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IZVEDBENA UREDBA KOMISIJE (EU) 2024/771
z dne 29. februarja 2024

o spremembi Uredbe (ES) $t. 152/2009 o dolo¢itvi metod vzorcenja in analitskih metod za uradni
nadzor krme

(Besedilo velja za EGP)

EVROPSKA KOMISJJA —
ob upostevanju Pogodbe o delovanju Evropske unije,

ob upostevanju Uredbe (EU) 2017/625 Evropskega parlamenta in Sveta z dne 15. marca 2017 o izvajanju uradnega
nadzora in drugih uradnih dejavnosti, da se zagotovi uporaba zakonodaje o Zivilih in krmi, pravil o zdravju in dobrobiti
zivali ter zdravju rastlin in fitofarmacevtskih sredstvih, ter o spremembi uredb (ES) §t. 999/2001, (ES) $t. 396/2005, (ES)
$t. 1069/2009, (ES) &t. 1107/2009, (EU) it. 1151/2012, (EU) it. 652/2014, (EU) 2016/429 in (EU) 2016/2031 Evropskega
parlamenta in Sveta, uredb Sveta (ES) $t. 1/2005 in (ES) st. 1099/2009 ter direktiv Sveta 98/58/ES, 1999/74/ES,
2007/43[ES, 2008/119/ES in 2008/120/ES ter razveljavitvi uredb (ES) $t. 854/2004 in (ES) st. 882/2004 Evropskega
parlamenta in Sveta, direktiv Sveta 89/608/EGS, 89/662[EGS, 90/425[EGS, 91/496EGS, 96/23[ES, 96/93/ES in 97/78ES
ter sklepa Sveta 92/438/EGS (Uredba o uradnem nadzoru) (!) in zlasti ¢lena 34(6) Uredbe,

ob upostevanju naslednjega:
(1)  Uredba Komisije (ES) §t. 152/2009 (3) dolo¢a metode vzorcenja in analitske metode za uradni nadzor krme.

(2)  Metode vzorcenja in analizne metode, dolocene z Uredbo (ES) $t. 152/2009, bi bilo treba prilagoditi znanstvenemu
in tehnoloskemu razvoju. S to uredbo bi bilo treba uvesti ve¢ manjsih sprememb, pri ¢emer bi bilo treba upostevati
izkusnje z uporabo analizne metode ali pojasniti nekatere dolocbe.

(3)  Metoda vzorcenja, opisana v Uredbi (ES) $t. 152/2009, ni primerna za vzorcenje za nadzor nad mikrobiolosko
kontaminacijo in je zato izkljuena iz podro¢ja uporabe. Ker pa po spremembi z Uredbo Komisije (EU)
§t. 691/2013 () ni ve€ izrecno izkljucena iz podrocja uporabe, je to povzrocilo nekaj zmede, zato je primerno, da
se ponovno izrecno izkljudi iz podro¢ja uporabe.

(4)  Primerno je uvesti posebne dolocbe za vzorcenje krme, ki jo nosilci dejavnosti poslovanja s krmo ponujajo za
prodajo prek sredstev za komuniciranje na daljavo, glede na to, da se prodaja krme prek sredstev za komuniciranje
na daljavo povecuje. Poleg dolo¢b o analizni merilni negotovosti in izkoristku v primeru analize nezazelenih snovi
bi bilo treba take dolocbe uvesti tudi za analizo vsebnosti krmnih dodatkov, saj so navedene dolo¢be pomembne
tudi v tem primeru. Glede na dokaze, da uporaba analizne metode za dolocanje se¢nine zunaj podrocja uporabe
dovoljenja za se¢nino kot krmni dodatek prinasa nepravilne rezultate analiz, bi bilo treba opredeliti podrocje
uporabe navedene metode in dodati informacije o oceni metode in rezultatov sodelovalne Studije.

(5)  Vec analiznih metod, dolo¢enih z Uredbo (ES) $t. 152/2009, bi bilo treba ¢rtati, saj ne veljajo ve¢ za predvideni
namen. Analizno metodo za dolo¢anje hlapnih dusikovih baz in metodo za dolo¢anje karbonatov bi bilo treba
Creati, ker v zakonodaji Unije o krmi ni ve¢ pravne zahteve za nadzor skladnosti. Obstojeca analizna metoda za
dolocanje diklazurila vsebuje redakcijske napake in posledi¢no ne zagotavlja zanesljivih rezultatov analize. Zato bi
jo bilo treba nadomestiti s prilagojeno metodo, za katero se je izkazalo, da zagotavlja zanesljive rezultate. Nove
metode za analizo prostega in celotnega gosipola so zagotovile dokaze, da analizna metoda za dolocanje prostega in

() ULL95,7.4.2017,str. 1.

() Uredba Komisije (ES) t. 152/2009 z dne 27. januarja 2009 o dolo¢itvi metod vzoréenja in analitskih metod za uradni nadzor krme
(ULL 54, 26.2.2009, str. 1).

() Uredba Komisije (EU) $t. 691/2013 z dne 19. julija 2013 o spremembi Uredbe (ES) §t. 152/2009 glede metod vzorcenja in analitskih
metod (ULL 197, 20.7.2013, str. 1).
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celotnega gosipola, dolocena z Uredbo (ES) §t. 152/2009, ne zagotavlja zanesljivih rezultatov, zato bi jo bilo treba
¢rtati in nadomestiti s sklicevanjem na evropske standarde (standardi EN). Analizne metode za nadzor nezakonite
prisotnosti dodatkov, ki niso ve¢ dovoljeni v krmi, bi bilo treba ¢rtati, saj so bili od takrat razviti bolj obcutljivi
presejalni pristopi in analizne metode.

(6)  Poleg analiznih metod, opisanih v prilogah k tej uredbi, bi se bilo treba sklicevati na standarde EN za uporabo pri
uradnem nadzoru.

(7)  Ker je bil z Izvedbeno uredbo Komisije (EU) 2021/2047 (*) odobren nov krmni dodatek amprolij, bi bilo treba
v Prilogo IV k Uredbi (ES) §t. 152/2009 dodati analizno metodo za dolo¢anje amprolija.

(8)  Ker so spremembe Uredbe (ES) §t. 152/2009 bistvene in se nana$ajo na ve¢ dolo¢b v prilogah k Uredbi, je zaradi
jasnosti primerno, da se navedene priloge v celoti nadomestijo.

(9)  Ukrepi iz te uredbe so v skladu z mnenjem Stalnega odbora za rastline, Zivali, hrano in krmo —

SPREJELA NASLEDNJO UREDBO:

Clen 1

Spremembe Uredbe (ES) $t. 152/2009

Uredba (ES) $t. 152/2009 se spremeni:

(1) Prvi odstavek ¢lena 1 se nadomesti z naslednjim:
,Vzorcenje za uradni nadzor krme, zlasti v zvezi z dolo¢anjem sestavin, vklju¢no s snovmi, ki vsebujejo, sestojijo iz ali
so proizvedene iz gensko spremenjenih organizmov (GSO), krmnih dodatkov, kakor so opredeljeni v Uredbi (ES)
§t. 1831/2003 Evropskega parlamenta in Sveta (¥), in nezazelenih snovi, kakor so opredeljene v Direktivi 2002/32/ES

Evropskega Parlamenta in Sveta (**), se izvaja v skladu z metodami iz Priloge I z izjemo vzoréenja za nadzor nad
mikrobiolosko kontaminacijo.

() Uredba Evropskega parlamenta in Sveta (ES) st. 1831/2003 z dne 22. septembra 2003 o dodatkih za uporabo
v prehrani zivali (UL L 268, 18.10.2003, str. 29).

(**) Direktiva 2002/32/ES Evropskega parlamenta in Sveta z dne 7. maja 2002 o nezazelenih snoveh v Zivalski krmi
(UL L 140, 30.5.2002, str. 10).

(2) Priloga I se nadomesti z besedilom iz Priloge Ik tej uredbi.

(3) Priloga II se nadomesti z besedilom iz Priloge II k tej uredbi.
(4) Priloga IIl se nadomesti z besedilom iz Priloge Il k tej uredbi.
(5) Priloga IV se nadomesti z besedilom iz Priloge IV k tej uredbi.
(6) Priloga V se nadomesti z besedilom iz Priloge V k tej uredbi.
(7) Priloga VII se nadomesti z besedilom iz Priloge VI k tej uredbi.
(8) Priloga VIII se ¢rta.

(*) Izvedbena uredba Komisije (EU) 2021/2047 z dne 23. novembra 2021 o dovoljenju za amprolov hidroklorid (COXAM) kot krmni
dodatek za pitovne piS¢ance in pis¢ance za nesnice (imetnik dovoljenja: HuvePharma NV) (UL L 418, 24.11.2021, str. 13).
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Clen 2

Zacetek veljavnosti

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

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

V Bruslju, 29. februarja 2024

Za Komisijo
predsednica
Ursula VON DER LEYEN
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PRILOGA T

~PRILOGA T
METODE VZORCEN}A

1. NAMEN IN PODROCJE UPORABE

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

Namen reprezentativnega vzorcenja je pridobiti majhen delez iz lota, pri ¢emer opredelitev katere koli znacilnosti
tega deleza pomeni srednjo vrednost znacilnosti lota. Lot se vzorci tako, da se veckrat odvzamejo posamicni
vzorci na razliénih mestih v lotu. Posamicni vzorci se z meSanjem zdruZijo v zbirni vzorec, iz katerega se
pripravijo reprezentativni kon¢ni vzorci z reprezentativno delitvijo.

Ce se na podlagi vizualnega pregleda delezev krme za vzoréenje ali na podlagi drugih ustreznih informacij ugotovi,
da se ti po kakovosti razlikujejo od preostale krme iz istega lota, se taki delezi lo¢ijo od preostale krme in
obravnavajo kot lo¢eni sublot. Ce krme ni mogoce razdeliti v locene sublote, se vzor¢i kot en lot. V takih primerih
je to treba navesti v zapisniku o vzorcenju.

Kadar se ugotovi, da krma, ki je vzor¢ena v skladu z dolocbami te uredbe, ne izpolnjuje zahtev EU in je del lota
krme iz iste kategorije ali z istim opisom, se domneva, da je enako neustrezna vsa krma v zadevnem lotu, razen ce
po podrobni oceni ni nobenega dokaza, da preostanek lota ne izpolnjuje zahtev EU.

Vzorcenje lahko vkljucuje krmo, ki jo nosilci dejavnosti poslovanja s krmo ponujajo za prodajo prek sredstev za
komuniciranje na daljavo v skladu s ¢lenom 11(3) Uredbe (ES) §t. 767/2009 Evropskega parlamenta in Sveta (!).
Za vzoréenje krme, ponujene za prodajo prek sredstev za komuniciranje na daljavo, se na¢eloma uporabljajo
tocke iz te priloge. Posebni vidiki vzorcenja vzorcev pri prodaji na daljavo so opisani v tocki 11.

2. OPREDELITEV POJMOV
— Lot (ali serija): dolo¢ena koli¢ina krme s skupnimi znacilnostmi, kot so izvor, sorta, vrsta pakiranja, izvajalec

pakiranja, posiljatelj ali oznacevanje, in v primeru proizvodnega postopka enota proizvodnje iz posameznega
obrata, pri kateri so uporabljeni enotni proizvodni parametri, ali ve¢ taksnih enot, kadar se proizvedejo

.....

— Vzorceni delez: lot ali opredeljeni del lota oziroma sublota.

— Zapecateni vzorec: vzorec, ki je zapecaten na nacin, ki preprecuje kakrsen koli dostop do vzorca, pri katerem se
pecat ne bi zlomil ali odstranil.

— Posami¢ni vzorec: koli¢ina, ki se vzame iz ene tocke vzoréenega deleza.
— Zbirni vzorec: skupek posamic¢nih vzorcev, vzetih iz istega vzorcenega deleza.
— Zmanj$ani vzorec: del zbirnega vzorca, pridobljen z reprezentativnim zmanjsanjem istega vzorca.

— Konéni vzorec: del zbirnega vzorca (meSan), zmanjSanega vzorca ali homogeniziranega zbirnega vzorca,
odvisno od vrste nadzora (glej tocko 9.4).

— Laboratorijski vzorec: vzorec, namenjen za laboratorij (kakor ga sprejme laboratorij), in je lahko kon¢ni vzorec,
zmanj$ani vzorec oziroma zbirni vzorec.

— Vzorec pri prodaji na daljavo: Vzorec lota ali serije krme, ponujene za prodajo prek sredstev za komuniciranje
na daljavo.

(") Uredba (ES) 8t. 767/2009 Evropskega parlamenta in Sveta z dne 13. julija 2009 o dajanju krme v promet in njeni uporabi, spremembi
Uredbe (ES) s$t. 1831/2003 Evropskega parlamenta in Sveta in razveljavitvi Direktive Sveta 79/373[EGS, Direktive
Komisiie 80/511/EGS, direktiv Sveta 82/471/EGS, 83/228/EGS, 93/74[EGS, 93/113/ES in 96/25/ES ter Odlocbe
Komisije 2004/217[ES (UL L 229, 1.9.2009, str. 1).
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4.1

4.2

4.2.1

4.2.1.1

4.2.1.2

4.2.2

4.2.3

SPLOSNE DOLOCBE
— Vzorce jemljejo osebe, ki jih za ta namen pooblasti pristojni organ.

— Pristojni organ prek sredstev za komuniciranje na daljavo od nosilca dejavnosti poslovanja s krmo zaprosi
koli¢ino krme za vzorce pri prodaji na daljavo.

— Vzorec mora biti zapecaten tako, da se vanj ne more poseci, ne da bi se pri tem zlomil ali odstranil pecat.
Oznaka na pecatu mora biti jasno razpoznavna in vidna.

— Identifikacija vzorca: vzorec mora biti neizbrisno oznacen in identificiran tako, da je nedvoumno povezan
z zapisnikom o vzorcenju.

— Iz vsakega zbirnega vzorca ali zmanjSanega vzorca se odvzamejo naslednji konéni vzorci: odvzeti se morata en
vzorec za nadzor (uradni nadzor) in en za nosilca dejavnosti poslovanja s krmo (dopolnilno izvedensko
mnenje). Lahko se odvzame tudi en dodatni konéni vzorec za referenéne namene. Ce je ves zbirni vzorec
homogeniziran, se kon¢ni vzorci odvzamejo iz homogeniziranega zbirnega vzorca, razen Ce je tak postopek
v nasprotju s pravili drzav ¢lanic o pravicah nosilca dejavnosti poslovanja s krmo.

— Kadar je to potrebno za izvajanje uradnega vzorCenja in kadar tako zahtevajo pristojni organi, nosilci
dejavnosti poslovanja s krmo v skladu s ¢lenom 15, odstavka 1 in 2, Uredbe (EU) 2017/625:

— osebju pristojnih organov zagotovijo dostop do opreme pod njihovim nadzorom, po potrebi vkljucno
z dajanjem na voljo ustrezne opreme za vzorcenje in osebne zas¢itne opreme,

— pomagajo in sodelujejo z osebjem pristojnih organov, da omogocijo vzorcenje, vkljutno z dostopom
osebja pristojnih organov do krme.

NAPRAVA

Naprava za vzoréenje mora biti izdelana iz snovi, ki ne morejo onesnaziti proizvodov, ki se vzorcijo. Naprava, ki je
namenjena veckratni uporabi, mora biti preprosta za ¢isCenje, da se preprei navzkrizno onesnazenje.

Priporodena naprava za vzorcenje trdne krme.
Rocno vzorcenje
Lopatka za vzorcenje z ravnim dnom in navpi¢nimi stranicami.

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

Ce ima sonda za vzorcenje ve€ reZ, morajo biti te locene z razdelki ali zaporedno razporejenimi odprtinami, da se
zagotovi, da se vzorec odvzame na razli¢nih mestih sonde.

Mehansko vzorcenje

Za vzorcenje premikajoce se krme se lahko uporablja ustrezna mehanska naprava. Mehanska naprava se $teje za
ustrezno, kadar se vzor¢i vsaj celotni del pretoka.

Vzoréenje premikajoce se krme (pri visokih hitrostih pretoka) se lahko opravi z avtomatskimi napravami za
vzorcenje.

Razdelilnik

Ce je to mogoce in primerno, se mora naprava, namenjena za delitev vzorca na priblizno enake dele, uporabiti za
pripravo reprezentativnih zmanj$anih vzorcev.

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj
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5.

5.1

5.1.1

KOLICINSKE ZAHTEVE GLEDE STEVILA POSAMICNIH VZORCEV

— Koli¢inske zahteve v tockah 5.1 in 5.2 glede $tevila posami¢nih vzorcev se uporabljajo za velikosti vzorcenih
delezev do najve¢ 500 ton, ki se lahko reprezentativno vzor¢ijo. Opisani postopek vzoréenja velja tudi za
koli¢ine, ve¢je od predpisane najveje velikosti vzorcenega deleza, ¢e se ne uposteva najveje Stevilo
posami¢nih vzorcev, navedeno v naslednjih tabelah v tockah 5.1.1, 5.1.3 in 5.1.5, pri Cemer se Stevilo
posami¢nih vzorcev dolo¢i s formulo kvadratnega korena, navedeno v ustreznem delu postopka (glej
tocko 5.3), najmanjsa velikost zbirnega vzorca pa se sorazmerno poveca. To ne onemogoca delitve vedjega
lota v manjse sublote, pri ¢emer se vsak sublot vzor¢i v skladu s postopkom iz tock 5.1 in 5.2.

— Velikost vzorcenega deleza mora biti taksna, da se lahko vzor¢i vsak njegov sestavni del.

vzoréenja v skladu s postopkom vzorcenja iz tock 5.1 in 5.2 te tocke, se uporabi postopek vzorcenja iz
tocke 5.3.

— Za vzorce pri prodaji na daljavo pristojni organ obicajno ni seznanjen z velikostjo lota, iz katerega se zahteva
koli¢ina. Zato se postopek iz to¢k 5.1 in 5.2 ne more uporabljati. V tem primeru se uporabi postopek, opisan
v tocki 11.

— Ce zakonodaja doloc¢a, da mora nosilec dejavnosti poslovanja s krmo ravnati v skladu s to uredbo v okviru
obveznega sistema spremljanja, lahko nosilec dejavnosti poslovanja s krmo zaradi upostevanja operativnih
znacilnosti odstopa od koli¢inskih zahtev iz te tocke, pod pogojem, da pristojnemu organu predlozi dokaz
o enakovrednosti postopka vzorcenja, s katerim se pristojni organ strinja.

— V izjemnih primerih, ¢e ni mogoce izvesti metode vzorcenja z opredeljenimi koli¢inskimi zahtevami zaradi
nesprejemljive komercialne $kode lota (zaradi oblik pakiranja, prevoznih sredstev, nacina skladisCenja itd.), se
lahko uporabi alternativna metoda vzorenja, ¢e je &im bolj reprezentativna ter v celoti opisana in
dokumentirana.

Koli¢inske zahteve glede posami¢nih vzorcev pri nadzoru snovi ali proizvodov, ki so enakomerno
porazdeljeni po krmi

Razsuta trdna krma

Velikost vzorcenega deleza Najmanjse Stevilo posami¢nih vzorcev
< 2,5 tone 7
> 2,5 tone \ (20-kratnik mase v tonah vzorcenega deleza) (*) , do najvec 40
posamicnih vzorcev

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

Razsuta tekoca krma

Velikost vzorcenega deleza Najmanjse Stevilo posamicnih vzorcev
< 2,5 tone ali < 2 500 litrov 4 (%)
> 2,5 tone ali > 2 500 litrov 7 (%

(*) Ce tekocine ni mogo&e homogenizirati, je treba povecati stevilo posami¢nih vzorcev.
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5.1.3  Pakirana krma

Krma (trdna in tekoca) je lahko pakirana v torbe, vrece, plocevinke, sode itd., ki so v naslednji tabeli navedeni kot
enote. Velike enote (> 500 kg ali I) je treba vzor¢iti v skladu z dolo¢bami za razsuto krmo (glej tocki 5.1.1 in 5.1.2).

Velikost vzorcenega deleza Najmanjse Stevilo enot, iz kaiezr(i)}rlejce (il)‘eba vzeti (vsaj) en posamicni
1 do 20 enot 1 enota (**)
21 do 150 enot 3 enote (**)
151 do 400 enot 5 enot (*¥)
> 400 enot V4 \ (Stevilo enot vzorcenega deleza) (***) , do 40 enot

(*)  Kadar bi lahko odprtje enote vplivalo na analizo (na primer pokvarljiva mokra krma), se kot posami¢ni vzorec vzame
neodprta enota.

(**)  Pri enotah, katerih vsebina ne presega 1 kg oziroma 1 1, je vsebina posamicnega vzorca ena izvirna enota.

(***) Kadar dobljeno 3tevilo ni celo 3tevilo, se zaokroZi navzgor na naslednje celo stevilo.

5.1.4  Krmni bloki in mineralni lizalni kamni

Vzordi se najmanj en blok ali lizalni kamen na vzorceni delez s 25 enotami, do najve¢ §tirih blokov ali lizalnih
kamnov.

Pri blokih ali lizalnih kamnih, ki posami¢no ne tehtajo ve¢ kot 1 kg, je vsebina posamicnega vzorca en blok ali en
kamen.

5.1.5  Voluminozna krma/sveza krma

Velikost vzorcenega deleza Najmanjse Stevilo posamic¢nih vzorcev (¥)
< 5ton 5
> 5 ton V (5-kratnik mase v tonah vzorcenega deleza) (**), do najvec 40
posamicnih vzorcev

(*) Ugotovljeno je, da v nekaterih okoli¢inah (na primer silaza) ni mogoce vzeti zahtevanih posamic¢nih vzorcev, ne da bi pri
tem nesprejemljivo poskodovali lot. V takih primerih se lahko uporabi alternativna metoda vzorcenja in za vzorcenje takih
lotov so pripravljene smernica, ki so na voljo na https://food.ec.europa.eu/system/files/2016-10/animal-feed-guidance_do
cuments_691_2013_en.pdf.

(**) Kadar dobljeno 3tevilo ni celo Stevilo, se zaokrozZi navzgor na naslednje celo tevilo.

5.2 Koli¢inske zahteve glede posami¢nih vzorcev pri nadzoru sestavin ali snovi, za katere obstaja verjetnost,
da so neenakomerno porazdeljene po krmi

Te koli¢inske zahteve glede posami¢nih vzorcev se morajo uporabljati v naslednjih okolis¢inah:

— nadzor nad aflatoksini, rZenimi rozicki, drugimi mikotoksini in S$kodljivimi botani¢nimi necisto¢ami
v posami¢nih krmilih,

— nadzor nad navzkriznim onesnaZenjem s sestavino, vklju¢no z gensko spremenjenimi snovmi, ali snovjo, za
katero obstaja verjetnost, da je neenakomerno porazdeljena po krmi.

Ce nadzorni organ utemeljeno sumi, da velja taka neenakomerna porazdelitev tudi v primeru navzkriznega
onesnaZzenja s sestavino ali snovjo v krmni mesanici, se lahko uporabijo koli¢inske zahteve iz naslednje tabele.
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Velikost vzorcenega deleza Najmanjse Stevilo posami¢nih vzorcev

< 80 ton Glej kolicinske zahteve iz tocke 5.1. Stevilo posamic¢nih vzorcev, ki
jih je treba vzeti, je treba pomnoziti z 2,5.

> 80 ton 100

Koli¢inske zahteve glede posami¢nih vzorcev v primeru zelo velikih lotov

V primeru velikih vzorcenih deleZev (vzoréeni delezi > 500 ton) je treba vzeti 40 posamicnih vzorcev + Vton pri
nadzoru snovi ali proizvodov, ki so enakomerno porazdeljeni po krmi, ali 100 posami¢nih vzorcev + Vton pri
nadzoru sestavin ali snovi, za katere obstaja verjetnost, da so neenakomerno porazdeljene po krmi.

KOLICINSKE ZAHTEVE GLEDE ZBIRNEGA VZORCA

Zahteva se en zbirni vzorec na vzorceni delez.

Vrsta krme Najmanjsa velikost zbirnega vzorca (*) (**)
6.1 Razsuta krma: 4kg
6.2 Pakirana krma: 4 kg ()
6.3 Tekoca ali poltekoca krma: 4 litri
6.4 Krmni bloki ali mineralni lizalni kamni:
6.4.1 mase ve¢ kot 1 kg po kosu 4kg
6.4.2 mase najve¢ 1 kg po kosu masa $tirih izvirnih blokov ali lizalnih kamnov
6.5 Voluminozna krma/sveza krma: 4 kg (2%

(*  Ce je vzoréena krma velike vrednosti, se lahko odvzame manjsa koli¢ina zbirnega vzorca, pri ¢emer se to opise in
dokumentira v zapisniku o vzor¢enju.

(**)  Vskladu z dolo¢bami Uredbe Komisije (EU) §t. 619/2011 z dne 24. junija 2011 o dolo¢itvi metod vzorcenja in analitskih
metod za uradni nadzor krme glede prisotnosti gensko spremenjene snovi, za katero je bil zacet postopek odobritve ali je
odobritev zanjo potekla (UL L 166, 25.6.2011, str. 9), mora zbirni vzorec za nadzor glede prisotnosti gensko
spremenjene snovi vsebovati vsaj 35 000 semen/zrn. To pomeni, da mora biti velikost zbirnega vzorca pri koruzi vsaj
10,5 kg, pri soji pa vsaj 7 kg. Pri drugih semenih in zrnih, kot so jemen, proso, oves, riZ, rZ, pSenica in seme oljne
ogricice, velikost zbirnega vzorca 4 kg ustreza vec kot 35 000 semen/zrn.

(***)  Pri pakirani krmi v¢asih prav tako ni mogoce doseci velikosti zbirnega vzorca 4 kg, kar je odvisno od velikosti posami¢ne
enote.

(***)  Pri voluminozni krmi/svezi krmi z majhno specifi¢no gostoto (npr. seno, slama) mora biti najman;jsa velikost zbirnega
vzorca 1 kg.

KOLICINSKE ZAHTEVE GLEDE KONCNIH VZORCEV

Koncni vzorci

Zahteva se analiza vsaj enega kon¢nega vzorca. Koli¢ina kon¢nega vzorca za analizo ne sme biti manjsa od:
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8.1

8.2

8.2.1

Trdl‘la krma 500 g (*) (**) (***) (****)

Tekoca ali poltekoca krma 500 ml (¥)

()  V skladu z dolo¢bami Uredbe (EU) §t. 619/2011 mora kon¢ni vzorec za nadzor glede prisotnosti gensko spremenjene
snovi vsebovati najmanj 10 000 semen/zrn. To pomeni, da mora biti velikost kon¢nega vzorca pri koruzi vsaj 3 000 g,
pri soji pa vsaj 2 000 g. Pri drugih semenih in zrnih, kot so je¢men, proso, oves, riZ, 17, pSenica in seme oljne ogricice,
velikost koncnega vzorca 500 g ustreza ve¢ kot 10 000 semen.

(*)  Ce je velikost zbirnega vzorca precej manjsa od 4 kg oziroma litrov (glej opombe pod tocko 6), se lahko odvzame tudi
manjsa koli¢ina kon¢nega vzorca, pod pogojem, da je to opisano in dokumentirano v zapisniku o vzorcenju.

(***)  Pri vzorcenju stro¢nic, Zitnih zrn in lupinarjev za ugotavljanje ostankov pesticidov je najmanjsa velikost kon¢nega vzorca
1 kg v skladu z dolo¢bami Direktiva Komisije 2002/63/ES z dne 11. julija 2002 o dolocitvi metod vzoréenja za uraden
nadzor nad ostanki pesticidov v in na proizvodih rastlinskega in Zivalskega izvora v Skupnosti in o razveljavitvi
Direktive 79/700/EGS (UL L 187, 16.7.2002, str. 30).

(***¥) V primeru vizualnega pregleda ali mikroskopije je koli¢ina kon¢nega vzorca za pregled 1 kg.

METODA VZORCENJA ZA ZELO VELIKE LOTE ALI LOTE, KI SE SKLADISCIJO ALI PREVAZAJO TAKO, DA NI MOGOCE
VZORCENJE PO CELOTNEM LOTU

Splosna nacela

Ce nacin prevoza ali skladis¢enja lota ne omogoca odvzema posami¢nih vzorcev po celotnem lotu, se vzoréenje
takih lotov po moznosti opravi ob pretoku lota.

V primeru velikih skladi§¢, namenjenih skladis¢enju krme, je treba nosilce dejavnosti spodbujati, da v skladisce
vgradijo opremo, ki omogoca (avtomatsko) vzorcenje celotnega skladis¢enega lota.

Ce se uporabljajo postopki vzorcenja, doloceni v tej tocki, se nosilec dejavnosti poslovanja s krmo obvesti
o postopku vzorcenja. Ce nosilec dejavnosti poslovanja s krmo ali njegov predstavnik izrazi dvom o postopku
vzorcenja, pristojnemu organu omogoc¢i, da na njegove stroske vzor<i celotni lot.

Veliki loti, ki se prevazajo z ladjo

Dinamicno vzorcenje velikih lotov, ki se prevazajo z ladjo
Vzoréenje velikih lotov na ladjah se po moZnosti izvaja med samim pretokom proizvoda (dinami¢no vzorcenje).

Vzorcenje se izvaja po posamicnih ladijskih skladis¢ih (fizi¢no loc¢enih enotah). Ladijska skladis¢a se sicer praznijo
drugo za drugo tako, da po prenosu v skladis¢ne prostore prvotne fizi¢ne locitve ni ve¢. Vzorcenje se zato lahko
izvede glede na zacetno fizi¢no locitev ali glede na locitev po izvedenem prenosu v skladi§éne prostore.

Raztovarjanje ladje lahko traja ve¢ dni. Obicajno je treba vzorcenje izvesti v rednih presledkih med celotnim
trajanjem raztovarjanja. Vendar ni vedno mogoce ali primerno, da je uradni in$pektor prisoten za vzorcenje med
celotnim trajanjem raztovarjanja. Zato je dovoljeno vzorcenje za del (vzoréeni delez) celotnega lota. Stevilo
posamicnih vzorcev se dolo¢i ob upostevanju velikosti vzoréenega deleza.

V primeru vzorcenja dela lota krme iz iste kategorije ali z istim opisom, za katerega je ugotovljeno, da ne izpolnjuje
zahtev EU, se domneva, da je enako neustrezna vsa krma v zadevnem lotu, razen ¢e po podrobni oceni ni
nobenega dokaza, da preostanek lota ne izpolnjuje zahtev EU.

In$pektor mora biti prisoten tudi, ¢e se uradni vzorec odvzame avtomatsko. Pri avtomatskem vzoréenju
s prednastavljenimi parametri, ki jih ni mogoce spremeniti med vzorcenjem, in ¢e se posamicni vzorci zbirajo
v zapecateni zbiralni posodi, da se prepre¢ijo morebitne goljufije, mora biti inspektor prisoten le na zacetku
vzorcenja, vsakokrat, ko je treba zamenjati posodo za zbiranje vzorcev, in na koncu vzoréenja.
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8.2.2  Statitno vzorcenje lotov, ki se prevazajo z ladjo

Ce se izvaja stati¢no vzorcenje, je treba uporabiti enak postopek, kot je dolocen za skladis¢ne prostore (silose), ki so
dostopni od zgoraj (glej tocko 8.4.1).

Vzorenje je treba izvajati na dostopnem delu (od zgoraj) lota/ladijskega skladis¢a. Stevilo posami¢nih vzorcev se
dolo¢i ob upostevanju velikosti vzoréenega deleza. V primeru vzoréenja dela lota krme iz iste kategorije ali z istim
opisom, za katerega je ugotovljeno, da ne izpolnjuje zahtev EU, se domneva, da je enako neustrezna vsa krma
v zadevnem lotu, razen ¢e po podrobni oceni ni nobenega dokaza, da preostanek lota ne izpolnjuje zahtev EU.

8.3 Vzorcenje velikih lotov, ki se skladis¢ijo v skladis¢ih

Vzorenje je treba izvajati na dostopnem delu lota. Stevilo posami¢nih vzorcev se dolo¢i ob upostevanju velikosti
vzorlenega deleza. V primeru vzorcenja dela lota krme iz iste kategorije ali z istim opisom, za katerega je
ugotovljeno, da ne izpolnjuje zahtev EU, se domneva, da je enako neustrezna vsa krma v zadevnem lotu, razen ée
po podrobni oceni ni nobenega dokaza, da preostanek lota ne izpolnjuje zahtev EU.

8.4 Vzord&enje skladi§¢nih prostorov (silosov)

8.4.1  Vzorcenje silosov, (zlahka) dostopnih od zgoraj

Vzorcenje je treba izvajati na dostopnem delu lota. Stevilo posami¢nih vzorcev se dolo¢i ob upostevanju velikosti
vzorenega deleza. V primeru vzorlenja dela lota krme iz iste kategorije ali z istim opisom, za katerega je
ugotovljeno, da ne izpolnjuje zahtev EU, se domneva, da je enako neustrezna vsa krma v zadevnem lotu, razen e
po podrobni oceni ni nobenega dokaza, da preostanek lota ne izpolnjuje zahtev EU.

8.4.2  Vzorcenje silosov, ki niso dostopni od zgoraj (zaprti silosi)

8.4.2.1 Silosi, ki niso dostopni od zgoraj (zaprti silosi), velikosti > 100 ton

Krme, ki se skladis¢i v takih silosih, ni mogoce stati¢no vzor¢iti. Ce je treba krmo v silosu vzorciti in posiljke ni
mogoce premakniti, se je treba z nosilcem dejavnosti dogovoriti, da indpektorja obvesti, kdaj se bo silos
raztovoril, da se omogo¢i vzoréenje med pretokom krme.

8.4.2.2 Silosi, ki niso dostopni od zgoraj (zaprti silosi), velikosti < 100 ton

Postopek vzorcenja vkljucuje prenos od 50 kg do 100 kg krme v zbiralno posodo in odvzem vzorca iz nje. Velikost
zbirnega vzorca ustreza celotnemu lotu, Stevilo posami¢nih vzorcev pa je povezano s koli¢ino iz silosa, preneseno
v zbiralno posodo za vzoréenje. V primeru vzorcenja dela lota krme iz iste kategorije ali z istim opisom, za
katerega je ugotovljeno, da ne izpolnjuje zahtev EU, se domneva, da je enako neustrezna vsa krma v zadevnem
lotu, razen e po podrobni oceni ni nobenega dokaza, da preostanek lota ne izpolnjuje zahtev EU.

8.5 Vzor&enje razsute krme v velikih zaprtih zabojnikih

Taki loti se pogosto lahko vzor¢ijo $ele ob raztovarjanju. V nekaterih primerih ni mogoce opraviti raztovarjanja na
tocki uvoza ali kontrolni tocki, zato se mora vzorcenje izvesti ob raztovarjanju takih zabojnikov.

9. NAVODILA ZA JEMANJE, PRIPRAVO IN PAKIRANJE VZORCEV

9.1 Splosno

Vzorci se morajo jemati in pripravljati brez nepotrebnega odlasanja, pri tem pa se morajo upostevati vsi potrebni
previdnostni ukrepi za preprecitev spremembe ali onesnaZenja proizvoda. Instrumenti ter povrine in zabojniki,
namenjeni za sprejem vzorcev, morajo biti Cisti in suhi.

10/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



UL L, 15.3.2024

SL

9.2

9.2.1

9.2.2

9.2.3

9.24

9.2.5

9.3

9.4

Posamicni vzorci

Posamicne vzorce je treba vzeti naklju¢no in enakomerno porazdeljeno iz celotnega vzorcenega deleza ter morajo
biti priblizno enako veliki.

Velikost posamicnega vzorca je najmanj 100 g oziroma 25 g v primeru voluminozne krme/sveze krme z majhno
specifi¢no gostoto.

Ce je treba v skladu s pravili za postopek vzorcenja iz tocke 8 vzeti manj kot 40 posamicnih vzorcev, se velikost
posamicnih vzorcev doloci glede na zahtevano velikost zbirnega vzorca (glej tocko 6).

Ce se vzor¢ijo majhni loti pakirane krme, pri katerih je treba v skladu s koli¢inskimi zahtevami vzeti omejeno
Stevilo posami¢nih vzorcev, je vsebina posami¢nega vzorca ena izvirna enota, ki ne presega 1 kg ali 1 litra.

Ce se vzoréi pakirana krma, ki je sestavljena iz majhnih enot (npr. < 250 g), je velikost posami¢nega vzorca odvisna
od velikosti enote.

V primeru vzorcev pri prodaji na daljavo je velikost posami¢nega vzorca odvisna od velikosti enote in lahko
vsebuje manj kot 100 g ali 100 ml v posameznih primerih.

Razsuta krma

Kadar je ustrezno, se lahko vzorcenje opravi med premikanjem (natovarjanjem ali raztovarjanjem) vzorcenega
deleza.

Pakirana krma

Po izbiri zahtevanega Stevila enot za vzorcenje, kot je navedeno v tocki 5, se del vsebine vsake enote odstrani
s sondo ali lopatko. Po potrebi se enote izpraznijo lo¢eno in $ele nato odvzamejo vzorci.

Homogenizirana ali za homogeniziranje primerna tekoca ali poltekoca krma

Po izbiri zahtevanega Stevila enot za vzorcenje, kot je navedeno v tocki 5, se vsebina po potrebi homogenizira in iz
vsake enote se odvzame dolocena kolicina.

Posamicni vzorci se lahko odvzamejo, ko se enota izprazni.

Tekoca ali poltekoca krma, ki ni primerna za homogeniziranje

Po izbiri zahtevanega $tevila enot za jemanje vzorcev, kot je navedeno v tocki 5, se vzorci odvzamejo z razliénih
ravni.

Vzorci se lahko odvzamejo tudi, ko se enota prazni, vendar se prvi deli zavrzejo.

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

Krmmni bloki in mineralni lizalni kamni
Po izbiri zahtevanega Stevila blokov ali lizalnih kamnov za vzorcenje, kot je navedeno v tocki 5, se odvzame del
vsakega bloka ali lizalnega kamna. Ce obstaja sum, da je blok ali lizalni kamen nehomogeniziran, se lahko kot

vzorec vzame cel blok ali lizalni kamen.

Pri blokih ali lizalnih kamnih, ki posami¢no ne tehtajo ve¢ kot 1 kg, je vsebina posami¢nega vzorca en blok ali en
kamen.

Priprava zbirnih vzorcev

Posamic¢ni vzorci se zmesajo, da sestavljajo zbirni vzorec.

Priprava kon¢nih vzorcev

Material v zbirnem vzorcu se previdno zmesa (3.

() Morebitne grude se razbijejo (po potrebi z lo¢evanjem in vrnitvijo v vzorec).
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Vsak vzorec se shrani v ustrezen zabojnik/zbiralno posodo. Sprejeti je treba vse potrebne previdnostne ukrepe, da
se med prevozom ali skladi§¢enjem prepreci kakrina koli sprememba sestave vzorca, onesnaZenje ali mesanje.

9.4.1  Enakomerno porazdeljene snovi

Pri nadzoru sestavin ali snovi, ki so enakomerno porazdeljene po krmi, se lahko zbirni vzorec reprezentativno
zmanj$a na vsaj 2,0 kg ali 2,0 1 (zmanj$ani vzorec) (}), po moZnosti z uporabo mehanskega ali avtomatskega
razdelilnika. Za nadzor nad vsebnostjo ostankov pesticidov v stro¢nicah, Zitnih zrnih in lupinarjih je najmanjsa
velikost zmanjSanega vzorca 3 kg. Ce zaradi vrste krme ni mogoce uporabiti razdelilnika ali ¢e ta ni na voljo, se
lahko vzorec zmanjSa z metodo Cetrtinjenja.

Iz zbirnih vzorcev ali zmanjanih vzorcev se nato odvzamejo konéni vzorci (za uradni nadzor, dopolnilno
izvedensko mnenje in morebitne referen¢ne namene) priblizno enake kolicine, ki izpolnjujejo koli¢inske zahteve
iz tocke 7.

9.4.2  Neenakomerno porazdeljene snovi

Pri nadzoru sestavin, vklju¢no z gensko spremenjenimi snovmi, ali snovi, za katere obstaja verjetnost, da so
neenakomerno porazdeljene po krmi, se zbirni vzorec:

(i) popolnoma homogenizira. Nato se iz homogeniziranega zbirnega vzorca odvzamejo kon¢ni vzorci (za uradni
nadzor, dopolnilno izvedensko mnenje in morebitne referenéne namene) pribliZzno enake koli¢ine, ki
izpolnjujejo koli¢inske zahteve iz tocke 7, ali

(i) zmanj$a na najmanj 2 kg ali 2 1 (¥) z uporabo mehanskega ali avtomatskega razdelilnika. Samo v primeru, ko
zaradi vrste krme ni mogoce uporabiti razdelilnika, se vzorec po potrebi lahko zmanjsa z metodo Cetrtinjenja.
Pri nadzoru glede prisotnosti gensko spremenjenih snovi v okviru Uredbe (EU) §t. 619/2011 mora zmanjSani
vzorec vsebovati najmanj 35000 semen/zrn, da se lahko pridobijo konéni vzorci za uradni nadzor,
dopolnilno izvedensko mnenje in morebitne referen¢ne namene, ki vsebujejo najmanj 10 000 semen/zrn (glej
opombo (**) v tocki 6 in opombo (*) v tocki 7).

Iz zmanjSanega vzorca se nato odvzamejo kon¢ni vzorci priblizno enake koli¢ine, ki izpolnjujejo koli¢inske
zahteve iz tocke 7.

9.5 Pakiranje vzorcev
Zabojniki ali pakiranja se zapecatijo in oznacijo z etiketami tako, da jih ni mogoce odpreti, ne da bi se pri tem
poskodoval pecat. Celotna etiketa mora biti vklju¢ena v pecat. Lahko pa se vzorec polozi tudi v sprejemno

posodo, ki se lahko zapre tako, da je ni mogoce odpreti, ne da bi se pri tem nepopravljivo poskodovala zbiralna
posoda ali zabojnik, s ¢Cimer se prepre¢i ponovna uporaba zbiralne posode ali zabojnika.

9.6 Posiljanje vzorcev v laboratorij

Vzorec se brez nepotrebnega odlaganja poslje v pooblasceni analizni laboratorij skupaj z vsemi informacijami, ki
jih potrebuje oseba, ki izvaja analizo.

10. ZAPISNIK O VZORCENJU

Ob odvzemu vzorca se napise zapisnik o vzorenju, ki omogoca nedvoumno prepoznavanje vsakega vzorcenega
deleza in njegove velikosti.

V zapisniku je treba navesti tudi kakr$no koli odstopanje od postopka vzoréenja, dolocenega v tej uredbi.

Izvod zapisnika prejme laboratorij za uradni nadzor ter nosilec dejavnosti poslovanja s krmo in/ali laboratorij, ki
ga dolo¢i nosilec dejavnosti poslovanja s krmo.

() Razen v primeru voluminozne krme/sveze krme z majhno specifi¢no gostoto.
(*) Razen v primeru voluminozne krme/sveze krme z majhno specifi¢no gostoto.
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11. VZOREC PRI PRODAJI NA DALJAVO

— Od nosilca dejavnosti poslovanja s krmo se prek sredstev za komuniciranje na daljavo zaprosi krma za vzorce
pri prodaji na daljavo. V tem primeru se pristojnemu organu, ko zahteva krmo, nosilcu dejavnosti poslovanja
s krmo ni treba identificirati z uradno identiteto in lahko uporabi tudi skrivno identiteto.

— Zbirni vzorec in kon¢ni vzorci iz vzorca pri prodaji na daljavo morajo biti odvzeti takoj, ko osebe, ki so
pooblascene za ta namen, prejmejo posiljko. Za pripravo zbirnega vzorca je treba naklju¢no in enakomerno
porazdeljeno iz skupne dobljene in previdno zme$ane/homogenizirane koli¢ine odvzeti ustrezno Stevilo
posamic¢nih vzorcev v skladu, kolikor je to mogoce, z naceli iz tocke 5 ter tock 9.2 in 9.3. Ce je krma pakirana
v posamicnih enotah je treba pridobiti vsaj 4 enote, iz katerih je treba odvzeti vsaj en posami¢ni vzorec. Ce se
izkaze za vsak primer posebej, da pridobljene enote izhajajo iz razlicnih lotov, se mora Stevilo enot, ki jih je
treba vzor¢iti, zmanjati in omejiti na tiste enote, ki izvirajo iz istega lota. V primeru analize vzorca pri prodaji
na daljavo za sestavine ali snovi, ki niso enakomerno porazdeljene po krmi, mora biti Stevilo posamicnih
vzorcev vsaj 2,5-krat vedje kot za vzorce, ki se analizirajo za snovi, enakomerno porazdeljene po celotni krmi.

Iz zbirnega vzorca se nato odvzamejo ustrezni kon¢ni vzorci (za uradni nadzor, dopolnilno izvedensko mnenje
in morebitne referenéne namene) v skladu, kolikor je to izvedljivo, z naceli iz tocke 9.4, v zapisniku
o vzorcenju pa je navedeno, da gre pri vzorcu za vzorec pri prodaji na daljavo. Pristojni organ nato nosilca
dejavnosti poslovanja s krmo nemudoma obvesti o vzoréenju. Nosilca dejavnosti poslovanja s krmo se obvesti
tudi, da pristojni organ, kadar je mogoce, obdrzi en vzorec (za dopolnilno izvedensko mnenje), ki jim je na
voljo, in sicer na opredeljeni lokaciji za dopolnilno izvedensko mnenje, ali da se poslje nosilcu dejavnosti
poslovanja s krmo ali da se poslje laboratoriju, ki ga doloci nosilec dejavnosti poslovanja s krmo v skladu
z veljavnimi nacionalnimi pravili.

Ce se vzorec poslje neposredno uradnemu laboratoriju, morajo konéni vzorec v laboratoriju pripraviti in
zapecatiti osebe, ki so pooblad¢ene za ta namen, ali v prisotnosti oseb, ki so pooblasCene za ta namen.
Zapisnik o vzoréenju vzorca pri prodaji na daljavo je treba takoj po oblikovanju koné¢nih vzorcev poslati
pristojnemu organu, ki nosilca dejavnosti poslovanja s krmo obvesti o vzorcenju.

