.1.

1.2.

1.3.

2.2.

Standardu. Hydrolyzaty bez vnatorného S$tandardu sa musia analyzovat
na kontrolu zakladnej Ciary pod vnutornym Standardom na pritomnost’
necistot. Je dolezité, aby bol Cas analyzy dostato¢ne dlhy na eliciu
vsetkych produktov degradacie, inak mézu oneskorene eluujuce piky
interferovat’ s nasledujucou chromatografickou analyzou.

V pracovnom rozsahu musi chromatograficky systém davat’ linedrnu
odozvu. Linearna odozva sa meria konstantnou (beznou) koncentraciou
vnutorného Standardu a meniacimi sa koncentraciami tryptofanu. Je
dolezité, aby rozmery pikov tryptofanu aj vnutorného Standardu patrili
do linearneho rozsahu HPLC/fluorescenéného systému. Ak je jeden
z pikov — tryptofanu a/alebo vnutorného Standardu — prili§ maly
alebo prili§ velky, analyzu treba zopakovat s inou velkost'ou
vzorky a/alebo so zmenenym kone¢nym objemom.

Hydroxid barnaty

Cim je hydroxid barnaty star$i, tym taZsie sa rozpusta. Vysledkom je
neCiry roztok na stanovenie pomocou HPLC, ktory moze viest
k nizkym vyslednym hodnotam tryptofanu.

G. STANOVENIE SUROVYCH OLEJOV A TUKOV
Ukel a oblast’

Tato metdda je urCena na stanovenie surovych olejov a tukov v krmi-
vach.

Pouzitie tychto dvoch postupov uvedenych dalej zavisi od charakteru
a zlozenia krmiv a od dovodu, preco sa analyza vykonava.

Na stanovenie obsahu surovych olejov a tukov v olejnatych semenach
a olejnatych plodoch, ako aj v krmive, ktorych obsah surovych olejov/
tukov je vyssi ako 15 %, by sa mala vykonat’ extrakcia podla postupu
A a reextrakcia podla postupu B (bod 5.3).

Postup A — priamo extrahovatel'né surové oleje a tuky

Tato metdda sa uplatiiuje na kimne suroviny rastlinného povodu okrem
tych, na ktoré sa vztahuje postup B.

Postup B — celkové surové oleje a tuky

Téato metdda sa uplatiuje na kfmne suroviny zivociSneho pdvodu a na
vsetky kimne zmesi. Pouziva sa aj pri vSetkych materidloch, z ktorych
sa oleje a tuky nedaju uplne extrahovat’ bez predchadzajicej hydrolyzy
(napr. glutény, kvasnice, zemiakové bielkoviny a produkty, ktoré boli
spracované postupom ako extrizia, vlockovanie a zahrievanie).

Interpretacia vysledkov

Vo vsetkych pripadoch, ked’ sa postupom B dosiahne vyssi vysledok
ako postupom A, sa za spravnu hodnotu povazuje vysledok ziskany
postupom B.

Podstata metody
Postup 4

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

Postup B

Vzorka sa upravuje kyselinou chlorovodikovou za varu. Zmes sa
ochladi a prefiltruje. ZvySok sa premyva a vysu$i a postipi na stano-
venie podla postupu A.
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3.2.

3.3.

3.4.

4.2.

4.3.

5.2.

Cinidla

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

Siran sodny, bezvody.

Kyselina chlorovodikova, ¢ = 3 mol/l.

Filtra¢na pomdcka, napr. Kieselguhr, Hyflo-supercel.

Pristrojové vybavenie

Extrakéna aparatira. Ak je vybaveny sifonom (Soxhletov pristroj),
prietokova rychlost musi byt taka, aby vykazovala 10 cyklov za
hodinu; ak ide o zariadenie bez sifonu, prietokova rychlost’ musi byt
10 ml za minttu.

Extrakéné patrony, ktoré neobsahuju latky rozpustné v petroléteri
a ktoré maju priepustnost’ v stlade s poziadavkami bodu 4.1.

Susiaren, bud’ vakuova nastavena na 75 + 3 °C, alebo vzduchova
nastavena na 100 + 3 °C.

Postup
Postup A (pozri bod 8.1)

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

Vlozte patronu do extraktora (bod 4.1) a extrahujte Sest’ hodin petro-
léterom (bod 3.1). Zachytte extrakt petroléteru v suchej odvazenej
banke s obsahom zrnieCok pemzy (').

Oddestilujte rozptstadlo. Suste zvySok, ktory zostal v banke, jeden
a pol hodiny v sus$iarni (bod 4.3). Nechajte vychladnut v exsikatore
a odvazte. Opiat’ suste 30 minut, aby ste zabezpecili konstantni hmot-
nost’ olejov a tukov (strata hmotnosti medzi dvomi po sebe nasleduju-
cimi vazeniami nesmie prekrocit’ 1 mg).

Postup B

Navazte 2,5 g vzorky s presnostou na 1 mg (pozri bod 8.2), vlozte do
400 ml kadicky alebo do 300 ml Erlenmeyerovej banky a pridajte 100
ml kyseliny chlorovodikovej (bod 3.3) a zrniecka pemzy. Kadic¢ku
prikryte hodinovym sklickom alebo na Erlenmeyerovu banku nasad’te
spatny chladi¢. Uved’te zmes do mierneho varu na slabom ohni alebo
vyhrievacej platni a varte jednu hodinu. Zabrante prilepeniu vzorky na
steny nadobky.

Ochlad'te a pridajte také mnozstvo filtratnej pomdcky (bod 3.4), ktoré
bude dostato¢né na zabranenie akymkol'vek stratam oleja a tuku pocas
filtracie. Prefiltrujte cez navlhéeny, beztukovy, dvojity filtraény papier.
Zvysok premyvajte studenou vodou, kym neziskate neutralny filtrat.
Skontrolujte, ¢&i filtrat neobsahuje oleje alebo tuky. Ich pritomnost
znamena, ze sa vzorka pred hydrolyzou musi extrahovat’ petroléterom
podla postupu A.

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

(") V pripade, Ze olej alebo tuk musi byt nasledne podrobeny testovaniu kvality, nahrad’te

zrnie¢ka pemzy sklenenymi gul6¢kami.
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5.3.

Vlozte dvojity filtracny papier obsahujuci suché zvysky do extrakénej
patrony (bod 4.2) a prikryte kiskom beztukovej vaty. Patronu vlozte do
extraktora (bod 4.1) a postupujte tak, ako sa uvadza v druhom a tretom
odseku bodu 5.1.

Postup A a reextrakcia podla postupu B

Na stanovenie obsahu surovych olejov a tukov v olejnatych semenach
a olejnatych plodoch, ako aj v krmive, ktorych obsah surovych olejov/
tukov je vyssi ako 15 %, by sa mala vykonat' extrakcia podl'a postupu
A a reextrakcia podla postupu B.

To znamena, ze po extrakcii petroléterom (postup A) sa zvysok alebo
Cast’ zvysku reextrahuje kyselinou chlorovodikovou (postup B). Obsah
surovych olejov a tukov je suma vysledkov postupov A a B.

Vyjadrenie vysledkov

Vyjadrite hmotnost’ zvySku ako percento zo vzorky.

Opakovatel’'nost’

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na
tej istej vzorke tym istym analytikom nesmie presiahnut’:

— 0,2 % v absolutnej hodnote v pripade obsahu surovych olejov
a tukov nizsieho ako 5 %,

— 4,0 % z najvyssieho vysledku pre obsahy 5 — 10 %,

— 0,4 % v absolutnej hodnote pre obsah vyssi ako 10 %.

Poznamky

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

Navazte 20 g vzorky s presnost'ou na 1 mg a zmiesajte s 10 alebo viac
gramami bezvodého siranu sodného (bod 3.2). Extrahujte petroléterom
(bod 3.1) podla bodu 5.1. Ziskany extrakt dopliite na 500 ml petrolé-
terom (bod 3.1) a premieSajte. Odoberte 50 ml roztoku a vlozte do
malej, suchej, odvazenej banky obsahujucej zrniecka pemzy. Rozpus-
tadlo oddestilujte, vysuste a postupujte sposobom uvedenym
v poslednom odseku bodu 5.1.

Odstrante rozpustadlo z extrakéného zvysku, ktory zostal v patrone,
zvySok rozdrvte na jemnost’ 1 mm, vratte do extrakénej patrony (nepri-
davajte siran sodny) a postupujte sposobom uvedenym v druhom
a trefom odseku bodu 5.1.

Vypocitajte obsah olejov a tukov ako percento vzorky s pomocou tohto
vzorca:

(101’111 +m2) x5

kde:

B
Il

hmotnost’ zvysku v gramoch po prvej extrakcii (alikvotna cast
extraktu),

m, = hmotnost’ zvysku v gramoch po druhej extrakcii.
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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.

V pripade niektorych produktov (napr. s nizkym obsahom olejov
a tukov) sa méze mnozstvo skusSobnej vzorky zvysit.

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

V bode 5.2 méze byt na premytie zvySku po filtracii efektivnejSie
pouzit’ horticu vodu namiesto studene;.

V pripade niektorych krmiv moéze byt potrebné 1,5-hodinovu dobu
suSenia predlzit. Vyhnite sa nadmernému suseniu, kedze to moze
viest’ k nizkym vyslednym hodnotam. Je mozné pouzit' aj mikrovinna
raru.

H. STANOVENIE VLAKNINY
Uckel a oblast’

Tato metdoda umoznuje stanovit' beztukové organické latky v krmivach,
ktoré st nerozpustné v kyslom a zasaditom prostredi a bezne sa ozna-
¢uju ako vlaknina.

Metoda sa neuplatiuje v pripade lignocelulozy a aktivneho uhlia (prilis
jemné Castice).
Podstata metody

Vzorka, v pripade potreby odtu¢nend, sa postupne rozklada vriacimi
roztokmi kyseliny sirovej a hydroxidu draselného v predpisanych
koncentraciach. Zvysok sa oddeli filtraciou na sklenenej filtracne;j frite,
premyje, vysusi, odvazi a spopolni pri teplote 475 az 500 °C. Ubytok
hmotnosti v dosledku spopolnenia zodpoveda vlaknine pritomne;j
v skaSobnej vzorke.

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

Filtraéna pomdcka (Celit 545 alebo ekvivalentnd) zihana Styri hodiny
pri teplote 500 °C (bod 8.6).

Aceton.

Petroléter, rozpitie bodu varu 40 °C — 60 °C.
Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 0,5 mol/l.
Roztok hydroxidu draselné¢ho, ¢ = 0,23 mol/l.

Pristrojové vybavenie

Vyhrievacia jednotka urcend na rozklad kyselinou sirovou a roztokom
hydroxidu draselného vybavena drziakom na filtracny téglik (4.2)
a vystupnou rarkou s kohitom na vypustenie kvapaliny a vakua,
podla moznosti so stlatenym vzduchom. Pred pouzitim jednotku
kazdy den predhrievajte vriacou vodou pocas piatich minut.

Skleneny filtratny téglik so sklenenou filtracnou fritou s velkostou
porov 40 — 90 um. Pred prvym pouzitim Zzihajte niekolko minat pri
teplote 500 °C a nechajte vychladnut (bod 8.6).

Valec s objemom najmenej 270 ml so spdtnym chladicom, vhodny na
varenie.

Susiaren s termostatom.
MufTova pec s termostatom.
Extrakéna jednotka s podpornou platiiou na filtracny téglik (bod 4.2)

a vypustacim potrubim s kohtutom na uvolfiovanie vakua a vypustanie
kvapaliny.
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Spojovacie kriizky na spajanie vyhrievacej jednotky (bod 4.1), téglika
(bod 4.2) a valca (bod 4.3) a na pripojenie jednotky na extrakciu za
studena (bod 4.6) a téglika.

Postup

Navazte 1 g pripravenej vzorky s presnostou na 1 mg a vlozte do
téglika (bod 4.2) (pozri poznamky body 9.1, 9.2 a 9.3) a pridajte 1
g filtracnej pomocky (bod 3.3).

Spojte vyhrievaciu jednotku (bod 4.1) a filtracny téglik (bod 4.2),
potom pripojte k tégliku valec (bod 4.3). Nalejte 150 ml vriacej kyse-
liny sirovej (bod 3.1) do valca spojen¢ho s téglikom a v pripade
potreby pridajte niekol’ko kvapiek protipeniaceho cinidla (bod 3.2).

Uved'te tekutinu do varu v priebehu 5 minut + 2 minuty a prudko varte
presne 30 minut.

Otvorte kohtt na vypustacom potrubi (bod 4.1) a vo véakuu filtrujte
kyselinu sirova cez filtracny téglik a zvySok premyte tromi po sebe
nasledujucimi 30 ml davkami vriacej vody. Presvedcte sa, ze zvySok je
prefiltrovany po kazdom premyti dosucha.

Zatvorte vypustny kohtt a nalejte 150 ml vriaceho roztoku hydroxidu
draselného (bod 3.7) do valca spojeného s téglikom a pridajte niekolko
kvapiek protipeniaceho ¢inidla (bod 3.2). Uved'te tekutinu do varu
v priebehu 5 mintt + 2 minaty a prudko varte presne 30 minat. Prefil-
trujte a zopakujte postup premyvania pouzity pri kroku s kyselinou
sirovou.

Po poslednom premyti a vysuseni odpojte téglik a jeho obsah a znovu
pripojte k jednotke na extrakciu za studena (bod 4.6). Vytvorte vakuum
a premyte zvySok v tégliku tromi po sebe nasledujucimi 25 ml davkami
acetonu (bod 3.4) a presvedéte sa, ¢i bol zvySok po kazdom premyti
prefiltrovany dosucha.

Vysuste téglik na konstantnii hmotnost’ v susiarni pri teplote 130 °C.
Po kazdom vysuSeni nechajte vychladnit' v exsikdtore a rychlo
odvéazte. Umiestnite téglik do muflovej pece a spopoliiujte na
konstantnii hmotnost’ (strata hmotnosti medzi dvomi po sebe nasledu-
jucimi vazeniami musi byt najviac 2 mg) pri teplote 475 °C az 500 °
C po dobu najmenej 30 mintt.

Po kazdom zahriati najskor nechajte vychladnit’ v peci a potom v exsi-
katore pred vazenim.

Vykonajte slepy pokus bez vzorky. Strata hmotnosti v désledku spopol-
fovania nesmie presiahnut’ 4 mg.

Vypocet vysledkov

Obsah vlakniny ako percento vzorky je dany touto rovnicou:

(mo — my) x 100
m

X =

kde:

2
[

= hmotnost’ vzorky v g,

my = strata hmotnosti po spopolneni poc¢as stanovovania, v g,

m; = strata hmotnosti po spopolneni pocas slepého pokusu, v g.
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9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

Opakovatel’nost’

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

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

— 6 % z vyssieho vysledku pre obsah vlakniny najmenej 10 %.

Reprodukovatel’'nost’

Rozdiel medzi vysledkami dvoch stanoveni vykonanych v tej istej
vzorke v rdznych laboratéridch nesmie presiahnut’:

— 1,0 % v absolutnej hodnote pre obsah vlakniny nizsi ako 10 %,

— 10 % z vysSieho vysledku pre obsah vldkniny najmenej 10 %.

Poznamky

Krmiva obsahujice viac ako 10 % surového tuku sa musia pred
analyzou odtucnit’ petroléterom (bod 3.5). Pripojte filtraény téglik
(bod 4.2) s obsahom k jednotke na extrakciu za studena (bod 4.6)
a vytvorte vakuum, premyte zvySok tromi po sebe nasledujucimi 30
ml davkami petroléteru, priCom sa presvedcte, ¢i je zvySok suchy.
Pripojte téglik s obsahom k vyhrievacej jednotke (bod 4.1) a postupujte
dalej podla bodu 5.

Krmiva obsahujice tuky, ktoré sa nedaji priamo extrahovat’ petrolé-
terom (bod 3.5), sa musia odtuénit’ postupom uvedenym v bode 8.1
a opidtovne odtucnit’ po vareni s kyselinou. Po vareni s kyselinou
a naslednom premyti pripojte téglik s obsahom k jednotke na extrakciu
za studena (bod 4.6) a premyte tri razy 30 ml davkami acetonu
a nasledne tri razy 30 ml davkami petroléteru. Filtrujte vo vakuu do
sucha a pokracujte v analyze postupom opisanym v bode 5, pocniic
varom s hydroxidom draselnym.

Ak krmiva obsahuju viac ako 5 % uhli¢itanov, vyjadrenych ako uhli-
Citan vapenaty, tak pripojte téglik (bod 4.2) s navazenou vzorkou
k vyhrievacej jednotke (bod 4.1). Premyte vzorku tri razy 30 ml kyse-
liny chlorovodikovej (bod 3.6). Po kazdom pridavku nechajte vzorku
asi jednu minttu stat, nez ju prefiltrujete. Premyte jedenkrat 30 ml
vody a d’alej postupujte podla bodu 5.

Ak sa pouzije pristroj vo forme stojana (niekolko téglikov pripojenych
k tej istej vyhrievacej jednotke) v ramci tej istej supravy sa nesmu
vykonat' dve samostatné stanovenia s pouzitim tej istej analyzovanej
vzorky.

Ak je po prevareni tazké prefiltrovat’ kyslé a zasadité roztoky, pouzite
stlaceny vzduch cez vypustacie potrubie vyhrievacej jednotky a potom
pokracujte vo filtrovani.

Teplota pri spopoliiovani nesmie byt vyssia ako 500 °C, aby sa
predlzila zivotnost’ sklenenych filtraénych téglikov. Je potrebné vyhnat’
sa nadmernému tepelnému Soku pocas cyklov zahrievania a chladenia.
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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. STANOVENIE CUKROV
Ukel a oblast’

Tato metéda umoziluje stanovenie mnozstva redukujicich cukrov
a celkovych cukrov po inverzii, vyjadrenych ako glukdza, alebo
v pripade, Ze je to vhodné, ako sachardza, po vynasobeni koeficientom
0,95. Uplatiuje sa v pripade kimnych zmesi. Pre iné krmiva platia
osobitné metddy. V pripade potreby sa laktéza stanovi oddelene
a zohl'adni sa pri vypocte vysledkov.

Tato metdda sa pouzije na stanovenie obsahu cukru na ucely vypoctu
energetickej hodnoty krmiva.

V pripade stanovovania obsahu cukru na iné uéely sa mozu pouzit’ iné
analytické metody.
Podstata metédy

Cukry sa extrahuju v rozriedenom etanole; roztok sa vyciri Carrezo-
vymi ¢inidlami I a II. Po eliminacii etanolu sa mnozstva stanovuju pred
inverziou a po nej Luff-Schoorlovou metodou.

Cinidla

Roztok etanolu, 40 % (v/v), s hustotou: 0,948 g/ml pri 20 °C, neutra-

lizovany na indikator fenolftalein.

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

Carrezovo ¢inidlo II: rozpustite vo vode 10,6 g trihydratu ferokyanidu
draselného, K4Fe(KN)g.3H,0. Dopliite vodou na objem 100 ml.

Metyloranz, roztok 0,1 % (W/v).
Kyselina chlorovodikova, 4 mol/liter.
Kyselina chlorovodikova, 0,1 mol/liter.
Roztok hydroxidu sodného, 0,1 mol/liter.
Luff-Schoorlovo ¢inidlo:

za opatrného miesania nalejte roztok kyseliny citronovej (bod 3.8.2) do
roztoku uhli¢itanu sodného (bod 3.8.3). Pridajte roztok siranu medna-
tého (bod 3.8.1) a objem doplite vodou na 1 liter. Nechajte cez noc
odstat’ a prefiltrujte.

Skontrolujte koncentraciu takto ziskané¢ho cinidla (Cu 0,05 mol/liter;
Na, CO; 1 mol/liter), pozri bod 5.4 posledny odsek. Hodnota pH
roztoku ma byt priblizne 9,4.

Roztok siranu med’natého: rozpustite 25 g pentahydratu siranu med’na-
tého, CuSO4.5H,0, bez obsahu zeleza v 100 ml vody.

Roztok kyseliny citronovej: rozpustite 50 g monohydratu kyseliny
citronovej, C¢HgO7.H,O v 50 ml vody.

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

Roztok tiosiranu sodného 0,1 mol/liter.

Roztok skrobu: pridajte zmes 5 g Skrobu rozpusteného v 30 ml vody do
1 litra vriacej vody. Varte tri minuty, nechajte vychladnat’ a v pripade
potreby pridajte 10 mg jodidu ortutnatého na konzervovanie.
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5.2.

5.3.

5.4.

Kyselina sirova, 3 mol/liter.

Jodid draselny, roztok 30 % (w/v).

Granulovana pemza vyvarena v kyseline chlorovodikovej, premyta
vodou a vysusena.

3-metylbutan-1-ol

Pristrojové vybavenie

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

Postup
Extrakcia vzorky

Navazte 2,5 g vzorky s presnostou na 1 mg do 250 ml kalibrovanej
odmernej banky. Pridajte 200 ml etanolu (bod 3.1) a hodinu miesajte
v trepacke. Pridajte 5 ml Carrezovho ¢inidla I (bod 3.2) a miesajte
priblizne 30 sekind. Pridajte 5 ml Carrezovho C¢inidla II (bod 3.3)
a mieSajte priblizne jednu minatu. Dopliite etanolom po znacku (bod
3.1), homogenizujte a prefiltrujte. Pipetou naberte 200 ml filtratu
a odparte na priblizne poloviény objem, aby sa odstranilo ¢o najvacsie
mnozstvo etanolu. ZvySok po odpareni kvantitativne preneste do 200
ml kalibrovanej odmernej banky pomocou hortcej vody, nechajte
vychladnat’, doplite po znacku vodou, homogenizujte a v pripade
potreby prefiltrujte. Roztok sa pouzije na stanovenie mnozstva reduku-
jucich cukrov a po inverzii na stanovenie celkového obsahu cukrov.

Stanovenie redukujicich cukrov

Pomocou pipety odoberte najviac 25 ml roztoku obsahujiceho menej
ako 60 mg redukujucich cukrov vyjadrenych ako glukéza. V pripade
potreby objem dopliite destilovanou vodou na 25 ml a stanovte obsah
redukujicich cukrov Luff-Schoorlovou metddou. Vysledok sa vyjadri
ako percentualny obsah gluk6zy vo vzorke.

Stanovenie celkového obsahu cukrov po inverzii

Do 100 ml kalibrovanej odmernej banky pipetou preneste 50 ml
roztoku. Pridajte niekolko kvapiek roztoku metyloranze (bod 3.4),
potom za staleho mieSania opatrne pridavajte kyselinu chlorovodikova
(bod 3.5) az do vzniku Cerveného zafarbenia. Pridajte 15 ml kyseliny
chlorovodikovej (bod 3.6), banku ponorte do kupel'a s vriacou vodou
a nechajte v nom tridsat’ minit. Rychlo ochlad’te priblizne na 20 °
C a pridajte 15 ml roztoku hydroxidu sodného (bod 3.7). Doplite
objem vodou na 100 ml a homogenizujte. Odoberte najviac 25 ml
s obsahom menej ako 60 mg redukujicich cukrov vyjadrenych ako
glukéza. V pripade potreby objem doplite destilovanou vodou na 25
ml a stanovte obsah redukujicich cukrov Luff-Schoorlovou metoédou.
Vysledok sa vyjadri ako percento glukézy alebo, v pripade potreby,
sacharozy vynasobenim koeficientom 0,95.

Titracia Luff-Schoorlovou metodou

Do 300 ml Erlenmeyerovej banky pipetou preneste 25 ml Luff-Scho-
orlovho ¢inidla (bod 3.8); pridajte presne 25 ml vycireného roztoku
cukru. Pridajte 2 granule pemzy (bod 3.13) a zahrievajte za ru¢ného
mieSania nad stredne vysokym volnym plamenom tak, aby ste kvapa-
linu priviedli do varu priblizne za dve minaty. Erlenmeyerovu banku
polozte okamzite na azbestom potiahnuti drétenu sietku s otvorom
s priemerom priblizne 6 cm, pod ktorou je zapaleny plamen. Plamen
sa musi regulovat’ tak, aby zohrieval len dno Erlenmeyerovej banky.
Na Erlenmeyerovu banku nasad’te spatny chladi¢. Nechajte varit’ presne
desat’” mintit. Okamzite ochlad’te v studenej vode a priblizne po piatich
minttach titrujte takto:
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7.2.

8.2.

8.3.

Pridajte 10 ml roztoku jodidu draselného (bod 3.12) a hned’ pridajte 25
ml kyseliny sirovej (bod 3.11) (opatrne z dovodu rizika silného pene-
nia). Titrujte roztokom tiosiranu sodného (bod 3.9) az do vzniku matne;j
Zltej farby, pridajte Skrobovy indikator (bod 3.10) a dokoncite titraciu.

Rovnaku titraciu vykonajte v presne odmeranej zmesi 25 ml Luff-
Schoorlovho ¢inidla (bod 3.8) a 25 ml vody po pridani 10 ml roztoku
jodidu draselného (bod 3.12) a 25 ml kyseliny sirovej (bod 3.11) bez
varu.

Vypocet vysledkov

Pomocou prilozenej tabulky stanovte mnozstvo laktézy v mg, ktoré
zodpoveda rozdielu medzi vysledkami dvoch titracii, vyjadrené v ml
tiosiranu sodného 0,1 mol/liter. Vysledok sa vyjadri ako percento zo
vzorky.

Specidlne postupy

Ak ide o krmiva bohaté na melasu a krmiva, ktoré nie st celkom
homogénne, do 1 1 kalibrovanej odmernej banky navéazte 20 g vzorky
a pridajte 500 ml vody. MieSajte jednu hodinu na trepacke. Vy¢irte
pomocou Carrezovych ¢inidiel 1 (bod 3.2) a II (bod 3.3) podla bodu
5.1, tento raz vSak pouzite Stvorndsobné mnozstvd z kazdého cinidla.
Dopliite po znacku 80 % etanolom (V/v).

Homogenizujte a prefiltrujte. Odstrante etanol podla bodu 5.1. Ak nie
je pritomny ziadny dextrinovany Skrob, doplite objem destilovanou
vodou.

Ak ide o melasu a kimne suroviny bohaté na cukry a neobsahujuce
takmer ziadny Skrob (svétojansky chlieb, suSené repné rezky atd’.),
navazte 5 g vzorky, vlozte do 250 ml kalibrovanej odmernej banky,
pridajte 200 ml destilovanej vody a pretrepavajte na trepacke jednu
hodinu alebo v pripade potreby dlhsie. Vycirte pomocou Carrezovych
¢inidiel T (bod 3.2) a II (bod 3.3) podla bodu 5.1. Doplite objem
studenou vodou, homogenizujte a prefiltrujte. Na stanovenie mnozstva
celkového obsahu cukrov pokracujte podla postupu v bode 5.3.

Poznamky

Aby sa zabranilo peneniu, odporGca sa pred varenim s Luff-Schoor-
lovym ¢inidlom pridat’ (bez ohl'adu na objem) priblizne 1 ml 3-metyl-
butan-1-olu (bod 3.14).

Vysledkom vynésobenia rozdielu medzi obsahom celkovych cukrov po
inverzii, vyjadrenych ako glukéza, a obsahom redukujucich cukrov,
vyjadrenych ako glukoza, koeficientom 0,95 je percentualny obsah
sacharozy.

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

Na priblizny vypocet vynasobte obsah laktozy stanoveny inou analy-
tickou metodou ¢islom 0,675 a odpocitajte ziskany vysledok z obsahu
redukujtcich cukrov.

Na presny vypocet redukujicich cukrov okrem laktozy sa pre dve
kone¢né stanovenia pouzije ta ista vzorka. Jedna analyza sa vykonava
na Casti roztoku ziskaného podla bodu 5.1, druha na casti roztoku
ziskaného pocas procesu stanovenia laktdzy metédou stanovenou na
tento ucel (po fermentécii ostatnych typov cukru a vyc¢ireni).
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V oboch pripadoch sa mnozstvo pritomného cukru stanovuje Luff-
Schoorlovou metédou a vypocitava sa v mg glukoézy. Jedna hodnota
sa odrata od druhej a rozdiel sa vyjadri ako percento vzorky.

Priklad

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

V prvom pripade spotreba 17 ml roztoku tiosiranu sodného 0,1 mol/liter
zodpoveda 44,2 mg glukézy; v druhom pripade spotreba 11 ml zodpo-
veda 27,6 mg glukozy.

Rozdiel je 16,6 mg glukozy.

Obsah redukujucich cukrov (okrem laktozy) vypocitanych ako glukoza,
je preto:

4% 16,6

= 6,64
10 ,64%

Tabulka hodnot pre 25 ml Luff-Schoorlovho cinidla

ml Na,S,0; 0,1 mol/liter, pri dvojminitovom zahrievani a 10 min.

varu
Na, S, O Glukéza, 'frukt(’)za, Laktoza Na, S, O
0.1 molliter mg’“ﬁe Cgkry Cy Hay Oy 0.1 molliter
6 Hiz Og
ml mg rozdiel mg rozdiel ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4,8 2,4 73 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
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. STANOVENIE LAKTOZY
Ukel a oblast’

Téato metdda umoziuje stanovit' obsah laktézy v krmivach obsahuju-
cich viac ako 0,5 % laktozy.

Podstata metody

Cukry sa rozpustia vo vode. Roztok sa podrobi fermentacii kvasinkami
Saccharomyces cerevisiae, ktoré ponechavaji laktozu nedotknutia. Po
vycCireni a prefiltrovani sa obsah laktézy vo filtrate stanovi Luff-Scho-
orlovou 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

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

Carrezovo ¢inidlo I: rozpustite vo vode 21,9 g dihydratu octanu zinoc-
natého Zn(CH3;C0O0),.2H,0 a 3 g ladovej kyseliny octovej. Doplite
vodou na objem 100 ml.

Carrezovo cinidlo II: rozpustite vo vode 10,6 g trihydratu ferokyanidu
draseln¢ho, K4Fe(KN)4.3H,0. Dopliite vodou na objem 100 ml.

Luff-Schoorlovo ¢inidlo:

za opatrného miesania nalejte roztok kyseliny citronovej (bod 3.4.2) do
roztoku uhli¢itanu sodného (bod 3.4.3). Pridajte roztok siranu med’na-
tého (bod 3.4.1) a doplite vodou na objem 1 liter. Nechajte cez noc
odstat’ a prefiltrujte. Skontrolujte koncentraciu takto ziskaného cinidla
(Cu 0,05 mol/liter; Na,CO5; 1 mol/liter). Hodnota pH roztoku ma byt
priblizne 9.4.

Roztok siranu med’natého: rozpustite 25 g pentahydratu siranu med’na-
tého, CuSO4.5H,0, bez obsahu Zeleza v 100 ml vody.

Roztok kyseliny citronovej: rozpustite 50 g monohydratu kyseliny
citronovej, C¢HgO7.H,0O v 50 ml vody.

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

Granulovana pemza vyvarena v kyseline chlorovodikovej, premyta
vodou a vysusena.

Jodid draselny, roztok 30 % (w/v).

Kyselina sirova, 3 mol/liter.

Roztok tiosiranu sodného, 0,1 mol/liter.

Roztok skrobu: pridajte zmes 5 g skrobu rozpustené¢ho v 30 ml vody do
1 litra vriacej vody. Varte tri minaty, nechajte vychladnat’ a v pripade
potreby pridajte 10 mg jodidu ortutnatého na konzervovanie.

Pristrojové vybavenie

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

Postup

Do 100 ml kalibrovanej odmernej banky navazte 1 g vzorky s pres-
nostou na 1 mg. Pridajte 25 az 30 ml vody. Vlozte banku do vriaceho
vodného kupel'a na tridsat’ minut a potom ochlad’te na teplotu priblizne
35 °C. Pridajte 5 ml suspenzie kvasiniek (bod 3.1) a homogenizujte.
Nechajte banku dve hodiny odstat’ vo vodnom kupeli pri teplote 38 —
40 °C. Ochladte na teplotu priblizne 20 °C.

Pridajte 2,5 ml Carrezovho ¢inidla I (bod 3.2) a mieSajte tridsat
sektind, potom pridajte 2,5 ml Carrezovho ¢inidla II (bod 3.3) a opdt’
miesajte tridsat’ sekind. Dopliite objem vodou na 100 ml, potrepte
a prefiltrujte. Pomocou pipety odoberte mnozstvo filtratu nie viacsie
ako 25 ml, ktoré obsahuje 40 az 80 mg laktézy, a preneste ho do
300 ml Erlenmeyerovej banky. V pripade potreby dopliite na objem
25 ml vodou.
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Rovnakym postupom vykonajte slepy pokus s 5 ml suspenzie kvasiniek
(bod 3.1). Stanovte obsah laktézy podla Luff-Schoorla takto: pridajte
presne 25 ml Luff-Schoorlovho ¢inidla (bod 3.4) a dve granule pemzy
(bod 3.5). MieSajte ru¢ne pocas zahrievania nad stredne vysokym
volnym plameniom a kvapalinu privedte do varu priblizne za dve
minuty. Erlenmeyerovu banku poloZzte okamzite na azbestom potiah-
nut drotent sietku s otvorom s priemerom priblizne 6 cm, pod ktorou
je zapaleny plamen. Plamen sa musi regulovat’ tak, aby zohrieval len
dno Erlenmeyerovej banky. Na Erlenmeyerovu banku nasadte spatny
chladi¢. Nechajte varit presne desat minut. Okamzite ochlad'te
v studenej vode a priblizne po piatich minttach titrujte takto:

Pridajte 10 ml roztoku jodidu draselného (bod 3.6) a ihned’ potom
pridajte 25 ml kyseliny sirovej (bod 3.7) (opatrne z dovodu rizika
silného penenia). Titrujte roztokom tiosiranu sodného (bod 3.8) az do
vzniku matnej zltej farby, pridajte Skrobovy indikator (bod 3.9)
a dokoncite titraciu.

Rovnaku titrdciu vykonajte v presne odmeranej zmesi 25 ml Luff-
Schoorlovho ¢inidla (bod 3.4) a 25 ml vody po pridani 10 ml roztoku
jodidu draselného (bod 3.6) a 25 ml kyseliny sirovej (bod 3.7) bez

varu.

Vypocet vysledkov

Pomocou prilozenej tabulky stanovte mnozstvo laktoézy v mg, ktoré
zodpoveda rozdielu medzi vysledkami dvoch titracii, vyjadrené v ml
tiosiranu sodného 0,1 mol/liter.

Vyjadrite vysledok ako podiel bezvodej laktozy v percentach vzorky.

Poznamka

1. Pre produkty s obsahom viac ako 40 % fermentovateného cukru
pouzite viac ako 5 ml suspenzie kvasiniek (bod 3.1).

2. V krmive so ,znizenym obsahom laktozy* (napr. v mlieku pre
macky) sa laktoza premenila na fruktozu, ktorda za dve hodiny
nestihla Uplne sfermentovat, ¢o ma za nasledok vysSie alebo
falo$ne pozitivne vysledky (pretoze v extrakte zostavaju zvysky
fruktozy).

Tabulka hodndt pre 25 ml Luff-Schoorlovho cinidla

ml Na,S,0; 0,1 mol/liter, pri dvojminitovom zahrievani a 10 min.

varu
Na, S, 0, | Clukoza, fruktéza, Laktoza Na, S, Os
0,1 mol/liter ‘“Ee”“e cukry Ci; Hyy Oy 0,1 mol/liter
6 Hiz Og

ml mg rozdiel mg rozdiel ml

1 2.4 2.4 3,6 3,7 1

2 4,8 2.4 73 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
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3.2.

3.3.

Nay S, 0, | Glukoza, frukioza, Laktoza Na, S, O;
0,1 mol/liter mée“;‘[e Cgkry Ci Hy Oy 0,1 mol/liter
6 12 6

ml mg rozdiel mg rozdiel ml

15 38,5 2,8 56,0 3,9 15

16 413 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 3.0 717 4,0 19

20 53.0 3.0 75.7 41 20

21 56,0 3,1 79,8 4.1 21

2 59.1 3.1 83.9 41 2

23 62,2 88,0 23

K. STANOVENIE SKROBU
POLARIMETRICKA METODA
Uéel a oblast’

Tato metdéda umoziuje stanovenie obsahu Skrobu a produktov degra-
décie Skrobu s vysokou molekulovou hmotnostou v krmivach na tcely
kontroly suladu s deklarovanou energetickou hodnotou (v ustanoveniach
prilohy VII) a s nariadenim (ES) ¢. 767/2009.

Tato metdda sa pouzije na stanovenie obsahu Skrobu na tcely vypoctu
energetickej hodnoty krmiva.

V pripade stanovovania obsahu skrobu na iné Gcely sa mézu pouzit’ iné
analytické metody.

Podstata metody

Tato metdda pozostava z dvoch stanoveni. Pri prvom stanoveni sa
vzorka upravi zriedenou kyselinou chlorovodikovou. Po vy¢ireni
a filtracii sa polarimetrickym meranim stanovi optickd otacavost
roztoku.

Pri druhom stanoveni sa vzorka extrahuje 40 % etanolom. Po okysleni
filtratu kyselinou chlorovodikovou, vycireni a prefiltrovani sa zmeria
opticka otacavost’ rovnakym spdsobom ako pri prvom stanoveni.

Rozdiel medzi tymito dvomi meraniami, vynasobeny znamym koefi-
cientom udéava obsah Skrobu vo vzorke.

Cinidla

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

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

Koncentracia sa musi skontrolovat’ titrdciou s pouzitim roztoku hydro-
xidu sodného 0,1 mol/liter v pritomnosti 0,1 % (w/v) metylCervene
v 94 % (v/v) etanole. Na neutralizaciu 10 ml je potrebnych 30,94 ml
NaOH 0,1 mol/liter.

Carrezovo ¢inidlo I: rozpustite vo vode 21,9 g dihydratu octanu zinoc-
natého Zn(CH3;COO),.2H,0 a 3 g ladovej kyseliny octovej. Dopliite
vodou na objem 100 ml.
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3.4.

3.5.

4.2.

5.2

5.3.

Carrezovo ¢inidlo II: rozpustite vo vode 10,6 g trihydratu ferokyanidu
draselné¢ho, K4Fe(KN)4.3H,0. Dopliite vodou na objem 100 ml.

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

Pristrojové vybavenie

250 ml Erlenmeyerova banka so Standardnym zabrusovym sklenenym
spojom a so spatnym chladicom.

Polarimeter alebo sacharimeter.

Postup
Priprava vzorky

Vzorku mel'te dovtedy, kym nebude dostato¢ne jemna, aby cela presla
cez sito s okrihlymi okami s velkostou 0,5 mm.

Stanovenie celkovej optickej otacavosti (P alebo S) (pozri poznamku
7.1)

Navazte 2,5 g pomletej vzorky s presnostou na 1 mg a vlozte do 100
ml odmernej banky. Pridajte 25 ml kyseliny chlorovodikovej (bod 3.2),
premiesajte tak, aby ste docielili rovnomerné rozptylenie skuSobnej
vzorky, a pridajte d’alsich 25 ml kyseliny chlorovodikovej (bod 3.2).
Banku ponorte do vriaceho vodného kupela, priCom fou prvé tri
minlty intenzivne a sustavne pretrepavajte, aby sa zabranilo tvorbe
hrudiek. Mnozstvo vody vo vodnom kupeli musi byt dostatocné na
to, aby kupel zostal na bode varu aj po ponoreni banky do kupela.
Banka sa pocas pretrepavania nesmie vybrat z kupela. Presne po 15
minttach ju vyberte z ktpela, pridajte 30 ml studenej vody a ihned
ochlad’te na teplotu 20 °C.

Pridajte 5 ml Carrezovho cinidla I (bod 3.3) a pretrepavajte priblizne
30 sekind. Potom pridajte 5 ml Carrezovho C¢inidla II (bod 3.4)
a znovu pretrepavajte priblizne 30 sekind. Dopliite na pozadovany
objem vodou, premieSajte a prefiltrujte. Ak filtrat nebude dokonale
¢iry, (Co je zriedkavé), stanovenie zopakujte s pouzitim vdcSieho mnoz-
stva Carrezovych ¢inidiel I a II, napr. 10 mlL

Zmerajte optickl otaCavost’ roztoku v 200 mm trubici pomocou pola-
rimetra alebo sacharimetra.

Stanovenie optickej otacavosti (P’ alebo S°) latok rozpustnych v 40 %
etanole

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

Do 250 ml Erlenmeyerovej banky pipetou preneste 50 ml filtratu (Co
zodpoveda 2,5 g vzorky), pridajte 2,1 ml kyseliny chlorovodikovej
(bod 3.1) a intenzivne pretrepte. Na Erlenmeyerovu banku nasad’te
spatny chladi¢ a banku ponorte do vriaceho vodného kupela. Presne
po 15 minttach Erlenmeyerovu banku z kupel'a vyberte, obsah preneste
do 100 ml odmernej banky, preplachnite malym mnozstvom studenej
vody a ochlad'te na teplotu 20 °C.
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6.1.

6.2.

Vy¢irte pouzitim Carrezovych ¢inidiel 1 (bod 3.3) a II (bod 3.4),
dopliite na pozadovany objem vodou, premiesajte, prefiltrujte a zmerajte
optickll otacavost’ sposobom uvedenym v druhom a trefom odseku
bodu 5.2.

Vypocet vysledkov
Obsah skrobu (%) sa vypocita takto:

Meranie polarimetrom

2000 x (P —P’
IeprektikdmTo 68 Apvro (%) = %
[a]p
P = celkova opticka otacavost’ v uhlovych stuptioch,
P’ = opticka otacavost v uhlovych stupnoch latok rozpustnych

v 40 % (V/V) etanole,

[()L]ZDOc = $pecificka opticka otacavost &istého $krobu. Ciselné hodnoty
bezne akceptované pre tento koeficient su:

+ 185,9°: ryzovy $krob,

+ 185,7°:  zemiakovy Skrob,
+ 184,6°: kukuri¢ny $krob,
+ 182,7:  pSenicny $krob,
+ 181,5°:  jacmenny Skrob,
+ 181,3°:  ovseny S$krob,

+ 184,0:  ostatné druhy Skrobov a zmesi §krobov v kimnych
zmesiach.

Meranie sacharimetrom

2000 (2 N x 0,665 S-S) 266Nx(S-¢
Obsah gkrobu (%) = « (2N 0665) x ( ) _ 26,6 N )

20° 20°
o3 100 a3
S = celkova opticka otacavost’ v sacharimetrickych stuptioch,
S’ = opticka otacavost’ v sacharimetrickych stupnoch latok rozpust-

nych v 40 % (v/v) etanole,

N = hmotnost’ g) sacharézy v 100 ml vody poskytujiica opticku
otacavost’ 100 sacharimetrickych stupniov pri merani pomocou
200 mm trubice,

16,29 g pre franctzske sacharimetre,
26,00 g pre nemecké sacharimetre,
20,00 g pre zmieSané sacharimetre,

[(Jt]zDOo = Specificka optickd otacavost Cistého Skrobu (pozri bod 6.1).
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6.3. Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych
v rovnakej vzorke nesmie presiahnut' 0,4 v absolitnej hodnote pre
obsah Skrobu nizsi ako 40 % a 1 % relativnych pre obsah Skrobu
najmenej 40 %.

7. Poznamky

7.1. Ak vzorka obsahuje viac ako 6 % uhli¢itanov, vypocitanych ako uhli-
Citan vépenaty, tieto uhliCitany sa musia rozlozit' pred stanovenim
celkovej optickej otaCavosti presne zndmym mnozstvom zriedenej
kyseliny sirovej.

