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Postupy laborator nino zkouseni krmiv, doplikovych

latek a premixi

Priloha ¢. 9 vyhlasky Ministerstva zemédélstvi ¢. 124/2001/Sh., kterou se
stanovi pozadavky na odbér vzorka a principy metod laboratorniho

zkouseni krmiv, dopliikovych latek a premixa a zpasob uchovavani vzorku



Priloha ¢.9 k vyhlasce ¢. 124/2001 Sh.

Postupy pro laboratorni zkouseni krmiv, doplitkovych latek a premixi

Seznam postupti chemického zkouseni krmiv

Nézev postupu Oznaceni
postupu

1 Vihkost, tékavé latky

1.1.  Stanoveni obsahu vihkosti v krmivech -A-
1.2.  Stanoveni obsahu vihkosti atékavych latek v tucich -A-
1.3.  Stanoveni obsahu vihkosti atékavych latek v olejnatych semenech -A-
1.4.  Stanoveni obsahu vihkosti -B-
15. Stanoveni obsahu vihkosti v olgjich atucich -B-
2. Dusikaté sloué¢eniny
2.1.  Stanoveni obsahu dusikatych latek -A-,-B-
7.1.  Stanoveni obsahu dusikatych latek rozpustnych piasobenim roztoku

pepsinu v kyseliné chlorovodikové -A-,-B-
2.3.  Stanoveni obsahu bilkovin -A-,-B-
2.4.  Stanoveni obsahu aminokyselin -B-
2.5.  Stanoveni obsahu mocoviny -A-,-B-
2.6.  Stanoveni obsahu amoniaku v rybich mouckach -A-,-B-
2.7.  Stanoveni obsahu tékavych dusikatych latek -A-,-B-
2.8.  Stanoveni aktivity ureazy v soji ajejich produktech -A-,-B-
29. Ureazovy test -A-
2.10. Stanoveni obsahu biuretu -A-
2.11. Stanoveni obsahu hydroxyanal ogu methioninu -A-
2.12. Stanoveni obsahu dusikatych latek rozpustnych pasobenim pepsinu -B-
2.13. Stanoveni aktivity pepsinu -B-
2.14. Stanoveni obsahu methioninu -A-
2.15. Stanoveni obsahu tryptofanu -A-
2.16. Stanoveni obsahu tryptofanu -B-



2.17.

3.1
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.

5.1.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.

6.1.
6.2.
6.3.
6.4.

7.1.
7.2,
7.3.
7.4.
7.5.

Stanoveni obsahu aminokyselin

Tuk

Stanoveni obsahu tuku

Stanoveni obsahu tuku v olegjnatych semenech

Stanoveni ¢islakyselosti tuku

Stanoveni obsahu lecitinu

Stanoveni obsahu nerozpustnych necistot v tucich a olgjich
Stanoveni obsahu nezmydel nitelnych latek v tucich aolgich
Stanoveni peroxidového cisla

Stanoveni obsahu olgje atuku

Polysacharidy
Stanoveni obsahu viakniny

Bezdusikaté latky vytazkové

Stanoveni obsahu skrobu

Stanoveni obsahu cukri

Stanoveni obsahu |aktosy

Stanoveni obsahu bezdusikatych latek vytazkovych vypoctem
Stanoveni obsahu cukri polarizaci

Stanoveni obsahu redukujicich latek v cukru a melase

Popel
Stanoveni obsahu popele

Stanoveni obsahu popele v tucich

Stanoveni obsahu nerozpustného podilu popele v kyseling chlorovodikové

Stanoveni obsahu popel e nerozpustného v kyseliné chlorovodikové

Makroprvky

Stanoveni obsahu fosforu

Stanoveni obsahu vapniku
Stanoveni obsahu hoi¢iku
Stanoveni obsahu drasliku

Stanoveni obsahu sodiku

-A-,-B-

-A-,-B-
-A-,-B-
-A-,-B-
-A-,-B-
-A-,-B-



7.6.
1.7.
7.8.
7.9.
7.10.

8.1.
821

8.3.

9.1.
9.2.

10.

10.1.
10.4.
10.5.
10.6.
10.7.
10.8.
10.9.

10.10.
10.11.
10.12.
10.13.
10.14.
10.15.
10.16.
10.17.

11.
11.1.

Stanoveni obsahu ve vod¢ rozpustnych chloridi -A-
Stanoveni obsahu celkovych uhlicitani -A-

Stanoveni obsahu oxidu kiemiku, hliniku, vapniku a hoi¢iku (ve vapencich)

Stanoveni celkového obsahu siry -A-
Stanoveni obsahu vapniku -B-
Mikroprvky

Stanoveni obsahi médi, zeleza, manganu a zinku -A-

Stanoveni obsahu vapniku, médi, zeleza, hoi¢iku, manganu, drasliku, sodiku

azinku -B-
Stanoveni obsahu zeleza, médi, manganu a zinku -B-
Kyselost

Stanoveni volné, vazané a celkové kyselosti vodniho vyluhu -A-
Stanoveni kyselosti vodniho vyluhu v mléénych krmnych smésich -A-

Nezadouci latky

Stanoveni obsahu kyanovodiku -B-
Stanoveni obsahu glukosinolata v fepce -A-
Stanoveni obsahu 5-vinyl-2-thiooxazolidonu -A-
Stanoveni obsahu kyseliny erukové -A-
Stanoveni obsahu olova a kadmia -A-
Stanoveni obsahu ricinovych slupek -A-
Stanoveni obsahu fluoru -B-

Stanoveni obsahu reziduji organochlorovych a organofosfatovych pesticida-B-

Stanoveni obsahu hexachlorbenzenu -B-
Stanoveni obsahu dusitant -B-
Stanoveni obsahu rtuti -A-
Stanoveni obsahu aflatoxinu B1 -B-
Stanoveni obsahu arsenu -B-
Stanoveni obsahu gossypolu -B-
Stanoveni obsahu theobrominu -A-

Zkouseni silazi
Zkouseni jakosti silazi -A-

-B-

-B-
-A-

-B-

-B-



1.1 Stanoveni obsahu vlihkosti v krmivech

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no. L 279,
20/12/71

1. Ukel arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni vihkosti v krmivech a premixech.

Metoda je pouzitelna pro stanoveni vlihkosti vsech druht krmiv s vyjimkou mléka a mléc¢nych
vyrobka, urcenych k piimému krmeni a olgjnatych semen. Obsahuje modifikace pro stanoveni
vlihkosti v krmivech s obsahem mocoviny, tuki a olgjd, jakoz i smési s obsahem vétsiho
podilu mineralnich latek s obsahem krystalické vody.

2. Princip
Obsah vlhkosti se stanovi vazkové jako ubytek po vysuseni vzorku pii (103 + 2) °C,
u vlihkych nebo zvlast’ vyjmenovanych krmiv po piredsuseni pii 50 az 60 °C za predepsanych
podminek.

Ve zvlastnich pripadech pii vysuseni za snizeného tlaku pri 80 °C.

3. Chemikalie
3.1 Pisek moisky

Uprava: Moisky pisek se nejprve vyvati v kyseling chlorovodikové, ziedéné (1 + 3), a
potom se propere vodou do negativni reakce na chloridy. Vyprany pisek se vysusi po
dobu 6 az 8 hod pii 103 °C, potom pieziha 2 hod pii 550 °C a po vychladnuti se
uchovava ve vzorkovnici z neprodysného materialu.

4. Pristroje a pomicky

4.1 Susarna elektricka atmosféricka s automatickou regulaci teploty v mezich = 2 °C,
S moznosti odvétravani a teplomeérem pro hodnoty teplot neggméné do 150 °C

4.2 Susarna elektricka vakuova, umoznujici snizeni tlaku na 13 kPa, opatiena termostatem,
vakuovym cerpadlem, dale bud zatizenim pro zavadéni horkého vzduchu nebo
vlozenym desikantem (oxidem vapenatym - 300 g na 20 vzorkid) a s teplomérem pro
hodnoty teplot nggméné do 100 °C

4.3 Vysousecka zhotovena z nekorodujiciho kovu nebo skla s dobre tésnicim vickem a
plochou, kterda umoziuje rozprostiit asi 0, 3 g vzorku na 1 cm?

4.4 Misky vysouseci s plochym dnem, vhodnych velikosti a z materialt odolnych vici
teplotam do 100 °C ainertnim viéi vlihkosti



5. Postup zkousky
5.1 Sucha ¢i predsusena krmiva (poznamka 8.1)

5.1.1 Do vysousecky (4.3), piedem veetné vicka vysusené (pii 103 °C po dobu 30 min) a po
ochlazeni v exsikatoru zvazené s piesnosti nggméné na 0,001 g, se odvazi as 59 (my)
zkusebniho vzorku se stejnou presnosti avzorek se ve vysousecce rovnomerne rozprostie.

5.1.2 Vysousecka (4.3) se vzorkem se vlozi do atmosférické susarny (4.1), predem vyhiaté

na teplotu (103 + 2) OC, odklopi se vicko a od okamziku, kdy vnitini prostor susarny dosahne
opet vyse uvedené teploty, se susi po dobu 4 hod.

Krmiva s aditivnim obsahem mocoviny (poznamka 8.2) se susi po dobu 6 hod. pii teploté (75
+ 2) °C.

Vzorky obilovin, obilného srotu, krupice a mouky se suii pri teplots (130 + 2) °C) po dobu
2 hod.

Vysousecky (4.3) se vkladaji do vyhraté susarny (4.1) dostatecné rychle, aby nedoslo
k vétsimu poklesu teploty. Do susarny se vklada jen takovy pocet vysousecek se vzorky, aby
najednu pripadio ngméng asi 1000 cm® prostoru. Po uplynuti piedepsané doby se vysousecka
(4.3) vyjme ze sucarny, priklopi vickem a po vychladnuti v exsikatoru se zvazi s presnosti
negjméné na
0,001 g (mz). Po odvazeni vysousecky (4.3) se provede kontrolni test (poznamka 8.3) tak, ze
vysousecka (4.3) se vzorkem se vlozi opét do susarny (4.1) vyhraté nateplotu (103 + 2) °C a
susi odklopenym vickem dalsi 2 hod. Po vyjmuti ze susarny (4.1) se okamzité piiklopi
vickem, ochladi v exsikatoru a opét zvazi s vyse uvedenou presnosti.

Jestlize rozdil mezi predeslym a timto vazenim nepiedstavuje vice nez odpovida obsahu
vlihkosti 0,2 %, stanoveni je ukonceno a jako konecna hmotnost se bere hmotnost v prvnim
vazeni (m,). Je-li rozdil mezi obéma vazenimi vyssi nez vyse uvedena hodnota, provede se
znovu stanoveni za snizeného tlaku podle 5.2 (poznamka 8.4).

5.1.3 U krmiv tekutych, pastovitych nebo s vyssim obsahem tuku (nad 80 g/kg) se postupuje
nasledovne: Do vysousecky (4.3) se odvazi nejdiive asi 5 az 10 g morského pisku (3.1) (podle
miry mastného vzhledu vzorku), vlozi kratka sklenéna tycinka, vysousecka (4.3) se vysusi (30
min. pti 130°C) v susarné (4.1) a po ochlazeni v exsikatoru se vcetné tycinky zvazi
s presnosti nggméng na 0,001 g.

Do takto pripravené vysousecky (4.3) se odvazi as 10g (m,) zkusebniho vzorku, s vyse
uvedenou presnosti, vzorek se dikladné promicha s piskem tak, aby nedoslo ke ztratam
vzorku (ani pisku) a piedsusi se ngjprve 30 minut pii 60 °C. Dale se postupuje podie 5.1.2.

5.2 Krmiva, jgichz vzorky nevyhovély kontrolnimu testu

Do vysousecky (4.3), predem veetné vicka vysusené (pri 130 °C po dobu 30 min) a po
ochlazeni v exsikatoru zvazené s presnosti ngjmeéné na 0,001g se odvazi as 5g (m,)
zkusebniho vzorku se stejnou presnosti a vzorek se ve vysousecce rovnomerne rozprostie.
Vysousecka se vzorkem se vlozi do vakuové susarny (4.2), vyhraté na 80 °C az 85 °C, vicko
se odklopi a po uzavieni susarny se snizi tlak na 13 kPa. Vysousecky (4.3) se vkladaji do
susarny (4.2) dostatecné rychle, aby nedoslo k podstatnému snizeni teploty v susarng.

Vzorek se susi bud’ za privodu horkého, vysuseného vzduchu nebo za pritomnosti desikantu,
v mnozstvi asi 300 g na 20 vzorki. V druhém z uvedenych pripadi (desikant) se po dosazeni



piredepsaného tlaku odpoji ¢erpadlio. Od okamziku, kdy teplota pii predepsaném tlaku dosahne
80 °C az 85°C, se susi po dobu 4 hodiny. Po uplynuti této doby se snizeny tlak vnitiniho
prostoru susarny (4.2) pomalu vyrovnava s atmosférickym, po vyrovnani tlaka se susarna (4.2)
otevie, vysousecka (4.3) se uzavie vickem a vlozi do exsikatoru, kde se ponecha asi 45 min.
Potom se zvazi s presnosti nejméne na 0,001 g (m,) a opet vlozi do vakuové susarny (4.2),
vyhiaté na vyse uvedenou teplotu. Susi se dalsich 30 minut a po ochlazeni v exsikatoru se
znovu zvazi s vyse uvedenou presnosti. Dosouseni, ochlazovani a vazeni vysousecky (4.3) se
vzorkem se opakuje tolikrat, pokud dvé po sobé nasledujici vazeni nevykazuji diferenci mensi
nez odpovida obsahu vihkosti 0,2 %. Jako konecna hmotnost vysuseneho vzorku (m,) se bere
posledni, po niz jiz nenastal vyse uvedeny ubytek hmotnosti.

5.3 Krmiva s obsahem vlhkosti nad 17,0 %, krmné smési s obsahem nad 13,5 % a vsechna
lisovana krmiva

Hermeticky uzaviena cast konetného vzorku odebrana zvlast pro stanoveni pavodniho
obsahu vlhkosti, popi. ptimo konecny vzorek zjevné zvlhly, se upravi co ngrychlegii na
zkusebni vzorek tak, aby nedoslo k podstatnému ubytku vlihkosti a okamzité se odvazuje
zkusebni vzorek.

Z takto upraveného zkusebniho vzorku se odvazi asi 10 az 100 g (poznamka 8.5) s presnosti
ngméné na 0,01 g az na 0,1 g (mg) do misky s plochym dnem (4.4), piedem vysusené (pii
60 °C az 70°C) a po ochlazeni zvazené s vyse uvedenou piesnosti. Zkusebni vzorek se
rovnomeérné rozprostie do vrstvy asi 10 mm a susi v atmosférické susarné (4.1) pii teploté
60 °C az 70 °C do dosazeni zdanliveé suché hmoty (obsah vlihkosti 8,0 az 12,0 %).

Potom se miska (4.4) se vzorkem vyjme, ponecha po dobu asi 12 hod volné na vzduchu pii
teplote laboratore za icelem vyrovnani vihkosti s okolni atmosférou (kondicionace), pricemz
se vzorek chrani pred rozptylenim ¢i zaprasenim nebo primisenim cizich hmot a pak se zvazi
spresnosti ngméneé na 0,01 az 0,1 g (poznamka 8.5) (m;). Po zvazeni se ihned cely vzorek
rozemele a dale se postupuje podle 5.1 této metody.

Zrna obilovin s obsahem vihkosti vyssim nez 17,0 % se odvazuji nesemleté, pouze hrubé
rozmélnéné v mnozstvi as 50g a s presnosti nggméné na 0,01 g (mo) na misku vhodné
velikosti (4.4), predem vysusenou pii 130 °C po dobu 30 min. a po ochlazeni zvazenou se
stejnou presnosti, susi se v susarné (4.1) pri 130 °C po dobu nggméné 5 az 6 min. ve vrstvé asi
0,5 cm, potom se ponecha pri laboratorni teploté 2 h a zvazi se s piresnosti negméné na 0,01 g
(m;y). Po zvazeni se cely vzorek rozemele a dale se postupuje podle 5.1 pouze s tim rozdilem,
7e se vzorek susi pri teploté (130 + 2) °C po dobu 2 hod.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah vihkosti v % (X) se vypocita podle vzorce:
6.1 Bez predsouseni (viz5.1a5.2)
100
X={m-m)—
(m- m)

6.2 S predsousenim (viz 5.3)



X =. Mm99
& m.mo

kde my jehmotnost navazky vzorku k predsouseni v g
m;  hmotnost navazky predsuseného vzorku po vyrovnani vlihkosti (kondicionaci) v g
m,  hmotnost navazky vzorku pro suseni podle6.1 a6.2 vg
m3  hmotnost navazky vzorku po vysuseni podie6.1 a6.2 vg

Obsah susiny v % (Y se vypocita podle vzorce:
Y =100- X

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
ktera splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na desetiny %.

Pokud jsou ostatni slozky krmiva stanoveny pii rozdilném obsahu vihkosti, je nutné je
prepocitat na obsah vihkosti v ptivodnim vzorku.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi pro
vsechny obsahy prekrocit 0,2 %.

8. Poznamky

8.1 Krmiva s vyssim obsahem vlhkosti nez 17,0 % krmné smési s vyssim obsahem vIhkosti
nez 13,5 % a vsechna lisovana krmiva se zkouseji podle 5.3 . Podle 5.1 se zkousegji vzorky
zdanlive suché ¢i predsusené.

8.2 Aditivnim obsahem mocoviny se rozumi obsah nad 5 g/kg.

8.3 Kontrolni test se provadi za ucelem zjisténi, zda béhem suseni vzorku nedochazi
k neptfimérenym ztratam hmoty navic v dasledku pripadnych chemickych reakci, napr.
Maillardovy apod.

Zjisténi uvedené hodnoty ubytku je dikazem nezadoucich zmén. Pri kontrolnim testu
u tuénych vzorkt se doba suseni zkracuje na 30 min. a tbytek po suseni nema byt vyssi, nez
odpovida obsahu vihkosti 0,1 %.

8.4 Stanoveni za snizeného tlaku prichazi v ivahu zeiména u krmiv, obsahujici vyssi obsah
sacharosy nebo laktosy nez 40 g/kg, jako jsou hydrolyzovatelné produkty, sladové klicky,
susené bramborové zdrtky, ryby, cukerné roztoky a krmné smeési, obsahujici vice nez
250 g/kg mineralnich soli, obsahujicich krystalicky vazanou vodu.

8.5 Hmotnost vzorku se voli podle predpokladaného nebo odhadnutého obsahu vihkosti tak,
aby hmotnost predsuseného vzorku byla ngiméne 15 g. Presnost navazky vzorku se snizuje
srostouci hmotnosti vzorku az na 0,1 g. Pokud se stanoveni vlihkosti spojuje s predsusenim



vzorku pii jeho priprave, pak se odvazuje takové mnozstvi vzorku, aby predsuseny vzorek
mél hmotnost alespon 200 g.



1.2 Stanoveni obsahu vlihkosti atékavych latek v tucich

1. U&d arozsah

Tato metoda uréuje postup stanoveni vihkosti atékavych latek v tucich.

2. Princip

Obsah vlhkosti a tekavych latek se odpati susenim pii (103 + 2) °C a ubytek hmotnosti se

stanovi vazkove.

3. Chemikalie

3.1 Pisek moisky, suchy, ¢isty a vyzihany nebo kiemicity pisek vyvareny v kyseling
chlorovodikové, promyty, vysuseny, prosaty avyzihany.

4. Pristroje a pomicky

4.1 Hlinikova vysousecka, prip. hlinikova miska s vickem

4.2 Susarnaatmosféricka stermostatem

5. Postup

Hlinikova vysousecka (4.1) s 15 az 20 g pisku (3.1) a kratkou sklenénou tycinkou se susi pii
130 °C (asi 30 minut), vlozi se do exsikatoru (2.2) a po vychladnuti se presné zvazi. Potom se
do ni piesné navazi asi 3 g zkusebniho vzorku s piesnosti na 0,001 g a susi se v susarné (4.3)
pii 105 °C. Béhem suseni se obsah misky nekolikrat promicha sklenénou ty¢inkou.