Steje se, da kolicina, ki jo nosilec dejavnosti poslovanja s krmo poglje pristojnemu organu, predstavlja del lota
krme iz iste kategorije ali z istim opisom. V skladu s ¢lenom 15 Uredbe (ES) §t. 178/2002 Evropskega
parlamenta in Sveta (), e se za navedeni lot ugotovi, da ne izpolnjuje zahtev EU, se domneva, tudi v primeru
vzorca pri prodaji na daljavo, da je enako neustrezna vsa krma v zadevnem lotu, razen ¢e po podrobni oceni
(kadar je ustrezno, z in$pekcijo na kraju samem) ni nobenega dokaza, da preostanek lota ne izpolnjuje zahtev
EU.“

() Uredba (ES) $t. 178/2002 Evropskega Parlamenta in Sveta z dne 28. januarja 2002 o dolocitvi splosnih nacel in zahtevah Zivilske
zakonodaje, ustanovitvi Evropske agencije za varnost hrane in postopkih, ki zadevajo varnost hrane (UL L 31, 1.2.2002, str. 1).
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PRILOGA II

LPRILOGA I
SPLOSNE DOLOCBE O ANALIZNIH METODAH ZA KRMO
A. PRIPRAVA VZORCEV ZA ANALIZO

1. Namen

Postopki, opisani v tej prilogi, zadevajo pripravo vzorcev za analizo, ki se posljejo kontrolnim laboratorijem po
vzorcenju v skladu z dolo¢bami iz Priloge L.

Laboratorijski vzorci se morajo pripraviti tako, da so natehtane koli¢ine, dolo¢ene za analizne metode, homogene in
reprezentativne za kon¢ne vzorce.

Poleg postopkov, opisanih v tej prilogi, se upostevajo tudi smernice za pripravo vzorca, kot so dolocene v standardu
EN ISO 6498.

2. Previdnostni ukrepi
Postopek za pripravo vzorca je odvisen od uporabljene analizne metode in od sestavin ali snovi, ki se nadzirajo. Zato
je zelo pomembno, da je postopek za pripravo vzorca primeren za uporabljeno analizno metodo in sestavine ali
snovi, ki se nadzirajo.

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

Mletje, mesanje in presejanje se izvedejo brez odlasanja, tako da je vzorec ¢im manj izpostavljen zraku in svetlobi.
Uporaba mlinov in drobilcev, pri katerih se vzorec moéno segreje, ni dovoljena.

Krmo, ki je posebej obcutljiva na toploto, je priporocljivo drobiti ro¢no. Pri delu z napravo se zagotovi, da ta ni vir
onesnazenja.

Izkazalo se je, da homogenizacija vzorca s pripravo suspenzije z visokostriznim mesalnikom z vodo v nekaterih
primerih zagotavlja bolj homogene podvzorce kot suha homogenizacijajmletje, zlasti v primeru heterogeno
porazdeljenih kemijskih snovi. Vendar tudi homogenizacija z zadostno suhim mletjem lahko zagotovi homogene
podvzorce.

V nekaterih primerih, na primer za dolo¢anje rZenih rozickov, skodljivih botani¢nih necisto¢ itd., homogenizacija
vzorca ni mogoca z mletjem, temve¢ z zadostnim me$anjem vzorca.

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

3. Postopek

3.1  Splosni postopek

Iz kon¢nega homogeniziranega vzorca se odvzame testni alikvot. Stoz¢asta delitev vzorca ali delitev vzorca v Cetrtine
nista priporocljivi, ker se lahko pojavijo hude napake v delitvi testnih alikvotov.

3.1.1 Krma, ki jo je mogoce mleti kot tako

— Konéni vzorec se premesa in zbere v primerno ¢isto in suho posodo z neprepustnim zamaskom. Tik preden se
natehta koli¢ina za analizo (testni alikvot), se vzorec $e enkrat premesa, da se zagotovi popolna homogenizacija.

3.1.2 Krma, ki jo je mogoce mleti po suSenju

— Ce v analizni metodi ni navedeno drugace, se kon¢ni vzorec v skladu s postopkom za predhodno susenje iz
tocke 4.3 metode za doloc¢anje vsebnosti vlage iz dela A Priloge III susi toliko ¢asa, da se vsebnost vlage zniZa na
8-12 %. Nato se nadaljuje, kakor je navedeno v tocki 3.1.1.
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3.1.3

3.2

Tekoca ali polteko¢a krma

— Konc¢ni vzorec se zbere v primerno €isto in suho posodo z neprepustnim zamaskom. Tik preden se natehta
koli¢ina za analizo (testni alikvot), se vzorec $e enkrat dobro premesa, da se zagotovi popolna homogenizacija.

Druga krma

— Konc¢ni vzorci, ki se ne morejo pripraviti v skladu z enim izmed zgoraj navedenih postopkov, se obdelajo po
katerem koli drugem postopku, ki zagotavlja, da bo koli¢ina vzorca, natehtana za analizo (testni alikvot),
homogena in reprezentativna za kon¢ne vzorce.

Poseben postopek v primeru vizualnega pregleda ali mikroskopije ali kadar je homogeniziran celoten zbirni vzorec
— V primeru vizualnega pregleda (brez uporabe mikroskopa) se za pregled uporabi celoten zbirni ali kon¢ni vzorec.

— V primeru mikroskopskega pregleda lahko laboratorij zmanj$a zbirni vzorec ali dodatno zmanj$a zmanjsani
vzorec. Konéni vzorci za dopolnilno izvedensko mnenje in morebitne referenéne namene se odvzamejo
v skladu s postopkom, ki je enakovreden postopku za jemanje kon¢nega vzorca za uradni nadzor.

— Ceje celoten zbirni vzorec homogeniziran, se konéni vzorci odvzamejo iz homogeniziranega zbirnega vzorca.

— Za dolocitev rzenega rozicka in skodljivih botani¢nih necisto¢ se mora konéni vzorec razdeliti na 2 podvzorca
z enako maso po priblizno 500 gramov. Pregleda se en podvzorec. Ce je rezultat podvzorcev enak ali manjsi od
50 % (analizni prag) mejne vrednosti, je vzorec skladen z mejno vrednostjo. Ce je rezultat nad 50 % mejne
vrednosti, je treba pregledati Se en podvzorec in za preverjanje skladnosti z mejno vrednostjo uporabiti
povpredje rezultatov dveh podvzorcev.

Shranjevanje vzorcev

Vzorci se morajo hraniti pri temperaturi, ki ne bo spremenila njihove sestave. Vzorci, namenjeni za analizo
vitaminov ali snovi, ki so posebno obc¢utljive na svetlobo, se hranijo pod pogoji, ki preprecujejo skodljiv ucinek
svetlobe na vzorec.

B. DOLOCBE O REAGENTIH IN NAPRAVI, KI SE UPORABLJAJO PRI ANALIZNIH METODAH

Ce v analiznih metodah ni posebej dolo¢eno, morajo biti vsi reagenti za analizo analizno isti (a.c.). Pri analiziranju
sledov se mora Cistost reagentov preveriti s slepim preskusom. Glede na dobljene rezultate je morda potrebno

dodatno ¢is¢enje reagentov.

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

V zvezi z opremo, ki je obi¢ajno v kontrolnih laboratorijih, so pri analiznih metodah navedeni le posebni
instrumenti in naprave ali tisti, ki zahtevajo posebno uporabo. Biti morajo &isti, zlasti pri dolo¢anju zelo majhnih
koli¢in snovi.

C. UPORABA ANALIZNIH METOD IN PRIKAZ REZULTATOV

Postopek ekstrakcije

Pri $tevilnih metodah je dolo¢en poseben postopek ekstrakeije. Praviloma se lahko uporabijo postopki ekstrakcije, ki
se razlikujejo od postopka iz metode, ¢e je za uporabljeni postopek ucinkovitost ekstrakcije za analiziran matriks
dokazano enakovredna postopku iz metode.
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2. Postopek &is€enja

se razlikujejo od postopka iz metode, ¢e je za uporabljeni postopek analizna u¢inkovitost ¢i¢enja za analiziran
matriks dokazano enakovredna postopku iz metode.

3. Stevilo dolo¢anj

Ce je pri analizi nezazelenih snovi rezultat prvega dolocanja bistveno (> 50 %) nizji od specifikacije, ki se nadzira,
dodatna dolocanja niso potrebna, ¢e so bili uporabljeni ustrezni postopki kakovosti. V drugih primerih je potrebna
dvakratna analiza (drugo dolocanje), da se izklju¢i moznost internega navzkriznega onesnaZenja ali naklju¢ne
zamenjave vzorcev. Za nadaljnjo oceno se uporabi povprecje dveh dolocan;.

Ce so pri nadzoru minimalnih ali maksimalnih ravni krmnih dodatkov rezultati prvega dolo¢anja nad minimalno
ravnjo ali pod maksimalno ravnjo, dodatna dolocanja niso potrebna, ¢e so bili uporabljeni ustrezni postopki
kakovosti. V drugih primerih je potrebna dvakratna analiza (drugo dolocanje), da se izklju¢i moZnost internega
navzkriznega onesnaZenja ali naklju¢ne zamenjave vzorcev. Za nadaljnjo oceno se uporabi povprecje dveh dolocan;.

Pri nadzoru navedene vsebnosti snovi ali sestavine, e rezultat prvega dolocanja potrdi navedeno vsebnost,
tj. rezultat analize je znotraj sprejemljivih meja odstopanja navedene vsebnosti, dodatna dolo¢anja niso potrebna, ¢e
so bili uporabljeni ustrezni postopki kakovosti. V drugih primerih je potrebna dvakratna analiza (drugo dolocanje),
da se izklju¢i moznost internega navzkriZnega onesnazenja ali naklju¢ne zamenjave vzorcev. Za nadaljnjo oceno se
uporabi povpredje dveh dolocanj (povprecni rezultat analize je znotraj sprejemljivih meja odstopanja navedene
vsebnosti ali ne).

V nekaterih primerih so te sprejemljive meje odstopanja opredeljene v zakonodaji, ko sta Uredba (ES) §t. 767/2009
in Uredba (EU) 2019/4 Evropskega parlamenta in Sveta ().

4. Porocanje o uporabljeni analizni metodi

V porodilu o analizi se navede uporabljena analizna metoda.

5. Porocanje o rezultatih analize

Rezultat analize se prikaze tako, kakor je navedeno v analizni metodi, na primerno stevilo decimalnih mest, in se po
potrebi popravi glede na vsebnost vlage v kon¢nem vzorcu pred pripravo.

Vedina regulativnih ravni (npr. maksimalna raven, minimalna raven) v zakonodaji EU o krmi je dolo¢ena glede na
krmo z vsebnostjo vlage 12 %. Zato je treba v teh primerih za ocenitev rezultata analize, izmerjen na vzorcu glede
na regulativno raven, rezultat analize najprej deliti z vsebnostjo suhe snovi v vzorcu (v %), pomnozeno z 88, kot je
navedeno v naslednji formuli:

— 88 Rana
Rios = To0-ae
pri Cemer je:
Mc: vsebnost vlage v vzorcu (v %). 100 — Mc tako predstavlja vsebnost suhe snovi v vzorcu (v %).
Runa: rezultat analize, izmerjen na vzorcu.
Ry, rezultat za krmo z vsebnostjo vlage 12 %; oceni se glede na regulativno raven.

(") Uredba (EU) 2019/4 Evropskega parlamenta in Sveta z dne 11. decembra 2018 o proizvodnji, dajanju v promet, uporabi medicirane
krme, spremembi Uredbe (ES) st. 183/2005 Evropskega parlamenta in Sveta ter razveljavitvi Direktive Sveta 90/167/EGS (UL L 4,
7.1.2019, str. 1).
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Poleg tega, ¢e so izpolnjeni naslednji pogoji:

— rezultat analize je bistveno (> 50 %) niZji ali visji od oznacenih informacij/specifikacije, ki se nadzira(-jo) (odvisno
od tega, ali je na oznacenih informacijah/v specifikaciji navedena maksimalna ali minimalna raven),

— vsebnost vlage v vzorceni krmi je znana in lahko se dolo¢i, da popravek za vsebnost vlage ne bo spremenil ocene;

potem se pod pogojem, da se uporabijo ustrezni postopki kakovosti in analiza sluZi samo preverjanju skladnosti
s pravnimi dolo¢bami, popravek za vsebnost vlage lahko izpusti (npr. v primerih, kadar ni specifikacije ali
regulativne ravni), razen e se zahteva za interpretacijo.

Ce se rezultat analize popravi za vsebnost vlage, se mora v istem postopku popraviti tudi ustrezna merilna
negotovost.

V primeru dolo¢anja rzenega rozicka ali $kodljivih botani¢nih necisto¢ z vizualnim/mikroskopskim pregledom
popravek za vsebnost vlage ni potreben.

6.  Analizna merilna negotovost in stopnja izkoristka pri analizi nezaZelenih snovi

V zvezi z nezazelenimi snovmi po Direktivi 2002/32/ES se proizvod, namenjen za krmo, Steje za neskladnega
z dolo¢eno najvisjo vsebnostjo, e rezultat analize kot povprecje dveh neodvisnih dolocanj za krmo z vsebnostjo
vlage 12 % presega najvisjo vsebnost ob upostevanju razsirjene merilne negotovosti z uporabo faktorja zajetja 2, ki
pomeni stopnjo zaupanja priblizno 95 %, in popravka za izkoristek. To pomeni, da se za oceno skladnosti uporabi
analizirana koncentracija, popravljena za izkoristek, od katere se odsteje razirjena analizna merilna negotovost. Ta
postopek se uporablja samo v primerih, kadar analizna metoda omogoca oceno razdirjene analizne merilne
negotovosti in popravka za izkoristek (npr. se ne zahteva v primeru vizualnega/mikroskopskega pregleda).

Ce rezultat analize vzorca, odvzetega za dopolnilno izvedensko mnenje, presega najvisjo vsebnost (brez upostevanja
razSirjene analizne merilne negotovosti), to potrjuje neskladnost, ugotovljeno s kontrolnim vzorcem, ¢e ne obstajajo
specifi¢na nacionalna pravila v zvezi s tem.

O rezultatu analize se poro¢a (Ce uporabljena analizna metoda omogoca oceno razdirjene analizne merilne
negotovosti) na naslednji nacin:

(a) kadar je to primerno in ustrezno, se mora navesti popravek za izkoristek in kdaj je bil ta popravek opravljen.
Stopnjo izkoristka je treba navesti, razen Ce je dejanski popravek zaradi odstopanja del postopka, pri ¢emer je
odstopanje razlika med izmerjeno vrednostjo in referenéno koncentracijo. Popravek za izkoristek ni potreben,
Ce je stopnja izkoristka med 90-110 %;

(b) kot x +/- U, pri ¢emer je x rezultat analize in U razsirjena analizna merilna negotovost, ob uporabi faktorja za
zajetje 2 (%), zaradi katerega je stopnja zaupanja priblizno 95-odstotna.

Vendar e je rezultat analize bistveno (> 50 %) niZji od specifikacije, ki se nadzira, in je bil uporabljen ustrezni
postopek kakovosti ter je namen analize le preverjanje skladnosti z zakonodajnimi dolo¢bami, se lahko porocanje
o stopnji izkoristka in razirjeni analizni merilni negotovosti izpusti (npr. v primerih, kadar ni specifikacije ali
regulativne ravni), razen e je merilna negotovost potrebna za interpretacijo.

7. Analizna merilna negotovost in stopnja izkoristka pri analizi vsebnosti krmnih dodatkov

Za preverjanje skladnosti z odobreno najnizjo in najvisjo vsebnostjo krmnih dodatkov se prisotnost krmnega
dodatka 3teje za neskladno z doloceno najnizjo in najvisjo vsebnostjo, e se za rezultat analize kot povpre¢ja dveh
neodvisnih dolo¢anj glede na krmo z vsebnostjo vlage 12 % 3teje:

() 95-odstotni interval zaupanja se lahko doseZe z uporabo drugega faktorja, kot je t-faktor.
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— da presega najvi$jo vsebnost, ob upostevanju razirjene analizne merilne negotovosti in popravka za izkoristek.
To pomeni, da se za oceno skladnosti uporabi analizirana koncentracija (tj. povprecje dveh dolocanj),
popravljena za izkoristek, od katere se odsteje razsirjena analizna merilna negotovost,

— da je niZji od najniZje vsebnosti, ob upostevanju razsirjene analizne merilne negotovosti in popravka za
izkoristek. To pomeni, da se za oceno skladnosti uporabi analizirana koncentracija (tj. povpre¢je dveh dolocanj),
popravljena za izkoristek, ki se ji priSteje razsirjena analizna merilna negotovost.

Ce rezultat analize vzorca, odvzetega za dopolnilno izvedensko mnenje, presega najvisjo vsebnost (brez upostevanja
raz§irjene analizne merilne negotovosti), to potrjuje neskladnost, ugotovljeno s kontrolnim vzorcem, ¢e ne obstajajo
specifi¢na nacionalna pravila v zvezi s tem.

O rezultatu analize se poroca (Ce uporabljena analizna metoda omogoca oceno razsirjene analizne merilne
negotovosti) na naslednji nacin:

(a) kadar je to primerno in ustrezno, se mora navesti popravek za izkoristek in kdaj je bil ta popravek opravljen.
Stopnjo izkoristka je treba navesti, razen ¢e je dejanski popravek zaradi odstopanja del postopka, pri ¢emer je
odstopanje razlika med izmerjeno vrednostjo in referenc¢no koncentracijo. Popravek za izkoristek ni potreben,
Ce je stopnja izkoristka med 90-110 %;

(b) kot x +/- U, pri Cemer je x rezultat analize (povprecje dveh dolocanj) in U razsirjena analizna merilna
negotovost, ob uporabi faktorja za zajetje 2 (%), zaradi katerega je stopnja zaupanja priblizno 95-odstotna.”.

() 95-odstotni interval zaupanja se lahko doseZe z uporabo drugega faktorja, kot je t-faktor.
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

PRILOGA III

+PRILOGA III
ANALIZNE METODE ZA NADZOR SESTAVE POSAMICNIH KRMIL IN KRMNIH MESANIC
A. DOLOCANJE VLAGE

Namen in podroc¢je uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje vsebnosti vlage v krmi. Kadar krma vsebuje hlapne snovi, kot so organske kisline,
je treba upostevati, da se pri dolo¢anju vsebnosti vlage zajame tudi bistveno $tevilo hlapnih snovi.

Ta metoda ne zajema analizo mle¢nih proizvodov kot posami¢nih krmil in krmnih mesanic, sestavljenih
predvsem iz mle¢nih proizvodov, analizo Zivalskih in rastlinskih mascob in olj ali analizo oljnih semen in

oljnatega sadja.

Vsebnost vlage v oljnicah se dolo¢i z metodo, kot je opredeljena v standardu EN ISO 665 Dolocevanje vlage in
hlapnih snovi, ob upostevanju, da je sojina zrna treba zmleti pred dolocevanjem vsebnosti vlage.

Nacelo

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

Naprava

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

Analizna tehtnica, natan¢na na 1 mg.

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

Elektri¢no ogrevan izotermi¢ni susilnik (£ 2 °C) s primerno ventilacijo in ki zagotavlja hitro uravnavanje
temperature (').

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

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

Opomba: Postopki, opisani v tem oddelku, se morajo izvajati takoj po odprtju pakiranj z vzorci. Analiza se
mora izvesti vsaj dvakrat.

() Za susenje Zita, moke, drobljencev in zdroba mora imeti susilnik taksno toplotno kapaciteto, da se bo, ko je predhodno nastavljen na
131 °C, vrnil na to temperaturo v manj kot 45 minutah, potem ko je bilo vanj za susenje hkrati postavljeno najve¢je mozno Stevilo
preskusnih vzorcev. Ventilacija mora biti taksna, da se, ko se v susilniku dve uri susi najve¢je mozno Stevilo vzorcev p3enice, rezultati
razlikujejo za manj kot 0,15 % od tistih, ki so bili suseni 8tiri ure.
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4.1 Priprava

4.1.1 Krma, razen tiste iz tock 4.1.2 in 4.1.3

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

4.1.2 Zita in drobljenci

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

4.1.3 Tekoca ali kasasta krma in krma, sestavljena predvsem iz olj in mascob

Priblizno 25 g vzorca se natehta na 10 mg natan¢no, doda se primerna koli¢ina brezvodnega peska, stehtanega
na 10 mg natan¢no, in se mesa do nastanka homogene mase.

4.2 SuSenje

Posoda (tocka 3.3) s pokrovom se 30 min +/- 1 min susi v susilniku, nastavljenem na 103 °C. Odstrani se iz
susilnika in ohladi na sobno temperaturo v eksikatorju (tocka 3.6).

4.2.1 Krma, razen tiste iz tock 4.2.2 in 4.2.3

Posoda s pokrovom se stehta na 1 mg natancno. V stehtano posodo se natehta priblizno 5 g vzorca na 1 mg
natan¢no, ki se enakomerno porazdeli. Posoda brez pokrova se postavi v susilnik, segret na 103 °C. Posoda se
postavi v susilnik v najkrajsem moZnem casu, da se prepreci prevelik padec temperature. Susenje traja Stiri ure
od trenutka, ko je temperatura v sudilniku ponovno 103 °C. Susilnik se odpre, posoda se takoj pokrije
s pokrovom in vzame iz peci, pusti se 30 do 45 minut v eksikatorju (tocka 3.6), da se ohladi, in stehta na 1 mg
natancno.

Krma, sestavljena predvsem (> 50 %) iz olj in mascob Zivalskega in rastlinskega izvora, se susi v susilniku
nadaljnjih 30 minut pri 103 °C. Razlika med obema tehtanjema ne sme presegati 0,1 % vlage.

4.2.2 Zita, moka, drobljenci in zdrob

Posoda s pokrovom se stehta na 0,5 mg natan¢no. V stehtano posodo se natehta priblizno 5 g zdrobljenega
vzorca na 1 mg natanc¢no, ki se enakomerno porazdeli. Posoda brez pokrova se postavi v susilnik, segret na
130 °C. Posoda se postavi v susilnik v najkrajsem moznem ¢asu, da se prepreci prevelik padec temperature.
Sudenje traja dve uri od trenutka, ko je temperatura v susilniku ponovno 130 °C. Susilnik se odpre, posoda se
takoj pokrije s pokrovom in vzame iz peci, pusti se 30 do 45 minut v eksikatorju (tocka 3.6), da se ohladi, in
stehta na 1 mg natan¢no.

423 Krmne mesanice, ki vsebujejo ve¢ kot 4 % saharoze ali laktoze: posami¢na krmila, kot so
rozi¢i, hidrolizirani Zitni proizvodi, fermentirana semena, posuSena mleta pesa, ribe in
raztopine sladkorja.

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

4.3

5.1

5.2

Pocaka se, da tlak naraste do 100 torov in pri tem tlaku susenje traja $tiri ure na vro¢em suhem zraku ali
s sudilnim sredstvom (priblizno 300 g za 20 vzorcev). V zadnjem primeru se vakuumska ¢rpalka izklopi, ko je
zeleni tlak dosezen. Cas suSenja se racuna od trenutka, ko je temperatura v susilniku ponovno 80 °C-85 °C.
Tlak v susilniku se previdno izenadi z atmosferskim. Susilnik se odpre, posoda se takoj pokrije s pokrovom in
vzame iz pedi, pusti se 30 do 45 minut v eksikatorju (tocka 3.6), da se ohladi, in stehta na 1 mg natan¢no. Susi
se nadaljnjih 30 minut v vakuumskem susilniku pri 80 °C-85 °C in ponovno stehta. Razlika med obema

tehtanjema ne sme presegati 0,1 % vlage.

Predhodno (delno) susenje

Mokro* krmo z masnim delezem manj kot 85 % suhe snovi (npr. sveza krma, skupni mesani obroki, netekoca
hrana) je treba pred finim mletjem delno posusiti, da se analizirajo njene stabilne snovi; za nestabilne snovi
delno susenje ni mogoce.

Delno susenje se lahko izvede v susilniku s prisilnim zraénim tokom ali mikrovalovni pecici ali s susenjem
z zamrzovanjem. Razen pri delnem suSenju z zamrzovanjem je namen tega susiti krmo ter hkrati ohraniti
temperaturo vzorca pod 60 °C, tako da to le minimalno ulinkuje na kemijsko sestavo. SuSenje pri
temperaturah, visjih od 60 °C, povzroca kemijske spremembe v krmi (npr. razgradnja beljakovin). Posusena
krma se uravnoteZi na sobni temperaturi za priblizno 15 minut, preden se izmeri delna suha snov, tako da se
¢im bolj zmanj$a morebitna sprememba vlage, do katere lahko pride med mletjem in shranjevanjem.
S su$enjem pri temperaturah, nizjih od 60 °C, se ne odstrani vsa voda iz krme, zato (zacetno) delno susenje ne
omogoca dolocanja skupne suhe snovi v krmi. Po suSenju se podvzorec zmelje in analizira za (kon¢no) suho
snov delno suhega vzorca (preostala vsebnost vlage 3 %—15 %), ko se dolocijo druge kemijske sestavine.

Zato se priporoca dvostopenjski postopek za dolocanje suhe snovi. Najprej se dolo¢i delna vsebnost suhe snovi
(Ce je manj kot 85 % suhe snovi), nato se doloci preostala vsebnost suhe snovi na zmletem preskusnem vzorcu
ter pomnozi delna suha snov s preostalo suho snovjo, da se dolo¢i skupna vsebnost suhe snovi.

Izracun rezultatov

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

Susenje brez predhodnega susenja

X= (5™) x 100

pri Cemer je:

m = zaletna masa preskusnega vzorca v gramih;

my = masa suhega preskusnega vzorca v gramih.

Susenje s predhodnim susenjem (%)

Y = |:(m2—mo)><m1_’_m_ml % %:100X (l_mlxmo)

P mo m X mo

pri cemer je:

m= zaCetna masa preskusnega vzorca v gramih;
m; = masa preskusnega vzorca po predhodnem susenju v gramih;
m, = masa preskusnega vzorca po drobljenju ali mletju v gramih;
mg = masa suhega preskusnega vzorca v gramih.

(*) Zavec podrobnosti o izracunu je naveden sklic na EN ISO 6498 — Krma — Smernice za pripravo vzorca.

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj

21/129



SL UL L, 15.3.2024

5.3 Ponovljivost
Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne presega 0,2 % absolutne

vrednosti vlage, razen za mokro hrano za hisne Zivali in pasje Zvecilke, pri katerih razlika ne presega 0,5 %
absolutne vrednosti vlage.

6. Opomba

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

B. DOLOCANJE VLAGE V MASCOBAH IN OLJIH ZIVALSKEGA IN RASTLINSKEGA IZVORA

1. Namen in podrodje uporabe

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

2. Nacelo

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

3. Naprava
3.1 Posoda z ravnim dnom iz nerjavecega materiala s premerom 8 cm do 9 cm in visino priblizno 3 cm.
3.2 Termometer z utrjeno bucko in podaljskom na zgornjem delu, s skalo od priblizno 80 °C do vsaj 110 °C in

dolzino priblizno 10 cm.

3.3 Pe$cena kopel ali elektri¢na kuhalna plosca

3.4 Eksikator, ki vkljucuje u¢inkovito susilno sredstvo.
3.5 Analizna tehtnica.

4. Postopek

Priblizno 20 g homogeniziranega vzorca se natehta na 1 mg natan¢no in prenese v suho, stehtano posodo
(tocka 3.1), v kateri je termometer (tocka 3.2). Ob nenchnem mesanju s termometrom se segreva na peseni
kopeli ali elektri¢ni kuhalni plo3¢i (tocka 3.3) tako, da temperatura doseze 90 °C v priblizno 7 minutah.

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

Da se zagotovi popolna odstranitev vlage, se veckrat segreje na 103 °C = 2 °C ob ohlajevanju na 93 °C med

zaporednimi segrevanji. Nato se pusti, da se vzorec v eksikatorju (tocka 3.4) ohladi na sobno temperaturo, in se
stehta. Postopek se ponavlja, dokler izguba mase med dvema zaporednima tehtanjema ni manjsa od 2 mg.

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

5. Izracun rezultatov

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

X = (m,—m,) x 10
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

pri Cemer je:

m= masa preskusnega vzorca v gramih;
m; = masa posode z vsebino pred segrevanjem v gramih;
= masa posode z vsebino po segrevanju v gramih.

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

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati 0,1 %
v absolutni vrednosti.

C. DOLOCANJE VSEBNOSTI DUSIKA IN IZRACUN VSEBNOSTI SUROVIH BELJAKOVIN

Namen in podrodje uporabe

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

Nacelo

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

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

Reagenti

Kalijev sulfat.

Katalizator: bakrov (II) oksid CuO ali bakrov (II) sulfat pentahidrat, CuSO, 5H,0.

Cink v zrncih.

Zveplova kislina, p20 = 1,84 g/ml.

Zveplova kislina, standardna volumetri¢na raztopina, c(H,SO,) = 0,25 mol/l

Zveplova kislina, standardna volumetri¢na raztopina, c(H,SO,) = 0,10 mol/l

Zveplova kislina, standardna volumetri¢na raztopina, c(H,SO4) = 0,05 mol/l

Indikator metil rdece; 300 mg metil rdecega se raztopi v 100 ml etanola, 6 = 95 %-96 % (v/v).
Raztopina natrijevega hidroksida (lahko se uporabi tehni¢na) f = 40 g/100 ml (m/v: 40 %).
Zveplova kislina, standardna volumetri¢na raztopina, c((NaOH) = 0,25 mol/L.

Zveplova kislina, standardna volumetri¢na raztopina, c(NaOH) = 0,10 mol/l.

Zdrobljen plovec, opran v klorovodikovi kislini in prezaren.

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

Saharoza (brez dusika).

Borova kislina (H;BOs).

() Vsebnost dusika se lahko doloci v vsej krmi, toda faktor pretvorbe 6,25 za izra¢un vsebnosti surovih beljakovin se morda ne more
uporabiti za posami¢na krmila z ZuZelkami (niZji faktor pretvorbe) ter nekatero hrano za hisne Zzivali in krvne plazemske beljakovine
(vigji faktor pretvorbe).
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3.16 Raztopina indikatorja metil rdece: 100 mg metil rdecega se raztopi v 100 ml etanola ali metanola.

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

3.18 Raztopina borove kisline (10 g/I-40 g/l glede na uporabljeno napravo).
Pri dolo¢anju s kolorimetri¢no ekvivalentno tocko se morata raztopinam borove kisline dodati indikatorja metil
rdece in bromokrezol. Pri pripravi 1 litra raztopine borove kisline se pred uravnavanjem volumna doda 7 ml
raztopine indikatorja metil rdece (tocka 3.16) in 10 ml raztopine bromokrezol zelenega (tocka 3.17).
Glede na uporabljeno vodo se lahko pH raztopine borove kisline med serijami razlikuje. Vrednost pH raztopine

borove kisline mora biti med 4,3 in 4,7. Pogosto je za doseganje pozitivnega slepega vzorca treba dodati majhen
volumen baze.

Opomba: 3 ml do 4 ml NaOH (tocka 3.11) v 1 liter borove kisline v koncentraciji 10 g/l obicajno zado$¢a.
Raztopina se shrani pri sobni temperaturi ter zas¢iti pred svetlobo in viri amonijevih hlapov.

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

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

4. Naprava

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

5. Postopek

5.1 Razklop

1 g vzorca se natehta na 0,001 g natanéno in se prenese v bucko naprave za razklop. Doda se 15 g kalijevega
sulfata (tocka 3.1), ustrezna koli¢ina katalizatorja (tocka 3.2) (0,3 g—0,4 g bakrovega (II) oksida ali
0,9 g-1,2 g bakrovega (II) sulfat pentahidrata), 25 ml Zveplove (VI) kisline (tocka 3.4) in po potrebi nekaj zrnc
plovca (tocka 3.12) ter vse skupaj premesa.

Bucka se najprej zmerno segreva in po potrebi ob¢asno obrne, dokler masa ne zogleni in pena ne izgine; nato se
mocneje segreva do enakomernega vretja tekoCine. Segrevanje je ustrezno, Ce se vrela kislina kondenzira na

stenah bucke. Paziti je treba, da se stene bucke ne pregrejejo in da se organski delci ne sprimejo nanje.

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

5.2 Destilacija

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

5.2.1 Destilacija v Zveplovo kislino

V zbirno bucko naprave za destilacijo se doda natancno 25 ml zveplove kisline (tocka 3.5) ali (tocka 3.7) glede
na pricakovano vsebnost dusika. Doda se nekaj kapljic indikatorja metil rdece (tocka 3.8).

Bucka za razklop se poveze s kondenzatorjem naprave za destilacijo in konica kondenzatorja se potopi
v tekocino v zbirni bucki vsaj do globine 1 cm (glej tocko 8.3). V bucko za razklop se pocasi vlije 100 ml
raztopine natrijevega hidroksida (tocka 3.9) tako, da ne pride do izgube amonijaka (glej tocko 8.1). Bucka se
segreva do popolne destilacije amonijaka.
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5.2.2

5.3

5.4

6.1

Destilacija v borovo kislino

Pri ro¢ni titraciji amonijaka iz destilata se uporablja spodaj navedeni postopek. Kadar je destilacijska enota
v celoti avtomatizirana in vkljucuje titracijo amonijaka iz destilata, se upostevajo navodila proizvajalca za
upravljanje z destilacijsko enoto.

Zbirna bucka s 25 ml-30 ml raztopine borove kisline (tocka 3.18) se postavi pod izhodno odprtino
kondenzatorja tako, da je dovodna cev pod povrsino presezka raztopine borove kisline. Destilacijska enota se
nastavi tako, da se dovaja 50 ml raztopine natrijevega hidroksida (tocka 3.9). Destilacijska enota se upravlja
v skladu z navodili proizvajalca, spros¢eni amonijak pa se destilira z raztopino natrijevega hidroksida. Destilat
se zbere v raztopino borove kisline. Koli¢ina destilata (¢as parne destilacije) je odvisna od koli¢ine dusika
v vzorcu. Upostevati je treba navodila proizvajalca.

Opomba: V polavtomatski destilacijski enoti sta dodajanje presezka natrijevega hidroksida in parna destilacija
avtomatizirana postopka.

Titracija

Nadaljuje se v skladu s tocko 5.3.1 ali 5.3.2.

Zveplova kislina

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

Borova kislina

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

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

Parni destilator z avtomatsko titracijo lahko to opravi avtomatsko.

Upostevati je treba navodila proizvajalca za upravljanje specifi¢nega destilatorja ali destilatorja/titratorja.

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

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

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

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

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

Izrac¢un rezultatov

[zracuni se izvedejo v skladu s tocko 6.1 ali 6.2.

Izraéun za titracijo v skladu s tocko 5.3.1

Vsebnost surovih beljakovin, izrazena kot masni delez, se izrauna po naslednji formuli:
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(Vo - V1) xex 0,014 x 100 x 6,25

m
pri cemer je:
Vo = volumen (v ml) NaOH (tocka 3.10 ali 3.11), uporabljen pri slepem preskusu;
V, = volumen (v ml) NaOH (tocka 3.10 ali 3.11), uporabljen pri titraciji vzorca;
c= koncentracija (v mol/l) natrijevega hidroksida (tocka 3.10 ali 3.11);
m = masa vzorca (v g).
6.2 Izraéun za titracijo v skladu s tocko 5.3.2
6.2.1 Titracija s klorovodikovo kislino

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

(V1 -Vg) xex14 %625

pri cemer je:

m= masa preskusnega deleza (v g);

c= koncentracija (v mol/l) standardne volumetri¢ne raztopine klorovodikove kisline (to¢ka 3.19);
Vo = volumen (v ml) klorovodikove kisline, uporabljen pri slepem preskusu;

V, = volumen (v ml) klorovodikove kisline, uporabljen v preskusnem delezu.

6.2.2 Titracija s Zveplovo kislino

Vsebnost surovih beljakovin, izraZena kot masni delez, se izrauna po naslednji formuli:

(V1 -Vg) xex2,8%6,25

m

pri cemer je:

m = masa preskusnega deleza (v g);
c= koncentracija (v mol/l) standardne volumetri¢ne raztopine zveplove kisline (tocka 3.6);
Vo = volumen (v ml) Zveplove kisline (tocka 3.6), uporabljen v slepem preskusu;
V= volumen (v ml) Zveplove kisline (tocka 3.6), uporabljen v preskusnem delezu.
7. Preverjanje metode
7.1 Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocitev na istem vzorcu ne sme presegati:
— 0,4 % v absolutni vrednosti za vsebnosti surovih beljakovin pod 20 %,
— 2,0 % relativno glede na visjo vrednost za vsebnosti surovih beljakovin od 20 % do 40 %,

— 0,8 % v absolutni vrednosti za vsebnosti surovih beljakovin nad 40 %.

7.2 Obnovljivost
Razlika med rezultatoma dveh doloitev, izvedena na istem vzorcu v razli¢nih laboratorijih ne sme presegati:
— 1,8 % v absolutni vrednosti za vsebnosti surovih beljakovin pod 20 %,
— 9,0 % relativno glede na visjo vrednost za vsebnosti surovih beljakovin od 20 % do 40 %,

— 3,6 % v absolutni vrednosti za vsebnosti surovih beljakovin nad 40 %.
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7.3

8.1

8.2

8.3

8.4

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

4.1

4.2

4.3

Tocnost

Za analizo (razklop, destilacija, titracija) se uporabi ustrezna koli¢ina acetanilida (to¢ka 3.13) (npr. 0,2 gdo 0,3 g)
ob navzocnosti 1 g saharoze (tocka 3.14); za 1 g acetanilida se porabi 14,80 ml zveplove kisline (tocka 3.5).
Izkoristek mora biti najmanj 99-odstoten.

Opombe

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

Ce se vsebina bucke strjuje, se dolocanje za¢ne znova, vendar z vegjo koli¢ino zveplove kisline (tocka 3.4), kakor
je navedeno v tocki 5.1.

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

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

D. DOLOCANJE SECNINE

Namen in podrocje uporabe

Ta metoda omogoca dolo¢anje ravni seCnine, ki se uporablja kot krmni dodatek v krmi za prezvekovalce.

Nacelo

Vzorec se suspendira v vodi s sredstvom za zbistritev. Suspenzija se filtrira. Doda se 4-dimetilaminobenzaldehid
(4-DMAB), nato pa se doloci vsebnost se¢nine v filtratu z merjenjem opti¢ne gostote pri valovni dolZini 420 nm.

Reagenti

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

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

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

Aktivno oglje, ki ne absorbira secnine (treba je preveriti).
Secnina, 0,1-odstotna raztopina (m/v).

Naprava

Mesalec: priblizno 35 do 40 obr./min.

Epruvete: 160 mm x 16 mm z bruSenimi zamaski.

Spektrofotometer
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5. Postopek

5.1 Analiza vzorca

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

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

5.2 Umeritvena krivulja

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

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

Rezultat se izrazi v mg se¢nine na kg vzorca.
7. Ocena metode

7.1 Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh dolocanj, ki se izvedeta na istem vzorcu v istem laboratoriju in ju izvede isti
izvajalec dejavnosti, ne sme presegati:

— pri 420 nm
— 50 % relativno glede na vijo vrednost za vsebnosti secnine od 3 000 mg/kg do manj kot 5 000 mg/kg,
— 25 % relativno glede na vigjo vrednost za vsebnosti secnine od 5 000 mg/kg do manj kot 7 000 mg/kg,
— 20 % relativno glede na visjo vrednost za vsebnosti secnine 7 000 mg/kg ali ve¢;

— pri435nm
— 40 % relativno glede na visjo vrednost za vsebnosti se¢nine od 3 000 mg/kg do manj kot 5 000 mg/kg;
— 25 % relativno glede na vigjo vrednost za vsebnosti secnine od 5 000 mg/kg do manj kot 9 000 mg/kg;

— 5 % relativno glede na vi§jo vrednost za vsebnosti secnine 9 000 mg/kg ali vec.

7.2 Obnovljivost

Razlika med rezultatoma dveh dolocitev, ki se izvedeta na istem vzorcu v razli¢nih laboratorijih infali ju izvedejo
razli¢ni izvajalci dejavnosti ne sme presegati:

— pri 420 nm
— 3000 mg/kg v absolutni vrednosti za vsebnosti se¢nine od 3 000 mg/kg do manj kot 12 000 mg/kg,
— 4500 mg/kg v absolutni vrednosti za vsebnosti secnine 12 000 mg/kg ali ve;

— pri435nm
— 50 % relativno glede na vigjo vrednost za vsebnosti se¢nine od 3 000 mg/kg do manj kot 8 000 mg/kg,

— 25 % relativno glede na visjo vrednost za vsebnosti se¢nine 8 000 mg/kg ali vec.
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Rezultati medlaboratorijske Studije

Organizirana je bila medlaboratorijska primerjava EU, v kateri je sodelovalo 18 laboratorijev. Analiziranih je bilo
pet pozitivnih vzorcev krmnih mesanic za prezvekovalce (v tabelah 1 in 2 navedenih kot MAT) (ena analiza)
v slepih dvojnih vzorcih, medtem ko je bil en slepi vzorec krmne mesanice za prezvekovalce analiziran enkrat.

Izra¢uni mejnih vrednosti za ponovljivost (r) in obnovljivost (R), kot je dolo¢eno v mednarodnih smernicah, so

bili opravljeni po odstranitvi atipi¢nih vrednosti z analizo variance veljavnih vrednosti.

Izra¢unani podatki o u¢inkovitosti metode (ponovljivost, obnovljivost) so predstavljeni v naslednjih tabelah.
Med rezultati vseh preskusenih vzorcih, vkljuéno s slepim materialom, ni bilo nobenih lazno pozitivnih ali

lazno negativnih.

Znacilnosti u¢inkovitosti metode za se¢nino, izmerjeno pri A = 420 nm v vseh materialih

Tabela 1

MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6

Ovce Govedo Ovce Ovce Govedo
Ciljni masni delez (mg kg") 3000 5000 7001 9036 11000
Povprecni masni delez (mg kg) 4241 6993 7 830 9962 12071
Standardni odklon obnovljivosti s 1141 1303 985 994 1711
(mg kg")
Standardni odklon ponovljivosti s, 723 601 549 712 737
(mg kg*)
Relativni standardni odklon 27 19 13 10 14
obnovljivosti RSDg (%)
Relativni standardni odklon 17 9 7 7 6
ponovljivosti RSD, (%)
Mejna vrednost obnovljivosti, R 3195 3649 2759 2784 4790
[R= 2.8 x 5]
Mejna vrednost ponovljivosti, r 2024 1684 1536 1994 2064
[r=2.8 xs]

Tabela 2
Znacilnosti u¢inkovitosti metode za se¢nino, izmerjeno pri A = 435 nm v vseh materialih

MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6

Ovce Govedo Ovce Ovce Govedo
Ciljni masni delez (mg kg") 3000 5000 7001 9036 11 000
Povprec¢ni masni delez (mg kg) 4101 6467 7 890 10062 11642
Standardni odklon obnovljivosti s 706 1194 675 745 1378
(mg kg*)
Standardni odklon ponovljivosti s, 570 628 613 196 167
(mg kg")
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9.1

9.2

9.3

2.1

Relativni standardni odklon 17 18 9 7 12
obnovljivosti RSDg, (%)

Relativni standardni odklon 14 10 8 2 1
ponovljivosti RSD, (%)

Mejna vrednost obnovljivosti, R 1977 3344 1889 2087 3859
[R =28 x SR]

Mejna vrednost ponovljivosti, r 1596 1759 1715 549 467
[r=2.8xs]

Opombe

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

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

Zgornji rezultati iz medlaboratorijskih preskusanj ne kaZejo bistvene razlike pri natancnosti med se¢nino,
izmerjeno pri 420 nm, ali se¢nino, izmerjeno pri 435 nm.

E. DOLOCANJE AMINOKISLIN (RAZEN TRIPTOFANA)
Analizne metode, ki se uporabljajo za dolo¢anje aminokislin (razen triptofana) so naslednje:
— EN ISO 13903 Krma — Dolo¢evanje aminokislin,

— EN ISO 17180 Zivalska krma — Dolocevanje lizina, metionina in treonina v komercialnih
aminokislinskih izdelkih in premiksih (¥,

— analizna metoda, opisana v naslednjih to¢kah 1 do 10.

Namen in podrodje uporabe

Ta metoda se uporablja za dolocanje prostih (sinteti¢nih in naravnih) in celotnih (vezanih s peptidi in prostih)
aminokislin v posami¢nih krmilih, krmnih me$anicah in premiksih, ki vsebujejo manj kot 10 % () vsake
aminokisline, z uporabo analizatorja aminokislin. Uporablja se za naslednje aminokisline: cist(e)in, metionin,
lizin, treonin, alanin, arginin, aspartat, glutaminsko kislino, glicin, histidin, izolevcin, levcin, fenilalanin, prolin,
serin, tirozin in valin.

Z metodo ni mozno locevati med razlicnimi solmi aminokislin ter med D in L oblikami aminokislin. Ne
uporablja se za dolocanje triptofana ali hidroksi-analogov aminokislin.

Nacelo

Proste aminokisline

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

Analizna metoda, opredeljena v standardu EN 17180, se obravnava kot alternativna metoda, ki se uporablja za namene uradnega
nadzora za dolo¢evanje aminokislin v krmi, ki vsebuje ve¢ kot 10 % aminokislin.

Ta metoda ni bila validirana v okviru medlaboratorijskega preskusanja za premikse, ki vsebujejo ve¢ kot 10 % krmnih dodatkov.
Vendar se uporablja tudi za te matrikse z ustreznimi manj$imi spremembami, pod pogojem, da se nato validira interno. Za ve¢
informacij je na voljo povezava https:/[ec.europa.cufjrc/en/eurl/feed-additives/authorisation.
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2.2 Celotne aminokisline

Postopek se izbere glede na preiskovane aminokisline. Cist(e)in in metionin se morata pred hidrolizo oksidirati
v cisteinsko kislino oz. metionin-sulfon. Tirozin se mora dolo¢iti v hidrolizatih neoksidiranih vzorcev. Vse
druge aminokisline, navedene v toc¢ki 1 (Namen in podro¢je uporabe), se lahko dolocajo v oksidiranem ali
neoksidiranem vzorcu.