7.2. Ak ide o produkty s vysokym obsahom laktozy, ako je suSené mliecne
sérum alebo suSené odstredené mlieko, postupujte po pridani 80 ml
etanolu (bod 3.5) takto: na banku nasad’te spétny chladi¢ a ponorte
ju na 30 minit do vodného kupela s teplotou 50 °C. Nechajte
vychladnat' a pokracujte v analyze podla bodu 5.3.

7.3. Ak st tieto kimne suroviny pritomné vo vyznamnom mnozstve v krmi-
vach, je zname, ze spdsobuju interferencie pri stanovovani obsahu
Skrobu polarimetrickou metédou, ¢o moze viest’ k nespravnym vysled-
kom:

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

— citrusova duzina,
— Tanové semeno, l'anové vylisky, 'anové semeno extrahované,

— repkové semeno, repkové vylisky, repkové semeno extrahované,
repkové Supky,

— slnecnicové semeno, slne¢nicovy extrahovany S$rot, slnecnicovy
extrahovany Srot z Ciastocne lupanych semien,

— kokosové vylisky, kokosovy extrahovany Srot,
— zemiakova duzina,
— susené kvasnice,

— produkty bohaté na inulin (napriklad rezky a mucka z topinambu-
),

— oskvarky,
— produkty zo séje.

V tychto pripadoch sa moéze pouzit analytickd metdda stanovend
v nariadeni Komisie (ES) ¢. 121/2008 (!). Tato metdéda sa mdze pouzit’
aj v pripade krmiva, ktoré obsahuje menej ako 1 % Skrobu.

(") Nariadenie Komisie (ES) ¢. 121/2008 z 11. februara 2008, ktorym sa stanovuje analy-
tickd metoda na stanovenie obsahu Skrobu v pripravkoch pouzivanych ako krmivo pre
zvierata (kod KN 2309) (U. v. EU L 37, 12.2.2008, s. 3).
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4.2.

43.

5.1

5.2.

7.2.

7.3.

L. STANOVENIE POPOLA
Ukel a oblast’

Tato metéda umoziuje stanovit’ obsah popola v krmivach.

Podstata metody

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

Cinidla

Dusi¢nan amonny, roztok 20 % (w/v).

Pristrojové vybavenie

Vyhrievacia platna.
Elektrickd muflova pec s termostatom.

Spal'ovacie tégliky vyrobené z kremetia, porcelanu alebo platiny bud’
obdlznikové (priblizne 60 x 40 x 25 mm), alebo valcovité (s prieme-
rom: 60 az 75 mm, s vyskou: 20 az 40 mm).

Postup

Navazte s presnost'ou na 1 mg priblizne 5 g vzorky (2,5 g v pripade, ze
ide o produkty, ktoré maji tendenciu napuciavat) a vlozte do
spalovacieho téglika, ktory ste vopred vyzihali na 550 °C, nechali
ochladit’ a odvazili. Polozte téglik na vyhrievaciu platitu a postupne
zohrievajte az do zuhol'natenia latky. Spopolfiujte podl'a bodu 5.1 alebo
5.2.

Téglik vlozte do kalibrovanej muflovej pece nastavenej na teplotu
550 °C. Tato teplotu udrziavajte az do ziskania bieleho, bledosivého
alebo Cervenkastého popola, bez obsahu zuholnatenych castic. Vlozte
téglik do exsikatora, nechajte vychladnut a okamzite odvazte.

Téglik vlozte do kalibrovanej muflovej pece vyhriatej na 550 °C.
Spopoliiujte  tri  hodiny. Vlozte téglik do exsikatora, nechajte
vychladnat’ a okamzite odvazte. Opét spopoliiujte 30 minat, ¢im sa
zabezpedi, ze hmotnost’ popola zostane konstantna (strata hmotnosti
medzi dvomi po sebe nasledujiicimi vazeniami musi byt najviac 1 mg).

Vypocet vysledkov

Hmotnost’ zvysku vypocitajte odpocitanim hmotnosti téglika.
Vysledok sa vyjadri ako percento zo vzorky.

Poznamky

Latky, ktoré sa tazko spopoliujii, sa najskdr musia spopoliovat
najmenej tri hodiny, ochladit’ a potom sa k popolu prida niekol'ko
kvapiek 20 % roztoku dusi¢nanu aménneho alebo vody (opatrne, aby
sa zabranilo rozptyleniu popola alebo tvorbe hrudiek). Po vysuSeni
v su$iarni pokracujte v zihani. Postup podla potreby opakujte dovtedy,
kym nebude spopolnenie ukoncené.

Ak ide o latky odolné voci uprave opisanej v bode 7.1, postupujte
takto: po trojhodinovom spopoliiovani vlozte popol do teplej vody
a prefiltrujte cez maly bezpopolovy filter. Filter a jeho obsah spopol-
nite v povodnom tégliku. Filtrat vlozte do vychladnutého téglika,
odparte do sucha, spopolnite a odvazte.

V pripade olejov a tukov presne navazte 25 g vzorky do téglika
vhodnej velkosti. Zuholfiujte pod lampou nastavenou na latku
a pomocou pasika bezpopolového filtraéného papiera. Po spaleni
zvlh¢ite ¢o mozno najmensim mnozstvom vody. Vysuste a spopolnite
postupom uvedenym v bode 5.



02009R0152 — SK — 04.04.2024 — 009.001 — 69

1.1.

1.2.

2.2.

3.2.

3.3.

4.2.

43.

44,

5.2

M. STANOVENIE OBSAHU POPOLA, KTORY JE NEROZ-
PUSTNY V KYSELINE CHLOROVODIKOVE]J

Ukel a oblast’

Téato metéda umoziuje stanovit’ v krmivach obsah mineralnych latok,
ktoré su nerozpustné v kyseline chlorovodikovej. V zavislosti od druhu
vzorky sa mézu pouzit dve metody.

Metoda A: uplatnitel'na na kimne suroviny organického povodu a na
vacsinu kimnych zmesi.

Metéda B: uplatnitend na mineralne zluceniny a zmesi a na kimne
zmesi, v ktorych je obsah latok nerozpustnych v kyseline chlorovodi-
kovej, stanoveny metodou A, vicsi ako 1 %.

Podstata metody

Metoda A: vzorka sa spopolni, popol sa uvari v kyseline chlorovodi-
kovej a nerozpustny zvySok sa prefiltruje a odvazi.

Metoda B: na vzorku sa pdsobi kyselinou chlorovodikovou. Roztok sa
prefiltruje, zvySok sa spopolni a takto ziskany popol sa spracuje podla
metody A.

Cinidla

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

Pristrojové vybavenie

Vyhrievacia platia.
Elektricka muflova pec s termostatom.

Spal'ovacie tégliky vyrobené z kremetia, porcelanu alebo platiny bud’
obdlznikové (priblizne 60 x 40 x 25 mm), alebo valcovité (s prieme-
rom: 60 az 75 mm, s vySkou: 20 az 40 mm).

Bezpopolové filtre.

Postup
Metoda A

Vzorku spopolnite postupom opisanym pri stanoveni popola. Mdze sa
pouzit’ aj popol ziskany pri uvedenej analyze.

Popol vlozte do 250 az 400 ml kadicky pomocou 75 ml kyseliny
chlorovodikovej (bod 3.1). Pomaly privedte do varu a nechajte
jemne vriet' patnast’ minat. Teply roztok prefiltrujte cez bezpopolovy
filtracny papier a zvySok premyvajte teplou vodou az do odstranenia
kyslej reakcie. Filter so zvySkom vysuste a spopolnite v odvazenom
tégliku pri teplote najmenej 550 °C a najviac 700 °C. Nechajte
vychladnat’ v exsikatore a odvazte.

Metéda B

Navazte 5 g vzorky s presnostou na 1 mg a vlozte do 250 az 400 ml
kadicky. Pridajte 25 ml vody a nasledne 25 ml kyseliny chlorovodi-
kovej (bod 3.1), premieSajte a pockajte, kym neprestane Sumiet.
Pridajte d’alsich 50 ml kyseliny chlorovodikovej (bod 3.1). Pockajte,
kym sa prestane uvolfiovat’ akykol'vek plyn, potom kadicku vlozte do
vriaceho vodného kupela na tridsat’ mint, pripadne na dlhsie, aby sa
dokladne hydrolyzoval vsetok pritomny $krob. Prefiltrujte este za tepla
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

cez bezpopolovy filter a filter premyte 50 ml teplej vody (pozri
poznamku 7). Filter so zvySkom vlozte do spalovacieho téglika,
vysuste a spopolnite pri teplote najmenej 550 °C a najviac 700 °C.
Popol vlozte do 250 az 400 ml kadicky pomocou 75 ml kyseliny
chlorovodikovej (bod 3.1); pokracujte postupom opisanym v druhom
pododseku bodu 5.1.

Vypocet vysledkov

Hmotnost’ zvysku vypocitajte odpocitanim hmotnosti téglika. Vysledok
sa vyjadri ako percento zo vzorky.

Poznamka

Ak je filtracia obtiazna, zacnite analyzu znova, pricom 50 ml kyseliny
chlorovodikovej (bod 3.1) nahrad’te 50 ml kyseliny trichléroctove;j,
20 % roztok (w/v) (bod 3.2) a filter premyte teplym roztokom 1 %
kyseliny trichloroctovej (bod 3.3).

N. STANOVENIE OBSAHU CELKOVEHO FOSFORU

Celkovy obsah fosforu sa stanovi:

— analytickou metddou stanovenou v norme EN 15510 — Krmivé pre
zvieratd. Metddy odberu vzoriek a analyz. Stanovenie vapnika,
sodika, fosforu, horc¢ika, draslika, Zeleza, zinku, medi, manganu,
kobaltu, molybdénu a olova metédou ICP-AES, alebo

— analytickou metoédou stanovenou v norme EN 15621 — Krmiva pre
zvieratd. Metody odberu vzoriek a analyz. Stanovenie vapnika,
sodika, fosforu, horcika, draslika, siry, zeleza, zinku, medi,
manganu a kobaltu po mineralizacii tlakom metdédou ICP-AES,
alebo

— fotometrickou metdédou podla opisu uvedeného dalej.

FOTOMETRICKA METODA
Uéel a oblast’

Tato metoda umoziuje stanovit’ obsah celkového fosforu v krmivach.
Je vhodna najméd na analyzu produktov s nizkym obsahom fosforu.
V uréitych pripadoch (ak ide o produkt bohaty na fosfor) je mozné
pouzit’ gravimetrickti metodu.

Podstata metody

Vzorka sa mineralizuje bud’ suchym spalovanim (v pripade organic-
kych krmiv), alebo rozkladom kyselinou (v pripade mineralnych
zltCenin a tekutych krmiv) a umiestni sa do roztoku kyseliny. Roztok
sa upravi molybdatovanddovym cinidlom. Opticka hustota takto vznik-
nutého ZItého roztoku sa meria spektrofotometrom pri 430 nm.

Cinidla

Uhlic¢itan vépenaty.

Kyselina chlorovodikova, p,o = 1,10 g/ml (priblizne 6 mol/liter).

Kyselina dusi¢na, pyo = 1,045 g/ml.

Kyselina dusi¢na, p,y = 1,38 az 1,42 g/ml.

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

Molybdatovanadové cinidlo: zmieSajte 200 ml roztoku heptamolybdé-
nanu amonneho (bod 3.6.1), 200 ml roztoku vanadiénanu amoénneho
(bod 3.6.2) a 134 ml kyseliny dusiénej (bod 3.4) v 1 1 odmernej banke.
Dopliite destilovanou vodou na celkovy objem.
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3.6.1.

3.6.2.

3.7.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

Roztok heptamolybdénanu amoénneho: rozpustite v horucej vode 100
g heptamolybdénanu amoénneho (NH4)/6Mo,0,4.4H,0. Pridajte 10 ml
amoniaku (hustota 0,91 g/ml) a doplitte vodou na objem 1 liter.

Roztok vanadi¢nanu amoénneho: rozpustite 2,35 g vanadi¢nanu amon-
neho NH4VO;5; v 400 ml horacej vody. Za staleho mieSania pomaly
pridajte 20 ml zriedenej kyseliny dusi¢nej [7 ml HNO; (3.4) + 13 ml
H,O] a dopliite vodou na objem 1 liter.

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

Pristrojové vybavenie

Kremenné, porcelanové alebo platinové spalovacie tégliky.
Elektrickda muflova pec s termostatom nastavena na 550 °C.
250 ml Kjeldahlova banka.

Odmerné banky a presné pipety.

Spektrofotometer.

Sktimavky s priemerom asi 16 mm, so zatkami s priemerom do 14,5
mm; objem: 25 az 30 ml.

Postup
Priprava roztoku

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

Obvykly postup

Navazte 1 g alebo vidcSie mnozstvo vzorky s presnostou na 1 mg.
Skasobnu vzorku vlozte do Kjeldahlovej banky, pridajte 20 ml kyseliny
sirovej (bod 3.5), pretrepte, aby sa latka uplne nasytila kyselinou a aby
sa zamedzilo jej prilepeniu na steny banky, zahrejte a 10 minut
udrzujte na bode varu. Nechajte pomaly vychladnat, pridajte 2 ml
kyseliny dusi¢nej (bod 3.4), jemne zahrejte, nechajte pomaly vychlad-
nut, pridajte trochu viac kyseliny dusi¢nej (bod 3.4) a prived’te znovu
do bodu varu. Tento postup opakujte, az kym neziskate bezfarebny
roztok. Ochlad’te, pridajte trochu vody, zlejte kvapalinu do 500 ml
odmernej banky, Kjeldahlovu banku vyplachnite horicou vodou.
Nechajte vychladnut’, doplite vodou do celkového objemu, homogeni-
zujte a prefiltrujte.

Vzorky obsahujuce organické latky a vzorky bez
dihydrogenfosfore¢nanu vapenatého a dihydrogen-
fosfore¢nanu horec¢natého

Navazte 2,5 g vzorky s presnost'ou na 1 mg do spalovacieho téglika.
Miesajte sktiSobnli vzorku, az kym sa uplne nespoji s 1 g uhli¢itanu
vapenatého (bod 3.1). Spopoliiujte v peci pri teplote 550 °C, az kym
neziskate biely alebo sivy popol (mal¢é mnozstvo dreveného uhlia
neprekaza). Preneste popol do 250 ml kadicky. Pridajte 20 ml vody
a kyselinu chlorovodikova (bod 3.2), az kym neprestane Sumiet’.
Pridajte dalsich 10 ml kyseliny chlorovodikovej (bod 3.2). Ulozte
kadicku do pieskového kupela a odparujte do sucha, ¢im sa kremen
prevedie na nerozpustni formu. Rozpustite zvySok v 10 ml kyseliny
dusi¢nej (bod 3.3) a varte v pieskovom kupeli alebo na vyhrievacej
platni 5 minut bez odparovania do sucha. Zlejte kvapalinu do 500 ml
odmernej banky, kadicku niekolkokrat vyplachnite horucou vodou.
Nechajte vychladnat’, dopliite vodou do celkového objemu, homogeni-
zujte a prefiltrujte.
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5.3.

3.2.

3.3.

3.4.

Vyfarbenie a meranie optickej hustoty

Zried’te alikvotnu Cast’ filtratu ziskaného podl'a bodu 5.1.1 alebo 5.1.2,
aby ste ziskali koncentraciu fosforu nie viacsiu ako 40 pg/ml. Do
skimavky (bod 4.6) vlejte 10 ml tohto roztoku a pridajte 10 ml molyb-
datovanadového cinidla (bod 3.6). Homogenizujte a nechajte odstat
najmenej 10 minut pri teplote 20 °C. Zmerajte opticku hustotu v spekro-
fotometri pri 430 nm oproti roztoku ziskanému pridanim 10 ml molyb-
datovanadového ¢inidla (bod 3.6) do 10 ml vody.

Kalibracnd krivka

Zo standardného roztoku (bod 3.7) pripravte roztoky obsahujuce 5, 10,
20, 30 a 40 pg fosforu na ml. Zoberte 10 ml z kazdého roztoku
a pridajte do nich 10 ml molybdatovanadového Ccinidla (bod 3.6).
Homogenizujte a nechajte odstat’ najmenej 10 minat pri teplote 20 °
C. Zmerajte opticki hustotu, ako je uvedené v bode 5.2. Zostrojte
kalibra¢nu krivku vynesenim optickych hustot oproti zodpovedajicim
mnozstvam fosforu. Pri koncentraciach medzi 0 a 40 pg bude krivka
linearna.

Vypocet vysledkov

Pouzitim kalibracnej krivky stanovte mnozstvo fosforu v skiSobnej
vzorke.

Vysledok sa vyjadri ako percento zo vzorky.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na
tej istej vzorke nesmie presiahnut’

— 3 % z vyssieho vysledku pre obsah fosforu nizsi ako 5 %,

— 0,15 % v absolttnej hodnote pre obsah fosforu 5 % alebo viac.

0. STANOVENIE CHLORU Z CHLORIDOV
Ukel a oblast’

Tato metdoda umoziiuje stanovit’ mnozstvo chloru v chloridoch rozpust-
nych vo vode, bezne vyjadrené ako chlorid sodny. Uplatiiuje sa
v pripade vSetkych krmiv.

Podstata metody

Chloridy sa rozpustia vo vode. Ak produkt obsahuje organické latky,
vyc¢iri sa. Roztok sa mierne okysli kyselinou dusi¢nou a chloridy sa
vyzrazaju vo forme chloridu strieborného roztokom dusi¢nanu striebor-
ného. Prebytok dusi¢nanu strieborného sa stitruje roztokom tiokyana-
tanu amonneho Volhardovou metodou.

Cinidla

Roztok tiokyanatanu aménneho, 0,1 mol/liter.

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

Nasyteny roztok siranu amoénno-zelezitého (NH4)Fe(SOy),.

Kyselina dusiéna, hustota: 1,38 g/ml.
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3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

S.1.1.

5.2

Dietyléter.

Aceton.

Carrezovo ¢inidlo I: rozpustite vo vode 21,9 g dihydratu octanu zino¢-
natého Zn(CH3COO0),.2H,0 a 3 g ladovej kyseliny octovej. Dopliite
vodou na objem 100 ml.

Carrezovo Cinidlo II: rozpustite vo vode 10,6 g trihydratu ferokyanidu
draseln¢ho, K4Fe(KN)g 3H,O. Doplite vodou na objem 100 ml.

Aktivne uhlie, ktoré neobsahuje chloridy a ani ich neabsorbuje.

Pristrojové vybavenie

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

Postup
Priprava roztoku

Pripravte roztok podla druhu vzorky, ako je uvedené v bodoch 5.1.1,
5.1.2 alebo 5.1.3.

Zaroven vykonajte slepy pokus bez pouzitia vzorky, ktord sa ma analy-
zovat'.

Vzorky bez organickych latok

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

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

Navazte priblizne 5 g vzorky s presnostou na 1 mg a vlozte spolu s 1
g aktivneho uhlia do 500 ml kalibrovanej odmernej banky. Pridajte 400
ml vody pri teplote priblizne 20 °C a 5 ml Carrezovho ¢inidla I (bod
3.7), mieSajte 30 sekund a pridajte 5 ml Carrezovho ¢inidla II (bod
3.8). Miesajte tridsat’ mintt v trepacke, dopliitte na pozadovany objem,
homogenizujte a prefiltrujte.

Tepelne upravené krmiva, l'anové vylisky a mucka,
produkty bohaté na Tlanovi mucku a ostatné
produkty bohaté na slizovité alebo na koloidné
latky (napr. dextrinovany Skrob)

Pripravte roztok postupom opisanym v bode 5.1.2, ale bez filtracie.
Nechajte usadit’ (podl'a potreby odstred’te), odoberte 100 ml superna-
tantu a preneste do 200 ml odmernej banky. Zmiesajte s acetonom (bod
3.6) a dopliite na pozadovany objem tymto rozpuastadlom, homogeni-
zujte a prefiltrujte.

Titracia

Pomocou pipety preneste do Erlenmeyerovej banky 25 ml az 100 ml
filtratu (podla predpokladaného obsahu chléru) ziskaného podl'a bodov
5.1.1, 5.1.2 alebo 5.1.3. Alikvotna ¢ast’ nesmie obsahovat’ viac ako 150
mg chloru (Cl). Podl'a potreby zried’te vodou na objem najmenej 50 ml,
pridajte 5 ml kyseliny dusi¢nej (bod 3.4), 2 ml nasyteného roztoku
siranu amonno-zelezitého (bod 3.3) a z naplnenej byrety 2 kvapky
roztoku tiokyanatanu amoénneho (bod 3.1). Byretou pridajte roztok
dusi¢nanu strieborného (bod 3.2), tak aby bol v prebytku 5 ml. Pridajte
5 ml dietyléteru (bod 3.5) a intenzivne pretrepte, aby sa vytvorila
zrazenina. Prebytok dusi¢nanu strieborného stitrujte roztokom tiokya-
natanu aménneho (bod 3.1) az do vzniku jednu minatu trvajiceho
Cervenkasto-hnedého sfarbenia.
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7.2.

7.3.

Vypocet vysledkov

Mnozstvo chléru (X) vyjadrené ako % chloridu sodného sa vypocita
pomocou tejto rovnice:

5,845 % (V, — 13)
- m

X

kde:

V,; = ml pridaného roztoku dusi¢nanu strieborného 0,1 mol/l,

V, = rr_ll roztoku tiokyanatanu amoénneho 0,1 mol/l pouzitého na titra-
ciu,

m = g hmotnosti vzorky v alikvotnej cCasti.

Ak slepy pokus naznacil, ze roztok dusi¢nanu strieborného 0,1 mol/l sa
spotreboval, odpocitajte tato hodnotu od objemu (V; — V,).

Poznamky

Titraciu mozno vykonat’ aj potenciometricky alebo ampérometricky.

Produkty vel'mi bohaté na oleje a tuky najskor odtuénite dietyléterom
alebo petroléterom.

V pripade rybej mucky mozno titraciu vykonat Mohrovou metddou.
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PRILOHA 1V

METODY ANALYZY NA KONTROLU OBSAHU POVOLENYCH

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.

3.7.

Q)

DOPLNKOVYCH LATOK V KRMIVACH

A. STANOVENIE OBSAHU VITAMINU A

Obsah vitaminu A sa stanovi:

— analytickou metddou stanovenou v norme EN 17547 — Krmivé pre
zvieratd. Metody odberu vzoriek a analyz. Stanovenie obsahu vita-
minu A, E a D ('). Metdda s pred¢istenim extrakciou na tuhej faze
(SPE) a metéda vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie
(HPLC), alebo

— vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou s reverznou fazou
(RP-HPLC) pouzitim UV detektora alebo fluorescen¢ného detek-
tora, ako sa uvadza d’alej v bodoch 1 az 9.

Ukel a oblast’

Tato metdéda umoziuje stanovit’ obsah vitaminu A (retinolu) v krmi-
vach. Vitamin A zahina all-frans-retinyl alkohol a jeho cis-izoméry,
ktoré sa stanovia touto metédou. Obsah vitaminu A sa vyjadri v medzi-
narodnych jednotkach (m. j.) na kg. Jedna m. j. zodpoveda aktivite
0,300 pg all-trans-vitamin A alkoholu alebo 0,344 pg all-trans-vitamin
A acetatu alebo 0,550 pg all-trans-vitamin A palmitatu.

Limit kvantifikacie je 2 000 m. j. vitaminu A/kg.

Podstata metédy

Vzorka sa hydrolyzuje etanolovym roztokom hydroxidu draselného
a vitamin A sa extrahuje do petroléteru. Rozpust'adlo sa odstrani odpa-
renim a zvySok sa rozpusti v metanole a v pripade potreby sa zriedi na
pozadovanil koncentraciu. Obsah vitaminu A sa stanovi vysokot¢innou
kvapalinovou chromatografiou s reverznou fazou (RP-HPLC) pouzitim
UV detektora alebo fluorescencného detektora. Chromatografické para-
metre sa vyberaju tak, aby nedoslo k oddeleniu all-frans-vitamin
A alkoholu a jeho cis-izomérov.

Cinidla
Etanol, o = 96 %.

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

Metanol.

Roztok hydroxidu draselného, ¢ = 50 g/100 ml.

Roztok askorbatu sodného, ¢ = 10 g/100 ml (pozri poznamku k bodu
7.7).

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

1. Roztok sulfidu sodného, ¢ = 0,5 mol/l v glycerole, 5 = 120 g/l (pre x =
9) (pozri poznamku bod 7.8).

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

Analyticka metéda stanovend v norme EN 17547 sa oznacuje ako alternativna metoda,

ktora sa pouziva na ucely uradnych kontrol na stanovenie obsahu vitaminu A a E namiesto
metody predpisanej na stanovenie obsahu vitaminu A v casti A tejto prilohy a na
stanovenie obsahu vitaminu E v ¢asti B tejto prilohy.
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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.

4.5.1.

4.6.

4.7.

4.8.

2-propanol.

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

Dusik, bez obsahu kyslika.

All-trans-vitamin A acetat, extra Cisty, so zarucenou aktivitou, napr.
2,80 x 106 m. j./g.

Zasobny roztok all-trans-vitamin A acetatu: do 100 ml odmernej banky
navazte 50 mg acetatu vitaminu A (bod 3.11) s presnostou na 0,1 mg.
Rozpustite v 2-propanole (bod 3.8) a doplite po znacku tym istym
rozpustadlom. Nominalna koncentracia tohto roztoku je 1400 m. j.
vitaminu A na ml. Presny obsah sa stanovi podl'a bodu 5.6.3.1.

All-trans-vitamin A palmitat, extra Cisty, so zaru¢enou aktivitou, napr.
1,80 x 106 m. j./g.

Zasobny roztok all-trans-vitamin A palmitatu: do 100 ml odmernej
banky navazte 80 mg vitamin A palmitatu (bod 3.12) s presnostou
na 0,1 mg. Rozpustite v 2-propanole (bod 3.8) a doplite po znacku
tym istym rozpustadlom. Nominalna koncentracia tohto roztoku je
1400 m. j. vitaminu A na ml. Presny obsah sa stanovi podla bodu
5.6.3.2.

2,6-di-terc-butyl-4-metylfenol (BHT) (pozri poznamku bod 7.5).

Pristrojové vybavenie

Rotac¢na vakuova odparka.
Hnedé¢ sklo.

Banka s plochym dnom alebo Erlenmeyerova banka, 500 ml, s hrdlom
s vnutornym zabrusom.

Odmerné banky so zabrusovymi sklenenymi zatkami, s zkym hrdlom,
10, 25, 100 a 500 ml.

Oddelovacie lieviky, konické, 1000 ml, so zabrusovymi sklenenymi
zatkami.

Hruskovité banky, 250 ml, s hrdlami s vnitornym zabrusom.

Allihnov chladi¢, dizka plasta 300 mm, so zabrusovym sklenenym
spojom, s pripojkou na privod plynu.

Skladany filtracny papier na oddelenie faz, priemer 185 mm (napr.
Schleicher & Schuell 597 HY 1/2).

Zariadenie HPLC so vstrekovacim systémom.

Koléna na kvapalinovli chromatografiu, 250 mm x 4 mm, s napliou
Cig, 5 alebo 10 um, alebo ekvivalentna (kritérium ucinnosti: za uvede-
nych podmienok HPLC len jeden pik pre vietky retinolové izoméry).

UV alebo fluorescenény detektor s nastavitenou vlnovou dizkou.
Spektrofotometer s 10 mm kremennymi kyvetami.
Vodny kupel' s magnetickym miesadlom.

Extrakéna aparatara (pozri obrazok 1) pozostavajuca zo:
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4.8.1.

4.8.2.

5.1

5.2.

5.3.

skleneného valca s objemom 1 1, s hrdlom s vnitornym zabrusom
a zabrusovou sklenenou zatkou;

sklenenej zabrusovej vlozky, s bonym ramenom a s nastaviteInou
trubicou vedenou stredom. Nastavitelnd trubica musi mat spodny
koniec v tvare pismena U a na opacnom konci dyzu tak, aby vrchna
tekuta vrstva vo valci mohla byt prenesena do oddelovacicho lievika.

Postup

Poznamka: Vitamin A je citlivy na (UV) svetlo a na oxidaciu. Vsetky
¢innosti sa musia vykondvat’ bez svetla (pouzivat hnedé
sklo alebo sklo obalené¢ hlinikovou foliou) a kyslika
(vytlaci sa dusikom). Pocas extrakcie sa vzduch nad kvapa-
linou nahradi dusikom (zabrante nadbyto¢nému tlaku
obcasnym uvolnenim zatky).

Priprava vzorky

Zomelte vzorku tak, aby presla sitom s velkostou 6k 1 mm, pricom
zabrarite, aby sa pri mleti zohriala. Mletie sa musi vykonat’ tesne pred
navazenim a zmydelnenim, inak moéze dojst k stratdm vitaminu A.
Vzorku nemel'te, ak je jej granulometrické zloZenie primerané (napr.
premixy a doplnkové latky v krmivach).

Zmydelnenie

V zavislosti od obsahu vitaminu A navazte 2 g az 25 g vzorky s pres-
nostou na 1 mg do 500 ml banky s plochym dnom alebo do Erlen-
meyerovej banky (bod 4.2.1). V pripade nizkych koncentracii mozete
zvysit hmotnost” vzorky, aby ste v sktsSobnej davke mali dostatoéné
mnozstvo Castic. Do banky sa postupne prida za krizenia 130 ml
etanolu (bod 3.1), priblizne 100 mg BHT (bod 3.13), 2 ml roztoku
askorbatu sodného (bod 3.5) a 2 ml roztoku sulfidu sodného (bod
3.6). Pripevnite chladi¢ (bod 4.3) k banke a ponorte banku do vodného
kapela s magnetickym mieSadlom (bod 4.7). Zahrejte az do varu
a nechajte 5 minat refluxovat. Potom pridajte cez chladi¢ (bod 4.3)
25 ml roztoku hydroxidu draselného (bod 3.4) a nechajte za mieSania
a slabého pridu dusika refluxovat dalSich 25 min. Potom chladi¢
vyplachnite priblizne 20 ml vody a ochlad’te obsah banky na labora-
tornu teplotu.

Extrakcia

Po dekantacii a po premyti celkovym objemom 250 ml vody zmydel-
neny roztok kvantitativne preneste do 1 000 ml oddelovacieho lievika
(bod 4.2.3) alebo do extrakénej aparatury (bod 4.8). Vymyte zmydel-
novaciu banku postupne 25 ml etanolu (bod 3.1) a 100 ml petroléteru
(bod 3.2) a preneste tieto kvapaliny do oddel'ovacicho lievika alebo do
extrakcnej aparatiry. Pomer vody a etanolu v zmieSanom roztoku musi
byt okolo 2:1. Intenzivne pretrepavajte 2 mintty a potom nechajte 2
minuty usadit’.

Extrakcia s pouzitim oddelovacieho lievika (bod
4.2.3)

Po oddeleni vrstiev (pozri poznamku bod 7.3) preneste vrstvu petrolé-
teru do dalsiecho oddelovacieho lievika (bod 4.2.3). Zopakujte tato
extrakciu dvakrat so 100 ml petroléteru (bod 3.2) a dvakrat s 50 ml
petroléteru (bod 3.2).

Spojené extrakty premyte dvakrat 100 ml vody v oddel'ovacom lieviku
miernym krizenim (aby sa zabranilo vytvoreniu emulzie) a potom
opakovanym pretrepanim d’al$imi 100 ml vody, az kym voda nezostane
po pridani roztoku fenolftaleinu (bod 3.7) bezfarebna (premytie Styrikrat
zvycCajne postacuje). Premyty extrakt prefiltrujte do 500 ml odmernej
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banky (bod 4.2.2) cez suchy skladany filter na oddelenie faz (bod 4.4),
aby sa odstranila vSetka suspendovana voda. Oddelovaci lievik a filter
oplachnite 50 ml petroléteru (bod 3.2), banku dopliite po znacku petro-
léterom (bod 3.2) a dobre zamieSajte.

Extrakcia v extrak¢énej aparature (bod 4.8)

Po oddeleni vrstiev (pozri poznamku 7.3) vymente zatku skleneného
valca (bod 4.8.1) za sklenent zabrusovi vlozku (bod 4.8.2) a nastavte
spodny koniec nastavitelnej trubice v tvare pismena U tak, aby bol
tesne nad hladinou. Pomocou tlaku dusika do bo¢ného ramena preneste
horn vrstvu petroléteru do 1000 ml oddelovacieho lievika (bod
4.2.3). Do sklenen¢ho valca pridajte 100 ml petroléteru (bod 3.2),
zazatkujte a dobre premiesajte. Nechajte oddelit’ vrstvy a hornu vrstvu
preneste opdt’ do oddelovacieho lievika. Opakujte extrakciu d’alSimi
100 ml petroléteru (bod 3.2), potom dvakrat po 50 ml petroléteru
(bod 3.2) a vrstvy petroléteru pridajte do oddelovacieho lievika.

Spojené extrakty petroléteru premyte postupom opisanym v bode 5.3.1
a d’alej postupujte podla uvedeného bodu.

Priprava roztoku vzorky pre HPLC

Pomocou pipety preneste alikvotni Cast’ roztoku petroléteru
(z bodov 5.3.1. alebo 5.3.2) do 250 ml hruskovitej banky (bod 4.2.4).
Odparte rozpustadlo takmer dosucha v rotacnej odparke (bod 4.1) za
znizeného tlaku pri teplote kupela nepresahujucej 40 °C. Obnovte
atmosféricky tlak vpustenim dusika (bod 3.10) a vyberte banku
z rotacnej odparky. Odstraite zvySné rozpustadlo pradom dusika
(bod 3.10) a zvySok ihned’ rozpustite v zndmom objeme (10 — 100
ml) metanolu (bod 3.3) (koncentracia vitaminu A musi byt v rozsahu
od 5 m. j/ml do 30 m. j./ml).

Stanovenie pomocou HPLC

Vitamin A sa oddeli v koléne s reverznou C;g fazou (bod 4.5.1)
a koncentracia sa zmeria UV detektorom (325 nm) alebo fluores-
cenénym detektorom (excitacia: 325 nm, emisia: 475 nm) (bod 4.5.2).

Vstreknite alikvotni ¢ast’ (napr. 20 ul) roztoku metanolu ziskaného
podla bodu 5.4 a vymyte mobilnou fazou (bod 3.9). Vypocitajte prie-
mernt vySku (plochu) piku niekolkych nastrekov roztoku tej istej
vzorky a priemernti vysku (plochu) piku niekolkych nastrekov kali-
bra¢nych roztokov (bod 5.6.2).

Podmienky HPLC

Odporucané su tieto podmienky; iné podmienky sa moézu pouzit, ak
zabezpecia dosiahnutie ekvivalentnych vysledkov.

Koloéna na kvapalinova 250 mm x 4 mm, s naplnou C;g, 5 alebo

chromatografiu (bod 4.5.1): 10 um, alebo ekvivalentna.Mobilna faza (bod 3.9):
zmes metanolu (bod 3.3) a vody, napr. 980 + 20
(v + ).

Prietokova rychlost’ 1 — 2 ml/min

Detektor (bod 4.5.2): UV detektor (325 nm) alebo fluorescen¢ny detektor

(excitacia: 325 nm, emisia: 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.

Kalibracia
Priprava pracovnych $tandardnych roztokov

Do 500 ml banky s plochym dnom alebo do Erlenmeyerovej banky
(bod 4.2.1) pomocou pipety preneste 20 ml zasobného roztoku vitamin
A acetatu (bod 3.11.1) alebo 20 ml zasobného roztoku vitamin A palmi-
tatu (bod 3.12.1) a hydrolyzujte podl'a bodu 5.2, ale nepridavajte BHT.
Nasledne extrahujte petroléterom (bod 3.2) podla bodu 5.3 a doplite
petroléterom na 500 ml (bod 3.2). Odparte 100 ml tohto extraktu na
rotacnej odparke (pozri bod 5.4) takmer dosucha, odstrafite zvy$né
rozptistadlo pradom dusika (bod 3.10) a zvySok opdt rozpustite
v 10,0 ml metanolu (bod 3.3). Nominalna koncentracia tohto roztoku
je 560 m. j. vitaminu A na ml. Presny obsah sa musi stanovit podla
bodu 5.6.3.3. Pracovny Standardny roztok sa musi pripravovat’ Cerstvy
tesne pred pouzitim.

Pomocou pipety preneste 2,0 ml tohto pracovného S$tandardného
roztoku do 20 ml odmernej banky, dopliite metanolom po znacku
(bod 3.3) a premieSajte. Nominalna koncentracia tohto zriedeného
pracovného Standardného roztoku je 56 m. j. vitaminu A na ml.

Priprava kalibraénych roztokov a kalibra¢ny graf

Do 20 ml odmernych baniek postupne preneste 1,0 ml, 2,0 ml, 5,0 ml
a 10,0 ml zriedeného pracovného Standardného roztoku, dopliite meta-
nolom po znacku (bod 3.3) a zamieSajte. Nominalne koncentracie
tychto roztokov su 2,8 m. j., 5,6 m. j., 14,0 m. j. a 28,0 m. j. vitaminu
A na ml

Niekol'kokrat vstreknite 20 ul kazdého kalibra¢ného roztoku a stanovte
priemernt vysku (plochu) piku. Z priemernych vySok (ploch) pikov
zostrojte kalibraény graf s ohladom na vysledky UV kontroly (bod
5.6.3.3).

UV standardizacia Standardnych roztokov
Zasobny roztok vitamin A acetatu

Do 50 ml odmernej banky (bod 4.2.2) preneste pipetou 2,0 ml zasob-
ného roztoku vitamin A acetatu (bod 3.11.1) a dopliite po znacku 2-
propanolom (bod 3.8). Nominalna koncentracia tohto roztoku je 56 m.
j. vitaminu A na ml. Do 25 ml odmernej banky pipetou preneste 3,0 ml
tohto zriedeného roztoku vitamin A acetatu a doplite po znacku 2-
propanolom (bod 3.8). Nominalna koncentracia tohto roztoku je 6,72
m. j. vitaminu A na ml. V spektrofotometri (bod 4.6) zmerajte UV
spektrum tohto roztoku proti 2-propanolu (bod 3.8) v rozmedzi od 300
nm do 400 nm. Absorpéné maximum musi byt medzi 325 nm a 327
nm.

Vypocet obsahu vitaminu A:

m. j. vitaminu A/ml = E3y¢ x 19,0

(El%

Lem Dre vitamin Aacetat = 1 530 pri 326 nm v 2 — propanole)

Zasobny roztok vitamin A palmitatu

Do 50 ml odmernej banky (bod 4.2.2) pipetou preneste 2,0 ml zasob-
ného roztoku vitamin A palmitatu (bod 3.12.1) a doplite po znacku 2-
propanolom (bod 3.8). Nominalna koncentracia tohto roztoku je 56 m. j.
vitaminu A na ml. Do 25 ml odmernej banky pipetou preneste 3,0 ml
tohto zriedeného roztoku vitamin A palmitatu a dopliite po znacku 2-
propanolom (bod 3.8). Nominalna koncentracia tohto roztoku je 6,72 m.
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5.6.3.3.

j. vitaminu A na ml. V spektrofotometri (bod 4.6) zmerajte UV spektrum
tohto roztoku proti 2-propanolu (bod 3.8) v rozmedzi od 300 nm do 400
nm. Absorp¢né maximum musi byt medzi 325 nm a 327 nm.

Vypocet obsahu vitaminu A:

m. j. vitaminu A/ml = E36 x 19,0

(E%% pre vitamin Apalmitat = 957 pri 326 nm v 2 — propanole)

cm

Pracovny Standardny roztok vitaminu A

Do 50 ml odmernej banky (bod 4.2.2) pipetou preneste 3,0 ml nezrie-
dené¢ho pracovného Standardného roztoku vitaminu A pripraveného
podla bodu 5.6.1 a doplite po znacku 2-propanolom (bod 3.8). Do
25 ml odmernej banky pipetou preneste 5,0 ml tohto roztoku a doplite
po znacku 2-propanolom (bod 3.8). Nomindlna koncentracia tohto
roztoku je 6,72 m. j. vitaminu A na ml. V spektrofotometri (bod 4.6)
zmerajte UV spektrum tohto roztoku proti 2-propanolu (bod 3.8)
v rozmedzi od 300 nm do 400 nm. Absorpéné maximum musi byt
medzi 325 nm a 327 nm.

Vypocet obsahu vitaminu A:

m. j. vitaminu A/ml = Es,s x 18,30

(El%

Icm

pre vitamin Aalkohol = 1821 pri 325 nm v 2 — propanole)

Vypocet vysledkov

Z priemernej vysky (plochy) piku vitaminu A v roztoku vzorky
stanovte koncentraciu roztoku vzorky v m. j./ml porovnanim s kali-
braénym grafom (bod 5.6.2).

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

500 x ¢x V, x 1 000
W=

J-/k
V xm [m.j./kg]
kde:
¢ = koncentracia vitaminu A v roztoku vzorky (bod 5.4) v m. j./ml,
V| = objem roztoku vzorky (bod 5.4) v ml,

V, = objem alikvotnej Casti z bodu 5.4 v ml,

2
I

hmotnost’ skusobnej davky v g.

Poznamky

V pripade vzoriek s nizkou koncentraciou vitaminu A je vhodné spojit’
extrakty petroléteru z dvoch davok po zmydelneni (navazené mnozstvo:
25 g) do jedného roztoku vzorky na stanovenie pomocou HPLC.
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7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

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

Ak nedojde k oddeleniu faz, pridajte priblizne 10 ml etanolu (bod 3.1),
aby sa naruSila emulzia.

V pripade oleja z trescej pecene a inych Cistych tukov sa ma Cas
zmydelnenia predlzit’ na 45 — 60 minut.

Namiesto BHT sa mdze sa pouzit’ hydrochinon.

Pouzitim kolény s normalnou fazou je mozné oddelit’ izoméry retinolu.
V takomto pripade sa vSak vysky (plochy) vsetkych pikov cis a trans
izomérov musia pri vypocte spocitat’.

Namiesto roztoku askorbatu sodného sa méze pouzit’ priblizne 150 mg
kyseliny askorbove;j.

Namiesto roztoku sulfidu sodného sa méze pouzit’ priblizne 50 mg
EDTA.

V pripade analyzy vitaminu A v nahradkach mlieka je potrebné
venovat’ Specificki pozornost’:

— pri zmydelnovani (bod 5.2): v dosledku mnozstva tuku pritomného
vo vzorke bude pravdepodobne potrebné zvysit' mnozstvo roztoku
hydroxidu draselné¢ho (bod 3.4),

— pri extrakcii (bod 5.3): v dosledku pritomnosti emulzii bude prav-
depodobne potrebné zmenit' pomer 2:1 medzi vodou a etanolom.

Pri kontrole, ¢i uplatnend analytickd metéda vedie k spolahlivym
vysledkom na tejto Specifickej matrici (ndhradka mlieka), sa ma na
d’alSej skuSobnej davke vykonat’ skiiska vytaznosti. Ak je miera vytaz-
nosti niz§ia ako 80 %, analyticky vysledok sa musi korigovat’
vzhl'adom na vytaznost.

Opakovatel’nost’

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na
tej istej vzorke nesmie presiahnut’ 15 % z vysSieho vysledku.