Ubytek hmotnosti se kontroluje poprvé za 1 h a dale v palhodinovych intervalech az do
dosazeni konstantni hmotnosti.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah vihkosti atékavych latek v % (X) se vypoéte podle vzorce:

_100.m
m

X

kde m, je ubytek hmotnosti v g
m hmotnost navazky vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
ktera splnuji podminku opakovatelnosti, a vyjadiuje se s presnosti na desetiny %.

7. Opakovatelnost
Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
pii obsahu: do2 % 10 % relativnich

nad 2 % 0,2 % abs.
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1.3 Stanoveni obsahu vlihkosti atékavych latek v olginatych semenech

1. Uge arozsah

Tato metoda urcuje postup stanoveni obsahu vihkosti a tékavych latek v olgjnatych
semenech.

2. Princip

Stanoveni obsahu vihkosti a tékavych latek se provadi bud’ z materialu tak, jak byl ziskan
(Cista semena a necistoty) nebo pokud je to pozadovano ze samotnych ¢istych semen, susenim
pri teploté (103 + 2) °C v susarné pii atmosférickém tlaku do konstantni hmotnosti, vazkove.

3. Chemikalie
3.1 Pisek morsky, suchy, cisty a vyzihany nebo kiemicity pisek vyvareny v kyseling
chlorovodikové, promyty, vysuseny, prosaty a vyzihany.

4. Pristroje a pomicky

4.1 Mlynek mechanicky, snadno cistitelny

4.2 Anaytické vahy

4.3 Struhadlo mechanické nebo rueni

4.4 Hlinikova vysousecka, nebo hlinikova miska s vickem
4.5 Susarnaatmosféricka stermostatem

5. Postup
5.1 Pripravavzorku

5.1.1 Pro zkousku se pouzije vzorek tak, jak byl ziskan nebo po odstranéni necistot. Pokud
se pracuje se vzorkem, ze kterého byly predem odstranény velké neolejnaté ¢astice, je nutno to
zohlednit pti vypoctu (viz. 6.2).

V pripadé semene kopry se vzorek upravuje mechanickym struhadlem cely nebo rucnim
strunadlem (4.3) v takovém mnozstvi, aby byl co nejvice reprezentativni. Délka ¢astic muze
byt vétsi nez 2 mm, ale nema byt vétsi nez 5 mm. Castice je nutno promichat a zkousku
provést bez prodieni.

5.1.2 Semena stiedni velikosti (podzemnice, séja apod.), kromé semen safloru (svétlice
barvirska), slunecnice a baviniku a s prilehlymi vlakny, se vzorek srotuje v mechanickém
miynku (4.1), ktery byl pred pouzitim dobte vycistén, tak dlouho dokud hlavni rozmeér castic
neklesne pod 2 mm. V¢tsi castice (priblizné jedna dvacetina vzorku) se vyradi, zbytek se
peclivé promicha a stanoveni vihkosti atékavych latek se provede bez prodieni.
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5.1.3 Mala semena (len, tepka, konopi apod.) stejné jako semena safloru, slunecnice ¢i
bavlniku se zkousi bez piredchoziho mleti (v pavodnim stavu).
5.2 Vlastni stanoveni
Hlinikova vysousecka (4.4) se susi v susarné (4.5) pii (103 + 2) °C (as 1/2 h), vlozi se do
exsikatoru a po vychladnuti se presné zvazi. Potom se do ni piesné navazi bud’:
a) as 5 g nastrouhaného vzorku (v pripadé kopry) nebo rozemletého vzorku (v pripadé
semen stiedni velikosti s vyjimkou semen safloru, slunecnice ¢i baviniku s piilehlymi viakny
b) asi 5 az 10 g celych semen (v pripadé maych semen a semen safloru, slunecnice ci
bavlniku s prilehlymi viakny).
Vzorek se rovnomérné rozprostie po celém dné misky (4.4) susi se v susarné (4.5) pii (103 +
2) °C. Po 3 hodinach suseni (s vyjimkou semen baviniku s piilehlymi vliakny, ktera se susi 12
az 16 hodin) se susarna otevie, miska (4.4) se vzorkem se ihned uzavie vickem a vlozi do
exsikatoru. Jakmile miska (4.4) se vzorkem dosihne laboratorni teploty, piesné se zvazi.
Miska bez vicka se znovu vlozi do susarny a cely postup s uzavienim misky (4.4), chlazenim
a vazenim se opakuje po jedné hodiné suseni za stejnych podminek. Pokud je rozdil mezi
dvéma vazenimi mensi nebo roven 0,005 g (pfi navazce 5 @), povazuje se stanoveni za
ukonc¢ené. Pokud je rozdil vétsi, pokracuje se v suseni.

6. Vypocet a vyjadieni vysedki
6.1 Obsah vlihkosti atékavych latek v % (X) se vypocte podle vzorce :

100.m

m

kde m je hmotnost navazky vzorkuv g
m; ubytek na hmotnosti v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
ktera spliuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se v % s presnosti na jedno desetinné
misto.

6.2 Pokud byly ze vzorku pred zkouskou odstranény velké neolgnaté castice (viz. 5.1.1)
nasobi se vysledek ziskany podle 6.1 faktorem F

- _ (100-Y)
100

kdeY je obsah odstranénych velkych ¢astic (necistot) ze vzorku, tak jak byl ziskan v %.

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
ktera spliuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se v % s presnosti na jedno desetinné
misto.
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7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi byt vétsi
nez 0,2 %
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2.1 Stanoveni obsahu dusikatych latek

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no.L 123,
29/05/72 aL 179, 22/07/93

1. Ukel arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu dusikatych latek v krmivech.

Metoda stanoveni dusikatych latek je pouzitelna pro vsechny obsahy ve vsech druzich krmiv

a nerozlisuje proteinovy a neproteinovy dusik. Neproteinovy dusik je nutno stanovit zvlast
prislusnymi metodami. Uzanc¢ni faktor pro prepocet obsahu dusiku na dusikaté latky je "6,25"
(poznamka 8.1)

Za podminek této metody se nestanovi dusik v dusi¢nanech, dusitanech, popt. azo- nebo
hydrazoslouceninach.

2. Princip

Dusikaté latky se stanovi titracné alkalimetricky (acidimetricky) po mineralizaci vzorku
horkou kyselinou sirovou za pritomnosti katalyzatoru prevedenim na siran amonny,
vytésnénim amoniaku hydroxidem sodnym ajeho predestilovanim do kyseliny sirové (borité).

3. Chemikalie
3.1 Katayzatory: Oxid médnaty (CuO) nebo Siran médnaty, pentahydrat (CuSO, .5 H,0)

3.2 Indikatory

Smésny: 2,0 g methylové cerveni a 1,0g metylénové modii  se rozpusti v 1000 ml
ethylalkoholu 96% a promicha

Methylova ¢erven: 0,30 g methylové ¢erveni se rozpusti ve 100 ml ethylalkoholu 96% a
promicha

3.3 Kysdinasirova, konc. (h=1,84 g/ml)

3.4 Kysdinasirova, roztok c(H,SO,) = 0,1 mol/l nebo 0,05 mol/I
3.5 Hydroxid sodny, roztok 400 g/l (h= 1,36 g/ml)

3.6 Hydroxid sodny, roztok c(NaOH) = 0,2 mol/l a0,1 mol/Il

3.7 Kysdinaborita, roztok 4 %

3.8 Siran draselny, pevny

3.9 Sacharosa

3.10 Acetanilid (bod tani 114 OC) s obsahem 10,36 % dusiku, tj. 64,75% dusikatych latek
nebo podle udajt vyrobce.

3.11 Tryptofan (bod tani 282 °C), s obsahem 13,72 % dusiku, tj. 85,75 % dusikatych latek
nebo podle udaju vyrobce.
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Vsechny pouzité chemikalie (mimo acetanilid a tryptofan) i zkusebni pomucky musi
byt  prosté dusiku.

4. Pristroje a pomicky
4.1 Zatizeni mineralizacni vhodné konstrukce
4.2 Zatizeni destilaéni vhodné konstrukce (poznamka 8.2)

4.3 Banky nebo tuby mineraliza¢ni vhodné velikosti (bailky se doporuc¢uji podie Kjeldahla
500 az 750 ml)

4.4 Papirek pH
4.5 Varna téliska (pemza granulovana, stripky sklenéné ¢i porcelanové)

4.6 Odpénovaci prostiedek (napi. parafin ¢i silikonovy olg)

5. Postup

Do mineralizatni banky nebo tuby (4.3) se odvazi asi 0,5 az 1 g (poznamka 8.3) zkusebniho

vzorku spresnosti nggméné na 0, 001 g, prida se 10g siranu draselného (3.8) a jako
katalyzator (3.1) primérené navazce 0,3 az 0,49 oxidu médnatého nebo 09 az 1,2 g
pentahydratu siranu méd’natého. Potom se prida konc. kyselina sirova (3.3) v mnozstvi 25 ml,
zamicha a umisti do mineralizaéniho zatizeni (4.1). Banka se umistuje naklonéna od 30 do
45 °C, tuba do mineralizacnich bloka, kde je zaruc¢en konstantni ohiev, ve svislé poloze.

Potom se barka (tuba) (4.3) mirn¢ zahiiva tak, aby se zabranilo vzlinani pény do hrdla barky

a pripadnému uniku vzorku z banky (tuby). Doporucuje se pred zacatkem zahiivani piidat
mensi mnozstvi odpénovaciho prostiedku (4.6). V. mirném zahtivani s obc¢asnym
promichanim se pokracuje tak dlouho, dokud zcela nevymizi péna a veskera hmota vzorku je
zkarbonizovana, az v podstaté do ustaleni varu kapaliny. Potom se intenzita zahtivani zvysi a
sefidi tak, aby vypary kyseliny sirové kondenzovaly poblize stiedu hrdla bainky a aby
nedochazelo k podstatnym zménam v objemu kyseliny i ulpivani ¢astic vzorku na sténach
barky (tuby). Béhem mineralizace nesmi dochazet k piehiivani stén baiky, které ngsou ve
styku s kapalinou. Provadi-li se zahtivani banky plamenem, zabraiuje se piehrati stén bainky
umisténim banky na azbestovou sitku s otvorem, ktery odpovida hlading kapaliny v barce.
Jakmile se kapalina stane zcela ¢irou (muze byt zabarvena barvou katalyzatoru), pokracuje se
v ohievu od tohoto okamziku jesté 2 hod. Potom se kapalina ponecha téméi zchladnout a
opatrné se ziedi as 75 az 100 ml vody (poznamka 8.4). V pripadé, ze po zchladnuti roztok
ztuhne, prida se vétsi mnozstvi vody (250 az 300 ml), castecné zahigje a promichava do
rozpusténi tuhého zbytku. Nerozpusti-li se ani potom, je nutno stanoveni opakovat s vétsim
objemem kyseliny sirové (3.3).

Obsah mineralizacni banky (tuby) (4.3) nebo jeho cast, po prevedeni do odmérné banky a
doplnéni na piesné definovany objem, se kvantitativné pievede do destilacni banky, prida se
par varnych télisek a banka se umisti do destila¢niho zarizeni (4.2). Do davkovaciho zarizeni
dedtilacniho piistroje (4.2) se odméri 100 ml vytésiovaciho roztoku (3.5) a nakonec
k prestupniku destilagniho pristroje (zafizeni) se umisti piedioha tak, aby konec prestupniku
zasahoval asi 10 mm pod hladinu roztoku v predloze. Jako predlioha se pouzije titracni bainka
vhodného objemu, do které se prida presné 25 ml odmérného roztoku kyseliny sirové (3.4)
nebo roztoku kyseliny borité (3.7) (poznamka 8.5) a nékolik kapek indikatoru (3.2), neni-li
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v navodu piipadné pouzitého destilacniho zafizeni uvedeno jinak. Objem piediohy se vhodné
ziedi vodou a po plynotésném uzavieni destilaéniho pristroje se z davkovaciho zatizeni
vypusti opatrné po ¢astech vytésnovaci roztok (3.5) do destilaéni baiky a jgji obsah se zache
zahiivat. Destiluje se asi 30 minut, ¢imz objem v predloze dosahne asi 150 ml, neni-li
navodem pripadné pouzitého destilaéniho zarizeni uvedeno jinak.

Pred ukoncenim destilace se snizi predloha tak, aby konec prestupniku byl nad hladinou
kapaliny v predloze a dalsi podil destilatu se zkousi pH papirkem (4.4), zda jesté nevykazuje
alkalickou reakci. Neni-li tomu tak, destilace se ukonci a piestupnik se i vné oplachne do
piediohy.

V opacném piipadé (reakce je akalicka) se bud’ destilace (déleny mineralizat) nebo celé
stanoveni musi opakovat s prodlouzenim doby destilace. Stejné tak je nutno destilaci (celé
stanoveni) opakovat, dojde-li k zalkalizovani roztoku v piedloze (zména zabarveni indikatoru
(3.1)), s pridanim vétsiho objemu kyseliny (3.4 nebo 3.7) do prediohy ¢i snizenim navazky
vzorku (podilu mineralizatu).

Obsah titracni banky se titruje ihned po skonceni destilace (pokud to dovoluji podminky
instrumentace doporucuje se titrovat jiz béhem destilace) odmérnym roztokem hydroxidu
sodného (3.6) nebo odmérnym roztokem kyseliny sirové (3.4) (poznamka 8.6) téze
koncentrace, ktera byla pouzita do piedlohy, do pravé vzniklé zmény zabarveni roztoku.

Vedle toho se provede slepa zkouska se vsemi pouzitymi chemikaliemi ve stejném mnozstvi,

jen namisto zkouseného vzorku se prida 1,0 g sacharosy (3.9). V piipadé nalezu dusiku ve
slepé zkousce je nutno jeho mnozstvi od zjisténého pri analyze vzorku odeist (viz vypocet).
Slepa zkouska se provadi pii kazdé sérii stanoveni nebo pii zmeéné jakékoliv chemikalie.

Pri kazdé zméné chemikalii véetné odmérnych roztoki se provadi kontrolni test: stanovi se
obsah dusiku v piesné definované slouceniné acetanilidu (3.10) nebo tryptofanu (3.11)
s piidavkem 1,0 g sacharosy (3.9) a pii zachovani stejného pracovniho postupu jako u vzorka
i zapouziti stejného mnozstvi a stejnych chemikalii i pomicek. Pro snadno mineralizovatelné
materialy se voli acetanilid (3.10), pro obtizngji mineralizovatelné tryptofan (3.11). Stanoveni
probiha v poradku je-li shodav mezich 95 az 105 relat.%

6. Vypocet a vyjadieni vydedki
Obsah dusikatych latek v g/kg (X) se vypocita podle vzorce:
6.1 pii jimani destilatu do kyseliny sirové

_ 62528,014.(V, - V1).C,

X (poznamka 8.1)
m
6.2 pii jimani destilatu do kyseliny borité
X = 6,25.28,014.(V, - V,).C, (poznimka 8.1)

m

kde Vo je spotiebaodmérného roztoku hydroxidu sodného na slepou zkousku v mli
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Vi spotieba odmerného roztoku hydroxidu sodného na zkouseny vzorek v ml

V, spotieba odmerného roztoku kyseliny sirové naslepou zkousku v ml

V3 spotieba odmerného roztoku kyseliny sirové na zkouseny vzorek v mi

C piesna koncentrace pouzitého odmeérného roztoku hydroxidu sodného v mol/I
C. piesna koncentrace pouzitého odmérného roztoku kyseliny sirové v mol/Il

m hmotnost alikvotniho podilu navazky vzorku v g

28,014 latkové mnozstvi dusiku, odpovidajici pouzitému odmeérnému roztoku kyseliny
sirove

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti, a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky g /kg.

7. Opakovatelnost
Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit

pii obsahu: do 200 g/kg 2 g/kg
od 201 g/kg do 400 g/kg 1 %relat.
nad 400 g/kg 4 g/kg

8. Poznamky

8.1 Pro zvlastni pripady hodnoceni, ngde-li o stanoveni vyzivné hodnoty, Ize pouzit
specialnich faktort misto 6,25 ato: 5,75 pro obiloviny amlynska krmiva

6,37 pro mléko amlécné vyrobky
6,00 pro zivocisné moucky
5,61 pro klih
5,55 pro zelatinu
Prepoctovy faktor je nutno vzdy s vysledkem uvést.

8.2 Vhodnym zatizenim mohou byt i automatické ¢i poloautomatické destilacni pristroje,
pokud spliuji podminky kvantitativniho predestilovani amoniaku napt. Kjeltec, Kjeltec-auto.

8.3 Hmotnost vzorku se voli podle o¢ekavaného obsahu dusikatych latek tak, aby obsah byl
v rozmezi 0,125 az 1,25 g

8.4 Doporucuje se tedit jeste castecné teply mineraizat, aby se zabranilo zpétnému
vykrystalizovani soli, které se hife rozpoustéji. Zied’ovani se musi provadét velmi opatrng,
protoze je proti pravidlum zied’ovani roztoka kyselin.

8.5 Jimani destilatu do kyseliny borité je mozné jen v pripadé, ze teplota kondenzatu
nepresahne 25 °C (chlazeni) a pri obsahu dusikatych latek vétsim nez 400 g/kg se voli
polovi¢cni hmotnost vzorku. Titrace se v tomto pripadé provadi odmérnym roztokem kyseliny
sirove.
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8.6 Koncentrace kyseliny sirové se voli podle otekavaného obsahu dusikatych latek ve
zkouseném vzorku a podle toho, zda mineralizat je destilovan cely nebo pouze jeho podil.
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2.2 Stanoveni obsahu dusikatych latek rozpustnych ptsobenim roztoku
pepsinu v kyselin¢ chlorovodikové

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no.L 123,
29/05/72

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni dusikatych latek rozpustnych pusobenim
roztoku pepsinu v kyselin¢ chlorovodikové v krmivech.

Metoda stanoveni je pouzitelna pro vsechny obsahy a vsechny druhy krmiv, obsahujici tuto
dozku s vyjimkou krmiv s aditivnim obsahem mocoviny a krmiv mineralnich. Metoda
nerozlisuje formy proteinového a neproteinového dusiku a ma-li byt neproteinovy dusik
vyloucen z vysledku stanoveni, musi byt jeho obsah stanoven prislushou metodou samostatné
a od stanoveni rozpustného dusiku odecten.

| kdyz vysledek tohoto stanoveni do jisté miry vyjadiuje miru stravitelnosti krmiva, nema
zadnou primou spojitost se stravitelnosti dusikatych latek "in vivo".

2. Princip

Dusikaté latky rozpustné ptisobenim pepsinu v kyseliné chlorovodikové se stanovi titracné po
48 hod inkubaci vzorku s pepsinem pii 40 °C, nasledné separaci od nerozpustné casti a
uréenim obsahu dusikatych latek v rozpustné ¢asti metodou podle Kjeldahla.

3. Chemikalie

3.1 Kysdlinachlorovodikova, roztok c(HCI) = 7 mol/l

3.2 Kysdinachlorovodikova, roztok c(HCI ) = 0,075 mol/l

3.3 Pepsin, soveienou aktivitou 2000 j./g (Merck, obj. ¢. 7190) (poznamka 8.6)
3.4 Pepsin, inkubacni roztok 400 j./I

Priprava: 0,200 g pepsinu (3.3) se rozpusti ve 1000 ml roztoku kyseliny chlorovodikové
(3.2),
piedem zahi'até nateplotu 40 °C, aroztok se promicha. Roztok se piipravuje vzdy cerstvy

3.5 Diethylether (poznamka 8.1) nebo petrolether (frakce 40 az 60 °C) (poznamka 8.1)
3.6 Chemikalie pouzivané pro metodu 2.1 Stanoveni obsahu dusikatych latek

3.7 Odpénovaci prostiedek (napi. parafin ¢i silikonovy olg))

3.6 Katalyzatory: Oxid méd’naty (CuO) nebo siran méd’naty, pentahydrat (CuSO,.5 H,0)
3.7 Indikatory:

Smésny: 2,0 g methylové cerveni a 1,0 g methylenové modii se rozpusti v 1000 ml
ethylalkoholu 96% a promicha

Methylova cerven: 0,30 g methylové cerveni se rozpusti ve 100 ml ethylalkoholu 96% a
promicha
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3.8 Kysdinasirova, koncentrovana (h = 1.84 g/ml)
3.9 Kyselinasirov, roztok ¢(H,S0O,) = 0,1 mol/l 20,05 mol/l

3.10 Hydroxid sodny, roztok 400 g/l

3.11 Hydroxid sodny, roztok c(NaOH) = 0,2 mol/l a0,1 mol/I
3.12 Kyselinaborita, roztok 4 %

3.13 Siran draselny, pevny

3.14 Sacharosa

3.15 Acetanilid (bod tani 114 °C) s obsahem 10,36 % dusiku, tj. 64,75 % dusikatych latek
nebo podle udaju vyrobce

3.16 Tryptofan (bod tani 282 °C) s obsahem 13,72 % dusiku, tj. 85,75 % dusikatych latek
nebo podle udaju vyrobce

4. Pristroje a pomicky
4.1 Termostat s automaticky regulovatelnou teplotou 40 = 1 °C nebo lazen vodni stejnych
parametri

4.2 Odstredivka laboratorni s odstredivym zrychlenim do 5000 G, vybavena kyvetami na
250 ml,
nejvhodnéji z plastické hmoty

4.3 Bankaodmérna na500 ml se sirokym hrdlem (podle Stohlmanna) a zatkou
4.4 Zarizeni mineralizacni vhodné konstrukce (poznamka 8.2)
4.5 Zarizeni destilacni vhodné konstrukce

4.6 Banky nebo tuby mineralizacni vhodné velikosti (banky se doporucuji podle Kjeldahla
500 az 750 ml)

4.7 Papirek pH nebo lakmusovy

Vsechny pouzité chemikalie (mimo acetanilid a tryptofan) i zkusebni pomutcky musi byt
prosté dusiku.