Oksidacijo izvedemo pri temperaturi 0 °C z meSanico peroksimravljinéne kisline in fenola. Presezek
oksidacijskega reagenta se razgradi z natrijevim disulfitom. Oksidiran ali neoksidiran vzorec se 23 ur hidrolizira
s klorovodikovo kislino (tocka 3.20). Vrednost pH hidrolizata se uravna na 2,20. Aminokisline se locijo
z jonskoizmenjevalno kromatografijo in dolocijo z reakcijo z ninhidrinom s fotometri¢no detekcijo pri 570 nm
(440 nm za prolin).

3. Reagenti

Uporabiti je treba dvojno destilirano vodo ali vodo enakovredne kakovosti (prevodnost < 10 pS).

3.1 Vodikov peroksid, m (m/m) = 30 %.

3.2 Mravljin¢na kislina, m (m/m) = 98 %-100 %.

3.3 Fenol.

3.4 Natrijev disulfit.

3.5 Natrijev hidroksid.

3.6 5-sulfosalicilna kislina dihidrat.

3.7 Klorovodikova kislina, gostota priblizno 1,18 g/ml.
3.8 Tri-natrijev citrat dihidrat.

3.9 2,2-tiodietanol (tiodiglikol).

3.10 Natrijev klorid.

3.11 Ninhidrin.

3.12 Petroleter, vrelisce 40 °C-60 °C.

3.13 Norlevcin ali druga spojina, primerna za uporabo kot interni standard.
3.14 Plinasti dusik (< 10 ppm kisika).

3.15 1-oktanol.

3.16 Aminokisline.

3.16.1  Standardne snovi aminokisline, navedene pod tocko 1 (Namen in podro¢je uporabe). Ciste spojine, ki ne
vsebujejo kristalne vode. Pred uporabo se susi 1 teden pod vakuumom s P,O5 ali H,SO,.

3.16.2 Cisteinska kislina.
3.16.3 Metionin-sulfon.

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

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

3.18 Raztopina natrijevega hidroksida, ¢ = 1 mol/l:

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

3.19 Raztopina mravljin¢ne kisline in fenola:

889 g mravljin¢ne kisline (tocka 3.2) se zmesa s 111 g vode ter se doda 4,73 g fenola (tocka 3.3).
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3.20 Hidrolizna mesanica, ¢ = 6 mol HCl/], ki vsebuje 1 g fenola/l:
1 g fenola (tocka 3.3) se doda k 492 ml HCl (to¢ka 3.7) in dopolni z vodo do 1 litra.

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

3.22 5-sulfosalicilna kislina, 8 = 6 %:

60 g 5-sulfosalicilne kisline (tocka 3.6) se raztopi v vodi in dopolni z vodo do 1 litra.

3.23 Oksidacijska mesanica (peroksimravljin¢na kislina in fenol):

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

Opozorilo: Izogibati se je treba stiku s koZo in nositi je treba za¢itna oblacila.

3.24 Citratni pufer, ¢ = 0,2 mol Na'[l, pH 2,20:

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

3.25 Pufri za eluiranje, pripravljeni v skladu s pogoji za uporabljeni analizator (tocka 4.9).
3.26 Reagent ninhidrin, pripravljen v skladu s pogoji za uporabljeni analizator (tocka 4.9).
3.27 Standardne raztopine aminokislin. Te raztopine se hranijo pri temperaturi do 5 °C.

3.27.1  Osnovna standardna raztopina aminokislin (tocka 3.16.1).
C = 2,5 pmol/ml za vsako v klorovodikovi kislini.

Lahko se priskrbi iz proste prodaje.

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

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

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

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

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

Vsebina se prenese v 50-mililitrsko merilno bucko, dopolni se s citratnim pufrom (tocka 3.24) do oznake in
premesa.

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

Glej tudi opombe pod tocko 9.1.

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

Hrani se najve¢ 3 mesece pri temperaturi do 5 °C.
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4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

5.1

5.2

Naprava
100- ali 250-mililitrska bucka z okroglim dnom in povratnim hladilnikom.

100-mililitrska steklenica iz borosilikatnega stekla s pokrovékom z navojem in ovita v gumo/teflon (npr. Duran,
Schott) za uporabo v susilniku.

Susilnik s prisilnim prezracevanjem in regulatorjem temperature z natan¢nostjo, boljo od * 2 °C.
pH meter (na tri decimalke).

Membranski filter (0,22 pm).

Centrifuga.

Rotavapor.

Mehani¢ni stresalnik ali magnetno mesalo.

Aminokislinski analizator ali HPLC-oprema z ionskoizmenjevalno kolono, pripravo za ninhidrin, derivatizacijo
po koloni in fotometri¢nim detektorjem.

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

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

Postopek

Priprava vzorca

Vzorec se zdrobi, tako da lahko preide skozi 0,5 mm sito. Vzorce z visoko vlago je treba pred drobljenjem
osusiti na zraku ali pri temperaturi, ki ne presega 50 °C, ali osusiti z zmrzovanjem. Vzorci z visoko vsebnostjo
mascobe se pred drobljenjem ekstrahirajo s petroletrom (tocka 3.12).

Dolocanje prostih aminokislin

Primerna koli¢ina (1 g-5 g) pripravljenega vzorca (tocka 5.1) se natehta na 0,2 mg natan¢no in prenese
v erlenmajerico, temu pa se doda 100,0 ml mesanice ekstrakcije (tocka 3.21). Z mehani¢nim stresalnikom ali
magnetnim meSalom (tocka 4.8) se meSanica stresa 60 minut. Pusti se, da se usedlina usede na dno, in
odpipetira 10,0 ml supernatanta v 100-mililitrsko ¢aso.

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

Ce se uporablja interni standard, se za vsakih 100 ml konéne raztopine doda 1,00 ml internega standarda
(tocka 3.27.3) ter dopolni s pufrsko raztopino (tocka 3.24) do oznake.

Nadaljuje se s kromatografijo v skladu s tocko 5.4.

Ce se ekstrakti ne pregledajo isti dan, se morajo hraniti pri temperaturi do 5 °C.
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5.3 Dolocanje celotnih aminokislin

5.3.1 Oksidacija
0,1 g-1 g pripravljenega vzorca (tocka 5.1) se natehta na 0,2 mg natan¢no in prenese v:
— 100-mililitrsko buc¢ko z okroglim dnom (tocka 4.1) za odprto hidrolizo (to¢ka 5.3.2.3) ali

— 250-mililitrsko bucko z okroglim dnom (tocka 4.1), ¢e je zahtevana nizka koncentracija natrija (tocka
5.3.3.1), ali

— 100-mililitrsko steklenico s pokrovékom z navojem (tocka 4.2) (za zaprto hidrolizo tocka 5.3.2.4).

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

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

Nadaljuje se s tocko 5.3.2.1.

5.3.2 Hidroliza

5.3.2.1  Hidroliza oksidiranih vzorcev

Oksidiranemu vzorcu, pripravljenemu v skladu s tocko 5.3.1, se doda 25 ml hidrolizne mesanice (tocka 3.20),
pri ¢emer je treba pazljivo sprati kakr$ne koli ostanke vzorca s stene posode in lopatice.

Nadaljuje se v skladu s to¢ko 5.3.2.3 ali 5.3.2.4, odvisno od uporabljenega postopka hidrolize.

5.3.2.2  Hidroliza neoksidiranih vzorcev

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

5.3.2.3  Odprta hidroliza

Mesanici v bucki (pripravljeni v skladu s tocko 5.3.2.1 ali 5.3.2.2) se dodajo 3 steklene kroglice, nato se pusti
vreti z neprestanim mehur¢enjem pri povratnem toku 23 ur. Po zakljucku hidrolize se kondenzator spere
s 5 ml citratnega pufra (tocka 3.24). Bucka se odstrani in ohladi v ledeni kopeli.

Nadaljuje se v skladu s tocko 5.3.3.

5.3.2.4  Zaprta hidroliza

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

Odvisno od postopka za uravnavanje pH (tocka 5.3.3) se vsebina steklenice z uporabo citratnega pufra
(tocka 3.24) prenese v 250-mililitrsko ¢a3o ali 250-mililitrsko bucko z okroglim dnom.

Nadaljuje se v skladu s to¢ko 5.3.3.
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SL

5.3.3.1

53.3.2

5.4

Uravnavanje pH

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

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

Ko se uporabljajo analizatorji aminokislin, pri katerih je zahtevana nizka koncentracija natrija (ko je treba
zmanj$ati volumen kisline), je priporocljivo uporabiti raztopino internega osnovnega standarda (tocka 3.27.3).

V tem primeru se hidrolizatu pred uparevanjem dodata 2,00 ml raztopine internega osnovnega standarda
(tocka 3.27.3).

Hidrolizatu, pridobljenemu v skladu s to¢ko 5.3.2.3 ali 5.3.2.4, se dodata 2 kapljici 1-oktanola (tocka 3.15).

Z rotavaporjem (tocka 4.7) se pod vakuumom pri 40 °C volumen zmanja na 5 ml-10 ml. Ce se volumen
nenamerno zmanj$a na manj kot 5 ml, se mora hidrolizat izlo¢iti in analiza zaceti znova.

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

Za vse druge analizatorje aminokislin (tocka 4.9)

Hidrolizati, pridobljeni v skladu s to¢ko 5.3.2.3 ali 5.3.2.4, se delno nevtralizirajo, tako da se med meSanjem
pazljivo doda 17 ml raztopine natrijevega hidroksida (tocka 3.17), pri ¢emer se mora ohranjati temperatura
pod 40 °C.

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

Vzoréna raztopina za kromatografijo

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

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

Nadaljuje se s kromatografijo (tocka 5.4).

Ce se vzor¢ne raztopine ne pregledajo 3e isti dan, se morajo shraniti pri temperaturi pod 5 °C.

Kromatografija

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

Vbrizgavanje je lahko ro¢no ali avtomati¢no. Pomembno je, da se ista koli¢ina raztopine (£ 0,5 %) doda koloni
za analizo standardov in vzorcev, razen ko se uporablja interni standard, ter da je razmerje med natrijem in
aminokislino v standardnih in vzor¢nih raztopinah taksno, kot se uporablja obicajno.

Na splo$no je pogostost umerjanja odvisna od stabilnosti reagenta ninhidrina in analiznega sistema. Standard ali
vzorec se razreddi s citratnim pufrom (tocka 3.24), da se doseze povrsina vrha standarda, ki je 30 %-200 %
povrsine vrha aminokislin v vzorcu.

Kromatografija aminokislin se nekoliko razlikuje glede na vrsto uporabljenega analizatorja in smole. Izbrani
sistem mora imeti moZnost loditve aminokisline med seboj in od materialov, ki vsebujejo ninhidrin.

V delovnem obmodju se mora kromatografski sistem odzivati linearno na spremembe koli¢in aminokislin,
dodanih koloni.
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analizira ekvimolarna raztopina (aminokislin, ki se dolo¢ajo). Ekvimolarna raztopina mora vsebovati vsaj 30 %
najvedje vsebnosti vsake aminokisline, ki se lahko natan¢no izmeri s sistemom za analizo aminokislin
(tocka 4.9).

Za locevanje treonina od serina razmerje med najnizjo in najvisjo vrednostjo za aminokislino z nizjo vrednostjo
izmed dveh prekrivajo¢ih se aminokislin na kromatogramu ne sme presegati 2:10. (Ce se dolocajo le cistein,

metionin, treonin in lizin, bo neustrezna locitev od sosednjih vrhov negativno vplivala na dolocanje.) Za vse
druge aminokisline mora biti lo¢evanje boljse od 1:10.

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

6. Izracun rezultatov

Za vsako posamezno aminokislino se izra¢una povrsina vrha vzorca in standarda ter koli¢ina (X), izraZena
v g aminokislin na kg vzorca.

X = AxexMxV

Bxmx 1000

Ce se uporablja interni standard, se pomnozi z: 2

A= povrsina vrha hidrolizata ali ekstrakta

B= povrsina vrha standardne raztopine za umerjanje

C= povrsina vrha hidrolizata ali ekstrakta kot internega standarda

D= povrsina vrha standardne raztopine za umerjanje kot internega standarda

M= molska masa aminokisline, ki se doloca

c= koncentracija standarda v pmol/ml

m = masa vzorca v gramih (popravljena na prvotno maso, Ce je vzorec posusen ali razmascen)

V= ml clelotnega hidrolizata (tocka 5.3.4) ali izracunani celotni volumen razredCitve ekstrakta (tocka 6.1)
vm

Cistin in cistein se dolocata kot cisteinska kislina v hidrolizatih oksidiranega vzorca, vendar se izracunata kot
cistin (C¢H1,N,0,S,, M 240,30 g/mol) z uporabo molske mase 120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30 g/mol).

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

Dodani prosti metionin se doloc¢a po ekstrakciji kot metionin, za izra¢un pa se uporabi ista molska masa.

6.1 Celotni volumen razred¢itve ekstraktov (F) za dolocanje prostih aminokislin (tocka 5.2) se izracuna:

F — 100 ml x (10 ml4+5 ml)

= X
10 ml

sl

V= volumen kon¢nega ekstrakta

7. Ocena metode

Metoda je bila preskuSena v mednarodni medlaboratorijski primerjavi, ki je bila izvedena leta 1990 s Stirimi
razliénimi vrstami krme (meSana prasi¢ja krma, meSanica za pitovne piscance, beljakovinski koncentrat,
premiks).

Opomba: Metoda je bila preskusena v drugi mednarodni medlaboratorijski $tudiji leta 2003 z uporabo slepih
dvojnih parov vzorcev krme za pitanje brojlerjev, starterjev za brojlerje, koruze, ribje in perutninske
moke. Za podrobnosti glej standard EN ISO 13903.
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Rezultati primerjave iz leta 1990, brez izjem, s srednjimi vrednostmi in standardnimi odmiki so prikazani
v tabeli v tej tocki:

Srednje vrednosti v g/kg

7.1 Ponovljivost
Ponovljivost, izrazena kot ,standardni odklon v laboratoriju“, za primerjavo iz predhodne tabele, je prikazana
v spodnji tabeli:
Koeficient variacije (%) za ponovljivost (CV,)
Aminokislina
Referen¢ni material
Treonin Cist(e)in Metionin Lizin
Mesana prasicja krma 1,9 3,3 3,4 2,8
n=15 n=17 n=17 n=13
Krmna meSanica za brojlerje 2,1 2,8 3,1 2,1
n=16 n=18 n=18 n=16
Beljakovinski koncentrat 2,7 2,6 2,2 2,4
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 2,2 - 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16
n = $tevilo sodelujocih laboratorijev
7.2 Obnovljivost

Aminokislina
Referenc¢ni material
Treonin Cist(e)in Metionin Lizin
Mesana prasicja krma 6,94 3,01 3,27 9,55
n=15 n=17 n=17 n=13
Krmna meSanica za brojlerje 9,31 3,92 5,08 13,93
n=16 n=18 n=18 n=16
Beljakovinski koncentrat 22,32 5,06 12,01 47,74
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 58,42 — 90,21 98,03
n=16 n=16 n=16

n = §tevilo sodelujocih laboratorijev

Rezultati zgoraj navedene primerjave, izrazeni kot standardni odklon med laboratoriji, so prikazani v spodnji

tabeli:

Koeficient variacije (%) za obnovljivost(CV,)

Aminokislina
Referen¢ni material
Treonin Cist(e)in Metionin Lizin
Mesana prasicja krma 4,1 9,9 7,0 3,2
n=15 n=17 n=17 n=13
Krmna meSanica za brojlerje 5,2 8,8 10,9 5,4
n=16 n=18 n=18 n=16
Beljakovinski koncentrat 3,8 12,3 13,0 3,0
n=16 n=17 n=17 n=15
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Premiks 4,3 - 6,9 6,7

n = §tevilo sodelujocih laboratorijev

8. Uporaba referen¢nih materialov

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

9. Opombe

9.1 Zaradi razlik med analizatorji aminokislin se kot smernica obravnavajo kon¢ne koncentracije raztopin
standardnih aminokislin za umerjanje (glej tocki 3.27.4 in 3.27.5) in hidrolizata (glej tocko 5.3.4).

Za vse aminokisline je treba preveriti obmodje naprave, v katerem je odziv linearen.
Standardna raztopina se razreddi s citratnim pufrom, da je povrsina vrha na sredini tega obmogja.

9.2 Kadar se za analizo hidrolizatov uporablja oprema za teko¢insko kromatografijo visoke locljivosti, se morajo
eksperimentalni pogoji optimizirati v skladu s priporo¢ili proizvajalca.

9.3 Pri uporabi metode za krmne meSanice ali premikse, ki vsebujejo ve¢ kot 1 % klorida (koncentrat, mineralna
krma, dopolnilna krmna mesanica), se lahko pojavi prenizka vrednost vsebnosti metionina in zato se izvede
posebna obdelava.

10. Izvedbena merila

Z obdelavo rezultatov (razen za tirozin) iz dveh medlaboratorijskih $tudij (iz leta 1990, navedena v zgornji
tocki 7, in iz leta 2005, navedena v standardu EN/ISO 13903) so bila zagotovljena naslednja merila za
ponovljivost in obnovljivost. Vrednosti, ki izhajajo iz teh dveh medlaboratorijskih preskusov, mogoce ne bodo
ustrezale razponom koncentracij in matriksom, ki se od danih razlikujejo.

10.1 Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh dolocanj, ki se izvedeta na istem vzorcu v istem laboratoriju in ju izvede isti
izvajalec dejavnosti, ne sme presegati:

— 6 % relativno glede na vi$jo vrednost za celotne aminokisline v primeru glicina, alanina, lizina, prolina,
glutaminske kisline, izolevcina in histidina;

— 8 % relativno glede na vi§jo vrednost za celotne aminokisline v primeru treonina, fenilalanina, metionina,
asparaginske kisline in levcina;

— 10 % relativno glede na vigjo vrednost za celotne aminokisline v primeru arginina in valina;
— 12 % relativno glede na vigjo vrednost za celotno aminokislino serin;

— 15 % relativno glede na visjo vrednost za celotno aminokislino cist(e)in.

10.2 Obnovljivost

Razlika med rezultatoma dveh dolocitev, ki se izvedeta na istem vzorcu v razli¢nih laboratorijih infali ju izvedejo
razli¢ni izvajalci dejavnosti ne sme presegati:

— 15 % relativno glede na vigjo vrednost za celotne aminokisline v primeru glicina, alanina in treonina,

— 20 % relativno glede na visjo vrednost za celotne aminokisline v primeru lizina, prolina, fenilalanina,
metionina in asparaginske kisline,

— 22 % relativno glede na vijo vrednost za celotne aminokisline v primeru glutaminske kisline in levcina,
— 27 % relativno glede na vijo vrednost za celotno aminokislino arginin,

— 32 % relativno glede na visjo vrednost za celotno aminokislino izolevcin,
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— 35 % relativno glede na visjo vrednost za celotne aminokisline v primeru valina in serina,
— 40 % relativno glede na vijo vrednost za celotno aminokislino histidin,

— 50 % relativno glede na vigjo vrednost za celotno aminokislino cist(e)in.

F. DOLOCANJE TRIPTOFANA
Analizne metode, ki se uporabljajo za dolo¢anje triptofana so naslednje:
— EN ISO 13904 Krma — Dolocevanje triptofana;

— analizna metoda, opisana v naslednjih tockah 1 do 9.

1. Namen in podroc¢je uporabe

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

2. Nacelo

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

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

Triptofan in interni standard v hidrolizatu ali ekstraktu se dolocata s HPLC s fluorescenc¢no detekcijo.

3. Reagenti

3.1 Uporabljati je treba dvakrat destilirano vodo ali vodo enake kakovosti (prevodnost < 10 pS/cm).

3.2 Standardna snov: triptofan (Cistoca/vsebnost = 99 %), osuSen pod vakuumom nad fosforjevim pentoksidom.

3.3 Snov, ki je interni standard: a-metil-triptofan (Cistoca/vsebnost = 99 %), osusen pod vakuumom nad fosforjevim
pentoksidom.

3.4 Barijev hidroksid oktahidrat (paziti je treba, da Ba(OH), .8 H,O ni pretirano izpostavljen zraku, da se ne bi tvoril

BaCOs, ki lahko moti dolocanje) (glej tocko 9.3).

3.5 Natrijev hidroksid.

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

3.7 Klorovodikova kislina, p,o 1,19 g/ml.

3.8 Metanol, za HPLC.

3.9 Petroleter, vrelis¢e 40 °C—60 °C.

3.10 Raztopina natrijevega hidroksida, ¢ = 1 mol/l:

40,0 g NaOH (tocka 3.5) se raztopi v vodi in dopolni z vodo do 1 litra (tocka 3.1).

3.11 Klorovodikova kislina, ¢ = 6 mol/l:

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

3.12 Klorovodikova kislina, ¢ = 1 mol/l:

82 ml HCl (tocka 3.7) se dopolni z vodo do 1 litra.
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3.13 Klorovodikova kislina, ¢ = 0,1 mol/l:

8,2 ml HCl (to¢ka 3.7) se dopolni z vodo do 1 litra.

3.14 Ortofosforna kislina, ¢ = 0,5 mol/l:

34 ml ortofosforne kisline (tocka 3.6) se dopolni z vodo (3.1) do 1 litra.

3.15 Koncentrirana raztopina triptofana (tocka 3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

v 500-mililitrski merilni bu¢ki se raztopi 0,2553 g triptofana (tocka 3.2) v klorovodikovi kislini (toc¢ka 3.13) in
dopolni s klorovodikovo kislino (toc¢ka 3.13) do oznake. Pri —18 °C se shrani najvec 4 tedne.

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

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

3.17 Standardna raztopina triptofana in internega standarda za umerjanje:

pripravi se 2,00 ml koncentrirane raztopine triptofana (tocka 3.15) in 2,00 ml koncentrirane raztopine
internega standarda (a-metil-triptofan) (tocka 3.16). Razred¢i se z vodo (tocka 3.1) in metanolom (tocka 3.8) na
priblizno enaka volumna in na priblizno enako koncentracijo metanola (10 %-30 %) kot pri kon¢nem
hidrolizatu.

Ta raztopina se mora pripraviti sveza pred uporabo.

Med pripravo jo je treba zascititi pred neposredno sonéno svetlobo.

3.18 Ocetna kislina.

3.19 1,1,1-trikloro-2-metil-2-propanol.
3.20 Etanolamin, m (m/m) > 98 %.
3.21 1 g 1,1,1-trikloro-2-metil-2-propanola (tocka 3.19) se raztopi v 100 ml metanola (tocka 3.8).

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

4. Naprava

4.1 Oprema HPLC s spektrofluorometri¢nim detektorjem.

4.2 Kolona za teko¢insko kromatografijo, 125 mm x 4 mm C,g, polnitev 3 pm ali enakovredna.
4.3 pH meter.

4.4 Bucka iz polipropilena, volumna 125 ml, s Sirokim vratom in pokrovckom z navojem.

4.5 Membranski filter, 0,45 pm.

4.6 Avtoklav, 110 (¢ 2) °C, 1,4 (+ 0,1) bar.

4.7 Mehanicni stresalnik ali magnetno mesalo.

4.8 Vorteks mesalnik.
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5.1

5.2

5.3

5.4

Postopek

Priprava vzorcev

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

Dolocanje prostega triptofana (ekstrakt)

Primerna koli¢ina (1 g-5 g) pripravljenega vzorca (tocka 5.1) se natehta na 1 mg natan¢no in prenese
v erlenmajerico. Doda se 100,0 ml klorovodikove kisline (tocka 3.13) in 5,00 ml koncentrirane raztopine
internega standarda (tocka 3.16). Z mehani¢nim stresalnikom ali magnetnim me$alom (tocka 4.7) se stresa ali
mes$a 60 minut. Pusti se, da se usedlina usede na dno, nato pa se odpipetira 10,0 ml supernatanta v ¢a$o. Doda
se 5 ml ortofosforne kisline (tocka 3.14). Vrednost pH se uravna na 3 z natrijevim hidroksidom (tocka 3.10).
Doda se dovolj metanola (tocka 3.8), da se v kon¢nem volumnu dobi koncentracija metanola med 10 %
in 30 %. Prenese se v merilno bucko primernega volumna in razred¢i z vodo na volumen, potreben za
kromatografijo (priblizno enak volumen kot pri standardni raztopini za umerjanje (tocka 3.17)).

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

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

Dolocanje celotnega triptofana (hidrolizat)

0,1 g-1 g pripravljenega vzorca (tocka 5.1) se natehta na 0,2 mg natancno in prenese v bucko iz polipropilena
(tocka 4.4). Vsebnost dusika v natehtanem delu vzorca je priblizno 10 mg. Doda se 8,4 mg barijevega hidroksid
oktahidrata (tocka 3.4) in 10 ml vode. Mesa se na vorteks mesalniku (tocka 4.8) ali z magnetnim mesalom
(tocka 4.7). S teflonom prevleceni magnet pustimo v mesanici. Stene posode se sperejo s 4 ml vode. Zapre se
s pokrov¢kom z navojem, bucka pa se rahlo zapre. Prenese se v avtoklav (tocka 4.6), kjer je vrela voda, in pusti
v pari 30-60 minut. Zapre se avtoklav in 20 ur avtoklavira pri 110 (+ 2) °C.

Pred odprtjem avtoklava se temperatura zmanjsa nekoliko pod 100 °C. Da se prepreci kristalizacija Ba(OH), .8
H,0, se topli mesanici doda 30 ml vode sobne temperature. Rahlo se pretresa ali mesa. Doda se 2,00 ml
koncentrirane raztopine internega standarda (a-metil-triptofana) (tocka 3.16). Posode se 15 minut hladijo
na vodni/ledeni kopeli.

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

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

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

Dolocanje s HPLC

Za izokratsko eluiranje se lahko kot smernica uporabljajo naslednji pogoji; lahko se uporabljajo tudi drugi
pogoji, e zagotavljajo enakovredne rezultate (glej tudi tocki 9.1 in 9.2).
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Tekocinska kromatografija 125 mm x 4 mm, C,g, polnitev 3 pm alienakovredna kolona

(tocka 4.2):

Temperatura kolone: sobna temperatura

Mobilna faza (tocka 3.22): 3,00 g ocetne kisline (tocka 3.18) + 900 ml vode (tocka 3.1) + 50,0 ml

raztopine (tocka 3.21) 1,1,1-trikloro-2-metil-2-propanola (toc¢ka 3.19)
v metanolu (tocka 3.8) (1 g/100 ml). Vrednost pH se uravna na 5,00
z uporabo etanolamina (toc¢ka 3.20). Dopolni se z vodo do 1000 ml

(tocka 3.1).
Hitrost pretoka: 1 ml/min
Skupni ¢as izvedbe: priblizno 34 min
Valovna dolzina detektorja: ekscitacija: 280 nm, emisija: 356 nm
Vbrizgani volumen 20 pl

Izrac¢un rezultatov

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

7A XBXlechZXM

X = D=7 0000 < m

A= povrsina vrha internega standarda, standardne raztopine za umerjanje (3.17)

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

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

c= koncentracija, v pumol/ml (= 2,50), koncentrirane raztopine triptofana (tocka 3.15), dodane raztopini za
umerjanje (tocka 3.17)

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

C= povrsina vrha internega standarda, ekstrakta (tocka 5.2) ali hidrolizata (tocka 5.3)

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

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

m = masa vzorca v g (popravljena na prvotno maso, ¢e je vzorec posusen in/ali razmascen)

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

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolo¢anj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati 10 % relativno
glede na najviji rezultat.

Rezultati medlaboratorijske Studije

Organizirana je bila medlaboratorijska $tudija EU (Cetrta medlaboratorijska primerjava), pri kateri je 12
laboratorijev analiziralo tri vzorce, da se potrdi metoda za hidrolizo. Vsak vzorec je bil analiziran petkrat.
Rezultati so navedeni v spodnji tabeli:
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Vzorec 1 Vzoree 2 Vzorec 3
Prasi¢ja krma Praéié{:itl:irggf;niﬁiianim Koncentrat prasicje krme
L 12 12 12
n 50 55 50
Srednja vrednost [g/kg] 2,42 3,40 4,22
s: [g/kel 0,05 0,05 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
v, [%] 1,9 1,6 1,9
Sk [g/kel 0,15 0,20 0,09
R [g/ke] 0,42 0,56 0,25
CVe [%] 6,3 6,0 2,2
L= Stevilo laboratorijev, ki so predlozili rezultate
n= Stevilo pridobljenih posameznih rezultatov, po izlo¢itvi izjem (identificiranih s preskusom za izjeme po

Cochranu in Dixonu)

S = standardni odmik ponovljivosti
Sk = standardni odmik obnovljivosti
r= ponovljivost
= obnovljivost
v, = koeficient variacije ponovljivosti v %
CVyx = koeficient variacije obnovljivosti v %

Organizirana je bila Se ena medlaboratorijska $tudija EU (tretja medlaboratorijska primerjava), v kateri je 13
laboratorijev analiziralo dva vzorca, da se potrdi metoda za ekstrakcijo prostega triptofana. Vsak vzorec je bil
analiziran petkrat. Rezultati so navedeni v spodnji tabeli:

Vzorec 4 Vzoree 5
MeSanica pienice in soje Mesanica penice in soje (= vzorec 4)
z dodanim triptofanom (0,457 g/kg)
L 12 12
n 55 60
Srednja vrednost [g/kg] 0,391 0,931
s: [g/ke] 0,005 0,012
r [g[kg] 0,014 0,034
v, [%] 1,34 1,34
Sk [g/kg] 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CVi [%] 471 5,11
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CVy =

Stevilo laboratorijev, ki so predlozili rezultate

Stevilo pridobljenih posameznih rezultatov, po izlo¢itvi izjem (identificiranih s preskusom za izjeme po
Cochranu in Dixonu)

standardni odmik ponovljivosti
standardni odmik obnovljivosti
ponovljivost

obnovljivost

koeficient variacije ponovljivosti v %

koeficient variacije obnovljivosti v %

Organizirana je bila $e ena medlaboratorijska studija EU, v kateri je do 7 laboratorijev analiziralo stiri vzorce, da
se potrdi metoda za hidrolizo triptofana. Rezultati so v spodnji tabeli. Vsak vzorec je bil analiziran petkrat.

Vzoree 1 Vzoree 2 Vzorec 3 Vzorec 4
Mesana prasicja krma l},iszj;lngli;i,a ;;iézé(};) Sojina moka Posneto mleko v prahu
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 119) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Srednja 2,064 8,801 6,882 5,236
vrednost [g/kg]
s: [g/kel 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/kg] 0,059 0,283 0,249 0,112
v, [%] 1,04 1,15 1,30 0,76
S [g/kel 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CVi [%] 1,48 4,69 411 422
L= Stevilo laboratorijev, ki so predloZili rezultate
n= Stevilo pridobljenih posameznih rezultatov, po izlo¢itvi izjem (identificiranih s preskusom za izjeme po
Cochranu in Dixonu)
S, = standardni odmik ponovljivosti
Sk = standardni odmik obnovljivosti
r= ponovljivost
= obnovljivost
v, = koeficient variacije ponovljivosti v %
CVg = koeficient variacije obnovljivosti v %
9. Opombe
9.1 Locevanje triptofana in a-metil-triptofana lahko izbolj$ajo naslednji posebni kromatografski pogoji.
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9.2

9.3

1.1

[zokratsko eluiranje, ki mu sledi gradientno ¢is¢enje kolone:

Kolona za teko¢insko kromatografijo: 125 mm x 4 mm, Cy, polnitev 5 um ali enakovredna
Temperatura kolone: 32°C
Mobilna faza: A: 0,01 mol/l KH,PO,/Metanol, 95+5 (V+V)
B: Metanol
Gradientni program: 0 min 100 % A 0%B
15 min 100 % A 0%B
17 min 60 % A 40%B
19 min 60 % A 40 % B
21 min 100 % A 0%B
33 min 100 % A 0%B
Hitrost pretoka: 1,2 ml/min
Skupni ¢as izvedbe: priblizno 33 min

Kromatografija se spreminja glede na vrsto HPLC in uporabljeni material za polnitev kolone. Izbrani sistem mora
zagotavljati loevanje bazne linije triptofana in internega standarda. Poleg tega je pomembno, da se produkti
razgradnje dobro locijo od triptofana in internega standarda. Izvede se postopek s hidrolizatom brez internega
standarda, da se preveri bazna linija internega standarda za necistoCe. Pomembno je, da je ¢as izvedbe dovolj
dolg, da se eluirajo vsi produkti razgradnje, sicer lahko zapozneli vrhovi eluiranja motijo nadaljnje
kromatografiranje.

Kromatografski sistem se v delovnem obmo¢ju odziva linearno. Linearni odziv se izmeri s konstantno (obi¢ajno)
koncentracijo internega standarda in razli¢nimi koncentracijami triptofana. Zelo pomembno je, da so velikosti
vrhov triptofana in internega standarda v linearnem obmodju HPLC/fluorescencnega sistema. Ce so vrhovi
triptofana in/ali internega standarda prenizki ali previsoki, se analiza ponovi z druga¢no koli¢ino vzorca infali
druga¢nim kon¢nim volumnom.

Barijev hidroksid

Topnost barijevega hidroksida se s staranjem zmanjsa. Posledica tega je motna raztopina za dolo¢itev HPLC, kar
lahko povzro¢i nizke rezultate za triptofan.

G. DOLOCANJE SUROVIH OLJ IN MASCOB

Namen in podrodje uporabe
Ta metoda omogoca dolocanje vsebnosti surovih olj in mas¢ob v krmi.
Vrsta in sestava krme ter namena izvajanja analize vplivata na uporabo spodaj opisanih postopkov.

Za dolocanje vsebnosti surovih olj in ma$¢ob v oljnih semenih in oljnatem sadju ter v krmi, v kateri je vsebnost
surovih olj/mascob vedja od 15 %, bi bilo treba ekstrakcijo opraviti s postopkom A, ponovno ekstrakcijo pa
s postopkom B (tocka 5.3).

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

Ta metoda se uporablja za posami¢na krmila rastlinskega izvora, razen tistih, ki so zajeta v podro¢je uporabe
postopka B.
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1.2

1.3

2.1

2.2

3.1

3.2

3.3

3.4

4.1

4.2

4.3

5.1

Postopek B — Celotna surova olja in masc¢obe

Ta metoda se uporablja za posami¢na krmila Zivalskega izvora in za vse krmne me$anice. Uporablja se za vsa
posami¢na krmila, iz katerih ni mogoce povsem ekstrahirati olj in mascob brez predhodne hidrolize (npr.
gluten, kvasovke, krompirjeve beljakovine in proizvodi, pri katerih se izvaja ekstrudiranje, kosmicenje in
segrevanje).

Razlaga rezultatov

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

Nacelo

Postopek A

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

Postopek B

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

Reagenti

Petroleter, vrelis¢e: 40 do 60 °C. Bromno §tevilo mora biti niZje od 1 in ostanek pri uparevanju nizji od
2 mg/100 ml.

Natrijev sulfat, brezvodni.

Klorovodikova kislina, ¢ = 3 mol/l.

Filtracijsko sredstvo, npr. Kieselguhr, Hyflo-supercel.
Naprava

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

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

Susilnik, vakuumski, nastavljen na 75 °C 3 °C, ali zra¢ni, nastavljen na 100 °C £ 3 °C.
Postopek

Postopek A (glej tocko 8.1)

5 g vzorca se natehta na 1 mg natanc¢no, prenese v kartuso za ekstrakcijo (tocka 4.2) in pokrije s cepkom iz vate,
ki ne vsebuje mascobe.

Kartusa se postavi v ekstraktor (tocka 4.1) in Sest ur ekstrahira s petroletrom (tocka 3.1). Ekstrakt petroletra se
zbere v suho stehtano bucko, v kateri so delci plovca (9.

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

() Kadar je treba kakovost olja ali mas¢ob naknadno Se preskusati, se delci plovca zamenjajo s steklenimi kroglicami.
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5.2

5.3

8.1

Postopek B

2,5 g vzorca se natehta na 1 mg natan¢no (glej tocko 8.2), prenese v 400-mililitrsko ¢aso ali 300-mililitrsko
erlenmajerico ter dodajo 100 ml klorovodikove kisline (tocka 3.3) in delci plovca. Casa se pokrije z urnim
steklom ali pa se erlenmajerica spoji s povratnim hladilnikom. Pri nizkem plamenu ali na elektri¢ni kuhalniki
plo¢i se mesanica pocasi zavre in se pusti rahlo vreti eno uro. Paziti je treba, da se vzorec ne oprijema sten
posode.

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

Dvojni filtrirni papir, na katerem je ostanek, se prenese na urno steklo in se uro in pol susi v susilniku (tocka 4.3)
pri 100 °C + 3 °C.

Dvojni filtrirni papir s suhim ostankom se prenese v kartuso za ekstrakcijo (tocka 4.2) in pokrije s ¢epkom iz
vate, ki ne vsebuje mascob. Kartusa se postavi v ekstraktor (tocka 4.1), nato pa se nadaljuje, kakor je navedeno
v drugem in tretjem odstavku tocke 5.1.

Postopek A in ponovna ekstrakcija s postopkom B

Za dolocanje vsebnosti surovih olj in ma3¢ob v oljnih semenih in oljnatem sadju ter v krmi, v kateri je vsebnost
surovih olj/mascob ve¢ja od 15 %, bi bilo treba ekstrakcijo opraviti s postopkom A, ponovno ekstrakcijo pa
s postopkom B.

To pomeni, da je po ekstrakciji s petroletrom (postopek A), ostanek ali del ostanka ponovno ekstrahirajo
s klorovodikovo kislino (postopek B). Vsebnost surovih olj in mascob je vsota rezultata postopkov A in B.

Prikaz rezultatov

Masa ostanka se izrazi kot masni delez vzorca.

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, ki jih na istem vzorcu izvaja isti analitik, ne presega:
— 0,2 % v absolutni vrednosti za vsebnosti surovih olj in mas¢obe, nizje od 5 %,

— 4,0 % relativno glede na najvisji rezultat, za vsebnosti med 5 % do 10 %,

— 0,4 % v absolutni vrednosti za vsebnosti nad 10 %.

Opombe

Pri proizvodih z visoko vsebnostjo olj in mascob, ki jih je tezko zdrobiti ali so neprimerni za pripravo
homogenega zmanj$anega preskusnega vzorca, se uporabi naslednji postopek.

20 g vzorca se natehta na 1 mg natancno in zmesa z 10 g ali ve¢ brezvodnega natrijevega sulfata (tocka 3.2).
Ekstrahira se s petroletrom (tocka 3.1), kakor je navedeno v tocki 5.1. Ekstrakt se dopolni s petroletrom do
500 ml (tocka 3.1) in premesa. 50 ml raztopine se prenese v majhno suho stehtano bucko, v kateri so delci
plovca. Oddestilira se topilo, se osusi, nato pa se nadaljuje, kakor je dolo¢eno v zadnjem odstavku tocke 5.1.

Iz ostanka po ekstrakciji v kartusi se odstrani topilo, ostanek se zdrobi do velikosti delcev 1 mm, vrne v kartuso
za ekstrakcijo (natrijev sulfat se ne doda), nato pa se nadaljuje, kakor je dolo¢eno v drugem in tretjem odstavku
tocke 5.1.
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Vsebnost olj in mas¢ob kot masni delez vzorca se izra¢una po naslednji formuli:

(10m, +m,) x 5

pri Cemer je:

m; = masa ostanka po prvi ekstrakciji (alikvot ekstrakta) v gramih
m, = masa ostanka po drugi ekstrakciji v gramih

8.2 Pri nekaterih proizvodih (npr. z nizko vsebnostjo olj in mas¢ob) se lahko preskusni vzorec poveca.

8.3 Hrano za hi$ne Zivali, ki vsebuje veliko vode, je treba v¢asih pred hidrolizo in ekstrakcijo po postopku B zmesati
z brezvodnim natrijevim sulfatom.

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

8.5 Pri nekateri krmi je morda treba podaljSati Cas suSenja na ve¢ kot uro in pol. Odve¢nemu susenju se je treba
izogibati, saj lahko povzroci nizke rezultate. Uporabi se lahko tudi mikrovalovna pecica.

H. DOLOCANJE SUROVIH VLAKEN

1. Namen in podroc¢je uporabe
Ta metoda omogoca dolocanje organskih snovi brez mascob v krmi, ki so netopne v kislih in baznih medijih ter
so obicajno opisane kot surova vlakna.
Metoda se ne uporablja v primeru lesne celuloze in rastlinskega oglja (delci so predrobni).

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

3. Reagenti

3.1 Zveplova kislina, ¢ = 0,13 mol/l

3.2 Sredstvo proti penjenju (npr. n-oktanol)

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

3.4 Aceton

3.5 Petroleter, vrelis¢e 40 °C—60 °C

3.6 Klorovodikova kislina, ¢ = 0,5 mol/l

3.7 Raztopina kalijevega hidroksida, ¢ = 0,23 mol/l

4. Naprava

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

4.2 Stekleni filtrirni loncek z namesceno filtrirno plosco iz sintranega stekla in velikosti por 40 pm—-90 pm. Pred
prvo uporabo ga je treba za nekaj minut segreti na 500 °C in ohladiti (tocka 8.6).
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4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

Valj, volumna vsaj 270 ml, s povratnim hladilnikom, primernim za vretje
Susilnik s termostatom
Zarilna pec s termostatom

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

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

1 g pripravljenega vzorca se natehta na 1 mg natan¢no in prenese v loncek (tocka 4.2) (glej tocke 9.1, 9.2 in 9.3),
Cemur se doda 1 g filtrirnega sredstva (tocka 3.3).

Najprej se povezZeta enota za segrevanje (tocka 4.1) in filtrirni loncek (tocka 4.2), nato pa valj (tocka 4.3) in
lon¢ek. V povezana valj in loncek se nalije 150 ml vrele Zveplove kisline (to¢ka 3.1) in po potrebi nekaj kapljic
sredstva proti penjenju (tocka 3.2).

Tekocina se zavre v 5 + 2 minutah ter pusti mocno vreti natan¢no 30 minut.

Odpre se zamasek na odtocni cevi (tocka 4.1), Zveplova kislina se pod vakuumom filtrira skozi filtrirni loncek,
ostanek pa se trikrat zaporedoma spere s po 30 ml vrele vode, pri ¢emer se zagotovi, da je filtrirni ostanek po
vsakem spiranju suh.

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

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

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

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

Slepi preskus se izvede brez vzorca. Izguba mase pri upepeljevanju ne sme presegati 4 mg.

Izracun rezultatov

Vsebnost surovih vlaken, izraZena kot masni delez vzorca, se izra¢una po naslednji formuli:

_ (mo—ml) x 100
X=—"——

pri cemer je:

m = masa vzorca v gramih

my = izguba mase po upepeljevanju pri dolocanju v gramih

m; = izguba mase po upepeljevanju pri slepem preskusu v gramih

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati:
— 0,6 % v absolutni vrednosti za vsebnosti surovih vlaken, manjse od 10 %,

— 6 % relativno glede na vi§ji rezultat za vsebnosti surovih vlaken 10 % ali vec.
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8. Obnovljivost
Razlika med rezultatoma dveh doloditev, izvedena na istem vzorcu v razli¢nih laboratorijih ne sme presegati:
— 1,0 % v absolutni vrednosti za vsebnosti surovih vlaken, manjse od 10 %,

— 10 % relativno glede na vigji rezultat za vsebnosti surovih vlaken 10 % ali vec.
9. Opombe

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

9.2 Krmo, ki vsebuje mascobe, ki se ne morejo neposredno ekstrahirati s petroletrom (tocka 3.5), je treba razmastiti,
kakor je navedeno v tocki 8.1, in ponovno razmastiti po vretju s kislino. Po vretju s kislino in nadaljnjim
spiranjem se loncek z vsebino poveZe z enoto za hladno ekstrakcijo (tocka 4.6) ter trikrat spere s po 30 ml
acetona, nato pa trikrat s po 30 ml petroletra. Filtrira se pod vakuumom do suhega stanja, nadaljuje pa se,
kakor je navedeno v to¢ki 5, pri Cemer se zacne z dodajanjem kalijevega hidroksida.

9.3 Ce krma vsebuje vec kot 5 % karbonatov, izrazenih kot kalcijev karbonat, se lonéek (tocka 4.2) z natehtanim
vzorcem poveZe z enoto za segrevanje (tocka 4.1). Vzorec se trikrat spere s po 30 ml klorovodikove kisline
(tocka 3.6). Po vsakem dodajanju je treba vzorec pustiti stati priblizno eno minuto, preden se filtrira. Enkrat se
spere s 30 ml vode, nato pa se nadaljuje, kakor je navedeno v tocki 5.

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

9.5 Ce je po vretju tezko filtrirati kisle in bazicne raztopine, se uporabi stisnjen zrak skozi odto¢no cev enote za
segrevanje in se nato nadaljuje s filtriranjem.

9.6 Temperatura upepeljevanja ne presega 500 °C, da se podaljsa obstojnost steklenih filtrirnih lonckov. Potrebna je
previdnost, da se preprecijo odve¢ni toplotni $oki med segrevanjem ali hlajenjem.

I. DOLOCANJE SLADKORJA

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

Ta metoda se uporablja za dolo¢anje vsebnosti sladkorja za uporabo pri izraunu energijske vrednosti krme.

Kadar se vsebnost sladkorja doloca za druge namene, se lahko uporabijo druge analizne metode.

2. Nacelo

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

3. Reagenti

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

5.1

5.2

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

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

Metil oranz, 0,1-odstotna raztopina (m/v)
Klorovodikova kislina, 4 mol/l
Klorovodikova kislina, 0,1 mol/l
Raztopina natrijevega hidroksida, 0,1 mol/l

Luff-Schoorlov reagent:

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

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

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

Raztopina citronske kisline: v 50 ml vode se raztopi 50 g citronske kisline (CsHgO;*H,0).

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

Raztopina natrijevega tiosulfata, 0,1 mol/l.