Vysledky medzilaboratérnej Stadie (')

Premix Premixové krmivo Mineralny Bielkoyinové KrmiYo pre
koncentrat krmivo prasiatka
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
priemer [m. j./kg] 17,02 x 106 1,21 x 106 537 100 151 800 18 070
st [m. j./kg] 0,51 x 106 0,039 x 106 22080 12 280 682
r [m. j/kg] 1,43 x 106 0,109 x 106 61 824 34 384 1910
CVr [%] 3,0 3,5 4,1 8,1 3.8
sR [m. j./kg] 1,36 x 106 0,069 x 106 46 300 23 060 3614

Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).

(") Vykonala pracovna skupina v oblasti krmiv Verband Deutscher Landwirtschaftlicher
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. L . Mineralny Bielkovinové Krmivo pre
Premix Premixové krmivo ; . .
koncentrat krmivo prasiatka

R [m. j./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 laboratorii,
n: pocet jednotlivych hodnét,
sr: smerodajna odchylka opakovatelnosti,
sR: smerodajna odchylka reprodukovatelnosti,
r: opakovatel'nost’,
R: reprodukovatel'nost’,
CVr: variaény koeficient opakovatelnosti,

CVR:  variacny koeficient reprodukovatelnosti,
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Obrazok 1

Extrakéna aparatira (bod 4.8)

A
K

\
—

Skleneny valec (4.8.1)
(vySka pribliZne 48 cm)

\

Sklenena vioZka (4.8.2)
(dlzka priblizne 45 cm)

-=—  Nastavitelna trubica

Vrstva petroléteru

Hydrataéna vrstva
+

zmydeinena zloZka
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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. STANOVENIE OBSAHU VITAMINU E

Obsah vitaminu E sa stanovi:

— analytickou metddou stanovenou v norme EN 17547 — Krmiva pre
zvieratd. Metody odberu vzoriek a analyz. Stanovenie obsahu vita-
minu A, E a D (!). Metdda s predCistenim extrakciou na tuhej faze
(SPE) a metéda vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie
(HPLC), alebo

— vysokotéinnou kvapalinovou chromatografiou s reverznou fazou
(RP-HPLC) pouzitim UV detektora alebo fluorescenéného detek-
tora, ako sa uvadza d’alej v bodoch 1 az 9.

Ukel a oblast’

Téato metdda umoziluje stanovit' obsah vitaminu E v krmivach. Obsah
vitaminu E sa vyjadruje ako mg DL-o-tokoferol acetatu na kg. 1 mg
DL-a-tokoferol acetatu zodpoveda 0,91 mg DL-a-tokoferolu (vitamin
E).

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

Podstata metody

Vzorka sa hydrolyzuje etanolovym roztokom hydroxidu draselného
a vitamin E sa extrahuje do petroléteru. Rozptstadlo sa odstrani odpa-
renim a zvySok sa rozpusti v metanole a v pripade potreby sa zriedi na
pozadovant koncentraciu. Obsah vitaminu E sa stanovi vysokot¢innou
kvapalinovou chromatografiou s reverznou fazou (RP-HPLC) pouzitim
fluorescencného detektora alebo UV detektora.

Cinidla
Etanol, o = 96 %.

Petroléter, rozpidtie bodu varu 40 °C — 60 °C.

Metanol.

Roztok hydroxidu draselného, ¢ = 50 g/100 ml.

Roztok askorbatu sodného, ¢ = 10 g/100 ml (pozri poznamku bod 7.7).

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

Roztok sulfidu sodného, ¢ = 0,5 mol/l v glycerole, = 120 g/l (pre x =
9) (pozri poznamku 7.8).

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

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

Dusik, bez obsahu kyslika.

DL-o-tokoferol acetat, extra Cisty, so zaruCenou aktivitou.

(') Analytickd metoda stanovend v norme EN 17547 sa oznaCuje ako alternativna metoda,
ktora sa pouziva na ucely uradnych kontrol na stanovenie obsahu vitaminu A a E namiesto
metody predpisanej na stanovenie obsahu vitaminu A v casti A tejto prilohy a na
stanovenie obsahu vitaminu E v ¢asti B tejto prilohy.
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3.10.1.

3.11.1.

3.12.

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.

Zasobny roztok DL-a-tokoferol acetatu: do 100 ml odmernej banky
navazte 100 mg DL-a-tokoferol acetatu (bod 3.10) s presnostou na
0,1 mg. Rozpustite v etanole (bod 3.1) a doplite po znacku tym
istym rozpustadlom. 1 ml tohto roztoku obsahuje 1 mg DL-a-tokoferol
acetatu (pozri UV kontrolu v bode 5.6.1.3 a stabilizaciu v poznamke
7.4).

DL-o-tokoferol, extra Cisty, so zarucenou aktivitou.

Zasobny roztok DL-a-tokoferolu: do 100 ml odmernej banky navazte
100 mg DL-a-tokoferolu (bod 3.11) s presnostou na 0,1 mg. Rozpus-
tite v etanole (bod 3.1) a doplite po znacku tym istym rozpustadlom. 1
ml tohto roztoku obsahuje 1 mg DL-a-tokoferolu (pozri UV kontrolu
v bode 5.6.2.3 a stabilizaciu v poznamke bod 7.4).

2,6-di-terc-butyl-4-metylfenol (BHT) (pozri poznamku bod 7.5).

Pristrojové vybavenie

Filmova rotacna odparka.
Hnedé sklo.

Banka s plochym dnom alebo Erlenmeyerova banka, 500 ml, s hrdlom
s vnitornym zabrusom.

Odmerné banky so zabrusovymi sklenenymi zatkami, s Gzkym hrdlom,
10, 25, 100 a 500 ml.

Oddelovacie lieviky, konické, 1000 ml, so zabrusovymi sklenenymi
zatkami.

Hruskovité banky, 250 ml, s hrdlami s vnitornym zabrusom.

Allihnov chladi¢, dizka plasta 300 mm, so zabrusovym sklenenym
spojom, s pripojkou na privod plynu.

Skladany filtracny papier na oddelenie faz, priemer 185 mm (napr.
Schleicher & Schuell 597 HY 1/2).

Zariadenie HPLC so vstrekovacim systémom.

Kolona na kvapalinova chromatografiu, 250 mm x 4 mm, s napliiou
Cig, 5 alebo 10 pm, alebo ekvivalentna.

Fluorescenény alebo UV detektor s nastavitenou vinovou dizkou.
Spektrofotometer s 10 mm kremennymi kyvetami.

Vodny kupel' s magnetickym miesadlom.

Extrak¢éna aparatura (pozri obrazok 1) pozostavajuca zo:

skleneného valca s objemom 1 1, s hrdlom s vnitornym zabrusom
a zabrusovou sklenenou zatkou;

sklenenej zabrusovej vlozky, s bo¢nym ramenom a s nastaviteInou
trubicou vedenou stredom. NastaviteIna trubica musi mat spodny
koniec v tvare pismena U a na opa¢nom konci dyzu tak, aby vrchna
tekuta vrstva vo valci mohla byt prenesena do oddelovacieho lievika.
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5.1.

5.2

5.3.

Postup

Poznamka: Vitamin E je citlivy na (UV) svetlo a na oxidaciu. Vsetky
¢innosti sa musia vykonavat bez svetla (pouzivat’ hnedé
sklo alebo sklo obalené hlinikovou foliou) a kyslika
(vytlaci sa dusikom). Pocas extrakcie sa vzduch nad kvapa-
linou nahradi dusikom (zabrante nadbyto¢nému tlaku
obcasnym uvolnenim zatky).

Priprava vzorky

Zomel'te vzorku tak, aby presla sitom s velkostou 0k 1 mm, pricom
zabraite, aby sa pri mleti zohriala. Mletie sa musi vykonat’ tesne pred
navazenim a zmydelnenim, inak méze dojst’ k stratam vitaminu E.

Zmydelnenie

V zavislosti od obsahu vitaminu E navazte 2 g az 25 g vzorky s pres-
nostou na 0,01 g do 500 ml banky s plochym dnom alebo do Erlen-
meyerovej banky (bod 4.2.1). Do banky sa postupne prida za krizenia
130 ml etanolu (bod 3.1), priblizne 100 mg BHT (bod 3.12), 2 ml
roztoku askorbatu sodného (bod 3.5) a 2 ml roztoku sulfidu sodného
(bod 3.6). Pripevnite chladi¢ (bod 4.3) k banke a ponorte banku do
vodného kupela s magnetickym mieSadlom (bod 4.7). Zahrejte az do
varu a nechajte 5 minut refluxovat. Potom pridajte cez chladi¢ (bod
4.3.) 25 ml roztoku hydroxidu draselného (bod 3.4.) a nechajte za
mieSania a slabého pridu dusika refluxovat’ d’alSich 25 min. Potom
chladi¢ vyplachnite priblizne 20 ml vody a ochlad’te obsah banky na
laboratérnu teplotu.

Extrakcia

Po dekanticii a po premyti celkovym objemom 250 ml vody zmydel-
neny roztok kvantitativne preneste do 1 000 ml oddelovacieho lievika
(bod 4.2.3) alebo do extrakénej aparatiry (bod 4.8). Vymyte zmydel-
fovaciu banku postupne 25 ml etanolu (bod 3.1) a 100 ml petroléteru
(bod 3.2) a preneste tieto kvapaliny do oddel'ovacieho lievika alebo do
extrakénej aparatiry. Pomer vody a etanolu v zmieSanom roztoku musi
byt okolo 2:1. Intenzivne pretrepavajte 2 mintity a potom nechajte 2
mintty usadit’.

Extrakcia s pouzitim oddelovacieho lievika (bod
4.2.3)

Po oddeleni vrstiev (pozri poznamku 7.3) preneste vrstvu petroléteru do
dalsicho oddel'ovacicho lievika (bod 4.2.3). Zopakujte tuto extrakciu
dvakrat so 100 ml petroléteru (bod 3.2) a dvakrat s 50 ml petroléteru
(bod 3.2).

Spojené extrakty premyte dvakrat 100 ml vody v oddel'ovacom lieviku
miernym krizenim (aby sa zabranilo vytvoreniu emulzie) a potom
opakovanym pretrepanim d’al$imi 100 ml vody, az kym voda nezostane
po pridani roztoku fenolftaleinu (bod 3.7) bezfarebna (premytie Styri-
krat zvycajne postacuje). Premyty extrakt prefiltrujte do 500 ml
odmernej banky (bod 4.2.2) cez suchy skladany filter na oddelenie
faz (bod 4.4), aby sa odstranila vSetka suspendovana voda. Oddel'ovaci
lievik a filter oplachnite 50 ml petroléteru (bod 3.2), banku doplite po
znacku petroléterom (bod 3.2) a dobre zamiesajte.

Extrakcia v extrakcénej aparature (bod 4.8)

Po oddeleni vrstiev (pozri poznamku bod 7.3) vymeiite zatku skleneného
valca (bod 4.8.1) za sklenenu zabrusovu vlozku (bod 4.8.2) a nastavte
spodny koniec nastavitel'nej trubice v tvare pismena U tak, aby bol tesne
nad hladinou. Pomocou tlaku dusika do bo¢ného ramena preneste hornu
vrstvu petroléteru do 1 000 ml oddelovacieho lievika (bod 4.2.3). Do
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5.4.

5.5.

5.6.
5.6.1.
5.6.1.1.

skleneného valca pridajte 100 ml petroléteru (bod 3.2), zazatkujte
a dobre premieSajte. Nechajte oddelit’ vrstvy a hornl vrstvu preneste
opat’ do oddelovacieho lievika. Opakujte extrakciu d’alsimi 100 ml
petroléteru (bod 3.2), potom dvakrat po 50 ml petroléteru (bod 3.2)
a vrstvy petroléteru pridajte do oddelovacieho lievika.

Spojené extrakty petroléteru premyte postupom opisanym v bode 5.3.1
a d’alej postupujte podla uvedeného bodu.

Priprava roztoku vzorky pre HPLC

Pomocou pipety preneste alikvotni Cast’ roztoku petroléteru
(z bodov 5.3.1. alebo 5.3.2) do 250 ml hruskovitej banky (bod 4.2.4).
Odparte rozpustadlo takmer dosucha v rotac¢nej odparke (bod 4.1) za
znizeného tlaku pri teplote kupela nepresahujucej 40 °C. Obnovte
atmosfericky tlak vpustenim dusika (bod 3.9) a vyberte banku z rotacnej
odparky. Odstrante zvysné rozpustadlo prudom dusika (bod 3.9)
a zvySok ihned rozpustite v znamom objeme (10 — 100 ml) metanolu
(bod 3.3) (koncentracia DL-a-tokoferolu musi byt v rozsahu od
5 pg/ml do 30 pg/ml).

Stanovenie pomocou HPLC

Vitamin E sa oddeli v kolone s reverznou C;g fazou (bod 4.5.1)
a koncentracia sa zmeria fluorescenénym detektorom (excitacia: 295
nm, emisia: 330 nm) alebo UV detektorom (292 nm) (bod 4.5.2).

Vstreknite alikvotni ¢ast’ (napr. 20 pl) roztoku metanolu ziskaného
podla bodu 5.4 a vymyte mobilnou fazou (bod 3.8). Vypocitajte prie-
mernt vySku (plochu) piku niekolkych néstrekov roztoku tej istej
vzorky a priemernti vySku (plochu) piku niekolkych nastrekov kali-
bra¢nych roztokov (bod 5.6.2).

Podmienky HPLC

Odportcané su tieto podmienky; iné podmienky sa mozu pouzit’, ak
zabezpecia dosiahnutie ekvivalentnych vysledkov.

Koléna na kvapalinovii 250 mm x 4 mm, s naplinou C;g, 5 alebo
chromatografiu (bod 4.5.1): 10 um, alebo ekvivalentna

Mobilna faza (bod 3.8): zmes metanolu (bod 3.3) a vody, napr.
980 + 20 (v + v)

Prietokova rychlost’ 1 — 2 ml/min

Detektor (bod 4.5.2): fluorescencny detektor (excitacia:
295 nm/emisia: 330 nm) alebo UV
detektor (292 nm)

Kalibracia (DL-a-tokoferol acetdt alebo DL-o-tokoferol)
Standard DL-o-tokoferol acetatu
Priprava pracovného Standardného roztoku

Do 500 ml banky s plochym dnom alebo do Erlenmeyerovej banky
(bod 4.2.1) pipetou preneste 25 ml zasobného roztoku DL-a-tokoferol
acetatu (bod 3.10.1) a hydrolyzujte podla bodu 5.2. Néasledne extra-
hujte petroléterom (bod 3.2) podl'a bodu 5.3 a dopliite petroléterom na
500 ml. Odparte 25 ml tohto roztoku na rotac¢nej odparke (pozri bod
5.4) takmer dosucha, odstrante zvys$né rozpastadlo pradom dusika (bod
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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.

3.9) a zvySok opét rozpustite v 25,0 ml metanolu (bod 3.3). Nominalna
koncentracia tohto roztoku je 45,5 ug DL-o-tokoferolu na ml, ¢o
zodpoveda 50 pg DL-o-tokoferol acetatu na ml. Pracovny Standardny
roztok sa pripravuje Cerstvy tesne pred pouzitim.

Priprava kalibraénych roztokov a kalibraény graf

Do 20 ml odmernych baniek postupne preneste 1,0 ml, 2,0 ml, 4,0 ml
a 10,0 ml pracovného S$tandardného roztoku, doplite metanolom po
znacku (bod 3.3) a zamiesajte. Nominalne koncentracie tychto roztokov
su 2,5 pg/ml, 5,0 pg/ml, 10,0 pg/ml a 25,0 pg/ml DL-a-tokoferol
acetatu, ¢ize 2,28 pg/ml, 4,55 pg/ml, 9,10 pg/ml a 22,8 pg/ml DL-a-
tokoferolu.

Niekol'kokrat vstreknite 20 ul kazdého kalibracného roztoku a stanovte
priemernt vySku (plochu) piku. Z priemernych vySok (ploch) pikov
zostrojte kalibracny graf.

UV standardizacia zasobného roztoku DL-a-tokoferol acetatu (bod
3.10.1)

Zried'te 5,0 ml zasobného roztoku DL-a-tokoferol acetatu (bod 3.10.1)
na 25,0 ml etanolom a zmerajte UV spektrum tohto roztoku proti
etanolu (bod 3.1) v spektrofotometri (bod 4.6) v rozmedzi od 250
nm do 320 nm.

Absorbéné maximum ma byt pri 284 nm:

El%

1cm

= 43 ,6pri 284 nm vetanole

Pri tomto zriedeni sa musi dosiahnut absorp¢na hodnota 0,84 az 0,88.

Standard DL-o-tokoferolu
Priprava pracovného Standardného roztoku

Do 50 ml odmernej banky pipetou preneste 2 ml zasobného roztoku
DL-a-tokoferolu (bod 3.11.1), rozpustite v metanole (bod 3.3) a doplite
objem metanolom po znacku. Nomindlna koncentracia tohto roztoku je
40 pg DL-o-tokoferolu na ml, ¢o zodpoveda 44,0 pug DL-o-tokoferol
acetatu na ml. Pracovny Standardny roztok sa pripravuje Cerstvy tesne
pred pouzitim.

Priprava kalibra¢nych roztokov a kalibra¢ny graf

Do 20 ml odmernych baniek postupne preneste 1,0 ml, 2,0 ml, 4,0 ml
a 10,0 ml pracovného Standardného roztoku, doplite metanolom po
znacku (bod 3.3) a zamiesajte. Nomindlne koncentracie tychto roztokov
su 2,0 pg/ml, 4,0 pg/ml, 8,0 pg/ml a 20,0 pg/ml DL-a-tokoferolu, Cize
2,20 pg/ml, 4,40 pg/ml, 8,79 pg/ml a 22,0 pg/ml DL-a-tokoferol
acetatu.

Niekol'kokrat vstreknite 20 ul kazdého kalibra¢ného roztoku a stanovte
priemernt vysku (plochu) piku. Z priemernych vysok (ploch) pikov
zostrojte kalibracny graf.

UV standardizacia zasobného roztoku DL-a-tokoferolu (bod 3.11.1)

Zried'te 2,0 ml zasobného roztoku DL-o-tokoferolu (bod 3.11.1) na
25,0 ml etanolom a zmerajte UV spektrum tohto roztoku proti etanolu
(bod 3.1) v spektrofotometri (bod 4.6) v rozmedzi od 250 nm do 320
nm. Absorbéné maximum ma byt pri 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

= 75,8pri 292 nm vetanole

Pri tomto zriedeni sa mé dosiahnut’ absorp¢na hodnota 0,6.

Vypocet vysledkov

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

Obsah w vitaminu E v mg/kg vzorky je dany touto rovnicou:

500 x ¢ x V, x 1000
B Vi xm

[1U/ke]

kde:

o
Il

koncentracia vitaminu E (ako DL-a-tokoferol acetat) roztoku
vzorky (bod 5.4) v pg/ml,

V, = objem roztoku vzorky (bod 5.4) v ml,

V, = objem odobranej alikvotnej Casti (bod 5.4) v ml,

2
I

hmotnost’ skusobnej davky v g.

Poznamky

V pripade vzoriek s nizkou koncentraciou vitaminu E je vhodné spojit’
extrakty petroléteru z dvoch davok po zmydelneni (navazené mnozstvo:
25 g) do jedného roztoku vzorky na stanovenie pomocou HPLC.

Hmotnost” vzorky odobratej na analyzu nesmie obsahovat’ viac ako 2
g tuku.

Ak neddjde k oddeleniu faz, pridajte priblizne 10 ml etanolu (bod 3.1),
aby sa naruSila emulzia.

Po spektrofotometrickom zmerani roztoku DL-a-tokoferol acetatu alebo
DL-a-tokoferolu podl'a bodov 5.6.1.3 alebo 5.6.2.3 pridajte do roztoku
(bod 3.10.1 alebo 3.10.2) priblizne 10 mg BHT (bod 3.12) a roztok
nechajte v chladnicke (skladovatel'nost’ maximalne $tyri tyzdne).

Namiesto BHT sa mdze sa pouzit’ hydrochinon.

Pouzitim kolony s normalnou fazou je mozné oddelit’ a-, B-, y- a -
tokoferol.

Namiesto roztoku askorbatu sodného sa moze pouzit’ priblizne 150 mg
kyseliny askorbove;j.

Namiesto roztoku sulfidu sodného sa mdze pouzit' priblizne 50 mg
EDTA.

Vitamin E acetat sa hydrolyzuje vel'mi rychlo v alkalickom prostredi,
a preto je velmi citlivy na oxidaciu najmé v pritomnosti mikroprvkov,
ako st zelezo a med. Nasledkom toho v pripade stanovenia obsahu
vitaminu E v premixoch pri mnozstvach vyssich ako 5000 mg/kg by
mohlo dojst’ k degradacii vitaminu E. Preto sa na potvrdenie odporuca
metoda HPLC, ktord zahifia enzymaticky rozklad zlucenin vitaminu
E bez alkalického zmydelnovania.
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8. Opakovatelnost’

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

9. Vysledky medzilaboratérnej Stadie (')
Premix Premixové krmivo Mineréln?/ Bielkoyinové Krmi\fo pre
koncentrat krmivo prasiatka
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
priemer [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 [%] 48 5,5 6,0 6,0 12,7
L: pocet laboratorii,
n: pocet jednotlivych hodnét,
S smerodajnd odchylka opakovatelnosti,
SR: smerodajnd odchylka reprodukovatel'nosti,
I opakovatel'nost’,
R: reprodukovatel'nost’,
CV.: variaény koeficient opakovatelnosti,
CVg: variaény koeficient reprodukovatel'nosti.

(') Vykonala pracovna skupina v oblasti krmiv Verband Deutscher Landwirtschaftlicher
Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).



02009R0152 — SK — 04.04.2024 — 009.001 — 91

Skleneny valec (4.8.1)
(vySka priblizne 48 cm)

.

Vrstva petroléteru

Hydratatna vrsiva
+

zmydelnena zloZka

Obrazok 2

Extrakéna aparatira (bod 4.8)

=

N
-

Sklenena viozka (4.8.2)
(dizka priblizne 45 cm)

A
:

-—  Nastavitelna trubica
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C. STANOVENIE OBSAHU MIKROPRVKOV ZELEZA, MEDI,
MANGANU A ZINKU

Obsah zeleza, medi, manganu a zinku sa stanovi:

— analytickou metédou stanovenou v norme EN 15510 — Krmiva pre
zvieratda. Metody odberu vzoriek a analyz. Stanovenie vapnika,
sodika, fosforu, horéika, draslika, Zeleza, zinku, medi, manganu,
kobaltu, molybdénu a olova metodou ICP-AES, alebo

— analytickou metddou stanovenou v norme EN 15621 — Krmiva pre
zvieratd. Metody odberu vzoriek a analyz. Stanovenie vapnika,
sodika, fosforu, horcika, draslika, siry, zeleza, zinku, medi,
manganu a kobaltu po mineralizacii tlakom metédou ICP-AES,
alebo

— analytickou metddou stanovenou v norme EN 17053 — Krmivé pre
zvieratd. Metody odberu vzoriek a analyz. Stanovenie stopovych
prvkov, tazkych kovov a inych prvkov metoédou ICP-MS (multi-
metoda), alebo

— analytickou metddou stanovenou v norme EN ISO 6869 — Krmivo pre
zvierata. Stanovenie obsahu vapnika, medi, Zeleza, hor¢ika, manganu,
draslika, sodika a zinku. Metdda atdmovej absorp¢nej spektrometrie,
alebo

— metodou plamenovej atomovej absorpcénej spektrometrie (FAAS),
ako sa uvadza d’alej v bodoch 1 az 8.

1. Ukel a oblast’

Tato metdda umoznuje stanovit obsah mikroprvkov zeleza, medi,
manganu a zinku v krmivach (!). Limity kvantifikacie su:

— zelezo (Fe): 20 mg/kg,
— med’ (Cu): 10 mg/kg,
— mangan (Mn): 20 mg/kg,
— zinok (Zn): 20 mg/kg.

2. Podstata metédy

Vzorka sa po spaleni organickych latok, ak nejaké obsahuje, ponori do
roztoku kyseliny chlorovodikovej. Obsah prvkov Zeleza, medi,
manganu a zinku sa stanovi po vhodnom zriedeni metdédou atomovej
absorpc¢nej spektrometrie.

3. Cinidla
Uvodné pozndmiky

Na pripravu chemikalii a analytickych roztokov pouzivajte vodu, ktora
bola ziskand dvojitou destilaciou vody v destilacnom pristroji z boro-
kremicitého skla alebo kremena, prip. dvojitou Gpravou na iénomeni-
Covej zivici, a ktora neobsahuje kationy prvkov, ktorych obsah sa ma
stanovit’.

Chemikélie musia mat’ asponl analytickll triedu Cistoty. Nepritomnost’
prvku, ktorého obsah sa ma stanovit’, sa musi overit’ slepym pokusom.
V pripade potreby sa chemikalie musia d’alej vycistit’

(") Tato metoda nebola validovana prostrednictvom medzilaboratornej skusky pre rozliéné
krmivové matrice. Dopliiujuce informacie sa nachadzaju 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.

3.7.1.

3.8.

3.8.1.

3.9.

3.9.1.

3.10.1.

Namiesto Standardnych roztokov opisanych d’alej je mozné pouzit’
komer¢né Standardné roztoky za predpokladu, ze su certifikované
a boli pred pouzitim skontrolované.

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

Kyselina fluorovodikova, 38 % az 40 % (v/v) s obsahom zeleza (Fe)
niz§im ako 1 mg/liter a so zvyskom po odpareni menej ako 10 mg (vo
forme siranu)/liter.

Kyselina sirova (hustota: 1,84 g/ml).

Peroxid vodika [priblizne 100 objemovych jednotick kyslika (30 %
podla hmotnosti)].

étandardn}'/ roztok zeleza (1 000 pg Fe/ml) pripraveny podla nasledu-
juceho postupu, prip. ekvivalentny komercne dostupny roztok: rozpus-
tite 1 g zelezného drétu v 200 ml 6 mol/liter kyseliny chlorovodikove;j
(bod 3.2), pridajte 16 ml peroxidu vodika (bod 3.6) a objem doplite
vodou na 1 liter.

Pracovny S$tandardny roztok zeleza (100 pg Fe/ml) pripraveny zrie-
denim Standardného roztoku (bod 3.7) vodou v pomere 1 diel roztoku
na 9 dielov vody.

Standardny roztok medi (1 000 pg Cu/ml) pripraveny podla nasleduju-
ceho postupu, prip. ekvivalentny komercéne dostupny roztok:

— rozpustite 1 g medi vo forme prasku v 25 ml 6 mol/liter kyseliny
chlorovodikovej (bod 3.2), pridajte 5 ml peroxidu vodika (bod 3.6)
a objem dopliite vodou na 1 liter.

Pracovny Standardny roztok medi (10 pg Cu/ml) pripraveny zriedenim
standardného roztoku (bod 3.8) vodou v pomere 1 diel roztoku k 9
dielom vody a nasledne zriedenim vysledného roztoku vodou v pomere
1 diel vysledného roztoku k 9 dielom vody.

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

— rozpustite 1 g manganu vo forme prasku v 25 ml 6 mol/liter kyse-
liny chlorovodikovej (bod 3.2) a objem dopliite vodou na 1 liter.

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

Standardny roztok zinku (1 000 pg Zn/ml) pripraveny podla nasledu-
juceho postupu, prip. ekvivalentny komeréne dostupny roztok:

— rozpustite 1 g zinku vo forme pasu alebo folie v 25 ml 6 mol/liter
kyseliny chlorovodikovej (bod 3.2) a objem doplite vodou na 1
liter.

Pracovny Standardny roztok zinku (10 pg Zn/ml) pripraveny zriedenim
standardného roztoku (bod 3.10) vodou v pomere 1 diel roztoku k 9
dielom vody a nasledne zriedenim vysledného roztoku vodou v pomere
1 diel vysledného roztoku k 9 dielom vody.

Roztok chloridu lantanitého: rozpustite 12 g oxidu lantanitého v 150 ml
vody, pridajte 100 ml 6 mol/liter kyseliny chlorovodikovej (bod 3.2)
a objem dopliite vodou na 1 liter.
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4.2.

4.3.

5.1.

5.1
5.1

5.1

Q)
(2

N>

Pristrojové vybavenie

MufTova pec s regulaciou teploty a pokial’ mozno so zapisovacom.

Sklené predmety musia byt tvrdého borokremicitého typu a odporica
sa pouzivat' pristrojové vybavenie vyhradené vylucne na stanovenie
mikroprvkov.

Atomovy absorpény spektrofotometer spifiajuci poziadavky metéody,
pokial’ ide o citlivost’ a presnost’ v pozadovanom rozsahu.

Postup (')
Vzorky s obsahom organickych latok
1. Spopolnenie a priprava roztoku na analyzu(®

.1.1. Vlozte 5 az 10 g vzorky odvazenej s presnostou na 0,2 mg do kremen-
ného alebo platinového téglika (pozri poznamku b), vysuste v suSiarni
pri 105 °C a vlozte téglik do studenej muflovej pece (bod 4.1).
Zatvorte muflovi pec [pozri poznamku c)] a v priebehu asi 90
minit zvyste jej teplotu na 450 az 475 °C. Tuto teplotu udrzujte 4
az 16 hodin (napr. cez noc), aby sa odstranil uhlikaty material, a potom
pec otvorte a nechajte vychladnut [pozri poznamku d)].

Popol zvlhéite vodou a preneste do kadicky s objemom 250 ml.
Vymyte téglik priblizne 5 ml kyseliny chlorovodikovej (bod 3.1)
a pomaly a opatrne pridavajte kyselinu do kadi¢ky (v désledku tvorby
CO, moze vzniknit' prudka reakcia). Pridavajte kyselinu chlorovodi-
kovu (bod 3.1) po kvapkach za mieSania, kym roztok celkom nepres-
tane Sumiet’. Odparujte dosucha za obcasného premiesSania sklenenou
ty¢inkou.

Nasledne pridajte 15 ml 6 mol/liter kyseliny chlorovodikovej (bod 3.2)
k zvysku a potom asi 120 ml vody. Premiesajte sklenenou tycinkou,
ktora musi ostat’ v kadicke a kadi¢ku zakryte hodinovym sklickom.
Pomaly uvedte do varu a udrziavajte na bode varu dovtedy, kym
neuvidite, ze sa uz ziadny dal$i popol nerozpusta. Prefiltrujte na
bezpopolovom filtracnom papieri a filtrat zachyt'te v 250 ml kalibro-
vanej odmernej banke. Kadic¢ku a filter premyte 5 ml horticej 6 mol/liter
kyseliny chlorovodikovej (bod 3.2) a dvakrat vriacou vodou. Naplite
kalibrovani odmernt banku po znacku vodou (koncentracia kyseliny
chlorovodikovej priblizne 0,5 mol/liter).

.1.2. Ak je zvysok na filtraénom papieri Cierny (uhlik), vratte ho spat’ do
pece a znovu ho spopolnite pri teplote 450 az 475 °C. Toto spopolne-
nie, ktoré trva iba niekol’ko hodin (asi tri az pit), sa skonci, ked’ je
popol biely alebo takmer biely. Rozpustite zvysok asi v 2 ml kyseliny

Mézu sa pouzit’ iné metoddy digescie za predpokladu, Ze sa dokazalo, ze maji podobné

vysledky (ako mikrovinna tlakova digescia).

Zelené krmivo (Cerstvé alebo susené) moze obsahovat’ velké mnozstva kremicitanu,
v ktorom sa mézu uchovavat’ mikroprvky a ktory sa musi odstranit’. V pripade vzoriek
tychto krmiv sa preto musi postupovat’ podl'a tohto upraveného postupu: vykonajte krok
5.1.1.1 po filtraciu. Dvakrat premyte filtratny papier obsahujuci nerozpustné zvysky
vriacou vodou a vlozte ho do kremenného alebo platinového téglika.

Spal'ujte v muflovej peci (4.1) pri teplote pod 550 °C, kym sa vSetok uhlikaty material
uplne nestrati. Nechajte vychladntt,, pridajte niekol’ko kvapiek vody, potom 10 az 15 ml
kyseliny fluorovodikovej (3.4) a odparte dosucha pri teplote priblizne 150 °C. Ak vo
zvySku zostane akykol'vek kremicitan, znovu ho rozpustite v niekolkych mililitroch
kyseliny fluorovodikovej (3.4) a odparte dosucha. Pridajte pat’ kvapiek kyseliny sirovej
(3.5) a zahrievajte, kym sa neprestani uvolovat’ biele vypary. Po pridani 5 ml 6 mol/
liter kyseliny chlorovodikovej (3.2) a priblizne 30 ml vody tento roztok zahrejte, prefil-
trujte ho do 250 ml kalibrovanej odmernej banky a dopliite po znacku vodou (koncen-
tracia kyseliny chlorovodikovej priblizne 0,5 mol/l). Dalej pokradujte v postupe stano-
venia obsahu mikroprvkov od bodu 5.1.2.



02009R0152 — SK — 04.04.2024 — 009.001 — 95

chlorovodikovej (bod 3.1), odparte dosucha a pridajte 5 ml 6 mol/liter
kyseliny chlorovodikovej (bod 3.2). Roztok ohrejte, prefiltrujte ho do
kalibrovanej odmernej banky a dolejte vodu az po znacku (koncen-
tracia HCI priblizne 0,5 mol/liter).

Poznamky:

a) Pri stanovovani obsahu mikroprvkov je doélezité pripravit sa na
rizika kontaminacie, najmd zinkom, med’ou a Zzelezom. Z tohto
dovodu sa tieto kovy nesmui nachddzat na vybaveni pouZzivanom
pri priprave vzoriek.

Na znizenie vSeobecného rizika kontaminacie pracujte v bezprasnej
atmosfére s tuzkostlivo ¢istym vybavenim a starostlivo poumyva-
nymi sklenymi pomdckami. Stanovenie obsahu zinku je obzvlast
citlivé na mnoho typov kontaminacie, napr. zo sklenych predmetov,
chemikaliami, prachom atd’.

b

=

Hmotnost’ vzorky, ktora sa ma spopolnit, sa vypocita z priblizného
obsahu mikroprvku v krmive vzhl'adom na citlivost’ pouzitého spek-
trofotometra. Pri ur€itych krmivach s nizkym obsahom mikroprvkov
moéze byt potrebné zacat' s 10 az 20 g vzorkou a doplnit’ objem
kone¢ného roztoku len na 100 ml.

C

~

Spopolnenie sa musi vykonat’ v uzavretej peci bez privodu vzduchu
alebo kyslika.

d) Teplota, ktorGi udava pyrometer, nesmie prekrocit 475 °C.

5.1.2.  Spektrofotometrické stanovenie
5.1.2.1. Priprava kalibra¢nych roztokov

Pre kazdy z prvkov, ktorého obsah sa ma stanovit’, pripravte z pracov-
nych Standardnych roztokov uvedenych v bodoch 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1
a 3.10.1 niekolko kalibracnych roztokov, pricom koncentracia HCI
v kazdom kalibracnom roztoku bude priblizne 0,5 mol/liter a (v pripade
zeleza, manganu a zinku) koncentracia chloridu lantanitého bude ekvi-
valentna 0,1 % La (w/v).

Vybrané koncentracie mikroprvkov sa musia nachadzat’ v rozsahu citli-
vosti pouzitého spektrofotometra. V tabulkach uvedenych dalej je
formou prikladov opisané zlozenie typickych rozsahov kalibracnych
roztokov; v zavislosti od typu a citlivosti pouzitého spektrofotometra
vsak moze byt potrebné zvolit' iné koncentracie.

Zelezo
ng Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml pracovného Standardného roztoku (bod 0 0,5 1 2 3 4 5
3.7.1) (1 ml = 100 ng Fe)
ml HCI (bod 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztoku chloridu lantanitého (bod 3.11) a objem doplite vodou na 100 ml
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5.1.2.2.

5.1.2.3.

5.1.2.4.

Med’
png Cu/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml pracovného Standardného roztoku (bod 0 1 2 4 6 8 10
3.8.1) (1 ml = 10 pg Cu)
ml HCI (bod 3.2) 8 8 8 8 8 8 8

Mangan
ug Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml pracovného Standardného roztoku (bod 0 1 2 4 6 8 10
3.9.1) (1 ml = 10 pug Mn)
ml HCI (bod 3.2) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml roztoku chloridu lantanitého (bod 3.11) a objem dopliite vodou na 100 ml

Zinok
ug Zn/ml 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
ml pracovného Standardného roztoku (bod 0 0,5 1 2 4 6 8
3.10.1) (I ml = 10 ug Zn)
ml HCI (bod 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztoku chloridu lantanit¢ého (bod 3.11) a objem doplite vodou na 100 ml

Priprava roztoku na analyzu

Na stanovenie medi je za beznych okolnosti mozné priamo pouzit
roztok pripraveny postupom podla bodu 5.1.1. V pripade, Ze bude
potrebné dosiahnut’ jeho koncentraciu tak, aby bola v medziach kali-
bra¢nych roztokov, moze sa alikvotna ¢ast’ preniest’ pomocou pipety do
100 ml kalibrovanej odmernej banky a objem doplnit’ 0,5 mol/l kyse-
linou chlorovodikovou (bod 3.3) po znacku.

Na stanovenie obsahu zeleza, manganu a zinku preneste pipetou alik-
votnu cCast’ roztoku pripraveného podla bodu 5.1.1 do 100 ml kalibro-
vanej odmernej banky, pridajte 10 ml roztoku chloridu lantanitého (bod
3.11) a dolejte po znacku 0,5 mol/liter kyselinu chlorovodikovu (bod
3.3) (pozri aj bod 8 ,,Poznamky*).

Slepy pokus

Stcastou slepého pokusu musia byt vsetky predpisané kroky postupu
s tym, Ze sa vynechava material vzorky. Ako slepy roztok sa nesmie
pouzit’ kalibraény roztok ,,0°.

Meranie atomovej absorpcie

Odmerajte atomovu absorpciu kalibracnych roztokov a analyzovaného
roztoku pomocou oxidacného plamefia vzduch-acetylén pri tychto vino-
vych dlzkach:

Fe: 248,3 nm
Cu: 324,8 nm
Mn: 279,5 nm
Zn: 213,8 nm

Kazdé meranie vykonajte Styrikrat.
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5.2.

Mineralne krmiva

Ak vzorka neobsahuje ziadne organické latky, nie je potrebné ju vopred
spopolnit’. Postupujte podl'a bodu 5.1.1.1 a zac¢nite od druhého odseku.
Odparovanie roztoku s kyselinou fluorovodikovou sa méze vynechat.

Vypocet vysledkov

Pomocou kalibracnej krivky vypocitajte koncentraciu mikroprvku
v analyzovanom roztoku a vysledok vyjadrite v miligramoch mikro-
prvku na kilogram vzorky (ppm).

Opakovatel’'nost’

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na
tej istej vzorke tym istym analytikom nesmie presiahnut’:

— 5 mg/kg v absolttnej hodnote pre obsah prislusného mikroprvku az
do 50 mg/kg,

— 10 % z vyssej hodnoty vysledku pre obsah prislusného mikroprvku
od 50 az do 100 mg/kg,

— 10 mg/kg v absolttnej hodnote pre obsah prislusného mikroprvku
od 100 az do 200 mg/kg,

— 5 % z vysSej hodnoty vysledku pre obsah prislusného mikroprvku
nad 200 mg/kg.

Poznamka

Pritomnost’ vel'kych mnozstiev fosfatov mdze ovplyvnit' stanovovanie
zeleza, manganu a zinku. Takato interferencia sa musi korigovat
pridanim roztoku chloridu lantanitého (bod 3.11). Ak je vSak vo vzorke
pomer hmotnosti Ca + Mg/P > 2, mdze sa pridanie roztoku chloridu
lantanitého (bod 3.11) do roztoku na analyzu a do kalibraénych
roztokov vynechat’.

D. STANOVENIE HALOFUGINONU

DL-trans-7-bromo-6-chloro-3-[3-(3-hydroxy-2-piperidyl)acetonyl]-
chinazolin-4-(3H)- hydrobromid

Obsah halofuginonu sa stanovi:

— analytickou metddou stanovenou v norme EN 17299 — Krmiva pre
zvierata. Metody odberu vzoriek a analyz. Skrining a stanovenie
povolenych kokcidiostatik ako aditiv pri 1 % a 3 % krizovej konta-
mindcii, nepovolenych kokcidiostatik a jedného z antibiotik na
subaditivnej Grovni v kimnych zmesiach metdédou vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie s tandemovou hmotnostnou spektro-
metriou (LC-MS/MS), alebo

— vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou s reverznou fazou
(RP-HPLC) pouzitim UV detektora, ako sa uvadza d’alej v bodoch
1 az 8.

Ukel a oblast’

Tato metdda umoziuje stanovit’ obsah halofuginonu v krmivach. Limit
kvantifikacie je 1 mg/kg.

Podstata metody

Po uprave horticou vodou sa halofuginon extrahuje ako volna zasada
do etyl-acetatu a nasledne sa oddeli vo forme hydrochloridu do
vodného roztoku kyseliny. Extrakt sa precisti ionovo-vymennou chro-
matografiou. Obsah halofuginonu sa stanovi vysokoucinnou kvapali-
novou chromatografiou (HPLC) s reverznou fazou pomocou UV detek-
tora.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

3.8.

3.9.

Cinidla

Acetonitril, ¢istoty HPLC.
Zivica amberlitu XAD — 2.
Octan amonny.

Etyl-acetat.

Kyselina octova, l'adova.

Standard halofuginonu (DL-trans-7-brém-6-chlor-3-[3-(3-hydroxy-2-
piperidyl)acetonyl] chinazolin-4-(3H)- hydrobromid, E 764)

Zasobny standardny roztok halofuginonu, 100 pg/ml

Navazte 50 mg halofuginonu (bod 3.6) s presnostou na 0,1 mg do 500
ml odmernej banky, rozpustite v tlmivom roztoku octanu amoénneho
(bod 3.18), dopliite po znacku tlmivym roztokom a premiesajte. Tento
roztok je staly pocas troch tyzdnov pri teplote 5 °C, ak je ulozeny
Vv tme.

Kalibraéné roztoky

Do série 100 ml odmernych baniek preneste 1,0 ml, 2,0 ml, 3,0 ml, 4,0
ml a 6,0 ml zasobného S§tandardného roztoku (bod 3.6.1). Dopliite po
znacku mobilnou fazou (bod 3.21) a premiesajte. Koncentracia halofu-
ginonu v jednotlivych roztokoch je 1,0 pg/ml, 2,0 pg/ml, 3,0 pg/ml,
4,0 pg/ml a 6,0 pg/ml. Tieto roztoky sa musia pripravovat Cerstvé
tesne pred pouzitim.

Kyselina chlorovodikova (p,q priblizne 1,16 g/ml).

Metanol.

Dusi¢nan strieborny.

Askorbat sodny.

Uhli¢itan sodny.

Chlorid sodny.

EDTA (disodna sol’ kyseliny etyléndiamintetraoctove;).

Voda, ¢istoty HPLC.

Roztok uhli¢itanu sodného, ¢ = 10 g/100 ml.

Roztok uhli¢itanu sodného nasyteny chloridom sodnym, ¢ =5 g/100 ml

Rozpustite 50 g uhli¢itanu sodného (bod 3.11) vo vode, doplite vodou
na 1 liter a pridavajte chlorid sodny (bod 3.12), kym sa roztok nenasyti.