5. Postup
5.1 Krmivas obsahem tuku do 100 g/kg

Odvazi se (2 + 0,001) g zkusebniho vzorku do odmeérné baiky na 500 ml a prida se 450 ml
inkubacniho roztoku pepsinu (3.4), predem zahiatého na teplotu 40 °C (poznamka 8.2).
Inkubacni roztok pepsinu (3.4) se pridava po c¢astech s pribéznym promichavanim a pred
pridanim posledniho pridavku se dikladné promicha, aby se rozrusila aglomerace zkouseného
vzorku. Poslednim pridavkem tohoto roztoku se oplachnou stény banky, pak se zkontroluje
hodnota pH, ktera ma byt nejvyse 1,7 (poznamka 8.3). Banka se uzavie zatkou, vlozi do
termostatu nebo vodni lazné (4.1) vyhraté na 40 °C a pii této teploté necha inkubovat po dobu
48 hod, pricemz se priblizné vzdy po 6, 24 a 32 hod promicha. Béhem inkubace musi veskera
hmota zistat ve styku s roztokem.
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Po 48 hodinach inkubace se baika z termostatu nebo vodni lazné vyjme, prida se 15 ml
roztoku kyseliny chlorovodikové (3.1), obsah se promicha, vytemperuje na teplotu laboratore
(omezeni puisobeni pepsinu), doplni vodou po rysku a promicha. Potom se filtruje suchym
stiedné hustym filtrem do suché kadinky (poznamka 8.4), pricemz prvni podil filtratu se
nezachycuje.

V ¢asti filtratu se stanovi dusikaté latky podle Prilohy 9, ¢ast 2.1 Stanoveni dusikatych latek
s touto upravou:

Odpipetuje se 100 az 250 ml filtratu (poznamka 8.5) do Kjeldahlovy barky nebo
mineralizacni tuby, prida se opatrné kyselina sirova (3.8) a katalyzator (3.6) a po pripade i
odpénovaci prostiedek (3.17) a promicha se. Ponecha se pii laboratorni teploté pies noc. Poté
se banka vlozi do mineraliza¢niho zarizeni (4.4), nejprve se intenzivnéjsim zahtivanim odpari
nadbytecna voda a dale se postupuje stejné jako pii mineralizaci vzorku podle Prilohy 9, ¢ast
2.1 Stanoveni dusikatych latek, piicemz doba mineralizace od vycereni kapaliny se zkracuje
na 1 hod.

Dalsi postup zkousky (mineralizace, destilace, titrace, vypocet) se provadi stejné jako pii
stanoveni dusikatych latek podle Prilohy 9, ¢ast 2.1.

Vedle toho se provede slepa zkouska za pouziti stejného postupu s vyjimkou pridani
zkouseného vzorku. Zjisténé mnozstvi dusikatych latek touto zkouskou se od mnozstvi
celkového zjisténého pri stanoveni zkouseného vzorku odecte.

5.2 Krmivas obsahem tuku nad 100 g/kg

Zkusebni vzorek pripraveny podle 5.1 musi byt pied inkubaci alespon ¢astecné odtucnén.
Odtucneni se provede trojnasobnou dekantaci vzorku diethyletherem nebo petroletherem (3.5)
po davkach 10 az 15 ml, pticemz je nutno dbat, aby nedoslo ke ztratam vzorku. Po poslednim
odliti diethyletheru (petroletheru) se tento necha ze vzorku volné odparit.

Jiny zptisob odtuénéni |ze provést tak, ze zkouseny vzorek se odvazi na stiedné husty filtr a
promyva diethyletherem (petroletherem) (3.5) po davkach, jak vyse uvedeno a po odpareni
diethyletheru (petroletheru) z filtru se vzorek pievede kvantitativné do odmeérné banky.

Dale se postupuje podle 5.1.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku

Obsah dusikatych latek rozpustnych pasobenim roztoku pepsinu v kyseliné chlorovodikové
v g/kg (X) se vypocita podle vzorce:

6.1 pii jimani destilatu do kyseliny sirové

. 6,2528,014.(V, - \1).C,
m

V, Je spotfebaodmerneho roztoku hydroxidu sodného na slepou zkousku v ml
vV, spotieba odmerného roztoku hydroxidu sodného na zkouseny vzorek v ml

C piesna koncentrace pouzitého odmérného roztoku hydroxidu sodného v mol/I
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6.2 pii jimani destilatu do kyseliny borité

« - 6:25.28014. (Vs- V). C,

m
kde V, spotieba odmerného roztoku kyseliny sirové naslepou zkousku v ml
V, spotieba odmerného roztoku kyseliny sirové na zkouseny vzorek v mi
C, presna koncentrace pouzitého odmérného roztoku kyseliny sirové v mol/|
m hmotnost alikvotniho podilu navazky vzorku v g

28,014 latkové mnozstvi dusiku, odpovidagjici pouzitému  odmérnému roztoku
kyseliny sirové

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatel nosti, a vyjadiuje se s piesnosti na celé jednotky g/kg.

7. Opakovatelnost
Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit

pii obsahu: do 200 g/kg 4 g/kg
od 201 do 400 g/kg 2 % relat.
nad 400 g/kg 8 g/kg

8. Poznamky

8.1 Diethylether a petrolether jsou nebezpecnymi hoilavinami |.téidy, proto pii jakékoli
manipulaci snimi je nezbytné dodrzovat bezpe¢nostni pravidla.

8.2 Inkubatni roztok pepsinu se nesmi zahiivat piimo, aby nedoslo k pripadné jeho
inaktivaci.

8.3 V piipadé potieby se upravi pH roztokem kyseliny chlorovodikové (3.1), coz prichazi
v uvahu zegiménau siln¢ akalickych krmiv.

8.4 U krmiv, kde by filtrace probihala s pravdépodobnosti obtizné nebo kde by nebylo
mozno ziskat zcela ¢iry roztok (nerozpustné ¢astice prochazejici filtrem, napt. nékteré druhy
kvasnic), se odd¢li nerozpustny podil postupnym odstiedénim suspense. Pro stanoveni
dusikatych latek se pouzije supernatant.

8.5 Alikvotni podil filtratu se voli s ohledem na piedpokladany obsah dusikatych latek a
koncentrace pouzitych odmérnych roztoki.

8.6 Je mozno pouzit pepsin s komeréné oveérenou aktivitou.
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2.3

Stanoveni obsahu bilkovin

1. U¢ed arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni bilkovin v krmivech.

Metoda je pouzitelna pro vsechna krmiva organického pavodu.

2. Princip

Bilkoviny se stanovi titratné metodou podle Barnsteina po jejich oddéleni od dusikatych
latek nebilkoviného ptivodu vysrazenim médnatou soli.

3. Chemikalie

31
3.2
3.3
34
35

3.6

3.7
3.8
39
3.10
311
3.12
3.13
3.14

3.15

Siran m¢dnaty, roztok 60 g/l

Hydroxid sodny, roztok 12 g/l

Chlorid barnaty, roztok 10 g/I

Hexakyanozel eznatan tetradraselny [K4Fe(CN)g], roztok 100 g/l
Katalyzatory: Oxid médnaty (CuO) nebo

Siran m¢dnaty, pentahydrat (CuSO, .5 H,0)

Indikatory

Smeésny: 2,0 g methylové cerveni a 1,0 g methylenové modii  se rozpusti v 1000 ml
ethylalkoholu 96% a promicha

Methylova cervein: 0,30 g methylové cerveni se rozpusti ve 100 ml ethylalkoholu 96% a
promicha

Kyselinasirova, konc. (h = 1,84 g/ml)
Kyselina sirova, roztok c(H,SO,4) = 0,1 mol/lI a 0,05 mol/I
Hydroxid sodny, roztok 400 g/l (h=1,36 g/ml)
Hydroxid sodny, roztok c(NaOH) = 0,2 mol/l a0,1 mol/l
Kyselinaborita, roztok 4 %
Siran draselny, pevny
Sacharosa

Acetanilid (bod tani 114 °C) s obsahem 10,36 % dusiku, tj. 64,75% dusikatych latek
nebo podle udaju vyrobce

Tryptofan (bod tani 282 °C) s obsahem 13,72 % dusiku, tj. 85,75% dusikatych latek
nebo podle udaju vyrobce

Vsechny pouzité chemikalie (mimo acetanilid a tryptofan) i zkusebni pomucky musi
byt prosté dusiku.
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4. Pristroje a pomicky

4.1 Lazen vodni stermostatem

4.2 Odstredivka laboratorni vhodné konstrukce
4.3 Zatizeni mineralizacni vhodné konstrukce
4.4 Zatizeni destilacni vhodné konstrukce

4.5 Banky nebo tuby mineralizacni vhodné velikosti (banky se doporucéuji podle Kjeldahla
500 az 750 ml)

4.6 Papirek pH nebo lakmusovy
4.7 Varna téliska (pemzagran., stiipky sklenéné ¢i porcelanové)

4.8 Odpénovaci prostiedek (napt. parafin ¢i silikonovy olg)

5. Postup

As 1 az 2 g zkusebniho vzorku se odvazi s presnosti nggméné na 0,001 g do kadinky na
400 ml, pfida 100 ml horké vody a zahigje k varu. Potom se piida 25 ml roztoku siranu
médnatého (3.1), prikryje hodinovym sklickem a vaii po dobu 2 min. Po skon¢eni varu se za
stalého michani pridava po ¢astech 25 ml roztoku hydroxidu sodného (3.2), obsah kadinky se
ziedi 100 ml horké vody, promicha a po usazeni srazeniny se filtruje dekantaci pies stiedné
husty filtr, prosty dusiku. Promyva se opét dekantaci horkou vodou i po prevedeni srazeniny
na filtr, az jiz dalsi podil filtratu nedava reakci na méd’ (roztok 3.4), resp. na sirany (roztok
3.3). Filtrat se dale nepouzije.

U skrobnatych krmiv a krmiv, kde filtrace probiha velmi obtizné, se pevny podil oddéluje
odstiedénim (4.2) a promyva opét dekantaci horkou vodou do negativni reakce dalsi
promyvaci kapaliny nameéd’ (roztok 3.4) resp. sirany (roztok 3.3). Jinym zptasobem usnadnéni
filtrace je 30 min. zahtivani vyluhu na vodni lazni (4.1) pri teploté 60 °C, namisto vaieni po
dobu 2 minut.

Filtr se srazeninou se prevede do mineraizaéni banky (4.5), resp. srazenina se prevede
pomoci davky kyseliny sirové (3.7) z centrifugacni kyvety do mineralizatni banky, pfi
opatrném ziedéni vodou.

Dale se postupuje podle Prilohy 9, ¢ast 2.1 Stanoveni dusikatych latek.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah bilkovin v g/kg (X) se vypocita jako obsah dusikatych latek podle vzorce:
6.1 pii jimani destilatu do kyseliny sirové
X = 6,25.28,014.(V, - V,)
m

6.2 pii jimani destilatu do kyseliny borité

« = 6:2528014.(v; - V,).C,
m
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kde Vy je spotieba odmérného roztoku hydroxidu sodného na slepou zkousku v mli
V,  spotieba odmérného roztoku hydroxidu sodného na zkouseny vzorek v ml
V,  spotieba odmérného roztoku kyseliny sirové naslepou zkousku v mli
V3  spotieba odmérného roztoku kyseliny sirové na zkouseny vzorek v ml
C, presna koncentrace pouzitého odmérného roztoku hydroxidu sodného v mol/l

C,  presna koncentrace pouzitého odmérného roztoku kyseliny sirové v mol/l
m  hmotnost alikvotniho podilu navazky vzorku v g

28,014 latkové mnozstvi dusiku, odpovidajici pouzitému odmérnému roztoku kyseliny
sirove

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatel nosti, a vyjadiuje se s piesnosti na celé jednotky g/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.
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2.4 Stanoveni obsahu aminokyselin
Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no. L 93/012.

1. Ukel arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu aminokyselin v krmivech.

2. Princip

Volné, necastéji pridané aminokyseliny se ze vzorku vyextrahuji roztokem kyseliny
chlorovodikové, extrakt se zahusti a obsah aminokyselin se stanovi metodou kapalinové
chromatografie.

Vazané aminokyseliny je ngjprve nutno uvolnit z bilkovinného retézce. Peptidova vazba mezi
aminokyselinami tetézce bilkoviny se hydrolyzuje vhodnym cinidlem a jednotlivé
aminokyseliny se uvolni do roztoku. Jako hydrolyzacni ¢inidlo se pouziva roztok kyseliny
chlorovodikové pro stanoveni téchto aminokyselin: glycin, aanin, serin, threonin, valin,
isoleucin, leucin, lysin, arginin, kyselina asparagova, kyselina glutamova, fenylalanin, tyrosin,
histidin a prolin. Cystin (dvé molekuly cysteinu spojené S-S vazbou) a methionin se nejprve
oxidujii smeési kyseliny mraven¢i a peroxidu vodiku za vzniku kyseliny cysteové a
methioninsulfonu a teprve poté se fetézec bilkoviny hydrolyzuje. Vzhledem k nestalosti
tryptofanu v kyselém prostiedi je pro jeho stanoveni nutno pouzit hydrolyzu v akalickém
prostredi hydroxidu barnatého.

Z hydrolyzati vzorku se odstrani hydrolyzagni cinidlo, kyselina chlorovodikova odparenim
resp. hydroxid barnaty vysrazenim jako siran barnaty, a tyto se pirevedou na definovany
objem.

Obsah aminokyselin se stanovi metodou kapalinové chromatografie a vypocte porovnanim se
standardem.

3. Chemikalie

3.1 Kyselinachlorovodikova, koncentrovana. (h = 1,17 g/cm3)

3.2 Kysdlinachlorovodikova, roztok c(HCI) = 6 mol/l, (mozno piidat 0,1 % fenolu)
3.3 Kysdinachlorovodikova, roztok c(HCI) = 0,1 mol/l s2 % thiodiglykolu

3.4 Hydroxid barnaty oktahydrat (Ba(OH), .8 H,O) s minimalnim obsahem CO,
3.5 Peroxid vodiku, roztok 30 %

3.6 Kysdinamravenéi, 99+ 1 %

3.7 Kysdinamravenci, 85 %

3.8 Ethylalkohol ¢isty 96 % (poznamka 8.1)

3.9 Isopropylalkohol (poznamka8.1)
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3.10
311
3.12

Isopropylakohol, roztok 12 %
Oktylalkohoal ¢isty (poznamka 8.1)

Standardni smés aminokyselin (od vyrobce deklarované jako standardy pro stanoveni
aminokyselin). Navazuji-li se jednotlivé aminokyseliny, susi se v exsikatoru minimalné

jeden tyden nad oxidem fosforecnym.

3.13
3.14
3.15
3.16
3.17
3.18
3.19

3.20
321

Kyselina 5-sulfosalicylova, roztok 60 g/l.

Dusik (méné nez 10 mg kysliku/kg) nebo jiny inertni plyn
Thiodiglykol, koncentrovany.

Thiodiglykol, roztok 0,5 %

Citrat sodny, trihydrat

Fenol

Citronanovy "rozpoustéci” tlumivy roztok o pH = 2,2

Priprava: 19,61 g citronanu sodného (3.17), 5 ml thiodiglykolu (3.15), 1 g fenolu (3.18)
a 16,5 ml kyseliny chlorovodikové (3.1) se rozpusti v 800 m vody, pH se upravi na
2,2, doplni se do 1 litru a promicha.

Siran sodny bezvody (Na,SO,), roztok 91 g/l

Hydroxid sodny, roztok 100 g/l
Chemikalie predepsané k jednotlivym zpasobim chromatografickych —stanoveni
aminokyselin v predepsané cistoté.

4. Pristroje a pomicky

4.1
41.1

4.1.2

Kapalinovy chromatograf vybaveny timto prislusenstvim:

Pumpy davkujici jak eluéni tlumivé roztoky, tak derivatizacni ¢inidlo s presnosti
+0,5 %

Davkovaci zatizeni a” manualni ¢i automatické s piresnosti 2 %

4.1.3 Temperovany kolonovy systém

4.1.4 Detekeni systém, pracujici s dostatecnou citlivosti a s linearni odezvou na zménu

koncentrace aminokyselin v rozsahu bézné pouzivaném

4.2 Termostat s automatickou regulaci teploty a nucenou cirkulaci vzduchu, nerezové téleso,

4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9

nebo

Autoklav nebo

Topna plotna s automatickou regulaci teploty (prikonu)
Odstredivka s rotorem na kyvety 100 a 200 ml
Odparkarotacni vakuova

Vyvéva olgova nebo vodni s pojistnou lahvi

pH metr

Systém s inertnim plynem s redukénim ventilem a trojcestnym kohoutem na
promyvani hydrolyzata plynem
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410 Sklenéné nadobi:

4.11 Ampule sklenéna 150 ml s hrdlem pro zataveni nebo ampule sklen¢na s teflonovym
uzaveérem.

412 Banky varné s normalizovanym zabrusem (dale jen NZ) 29/32, 750 ml a 1000 mi
sdelsim hrdlem

4.13 Banky varné s NZ 29/32, 250, 500, 750 ml se zabrusovym uzavérem sjednocestnym
kohoutem

4.14 Banky s kulatym dnem NZ 29/32 250, 500, 750 ml

4.15 Kelimek teflonovy uzaviratelny

4.16 Chladi¢ zpétny vzdusny NZ 29/32 délky cca 75 cm

4.17 Filtraeni nalevka se sklenénou fritou s velikosti pora 15-40 um
4.18 Filtr membranovy

4.19 Vodni l4zen stermostatem

5. Postup
5.1 Upravavzorka

Navazuje se vzorek, pripraveny s nasledujici zmeénou: vzorek s obsahem vihkosti vyssim nez
10,0 % az 15,0 % (podle druhu materialu) je nutno predsusit pii teploté, ktera nepresihne
50 °C.

U vzorkut s obsahem tuku vyssim nez 100 g/kg se provede odtucnéni.

5.2 Priprava hydrolyzata
5.2.1 Hydrolyzav kyselém prostiedi

5.2.1.1 Odvazi se takové mnozstvi vzorku s piesnosti nggméné na 0,0001 g, aby obsahovalo
alespon 25 mg dusiku.

5.2.1.2 Kyselou hydrolyzu je mozno provadét bud’ v uzavienych sklenénych ampulich (4.11)
nebo ve varnych bankach s uzavéry s jednocestnym kohoutem (4.13) nebo ve varnych
bankach bez uzavieni (4.12) pod zpétnym chladi¢cem (4.16).