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

Zveplova kislina, 3 mol/l

Kalijev jodid, 30-odstotna raztopina (m/v)

Zdrobljen plovec, prevret v klorovodikovi kislini, opran z vodo in osusen
3-metilbutan-1-ol

Naprava

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

Ekstrakcija vzorca

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

Dolocanje reducirajocih sladkorjev

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

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

5.4 Titracija po Luff-Schoorlovi metodi

25 ml Luff-Schoorlovega reagenta (tocka 3.8) se odpipetira v 300-mililitrsko erlenmajerico; doda se
natan¢no 25 ml zbistrene raztopine sladkorja. Dodata se 2 zrni plovca (to¢ka 3.13) in med ro¢nim meSanjem
se segreva nad prostim plamenom srednje viSine tako, da raztopina zavre v priblizno dveh minutah.
Erlenmajerica se takoj postavi na Zi¢no mrezico, prevleCeno z azbestom, ki ima odprtino s premerom
priblizno 6 cm, pod katero je prizgan plamen. Plamen se naravna tako, da se segreva le dno erlenmajerice. Na
erlenmajerico se namesti povratni hladilnik. Pustimo vreti natanko deset minut. Takoj se ohladi v mrzli vodi in
Cez priblizno pet minut titrira na naslednji nacin:

doda se 10 ml raztopine kalijevega jodida (tocka 3.12) in takoj nato (previdno zaradi moZnosti moénega
penjenja) 25 ml Zveplove kisline (tocka 3.11). Z raztopino natrijevega tiosulfata (tocka 3.9) se titrira do
svetlorumene barve, doda se indikator $krob (tocka 3.10), nato pa se titracija zakljuci.

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

6. Izrac¢un rezultatov

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

7. Posebni postopki

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

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

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

8. Opombe

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

8.2 Razlika med vsebnostjo celotnih sladkorjev po inverziji, izrazenih kot glukoza, in vsebnostjo reducirajo¢ih
sladkorjev, izrazenih kot glukoza, pomnozZeno z 0,95, je masni deleZi saharoze.

8.3 Za dolocanje vsebnosti reducirajocih sladkorjev, razen laktoze, se lahko uporabljata dve metodi:
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Za pribliZen izracun se vsebnost laktoze, dolocena z drugo analizno metodo, pomnozi z 0,675, dobljeni rezultat
pa se odsteje od vsebnosti reducirajocih sladkorjev.

Za natancen izraCun reducirajocih sladkorjev, razen laktoze, je treba za dve kon¢ni dolo¢itvi uporabiti isti
vzorec. Ena od analiz se izvede na delu raztopine, ki nastane pri postopku iz tocke 5.1, druga pa na delu
raztopine, ki nastane pri dolocanju laktoze z metodo, dolo¢eno za navedeni namen (po fermentiranju drugih
vrst sladkorja in zbistritve).

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

Primer
Za vsako dolocanje oba uporabljena volumna ustrezata 250 mg vzorca.

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

Razlika je 16,6 mg glukoze.

Vsebnost reducirajocih sladkorjev (razen laktoze), izracunana kot glukoza, je zato:

4x16,6 _
186 _ 6,64 %

Tabela vrednosti za 25 ml Luff-Schoorlovega reagenta

ml Na, S, O; 0,1 mol/l, dve minuti segrevanja, deset minut vretja

Na, S, O; Glukoza, fruktoza, invertni sladkorji Laktoza Na, S, O;
0,1 mol/l C¢ Hyy Og Cy, Hy, Oy 0,1 mol/l
ml mg razlika mg razlika ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 16
17 44,2 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. DOLOCANJE LAKTOZE

Namen in podroc¢je uporabe

Ta metoda omogoca dolo¢anje ravni laktoze v krmi, ki vsebuje ve¢ kot 0,5 % laktoze.
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2. Nacelo

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

3. Reagenti

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

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

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

Med previdnim mesanjem se v raztopino natrijevega karbonata (tocka 3.4.3) vlije raztopina citronske kisline
(tocka 3.4.2). Doda se raztopina bakrovega sulfata (tocka 3.4.1), nato pa se dopolni z vodo do 1 litra. Pusti se
ez no¢, da se usede, in nato filtrira. Preveri se koncentracija tako dobljenega reagenta (Cu 0,05 mol/l; Na, CO;
1 mol/l). Vrednost pH raztopine je priblizno 9,4.

3.4.1 Raztopina bakrovega sulfata: v 100 ml vode se raztopi 25 g bakrovega sulfata (Cu SO, 5H,0), ki ne vsebuje

Zeleza.
3.4.2 Raztopina citronske kisline: v 50 ml vode se raztopi 50 g citronske kisline (CsHzO;*H,0).
3.4.3 Raztopina natrijevega karbonata: v priblizno 300 ml tople vode se raztopi 143,8 g brezvodnega natrijevega

karbonata. Pusti se, da se ohladi.

3.5 Zdrobljen plovec, prevret v klorovodikovi kislini, opran z vodo in osusen

3.6 Kalijev jodid, 30-odstotna raztopina (m/v)

3.7 Zveplova kislina, 3 mol/l

3.8 Raztopina natrijevega tiosulfata, 0,1 mol/l

3.9 Skrobovica: v 1 liter vrele vode se doda suspenzija 5 g topnega $kroba v 30 ml vode. Pusti se vreti tri minute,

nato se ohladi in po potrebi doda 10 mg Zivosrebrovega jodida kot konzervansa.

4. Naprava

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

5. Postopek

1 g vzorca se natehta na 1 mg natancno in prenese v 100-mililitrsko merilno bu¢ko. Doda se 25 ml-30 ml vode.
Bucko za trideset minut postavimo v vrelo vodno kopel, nato ohladimo na priblizno 35 °C. Doda se 5 ml
suspenzije kvasovk (tocka 3.1) in homogenizira. Bucka se pusti dve uri v vodni kopeli pri temperaturi
38 °C—40 °C. Ohladi se na priblizno 20 °C.

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

Slepi preskus s 5 ml suspenzije kvasovk (tocka 3.1) se izvede pri enakih pogojih. Vsebnost laktoze se dolo¢i po
Luff-Schoorlovi metodi na naslednji nacin: doda se natan¢no 25 ml Luff-Schoorlovega reagenta (tocka 3.4) in
dve zrni plovca (tocka 3.5). Med ro¢nim meSanjem se segreva nad prostim plamenom srednje jakosti tako, da
teko¢ina zavre v priblizno dveh minutah. Erlenmajerica se takoj postavi na Ziéno mrezZico, prevledeno
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z azbestom, ki ima odprtino s premerom pribliZno 6 cm, pod katero je prizgan plamen. Plamen se naravna tako,
da se segreva le dno erlenmajerice. Na erlenmajerico se namesti povratni hladilnik. Pustimo vreti natanko deset
minut. Takoj se ohladi v mrzli vodi in ¢ez priblizno pet minut titrira na naslednji nacin:

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

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

6. Izracun rezultatov

S pomocjo prilozene tabele se dolo¢i koli¢ina laktoze v mg, ki ustreza razliki med rezultatoma dveh titracij,
izraZenima v ml natrijevega tiosulfata 0,1 mol/l.

Rezultat se izrazi kot masni delez brezvodne laktoze v vzorcu.
7. Opomba

1. Pri proizvodih, ki vsebujejo vec kot 40 % fermentiranega sladkorja, se uporabi vec kot 5 ml suspenzije
kvasovk (tocka 3.1).

2. V krmi z zmanjSano vsebnostjo laktoze (npr. madje mleko) se laktoza pretvori v fruktozo, ki ni
popolnoma fermentirana v dveh urah, kar privede do visjih ali lazno pozitivnih rezultatov (ker
ostanki fruktoze ostanejo v ekstraktu).

Tabela vrednosti za 25 ml Luff-Schoorlovega reagenta

ml Na, S, O; 0,1 mol/l, dve minuti segrevanja, deset minut vretja

Na, S, Os Glukoza, fruktoza, invertni sladkorji Laktoza Na, S, Os
0,1 mol/l Cs Hy, O Cy, Hyy Oy 0,1 mol/l
ml mg razlika mg razlika ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 16
17 44,2 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

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj 55/129



SL UL L, 15.3.2024

K. DOLOCANJE SKROBA

POLARIMETRICNA METODA

1. Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje ravni $kroba in visokomolekularnih produktov razgradnje $kroba v krmi za
preverjanje skladnosti z oznaceno energijsko vrednostjo (dolocbe iz Priloge VII) in Uredbo (ES) st. 767/2009.

Ta metoda se uporablja za dolo¢anje vsebnosti $kroba za uporabo pri izraunu energijske vrednosti krme.

Kadar se vsebnost skroba dolo¢a za druge namene, se lahko uporabijo druge analizne metode.

2. Nacelo

Metoda vkljucuje dve dolocanji. Pri prvi se vzorec obdela z razredceno klorovodikovo kislino. Po zbistritvi in
filtriranju se s polarimetrijo izmeri opti¢na rotacija raztopine.

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

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

3. Reagenti
3.1 Klorovodikova kislina, 25-odstotna raztopina (m/v), gostota: 1,126 g/ml
3.2 Klorovodikova kislina, 1,13-odstotna raztopina (m/v)

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

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

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

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

4. Naprava

4.1 250 ml erlenmajerica s standardnim bruSenim vratom in povratnim hladilnikom

4.2 Polarimeter ali saharimeter

5. Postopek

5.1 Priprava vzorca

Vzorec se zdrobi tako, da vsi delci preidejo skozi sito z okroglimi luknjicami premera 0,5 mm.
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5.2

53

6.1

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

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

Doda se 5 ml raztopine Carrez I (tocka 3.3) in stresa priblizno 30 sekund. Nato se doda 5 ml raztopine Carrez II
(tocka 3.4) in ponovno stresa 30 sekund. Dopolni se z vodo do oznake, premesa in filtrira. Ce filtrat ni
popolnoma bister (kar je redko), se ponovi dolo¢anje z uporabo veje koli¢ine raztopin Carrez I in II, na primer
10 ml.

Opticna rotacija raztopine v 200-milimetrski epruveti se izmeri s polarimetrom ali saharimetrom.

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

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

50 ml filtrata (kar ustreza 2,5 g vzorca) se odpipetira v 250-mililitrsko erlenmajerico, doda se 2,1 ml
klorovodikove kisline (tocka 3.1) in mo¢no pretrese. Erlenmajerico spojimo s povratnim hladilnikom in jo
potopimo v vrelo vodno kopel. Po to¢no 15 minutah odstranimo erlenmajerico iz kopeli, prenesemo vsebino
v 100 ml merilno bucko, speremo z malo hladne vode in ohladimo na 20 °C.

Zbistrimo z uporabo raztopin Carrez I (tocka 3.3.) in I (tocka 3.4), dopolnimo do oznake z vodo, premesamo,
filtriramo in izmerimo opti¢no rotacijo, kot je navedeno v tocki 5.2, drugi in tretji odstavek.

Izracun rezultatov

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

Meritve s polarimetrom

Vsebnost skroba (%) = %%)JP,)
“p

pP= celotna opti¢na rotacija v kotnih stopinjah
P= opti¢na rotacija snovi, ki so topne v 40-odstotnem (V/V) etanolu, v kotnih stopinjah
- . o s . o -y - .
[0]2" = specificna opti¢na rotacija Cistega Skroba Numericne vrednosti, ki se obicajno uporabljajo za ta faktor,

so naslednje:

+185,9: rizev skrob
+185,7:  krompirjev skrob
+184,6:  koruzni skrob
+182,7:  p3enicni skrob
+181,5: je¢menov skrob
+181,3:  ovseni skrob

+184,0:  druge vrste $kroba in $krobnih mesanic v krmnih me$anicah
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6.2 Meritve s saharimetrom

!/
< 2N X0,665) % (S-S )  266Nx(S-§
Vsebnost Skroba (%) = i?gg x 5)x(S-5) _ 8=5)
D

100 [Q]D
S= celotna opti¢na rotacija v stopinjah saharimetra
S= opti¢na rotacija snovi, ki so topne v 40-odstotnem (v/v) etanolu, v stopinjah saharimetra
N= masa (g) saharoze v 100 ml vode, pri kateri je opti¢na rotacija 100 saharimetrskih stopinj, kadar se meri

z uporabo 200-milimetrske epruvete
16,29 g za francoske saharimetre
26,00 g za nemske saharimetre
20,00 g za meSane saharimetre

[0]2" = specifi¢na opti¢na rotacija ¢istega Skroba (glej tocko 6.1)

6.3 Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati 0,4 v absolutni
vrednosti za vsebnost $kroba, ki je niZja od 40 %, in 1 % relativno za vsebnost Skroba, ki je enaka ali visja od

40 %.

7. Opombe

7.1 Ce vzorec vsebuje ve¢ kot 6 % karbonatov, izracunanih v obliki kalcijevega karbonata, se jih mora pred
dolo¢anjem celotne opti¢ne rotacije razkrojiti z obdelavo z natanéno ustrezno koli¢ino razredéene zveplove
kisline.

7.2 V primeru proizvodov, ki imajo visoko vsebnost laktoze, kot je serum mleka v prahu ali posneto mleko v prahu,

se po dodatku 80 ml etanola (tocka 3.5) izvaja naslednje. Na bucko namestimo povratni hladilnik in jo za 30
minut potopimo v vodno kopel pri 50 °C. Pusti se, da se ohladi, in nadaljuje z analizo, kakor je navedeno
v tocki 5.3.

7.3 Naslednja posamicna krmila, kadar so prisotna v znatni koli¢ini v krmi, povzrocajo motnje pri dolocanju
vsebnosti skroba s polarimetri¢no metodo, zaradi ¢esar so lahko rezultati nepravilni:

— proizvodi iz (sladkorne) pese, kot so pulpa (sladkorne) pese, melasa (sladkorne) pese, melasirana pulpa
(sladkorne) pese, vinasa (sladkorne) pese, (pesni) sladkor,

— pulpa citrusov,

— laneno seme; pogaca iz lanenih semen; ekstrahirano laneno seme,

— seme oljne ogricice; pogaca iz semen oljne ogricice; ekstrahirano seme oljne ogricice; lus¢ine oljne ogricice,
— soncnicno seme; ekstrahirano son¢ni¢no seme; son¢ni¢no seme, delno olusc¢eno, ekstrahirano,

— pogaca iz kopre; ekstrahirana kopra,

— krompirjeva pulpa,

— suhe kvasovke,

— proizvodi z visoko vsebnostjo inulina (npr. ¢ips in moka iz topinamburja),

— ocvirki,

— sojini proizvodi.

V teh primerih se lahko uporabi analizna metoda, dolo¢ena z Uredbo Komisije (ES) §t. 121/2008 (). Ta metoda
se lahko uporabi tudi za krmo, ki vsebuje manj kot 1 % $kroba.

() Uredba Komisije (ES) $t. 121/2008 z dne 11. februarja 2008 o dolo¢itvi analitske metode za dolo¢anje vsebnosti $kroba v izdelkih, ki
se uporabljajo kot krma za Zivali (oznaka KN 2309) (UL L 37, 12.2.2008, str. 3).
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4.2

4.3

5.1

5.2

7.1

7.2

7.3

L. DOLOCANJE SUROVEGA PEPELA

Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolo¢anje vsebnosti surovega pepela v krmi.

Nacelo

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

Reagenti

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

Elektri¢na kuhalna ploica

Elektri¢na Zarilna pe¢ s termostatom

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

Postopek

Priblizno 5 g vzorca se natehta na 1 mg natancno (2,5 g pri proizvodih, ki lahko nabreknejo) in prenese v Zarilni
lonéek za upepelitev, ki se predhodno segreje na 550 °C, ohladi in tarira. Loncek se postavi na elektri¢no
kuhalno plo3¢o in postopoma segreva, da snov zogleni. Upepeli se v skladu s tocko 5.1 ali 5.2.

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

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

Izracun rezultatov
Masa ostanka se izra¢una tako, da se odsteje tara.

Rezultat se izrazi kot odstotni deleZ vzorca.
Opombe

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

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

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

M. DOLOCANJE PEPELA, NETOPNEGA V KLOROVODIKOVI KISLINI

Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolo¢anje ravni mineralnih snovi v krmi, netopnih v klorovodikovi kislini. Glede na naravo
vzorca se lahko uporabljata dve metodi.
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1.1 Metoda A: uporablja se za organska posamic¢na krmila in za vec¢ino krmnih mesanic;

1.2 Metoda B: uporablja se za mineralne spojine in meSanice ter krmne mesanice, ki vsebujejo ve¢ kot 1 % snovi,
netopnih v klorovodikovi kislini in dolo¢enih po metodi A.

2. Nacelo

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

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

3. Reagenti

3.1 Klorovodikova kislina, 3 mol/l

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

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

4. Naprava

4.1 Elektri¢na kuhalna plosca

4.2 Elektri¢na Zarilna pec s termostatom

43 Zarilni loncki za upepeljevanje iz kremena, porcelana ali platine, pravokotni (priblizno 60 x 40 x 25 mm) ali
okrogli (premer: 60 do 75 mm, visina: 20 do 40 mm)

4.4 Filtri brez pepela

5. Postopek

5.1 Metoda A
Vzorec se upepeli po metodi za dolocanje surovega pepela. Lahko se uporabi pepel, dobljen pri navedeni analizi.
Pepel se prenese v 250- do 400-mililitrsko ¢aSo s 75 ml klorovodikove kisline (tocka 3.1). Pocasi segrejemo do
vrenja in pustimo rahlo vreti petnajst minut. Topla raztopina se filtrira skozi filtrirni papir brez pepela, ostanek
pa se spira s toplo vodo, dokler kisla reakcija ne preneha. Filter z ostankom in pepelom se posusi v tariranem
Zarilnem lon¢ku pri najmanj 550 °C in najve¢ 700 °C. Ohladi se v eksikatorju in stehta.

5.2 Metoda B
5 g vzorca se natehta na 1 mg natan¢no in prenese v 250- do 400-mililitrsko ¢aso. Doda se 25 ml vode in nato
25 ml klorovodikove kisline (tocka 3.1), premesa se, nato pa se pocaka, da se preneha peniti. Doda se $e 50 ml
klorovodikove kisline (tocka 3.1). Pocaka se, da se preneha izlocati plin, nato pa se ¢asa postavi v vrelo vodno
kopel za trideset minut ali po potrebi dlje, da se popolnoma hidrolizira kakren koli skrob, ki je lahko prisoten.
Vsebina, ki je Se topla, se filtrira skozi filter brez pepela, filter pa se spere s 50 ml tople vode (glej tocko 7). Filter,
ki vsebuje ostanek, se prenese v Zarilni loncek, posusi in upepeli pri najmanj 550 °C in najve¢ 700 °C. Pepel se
prenese v 250- do 400-mililitrsko ¢aSo s 75 ml klorovodikove kisline (tocka 3.1); nadaljuje se, kakor je opisano
v drugem pododstavku tocke 5.1.

6. Izracun rezultatov
Masa ostanka se izra¢una tako, da se odsteje tara. Rezultat se izrazi kot odstotni delez vzorca.
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.6.1

3.6.2

3.7

Opomba

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

N. DOLOCANJE CELOTNEGA FOSFORJA

Celotni fosfor se dolo¢i z naslednjim:

— analizno metodo, opredeljeno v standardu EN 15510 Krma: metode vzorcenja in analize — Dolocevanje
kalcija, natrija, fosforja, magnezija, kalija, Zeleza, cinka, bakra, mangana, kobalta, molibdena in svinca
z ICP-AES, ali

— analizno metodo, opredeljeno v standardu EN 15621 Krma: metode vzorcenja in analize — Dolo¢evanje
kalcija, natrija, fosforja, magnezija, kalija, Zvepla, Zeleza, cinka, bakra, mangana in kobalta po razklopu

pod tlakom z ICP-AES, ali

— fotometricno metodo, kot je opisana v nadaljevanju.

FOTOMETRICNA METODA

Namen in podrodje uporabe

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

Nacelo

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

Reagenti

Kalcijev karbonat.

Klorovodikova kislina, p,o = 1,10 g/ml (priblizno 6 mol/l).
Dusikova kislina, p,o = 1,045 g/ml.

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

Zveplova kislina, p, = 1,84 g/ml.

Molibdovanadatni reagent: v litrski merilni bucki se zmesa 200 ml raztopine amonijevega heptamolibdata
(tocka 3.6.1), 200 ml raztopine amonijevega monovanadata (tocka 3.6.2) in 134 ml dusikove kisline
(tocka 3.4). Dopolni se z vodo do oznake.

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

Raztopina amonijevega monovanadata: v 400 ml vroce vode se raztopi 2,35 g amonijevega monovanadata
(NH,VOs). Med neprestanim meSanjem se pocasi doda 20 ml razredcene dusikove kisline (7 ml HNO,
(tocka 3.4) + 13 ml H,0) in dopolni z vodo do 1 litra.

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

4.1 Zarilni lon¢ki iz kremena, porcelana ali platine.

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

4.3 250-mililitrska Kjeldahlova bucka.

4.4 Merilne bucke in precizijske pipete.

4.5 Spektrofotometer.

4.6 Epruvete s premerom priblizno 16 mm, z brusenimi zamaski 14,5 mm; volumen: 25 ml do 30 ml.
5. Postopek

5.1 Priprava raztopine

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

5.1.1 Standardni postopek

1 g vzorca ali ve€ se natehta na 1 mg natanc¢no. Preskusni vzorec se prenese v Kjeldahlovo bucko, doda se 20 ml
zveplove kisline (tocka 3.5), pretrese se, da se vzorec popolnoma prepoji s kislino in da se ne sprijema sten
bucke, nato se segreje in pusti vreti 10 minut. Pusti se, da se nekoliko ohladi, dodata se 2 ml dusikove kisline
(tocka 3.4), zmerno se segreje, pusti se, da se nekoliko ohladi, doda se Se nekaj dusikove kisline (tocka 3.4) in
ponovno segreje do vretja. Postopek se ponavlja do nastanka brezbarvne raztopine. Ohladi se, doda nekaj vode,
tekocina se prelije v 500-mililitrsko merilno bucko, Kjeldahlova bucka pa se spere z vroco vodo. Pusti se, da se
ohladi, dopolni se z vodo do oznake, homogenizira in filtrira.

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

V zarilni lon¢ek se natehta priblizno 2,5 g vzorca na 1 mg natan¢no. Doda se 1 g kalcijevega karbonata
(tocka 3.1) in mesa, da se snovi popolnoma premesata. Upepeljuje se v pecici pri 550 °C, da nastane bel ali siv
pepel (majhna koli¢ina oglja ni problemati¢na). Pepel se prenese v 250-mililitrsko ¢aso. Doda se 20 ml vode,
nato pa se dodaja klorovodikova kislina (to¢ka 3.2), dokler se ne prencha peniti Doda se $e 10 ml
klorovodikove kisline (tocka 3.2). Casa se postavi na pesceno kopel in pusti uparevati do suhega, da kremen
postane netopen. Ostanek se raztopi v 10 ml dusikove kisline (tocka 3.3) in se na pes¢eni kopeli ali elektri¢ni
kuhalni plos¢i pusti vreti 5 minut, raztopina pa ne sme upariti v celoti. Tekocina se prelije v 500-mililitrsko
merilno bucko, ¢asa pa se veckrat spere z vroco vodo. Pusti se, da se ohladi, dopolni se z vodo do oznake,
homogenizira in filtrira.

5.2 Nastanek barve in merjenje opticne gostote

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

53 Umeritvena krivulja

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

6. Izrac¢un rezultatov

Koli¢ina fosforja v preskusnem vzorcu se dolo¢i iz umeritvene krivulje.
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Rezultat se izrazi kot odstotni deleZ vzorca.

Ponovljivost
Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne presega:
— 3 % relativno glede na vi§ji rezultat, ¢e je vsebnost fosforja nizja od 5 %,

— 0,15 % v absolutni vrednosti, ¢e je vsebnost fosforja 5 % ali vec.

0. DOLOCANJE KLORA IZ KLORIDOV

1. Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanja koli¢ine klora v kloridih, topnih v vodi, ki so obi¢ajno izraZeni kot natrijev
klorid. Uporablja se za vso krmo.

2. Nacelo

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

3. Reagenti

3.1 Raztopina amonijevega tiocianata, 0,1 mol/l.

3.2 Raztopina srebrovega nitrata, 0,1 mol/l.

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

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

3.5 Dietileter.

3.6 Aceton.

3.7 Raztopina Carrez I: 21,9 g cinkovega acetata Zn(CH; COO), 2H,0 in 3 g led-ocetne kisline se raztopijo v vodi.

Dopolni se z vodo do 100 ml.

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

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

4. Naprava

Mesalec: priblizno 35 do 40 obr./min.
5. Postopek

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

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

5.1.1 Vzorci brez organskih snovi

Najvec 10 g vzorca, ki vsebuje najvec 3 g klora v obliki kloridov, se natehta na 1 mg natan¢no. S 400 ml vode se
prenese v 500-mililitrsko merilno buc¢ko pri priblizno 20 °C. Trideset minut se mesa v mesalcu, dopolni do
oznake, premesa in filtrira.
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5.1.2 Vzorci, ki vsebujejo organske snovi, razen proizvodov iz to¢ke 5.1.3

Priblizno 5 g vzorca se natehta na 1 mg natan¢no in se skupaj z 1 g aktivnega oglja prenese v 500-mililitrsko
merilno bucko. Doda se 400 ml vode s temperaturo priblizno 20 °C in 5 ml raztopine Carrez I (tocka 3.7),
mesa se 30 sekund in nato doda 5 ml raztopine Carrez II (tocka 3.8). Trideset minut se mesa v mesalcu, dopolni
do oznake, premesa in filtrira.

5.1.3 Kuhana krma, lanove pogace in moka, proizvodi, ki vsebujejo veliko lanene moke, in drugi
proizvodi, ki vsebujejo veliko lepila ali koloidnih snovi (na primer dekstriniran §krob)

Raztopina se pripravi, kakor je opisano v tocki 5.1.2, vendar se ne filtrira. Dekantira se (po potrebi centrifugira),
100 ml tekocega supernatanta pa se odstrani in prenese v 200-mililitrsko merilno bu¢ko. Zmesa se z acetonom
(tocka 3.6) in z njim dopolni do oznake, homogenizira in filtrira.

5.2 Titracija

S pipeto se v erlenmajerico prenese 25 ml-100 ml filtrata (glede na pricakovano vsebnost klora), ki nastane pri
postopku iz tocke 5.1.1, 5.1.2 ali 5.1.3. Alikvot ne sme vsebovati ve¢ kot 150 mg klora (Cl). Po potrebi z vodo
razred¢imo na najmanj 50 ml, dodamo 5 ml dusikove kisline (tocka 3.4), 2 ml nasicene raztopine amonij-
zelezovega (II) sulfata (tocka 3.3) in dve kapljici raztopine amonijevega tiocianata (tocka 3.1), ki ga dodamo iz
birete, napolnjene do oznake ni¢. Z bireto se doda raztopina srebrovega nitrata (tocka 3.2), tako da nastane
5 ml presezka. Doda se 5 ml dietiletra (tocka 3.5) in dobro se pretrese, da oborina koagulira. Presezek
srebrovega nitrata se titrira z raztopino amonijevega tiocianata (tocka 3.1), dokler ne nastane rdeckastorjavi
odtenek, ki je obstojen eno minuto.

6. Izra¢un rezultatov
Koli¢ina klora (X), izrazena kot odstotni deleZ natrijevega klorida, se izracuna po naslednji formuli:

m

X =

pri Cemer je:

v, = ml dodane raztopine srebrovega nitrata 0,1 mol/l
V,= ml za titracijo uporabljene raztopine amonijevega tiocianata 0,1 mol/l
m= g mase vzorca v alikvotu.

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

7. Opombe

7.1 Titracija se lahko izvede tudi s potenciometrijo ali amperometrijo.

7.2 Proizvodi, ki vsebujejo veliko olj in mascob, se najprej razmastijo z dietiletrom ali petroletrom.
7.3 Pri ribji moki se titracija lahko izvede z Mohrovo metodo..
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.6.1

3.7

3.8

3.9

3.10

PRILOGA IV

.PRILOGA IV
ANALIZNE METODE ZA NADZOR RAVNI DOVOLJENIH DODATKOV V KRMI

A. DOLOCANJE VITAMINA A
Vitamin A se dolo¢i z naslednjim:

— analizno metodo, opredeljeno v standardu EN 17547 Krma: metode vzorlenja in analize —
Doloéevanje vitaminov A, E in D (') — Metoda z ekstrakcijo na trdno fazo (SPE) in tekocinsko
kromatografijo visoke lo¢ljivosti (HPLC), ali

— teko¢insko kromatografijo visoke locljivosti z reverzno fazo (RP-HPLC) z uporabo UV- ali
fluorescencnega detektorja, kot je opisana v nadaljnjih tockah od 1 do 9.

Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje ravni vitamina A (retinola) v krmi. Vitamin A vkljucuje celoten trans-retinil
alkohol in njegove cis izomere, ki se dolocajo s to metodo. Vsebnost vitamina A se izrazi v mednarodnih
enotah (IU) na kg. Ena IU ustreza aktivnosti 0,300 pg celotnega trans-vitamin A alkohola ali 0,344 pg acetata
celotnega trans-vitamina A ali 0,550 pg palmitata celotnega trans-vitamina A.

Meja kvantifikacije je 2 000 IU vitamina A /kg.

Nacelo

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

Reagenti

Etanol, 6 = 96 %.

Petroleter, vrelisce 40 °C-60 °C.

Metanol.

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

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

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

Raztopina natrijevega sulfida, ¢ = 0,5 mol/l v glicerolu, 8 = 120 g/l (za x = 9) (glej tocko 7.8).
Raztopina fenolftaleina, ¢ = 2 g/100 ml v etanolu (tocka 3.1).

2-propanol.

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

Dusik, brez kisika.

(") Analizna metoda, opredeljena v standardu EN 17547, se obravnava kot alternativna metoda, ki se uporablja za namene uradnega
nadzora za dolocevanje vitaminov A in E namesto metode, opisane za dolocanje vitamina A v delu A te priloge in za vitamin E dela
B te priloge.
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3.11 Acetat celotnega trans-vitamina A, posebne Cistosti, certificirane aktivnosti, npr. 2,80 x 106 IU/g.

3.11.1 Osnovna raztopina acetata celotnega trans-vitamina A: 50 mg acetata vitamina A (tocka 3.11) se natehta na
0,1 mg natan¢no in prenese v 100-mililitrsko merilno bucko. Raztopi se v 2-propanolu (tocka 3.8) in dopolni
do oznake z istim topilom. Nominalna koncentracija te raztopine je 1400 IU vitamina A na ml. To¢no
vsebnost je treba doloditi v skladu s tocko 5.6.3.1.

3.12 Palmitat celotnega trans-vitamina A, posebne Cistosti, certificirane aktivnosti, npr. 1,80 x 106 IU/g.

3.12.1 Osnovna raztopina palmitata celotnega trans-vitamina A: 80 mg palmitata vitamina A (tocka 3.12) se natehta
na 0,1 mg natan¢no in prenese v 100-mililitrsko merilno bucko. Raztopi se v 2-propanolu (tocka 3.8) in
dopolni do oznake z istim topilom. Nominalna koncentracija te raztopine je 1400 IU vitamina A na ml.
To¢no vsebnost je treba dolociti v skladu s tocko 5.6.3.2.

3.13 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT) (glej tocko 7.5)

4. Naprava

4.1 Vakuumski rotavapor.

4.2 Rjava steklovina.

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

422 Merilne bucke z zamaski iz brusenega stekla, z ozkim vratom, 10-, 25-, 100- in 500-mililitrske.

4.2.3 Liji lo¢niki, konusni, 1 000-mililitrski, z zamaski iz bruenega stekla.

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

4.3 Allihnov kondenzator, z dolZino obro¢a 300 mm z bru$enim vratom in z nastavkom za dovodno cev plina.
4.4 Naguban filtrirni papir za lo¢evanje faz, premera 185 mm (npr. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2).

4.5 Oprema HPLC s sistemom vbrizgavanja

4.5.1 Kolona za tekocinsko kromatografijo, 250 mm x 4 mm, C;5, polnitev 5 pm ali 10 pm ali enakovredna (kriterij

za zmogljivost: samo en vrh za vse izomere retinola pod pogoji kromatografije HPLC)

4.5.2 UV- ali fluorescencni detektor s spremenljivo nastavitvijo valovne dolZine

4.6 Spektrofotometer z 10 mm kvarénimi kivetami

4.7 Vodna kopel z magnetnim mesalom

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

4.8.1 steklenega valja s kapaciteto 1 litra, opremljenega z vratom iz brusenega stekla in zamaskom;

4.8.2 Vlozka iz bruSenega stekla s stransko rocico in nastavljivo cevjo, ki gre skozi sredis¢e. Nastavljiva cev ima

spodnji del v obliki ¢rke U in vbrizg na nasprotnem koncu, tako da vrhnja plast tekocine v valju lahko preide
v lij lo¢nik.
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5.1

5.2

5.3

Postopek

Opomba: ~ Vitamin A je obcutljiv na (UV) svetlobo in oksidacijo. Vsi postopki se izvajajo brez svetlobe
(z uporabo rjave steklovine ali steklene posode, zasCitene v aluminijasto folijo) in kisika (spiranje
z dusikom). Med ekstrakcijo se zrak nad teko¢ino zamenja z dusikom (previsokemu tlaku se izogne
z ob¢asnim rahljanjem zamaska).

Priprava vzorca

Vzorec se zdrobi tako, da preide skozi 1 mm sito, pri emer se je treba izogibati nastanku toplote. Drobljenje se
mora izvesti neposredno pred tehtanjem in umiljenjem, drugace lahko pride do izgube vitamina A. Vzorci se ne
drobijo, ¢e je porazdelitev delcev glede na velikost ustrezna (npr. premiksi in krmni dodatki).

Umiljenje

Glede na vsebnost vitamina A se natehta 2 g—25 g vzorca na 1 mg natanéno in prenese v 500-mililitrsko bucko
z ravnim dnom ali erlenmajerico (tocka 4.2.1). V primeru nizkih koncentracij se masa vzorca lahko poveca za
zagotovitev zadostne koli¢ine delcev v preskusnem delezu. Med obracanjem se postopoma doda 130 ml
etanola (tocka 3.1), priblizno 100 mg BHT (tocka 3.13), 2 ml raztopine natrijevega askorbata (tocka 3.5)
in 2 ml raztopine natrijevega sulfida (tocka 3.6). Na bucko se namesti kondenzator (tocka 4.3), bucka pa se
potopi v vodno kopel z magnetnim mesalom (tocka 4.7). Segreje se do vretja in 5 minut pusti pod povratnim
hladilnikom. Nato se skozi kondenzator doda 25 ml raztopine kalijevega hidroksida (tocka 3.4) in pusti pod
povratnim hladilnikom (tocka 4.3) nadaljnjih 25 minut, z meSanjem pod rahlim pretokom dusika. Nato se
kondenzator spere s priblizno 20 ml vode, vsebina bucke pa ohladi na sobno temperaturo.

Ekstrakcija

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

Ekstrakcija z lijem lo¢nikom (tocka 4.2.3)

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

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

Ekstrakcija z uporabo naprave za ekstrakcijo (tocka 4.8)

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

Zdruzeni ekstrakti petroletra se sperejo, kakor je opisano v tocki 5.3.1, nato pa se nadaljuje, kakor je navedeno
v navedeni tocki.
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5.4 Priprava vzorcne raztopine za HPLC

Alikvot raztopine petroletra (iz tocke 5.3.1 ali 5.3.2) se odpipetira v 250-mililitrsko hruskasto bucko
(tocka 4.2.4). Topilo uparimo skoraj do suhega v rotavaporju (tocka 4.1) pri znizanem tlaku pri temperaturi
kopeli, ki ne presega 40 °C. Atmosferski tlak se vzpostavi z dovajanjem dusika (tocka 3.10), bucka pa se
odstrani iz rotavaporja. Preostalo topilo se odstrani s tokom dusika (tocka 3.10), ostanek pa se takoj raztopi
v znanem volumnu (10 ml-100 ml) metanola (to¢ka 3.3) (koncentracija vitamina A mora biti v obmodju od
5 1U/ml do 30 IU/ml).

55 Dolocanje s HPLC

Vitamin A se lo¢i na koloni C,5 z reverzno fazo (tocka 4.5.1), koncentracija pa se izmeri z UV-detektorjem
(325 nm) ali fluorescen¢nim detektorjem (ekscitacija: 325 nm, emisija: 475 nm) (tocka 4.5.2).

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

Pogoji za HPLC

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

Kolona za tekocinsko kromatografijo 250 mm x 4 mm, C;, polnitev 5 ali 10 pm ali enakovredna.
(tocka 4.5.1):

Mobilna faza (tocka 3.9): meSanica metanola (tocka 3.3) in vode, npr. 980 + 20 (v + v).
Hitrost pretoka: 1-2 ml/min.

Detektor (tocka 4.5.2): UV-detektor (325 nm) ali fluorescen¢ni detektor (ekscitacija:

325 nm [ emisija: 475 nm)

5.6 Umerjanje

5.6.1 Priprava delovnih standardnih raztopin

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

2,0 ml te delovne standardne raztopine se odpipetira v 20-mililitrsko merilno bucko, dopolni se z metanolom
(tocka 3.3) do oznake in premesa. Nominalna koncentracija te razred¢ene delovne standardne raztopine je
56 IU vitamina A na ml.

5.6.2 Priprava raztopin za umerjanje in umeritvena krivulja

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

Veckrat se vbrizga 20 pl vsake raztopine za umerjanje, nato pa se dolocijo srednje vrednosti visin (povrsin)
vrhov. Iz srednjih vrednosti visin (povrsin) vrhov se pripravi umeritvena krivulja ob upostevanju rezultatov
UV-kontrole (tocka 5.6.3.3).
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5.6.3

5.6.3.1

5.6.3.2

5.6.3.3

UV-standardizacija standardnih raztopin

Osnovna raztopina acetata vitamina A

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

Izracun vsebnosti vitamina A:
IU vitamina A/ml = E,,; x 19,0

(E!” za acetat vitamina A = 1530 pri 326 nm v 2 — propanolu)

1cm

Osnovna raztopina palmitata vitamina A

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

Izracun vsebnosti vitamina A:
IU vitamina A/ml = E,,; x 19,0
(E!” za palmitat vitamina A = 957 pri 326 nm v 2 — propanolu)

Delovna standardna raztopina vitamina A

3,0 ml nerazred¢ene delovne standardne raztopine vitamina A, pripravljene v skladu s tocko 5.6.1, se
odpipetira v 50-mililitrsko merilno bucko (tocka 4.2.2) in dopolni z 2-propanolom (tocka 3.8) do oznake.
5,0 ml te raztopine se odpipetira v 25-mililitrsko merilno bucko in dopolni z 2-propanolom (tocka 3.8) do
oznake. Nominalna koncentracija te raztopine je 6,72 IU vitamina A na ml. Izmeri se UV-spekter te raztopine
proti 2-propanolu (tocka 3.8) v spektrofotometru (tocka 4.6) med 300 nm in 400 nm. Maksimalna ekstinkcija
mora biti med 325 nm in 327 nm.

[zra¢un vsebnosti vitamina A:
IU vitamina A/ml = E,,; x 18,30
(E; za vitamin A alkohol = 1 821 pri 325 nm v 2 — propanolu)

Izracun rezultatov

Iz srednje vrednosti vi$in (povrsin) vrhov vitamina A iz vzor¢ne raztopine se s pomocjo umeritvene krivulje
(tocka 5.6.2) doloc¢i koncentracija vzor¢ne raztopine v IU/ml.

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

500 x ¢ Vg x 1000
B N
pri Cemer je:
c= koncentracija vitamina A (tocka 5.4) v IU/ml v vzoréni raztopini
V, = volumen vzoréne raztopine (tocka 5.4) v ml
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V,= volumen alikvota, uporabljenega pri tocki 5.4, v ml
m= masa preskusnega deleza v gramih
7. Opombe
7.1 Pri vzorcih z nizko koncentracijo vitamina A se ekstrakte petroletra iz dveh umilitvenih SarZz (natehtana

koli¢ina: 25 g) lahko zdruzZi v eno vzor¢no raztopino za doloc¢anje s HPLC.

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

7.3 Ce se fazi ne lo¢ita, se doda priblizno 10 ml etanola (tocka 3.1) za razbitje emulzije.

7.4 Pri ribjem olju in drugih ¢istih mas¢obah se ¢as umiljenja podalj$a na 45-60 minut.

7.5 Namesto BHT se lahko uporablja hidrokinon.

7.6 Z obicajno fazno kolono je mozno lo¢iti izomere retinola. Vendar je pri tem treba za izraCune zabeleZiti vse

visine (povrsine) vrhov vseh cis in trans izomerov.

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

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

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

Da se preveri, ali uporabljena analizna metoda zagotavlja zanesljive rezultate glede tega specifi¢nega matriksa
(mle¢ni nadomestek), je treba na dodatnem preskusnem delezu izvesti preskus izkoristka. Ce je izkoristek niZji
od 80 %, se pri analiznem rezultatu uporabi popravek za izkoristek.

8. Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati 15 %
relativno glede na vigji rezultat.

9. Rezultati medlaboratorijske Studije (%)

L 13 12 13 12 13

n 48 45 47 46 49
Srednja 17,02 x 106 1,21 x 106 537100 151 800 18070
vrednost [IU/kg]

sr [IU[kg] 0,51 x 106 0,039 x 106 22080 12280 682
r [IU/kg] 1,43 x 106 0,109 x 106 61824 34384 1910
CVr [%] 3,0 3,5 41 8,1 3,8
sR [IU/kg] 1,36 x 106 0,069 x 106 46 300 23060 3614
R [IU/kg] 3,81 x 106 0,193 x 106 129 640 64568 10119

(*) Izvedla delovna skupina za krmo Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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CVR [%] 8,0 6,2 8,6 15 20
L: Stevilo laboratorijev
n: Stevilo posameznih vrednosti
St standardni odmik ponovljivosti
sR: standardni odmik obnovljivosti
r: ponovljivost
R: obnovljivost
Cvr: koeficient variacije ponovljivosti
CVR: koeficient variacije obnovljivosti
Sliko 1

Stekleni valj (4.8.1)
(priblizna viSina 48 cm)

|

Plast petroletra

Vodna plast
+

umiliena polnitev

Napravo za ekstrakcijo (tocka 4.8)

A
:

i

NI

...

loZek iz brusenega stekla (4.8.2)

(priblizna viSina 45 cm)

- Nastavljiva cev
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B. DOLOCANJE VITAMINA E
Vitamin E se dolo¢i z naslednjim:

— analizno metodo, opredeljeno v standardu EN 17547 Krma: metode vzorlenja in analize -
Dolocevanje vitaminov A, E in D () — Metoda z ekstrakcijo na trdno fazo (SPE) in tekocinsko
kromatografijo visoke lo¢ljivosti (HPLC), ali

— tekoc¢insko kromatografijo visoke locljivosti z reverzno fazo (RP-HPLC) z uporabo UV- ali
fluorescenénega detektorja, kot je opisana v nadaljnjih tockah od 1 do 9.

1. Namen in podrodje uporabe

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

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

2. Nacelo

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

3. Reagenti

3.1 Etanol, 0 = 96 %.

3.2 Petroleter, vrelis¢e 40 °C-60 °C.

3.3 Metanol.

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

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

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

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

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

3.8 Mobilna faza za HPLC: meSanica metanola (tocka 3.3) in vode, npr. 980 + 20 (v + v). To¢no razmerje bo

doloceno glede na znacilnosti uporabljene kolone.

3.9 Dusik, brez kisika.
3.10 Acetat DL-a-tokoferola, posebne istosti, certificirane aktivnosti.
3.10.1 Osnovna raztopina acetata DL-a-tokoferola: 100 mg acetata DL-a-tokoferola (tocka 3.10) se natehta na 0,1 mg

natan¢no in prenese v 100-mililitrsko merilno bucko. Raztopi se v etanolu (to¢ka 3.1) in dopolni z istim
topilom do oznake. 1 ml te raztopine vsebuje 1 mg acetata DL-a-tokoferola. (Za UV-kontrolo glej
tocko 5.6.1.3, za stabilizacijo pa tocko 7.4.).

() Analizna metoda, opredeljena v standardu EN 17547, se obravnava kot alternativna metoda, ki se uporablja za namene uradnega
nadzora za dolocevanje vitaminov A in E namesto metode, opisane za dolocanje vitamina A v delu A te priloge in za vitamin E dela
B te priloge.
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3.11.1

4.1

4.2

4.2.1

4.2.2

4.23

4.2.4

4.3

4.4

4.5

4.7

4.8

4.8.1

4.8.2

5.1

DL-a-tokoferol, posebne istosti, certificirane aktivnosti.

Osnovna raztopina DL-a-tokoferola: 100 mg DL-a-tokoferola (toc¢ka 3.11) se natehta na 0,1 mg natanéno in
prenese v 100-mililitrsko merilno bucko. Raztopi se v etanolu (tocka 3.1) in dopolni z istim topilom do
oznake. 1 ml te raztopine vsebuje 1 mg DL-a-tokoferola. (Za UV-kontrolo glej tocko 5.6.2.3, za stabilizacijo pa
tocko 7.4.).

2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT) (glej tocko 7.5).

Naprava

Rotacijski uparjalnik.

Rjava steklovina.

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

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

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

Allihnov kondenzator, z dolZino obro¢a 300 mm z bru$enim vratom in z nastavkom za dovodno cev plina.
Naguban filtrirni papir za lo¢evanje faz, premera 185 mm (npr. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2).
Oprema HPLC s sistemom vbrizgavanja.

Kolona za teko¢insko kromatografijo, 250 mm x 4 mm, C,5, polnitev 5 ali 10 pm ali enakovredna.
Fluorescencni ali UV-detektor, s spremenljivo nastavitvijo valovne dolZine.

Spektrofotometer z 10 mm kvarénimi kivetami.

Vodna kopel z magnetnim mesalom.

Naprava za ekstrakcijo (glej sliko 2), sestavljena iz:

steklenega valja s kapaciteto 1 litra, opremljenega z vratom iz brusenega stekla in zamaskom;

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

Postopek

Opomba: ~ Vitamin E je obcutljiv na (UV) svetlobo in oksidacijo. Vsi postopki se izvajajo brez svetlobe
(z uporabo rjave steklovine ali steklene posode, zas¢itene v aluminijasto folijo) in kisika (spiranje
z dusikom). Med ekstrakcijo se zrak nad teko¢ino zamenja z dusikom (previsokemu tlaku se izogne
z ob¢asnim rahljanjem zamaska).