Kyselina chlorovodikova, priblizne 0,1 mol/l
Zried'te 10 ml HCI (bod 3.7) s vodou na objem 1 litra.
Tlmivy roztok octanu amoénneho, priblizne 0,25 mol/l

Rozpustite 19,3 g octanu amoénneho (bod 3.3) a 30 ml kyseliny octove;j
(bod 3.5) vo vode (bod 3.14) a doplite vodou na 1 liter.
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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.

Priprava zivice amberlitu XAD — 2

Premyvajte vodou vhodné mnozstvo amberlitu (bod 3.2), kym neod-
stranite vSetky chloridové iony, ¢o sa overi skiiskou dusiénanom strie-
bornym (bod 3.20), skusku vykonajte v odstranenej vodnej faze. Potom
premyte zivicu 50 ml metanolu (bod 3.8), odstraite metanol a zivicu
uchovavajte pod Cerstvym metanolom.

Roztok dusi¢nanu strieborného, priblizne 0,1 mol/l
Rozpustite 0,17 g dusi¢nanu strieborné¢ho (bod 3.9) v 10 ml vody.
Mobilna faza HPLC

Zmiesajte 500 ml acetonitrilu (bod 3.1) s 300 ml tlmivého roztoku
octanu amoénneho (bod 3.18) a s 1200 ml vody (bod 3.14). Upravte
pH na 4,3 pomocou kyseliny octovej (bod 3.5). Prefiltrujte cez 0,22 pm
filter (bod 4.8) a roztok odplynte (napr. ultrazvukom pocas 10 minut).
Tento roztok je staly pocas jedného mesiaca, ak je ulozeny v tme
a v uzatvorenej nadobe.

Pristrojové vybavenie

Ultrazvukovy kupel.
Filmova rotacna odparka.
Odstredivka.

Zariadenie HPLC s ultrafialovym detektorom s nastavitenou vlnovou
dlzkou alebo s detektorom diddového pola.

Kolona na kvapalinova chromatografiu, 300 mm x 4 mm, s napliou
Cig, 10 pum, alebo ekvivalentna.

Sklenena kolona (300 mm X 10 mm) vybavena sklenenou filtracnou
fritou a uzatvaracim kohutom.

Filtre zo sklenenych vlakien, priemer 150 mm.
Membranové filtre, 0,45 pm.
Membranové filtre, 0,22 pm.

Postup

Poznamka: Halofuginon je ako volna zasada nestaly v alkalickych
roztokoch a v roztokoch obsahujucich etyl-acetat. V etyl-
acetate nesmie zostat’ dlhsie ako 30 minut.

Vseobecné pokyny

Analyzujte slepti vzorku krmiva, v ktorom nesmie byt pritomny ani
halofuginon, ani interferujuce latky.

Vykonajte skusku vytaznosti pomocou analyzy slepej vzorky krmiva,
do ktorej bolo pridané obdobné mnozstvo halofuginonu, aké sa
nachadza vo vzorke. K priprave vzorky s obsahom halofuginonu
3 mg/kg pridajte 300 pl zasobného Standardného roztoku (bod 3.6.1)
do 10 g slepej vzorky krmiva, premiesajte a pockajte 10 mintt, nez
zalnete s extrakciou (bod 5.2).

Poznamka: Na ucely tejto metody musi slepa vzorka krmiva zlozenim
zodpovedat’ sktsanej vzorke a pri analyze v nej nesmie byt
zistena pritomnost’ halofuginonu.
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5.2.

5.3.
5.3.1.

Extrakcia

Do odstredivkovej skamavky s objemom 200 ml navazte 10 g pripra-
venej vzorky s presnostou na 0,1 g, pridajte 0,5 g askorbatu sodného
(bod 3.10), 0,5 g EDTA (bod 3.13) a 20 ml vody a premieSajte.
Sktimavku ponorte na 5 mintit do vodného kupela (80 °C). Po ochla-
deni na laboratornu teplotu pridajte 20 ml roztoku uhli¢itanu sodného
(bod 3.15) a premiesajte. Okamzite pridajte 100 ml etyl-acetatu (bod
3.4) a intenzivne pretrepavajte rukou pocas 15 sekund. Potom umiest-
nite skimavku na tri minity do ultrazvukového kupela (bod 4.1) bez
zatky. Odstred’ujte pocas dvoch minut a prelejte etyl-acetatovu fazu cez
filter zo sklenenych vlakien (bod 4.6) do 500 ml oddel'ovacicho lievika.
Zopakujte extrakciu vzorky s dalSou 100 ml davkou etyl-acetatu.
Spojené extrakty premyvajte pocas jednej mintty 50 ml roztoku uhli-
¢itanu sodného nasytené¢ho chloridom sodnym (bod 3.16) a odstrante
vodnu vrstvu.

Extrahujte organickl vrstvu pocas 1 mintty pomocou 50 ml kyseliny
chlorovodikovej (bod 3.17). Spodna vrstvu kyseliny zlejte do 250 ml
oddelovacieho lievika. Znovu extrahujte organickd vrstvu pocas 1,5
minity pomocou d’alsich 50 ml kyseliny chlorovodikovej a zmieSajte
s prvym extraktom. Spojené kyselinové extrakty premyvajte priblizne
10 sekund pomocou 10 ml etyl-acetatu (bod 3.4) virivym pohybom.

Kvantitativne preneste vodnu vrstvu do 250 ml banky s gulatym dnom
a odstrante organicku fazu. Odparte vSetok zvysny etyl-acetat z kyseli-
nového roztoku pomocou filmovej rotaénej odparky (bod 4.2). Teplota
vodného kupela nesmie presiahnut’ 40 °C. Vo vakuu cca 25 mbar sa
vSetok zvySny etyl-acetat odstrani do 5 minut pri teplote 38 °C.

Precistenie
Priprava kolony s amberlitom

Koléna XAD-2 sa pripravuje pre kazdy extrakt vzorky. Vlozte 10
g pripravené¢ho amberlitu (bod 3.19) do sklenenej kolony (bod 4.5)
s metanolom (bod 3.8). Pridajte maly kasok sklenej vaty do hornej
Zasti zivicového stipca. Vypustite metanol z kolény a premyte Zivicu
100 ml vody, pri¢om vypustanie zastavte, ked” kvapalina dosiahne vrch
zivicového stipca. Pred pouzitim nechajte kolénu stat’ 10 mindt, aby sa
dosiahla rovnovaha. Nikdy nenechajte kolonu vyschnut.

Precistenie vzorky

Preneste extrakt (bod 5.2) kvantitativne do hornej casti pripraveného
stipca amberlitu (bod 5.3.1), spustite vymyvanie a eluat vylejte. Rych-
lost vymyvania nesmie presiahnut 20 ml/min. Vyplachnite banku
s gulatym dnom 20 ml kyseliny chlorovodikovej (bod 3.17), ktorou
neskdr premyte stipec Zivice. VSetok zvysny kyselinovy roztok
odstraite pomocou prudu vzduchu. Premyvacie kvapaliny vylejte.
Pridajte na kolénu 100 ml metanolu (bod 3.8), nechajte vymyvat 5
az 10 ml, eluat zachytte do 250 ml banky s gulatym dnom. Zvy$ny
metanol nechajte spolupdsobit’ so Zivicou 10 minat, aby sa dosiahla
rovnovaha, pokracujte vo vymyvani s rychlostou nepresahujucou
20 ml/min., eluat zachyt'te do tej istej banky s gulatym dnom. Odparte
metanol na filmovej rotaénej odparke (bod 4.2), pricom teplota
vodného kupela nesmie presiahnut 40 ©°C. Rozpustite zvySok
v mobilnej faze (bod 3.21) a kvantitativne preneste do 10 ml kalibro-
vanej odmernej banky. Dopliite po znacku mobilnou fazou a premie-
Sajte. Prefiltrujte alikvotnt Cast’ cez membranovy filter (bod 4.7). Tento
roztok si nechajte na stanovenie pomocou HPLC (bod 5.4).
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5.4.
5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Stanovenie pomocou HPLC

Parametre

Odporucané sa tieto podmienky, iné podmienky sa mézu pouzivat za
predpokladu, ze sa nimi dosiahnu rovnocenné vysledky:

Koloéna na kvapalinova chromatografiu (bod 4.4.1).
Mobilna faza HPLC (bod 3.21).

Prietokova rychlost: 1,5 az 2 ml/min.

Detekéna vinova dizka: 243 nm

Vstrekovy objem: 40 az 100 pl.

Skontrolujte stabilitu chromatografického systému tak, ze niekolkokrat
nastreknete kalibraény roztok (bod 3.6.2) obsahujuci 3,0 pg/ml, kym
nedosiahnete konstantné vysky (alebo plochy) pikov a kon$tantné
retencné casy.

Kalibra¢ny graf

Nastreknite kazdy kalibra¢ny roztok (bod 3.6.2) niekol’kokrat a zmerajte
vysky (plochy) pikov pre kazdi koncentraciu. Zostrojte kalibracny graf,
priCom pouzite priemerné vysky alebo plochy pikov kalibracnych
roztokov ako ordinaty (os y) a prislusné koncentracie v pg/ml ako
abscisy (0s X).

Roztok vzorky

Niekol'kokrat nastreknite extrakt vzorky (bod 5.3.2), pricom pouzite
rovnaky objem ako pri kalibraénych roztokoch, a z nameranych
pikov stanovte priemernti vysku (plochu) piku halofuginonu.

Vypocet vysledkov

Z priemernej vysky (plochy) piku halofuginonu v roztoku vzorky
stanovte porovnanim s kalibracnym grafom (bod 5.4.2) koncentraciu
halofuginonu vo vzorke v pg/ml.

Obsah w halofuginonu (mg/kg) vo vzorke sa vypocita podla tejto
rovnice:

_cx10
N m

w

kde:
c¢: koncentracia halofuginonu v roztoku vzorky v pg/ml,
m: hmotnost’ sktsobnej davky v gramoch.

Validacia vysledkov
Zhodnost

Zhodnost’ analytu mozno potvrdit' kochromatografiou alebo pouzitim
detektora diddového pol'a, pomocou ktorého sa porovnaji spektra
extraktu vzorky a kalibraéného roztoku (bod 3.6.2) obsahujuceho
6,0 pg/ml.

Kochromatografia

Do extraktu vzorky sa prida vhodné mnozstvo kalibracného roztoku
(bod 3.6.2). Mnozstvo pridaného halofuginonu musi byt podobné odha-
dovanému mnozstvu halofuginonu zistenému v extrakte vzorky.
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Vzhladom na pridané mnozstvo a riedenie extraktu sa zvysi len vySka
piku halofuginonu. Sirka piku v polovici jeho maximalnej vysky musi
byt v rozsahu + 10 % podvodnej Sirky.

7.12. Detekcia pomocou detektora diédového pola
Vysledky sa vyhodnotia podla tychto kritérii:
a) vlnové dizky maximalnej absorpcie spektra vzorky a $tandardu
zaznamenané na vrchole piku chromatogramu musia byt rovnaké
s toleranciou uréenou rozliSovacou schopnostou detekéného
systétmu. V pripade detekcie detektorom diddového pola sa

obycajne pohybuje v rozsahu + 2 nm;

b

=

spektra vzorky a Standardu zaznamenané na vrchole piku chromato-
gramu nesmu byt odlisné v Castiach spektra medzi 225 a 300 nm
v rozsahu od 10 % az 100 % relativnej absorbancie. Toto kritérium
je splnené, ked’ st pritomné tie ist¢ maxima a ak odchylka medzi
dvomi spektrami v ziadnom pozorovanom bode nepresiahne 15 %
absorbancie analytu Standardu;

C

~

spektrd vzostupnej Casti, vrcholu a zostupnej casti piku vytvorené
extraktom vzorky nesmu byt vzajomne odlisné v castiach spektra
medzi 225 az 300 nm v rozsahu 10 % az 100 % relativnej absor-
bancie. Toto kritérium je splnené, ked’ st pritomné tie isté maxima
a ked” odchylka medzi spektrami vo vSetkych pozorovanych bodoch
nepresiahne 15 % absorbancie spektra vrcholu piku.

Ak niektoré z tychto kritérii nebude splnené, tak sa pritomnost’ analytu
nepotvrdila.

7.2. Opakovatelnost’

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na
tej istej vzorke nesmie presiahnut’ 0,5 mg/kg pre obsah halofuginonu

do 3 mg/kg.

7.3. Vytaznost
V pripade obohatenej slepej vzorky musi byt vytaznost najmenej
80 %.

8. Vysledky medzilaboratérnej Stiadie

Vykonala sa medzilaboratorna Studia (), v ramci ktorej osem labora-
torii analyzovalo tri vzorky.

Vysledky
VZO;};’? ;\rijgstliepé) Vzorka B (sypka) Vzorka C (granulovana)
Pri pritati Po dvoch mesia- Pri pritati Po dvoch mesia-
pry coch pry coch
Priemer [mg/kg] ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sgr [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.

Vzorka A (slepa)

Pri prijati Vzorka B (sypka)

Vzorka C (granulovand)

Pri prijati coch

Po dvoch mesia-

Pri prijati

Po dvoch mesia-
coch

Vytaznost [%] 86 74

88

75

ND = nezistené
Sr = smerodajna odchylka reprodukovatelnosti,
CVy = variacny koeficient reprodukovatelnosti (%)

Vytaznost = vytaznost’ (%)

E. STANOVENIE ROBENIDINU
1,3- bis [(4-chlorbenzylidén)amino]-guanidin-hydrochlorid

Obsah robenidinu sa stanovi:

— analytickou metoédou stanovenou v norme EN 17299 — Krmiva pre
zvierata. Metody odberu vzoriek a analyz. Skrining a stanovenie
povolenych kokcidiostatik ako aditiv pri 1 % a 3 % krizovej konta-
minacii, nepovolenych kokcidiostatik a jedného z antibiotik na
subaditivnej Grovni v kimnych zmesiach metdédou vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie (HPLC) s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (LC-MS/MS), alebo

— vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou s reverznou fazou
(RP-HPLC) pouzitim UV detektora, ako sa uvadza d’alej v bodoch
1 az 8.

Ukel a oblast’

Tato metoda umoznuje stanovit' obsah robenidinu v krmivach. Limit

kvantifikacie je 5 mg/kg.

Podstata metody

Vzorka sa extrahuje okyslenym metanolom. Extrakt sa vysusi a alik-
votna Cast’ sa podrobi Cisteniu na kolone s oxidom hlinitym. Robenidin
sa vymyva z kolony metanolom, skoncentruje sa a doplni na vhodny
objem mobilnou fazou. Obsah robenidinu sa stanovi vysokoucinnou
kvapalinovou chromatografiou (HPLC) s reverznou fazou pomocou
UV detektora.

Cinidla
Metanol.

Okysleny metanol

Do 500 ml odmernej banky preneste 4,0 ml kyseliny chlorovodikove;j
(p20 = 1,18 g/ml), dopliite po znacku metanolom (bod 3.1) a premie-
Sajte. Tento roztok sa pripravuje Cerstvy tesne pred pouzitim.

Acetonitril, ¢istoty HPLC.
Molekulové sito

Typ 3A, gulocky, 8 — 12 mesov (gulocky s velkostou 1,6 — 2,5 mm,
krystalicky hlinitokremicitan, priemer pérov 0,3 mm).

Oxid hlinity, kysly, aktivita triedy I pre kolonovu chromatografiu
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3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

3.93.

Do vhodnej nadoby navazte 100 g oxidu hlinitého a pridajte 2,0 ml
vody. Uzatvorte a pretrepavajte priblizne 20 minat. Uchovévajte
v dobre uzatvorenej nadobe.

Roztok dihydrogenfosfore¢nanu draselného, ¢ = 0,025 mol/l

V 1000 ml odmernej banke rozpustite 3,40 g dihydrogenfosforecnanu
draseln¢ho vo vode (Cistoty HPLC), dopliite po znacku vodou a premie-
Sajte.

Roztok hydrogenfosfore¢nanu disodného, ¢ = 0,025 mol/l

V litrovej odmernej banke rozpustite 3,55 g bezvodého (alebo 4,45
g dihydratu, prip. 8,95 g dodekahydratu) hydrofosfore¢nanu disodného
vo vode (Cistoty HPLC), doplite po znacku vodou a premiesajte.
Mobilna faza HPLC

Zmiesajte spolu tieto chemikalie:

650 ml acetonitrilu (bod 3.3),

250 ml vody (Cistoty HPLC),

50 ml roztoku dihydrogenfosfore¢nanu draselného (bod 3.6),

50 ml roztoku hydrogenfosfore¢nanu disodného (3,7),

Prefiltrujte cez 0,22 pm filter (bod 4.6) a roztok odplynte (napr. ultraz-
vukom pocas 10 minut).

Standardna latka

Cisty robenidin: 1,3-bis [(4-chlérbenzylidén)amino]-guanidin-hydro-
chlorid.

Zasobny Standardny roztok robenidinu: 300 pg/ml

Navazte 30 mg Standardnej latky robenidinu (bod 3.9) s presnost'ou na
0,1 mg. Rozpustite v okyslenom metanole (bod 3.2) v 100 ml odmerne;j
banke, doplite po znacku tym istym rozpustadlom a premiesajte.
Banku zabal'te do hlinikovej folie a skladujte na tmavom mieste.

Pracovny Standardny roztok robenidinu: 12 pg/ml

Preneste 10,0 ml zasobného §tandardného roztoku (bod 3.9.1) do 250
ml odmernej banky, dopliite mobilnou fazou (bod 3.8) po znacku
a premieSajte. Banku zabal'te do hlinikovej folie a skladujte na tmavom
mieste.

Kalibra¢né roztoky

Do série 50 ml kalibrovanych odmernych baniek preneste 5,0 ml, 10,0
ml, 15,0 ml, 20,0 ml a 25,0 ml pracovného Standardného roztoku (bod
3.9.2). Dopliite po znacku mobilnou fazou (bod 3.8) a premiesajte.
Jednotlivé roztoky zodpovedaju 1,2 pg, 2,4 ug, 3,6 ug, 4,8 pg a 6,0
pg robenidinu na 1 ml. Tieto roztoky sa musia pripravovat’ Cerstvé
tesne pred pouzitim.

Voda, ¢istoty HPLC.

Pristrojové vybavenie
Sklenena kolona
Vyrobena z hnedého skla ukoncena uzatvaracim kohttom, zasobnik

s obsahom priblizne 150 ml, vnatorny priemer 10 — 15 mm, dizka
250 mm.
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4.2.

4.3.

4.4.

44.1.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.
5.1.1.

5.1.2.

5.2.

5.3.
5.3.1.

Mechanicka trepacka alebo magnetické mieSadlo.

Filmova rotacna odparka.

Zariadenie HPLC s UV detektorom s nastavitenou vinovou diZkou,
alebo s detektorom diddového pola, pracujuce v rozsahu 250 az 400
nm.

Koléna na kvapalinovli chromatografiu: 300 mm x 4 mm, s napliou
Cig, 10 pum, alebo ekvivalentna.

Filtracny papier so sklenenymi vldknami (Whatman GF/A alebo ekvi-
valentny).

Membranové filtre, 0,22 pm.

Membranové filtre, 0,45 pm.

Postup

Poznamka: Robenidin je citlivy na svetlo. Pri vSetkych operaciach sa
maji pouzivat nadoby z hnedého skla.

Vseobecné pokyny

Analyzujte sleptt vzorku krmiva, v ktorej nesmie byt pritomny ani
robenidin, ani interferujuce latky.

Vykonajte skusku vytaznosti pomocou analyzy slepej vzorky krmiva
(bod 5.1.1), do ktorej bolo pridané obdobné mnozstvo robenidinu, aké
sa nachadza vo vzorke. S cielom obohatenia na uroven 60 mg/kg
preneste 3,0 ml zasobného S$tandardného roztoku (bod 3.9.1) do 250
ml Erlenmeyerovej banky. Roztok odparte priblizne na 0,5 ml v prade
dusika. Pridajte 15 g slepej vzorky, premiesajte a pockajte 10 minut
pred extrakciou (bod 5.2).

Poznamka: Na ucely tejto metody musi slepa vzorka krmiva zlozenim
zodpovedat’ sksanej vzorke a pri analyze v nej nesmie byt
zistena pritomnost’ robenidinu.

Extrakcia

Navazte priblizne 15 g pripravenej vzorky s presnostou na 0,01 g.
Preneste do 250 ml Erlenmeyerovej banky a pridajte 100,0 ml okysle-
ného metanolu (bod 3.2), zazatkujte a pretrepavajte jednu hodinu
v trepacke (bod 4.2). Roztok prefiltrujte cez filtratny papier so skle-
nenymi vlaknami (bod 4.5) a cely filtrat zachytte do 150 ml Erlen-
meyerovej banky. Pridajte 7,5 g molekulového sita (bod 3.4), zazat-
kujte a pretrepavajte pat’ minit. Obsah banky okamzite prefiltrujte cez
filtratny papier so sklenenymi vldknami. Tento roztok si nechajte na
precistenie (bod 5.3).

Precistovanie
Priprava kolény s oxidom hlinitym

Do spodnej casti sklenenej kolony (bod 4.1) vlozte mala zatku zo
sklenej vaty a utlacte pomocou sklenenej tyCinky. Navazte 11,0
g pripraveného oxidu hlinitého (bod 3.5) a preneste na kolonu. Pocas
tohto postupu treba minimalizovat’ vplyv atmosférického vzduchu.
Jemne poklepte na spodnom konci kolony, aby sa oxid hlinity usadil.
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.43.

Precistenie vzorky

Pipetou naberte 5,0 ml extraktu vzorky pripravenej podla (bod 5.2)
a preneste na kolonu. Hrot pipety sa oprie tesne o stenu kolony a roztok
sa necha vsiaknut do oxidu hlinitého. Robenidin vymyte z kolony
pouzitim 100 ml metanolu (bod 3.1) pri rychlosti prietoku 2 — 3 ml/mi-
natu, a eluat zachytte do 250 ml banky s gulatym dnom. Roztok
metanolu odparte do sucha pri znizenom tlaku a teplote 40 °C pomocou
filmovej rotacnej odparky (bod 4.3). Zvysok po odpareni rozpustite v 3
— 4 ml mobilnej fazy (bod 3.8) a kvantitativne preneste do 10 ml
odmernej banky. Banku vyplachnite niekolkymi 1 az 2 ml davkami
mobilnej fazy a tieto vyplachovacie roztoky preneste do odmernej
banky. Dopliite po znacku tym istym rozpustadlom a premiesajte.
Prefiltrujte alikvotnu cast’ cez 0,45 um membranovy filter (bod 4.7).
Tento roztok si nechajte na stanovenie pomocou HPLC (bod 5.4).

Stanovenie pomocou HPLC

Parametre

Odporucané su tieto podmienky, iné podmienky sa mézu pouzivat za
predpokladu, ze sa nimi dosiahnu rovnocenné vysledky:

Koloéna na kvapalinova chromatografiu (bod 4.4.1).

Mobilna faza HPLC (bod 3.8).

Prietokova rychlost: 1,5 az 2 ml/min.

Detekéna vinova dizka: 317 nm.

Vstrekovy objem: 20 az 50 pl.

Skontrolujte stabilitu chromatografického systému tak, ze niekolkokrat
nastreknete kalibraény roztok (bod 3.9.3) obsahujici 3,6 ug/ml, kym
nedosiahnete konstantné vysky pikov a konstantné retencné Casy.

Kalibra¢ny graf

Nastreknite kazdy kalibra¢ny roztok (bod 3.9.3) niekol’kokrat a zmerajte
vysky (plochy) pikov pre kazdi koncentraciu. Zostrojte kalibracnu
krivku, pri¢om pouzite priemerné vysky alebo plochy pikov kalibrac¢-
nych roztokov ako ordinaty (os y) a prislusné koncentracie v pg/ml ako
abscisy (0s x).

Roztok vzorky

Niekolkokrat nastreknite extrakt vzorky (bod 5.3.2), pricom pouzite
rovnaky objem ako pri kalibraénych roztokoch, a z nameranych
pikov stanovte priemernt vysku (plochu) piku robenidinu.

Vypocet vysledkov
Z priemernej vysky (plochy) piku robenidinu v roztoku vzorky stanovte

koncentraciu roztoku vzorky v pg/ml porovnanim s kalibraénym
grafom (bod 5.4.2).

Obsah w robenidinu (mg/kg) vo vzorke je dany touto rovnicou:
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7.1.2.

7.2.

c x 200
W =

kde:
¢ = koncentracia robenidinu v roztoku vzorky v pg/ml,
m = hmotnost’ sktiSobnej davky v gramoch.

Validacia vysledkov
Zhodnost

Zhodnost’ analytu mozno potvrdit kochromatografiou alebo pouzitim
detektora didodového pola, pomocou ktorého sa porovnaju spektra
extraktu vzorky a kalibraéného roztoku (bod 3.9.3) obsahujuceho
6 pg/ml.

Kochromatografia

Do extraktu vzorky sa prida vhodné mnozstvo kalibracného roztoku
(bod 3.9.3). Mnozstvo pridaného robenidinu musi byt podobné odha-
dovanému mnozstvu robenidinu zistenému v extrakte vzorky.

Vzhladom na pridané mnoZstvo a riedenie extraktu sa zvysi len vyska
piku robenidinu. Sirka piku v polovici jeho maximalnej vysky musi byt
priblizne v rozsahu + 10 % povodnej Sirky.

Detekcia pomocou detektora diodového pola

Vysledky sa vyhodnotia podl'a tychto kritérii:

a) vlnové dizky maximalnej absorpcie spektra vzorky a $tandardu
zaznamenané na vrchole piku chromatogramu musia byt rovnaké
s toleranciou uréenou rozliSovacou schopnostou detekéného
systétmu. V pripade detekcie detektorom didédového pola sa
obycajne pohybuje v rozsahu + 2 nm;

b) spektra vzorky a Standardu zaznamenané na vrchole piku chromato-
gramu nesmu byt odlisné v Castiach spektra medzi 250 a 400 nm
v rozsahu od 10 % az 100 % relativnej absorbancie. Toto kritérium
je splnené, ked’ st pritomné tie ist¢ maxima a ak odchylka medzi
dvomi spektrami v ziadnom pozorovanom bode nepresiahne 15 %
absorbancie analytu Standardu;

c) spektra vzostupnej Casti, vrcholu a zostupnej Casti piku vytvorené
extraktom vzorky nesmu byt vzajomne odlisné v castiach spektra
medzi 250 az 400 nm v rozsahu 10 % az 100 % relativnej absor-
bancie. Toto kritérium je splnené, ked’ su pritomné tie ist¢ maxima
a ked’ odchylka medzi spektrami vo vsetkych pozorovanych bodoch
nepresiahne 15 % absorbancie spektra vrcholu piku.

Ak niektoré z tychto kritérii nebude splnené, tak sa pritomnost’ analytu
nepotvrdila.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na
tej istej vzorke nesmie presiahnut’ 10 % z vyssej hodnoty vysledku pre
obsah robenidinu, ktory je vyssi ako 15 mg/kg.
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7.3.

Vytaznost

V pripade obohatenej slepej vzorky musi byt vytaznost najmenej
85 %.

Vysledky medzilaboratérnej Studie

Zorganizovala sa medzilaboratorna $tadia EU, v ramci ktorej dvanast
laboratorii analyzovalo $tyri vzorky krmiva pre hydinu a kraliky, sypké
alebo granulované. Kazda vzorka sa analyzovala dvakrat. Vysledky st
uvedené v tejto tabulke:

Hydina Kraliky
Sypké Granulované Sypké Granulované

Priemer [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1

s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66

CV, [%] 54 4,5 33 4,1

Sg [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 391

CVy [%] 16,1 12,0 10,6 9,7

Vytaznost [%] 90,0 93,3 87,2 80,2

s, = smerodajnd odchylka opakovatelnosti,
CV, = variaény koeficient opakovatel'nosti, %,
Sg = smerodajna odchylka reprodukovatelnosti,

CVyr = varia¢ny koeficient reprodukovatelnosti, %.

F. STANOVENIE DIKLAZURILU

(+)-4-chlorofenyl(2,6-dichloro-4-(2,3,4,5-tetrahydro-3,5-dioxo-1,2,4-
triazin-2-yl)fenyl]acetonitril.

Obsah diklazurilu sa stanovi:

— analytickou metédou stanovenou v norme EN 17299 —Krmiva pre
zvieratd. Metody odberu vzoriek a analyz. Skrining a stanovenie
povolenych kokcidiostatik ako aditiv pri 1 % a 3 % krizovej konta-
minacii, nepovolenych kokcidiostatik a jedného z antibiotik na
subaditivnej urovni v kifmnych zmesiach metodou vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie (HPLC) s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (LC-MS/MS), alebo

— vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou (HPLC) s reverznou
fazou s ternarnou gradientovou eliciou pouzitim UV detektora, ako
sa uvadza d’alej v bodoch 1 az 9.

Ukel a oblast’

Téato metdda umoziiuje stanovit’ obsah diklazurilu v kfmnych zmesiach
a v premixoch (!). Detekény limit je 0,1 mg/kg, limit kvantifikacie je
0,5 mg/kg. Je mozné dosiahnut’ aj nizsie limity kvantifikacie, musi ich
vsak validovat pouzivatel’.

Podstata metody

Po pridani vnutorného Standardu sa vzorka extrahuje okyslenym meta-
nolom. Pri analyze krmiv sa alikvotnd cast extraktu precisti na
extrakénej naplni s tuhou fazou CI18. Diklazuril sa vymyje z ndplne
zmesou okysleného metanolu a vody. Po odpareni sa zvySok rozpusti

(") Tato metdda sa mdZe pouzit’ aj na stanovenie obsahu diklazurilu v kimnych surovinéach.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

3.93.

v zmesi DMF a vody. V pripade premixov sa extrakt odpari a zvySok
rozpusti v zmesi DMF a vody. Obsah diklazurilu sa stanovi vysokou-
¢innou kvapalinovou chromatografiou (HPLC) s reverznou fazou
s ternarnou gradientovou eliciou pouzitim UV detektora.

Cinidla

Voda, ¢istoty HPLC.

Octan amonny.
Tetrabutylam6niumhydrogensulfat (TBHS).
Acetonitril, ¢istoty HPLC.

Metanol, c¢istoty HPLC.
N,N-dimetylformamid (DMF).

Kyselina chlorovodikova, pyo = 1,19 g/ml.

Standardna latka: diklazuril: (+)-4-chlorofenyl[2,6-dichloro-4-(2,3,4,5-
tetrahydro—3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-yl)fenyl]acetonitril so zarucenou
Cistotou.

Zasobny Standardny roztok diklazurilu, 500 pg/ml.

Navazte 25 mg Standardnej latky diklazurilu (bod 3.8) s presnostou na
0,1 mg do 50 ml odmernej banky. Rozpustite v DMF (bod 3.6),
doplite DMF (bod 3.6) po znacku a premieSajte. Obal'te banku hlini-
kovou foliou alebo pouzite banku z hnedého skla a ulozte do chlad-
ni¢ky. Pri teplote najviac 4 °C je roztok staly jeden mesiac (!).

Standardny roztok diklazurilu, 50 pg/ml.

Preneste 5,00 ml zasobného Standardného roztoku (bod 3.8.1) do 50 ml
odmernej banky, doplite DMF (bod 3.6) po znacku a premieSajte.
Obal'te banku hlinikovou foliou alebo pouzite banku z hnedého skla
a ulozte do chladnicky. Pri teplote najviac 4 °C je roztok staly jeden
mesiac.

Vnutorny $tandard: 2,6 dichloro-a-(4-chlorofenyl)-4-(4,5 dihydro-3,5-
dioxo-1,2,4-triazin-2 (3H) — yl) a-metylbenzén-acetonitril (metyl dikla-
zuril).

Zasobny roztok vnutorného Standardu, 500 pg/ml.

Navazte 25 mg vnatorného Standardu (bod 3.9) s presnostou na 0,1 mg
do 50 ml odmernej banky. Rozpustite v DMF (bod 3.6), doplite DMF
(bod 3.6) po znacku a premieSajte. Obalte banku hlinikovou foéliou
alebo pouzite banku z hnedého skla a ulozte do chladnicky. Pri teplote
najviac 4 °C je roztok staly jeden mesiac.

Roztok vnutorného $tandardu, 50 pg/ml.

Preneste 5,00 ml zasobného roztoku vnutorného Standardu (bod 3.9.1)
do 50 ml odmernej banky, dopliite DMF (bod 3.6) po znacku a premie-
Sajte. Obal'te banku hlinikovou foéliou alebo pouzite banku z hnedého
skla a ulozte do chladnicky. Pri teplote najviac 4 °C je roztok staly
jeden mesiac.

Roztok vnatorného $tandardu na premixy, p/1 000 mg/ml (p = nomi-
nalny obsah diklazurilu v premixe v mg/kg).

Navazte p/10 mg vnutorného Standardu s presnostou na 0,1 mg do 100
ml odmernej banky, rozpustite v DMF (bod 3.6) v ultrazvukovom
kapeli (bod 4.7), doplite DMF po znacku a premiesajte. Obalte
banku hlinikovou fo6liou alebo pouzite banku z hnedého skla a ulozte
do chladnicky. Pri teplote najviac 4 °C je roztok staly jeden mesiac.

(") Je mozné dosiahnut dlhsiu stalost’ roztoku (az jeden rok), musia to vSak potvrdit

jednotlivé laboratoria.
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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.

Kalibraéné roztoky
Kalibra¢ny roztok, 1 pg/ml (diklazuril)

Pipetou preneste 1,00 ml $tandardného roztoku diklazurilu (bod 3.8.2)
a 2,00 ml roztoku vnatorného $tandardu (bod 3.9.2) do 50 ml odmerne;j
banky. Pridajte 17 ml DMF (bod 3.6), dopliite po znacku vodou (bod
3.1) a premieSajte. Tento roztok sa musi pripravovat’ Cerstvy tesne pred
pouzitim.

Kalibracny roztok, 2 pg/ml (diklazuril)

Pipetou preneste 2,00 ml $tandardného roztoku diklazurilu (bod 3.8.2)
a 2,00 ml roztoku vnatorného $tandardu (bod 3.9.2) do 50 ml odmerne;j
banky. Pridajte 16 ml DMF (bod 3.6), dopliite po znacku vodou (bod
3.1) a premiesajte. Tento roztok sa musi pripravovat’ Cerstvy tesne pred
pouzitim.

Kalibracny roztok, 3 pg/ml (diklazuril)

Pipetou preneste 3,00 ml $tandardného roztoku diklazurilu (bod 3.8.2)
a 2,00 ml roztoku vnatorného $tandardu (bod 3.9.2) do 50 ml odmerne;j
banky. Pridajte 15 ml DMF (bod 3.6), doplite po znacku vodou (bod
3.1) a premiesajte. Tento roztok sa musi pripravovat’ Cerstvy tesne pred
pouzitim.

Kalibra¢ny roztok, 4 pg/ml (diklazuril)

Pipetou preneste 4,00 ml $tandardného roztoku diklazurilu (bod 3.8.2)
a 2,00 ml roztoku vnatorného $tandardu (bod 3.9.2) do 50 ml odmerne;j
banky. Pridajte 14 ml DMF (bod 3.6), doplite po znacku vodou (bod
3.1) a premiesajte. Tento roztok sa musi pripravovat’ Cerstvy tesne pred
pouzitim.

Kalibra¢ny roztok, 5 pg/ml (diklazuril)

Pipetou preneste 5,00 ml $tandardného roztoku diklazurilu (bod 3.8.2)
a 2,00 ml roztoku vnatorného $tandardu (bod 3.9.2) do 50 ml odmerne;j
banky. Pridajte 13 ml DMF (bod 3.6), doplite po znacku vodou (bod
3.1) a premiesajte. Tento roztok sa musi pripravovat’ Cerstvy tesne pred
pouzitim.

Pozndamka: kalibra¢né roztoky (body 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4
a 3.10.5) sa vztahuju na koncentracie diklazurilu v krmi-
vach v rozsahu od 0,5 do 2,5 mg/kg pri pouziti aktualneho
protokolu.

Extrakéna napln C;g ¢ tuhou fazou, napr. Mega Bond Elut, velkost: 20
cc, hmotnost” sorbentu: 5 000 mg (predkondiciovanie podla usmerneni
dodavatela).

Extrakéné rozpustadlo: okysleny metanol.

Pipetou preneste 5,0 ml kyseliny chlorovodikovej (bod 3.7) do 1 000
ml metanolu (bod 3.5) a premiesajte.

Mobilna faza pre HPLC
Eluent A: octan aménny — tetrabutylamoéniumhydrogensulfat, roztok.

V 1000 ml vody (bod 3.1) rozpustite 5 g octanu amoénneho (bod 3.2)
a 3,4 ¢ TBHS (bod 3.3) a premiesajte.

Eluent B: acetonitril (bod 3.4).

Eluent C: metanol (bod 3.5).
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.
5.1.1.

5.2.
5.2.1.

Pristrojové vybavenie

Mechanicka trepacka.

Zariadenie HPLC na ternarny gradient:

Kolona na kvapalinovii chromatografiu, s napliou Hypersil ODS, 3
pm, 100 mm x 4,6 mm, alebo ekvivalentna.

UV detektor s nastavitelnou vlnovou dizkou alebo detektor diodového
pola.

Filmova rotac¢na odparka.

Membranovy filter (napr. chemicky odolny nylon), 0,45 um.

Jednorazova injekéna strickacka, 5 ml.

Vakuové odparovacie zariadenie.

Ultrazvukovy kupel.

Postup
Vseobecné pokyny
Slepa vzorka krmiva

Analyzujte sleptt vzorku krmiva, aby ste overili, ¢i neobsahuje ani
diklazuril, ani interferujice latky. Zlozenie slepej vzorky musi zodpo-
vedat’ skti$anej vzorke a pri analyze v nej nesmie byt zistena pritom-
nost’ diklazurilu alebo interferujtcich latok.

Skuska vytaznosti

Vykonajte skusku vytaznosti pomocou analyzy slepej vzorky krmiva,
do ktorej bolo pridané obdobné mnozstvo diklazurilu, aké sa nachadza
vo vzorke. S ciefom obohatit na uroven 1 mg/kg pridajte 0,1 ml
zasobného §tandardného roztoku (bod 3.8.1) do 50 g slepej vzorky,
dokladne premieSajte, nechajte stat’ 10 min. a pred d’alSim postupom
(bod 5.2) este niekol'kokrat zamieSajte.

Ak nie je dostupna slepa vzorka zodpovedajica zlozenim skuSanej
vzorke (pozri 5.1.1), skaska vytaznosti sa moéze vykonat metddou
Standardného pridavku. V tomto pripade sa vzorka, ktora ma byt’ analy-
zovana, obohati mnoZstvom diklazurilu, ktoré je podobné mnozstvu,
ktoré je uz pritomné vo vzorke. Tato vzorka sa analyzuje spolu s neobo-
hatenou vzorkou a vytaznost’ sa vypocita od¢itanim.

Extrakcia
Kimne zmesi

Navazte 50 g vzorky s presnostou 0,01 g. Preneste do 500 ml Erlen-
meyerovej banky, pridajte 1,00 ml roztoku vnatorného Standardu (bod
3.9.2), 200 ml extrakéného rozpustadla (bod 3.12) a banku zazatkujte.
Zmes nechajte cez noc v trepacke (bod 4.1) pretrepat. Nechajte 10
minat usadit’. Preneste 20 ml alikvotnej Casti supernatantu do vhodne;j
sklenenej nadoby a zried’te 20 ml vody (bod 3.1). Preneste tento roztok
na extrakéna napli (bod 3.11) a nechajte pretiect’ pomocou vakua (bod
4.6). Premyte napli 25 ml zmesi extrakéného rozpustadla (bod 3.12)
a vody (bod 3.1) v pomere 65 + 35 (V + V). Vylejte zozbierané frakcie
a vymyte zli¢eniny pomocou 25 ml zmesi extrakéného rozpustadla
(bod 3.12) a vody v pomere 80 + 20 (V + V). Odparte tato frakciu
dosucha na rotacnej odparke (bod 4.3) pri teplote 60 °C. ZvySok
rozpustite v 1,0 ml DMF (bod 3.6), pridajte 1,5 ml vody (bod 3.1)
a premieSajte. Prefiltrujte cez membranovy filter (bod 4.4) pripevneny
na jednorazovej injekénej strickacke (bod 4.5). Pokracujte stanovenim
pomocou HPLC (bod 5.3).
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52.2.

5.3.

5.3.1.

Premixy

Navazte 1 g vzorky s presnostou 0,001 g. Preneste do 500 ml Erlen-
meyerovej banky, pridajte 1,00 ml roztoku vnatorného Standardu (bod
3.9.3), 200 ml extrakéného rozptstadla (bod 3.12) a banku zazatkujte.
Zmes nechajte cez noc pretrepat’ v trepacke (bod 4.1). Nechajte 10
mint usadit. Preneste alikvotni cast’ 10 000/p ml (p = nominalny
obsah diklazurilu v premixe v mg/kg) supernatantu do primerane
velkej banky s gulatym dnom. Odparte na rotacnej odparke (bod
4.3) dosucha pri 60 °C a znizenom tlaku. Znovu rozpustite zvySok
v 10,0 ml DMF (bod 3.6), pridajte 15,0 ml vody (bod 3.1) a premie-
Sajte. Pokracujte stanovenim pomocou HPLC (bod 5.3).

Stanovenie pomocou HPLC

Parametre

Odportcané su tieto podmienky, iné podmienky sa moézu pouzivat' za
predpokladu, Zze sa nimi dosiahnu rovnocenné alebo lepSie vysledky:

— Koloéna na kvapalinovii chromatografiu (bod 4.2.1): 100 mm x 4,6
mm, s napliou Hypersil ODS, 3 um, alebo ekvivalentna.

— Mobilna faza

— Eluent A (bod 3.13.1): Vodny roztok octanu aménneho a tetra-
butylamoniumhydrogensulfatu.

— Eluent B (bod 3.13.2): acetonitril.

— Eluent C (bod 3.13.3): metanol.

— Eluény model — linearny gradient

— podiatoéné podmienky A + B + C =60 + 20 + 20 (V +V + V),

— po 10 min. gradientova elucia pocas 30 min. na: A + B + C =
45 +20+35(V+V + V)

— vyplachnutie s B poc¢as 10 min.

— Prietokova rychlost 1,5 — 2 ml/min.

— Vstrekovy objem: 20 pl

— Detekéna vlnova dizka: 280 nm.

Skontroluje stabilitu chromatografického systému tak, ze niekolkokrat
nastreknete kalibra¢ny roztok (bod 3.10.2) obsahujtci 2 pl/ml diklazu-
rilu a vnatorného Standardu, kym nedosiahnete konsStantné vysky pikov
a kons$tantné retencné Casy.

Chromatograficka analyza kalibraénych roztokov

Dvakrat nastreknite 20 pl kazdého kalibracného roztoku (body 3.10.1,
3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 a 3.10.5), urcite a spojte piky diklazurilu a vnutor-
né¢ho Standardu a na zaklade pomeru priemernej vysky alebo plochy
piku diklazurilu k priemernej vySke alebo ploche piku vnatorného
Standardu v zavislosti od koncentracie diklazurilu v kalibracnych
roztokoch (ug/ml) zostrojte kalibra¢nu krivku.

Chromatografickd analyza roztokov vzorky

Dvakrat nastreknite 20 pl roztoku vzorky (body 5.2.1 alebo 5.2.2)
a stanovte priemernt vysku alebo plochu piku diklazurilu a vnitorného
Standardu.
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6.