5.2.1.3 Navazkavzorku se kvantitativné prevede do hydrolyza¢ni banky nebo ampule (4.11),
piida se dostatecny objem kyseliny chlorovodikové (3.2), cca 150 az 250 ml na jeden gram
navazky vzorku a krouzenim se obsah promisi. Pres trojcestny kohout (4.9), ktery ma na jednu
cestu privedeno vakuum a na druhou inertni plyn (3.14), se suspense vzorku zbavi stiidavym
piepinanim vakua a inertniho plynu rozpusténého vzduchu. Pt hydrolyze pod zpétnym
chladi¢em (4.16) neni nutno rozpustény vzduch ze vzorku odstranovat. Varnou banku (4.14) a
sklenénou ampuli s teflonovym uzavérem (4.11) je mozno uzaviit vakuovanou; zatavitelna
ampule se na vodni lazni zahieje na cca 100 °C a hrdlo se zatavi. Opatrnym krouzenim se
oplachnou vnitini stény nadoby tak, aby na nich neulpély ¢astice vzorku.

5.2.1.4 Hydrolyza¢ni nadoby se umisti napi. do termostatu s nucenou cirkulaci vzduchu (4.2)
a po dosazeni teploty 110 °C - 115°C probiha hydrolyza 23 hodin. Pii pouziti varnych bangk,
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uzavienych kohoutem (4.13) se doporucuje uzavér piipevnit "klipsnou” a v pocatecnich
stadiich, cca 1 hod., pretlak par kyseliny chlorovodikové opatrné odpoustét.

5.2.1.5 Hydrolyza pod zpétnym chladicem (4.16) probiha na topné plotné (4.4) s takovym
prikonem, aby se obsah bariky zivé varil, coz odpovida bodu varu azeotropické smési voda -
kyselina chlorovodikova, cca 110 °C.

5.2.1.6 Adekvatni vytézky aminokyselin poskytuje také hydrolyza pii 145°C po dobu 4 hod.
Tento zpasob je vhodné provadét v ampulich (4.11) v autoklavu, z divodu pretlaku.

5.2.1.7 Po ukonc¢eni hydrolyzy se obsah hydrolyzacni bainky nebo ampule kvantitativné
vodou pievede pies filtracni nalevku s fritou S3 (4.17) do odparovaci barky (4.14) s kulatym
dnem. Jemny sediment zanasi fritu a vyznamné se podili na zpomaleni filtrace, s vyhodou je
mozno pouzit filtraci se snizenym tlakem ¢i filtrovat nejprve Ciry supernatant po prirozené
sedimentaci a sediment prenést na fritu az pri promyvani vodou.

5.2.1.8 Filtrat se odpaii narotaéni vakuové odparce (4.6) za pouziti olejové ¢i vodni vyveévy
(4.7), (nutno pouzivat promyvaci lahev s hydroxidem sodnym pro olgovou vyvévu a
pojistnou lahev pro obé vyvévy) do sirupovité konzistence pri teploté max. 50 °C. P¥i
odpareni do sucha vznikaji ztraty jednak rozstrikem az do trubice odparky a jednak degradaci
samotnych aminokyselin. Sirupovity odparek se rozmicha v nékolika ml isopropanolu (3.10) a
znovu odpati. Toto se opakuje jesté jednou.

5.2.1.9 Odparek se kvantitativné prevede do definovaného objemu tlumivym roztokem
o pH 2,2 (3.19). Dalsi mozna uprava vzorku zavisi na pouzitém chromatografickém postupul.

5.2.2 Oxidativni hydrolyza

5.2.2.1 Sirné aminokyseliny se oxiduji smési peroxidu vodiku (3.5) a kyseliny mravenci (3.6)
(1 + 19) nebo peroxidu vodiku (3.5) a kyseliny mravenc¢i (3.7) (1 + 9). Smés se po smiseni
necha stat pii pokojové teploté 2 hodiny a poté se umisti do chladnic¢ky pii teploté 0 °C na
dobu 15 minut.

5.2.2.2 Vzorek navazeny s piesnosti 0,0001 g, ktery obsahuje alespon 25 mg dusiku, se
kvantitativné pievede do varné banky (4.12), prida se 15 ml oxidacni smési (viz 5.2.2.1) a po
opatrném rozmichani se umisti do chladnicky pii teploté 0 °C az 4 °C na dobu 16 hod. Po této
dobg se bud’

a) prida prebytek kyseliny chlorovodikové nebo
b) se prebytek oxidacni smési odstrani bud’ za vakua nebo lyofilisaci.

5.2.2.3 K oxidovanému vzorku se prida nejprve opatrné 1 ml kyseliny chlorovodikové (3.1)
a po vysumeéni dalsich 100-150 ml kyseliny chlorovodikové (3.2). Hydrolyza probiha pod
zpétnym chladicem (4.16) pri teploté 110 °C po dobu 23 hodin. Dale se postupuje podle
52.17.

5.2.2.4 K oxidovanému vzorku se prida 60 ml ledové deionisované vody. Na rotacni
vakuové odparce se obsah zahusti do sirupovité konzistence pri teploté max. 30 °C. Baika se
proplachne cca 30 minut inertnim plynem (3.14), prida se 20 ml vody a znovu se odpati do
sirupovité konzistence. Odparek se za tepla rozpusti ve 100-150 ml kyseliny chlorovodikové
(3.2) akvantitativné se dalsim podilem této kyseliny prevede do hydrolyzacni nadoby tak,
aby objem kyseliny odpovidal obsahu uvedenémyv 5.2.1.7. K odstranéni pénéni mozno
piidat oktylalkohol (3.11). Dalsi postup hydrolyzy je totozny s postupem popsanym v
52.17.
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5.2.25 K oxidovanému vzorku se prida 60 ml ledové deionisované vody. Suspense se
namrazi na stény banky a vysusi mrazovou sublimaci. Lyofilisat se rozpusti v malém objemu
kyseliny chlorovodikové (5.2) a kvantitativné pievede do hydrolyzatni nadoby tak, aby objem
kyseliny (5.2) odpovidal uvedenému v 5.2.1.7 .Dalsi postup kyselé hydrolyzy je totozny s
postupem uvedenym v 5.2.1.7.

5.2.3 Hydrolyzav akalickém prostiedi

Hydrolyza v alkalickém prostredi pro stanoveni tryptofanu se provadi v uzaviratelnych
nadobach, jgichz konstrukce umoznuje zvyseni vnitiniho tlaku pii zahifevu. S vyhodou se
pouzivai teflonové kelimky (4.15) opatiené perforovatel nym septem.

Do nadobky se odvazi 0,2 az 0,4 g zkusebniho vzorku s presnosti nggméné na 0,0001 g a
smicha se 4 g hydroxidu barnatého (3.4), piidaji se 4 ml vody a po uzavieni se umisti do
vrouci vodni 1azné (4.19) na 10 minut. Poté se obsah nadobky 2 az 3krat promyje inertnim
plynem (3.14) (pomoci pripojeného vakua, pozor na pénéni, nutno pouzivat pomalé zmeény
tlaku) a hydrolyzuje se pii teplot¢ 110 °C po dobu 17 hodin. Po ukonceni hydrolyzy se
nadobky umisti do teplé vody, aby obsah zastal stale tekuty, pri chladnuti rychle tuhne. Pred
otevienim je nezbytné opatrné perforovat septum injekéni jehlou nebo pooteviit kohout, aby
doslo k vyrovnani pretlaku. Po otevieni se ke vzorku pridaji 2 ml thiodiglykolu (3.15) a
priblizné 5ml kyseliny chlorovodikové (3.2), aby pH dosahlo hodnoty cca 2. Cely obsah
hydrolyza¢ni nadobky se kvantitativné prevede horkym roztokem thiodiglykolu (3.16), (max.
15ml), do 50 ml odmérné baniky, ptida se 25ml roztoku siranu sodného (3.20). Po
vychladnuti na teplotu 20 °C se objem doplni vodou po rysku, promicha a srazenina siranu
barnatého se necha sedimentovat, poté se odstiedi pii 1 000G po dobu 30 minut. Ciry
supernatant je mozno pouzit ptimo k davkovani pro vlastni chromatografické stanoveni.

5.2.4 Extrakce volnych aminokyselin

Do kuzelové banky se odvazi 1 az 3 gramy zkusebniho vzorku s piesnosti neiméné na
0,0001 g a extrahuje se 100,0 ml kyseliny chlorovodikové (3.3) tiepanim nebo michanim po
dobu 1 hod. Poté se suspense necha sedimentovat nebo se pevny podil odfiltruje.

K 10 ml ¢irého supernatantu nebo filtratu se ve 100 ml barce za stalého michani prida 5 ml
roztoku kyseliny sulfosalycilové (3.13) a po 5minutach se srazenina bilkovin odstrani
centrifugaci pii 15 000 G po dobu 15 minut nebo odfiltruje membranovym filtrem (4.18).

Supernatant nebo filtrat se kvantitativné prevede do odmeérné baiky definovaného objemu, pH
se upravi roztokem hydroxidu sodného (3.21) na hodnotu 2.2 a doplni po rysku a promicha.

Obsah aminokyselin se stanovi chromatograficky.
5.3 Chromatografické stanoveni aminokyselin

Obsah jednotlivych aminokyselin se stanovi metodou kapalinové chromatografie podle
navodu ke konkrétnimu kapalinovému chromatografu (4.1) a za podminek, odpovidajicim
pouzité koloné (4.1.3). Kazdy vzorek se analyzuje dvakrat av pripadé relativni odchylky veétsi
nez 5 % se stanoveni opakuje.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
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Vypocet obsahu jednotlivych aminokyselin se provede z poméru ploch pika vzorku a
standardu o znamé koncentraci pii zohlednéni fedéni vzorku pii pripraveé. Pii pouzivani
vnitiniho standardu, napt. norleucinu nebo methioninsulfoxidu ¢i dalsi ninhydrinpozitivni
latky v prirodnim materialu se nevyskytujici a s retencnim ¢asem odlisnym od stanovovanych
aminokyselin, se ngjprve plochy pika koriguji na plochu piku vnitiniho standardu. Plocha piku
se vypocte jako nasobek vysky a siiky v poloviné vysky nebo se urci planimetrickou metodou
nebo integraci pomoci integratorul.
Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se jako:

g aminokyseliny/ 16 g dusiku s presnosti na0,1 g/16 g N

g aminokyseliny/ 100 g aminokyselin s piesnosti na0,1 g/100 aminokyselin

g aminokyseliny na 1 000 g (1 kg) susiny vzorku s piesnosti na celé jednotky

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralenimi stanovenimi, provadénymi na stejném vzorku musi byt
maximalné 5 % relat.

8. Poznamky

8.1 Ethylalkohol, propylalkohol a oktylalkohol nebezpe¢nymi hotlavinami I. tiidy a proto
pii jakékoli manipulaci s koncentrovanymi roztoky je nutno zachovavat bezpe¢nostni
pravidla.
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2.5 Stanoveni obsahu mocoviny

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no. L 155,
12/07/71

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni mocoviny v krmivech s aditivnim obsahem
této latky.

2. Princip

Mocovina se stanovi po vycereni vodniho vyluhu vzorku Carresovymi cinidly a odfiltrovani
nerozpustného zbytku, reakci s p-dimethylaminobenzaldehydem spektofotometricky pri
vinové délce 420 nm.

3. Chemikalie
3.1 p-Dimethylaminobenzaldehyd (dale jen DMAB), roztok

Pripravac 1,6 g DMAB se rozpusti v 100 ml ethylalkoholu, prida se 10 ml konc.
kyseliny chlorovodikové apromicha

Skladovatel nost tohoto roztoku je nejvyse 15 dni
3.2 Carresovo cinidlo |, roztok

Priprava: 21,90 g dihydratu octanu zinecnatého (CH3CO,)2Zn .2H,0 serozpusti asi ve
30 az 50 ml vody, pridaji se 3 ml ledové kyseliny octové (CH3COOH), doplni vodou na
objem 100 ml a promicha

3.3 Carresovo ¢inidlo 1, roztok
Priprava: 10,60 g trihydratu hexakyanozeleznatanu tetradraselného [K4Fe(CN)g].3H.O

rozpusti v 50 ml vody, doplni vodou na 100 ml a promicha
3.4 Mocovina, zakladni standardni roztok

Priprava: Do odmérné banky na 100 ml se odvazi presné¢ 0,100 g mocoviny, rozpusti se
ve vode, doplni vodou po rysku a promicha.

1 ml tohoto standardniho roztoku obsahuje 1 mg mocoviny.
3.5 Uhli aktivni, které neabsorbuje mocovinu (musi byt ovéreno)

4. Pristroje a pomicky

4.1 Spektrofotometr vhodné konstrukce pro mereni pri vinové délce 420 nm a kyvetou
0 optické délce 10 mm

4.2 Michaci zatizeni s frekvenci otageni asi 35 az 40 otacek za minutu
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4.3 Lazen vodni s automatickou regulaci teploty pii 20 °C

4.4 Zkumavky o rozmérech 160 mm x 16 mm se zabrousenou zatkou.

5. Postup
5.1 Sestrojeni kalibracniho grafu

5.1.1 Do sady ngmén¢ 6 odmeérnych banék na 100 ml se diferencované odpipetuje 1,0 ; 2,0;
3,0; (4,0;) 50; 7,0; 9,0a 10,0 ml zakladniho standardniho roztoku mocoviny (3.4), kazda

Vv

obsahum 10,0; 20,0; 30,0; (40,0); 50,0; 70,0; (90,0) a100,0 ung mo¢oviny v 1 ml.

o w v

5.1.2 Do sady ngmén¢ 6 zkumavek se odpipetuje z kazdého ziedénéjsiho standardniho
roztoku po 5ml, dale se do kazdé zkumavky odpipetuje 5ml DMAB (3.1), promicha a
ponecha navodni lazni (4.3) 15 minut pii teploté 20 °C.

Koncentrace v jednotlivych zkumavkach je 5 az 50 ug mocoviny v 1 ml.

51.3 U takto pripravenych roztoki se zméfi absorbance v 10mm kyveté na
spektrofotometru (4.1) pii vinové délce 420 nm proti kompenza¢nimu roztoku (u vzorkua proti
slepému roztoku), ktery obsahuje 5 ml DMAB + 5 ml vody.

Z namétenych hodnot absorbanci a jim odpovidajicim koncentraci se sestroji kalibra¢ni graf
Vv ug mocoviny/ml.

5.2 Vlastni provedeni

5.2.1 Odvazi seas 2 g zkusebniho vzorku (poznamka 8.1) s presnosti neggméné na 0,001 g do
odmérné banky na 500 ml, prida se 400 ml vody a 1 g aktivniho uhli (3.5). Po promichani se
dale prida 5 ml Carresova ¢inidla | (3.2) a po opétném promichani 5 ml Carresova cinidla Il
(3.3). Potom se odmeérna baika s roztokem umisti na michaci zafizeni (4.2) a micha po dobu
30 minut. Pak se doplni vodou po rysku, promicha a filtruje suchym filtrem do suché
kadinky, pricemz prvni podil filtratu se nezachycuje. Neni-li roztok zcela ciry a bezbarvy,
stanoveni se opakuje s pridanim vétsiho mnozstvi aktivniho uhli (3.5) (poznamka 8.2).

Do zkumavky se odpipetuje 5 ml ¢irého filtratu, piida pipetou 5 ml roztoku DMAB (3.1),
promicha a ponecha navodni lazni (4.3) pri teploté 20 °C po dobu 15 minut.

5.2.2 Soubézné se vzorkem se piipravi slepy roztok (blank) stejnym zptsobem, jak vyse
uvedeno, s vyjimkou pridani roztoku zkouseného vzorku, misto néhoz se piida stené
mnozstvi vody.

5.2.3 Roztok vzorku se po vyjmuti z vodni lazné (4.3) méfi, jak je uvedeno v 5.1.3 proti
slepému roztokul.

Z kalibra¢niho grafu se zjisti koncentrace mocoviny v pg/ml.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah mocoviny v g /kg (X) se vypocita podle vzorce:
C.F

~100.m

kde C je koncentrace mocoviny zjisténa z kalibracniho grafu v pg/ml
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m navazka zkusebniho vzorku v g
F faktor redeni

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji pozadavky opakovatelnosti a vyjadiuje se s piesnosti na 0,1 g/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Pri obsahu mocoviny ve vzorku vétsim nez 30 g/lkg se navazka zkusebniho vzorku
snizuje na 1 g nebo se zkouseny vzorek redukuje fedénim tak, aby koncentrace mocoviny ve
zkusebnim vzorku nebyla vyssi nez 50 mg/500 ml.

P znacné niz§im obsahu mocoviny ve zkouseném vzorku se hmotnost zkusebniho vzorku
zvysi, aetak, aby filtrat roztoku vzorku byl ¢iry a bezbarvy. Vypocet nutno upravit.

8.2 Pridavek aktivniho uhli by nem¢l piesahnout 3 g.
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2.6 Stanoveni obsahu amoniaku v rybich mouc¢kach

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no. L 279,
20/12/71

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni amoniaku v rybich mouckach. Je pouzitelna
pro obsahy amoniaku, vyjadiené jako NH3 do 2 500 mg/kg.

2. Princip

Amoniak se stanovi titracné alkalimetricky ve vodnim vyluhu vzorku po vycereni kyselinou
trichloroctovou, vytésnéni oxidem horecnatym a predestilovanim do kyseliny sirové.

3. Chemikalie
3.1 Kyselinatrichloroctova, roztok 200 g/l
3.2 Oxid horecnaty, pevny
3.3 Odpenovaci prostiedek (silikonovy olg apod.)
3.4 Kysdinasirova, odmérny roztok c(H,SO,) = 0,05 mol/|
3.5 Hydroxid sodny, odmeérny roztok c¢(NaOH) = 0,1 mol/I
3.6 Indikator methylova cerven
Priprava: 0,30 g methylové ¢ervené se rozpusti ve 100 ml ethylalkoholu 96 %

4. Pristroje a pomicky
4.1 Mixér nebo michacka vhodné konstrukce o 35 az 40 ot/min
4.2 Pristroj destilacni (pro prehanéni vodni parou)

5. Postup

Odvazi se as 10 g zkusebniho vzorku s presnosti nggméné na 0,001 g do baiiky mixéru nebo
kadinky vhodného objemu, piida se 100 ml vody a mixuje (micha) po dobu 30 minut. Potom
se obsah prevede vodou do odmérné banky na 250 ml, ptida se 50 ml roztoku kyseliny
trichloroctové (3.1), doplni vodou po rysku a intenzivné promicha. Obsah se filtruje suchym
skladanym filtrem stfedni hustoty do suché kadinky, pricemz prvni podil filtratu se
nezachycuje.

Do destilacni banky pristroje (4.2) se odpipetuje aikvotni podil, podle ocekavaného obsahu
amoniaku (obvykle 100 ml), ziedi vodou asi na 200 ml a tésn¢ pred destilaci se pridaji 29
oxidu hotrecnatého (3.2), par kapek odpénovaciho prostiredku (3.3) (roztok musi byt alkalicky -
zkouska napr. pH papirkem) a destilacni banka se pripoji k destilacnimu pristroji (4.2).
Prestupnik pristroje se ponoii do titracni baiky, do které bylo pridano pipetou presné 25,0
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nebo 50,0 ml odmérného roztoku kyseliny sirové (3.4), ato asi 0,5 cm pod hladinu. Pak se
zapne destilace a destiluje se tak dlouho, az nadestiluje asi 150 ml destilatu. Béhem destilace
se dba, aby se neprehiivaly stény banky. Pred skoncenim destilace se predlioha snizi tak, aby
prestupnik vyénival nad hladinu a zkousi se reakce dalsiho destilatu napi. pH papirkem. Neni-
li alkalicka, destilace se ukonci, prestupnik se oplachne do predliohy a obsah piedliohy se asi
2 minuty povari (poznamka 8.1). Po ochlazeni se do predlohy prida par kapek indikatoru
methylové cervené (3.6) a titruje se odmeérnym roztokem hydroxidu sodného (3.5) do praveé
vymizelého ¢erveného zabarveni roztoku.

Je-li reakce dalsiho destilatu jesté alkalicka, je nutno destilaci opakovat s mensim alikvotnim
podilem nebo prodiouzit dobu destilace. Vedle toho se provede slepa zkouska se stejnym
postupem s vyjimkou pridani alikvotniho podilu filtratu vzorku, misto kterého se piida stegjny
objem vody.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah amoniaku, vyjadieného jako NH3 v mg/kg (X), se vypocita podle vzorce:

_1710°.CV
m

X

kde V je rozdil spotieb odmeérného roztoku hydroxidu sodného na slepou zkousku a
vzorek v ml
C presna koncentrace odmérného roztoku hydroxidu sodného v mol/I
m hmotnost alikvotniho podilu zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
ktera splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
10% relativnich.