Priprava vzorca

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

Glede na vsebnost vitamina E se natehta 2 g-25 g vzorca na 0,01 g natan¢no in prenese v 500-mililitrsko
bucko z ravnim dnom ali erlenmajerico (tocka 4.2.1). Med obracanjem se postopoma dodajo 130 ml etanola
(tocka 3.1), priblizno 100 mg BHT (tocka 3.12), 2 ml raztopine natrijevega askorbata (tocka 3.5) in 2 ml
raztopine natrijevega sulfida (tocka 3.6). Na bucko se namesti kondenzator (tocka 4.3), bucka pa se potopi
v vodno kopel z magnetnim meSalom (tocka 4.7). Segreje se do vretja in 5 minut pusti pod povratnim
hladilnikom. Nato se skozi kondenzator (toc¢ka 4.3) doda 25 ml raztopine kalijevega hidroksida (tocka 3.4) in
se pusti pod povratnim hladilnikom Se 25 minut, z meSanjem pod rahlim pretokom dusika. Nato se
kondenzator spere s priblizno 20 ml vode, vsebina bucke pa ohladi na sobno temperaturo.

5.3 Ekstrakcija

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

53.1 Ekstrakcija z lijem lo¢nikom (tocka 4.2.3)

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

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

s petroletrom (to¢ka 3.2) in dobro premesa.

5.3.2 Ekstrakcija z uporabo naprave za ekstrakcijo (tocka 4.8)

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

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

5.4 Priprava vzorcne raztopine za HPLC

Alikvot raztopine petroletra (iz to¢ke 5.3.1 ali 5.3.2) se odpipetira v 250-mililitrsko hruskasto bucko
(tocka 4.2.4). Topilo uparimo skoraj do suhega v rotavaporju (tocka 4.1) pri zniZanem tlaku pri temperaturi
kopeli, ki ne presega 40 °C. Atmosferski tlak se vzpostavi z dovajanjem dusika (tocka 3.9), bucka pa se
odstrani iz rotavaporja. Preostalo topilo se odstrani v toku dusika (tocka 3.9), ostanek pa se takoj raztopi
v znanem volumnu (10 ml-100 ml) metanola (tocka 3.3) (koncentracija DL-a-tokoferola mora biti
5-30 pg/ml).

5.5 Dolocanje s HPLC

Vitamin E se lo¢i na koloni Cg z reverzno fazo (tocka 4.5.1), koncentracija pa se izmeri s fluorescen¢nim
detektorjem (ekscitacija: 295 nm, emisija: 330 nm) ali UV-detektorjem (292 nm) (tocka 4.5.2).
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5.6

5.6.1

5.6.1.1

5.6.1.2

5.6.1.3

5.6.2

5.6.2.1

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

Pogoji za HPLC

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

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

Mobilna faza (tocka 3.8): mesanica metanola (tocka 3.3) in vode, npr. 980 + 20 (v + v).
Hitrost pretoka: 1-2 ml/min
Detektor (tocka 4.5.2) Fluorescencni detektor (ekscitacija: 295 nm | emisija: 330

nm) ali UV detektor (292 nm)

Umerjanje (acetat DL-a-tokoferola ali DL-a-tokoferol)
Standardni acetat DL-a-tokoferola

Priprava delovne standardne raztopine

25 ml osnovne raztopine acetata DL-a-tokoferola (tocka 3.10.1) se odpipetira v 500-mililitrsko buc¢ko z ravnim
dnom ali erlenmajerico (tocka 4.2.1) in hidrolizira, kakor je opisano v tocki 5.2. Nato se ekstrahira
s petroletrom (tocka 3.2) v skladu s tocko 5.3 in dopolni do 500 ml s petroletrom. 25 ml tega ekstrakta se
upari v rotavaporju (glej tocko 5.4) skoraj do suhega, odstrani se preostalo topilo s tokom dusika (tocka 3.9),
ostanek pa se ponovno raztopi v 25,0 ml metanola (to¢ka 3.3). Nominalna koncentracija te raztopine je
45,5 ug DL-a-tokoferola na ml, kar je enakovredno 50 pg acetata DL-a-tokoferola na ml. Delovno standardno
raztopino je treba pripraviti svezo pred uporabo.

Priprava raztopin za umerjanje in umeritvena krivulja

1,0 ml, 2,0 ml, 4,0 ml in 10,0 ml delovne standardne raztopine se prenese v serijo 20-mililitrskih merilnih
buck, dopolni se do oznake z metanolom (tocka 3.3) in premesa. Nominalne koncentracije teh raztopin so
2,5,5,0,10,0 in 25,0 pg/ml acetata DL-a-tokoferola, tj. 2,28, 4,55, 9,10 in 22,8 pg/ml DL-a-tokoferola.

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

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

5,0 ml osnovne raztopine acetata DL-a-tokoferola (tocka 3.10.1) se razredéi na 25,0 ml z etanolom, UV-spekter
te raztopine pa se izmeri glede na etanol (tocka 3.1) v spektrofotometru (tocka 4.6) med 250 nm in 320 nm.

Maksimalna absorpcija je pri 284 nm:

E'”* = 43,6 pri 284 nm v etanolu

1cm

Pri tem razred¢enju mora biti vrednost ekstinkcije 0,84 do 0,88.
DL-a-tokoferol standard

Priprava delovne standardne raztopine

2 ml osnovne raztopine DL-a-tokoferola (tocka 3.11.1) se odpipetira v 50-mililitrsko merilno bucko, raztopi
v metanolu (to¢ka 3.3) in dopolni z metanolom do oznake. Nominalna koncentracija te raztopine je 40 pg
DL-a-tokoferola na ml, kar je enakovredno 44,0 pg acetata DL-a-tokoferola na ml. Delovno standardno
raztopino je treba pripraviti svezo pred uporabo.
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5.6.2.2 Priprava raztopin za umerjanje in umeritvena krivulja
1,0, 2,0, 4,0 in 10,0 ml delovne standardne raztopine se prenese v serijo 20-mililitrskih merilnih buck, dopolni
se do oznake z metanolom (tocka 3.3) in premesa. Nominalne koncentracije teh raztopin so 2,0, 4,0, 8,0
in 20,0 pg/ml DL-a-tokoferola, tj. 2,20, 4,40, 8,79 in 22,0 pg/ml acetata DL-a-tokoferola.
Veckrat se vbrizga 20 pl vsake raztopine za umerjanje, nato pa se dolocijo srednje vrednosti visin (povrsin)
vrhov. Iz srednjih vrednosti visin (povrsin) vrhov se pripravi umeritvena krivulja.

5.6.2.3  UV-standardizacija osnovne raztopine DL-a-tokoferola (tocka 3.11.1)
2,0 ml osnovne raztopine DL-a-tokoferola (tocka 3.11.1) se razred¢i na 25,0 ml z etanolom, UV-spekter te

raztopine pa se izmeri proti etanolu (tocka 3.1) v spektrofotometru (tocka 4.6) med 250 nm in 320 nm.
Maksimalna absorpcija je pri 292 nm:

E!* = 75,8 pri 292 nm v etanolu

1cm

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

6. Izracun rezultatov

Iz srednje vrednosti viSine (povrsine) vrhov vitamina E iz vzoréne raztopine se s pomo¢jo umeritvene krivulje
(tocka 5.6.1.2 ali 5.6.2.2) dolo¢i koncentracija vzoréne raztopine v pg/ml (izratunana kot acetat DL-a-
tokoferola).

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

500 % ¢ X V
W =" [mg/ke]
pri Cemer je:
c= koncentracija vitamina E (kot acetata DL-a-tokoferola) v vzor¢ni raztopini (tocka 5.4) v pug/ml
V, = volumen vzoréne raztopine (tocka 5.4) v ml
V,= volumen alikvota, uporabljenega pri tocki 5.4, v ml
m= masa preskusnega deleza v gramih
7. Opombe
7.1 Pri vzorcih z nizko koncentracijo vitamina E se ekstrakti petroletra iz dveh umilitvenih arZ (natehtana koli¢ina:

25 g) zdruZijo v eno vzor¢no raztopino za dolo¢anje s HPLC.

7.2 Masa vzorca za analizo ne vsebuje ve¢ kot 2 g mascobe.
7.3 Ce se fazi ne locita, se doda priblizno 10 ml etanola (tocka 3.1) za razbitje emulzije.
7.4 Po spektrofotometri¢ni meritvi raztopine acetata DL-a-tokoferola ali raztopine DL-a-tokoferola v skladu

s tocko 5.6.1.3 oz. 5.6.2.3 se doda priblizno 10 mg BHT (tocka 3.12) v raztopino (tocka 3.10.1 ali 3.10.2),
raztopina pa se hrani v hladilniku (hrani se lahko najvec 4 tedne).

7.5 Namesto BHT se lahko uporablja hidrokinon.

7.6 Z obicajno fazno kolono je mozno lo¢iti a-, -, y- in 8-tokoferol.
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7.7
7.8

7.9

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

Namesto raztopine natrijevega sulfida se lahko uporabi priblizno 50 mg EDTA.

Acetat vitamina E se v bazicnih pogojih hidrolizira zelo hitro, zato je zelo obcutljiv na oksidacijo, zlasti
v navzocnosti elementov v sledovih, kot sta Zelezo in baker. Ce raven vitamina E v premiksih presega 5 000
mg/kg, se vitamin E pri dolo¢anju lahko razgradi. Zato je za potrditev priporo¢ena metoda HPLC z encimsko

razgradnjo strukture vitamina E brez bazi¢nega umiljenja.

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati 15 %
relativno glede na vigji rezultat.

Rezultati medlaboratorijske studije (%)

L 12 12 12 12 12

n 48 48 48 48 48

srednja 17 380 1187 926 315 61,3
vrednost [mg/kg]

st [mg/kg] 384 453 25,2 13,0 23

r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CVr [%] 2,2 3,8 2,7 41 3,8

sR [mg/ke] 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: Stevilo laboratorijev

n: Stevilo posameznih vrednosti

Se: standardni odmik ponovljivosti

S standardni odmik obnovljivosti

I: ponovljivost

R: obnovljivost

CVy.: koeficient variacije ponovljivosti

CVg: koeficient variacije obnovljivosti

(*) Izvedla delovna skupina za krmo Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Stekleni valj (4.8.1)

(priblizna viSina 48 cm)

\

Plast petroletra

Vodna plast
+

umiljena polnitev

Sliko 2

Napravo za ekstrakcijo (tocka 4.8)

=)

NI

..

lozek iz bruSenega stekla (4.8.2)

A
:

(priblizna visina 45 cm)

-«=—  Nastavljiva cev
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3.1

3.2

3.3

3.4

C. DOLOCANJE ZELEZA, BAKRA, MANGANA IN CINKA V SLEDOVIH

Vsebnost Zeleza, bakra, mangana in cinka se dolo¢i z naslednjim:

— analizno metodo, opredeljeno v standardu EN 15510 Krma: metode vzorlenja in analize -
Dolocevanje kalcija, natrija, fosforja, magnezija, kalija, Zeleza, cinka, bakra, mangana, kobalta,
molibdena in svinca z ICP-AES, ali

— analizno metodo, opredeljeno v standardu EN 15621 Krma: metode vzorlenja in analize —
Dolocevanje kalcija, natrija, fosforja, magnezija, kalija, Zvepla, Zeleza, cinka, bakra, mangana in

kobalta po razklopu pod tlakom z ICP-AES, ali

— analizno metodo, opredeljeno v standardu EN 17053 Krma: metode vzorlenja in analize —
Dolocevanje elementov v sledovih, tezkih kovin in drugih elementov v krmi z ICP-MS (veCelementna
metoda), ali

— analizno metodo, opredeljeno v standardu EN 6869 Krma — Dolocevanje kalcija, bakra, Zeleza,
magnezija, mangana, kalija, natrija in cinka — Metoda z uporabo atomske absorpcijske spektrometrije,
ali

— plamensko atomsko absorpcijsko spektrometrijo (FAAS), kot je opisana v tockah od 1 do 8
v nadaljnjem besedilu.

Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje Zeleza, bakra, mangana in cinka v sledovih v krmi (°). Meje dolodljivosti so:
— Zelezo (Fe): 20 mg/kg,

— baker (Cu): 10 mg/kg,

— mangan (Mn): 20 mg/kg,

— cink (Zn): 20 mg/kg.

Nacelo

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

Reagenti

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

ionsko izmenjavo.

Reagenti morajo biti vsaj analizno ¢isti. Odsotnost elementa, ki se doloca, se preveri s slepim preskusom. Po
potrebi se morajo reagenti dodatno precistiti.

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

Klorovodikova kislina (d:1,19 g/ml).
Klorovodikova kislina (6 mol/liter).
Klorovodikova kislina (0,5 mol/liter).

38 do 40-odstotna (v[v) klorovodikova kislina z vsebnostjo Zeleza (Fe) manj kot 1 mg|liter in z manj kot 10 mg
(v obliki sulfata)/liter ostanka po izparevanju.

() Ta metoda je bila validirana v okviru medlaboratorijskega preskusanja za razliéne krmne matrikse. Za ve¢ informacij je na voljo
povezava https:/[ec.europa.eu/jrc/en/eurl/feed-additives/authorisation.
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3.5 Zveplova kislina (d: 1,84 g/ml).
3.6 Vodikov peroksid (priblizno 100 volumnov kisika (30 % po masi)).
3.7 Standardna raztopina Zeleza (1 000 pg Fe/ml), pripravljena na naslednji nacin, ali enakovredna komercialno

dostopna raztopina: 1 g Zelezne Zice se raztopi v 200 ml klorovodikove kisline v koncentraciji
6 mol/l (tocka 3.2), doda se 16 ml vodikovega peroksida (tocka 3.6) in dopolni z vodo do 1 litra.

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

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

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

3.8.1 Standardna delovna raztopina bakra (10 pg Cufml), pripravljena z red¢enjem 1 dela standardne raztopine
(tocka 3.8) z 9 deli vode, nato pa z redéenjem 1 dela nastale raztopine z 9 deli vode.

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

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

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

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

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

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

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

4. Naprava
4.1 Zarilna pe¢ z regulacijo temperature in po moznosti rekorderjem.
4.2 Steklovina mora biti iz odpornega borosilikata, priporocljiva pa je uporaba naprave, ki je namenjena izklju¢no

dolocanju elementov v sledovih.

4.3 Atomski absorpcijski spektrofotometer, ki ustreza zahtevam metode glede obcutljivosti in natanénosti
zahtevanega obmogja.
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5. Postopek (°)

5.1 Vzorci, ki vsebujejo organske snovi

5.1.1 Upepeljevanje in priprava raztopine za analizo ()

5.1.1.1 5 g-10 g vzorca se natehta na 0,2 mg natancno in prenese v Zarilni lonéek iz kvarca ali platine (glej opombo

(b)), osusi v susilniku pri 105 °C in postavi v hladno Zarilno pe¢ (tocka 4.1). Pe¢ se zapre (glej opombo (c)),
potem pa se priblizno 90 minut postopoma visa temperatura na 450 °C do 475 °C. Ta temperatura se ohranja
4-16 ur (npr. ¢ez nod), da se odstrani karbonatni material, nato pa se pe¢ odpre in ohladi (glej opombo (d)).

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

Nato se ostanku doda 15 ml klorovodikove kisline v koncentraciji 6 mol/l (tocka 3.2) in priblizno 120 ml vode.
Premesa se s stekleno palicico, ki se pusti v ¢asi, ¢asa pa se pokrije z urnim steklom. Pocasi se segreva do vretja
in pusti vreti do popolne raztopitve pepela. Skozi filter, ki ne vsebuje pepela, se filtrira v 250-mililitrsko merilno
bucko. Casa in filter se spereta s 5 ml klorovodikove kisline v koncentraciji 6 mol/l (tocka 3.2) in dvakrat z vrelo
vodo. Merilna bu¢ka se napolni z vodo do oznake (koncentracija HCl priblizno 0,5 mol/l).

5.1.1.2 Ce je preostanek na filtru videti ¢rn (ogljik), se ponovno postavi v pe¢ in ponovno upepeli pri 450 °C do 475 °C.
Ta upepelitev, ki zahteva le nekaj ur (priblizno 3-5 ur), je koncana, ko je pepel videti bel ali skoraj bel. Ostanek
se raztopi s priblizno 2 ml klorovodikove kisline (tocka 3.1), upari do suhega, nato pa se doda 5 ml
6 mol/l klorovodikove kisline (tocka 3.2). Segreje se, raztopina se filtrira v merilno bucko in dopolni z vodo do
oznake (koncentracija HCI priblizno 0,5 mol/l).

Opombe:

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

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

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

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

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

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

() V zeleni krmi (svezi ali posuseni) je lahko velika koli¢ina kremena rastlinskega izvora, v katerem so lahko elementi v sledovih in ga je
treba odstraniti. Pri vzorcih tak$ne krme je treba izvajati naslednji spremenjeni postopek. Postopki iz tocke 5.1.1.1 se izvedejo do
filtracije. Filtrirni papir, ki vsebuje netopen ostanek, se dvakrat spere z vrelo vodo in prenese v Zarilni loncek iz kvarca ali platine.
Prezari se v Zarilni peci (tocka 4.1) pri temperaturi pod 550 °C, dokler ves zogleneli material popolnoma ne izgine. Pusti se ohladiti,
doda se nekaj kapljic vode in 10-15 ml klorovodikove kisline (tocka 3.4), nato pa se upari do suhega pri priblizno 150 °C. Ce
v ostanku ostane kremen, se ponovno raztopi v nekaj mililitrih klorovodikove kisline (tocka 3.4) in upari do suhega. Doda se pet
kapljic Zveplove kisline (tocka 3.5) in segreva do prenehanja izhajanja belih hlapov. Po dodatku 5 ml klorovodikove kisline
v koncentraciji 6 mol/l (tocka 3.2) in priblizno 30 ml vode se segreva, raztopina se filtrira v 250-mililitrsko merilno bucko ter dopolni
z vodo do oznake (koncentracija HCl priblizno 0,5 mol/l). Nadaljuje se z dolocanjem v skladu s tocko 5.1.2.
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5.1.2.1

5.1.2.2

Dolocanje s spektrofotometrijo

Priprava raztopin za umerjanje

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

Izbrane koncentracije elementov v sledovih morajo ustrezati obmodju obcutljivosti uporabljenega
spektrofotometra. V tabelah spodaj so kot primer navedene sestave tipi¢nih obmocij raztopin za umeritev,
odvisnih od vrste in obcutljivosti spektrofotometra, ki se uporablja, zato bo morda treba izbrati drugacne

koncentracije.

Zelezo
pg Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml delovne standardne raztopine 0 0,5 1 2 3 4 5
(tocka 3.7.1) (1 ml = 100 pg Fe)
ml HCI (tocka 3.2) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml raztopine lantanovega klorida (tocka 3.11) in dopolniti z vodo do 100 ml

Baker

pg Cu/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml delovne standardne raztopine 0 1 2 4 6 8 10
(tocka 3.8.1) (1 ml = 10 pg Cu)
ml HCl (tocka 3.2) 8 8 8 8 8 8 8

Mangan
yig Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml delovne standardne raztopine 0 1 2 4 6 8 10
(tocka 3.9.1) (1 ml = 10 pg Mn)
ml HCI (tocka 3.2) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml raztopine lantanovega klorida (to¢ka 3.11) in dopolniti z vodo do 100 ml

Cink

pg Zn/ml 0 005 | 01 0.2 04 | 06 0.8
ml delovne standardne raztopine (tocka 0 0,5 1 2 4 6 8
3.10.1) (1 ml = 10 pg Zn)
ml HCl (tocka 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml raztopine lantanovega klorida (tocka 3.11) in dopolniti z vodo do 100 ml

Priprava raztopine za analizo

Za dolocanje bakra se lahko raztopina, pripravljena v skladu s tocko 5.1.1, obicajno uporabi neposredno. Ce je
treba koncentracijo prilagoditi obmo¢ju umeritve, se ustrezen alikvot odpipetira v 100-mililitrsko merilno

bucko in dopolni s klorovodikovo kislino 0,5 mol/l (to¢ka 3.3) do oznake.
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5.1.2.3

5.1.2.4

5.2

Za dolo¢anje Zeleza, mangana in cinka se odpipetira ustrezen alikvot raztopine, pripravljene v skladu s tocko
5.1.1, v 100-mililitrsko merilno bucko, doda se 10 ml raztopine lantanovega klorida (tocka 3.11) in dopolni
do oznake s klorovodikovo kislino 0,5 mol/l (3.3) (glej tudi tocko 8 ,Opomba®).

Slepi preskus

Slepi preskus mora vkljucevati vse predpisane korake postopka, le da se izpusti vzoréni material. Raztopina za
umerjanje ,0“ se ne sme uporabljati kot slepa raztopina.

Merjenje atomske absorpcije

Atomska absorpcija raztopin za umerjanje in raztopine, ki se analizira, se izmeri z uporabo oksidnega plamena
zrak-acetilen pri naslednjih valovnih dolzinah:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm
Mn: 279,5 nm
7Zn: 213,8 nm

Vsako merjenje se izvede Stirikrat.

Mineralna krma

Ce vzorec ne vsebuje organskih snovi, predhodno upepeljevanije ni potrebno. Nadaljuje se v skladu z drugim
odstavkom tocke 5.1.1.1. Uparevanje s klorovodikovo kislino se lahko izpusti.

Izracun rezultatov

Koncentracija elementa v sledovih v raztopini, ki se analizira, se izra¢una s pomocjo umeritvene krivulje,
rezultat pa se izrazi v miligramih elementa v sledovih na kilogram vzorca (ppm).

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, ki jih na istem vzorcu izvaja isti analitik, ne presega:
— 5 mgfkg, v absolutni vrednosti, za vsebnosti elementov v sledovih do 50 mg/kg;

— 10 % od visjega rezultata za vsebnosti elementov v sledovih od 50 do 100 mg/kg;

— 10 mg/kg, v absolutni vrednosti, za vsebnosti elementov v sledovih od 100 do 200 mg/kg;

— 5 % viSjega rezultata za vsebnosti zadevnega elementa v sledovih nad 200 mg/kg.

Opomba

Ce je koli¢ina prisotnih fosfatov visoka, lahko moti dolocanje Zeleza, mangana in cinka. To se mora popraviti
z dodajanjem raztopine lantanovega klorida (tocka 3.11). Ce pa je masno razmerju v vzorcu (Ca + Mg[P) > 2,
se lahko izpusti dodajanje raztopine lantanovega klorida (tocka 3.11) raztopini za analizo in raztopinam za
umerjanje.
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.6.1

3.6.2

3.7

3.8

3.9

D. DOLOCANJE HALOFUGINONA

DL-trans-7-bromo-6-kloro-3-[ 3-(3-hidroksi-2-piperidil)acetonil]-kvinazolin-4-(3H)-on hidrobromid

Vsebnost halofuginona se dolo¢i z naslednjim:

— analizno metodo, opredeljeno s standardom EN 17299 Krma: metode vzorcenja in analize — Pregled
in dolo¢evanje dovoljenih kokcidiostatikov v koncentracijah dodatkov in njihovih nosilcih
v obmo¢ju od 1 % do 3 % v krmnih meSanicah s tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti —
Tandemska masna spektrometrija (LC-MS/MS), ali

— teko¢insko kromatografijo visoke lo¢ljivosti (HPLC) z reverzno fazo (HPLC) z uporabo UV-detektorja,
kot je opisana v nadaljnjih tockah od 1 do 8.

Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolo¢anje ravni halofuginona v krmi. Meja dolodljivosti je 1 mg/kg.

Nacelo

Po obdelavi z vro¢o vodo se halofuginon ekstrahira v obliki proste baze v etilni acetat in se nato kot hidroklorid
lo¢i v vodno raztopino kisline. Ekstrakt se precisti z ionskoizmenjevalno kromatografijo. Vsebnost
halofuginona se dolo¢i s teko¢insko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC) z reverzno fazo z uporabo
UV-detektorja.

Reagenti

Acetonitril, za HPLC.
Izmenjevalec amberlit XAD-2.
Amonijev acetat.

Etilacetat.

Led-ocetna kislina.

Standardna snov halofuginon (DI-trans-7-bromo-6-kloro-3-[3-(3-hidroksi-2-piperidil)acetonil] kvinazolin-
4-(3H)-on hidrobromid, E 764).

Osnovna standardna raztopina halofuginona, 100 pg/ml

50 mg halofuginona (tocka 3.6) se natehta na 0,1 mg natanc¢no in prenese v 500-mililitrsko merilno bucko ter
raztopi v pufrski raztopini amonijevega acetata (tocka 3.18), dopolni se s pufrsko raztopino do oznake in
premesa. Raztopina je stabilna tri tedne pri 5 °C, ¢e jo hranimo v temi.

Raztopine za umerjanje

V serijo 100-mililitrskih merilnih buck se prenese 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 in 6,0 ml osnovne standardne raztopine
(tocka 3.6.1). Dopolni se z mobilno fazo (tocka 3.21) do oznake in premesa. Te raztopine imajo koncentracije
1,0, 2,0, 3,0, 4,0 oz. 6,0 pg/ml halofuginona. Te raztopine je treba pripraviti sveze pred uporabo.

Klorovodikova kislina, (p,o priblizno 1,16 g/ml).
Metanol.

Srebrov nitrat.

Natrijev askorbat.

Natrijev karbonat.

Natrijev klorid.
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3.17

3.20

3.21

4.1

4.2

4.3

4.4

4.4.1

4.5

4.6

4.7

4.8

5.1

5.1.1

EDTA (etilendiamintetraocetna kislina, dinatrijeva sol).
Voda, za HPLC.
Raztopina natrijevega karbonata, ¢ = 10 g/100 ml.

Raztopina natrijevega klorida in nasi¢enega natrijevega karbonata, ¢ = 5 g/100 ml.

50 g natrijevega karbonata (tocka 3.11) se raztopi v vodi, razred¢i do 1 litra, nato pa se doda natrijev klorid
(tocka 3.12), dokler raztopina ni nasi¢ena.

Klorovodikova kislina, priblizno 0,1 mol/l

10 ml HCI (tocka 3.7) se razred¢i z vodo do 1 litra.

Pufrska raztopina amonijevega acetata, priblizno 0,25 mol/l

19,3 g amonijevega acetata (tocka 3.3) in 30 ml ocetne kisline (tocka 3.5) se raztopi v vodi (tocka 3.14) ter
razredé do 1 litra.

Priprava izmenjevalca Amberlite XAD-2

Ustrezna koli¢ina Amberlite (tocka 3.2) se spira z vodo, dokler niso odstranjeni vsi kloridni ioni, kar dokazuje
preskus s srebrovim nitratom (tocka 3.20) v zavrZeni vodni fazi. Nato se izmenjevalec spere s 50 ml metanola
(tocka 3.8), metanol se zavrze, izmenjevalec pa hrani v svezem metanolu.

Raztopina srebrovega nitrata, priblizno 0,1 mol/l

0,17 g srebrovega nitrata (tocka 3.9) se raztopi v 10 ml vode.

Mobilna faza HPLC

500 ml acetonitrila (tocka 3.1) se zmesa s 300 ml pufrske raztopine amonijevega acetata (tocka 3.18) in 1 200
ml vode (toc¢ka 3.14). Vrednost pH se uravna na 4,3 z ocetno kislino (tocka 3.5). Filtrira se skozi filter 0,22 pm
(tocka 4.8) in raztopina se razplini (npr. 10 minut v ultrazvo¢ni kopeli). Ta raztopina je stabilna en mesec, ¢e se
hrani na temnem v zaprti posodi.

Naprava

Ultrazvo¢na kopel.

Rotacijski uparjalnik.

Centrifuga.

Oprema za HPLC z ultravijoli¢nim detektorjem z nastavljivo valovno dolZzino ali detektorjem z diodnim nizom.
Kolona za tekoc¢insko kromatografijo, 300 mm x 4 mm, C,g, polnitev 10 pm ali enakovredna kolona.
Steklena kolona (300 mm x 10 mm) s filtrom iz sintranega stekla in petelinckom.

Filtri iz steklenih vlaken, premera 150 mm.

Membranski filter, 0,45 pm.

Membranski filter, 0,22 pm.

Postopek

Opomba  Halofuginon kot prosta baza je nestabilen v bazi¢nih in etilacetatnih raztopinah. V etilacetatu se ne
pusti ve¢ kot 30 minut.

Splosno

Z analizo slepe krme se preveri, da niso prisotni niti halofuginon niti motece snovi.
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5.1.2 Preskus izkoristka se izvede z analizo slepe krme, ki se obogati s koli¢ino halofuginona, podobno koli¢ini
v vzorcu. Za koncentracijo 3 mgf/kg se k 10 g slepe krme doda 300 pl osnovne standardne raztopine (tocka
3.6.1), premesa se in po¢aka 10 minut, preden se za¢ne postopek ekstrakcije (tocka 5.2).

Opomba:  Pri tej metodi je vrsta slepe krme podobna vrsti vzorca, pri analizi pa se dokaze odsotnost
halofuginona.

5.2 Ekstrakcija

10 g pripravljenega vzorca se natehta na 0,1 g natan¢no in prenese v 200-mililitrsko centrifugirno epruveto,
doda se 0,5 g natrijevega askorbata (tocka 3.10), 0,5 g EDTA (to¢ka 3.13) in 20 ml vode ter premesa. Epruveta
se postavi za 5 min v vodno kopel (80 °C). Po ohladitvi na sobno temperaturo se doda 20 ml raztopine
natrijevega karbonata (tocka 3.15) in premesa. Takoj se doda 100 ml etilacetata (tocka 3.4) in 15 sekund ro¢no
mocno stresa. Nato se epruveta postavi za tri minute v ultrazvoéno kopel (tocka 4.1), zamasek pa zrahlja.
Centrifugira se dve minuti, faza etilacetata pa se oddekantira skozi filter iz steklenih vlaken (tocka 4.6)
v 500-mililitrski lij lo¢nik. Ekstrakcija vzorca se ponovi z nadaljnjimi 100 ml etilacetata. Sestavljeni ekstrakti
se spirajo eno minuto s 50 ml raztopine nasi¢enega natrijevega klorida-natrijevega karbonata (tocka 3.16),
vodna plast pa se zavrze.

Organska plast se ekstrahira 1 minuto s 50 ml klorovodikove kisline (toc¢ka 3.17). Spodnja kislinska plast se
prenese v 250-mililitrski lij lo¢nik. Organska plast se ponovno ekstrahira 1,5 minute z nadaljnjimi 50 ml
klorovodikove kisline, ekstrakt pa se zdruZzi s prvim ekstraktom. Zdruzena ekstrakta se priblizno 10 sekund
spirata z 10 ml etilacetata (tocka 3.4) z vrtenjem.

Vodna plast se kvantitativno prenese v 250-mililitrsko bucko z okroglim dnom, organska faza pa se zavrze. Ves
preostali etilacetat iz kisle raztopine se upari v rotacijskem uparjalniku (tocka 4.2). Temperatura vodne kopeli
ne sme preseci 40 °C. Ves preostali etil acetat se odstrani v 5 minutah v vakuumu pri priblizno 25 mbarih

in 38 °C.
5.3 Ciscenje
5.3.1 Priprava kolone z Amberlitom

Kolona XAD-2 se pripravi za vsak ekstrakt vzorca. 10 g pripravljenega Amberlita (tocka 3.19) se z metanolom
(tocka 3.8) prenese v stekleno kolono (tocka 4.5). Na vrh posteljice izmenjevalca se polozi majhen zamasek iz
steklene volne. Metanol se izpusti iz kolone, izmenjevalec pa se spere s 100 ml vode tako, da se tok vode
ustavi, ko vrh posteljice doseze izmenjevalec. Pred uporabo se pusti 10 minut, da se kolona uravnotezi. Kolona
se ne sme nikoli izsusiti.

5.3.2 Cis¢enje vzorca

Ekstrakt (tocka 5.2) se kvantitativno prenese na vrh pripravljene kolone z Amberlitom (tocka 5.3.1) in eluira,
eluat pa se zavrze. Hitrost eluiranja ne sme biti vecja od 20 ml/min. Bucka z okroglim dnom se spere z 20 ml
klorovodikove kisline (tocka 3.17) in vsebina se uporabi za spiranje izmenjalne kolone. Kakrsna koli preostala
raztopina kisline se prepiha z zrakom. Ostanek po izpiranju se zavrZe. V kolono se doda 100 ml metanola
(tocka 3.8), 5-10 ml se eluira, eluat pa se zbere v 250-mililitrsko bucko z okroglim dnom. Preostali metanol se
pusti 10 minut, da se uravnoteZi z izmenjevalcem, eluiranje pa se nadaljuje s hitrostjo, ki ne presega 20 ml/min,
eluat pa se zbira v isto bucko z okroglim dnom. Metanol se upari na rotacijskem uparjalniku (tocka 4.2), pri
¢emer temperatura vodne kopeli ne sme presedi 40 °C. Ostanek se z mobilno fazo (to¢ka 3.21) prenese
v 10-mililitrsko merilno buc¢ko. Dopolni se z mobilno fazo do oznake in premesa. Alikvot se prefiltrira skozi
membranski filter (tocka 4.7). Raztopina se shrani za dolo¢anje s HPLC (tocka 5.4).

5.4 Dolocanje s HPLC
5.4.1 Parametri

Naslednji pogoji se lahko uporabljajo kot smernice, lahko pa se uporabljajo drugi pogoji, ¢e zagotavljajo
enakovredne rezultate.
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7.1

7.1.1

Kolona za tekoc¢insko kromatografijo (tocka 4.4.1)

Mobilna faza HPLC (tocka 3.21)

Hitrost pretoka: 1,5-2 ml/min

Detekcijska valovna dolzina: 243 nm

Vbrizgani volumen: 40 to 100 pl

Stabilnost kromatografskega sistema se preveri z veckratnim vbrizgavanjem raztopine za umerjanje (tocka
3.6.2) s koncentracijo 3,0 pg/ml, dokler se ne dosezejo konstantne visine (ali povrsine) vrhov in konstantni
retencijski Casi.

Umeritvena krivulja

Vsaka raztopina za umerjanje (tocka 3.6.2) se vbrizga veckrat, za vsako koncentracijo pa se izmerijo srednje

vrednosti vi$in (povrs$in) vrhov. Umeritvena krivulja se pripravi tako, da se na ordinato nanesejo srednje
vrednosti viin ali povrsin vrhov raztopin za umerjanje, na absciso pa ustrezne koncentracije v pg/ml.

Vzorcna raztopina

Ekstrakt vzorca (tocka 5.3.2) se vbrizga veckrat, pri Cemer se uporabijo enaki volumni kot za raztopino za
umerjanje, nato pa se dolo¢i srednja vrednost visin (povrsin) vrhov halofuginona.

Izrac¢un rezultatov

Koncentracija raztopine v pg/ml se dolo¢i iz srednjih vrednosti visin (povrsin) vrhov halofuginona v vzor¢ni
raztopini iz umeritvene krivulje (tocka 5.4.2).

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

— ¢x10
W="n
pri Cemer je:
c koncentracija halofuginona v vzoréni raztopini v pg/ml,

m: masa preskusnega deleza v gramih.

Potrditev rezultatov

Identiteta

Identiteta analita se lahko potrdi z dodatno kromatografijo ali z detektorjem z diodnim nizom, s katerim se
primerjata spekter ekstrakta vzorca in spekter raztopine za umerjanje (tocka 3.6.2) s koncentracijo 6,0 pg/ml.

Dodatna kromatografija

Ekstrakt vzorca se obogati z ustrezno koli¢ino raztopine za umerjanje (tocka 3.6.2). Koli¢ina dodanega
halofuginona mora biti podobna ocenjeni koli¢ini halofuginona v ekstraktu vzorca.

Povisan je le vrh halofuginona ob upostevanju dodane kolicine in razred¢itve ekstrakta. Sirina vrha na polovici
maksimalne viSine mora biti znotraj * 10 % prvotne $irine.

Detekcija z diodnim nizom
Rezultati se ocenijo glede na naslednja merila:
(a) valovni dolzini maksimalne absorpcije spektra vzorca in spektra standarda, zabeleZeni na najvisji tocki vrha

na kromatogramu, morata biti znotraj meja, dolo¢enih z locljivostjo sistema za detekcijo. Za detekcijo
z diodnim nizom je to obi¢ajno znotraj * 2 nm;
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7.2

7.3

(b) med 225 nm in 300 nm se spekter vzorca in spekter standarda, zabeleZena na najvisji tocki
kromatografskega vrha, za navedene dela spektra ne smeta razlikovati znotraj obmocja 10 %-100 %
relativne absorbance. To merilo je izpolnjeno, ko so prisotne iste najvisje vrednosti in ko odmik med
dvema spektroma na nobeni opazovani tocki ne preseze 15 % absorbance standardnega analita;

(c) med 225 nm in 300 nm se spektri nara$¢anja, najvisje tocke vrha in padanja vrha, pridobljeni iz ekstrakta
vzorca, za navedene dele spektra ne smejo razlikovati znotraj obmodja 10 %-100 % relativne absorbance.
To merilo je izpolnjeno, ko so prisotne iste najvi§je tocke in ko odmik med spektri na nobeni od
opazovanih tock ne preseze 15 % absorbance spektra najvisje tocke.

Ce eno od teh meril ni izpolnjeno, prisotnost analita ni potrjena.

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolo¢anj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati 0,5 mg/kg za
vsebnost halofuginona do 3 mg/kg.

Izkoristek

Za obogateni slepi vzorec je izkoristek najman;j 80 %.

Rezultati medlaboratorijske Studije

Organizirana je bila medlaboratorijska studija (%), v kateri je osem laboratorijev analiziralo tri vzorce.

Rezultati
Vzorec A (slepi) Vzorec B (v prahu) Vzorec C (v briketih)
ob prejemu
ob prejemu po 2 mesecih ob prejemu po 2 mesecih
Srednja ND: 2,80 2,42 2,89 2,45
vrednost [mg/kg]
Sk [mg/kg] - 0,45 0,43 0,40 0,42
CVi [%] - 16 18 14 17
Rec. [%] 86 74 88 75
ND = ni zaznano
Sk = standardni odmik obnovljivosti
CVg = koeficient variacije obnovljivosti (v %)
Rec. = izkoristek (%)

E. DOLOCANJE ROBENIDINA

1,3-bis [(4-klorobenziliden)amino Jgvanidin — hidroklorid

Vsebnost robenidina se doloci z naslednjim:

— analizno metodo, opredeljeno s standardom EN 17299 Krma: metode vzorcenja in analize — Pregled
in dolocevanje dovoljenih kokcidiostatikov v koncentracijah dodatkov in njihovih nosilcih
v obmo¢ju od 1 do 3 % v krmnih meSanicah s tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti —

Tandemska masna spektrometrija (LC-MS/MS), ali

— tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC) z reverzno fazo z uporabo UV-detektorja, kot je
opisana v nadaljnjih tockah od 1 do 8.

(*) The Analyst 108, 1983, str. 1252-1256.
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3.9.1

Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje ravni robenidina v krmi. Meja dolocljivosti je 5 mg/kg.

Nacelo

Vzorec se ekstrahira z nakisanim metanolom. Ekstrakt se osusi in alikvot se prec€isti na koloni iz aluminijevega
oksida. Robenidin se eluira s kolone z metanolom, koncentrira in dopolni z mobilno fazo do ustreznega
volumna. Vsebnost robenidina se dolo¢i s teko¢insko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC) z reverzno fazo
z uporabo UV-detektorja.

Reagenti
Metanol.

Nakisani metanol

4,0 ml klorovodikove kisline (p20 = 1,18 g/ml) se prenese v 500-mililitrsko merilno bucko, dopolni se do
oznake z metanolom (tocka 3.1) in premesa. Ta raztopina se pred vsako uporabo sveZe pripravi.

Acetonitril, za HPLC.

Molekularno sito

Tip 3A, kroglice 8 do 12 mes§ (kroglice, premera 1,6 mm-2,5 mm, kristalini¢ni aluminijev silikat, premer por
0,3 mm).

Stopnja kislinske aktivnosti I aluminijevega oksida, za kolonsko kromatografijo

V primerno posodo se prenese 100 g aluminijevega oksida in doda 2,0 ml vode. Zamasi se in stresa
priblizno 20 minut. Hrani se v dobro zaprti posodi.

Raztopina kalijevega dihidrogenfosfata, ¢ = 0,025 mol/l

3,40 g kalijevega dihidrogenfosfata se raztopi v vodi (za HPLC) v 1 000-mililitrski merilni bu¢ki, dopolni se do
oznake in premesa.

Raztopina di-natrijevega hidrogenfosfata, ¢ = 0,025 mol/l

3,55 g brezvodnega dinatrijevega hidrogenfosfata (ali 4,45 g dihidrata ali 8,95 g dodekahidrata) se raztopi
v vodi (za HPLC) v litrski merilni bu¢ki, dopolni se do oznake in premesa.

Mobilna faza HPLC

Zme$ajo se naslednji reagenti:

650 ml acetonitrila (tocka 3.3),

250 ml vode (za HPLC),

50 ml raztopine kalijevega dihidrogenfosfata (tocka 3.6),
50 ml raztopine dinatrijevega hidrogenfosfata (tocka 3.7).

Filtrira se skozi filter 0,22 pm (tocka 4,6), raztopina pa se nato razplini (npr. 10 minut v ultrazvo¢ni kopeli).

Standardna snov

Cisti robenidin: 1,3-bis [(4-klorobenziliden)amino]gvanidin — hidroklorid

Osnovna standardna raztopina robenidina: 300 pg/ml

30 mg standardnega robenidina (toc¢ka 3.9) se natehta na 0,1 mg natanéno. Raztopi se v nakisanem metanolu
(tocka 3.2) v 100-mililitrski merilni bucki, dopolni se z istim topilom do oznake in premesa. Bucka se ovije
v aluminijasto folijo in hrani v temi.
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3.9.2 Vmesna standardna raztopina robenidina: 12 pg/ml

10,0 ml osnovne standardne raztopine robenidina (tocka 3.9.1) se prenese v 250-mililitrsko merilno bucko,
dopolni se z mobilno fazo (tocka 3.8) do oznake in premesa. Bucka se ovije v aluminijasto folijo in hrani v temi.

393 Raztopine za umerjanje

V serijo 50-mililitrskih merilnih buck se prenese 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 in 25,0 ml vmesne standardne raztopine
(tocka 3.9.2). Dopolni se z mobilno fazo (tocka 3.8) do oznake in premeSa. Te raztopine ustrezajo
koncentracijam 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 oz. 6,0 pg/ml robenidina. Te raztopine je treba pripraviti sveZe pred uporabo.

3.10 Voda, za HPLC.
4. Naprava
4.1 Steklena kolona

Iz rjavega stekla, s petelinckom in rezervoarjem z volumnom priblizno 150 ml, notranjega premera 10 mm-15
mm, dolzine 250 mm.

4.2 Mehanicni stresalnik ali magnetno mesalo.
43 Rotacijski uparjalnik.
4.4 Oprema za HPLC z ultravijoli¢nim detektorjem ali detektorjem z diodnim nizom, z nastavljivo valovno dolzino

v obmodju 250 nm—400 nm

4.4.1 Kolona za tekoc¢insko kromatografijo: 300 mm x 4 mm, C,g, polnitev 10 pm ali enakovredna.
4.5 Filtrski papir iz steklenih vlaken (Whatman GF/A ali enakovreden).

4.6 Membranski filter, 0,22 pm.

4.7 Membranski filter, 0,45 pm.

5. Postopek

Opomba: ~ Robenidin je ob¢utljiv na svetlobo. Pri vseh postopkih se uporablja rjava steklovina.

5.1 Splosno
5.1.1 Z analizo slepe krme se zagotovi, da niso prisotni niti robenidin niti motece snovi.
5.1.2 Preskus izkoristka se izvede z analizo slepe krme (tocka 5.1.1), ki se obogati s koli¢ino robenidina, podobno

koli¢ini v vzorcu. Za koncentracijo 60 mg/kg se 3,0 ml osnovne standardne raztopine (tocka 3.9.1) prenese
v 250-mililitrsko erlenmajerico. Raztopina se upari v toku dusika do priblizno 0,5 ml. Doda se 15 g slepe
krme, premesa, pusti 10 minut in nadaljuje z ekstrakcijo (tocka 5.2).

Opomba:  Pri tej metodi je vrsta slepe krme podobna vrsti vzorca in pri analizi se dokaze odsotnost
robenidina.

5.2 Ekstrakcija

Priblizno 15 g vzorca se natehta na 0,01 g natan¢no. Prenese se v 250-mililitrsko erlenmajerico, doda se
100,0 ml nakisanega metanola (tocka 3.2), zamasi se in stresa eno uro v stresalniku (tocka 4.2). Raztopina se
filtrira skozi filtrirni papir iz steklenih vlaken (tocka 4.5) v 150-mililitrsko erlenmajerico. Doda se
7,5 g molekularnega sita (tocka 3.4), zamasi se in stresa pet minut. Takoj se filtrira skozi filtrirni papir iz
steklenih vlaken. Ta raztopina se shrani za fazo ¢isCenja (tocka 5.3).
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5.3 Ciscenje

53.1 Priprava kolone z aluminijevim oksidom
V spodnji del steklene kolone se vstavi majhen zamasek iz steklene volne (tocka 4.1), ki se potlaci s stekleno
palcko. 11,0 g pripravljenega aluminijevega oksida (tocka 3.5) se natehta in prenese v kolono. Pazi se, da je pri

tem postopku izpostavljenost zraku ¢im manj$a. Rahlo se udarja po spodnjem delu polne kolone, da se
aluminijev oksid sesede.

5.3.2 Ciscenje vzorca
Na kolono se s pipeto prenese 5,0 ml ekstrakta vzorca, pripravljenega v (tocka 5.2). Pipeta se nasloni na steno
kolone, nato pa se pusti, da se raztopina absorbira na aluminijev oksid. Robenidin se eluira iz kolone s 100 ml
metanola (to¢ka 3.1) s hitrostjo pretoka 2—-3 ml/min, eluat pa se zbere v 250-mililitrsko bucko z okroglim
dnom. Raztopina metanola se upari do suhega pri znizanem tlaku in pri 40 °C v rotacijskem uparjalniku
(tocka 4.3). Ostanek se raztopi v 3 ml-4 ml mobilne faze (tocka 3.8) in prenese v 10-mililitrsko merilno
bucko. Bucka se nekajkrat spere z 1 ml-2 ml mobilne faze, izpirki pa se prenesejo v merilno bucko. Dopolni

se do oznake z istim topilom in premesa. Alikvot se prefiltrira skozi membranski filter 0,45 pm (tocka 4.7). Ta
raztopina se shrani za dolocanje s HPLC (tocka 5.4).