Vypocet vysledkov

6.1. Krmne zmesi

Obsah w diklazurilu (mg/kg) vzorky je dany tymito rovnicami:

Height(d,s) Area(d,s) _
Height(i,s) Area(i,s
w:—g (E:s) Xlo—Valebow:—( ) x 10
a m a m

kde:
— vyska (d,s) je vyska piku diklazurilu v roztoku vzorky (bod 5.2.1),
— plocha (d,s) je plocha piku diklazurilu v roztoku vzorky (bod 5.2.1),

— vyska (i,s) je vyska piku vnutorného Standardu v roztoku vzorky
(bod 5.2.1),

— plocha (i,s) je plocha piku vnatorné¢ho Standardu v roztoku vzorky
(bod 5.2.1),

— b je priesecnik kalibracnej krivky zostrojenej s ohladom na kali-
bracné roztoky (body 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 a 3.10.5) podla
bodu 5.3.2,

— a je smernica kalibra¢nej krivky zostrojenej s ohladom na kali-
bra¢né roztoky (body 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.104 a 3.10.5)
podla bodu 5.3.2,

— m je hmotnost’ skusobnej davky v gramoch,

— V je kone¢ny objem v mililitroch extraktu vzorky po opidtovnom
rozpusteni podla bodu 5.2.1 (t. j. 2,5 ml).

6.2. Premixy

w

Obsah w diklazurilu (mg/kg) vzorky je dany tymito rovnicami:

Height(d,s) Area(d.s) b
Height(i,s) Area(i,s)
| Heightlis) 000V ey — A4 0001
a m a m
kde:

— vyska (d,s) je vyska piku diklazurilu v roztoku vzorky (bod 5.2.2),
— plocha (d,s) = plocha piku diklazurilu v roztoku vzorky (bod 5.2.2),

— vyska (i,s) je vyska piku vnutorného Standardu v roztoku vzorky
(bod 5.2.2),

— plocha (i,s) je plocha piku vnutorného Standardu v roztoku vzorky
(bod 5.2.2),

— b je priesecnik kalibracnej krivky zostrojenej s ohladom na kali-
bracné roztoky (body 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 a 3.10.5) podla
bodu 5.3.2,

— a je smernica kalibracnej krivky zostrojenej s ohl'adom na kali-
bracné roztoky (body 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 a 3.10.5)
podla bodu 5.3.2,

— m je hmotnost” skuSobnej davky v gramoch,

— V je kone¢ny objem v mililitroch extraktu vzorky po opidtovnom
rozpusteni podla bodu 5.2.2 (t. j. 25 ml).

— p je nominalny obsah diklazurilu v mg/kg v premixe.



02009R0152 — SK — 04.04.2024 — 009.001 — 114

7.2.

Validacia vysledkov
Zhodnost

Zhodnost’ analytu mozno potvrdit'’ kochromatografiou alebo pouzitim
detektora diddového pol'a, pomocou ktorého sa porovnaji spektra
extraktu vzorky (body 5.2.1 alebo 5.2.2) a kalibra¢ného roztoku (bod
3.10.2).

Kochromatografia

Do extraktu vzorky (body 5.2.1 alebo 5.2.2) sa pridd vhodné mnozstvo
kalibra¢ného roztoku (bod 3.10.2). Mnozstvo pridaného diklazurilu
musi byt podobné mnozstvu diklazurilu zistenému v extrakte vzorky.

Vzhl'adom na pridané mnozstvo a riedenie extraktu sa zvysi len vyska
piku diklazurilu a vnatorného 3tandardu. Sirka piku v polovici jeho
vysky musi byt v rozsahu + 10 % pdvodnej Sirky piku diklazurilu
alebo piku vnutorného Standardu v neobohatenom extrakte vzorky.

Detekcia pomocou detektora diodového pola

Vysledky sa vyhodnotia podl'a tychto kritérii:

a) vinové dizky maximalnej absorpcie spektra vzorky a Standardu
zaznamenané na vrchole piku chromatogramu musia byt rovnaké
s toleranciou urcenou rozliSovacou schopnostou detekéného
systtmu. V pripade detekcie detektorom diddového pola sa
obycajne pohybuje v rozsahu + 2 nm;

b

=

spektra vzorky a Standardu zaznamenané na vrchole piku chromato-
gramu nesmu byt odlisné v Castiach spektra medzi 230 a 320 nm
v rozsahu od 10 % az 100 % relativnej absorbancie. Toto kritérium
je splnené, ked’ st pritomné tie ist¢ maxima a ak odchylka medzi
dvomi spektrami v ziadnom pozorovanom bode nepresiahne 15 %
absorbancie analytu Standardu;

c) spektra vzostupnej Casti, vrcholu a zostupnej Casti piku vytvorené
extraktom vzorky nesmu byt vzajomne odlisné v Castiach spektra
medzi 230 az 320 nm v rozsahu 10 % az 100 % relativnej absor-
bancie. Toto kritérium je splnené, ked’ su pritomné tie isté maxima
a ked” odchylka medzi spektrami vo vSetkych pozorovanych bodoch
nepresiahne 15 % absorbancie spektra vrcholu piku.

Ak niektoré z tychto kritérii nebude splnené, tak sa pritomnost” analytu
nepotvrdila.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch nezavislych merani vykonanych
v dvoch podvzorkach nesmie presiahnut’:

— 30 % relativnych z vy$Sej hodnoty pre obsah diklazurilu od
0,5 mg/kg do 2,5 mg/kg,

— 0,75 mgkg v pripade obsahu diklazurilu medzi 2,5 mg/kg
a 5 mg/kg,

— 15 % relativnych z vysSej hodnoty pre obsah diklazurilu, ktory je
vyssi ako 5 mg/kg.
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7.3.

Vytaznost

V pripade obohatenej (slepej) vzorky musi byt vytaznost najmenej
80 %.

Vysledky medzilaboratérnej Studie

Uskuto¢nili sa dve medzilaboratérne $tadie. V prvej, ktora uskutocnila
d’alsia skupina laboratorii v roku 1994, boli analyzovanymi vzorkami
dva premixy (O 100, A 100) a tri vzorky doplnkového krmiva pre
hydinu (L1, Z1, K1). Jedna vzorka premixu bola s organickou matricou
(O 100) a druha s anorganickou matricou (A 100). Teoreticky obsah
diklazurilu bol 100 mg/kg. Laboratoria dostali pokyn analyzovat’ kazdu
vzorku jeden, prip. dvakrat. (Viac informacii o tejto medzilaboratorne;j
stadii je uvedenych v Uradnom vestniku AOAC International, zvizok
77, €. 6, 1994, s. 1359 — 1361).

V druhej medzilaboratornej Studii sa analyzovali tri kimne zmesi pre
hydinu, ktoré obsahovali diklazuril v koncentraciach 0,9 mg/kg (MAT
1), 1,5 mg/kg (MAT 2), a slepa vzorka krmiva (MAT 3). Podrobnejsie
informacie o druhej $tidii sa nachadzaju v Technickej sprave JRC
(2016) a v Uradnom vestniku AOAC International, zvizok 102, &. 2,
2019, s. 646 — 652. Vysledky tychto dvoch medzilaboratornych stadii
sa nachadzaju v nasledujucej tabulke.

Vzorka 1A | Vzorka 20 Vzorka 5 | Vzorka 6 | Vzorka 7 | Vzorka 8
100 100 | Vzorka 3LL Vzorka 4 Z1| " MAT 1 | MAT 2 | MAT 3
L 11 11 11 11 6 10 9 10
n 19 18 19 19 12 20 18 10
Priemer (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 -
Sg (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12 0,18 0,21 -
CVg (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65 18,1 14,3 -
Nominalny 100 100 1,0 1,0 1,0 0,9 1,5 -
obsah (mg/kg)
Referencia (*) |Prva §tGdia|Prva §tadia|Prva tadia [Prva Stadia vPI"Vé. Druha Druha Druha
z roku 7 roku 7 roku z roku Studia Stadia Stadia Stadia
1994 1994 1994 1994 z roku z roku z roku z roku
1994 2015 2015 2015

L = pocet laboratorii,
n = pocet jednotlivych hodnét
S, = smerodajna odchylka opakovatelnosti,

CV, = variaény koeficient opakovatelnosti,
Sk = smerodajna odchylka reprodukovatelnosti,
CVy = variaény koeficient reprodukovatelnosti,

LOQ = limit kvantifikacie.

(*) Prva $tidia z roku 1994: Uradny vestnik AOAC International, zvizok 77, &. 6, 1994, s. 1359 — 1361; druha $tadia z roku
2015: Technicka sprava JRC, Re-validation of a method for the determination of diclazuril by collaborative study
(Opitovna validacia metody stanovenia diklazurilu na zaklade medzilaboratornej $tadie) (2016).
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

Vseobecné poznamky

Odozva diklazurilu musi vykazovat’ linearitu v celom koncentraénom
rozsahu merania.

Prinajmenej pri analyze diklazurilu v kfmnej zmesi s vysokym
obsahom tuku (ktory na tento ucel presahuje 12 % tuku) sa analytickd
metdda moze nahradit’ inymi metddami zalozenymi na HPLC, ako je
metdda zalozend na vysokoucinnej kvapalinovej chromatografii
v spojeni s hmotnostnou spektrometriou (HPLC-MS), a to za pred-
pokladu, ze tato alternativna metdda ma porovnateIné charakteristiky
ucinnosti (miera vytaznosti, presnost podla podmienok opakova-
telnosti a reprodukovatelnosti).

G. STANOVENIE LASALOCIDU SODNEHO

Sodna sol polyéteru monokarboxylovej kyseliny produkovanej mikroor-
ganizmom Streptomyces lasaliensis

Obsah lasalocidu sodného sa stanovi:

— analytickou metddou stanovenou v norme EN 17299 — Krmivé pre
zvieratd. Metody odberu vzoriek a analyz. Skrining a stanovenie
povolenych kokcidiostatik ako aditiv pri 1 % a 3 % krizovej konta-
mindacii, nepovolenych kokcidiostatik a jedného z antibiotik na
subaditivnej urovni v kifmnych zmesiach metodou vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie (HPLC) s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (LC-MS/MS), alebo

— vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou (HPLC) s reverznou
fazou pomocou fluorescencéného detektora, ako sa uvadza dalej
v bodoch 1 az 8.

Ukel a oblast’

Tato metdoda umoziuje stanovit’ obsah lasalocidu sodného v krmivach.
Detekény limit je 5 mg/kg, limit kvantifikacie je 10 mg/kg.

Podstata metody

Lasalocid sodny sa vyextrahuje zo vzorky do okysleného metanolu
a stanovi sa vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou (HPLC)
s reverznou fazou pomocou fluorescencného detektora.

Cinidla

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,POy).

Kyselina ortofosforecna, w (w/w) = 85 %.

Roztok kyseliny ortofosfore¢nej, ¢ = 20 %.

Zried’'te 23,5 ml kyseliny ortofosfore¢nej (bod 3.2) vodou na objem 100
ml.

6-metyl-2-heptylamin (1,5-dimetylhexylamin), w (w/w) = 99 %.

Metanol, c¢istoty HPLC.

Kyselina chlorovodikova, hustota = 1,19 g/ml.

Fosfatovy tlmivy roztok, ¢ = 0,01 mol/l.

Rozpustite 1,36 g KH,PO, (bod 3.1) v 500 ml vody (bod 3.11),
pridajte 3,5 ml kyseliny ortofosforeénej (bod 3.2) a 10,0 ml 6-metyl-
2-heptylaminu (bod 3.4). Upravte pH na 4,0 roztokom kyseliny orto-
fosfore¢nej (bod 3.3) a zried'te vodou (bod 3.11) na objem 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.

Okysleny metanol

Do 1 000 ml odmernej banky preneste 5,0 ml kyseliny chlorovodikove;j
(bod 3.6), doplitte po zna¢ku metanolom (bod 3.5) a premiesajte. Tento
roztok sa musi pripravovat’ Cerstvy tesne pred pouzitim.

HPLC mobilna faza, roztok fosfatového tlmivého roztoku a metanolu
v pomere 5 + 95 (V + V).

ZmieSajte 5 ml fosfatového tlmivého roztoku (bod 3.7) s 95 ml meta-
nolu (bod 3.5).

Standardna latka lasalocid sodny so zaruGenou &istotou, CszHs30gNa
(sodna sol’ polyéteru monokarboxylovej kyseliny produkovana mikro-
organizmom Streptomyces lasaliensis), E763.

Zasobny Standardny roztok lasalocidu sodného, 500 pg/ml.

Navazte 50 mg lasalocidu sodného (bod 3.10) s presnostou na 0,1 mg
do 100 ml odmernej banky, rozpustite v okyslenom metanole (bod 3.8),
dopliite po znacku tym istym rozpustadlom a premiesajte. Tento roztok
sa musi pripravovat’ ¢erstvy tesne pred pouzitim.

Pracovny Standardny roztok lasalocidu sodného, 50 pg/ml.

Do 100 ml odmernej banky pipetou preneste 10,0 ml zasobného Stan-
dardného roztoku (bod 3.10.1), doplite okyslenym metanolom po
znaCku (bod 3.8) a premieSajte. Tento roztok sa musi pripravovat’
Cerstvy tesne pred pouzitim.

Kalibraéné roztoky

Do série 50 ml odmernych baniek preneste 1,0 ml, 2,0 ml, 4,0 ml, 5,0
ml a 10,0 ml pracovného Standardného roztoku (bod 3.10.2). Doplite
po znacku okyslenym metanolom (bod 3.8) a premiesajte. Jednotlivé
roztoky zodpovedaju 1,0 pg, 2,0 pg, 4,0 pg, 5,0 pg a 10,0 pg lasalo-
cidu sodného na 1 ml. Tieto roztoky sa musia pripravovat’ Cerstvé tesne
pred pouzitim.

Voda, cistoty HPLC.

Pristrojové vybavenie
Ultrazvukovy kupel’ (alebo vodny kuapel v trepacke) s regulaciou
teploty.

Membranové filtre, 0,45 pm.

Zariadenie HPLC so vstrekovacim systémom, vhodné na vstrekovanie
objemov 20 pl.

Kvapalinova chromatograficka kolona, 125 mm x 4 mm, reverzna faza
s napliou C;g, 5 um, alebo ekvivalentna.

Spektrofluorimeter s nastavitePnou vinovou dizkou exciticie a emisie
vinovych dlzok

Postup
Vseobecné pokyny
Slepa vzorka krmiva

Na uskuto¢nenie skusky vytaznosti (bod 5.1.2) sa musi analyzovat’
slepa vzorka krmiva, aby sa overilo, ze nie je pritomny lasalocid
sodny alebo interferujica latka. Zlozenie slepej vzorky musi zodpo-
vedat’ skti$anej vzorke a pri analyze v nej nesmie byt zistena pritom-
nost” lasalocidu sodného alebo interferujiicich latok.
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5.1.2.  Skuska vytaznosti

Vykonajte skasku vytaznosti pomocou analyzy slepej vzorky krmiva,
do ktorej bolo pridané obdobné mnozstvo lasalocidu sodného, aké sa
nachadza vo vzorke. S cielom obohatit’ na troven 100 mg/kg preneste
10,0 ml zasobného $tandardného roztoku (bod 3.10.1) do 250 ml Erlen-
meyerovej banky a nechajte roztok odparit’ na objem priblizne 0,5 ml.
Pridajte 50 g slepej vzorky krmiva, dokladne premiesajte a pred usku-
tocnenim extrakcie (bod 5.2) nechajte 10 mintt stat’ za obcasného
premiesania.

Ak nie je dostupna slepa vzorka zodpovedajica zlozenim skusSanej
vzorke (pozri bod 5.1.1), skiska vytaznosti sa méze vykonat’ metdédou
Standardného pridavku. V tomto pripade sa vzorka, ktord mé byt analy-
zovana, obohati mnozstvom lasalocidu sodného, ktoré je podobné
mnozstvu pritomnému vo vzorke. Tato vzorka sa analyzuje spolu
s neobohatenou vzorkou a vytaznost' sa vypocita od¢itanim.

5.2. Extrakcia
52.1. Krmivo

Navazte 5 g az 10 g vzorky s presnostou na 0,01 g do 250 ml Erlen-
meyerovej banky s uzaverom. Pipetou pridajte 100,0 ml okysleného
metanolu (bod 3.8). Volne uzavrite a krazivym pohybom jej obsah
premiesajte, aby doslo k disperzii. Umiestnite banku na 20 minut do
ultrazvukového kuapel'a (bod 4.1) pri priblizne 40 °C, potom ju vyberte
a ochlad’te na laboratornu teplotu. Nechajte odstat’ priblizne 1 hodinu,
kym sa suspendovana latka neusadi, a potom alikvotnt Cast’ prefiltrujte
cez 0,45 pm membranovy filter (bod 4.2) do vhodnej nadoby. Pokra-
Cujte stanovenim pomocou HPLC (bod 5.3).

522. Premixy

Navazte priblizne 2 g nepomletého premixu s presnostou na 0,001 g do
250 ml odmernej banky. Pridajte 100,0 ml okysleného metanolu (bod
3.8) a krazivym pohybom premiesajte, aby doslo k disperzii. Umiest-
nite banku s jej obsahom na 20 minat do ultrazvukového kupela (bod
4.1) pri priblizne 40 °C, potom ju vyberte a ochlad’te na laboratérnu
teplotu. Dopliite po znacku okyslenym metanolom (bod 3.8) a dokladne
premiesajte. Nechajte 1 hodinu odstat, kym sa suspendovana latka
neusadi, a potom alikvotnt Cast’ prefiltrujte cez 0,45 pum membranovy
filter (bod 4.2). Rozried'te primerany objem Ccireho filtratu okyslenym
metanolom (bod 3.8), ¢im =ziskate kone¢ny skuSobny roztok, ktory
obsahuje priblizne 4 pg/ml lasalocidu sodného. Pokracujte stanovenim
pomocou HPLC (bod 5.3).

5.3. Stanovenie pomocou HPLC
53.1. Parametre
Odporacané su tieto podmienky; iné podmienky sa moézu pouzivat za

predpokladu, ze sa nimi dosiahnu rovnocenné vysledky:

Kolona na kvapalinovii chromatografiu 125 mm X 4 mm s reverznou fazou,:
(bod 4.3.1) s napliou Cig, 5 um alebo ekvivalentna.

Mobilna faza (bod 3.9): zmes fosfatového tlmivého roztoku (bod 3.7)
a metanolu (3.5), v pomere 5 + 95 (V + V).

Prietokova rychlost: 1,2 ml/min.

Detekéna vinova dizka: Excitacia: 310 nm

Emisia: 419 nm

Vstrekovy objem: 20 pl
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6.1.

6.2.

Skontrolujte stabilitu chromatografického systému tak, ze niekolkokrat
nastreknete kalibracny roztok (bod 3.10.3) obsahujuci 4,0 pg/ml, kym
nedosiahnete konstantné vysky (alebo plochy) pikov a konstantné
retencné casy.

Kalibraény graf

Nastreknite kazdy kalibracny roztok (bod 3.10.3) niekol'kokrat
a stanovte priemerné vysky (plochy) pikov pre kazdu koncentraciu.
Zostrojte kalibracny graf, priCom pouzite priemerné vysky (plochy)
pikov ako ordinaty (os y) a prislusné koncentracie v pg/ml ako abscisy
(08 x).

Roztok vzorky

Niekol'kokrat nastreknite extrakt vzorky ziskany podla bodu 5.2.1
alebo 5.2.2, priCom pouzite rovnaky objem ako pri kalibraénom
roztoku, a z nameranych pikov stanovte priemernt vysku (plochy)
pikov lasalocidu sodného.

Vypocet vysledkov
Z priemernej vysky (plochy) piku ziskanej nastreknutim roztoku vzorky

(bod 5.3.3) stanovte koncentraciu lasalocidu sodného (pg/ml) porov-
nanim s kalibracnym grafom.

Krmivo

Obsah w lasalocidu sodného (mg/kg) vzorky sa vypocita podla tejto
rovnice:

c XV,

[mg/kg]

kde:

c = koncentracia lasalocidu sodného v roztoku vzorky (bod 5.2.1)
v pg/ml,

V; = objem extraktu vzorky podla bodu 5.2.1 v ml (t. j. 100),

m = hmotnost’ skusobnej davky v g.

Premixy

Obsah w lasalocidu sodného (mg/kg) vzorky sa vypocita podla tejto
rovnice:

cxVy xf
w =2 [mg/kg]
m

kde:

¢ = koncentracia lasalocidu sodného v roztoku vzorky (bod 5.2.2)
v pg/ml,

V, = objem extraktu vzorky podla bodu 5.2.2 v ml (t. j. 250),

f = faktor zriedenia podl'a bodu 5.2.2,

m = hmotnost’ skisobnej davky v g.
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7.2.

7.3.

Validacia vysledkov
Zhodnost

Metody zalozené na spektrofluorometrii  podliehajii interferencii
v mensej miere ako metody, pri ktorych sa pouziva UV detekcia.
Zhodnost’ analytu mozno potvrdit’ kochromatografiou.

Kochromatografia

Do extraktu vzorky (body 5.2.1 alebo 5.2.2) sa prida vhodné mnozstvo
kalibra¢ného roztoku (bod 3.10.3). Mnozstvo pridaného lasalocidu
sodného musi byt podobné mnozstvu lasalocidu sodného zistenému
v extrakte vzorky. Vzhladom na pridané mnozstvo lasalocidu sodného
a riedenie extraktu sa zvysi len vyska piku lasalocidu sodného. Sirka
piku v polovici jeho vysky musi byt v rozsahu + 10 % pdvodnej Sirky
piku vytvorenej neobohatenym extraktom vzorky.

Opakovatelnost

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

— 15 % z vy$3ej hodnoty pre obsah lasalocidu sodného v rozsahu od
30 mg/kg do 100 mg/kg,

— 15 mg/kg pre obsah lasalocidu sodného v rozsahu od 100 mg/kg do
200 mg/kg,

— 7,5 % z vysSej hodnoty pre obsah lasalocidu sodného nad
200 mg/kg.

Vytaznost

V pripade obohatenej (slepej) vzorky krmiva ma byt vytaznost
najmenej 80 %. V pripade obohatenej vzorky premixu ma byt vytaz-
nost’ najmenej 90 %.

Vysledky medzilaboratérnej Stiadie

Vykonala sa medzilaboratorna $tudia (*), v ramci ktorej 12 laboratorii
analyzovalo dva premixy (vzorky 1 a 2) a pat’ krmiv (vzorky 3 — 7).
Kazda vzorka sa analyzovala dvakrat. Vysledky su uvedené v tejto
tabulke:

Vzorka 1 Vzorka 2 Vzorka 3 GVzorka 4, Vzorka 5 Vzorka 6 Vzorka 7
Premixy pre Premixy pre Granule pre ranu lované Krmivo pre | Krmivo pre |Krmivo pre
y p! y p! p krmivo pre p p p
kurcata morky morky Kurcata morky hydinu A hydinu B
urcata
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Priemer [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 [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 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.

Vzorka 1 Vzorka 2 Vzorka 3 G?;i?lrlléiaié Vzorka 5 Vzorka 6 Vzorka 7
Premixy pre | Premixy pre Granule pre Krmivo re Krmivo pre | Krmivo pre [Krmivo pre

kurcata morky morky ku:éatl; morky hydinu A hydinu B

Nominalny 5000 (*%*) 16 000 (**) 80 (**) 105 (*%) 120 (*%*) 50 (+) 35 (%)

obsah [mg/kg]

L = pocet laboratorii,

n = pocet jednotlivych vysledkov,

S = smerodajna odchylka opakovatelnosti,

SR = smerodajna odchylka reprodukovatel'nosti,

CV, = variaény koeficient opakovatelnosti, %,

CVr = variaény koeficient reprodukovatel'nosti, %.

*) Analyst, 1995, 120, s. 2175 — 2180.

(**) Obsah deklarovany vyrobcom.

+) Krmivo pripravené v laboratoriu.

H. STANOVENIE AMPROLIA HYDROCHLORIDU

1-[(4-amino-2-propyl-5-pyrimidinyl)metyl]-2-metylpyridinium  chlorid
monohydrochlorid

Ukel a oblast’

Tato metdda umoznuje stanovit’ obsah amprolia v krmivach. Detekény
limit je 1 mg/kg, limit kvantifikdcie je 5 mg/kg.

Podstata metody

Vzorka sa extrahuje zmesou metanol-voda. Po zriedeni v mobilnej faze
a membranovej filtracii sa obsah amprolia stanovi vysokouéinnou
kvapalinovou chromatografiou (HPLC) s katexovou kolonou s pouzitim
UV detektora.

Cinidla

Metanol.

Acetonitril, ¢istoty HPLC.
Voda, cistoty HPLC.

Roztok dihydrogenfosfore¢nanu sodného, ¢ = 0,1 mol/l.

Rozpustite 13,80 g monohydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného vo
vode (bod 3.3) v 1 000 ml odmernej banke, dopliite vodou (bod 3.3) po
znacku a premiesajte.

Roztok chloristanu sodného, ¢ = 1,6 mol/l.

Rozpustite 224,74 g monohydratu chloristanu sodného vo vode (bod
3.3) v 1000 ml odmernej banke, doplitte vodou (bod 3.3) po znacku
a premiesajte.

Mobilna faza pre HPLC (pozri poznamku bod 9.1).

Zmes acetonitrilu (bod 3.2), roztoku dihydrogenfosforeénanu sodného
(bod 3.4) a roztoku chloristanu sodného (bod 3.5), 450 + 450 + 100
(v + v + v). Pred pouzitim prefiltrujte cez 0,22 pm membranovy filter
(bod 4.3) a odplynte roztok [napr. v ultrazvukovom kupeli (bod 4.4)
aspon 15 mintt].

Standardné latka: &isté amprélium, 1-[(4-amino-2-propyl-5-pirimidinyl)
metyl]-2-metylpyridiniumchlorid chlorid, E 750 (pozri bod 9.2).
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3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

3.8.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1

5.1.1.

Zasobny Standardny roztok amprolia, 500 pg/ml

Navazte 50 mg amproélia (bod 3.7) s presnostou 0,1 mg do 100 ml
odmernej banky, rozpustite v 80 ml metanolu (bod 3.1) a umiestnite
banku na 10 min. do ultrazvukového kupela (bod 4.4). Po spracovani
ultrazvukom vyrovnajte teplotu roztoku s teplotou miestnosti, doplite
vodou po znacku a premiesajte. Pri teplote < 4 °C je roztok staly jeden
mesiac.

Pracovny Standardny roztok amprolia, 50 pg/ml

Pipetou preneste 5,0 ml zasobného Standardného roztoku (bod 3.7.1) do
50 ml odmernej banky, doplite extrakénym rozpustadlom (bod 3.8) po
znacku a premieSajte. Pri teplote < 4 °C je roztok staly jeden mesiac.

Kalibraéné roztoky

Pipetou postupne preneste 0,5 ml, 1,0 ml a 2,0 ml pracovného Stan-
dardného roztoku (bod 3.7.2) do 50 ml odmernych baniek. Dopliite po
znacku mobilnou fazou (bod 3.6) a premiesajte. Jednotlivé roztoky
zodpovedaji 0,5 pg, 1,0 pg a 2,0 pg amprolia na ml. Tieto roztoky
sa musia pripravovat’ Cerstvé tesne pred pouzitim.

Extrakeéné rozpustadlo
Zmes metanolu (bod 3.1) a vody v pomere 2 + 1 (v + v).

Pristrojové vybavenie

Zariadenie HPLC so vstrekovacim systémom, vhodné na vstrekovanie
objemov 100 pl.

Koloéna na kvapalinova chromatografiu, 125 mm X 4 mm, s katexovou
napliou Nucleosil 10 SA, 5 alebo 10 um, alebo ekvivalentna.

UV detektor s nastaviteI'nou vlnovou dizkou alebo detektor diédového
pola.

Membranovy filter, material PTFE, 0,45 pm.
Membranovy filter, 0,22 um.

Ultrazvukovy kupel.

Mechanicka trepacka alebo magnetické miesadlo.

Postup
Vseobecné pokyny
Slepéa vzorka krmiva

Na uskuto¢nenie skusky vytaznosti (bod 5.1.2) sa musi analyzovat’
slepa vzorka krmiva, aby sa overilo, ze nie je pritomné amprolium
alebo interferujuca latka. Zlozenie slepej vzorky musi zodpovedat
skaSanej vzorke a pri analyze v nej nesmie byt zistena pritomnost
amprolia alebo interferujucich latok.

Skuska vytaznosti

Vykonajte skasku vytaznosti pomocou analyzy slepej vzorky krmiva,
do ktorej bolo pridané obdobné mnozstvo amprolia, aké sa nachadza vo
vzorke. S cielom obohatit’ na uroven 100 mg/kg preneste 10,0 ml
zasobného Standardného roztoku (bod 3.7.1) do 250 ml Erlenmeyerove;j
banky a nechajte roztok odparit’ na objem priblizne 0,5 ml. Pridajte 50
g slepej vzorky krmiva, dokladne premiesajte a pred uskuto¢nenim
extrakcie (bod 5.2) nechajte 10 minat stat’ za obc¢asného premiesania.
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Ak nie je dostupna slepa vzorka zodpovedajica zlozenim skusanej
vzorke (pozri bod 5.1.1), skuska vytaznosti sa méze vykonat' metdédou
Standardného pridavku. V tomto pripade sa vzorka, ktora ma byt analy-
zovana, obohati mnozstvom amproélia, ktoré je podobné tomu, aké sa
nachadza vo vzorke. Tato vzorka sa analyzuje spolu s neobohatenou
vzorkou a vytaznost sa vypocita od¢itanim.

5.2. Extrakcia
52.1. Premixy (obsah <1 % amprodlia) a krmiva

S presnostou na 0,01 g navazte 5 — 40 g vzorky v zavislosti od obsahu
amproélia do 500 ml Erlenmayerovej banky a pridajte 200 ml extrak¢-
ného rozpustadla (bod 3.8). Vlozte banku na 15 mintt do ultrazvuko-
vého kuapela (bod 4.4). Banku vyberte z ultrazvukového kupela a 1
hodinu pretrepavajte v trepacke alebo miesajte na magnetickom
miesadle (bod 4.5). Zried’te alikvotnu Cast’ extraktu s mobilnou fazou
(bod 3.6) na obsah amprolia 0,5 — 2 pg/ml a premieSajte (pozri
poznamku bod 9.3). Prefiltrujte 5 — 10 ml tohto zriedeného roztoku
na membranovom filtri (bod 4.2). Pokracujte stanovenim pomocou
HPLC (bod 5.3).

522. Premixy (obsah > 1 % amprolia)

S presnostou na 0,001 g navazte 1 — 4 g premixu v zavislosti od
obsahu amproélia do 500 ml Erlenmayerovej banky a pridajte 200 ml
extrakéného rozpustadla (bod 3.8). Vlozte banku na 15 minat do
ultrazvukového kupela (bod 4.4). Banku vyberte z ultrazvukového
ktpela a 1 hodinu pretrepavajte v trepacke alebo mieSajte na magne-
tickom mieSadle (bod 4.5). Zried'te alikvotnu Cast’ extraktu s mobilnou
fazou (bod 3.6) na obsah amprodlia 0,5 — 2 pug/ml a premiesajte. Prefil-
trujte 5 — 10 ml tohto zriedeného roztoku na membranovom filtri (bod
4.2). Pokracujte stanovenim pomocou HPLC (bod 5.3).

5.3. Stanovenie pomocou HPLC

53.1. Parametre:

Odporacané su tieto podmienky, iné podmienky sa moézu pouzivat za
predpokladu, ze sa nimi dosiahnu rovnocenné vysledky.

Koloéna na kvapalinova chro- 125 mm x 4 mm, s katexovou napliou Nucleosil 10 SA,
matografiu (bod 4.1.1): 5 alebo 10 um, alebo ekvivalentna

Mobilna faza (bod 3.6): Zmes acetonitrilu (bod 3.2), roztoku dihydrogenfosforec-
nanu sodné¢ho (bod 3.4) a roztoku chloristanu sodného
(bod 3.5), 450 + 450 + 100 (v + v + V).

Prietokova rychlost 0,7 — 1 ml/min.
Detekéna vinova dizka: 264 nm
Vstrekovy objem: 100 wl

Skontrolujte stabilitu chromatografického systému tak, ze niekolkokrat
nastreknete kalibraény roztok (bod 3.7.3) obsahujuci 1,0 pg/ml, kym
nedosiahnete konstantné vysky pikov a konstantné retencné Casy.

53.2. Kalibrac¢ny graf

Nastreknite kazdy kalibra¢ny roztok (bod 3.7.3) niekolkokrat a stanovte
priemerné vysky (plochy) pikov pre kazda koncentraciu. Zostrojte kali-
bra¢ny graf, pricom pouzite priemerné vysky (plochy) pikov kalibrac-
nych roztokov ako ordinaty (os y) a prislusné koncentracie v pg/ml ako
abscisy (0s x).
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7.1.1.

Roztok vzorky

Niekol'kokrat nastreknite extrakt vzorky (bod 5.2), pricom pouzite
rovnaky objem ako pri kalibraénych roztokoch a z nameranych pikov
stanovte priemernu vysku (plochu) piku amprolia.

Vypocet vysledkov

Z priemernej vysky (plochy) piku amprélia v roztoku vzorky stanovte
koncentraciu roztoku vzorky v pg/ml porovnanim s kalibra¢nym
grafom (bod 5.3.2).

Obsah w amproélia v mg/kg vzorky je dany touto rovnicou:

_ Vxexf

w [mg/kg]

kde:

V = objem extrakéného rozpustadla (bod 3.8) v ml podla 5.2 (t. j.
200 ml),

¢ = koncentracia amprolia v extrakte vzorky (bod 5.2) v pg/ml,

f = faktor zriedenia podla 5.2,

m = hmotnost’ skiSobnej davky v g.

Validacia vysledkov
Zhodnost

Zhodnost’ analytu mozno potvrdit kochromatografiou alebo pouzitim
detektora didodového pol'a, pomocou ktorého sa porovnaju spektra
extraktu vzorky (bod 5.2) a kalibra¢ného roztoku (bod 3.7.3) obsahu-
juceho 2,0 pg/ml.

Kochromatografia

Do extraktu vzorky (bod 5.2) sa pridd vhodné mnozstvo kalibracného
roztoku (bod 3.7.3). Mnozstvo pridané¢ho amprolia musi byt podobné
mnozstvu amprolia zistenému v extrakte vzorky.

Vzhl'adom na pridané mnoZstvo a riedenie extraktu sa zvysi len vyska
piku amprolia. Sirka piku v polovici jeho vysky musi byt
v rozsahu = 10 % povodnej Sirky piku amprolia v neobohatenom
extrakte vzorky.

Detekcia pomocou detektora diodového pola

Vysledky sa vyhodnotia podl'a tychto kritérii:

a) vinové dizky maximalnej absorpcie spektra vzorky a Standardu
zaznamenané na vrchole piku chromatogramu musia byt rovnaké
s toleranciou urcenou rozliSovacou schopnostou detekéného
systtmu. V pripade detekcie detektorom diddového pola sa
obycajne pohybuje v rozsahu + 2 nm;

b) spektra vzorky a Standardu zaznamenané na vrchole piku chromato-
gramu nesmu byt odlisné v Castiach spektra medzi 210 a 320 nm
v rozsahu od 10 % az 100 % relativnej absorbancie. Toto kritérium
je splnené, ked’ st pritomné tie isté maxima a ak odchylka medzi
dvomi spektrami v ziadnom pozorovanom bode nepresiahne 15 %
absorbancie analytu Standardu;
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7.2.

7.3.

c) spektra vzostupnej Casti, vrcholu a zostupnej Casti piku vytvorené
extraktom vzorky nesmu byt vzajomne odliSné v Castiach spektra
medzi 210 az 320 nm v rozsahu 10 % az 100 % relativnej absor-
bancie. Toto kritérium je splnené, ked’ st pritomné tie isté maxima
a ked’ odchylka medzi spektrami vo vsetkych pozorovanych bodoch
nepresiahne 15 % absorbancie spektra vrcholu piku.

Ak niektoré z tychto kritérii nebude splnené, tak sa pritomnost’ analytu
nepotvrdila.

Opakovatelnost’

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

— 15 % z vysSej hodnoty pre obsah amproélia v rozsahu od 25 mg/kg
do 500 mg/kg,

— 75 mg/kg v pripade obsahu amproélia v rozsahu 500 mg/kg a 1 000
mg/kg,

— 7,5 % z vyssej hodnoty pre obsah amprolia nad 1 000 mg/kg.
Vytaznost

V pripade obohatenej (slepej) vzorky musi byt vytaznost’ najmenej
90 %.

Vysledky medzilaboratérnej $tidie

Vykonala sa medzilaboratorna stadia, v ramci ktorej sa analyzovali tri
krmiva pre hydinu (vzorky 1 — 3), jedno minerdlne krmivo (vzorka 4)
a jeden premix (vzorka 5). Vysledky st uvedené v tejto tabulke:

Vzorka 1 (S} epd Vzorka 2 Vzorka 3 Vzorka 4 Vzorka 5
vzorka krmiva)
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
Priemer [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
CVg [%] — 6,47 6,27 5,19 3,00
Nominalny - 50 200 5000 25000
obsah [mg/kg]
L: pocet laboratorii,
n: pocet jednotlivych hodnét,
et smerodajna odchylka opakovatelnosti,
CV,: variaény koeficient opakovatelnosti,
SR: smerodajna odchylka reprodukovatelnosti,

CVg:  variaény koeficient reprodukovatelnosti.
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9.2.

9.3.

Poznamky

Ak vzorka obsahuje tiamin, pik tiaminu sa objavuje na chromatograme
kratko pred pikom amproélia. Amprélium a tiamin sa musia na zaklade
tejto metody oddelit. Ak sa amprolium a tiamin neoddeli na kolone
(bod 4.1.1) pouzitej v tejto metdde, nahrad’te az 50 % acetonitrilu
v mobilnej faze (bod 3.6) metanolom.

Podl'a britského liekopisu spektrum roztoku amprolia (¢ = 0,02 mol/l)
v kyseline chlorovodikovej (¢ = 0,1 mol/l) vykazuje maximum pri 246
nm a 262 nm. Absorbancia musi byt 0,84 pri 246 nm a 0,80 pri 262
nm.

Extrakt sa musi vzdy zriedit s mobilnou fazou, pretoze v opa¢nom
pripade moéze retenény ¢as z dovodu zmien idnovej sily vyznamne
posunut’ pik amprolia.

I. STANOVENIE NARAZINU

Obsah narazinu sa stanovi:

— analytickou metddou stanovenou v norme EN 17299 — Krmivé pre
zvierata. Metody odberu vzoriek a analyz. Skrining a stanovenie
povolenych kokcidiostatik ako aditiv pri 1 % a 3 % krizovej konta-
mindcii, nepovolenych kokcidiostatik a jedného z antibiotik na
subaditivnej Grovni v kimnych zmesiach metdédou vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie (HPLC) s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (LC-MS/MS), alebo

— metoédou stanovenou v norme EN ISO 14183 — Krmiva pre zvie-
ratda. Stanovenie obsahu monenzinu, narazinu a salinomycinu.
Metdda kvapalinovej chromatografie s pouzitim pokolonovej deri-
vatizacie.

J. STANOVENIE NIKARBAZINU

Obsah nikarbazinu sa stanovi:

— analytickou metddou stanovenou v norme EN 17299 — Krmivé pre
zvierata: Metody odberu vzoriek a analyz. Skrining a stanovenie
povolenych kokcidiostatik ako aditiv pri 1 % a 3 % krizovej konta-
minacii, nepovolenych kokcidiostatik a jedného z antibiotik na
subaditivnej urovni v kfmnych zmesiach metédou vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie (HPLC) s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (LC-MS/MS), alebo

— metddou stanovenou v norme EN 15782 — Krmiva pre zvierata.
Stanovenie nicarbazinu metédou HPLC.

K. STANOVENIE DEKOCHINATU

Obsah dekochinatu sa stanovi:

— analytickou metddou stanovenou v norme EN 17299 — Krmiva pre
zvieratd. Metody odberu vzoriek a analyz. Skrining a stanovenie
povolenych kokcidiostatik ako aditiv pri 1 % a 3 % krizovej konta-
minacii, nepovolenych kokcidiostatik a jedného z antibiotik na
subaditivnej tGrovni v kimnych zmesiach metodou vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie (HPLC) s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (LC-MS/MS), alebo

— metddou stanovenou v norme EN 16162 — Krmiva pre zvierata.
Stanovenie decoquinatu metédou HPLC s fluorescenénou detek-
ciou.
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L. STANOVENIE MONENZINU

Obsah monenzinu sa stanovi:

— analytickou metédou stanovenou v norme EN 17299 — Krmiva pre
zvieratd. Metody odberu vzoriek a analyz. Skrining a stanovenie
povolenych kokcidiostatik ako aditiv pri 1 % a 3 % krizovej konta-
minacii, nepovolenych kokcidiostatik a jedného z antibiotik na
subaditivnej Grovni v kimnych zmesiach metoddou vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie (HPLC) s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (LC-MS/MS), alebo

— metddou stanovenou v norme EN ISO 14183 — Krmiva pre zvie-
rata. Stanovenie obsahu monenzinu, narazinu a salinomycinu.
Metoda kvapalinovej chromatografie s pouzitim pokolonovej deri-
vatizacie.

M. STANOVENIE SALINOMYCINU

Obsah salinomycinu sa stanovi:

— analytickou metédou stanovenou v norme EN 17299 — Krmiva pre
zvieratd. Metddy odberu vzoriek a analyz. Skrining a stanovenie
povolenych kokcidiostatik ako aditiv pri 1 % a 3 % krizovej konta-
minacii, nepovolenych kokcidiostatik a jedného z antibiotik na
subaditivnej urovni v kifmnych zmesiach metodou vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie (HPLC) s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (LC-MS/MS), alebo

— metddou stanovenou v norme EN ISO 14183 — Krmiva pre zvie-
rata. Stanovenie obsahu monenzinu, narazinu a salinomycinu.
Metoda kvapalinovej chromatografie s pouzitim pokolonovej deri-
vatizacie.

N. STANOVENIE SEMDURAMYCINU

Obsah semduramycinu sa stanovi:

— analytickou metédou stanovenou v norme EN 17299 — Krmiva pre
zvieratd. Metody odberu vzoriek a analyz. Skrining a stanovenie
povolenych kokcidiostatik ako aditiv pri 1 % a 3 % krizovej konta-
minacii, nepovolenych kokcidiostatik a jedného z antibiotik na
subaditivnej Grovni v kimnych zmesiach metdédou vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie (HPLC) s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (LC-MS/MS), alebo

— metddou stanovenou v norme EN 16158 — Krmiva pre zvierata.
Stanovenie obsahu semduramicinu. Metoda kvapalinovej chromato-
grafie s volitelnym analytickym pristupom.