8. Poznamky

8.1 Povareni obsahu prediohy pred titraci je nutné k rozlozeni event. zbytku kyseliny
trichloroctové na chloroform aoxid uhlicity, které se varem vypudi z roztoku.
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2.7 Stanoveni obsahu tékavych dusikatych latek

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no. L 279,
20/12/71

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu tékavych dusikatych bazi,
vyjadienych jako amoniak, v krmivech.

2. Princip

Vzorek se extrahuje vodou a roztok se vyceri a filtruje. Tékavé dusikaté baze jsou uvolnény
uhlicitanem draselnym a pomoci mikrodifuze jimany do roztoku kyseliny borité a stanoveny
kyselinou sirovou titracng.

3. Chemikalie
3.1 Kyselinatrichloroctova, roztok 20%

3.2 Smésny indikator: 33 mg bromkresolové zelené a 65 mg methylové cervene se rozpusti
ve 100 ml 95 - 96% ethylalkoholu

3.3 Kysdinaborita, roztok

Priprava: 10 g kyseliny borité se rozpusti v 900 ml vody, prida se 10 ml indikatoru (3.2)
a 0,5 ml 4% roztoku hydroxidu sodného a promicha se. Doplni se vodou na 1 litr.

3.4 Uhlicitan draselny, nasyceny roztok

Priprava: 100 g uhli¢itanu draselného se rozpusti ve 100 ml  horké vody, necha se
vychladnout a zfiltruje se.

3.5 Kyselinasirova, odmérny roztok c(H,SO,4) = 0,01 mol/l
3.6 Glycerin

4. Pristroje a pomicky
4.1 Michatkascca35 - 40 ot/min

4.2 Sklen¢na nebo plastova Conwayova miska o vnittrnim priméru 10 cm
4.3 Mikrobyreta s délenim 1/100 ml

5. Postup
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Do odmerné banky na 200 ml se navazi 10 g zkusebniho vzorku s presnosti na 0,001 g, prida

se 100 ml vody a micha se 30 minut. Prida se 50 ml kyseliny trichloroctové (3.1), objem se
upravi vodou na 200 ml, dukladné se protiepe afiltruje se pies skladany filtr. Do stiedni ¢asti
Conwayovy misky se napipetuje 1 ml kyseliny borité (3.3) a do okolniho prstence se
napipetuje 1 ml filtratu (poznamka 8.1).
Rychle se prikapne do prstence s filtratem roztok uhli¢itanu draselného (3.4) a okamzité se
vicko zcela vzduchotésné uzavie, pricemz k utésnéni se pouzije malé mnozstvi glycerinu
(3.7). Opatrnym otacenim v horizontalni roviné se roztok promicha. Necha se inkubovat
ngiméné 4 hodiny pri laboratorni teploté nebo 1 hodinu pii 40 °C. Tékavé dusikaté baze v
kyseling borité se ztitruji odmérnym roztokem kyseliny sirové (3.5).

Zaroven se provadi slepy pokus za pouziti stejného postupu bez pridani filtratu zkouseného
vzorku.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku

Obsah tekavych dusikatych latek, vyjadienych jako amoniak v g/kg (X), se vypocita podle
vzorce:

_ 34,06V.C.F.

- m

kde V je spotieba odmérného roztoku kyseliny sirové (3.5) v ml
F zied’ovaci faktor

m hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g

X

C presna koncentrace odmeérného roztoku kyseliny sirové v mol/l

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatel nosti a vyjadiuje se s presnosti na cel¢ jednotky g /kg.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stggném vzorku nesmi
presahnout pii obsahu amoniaku:  do 10 g/kg 10% relat.

rovném nebo vyssim nez 10 g/kg 1,0 gkg

8. Poznamky
8.1 Pokud obsah amoniaku presahne 60 g/kg, je nutno filtrat redit.
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2.8 Stanoveni aktivity ureazy v produktech s obsahem soji

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no.L 155,
12/07/71

1. U¢d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni aktivity ureazy v produktech, ve kterych je
obsazena soja.

Metoda je pouzitelna pro vsechny druhy produktti s obsahem soji a do hodnoty aktivity
ureazy 1 mgN/g.min pii 30 °C. Pro vyssi obsahy se navazka vzorku redukuje az na 0,05 g.

2. Princip

Aktivita ureazy se stanovi titracné alkalimetricky ur¢enim mnozstvi amoniakalniho dusiku,
uvolnéného z roztoku mocoviny 1 g zkouseného vzorku za 1 minutu pri teploté 30 °C.

3. Chemikalie

3.1 Kysdinachlorovodikova, odmérny roztok c(HCI) = 0,1 mol/I
3.2 Hydroxid sodny, odmérny roztok c¢(NaOH) = 0,1 mol/I

3.3 Tlumivy roztok fosforecnanovy

Priprava: Do 1000 ml odmeérné banky se odvazi 4,45 g dihydratu hydrogenfosforecnanu
sodneho (N&HPO, . 2 H,0), 3,409 dihydrogenfosforetnanu draselného (KH,PO,),

rozpusti se ve vodeé, doplni vodou po rysku a promicha.

3.4 Mocovinag, roztok 30 g/l v tlumivém roztoku fosfore¢nanovém o pH = 6,9 az 7,0 (vzdy
cerstve pripraveném)

4. Pristroje

4.1 pH metr vysoké citlivosti na 0,02 pH s prislusenstvim

4.2 Michacka el ektromagneticka s michadélky

4.3 Lazen vodni stermostatem, umoziujicim regulaci teploty na 30 °C piesné

4.4 Zkumavky rozméra 150 mm x 18 mm se zabrusem a zatkou

5. Postup

Do zkumavky se zabrusem (4.4) se odvazi asi 0,2 g zkusebniho vzorku s presnosti ngjméné
na 0,001 g (poznamka 8.1), piida se presné¢ 10 ml roztoku mocoviny (3.4), ihned zazatkuje a
intenzivné protrepava. Potom se vlozi navodni lazen (4.3) vytemperovanou piesné na 30 °C a
ponecha na lazni 30 minut. Pak se ihned piida presné 10 ml odmérného roztoku kyseliny
chlorovodikové (3.1), ochladi rychle na 20 °C, obsah zkumavky se kvantitativné prevede do
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kadinky tak, ze se zkumavka vzdy vyplachne dvakrat 5 ml vody. Kadinka se umisti na
elektromagnetickou michacku (4.2), pripoji elektrody pH-metru (4.1) a titruje odmérnym
roztokem hydroxidu sodného (3.2) do hodnoty pH = 4,7 (V1).

Vedle toho se provede slepa zkouska tak, ze do zkumavky se odvazi 0,2 g vzorku s piesnosti
na 0,001 g (zcela shodné jako u stanoveni ve vzorku), piida se presné 10 ml odmérného
roztoku kyseliny chlorovodikové (3.1) a 10 ml roztoku mocoviny (3.4) a smés se rychle
ochladi v ledové vodé, kde se ponecha po dobu 30 minut. Pii dodrzeni téchto podminek se
pievede obsah kvantitativné do kadinky a titruje za vyse uvedenych podminek odmérnym
roztokem hydroxidu sodného (3.2) do hodnoty pH =4, 7 (V>).

6. Vypocet a vyjadieni vysledku

Aktivita ureazy v jednotkach aktivity (tj. mg amoniakalniho dusiku uvolnéného 1 g
zkouseného vzorku za 1 minutu pii teploté 30 °C) (X) se vypocita podle vzorce:

14.C.(V, - V)
X =
30.m

kde Vi je spotirebaodmeérného roztoku hydroxidu sodného pii titraci zkouseného vzorku
v ml

Vo spotieba odmeérného roztoku hydroxidu sodného pii titraci slepé zkousky v ml
m hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g
C piesna koncentrace odmérného roztoku hydroxidu sodného v mol/I

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na jedno desetinné misto.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Materialy, obsahujici vice nez 100 g/kg tuku, musi byt nejdiive odtu¢nény za studena
(napt. diethyletherem ¢i hexanem).
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2.9 Ureazovy test

1. Ukel arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro zjisténi stupné odhoiceni sojovych vyrobka.

2. Princip

Aktivita ureazy se stanovi titracné alkalimetricky ur¢enim mnozstvi amoniakalniho dusiku,
uvolnéného z roztoku mocoviny ureazou z 1 g zkouseného vzorku za 1 minutu.

3. Chemikalie
3.1 Kyselinasirova, odmérny roztok ¢(H,SO,) = 0,01 mol/l

3.2 Hydroxid sodny, odmérny roztok c(NaOH) = 0,02 mol/I
3.3 Mocovina, roztok 30 g/l

3.4 Indikator: methylova cerven, ethanolicky roztok 0.02 % nebo methylova oranz (sodna
sul), roztok 0.02 %

3.5 Glycerin

4. Pristroje a pomicky

4.1 Sklenéné nebo plastové Conwayovy misky, o vnitinim praméru 10 cm
4.2 Mikrobyreta s délenim 1/100 ml

4.3 Termostat s automaticky regulovatelnou teplotou 30 °C

5. Postup

Do mezikruzi Conwayovy misky (4.1) se navazi 0,65 g zkusebniho vzorku s piesnosti
ngméné 0,001 g. Vzorek se prelije 7 ml roztoku mocoviny (3.3) a opatrnym krouzenim se
promicha. Do stiedni ¢asti Conwayovy misky (4.1) se napipetuje 5 ml odmérného roztoku
kyseliny sirové (3.1) aprida se 1 az 2 kapky indikatoru (3.4). Miska se okamzité vzduchotésné
uzavie pomoci vickem, pricemz k utésnéni se pouzije malé mnozstvi glycerinu (3.5) a
ponecha se 1 hodinu v klidu stat pii teploté 30 °C.

Po uplynuti této doby se miska otevie atitraci odmérnym roztokem hydroxidu sodného (3.2)
se stanovi mnozstvi nezreagované kyseliny sirové (3.1).

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
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Aktivita ureazy vyjadiena v mnozstvi amoniaku v mg (X) uvolnéného z roztoku mocoviny
za 1 minutu pasobenim 1 g zkouseného vzorku pri teploté 30 °C se vypocita podle vzorce:

X = 34,06.C.(V, - V,)
60.m

kde Vi je spotieba odmérného roztoku hydroxidu sodného (3.2) v ml

V, objem odmérného roztoku kyseliny sirové (3.1), pipetovany do Conwayovy
misky v ml
C

presna koncentrace odmeérného roztoku kyseliny sirové v mol/|
m

hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g

1 ml odmérného roztoku kyseliny sirové (3.1) odpovida 0,3406 mg amoniakul.

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na dveé desetinna mista

7. Opakovatelnost

Nebyla dosud stanovena.

42



2.10 Stanoveni obsahu biuretu

1. Ukel arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni biuretu v mocoving

2. Princip

Metoda je zalozena na tvorbé barevného komplexu se siranem médnatym v pritomnosti
roztoku vinanu sodno-draselného v zasaditém prostredi a spektrofotometrickém meéreni
absorbance vybarveného roztoku pii vinové délce 540 nm.

3. Chemikalie

3.1 Siran médnaty pentahydrat, roztok
Priprava: 15,0 g CuSO, .5 H,0 se rozpusti v odmérné bance o objemu 1000 ml a doplni
Se po ryskul.

3.2 Vinan sodno-draselny, roztok
Priprava: 50,8 g pentahydratu vinanu sodno-draselného a 40,0 g hydroxidu sodného se
rozpusti v odmeérné bance o objemu 1000 ml, doplni se po rysku a promicha.

3.3 Biuret, standardni roztok

Priprava: 2,000 g biuretu, vysuseného 3 hodiny pii (103 + 2) °C, se rozpusti v odmerné
baince objemu 1000 ml, doplni se po rysku a promicha.

4. Pristroje a pomicky

4.1 Spektrofotometr vhodné konstrukce pro mereni pri vinové délce 540 nm a kyvetou
0 optické délce 10 mm.

5. Postup
5.1 Sestrojeni kalibrac¢niho grafu

5.1.1 Do sady odmeérnych ban¢k na 100 ml se diferencovan¢é odpipetuje O; 1,0; 5,0; 10,0;
20,0; 25,0; 30,0; 35,0 a 40,0 ml standardniho roztoku biuretu (3.3), coz odpovida O; 2,0;
10,0; 20,0; 40,0; 50,0 ; 60,0 ; 70,0 a80,0 mg biuretu. Potom se do kazdé banky prida 10 ml
roztoku vinanu sodno-draseiného (3.2) a 10 ml roztoku siranu médnatého (3.1) a smés se
necha 15 minut stat pri teploté¢ (25 £ 1) °C. Po této dob¢ se roztoky v bankach doplni po
rysku, promichaji a zmeti se jgjich absorbance proti roztoku s nulovou koncentraci mocoviny.

Z namétenych hodnot absorbanci a jim odpovidajicim koncentraci se sestroji kalibra¢ni graf
v mg biuretu/ml.

5.2 Vlastni provedeni
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5.2.1 Do odmérné banky na 200 ml se navazi as 16 g zkusebniho vzorku s piesnosti
ngméné 0,0002 g (poznamka 8.1), rozpusti se 50 ml vody, doplni se po rysku, promicha a
Zfiltruje pres dvojity skladany filtr stiedni hustoty, pri¢emz prvni podil filtratu se nezachycuje.
Potom se ¢tyti odmérné banky s objemem 100 ml oznaci ¢idlicemi 1, 11, [11, alV. Do odmérné
barky | se odpipetuje 10 ml roztoku vinanu sodno-draselného (3.2), doplni se vodou po rysku
a promicha. Do odmeérné banky Il se odpipetuje 10 ml roztoku vinanu sodno-draselného (3.2)
a 10 ml roztoku siranu médnatého (3.1), doplni se vodou po rysku a promicha. Do odmeérné
barky 1l se odpipetuje 50 ml roztoku zkouseného roztoku, 10 ml roztoku vinanu sodno-
draselného (3.2), doplni se vodou po rysku a promicha. Do odmérné banky 1V se odpipetuje
50 ml roztoku zkouseného roztoku, 10 ml roztoku vinanu sodno-draselného (3.2) a 10 ml
roztoku siranu médnatého (3.1), doplni se vodou po rysku a promicha.

Odmérné banky se nechaji stat 15 minut pri teploté (25+ 1) °C. Po této dob¢ se zmeri
absorbance roztoku Il proti roztoku | (A;) aabsorbance roztoku IV proti roztoku 111 (Ay).

Hodnota A; se odecte od A, a podle vypocteného rozdilu se ur¢i podle kalibracniho grafu
mnozstvi biuretu v mg.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah biuretu v g/kg (X) se vypocita podle vzorce:
X = 200.m,
50.m

kde m, je hmotnost biuretu odectena z kalibra¢niho grafu v mg

m hmotnost zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji pozadavky opakovatelnosti a vyjadiuje se s piesnosti na 0,1 g/kg.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
0,3 g/kg.

8. Poznamky

8.1 Pxi obsahu biuretu vzorku vétsim nez 15 g/kg se hmotnost  zkusebniho vzorku snizuje na
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2.11 Stanoveni obsahu alimetu (hydroxyanalogu D,L-methioninu)

1. Ukel arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni alimetu v krmivech.

Pro ucely této metody se pouziva tato definice: Alimet je hydroxyanalogem esencialni
aminokyseliny D,L-methioninu. Chemicky se jedna o 2-hydroxy-4-(methylthio) maselnou
kyselinu.

2. Princip

Alimet se po extrakci vzorku smési (voda + acetonitril) a nasledné hydrol yze stanovi metodou
vysokoucinné  kapalinové chromatografie (dale jen HPLC) na reverzni faz
s pouzitim UV detekce.

Alimet se dodava jako 88 %, vztazeno na obsah celkové kyseliny, ovsem prakticky jde o smés

mono, di, tri a oligomerd. Pripravou vzorku pred nasttikem do HPLC se kvantitativné
hydrolyzou oligomery pirevedou na monomer (dale jen MHA), jehoz obsah se stanovuje.

3. Chemikalie

3.1 Methylalkohol ¢istoty HPLC (poznamka 8.1)

3.2 Acetonitril cistoty HPLC

3.3 Hydroxid draselny, roztok 500 g/l

3.4 Kyselinafosforecna, koncentrovana (h = 1,69 g/ml)
3.5 Kysdinafosforecna, roztok c(HsPO,4) = 0,03 mol/I
3.6 Vodadestilovana ¢i deionisovana, cistoty HPLC
3.7 Hydroxid sodny, roztok 500 g/|

3.8 Extrakeni smés: Acetonitril-voda, (10 + 90)

3.9 Mobilni faze
Priprava: 90 obj. dilt roztoku kyseliny fosforecné (3.5) se smicha s 10 obj. dily
methylalkoholu (3.1) a pripadn¢ se upravi pH roztokem hydroxidu sodného (3.7) na
hodnotu 2,5.

3.10 Alimet, standardni substance (jedna se o tutéz latku pouzivanou pro vyrobu krmnych
smesi)

3.11 Alimet, standardni roztok
Priprava: Do kadinky na 100 ml se odméii as 30 ml extrakéni smési (3.8) a opatrné
prida takové mnozstvi standardni substance alimetu (3.10), aby po kvantitativnim
prevedeni do odmérné banky na 100 ml, doplnéni extrakéni smési (3.8) po rysku a
promichani, bylo dosazeno stejné koncentrace MHA  jako je predpokladané
(deklarované) mnozstvi ve zkouseném vzorku. Z tohoto standardniho roztoku se
pipetuje na pripravu kalibracnich roztoki.
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4 Pristroje a pomicky
4.1 Lazen ultrazvukova nebo trepacka laboratorni
4.2 Odstredivkavhodné konstrukce s prislusenstvim

4.3 Pristroj pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (dale jen pristroj HPLC)
sprislusenstvim (¢erpadlo, kolona - reverzni faze C18, 250 x 4,5 - 10 um, injekeni
davkovaci zatizeni - Rheodyne, UV detektor, popr. i databaze s integracnim softwarem,
tiskarna ¢i jiné registracni zatizeni.

5 Postup
5.1 Kalibrace améieni
5.1.1 Pripravakalibracniho roztoku

Do zkumavky se odpipetuje 3 ml standardniho roztoku alimetu (3.11), piida se 86 pl roztoku
hydroxidu draselného (3.3) a protiepe. Potom se piida 86 ul roztoku kyseliny fosforecné (3.5)
a znovu protiepe. Pokud je tieba, roztok se odstied’uje (4.2) pii 2 000 otacek/minutu po dobu
as 5 minut a supernatant se filtruje suchym, stiedné hustym filtrem do suché kadinky,
piicemz prvni podil filtratu se nezachycuje. Filtrat se nastiikuje do pristroje HPLC (4.3).

5.1.2 Méreni

Pracovni podminky:

Teplota kolony teplota okoli

Pratok mobilni faze 0,8 ml/min.

Detekce UV, vinova délka 214 nm
Injektovany objem 20 pl

Retencni ¢as 16 min. (pfi pouziti popsané kolony)

Po ekvilibraci kolony piistroje HPLC (4.3) se nastiikuje kalibracni roztok i roztok
zkouseného vzorku dvakrat, piicemz odezvy po sob¢ jdoucich nastriki musi byt v toleranci
negvyse 2 % a bazi odezvy je plocha piku. Z kazdého nastiiku se potidi chromatograficky
zaznam.

Porovnanim odezev kalibra¢niho roztoku, jeho koncentrace a roztoku zkouseného vzorku se
Zjisti koncentrace monoméru hydroxyanalogu alimetu (MHA) (poznamka 8.2).

5.2 Vlastni provedeni (poznamka 8.3)

Odvazi se takové mnozstvi dobie zhomogenizovaného zkusebniho vzorku, aby po extrakci ve
100 ml extrakéni smési (3.8) bylo dosazeno koncentrace mezi 30 az 50 ug MHA v 1 ml.
Navazka zkusebniho vzorku by neméla poklesnout pod 1 g u premixt a pod 10 g u krmnych
smési. Proto je nutno potrebné extrakty na pozadovanou koncentraci pripadné naredit.
Navazka vzorku se prevede do kuzelové banky, prida 100 ml extrakéni smés (3.8) a
vytiepava v ultrazvukové lazni nebo na mechanické tiepacce (4.1) asi 10 minut, necha se
usadit a do zkumavky se pipetuje 3 ml ¢irého roztoku.