5.4 Dolocanje s HPLC

5.4.1 Parametri

Naslednji pogoji se lahko uporabljajo kot smernice, lahko pa se uporabljajo drugi pogoji, ¢e zagotavljajo
enakovredne rezultate:

kolona za tekoc¢insko kromatografijo (tocka 4.4.1),
mobilna faza HPLC (tocka 3.8),

hitrost pretoka: 1,5— ml/min,

valovna dolZzina detektorja: 317 nm,

vbrizgani volumen: 20 pl do 50 pl.

Stabilnost kromatografskega sistema se preveri z veckratnim vbrizgavanjem raztopine za umerjanje (tocka
3.9.3) s koncentracijo 3,6 pg/ml, dokler se ne dosezejo konstantne visine vrhov in konstantni retencijski ¢asi.

5.4.2 Umeritvena krivulja
Vsaka raztopina za umetjanje (tocka 3.9.3) se vbrizga veckrat, za vsako koncentracijo pa se izmerijo srednje

vrednosti vi§in (povrsin) vrhov. Umeritvena krivulja se pripravi tako, da se na ordinato nanesejo srednje
vrednosti visin ali povrsin vrhov raztopin za umerjanje, na absciso pa ustrezne koncentracije v pg/ml.

5.4.3 Vzoréna raztopina

Veckrat se vbrizga ekstrakt vzorca (tocka 5.3.2) z enakimi volumni, kakor se uporabljajo pri raztopini za
umerjanje, nato pa se dolocijo srednje vrednosti vi$in (povrsin) vrhov robenidina.

6. Izracun rezultatov

Koncentracija vzoréne raztopine v pg/ml se dolo¢i iz srednje vrednosti viSin (povrsin) vrhov robenidina iz
umeritvene krivulje (tocka 5.4.2).

Vsebnost robenidina (w) (mg/kg) v vzorcu se izraCuna po naslednji formuli:

_ cx200
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pri Cemer je:

c= koncentracija robenidina v vzor¢ni raztopini v pg/ml,
m = masa preskusnega deleza v gramih.
7. Potrditev rezultatov
7.1 Identiteta
Identiteta analita se lahko potrdi z dodatno kromatografijo ali z detektorjem z diodnim nizom, s katerim se
primerjata spekter ekstrakta vzorca in spekter raztopine za umerjanje (tocka 3.9.3) s koncentracijo 6 pg/ml.
7.1.1 Dodatna kromatografija

Ekstraktu vzorca se doda primerna koli¢ina raztopine za umerjanje (tocka 3.9.3). Koli¢ina dodanega robenidina

mora biti podobna ocenjeni koli¢ini robenidina v ekstraktu vzorca.

Povisan je le vrh robenidina ob upostevanju dodane koli¢ine in razred¢itve ekstrakta. Sirina vrha na polovici

njegove najvedje visine mora biti v mejah priblizno 10 % prvotne Sirine.

7.1.2 Detekcija z diodnim nizom

Rezultati se ocenijo glede na naslednja merila:

(a) valovni dolzini maksimalne absorpcije spektra vzorca in spektra standarda, zabeleZeni na najvisji tocki vrha
na kromatogramu, morata biti znotraj meja, dolocenih z locljivostjo sistema za detekcijo. Za detekcijo
z diodnim nizom je to obi¢ajno v obmo¢ju priblizno 2 nm;

(b) med 250 nm in 400 nm se spekter vzorca in spekter standarda, zabeleZena na najvi§ji tocki
kromatografskega vrha, za navedene dela spektra ne smeta razlikovati znotraj obmocja 10 %-100 %
relativne absorbance. To merilo je izpolnjeno, ko so prisotne iste najvisje vrednosti in ko odmik med
dvema spektroma na nobeni opazovani tocki ne preseze 15 % absorbance standardnega analita;

(c) med 250 nm in 400 nm se spektri nara$¢anja, najvisje tocke vrha in padanja vrha, pridobljeni iz ekstrakta
vzorca, za navedene dele spektra ne smejo razlikovati znotraj obmocja 10 %-100 % relativne absorbance.
To merilo je izpolnjeno, ko so prisotne iste najvi§je tocke in ko odmik med spektri na nobeni od
opazovanih tock ne preseze 15 % absorbance spektra najvisje tocke.

Ce eno od teh meril ni izpolnjeno, prisotnost analita ni potrjena.

7.2 Ponovljivost
Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocanj, izvedenih na istem vzorcu, ne sme presegati 10 % visjega
rezultata za vsebnost robenidina nad 15 mg/kg.
7.3 Izkoristek
Za obogateni slepi vzorec je izkoristek najmanj 85 %.
8. Rezultati medlaboratorijske Studije
EU je organizirala medlaboratorijsko 3tudijo, pri kateri je 12 laboratorijev analiziralo §tiri vzorce perutninske in
kungje krme v prahu in briketih. Vsak vzorec je bil analiziran dvakrat. Rezultati so navedeni v spodnji tabeli:
Perutninska krma Kungja krma
v prahu v briketih v prahu v briketih

Srednja 27,00 27,99 43,6 40,1

vrednost [mg/kg]

s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

v, [%] 5,4 45 3,3 41
Sk [mg/ke] 4,36 3,36 4,61 3,91
CVi [%] 16,1 12,0 10,6 9,7
Izkoristek [%] 90,0 93,3 87,2 80,2
S = standardni odmik ponovljivosti

v, = koeficient variacije ponovljivosti, v %

Sk = standardni odmik obnovljivosti

CVg = koeficient variacije obnovljivosti, v %

F. DOLOCANJE DIKLAZURILA

(+)-4-klorfenil [2,6-dikloro-4-(2,3,4,5-tetrahidro-3,5-diokso-1,2,4-triazin-2-il) fenil] acetonitril
Vsebnost diklazurila se dolo¢i z naslednjim:

— analizno metodo, opredeljeno s standardom EN 17299 Krma: metode vzorcenja in analize — Pregled
in dolo¢evanje dovoljenih kokcidiostatikov v koncentracijah dodatkov in njihovih nosilcih v obmod¢ju
od 1 % do 3 % v krmnih mesanicah s teko¢insko kromatografijo visoke lo¢ljivosti — Tandemska masna
spektrometrija (LC-MS/MS), ali

— teko¢insko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC) z reverzno fazo s ternarnim gradientom,
z uporabo UV-detektorja, kot je opisana v nadaljnjih tockah od 1 do 9.

Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje ravni diklazurila v krmnih meSanicah in premiksih (). Meja dolocanja je
0,1 mg/kg, meja dolocljivosti pa 0,5 mgfkg. Lahko se dosezejo niZje meje dolocljivosti, vendar to mora
potrditi uporabnik.

Nacelo

Po dodatku internega standarda se vzorec ekstrahira z nakisanim metanolom. Pri krmi se alikvot ekstrakta
precisti na kartudi C18 za ekstrakcijo v trdni fazi. Diklazuril se eluira iz kartuSe z meSanico nakisanega
metanola in vode. Po uparevanju se ostanek raztopi v raztopini DMF in vode. Pri premiksih se ekstrakt upari in
nato se ostanek raztopi v raztopini DMF in vode. Vsebnost diklazurila se dolo¢i s tekocinsko kromatografijo
visoke lo¢ljivosti (HPLC) z reverzno fazo s ternarnim gradientom, z uporabo UV-detektorja.

Reagenti

Voda, za HPLC.

Amonijev acetat.

Tetrabutilamonijev hidrogen sulfat (TBHS).
Acetonitril, za HPLC.

Metanol, za HPLC.

N, N-dimetilformamid (DMF).
Klorovodikova kislina, p,o = 1,19 g/ml.

Standardna snov: diklazuril: (+)-4-klorfenil [2,6-diklor-4-(2,3,4,5-tetrahidro— 3,5-diokso-1,2,4-triazin-2-il)
fenil] acetonitril, zajamcene Cistosti

(’) Ta metoda se lahko uporabi tudi za dolo¢anje diklazurila v posamic¢nih krmilih.
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3.8.1 Osnovna standardna raztopina diklazurila, 500 pg/ml

25 mg standardne snovi diklazurila (tocka 3.8) se natehta na 0,1 mg natan¢no in prenese v 50-mililitrsko
merilno bucko. Raztopi se v DMF (tocka 3.6), bucka se dopolni z DMF (tocka 3.6) do oznake in premesa.
Bucka se ovije v aluminijasto folijo ali pa se uporabi rjava bucka ter shrani v hladilniku. Pri temperaturi, niZji
od ali enaki 4 °C, je raztopina stabilna en mesec (*9).

3.8.2 Standardna raztopina diklazurila, 50 pg/ml

5,00 ml osnovne standardne raztopine (tocka 3.8.1) se prenese v 50-mililitrsko merilno bucko, dopolni se
z DMF (tocka 3.6) do oznake in premesa. Bucka se ovije v aluminijasto folijo ali pa se uporabi rjava bucka ter
shrani v hladilniku. Pri temperaturi, niZji od ali enaki 4 °C, je raztopina stabilna en mesec.

3.9 Snov, ki je interni standard: 2,6 dikloro-a-(4-klorofenil)-4-(4,5 dihidro— 3,5-diokso-1,2,4-triazin-2 (3H) — il)
a-metilbenzen-acetonitril (metil diklazuril).

3.9.1 Osnovna raztopina internega standarda, 500 pg/ml

25 mg internega standarda (tocka 3.9) se natehta na 0,1 mg natan¢no in prenese v 50-mililitrsko merilno
bucko. Raztopi se v DMF (tocka 3.6), bucka se dopolni z DMF (tocka 3.6) do oznake in premesa. Bucka se
ovije v aluminijasto folijo ali pa se uporabi rjava bucka ter shrani v hladilniku. Pri temperaturi, nizji od ali
enaki 4 °C, je raztopina stabilna en mesec.

3.9.2 Raztopina internega standarda, 50 pg/ml
5,00 ml osnovne raztopine internega standarda (tocka 3.9.1) se prenese v 50-mililitrsko merilno bucko,

dopolni se z DMF (to¢ka 3.6) do oznake in premesa. Bucka se ovije v aluminijasto folijo ali pa se uporabi rjava
bucka ter shrani v hladilniku. Pri temperaturi, niZji od ali enaki 4 °C, je raztopina stabilna en mesec.

3.9.3 Raztopina internega standarda za premikse, p/1 000 mg/ml (p = nominalna vsebnost diklazurila v premiksu
v mg/kg).
p/10 mg internega standarda se natehta na 0,1 mg natan¢no in prenese v 100-mililitrsko merilno bucko,
raztopi se v DMF (tocka 3.6) v ultrazvocni kopeli (tocka 4.7), dopolni se z DMF do oznake in premesa. Bucka

se ovije v aluminijasto folijo ali pa se uporabi rjava bucka ter shrani v hladilniku. Pri temperaturi, nizji od ali
enaki 4 °C, je raztopina stabilna en mesec.

3.10 Raztopine za umerjanje.

3.10.1 Raztopina za umerjanje, 1 pg/ml (diklazuril)
1,00 ml standardne raztopine diklazurila (tocka 3.8.2) in 2,00 ml raztopine internega standarda (tocka 3.9.2) se

odpipetira v 50-mililitrsko merilno buc¢ko. Doda se 17 ml DMF (tocka 3.6), bucka se dopolni z vodo (tocka 3.1)
do oznake in premesa. Ta raztopina se mora pripraviti sveza pred uporabo.

3.10.2 Raztopina za umerjanje, 2 pg/ml (diklazuril)
2,00 ml standardne raztopine diklazurila (tocka 3.8.2) in 2,00 ml raztopine internega standarda (tocka 3.9.2) se

odpipetira v 50-mililitrsko merilno buc¢ko. Doda se 16 ml DMF (tocka 3.6), bucka se dopolni z vodo (tocka 3.1)
do oznake in premesa. Ta raztopina se mora pripraviti sveza pred uporabo.

3.10.3 Raztopina za umerjanje, 3 pg/ml (diklazuril)
3,00 ml standardne raztopine diklazurila (to¢ka 3.8.2) in 2,00 ml raztopine internega standarda (tocka 3.9.2) se
odpipetira v 50-mililitrsko merilno buc¢ko. Doda se 15 ml DMF (tocka 3.6), bucka se dopolni z vodo (tocka 3.1)

do oznake in premesa. Ta raztopina se mora pripraviti sveza pred uporabo.

(") Mozna je dalj$a stabilnost (do 1 leta), vendar jo mora potrditi posamezni laboratorij.
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3.10.4

3.10.5

3.13.1

3.13.2

3.13.3

4.1

4.2

4.2.1

4.2.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

Raztopina za umerjanje, 4 pg/ml (diklazuril)

4,00 ml standardne raztopine diklazurila (tocka 3.8.2) in 2,00 ml raztopine internega standarda (tocka 3.9.2) se
odpipetira v 50-mililitrsko merilno buc¢ko. Doda se 14 ml DMF (tocka 3.6), bucka se dopolni z vodo (tocka 3.1)
do oznake in premesa. Ta raztopina se mora pripraviti sveZa pred uporabo.

Raztopina za umerjanje, 5 pg/ml (diklazuril)

5,00 ml standardne raztopine diklazurila (tocka 3.8.2) in 2,00 ml raztopine internega standarda (tocka 3.9.2) se
odpipetira v 50-mililitrsko merilno buc¢ko. Doda se 13 ml DMF (tocka 3.6), bucka se dopolni z vodo (tocka 3.1)
do oznake in premesa. Ta raztopina se mora pripraviti sveza pred uporabo.

OPOMBA: Raztopine za umerjanje (tocke 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 in 3.10.5) zajemajo koncentracijo
diklazurila v krmi v visini od 0,5 mg/kg do 2,5 mg/kg pri uporabi sedanjega protokola.

Ekstrakcijska kartusa za trdno fazo C,s npr. Mega Bond Elut, velikost: 20 cc, masa sorbenta: 5000 mg
(predpriprava po smernicah dobavitelja).

Ekstrakcijsko topilo: nakisani metanol

5,0 ml klorovodikove kisline (tocka 3.7) se odpipetira v 1 000 ml metanola (tocka 3.5) in premesa.
Mobilna faza za HPLC

Eluent A: raztopina amonijevega acetata in tetrabutilamonijevega hidrogen sulfata.

5 g amonijevega acetata (tocka 3.2) in 3,4 g TBHS (tocka 3.3) se raztopi v 1000 ml vode (tocka 3.1) ter
premesa.

Eluent B: acetonitril (tocka 3.4).

Eluent C: metanol (tocka 3.5).

Naprava

Mehanicni stresalnik.

Oprema za HPLC s ternarnim gradientom:

Kolona za tekocinsko kromatografsko kolono, Hypersil ODS, polnitev 3 pum, 100 mm x 4,6 mm ali
enakovredna

UV-detektor z nastavljivo valovno dolzino ali detektor z diodnim nizom
Rotacijski uparjalnik.

Membranski filter (npr. kemi¢no odporen najlon), pri 0,45 pm.
Injekcijska brizga za enkratno uporabo, 5 ml.

Vakuumski ventil.

Ultrazvocna kopel.

Postopek

Splosno

Slepa krma

Z analizo slepe krme se zagotovi, da niso prisotni niti diklazuril niti motece snovi. Vrsta slepe krme je podobna
vrsti vzorca in z analizo se dokaZe odsotnost diklazurila ali motecih snovi.
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5.1.2 Preskus izkoristka

Preskus izkoristka se izvede tako, da se analizira slepa krma, ki se obogati s toliko diklazurila, kolikor ga je
v vzorcu. Za koncentracijo 1 mg/kg se doda 0,1 ml osnovne standardne raztopine (tocka 3.8.1) v 50 g slepe
krme, dobro se premesa in pusti 10 minut, pred nadaljevanjem (tocka 5.2) pa se veckrat ponovno premesa.

Ce pa vrsta slepe krme, podobna vrsti vzorca, ni na voljo (glej tocko 5.1.1), se lahko preskus izkoristka izvede
po metodi standardnega dodatka. V tem primeru se vzorcu za analizo doda koli¢ina diklazurila, podobna tisti
v vzorcu. Ta vzorec se analizira skupaj z neobogatenim vzorcem, izkoristek pa se izrauna z odstevanjem.

5.2 Ekstrakcija

5.2.1 Krmne meSanice

Priblizno 50 g vzorca se natehta na 0,01 g natancno. Prenese se v 500-mililitrsko erlenmajerico, doda se
1,00 ml raztopine internega standarda (tocka 3.9.2) in 200 ml ekstrakcijskega topila (tocka 3.12), nato pa se
erlenmajerica zamasi. MeSanica se prek noci stresa v stresalniku (tocka 4.1). Pusti se 10 minut, da se usede.
20-mililitrski alikvot supernatanta se prenese v primerno stekleno posodo in razred¢i z 20 ml vode (tocka
3.1). Ta raztopina se prenese na ekstrakcijsko kartuso (tocka 3.11), skoznjo pa se spusti z vakuumom (tocka
4.6). Kartusa se spere s 25 ml mesanice ekstrakcijskega topila (tocka 3.12) in vode (tocka 3.1), 65 + 35 (V + V).
Zbrane frakcije se zavrzejo, spojine pa se eluirajo s 25 ml mesanice ekstrakcijskega topila (tocka 3.12) in vode,
80 + 20 (V + V). Ta frakcija se upari v rotavaporju (tocka 4.3) pri 60 °C do prve susine. Ostanek se raztopi
v 1,0 ml DMF (to¢ka 3.6), doda se 1,5 ml vode (tocka 3.1) in premesa. Filtrira se skozi membranski filter
(tocka 4.4), names¢en na injekcijsko brizgo za enkratno uporabo (tocka 4.5). Nadaljuje se z dolocanjem
s HPLC (tocka 5.3).

5.2.2 Premiksi
Priblizno 1 g vzorca se natehta na 0,001 g natan¢no. Prenese se v 500-mililitrsko erlenmajerico, doda se
1,00 ml raztopine internega standarda (tocka 3.9.3) in 200 ml ekstrakcijskega topila (tocka 3.12), nato pa se
erlenmajerica zamasi. MeSanica se prek noci stresa v stresalniku (tocka 4.1). Pusti se 10 minut, da se usede.
Alikvot (10 000/p ml, p = nominalna vsebnost diklazurila v mg/kg v premiksu) supernatanta se prenese
v primerno veliko bucko z okroglim dnom. Do prve susine se upari pri zniZanem tlaku in 60 °C v rotavaporju

(tocka 4.3). Ostanek se ponovno raztopi v 10,0 ml DMF (tocka 3.6), doda se 15,0 ml vode (tocka 3.1) in
premesa. Nadaljuje se z dolo¢anjem s HPLC (tocka 5.3).

5.3 Dolocanje s HPLC

5.3.1 Parametri

Naslednji pogoji se lahko uporabljajo kot smernica, lahko pa se uporabljajo drugi pogoji, ¢e zagotavljajo
enakovredne ali boljse rezultate:

— Kolona za tekocinsko kromatografijo (tocka 4.2.1): 100 mm x 4,6 mm, Hypersil ODS, polnitev 3 pum ali
enakovredna,

— Mobilna faza,

— Eluent A (tocka 3.13.1): vodna raztopina amonijevega acetata in tetrabutil amonijevega hidrogen
sulfata,

— FEluent B (tocka 3.13.2): acetonitril,
— Eluent C (tocka 3.13.3): metanol,
— Nadin eluiranja — linearni gradient,
— Zacetni pogoji: A+B+C=60+20+20(V+V+YV),
— po 10 minutah gradientno izpiranje v 30 minutahna: A+ B+ C=45+20+35(V+V +V),
— v 10 minutah se spere z B,

— Hitrost pretoka: 1,5-2 ml/min,
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6.1

6.2

— Vbrizgani volumen: 20 pl,
— Valovna dolzina detektorja: 280 nm.
Stabilnost kromatografskega sistema se preveri z veckratnim vbrizgavanjem raztopine za umerjanje (tocka

3.10.2) s koncentracijo 2 pg/ml diklazurila in internega standarda, dokler se ne doseZejo konstantne viSine
vrhov in konstantni retencijski Casi.

Kromatografska analiza raztopin za umerjanje
Po dvakrat se vbrizga 20 pl raztopin za umerjanje (tocke 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 in 3.10.5), identificirajo
in integrirajo se interni standardni vrhovi, umeritvena krivulja pa se nariSe na podlagi razmerja srednje

vrednosti viSine ali povrSine vrha diklaruzila in srednje vrednosti visine ali povrSine vrha internega
standardnega v primerjavi s koncentracijo diklaruzila v raztopinah za umerjanje (ug/ml).

Kromatografska analiza vzor¢nih raztopin

Dvakrat se vbrizga 20 ul vzor¢ne raztopine (tocka 5.2.1 ali 5.2.2) ter doloci srednja vrednost viine ali povrsine
vrhov diklazurila in internega standarda.

Izracun rezultatov

Krmne mesanice
Vsebnost diklazurila (w) (mg/kg) v vzorcu se izracuna po naslednji formuli:
vit?:ivna(d',s) L povrs'viﬁa(cf',s) L
_ visina gl,s) x 107y, — povrsmg(l,s) x 107
pri Cemer je:
— viSina(d,s) visina vrha diklazurila v vzor¢ni raztopini (tocka 5.2.1)
— povrsina(d,s) povrsina vrha diklazurila v vzor¢ni raztopini (tocka 5.2.1)
— viSina(i,s) viSina vrha internega standarda v vzor¢ni raztopini (tocka 5.2.1)

— povrsina(i,s) povr$ina vrha internega standarda v vzor¢ni raztopini (tocka 5.2.1)

— b osni odsek umeritvene krivulje, izrisane iz raztopin za umerjanje (tocke 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4
in 3.10.5) v skladu s tocko 5.3.2

— a naklon umeritvene krivulje, izrisane iz raztopin za umerjanje (toc¢ke 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4
in 3.10.5) v skladu s tocko 5.3.2

— m masa preskusnega deleza v gramih

— V konéni volumen ekstrakta vzorca v mililitrih po ponovni raztopitvi v skladu s to¢ko 5.2.1 (tj. 2,5 ml).

Premiksi

Vsebnost diklazurila (w) (mg/kg) v vzorcu se izracuna po naslednji formuli:
visina(d.s) , povrsina(d.s)
visina(i,s) __povrsina(i,s)

0.021 . 0.021
X X = X X
p- p aliw - g p

pri Cemer je:

— viSina(d,s) vi§ina vrha diklazurila v vzor¢ni raztopini (tocka 5.2.2)

— povrsina(d,s) povrsina vrha diklazurila v vzor¢ni raztopini (tocka 5.2.2)
— visina(i,s) vi$ina vrha internega standarda v vzor¢ni raztopini (tocka 5.2.2)

— povrsina(i,s) povrsina vrha internega standarda v vzor¢ni raztopini (tocka 5.2.2)
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— b osni odsek umeritvene krivulje, izrisane iz raztopin za umerjanje (tocke 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4
in 3.10.5) v skladu s tocko 5.3.2

— a naklon umeritvene krivulje, izrisane iz raztopin za umerjanje (toc¢ke 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4
in 3.10.5) v skladu s tocko 5.3.2

— m masa preskusnega deleza v gramih
— V kon¢ni volumen ekstrakta vzorca v mililitrih po ponovni raztopitvi v skladu s tocko 5.2.2 (tj. 25 ml).

— p nominalna vsebnost diklazurila v mg/kg v premiksu.
7. Potrditev rezultatov

7.1 Identiteta

Identiteta analita se lahko potrdi z dodatno kromatografijo ali z detektorjem z diodnim nizom, s katerim se
primerjata spekter ekstrakta vzorca (tocka 5.2.1 ali 5.2.2) in spekter raztopine za umerjanje (tocka 3.10.2).

7.1.1 Dodatna kromatografija

Ekstrakt vzorca (tocka 5.2.1 ali 5.2.2) se obogati s primerno koli¢ino raztopine za umerjanje (tocka 3.10.2).
Koli¢ina dodanega diklazurila mora biti podobna koli¢ini diklazurila v ekstraktu vzorca.

Povisana sta le vrh diklazurila in vrh internega standarda ob upostevanju dodane koli¢ine in razredcitve

ekstrakta. Sirina vrha na polovici visine mora biti znotraj + 10 % prvotne Sirine vrha diklazurila ali internega
standardnega vrha v vzorcu, ki mu diklazuril ni bil dodan.

7.1.2 Detekcija z diodnim nizom
Rezultati se ocenijo glede na naslednja merila:

(a) valovni dolzini maksimalne absorpcije spektra vzorca in spektra standarda, zabeleZeni na najvisji tocki vrha
na kromatogramu, morata biti znotraj meja, dolo¢enih z lo¢ljivostjo sistema za detekcijo. Za detekcijo
z diodnim nizom je to obi¢ajno znotraj + 2 nm;

kromatogramu, za navedene dele spektra ne smeta razlikovati v obmocju 10 %-100 % relativne
absorbance. To merilo je izpolnjeno, ko so prisotne iste najvisje vrednosti in ko odmik med dvema
spektroma na nobeni opazovani tocki ne preseze 15 % absorbance standardnega analita;

¢) med 230 nm in 320 nm se spektri narai¢anja, najvisje tocke vrha in padanja vrha, pridobljeni iz ekstrakta
vzorca, za navedene dele spektra ne smejo razlikovati v obmocju 10 %-100 % relativne absorbance. To
merilo je izpolnjeno, ko so prisotne iste najvisje tocke in ko odmik med spektri na nobeni od opazovanih
tock ne preseze 15 % absorbance spektra najvije tocke vrha.

Ce eno od teh meril ni izpolnjeno, prisotnost analita ni potrjena.

7.2 Ponovljivost
Razlika med rezultatoma dveh neodvisnih meritev na dveh podvzorcih ne sme presegati:
— 30 % visje vrednosti za vsebnosti diklazurila 0,5 mg/kg-2,5 mg/kg,
— 0,75 mg/kg za vsebnosti diklazurila med 2,5 mg/kg in 5 mg/kg,

— 15 % relativno glede na vi§jo vrednost za vsebnosti diklazurila nad 5 mg/kg.

7.3 Izkoristek

Pri obogatenem (slepem) vzorcu je izkoristek najmanj 80 %.

98/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



UL L, 15.3.2024 SL

8. Rezultati medlaboratorijske Studije

Organizirani sta bili dve medlaboratorijski $tudiji. V prvi $tudiji, ki jo je izvedla druga skupina laboratorijev leta
1994, so analizirani vzorci bili dva premiksa (O 100, A 100) in trije vzorci dopolnilnih krmnih mesanicah za
perutnino (L1, Z1, K1). En vzorec premiksa je bil meSan z organskim matriksom (O 100), drugi pa
z anorganskim matriksom (A 100). Teoreti¢na vsebnost je 100 mg diklazurila na kg. Laboratorijem je bilo
naroceno, naj vsak vzorec analizirajo enkrat ali dvakrat. (PodrobnejSe informacije o prvi medlaboratorijski
Studiji so v Journal of AOAC International, zvezek 77, §t. 6, 1994, str. 1359-1361).

V drugi medlaboratorijski 3tudiji so bile analizirane tri krmne mesanice za perutnino, ki vsebujejo diklazuril
v koncentracijah 0,9 mg/kg (MAT 1), 1,5 mg/kg (MAT 2) in slepo krmo (MAT 3). (Podrobne informacije
o drugi $tudiji so v JRC Technical report (2016) in Journal of AOAC International, zvezek 102, §t. 2, 2019,
str. 646—652). Rezultati dveh medlaboratorijskih studij so navedeni v spodnji tabeli.

Vzorec 1A Vzorec 20 Vzorec 6 Vzorec 7 Vzorec 8
100 100 Vzorec 3 L1 | Vzorec 4 Z1 | Vzorec 5Kl MAT 1 MAT 2 MAT 3
L 11 11 11 11 6 10 9 10
n 19 18 19 19 12 20 18 10
Srednja 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89 1,0 1,5 <LOQ
vrednost (mg/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
Sk (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12 0,18 0,21 —
CVi (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65 18,1 14,3 —
Nominalna 100 100 1,0 1,0 1,0 0,9 1,5 —
vsebnost (mg/kg)
Referenca (¥) Prva Prva Prva Prva Prva Druga Druga Druga
Studija iz Studija iz Studija iz Studija iz Studija iz Studija iz Studijaiz | Studijaizleta
leta1994 | letal1994 | letal1994 | leta1994 | leta1994 | leta2015 | leta2015 2015
L= Stevilo laboratorijev
n= Stevilo posameznih vrednosti
S, = standardni odmik ponovljivosti
CV, = koeficient variacije ponovljivosti
Sk = standardni odmik obnovljivosti
CVg = koeficient variacije obnovljivosti
LOQ = meja dolocljivosti

(*)  Prva Studija iz leta 1994: Journal of AOAC International, zvezek 77, t. 6, 1994, str. 1359-1361; Druga Studija iz leta 2015:
JRC Technical report ,Re-validation of a method for the determination of diclazuril by collaborative study“ (Ponovna potrditev metode
za doloc¢anje diklazurila v okviru medlaboratorijske $tudije) (2016).

9. Splosne opombe
Predhodno je treba dokazati, da je odziv diklazurila linearen v obmo¢ju koncentracij, ki se merijo.

Vsaj za analizo diklazurila v krmnih mesanicah z visoko vsebnostjo mas¢obe (za ta namen tiste meSanice, ki
presegajo 12 % mascobe) se analizna metoda lahko nadomesti z drugo metodo na podlagi HPLC, npr. metoda
na podlagi tekocinske kromatografije visoke locljivosti z masno spektrometrijo (HPLC-MS), pod pogojem, da
ima alternativna metoda enakovredne znacilnosti ucinkovitosti (stopnja izkoristka, natan¢nost pri
ponovljivosti in pogoji obnovljivosti).
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G. DOLOCANJE LASALOCID NATRIJA

Natrijeva sol polietra monokarboksilne kisline, proizvedene s Streptomyces lasaliensis
Vsebnost lasalocid natrija se dolo¢i z naslednjim:

— analizno metodo, opredeljeno s standardom EN 17299 Krma: metode vzorcenja in analize — Pregled
in dolocevanje dovoljenih kokcidiostatikov v koncentracijah dodatkov in njihovih nosilcih v obmocju
od 1 do 3 % v krmnih meSanicah s tekoc¢insko kromatografijo visoke locljivosti — Tandemska masna
spektrometrija (LC-MS/MS), ali

— teko¢insko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC) z reverzno fazo z uporabo spektrofluorome-
tri¢nega (fluorescencnega) detektorja, kot je opisana v nadaljnjih tockah od 1 do 8.

1. Namen in podrodje uporabe
Ta metoda omogoca dolocanje ravni lasalocid natrija v krmi. Meja dolocanja je 5 mg/kg, meja dolocljivosti pa
10 mg/kg.

2. Nacelo

Lasalocid natrij se ekstrahira iz vzorca v nakisani metanol in dolo¢i s tekocinsko kromatografijo visoke
locljivosti (HPLC) z reverzno fazo z uporabo spektrofluorometri¢nega (fluorescen¢énega) detektorja.

3. Reagenti

3.1 Kalijev dihidrogen fosfat (KH,PO,).

3.2 Ortofosforna kislina, m (m/m) = 85 %.
3.3 Raztopina ortofosforne kisline, ¢ = 20 %

23,5 ml ortofosforne kisline (tocka 3.2) se razred¢i s 100 ml vode.

3.4 6-metil-2-heptilamin (1,5-dimetilheksilamin), m (m/m) = 99 %.
3.5 Metanol, za HPLC.

3.6 Klorovodikova kislina, gostota = 1,19 g/ml.

3.7 Fosfatna pufrna raztopina, ¢ = 0,01 mol/l

1,36 g KH,PO, (tocka 3.1) se raztopi v 500 ml vode (tocka 3.11), doda se 3,5 ml ortofosforne kisline
(tocka 3.2) in 10,0 ml 6-metil-2-heptilamina (toc¢ka 3.4). Vrednost pH se uravna na 4,0 z raztopino
ortofosforne kisline (tocka 3.3) in razred¢i na 1 000 ml z vodo (tocka 3.11).

3.8 Nakisani metanol

5,0 ml klorovodikove kisline (tocka 3.6) se prenese v 1 000-mililitrsko merilno bucko, dopolni se z metanolom
(tocka 3.5) do oznake in premesa. Ta raztopina se mora pripraviti sveza pred uporabo.

3.9 Mobilna faza za tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC), raztopina fosfatnega pufra in metanola
5+95(V+V)

5 ml raztopine fosfatnega pufra (tocka 3.7) se zmesa s 95 ml metanola (tocka 3.5).

3.10 Standardna snov lasalocid natrija, zajaméene Cistosti, C;,Hs3;0gNa (natrijeva sol polietra monokarboksilne
kisline, proizvedene s Streptomyces lasaliensis), E763

3.10.1 Osnovna standardna raztopina lasalocid natrija, 500 pg/ml

50 mg lasalocid natrija (toc¢ka 3.10) se natehta na 0,1 mg natan¢no in prenese v 100-mililitrsko merilno bucko,
raztopi se v nakisanem metanolu (tocka 3.8) ter z istim topilom dopolni do oznake in premesa. To raztopino je
treba pripraviti sveZzo pred uporabo.
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3.10.2

3.10.3

4.1

4.2

4.3

5.2

5.2.1

Vmesna standardna raztopina lasalocid natrija, 50 pg/ml

10,0 ml osnovne standardne raztopine (tocka 3.10.1) se odpipetira v 100-mililitrsko merilno bucko,
z nakisanim metanolom (tocka 3.8) se dopolni do oznake in premesa. Ta raztopina se mora pripraviti sveza

pred uporabo.

Raztopine za umerjanje

V serijo 50-mililitrskih merilnih bu¢k se prenese 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 in 10,0 ml vmesne standardne raztopine
(tocka 3.10.2). Z nakisanim metanolom se dopolni do oznake (to¢ka 3.8) in premesa. Te raztopine ustrezajo
1,0, 2,0, 4,0, 5,0 oz. 10,0 pg lasalocid natrija na ml. Te raztopine je treba pripraviti svezZe pred uporabo.

Voda, za HPLC.

Naprava

Ultrazvocna kopel (ali stresalna vodna kopel) z nadzorom temperature.
Membranski filter, 0,45 pm.

Oprema za tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC) s sistemom za vbrizgavanje, primernim za
vbrizgavanje volumnov 20 pl

Kolona za tekocinsko kromatografijo, 125 mm x 4 mm C, z reverzno fazo, polnitev 5 pm ali enakovredna.
Spektrofluorometer s spremenljivo nastavitvijo valovnih dolZin ekscitacije in emisije.

Postopek

Splosno

Slepa krma

Za u¢inkovitost preskusa izkoristka (tocka 5.1.2) se z analizo slepe krme zagotovi, da niso prisotni niti lasalocid
natrij niti motece snovi. Slepa krma je podobne vrste kot vzorec in dokaZe se odsotnost lasalocid natrija ali
motecih snovi.

Preskus izkoristka

Preskus izkoristka se izvede z analiziranjem slepe krme, ki se obogati s koli¢ino lasalocid natrija, podobno tisti
v vzorcu. Za obogatitev na ravni 100 mg/kg se 10,0 ml osnovnega standarda (tocka 3.10.1) prenese
v 250-mililitrsko erlenmajerico, raztopina pa se upari do priblizno 0,5 ml. Doda se 50 g slepe krme, dobro se
premesa in pusti 10 minut, preden se nadaljuje s postopkom ekstrakcije (tocka 5.2), pa se nekajkrat ponovno
premesa.

Ce pa vrsta slepe krme, podobna vrsti vzorca, ni na voljo (glej tocko 5.1.1), se lahko preskus izkoristka izvede
po metodi standardnega dodatka. V tem primeru se vzorec za analizo obogati s koli¢ino lasalocid natrija,
podobno tisti v vzorcu. Ta vzorec se analizira skupaj z neobogatenim vzorcem, izkoristek pa se izratuna
z odstevanjem.

Ekstrakcija

Krma

5 g-10 g vzorca se natehta na 0,01 g natan¢no in prenese v 250-mililitrsko erlenmajerico z zamaskom.
S pipeto se doda 100,0 ml nakisanega metanola (tocka 3.8). Zamasek se rahlo zapre, erlenmajerica pa se
zavrti, da se delci razprsijo. Erlenmajerica se postavi v ultrazvoéno kopel (tocka 4.1) pri priblizno 40 °C za 20
minut, nato se odstrani iz kopeli in ohladi na sobno temperaturo. Pusti se stati priblizno 1 uro, dokler se
suspenzija ne usede, nato pa se alikvot filtrira skozi 0,45 pm membranski filter (tocka 4.2) v primerno posodo.
Nadaljuje se z dolo¢anjem s HPLC (tocka 5.3).
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52.2 Premiksi

Priblizno 2 g nezmletega premiksa se natehta na 0,001 g natan¢no in prenese v 250-mililitrsko merilno bucko.
Doda se 100,0 ml nakisanega metanola (tocka 3.8) in bucka se zavrti, da se delci razprijo. Erlenmajerica
z vsebino se postavi v ultrazvo¢no kopel (tocka 4.1) pri priblizno 40 °C za 20 minut, nato se odstrani iz kopeli
in ohladi na sobno temperaturo. Z nakisanim metanolom (tocka 3.8) se razred¢i do oznake in dobro premesa.
Pusti se stati 1 uro, dokler se suspenzija ne obori, nato se alikvot filtrira skozi 0,45 pm membranski filter (tocka
4.2). Primeren volumen C(istega filtrata se razred¢i z nakisanim metanolom (tocka 3.8), da nastane koné¢na
preskusna raztopina s koncentracijo priblizno 4 pg/ml lasalocid natrija. Nadaljuje se z dolo¢anjem s HPLC
(tocka 5.3).

5.3 Dolocanje s HPLC

5.3.1 Parametri

Naslednji pogoji se lahko uporabljajo kot smernice; lahko se uporabljajo tudi drugi pogoji, ¢e zagotavljajo
enakovredne rezultate:

Kolona za tekoc¢insko kromatografijo 125 mm x 4 mm, z reverzno fazo C,s, polnitev 5 pm ali enakovredna
(tocka 4.3.1):

Mobilna faza (tocka 3.9): Mesanica raztopine fosfatnega pufra (tocka 3.7) in metanola (tocka 3.5),
5+95(V+V)

Hitrost pretoka: 1,2 ml/min

Detekcijska valovna dolzina: Ekscitacija: 310 nm

Emisija 419 nm
Vbrizgani volumen: 20 pl
Stabilnost kromatografskega sistema se preveri z veckratnim vbrizgavanjem raztopine za umerjanje (tocka
3.10.3) s koncentracijo 4,0 pg/ml, dokler se ne doseZejo konstantne viSine (ali povrsine) vrhov in konstantni
retencijski ¢asi.
5.3.2 Umeritvena krivulja

Vsaka raztopina za umerjanje (tocka 3.10.3) se veckrat vbrizga in za vsako koncentracijo se dolocijo srednje
vrednosti vi$in (povrsin) vrhov. Umeritvena krivulja se pripravi tako, da se na ordinato nanesejo srednje
vrednosti vi§in (povrsin) vrhov, na absciso pa ustrezne koncentracije v pg/ml.

533 Vzorcna raztopina

Veckrat se vbrizgajo ekstrakti vzorca, ki nastanejo pri tocki 5.2.1 ali 5.2.2, pri ¢emer se uporabijo enaki
volumni kot pri raztopinah za umerjanje ter dolocijo srednje vrednosti visin (povrsin) vrhov lasalocid natrija.

6. Izracun rezultatov

Iz srednjih vrednosti visin (povrsin) vrhov, ki so nastali z vbrizganjem vzoréne raztopine (tocka 5.3.3), se doloci
koncentracija lasalocid natrija (pg/ml) iz umeritvene krivulje.

6.1 Krma

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

w =" mg/kg]

m

pri Cemer je:

c= koncentracija lasalocid natrija v vzor¢ni raztopini (tocka 5.2.1) v pug/ml
V, = volumen ekstrakta vzorca v skladu s tocko 5.2.1 v ml (tj. 100)
m = masa preskusnega deleza v gramih
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6.2

7.1

7.2

7.3

Premiksi

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

W= mg kg
pri Cemer je:
c= koncentracija lasalocid natrija v vzor¢ni raztopini (tocka 5.2.2) v ug/ml
vV, = volumen ekstrakta vzorca v skladu s tocko 5.2.2 v ml (tj. 250)
f= faktor razredcitve v skladu s tocko 5.2.2
m = masa preskusnega deleza v gramih

Potrditev rezultatov

Identiteta

Metode, ki temeljijo na spektrofluorometriji, so manj izpostavljene motnjam kot metode, pri katerih se
uporablja UV-detekcija. Identiteta analita se lahko potrdi z dodatno kromatografijo.

Dodatna kromatografija

Ekstraktu vzorca (tocka 5.2.1 ali 5.2.2) se doda ustrezna koli¢ina raztopine za umerjanje (tocka 3.10.3).
Koli¢ina dodanega lasalocid natrija mora biti podobna koli¢ini lasalocid natrija v ekstraktu vzorca. Le vrh
lasalocid natrija je poviSan ob upostevanju koli¢ine dodanega lasalocid natrija in razred¢itve ekstrakta. Sirina

vrha na polovici vi§ine mora biti znotraj + 10 % prvotne $irine vrha, ki nastane pri neobogatenem ekstraktu
VvZOrca.

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocitev na istem vzorcu ne sme presegati:

— 15 % relativno glede na visjo vrednost za vsebnosti lasalocid natrija od 30 mg/kg do 100 mg/kg;
— 15 mg/kg za vsebnosti lasalocid natrija od 100 mg/kg do 200 mg/kg;

— 7,5 % relativno glede na visjo vrednost za vsebnosti lasalocid natrija ve¢ kot 200 mg/kg.

Izkoristek

Za obogateni (slepi) vzorec krme je izkoristek najmanj 80 %. Za obogatene vzorce premiksov je izkoristek
najman;j 90 %.

Rezultati medlaboratorijske Studije

Organizirana je bila medlaboratorijska studija (*), v kateri je 12 laboratorijev analiziralo 2 premiksa (vzorca 1

in 2) in 5 vzorcev krme (vzorci 3-7). Vsak vzorec je bil analiziran dvakrat. Rezultati so navedeni v spodnji
tabeli:

Vzorec 1 Vzorec 2 Vzorec 3 Vzorec 4 Vzorec 5 Vzorec 6 Vzorec 7
Premiks za Premiks za Briketi za | Drobtine za Krma za Krma z Krma za
v perutnino .
piscance purane purane piscance purane A perutnino B
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Srednja 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
vred-
nost [mg/kg]
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

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
sk [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVy [%] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Nominalna

vseb- 5000 (**) | 16 000 (**) 80 (*¥) 105 (**) 120 (%) 50 () 35 ()
nost [mg/kg]

L= Stevilo laboratorijev

n= Stevilo posameznih rezultatov

S = standardni odmik ponovljivosti

Sg = standardni odmik obnovljivosti

CV, = koeficient variacije ponovljivosti, v %

CVg= koeficient variacije obnovljivosti v %

*) Analyst, 1995, 120, str. 2175-2180

(**) Vsebnost, ki jo navede proizvajalec

() Krma, pripravljena v laboratoriju

H. DOLOCANJE AMPROLIJEVEGA HIDROKLORIDA

1-[(4-amino-2-propil- 5-pirimidinil)metil]-2-metilpiridinijev klorid monohidroklorid

Namen in podrodje uporabe

Ta metoda omogoca dolocanje ravni amprolija v krmi. Meja zaznavnosti je 1 mg/kg, meja dolocljivosti pa
5 mg/kg.

Nacelo

Vzorec se ekstrahira z meSanico metanola in vode. Po red¢enju z mobilno fazo in membranski filtraciji se
vsebnost amprolija dolo¢i s kationskoizmenjevalno tekocinsko kromatografijo visoke lo¢ljivosti (HPLC)
z uporabo UV-detektorja.

Reagenti

Metanol.

Acetonitril, za HPLC.
Voda, za HPLC.

Raztopina natrijevega dihidrogen fosfata, ¢ = 0,1 mol/l

V 1000-mililitrski merilni bucki se v vodi (tocka 3.3) raztopi 13,80 g natrijevega dihidrogen fosfat
monobhidrata, dopolni se z vodo (tocka 3.3) do oznake in premesa.

Raztopina natrijevega perklorata, c = 1,6 mol/l

V 1 000-mililitrski merilni bucki se v vodi (tocka 3.3) raztopi 224,74 g natrijevega perklorat monohidrata,
dopolni se z vodo (tocka 3.3) do oznake in premesa.

Mobilna faza za HPLC (glej tocko 9.1)

Mesanica acetonitrila (tocka 3.2), raztopine natrijevega dihidrogen fosfata (tocka 3.4) in raztopine natrijevega
perklorata (tocka 3.5), 450 + 450 + 100 (v + v + v). Pred uporabo se filtrira z membranskim filtrom 0,22 pm
(tocka 4.3), raztopina pa se razplini (npr. najmanj 15 minut v ultrazvocni kopeli (tocka 4.4)).

Standardna snov: ¢isti amprolij, 1-[(4-amino-2-propil-5-pirimidinil)metil]-2-metilpiridinijev klorid, E 750 (glej
tocko 9.2)
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3.8

4.2

4.3

4.4

4.5

Osnovna standardna raztopina amprolija, 500 pg/ml

50 mg amprolija (tocka 3.7) se natehta na 0,1 mg natancno in prenese v 100-mililitrsko merilno bucko ter
raztopi v 80 ml metanola (tocka 3.1), bucka pa se za 10 minut postavi v ultrazvo¢no kopel (tocka 4.4). Po
ultrazvoéni obdelavi se raztopina segreje na sobno temperaturo, dopolni se z vodo do oznake in premesa. Pri
temperaturi < 4 °C je raztopina stabilna en mesec.

Vmesna standardna raztopina amprolija, 50 pg/ml

5,0 ml osnovne standardne raztopine (tocka 3.7.1) se odpipetira v 50-mililitrsko merilno bucko, dopolni se
z ekstrakcijskim topilom (tocka 3.8) do oznake in premesa. Pri temperaturi < 4 °C je raztopina stabilna en
mesec.