O. NORMY EN

Pre uplatiiovanie Glanku 34 ods. 2 pism. a) nariadenia (EU) 2017/625
su relevantné tieto normy EN:

EN ISO 30024: Krmiva pre zvierata. Stanovenie aktivity fytazy

EN 17050: Krmiva pre zvieratd. Metddy odberu vzoriek a analyz.
Stanovenie jodu metdodou ionovymennej ICP-MS

EN 17550: Krmiva pre zvierata. Stanovenie karotenoidov v kimnych
zmesiach a premixoch vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou
s UV detekciou (HPLC-UV)

EN 15784: Krmiva pre zvieratd. Metddy odberu vzoriek a analyz.
Detekcia a stanovenie poctu baktérii rodu Bacillus pouzivanych ako
doplnkova latka do krmiv
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EN 15785: Krmiva pre zvieratd. Izolacia a stanovenie pocétu baktérii
rodu Bifidobacterium

EN 15786: Krmiva pre zvieratd. Metddy odberu vzoriek a analyz.
Detekcia a stanovenie poctu baktérii rodu Pediococcus pouzivanych
ako doplnkova latka do krmiv

EN 15787: Krmiva pre zvieratd. Metddy odberu vzoriek a analyz.
Detekcia a stanovenie poctu baktérii rodu Lactobacillus pouzivanych
ako doplnkova latka do krmiv

EN 15788: Krmiva pre zvieratd. Metddy odberu vzoriek a analyz.
Detekcia a stanovenie poctu baktérii rodu Enterococcus (E. faecium)
pouzivanych ako doplnkova latka do krmiv

EN 15789: Krmiva pre zvieratd. Metody odberu vzoriek a analyz.
Detekcia a stanovenie poctu baktérii rodu Saccharomyces cerevisiae
pouzivanych ako doplnkova latka do krmiv

EN 15510: Krmiva pre zvieratd. Metddy odberu vzoriek a analyz.
Stanovenie vapnika, sodika, fosforu, horcika, draslika, zeleza, zinku,
medi, manganu, kobaltu, molybdénu a olova metédou ICP-AES (na
analyzu obsahu kobaltu a molybdénu ako doplnkovych latok v krmi-
vach)

EN 15621: Krmiva pre zvieratd. Metddy odberu vzoriek a analyz.
Stanovenie vapnika, sodika, fosforu, hor¢ika, draslika, siry, Zzeleza,
zinku, medi, manganu a kobaltu po mineralizacii tlakom metddou
ICP-AES (na analyzu obsahu kobaltu ako doplnkovej latky v krmi-
vach)

EN 16159: Krmiva pre zvieratd. Stanovenie selénu metddou atomovej
absorpcnej spektrometrie s postupom generovania hydridu (HGAAS)
po mikrovlnnom rozklade (rozklad 65 % kyselinou dusicnou a 30 %
peroxidom vodika za zvySeného tlaku) (na analyzu obsahu selénu ako
doplnkovej latky v krmivach)

EN 17053: Krmiva pre zvieratd. Metdody odberu vzoriek a analyz.
Stanovenie stopovych prvkov, tazkych kovov a inych prvkov metodou
ICP-MS (multimetoéda) (na analyzu obsahu kobaltu, molybdénu a selénu
ako doplnkovych latok v krmivach)



02009R0152 — SK — 04.04.2024 — 009.001 — 129

PRILOHA V

ANALYTICKE METODY NA KONTROLU NEZIADUCICH LATOK
V KRMIVACH

A. STANOVENIE OBSAHU DIOXINOV (PCDD/PCDF) A PCB

KAPITOLA 1

METODY ODBERU VZORIEK A INTERPRETACIA ANALYTICKYCH
VYSLEDKOV

1. Rozsah posobnosti a vymedzenie pojmov

Vzorky urené na uradnu kontrolu obsahu polychlérovanych dibenzo-
p-dioxinov  (PCDD), polychlérovanych dibenzofuranov  (PCDF)
a dioxinom podobnych polychlérovanych bifenylov (PCB) (')
a dioxinom nepodobnych PCB v krmivach sa odoberaju v stilade s usta-
noveniami v prilohe 1. V stvislosti s kontrolou latok alebo produktov
homogénne rozlozenych v krmive sa musia uplatnit’ kvantitativne
poziadavky podla bodu 5.1 prilohy I. Suhrnné vzorky, ktoré sa takto
ziskaju, sa povazuju za reprezentativne pre Sarze alebo Ciastkové Sarze,
z ktorych sa odoberu. Sulad sa najvyssimi pripustnymi obsahmi stano-
venymi smernicou 2002/32/ES sa zistuje na zaklade obsahov stanove-
nych v laboratornych vzorkach.

(") Tabul'ka TEF (= faktorov toxickej ekvivalencie) pre PCDD, PCDF a dioxinom podobné
PCB: Tabulka WHO-TEF na posudzovanie rizika pre Iudi na zéklade zaverov zo
stretnutia odbornikov tykajuceho sa medzinarodného programu chemickej bezpe¢nosti
(IPCS) Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO), ktory sa konal v Zeneve v juni 2005
[Martin van den Berg et al.,, The 2005 World Health Organization Re-evaluation of
Human and Mammalian Toxic Equivalency Factors for Dioxins and Dioxin-like
Compounds. Toxicological Sciences 93(2), 223-241 (20006)].

Kongenér Hodnota TEF Kongenér Hodnota TEF
Dibenzo-p-dioxiny ,,Dioxinom podobné“ PCB
(,,PCDD*) a dibenzo- non-orto PCB + mono-orto PCB
p-furany (,,PCDF*)
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 non-orto PCB
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0003
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-orto 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 skratky: , T“ = tetra; ,,Pe* = penta; ,,Hx“ = hexa; ,,Hp“ = hepta; ,,0“ = okta;
,,CDD* = chlérdibenzodioxin; ,,CDF*“ = chlordibenzofuran; ,,CB*“ = chlorbifenyl.
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Na ucely tejto Casti sa uplatiluje vymedzenie pojmov stanovené
v prilohe I k vykonavaciemu nariadeniu Komisie (EU) 2021/308 (?).

Okrem uvedené¢ho vymedzenia pojmov sa na ucely tejto Casti uplatiuje
toto vymedzenie pojmov:

Skriningové metddy* st metédy pouzivané na vyber vzoriek
s obsahmi PCDD/F a dioxinom podobnych PCB, ktoré prekracuju
najvyssie pripustné obsahy alebo akéné prahové hodnoty. Tieto metody
umoznuji analyzovat’ vysoky pocet vzoriek pri priaznivom pomere
efektivity a nakladov, ¢im sa zvySuje pravdepodobnost’ zistenia novych
pripadov vysokej expozicie a zdravotnych rizik pre spotrebitel'ov. Skri-
ningové metddy st zalozené na bioanalytickych metodach alebo meto-
dach GC-MS. Vysledky vzoriek prekracujucich medznt hodnotu pouzi-
vant na kontrolu suladu s najvys$$im pripustnym obsahom sa overuji
uplnou opidtovnou analyzou pdvodnej vzorky pomocou potvrdzujucej
metody.

,,Potvrdzujiice metody* st metody, ktoré poskytuji Gplné alebo dopliu-
juce informdcie, na zaklade ktorych mozno jednoznacne urcit’ a kvanti-
fikovat PCDD/F a dioxinom podobné PCB na urovni najvyssicho
pripustného obsahu alebo, v pripade potreby, akénej prahovej hodnoty.
Pri tychto metddach sa vyuziva plynova chromatografia/lhmotnostna
spektrometria s vysokym rozlisenim (GC-HRMS) alebo plynova chro-
matografia/tandemova hmotnostna spektrometria (GC-MS/MS).

2. Sulad SarZe alebo Ciastkovej SarZze s najvy$Sim pripustnym
obsahom
2.1. Pokial’ ide o dioxinom nepodobné PCB

Sarza alebo podsarza su v sulade s najvy$$im pripustnym obsahom, ak
analyticky vysledok sumy PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB
153 a PCB 180 (d%alej len ,,dioxinom nepodobné PCB*) nepresahuje
najvyssi pripustny obsah stanoveny v smernici 2002/32/ES, berac do
tvahy roz§irena neistotu merania (). Sarza alebo podSarza nie su
v sulade s najvy$§im pripustnym obsahom stanovenym smer-
nicou 2002/32/ES, ak stredna hodnota dvoch hornych medzi (*) analy-
tickych vysledkov =ziskanych na zaklade dvojnasobnej analyzy (%),
bertic do tivahy rozsirent neistotu merania, bez odévodnenych pochyb-
nosti presahuje najvys$si pripustny obsah, t. j. na postdenie stladu sa
pouziva analyzovana koncentracia po odpocitani rozsirenej neistoty
merania.

(%) Vykonavacie nariadenie Komisie (EU) 2021/808 z 22. marca 2021 o vykonavani analy-
tickych metod pre rezidua farmakologicky u¢innych latok pouzivanych u zvierat urée-
nych na vyrobu potravin a o interpretacii vysledkov, ako aj o metddach, ktoré sa maju
pouzivat’ na odber vzoriek, a ktorym sa zru$uju rozhodnutia 2002/657/ES a 98/179/ES
(U. v. EU L 180, 21.5.2021, s. 84).

V prislusnom pripade treba dodrziavat’ zasady opisané¢ v dokumente Guidance Docu-
ment on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F and PCB
Analysis using Isotope Dilution Mass Spectrometry (https://food.ec.europa.eu/system/fi-
les/2017-05/animal-feed-guidance document pcdd-f pcb en.pdf).

Koncepcia ,,hornej medze si vyzaduje pouzitie limitu kvantifikacie pre podiel kazdého
nekvantifikovaného kongenéra. Koncepcia ,,dolnej medze* si vyzaduje pouzitie nulovej
hodnoty pre podiel kazdého nekvantifikovaného kongenéra. Koncepcia ,,strednej medze™
si vyzaduje pouzitie polovice limitu kvantifikacie pri vypocte podielu kazdého nekvan-
tifikovaného kongenéra.

Dvojnasobna analyza: samostatnd analyza skimanych analytov s pouzitim druhej alik-
votnej Casti tej istej homogenizovanej vzorky. Vo vSeobecnosti platia poziadavky tyka-
juce sa dvojnasobnej analyzy stanovené v kapitole C bode 3 prilohy II. V pripade metod
s pouzitim vnutornych Standardov oznaGenych izotopom '*C pre prislusné analyty je
vsak dvojnisobnd analyza potrebnd, iba ak vysledok prvého stanovenia nie je vyhovu-
juci. Dvojnasobna analyza je potrebna na vylicenie moznosti vnutornej krizovej konta-
mindcie alebo nahodného pomiesania vzoriek. V pripade, ze sa analyza vykonava
v stvislosti s kontaminaciou, moéze sa potvrdzovanie dvojnasobnou analyzou vynechat,
ak su vzorky vybrané na analyzu vysledovateIné k danému pripadu kontaminacie
a zisteny obsah vyznamne prekracuje najvyssi pripustny obsah.
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2.2.

©

O

Roz8irena neistota merania sa vypocita s pouzitim koeficientu
rozsirenia 2, ktory zabezpecuje priblizne 95 % troven spol'ahlivosti.
Sarza alebo &iastkova Sarza nie su v stlade, ak priemer nameranych
hodnét minus rozsirena neistota priemeru presahuje najvyssi pripustny
obsah.

Pravidla uvedené v predchadzajucich odsekoch tohto bodu sa uplatiuja
na analyticky vysledok ziskany v pripade vzorky urcenej na Gradni
kontrolu. V pripade analyzy na tucely druhého stanoviska odbornika
alebo na referen¢né ucely sa uplatiiuju pravidla ¢lenského Statu.

Pokial’ ide o PCDD/F a dioxinom podobné PCB

Sarza alebo Giastkovd Sarza su v stlade s najvy$iim pripustnym obsa-
hom, ak vysledok jednej analyzy:

— vykonanej skriningovou metddou, ktora ma mieru vyskytu merani
vykazujtcich falosny sulad nizsiu ako 5 %, indikuje, ze sa nepre-
krocila uroven prislusného najvyssieho pripustného
obsahu PCDD/F a sumy PCDD/F a dioxinom podobnych PCB
podla smernice 2002/32/ES,

— vykonanej potvrdzujicou metédou nepresahuje prislusny najvyssi
pripustny obsah PCDD/F a sumu PCDD/F a dioxinom podobnych
PCB stanovené v smernici 2002/32/ES, s ohl'adom na rozSirenu
neistotu merania.

V pripade skriningovych testov sa stanovuje medzna hodnota pre
rozhodnutia o sulade vzorky s prislusnymi najvyss$imi pripustnymi
obsahmi stanovenymi bud  pre PCDDJ/F, alebo pre
sumu PCDD/F a dioxinom podobnych PCB.

Sarza alebo Ciastkova 3arza nie st v stlade s najvy$sim pripustnym
obsahom stanovenym smernicou 2002/32/ES, ak priemer dvoch
hornych medzi (°) analytickych vysledkov ziskanych na zaklade dvoj-
nasobnej analyzy (7) pomocou potvrdzujicej metdédy, s ohladom na
roz$irenu neistotu merania, bez oddévodnenych pochybnosti presahuje
najvyssi pripustny obsah, t. j. na postdenie suladu sa pouziva analy-
zovand koncentracia po odpocitani rozsirenej neistoty merania.

Rozsirena neistota merania sa vypocita s pouzitim koeficientu
rozsirenia 2, ktory zabezpecuje priblizne 95 % troven spol'ahlivosti.
Sarza alebo ¢&iastkova 3arza nie st v sulade, ak priemer nameranych
hodndt minus rozsirena neistota priemeru presahuje najvyssi pripustny
obsah.

Pre sumu PCDD/F a dioxinom podobnych PCB sa pouzije suma odha-
dovanych roz8irenych neistot samostatnych analytickych vysledkov
tykajtcich sa PCDD/F a dioxinom podobnych PCB.

Koncepcia ,,hornej medze* si vyzaduje pouzitie limitu kvantifikacie pre podiel kazdého

nekvantifikovaného kongenéra na toxickom ekvivalente (TEQ). Koncepcia ,,dolnej
medze* si vyzaduje pouzitie nulovej hodnoty pre podiel kazdého nekvantifikovaného
kongenéra na TEQ. Koncepcia ,,strednej medze“ si vyzaduje pouzitie polovice limitu
kvantifikacie pri vypoéte podielu kazdého nekvantifikovaného kongenéra na TEQ.

Vo vseobecnosti platia poziadavky tykajice sa dvojnasobnej analyzy stanovené v kapi-
tole C bode 3 prilohy II. V pripade potvrdzujucich metdd s pouzitim vnitornych Stan-
dardov oznagenych izotopom '*C pre prislusné analyty je viak dvojnasobna analyza
potrebnd, iba ak vysledok prvého stanovenia nie je vyhovujuci. Dvojndsobna analyza
je potrebna na vylucenie moznosti vnutornej krizovej kontaminacie alebo nahodného
pomiesSania vzoriek. V pripade, Ze sa analyza vykonava v stvislosti s kontaminaciou,
mobze sa potvrdzovanie dvojnasobnou analyzou vynechat, ak st vzorky vybrané na
analyzu vysledovateI'né k danému pripadu kontaminacie a zisteny obsah vyznamne
prekracuje najvyssi pripustny obsah.
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Pravidla uvedené v predchadzajicich odsekoch tohto bodu sa uplatiiuju
na analyticky vysledok ziskany v pripade vzorky urcenej na tradni
kontrolu. V pripade analyzy na tcely obhajoby alebo na referen¢né
ucely sa uplatiiuji pravidla ¢lenského Statu.

3. Vysledky presahujiice akéné prahové hodnoty stanovené v prilohe
II k smernici 2002/32/ES

Akeéné prahové hodnoty slizia ako nastroj na vyber vzoriek v pripa-
doch, ked’ treba zistit' zdroj kontamindcie a prijat’ opatrenia na jej
znizenie alebo eliminovanie. Pomocou skriningovych metdd sa stano-
vuju vhodné medzné hodnoty na vyber uvedenych vzoriek. Ak je
potrebné vyvinut' znac¢né Usilie na zistenie zdroja a zniZenie alebo
eliminaciu kontamindcie, je vhodné potvrdit’ prekrocenie akcnej
prahovej hodnoty dvojnasobnou analyzou pouzitim potvrdzujicej
metddy s ohladom na roz$irenu neistotu merania (®).

KAPITOLA 1I

PRfPRAVA VZORIEK A ],’OZIADA,VKY NA ANALYTICKE METODY,
KTORE SA POUZIVAJU PRI URADNEJ KONTROLE OBSAHU
DIOXINOV (PCDD/F) A DIOXiINOM PODOBNYCH PCB V KRMIVACH

1. Oblast’ pouZzitia

Poziadavky, ktoré st stanovené v tejto kapitole, sa uplatiuju v pripa-
doch, ked sa vykonava analyza krmiv na uradni kontrolu obsahu
2,3,7,8-substituovanych PCDD/F a dioxinom podobnych PCB, a pokial’
ide o pripravu vzoriek a analytické poziadavky na iné regulacéné ucely
vratane kontrol, ktoré vykonavaju prevadzkovatelia krmivarskych
podnikov s cielom zabezpecit’ silad s ustanoveniami nariadenia Eur6p-
skeho parlamentu a Rady (ES) ¢. 183/2005 (°).

Monitorovanie pritomnosti PCDD/F a dioxinom podobnych PCB
v krmive sa méze vykonavat pomocou dvoch rozlicnych druhov analy-
tickych metod:

a) Skriningové metody

Cielom skriningovych metéd je vyber tych vzoriek, v ktorych
obsah PCDD/F a dioxinom podobnych PCB prekracuje najvysSie
pripustné obsahy alebo akéné prahové hodnoty. Skriningové metddy
zabezpecuju analyzu vysokého poctu vzoriek pri priaznivom pomere
efektivity a nakladov, a zvySuju tak pravdepodobnost’ zistenia novych
pripadov vysokej expozicie a zdravotnych rizik pre spotrebitel'ov. Ich
pouzitie sluzi na predchadzanie vysledkom vykazujucim falo$ny sulad.
Mozu zahfniat’ bioanalytické metoédy a metody GC-MS.

Skriningovymi metoédami sa porovnava analyticky vysledok s medznou
hodnotou, na zdklade ¢oho sa uréuje mozné prekrocenie/neprekrocenie
najvyssieho pripustného obsahu alebo akénej prahovej hodnoty.
Koncentracia PCDD/F a suma PCDD/F a dioxinom podobnych PCB
vo vzorkach, pri ktorych existuje podozrenie, ze nie st v stlade
s najvys§im pripustnym obsahom, sa musi stanovit alebo potvrdit
potvrdzujicou metodou.

Skriningové metédy moézu navySe poskytnit informaciu o hladi-
nach PCDD/F a dioxinom podobnych PCB pritomnych vo vzorke.
V pripade uplatiiovania bioanalytickych skriningovych metéd sa
vysledok vyjadruje v bioanalytickych ekvivalentoch (BEQ), kym
v pripade uplatiiovania fyzikalno-chemickych metod GC-MS sa vyja-
druje v toxickych ekvivalentoch (TEQ). Ciselné vysledky skriningo-
vych metdd st vhodné na preukdzanie suladu, podozrenia na nesulad

(®) To isté vysvetlenie a tie isté poziadavky tykajice sa dvojnasobnej analyzy na kontrolu
akénych prahovych hodnét, aké sa uvadzaju v poznamke pod Ciarou €. 5 tykajucej sa
najvysSich pripustnych obsahov.

(°) Nariadenie Eurdpskeho parlamentu a Rady (ES) ¢. 183/2005 z 12. januéra 2005, ktorym
sa stanovuju poziadavky na hygienu krmiv (U. v. EU L 35, 8.2.2005, s. 1).
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alebo prekrocenia akénych prahovych hodnét a poskytuju informaciu
o rozsahu obsahu v pripade nasledné¢ho pouzitia potvrdzujicich metdd.
Nie su vhodné na hodnotenie obsahu pozadia, odhad prijmu, sledovanie
dlhodobého trendu obsahov ani na prehodnotenie akénych prahovych
hodnét a najvyssich pripustnych obsahov.

b) Potvrdzujiice metody

Potvrdzujuce metdédy umoznuju jednoznaénu identifikaciu a kvantifi-
kaciu PCDD/F a dioxinom podobnych PCB pritomnych vo vzorke
a poskytuji uplné informacie o obsahu jednotlivych kongenérov.
Preto uvedené metdody umoziuji kontrolu najvysSich pripustnych
obsahov a akénych prahovych hodnét vratane potvrdenia vysledkov
ziskanych skriningovymi metédami. Okrem toho sa vysledky moézu
pouzit na iné ucely, ako napriklad na stanovenie nizkych obsahov
pozadia pri monitorovani krmiv, sledovanie dlhodobého trendu obsa-
hov, postidenie expozicie obyvatel'stva a vytvaranie databazy na ucely
mozného prehodnotenia akénych prahovych hodnét a najvyssich
pripustnych obsahov. Takisto su délezité z dovodu stanovenia konge-
nérovych profilov na tcely identifikacie zdroja moznej kontaminacie.
Pri tychto metéodach sa pouziva GC-HRMS. Na potvrdenie suladu
alebo nestladu s najvys$$im pripustnym obsahom sa mdze pouzit aj
metéda GC-MS/MS.

Kontext

Pri vypocte koncentracii TEQ sa vynasobia koncentracie jednotlivych
latok v predmetnej vzorke prislusnym faktorom toxickej ekvivalencie
(TEF) (pozri poznamku pod c¢iarou ¢. 1 v kapitole I) a nasledne sa
spocitavaju, aby sa dospelo k celkovej koncentracii dioxinom podob-
nych zlicenin vyjadrenej v TEQ.

Na ucely tejto Casti A je akceptovanym Specifickym kvantifikaénym
limitom jednotlivého kongenéru najnizsi obsah analytu, ktory je mozné
merat’ s primeranou 3tatistickou istotou a ktory spina identifikadné
kritéria opisané v medzinarodne uznavanych normach, napriklad
v norme EN 16215:2012 (Krmiva pre zvierata. Stanovenie dioxinov
a dioxinov podobnych PCB metédou GC/HRMS a indikatorov PCB
metodou GC/HRMS) a/alebo v metéodach EPA 1613 a 1668, v zneni
zmien.

Limit kvantifikacie jednotlivého kongenéru sa moéze identifikovat’ ako:

a) koncentracia analytu v extrakte vzorky, ktora sa prejavi takou
odozvou dvoch sledovanych rozli¢nych iénov, pre ktora plati
pomer S/N (signal/Sum) 3:1 pre signal menej intenzivneho ionu,
alebo

b) ak z technickych pri¢in vypodet pomeru signal/Sum neposkytuje
spolahlivé vysledky, najniz$i koncentraény bod na kalibra¢nej
krivke, ktora poskytuje prijatelnti (< 30 %) a konzistentnii odchylku
(meranti asponi na zaciatku a konci analytickej série vzoriek) od
priemerného relativneho faktora odozvy vypocitaného pre vsetky
body kalibracnej krivky v kazdej sérii vzoriek. Limit kvantifikacie
(LOQ) sa vypocita z najnizSiecho koncentraéného bodu pouzitim
vytaznosti vnutornych Standardov a mnozstva vzorky.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Q)

Bioanalytické skriningové metody neposkytujii vysledky na urovni
kongenéru, ale iba orientaéné hodnoty (') TEQ, vyjadrené v BEQ,
s prihliadnutim na skuto¢nost’, ze nie vSetky zlozky pritomné v extrakte
vzorky vykazujiicom pozitivny vysledok v teste spliaju alebo dodrzia-
vaju vsetky poziadavky principu TEQ.

Skriningové a potvrdzujuce metédy sa mézu pouzit' na kontrolu urcitej
matrice, iba ak su prislusné metody dostatocne citlivé na to, aby bola
detekcia akcénej prahovej hodnoty alebo najvysSicho pripustného
obsahu spolahliva.

Poziadavky na zabezpecenie kvality

Prijmt sa opatrenia, ktoré zabrania krizovej kontaminacii na kazdom
stupni odberu vzoriek a procesov analyzy.

Vzorky sa skladuji a prepravuji v sklenenych, hlinikovych, polypro-
pylénovych alebo polyetylénovych nadobach vhodnych na skladovanie,
ktoré nemaju ziadny vplyv na obsah PCDD/F a dioxinom podobnych
PCB vo vzorkach. Z nadoby na vzorky sa odstrafiuju stopy po papie-
rovom prachu.

Uschova a preprava vzorky sa vykonava spdsobom, ktorym sa zabez-
peci uchovanie integrity vzorky krmiva.

V pripade potreby sa kazd4d laboratérna vzorka jemne zomelie
a dokladne premiesa postupom, ktory sa osved¢il na dosiahnutie doko-
nalej homogenizacie (napriklad vzorka sa zomelie tak, aby presla
okami sita s vel’kostou 1 mm). Ak je obsah vlhkosti vo vzorkach prilis
vysoky, pred zomletim sa vysusia.

Vykonaji sa kontroly mozného vplyvu reagentov, sklenych pomdcok
a vybavenia na vysledky zalozené na TEQ a BEQ.

Vykona sa slepa skuska, a to uskuto¢nenim celého postupu analyzy, pri
ktorom sa vynechd iba vzorka.

Pokial’ ide o bioanalytické metody, testujii sa vsetky sklené pomocky
a vSetky rozptstadla pouzivané pri analyze, aby sa potvrdila nepritom-
nost’ zlacenin rusiacich detekciu cielovych zlucenin v pracovnom
rozsahu. Sklené pomocky sa oplachnu rozpustadlami alebo zahreju
na teplotu vhodnu na odstranenie stop PCDD/F, dioxinom podobnych
zlGenin a zlucenin sposobujucich interferenciu z jeho povrchu.

Na extrakciu sa musi zvolit' také mnozstvo vzorky, aby sa splnili
poziadavky dostatocne nizkeho pracovného rozsahu zahriujiceho
najvyssie pripustné obsahy alebo akéné prahové hodnoty.

§preciﬁcké postupy pripravy vzoriek pouzité pri skimanych produktoch
spliaji medzinarodne prijaté usmernenia, t. j. normu EN ISO 6498.

Bioanalytické metody nie su Specifické pre uvedené kongenéry zahrnuté v schéme TEF
(Toxic Equivalency Factors). V extrakte vzorky moézu byt pritomné iné Strukturalne
pribuzné AhR aktivne zlozky prispievajice k celkovej odozve. Vysledky bioanalytic-
kych testov preto nemdzu byt odhadom, ale skor indikuji hodnoty TEQ vo vzorke.
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43.

5.1

5.2.
5.2.

Poziadavky na laboratéria

Akreditaciu laboratorii uskutoc¢nuje v sulade s ustanoveniami nariade-
nia (EU) 2017/625 uznavany organ, ktory posobi v sulade
s pokynom ISO/IEC 58 s cielom zaistit, ze laboratoria zabezpecuju
analytickil kvalitu. Akreditacia laboratorii sa uskutociuje v stlade
s normou EN ISO/IEC 17025. Treba dodrziavat’ zasady opisané v tech-
nickych usmerneniach pre odhad neistoty merania a kvantifikacnych
limitov pre analyzu PCDD/F a PCB ('1).

Laboratorna sposobilost’ sa dokazuje nepretrzitou Uspesnou ucastou
v medzilaboratornych stadiach na stanovenie PCDD/F a dioxinom
podobnych PCB v prislusnych krmivovych matriciach a koncentra¢nych
rozsahoch.

Laboratoria, ktoré pouzivaju skriningové metédy na rutinni kontrolu
vzoriek, nadviazu tzku spolupricu s laboratoriami, ktoré pouzivaju
potvrdzujicu metédu, a to na ucely kontroly kvality, ako aj na
potvrdenie vysledku analyzy podozrivych vzoriek.

Zakladné poziadavky, ktoré ma spiiiat’ analyticky postup pre
dioxiny (PCDD/F) a dioxinom podobné PCB

Nizky pracovny rozsah a limity kvantifikdcie

V pripade PCDD/F sa stanoviteIné mnozstva vzhl'adom na mimoriadnu
toxicitu niektorych z tychto zlicenin musia nachadzat’ vo vysSom
femtogramovom (107> g) rozpiti. V pripade visiny kongenérov
PCB uz postatuje limit kvantifikicie na urovni nanogramov (107 g).
Pri merani toxickejsich dioxinom podobnych kongenérov PCB (predo-
vSetkym non-orto-substituovanych kongenérov) musi dolnd medza
pracovného rozsahu dosiahnut’ nizke pikogramové (107'2 g) obsahy.
Pre vsetky ostatné kongenéry PCB je limit kvantifikdcie v rozsahu
nanogramov (10°° g) dostatoény.

Vysoka selektivnost (Specifickost)

1. Ziada sa rozlisenie PCDD/F a dioxinom podobnych PCB od mnoZstva
inych koextrahovanych a potencialne vzajomne interferujucich zltcenin
pritomnych v koncentraciach az o niekolko radov vyssich, ako je
koncentracia skumanych analytov. V pripade metod GC-MS je
potrebné rozlisovat’ medzi réznymi kongenérmi, ako napriklad medzi

toxickymi (napr. sedemnastimi 2,3,7,8-substituova-
nymi PCDD/F a dvanastimi dioxinom podobnymi PCB) a ostatnymi
kongenérmi.

5.2.2.  Pomocou bioanalytickych metdd je mozna detekcia cielovych zluc¢enin

)

ako sumy PCDD/F a/alebo dioxinom podobnych PCB. Cistenie vzorky
ma za ciel’ odstranenie zlicenin spdsobujtcich vysledky vykazujuce
falo$ny nestlad alebo zlucenin, ktoré mézu znizit' odozvu, ¢im spdso-
buji vysledky vykazujice falosny sulad.

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].



02009R0152 — SK — 04.04.2024 — 009.001 — 136

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.5.

5.5.1.

5.6.

Vysokd miera spravnosti (pravdivost vysledku merania a presnost,
zdanliva vytaznost biotestu)

V pripade metdd GC-MS musi stanovenie poskytnit’ pravoplatny
odhad skuto¢nej koncentracie vo vzorke. Vyzaduje sa vysoka sprav-
nost, aby sa predi$lo odmietnutiu vysledku analyzy vzorky na zaklade
nizkej spolahlivosti stanoveného obsahu TEQ. Spravnost’ sa vyjadruje
ako pravdivost (rozdiel medzi priemerom nameranych hodndt analytu
v certifikovanom materiali a jeho certifikovanou hodnotou vyjadrenou
ako percentualny podiel tejto hodnoty) a presnost’ (relativna smero-
dajnd odchylka RSDy vypocitana z vysledkov nameranych za
podmienok reprodukovatelnosti).

V pripade bioanalytickych metod sa stanovuje zdanliva vytaznost
biotestu. Zdanliva vytaznost' biotestu je hodnota BEQ vypocitana
z kalibra¢nej krivky TCDD alebo PCB 126 korigovana na slepy
pokus a nasledne vydelena hodnotou TEQ stanovenou pomocou
potvrdzujicej metddy. Jej cielom je korekcia faktorov, ako st
strata PCDD/F a dioxinom podobnych zlac¢enin pocas extrakcie
a procesu Cistenia, spoluextrahované zluceniny zvySujuce alebo znizu-
juce odpoved’ (agonistické a antagonistické ucinky), kvalita prelozenia
krivkou alebo rozdiely medzi hodnotami TEF a relativnej ucinnosti
(REP). Zdanliva vytaznost’ biotestu sa vypocita z vhodnych referenc-
nych vzoriek s reprezentativnym kongenérovym profilom v oblasti
prislusnych sledovanych obsahov.

Validacia v rozsahu najvyssieho pripustného obsahu a vseobecné opat-
renia na kontrolu kvality

Laboratoria musia pocas validacného postupu a rutinnej analyzy
preukazat’ uc¢innost’ metddy v rozsahu najvyssieho pripustného obsahu,
napriklad na trovni 0,5, 1 a 2-nasobku najvyssieho pripustného obsahu
s prijatelnym variacnym koeficientom pre opakovanu analyzu.

Pravidelné slepé kontroly a pokusy na vzorkach s pridavkom analytu
alebo analyza kontrolnych vzoriek (ak je to mozné, tak najlepsie certi-
fikovaného referen¢ného materialu) sa vykonavajii v ramci vnutornych
opatreni kontroly kvality. Vyhotovia a overia sa tabulky kontroly
kvality zo slepych kontrol, z pokusov na vzorkach s pridavkom analytu
alebo analyz kontrolnych vzoriek s cielom zabezpecit, aby bolo vyko-
nanie analyzy v stlade s poziadavkami.

Limit kvantifikacie

Pri bioanalytickej skriningovej metdde nie je stanovenie limitu kvanti-
fikacie (LOQ) nevyhnutnou poziadavkou, ale pomocou tejto metody
musi byt mozné rozliSovat' medzi slepou a medznou hodnotou. Pri
stanovovani BEQ sa stanovuje medza oznamovania pre nakladanie so
vzorkami vykazujicimi odozvu pod touto hodnotou. Musi sa preuka-
zat', ze prislusna medza oznamovania sa aspon trojnasobne odliSuje od
slepych vzoriek pouzitych pri postupe, ktoré vykazuju odozvu pod
pracovnym rozsahom. Vypocita sa preto zo vzoriek obsahujucich
cielové zluceniny v koncentracii priblizujucej sa pozadovanej mini-
malnej hladine, a nie na zaklade pomeru signal-Sum (S/N) alebo
testu naslepo.

LOQ pre potvrdzujicu metéodu musi byt priblizne jedna pétina najvys-
Sieho pripustného obsahu.

Analytické kritéria

V zaujme dosiahnutia spolahlivych vysledkov pomocou potvrdzujucich
alebo skriningovych metdd je nevyhnutné splnit’ tieto kritéria v rozsahu
najvyssieho pripustného obsahu, pokial’ ide o hodnotu TEQ alebo BEQ,
¢i uz stanovenu ako celkovy TEQ alebo celkovy BEQ (ako
suma PCDD/F a dioxinom podobnych PCB), alebo samostatne
pre PCDD/F a dioxinom podobné PCB:
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5.7.

5.7.1.

5.7.2.

5.7.3.

5.7.4.

5.7.5.

5.7.6.

Skrining
pomocou bioa-
nalytickych .. .
alebo fyzi- Potvrdzujuce metody
kalno-chemic-
kych metod
Miera vyskytu merani vyka- <5%
zujucich falosny sulad (¥)
Pravdivost’ 20 % az +20 %
Opakovatelnost’ (RSD,) <20 %
Vnutrolaboratéorna  presnost’ <25% <15%
(RSDR)

(*) Pokial’ ide o najvyssie pripustné obsahy.

Specifické poziadavky na skriningové metody

Pri skriningu je mozné pouzit’ metédy GC-MS, ako aj bioanalytické
metddy. V pripade metod GC-MS musia byt splnené poziadavky
stanovené v bode 6. Specifické poziadavky na bunkové bioanalytické
metody st stanovené v bode 7.

Laboratoria pouzivajuce skriningové metddy na rutinnd kontrolu
vzoriek nadvdzuju tGzku spolupracu s laboratériami pouzivajiicimi
potvrdzujicu metddu.

Overenie vykonnosti skriningovej metédy sa pozaduje pocas rutinnej
analyzy kontrolou kvality analyzy a priebeznou validdciou metody.
Musi fungovat’ nepretrzity program kontroly vysledkov vykazujucich
sulad.

Kontrola moznej supresie bunkovej odozvy a cytotoxicity:

Uskutoéni sa meranim 20 % extraktov vzoriek rutinnym skriningom
bez pridania 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxinu a s jeho pridanim
v mnozstve zodpovedajucom najvysSiemu pripustnému obsahu alebo
akcénej prahovej hodnote s cielom zistit, ¢i moze byt odozva poten-
cialne potlacend z dovodu interferujucich latok pritomnych v extrakte
vzorky. Merana koncentracia vzorky s pridanymi analytmi sa porov-
nava so sumou koncentrcie extraktu bez pridanych analytov a koncen-
tracie pridaného analytu. Ak je tato merand koncentracia nizSia o viac
ako 25 % ako vypocitana (s¢itana) koncentracia, je to indikacia
mozného potlacenia (supresie) signalu a prislusna vzorka sa predklada
na potvrdzujucu analyzu GC-HRMS. Vysledky sa monitoruju pomocou
diagramov kontroly kvality.

Kontrola kvality vzoriek vykazujicich stlad:

Priblizne 2 az 10 % vzoriek vykazujucich sulad (v zavislosti od vzor-
kovej matrice a laboratornych  skusenosti) sa  potvrdzuje
analyzou GC/HRMS.

Stanovenie miery vyskytu merani vykazujicich falosny stlad na
zaklade udajov ziskanych v ramci kontroly kvality:

Stanovuje sa miera vyskytu vysledkov vykazujicich falo$ny sulad pri
skriningu vzoriek pod najvys$$im pripustnym obsahom alebo akénou
prahovou hodnotou a nad nimi. Skuto¢na miera vyskytu merani vyka-
zujucich falo$ny sulad musi byt nizsia ako 5 %. Ak sa ziska aspon 20
potvrdenych vysledkov na matricu/skupinu matric z kontroly kvality
vzoriek vykazujucich sulad, na zéklade tohto suboru tdajov sa vyvodia
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5.7.7.

5.7.8.

6.1.

6.2.

6.2.1.

zavery o miere vyskytu merani vykazujucich falosny sulad. Vysledky
zo vzoriek analyzovanych v kruhovych testoch alebo v pripadoch
kontaminacie, ktoré sa nachadzaju v koncentraénom rozpéiti napriklad
az do dvojnasobku najvyssieho pripustného obsahu (ML), mozu byt
takisto zahrnuté medzi prislusné minimalne mnozstvo 20 vysledkov pre
vyhodnocovanie miery vyskytu merani vykazujicich falo$ny sulad.
Vzorky musia pokryt’ najcastejSie kongenérové profily a reprezentovat’
rozli¢né zdroje.

Hoci skriningové testy maju v prvom rade za ciel’ detekciu vzoriek
prekracujucich akénu prahovu hodnotu, kritérium na stanovenie miery
vyskytu merani vykazujucich falo$ny stlad je najvyssi pripustny obsah,
s ohladom na rozsirent neistotu merania potvrdzujiicej metody.

Vzorky potencialne vykazujice nesulad pri skriningu sa vzdy overuju
uplnou opidtovnou analyzou povodnej vzorky potvrdzujicou metédou
analyzy. Tieto vzorky sa moézu takisto pouzit' na hodnotenie miery
vyskytu vysledkov vykazujucich falosny nestilad. V pripade skriningo-
vych metdd je mierou vyskytu vysledkov vykazujtcich falo$ny nestlad
cast’ vysledkov, v pripade ktorych sa potvrdzujiicou analyzou potvrdil
sulad, hoci vzorka bola na zaklade predchadzajuceho skriningu ozna-
Cena za vzorku, ktora potencialne vykazuje nestlad. Vyhodnotenie
vyhod skriningovej metody sa zakladd na porovnani vzoriek vykazuju-
cich falo$ny nestilad s celkovym poctom skontrolovanych vzoriek. Tato
miera musi byt dostato¢ne nizka nato, aby bolo mozné povazovat’
nastroj skriningu za vyhodny.

Bioanalytické metody poskytuju aspon v podmienkach validacie platna
indikaciu hodnoty TEQ vypocitanej a vyjadrenej ako BEQ.

Takisto v pripade bioanalytickych metdéd vykonanych za podmienok
opakovatelnosti by mala byt vnutrolaboratorna RSD, mensia ako za
podmienok reprodukovatelnosti (RSDg).

Specifické poziadavky na metédy GC-MS, ktoré je potrebné splnit’
na ucely skriningu alebo potvrdzovania

Prijatelné rozdiely medzi hornou a dolnou medzou vysledkov WHO-
TEQ

Rozdiel medzi hornou a dolnou medzou nesmie presiahnut’ 20 % na
potvrdenie prekrocenia najvyssieho pripustného obsahu alebo v pripade
potreby akénych prahovych hodnét.

Kontrola vytaznosti

Na ucely validacie analytického postupu sa na plnom zaciatku analy-
tickej metody, napr. pred extrakciou, pridaji izotopom '*C oznacené
2,3,7,8-chlérsubstituované vnatorné (extrakéné) Stan-
dardy PCDD/F a izotopom '>C oznagené vnutorné Standardy dioxinom
podobnych PCB. Pre kazdu tetrachlérovanu az oktachlérovanti homo-
l6gova skupinu PCDD/F sa prida aspon jeden kongenér a aspon jeden
kongenér pre kazdi homologovu skupinu dioxinom podobnych PCB
(pripadne aspon jeden kongenér pre kazdé zaznamenavanie hmotnost-
nych  spektier ~ vybranych  i6nov  pouzitt na  monitoro-
vanie PCDD/F a dioxinom podobnych PCB). V pripade potvrdzujtcich
metod sa pouZije vietkych 17 izotopom '*C oznadenych 2,3,7,8-substi-
tuovanych vnutornych (extrakénych) Standardov PCDD/F a vsetkych
12 izotopom '*C oznagenych vnatornych Standardov dioxinom podob-
nych PCB.
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6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

6.4.

6.5.

Pouzitim vhodnych kalibraénych roztokov sa stanovuju relativne
faktory odozvy aj pre tie kongenéry, pre ktoré nebol pridany izotopom
13C oznateny ckvivalent.

Ak ide o krmiva rastlinného pdvodu a krmiva zivocisneho pdévodu,
ktoré obsahujii menej ako 10 % tuku, potom sa vnutorné Standardy
pridavaju povinne pred extrakciou. V pripade krmiv Zivocisneho
povodu obsahujucich viac ako 10 % tuku sa vnutorné Standardy prida-
vaju pred extrakciou tuku alebo po nej. V zavislosti od toho, v ktorej
faze sa pridavaju vnitorné Standardy, sa vykona vhodna validacia ucin-
nosti extrakcie.

Pred analyzou pomocou GC-MS sa musia pridat’ 1 alebo 2 (ndhradné)
Standardy.

Vyzaduje sa kontrola vytaznosti. Vytaznosti jednotlivych vnutornych
Standardov by sa mali v pripade potvrdzujucich metéd pohybovat’
v rozsahu 60 az 120 %. Vyssie alebo nizSie vytaznosti pre jednotlivé
kongenéry, najmi pre niektoré hepta- a okta- chlorované dibenzo-p-
dioxiny a dibenzofurany, st prijatelné za podmienky, ze ich podiel
na hodnote TEQ neprekroc¢i 10 % z celkovej hodnoty TEQ (vyjadrenej
ako suma PCDD/F a dioxinom podobnych PCB). Pri skriningovych
metodach GC-MS sa musia vytaznosti pohybovat v rozpiti 30 az
140 %.

Odstranenie interferujucich latok

— Separacia PCDD/F od interferujucich chlérovanych zlicenin, ako
st dioxinom nepodobné PCB a chlorované difenylétery, sa vyko-
nava vhodnymi chromatografickymi postupmi (pokial mozno na
kolone s florisilom, oxidom hlinitym a/alebo aktivnym uhlim).

— Separacia izomérov plynovou chromatografiou ma byt < 25 %
udolie medzi pikmi 1,2,3,4,7,8-HxCDF a 1,2,3,6,7,8-HxCDF.

Kalibracia na zdklade Standardnej krivky

Rozsah kalibra¢nej krivky musi pokryvat prislusnu oblast’ najvyssicho
pripustného obsahu alebo akénych prahovych hodnot.

Specifické kritérid pre potvrdzujiice metédy

— Pre GC-HRMS:

Pri HRMS ma byt rozliSenie 10 000 a viac pre cely rozsah hmot-
nosti pri 10 % udoli.

Splnenie d’alSich identifika¢nych a potvrdzujucich kritérii opisanych
v medzindrodne uzndvanych normach, napriklad v norme
EN 16215:2012 (Krmiva pre zvieratd. Stanovenie dioxinov
a dioxinov podobnych PCB metédou GC/HRMS a indikatorov
PCB metodou GC/HRMS) a/alebo v metodach EPA 1613 a 1668,
v zneni zmien.