Dale se postupuje podle 5.1.1 s vyjimkou pridani standardniho roztoku alimetu a 5.1.2.
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6. Vypocet a vyjadieni vysledku

Obsah aimetu vyjadieného jako monomér hydroxyanalogu (MHA) v mg/g (X) se vypocita
podle vzorce (poznamka 8.2):

_ C.F
10°.m
kde C je koncentrace MHA zjisténa porovnanim odezev kalibratniho roztoku a
roztoku zkouseného vzorku v ug/mi
F faktor redéni
m navazka zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti ha celé jednotky mg/g.

7 Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8 Poznamky

8.1 Methylalkohol je nebezpecnou hoilavinou I.tfidy a nebezpecnym jedem, proto je nutné
pii jakékoli manipulaci snim zachovavat bezpecnostni pravidla.

8.2 Jeli soucasti chromatografické sestavy integracni a vypoctové software, vypocita se
vysledek piimo z namétrenych koncentraci.

8.3 Pri zkouseni krmnych smési je nutno pred kazdym dalsim nastrikem zagjistit, aby z
kolony dale nevychazely slozky, jeichz retencni ¢asy jsou nékdy dvoj az trojnasobné vyssi
nez retenéni ¢as MHA. Zminéné dlozky mohou zapficinit distorzi nasledného
chromatogramu. Vycisténi kolony lze zagjistit bud’ dostatecné ¢asovym odstupem mezi

jednotlivymi nastiiky, nebo proplachnutim kolony smési acetonitril-voda (3.8).

47



3.1 Stanoveni obsahu tuku

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no. L 279,
20/12/71

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni tuku (hexanového, petroletherového a
diethyletherového extraktu) v krmivech, neni vhodna pro stanoveni tuku v olgninach.

2. Princip

Tuk se stanovi vazkové bud’ ptimou extrakci vzorku prislusnym extrakénim cinidlem, nebo
po predbézné hydrolyze ve vzorku kyselinou chlorovodikovou, naslednym oddestilovanim
extrakéniho cinidla a vysusenim vyextrahovaného tuku.

3. Chemikalie
3.1 Extrakeni cinidla (poznamka 8.1)

3.1.1 n-Hexan nebo petrolether obsahujici prevazné uhlovodiky se sesti atomy uhliku, ze
kterych méné nez 5% destiluje pod 50 °C a vice nez 95 % mezi 50 °C az 70 °C,
0 bromovém ¢isle mensim nez 1 a zbytkem po odpareni ngjvyse 2 mg/100 mli

3.1.2 Diethylether bez obsahu peroxidii, zbytkem po odpaieni nejvyse 1 mg/100 ml
3.4 Kyselinachlorovodikova, roztok c(HCl) = 3 mol/I
3.5 Dusi¢nan stiibrny, roztok 10 g/l

4. Pristroje a pomicky

4.1 Pristroj extrakeni podle Soxhleta, nggméne s 10 refluxnimi  cykly za 1 hod nebo podle
Twisselmanna s pratokem nggméné 10 ml za min. (poznamka 8.2)

4.2 Zatizeni vyhtivaci v bezpe¢nostnim provedeni

4.3 Patrony nebo tuby extrakéni, tukuprosté, velikosti podle pouzitého extrakéniho pristroje
4.4 Susarnaelektricka s odvétravanim a automaticky regulovatelnou teplotou

4.5 Banka extrakeni se zabrusem, obsahu 250 ml

4.6 Filtracni drt’ (napt. Hydro-supercel)

4.7 Pemza zrnita, tukuprosta

4.8 Vataobvazova, odtucnéna

4.9 Lazen vodni stermostatem

5. Postup
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5.1 P¥ima extrakce

5.1.1 Do extrakéni patrony (tuby) (4.3) se odvazi asi 59 zkusebniho vzorku s piesnosti
ngiméné na 0,001 g (poznamka 8.3) a shora utésni obvazovou vatou (4.8). Patrona (tuba) (4.3)
se vzorkem se vlozi do susarny (4.4) a predsusi po dobu 2 hod. pii teploté 95 °C az 98 °C.

5.1.2 Extrakeni patrona (tuba) (4.3) vlozi do stiedni ¢asti extrakéniho pristroje (4.1), tato ¢ast
se nasadi na extrakeéni banku (4.5), predem vysusenou (30 min. pii 95°C az 98 °C) a po
ochlazeni v exsikatoru zvazenou s vyse uvedenou presnosti. Do banky (4.5) se piida potiebné
mnozstvi extrakéniho cinidla (poznamka 8.4), banka (4.5) se umisti na vyhtivaci zarizeni
(4.2), napoji se na extraktor (4.1) a extrahuje se po dobu 6 hodin. Rychlost extrakce se upravi
tak, aby béhem jedné hodiny doslo nggméné k 10 pietokam extrakéniho cinidla (3.1), je-li
pouzit diskontinualni extraktor (Soxhlet), nebo minimalné 3 az 5 kapek kondenzujiciho
extrakéniho ¢inidla za sekundu, byl-li pouzit kontinualni pratokovy extraktor (Twiselmann).
Po této dobé se extrakce prerusi, oddestiluje se pievazna cast extrakéniho cinidla, zbytek se
necha volné nebo na vodni lazni (4.9) odparit, banka s extraktem se vysusi v susarné (4.4) pri
teploteé 95 °C az 98 °C po dobu 1, 5 hod. a po ochlazeni v exsikatoru se zvazi s presnosti
ngméné na 0,001 g. Potom se baika s extraktem vlozi zpét do susarny (4.4) a pii vyse
uvedené teploté se susi jesté 30 minut, ochladi se v exsikatoru a opét zvazi s vyse uvedenou
piresnosti. Rozdily mezi prvnim a nasledujicim vazenim by nemély byt vétsi nez 1 mg. V
negativnim pripadé (rozdil je vyssi) je nutné suseni a vazeni opakovat az bude docileno vyse
uvedeného rozdilu.

5.1.3 U krmiv s obsahem mocoviny nebo cukri se odvazeny vzorek pievede na tukuprosty
nebo odtucnény filtr, umistény ve filtratni nalevce a vzorek se postupné promyje asi 100 ml
vody, teplé asi 50 °C. Filtr s promytym vzorkem se vysusi v susarné (4.4) pii 95 °C az 98 °C
zangiméné 3 hod, potom se vlozi do extrakéni tuby (patrony) (4.3), utésni smotkem obvazové
vaty (4.8) adale se postupuje podle 5.1.2 .

5.2 Extrakce po hydrolyze (poznamka 8.5)

Odvazi se asi 2,5 g zkusebniho vzorku s piesnosti nggméné na 0,001 g nejlépe do kadinky na

400 ml, prida se 100 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.4), n¢kolik zrnek pemzy (4.7),
kadinka se prikryje hodinovym sklickem a zahigje k mirnému varu. Pfi tomto mirném varu se
vari asi 1 hod. za ob¢asného zamichani (asi celkem 6x), zeiména se dba na to, aby ¢astecky
vzorku neulpivaly na sténach kadinky a byly ve styku s roztokem. Potom se obsah ziedi
vodou, ochladi afiltruje pres navihéeny dvojity sttedné husty filtr (tukuprosty). Doporucuje se
pied filtraci pridat drt’ (4.6). Pevna ¢ast vzorku na filtru se promyva vodou az do negativni
reakce dalsiho filtratu na chloridy (s roztokem dusi¢nanu stéibrného (3.5) jiz netvoii zakal).
Filtr s pevnym zbytkem se vysusi napi. na hodinovém sklicku v susarné (4.4) pri teploté 95 °C
az 98 °C po dobu negimén¢ 3 hod., po vysuseni se pievede do extrakeni patrony (tuby) (4.3) a
dale se postupuje podie 5.1.2.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah tuku v g/lkg (X) se vypocita podle vzorce:

X = 103_M
m,
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kde m_  je hmotnost zkusebniho vzorkuv g

m, hmotnost prazdné extrakeni banky v g

m, hmotnost extrakéni barky s extraktem v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky g/kg.

V protokolu musi byt uvedeno pouzité extrakéni cinidlo.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
pro obsah:

do 50 g/kg 2 g/kg

od 51 do 100 g/kg 4% relat.
nad 100 g/kg 4 g/kg

8. Poznamky

8.1 n-Hexan, petrolether i diethylether jsou nebezpecnymi hotlavinami |.tfidy a proto pri
jakékoli manipulaci snimi je nutné dodrzovat bezpecnostni pravidla.

8.2 Pro stanoveni tuku je mozno pouzit i extrakénich poloautomatickych pristroju, pokud
poskytuji vysledky zcela srovnatelné v mezich opakovatelnosti s uvedenou metodou.

8.3 Provelmi nizké obsahy tuku v krmivu se navazuje umerné vice, napr. 10 g.

8.4 Mnozstvi extrakeniho ¢inidla se voli takové, aby u pristroje diskontinualné pratokového
Soxhlet) dochazel o ke spolehlivému pretékani kondenzatu extrakéniho ¢inidla.

U kontinualn¢ pratokového pristroje (Twisselmann) sevoli priblizné 50 az 100 ml.

Pfi stanoveni tuku ve vzorku ususku nebo s vyssim obsahem podilem ususkd, se
nedoporucuje pouzivat jako extrakéni cinidlo diethylether, protoze vykazuje vyssi vysledky
nez hexan ¢i petrolether vlivem soucasné extrakce rostlinnych pigmenta (chlorofyl &).

8.5 Predbézna hydrolyza musi byt provedena u zivocisnych krmiv, glutenu, susenych
brambor, kvasnic nebo vypaki, odpadu z vyroby susenek, chleba, kuchynskych odpadka,
mlécnych krmiv (minimalné s obsahem 40% miéka) a krmnych smési obohacenych tukem.
U saponofikovanych (stabilizovanych) tuki se k hydrolyze pouzije 6 mol/l kyselina
chlorovodikova a roztok po hydrolyze se pred filtraci vychladi v lednicce asi na4 °C.
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3.2 Stanoveni obsahu tuku v olgjnatych semenech
Do této metody byla zapracovana doporuceni ISO TC34 569/1979

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni tuku (hexanového nebo petroletherového
extraktu) v olegjnatych semenech.

2. Princip

Tuk ("olg") se stanovi vazkoveé po extrakci vzorku hexanem nebo petroletherem na vhodném
zarizeni, oddestilovani rozpoustédla, vysuseni vyextrahovaného tuku vzorku.

3. Chemikalie
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3.2
3.3

Extrakeni ¢inidlo n-hexan nebo petrolether obsahujici prevazné uhlovodiky se sesti
atomy uhliku, ze kterych méné nez 5 % destiluje pod 50 °C avice nez 95 % mezi 50 °C
az 70 °C, o bromovém ¢isle mensim nez 1 a zbytkem po odpareni nejvyse 2 mg/100 ml
(poznamka 8.1)

Kyselina chlorovodikova, koncentrovana
Plyninertni (dusik, oxid uhlicity)

4. Pristroje a pomicky
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4.2
4.3
4.4
4.5
4.6

Extrakeni zarizeni, vhodné konstrukce, s extrakénimi baitkami o objemu 200 az 500 ml
Zarizeni vyhtivaci v bezpecnostnim provedeni

Patrony nebo tuby extrakeni, tukuprosté, velikosti podle pouzitého extrakéniho pristroje
Susarna elektricka vakuova s odvétravanim a automaticky regulovatel nou tepl otou

Vata obvazova, odtucnéna

Pro bavlnikova semena s prilehlymi vlakny je pozadovano dalsi zarizeni:

4.6.1 Susarnaelektricka atmosféricka s odvétravanim a automatickou regulaci teploty (130 +

+2) °C

4.6.2 Susarnaelektricka atmosféricka s odvétravanim a automaticky regulovatelnou teplotou,

schopna vyhrat vzorek na teplotu 115 °C béhem 30 minut

4.6.3 Miska kovova s plochym dnem o praiméru 100 mm a vysce priblizné 40 mm (tzv.

Vysousecka)

4.6.4 Keramicka porézni nadoba, cylindricka o vnittnim praméru 68 mm, vnéjsim prameéru

80 mm, vyskou 85 mm atloustkou sténi zakladny 6 mm
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5. Postup
5.1 Pripravavzorku

5.1.1 Pro zkousku se pouzije vzorek tak, jak byl ziskan nebo po odstranéni necistot
(poznamka 8.4). Pokud se pracuje se vzorkem, ze kterého byly predem odstranény velké
neolgnaté castice, je nutno to zohlednit pii vypoétu (viz. 6.4).

5.1.2 V piipadé semene kopry se vzorek upravuje mechanickym struhadlem cely nebo
ru¢nim struhadlem v takovém mnozstvi, aby byl co nejvice reprezentativni. Délka ¢astic maze
byt vétsi nez 2 mm, ale nema byt vétsi nez 5 mm. Castice je nutno promichat a zkousku
provést bez prodleni.

5.1.3 Semena stiedni velikosti (podzemnice, soja apod.), kromé baviniku a s prilehlymi
vlakny, se vzorek srotuje v mechanickém mlynku, ktery byl pred pouzitim dobie vycistén, tak
dlouho, dokud hlavni rozmér castic neklesne pod 2 mm. Vétsi castice (priblizné jedna
dvacetinavzorku) se vyiadi, zbytek se peclivé promicha a stanoveni se provede bez prodleni.

5.1.4 Bavlnikova semenas prilehlymi vliakny

Do vysouseci misky (4.6.3) se navazi priblizné 60 g vzorku s piesnosti 1 mg tak, jak byl
ziskan. Miska se semeny se vlozi do susarny (4.6.1), predem vyhiaté na (130 + 2) °C a vzorek
se necha pii této teploté susit 2 hodiny. Poté se miska vyjme ze susarny a necha se
vychladnout na vzduchu asi 30 minut. Vysusena semena se premisti do porézni keramické
nadoby (4.6.4), jgiz vnitini stény byly piedem pomoci pipety zvihéeny 1,5 ml kyseliny
chlorovodikové (3.2). Je tieba dbat na to, aby se kyselina tplné vstiebala a nevytvorila na
sténach ulpivajici kapky. Potom se nadoba prikryje hodinovym sklem a vlozi do susarny
(4.6.2) a zahigje se béhem 30 minut na teplotu 115 °C a pii této se udrzuje dalsich 30 minut.
Poté se keramicka nadoba (4.6.4) vyjme ze susarny a necha zchladit navzduchu 1 hodinu.

Semena se zvazi s presnosti 1 mg , rozemelou se na mechanickém mlynku jako v odstavci
5.13.

5.1.5 Maa semena (len, fepka, konopi, ¢ocka apod.) se zkousi bez predchoziho mleti
(v ptivodnim stavu).

5.2 Vlastni stanoveni piimou extrakci

5.2.1 U materiala uvedenych v 5.1.2, 5.1.3 a 5.1.4 se do extrakéni patrony (tuby) (4.3)
odvazi asi 10 g vzorku s presnosti 1 mg a shora se utésni obvazovou vatou (poznamka 8.2).
Navazka malych semen se nejprve rozdrti v mechanickém mikrodrti¢i nebo v mlynku,
piicemz je treba dat pozor, aby byla rozdrcena vsechna semena. Rozdrcena semena se
pienesou kvantitativné do extrakéni patrony (tuby) (4.3), ngjlépe pomoci $pachtle a vatového
tamponu, namoc¢eného do pouzitého extrakéniho ¢inidla (3.1). Timto tamponem se také vytie
miska mikrodrti¢ce nebo mlynku a shora se s nim utésni extrakéni patrona (tuba) (poznamka
8.2).

Pokud obsah tékavych latek (vihkost) presahuje 10 %, vlozi se patrona (tuba) se vzorkem do
susarny (4.4) apredsusi se pri teploté 80 °C tak, aby se obsah tékavych latek snizil pod 10%.

5.2.2 Prvni extrakce
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Extrakéni patrona (tuba) (4.3) se vzorkem se vlozi do stiedni ¢asti extrakéniho pristroje (4.1),

tato cast se nasadi na extrak¢ni banku A, predem vysusenou (30 min .pii 80 °C) a po
ochlazeni v exsikatoru zvazenou s vyse uvedenou presnosti. Do extrakeni banky A se piida
potiebné mnozstvi extrakéniho cinidla (3.1), barnka se umisti na vyhiivaci zarizeni (4.2),
napoji se na extraktor (4.1) a extrahuje se po dobu 4 hodin. Rychlost extrakce se upravi tak,
aby béhem jedné hodiny doslo nggméné k 10 pretokim extrakéniho ¢inidla, je-li pouzit
diskontinuelni extraktor nebo minimalné 3 az 5 kapek kondenzujiciho extrakéniho ¢inidla za
sekundu, byl-li pouzit kontinualni priatokovy extraktor. Po této dobé se extrakce prerusi,
extrakéni zarizeni se necha vychladnout, vyjme se patrona (tuba) a v proudu vzduchu se necha
odparit vétsina rozpoustedla.

5.2.3 Druha extrakce
Druha a dalsi extrakce se provadi se vzorkem po prvni extrakci.

Vzorek se z patrony (tuby) (4.3) vysype do mikrodrti¢e a rozdrti se co mozna nejjemng;ji
(poznamka 8.3). Takto upraveny vzorek se kvantitativné vsype zpét do patrony (tuby) (4.3) a
ta se opét vlozi do extrakéniho zafizeni (4.1) a extrahuje dalsi dvé hodiny. K tomu aéelu se
pouzije stgjna extrakéni banka A, obsahujici prvni ¢ast extraktu. Po dvou hodinach se
extrakce prerusi, extrakeni zarizeni (4.1) se necha vychladnout, opét se vyjme patrona (tuba)
(4.3) av proudu vzduchu se necha odpatit vétsina rozpoustédla. Opakuje se drceni jako po
prvé extrakci.

5.2.4 Tteti extrakce

Vzorek se po druhé extrakci a nasledném drceni vlozi zpét do extrakeni patrony (tuby) (4.3)
a tato se vlozi zpét do extrakéniho zarizeni (4.1). K zafizeni se piipoji extrakéni banka B,
piedem vysusena (30 min. pii 80 °C) a po ochlazeni v exsikatoru zvazena s vyse uvedenou
piesnosti. Do extrakéni banky B se prida potiebné mnozstvi extrakéniho ¢inidla, banka se
umisti navyhtivaci zatizeni (4.2), napoji se na extraktor a extrahuje po dobu 2 hodin.

5.2.5 QOdstranéni extrakéniho ¢inidlaavazeni tuku

VEtsi ¢ast rozpoustédla z extrakénich banék A a B se odpaii na vyhiivacim zafizeni (4.2),
posledni stopy extrak¢niho ¢inidla se odstrani v susarné (4.4) pri teploté 95 °C az 98 °C po
dobu 1, 5hod. Extrakéni ¢inidlo je mozno odstranit také proudem vzduchu nebo Iépe
inertniho plynu (3.3), zavadéného do banék po kratkych intervalech anebo snizenim tlaku v
bankach.

Banky s vyextrahovanym tukem ("olejem") se nechgji vychladnout v exsikatoru po dobu
ngméné 1 hodinu a potom se zvazi s presnosti nggméné na 0,001 g. Potom se baiky s
extraktem vlozi zpét do susarny (4.4) apri vyse uvedené teploté se susi jeste 10 minut, ochladi
se v exsikatoru a opét zvazi s vyse uvedenou presnosti. Pro ob¢ banky plati, ze rozdil mezi
dvéma vazenimi by nemél byt vétsi nez 10 mg. V negativnim pripadé (rozdil je vyssi) je nutné
suseni a vazeni opakovat az bude docileno vyse uvedeného rozdilu.

Pokud hmotnost vytézku v bance B nepiekroci 10 mg, extrakce je dokoncena. V opatném
piipadé je nutno provést dalsi extrakci po dobu dvé hodiny za stgjnych podminek je v
piedchozich extrakcich s novou extrakéni bankou, dokud mnozstvi vytézku z posledni
extrakce neni nizsi nebo rovno 10 mg.