Raztopine za umerjanje

V serijo 50-mililitrskih merilnih bu¢k se prenese 0,5, 1,0, in 2,0 ml vmesne standardne raztopine (to¢ka 3.7.2).
Dopolni se z mobilno fazo (tocka 3.6) do oznake in premesa. Te raztopine ustrezajo 0,5, 1,0 oz. 2,0 pg/ml
amprolija. Te raztopine je treba pripraviti sveZe pred uporabo.

Ekstrakcijsko topilo

Mesanica metanola (tocka 3.1) in vode 2 + 1 (v + v).
Naprava

Oprema za tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC) s sistemom za vbrizgavanje, primernim za
vbrizgavanje volumnov 100 pl

Kolona za tekocinsko kromatografijo, 125 mm x 4 mm, kationski izmenjevalec Nucleosil 10 SA, polnitev 5 pm
ali 10 pm ali enakovredna

UV-detektor z nastavljivo valovno dolzino ali detektor z diodnim nizom
Membranski filter, material PTFE, 0,45 pm

Membranski filter, 0,22 pm

Ultrazvocna kopel

Mehaniéni stresalnik ali magnetno mesalo

Postopek

Splosno

Slepa krma

Za uc¢inkovitost preskusa izkoristka (tocka 5.1.2) se z analizo slepe krme zagotovi, da niso prisotni niti amprolij
niti motece snovi. Vrsta slepe krme je podobna vrsti vzorca in dokaze se odsotnost amprolija ali motecih snovi.

Preskus izkoristka

Preskus izkoristka se izvede z analizo slepe krme, ki se obogati s koli¢ino amprolija, podobno tisti v vzorcu. Za
obogatitev na ravni 100 mg/kg se 10,0 ml osnovne standardne raztopine (tocka 3.7.1) prenese
v 250-mililitrsko erlenmajerico, raztopina pa se upari do priblizno 0,5 ml. Doda se 50 g slepe krme, dobro se
premesa in pusti 10 minut ter vmes nekajkrat ponovno premesa, nato pa se nadaljuje s postopkom ekstrakcije
(tocka 5.2).

Ce pa vrsta slepe krme, podobna vrsti vzorca, ni na voljo (glej tocko 5.1.1), se lahko preskus izkoristka izvede
po metodi standardnega dodatka. V tem primeru se vzorec za analizo obogati s koli¢ino amprolija, podobno
tisti v vzorcu. Ta vzorec se analizira skupaj z neobogatenim vzorcem, izkoristek pa se izra¢una z odstevanjem.
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5.2 Ekstrakcija

5.2.1 Premiksi (vsebnost amprolija < 1 %) in krma

V 500-mililitrsko erlenmajerico se natehta na 0,01 g natancno 5 g—40 g vzorca, odvisno od vsebnosti
amprolija, in doda 200 ml ekstrakcijskega topila (tocka 3.8). Erlenmajerica se postavi v ultrazvocno kopel
(tocka 4.4) in se pusti 15 minut. Odstrani se iz ultrazvocne kopeli in 1 uro stresa s stresalnikom ali mesa
z magnetnim meSalom (tocka 4.5). Alikvot ekstrakta se razred¢i z mobilno fazo (tocka 3.6), da nastane
vsebnost amprolija 0,5-2 pg/ml, ter premesa (glej tocko 9.3). 5 ml-10 ml tako razredcene raztopine se filtrira
skozi membranski filter (tocka 4.2). Nadaljuje se z dolo¢anjem s HPLC (tocka 5.3).

5.2.2 Premiksi (vsebnost amprolija = 1 %)

V 500-mililitrsko erlenmajerico se na 0,001 g natan¢no natehta 1 g-4 g premiksa, odvisno od vsebnosti
amprolija, in doda 200 ml ekstrakcijskega topila (tocka 3.8). Erlenmajerica se postavi v ultrazvo¢no kopel
(tocka 4.4) in se pusti 15 minut. Odstrani se iz ultrazvocne kopeli in 1 uro stresa s stresalnikom ali mesa
z magnetnim meSalom (tocka 4.5). Alikvot ekstrakta se razred¢i z mobilno fazo (tocka 3.6), da nastane
vsebnost amprolija 0,5 pg/ml-2 pg/ml, ter premesa. 5 ml-10 ml tako razred¢ene raztopine se filtrira skozi
membranski filter (tocka 4.2). Nadaljuje se z dolo¢anjem s HPLC (tocka 5.3).

5.3 Dolocanje s HPLC

5.3.1 Parametri:

Naslednji pogoji se lahko uporabljajo kot smernice, lahko pa se uporabljajo drugi pogoji, ¢e zagotavljajo
enakovredne rezultate.

Kolona za teko¢insko kromatografijo 125 mm x 4 mm, kationski izmenjevalec Nucleosil 10 SA, polnitev
(tocka 4.1.1): 5 pum ali 10 pm ali enakovredna

Mobilna faza (tocka 3.6): Mesanica acetonitrila (tocka 3.2), raztopine natrijevega dihidrogen
fosfata (tocka 3.4) in raztopine natrijevega perklorata (tocka 3.5),
450 + 450 + 100 (v + v +v).

Hitrost pretoka: 0,7-1 ml/min.
Detekcijska valovna dolzina: 264 nm
Vbrizgani volumen: 100 pl

Stabilnost kromatografskega sistema se preveri z veckratnim vbrizgavanjem raztopine za umerjanje (tocka
3.7.3) s koncentracijo 1,0 pg/ml, dokler se ne doseZejo konstantne visine vrhov in konstantni retencijski Casi.

5.3.2 Umeritvena krivulja
Za vsako koncentracijo se vsaka raztopina za umerjanje (tocka 3.7.3) vbrizga veckrat, nato pa se dolocijo

srednje vrednosti viSin (povr$in) vrhov. Umeritvena krivulja se pripravi tako, da se na ordinato nanesejo
srednje vrednosti vi§in (povrsin) vrhov raztopin za umerjanje, na absciso pa ustrezne koncentracije v pg/ml.

533 Vzorcna raztopina

Ekstrakt vzorca (tocka 5.2) se veckrat vbrizga, pri Cemer se uporabijo enaki volumni kakor pri raztopinah za
umerjanje, nato pa se doloc¢ijo srednje vrednosti vi$in (povrsin) vchov amprolija.

6. Izracun rezultatov

Koncentracija vzor¢ne raztopine v pg/ml se dolo¢i iz srednje vrednosti visin (povrsin) vrhov amprolija iz
umeritvene krivulje (tocka 5.3.2).

Vsebnost amprolija (w) v mg/kg vzorca se izrauna po naslednji formuli:

W:VXnin[

mg/kg]
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7.1

7.2

7.3

pri Cemer je:

V= volumen ekstrakcijskega topila (tocka 3.8) v ml v skladu s tocko 5.2 (tj. 200 ml)
c= koncentracija amprolija v ekstraktu vzorca (tocka 5.2) v pg/ml

f= faktor razredcitve v skladu s tocka 5.2

m = masa preskusnega deleza v gramih

Potrditev rezultatov

Identiteta

Identiteta analita se lahko potrdi z dodatno kromatografijo ali z detektorjem z diodnim nizom, s katero se
primerjata spekter ekstrakta vzorca (tocka 5.2) in spekter raztopine za umerjanje (tocka 3.7.3) s koncentracijo
2,0 pg/ml.

Dodatna kromatografija

Ekstrakt vzorca (tocka 5.2) se obogati s primerno koli¢ino raztopine za umerjanje (tocka 3.7.3). Koli¢ina
dodanega amprolija mora biti podobna koli¢ini amprolija v ekstraktu vzorca.

Povisan je le vrh amprolija ob upostevanju dodane koli¢ine in razredcitve ekstrakta. Sirina vrha na polovici
maksimalne viSine mora biti znotraj £ 10 % prvotne $irine vrha, ki nastane pri ekstraktu vzorca brez dodanega
amprolija.

Doloc¢anje z diodnim nizom

Rezultati se ocenijo glede na naslednja merila:

(a) valovni dolzini maksimalne absorpcije spektra vzorca in spektra standarda, zabeleZeni na najvisji tocki vrha
na kromatogramu, morata biti znotraj meja, dolocenih z locljivostjo sistema za detekcijo. Pri dolocanju
z diodnim nizom je to obi¢ajno + 2 nm;

(b) med 210 nm in 320 nm se spektri vzorca in standarda, zabeleZeni na najvisji tocki vrha na kromatogramu,
v tem delu spektra ne smejo razlikovati v obmocju 10 %-100 % relativne absorbance. To merilo je
izpolnjeno, ko so prisotne iste najvisje vrednosti in ko odmik med dvema spektroma na nobeni opazovani
tocki ne preseze 15 % absorbance standardnega analita;

(c) med 210 nm in 320 nm se spektri nara$¢anja, najvisje tocke vrha in padanja vrha, pridobljeni iz ekstrakta
vzorca, za navedene dela spektra ne smejo razlikovati v obmocju 10 %-100 % relativne absorbance. To

merilo je izpolnjeno, ko so prisotne iste najvisje tocke in ko odmik med spektri na nobeni od opazovanih
tock ne preseze 15 % absorbance spektra najvije tocke vrha.

Ce eno izmed teh meril ni izpolnjeno, prisotnost analita ni potrjena.

Ponovljivost

Razlika med rezultatoma dveh vzporednih dolocitev na istem vzorcu ne sme presegati:

— 15 % relativno glede na visjo vrednost za vsebnosti amprolija med 25 mg/kg in 500 mg/kg;
— 75 mg/kg za vsebnosti amprolija med 500 mg/kg in 1 000 mg/kg;

— 7,5 % relativno glede na visjo vrednost za vsebnosti amprolija nad 1 000 mg/kg.

Izkoristek

Pri obogatenem (slepem) vzorcu je izkoristek najmanj 90 %.

Rezultati medlaboratorijske Studije

Organizirana je bila medlaboratorijska tudija, pri kateri so bili analizirani trije vzorci perutninske krme (vzorci
1-3), en vzorec mineralne krme (vzorec 4) in en vzorec premiksa (vzorec 5). Rezultati so navedeni v spodnji
tabeli:
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Vzoricr;la()slepa vzorec 2 vzorec 3 vzorec 4 vzorec 5

L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
srednja vrednost [mg/kg] - 45,5 188 5129 25140
s, [mg/ke] - 2,26 3,57 178 550
CVr [%] - 4,95 1,90 3,46 2,20
s [mg/ke] - 2,95 11,8 266 760
CVi [%] - 6,47 6,27 5,19 3,00
nominalna vsebnost [mg/kg] - 50 200 5000 25000
L: Stevilo laboratorijev
n Stevilo posameznih vrednosti
Se! standardni odmik ponovljivosti
Cv.: koeficient variacije ponovljivosti
Sk standardni odmik obnovljivosti
CVy: koeficient variacije obnovljivosti

9. Opombe

9.1 Ce vzorec vsebuje tiamin, se vrh tiamina v kromatogramu pojavi malo pred vrhom amprolija. Pri tej metodi se

morata amprolij in tiamin lociti. Ce se amprolij in tiamin ne locita s kolono (tocka 4.1.1), ki se uporablija pri tej
metodi, se do 50 % acetonitrila v mobilni fazi (tocka 3.6) zamenja z metanolom.

9.2 Po britanski farmakopeji sta najvisji tocki spektra raztopine amprolija (c = 0,02 mol/l) v klorovodikovi kislini
(c=0,1 mol/l) pri 246 nm in 262 nm. Absorbanca znasa 0,84 pri 246 nm in 0,80 pri 262 nm.

9.3 Ekstrakt se mora vedno razredciti z mobilno fazo, ker se sicer retencijski ¢as vrha amprolija bistveno premakne
zaradi sprememb v ionski moci.

I. DOLOCANJE NARAZINA
Vsebnost narazina se doloci z naslednjim:

— analizno metodo, opredeljeno s standardom EN 17299 Krma: metode vzorcenja in analize — Pregled
in dolo¢evanje dovoljenih kokcidiostatikov v koncentracijah dodatkov in njihovih nosilcih v obmo¢ju
od 1 % do 3 % v krmnih meSanicah s teko¢insko kromatografijo visoke lo¢ljivosti — Tandemska masna
spektrometrija (LC-MS/MS), ali

— metodo, opredeljeno s standardom EN ISO 14183 Krma — Dolodevanje monezina, narazina in
salinomicina — Metoda tekocinske kromatografije s postkolonsko derivatizacijo.

J. DOLOCANJE NIKARBAZINA
Vsebnost nikarbazina se dolo¢i z naslednjim:

— analizno metodo, opredeljeno s standardom EN 17299 Krma: metode vzorcenja in analize — Pregled
in dolo¢evanje dovoljenih kokcidiostatikov v koncentracijah dodatkov in njihovih nosilcih v obmod¢ju
od 1 % do 3 % v krmnih meSanicah s tekoc¢insko kromatografijo visoke lo¢ljivosti — Tandemska masna
spektrometrija (LC-MS/MS), ali
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— metodo, opredeljeno s standardom EN 15782 Krma — Dolocevanje nikarbazina — Metoda teko¢inske
kromatografije visoke locljivosti.

K. DOLOCANJE DEKOKVINATA
Vsebnost dekokvinata se dolo¢i z naslednjim:

— analizno metodo, opredeljeno s standardom EN 17299 Krma: metode vzorcenja in analize — Pregled
in dolocevanje dovoljenih kokcidiostatikov v koncentracijah dodatkov in njihovih nosilcih v obmogju
od 1 % do 3 % v krmnih mesanicah s teko¢insko kromatografijo visoke lo¢ljivosti — Tandemska masna
spektrometrija (LC-MS/MS), ali

— metodo, opredeljeno s standardom EN 16162 Krma - Dolocevanje dekokvinata s HPLC
s fluorescentno detekcijo.

L. DOLOCANJE MONENZINA
Vsebnost monenzina se dolo¢i z naslednjim:

— analizno metodo, opredeljeno s standardom EN 17299 Krma: metode vzorcenja in analize — Pregled
in dolocevanje dovoljenih kokcidiostatikov v koncentracijah dodatkov in njihovih nosilcih v obmocju
od 1 % do 3 % v krmnih mesanicah s teko¢insko kromatografijo visoke lo¢ljivosti — Tandemska masna
spektrometrija (LC-MS/MS), ali

— metodo, opredeljeno s standardom EN ISO 14183 Krma — Dolodevanje monezina, narazina in
salinomicina — Metoda tekocinske kromatografije s postkolonsko derivatizacijo.

M. DOLOCANJE SALINOMICINA
Vsebnost salinomicina se dolo¢i z naslednjim:

. analizno metodo, opredeljeno s standardom EN 17299 Krma: metode vzor¢enja in analize — Pregled
in dolo¢evanje dovoljenih kokcidiostatikov v koncentracijah dodatkov in njihovih nosilcih v obmod¢ju
od 1 % do 3 % v krmnih meSanicah s teko¢insko kromatografijo visoke locljivosti — Tandemska masna
spektrometrija (LC-MS/MS), ali

— metodo, opredeljeno s standardom EN ISO 14183 Krma — Dolodevanje monezina, narazina in
salinomicina — Metoda tekocinske kromatografije s postkolonsko derivatizacijo.

N. DOLOCANJE SEMDURAMICINA
Vsebnost semduramicina se dolo¢i z naslednjim:

— analizno metodo, opredeljeno s standardom EN 17299 Krma: metode vzorcenja in analize — Pregled
in dolocevanje dovoljenih kokcidiostatikov v koncentracijah dodatkov in njihovih nosilcih v obmocju
od 1 % do 3 % v krmnih meSanicah s teko¢insko kromatografijo visoke locljivosti — Tandemska masna
spektrometrija (LC-MS/MS), ali

— metodo, opredeljeno s standardom EN ISO 16158 Krma — Dolocevanje semduramicina — Metoda
tekocinske kromatografije z ,razvejanim® analitskim pristopom.

0. STANDARDI EN
Za uporabo ¢lena 34(2)(a) Uredbe (EU) 2017625 so pomembni naslednji standardi EN:
EN ISO 30024 Krma — Doloevanje aktivnosti fitaz.

EN 17050 Krma: metode vzorcenja in analize — DoloCevanje joda v krmi z masno spektrometrijo z induktivno
sklopljeno plazmo (ICP-MS).

EN 17550 Krma: metode vzorcenja in analize — Dolocevanje karotenoidov v krmnih mesanicah in premiksih
s tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti z uporabo ultravijoli¢ne (UV) detekcije (HPLC-UV).

EN 15784 Krma: Metode vzorcenja in analize — Dolocanje in Stetje prisotnih Bacillus spp. uporabljen kot krmni
dodatek.

EN 15785 Krma — Izolacija in $tetje domnevno prisotnih Bifidobacterium spp.
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EN 15786 Krma: metode vzorcenja in analize — Dolocanje in $tetje prisotnih Pediococcus spp., uporabljenih kot
krmni dodatek.

EN 15787 Krma: metode vzorcenja in analize — Dolocanje in Stetje prisotnih Lactobacillus spp., uporabljenih kot
krmni dodatek.

EN 15788 Krma: metode vzorcenja in analize — Dolocanje in Stetje prisotnih Enterococcus (E. faecium) spp.,
uporabljenih kot krmni dodatek.

EN 15789 Krma: metode vzorcenja in analize — Dolocanje in Stetje Saccharomyces cerevisiae, uporabljenih kot
krmni dodatek.

EN 15510 Krma: metode vzorcenja in analize — Dolocevanje kalcija, natrija, fosforja, magnezija, kalija, Zeleza,
cinka, bakra, mangana, kobalta, molibdena in svinca z ICP-AES (za analizo krmnih dodatkov kobalta in
molibdena).

EN 15621 Krma: metode vzorcenja in analize — DoloCevanje kalcija, natrija, fosforja, magnezija, kalija, Zvepla,
zeleza, cinka, bakra, mangana in kobalta po razklopu pod tlakom z ICP-AES (za analizo krmnega dodatka
kobalta).

EN 16159 Krma — Dolocevanje selena s hidridno atomsko absorpcijsko spektrometrijo (HGAAS) po
mikrovalovnem razklopu (razklop s 65 % dusikovo kislino in 30 % vodikovim peroksidom) (za analizo
krmnega dodatka selena).

EN 17053: Krma: metode vzorcenja in analize — Dolo¢evanje elementov v sledovih, tezkih kovin in drugih
elementov v krmi z ICP-MS (vecelementna metoda) (za analizo krmnih dodatkov kobalta, molibdena in
selena).”.
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PRILOGAV

+PRILOGAV
ANALIZNE METODE ZA NADZOR NEZAZELENIH SNOVI V KRMI

A. DOLOCANJE VSEBNOSTI DIOKSINOV (PCDD/PCDF) IN PCB

POGLAVIJE]
METODE VZORCENJA IN RAZLAGA REZULTATOV ANALIZE

1. Podrodje uporabe in opredelitev pojmov

Vzorci za uradni nadzor vsebnosti polikloriranih dibenzo-p-dioksinov (PCDD), polikloriranih dibenzofuranov
(PCDF), dioksinom podobnih polikloriranih bifenilov (PCB) () in dioksinom nepodobnih PCB v krmi se
odvzamejo v skladu z dolocbami iz Priloge I. Upostevajo se koli¢inske zahteve za nadzor snovi ali proizvodov,
enakomerno porazdeljenih po krmi, kot je dolo¢eno v tocki 5.1 Priloge 1. Tako dobljeni zbirni vzorci se $tejejo za
reprezentativne vzorce lotov ali sublotov, iz katerih so vzeti. Skladnost z mejnimi vrednostmi, dolo¢enimi
v Direktivi 2002/32/ES, se ugotavlja na podlagi vrednosti, ugotovljenih v laboratorijskih vzorcih.

V tem delu se uporabljajo opredelitve pojmov iz Priloge I k Izvedbeni uredbi Komisije 2021/808 (3.
Poleg navedenih opredelitev pojmov se v tem delu uporabljata tudi naslednji opredelitvi pojmov:

(1) Tabela TEF (= faktorjev toksicne ekvivalentnosti) za PCDD, PCDF in dioksinom podobne PCB: Faktorji toksi¢ne ekvivalentnosti (TEF)
Svetovne zdravstvene organizacije (SZO) za oceno tveganja za ljudi, ki temeljijo na sklepih Svetovne zdravstvene organizacije —
strokovnega sre¢anja Mednarodnega programa za kemijsko varnost (IPCS) junija 2005 v Zenevi (Martin van den Berg in drugi,
Ponovna ocena faktorjev toksi¢ne ekvivalentnosti za dioksine in dioksinom podobne spojine pri ljudeh in sesalcih, Svetovna
zdravstvena organizacija, 2005 (The 2005 World Health Organization Re-evaluation of Human and Mammalian Toxic Equivalency Factors
for Dioxins and Dioxin-like Compounds). Toxicological Sciences 93(2), str. 223-241 (2006)).

Kongener Vrednost TEF Kongener Vrednost TEF
Dibenzo-p-dioksini (PCDD") in ,Dioksinom podobni‘ PCB:
dibenzo-p-furani (PCDF) neorto PCB + monoorto PCB
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Neorto PCB
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0003
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 Monoorto 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-HxCDD 0,1 PCB 123 0,00003
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 157 0,00003
2,3,4,6,7,8-HxCDD 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

Uporabljene okrajsave: ,-T' = tetra; ,Pe’ = penta; Hx* = heksa; Hp' = hepta; ,0° = okta; ,CDD* = klorodibenzodioksin; ,CDF* =
klorodibenzofuran; ,CB‘ = klorobifenil.

() Izvedbena uredba Komisije (EU) 2021/808 z dne 22. marca 2021 o izvajanju analiznih metod za ostanke farmakolosko aktivnih snovi,
ki se uporabljajo pri Zivalih za proizvodnjo Zzivil, o razlagi rezultatov in metodah, ki jih je treba uporabljati za vzorcenje, ter
o razveljavitvi odlocb 2002/657[ES in 98/179/ES (UL L 180, 21.5.2021, str. 84).
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Presejalne metode’ pomenijo metode za izbiro tistih vzorcev, katerih vsebnosti PCDD/F in dioksinom podobnih
PCB presegajo mejne vrednosti ali pragove ukrepanja. Omogocajo stroskovno ucinkovito veliko prepustnost
vzorcev in tako povecujejo moznosti za odkrivanje novih primerov velike izpostavljenosti in tveganja za zdravje
potro$nikov. Presejalne metode temeljijo na bioanaliznih metodah ali metodah GC-MS. Rezultati vzorcev, ki
presegajo izlocitveno vrednost za preverjanje skladnosti z mejno vrednostjo, se preverijo s popolno ponovno
analizo izvirnega vzorca s potrditveno metodo.

JPotrditvene metode’ pomenijo metode, ki zagotavljajo celovite ali dopolnilne informacije za natan¢no opredelitev
in koli¢insko dolocitev PCDDJF in dioksinom podobnih PCB pri mejni vrednosti ali po potrebi pri pragu
ukrepanja. Pri takih metodah se uporablja plinska kromatografijajmasna spektrometrija visoke locljivosti
(GC-HRMS) ali plinska kromatografija/tandemska masna spektrometrija (GC-MS/MS).

2. Skladnost lotov ali sublotov z mejno vrednostjo

2.1.  Glede dioksinom nepodobnih PCB

Lot ali sublotov je v skladu z mejno vrednostjo, e rezultat analize za vsoto PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138,
PCB 153 in PCB 180 (v nadaljnjem besedilu: dioksinom nepodobni PCB) ne presega mejne vrednosti iz
Direktive 2002/32/[ES, ob upostevanju merilne negotovosti (*). Lot ali sublot ni v skladu z mejno vrednostjo iz
Direktive 2002/32/ES, e povpre¢je dveh rezultatov analiz na zgornji meji (), pridobljenih z dvakratno
analizo (), ob upostevanju razsirjene merilne negotovosti nedvomno presega mejno vrednost, tj. za oceno
skladnosti se uporabi analizirana koncentracija po odbitku razsirjene merilne negotovosti.

Razsirjena merilna negotovost se izracuna z uporabo faktorja zajetja 2, ki pomeni stopnjo zaupanja
priblizno 95 %. Lot ali sublot je neskladen, ¢e je povprecje izmerjenih vrednosti, od katerega se odsteje razsirjena
merilna negotovost povpre¢ne vrednosti, nad mejno vrednostjo.

Pravila, navedena v zgornjih odstavkih te tocke, se uporabljajo za analizni rezultat vzorcev za uradni nadzor. Pri
analizi za drugo strokovno mnenje ali referenéne namene se uporabljajo nacionalna pravila.

2.2.  Glede PCDD/F in dioksinom podobnih PCB
Lot ali sublot je v skladu z mejno vrednostjo, &e rezultat posamezne analize:

— opravljene s presejalno metodo, pri kateri je delez lazno skladnih rezultatov manjsi od 5 %, pokaze, da
vsebnost ne presega zadevne mejne vrednosti PCDDJF ter vsote PCDDJF in dioksinom podobnih PCB iz
Direktive 2002/32/ES,

— opravljene s potrditveno metodo, ne presega zadevne mejne vrednosti PCDD/F ter vsote PCDD/F in dioksinom
podobnih PCB iz Direktive 2002/32/ES, ob upostevanju razsirjene merilne negotovosti.

() Kadar je primerno, se upoStevajo nalela, opisana v smernicah o merilni negotovosti za laboratorije, ki opravljajo analize
vsebnosti PCDDJF in PCB z uporabo izotopske razred¢itve — masne spektrometrije (https:|/food.ec.europa.eu/system/files/2017-05/
animal-feed-guidance_document_pcdd-f_pcb_en.pdf).

(*) Pojem ,na zgornji meji' zahteva, da se za izracun prispevka vsakega kongenerja, ki ni koli¢insko dolocen, uporablja vrednost meje
dolocljivosti. Pojem ,na spodnji meji‘ zahteva, da se za izraun prispevka vsakega kongenerja, ki ni koli¢insko dolocen, uporablja
vrednost ni¢. Pojem ,na srednji meji* zahteva, da se za izracun prispevka vsakega kongenerja, ki ni koli¢insko dolocen, uporablja
polovi¢na vrednost meje dolocljivosti.

() Dvakratna analiza: lo¢ena analiza predpisanih analitov z uporabo drugega alikvota istega homogeniziranega vzorca. Na splosno se
uporabljajo zahteve za dvakratno analizo iz Priloge II, poglavje C, tocka 3. Vendar je za metode, pri katerih se za ustrezne analite
uporablja s °C oznacen interni standard, dvakratna analiza potrebna le, Ce rezultat prvega dolocanja ni skladen. Dvakratna analiza je
potrebna za izklju¢itev moznosti internega navzkriznega onesnazenja ali naklju¢ne zamenjave vzorcev. Kadar se analiza izvaja zaradi
onesnazenja, se lahko izpusti potrjevanje z dvakratno analizo, Ce so vzorci, izbrani za analizo, s sledljivostjo povezani
z onesnaZenjem, ugotovljena vsebnost pa bistveno presega mejno vrednost.
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Za presejalne preskuse se dolo¢i izlocitvena vrednost za odlocitve o skladnosti vzorcev z zadevnimi mejnimi
vrednostmi, dolo¢enimi za PCDDJF ali za vsoto PCDD/F in dioksinom podobnih PCB.

Lot ali sublot ni v skladu z mejno vrednostjo iz Direktive 2002/32/ES, ¢e povprecje dveh rezultatov analiz na
zgornji meji (%), pridobljenih z dvakratno analizo ('), z uporabo potrditvene metode, ob upostevanju razsirjene
merilne negotovosti nedvomno presega mejno vrednost, tj. za oceno skladnosti se uporabi analizirana
koncentracija po odbitku razsirjene merilne negotovosti.

Razsirjena merilna negotovost se izracuna z uporabo faktorja zajetja 2, ki pomeni stopnjo zaupanja
priblizno 95 %. Lot ali sublot je neskladen, ¢e je povprecje izmerjenih vrednosti, od katerega se odsteje razsirjena
merilna negotovost povpre¢ne vrednosti, nad mejno vrednostjo.

Vsota ocenjene razsirjene merilne negotovosti locenih rezultatov analize vsebnosti PCDDJF in dioksinom
podobnih PCB se uporabi za vsoto PCDD/F in dioksinom podobnih PCB.

Pravila, navedena v zgornjih odstavkih te tocke, se uporabljajo za analizni rezultat vzorcev za uradni nadzor. Pri
analizi za dopolnilno izvedensko mnenje ali referen¢ne namene se uporabljajo nacionalna pravila.

REZULTATI, KI PRESEGAJO PRAGOVE UKREPANJA IZ PRILOGE II K DIREKTIVI 2002/32/ES

Pragovi ukrepanja so orodje za izbiro vzorcev v tistih primerih, ko je treba dolo¢iti vir onesnaZenja in sprejeti
ukrepe za njegovo zmanjsanje ali odpravo. S presejalnimi metodami se dolocijo ustrezne izlocitvene vrednosti za
izbiro navedenih vzorcev. Ce so za dolocitev vira in zmanjsanje ali odpravo onesnaZenja potrebna precej$nja
prizadevanja, je primerno, da se preseganje praga ukrepanja potrdi z dvakratno analizo s potrditveno metodo ob
upostevanju razirjene merilne negotovosti (%).

POGLAVIJEII

PRIPRAVA VZORCA IN ZAHTEVE ZA ANALIZNE METODE ZA URADNI NADZOR VSEBNOSTI DIOKSINOV (PCDD/F) IN

DIOKSINOM PODOBNIH PCB V KRMI

Podrodje uporabe

Zahteve, doloCene v tem poglavju, se uporabijo, kadar se krma analizira za uradni nadzor vsebnosti
2,3,7,8-substituiranih PCDD/F in dioksinom podobnih PCB, ter za pripravo vzorcev in analizne zahteve za druge
regulativne namene, kar vklju¢uje nadzor, ki ga izvajajo nosilci dejavnosti poslovanja s krmo za zagotovitev
skladnosti z dolo¢bami Uredbe Evropskega parlamenta in Sveta (ES) $t. 183/2005 (°).

Prisotnost PCDDJF in dioksinom podobnih PCB v krmi se lahko spremlja z dvema razli¢nima vrstama analiznih
metod:

Pojem ,na zgornji meji‘ zahteva, da se za izra¢un prispevka vsakega kongenerja, ki ni koli¢insko dolo¢en, k toksi¢nemu ekvivalentu
(TEQ) uporablja vrednost meje dolocljivosti. Pojem ,na spodnji meji‘ zahteva, da se za izracun prispevka vsakega kongenerja, ki ni
koli¢insko dolo¢en, k TEQ uporablja vrednost ni¢. Pojem ,na srednji meji“ zahteva, da se za izraun prispevka vsakega kongenerja, ki
ni koli¢insko dolo¢en, k TEQ uporablja polovi¢na vrednost meje dolocljivosti.

Na splogno se uporabljajo zahteve za dvakratno analizo iz Priloge II, poglavje C, tocka 3. Vendar je za potrditvene metode, pri katerih
se za ustrezne analite uporablja s ’C oznaen interni standard, dvakratna analiza potrebna le, ¢e rezultat prvega dolo¢anja ni skladen.
Dvakratna analiza je potrebna za izkljucitev moznosti internega navzkriznega onesnaZzenja ali nakljucne zamenjave vzorcev. Kadar se
analiza izvaja zaradi onesnaZenja, se lahko izpusti potrjevanje z dvakratno analizo, Ce so vzorci, izbrani za analizo, s sledljivostjo
povezani z onesnazenjem, ugotovljena vsebnost pa bistveno presega mejno vrednost.

Enaka razlaga in zahteve za dvakratno analizo za nadzor pragov ukrepanja kot v opombi 5 za mejne vrednosti.

Uredba Evropskega parlamenta in Sveta (ES) t. 183/2005 z dne 12. januarja 2005 o zahtevah glede higiene krme (UL L 35, 8.2.2005,
str. 1).
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(a) Presejalne metode

Cilj presejalnih metod je izbor tistih vzorcev, katerih vsebnosti PCDDJF in dioksinom podobnih PCB presegajo
mejne vrednosti ali pragove ukrepanja. Presejalne metode zagotavljajo strogkovno ucinkovito veliko prepustnost
vzorcev in tako povecujejo moznosti za odkrivanje novih primerov, ko velika izpostavljenost lahko privede do
tveganja za zdravje potro$nikov. Z njihovo uporabo naj bi se izognili lazno skladnim rezultatom. Vkljucujejo
lahko bioanalizne metode in metode GC-MS.

Presejalne metode temeljijo na primerjavi rezultata analize z izlocitveno vrednostjo in omogocajo odlocitev
,dajne“ glede morebitnega preseganja mejne vrednosti ali praga ukrepanja. Koncentracija PCDDJF ter
vsota PCDDJF in dioksinom podobnih PCB v vzorcih, za katere se domneva, da niso v skladu z mejno vrednostjo,
se dolocita/potrdita s potrditveno metodo.

Poleg tega lahko presejalne metode nakaZejo vsebnost PCDD/F in dioksinom podobnih PCB v vzorcu. V primeru
uporabe bioanaliznih presejalnih metod se rezultat izrazi v bioanaliznih ekvivalentih (BEQ), v primeru uporabe
fizikalno-kemijskih metod GC-MS pa v toksi¢nih ekvivalentih (TEQ). Steviléno navedeni rezultati presejalnih
metod so primerni za dokazovanje skladnosti ali domnevne neskladnosti ali preseganja pragov ukrepanja ter
nakaZejo obmodje vrednosti v primeru spremljanja s potrditvenimi metodami. Presejalne metode pa niso
primerne za namene, kot so ocena ravni prisotnosti, ocena vnosa, spremljanje ¢asovnih gibanj vrednosti ali
ponovna ocena pragov ukrepanja in mejnih vrednosti.

(b) Potrditvene metode

Potrditvene metode omogocajo nedvoumno identifikacijo in koli¢insko dolo¢anje PCDDJF in dioksinom
podobnih PCB, prisotnih v vzorcu, ter zagotavljajo celovite informacije na ravni posameznih kongenerjev. Zato te
metode omogocajo nadzor mejnih vrednosti in pragov ukrepanja, vklju¢no s potrditvijo rezultatov, pridobljenih
s presejalnimi metodami. Poleg tega se rezultati lahko uporabljajo za druge namene, na primer za dolocitev
nizkih ravni prisotnosti pri nadzoru krme, spremljanje ¢asovnih gibanj, oceno izpostavljenosti ter vzpostavljanje
zbirke podatkov za morebitno ponovno oceno pragov ukrepanja in mejnih vrednosti. Te metode so pomembne
tudi za dolocitev vzorcev pojavljanja kongenerjev za ugotovitev vira morebitnega onesnazenja. Pri takih metodah
se uporablja GC-HRMS. Za potrditev skladnosti ali neskladnosti z mejno vrednostjo se lahko uporabi tudi GC-MS/
MS.

2. Ozadje

Za izracun koncentracij TEQ se koncentracije posameznih snovi v danem vzorcu pomnoZijo z njihovim ustreznim
faktorjem toksi¢ne ekvivalentnosti (TEF) (glej opombo 1 v poglavju 1) ter se nato sestejejo, da se dobi skupna
koncentracija dioksinom podobnih spojin, izrazenih v TEQ.

V tem delu A sprejemljiva specifi¢na meja dolocljivosti posameznega kongenerja pomeni najmanj$o vsebnost
analita, ki se lahko izmeri s sprejemljivo statisti¢no gotovostjo, poleg tega pa morajo biti izpolnjeni tudi pogoji za
dolocitev, kot so opisani v mednarodno priznanih standardih, kot je EN 16215:2012 (Krma — Dolocevanje
dioksinov in dioksinu podobnih PCB z GC/HRMS in indikatorjev PCB z GC/HRMS), in/ali v metodah EPA 1613
in 1668, kot sta bili revidirani.

Meja dolo¢ljivosti posameznega kongenerja se lahko opredeli kot:

(a) koncentracija analita v ekstraktu vzorca, ki ustvari instrumentalni odziv pri sledenju dveh razli¢nih ionov, ki ju
je treba spremljati z razmerjem signal/$um 3:1 pri manj obcutljivem signalu neobdelanih podatkov, ali

(b) tocka najnizje koncentracije na umeritveni krivulji, ki zagotavlja sprejemljivo (< 30 %) in stalno (merjeno
najmanj na zacetku in koncu analiznega niza vzorcev) odstopanje od povpre¢nega relativnega faktorja odziva,
izratunanega za vse tocke na umeritveni krivulji v vsakem nizu vzorcev, ¢e zaradi tehni¢nih razlogov
izraCun signal/Sum ne zagotovi zanesljivih rezultatov. Meja dolocljivosti (LOQ) se izrac¢una iz tocke najnizje
koncentracije ob upostevanju izkoristka internih standardov in koli¢ine vzorca.
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Bioanalizne presejalne metode ne dajejo rezultatov na ravni kongenerjev, temve¢ zgolj nakazejo (*°) vrednosti TEQ,
izrazene v BEQ, saj vse spojine, ki so prisotne v ekstraktu vzorca in pokaZejo odziv pri preskusu, morda ne
izpolnjujejo vseh zahtev nacela TEQ.

Presejalne in potrditvene metode se lahko uporabijo za nadzor dolocenega matriksa le, ¢e so metode dovolj
obcutljive, da se z njimi zanesljivo odkrijejo vsebnosti pri mejni vrednosti ali pragu ukrepanja.

Zahteve za zagotavljanje kakovosti

Sprejmejo se ukrepi za preprecitev navzkriZnega onesnazenja na vseh stopnjah vzorcenja in analiznega postopka.

Vzorci se hranijo in prevazajo v steklenih, aluminijastih, polipropilenskih ali polietilenskih posodah, ki so
primerne za shranjevanje brez vplivanja na vsebnost PCDD/F in dioksinom podobnih PCB v vzorcih. Iz posode za
vzorce se odstranijo sledovi papirnega prahu.

Vzorci se hranijo in prevazajo tako, da se ohrani neopore¢nost vzorca krme.

Ce je ustrezno, se vsak laboratorijski vzorec drobno zmelje in temeljito premesa po postopku, s katerim se
dokazano doseze popolna homogenizacija (npr. zmleto tako, da se preseje z 1-milimetrskim sitom). Ce je
vsebnost vlage previsoka, se vzorci pred mletjem posusijo.

Reagenti, steklovina in oprema se nadzorujejo zaradi mogocega vpliva na rezultate, izraZene v TEQ ali BEQ.

Slepa analiza se opravi z izvedbo celotnega analiznega postopka, iz katerega se izpusti le vzorec.

Pri bioanaliznih metodah se preskusajo steklovina in topila, ki se uporabljajo za analizo, da ne vsebujejo spojin, ki
vplivajo na ugotavljanje ciljnih spojin v deloviem obmo¢ju. Steklovina se spere s topili ali segreje do temperatur,
primernih za odstranitev sledov PCDD/F, dioksinom podobnih spojin in motecih spojin z njene povrsine.

Koli¢ina vzorca, uporabljenega za ekstrakcijo, zadostuje za izpolnjevanje zahtev glede dovolj nizkega delovnega
obmodja, vklju¢no s koncentracijami mejnih vrednosti ali praga ukrepanja.

Posebni postopki za pripravo vzorca, ki se uporabljajo za obravnavane proizvode, so skladni z mednarodno
sprejetimi smernicami, tj. EN ISO 6498.

Zahteve za laboratorije

V skladu z dolo¢bami Uredbe (EU) 2017/625 laboratorije akreditirajo priznani organi, ki delujejo v skladu
z zahtevami vodnika ISO/IEC 58, s ¢imer je zagotovljeno, da izvajajo analizno zagotavljanje kakovosti.
Laboratoriji se akreditirajo po standardu EN ISO/IEC 17025. Upostevajo se nalela, kot so opisana v tehni¢nih
smernicah za oceno merilne negotovosti in mej dolocljivosti za analizo vsebnosti PCDD/F in PCB ().

Usposobljenost laboratorijev se dokazuje z nenehnim uspes$nim sodelovanjem v medlaboratorijskih $tudijah za
dolo¢anje PCDDJF in dioksinom podobnih PCB v ustreznih matriksih krme in obmogjih koncentracij.

Bioanalizne metode niso specifi¢ne za tiste kongenerje, ki so vkljuceni v shemo TEF. V ekstraktu vzorca so lahko prisotne druge
strukturno povezane spojine, ki se veZejo na aromatski ogljikovodikov receptor (AhR), kar prispeva k celotnemu odzivu. Bioanalizni
rezultati zato ne morejo dati ocene vrednosti, temvec le nakazejo vrednost TEQ v vzorcu.

Smernice o merilni negotovosti za laboratorije, ki opravljajo analize vsebnosti PCDD/F in PCB z uporabo izotopske razred¢itve —
masne spektrometrije (https:/[food.ec.europa.eu/system/files/2017-05 [animal-feed-guidance_document_pcdd-f_pcb_en.pdf),
smernice za ocenjevanje meje zaznavnosti (LOD) in meje dolocljivosti (LOQ) za meritve na podro¢ju onesnazeval v krmi in Zivilih
(https://food.ec.europa.eu/system/files/2016-10/cs_contaminants_sampling_analysis-report_2004_en.pdf).
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4.3 Laboratoriji, ki izvajajo presejalne metode za rutinski nadzor vzorcev, vzpostavijo tesno sodelovanje z laboratoriji,
ki izvajajo potrditveno metodo, da se zagotovi nadzor kakovosti in potrdi rezultat analize sumljivih vzorcev.

5. Osnovne zahteve za analizne postopke za dioksine (PCDD/F) in dioksinom podobne PCB

5.1 Nizko delovno obmocje in meje dolocljivosti

Za PCDDJF so zaradi izredne toksi¢nosti nekaterih od teh spojin zaznavne koli¢ine v zgornjem femtogramskem
obmodgju (107 g). Za vedino kongenerjev PCB je meja dolocljivosti v nanogramskem obmodju (107 g) Ze
zadostna. Za merjenje bolj toksi¢nih dioksinom podobnih kongenerjev PCB (zlasti neorto substituiranih
kongenerjev) spodnji del delovnega obmocja dosega spodnje pikogramsko obmodcje (1072 g). Za vse druge
kongenerje PCB zadostuje meja dolocljivosti v nanogramskem obmogju (107 g).

5.2 Velika selektivnost (specificnost)

5.2.1 Locevati je treba med PCDD/F in dioksinom podobnimi PCB ter Stevilnimi drugimi spojinami, ki se ekstrahirajo
hkrati in so morda motece ter so prisotne v koncentracijah, ki so do ve¢ velikostnih razredov visje od koncentracij
predpisanih analitov. Za metode GC-MS je treba lo¢evati med razli¢nimi kongenerji, na primer med toksi¢nimi
(npr. sedemnajst 2,3,7,8-substituiranih PCDD/F in dvanajst dioksinom podobnih PCB) in drugimi kongenerji.

5.2.2  Bioanalizne metode omogocajo ugotavljanje ciljnih spojin kot vsote PCDD/F infali dioksinom podobnih PCB.
Vzorec se oCisti, da se odstranijo spojine, ki povzrocajo lazno neskladne rezultate, ali spojine, ki lahko zmanjsajo
odziv in povzrodijo lazno skladne rezultate.

53 Velika tocnost (pravilnost in natancnost, navidezni izkoristek pri bioloskih preskusih)

5.3.1  Pri metodah GC-MS dolocanje zagotovi veljavno oceno pravih koncentracij v vzorcu. Zahteva se velika to¢nost, da
se prepreci zavrnitev rezultata analize vzorca zaradi slabe zanesljivosti ugotovljene vrednosti TEQ. To¢nost se
izrazi kot pravilnost (razlika med izmerjeno povprecno vrednostjo analita v certificiranem materialu in njegovo
certificirano vrednostjo, izraZena kot delez te vrednosti) in natancnost (relativni standardni odklon (RSDg),
izraCunan iz rezultatov, pridobljenih pri pogojih obnovljivosti).

5.3.2  Pri bioanaliznih metodah se dolo¢i navidezni izkoristek pri bioloskih preskusih. Navidezni izkoristek pri bioloskih
preskusih pomeni vrednost BEQ), izra¢unano iz umeritvene krivulje na podlagi TCDD ali PCB 126, po popravku za
slepo vrednost, ki se nato deli z vrednostjo TEQ, doloceno s potrditveno metodo. Njegov namen je popraviti vplive,
kot so izguba PCDD/F in dioksinom podobnih spojin med postopki ekstrakcije in ¢i§¢enja, soekstrahirane spojine,
ki povecujejo ali zmanjsujejo odziv (agonisti¢ni in antagonisti¢ni ucinki), kakovost prilagajanja krivulje ali razlike
med vrednostmi faktorja toksi¢ne ekvivalentnosti (TEF) in relativne ucinkovitosti (REP). Navidezni izkoristek pri
bioloskih preskusih se izra¢una iz ustreznih referen¢nih vzorcev, ki imajo reprezentativno porazdelitev

kongenerjev v obmoc¢ju predpisane vrednosti.

5.4 Validacija v obmocju mejne vrednosti in splosni ukrepi za nadzor kakovosti

5.4.1 Laboratoriji dokaZejo u¢inkovitost metode v obmo¢ju mejne vrednosti, npr. 0,5-kratna, 1-kratna in 2-kratna mejna
vrednost s sprejemljivim koeficientom variacije za ponovljene analize, med postopkom validacije in rutinsko
analizo.

5.4.2  Redne slepe kontrole in cepljeni preskusi ali analize kontrolnih vzorcev (¢e je na voljo, je zaZelen certificiran
referen¢ni material) se izvajajo kot notranji nadzorni ukrepi za zagotavljanje kakovosti. Za slepe kontrole, cepljene
preskuse ali analize kontrolnih vzorcev se vodijo in preverjajo karte za nadzor kakovosti, s ¢Cimer se zagotovi, da je
analizna ucinkovitost v skladu z zahtevami.
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Meja dolocljivosti

Za bioanalizno presejalno metodo dolocitev meje dolocljivosti (LOQ) ni nujna zahteva, vendar je treba dokazati, da
lahko metoda razlikuje med slepo vrednostjo in izlo¢itveno vrednostjo. Pri dolo¢anju vrednosti BEQ se dolo¢i prag
porocanja zaradi obravnave vzorcev, pri katerih je odziv pod tem pragom. Za prag porocanja je treba dokazati, da
se najmanj za trikrat razlikuje od postopka s slepimi vzorci, pri katerih je odziv pod delovnim obmo¢jem. Zato se
izratuna iz vzorceyv, ki vsebujejo ciljne spojine blizu zahtevane najnizje vrednosti, ne pa iz razmerja med signalom
in Sumom ali slepega preskusa.