— Pre GC-MS/MS:
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Monitorovanie minimalne dvoch Specifickych prekurzorovych
iénov, kazdy s jednym konkrétnym zodpovedajicim produktovym
ibnom pre vSetky oznadené a neoznafené analyty v rozsahu
analyzy.

Maximalna povolend odchylka relativnych intenzit iénov je £ 15 %
pre vybrané produktové iony v porovnani s vypocitanymi alebo
nameranymi hodnotami (priemer kalibracnych Standardov) za
rovnakych podmienok MS/MS, najmi pokial ide o koliznu energiu
a tlak plynu pri zrazke, pre kazdy prechod analytu.

Rozlisenie kazdého kvadrupdlu ma byt rovnaké alebo lepsie ako
rozliSenie hmotnostnej jednotky (rozliSenie hmotnostnej jednotky:
rozliSenie dostatocné na oddelenie dvoch pikov s rozdielom jednej
hmotnostnej jednotky), aby sa minimalizovali mozné interferencie
so sledovanymi analytmi.

Splnenie dalsich kritérii je opisané v medzindrodne uznavanych
normach, napriklad v norme EN 16215:2012 (Krmiva pre zvierata.
Stanovenie dioxinov a dioxinov podobnych PCB
metodou  GC/HRMS a indikatorov PCB metodou GC/HRMS)
a/alebo v metdédach EPA 1613 a 1668, v zneni zmien, okrem
povinnosti pouzivat’ metodu GC-HRMS.

Specifické poziadavky na bioanalytické metédy

Bioanalytické metody st metody zalozené na vyuzivani biologickych
principov, ako st bunkové testy, receptorové testy alebo imunologické
testy. V tomto bode su stanovené poziadavky na bioanalytické metody
ako takeé.

Skriningova metoda klasifikuje v principe vzorku ako vzorku, ktora
vykazuje stlad, alebo ako vzorku, v pripade ktorej existuje podozrenie
na nestlad. Na tieto ucely sa vypocitana hodnota BEQ porovna
s medznou hodnotou (pozri bod 7.3). Vzorky pod medznou hodnotou
sa vyhlasia za vzorky vykazujice sulad, vzorky rovnajice sa medznej
hodnote alebo nad fou st vzorky, v pripade ktorych existuje podo-
zrenie na nesulad, a teda si vyzaduju analyzu pomocou potvrdzujicej
metody. Hodnota BEQ zodpovedajuca dvom tretinam najvyssSicho
pripustného obsahu moze v praxi posluzit’ ako medzna hodnota, pokial’
je zabezpecené, ze miera vyskytu merani vykazujucich falosny sulad je
nizS§ia ako 5 % a miera vyskytu vysledkov vykazujucich falo$ny
nesulad je zndma. Pri pouziti samostatnych najvyssich pripustnych
obsahov pre PCDD/F a pre sucet PCDD/F a dioxinom podobnych
PCB si overenie suladu vzoriek bez frakcionacie vyzaduje vhodné
medzné hodnoty pre biologické testy na PCDD/F. Na kontrolu vzoriek
prekracujucich akéné prahové hodnoty je vhodné pouzit ako medznu
hodnotu primerané percento prislusnej akénej prahovej hodnoty.

Ak je indikativna hodnota vyjadrena v BEQ, vysledky vzoriek musia
byt vyjadrené v pracovnom rozsahu a presahovat medzu oznamovania
(pozri body 7.1.1 a 7.1.6).

Hodnotenie odozvy testu

Vseobecné poziadavky

— Pri vypocéte koncentracii z kalibra¢nej krivky TCDD vykéazu horné
medzné hodnoty krivky velka odchylku (vysoky variacny koefi-
cient — CV). Pracovny rozsah je oblast, v ktorej je CV mensi
ako 15 %. Dolna medza pracovného rozsahu (medza oznamovania)
musi byt najmenej trojnasobne vysSia ako slepé vzorky. Hornu
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7.1.2.1.

7.1.2.2.

medzu pracovného rozsahu obvykle predstavuje hodnota EC;q
(70 % maximdlnej ucinnej koncentricie), ale je nizSia, ak je CV
vyssi ako 15 % v tomto rozsahu. Pracovny rozsah sa stanovuje pri
validacii. Medzné hodnoty (pozri bod 7.3) musia byt v ramci
pracovného rozsahu.

— Standardné roztoky a extrakty vzoriek sa testuju trikrat alebo aspoii
dvakrat. Odozva alebo koncentracia Standardnych roztokov alebo
kontrolnych extraktov pri dvojitom testovani v Styroch az Siestich
jamkach rozlozenych na platni by mala mat CV < 15 % (mozné len
v ramci pracovného rozsahu).

Kalibracia
Kalibracia na zaklade $tandardnej krivky

— Odhad obsahov vo vzorkach sa vykonava na zaklade porovnania
odozvy testu s kalibracnou krivkou TCDD (alebo PCB 126 alebo
Standardnej zmesi PCDD/PCDF/dioxinom podobnych PCB)
s cielom vypocitat’ hodnotu BEQ v extrakte a nasledne vo vzorke.

— Kalibra¢né krivky obsahujii osem az dvanast’ koncentracii (aspon
dvojmo) s dostatoénym poctom koncentracii v nizej Casti krivky
(pracovnom rozsahu). Osobitnil pozornost’ treba venovat' kvalite
prelozenia krivky v pracovnom rozsahu. Ako takd méa hodnota R*
malt alebo ziadnu hodnotu pre odhad spravnosti prelozenia pri
nelinearnej regresii. Lepsie prelozenie krivky sa dosiahne minima-
lizéciou rozdielu medzi vypocitanymi a pozorovanymi hladinami
v pracovnom rozsahu krivky, napriklad metdédou najmensich $tvor-
cov.

— Pri odhade obsahu v extrakte vzorky sa nasledne vykona korekcia
na hodnotu BEQ vypocitanu pre slepti vzorku matrice alebo rozpts-
tadla (aby sa zohl'adnili necistoty pochadzajuce z pouzitych rozpts-
tadiel a chemikalii) a zdanliva vytaznost' (vypocitanii z hodnoty
BEQ vhodnych referen¢nych vzoriek s reprezentativnymi kongené-
rovymi profilmi v oblasti najvysSicho pripustného obsahu alebo
akénej prahovej hodnoty). Na vykonanie korekcie vytaznosti
musi byt zdanliva vytaznost’ vzdy v pozadovanom rozsahu (pozri
bod 7.1.4). Referencné vzorky pouzit¢é na korekciu vytaznosti
musia byt v sulade s poziadavkami uvedenymi v bode 7.2.

Kalibracia pomocou referencnych vzoriek

Alternativne sa moze pouzit' kalibracna krivka zostrojena z aspon
Styroch referenénych vzoriek (pozri bod 7.2.4): jedna slepa matrica
plus tri referenéné vzorky s 0,5, 1,0 a 2,0-nasobkom najvyssicho
pripustného obsahu alebo akénej prahovej hodnoty, pricom nie je
potrebné vykonat’ korekciu na slept vzorku a vytaznost, ak vlastnosti
matrice referencnych vzoriek zodpovedajii vlastnostiam neznamych
vzoriek. V tomto pripade moze byt odozva testu zodpovedajiica
dvom tretindm najvyssieho pripustného obsahu (pozri bod 7.3) vypo-
Citana priamo z tychto vzoriek a pouzitd ako medzna hodnota. Na
kontrolu vzoriek prekracujtcich akéné prahové hodnoty sa ako medzna
hodnota pouzije primerany percentualny podiel z tychto akénych praho-
vych hodnét.
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7.2.1.
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Oddelené stanovenie PCDD/F a dioxinom podob-
nych PCB

Extrakty sa mézu rozdelit’ do frakcii obsahujucich PCDD/F a dioxinom
podobné PCB, ¢im sa umozni samostatné stanovenie hladin TEQ
(v BEQ) pre PCDD/F a dioxinom podobné PCB. Na hodnotenie
vysledkov pre frakciu obsahujucu dioxinom podobné PCB sa pred-
nostne pouziva Standardna kalibra¢na krivka PCB 126.

Zdanlivé vytaznosti biotestu

,Zdanliva vytaznost’ biotestu* sa vypocitava z vhodnych referencnych
vzoriek s reprezentativnymi kongenérovymi profilmi v oblasti najvys-
Sieho pripustného obsahu alebo akénej prahovej hodnoty a vyjadruje sa
ako percentudlny podiel hodnoty BEQ v porovnani s hodnotou TEQ.
V zavislosti od pouzitého typu testu a pouzitej schémy TEF ('2) moézu
rozdiely medzi faktormi TEF a REP pre dioxinom podobné PCB
sposobovat’ nizke zdanlivé vytaznosti pre dioxinom podobné PCB
v porovnani s PCDD/F. Preto v pripade samostatného stanovo-
vania PCDD/F a dioxinom podobnych PCB st biotestové zdanlivé
vytaznosti: pre dioxinom podobné PCB na urovni 20 az 60 %,
pre PCDD/F 50 az 130 % (rozsahy sa uplatiiuji pri pouziti kalibra¢nej
krivky TCDD). Kedze podiel dioxinom podobnych PCB na
sume PCDD/F a dioxinom podobnych PCB mdze byt roézny v pripade
roznych matric a vzoriek, zdanlivé vytaznosti biotestu pre
sumu PCDD/F a dioxinom podobnych PCB odzrkadl'uju tieto rozsahy
a nachadzaju sa medzi 30 a 130 %. Akykol'vek vplyv do znacnej miery
zrevidovanych hodndt TEF pre pravne predpisy Unie tykajuce
sa PCDD/F a dioxinom podobnych PCB si vyzaduje reviziu tychto
rozsahov.

Kontrola vytaznosti ¢istenia

Pri validacii sa kontroluje strata zlucenin, ku ktorej
doslo pri Cisteni. Slepa vzorka s pridavkom zmesi rozli¢nych konge-
nérov sa podrobuje Cisteniu (asponn n = 3) a pomocou potvrdzujucej
metody sa overuje vytaznost’ a variabilita. Vytaznost' sa musi nacha-
dzat v rozpiti 60 az 120 % predovsetkym v pripade kongenérov
s podielom na hladine TEQ v rozlicnych zmesiach vy$sim ako 10 %.

Medza oznamovania

Pri uvadzani hodnét BEQ sa medza oznamovania stanovuje z prislus-
nych vzoriek matric vykazujucich typické kongenérové profily, nie
vSak z kalibracnej krivky Standardov vzhladom na mala presnost’
v nizSej oblasti krivky. Musia sa zohl'adnit’ t¢inky extrakcie a ¢istenia.
Medza oznamovania musi byt stanovena aspon trojnasobne nad
slepymi vzorkami.

Pouzivanie referencnych vzoriek

Referencné vzorky predstavuju vzorkovu matricu, kongenérové profily
a koncentra¢né rozsahy pre PCDD/F a dioxinom podobné PCB v oblasti
najvyssieho pripustného obsahu alebo akénej prahovej hodnoty.

Do kazdej testovacej série sa zahrnie slepa matrica, alebo ak to nie je
mozné, slepa vzorka, ako aj referenéna vzorka vykazujuca najvyssi
pripustny obsah alebo aként prahovu hodnotu. Tieto vzorky sa extra-
hujii a testujii sucasne a pri identickych podmienkach. Referenéna
vzorka musi vykazat’ zretelne silnejsiu reakciu v porovnani so slepou
vzorkou, ¢im sa zabezpeci vhodnost’ prislusného testu. Uvedené vzorky
sa mozu pouzit’ na korekciu slepych vzoriek a vytaznosti.

('?) Sucasné poziadavky su zalozené na TEF uverejnenych v publikacii: M. Van den Berg

et al, Toxicol Sci 93 (2), 223-241 (2006).
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7.2.4.

7.3.

Referencné vzorky vybrané na korekciu vytaznosti musia byt repre-
zentativne pre testovacie vzorky, ¢ize kongenérové profily nesmu viest’
k podhodnoteniu obsahov.

Na preukazanie spravnej funkcie testu v skiimanom rozsahu sa na
kontrolu najvysSicho pripustného obsahu alebo akénej prahovej
hodnoty mézu pouzit' dodato¢né referenéné vzorky vykazujuce napr.
0,5 a 2,0-nasobok najvyssiecho pripustného obsahu alebo akénej
prahovej hodnoty. Kombinacia tychto vzorick moéze posluzit na
vypocet hodnét BEQ v testovacich vzorkach (pozri bod 7.1.2.2).

Stanovenie medznych hodnot

Stanovuje sa pomer medzi bioanalytickymi vysledkami v BEQ
a vysledkami potvrdzujicej metédy v TEQ, napriklad pomocou kali-
bra¢nych experimentov zohl'adiujic prislusnti matricu, pri pouziti refe-
rencnych vzoriek s pridavkom analytov v mnozstve 0, 0,5, 1,0 a 2,0-
nasobku ML, so Siestimi opakovaniami pri kazdom obsahu (n = 24).
Korekéné faktory (slepy pokus a vytaznost) mozno z tohto vztahu
odhadnut’, skontroluju sa vsak podla bodu 7.2.2.

Medzné hodnoty sa stanovuju na ucely rozhodovania o tom, ¢i st
vzorky v sulade s najvy$§imi pripustnymi obsahmi, resp. na Ucely
kontroly akénych prahovych hodnét, ak su relevantné, a to s prislus-
nymi najvy$§imi pripustnymi obsahmi alebo akénymi prahovymi
hodnotami stanovenymi bud’ zvlast pre PCDD/F a pre dioxinom
podobné PCB, alebo pre sicet PCDD/F a dioxinom podobnych PCB.
Predstavuji dolmii medzu distribucie bioanalytickych vysledkov (kori-
govanych na slepy pokus a vytaznost) zodpovedajucich rozhodova-
ciemu limitu potvrdzujucej metody pri 95 % trovni spolahlivosti,
Cize pri niz8ej ako 5 % miere vyskytu merani vykazujicich falo$ny
stlad, a pri RSDg < 25 %. Rozhodovaci limit potvrdzujicej metody je
najvys$si pripustny obsah s ohladom na rozsirenu neistotu merania.

Medzna hodnota (v BEQ) sa mdze vypocditat v sulade s jednym
z pristupov stanovenych v bodoch 7.3.1, 7.3.2 a 7.3.3 (pozri obrazok 1).

Pouzitie dolného pasma 95 % predikéného intervalu rozhodovacieho
limitu potvrdzujucej metddy

medzna hodnota = BEQpr — syx % tuvfszz\/l/l’l +1/m+ (x; - })Z/QH

pric¢om:

BEQp. BEQ zodpovedajtci rozhodovaciemu limitu
potvrdzujiicej metody je najvyssi pripustny
obsah s ohladom na rozsirent neistotu mera-
nia,

Sy.x smerodajnd odchylka rezidui,

tof = m2 Studentov koeficient (o = 5 %, f = pocet
stupfiov volnosti, jednostranny),

m celkovy pocet kalibra¢nych bodov (index j),

n pocet opakovani pri kazdom obsahu,

X; koncentracia vzorky (v TEQ) kalibra¢ného
bodu i stanovena potvrdzujicou metédou

x priemer koncentracii (v. TEQ) vSetkych kali-

bra¢nych vzoriek

Q=21 (xr —x > parameter saStu Stvorcov, i = index pre kali-
bra¢ny bod i
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Vypocet z bioanalytickych vysledkov (korigovanych na slepy pokus
a vytaznost’) viacndsobne opakovanych analyz vzoriek (n > 6) konta-
minovanych na urovni rozhodovacieho limitu potvrdzujucej metody
predstavujuceho dolnii medzu distribiicie dat pri zodpovedajicej
strednej hodnote BEQ:

medzna hodnota = BEQp —1,64xSDg

pric¢om:
SDr  smerodajna odchylka vysledkov biotestu BEQp; nameranych za

podmienok vnutrolaboratdrnej reprodukovatelnosti.

Vypocet ako stredna hodnota bioanalytickych vysledkov (v BEQ, kori-
govanych vzhladom na slepy pokus a vytaznost) z mnohych analyz
vzoriek (n > 6) kontaminovanych na Urovni dvoch tretin najvysSieho
pripustného obsahu alebo akénej prahovej hodnoty, na zaklade
poznatku, Ze tento obsah sa bude pohybovat okolo medznej hodnoty
stanovenej v bode 7.3.1 alebo bode 7.3.2:

Vypocet medznych hodndt pri 95 % trovni spolahlivosti, ¢ize pri
miere vyskytu merani vykazujucich falo$ny stlad nizsej ako 5 %
a pri RSDg < 25 %:

1. na zaklade dolného pasma 95 % predikéného intervalu pri rozhodo-
vacom limite potvrdzujicej metody;

2. na zéklade radu analyz vzoriek (n > 6) kontaminovanych na urovni
rozhodovacieho limitu potvrdzujiicej metédy ako dolna medza
datovej distribucie (zndzornenej na obrazku zvonovitou krivkou)
pri zodpovedajicej strednej hodnote BEQ.

Obrazok 1
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Obmedzenia tykajuce sa medznych hodnét

Medzné hodnoty vychadzajuce z BEQ a vypocitané z RSDy ziskanej
pri validacii pouzitim obmedzeného poctu vzoriek s rozliénymi matri-
cami/kongenérovymi profilmi mézu byt vyssie ako najvysSie pripustné
obsahy alebo akéné prahové hodnoty vyjadrené v TEQ z dovodu vyssej
presnosti, nez aki mozno bezne docielit’ v pripade, ze sa analyzuje
nezname spektrum moznych kongenérovych profilov. V takychto pripa-
doch sa medzné hodnoty vypocitavaji z RSDr = 25 % alebo sa zvoli
vypocet odvodeny z dvoch tretin najvyssieho pripustného obsahu alebo
akcnej prahovej hodnoty.
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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

Kedze pri biologickych metddach nie je mozné vyuzivat Zziadne
vnutorné Standardy, je nevyhnutné vykonavat testy opakovatelnosti
bioanalytickych metdéd na ziskanie informacii o smerodajnej odchylke
v ramci jednej testovacej série, ako aj medzi jednotlivymi testovacimi
sériami. Opakovatel'nost’ musi byt nizsia ako 20 % a vnutrolaboratorna
reprodukovatelnost’ niz§ia ako 25 %. Vychadza sa z vypocitanych
hodnét v BEQ korigovanych na slepé vzorky a vytaznost.

Stcast'ou procesu validacie je preukazanie toho, ze testy rozliSuju
medzi slepou vzorkou a obsahom na urovni medznej hodnoty, aby
bolo mozné identifikovat’ vzorky s vysSim obsahom, ako je prislusna
medzna hodnota (pozri bod 7.1.2).

Treba definovat’ cielové zlu¢eniny, mozné interferencie a najvyssie
prijateI'né obsahy v slepych vzorkach.

Smerodajna odchylka vyjadrena v percentach, ktora sa tyka odozvy
alebo koncentracie vypocitanej na zaklade odozvy (moznej len
v pracovnom rozsahu), nesmie byt pri trojnasobnom stanovovani
extraktu vzorky vyssia ako 15 %.

Nekorigované vysledky referenénych vzoriek vyjadrené v BEQ (slepy
pokus a najvyssi pripustny obsah alebo akénd prahova hodnota) sa
pouzivajii na vyhodnotenie U¢innosti prislusnej bioanalytickej metddy
pocas konstantného Casového obdobia.

Diagramy kontroly kvality pre slepé vzorky metody a kazdy typ refe-
rencnej vzorky sa zaznamenavaju a kontroluji s cielom zabezpecit),
aby bolo vykonanie analyzy v sulade s poziadavkami, predovsetkym
pokial’ ide o slepé vzorky a v suvislosti s nimi o pozadovany mini-
malny odstup od dolnej medze pracovného rozsahu, ako aj o referenéné
vzorky a v stvislosti s nimi o vnutrolaboratérnu reprodukovatelnost’.
Slepé vzorky metddy sa musia dokladne skontrolovat’ s cielom predist
vyskytu vysledkov vykazujtcich falosny sulad po odpoditani.

Vysledky analyz podozrivych vzoriek a 2 az 10 % vzoriek vykazuji-
cich stlad (minimalne 20 vzoriek na matricu) pomocou potvrdzujicich
metod sa zhromazd'uji a pouzivaji na vyhodnotenie ucinnosti skrinin-
govej metody a vztahu medzi BEQ a TEQ. Tento stbor tdajov sa
moze pouzit' na prehodnotenie medznych hodnét aplikovatelnych na
rutinné vzorky v pripade validovanych matric.

Uspesnost’ metody sa mdze preukazat takisto uéastou na kruhovych
testoch. Vysledky zo vzoriek analyzovanych v rdmci kruhovych testov,
ktoré sa nachadzaji v koncentracnom rozpiti, napr. az do dvojnasobku
najvyssieho pripustného obsahu, sa mézu zahrnit do vyhodnocovania
miery vyskytu merani vykazujicich faloSny sulad, ak je laboratorium
schopné preukdzat' svoju UspeSni vykonnost. Vzorky musia pokryt
najcastejSie kongenérové profily a reprezentovat’ rozlicné zdroje.

V pripadoch kontaminacie sa m6zu medzné hodnoty prehodnotit’ tym
sposobom, ze sa zohladni $pecifickd matrica a kongenérové profily
tohto konkrétneho pripadu.

Oznamovanie vysledkov
Potvrdzujiice metody

Analytické vysledky musia zahifiat' obsahy jednotlivych konge-
nérov PCDD/F a dioxinom podobnych PCB a hodnoty TEQ musia
byt uvedené ako dolnd, hornd a stredna medza, aby sa pri uvadzani
vysledkov zahrnulo ¢o najviac informacii, a tak umoznilo interpretovat’
vysledky v stlade s osobitnymi poziadavkami.
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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.

Sprava musi zahfnat’ metodu pouziti na extraho-
vanie PCDD/F a dioxinom podobnych PCB.

Udaje o vytaznostiach jednotlivych vnutornych 3tandardov sa musia
poskytnit’ v pripade, Ze vytaznosti sa pohybuju mimo oblasti uvedene;j
v bode 6.2.5, v pripade, ze sa prekro¢i najvyssi pripustny obsah
(v tomto pripade sa poskytuju tidaje o vytaznosti jednej z dvoch dvoj-
nasobnych analyz), a v ostatnych pripadoch na poziadanie.

Ked’ze pri rozhodovani o stilade vzorky treba zohl'adnit’ roz$irent neis-
totu merania, tento parameter musi byt k dispozicii. Preto sa analytické
vysledky maji uvadzat' ako ,x+/— U“, kde x je analyticky vysledok
a U je rozSirena neistota merania, pricom sa pouzije koeficient
roz§irenia 2, ktory poskytuje uroven spolahlivosti priblizne 95 %.
V pripade samostatného stanovenia PCDD/F a dioxinom podobnych
PCB sa pre sumu PCDD/F a dioxinom podobnych PCB pouziva
suma odhadovanej rozSirenej neistoty samostatnych analytickych
vysledkov PCDD/F a dioxinom podobnych PCB.

Vysledky sa vyjadruju v rovnakych jednotkach a najmenej s rovnakym
poctom Cislic, ako su najvyssSie pripustné obsahy stanovené smer-
nicou 2002/32/ES.

Bioanalytické skriningové metody

Vysledok skriningu sa vyjadruje ako ,,v sulade alebo ,,podozrenie na
nesulad® (,,podozrenie®).

Okrem toho sa moze uvadzat indikativny vysledok pre PCDD/F a/alebo
dioxinom podobné PCB vyjadrené v BEQ a nie TEQ.

Vzorky vykazujuce odozvu pod medzou oznamovania sa musia oznacit’
ako vzorky ,,pod medzou oznamovania“. Vzorky vykazujuce odozvu
nad pracovnym rozsahom sa musia oznacit ako vzorky .,presahujice
pracovny rozsah® a obsah zodpovedajuci hornej medzi pracovného
rozsahu sa musi uvadzat v BEQ.

Pre kazdy typ matrice sa v sprave uvadza najvyssi pripustny obsah
alebo akéna prahova hodnota, z ktorej vychadza hodnotenie.

V sprave sa uvadza druh pouzitého testu, jeho zékladny princip a druh
kalibracie.

Sprava musi zahtnat metodu pouzita na extraho-
vanie PCDD/F a dioxinom podobnych PCB.

V pripade vzoriek, pri ktorych je podozrenie na nestlad, musi sprava
obsahovat’ poznamku o opatreniach, ktoré je potrebné prijat’. Prostred-
nictvom potvrdzujiucej metédy je potrebné stanovit/potvrdit’ koncen-
traciu PCDD/F a sumu koncentracii PCDD/F a dioxinom podobnych
PCB vo vzorkach so zvySenymi obsahmi tychto latok.

Vysledky vykazujuce nesulad sa oznamuju len vtedy, ak sa zistili na
zaklade potvrdzujicej analyzy.

Fyzikalno-chemické skriningové metody

Vysledok skriningu sa vyjadruje ako ,,v sulade” alebo ,,podozrenie na
nesulad* (,,podozrenie®).

Pre kazdy typ matrice sa v sprave uvadza najvys$si pripustny obsah
alebo akéna prahova hodnota, z ktorej vychadza hodnotenie.
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Okrem toho sa mozu uvadzat obsahy jednotlivych konge-
nérov PCDD/F a/alebo dioxinom podobnych kongenérov PCB
a hodnoty TEQ vyjadrené ako dolnd, horna a stredna medza. Vysledky
sa vyjadruju v rovnakych jednotkach a najmenej s rovnakym poctom
Cislic, ako st najvy$Sie pripustné obsahy stanovené smer-
nicou 2002/32/ES.

Udaje o vytaznostiach jednotlivych vnutornych $tandardov sa musia
poskytnit’ v pripade, Ze sa vytaznosti pohybuju mimo oblasti uvedenej
v bode 6.2.5, v pripade, ze sa prekro¢i najvyssi pripustny obsah
(v tomto pripade sa poskytuju tidaje o vytaznosti jednej z dvoch dvoj-
nasobnych analyz), a v ostatnych pripadoch na poziadanie.

V sprave sa musi uviest, ktord metéda GC-MS sa pouzila.

Sprava musi zahtnat metodu pouzita na extraho-
vanie PCDD/F a dioxinom podobnych PCB.

V pripade vzoriek, pri ktorych je podozrenie na nestlad, musi sprava
obsahovat’ poznamku o opatreniach, ktoré je potrebné prijat. Prostred-
nictvom potvrdzujucej metddy je potrebné stanovit/potvrdit’ koncen-
traciu PCDD/F a sumu koncentracii PCDD/F a dioxinom podobnych
PCB vo vzorkach so zvySenymi obsahmi tychto latok.

O nesulade sa moze rozhodntt’ len potvrdzujucou analyzou.

KAPITOLA III

PRIPRAVA VZORIEK A POZIADAVKY NA METODY ANALYZY,
KTORE SA POUZiVAJU PRI URADNEJ KONTROLE OBSAHU

3.2.

3.3.

DIOXINOM NEPODOBNYCH PCB V KRMIVACH

Oblast’ pouZzitia

Poziadavky, ktoré su stanovené v tejto kapitole, sa uplatiiuju v pripa-
doch, ked sa vykonava analyza krmiv na uradni kontrolu obsahu
dioxinom nepodobnych PCB, a pokial’ ide o pripravu vzoriek a analy-
tické poziadavky na iné regulacné tcely vratane kontrol, ktoré vyko-
navaju prevadzkovatelia krmivarskych podnikov s cielom zabezpecit’
sulad s ustanoveniami nariadenia (ES) ¢. 183/2005.

PouziteI'né detekéné metody

Plynova chromatografia/detekcia elektronového zachytu (GC-ECD),
GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-HRMS alebo rovnocenné metddy.

Identifikacia a potvrdzovanie skimanych analytov

Relativny retencny ¢as vo vztahu k vnitornym Standardom alebo refe-
renénym Standardom (prijatel'na odchylka +/— 0,25 %).

Separacia dioxinom nepodobnych PCB od interferujtcich latok, predo-
vSetkym koeluovanych PCB, najmid ak su obsahy vzoriek v oblasti
zdkonom stanovenych medzi a nestlad sa musi potvrdzovat (13).

Poziadavky na techniky GC-MS

Monitorovanie minimalne tohto poc¢tu molekulovych i6nov alebo
charakteristickych i6nov z molekulového klastra;

a) dvoch specifickych iénov v pripade HRMS;

b) troch Specifickych iénov v pripade LRMS;

(%) Kongenéry, v pripade ktorych je Casto zaznamenana koelucia, st napr. PCB 28/31,
PCB 52/69 a PCB 138/163/164. V pripade GC-MS je takisto nevyhnutné uvazovat’
o moznych interferenciach fragmentov vyssich chlérovanych kongenérov.
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¢) dvoch S§pecifickych prekurzorovych idnov, kazdého s jednym
konkrétnym zodpovedajucim produktovym iénom v pripade MS-
MS.

Maximalne povolené tolerancie pomerov odoziev pre vybrané frag-
menty hmoty:

Relativna odchylka pomeru odoziev vybranych fragmentov hmotnosti
od teoretickych pomerov odoziev alebo od pomerov odoziev kalibrac-
nych Standardov pre kvantifika¢ny ion (najintenzivnejsi sledovany ion)
a dokazové iony: + 15 %.

34. Poziadavky na techniky GC-ECD

Vysledky presahujuce najvyssi pripustny obsah sa potvrdzuji na dvoch
kolénach GC so stacionarnymi fazami rozli¢nej polarity.

4. Preukazanie ucinnosti metédy

Utinnost’ metody sa validuje v rozsahu najvys§ieho pripustného obsahu
(0,5 az 2,0-ndsobok najvyssicho pripustného obsahu) s prijatelnym
variatnym koeficientom pre opakovanu analyzu (pozri poziadavky na
vnutrolaboratornu presnost’ v bode 9).

5. Limit kvantifikacie

Suma LOQ ('4) dioxinom nepodobnych PCB nesmie byt vyssia ako
jedna tretina najvysSicho pripustného obsahu ('9).

6. Kontrola kvality

Pravidelné kontroly slepych vzoriek, analyzy vzoriek s pridavkom
analytov, vzoriek na kontrolu kvality, ucast v medzilaboratornych
studiach relevantnych matric.

7. Kontrola vyt’aznosti

7.1. Pouziji sa vhodné vnutorné Standardy s fyzikalno-chemickymi vlast-
nostami porovnatenymi so sledovanymi analytmi.

7.2. Pridavanie vnitornych $tandardov:
Pridanie k produktom (pred procesom extrakcie a Cistenia).

7.3. Poziadavky na metody pouzivajice vsetkych Sest’ izotopom oznacenych
dioxinom nepodobnych kongenérov PCB:

a) vysledky sa koriguju pre vytaznosti vnitornych Standardov;

b) vytaznosti izotopom oznacenych vnutornych Standardov sa musia
pohybovat’ medzi 60 a 120 %;

c) niz§ie alebo vysSie vytaznosti individudlnych kongenérov
s podielom na sume dioxinom nepodobnych PCB pod turoviiou
10 % su prijatel'né.

7.4. Poziadavky na metody, pri ktorych sa nepouziva vSetkych Sest’
izotopmi oznaCenych vnutornych Standardov alebo iné vnutorné Stan-
dardy:

a) vytaznost' vnitornych Standardov sa kontroluje pri kazdej vzorke;

b) vytaznosti vnutornych Standardov sa musia pohybovat’ medzi 60
a 120 %;

c) vysledky sa korigujii na vytaznosti vnutornych Standardov.

(") V prislusnom pripade treba dodrZiavat zasady opisané v dokumente Guidance Docu-
ment on the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the Field of Contami-
nants in Feed and Food (https://data.europa.eu/doi/10.2787/8931).

(%) Odportca sa, aby bol podiel obsahu z reagenénej slepej vzorky niz§i ako obsah konta-
minantu vo vzorke. Laboratorium je zodpovedné za kontrolu kolisania obsahov slepych
vzoriek, najmd ak sa obsahy slepych vzoriek odpocitavaju.
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7.5. Vytaznosti neoznacenych kongenérov sa overuju vzorkami s pridavkom
analytov alebo vzorkami kontroly kvality s koncentraciami v rozsahu
najvyssiecho pripustného obsahu. Vytaznosti tychto kongenérov sa
povazuju za prijatelné, ak sa pohybuju medzi 60 a 120 %.

8. Poziadavky na laboratoéria

Akreditaciu laboratorii uskutoénuje v sulade s ustanoveniami nariade-
nia (EU) 2017/625 uznavany organ, ktory posobi v sulade
s pokynom ISO/IEC 58 s cielom zaistit, ze laboratoria zabezpecuju
analyticktl kvalitu. Akreditacia laboratorii sa uskutociuje v stlade
s normou EN ISO/IEC 17025. Okrem toho treba v prislusnom pripade
dodrziavat’ zasady opisané v dokumente Technical Guidelines for the
estimation of measurement uncertainty and limits of quantification
for PCDD/F and PCB analysis ('°).

9. Charakteristiky ucinnosti: kritéria pre sumu dioxinom nepodob-
nych PCB pre najvyssi pripustny obsah

Izotopicka zried’'ovacia hmot-

. . Ostatné technik
nostna spektrometria (*) statne fechniky

Pravdivost’ -20 az +20 % =30 az +30 %
Vnutrolaboratorna  presnost’ <15% <20 %
(RSD %)

Rozdiel medzi vypoctom <20 % <20 %

hornej a dolnej medze

(*) Vyzaduje sa pouzitie vietkych Siestich izotopom '*C oznagenych ekvivalentov ako vnitornych

Standardov.
10. Oznamovanie vysledkov
10.1.  Analytické vysledky musia zahfiat obsahy jednotlivych dioxinom

nepodobnych PCB a sumu tych kongenérov PCB, ktoré¢ sa uvadzaju
ako dolna, horna a strednd medza, aby sa pri uvadzani vysledkov
zahrnulo ¢o najviac informacii, a tak umoznilo interpretovat’ vysledky
v stlade s osobitnymi poziadavkami.

10.2. Sprava musi zahrfiat’ metddu pouzitii na extrahovanie PCB.

10.3. Udaje o vytaznostiach jednotlivych vnitornych §tandardov sa posky-
tuju v pripade, Ze vytaznosti sa pohybuji mimo rozsahu uvedeného
v bode 7, v pripade, Ze sa prekro¢i najvyssi pripustny obsah, a v ostat-
nych pripadoch na poziadanie.

10.4.  KedZe je pri rozhodovani o stlade vzorky nevyhnutné zohladnit’
roz§irent neistotu merania, uvedeny parameter musi byt’ takisto k dispo-
zicii. Preto sa analytické vysledky maji uvéadzat' ako ,x+/— U“, kde
x je analyticky vysledok a U je rozsirend neistota merania, pricom sa
pouzije koeficient rozsirenia 2, ktory poskytuje Uroven spolahlivosti
priblizne 95 %.

10.5. Vysledky sa vyjadruji v rovnakych jednotkach a najmenej s rovnakym
poc¢tom Cislic, ako su najvysSie pripustné obsahy stanovené smer-
nicou 2002/32/ES.

B. NORMY EN

Pre uplatitovanie ¢lanku 34 ods. 2 pism. a) nariadenia (EU) 2017/625 s rele-
vantné tieto normy EN:

(') Pozri poznamku pod ¢iarou ¢. 9.
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EN 17194: Krmiva pre zvieratd. Metody odberu vzoriek a analyz. Stanovenie
deoxynivalenolu, aflatoxinu BIl, fumonizinu Bl a B2, toxinov T-2 a HT-2,
zearalenonu a ochratoxinu A v kfmnych surovindch a zlozenych krmivach
metédou LC-MS/MS

EN 17270: Krmiva pre zvierata. Metody odberu vzoriek a analyz. Stanovenie
teobrominu v kfmnych surovinach a v kfmnych zmesiach vratane zloziek ziska-
nych z kakaa pomocou kvapalinovej chromatografie (HPLC)

EN 17504: Krmiva pre zvieratd. Metody odberu vzoriek a analyz. Stanovenie
gossypolu v bavlnenych semenach a krmivach metédou LC-MS/MS

EN 17362: Krmiva pre zvierata. Metdody odberu vzoriek a analyz. Stanovenie
pentachlorfenolu (PCP) v kfmnych surovinach a kfmnych zmesiach metddou
LC-MS/MS

EN 16279: Krmiva pre zvieratd. Stanovenie obsahu fluoridov po vyluhovani
kyselinou chlorovodikovou iénovo-selektivnou elektrodou (ISE)

EN 17053: Krmiva pre zvierata. Metdody odberu vzoriek a analyz. Stanovenie
stopovych prvkov, tazkych kovov a inych prvkov metdédou ICP-MS (multime-
toda)

EN 15550: Krmiva pre zvieratd. Metdody odberu vzoriek a analyz. Stanovenie
kadmia a olova atdomovou absorpénou spektrometriou v grafitovej kyvete po
mineralizacii tlakom

EN 16206: Krmiva pre zvieratd. Stanovenie arzénu metédou atomovej
absorpénej spektrometrie s postupom generovania hydridu (HGAAS) po mikro-
vlnnom rozklade (rozklad 65 % kyselinou dusi¢nou a 30 % peroxidom vodika
za zvy$eného tlaku)

EN 16277: Krmiva pre zvierata. Stanovenie ortuti atbmovou absorpénou spek-
trometriou metodou studenych par po mikrovinnom rozklade (extrakcia 65 %
kyselinou dusi¢nou a 30 % peroxidom vodika)

EN 16278: Krmiva pre zvieratd. Stanovenie anorganického arzénu atdomovou
absorp¢nou spektrometriou s hydridovym postupom (HG-AAS) po mikrovinnom
rozklade a separaciou extrakciou na tuhej faze (SPE)

EN 17374: Krmiva pre zvieratd. Metédy odberu vzoriek a analyz. Stanovenie
anorganického arzénu v krmivach metédou anionvymennej HPLC-ICPMS



02009R0152 — SK — 04.04.2024 — 009.001 — 151

PRILOHA VI

Metody analyzy na stanovenie zloZiek Zivo¢iSmeho pdvodu na cely

2.1.1.

uradnych kontrol krmiv

UCEL A ROZSAH

Stanovenie zloziek Zivo¢isneho pévodu v krmivach sa uskutoénuje
pomocou svetelnej mikroskopie alebo polymerazovej ret'azovej
reakcie (polymerase chain reaction — PCR) v stlade s ustanove-
niami uvedenymi v tejto prilohe.

Tieto dve metddy umozituju zistit’ pritomnost’ zloziek zivocisneho
povodu v premixoch, kimnych surovinach a kimnych zmesiach.
Neumoziuju vSak vypocet mnozstva takychto zloziek v premixoch,
kimnych surovindch a kfmnych zmesiach. Obe metody maju
detekény limit nizsi ako 0,1 % (hm. %).

Metdda PCR umoziuje identifikaciu taxonomickej skupiny zloziek
zivocisneho poévodu, ktoré su pritomné v premixoch, kimnych
surovinach a kfmnych zmesiach.

Tieto metddy sa pouziji na kontrolu uplathovania zakazov stano-
venych v ¢lanku 7 ods. 1 nariadenia Eurdpskeho parlamentu
a Rady (ES) ¢. 999/2001 (), v prilohe IV k uvedenému nariadeniu
a v ¢lanku 11 ods. 1 nariadenia Eurdpskeho parlamentu a Rady
(ES) ¢&. 1069/2009 (?).

V zavislosti od druhu testovaného krmiva mozno tieto metody
pouzit’ v ramci jedného opera¢ného protokolu, a to bud’ jednotlivo,
alebo vo vzajomnej kombinacii, v stlade so Standardnymi operac-
nymi postupmi (standard operating procedures — SOP), ktoré stano-
vilo a na svojej internetovej stranke zverejnilo Referen¢né laborato-
rium EU pre Zivo&isne proteiny v krmivach (EURL-AP) ().

METODY

Svetelna mikroskopia
Princip

Zlozky zivocisneho pdvodu, ktoré sa mozu vyskytovat' v premi-
xoch, kfmnych surovindch a kfmnych zmesiach odoslanych na
analyzu, sa zistuji na zaklade typickych a mikroskopicky identi-
fikovatelnych vlastnosti ako svalové vlakna a iné Casti miésa,
chrupavky, kosti, rohovina, srst’, Stetiny, kutikularne fragmenty
bezstavovcov, trachealny systém hmyzu, vyrobky z krvi, gul'6cky
mlieka, krystaly laktozy, perie, vaje¢né Skrupiny, rybie kosti
a Supiny.

(") Nariadenie Eurdpskeho parlamentu a Rady (ES) ¢. 999/2001 z 22. méja 2001, ktorym sa

stanovuji pravidla prevencie, kontroly a eradikdcie niektorych prenosnych spongiform-
nych encefalopatii (U. v. ES L 147, 31.5.2001, s. 1).

(*) Nariadenie Europskeho parlamentu a Rady (ES) ¢. 1069/2009 z 21. oktobra 2009,
ktorym sa ustanovujii zdravotné predpisy tykajuce sa vedlajich zivo¢isnych produktov
a odvodenych produktov neur¢enych na T'udsku spotrebu a ktorym sa zruSuje nariadenie
(ES) &. 1774/2002 (nariadenie o vedlajsich zivogisnych produktoch) (U. v. EU L 300,
14.11.2009, s. 1).

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



02009R0152 — SK — 04.04.2024 — 009.001 — 152

2.1.2.
2.1.2.1.
2.1.2.1.1.

2.1.2.1.2.

2.1.2.1.3.

2.1.2.1.4.

2.1.2.1.5.

2.1.2.1.6.

Mikroskopické skumanie sa vykonava po priprave vzoriek sedi-
mentaciou.

Vzorky sa podrobia sedimentacnému kroku takto:

a) na zistovanie zloziek zivociSneho pdvodu inych ako sucho-
zemské bezstavovce sa pouzije krok jednej sedimentacie tetra-
chloretylénu (TCE), ako sa podrobne opisuje v bode 2.1.3.4.3;

b) na zistovanie zloziek suchozemskych bezstavovcov sa pouzije
krok dvojitej sedimentacie petroléteru/tetrachloretylénu (PE/
TCE), ako sa podrobne opisuje v bode 2.1.3.4.4.

Cinidld a vybavenie
Cinidla
Zahust'ovacie ¢inidlo

— Tetrachloretylén (Specificka hustota 1,62),

— Teplota varu petroléteru (PE) 40 — 60 °C (Specificka hustota
0,65).

Vyfarbovacie ¢inidlo

— Roztok alizarinovej Cervene (zried'te 2,5 ml 1M kyseliny chlo-
rovodikovej v 100 ml vody a do tohto roztoku pridajte 200 mg
alizarinovej Cervene).

Preparac¢né Cinidla

— Luh (NaOH 2,5 % hm./obj. alebo KOH 2,5 % hm./obj.),

— Glycerol (neriedeny, viskozita: 1490 cP) alebo prepara¢né
¢inidlo s rovnocennymi vlastnostami na pripravu nativneho
preparatu,

— Norland ® Optical Adhesive 65 (viskozita: 1200 cP) alebo
zivica s rovnocennymi vlastnostami na pripravu trvalého
preparatu.