5.2.6 Stanoveni obsahu negistot
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Vyextrahovany olgf ma byt ¢isty. Pokud neni, je nutno urcit obsah necistot. K tomuto ucelu se
rozpusti olg v rozpoustédie pouzitém k extrakci, zfiltruje se pres filtraéni papir, predem
vysuseny pii (103 + 2) °C do konstantni hmotnosti a zvazeny s piresnosti 1 mg. Filtr se jesté
nekolikrat promyje ¢istym rozpoustédiem (3.1), aby se zcela odstranil vyextrahovany tuk
("olg"). Filtr se vysusi pri (103 + 2) °C do konstantni hmotnosti a zvazi s presnosti 1 mg.
K chlazeni avazeni se pouzije vhodna nadobka opatiena vickem.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
6.1 Stanoveni obsahu tuku ("olgj€e") v semeni tak, jak bylo zkouseno
Obsah olgje (tuku) v g/lkg (X) se vypocita podle vzorce:

X =10° 2
m,

kde my je hmotnost zkusebniho vzorku v g
my soucet hmotnosti vyextrahovaného tuku v bankach A aB po suseniv g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky g/kg.
Pokud neni splnéna podminka opakovatel nosti, opakuje se zkouska ve dvou jinych navazkach
vzorku. Pokud i v tomto piipadé presihne rozdil 0.4 g na 100 g vzorku, bere se za vysledek
aritmeticky pramer vsech ¢tyt uskutecnénych zkousek.

V protokolu musi byt uvedeno pouzité extrakeni ¢inidlo.
6.2 Stanoveni olgje pii oddéleném rozboru Cistych semen a necistot

Vzorec uvedeny v 6.1 lze pouzit také pro vypocet obsahu olgje jak cistych semen tak i
necistot, tzn. kdyz byla ¢ista semena a necistoty zkousena oddélené. V tomto piipadé se obsah
olgie v g/kg (Y) vypocte podle vzorce:

kde P je obsah negistot ve zkousenych semenech v g/kg
H;  obsaholgev cistych semenech v g/kg
H,  obsah olgev necistotach v g/lkg

6.3 Stanoveni obsahu olgje v bavlinikovych semenech s prilehlymi viakny
Obsah olgje (tuku) v g /kg (Z) se vypocita podle vzorce:



7z =10°. LM
m,.m,

kde mg je hmotnost zkusebniho vzorku v g
soucet hmotnosti vyextrahovaného tuku v bankach A aB po suseni v g

my
m; hmotnost zkusebniho vzorku (asi 60 g) pred pripravou podle5.1.4v g
ms hmotnost stejného zkusebniho vzorku po provedené pripravé podle 5.1.4 a pred

drcenimv g

6.4 Stanoveni obsahu tuku ("olgje") v pripadech, kdy byly velké neolgnaté castice oddéleny
pied zkouskou

Obsah olgje (tuku) v g /kg (U) se vypocita podle vzorce:

10°- N

U=X
10°

kde X je obsahtukuv semeni podie6.1
N obsah velkych neole natych necistot predem oddélenych ze zkouseného semene

v gkg
6.5 Stanoveni obsahu tuku ("olgje") v podzemnici olgjné
Obsah olgje (tuku) v g /kg (V) se vypocita podle vzorce:
J+1,+1
V=(H,- HZ)-——E6;—i
kde J je obsahjemnych ¢astic zkusebniho vzorku v g/kg
lo  obsah olgnatych necistot v g/kg
obsah neolgjnatych necistot v g/lkg
H; obsah olge v cistych semenech v g/kg

H, obsah olgev necistotach v g/kg

6.6 Stanoveni obsahu oleje, korigovaného na susinu
Obsah olgje (tuku) korigovany nasusinu v g /kg (W) se vypocita podle vzorce:
100
'100- S

kde X je obsaholge (tuku) v g/lkg v semenech, tak jak byl ziskan podle 6.1

S obsah vlhkosti atékavych latek v %
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Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti, a vyjadiuje se s piesnosti na celé jednotky g/kg.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
hodnotu 4 g/kg.

8. Poznamky

8.1 n-Hexan, petrolether i diethylether jsou nebezpecnymi hotlavinami |.téidy a proto pri
jakékoli manipulaci s nimi je nutné dodrzovat bezpecnostni pravidla.

8.2 Olgnata semena mohou byt zkousena oddéleng takto:  a) ¢ista semena a necistoty

b) u podzemnice olginé ¢ista semena, celkové mnozstvi jemnych ¢astic, neolgnaté necistoty a
olgnaté necistoty.

8.3 V laboratorich, které neprovadi pravidelné rozbory olgnatych semen a kde neni
mikrodrti¢ dostupny, maze byt mikrodrceni nahrazeno rozetienim na prasek tlouckem v treci
misce.

Po ¢tyrech hodinach extrakce podle 5.1.2 se vyprazdni obsah tuby do treci misky a piida se
priblizné 10 g pisku, ktery byl predem promyty kyselinou chlorovodikovou (3.2) a nasledné
vysusen. Vzorek semene spolu s piskem se potom roztira tlouckem co nejjemnéji a dale se
pokracuje ve zkousce pole odstavce 5.1.3. Protoze je ru¢ni drceni méné ucinné nez
mechanické v mikrodrtic¢i, je mnozstvi olgje ziskané v bance B, ktera obsahuje vysledek treti
extrakce, témér vzdy vyssi nez 10 mg (zgména v pripadé semen, ktera se tézko extrahuji,
jako napt. kopra). Proto je dulezité provadét za sebou nasledujici extrakce, dokud mnozstvi
extrahovaného olegje z posledni extrakce neni nizsi nez 10 mg, coz muze byt vice nez
5 extrakci.

Drceni v tieci misce nemuze byt vétsinou pouzito v piipadé vicenasobného rozboru, protoze
unava pracovnika laboratore brani uspokojivému rozdrceni vice vzorka a extrakce olge
Z hrubé rozdrceného vzorku nemize byt dokonala.

8.4 Pokud je pozadovano uréeni obsahu olgje z ¢istych semen, zkousi se tato semena
oddélené od necistot a postupuje se pritom jako u semen tak, jak byla ziskana. Pro uréeni
obsahu olge v necistotach se provede zkouska stejnym zptisobem jako procista semena.
Avsak v tomto piipadé: @) zkusebni navazka ma byt pouzita v mnozstvi 2 - 10 g
b) provadi se pouze jedna extrakce a to po dobu 4 hodin, kdy
eventualni chyba vznikla pii stanoveni obsahu olge v pavodnim
olginatém semeni je zanedbatel na.

85 Slupky  dunetnicovych semen obsahuji urcité mnozstvi vosku, které jsou také
vyextrahovany hexanem podle shora uvedenych postupt, pokud je zkouska provedena
na neopracovanych semenech. Zkouseni semen slunecnice beze dlupky nemuze byt bran
v uavahu zgiména pro zmeény v hmotnosti, zpusobené riznym obsahem vihkosti v jadie
slunecnice béhem odstranovani slupky.

Pramyslové je olg castéji ziskavan ze dlunecnicovych semen, z nichz byly slupky
odstran¢ny, budto ¢astecné nebo uplné. Proto je bézné nebrat v uvahu vosky ze slupek
extrahované hexanem.
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8.6 Pro stanoveni tuku je mozno pouzit i extrakénich poloautomatickych pristroju, pokud
poskytuji vysledky zcela srovnatelné v mezich opakovatelnosti s uvedenou metodou.

8.7 Mnozstvi extrakeniho ¢inidla se voli takové, aby u pristroje diskontinualné pratokového
dochazelo ke spolehlivému pretékani kondenzatu extrakéniho ¢inidla.

U kontinualn¢ pratokového pristroje se voli priblizné 50 az 100 ml.
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3.3 Stanoveni ¢islakyselosti tuku

1. Uge arozsah

S ohledem na pivod krmiva a podle zpisobu, jakym byl tuk z krmiva vyextrahovan. jsou
uvedeny dv¢ zakladni metody stanoveni.

Tyto metody specifikuji podminky pro stanoveni ¢isla kyselosti tuku v krmivech.

. Princip

Cisdo kysdlosti tuku se stanovi titracné alkalimetricky, po rozpusténi tukového extraktu
ziskaného bez hydrolyzy vzorku resp. tuku samotného ve smési extrakcni cinidlo -
ethylalkohol.

3. Chemikalie

3.1 Extrakeni ¢inidlo (poznamka 8.1)

3.1.1 n-Hexan nebo petrolether, obsahujici prevazné uhlovodiky se sesti atomy uhliku, ze
kterych méné nez 5% destiluje pod 50 °C a vice nez 95 % mezi 50 °C az 70 °C,
0 bromovém c¢isle mensim nez 1 a zbytkem po odpareni ngjvyse 2 mg/100 ml nebo

3.1.2 Diethylether bez obsahu peroxidi a zbytku po odpaieni nejvyse 1 mg/100 mi
3.2 Hydroxid draselny, odmérny roztok c(KOH) = 0,1 mol/l nebo 0,05 mol/I
3.3 Smés ethylalkohol - extrakeni ¢inidlo (poznamka 8.1)

Priprava : Smisenim obou latek v poméru 1 + 1 a zneutralizovanim smési odmérnym
roztokem hydroxidu draselného (3.2) na indikator fenolftalein (3.4). Neutralizace se
provadi tésn¢ pred pouzitim.

3.4 Indikator acidobazicky, fenolftalein

Priprava: 1,0 g fenolftaleinu se rozpusti v odmérné baince na 100ml v 80 ml 96 %
ethylalkoholu, doplni vodou po rysku a promicha. 10 ml tohoto roztoku se odpipetuje do
100 ml odmerné barky, doplni 96 % ethylalkoholem po rysku a promicha.

4. Pristroje a pomicky

4.1 Pristroj extrakéni Soxhlet nebo Twiselmann (poznamka 8.2)
4.2 Zatizeni vyhtivaci v bezpe¢nostnim provedeni

4.2 Patrony nebo tuby extrakéni

4.3 Susarna elektricka s automaticky regulovatelnou teplotou a s odvétravanim a
teplomérem
neimén¢ do 150 °C.

4.4 Banka extrakeni se zabrusem
45 Miskatieci porcelanova
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4.6 Pisek kiemicity, tukuprosty
4.7 Vataobvazova, odtu¢néna

4.8 Lazet vodni stermostatem

5. Postup

5.1 Tuk vyextrahovany podle Prilohy 9, ¢ast 3.1 Stanoveni obsahu tuku (poznamka 8.3 a 8.4)
po vychladnuti a zvazeni (m), s piesnosti neiméné na 0,001 g, resp. tuk jako takovy odvazeny
se stejnou piresnosti (m), se v extrakeni bance (4.4) mirné zahieje a obsah se rozpusti v 25 ml
smési ethylalkohol-extrakeni ¢inidlo (3.3). Po pridani par kapek indikatoru fenolftaleinu (3.4)
se titruje odmérnym roztokem hydroxidu draselného (3.2) do pravé vzniklého rizového
zabarveni roztoku, které vydrzi alespon 1 minutu.

Pri vyssi spotiebé odmeérného roztoku hydroxidu draselného (3.2) nez 15 ml (o koncentraci
0,21 mol/l) je nutno na kazdy dalsi spotiebovany ml odmérného roztoku (3.2) piidat
pétinasobné mnozstvi smési ethylalkohol-extrakéni ¢inidlo (3.3), aby se zabranilo hydrolyze
vznikgjiciho mydla.

5.2 U vzorka mléenych krmnych smési se postupuje nasledovng:

Asi 10 g zkusebniho vzorku se odvazi s piesnosti neiméné na 0, 001 g do tieci misky (4.5),
obsah se mirn¢ zvlhéi vodou a s postupné pridavanymi pripravky vody po 1az 10 ml se
rozetre na hustou kasi. Potom se prida asi 10 g jemného kiemicitého pisku (4.6) a obsah tieci
misky (4.5) se kvantitativné vytira s postupnymi piidavky extrakéniho cinidla (3.1) (3 x
50 ml), piicemz po kazdém piidavku se obsah vytira po dobu asi dvou minut. Po dukladném
rozetreni se extrakt filtruje fidkym filtrem do predem vysusené (1 hod pii 95 °C az 98 °C), v
exsikatoru ochlazené a s presnosti ngméné na 0,001 g zvazené extrakéni banky (4.4).
Suspense se promyje n¢kolikrat pouzitym extrakénim ¢inidlem (3.1) do téze extrakeni banky
(4.4) anakonec se prevazna cast extrakeniho cinidla (3.1) opatrné oddestiluje, zbytek se necha
odparit bud’ voln¢ nebo na vrouci lazni (4.8). Banka se extraktem se vysusi pri teploté 95 °C
az 98 °C v susarné (4.3) do konstantni hmotnosti (jednu az dvé hod) ochladi v exsikatoru a
zvazi s presnosti nggméne na 0,001 g.

Dale se postupuje podle odstavce 5.1 .

6. Vypocet a vyjadieni vysledku

Cidlo kyselosti tuku v mg KOH na 1 g tuku (X) nebo v mmol na 1 g tuku (Y) se vypogita
podle vzorci:

_V.C5611
m

X

Y = \ﬁ
m
kde V je spotieba odmérného roztoku hydroxidu draselného v mi

C piesna koncentrace pouzitého odmérného roztoku hydroxidu draselného v mol/I
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m hmotnost vyextrahovaného tuku v g nebo pii navazce vzorku tuku hmotnost
zkusebniho vzorku v g (poznamka 8.4)

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splniuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s piesnosti do hodnoty 10 mg KOH/1 g
na cela ¢ida, resp. do hodnoty 0,2 mmol/ g na dvé desetinna misto a nad tuto hodnotu na
jedno desetinné misto.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku pro hodnoty
vétsi nez 4 mg KOH/g (resp. 0,07 mmol/g) nesmi piekrocit 15% relativnich.

8. Poznamky

8.1 n-Hexan, petrolether, diethylether i ethylalkohol jsou ne bezpecnymi hotlavinami I. tiidy,
proto prii jakékoli manipulaci snimi je nutné prisné dodrzovat bezpe¢nosti pravidla.

8.2 Pro stanoveni (extrakci) tuku je mozné pouzit extrakéniho poloautomatického pristroje,
pokud poskytuje zcela srovnatelné vysledky stanoveni tuku v mezich opakovatelnosti (tuku)
s postupem uvedenym v Priloze 9, ¢ast 3.1 Stanoveni obsahu tuku.

8.3 Tuk vyextrahovany po piedbézné hydrolyze nelze ke stanoveni c¢isla kyselosti tuku
pouzit, je nutné provést primou extrakci vzorku i za cenu, ze nebude kvantitativni - vysledek
se vyjadiuje bez ohledu na hmotnost zkusebniho vzorku jen na hmotnost vyextrahovaného
tuku. S ohledem na nizsi vytéznost vyextrahovaného tuku primou extrakci je vhodnéjsi volit
vyss§i navazku vzorku (bez vazeni).

8.4 Pri stanoveni cisla kyselosti tuku v samotném (napt. krmném) tuku se vzorek piimo
odvazuje do vhodné banky v mnozstvi asi 0,2 az 0,5 g s piesnosti nggméné na 0,001 g a dale
se postupuje jak uvedeno v této metode.
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3.4 Stanoveni obsahu lecithinu

1. Uée arozsah

Metoda je ur¢ena na stanoveni obsahu lecithinu v technickych a potravinaiskych produktech.

2. Princip

Stanovi se obsah latek rozpustnych v acetonu, obsah latek nerozpustnych v benzenu nebo
toluenu a obsah vody s tékavymi latkami ajejich soucet se odecte od 100.

3. Chemikalie

3.1 Petrolether obsahujici prevazné uhlovodiky se sesti atomy uhliku, ze kterych méné nez
5% destiluje pod 50 °C a vice nez 95% mezi 50 °C az 70 °C, o bromovém cisle
mensim nez 1 azbytkem po odpareni ngjvyse 2 mg/100 ml (poznamka 8.1)

3.2 Aceton

3.3 Benzen nebo toluen (poznamka 8.1 a 8.2)

4. Pristroje a pomicky

4.1 Odstredivka (elektricka nebo ru¢ni) s nadobkami se znackou objemu 50 ml
4.2 Sklen¢ny filtracni kelimek

4.3 Susarnaelektricka stermostatem

4.4 Lazet vodni stermostatem

5. Postup
5.1 Stanoveni latek rozpustnych v acetonu

Vzorek se zahigje na 60 °C a diukladné se promicha. Navazi se piesné asi 2 g do vytarované
odstiedivkové nadobky se znackou 50 ml (4.1) a s ty¢inkou (poznamka 8.3).

Po pridavku 3 ml petroletheru (3.1) se smés dobie promicha (micha se asi 15 min), prida se
15 ml acetonu (3.2), znovu se promicha a vlozi se do misky s ledovou vodou. Pridava se
aceton (3.2), ochlazeny na 0 - 5 °C, za dukladného michani az ke zna¢ce 50 ml. Po vyjmuti
ty¢inky se nadobka vlozi na 15 min do ledové vodni |azné a potom se jeji obsah odstied’uje 10
min dostatecnhou rychlosti, az se roztok zcela vyjasni. Acetonovy roztok se dekantuje do
vysusené a zvazené kadinky na 250 ml.

Odstredivkova nadobka (4.1) se znovu doplni acetonem (3.2) ke znacce 50 ml za dukladného
michani a znovu se opakuje chlazeni, odstied’ovani a dekantace. Potom se aceton (3.2) na
vodni lazni odpaii a zbytek rozpoustédia (3.2) se odstrani proudem cistého horkého vzduchu.
Suseni se provadi pii 105 °C a po vychladnuti v exsikatoru se vazi. Vazeni se opakuje, dokud
se nedosahne konstantni hmotnosti.
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5.2 Stanoveni latek nerozpustnych v benzenu nebo toluenu

Navazi se 10 g dobie promichaného vzorku do kuzelovité barnky na 250 ml, prida se 100 ml

benzenu nebo toluenu (3.3) a protiepava se do rozpusteéni. Potom se filtruje sklenénym
filtracnim kelimkem (4.2), predem vysusenym 1 hodinu pii 105 °C a zvazenym s presnosti
1 mg. Je-li filtrace obtizna, zmensi se navazka vzorku. Misto sklenéného kelimku (4.2) 1ze
pouzit papirového filtru, také predem vysuseného pii uvedené teploté a zvazeného s piresnosti
1 mg.

Kuzelovita banka se 2krat vyplachne vzdy 25 ml benzenu (3.3) a zbytek v kelimku (4.2) se
zaroven promyje. Kelimek (4.2) se vlozi do susarny (4.3) a susi se 1 hodinu pri 105 °C. Po
vychladnuti v exsikatoru se kelimek zvazi s uvedenou presnosti.

5.3 Stanoveni vody atékavych latek
Provadi se podle Prilohy 9, metoda 3.2.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
6.1 Obsah latek rozpustnych v acetonu v g/kg (X) se vypocte podle vzorce:

_10’.a
m

X

kde a je hmotnost extraktuv g

m hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g
6.2 Obsah latek nerozpustnych v benzenu v g/kg (Y) se vypocte
podle vzorce:

_10°b
m

Y

kde b je hmotnost nerozpustného zbytku v g,
m hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g.
6.3 Obsah lecithinu v g/kg (A) se vypocte podle vzorce:
A=1000- {X +Y +(10.2)}
kde X je mnozstvi latek rozpustnych v acetonu v g/kg

Y mnozstvi latek nerozpustnych v benzenu v g/kg
Z mnozstvi vody atékavych latek v %

Vysledkem stanoveni je aritmeticky prameér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky g/kg.

7. Opakovatelnost
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Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
10 g/kg

8. Poznamky

8.1 Aceton, benzen, petrolether a toluen jsou nebezpecnymi hoilavinami 1.tiidy a proto pri
jakékoli manipulaci s nimi je nutné dodrzovat bezpecnostni pravidla.

8.2 Doporucuje se pouzivat méné toxicky toluen, s ohledem na karcinogenni uc¢inky
benzenu.

8.3 U vetsiny lecithint Ize misto odstredivkové nadobky pouzit kadinky a vyluhovat i
dekantovat bez odstred’ovani za pouziti filtrace.
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3.5 Stanoveni obsahu nerozpustnych necistot

1. Uée arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu nerozpustnych necistot
v zivocisnych arostlinnych tucich nebo ol gjich.