LOQ za potrditveno metodo je priblizno ena petina mejne vrednosti.

Merila za analizo

Za zanesljive rezultate potrditvenih ali presejalnih metod so izpolnjena naslednja merila v obmodju mejne
vrednosti glede vrednosti TEQ oziroma vrednosti BEQ, ki je dolocena kot skupna vrednost TEQ ali skupna
vrednost BEQ (kot vsota PCDD/F in dioksinom podobnih PCB) ali posebej za PCDD/F in dioksinom podobne PCB.

ko kemipiim metoda Pofzditvene metode
Delez lazno skladnih rezultatov (*) <5%
Pravilnost -20%do+20%
Ponovljivost (RSD,) <20%
Vmesna natancnost (RSDg) <25% <15%

(*) Glede na mejne vrednosti.

Posebne zahteve za presejalne metode

Pri presejanju se lahko uporabijo metode GC-MS in bioanalizne metode. Metode GC-MS izpolnjujejo zahteve iz
tocke 6. Za bioanalizne metode na celi¢ni osnovi so posebne zahteve dolocene v tocki 7.

Laboratoriji, ki uporabljajo presejalne metode za rutinski nadzor vzorcev, vzpostavijo tesno sodelovanje
z laboratoriji, ki izvajajo potrditveno metodo.

Med rutinsko analizo je treba opraviti preverjanje ucinkovitosti presejalne metode z analiznim nadzorom
kakovosti in nenehno validacijo metod. Nenehno se izvaja program nadzora nad skladnimi rezultati.

Preverjanje mogocega zmanjsanja celi¢ne odzivnosti in citotoksi¢nosti:

20 % ekstraktov vzorcev se izmeri med rutinskim presejanjem brez 2,3,7,8-TCDD in z dodanim 2,3,7,8-TCDD, ki
ustreza mejni vrednosti ali pragu ukrepanja, da se preveri, ali je morda odziv zmanjSan zaradi mote¢ih snovi
v ekstraktu vzorca. Izmerjena koncentracija cepljenega vzorca se primerja z vsoto koncentracije necepljenega
ckstrakta in cepljene koncentracije. Ce je ta izmerjena koncentracija za ve¢ kot 25 % niZja od izracunane (vsote)
koncentracije, to kaze na mogoce zmanjSanje signala, zato se za zadevni vzorec opravi potrditvena analiza
GC-HRMS. Rezultati se spremljajo v kartah za nadzor kakovosti.

Nadzor kakovosti skladnih vzorcev:

Priblizno od 2 % do 10 % skladnih vzorcev, odvisno od matriksa vzorca in laboratorijskih izkusenj, se potrdi
z GC-HRMS.
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5.7.6  Dolocanje deleza lazno skladnih rezultatov na podlagi podatkov nadzora kakovosti:

Dolo¢i se delez lazno skladnih rezultatov pri presejanju vzorcev pod mejno vrednostjo ali pragom ukrepanja in
nad njima. Dejanski delez lazno skladnih rezultatov je manjsi od 5 %. Ko je pri nadzoru kakovosti skladnih
vzorcev na voljo najmanj 20 potrjenih rezultatov na matriks/skupino matriksov, se na podlagi te zbirke podatkov
pripravijo ugotovitve o delezu lazno skladnih rezultatov. Rezultati vzorcev, analiziranih s kroznimi preskusi ali
med pojavi onesnaZenja, ki zajemajo obmocje koncentracije do npr. dvakratne mejne vrednosti, so prav tako
lahko vklju¢eni v kvoto najmanj 20 rezultatov za oceno deleza lazno skladnih rezultatov. Vzorci zajemajo
najpogostejse vzorce pojavljanja kongenerjev, ki predstavljajo razli¢ne vire.

Ceprav je glavni namen presejalnih preskusov odkrivanje vzorcev, ki presegajo pragove ukrepanja, je merilo za
dolocanje deleza lazno skladnih rezultatov mejna vrednost, ob upostevanju razsirjene merilne negotovosti
potrditvene metode.

5.7.7  Morebitni neskladni vzorci pri presejanju se vedno preverijo s celovito ponovno analizo izvirnega vzorca
s potrditveno analizno metodo. Ti vzorci se lahko uporabijo tudi za oceno deleza lazno neskladnih rezultatov. Pri
presejalnih metodah je delez lazno neskladnih rezultatov delez rezultatov, za katere je s potrditveno analizo
potrjeno, da so skladni, ¢eprav je bilo pri predhodnem presejanju ugotovljeno, da je vzorec morda neskladen.
Ocena koristnosti presejalne metode temelji na primerjavi lazno neskladnih vzorcev in celotnega $tevila
pregledanih vzorcev. Ta deleZ je dovolj majhen, da upravi¢i uporabo presejalnega orodja.

5.7.8  Bioanalizne metode pri pogojih validacije veljavno nakazejo vrednost TEQ, ki je izra¢unana in izraZena kot BEQ.

Tudi pri bioanaliznih metodah pri ponovljenih pogojih je interni laboratorijski RSD, obi¢ajno manjsi kot pri
pogojih obnovljivosti (RSDg).

6. Posebne zahteve za metode GC/MS za presejalne in potrditvene namene

6.1 Sprejemljive razlike med rezultati WHO-TEQ na zgornji in spodnji meji

Razlika med vrednostmi na zgornji in spodnji meji ne presega 20 % za potrditev preseganja mejne vrednosti ali po
potrebi pragov ukrepanja.

6.2 Nadzor izkoristkov

6.2.1 Dodajanje s °C oznacenih 2,3,7,8-klor substituiranih internih standardov za PCDDJF in s '*C-oznacenih internih
standardov za dioksinom podobne PCB se izvede na samem zacetku analizne metode, npr. pred ekstrakcijo, da se
validira analizni postopek. Dodata se vsaj en kongener za vsako od tetra- do oktakloriranih homolognih skupin
za PCDDJF in vsaj en kongener za vsako od homolognih skupin za dioksinom podobne PCB (ali vsaj en kongener
za vsak masnospektrometricen izbran ion s funkcijo evidentiranja, ki se uporablja za spremljanje PCDD/F in
dioksinom podobnih PCB). Pri potrditvenih metodah se uporablja vseh 17 s *C oznalenih 2,3,7,8-substituiranih
internih standardov za PCDD/F in vseh 12 s 1*C oznacenih internih standardov za dioksinom podobne PCB.

6.2.2  Prav tako se dolocijo relativni odzivni faktorji za tiste kongenerje, za katere ni dodan noben od s *C oznacenih
analogov z uporabo ustreznih raztopin za umerjanje.

6.2.3  Za krmo rastlinskega izvora in krmo Zivalskega izvora, ki vsebujeta manj kot 10 % mascob, je dodatek internih
standardov pred ekstrakcijo obvezen. Za krmo Zivalskega izvora, ki vsebuje ve¢ kot 10 % mascob, se interni
standardi dodajo pred ekstrakcijo mascob ali po njej. Izvede se ustrezna validacija u¢inkovitosti ekstrakcije, ki je
odvisna od faze, pri kateri se dodajo interni standardi.

6.2.4  Pred analizo GC-MS se dodata 1 ali 2 (nadomestna) standarda za izracun izkoristka.
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Zahteva se nadzor izkoristka. Pri potrditvenih metodah so izkoristki posameznih internih standardov v obmo¢ju
od 60 % do 120 %. Manjsi ali veji izkoristki za posamezne kongenerje, zlasti za nekatere hepta- in oktaklorirane
dibenzo-p-dioksine in dibenzofurane, so sprejemljivi, ¢e njihov prispevek k vrednosti TEQ ne presega 10 %
skupne vrednosti TEQ (na podlagi vsote PCDD/F in dioksinom podobnih PCB). Pri presejalnih metodah GC-MS so
izkoristki v obmoc¢ju od 30 % do 140 %.

Odstranitev motecih snovi

— PCDDJF se od motecih kloriranih spojin, kot so dioksinom nepodobni PCB in klorirani difenil etri, locijo
z ustreznimi kromatografskimi tehnikami (prednost imajo kolone iz florisila, aluminijevega oksida infali
ogljika).

— Locevanje izomerov s plinsko kromatografijo je < 25 % od vrha do vrha med 1,2,3,4,7,8-HxCDF
in 1,2,3,6,7,8-HxCDF.

Umerjanje s standardno krivuljo

Obseg umeritvene krivulje zajema ustrezno obmodje mejne vrednosti ali pragov ukrepanja.

Posebna merila za potrditvene metode
— Za GC-HRMS:
Pri HRMS je locljivost obicajno ve¢ja od ali enaka 10 000 za celotni masni razpon pri 10-odstotni visini doline.

Izpolnjevanje nadaljnjih meril za identifikacijo in potrditev, kot so opisana v mednarodno priznanih
standardih, kot je EN 16215:2012 (Krma — Dolo¢evanje dioksinov in dioksinu podobnih PCB z GC-HRMS in
indikatorjev PCB z GC-HRMS), infali v metodah EPA 1613 in 1668, kot sta bili revidirani.

— Za GC-MS|MS:

Spremljanje najmanj dveh specifi¢nih prekurzorskih ionov, vsakega z enim posebnim ustreznim prehodnim
produktnim ionom za vse oznacene in neoznacene analite v okviru analize.

Najvecdja dovoljena toleranca relativnega ionskega odziva je £15 % za izbrane produktne ione v primerjavi
z izraCunanimi ali izmerjenimi vrednostmi (povpredje umeritvenih standardov), ob uporabi enakih
pogojev MS/MS, zlasti energije trka in tlak plina pri trku, za vsak prehod analita.

Locljivost za vsak kvadrupol je treba dolociti na ravni, ki je enaka ali visja od ravni lo¢ljivosti masne enote
(locljivost masne enote: zadostna locljivost, da se lo¢uje med dvema vrhovoma, ki sta oddaljena eno masno
enoto), da se zmanj$ajo mogo¢i mote¢i vplivi predpisanih analitov.

Izpolnjevanje nadaljnjih meril, kot so opisana v mednarodno priznanih standardih, kot je EN 16215:2012
(Krma — Dolocevanje dioksinov in dioksinu podobnih PCB z GC-HRMS in indikatorjev PCB z GC-HRMS),
infali v metodah EPA 1613 in 1668, kot sta bili revidirani, razen zahteve po uporabi GC-HRMS.

Posebne zahteve za bioanalizne metode

Bioanalizne metode so metode, ki temeljijo na uporabi bioloskih nacel, kot so preskusi na celi¢ni osnovi, preskusi
na osnovi receptorjev ali imunoloski preskusi. V tej tocki so dolocene splosne zahteve za bioanalizne metode.

S presejalno metodo se naceloma vzorec razvrsti kot skladen ali kot vzorec s sumom na neskladnost. V ta namen
se izracunana vrednost BEQ primerja z izlocitveno vrednostjo (glej tocko 7.3). Vzorci pod izlocitveno vrednostjo
se ugotovijo za skladne, za tiste na tej meji ali nad njo pa se sumi, da niso skladni, zato jih je treba analizirati
s potrditveno metodo. V praksi se vrednost BEQ, ki ustreza 2/3 mejne vrednosti, lahko uporabi kot izlo¢itvena
vrednost, ¢e sta zagotovljena delez lazno skladnih rezultatov, ki je manjsi od 5 %, in sprejemljiv delez lazno
neskladnih rezultatov. Ker so mejne vrednosti lo¢ene za PCDD/F ter za vsoto PCDD/F in dioksinom podobnih
PCB, so za preverjanje skladnosti vzorcev brez frakcioniranja potrebne ustrezne izlocitvene vrednosti
za PCDDJF pri bioloskih preskusih. Za preverjanje vzorcev, ki presegajo pragove ukrepanja, je kot izloitvena
vrednost primeren ustrezen delez zadevnega praga ukrepanja.
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Ce je okvirna vrednost izrazena v BEQ, so rezultati vzorca v delovnem obmogju in presegajo prag porocanja (glej
tocki 7.1.1 in 7.1.6).

7.1 Ocena odzivnosti preskusa

7.1.1 Splosne zahteve

— Kadar se koncentracije izracunajo iz umeritvene krivulje TCDD, vrednosti na zgornjem koncu krivulje
pokazejo veliko razliko (visok koeficient variacije (KV)). Delovno obmocje je obmogje, v katerem je KV manjsi
od 15 %. Spodnji del delovnega obmog¢ja (prag porocanja) se dolo¢i najmanj trikrat visje od postopka s slepimi
vzorci. Zgornji del delovnega obmodja obicajno predstavlja vrednost EC;, (70 % najve¢je ucinkovite
koncentracije), vendar je ta niZje, ¢e je KV v tem obmodju vedji od 15 %. Delovno obmogje se dolo¢i med
validacijo. Izlocitvene vrednosti (glej tocko 7.3) so popolnoma znotraj delovnega obmogja.

— Standardne raztopine in ekstrakti vzorcev se presku$ajo s trikratno ali vsaj dvakratno analizo. Kadar se
uporabijo dvakratne analize, standardne raztopine ali ekstrakti kontrolnih vzorcev, preskusani v 4 do
6 jamicah, razporejenih po plosci, pokazejo odziv ali koncentracijo (mogoce le v delovnem obmocju) na
podlagi KV < 15 %.

7.1.2 Umerjanje

7.1.2.1 Umerjanje s standardno krivuljo

— Vrednosti v vzorcih se ocenijo tako, da se primerja odzivnost preskusa z umeritveno krivuljo TCDD (ali
PCB 126 ali standardne meSanice PCDD/PCDF/dioksinom podobnih PCB) za izraun vrednosti BEQ
v ekstraktu in pozneje v vzorcu.

— Umeritvena krivulja vsebuje 8 do 12 koncentracij (vsaj v dvojnikih), z zadostnimi koncentracijami v spodnjem
delu krivulje (delovno obmogje). Posebna pozornost se nameni kakovosti prilagajanja krivulje v delovnem
obmodju. Tako vrednost R* malo pripomore ali sploh ne pripomore k ocenjevanju ustreznosti prilagajanja pri
nelinearni regresiji. BoljSe prilagajanje se doseZe z zmanjSanjem razlike med izra¢unanimi in ugotovljenimi
vrednostmi v delovnem obmodju krivulje, na primer z zmanjSanjem vsote kvadratov ostankov.

— Ocenjena vrednost v ekstraktu vzorca se nato popravi glede na vrednost BEQ, izra¢unano za slepi vzorec
matriksa ali topila (da se upoStevajo necistoce iz uporabljenih topil in kemikalij), in navidezen izkoristek
(izra¢unan iz vrednosti BEQ ustreznih referen¢nih vzorcev z reprezentativnimi vzorci kongenerjev v obmodju
mejne vrednosti ali praga ukrepanja). Za popravek v zvezi z izkoristkom je navidezni izkoristek v zahtevanem
obmodju (glej tocko 7.1.4.). Referencni vzorci, ki se uporabijo za popravek v zvezi z izkoristkom, izpolnjujejo
zahteve iz tocke 7.2.

7.1.2.2 Umerjanje z referen¢nimi vzorci

Druga moznost je, da se uporabi umeritvena krivulja, pripravljena iz vsaj Stirih referen¢nih vzorcev (glej
tocko 7.2.4): enega slepega matriksa ter treh referen¢nih vzorcev z 0,5-kratno, 1-kratno in 2-kratno mejno
vrednostjo ali pragom ukrepanja, zaradi ¢esar popravek v zvezi s slepimi vrednostmi in izkoristkom ni ve¢
potreben, Ce se lastnosti matriksa referen¢nih vzorcev ujemajo z lastnostmi matriksa neznanih vzorcev. V tem
primeru se lahko odzivnost preskusa, ki ustreza 2/3 mejne vrednosti (glej tocko 7.3), izracuna neposredno iz teh
vzorcev in uporabi kot izlo¢itvena vrednost. Za preverjanje vzorcev, ki presegajo pragove ukrepanja, je kot
izlocitvena vrednost primeren ustrezen delez teh pragov ukrepanja.

7.1.3 Loceno doloc¢anje PCDD/F in dioksinom podobnih PCB

Ekstrakti se lahko razdelijo v frakcije, ki vsebujejo PCDDJF in dioksinom podobne PCB, kar omogoca lo¢eno
navedbo vrednosti TEQ za PCDDJF in dioksinom podobne PCB (v BEQ). Po moznosti se uporabi standardna
umeritvena krivulja PCB 126 za oceno rezultatov za frakcijo, ki vsebuje dioksinom podobne PCB.
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7.1.4

7.2

7.2.1

7.2.2

7.2.3

7.2.4

7.3

Navidezni izkoristki pri bioloskih preskusih

,Navidezni izkoristek pri bioloskih preskusih“ se izra¢una iz ustreznih referen¢nih vzorcev z reprezentativnimi
vzorci kongenerjev v obmodju mejne vrednosti ali praga ukrepanja in se izrazi kot delez vrednosti BEQ
v primerjavi z vrednostjo TEQ. Odvisno od uporabljene vrste preskusa in TEF ('?) lahko razlike med faktorji TEF in
REP za dioksinom podobne PCB povzrocijo majhne navidezne izkoristke za dioksinom podobne PCB v primerjavi
s PCDDJF. Ce se izvaja loceno dolo¢anje PCDD/F in dioksinom podobnih PCB, navidezni izkoristki pri bioloskih
testih znasajo: za dioksinom podobne PCB od 20 % do 60 %, za PCDDJF od 50 % do 130 % (obmocja veljajo za
umeritveno krivuljo TCDD). Ker se lahko prispevek dioksinom podobnih PCB k vsoti PCDD/F in dioksinom
podobnih PCB razlikuje pri razli¢nih matriksih in vzorcih, se pri navideznih izkoristkih pri bioloskih preskusih za
vsoto PCDDJF in dioksinom podobnih PCB upostevajo ta obmodja in navedeni izkoristki znasajo od 30 % do
130 %. Pri kakr$ni koli bistveni spremembi vrednosti TEF v zakonodaji Unije za PCDD/F in dioksinom podobne
PCB je treba spremeniti ta obmogja.

.....

znaa od 60 % do 120 %, zlasti za kongenerje, ki k vrednosti TEQ v razli¢nih meSanicah prispevajo ve¢ kot 10 %.

Prag porocanja

Za porocanje o vrednostih BEQ se prag porocanja dolo¢i na podlagi ustreznih vzorcev matriksov, ki vkljucujejo
znacilne vzorce kongenerjev, ne pa na podlagi umeritvene krivulje standardov zaradi manjSe natancnosti
v njenem spodnjem delu. Upostevajo se ucinki ekstrakcije in ¢i$Cenja. Prag porocanja se doloc¢i najmanj trikrat
visje od postopka s slepimi vzorci.

Uporaba referencnih vzorcev

Referen¢ni vzorci predstavljajo matriks vzorca, vzorce kongenerjev in obmodja koncentracij za PCDDJF in
dioksinom podobne PCB v obmodju mejne vrednosti ali praga ukrepanja.

V vsako preskusno serijo se vkljucijo slepi matriks, in kadar to ni mogoce, postopek s slepimi vzorci in referen¢ni
vzorec pri mejni vrednosti ali pragu ukrepanja. Ti vzorci se ekstrahirajo in preskusajo hkrati in pod enakimi pogoji.
Referenéni vzorec pokaZe izrazito vedji odziv v primerjavi s slepim vzorcem, kar zagotavlja ustreznost preskusa.
Navedeni vzorci se lahko uporabijo za popravek v zvezi s slepimi vrednostmi in izkoristkom.

Referen¢ni vzorci, ki se izberejo za popravek v zvezi z izkoristkom, so reprezentativni za preskusne vzorce, kar
pomeni, da vzorci kongenerjev ne povzrocijo prenizke ocene vrednosti.

Vkljucijo se lahko dodatni referen¢ni vzorci z npr. 0,5-kratno in 2-kratno mejno vrednostjo ali pragom ukrepanja,
da se dokaZze primerna ucinkovitost preskusa v obmoc¢ju predpisane vrednosti za nadzor mejne vrednosti ali praga
ukrepanja. Ti vzorci se lahko skupaj uporabijo za izra¢un vrednosti BEQ v preskusnih vzorcih (glej tocko 7.1.2.2).

Dolocitev izlocitvenih vrednosti

Dolo¢i se razmerje med bioanaliznimi rezultati v BEQ in rezultati potrditvene metode v TEQ, npr. z umeritvenimi
preskusi v matriksu, ki vkljuCujejo referencne vzorce z dodatkom pri O-kratni, 0,5-kratni, 1-kratni in 2-kratni
mejni vrednosti s 6 ponovitvami pri vsaki vrednosti (n = 24). Na podlagi tega razmerja se lahko ocenijo
korekcijski faktorji (za slepe vrednosti in izkoristek), vendar se preverijo v skladu s tocko 7.2.2.

(") Sedanje zahteve temeljijo na TEF, ki so objavljeni v: M. Van den Berg in drugi, Toxicological Sciences 93 (2), str. 223-241 (2006).
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Izloditvene vrednosti se dolocijo za sprejetje odlocitev o skladnosti vzorca z mejnimi vrednostmi ali za nadzor
pragov ukrepanja, ¢e je to relevantno, glede na zadevne mejne vrednosti ali pragove ukrepanja, dolocene
za PCDDJF in za dioksinom podobne PCB posebej ali za vsoto PCDD/F in dioksinom podobnih PCB. Prikazuje jih
spodnja koncna tocka porazdelitve bioanaliznih rezultatov (s popravkom v zvezi s slepimi vrednostmi in
izkoristkom), ki ustreza odlocitveni meji potrditvene metode na podlagi 95-odstotne stopnje zaupanja, kar
pomeni, da je delez lazno skladnih rezultatov < 5 %, in na podlagi RSDy < 25 %. Odlocitvena meja potrditvene
metode je mejna vrednost ob upostevanju razsirjene merilne negotovosti.

Izlocitvena vrednost (v BEQ) se lahko izra¢una po enem od pristopov iz tock 7.3.1, 7.3.2 in 7.3.3 (glej sliko 1).

7.3.1  Uporaba spodnjega razpona 95-odstotnega napovednega intervala pri odlocitveni meji potrditvene metode

Izlo¢itvena vrednost = BEQ,, —s,, X t,rn o\/1/n+ 1/m+ (x,—%)'/0.,

pri Cemer je:
BEQp: BEQ, ki ustreza odlocitveni meji potrditvene metode, ki je mejna vrednost ob
upostevanju razdirjene merilne negotovosti

e standardni odklon ostankov

t o fem2 Studentov faktor (a = 5 %, f = prostostna stopnja, enostranska)

m skupno Stevilo umeritvenih tock (indeks j)

n Stevilo ponovitev na vsaki stopnji

X; koncentracija vzorca (v TEQ) umeritvene tocke i, dolocena s potrditveno metodo
X povpredje koncentracij (v TEQ) vseh umeritvenih vzorcev

Q. = Z; (x, —x)* parameter vsote kvadratov, i = indeks za umeritveno tocko i

7.3.2  Izracun na podlagi bioanaliznih rezultatov (s popravkom slepih vrednosti in izkoristka) veckratnih analiz vzorcev
(n 2 6), kontaminiranih pri odlo¢itveni meji potrditvene metode, kot spodnja vrednost porazdelitve podatkov pri
ustrezni povpre¢ni vrednosti BEQ:

Cut — off value = BEQ,, — 1,64 x SD,

pri cemer je:

SDr standardni odklon rezultatov bioloskih preskusov pri BEQp, izmerjen pri pogojih interne laboratorijske
obnovljivosti

7.3.3  Izracun kot srednja vrednost bioanaliznih rezultatov (v BEQ, s popravkom slepih vrednosti in izkoristka) iz
veckratnih analiz vzorcev (n > 6), kontaminiranih pri dveh tretjinah mejne vrednosti ali praga ukrepanja, na
podlagi ugotovitve, da bo ta vrednost v obmod¢ju izlo¢itvene vrednosti iz tocke 7.3.1 ali 7.3.2:

IzraCun izlocitvenih vrednosti na podlagi 95-odstotne stopnje zaupanja, kar pomeni, da je delez lazno skladnih
rezultatov < 5 %, in na podlagi RSDg < 25 %:

(1) na podlagi spodnjega razpona 95-odstotnega napovednega intervala pri odlocitveni meji potrditvene metode,

(2) na podlagi veckratnih analiz vzorcev (n > 6), kontaminiranih pri odlocitveni meji potrditvene metode, kot
spodnja konéna tocka porazdelitve podatkov (na Sliki 1 prikazana s krivuljo v obliki zvonca) pri ustrezni
povprecni vrednosti BEQ.
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7.4

7.4.1

7.4.2

7.4.3

7.4.4

7.4.5

Slika 1

Bicanalitski
rezultati (BEQ)

BEQogiotitvena
meja
Regresijska premica

. s 95-odstotim napovednim
Izlogitvena intervalom
vrednost
BEQprag
ukrepanja

Prag  Mepna Odiolitvena Rezyitati HRGC/HRMS (TEQ)
ukrepanja wednost  meja

Omejitve izlocitvenih vrednosti

Izlocitvene vrednosti na podlagi BEQ, izra¢unane iz RSDy, dosezene med validacijo z uporabo omejenega Stevila
vzorcev z razliénimi vzorci pojavljanja matriksov/kongenerjev, so lahko vis§je od mejnih vrednosti ali pragov
ukrepanja na podlagi TEQ zaradi vedje natancnosti, kot jo je mogoce doseci rutinsko, ko je treba nadzirati neznan
spekter mogocih vzorcev kongenerjev. V takih primerih se izlocitvene vrednosti izra¢unajo iz RSDg = 25 % ali pa
se da prednost dvema tretjinama mejne vrednosti ali praga ukrepanja.

Znadilnosti ucinkovitosti metode

Ker pri bioanaliznih metodah ni mogoce uporabiti internih standardov, se opravijo preskusi ponovljivosti
bioanaliznih metod, da se pridobijo informacije o standardnem odklonu v preskusnih serijah in med njimi.
Ponovljivost mora biti pod 20 %, interna laboratorijska obnovljivost pa pod 25 %. To temelji na izracunanih
vrednostih v BEQ po popravku v zvezi s slepimi vrednostmi in izkoristkom.

V postopku validacije se dokaze, da preskus razlikuje med slepim vzorcem in vsebnostjo pri izlo¢itveni vrednosti
ter omogoca identifikacijo vzorcev nad ustrezno izlocitveno vrednostjo (glej tocko 7.1.2).

Opredelijo se ciljne spojine, mogo¢i mote¢i vplivi in mejne sprejemljive slepe vrednosti.

Odstotni standardni odklon v odzivu ali koncentraciji, izra¢unani iz odziva (mogoce le v delovnem obmog¢ju), pri
trikratnem dolocanju ekstrakta vzorca ne presega 15 %.

Nepopravljeni rezultati referencnih vzorcev, izrazeni v BEQ (slepa vrednost in mejna vrednost ali prag ukrepanja),
se uporabijo za oceno ucinkovitosti bioanalizne metode v stalnem ¢asovnem presledku.
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7.4.6  Za postopke s slepimi vzorci in vsako vrsto referencnega vzorca se vodijo in preverjajo karte za nadzor kakovosti,
s ¢imer se zagotovi, da je analizna u¢inkovitost v skladu z zahtevami, zlasti pri postopkih s slepimi vzorci glede
zahtevane najmanjSe razlike do spodnjega dela delovnega obmodja in pri referen¢nih vzorcih glede interne
laboratorijske obnovljivosti. Postopki s slepimi vzorci se nadzorujejo tako, da se je mogoce izogniti lazno
skladnim rezultatom pri odstevanju.

7.4.7  Rezultati analiz sumljivih vzorcev s potrditveno metodo in od 2 % do 10 % skladnih vzorcev (najmanj 20 vzorcev
na matriks) se zberejo in uporabijo za oceno u¢inkovitosti presejalne metode ter razmerja med BEQ in TEQ. Ta
zbirka podatkov se lahko uporabi za ponovno oceno izlo¢itvenih vrednosti, ki se uporabljajo za rutinske vzorce
pri validiranih matriksih.

7.4.8  Uspesnost metode se lahko dokaze tudi s sodelovanjem v kroznih preskusih. Rezultati vzorcev, analiziranih
s kroznimi preskusi, ki zajemajo obmocje koncentracije do npr. dvakratne mejne vrednosti, se lahko vkljucijo
v oceno deleza lazno skladnih rezultatov, ¢e laboratorij lahko dokaze svojo ucinkovitost. Vzorci zajemajo
najpogostejse vzorce pojavljanja kongenerjev, ki predstavljajo razli¢ne vire.

7.4.9  Med incidenti se izlo¢itvene vrednosti lahko ponovno ocenijo, pri ¢emer se upostevajo posebni vzorci matriksov in
kongenerjev v zadevnem incidentu.

8. Porocanje o rezultatih

8.1 Potrditvene metode

8.1.1  Analizni rezultati vsebujejo vrednosti posameznih kongenerjev PCDDJF in dioksinom podobnih PCB, vrednosti
TEQ pa se sporocijo kot vrednosti na spodnji meji, zgornji meji in srednji meji, da se v porocilo o rezultatih
vkljudi ¢im ve¢ podatkov in tako omogo¢i razlaga rezultatov glede na posebne zahteve.

8.1.2  Porocilo vkljucuje metodo, uporabljeno za ekstrakcijo PCDD/F in dioksinom podobnih PCB.

8.1.3  Izkoristki posameznih internih standardov so na voljo, ¢e so zunaj obmodja iz tocke 6.2.5, Ce je presezena mejna
vrednost (v tem primeru izkoristki za eno od dveh dvakratnih analiz) in na zahtevo tudi v drugih primerih.

8.1.4  Ker je treba pri odlocanju o skladnosti vzorca upostevati razsirjeno merilno negotovost, se ta parameter da na
voljo. Rezultat analize se zato izrazi kot x +/— U, pri ¢emer je x rezultat analize, U pa razsirjena merilna
negotovost, kar pri faktorju zajetja 2 pomeni pribliZzno 95-odstotno stopnjo zaupanja. Pri locenem
doloc¢anju PCDD(F in dioksinom podobnih PCB se vsota ocenjene razdirjene merilne negotovosti loc¢enih
rezultatov analize vsebnosti PCDD/JF in dioksinom podobnih PCB uporablja za vsoto PCDDJF in dioksinom
podobnih PCB.

8.1.5 Rezultati se izrazijo z istimi enotami in z vsaj enakim $tevilom signifikantnih Stevk kot pri mejnih vrednostih iz
Direktive 2002/32/ES.

8.2 Bioanalizne presejalne metode

8.2.1  Rezultat presejanja se navede kot ,skladen ali pa kot rezultat ;s sumom na neskladnost’ (sumljiv’).

8.2.2  Poleg tega se lahko navede okvirni rezultat za PCDD/F in/ali dioksinom podobne PCB, izraZen v BEQ in ne TEQ.

8.2.3  Za vzorce, pri katerih je odziv pod pragom porocanja, se navede, da so ,pod pragom porocanja‘’. Za vzorce, pri
katerih je odziv nad delovnim obmodjem, se navede, da ,presegajo delovno obmodje!, vrednost, ki ustreza
zgornjemu delu delovnega obmogja, pa se navede v BEQ.

8.2.4  Zavsako vrsto matriksa vzorca se v porocilu navede mejna vrednost ali prag ukrepanja, na katerem temelji ocena.
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8.2.5 V porocilu se navedejo vrsta uporabljenega preskusa, osnovno nacelo preskusa in vrsta umerjanja.
8.2.6  Porocilo vkljucuje metodo, uporabljeno za ekstrakcijo PCDD/F in dioksinom podobnih PCB.

8.2.7 Ce obstaja sum, da vzorci niso skladni, mora porocilo vkljucevati navodilo glede potrebnih ukrepov.
Koncentracijo PCDDJF ter vsote PCDD(F in dioksinom podobnih PCB v navedenih vzorcih s poviSanimi
vsebnostmi je treba dolo¢iti/potrditi s potrditveno metodo.

8.2.8  Neskladni rezultati se sporocijo samo po potrditveni analizi.

8.3 Fizikalno-kemijske presejalne metode

8.3.1 Rezultat presejanja se navede kot ,skladen ali pa kot rezultat ;s sumom na neskladnost’ (sumljiv’).

8.3.2  Zavsako vrsto matriksa vzorca se v porodilu navede mejna vrednost ali prag ukrepanja, na katerem temelji ocena.

8.3.3  Poleg tega se lahko navedejo vrednosti posameznih kongenerjev PCDD/F in dioksinom podobnih PCB ter vrednosti
TEQ, ki se sporocijo kot vrednosti na spodnji meji, zgornji meji in srednji meji. Rezultati se izrazijo z istimi
enotami in z vsaj enakim $tevilom signifikantnih $tevk kot pri mejnih vrednostih iz Direktive 2002/32/ES.

8.3.4  Izkoristki posameznih internih standardov so na voljo, ¢e so zunaj obmocja iz tocke 6.2.5, ¢e je presezena mejna
vrednost (v tem primeru izkoristki za eno od dveh dvakratnih analiz) in na zahtevo tudi v drugih primerih.

8.3.5 V porocilu se navede uporabljena metoda GC-MS.
8.3.6  Porocilo vklju¢uje metodo, uporabljeno za ekstrakcijo PCDD/F in dioksinom podobnih PCB.

8.3.7 Ce obstaja sum, da vzorci niso skladni, mora porocilo vkljucevati navodilo glede potrebnih ukrepov.
Koncentracijo PCDDJF ter vsote PCDDJF in dioksinom podobnih PCB v navedenih vzorcih s povisanimi
vsebnostmi je treba dolo¢iti/potrditi s potrditveno metodo.

8.3.8  Odlotitev o neskladnosti se lahko sprejme samo po potrditveni analizi.

POGLAVJE III

PRIPRAVA VZORCA IN ZAHTEVE ZA ANALIZNE METODE ZA URADNI NADZOR VSEBNOSTI DIOKSINOM
NEPODOBNIH PCB V KRMI

1. Podrodje uporabe

Zahteve, dolocene v tem poglavju, se uporabijo, kadar se krma analizira za uradni nadzor vsebnosti dioksinom
nepodobnih PCB, ter za pripravo vzorcev in analizne zahteve za druge regulativne namene, kar vkljucuje nadzor,
ki ga izvajajo nosilci dejavnosti poslovanja s krmo za zagotovitev skladnosti z dolocbami Uredbe (ES)
$t. 183/2005.

2. Metode ugotavljanja, ki se uporabljajo
Plinska kromatografija/detekcija zajetja elektronov (GC-ECD), GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-HRMS ali enakovredne
metode.

3. Identifikacija in potrditev predpisanih analitov

3.1 Relativni retencijski ¢as glede na interne standarde ali referen¢ne standarde (sprejemljivi odklon +/- 0,25 %).
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Locevanje dioksinom nepodobnih PCB od motecih snovi, zlasti so¢asno eluiranih PCB, s plinsko kromatografijo, e
posebej ¢e so vrednosti vzorcev v obmodju zakonsko dovoljenih mej in je treba potrditi neskladnost ().

Zahteve za tehnike GC-MS

Spremljanje najmanj naslednjega $tevila molekularnih ionov ali znacilnih ionov iz grozda molekul:

(a) dveh specifi¢nih ionov za HRMS;

(b) treh specifi¢nih ionov za LRMS;

(c) dveh specifi¢nih prekurzorskih ionov, vsakega z enim posebnim prehodnim produktnim ionom za MS-MS.
Najvedja dovoljena odstopanja za razmerja zastopanosti izbranih masnih fragmentov:

relativni odklon razmerja zastopanosti izbranih masnih fragmentov od teoreti¢ne zastopanosti ali umeritvenega
standarda za ciljni ion (ion z najvecjo zastopanostjo, ki se spremlja) in potrditvene ione: + 15 %.

Zahteve za tehnike GC-ECD

Rezultati, ki presegajo mejno vrednost, se potrdijo z dvema kolonama GC s stacionarnima fazama razli¢ne
polarnosti.

Dokazovanje u¢inkovitosti metode

Utinkovitost metode se validira v obmoc¢ju mejne vrednosti (0,5-kratna do 2-kratna mejna vrednost)
s sprejemljivim koeficientom variacije za ponovljene analize (glej zahteve za vmesno natan¢nost v tocki 9).

Meja dolocljivosti

Vsota LOQ (**) dioksinom nepodobnih PCB ne presega tretjine mejne vrednosti (*°).

Nadzor kakovosti

Redni slepi nadzor, analiza cepljenih vzorcev, vzorci za nadzor kakovosti, sodelovanje v medlaboratorijskih
Studijah z relevantnimi matriksi.

Nadzor izkoristkov

Uporabljajo se primerni interni standardi s fizikalno-kemijskimi lastnostmi, ki so primerljive s tistimi, ki jih imajo
predpisani analiti.

Dodajanje internih standardov:

dodajanje proizvodom (pred ekstrakcijo in ¢is¢enjem).

Zahteve za metode, pri katerih se uporablja vseh Sest izotopsko oznacenih kongenerjev dioksinom nepodobnih
PCB:

(a) rezultati se popravijo glede izkoristka internih standardov;
(b) izkoristek izotopsko oznacenih internih standardov je med 60 % in 120 %;

(c) sprejemljivi so manjsi ali vecji izkoristki za posamezne kongenerje z manj kot 10-odstotnim prispevkom
k vsoti dioksinom nepodobnih PCB.

Kongenerji, za katere je pogosto ugotovljeno, da se so¢asno eluirajo, so npr. PCB 28/31, PCB 52/69 in PCB 138/163/164. Pri GC-MS
se upostevajo tudi mogodi moteci vplivi fragmentov visjih kloriranih kongenerjev.

Kadar je primerno, se upostevajo nacela, kot so opisana v smernicah za ocenjevanje meje zaznavnosti (LOD) in meje dolocljivosti
(LOQ) za meritve na podro¢ju onesnazeval v krmi in Zivilih (https://data.europa.eu/doi/10.2787/8931).

Zelo priporocljivo je, da je prispevek slepega reagenta k vsebnosti onesnazevala v vzorcu manjsi. Laboratorij je odgovoren za nadzor
spreminjanja slepih vrednosti, zlasti e se slepe vrednosti odstejejo.
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7.4

7.5

10.

10.1

10.2

10.3
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10.5

Zahteve za metode, pri katerih se ne uporablja vseh Sest izotopsko oznacenih internih standardov ali drugi interni
standardi:

(a) izkoristek internih standardov se nadzoruje za vsak vzorec;
(b) izkoristki internih standardov so med 60 % in 120 %;

(c) rezultati se popravijo glede izkoristkov internih standardov.

Izkoristki neoznacenih kongenerjev se preverijo z analizo cepljenih vzorcev ali vzorcev za nadzor kakovosti
s koncentracijami v obmodju mejne vrednosti. Izkoristki teh kongenerjev se stejejo za sprejemljive, ¢e so med
60 % in 120 %.

Zahteve za laboratorije

V skladu z dolo¢bami Uredbe (EU) §t. 2017/625 laboratorije akreditirajo priznani organi, ki delujejo v skladu
z zahtevami vodnika ISO[IEC 58, s Cimer je zagotovljeno, da izvajajo analizno zagotavljanje kakovosti.
Laboratoriji se akreditirajo po standardu EN ISO[IEC 17025. Poleg tega se upostevajo nacela, kot so opisana
v tehni¢nih smernicah za oceno merilne negotovosti in mej dolocljivosti za analizo vsebnosti PCB (*9).

Znacilnosti u¢inkovitosti metode: Merila za vsoto dioksinom nepodobnih PCB pri mejni vrednosti

Izotopska razredcitev — masna

spektrometrija (*) Druge tehnike

Pravilnost -20%do+20% -30%do+30%
Vmesna natanc¢nost (RSD %) <15% <20%
Razlika med izra¢unom na zgornji in <20% <20%

spodnji meji

(*) Potrebna je uporaba vseh Sestih *C oznacenih analogov kot internih standardov.

Porocanje o rezultatih

Analizni rezultati vsebujejo vrednosti posameznih dioksinom nepodobnih PCB ter vsoto kongenerjev navedenih
PCB, sporocijo pa se kot vrednosti na spodnji meji, zgornji meji in srednji meji, da se v porocilo o rezultatih
vkljuci ¢im ve¢ podatkov in tako omogo¢i razlaga rezultatov glede na posebne zahteve.

Porocilo vklju¢uje metodo, uporabljeno za ekstrakcijo PCB.

Izkoristki posameznih internih standardov so na voljo, ¢e so zunaj obmogja iz tocke 7, Ce je presezena mejna
vrednost in na zahtevo tudi v drugih primerih.

Ker je treba pri odlo¢anju o skladnosti vzorca upostevati razsirjeno merilno negotovost, se da na voljo tudi
navedeni parameter. Rezultat analize se zato izrazi kot x +/- U, pri ¢emer je x rezultat analize, U pa razsirjena
nezanesljivost meritve, kar pri koli¢niku zajetja 2 pomeni priblizno 95-odstotno stopnjo zaupanja.

Rezultati se izrazijo z istimi enotami in z vsaj enakim Stevilom signifikantnih $tevk kot pri mejnih vrednostih iz
Direktive 2002/32/ES.

(") Glej opombo 9.
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B. STANDARDI EN
Za uporabo ¢lena 34(2)(a) Uredbe (EU) 2017625 so pomembni naslednji standardi EN:

EN 17194: Krma: metode vzorcenja in analize — Dolocevanje deoksinivalenola, aflatoksina B1, fumonizina B1 in B2,
toksinov T-2 in HT-2, zearalenona in ohratoksina A v sestavinah krme in krmni mesanici z LC-MS/MS.

EN 17270: Krma: metode vzorcenja in analize — Doloevanje teobromina v sestavinah krme in krmnih mesanicah, vklju¢no
s pridobljenimi sestavinami iz kakava, s teko¢insko kromatografijo.

EN 17504 Krma: metode vzorcenja in analize — Ugotavljanje gosipola v bombaznem semenu in krmi z LC-MS/MS.

EN 17362 Krma: metode vzoréenja in analize — Dolocevanje pentaklorofenola (PCP) v sestavinah krme in krmni meSanici
z LC-MS/MS

EN 16279: Zivalska krma — Dolocevanje fluorida po obdelavi s solno kislino z metodo ionsko ob¢utljive elektrode (ISE).

EN 17053: Krma: metode vzorcenja in analize — Dolocevanje elementov v sledovih, tezkih kovin in drugih elementov
v krmi z ICP-MS (veCelementna metoda).

EN 15550 Krma: metode vzorcenja in analize — Dolocevanje kadmija in svinca z atomsko absorpcijsko spektrometrijo
(GF-AAS) z grafitno kiveto po razklopu pod tlakom

EN 16206 Krma — Dolocevanje arzena s hidridno atomsko absorpcijsko spektrometrijo (HGAAS) po mikrovalovnem
razklopu (razklop s 65 % dusikovo kislino in 30 % vodikovim peroksidom).

EN 16277 Zivalska krma — Dolocevanje Zivega srebra z atomsko absorpcijsko spektrometrijo hladnih par (CVAAS) po
mikrovalovnem razklopu pod tlakom (ekstrakcija s 65 % dusikovo kislino in 30 % vodikovim peroksidom).

EN 16278 Zivalska krma — Dolo¢evanje anorganskega arzena s hidridno atomsko absorpcijsko spektrometrijo (HG-AAS)
po mikrovalovni ekstrakeiji in lo¢evanju z ekstrakcijo na trdni fazi (SPE).

EN 17374 Krma: metode vzorcenja in analize — Dolocevanje anorganskega arzena v krmi z anionsko izmenjevalno HPLC-
ICP-MS.*
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PRILOGA VI

+PRILOGA VII

METODA IZRACUNA ENERGIJSKE VREDNOSTI KRME ZA PERUTNINO

1. METODA IZRACUNA IN PRIKAZA ENERGIJSKE VREDNOSTI

Energijska vrednost krme za perutnino mora biti izratunana v skladu s formulo, dolo¢eno v nadaljnjem besedilu, na
podlagi odstotkov nekaterih analiznih sestavin krme. Ta vrednost se izrazi v megajoulih (M]) presnovne energije (ME),
popravljeno za dusik, na kilogram krmne mesanice:

MJ/kg ME = 0,1551 x % surovih beljakovin + 0,3431 x % surovih mascob + 0,1669 x % skroba + 0,1301 x % celotnega
sladkorja (izraZenega kot saharoza).

2. ODSTOPANJA, KI SE UPORABLJAJO ZA OZNACENE VREDNOSTI

Ce se v okviru uradnega pregleda odkrije razlika (povecana ali zmanjsana energijska vrednost krme) med rezultatom
pregleda in oznaceno energijsko vrednostjo, je dovoljeno minimalno odstopanje 0,4 MJ/kg ME.

3. PRIKAZ REZULTATOV

Po uporabi zgoraj navedene formule je treba dobljeni rezultat izraziti z eno decimalko.

4. METODE VZORCENJA IN ANALIZNE METODE

Vzorcenje krmnih mesanic in dolocanje vsebnosti analiznih sestavin, navedenih v metodi izracuna, je treba izvesti
v skladu z metodami Unije za vzorcenje ali analiznimi metodami Unije za uradni pregled krme.

Uporablja se naslednje:
— za doloanje vsebnosti surovih mas¢ob: postopek B metode za dolocanje surovih olj in mas¢ob iz dela G Priloge III,

— za dolocanje vsebnosti skroba: polarimetri¢na metoda iz dela K Priloge III.

METODA IZRACUNA ENERGIJSKE VREDNOSTI M POSAMICNIH KRMILIH IN KRMNIH MESANICAH ZA
MACKE IN PSE

Energijska vrednost v posami¢nih krmilih in krmnih meSanicah za macke in pse se izra¢una v skladu s standardom
EN 16967 Krma: metode vzorcenja in analize — Napovedne enacbe za presnovno energijo v krmilih in krmnih mesanicah
(hrane za hi$ne Zivali) za macke in pse, vklju¢no z dieti¢no hrano*.
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