Preparacné cinidla s vyfarbovacimi vlastnostami

— Lugolov roztok (rozpustite 2 g jodidu draselného v 100 ml
vody a pridajte 1 g jodu za staleho pretrepavania),

— Cystinové ¢inidlo (2 g octanu olovnatého, 10 g NaOH/100 ml
vody),

— Fehlingovo ¢inidlo [pripravuje sa pred pouzitim z dvoch
rovnako velkych ¢asti (1/1) z dvoch roztokov A a B: roztok
A (6,9 g pentahydratu siranu mednatého rozpustite v 100 ml
destilovanej vody); roztok B (34,6 g vinanu sodnodraselného
tetrahydratu a 12 g NaOH sa rozpusti v 100 ml destilovanej
vody)],

— Tetrametylbenzidin/peroxid vodika. (1 g 3,3%,5,5’ tetrametyl-
benzidinu sa rozpusti v 100 ml ladovej kyseliny octovej
a v 150 ml vody. Pred pouzitim zmieSajte 4 diely roztoku
tetrametylbenzidinu s 1 dielom 3 %-ného peroxidu vodika).

Oplachovacie pripravky
— Etanol > 96 % (technicky),

— Acetdn (technicky).

Bieliaci prostriedok

— Obchodny roztok chlornanu sodného (9 — 14 % aktivneho
chloru).
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2.1.2.2. Vybavenie

— Analytické vaha s presnostou 0,001 g,

— Mlecie zariadenie: n6z alebo rotorovy mlyn. Ak sa pouziva
rotorovy mlyn, nesmu sa v fiom pouzivat’ sita s velkostou ok
< 0,5 mm,

— Sitd so Stvorcovymi okami so Sirkou 0,25 mm a 1 mm.
S vynimkou predbezného preosievania vzorky nesmie priemer
sit presahovat’ 10 cm, aby sa zabranilo strate materialu. Kali-
bracia sit sa nevyzaduje,

— Skleneny konicky oddelovaci lievik s objemom 250 ml s teflo-
novym alebo so sklenenym zabriisenym uzatvaracim kohu-
tikom na spodku kuzela. Prierez uzatvaracieho kohutika
v otvorenej polohe je > 4 mm. Alternativne sa v pripade len
jednej sedimentacie TCE moéze pouzit' sklenena konicka sedi-
mentaéna kadicka, ak laboratérium preukazalo, ze hodnoty
medznej detekcie zodpovedaju hodnotam ziskanym pri pouziti
skleneného konického oddelovacieho lievika,

250 ml

priemer 4 mm

Oddelovaci lievik

— Stereoskopicky mikroskop umoziiujuci koneény rozsah zvac-
Senia minimalne 6,5x az 40x,

— Kombinovany mikroskop umoziiujuci konecny rozsah zvac-
Senia minimalne 100x% az 400% v jasnom poli prechddzajiuceho
svetla. Dalej moZno pouzit’ polarizované svetlo a diferencialny
interferencny kontrast,

— Bezné laboratorne sklo,

— Pomocky na pripravu podlozného sklicka: klasické podlozné
sklicka, podlozné sklicka s jamkou, krycie sklicka (20x20
mm), pinzety, laboratorna $pachtlicka,

— Laboratérna pec,
— Odstredivka,

— Filtracny papier: kvalitny celulozovy filter (velkost porov 4 —

11 pm).
2.1.3. Odber a priprava vzoriek
2.1.3.1. Odber vzoriek

Pouziva sa reprezentativna vzorka odobrana v stlade s prilohou I.
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2.1.3.1.1.

2.1.3.1.2.

2.1.3.2.

2.13.3.

2.1.34.
2.134.1.

2.1.3.4.2.

Susenie vzoriek

Vzorky s obsahom vlhkosti > 14 % sa pred manipulaciou vysusia
v sulade s prilohou III.

Predbezné preosievanie vzoriek

S cielom zhromazdit' informacie o moznej kontaminacii krmiva
z okolitého prostredia sa odporuca vopred preosiat’ granulované
a jadrové krmivo sitom s velkostou 6k 1 mm a nasledne pripra-
vit', analyzovat’ a osobitne nahlasovat’ dve vzniknuté frakcie, ktoré
sa musia povazovat’ za samostatné vzorky.

Preventivne opatrenia, ktoré sa maju prijat

Vsetko vybavenie urCené na viacnasobné pouzitie sa pred
pouzitim dokladne vycisti, ¢im sa zabrani krizovej kontaminacii
v laboratoriu. Pred Ccistenim sa oddelovaci lievik rozoberie na
jednotlivé casti. Jednotlivé Casti oddelovacieho lievika a sklene-
ného vybavenia sa vopred umyji ru¢ne a nasledne sa vlozia do
umyvacicho zariadenia. Sitd sa Cistia kefou s pevnymi syntetic-
kymi Stetinami. Po preosiati materialu s obsahom tuku, ako je
napr. rybia mucka, sa na zaver odporuca odistit’ sitd acetonom
a stlacenym vzduchom.

Priprava vzoriek pozostavajicich z tukov alebo olejov

Na analyzu vzoriek pozostavajucich z tukov sa pouziva tento
protokol:

— ak je tuk tuhej konzistencie, ohrieva sa v rare, kym sa neroz-
topi,

— pouzitim pipety sa odoberie 40 ml tuku zo spodnej casti
vzorky a prenesie sa do odstredivkovej skumavky,

— vzorka sa odstred’uje pocas 10 minut pri 4 000 ot/min.,

— ak je tuk po odstredeni tuhy, ohrieva sa v rure, kym sa neroz-
topi,

— odstred’ovanie sa opakuje poc¢as 5 mintt pri 4 000 ot/min.,

— pomocou laboratérnej lyzicky alebo Spachtle sa polovica
dekantovanych necistot prenesie na mikroskopické podlozné
sklicka na preskiimanie. Ako prepara¢né ¢inidlo sa odporuca
glycerol,

— zostavajuce necistoty sa pouziju na pripravu sedimentu, ako je
opisané v bode 2.1.3.4.3 v prvej zarazke.

Ten isty protokol, s vynimkou prvej a Stvrtej zardzky, sa pouzije
na pripravu vzoriek pozostdvajucich z oleja.

Priprava inych vzoriek ako tuky alebo oleje

Odber podvzoriek a mletie: z aspon 50 g vzorky sa pripravia
podvzorky s cielom vykonat’ analyzu a nasledne sa zomelu.

Priprava suroviny: pripravi sa davka aspon 5 g rozomletej
podvzorky. Preoseje sa sitom s velkostou 6k 0,25 mm a tieto
dve vzniknuté frakcie sa zanalyzuju.



02009R0152 — SK — 04.04.2024 — 009.001 — 155

2.1.3.4.3. Jedna sedimentacia TCE na zistovanie zloziek zivocisneho
povodu inych ako suchozemské bezstavovce.

— Extrakcia a priprava sedimentu:

do oddelovacieho lievika alebo do koénickej sedimentacnej
kadicky sa navazi davka s hmotnostou 10 g (s presnostou
na 0,01 g) rozomletej podvzorky a prida sa 50 ml TCE.
V pripade rybej mucky alebo inych vyrobkov c¢isto zivocis-
neho povodu, mineralnych zloziek alebo premixov, ktoré
vytvaraji viac ako 10 % sedimentu, sa davka navazena do
lievika obmedzi na 3 g. Zmes sa dokladne pretrepava pocas
asponn 30 s a v priebehu oplachovania vnatorného povrchu
oddelovacieho lievika na tcely odstranenia akychkol'vek
prilnutych pevnych Castic sa opatrne priddva d’alSich 50 ml
TCE. Vzniknutd zmes sa ponechd usadzovat pocas aspon
piatich minat, kym sa sediment oddeli otvorenim uzatvara-
cieho kohutika.

Ak sa pouziva konickd sedimentacnd kadicka, musi sa zmes
premiesavat’ asponl pocas 15 s a vsetky pevné castice, ktoré
prilnd na stene sedimentacnej kadicky, je nutné z vnutorného
povrchu opatrne oplachnut’ pouzitim aspon 10 ml ¢istého TCE.
Zmes sa ponecha stat’ pocas troch minut a nasledne sa opét
premiesa pocas 15 s a vSetky pevné Castice, ktoré prilnti na
stene sedimentacnej kadicky, je nutné z vnatorného povrchu
opatrne oplachnut’ pouzitim aspon 10 ml ¢ist¢ého TCE. Vznik-
nutd zmes sa ponechd usadzovat' aspon pocas piatich minut
a nasledne sa pomocou dekantdcie tekutd frakcia opatrne
odstrani a vyleje, pricom sa dba na to, aby nedoslo k vyliatiu
sedimentu.

Sediment sa zachytdva na filtracnom papieri umiestnenom do
lievika, aby sa umoznilo oddelenie zostavajiceho TCE
a zaroven zabranilo usadzovaniu tuku do sedimentu. Sediment
sa vysu$i. Odporica sa nasledne odvazit' sediment (s pres-
nostou na 0,001 g) s cielom kontrolovat” krok sedimentacie.
Napokon sa sediment preoseje sitom s velkost'ou 6k 0,25 mm
a dve vzniknuté frakcie sa zanalyzujt, pokial’ sa nepovazuje za
potrebné dalSie preosievanie.

— Extrakcia a priprava flotatu:

po odobrati sedimentu podla wuvedenej metody by
v oddelovacom lieviku mali zostat’ dve fazy: tekuta, ktora
tvori TCE, a pevna, vytvorena z plavajiceho materialu.
Pevnou zlozkou je flotat, ktory je nutné odobrat’ tak, ze sa
z lievika otvorenim uzatvaraciecho kohutika uplne vypusti
TCE. Obratenim oddelovacieho lievika sa flotat premiestni
na velkl Petriho misku a vysusi sa vzduchom v laboratornom
digestore. Preoseje sa sitom s velkostou 6k 0,25 mm a tieto
dve vzniknuté frakcie sa zanalyzuju.

— Pouzitie vyfarbovacich ¢inidiel:

osoba vykonavajica analyzu mdze na ulahCenie spravnej iden-
tifikacie zloziek zivoéisneho povodu pouzit’ pri priprave
vzoriek vyfarbovacie ¢inidla v stlade s pokynmi, ktoré stano-
vilo a na svojej internetovej stranke zverejnilo Referencné
laboratorium EU pre Zivogisne proteiny v krmivach (EURL-
AP).
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2.1.3.44.

Ak sa na zafarbenie sedimentu pouzije roztok alizarinovej
cervene, pouzije sa tento protokol:

— vysuSeny sediment sa premiestni do sklenenej skimavky
a dvakrat sa oplachne asi 5 ml etanolu (vzdy sa pouzije
pocas 30 s magnetické mieSadlo, rozpustadlo sa necha
usadit’ poCas 1 min. 30 s a vyleje sa),

— sediment sa vybieli pridanim najmenej 1 ml roztoku hypo-
chloritu sodného. Umozni sa priebeh reakcie pocas 10
minat. Skiimavka sa naplni vodou, sediment sa necha
pocas dvoch az troch mintt usadit’ a voda so suspendova-
nymi Casticami sa opatrne vyleje,

— sediment sa dvakrat oplachne priblizne 10 ml destilovanej
vody (vzdy sa pocas 30 s pouzije magnetické mieSadlo,
zmes sa necha usadit’ a vyleje sa destilovana voda),

— pridd sa 2 az 10 kvapiek roztoku alizarinovej cervene
a zmes sa za pouzitia magnetick¢ého mieSadla rozmixuje.
Reakcia sa ponechd prebiehat’ poCas 30 s a zafarbeny sedi-
ment sa dvakrat oplachne asi 5 ml etanolu a nasledne
jedenkrat acetonom (vzdy sa pocas 30 s pouzije magne-
tické mieSadlo, rozpustadlo sa nechd usadit’ — asi 1 min. —
a vyleje sa),

— zafarbeny sediment sa vysusi.

Dvojitd sedimentacia PE/TCE na zistovanie zloziek suchozem-
skych bezstavovcov.

Vsetky kroky sa vykonavaju v sklenenom konickom oddel'ovacom
lieviku s objemom 250 ml, ako je opisané v bode 2.1.2.2 vo
Stvrtej zarazke.

— Do oddelovacieho lievika sa navazi davka s hmotnostou
10 g (s presnostou na 0,01 g) rozomletej podvzorky a najprv
sa podrobi jednej sedimentacii TCE opisanej v bode 2.1.3.4.3
vratane odobratia sedimentu na filtracnom papieri umiest-
nenom na lieviku. Tento sediment sa moze pouzit' ako sedi-
ment ziskany z bodu 2.1.3.4.3.

— Maly objem TCE, ktory vyteCie spolu so sedimentom, sa
premiestni do odmerného valca. Otvorenim uzatvaracieho
kohutika oddelovacieho lievika sa odmerny valec d’alej naplni
az do ziskania 30 ml TCE. Ked sa dosiahne tento objem,
uzatvaraci kohutik sa zatvori.

— Tento zachyteny objem TCE sa nahradi pridanim objemu 30
ml petroléteru s teplotou varu 40 — 60 °C do oddelovacieho
lievika. Obsah oddelovacicho lievika sa dokladne premiesa,
aby sa ziskala zmes 30 % PE/70 % TCE (s hustotou priblizne
1,26 g.cm™). Material sa nechd usadzovat 10 minat. Oddelia
sa dve nové frakcie: druhy sediment a kone¢ny flotat (< 1,26
g.cm™). Druhy sediment sa odoberie pomocou Petriho misky
(alebo na filtratnom papieri umiestnenom na lieviku) otvo-
renim uzatvaracieho kohttika, kym v oddelovacom lieviku
nezostane len troska rozpustenej zmesi a kone¢ny flotat.
Zvys$na kvapalina a koneény flotat sa zozbieraju oddelene na
filtratnom  papieri  umiestnenom na lieviku.  Stena
oddelovacieho lievika sa oplachne pomocou PE, aby sa
zozbieral vSetok material z kone¢ného flotatu. Konecny flotat
sa necha vysusit. Konecny flotat sa preoseje sitom s velkostou
ok 0,25 mm a dve vzniknuté frakcie sa zanalyzujii na ucely
zistovania zloziek suchozemskych bezstavovcov, pokial sa
nepovazuje za potrebné d’al$ie preosievanie.
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2.1.4.
2.1.4.1.

2.1.4.2.

Mikroskopické skumanie
Priprava podloznych sklicok

Mikroskopické podlozné sklicka sa pripravia zo sedimentu a,
podla uvahy osoby vykonavajicej analyzu, bud’ z flotatu, alebo
zo suroviny. Podla potreby a len na tucely zistovania zloziek
suchozemskych bezstavovcov sa podlozné sklicka pripravia aj
z konec¢ného flotatu ziskaného podla opisu v bode 2.1.3.4.4.
Pripravia sa dve vzniknuté frakcie (jemna a hruba). Testovacie
davky frakcii nanesené na podlozné sklicka by mali svojim
pomerom zodpovedat’ celej frakcii.

Na ucely uskutocnenia tiplného skiisobného protokolu stanoveného
v bode 2.1.4.2 sa pripravi dostato¢ny pocet podloznych sklicok.

Mikroskopické podlozné sklicka sa zaleji primeranym prepa-
ra¢nym cinidlom v sulade so Standardnymi opera¢nymi postupmi,
ktoré stanovilo a na svojej internetovej stranke zverejnilo EURL-
AP. Podlozné sklicka sa zakryju krycimi sklickami.

Vyvojovy diagram pozorovania na Ucely zistovania zivocisnych
Castic v kfmnych zmesiach, kimnych surovinach a premixoch

Pripravené mikroskopické podlozné sklicka sa pozoruju v stlade
s vyvojovymi diagramami pozorovania, ktoré su uvedené v sché-
mach ¢. 1 a ¢. 2.

Mikroskopické pozorovania sa uskutoénuji pomocou kombinova-
ného mikroskopu, pricom sa pozoruje sediment a podla uvahy
osoby vykonavajucej analyzu bud’ na flotate, alebo na surovine.
Okrem toho sa na ucely zistovania zloziek suchozemskych bezsta-
vovcov vykonaju pozorovania aj na konecnom flotate ziskanom
podla opisu v bode 2.1.3.4.4 v sulade so schémou ¢. 3. Pre
hrubsie frakcie mozno okrem kombinovaného mikroskopu pouzit
aj stereoskopicky mikroskop. Cela plocha podlozného sklicka sa
preskima pri ré6znom zvacseni. Presné vysvetlenia, ako pouzivat
vyvojové diagramy, st podrobne opisané v SOP, ktoré stanovilo
a na svojom webovom sidle uverejnilo EURL-AP.

Minimalny pocet podloznych skli¢ok, ktoré sa maji pozorovat,
treba dosledne dodrzat v kazdom kroku vyvojového diagramu
pozorovania s vynimkou pripadu, ked’ cely material frakcie
neumoziuje dosiahnutie stanoveného pocétu podloznych sklicok,
napriklad ak sa neziska Ziadny sediment. Na zaznamenanie
poctu castic sa pouzije najviac 6 podloznych sklicok na jednotlivé
stanovenia.

V pripade, Zze sa na flotate alebo surovine pripravia dalSie
podlozné sklicka s pouzitim Specifickejsieho preparacného Cinidla
s vyfarbovacimi vlastnostami, ako sa opisuje v bode 2.1.2.1.4,
s cielom podrobnejSie charakterizovat Struktary (napr. castice
peria, srsti, svalov alebo krvi), ktoré boli zistené na podloznych
sklickach pripravenych s pouzitim inych preparacnych Ccinidiel,
ako sa opisuje v bode 2.1.2.1.3, pocet Castic sa pocita na zaklade
najviac 6 podloznych skli¢ok na jednotlivé stanovenia vratane
dodato¢nych podloznych sklicok so SpecifickejSim preparacnym
¢inidlom. Dodatoéné podlozné sklicka pripravené z konecného
flotatu ziskaného podla opisu v bode 2.1.3.4.4 na tucely zistovania
zloziek suchozemskych bezstavovcov sa nezohladiuji pri identi-
fikacii inych povah (suchozemskych stavovcov a ryb).

Osoba vykonavajiica pozorovanie méze na ucely ulahcenia iden-
tifikacie povahy a povodu castic vyuzit podporné nastroje, ako st
napr. podporné systémy na rozhodovanie, kniznice snimok a refe-
renéné vzorky.
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Schéma ¢. 1

Vyvojovy diagram pozorovania po jednej sedimenticii TCE na ticely zistovania Zivo¢iSnych
castic inych ako zo suchozemskych bezstavovcov v kimnych zmesiach, kimnych suroviniach
a premixoch pre prvé stanovenie

A
3 podioZné skiicka so sedimentom < 0,25 mm
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Schéma ¢. 2
Vyvojovy diagram pozorovania po jednej sedimenticii TCE na ticely zistovania Zivo¢iSnych

castic inych ako zo suchozemskych bezstavovcov v kimnych zmesiach, kimnych suroviniach
a premixoch pre druhé stanovenie
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Schéma ¢. 3

Vyvojovy diagram pozorovania po dvojitej sedimentacii PE/TCE na ucely zist'ovania zloZiek
suchozemskych bezstavovcov v kimnych zmesiach, kimnych surovinach a premixoch

| 1
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vZorka stanovend
podfa bodu 2151
pre dand povahu

vzorka stanovend

podra bodu
2.1.5.3 pre dani povahu

(01" a0 2 mamenapl prvé a druhé slanovenis)

2.1.4.3. Pocet stanoveni

Stanovenia sa vykonavaju na réznych podvzorkach, pricom kazda
z nich ma hmotnost’ 50 g.

Ak sa po prvom stanoveni, ktoré sa vykonalo v stlade s vyvo-
jovym diagramom pozorovania uvedenym v schéme ¢. 1, alebo
podla potreby v schéme €. 3, nezistili ziadne zivocisne Castice,
dalsie stanovenie nie je potrebné a vysledok analyzy sa nahlasuje
s pouzitim znenia stanoven¢ho v bode 2.1.5.1.

Ak sa po prvom stanoveni, ktoré sa vykonalo v stlade s vyvo-
jovym diagramom pozorovania uvedenym v schéme ¢. 1, zistila
jedna alebo viaceré ZzivociSne castice danej povahy (t. j. sucho-
zemské stavovce alebo ryby) a povaha zistenych Castic potvrdi
deklarovany obsah vzorky, druhé stanovenie nie je potrebné. Ak
je pocet zivocisnych Castic danej povahy zisteny pocas prvého
stanovenia vys$§i ako 5, za kazd( zivo¢isnu povahu sa nahlasuje
vysledok analyzy s pouzitim znenia stanoveného v bode 2.1.5.3.
Inak sa vysledok analyzy nahlasuje za kazdu ZzivociSnu povahu
s pouzitim znenia stanoveného v bode 2.1.5.2.

Ak sa po prvom stanoveni, ktoré sa vykonalo v stlade s vyvo-
jovym diagramom pozorovania uvedenym v schéme ¢&. 3, zistil
pocet Castic suchozemskych bezstavovcov vyssi ako 5, druhé
stanovenie nie je potrebné a vysledok analyzy sa nahlasuje
s pouzitim znenia stanoveného v bode 2.1.5.3.
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2.1.5.1.

2.1.5.2.

Vo vsetkych ostatnych pripadoch vratane pripadov, ked’ labora-
toriu nebol deklarovany obsah, sa vykond druhé stanovenie
z novej podvzorky. Ak je po druhom stanoveni, ktoré sa vykonalo
v sulade s vyvojovym diagramom pozorovania uvedenym
v schéme ¢. 2, alebo podla potreby v schéme ¢. 3, celkovy
pocet zivo¢isnych Castic danej povahy zisteny pocas dvoch stano-
veni vys§i ako 10, za kazdi zivo¢isnu povahu sa nahlasuje
vysledok analyzy s pouzitim znenia stanoveného v bode 2.1.5.3.
Inak sa vysledok analyzy nahlasuje za kazdu zivoéisnu povahu
s pouzitim znenia stanoveného v bode 2.1.5.2.

Vyjadrenie vysledkov

Pri nahlasovani vysledkov laboratorium uvedie druh materialu, na
ktorom sa analyza uskutocnila (sediment, flotat, konecny flotat
alebo surovina). V sprave sa jasne uvedie pocet vykonanych
stanoveni a ¢i sa nevykonalo preosievanie frakcii pred pripravou
podloznych sklicok v stlade s bodom 2.1.3.4.3 prvou zarazkou
tretim odsekom alebo s bodom 2.1.3.4.4 tret'ou zarazkou.

Laboratorna sprava musi obsahovat’ asponi informéciu o pritom-
nosti zloziek pochadzajicich zo suchozemskych stavovcov
a z ryb.

Jednotlivé situacie sa oznamuju takto:

Nebola zistena ziadna Castica zivoc¢isneho povodu danej povahy:

— ,Na zaklade skumania svetelnym mikroskopom sa v pred-
lozenej vzorke nezistila ziadna Castica pochadzajuca zo sucho-
zemskych stavovcov.®

— ,Na zaklade skumania svetelnym mikroskopom sa v pred-
lozenej vzorke nezistila ziadna castica pochadzajiica z ryb.*

— ,Na zdklade skimania svetelnym mikroskopom sa v pred-
lozenej vzorke nezistila ziadna Castica pochadzajuca zo sucho-
zemskych bezstavovcov.*

V pripade vykonania len jedného stanovenia bolo zistenych 1 az 5
zivocisnych castic danej povahy, alebo v pripade dvoch stanoveni
bolo zistenych 1 az 10 zivocisnych castic danej povahy [pocet
zistenych Castic je niz8i ako rozhodovaci limit stanoveny v SOP,
ktoré stanovilo a na svojom webovom sidle uverejnilo EURL-AP]:

Ak bolo vykonané len jedno stanovenie:

— ,Na zaklade skumania svetelnym mikroskopom sa v pred-
lozenej vzorke nezistilo viac ako 5 Castic zo suchozemskych
stavovcov. V pripade zistenych castic islo o ... [kost, chru-
pavku, sval, srst’, rohovinu, iné¢ (podla moznosti spresnite)].
Tato nizka miera pritomnosti Castic je pod rozhodovacim
limitom stanovenym pre mikroskopicki metodu.*

— ,Na zaklade skumania svetelnym mikroskopom sa v pred-
lozenej vzorke nezistilo viac ako 5 cCastic z ryb. V pripade
zistenych castic i8lo o ... [rybie kosti, Supiny, chrupavku,
sval, otolit, ziabre, iné (podla moznosti spresnite)]. Tato
nizka miera pritomnosti Castic je pod rozhodovacim limitom
stanovenym pre mikroskopickd metodu.
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2.1.5.3.

Ak boli vykonané dve stanovenia:

— ,Na zéklade skiimania svetelnym mikroskopom sa v pred-
lozenej vzorke v ramci dvoch stanoveni nezistilo viac ako
10 castic zo suchozemskych stavovcov. V pripade zistenych
Castic i8lo o ... [kost, chrupavku, sval, srst, rohovinu, iné
(podla moznosti spresnite)]. Tato nizka miera pritomnosti
Castic je pod rozhodovacim limitom stanovenym pre mikro-
skopickl metodu.

— ,Na zaklade skumania svetelnym mikroskopom sa v pred-
lozenej vzorke v ramci dvoch stanoveni nezistilo viac ako
10 castic z ryb. V pripade zistenych castic iSlo o ... [rybie
kosti, Supiny, chrupavku, sval, otolit, ziabre, iné (podla
moznosti spresnite)]. Tato nizka miera pritomnosti Castic je
pod rozhodovacim limitom stanovenym pre mikroskopicku
metddu.

— ,Na zdklade skiimania svetelnym mikroskopom sa v pred-
lozenej vzorke v ramci dvoch stanoveni nezistilo viac ako
10 castic zo suchozemskych bezstavovcov. V pripade ziste-
nych castic iSlo o ... [kutikularne fragmenty, ustne Ustrojen-
stvo, svaly, trachealne systémy, iné (podla moznosti spresni-
te)]. Tato nizka miera pritomnosti Castic je pod rozhodovacim
limitom stanovenym pre mikroskopickt metodu.*

Dodatocne:

— Ak sa pouzilo predbezné preosievanie vzorky, uvadza sa
v laboratornej sprave frakcia (preosiata frakcia, granulovana
frakcia alebo jadrové krmivo), v ktorej boli zistené zivocisne
Castice, kedze =zistenie zivoCiSnych castic iba v pripade
preosievanej frakcie moéze byt ukazovatelom kontaminacie
z okolitého prostredia.

— Ak sa zistili len zivociSne Castice, ktoré nemozno klasifikovat’
ani ako suchozemské stavovce, ani ako ryby (napr. svalové
vlakna), v sprave sa uvedie, ze boli zistené len takéto zivo-
CiSne Castice a ze nemozno vylucit, ze pochadzajii zo sucho-
zemskych stavovcov.

V pripade vykonania len jedného stanovenia bolo zistenych viac
ako 5 zivocisnych castic danej povahy, alebo v pripade dvoch
stanoveni bolo zistenych viac ako 10 zivocisnych castic danej
povahy:

Ak bolo vykonané len jedno stanovenie:

— ,Na zdklade skiimania svetelnym mikroskopom sa v pred-
lozenej vzorke zistilo viac ako 5 castic zo suchozemskych
stavovcov. V pripade zistenych castic iSlo o ... [kost’, chru-
pavku, sval, srst, rohovinu, iné (podl'a moznosti spresnite)].

— ,Na zaklade skumania svetelnym mikroskopom sa v pred-
lozenej vzorke zistilo viac ako 5 Castic z ryb. V pripade ziste-
nych castic iSlo o ... [rybie kosti, Supiny, chrupavku, sval,
otolit, ziabre, iné (podl'a moznosti spresnite)].*

— ,Na zaklade skumania svetelnym mikroskopom sa v pred-
lozenej vzorke zistilo viac ako 5 castic zo suchozemskych
bezstavovcov. V pripade zistenych Castic islo o ... [kutikularne
fragmenty, Ustne ustrojenstvo, svaly, trachedlne systémy, iné
(podla moznosti spresnite)].*
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2.2.1.

222,
222.1.
22.2.1.1.

22.2.1.2.

Ak boli vykonané dve stanovenia:

— ,Na zaklade skumania svetelnym mikroskopom sa v pred-
lozenej vzorke v ramci dvoch stanoveni zistilo viac ako 10
Castic zo suchozemskych stavovcov. V pripade zistenych
Castic i8lo o ... [kost, chrupavku, sval, srst, rohovinu, iné
(podla moznosti spresnite)].*

— ,,Na zéklade skiimania svetelnym mikroskopom sa v pred-
lozenej vzorke v ramci dvoch stanoveni zistilo viac ako 10
Castic z ryb. V pripade zistenych castic islo o ... [rybie kosti,
Supiny, chrupavku, sval, otolit, ziabre, iné (podl'a moznosti
spresnite)].

— ,Na zaklade skumania svetelnym mikroskopom sa v pred-
lozenej vzorke v ramci dvoch stanoveni zistilo viac ako 10
Castic zo suchozemskych bezstavovcov. V pripade zistenych
Castic i8lo o ... [kutikularne fragmenty, uUstne ustrojenstvo,
svaly, trachedlne systémy, iné (podl'a moznosti spresnite)].*

Dodatocne:

— Ak sa pouzilo predbezné preosievanie vzorky, uvadza sa
v laboratornej sprave frakcia (preosiata frakcia, granulovana
frakcia alebo jadrové krmivo), v ktorej boli zistené zivocisne
Castice, kedZe zistenie zivoCiSnych castic iba v pripade
preosievanej frakcie modze byt ukazovatelom kontaminacie
z okolitého prostredia.

— Ak sa zistili len zivociSne Castice, ktoré nemozno klasifikovat’
ani ako suchozemské stavovce, ani ako ryby (napr. svalové
vlakna), v sprave sa uvedie, ze boli zistené len takéto Zivo-
CiSne Castice a ze nemozno vylucit, ze pochadzaju zo sucho-
zemskych stavovcov.

PCR

Princip

Fragmenty kyseliny deoxyribonukleovej (DNA) Zivoc¢isneho
povodu, ktoré moézu byt pritomné v kfmnych surovinich
a kifmnych zmesiach, sa zistuju prostrednictvom polymerazove;j
retazovej reakcie pomocou genetickej amplifikacie, ktord sa zame-
riava na prislusné sekvencie DNA jednotlivych zivocisnych
druhov.

Metoda polymerazovej retazovej reakcie si vyzaduje fazu
extrakcie DNA. Faza amplifikicie sa pouziva na takto ziskany
extrakt DNA s cielom zistit’ zivo¢isne druhy, na ktoré je skuska
zamerana.

Cinidld a vybavenie
Cinidla
Cinidla pre fazu extrakcie DNA

Pouzivaju sa iba ¢inidl4, ktoré schvalilo a na svojich internetovych
strankach zverejnilo EURL-AP.

Cinidla pre fazu genetickej amplifikacie
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222.1.2.1.

222122

2221.23.

222.123.1.
222.1232.
222.1.233.

2222,

2222.1.
22222
22223.

22224,
22225.
2.2.2.2.6.

222217.
2.23.
2.23.1.

2232.

2.2.4.

Primery a sondy

Pouziju sa iba primery a sondy so sekvenciami oligonukleotidov,
ktoré validovalo Referenéné laboratorium EU pre zivociSne
proteiny v krmivach (!).

Master Mix

Pouziju sa iba roztoky Master Mix, ktoré neobsahuju ¢inidla, ktoré
by mohli viest k nesprdvnym vysledkom z dovodu pritomnosti
zivo¢isnej DNA (3).

Cinidl4 pre dekontaminaciu

Roztok kyseliny chlorovodikovej (0,1 N)

Bielidlo (roztok hypochloritu sodného s 0,15 % aktivneho chloru)

Cinidld bez Zieravych w&inkov na dekontaminaciu nakladnych
pristrojov, ako st napr. analytické vahy (napr. DNA Erase™ od
spolo¢nosti MP Biomedicals)

Vybavenie
Analyticka vaha s presnostou 0,001 g
Mlecie zariadenie

Termocykler umoziujuci  polymerazovu retazovu  reakciu
v redlnom Case

Mikroodstredivka pre skimavky do mikroodstredivky
Sada mikropipiet umoziujtcich pipetovanie od 1 pl do 1 000 ul

Bezné plastové vybavenie pre molekularnu biologiu: skimavky
pre mikroodstredivky, plastové Spicky mikropipiet s filtrom,
misky vhodné pre termocykler.

Mraziace boxy na uchovavanie vzoriek a Cinidiel

Odber a priprava vzoriek

Odber vzoriek

Pouziva sa reprezentativna vzorka odobranad podl'a postupov stano-

venych v prilohe I.

Priprava vzorky

5

Priprava laboratornych vzoriek na extrakciu DNA musi spifiat
poziadavky stanovené v prilohe II. Aspon 50 g vzorky by sa
malo rozdelit' na podvzorky na tcely analyzy a nasledne rozo-
mliet’.

Priprava vzorky prebicha v inej miestnosti ako je miestnost
urena na extrakciu DNA a na reakcie genetickej amplifikacie,

ako je stanovené v norme ISO 24276.

Pripravia sa dve testovacie davky, kazdd minimalne s hmotnost'ou
100 mg.

Extrakcia DNA

Extrakcia DNA sa uskutoéni v pripade kazdej testovacej davky
pripravenej podl'a Standardnych operaénych postupov, ktoré stano-
vilo a na svojej internetovej stranke zverejnilo EURL-AP.

V pripade kazdej extrakcnej série sa pripravia dve extrakéné
kontrolné vzorky, ako je stanovené v norme ISO 24276.

— jedna extrakcna slepa kontrolna vzorka,

— jedna pozitivna kontrolna vzorka extrakcie DNA.

(") Zoznam tychto primerov a sond je pre jednotlivé druhy zivoéichov k dispozicii na

internetovych strankach EURL-AP.
(?) Priklady Master Mixov, ktoré mozno pouZit, st k dispozicii na internetovych strankach

EURL-AP.
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2.2.5.

2.2.6.

2.2.6.1.

2.2.6.2.

Genetickd amplifikacia

Geneticka amplifikacia sa vykonava s vyuzitim metdd validova-
nych pre kazdy druh, ktory vyzaduje identifikaciu. Tieto metody
su stanovené v Standardnych operacnych postupoch, ktoré stano-
vilo a na svojej internetovej stranke zverejnilo EURL-AP. Kazdy
extrakt DNA sa analyzuje aspon v dvoch rozdielnych riedeniach,
aby bolo mozné vyhodnotit’ inhibiciu.

Pre kazdy cielovy druh sa pripravia dve kontrolné vzorky ampli-
fikacie, ako je stanovené v norme ISO 24276:

— pozitivna cielova kontrolnd vzorka DNA sa pouzije pre kazdu
platiiu alebo sériu skuaSok prostrednictvom PCR,

— kontrola amplifikacie ¢inidla (nazyvana aj negativna kontrolna
vzorka) sa pouzije pre kazdi platiiu alebo sériu skuSok
prostrednictvom PCR.

Interpretacia a vyjadrenie vysledkov

Pri nahlasovani vysledkov uvadza laboratérium minimalne hmot-
nost’ pouzitych skisobnych davok, pouzity sposob extrakcie, pocet
uskuto¢nenych stanoveni a medznii hodnotu detekcie danej
metody.

Vysledky sa neinterpretuji a neohlasuju, ak pozitivna kontrolna
vzorka extrakcie DNA a pozitivne cielové kontroly DNA nie su
pre skumany ciel' pozitivne a zaroven je kontrola amplifikacie
¢inidla negativna.

V pripade nezluditel'nych vysledkov z dvoch testovacich davok sa
zopakuje aspon faza genetickej amplifikacie. Ak sa laboratorium
domnieva, ze nezlucitelnosti by mohli byt zapri¢inené extraktmi
DNA, pred interpretaciou vysledkov sa uskuto¢ni nova extrakcia
DNA a nasledna geneticka amplifikacia.

Kone¢né vyjadrenie vysledkov je zalozené na integracii a interpre-
tacii vysledkov dvoch skasobnych davok podla Standardnych
operaénych postupov, ktoré stanovilo a na svojej internetovej
stranke zverejnilo EURL-AP.

Negativny vysledok

Negativny vysledok sa oznamuje takto:

V predlozenej vzorke nebola zistena ziadna DNA z X (pricom
X oznacuje zivo€iSny druh alebo skupinu ZzivociSnych druhov,
na ktory alebo ktori bola skiska zamerand).

Pozitivny vysledok

Pozitivny vysledok sa oznamuje takto:

V predlozenej vzorke bola zistena DNA z X (pricom X oznacuje

zivociSny druh alebo skupinu zivo¢isnych druhov, na ktory alebo
ktort bola skuska zamerana).
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PRILOHA VIl

METODA VYPOCTU ENERGETICKEJ HODNOTY KRMIVA PRE
HYDINU

1. Metdda vypoctu a vyjadrenia energetickej hodnoty

Energeticka hodnota kimnej zmesi pre hydinu sa musi vypocitat’ v stilade so
vzorcom uvedenym d’alej na zaklade percentualnych hodnét ur€itych analy-
tickych zloziek krmiva. Tato hodnota sa vyjadruje v megajouloch (MJ) meta-
bolizovatel'nej energie opravenej na dusikovu rovnovahu (ME) v jednom
kilograme kimnej zmesi:

ME v MJkg = 0,1551 x % dusikatych latok + 0,3431 x % surového
tuku + 0,1669 x % Skrobu + 0,1301 x % celkového cukru (vyjadrené¢ho
ako sachardza).

2. Tolerancie uplatnitelné na deklarované hodnoty

Ak uradna kontrola odhali nezrovnalost’ (zvySena alebo znizena energeticka
hodnota krmiva) medzi vysledkom kontroly a deklarovanou energetickou
hodnotou, bude povolena tolerancia s hodnotou najmenej 0,4 MJ/kg ME.

3. Vyjadrenie vysledkov
Po pouziti uvedeného vzorca musi byt ziskany vysledok udany na jedno

desatinné miesto.

4. Odber vzoriek a analytické metody

Odber vzoriek z kimnej zmesi a stanovenie obsahu analytickych zloziek
uvedenych v metéde vypoctu sa musi vykonat v sulade s metédami Unie
pre odber vzoriek a analytickymi metédami na Gradnd kontrolu krmiv.

Uplatiuje sa nasledujuce:

— na stanovenie obsahu surovych tukov: postup B metddy stanovenia suro-
vych olejov a tukov uvedeny v ¢asti G prilohy III,

— na stanovenie obsahu S$krobu: polarimetrickd metoda uvedena v Casti
K prilohy III.

METODA VYgoCTU _ ENERGETICKEJ HODNOTY KRMNYCH
SUROVIN A KRMNYCH ZMESi PRE MACKY A PSY

Energeticka hodnota kfmnych surovin a kimnych zmesi pre macky a psy sa
vypocita podl'a normy EN 16967 — Krmiva pre zvieratd. Metody odberu vzorky
a analyzy. Prediktivne porovnanie metabolizovatelnej energie v kfmnych suro-
vinach a kifmnych zmesiach pre macky a psov (vratane diétnych krmiv).
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PRILOHA IX

TABULKY ZHODY UVEDENE V CLANKU 6

Smernica 71/250/EHS

Smernica 71/250/EHS

Toto nariadenie

Clanok 1 prvy pododsek
Clanok 1 druhy pododsek
Clanok 2

Clanok 3

Priloha cast’ 1

Priloha cast’ 2

Priloha cast’ 3

Priloha cast’ 4

Priloha cast’ 5

Priloha cast’ 6

Priloha ¢ast’ 7

Priloha cast’ 9

Priloha cast’ 10

Priloha cast’ 11

Priloha cast’ 12

Priloha cast’ 14

Priloha cast’ 16

Clanok 3
Clanok 2
Priloha II

Priloha III ¢ast’ O
Priloha III ¢ast M
Priloha IIT ¢ast’ N
Priloha III ¢ast’ Q
Priloha III ¢ast’ K

Priloha III cast’ J
Priloha III ¢ast’ D

Smernica 71/393/EHS

Smernica 71/393/EHS

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Priloha cast’ I
Priloha cast’ 11
Priloha cast’ I1I
Priloha cast’ IV

Clanok 3

Priloha III cast’ A
Priloha III ¢ast E
Priloha III Cast’ P
Priloha III ¢ast H

Smernica 72/199/EHS

Smernica 72/199/EHS

Toto nariadenie

Clénok 1
Clanok 2
Clanok 3
Clanok 4
Priloha I cast’ 1
Priloha I cast’ 2
Priloha I cast’ 3
Priloha I cast’ 4
Priloha I cast’ 5
Priloha II

Clanok 3

Priloha III ¢ast’ L
Priloha III ¢ast’ C

Priloha V ¢ast’ A
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Smernica 73/46/EHS

Smernica 73/46/EHS

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 3
Clanok 4
Priloha I cast’ 1
Priloha I cast’ 2

Priloha I cast’ 3

Clanok 3

Priloha III cast’ B

Priloha III cast’ 1

Smernica 76/371/EHS

Smernica 76/371/EHS

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Priloha

Clanok 1

Priloha 1

Smernica 76/372/EHS

Smernica 76/372/EHS

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Priloha

Smernica 78/633/EHS

Smernica 78/633/EHS

Toto nariadenie

Clanok 1
Clénok 2
Clanok 3
Priloha cast’ 1
Priloha cast’ 2

Priloha cast’ 3

Clanok 3

Priloha IV ¢ast’ C

Smernica 81/715/EHS

Smernica 81/715/EHS

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Priloha

Smernica 84/425/EHS

Smernica 84/425/EHS

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Priloha
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10.

11.

12.

13.

14.

Smernica 86/174/EHS

Smernica 86/174/EHS

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Priloha

Clanok 4

Priloha VII

Smernica 93/70/EHS

Smernica 93/70/EHS

Toto nariadenie

Clanok 1
Clénok 2
Clanok 3
Priloha

Clanok 3

Priloha IV ¢ast’ D

Smernica 93/117/ES

Smernica 93/117/ES

Toto nariadenie

Clanok 1
Clénok 2
Clanok 3
Priloha cast’ 1

Priloha cCast’ 2

Clanky 3 a 5

Priloha IV cast’ E
Priloha VIII ¢ast’ A

Smernica 98/64/ES

Smernica 98/64/ES

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clénok 3
Clanok 4
Priloha cast” A

Priloha ¢ast’ C

Clanky 3 a 5

Priloha III ¢ast’ F
Priloha VIII ¢ast' B

Smernica 1999/27/ES

Smernica 1999/27/ES

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Clanok 4
Clanok 5
Clanok 6
Clanok 7
Priloha cast” A
Priloha cast’ B

Priloha ¢ast’ C

Clanky 3 a 5

Priloha VIII ¢ast’ C
Priloha IV ¢ast’ F
Priloha VIII ¢ast D
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15.

16.

17.

18.

Smernica 1999/76/ES

Smernica 1999/76/ES

Toto nariadenie

Clanok 1
Clénok 2
Clanok 3
Clanok 4
Priloha

Clanok 3

Priloha IV cast’ G

Smernica 2000/45/ES

Smernica 2000/45/ES

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Clanok 4
Priloha cast’ A
Priloha cast B
Priloha cast C

Clanok 3

Priloha IV cast’ A
Priloha IV c¢ast B
Priloha III ¢ast G

Smernica 2002/70/ES

Smernica 2002/70/ES

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Clanok 4
Clanok 5
Priloha 1
Priloha II

Clanok 1
Clanky 2 a 3

Priloha I a priloha V cast’ B (I)
Priloha II a priloha V cast B (II)

Smernica 2003/126/ES

Smernica 2003/126/ES

Toto nariadenie

Clanok 1
Clanok 2
Clanok 3
Clanok 4
Clanok 5
Clénok 6
Priloha

Clanok 3

Priloha VI
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