Nerozpustné necistoty a cizi latky, stanovené za podminek specifikovanych v této metode,
zahrnuji mechanické necistoty, mineralni latky, cukry, dusikaté latky, razné pryskyiice,
vapenata mydla, oxidované mastné kyseliny, laktony mastnych kyselin a (¢astecné) alkalicka
mydla, mastné kyseliny obsahujici hydroxylovou skupinu a jgich glyceridy (poznamka 8.1).

2. Princip

Nerozpustné necistoty se stanovi rozpusténim vzorku v prebytku n-hexanu nebo petroletheru
nebo diethyletheru filtraci ziskaného roztoku a zvazenim vysuseného filtru s nerozpustnymi
necistotami.

3. Chemikalie

3.1 Petrolether nebo n-hexan, destilujici v rozsahu 30 az 60 °C, s bromovym ¢islem mensim
nez 1. Pro obé rozpoustédla by odparek nemél piesahnout 0,002 g na 100 ml (poznamka
8.2).

3.2 Diethylether bez obsahu peroxidi, zbytkem po odpaieni nejvyse 1 mg/100 mi
3.3 Kremeinaisténa, vyzihana; ztrata pii 900 °C (¢erveny zar) 0,2 %

4. Pristroje a pomicky
4.1 Elektricka susarna s moznosti nastaveni (103 + 2) °C
4.2 Konicka bankana 250 ml se sklenénou zabrousenou zatkou

4.3 Filtraéni papir neobsahujici popel, (maximalni obsah popela 0,01 %), zadrzovaci
schopnost 98 % pro ¢astice velikosti  vétsi nez 2,5 mm nebo ekvivaentni sklenény filtr
o praméru 120 mm a kovova (ngjlépe hlinikova) nebo sklenéna nadoba s dobie tésnicim
vikem. (Alternativak 4.5 pro vsechny produkty krome kyselych oleji.)

4.4 Skleneny filtracni kelimek P16 (velikost pora 10 az 16 mm), pramér 40 mm, objem 50
ml aodsavacka. (Alternativak 4.3 pro vsechny produkty veetné kyselych olegji.)

4.5 Zatizeni pro filtraci za snizeného tlaku

5. Postup
Do konické banky (4.2) se navazi, s presnosti 0,01 g, piiblizné 20 g zkusebniho vzorku.

Vysusi se filtraéni papir (4.3) a nadoba s vickem nebo filtracni kelimek (4.4) v susarné (4.1)
nastavené na 103 °C. Po vychladnuti v exsikatoru se zvazi s presnosti na 0,001 g.
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Do banky obsahujici navazeny vzorek se prida 200 ml n-hexanu nebo petroletheru (3.1) nebo
diethyletheru (3.2), banka se zazatkuje a protrepe. Pro ricinovy ol muze byt mnozstvi
rozpoustédla zvyseno, aby bylo usnadnéno stanoveni. Baika se necha stat pii 20 °C po dobu
30 min.

Obsah banky se Zfiltruje pies vysuseny a zvazeny filtracni papir (4.3) ve vhodné nalevce, nebo
pies filtracni kelimek (4.4). Je-li to nutné, 1ze pouzit vakua (4.5). Filtratni papir (4.3) nebo
kelimek (4.4) se promyje malym mnozstvim stejného rozpoustédla, jaké bylo pouzito na
rozpusténi vzorku, ale ve vétsim mnozstvi nez je nutné, aby konecny filtrat neobsahoval tuk
nebo olg. V pripadé, ze jsou nafiltru zachyceny nerozpusténé tuky, ohigje se rozpoustédio na
teplotu max. 60 °C.

Jestlize byl pouzit filtracni papir (4.3), necha se po jeho vyjmuti z nalevky odpatit na vzduchu
ve vhodné nadob¢ vétsina rozpoustédla, a potom se dokonale odstrani v susarné (4.1) pri
103°C. Po vyjmuti ze susarny (4.1) se nadoba uzavie vikem, necha se vychladnout
v exsikatoru a zvazi se s piesnosti na 0,001 g.

Jestlize je k filtraci pouzit kelimek (4.4), necha se vétsina zbyvajiciho rozpoustédla odparit na
vzduchu a odstranéni rozpoustédlia se dokonc¢i v susarné (4.1) pri 103 °C. Po vychladnuti
v exsikatoru se kelimek zvazi s presnosti na 0,001 g.

Jestlize je pozadovano stanoveni obsahu organickych necistot, je nutné pouzit predem
vysuseny a zvazeny filtracni papir (4.3), ktery neobsahuje popel. V tomto pripadé by mél byt
filtracni papir (4.3) obsahujici nerozpustné necistoty spalen a vypoctena hmotnost popela by
méla byt odec¢tena od nerozpustnych necistot.

Jestlize se anayzuji kyselé olgle, pokryje se sklenény kelimek kiemelinou (3.3) podle
nasledujiciho postupu. Ve 100 ml sklenéné kadince se piipravi suspense obsahujici 2 g
kiemeliny (3.2) a priblizn¢ 30 ml petroletheru (3.1). Smés se nalije do filtracniho kelimku
(4.4) pri odsavani (4.5), aby vznikla vrstva kiemeliny na sklenéném filtru. Pripraveny suchy
skleneény filtracni kelimek se vlozi na 1 h do susarny (4.1) pii teploté 103 °C. Po vychladnuti v
exsikatoru se kelimek zvazi s presnosti na 0,001 g.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
6.1 Obsah nerozpustnych necistot vyjadieny v g/kg (X) se vypoéte podle vzorce:

3
o 2 10%(m, - m)
m

kde m je hmotnost navazky zkusebniho vzorkuv g

my hmotnost vysusené nadoby s vickem a filtracnim papirem nebo filtracniho
kelimku v g

m; hmotnost vysusené nadoby s vickem afiltratnim papirem, obsahujicim vysusené
necistoty nebo filtracniho kelimku s vysusenymi necistotami v g.
6.2 Obsah organickych necistot vyjadieny v g/kg (Y) se vypocte podle vzorce

3 -
o 10°(m, - m,)
m
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kde m je hmotnost navazky zkusebniho vzorkuv g
m,  hmotnost vysusené nadoby s vickem a filtracnim papirem, obsahujicim vysusené
necistoty nebo filtracniho kelimku s vysusenymi necistotami v g.
ms hmotnost vysusené nadoby s vickem a spalenym  filtracnim papirem s
necistotami nebo filtracniho kelimku s spalenymi necistotami v g.

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se v g/lkg s piesnosti na jedno desetinné
misto.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pii obsahu:

do 3,0 g/kg 0,2 g/kg nerozpustnych necistot
nad 3,0 g/kg 0,5 g/kg nerozpustnych necistot

8. Poznamky

8.1 V piipadé, ze neni zadouci zahrnout mydla (zefména vapenata mydla) do nerozpustnych
necistot, je nezbytné pouzit jiné rozpoustédio a postup. V tomto piipadé by méla byt metoda
odsouhlasena smluvnimi stranami.

8.2 n-Hexan, petrolether i diethylether jsou nebezpecnymi hoflavinami 1.tiidy a proto pri
jakékoli manipulaci s nimi je nutné dodrzovat bezpecnostni pravidla.
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3.6 Stanoveni obsahu nezmydelnitelnych latek

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje postup pro stanoveni nezmydelnitelného podilu v Zivogisnych a
rostlinnych tucich a olgjich extrakci diethyletherem.

Metoda neni pouzitelna pro vosky a dava priblizné vysledky pro urcité tuky s vyssim
obsahem nezmydel nitelného podilu, napt. pro tuky pochazejici z moiskych zivocichi.

2. Princip

Tuk nebo olg se zmydelni varem s ethanolickym roztokem hydroxidu draselného pod
zpétnym chladi¢éem. Nezmydelnitelny podil se vyextrahuje z roztoku mydla diethyletherem a
po oddestilovani rozpoustédla a vysuseni se zvazi zbytek (poznamka 8.6).

3. Chemikalie

3.1 Diethylether, cerstvé piedestilovany, bez peroxidu a odparku (poznamka 8.1)
3.2 Aceton (poznamka 8.1)

3.3 Hydroxid draselny, ethanolicky roztok KOH

Priprava: 60 g hydroxidu draselného se rozpusti v 50 ml vody a doplni se do 1000 ml
96 % ethylalkoholem. Roztok by me¢l byt bezbarvy nebo slamoveé Zluty.

3.4 Hydroxid draselny, vodny roztok c(KOH) = 0,5 mol/I
3.5 Fenolftalein: ethanolicky (96%) roztok, ¢ =10 g/l
3.6 Hydroxid draselny, odmérny roztok c(KOH) = 0,1 mol/I

3.7 Ethylalkohol, roztok 65%, piedem zneutralizovany do dlabé ruzového zabarveni
v pritomnosti fenolftaleinu (3.5) jako indikatoru (poznamka 8.1)

4. Pristroje a pomicky
4.1 Bankas kulatym dnem se zabrusem na 250 ml nebo
Baika s rovnym dnem na 500 ml
4.2 Zpétny chladi¢ se zabrusem vhodnym k pripojeni k bance (4.1)
4.3 Delici nalevky na500 ml s kohoutem s polytetrafluoretylenovou (teflonovou) zatkou
4.4 Vodni lazen stermostatem

4.5 Susarnastermostatem

5. Postup

67



5.1 As 5 g zkusebniho vzorku se navazi s presnosti nggméne 0,01 g do banky (4.1), piida se
50 ml roztoku hydroxidu draselného (3.3) a nékolik varnych kaminkt. Zpétny chladi¢ (4.2) se
piipoji k bance a obsah se vari mirné 1 hodinu. Po pieruseni ohievu se horni ¢asti chladice
prida 100 ml vody a obsah baiky se promicha krouzivym pohybem (poznamka 8.2).

Roztok se po ochlazeni prevede do 500 ml d¢lici nalevky (4.3). Barka a varné kaminky se
nekolikrat proplachnou diethyletherem (3.1). Celkem se pouzije 100 ml diethyletheru a tento
roztok se pielgje do délici nalevky. Po zazatkovani se dukladné protiepe po dobu 1 min za
obc¢asného uvolnéni tlaku obracenim délici nalevky a opatrnym otevienim kohoutu. Obsah se
necha stat, dokud nedojde k uplnému rozdéleni na dvé vrstvy. Potom se spodni vrstva
kvantitativné pievede do druhé délici nalevky. Jestlize dojde k vytvoreni emulze, rozrazi se
piidavkem malého mnozstvi ethylalkoholu, koncentrovaného hydroxidu draselného nebo
roztoku chloridu sodného.

Vodné ethanolicky roztok mydla se extrahuje jesté dvakrat, pokazdé stejnym zptasobem 100
ml diethyletheru (poznamka 8.3). Vsechny tii extrakty se spoji do jedné délici nalevky,
obsahujici 40 ml vody. Etherové extrakty se promyji mirnym krouzenim délici nalevkou
(poznamka 8.4).

Po aplném oddéleni se spodni vodna vrstva vypusti. Etherovy roztok se promyje jesté dvakrat
40 ml vody pomoci silného trepani a vodna vrstva se po kazdém promyti odpusti. Pri kazdém
odpousténi promyvaci vodné vrstvy se nechgji v délici nalevce 2 ml a obsah nalevky se
promicha krouzenim kolem osy. Potom se vycka nékolik minut, dokud se zbyla vodna vrstva
nespoji. Po jgim vypusténi se uzavie kohout, jakmile se etherovy roztok dotkne otvoru
v kohoutu. Nasledné se etherovy roztok promyje 40 ml roztoku hydroxidu draselného (3.4),
40 ml vody, znovu 40 ml roztoku hydroxidu draselného a potom negjméng dvakrat 40 ml vody.

V promyvani se pokratuje dokud promyvaci voda jiz nedava rizové zabarveni po pridani
kapky roztoku fenolftaleinu (3.5). Potom se etherovy roztok kvantitativné pievede co
nejrychlgji hornim otvorem délici nalevky do 250 ml barky (4.3), predem vysusené pri (103 +
2) °C v susarné (4.5), ochlazené a zvazené s piesnosti na 0,1 mg. Rozpoustédio se odpari na
vrouci vodni lazni (4.4) (poznamka 8.5). Po pridavku 5 ml acetonu (3.2) se dokonale odpari
tekavé rozpoustédio v mirném proudu vzduchu, pii otaceni baiky sikmo ponoiené do vrouci
vodni lazné.

Zbytek se susi v susarné (4.5) pii (103 + 2) °C po dobu 15 minut v baice umisténé v témei
vodorovné poloze. Po ochlazeni v exsikatoru se baika zvazi s presnosti na 0,1 mg. Suseni se
opakuje dokud ztrata hmotnosti mezi dvéma naslednymi vazenimi neni mensi nez 1,5 mg.

Jestlize neni dosazeno konstantni hmotnosti po tiech opakovanych susenich, je
nezmydelnitelny podil pravdépodobné znecistén a stanoveni by se mélo opakovat.

Jestlize je pozadovana korekce na obsah volnych mastnych kyselin, rozpusti se zbytek po
zvazeni ve 4 ml diethyletheru (3.1), prida se 20 ml ethylalkoholu (3.7) .Roztok se ztitruje
standardnim odmérnym roztokem hydroxidu draselného (3.6) do stegjného kone¢ného
zabarveni. Hmotnost volnych mastnych kyselin se vypocte jako kyselina olgjova a hmotnost
Zbytku se upravi o tuto hodnotu.

5.2 Slepy pokus
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Slepy pokus se provede za stejnych podminek, se stefnym mnozstvim vsech ¢inidel, ale
vynecha se navazka vzorku. Jestlize zbytek je vétsi nez 1,5 mg, je tieba ovérit postup a
pouzita ¢inidla.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah nezmydel nitelného podilu, vyjadieny v g/lkg (X), se vypocte podle vzorce:

y = 10°(m, - m, - m,)
m

kde m je hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g,
m;  hmotnost zbytku v g,
m,  hmotnost zbytku ziskané¢ho pri slepém pokusu v g,
mz  pripadné hmotnost volnych mastnych kyselin v g (K), ktera se rovna:
K=28CV
kde V je objem odmérného roztoku hydroxidu draselného (3.6) pouzitého piri titraci v ml
C presna koncentrace odmerného roztoku hydroxidu draselného (3.6) v mol/I.

Vysledkem stanoveni je aritmeticky prameér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se v g/kg s presnosti na celé jednotky

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pii obsahu nezmydel nitelného podilu do: 50 g/kg 0,5 g/kg

100 g/kg 1 gkg

8. Poznamky

8.1 Aceton, diethylether a ethylalkohol jsou nebezpecnymi hoilavinami |.tfidy a proto pii
jakékoli manipulaci snimi je nutné dodrzovat bezpecnostni pravidla.

8.2 Jestlize extrakce nezmydelnitelnych latek je provadéna s ohledem na dalsi stanoveni
tokoferolt, je nezbytny pridavek pyrogalolu a extrakce by méla byt rychle ukoncena (as
béhem 30 min).

8.3 Pro dokonalgjsi extrakci se extrahuje tiikrat avsechny ctyii extrakty se spoji.
8.4 Prudke trepani v tomto stadiu mtize zpasobit vznik emulze.

8.5 Jestlize je k dispozici rotacni vakuova odparka, 1ze ji pouzit, zvlasteé jestlize bude
nezmydelnitelny podil dale analyzovan.

8.6 Nezmydelnitelny podil zahrnuje prirodni lipidy, jako jsou steroly, vyssi uhlovodiky a
alkoholy, dlifatické a terpenické akoholy, ale také cizi organické latky extrahované
rozpoustédlem a netekavé pri 103 °C (napt. mineralni olgje).
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3.7 Stanoveni peroxidového cisla
Do této metody byla zapracovana doporuceni ISO TC34 3968-1977

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni peroxidového cisla v zivocisnych a
rostlinnych tucich a olgjich.

Peroxidové cislo je definovano jako mnozstvi latek ve vzorku, vyjadiené v milimolech
aktivniho kysliku na kg, které oxiduji jodid draselny za predepsanych podminek.

2. Princip

Peroxidové cislo se urci reakci chloroformového extraktu vzorku s jodidem draselnym
v roztoku kyseliny octové a chloroformu a naslednou titraci uvolnéného jodu odmeérnym
roztokem thiosiranu sodného.

3. Chemikalie
3.1 Chloroform, zbaveny kysliku proudem ¢istého a suchého inertniho plynu
3.2 Kysdinaoctova ledova, zbavena kysliku proudem ¢istého a suchého inertniho plynu.

3.3 Jodid draselny, cerstvé pripraveny nasyceny vodny roztok neobsahujici jod a jodicnany
(poznamka 8.1)

3.4 Thiosiran sodny, odmeérny roztok c(N&S;03)=0,005 mol/l nebo 0,001 mol/l,
standardizovany tésn¢ pred pouzitim.

3.5 Roztok skrobu: 5 g rozpustného skrobu se promicha ve 30 ml vody, tato smés se prida
do 1000 ml varici vody avari se 3 min.

Zadné ¢inidlo (ani voda), pouzité ke stanoveni, by nemélo obsahovat rozpustény kyslik.

4. Pristroje a pomicky

4.1 Banka na 250 ml se zabrusem, opatiena zatkou, predem vysusena a naplnéna cistym,
suchym inertnim plynem (dusik, nebo |épe oxid uhlicity)

4.2 Sklen¢na vazenkavhodné velikosti podle mnozstvi vzorku
4.3 Byretana 10 ml, délena po 0,02 ml

Vsechna pomtcky musi byt zbaveny redukenich a oxidacnich latek, zabrusy nesmi byt
mazany tukem.
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5. Postup
Stanoveni by mélo byt provadéno v rozptyleném dennim svétle nebo pii umélém osvétleni.
5.1 Zkusebni vzorek

Do banky (4.1) se navazi vzorek s presnosti na 0,001g podle piredpokladanych hodnot
peroxidového ¢isla uvedenych v nasledujici tabulce. Vzorek mize byt navazen ve sklenéné
vazence (4.2), jestlize bainka nemize byt zvazena piimo.

Predpokladané peroxidové ¢islo v mmol/kg Navazkavzorkuv g
0-6 50-20
6- 10 20-12
10-15 1,2-0,8
15-25 0,8-05
25-45 05-0,3

5.2 Vlastni stanoveni

V pripadé, ze byl vzorek navazen do vazenky (4.2), vlozi se vazenka obsahujici vzorek do
barky (4.1). Prida se 10 ml chloroformu (5.1) avzorek se rychle rozpusti zamichanim. Pak se
prida 15 ml kyseliny octové (3.2), potom 1 ml roztoku jodidu draselného (3.3) , baika (4.1) se
ihned uzavie, 1 min micha a ponecha stat presné 5 min ve tmé pii teploté 15 az 25 °C. Prida
se priblizné 75 ml vody, baitkou se prudce zamicha a po pridavku nékolika kapek skrobového
roztoku (3.5), jako indikatoru, se titruje uvolnény jod odmérnym roztokem thiosiranu sodného
(3.4) pii pouziti koncentrace 0.001 mol/l roztoku pro predpokladané peroxidové ¢islo do 12,
nebo roztokem koncentrace 0.005 mol/l pro predpokladané peroxidové ¢islo vétsi nez 12.

5.3 Slepy pokus

Spolu s vlastnim stanovenim se provadi slepy pokus. Jestlize vysledky slepého pokusu
piesahnou 0,1 ml roztoku thiosiranu sodného o koncentraci 0.005 mol/l (3.4), je tieba
stanoveni opakovat s jinymi chemikaliemi.

6. Vypocet a vyjadieni vysedki
Peroxidové ¢ido, vyjadiené v milimolech aktivniho kysliku (1/2 O,) na 1 kg vzorku (X) se
vypocte podle vzorce:
_ 10%.C.(V, - V)
m

X

kde V; je spotieba odmérného roztoku thiosiranu sodného, pouzitého pii titraci slepého
pokusu v mi

Vo spotieba roztoku thiosiranu sodného, pouzitého pii titraci vzorku

C koncentrace pouzitého roztoku thiosiranu sodného v mol/I
m hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti najednu desetinu mmol/kg
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7. Opakovatelnost
Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi

piresahnout pri hodnoté do 0,5 mmol/kg 0,1 mmol/kg
od 0,5 do 3 mmol/kg 0,2 mmol/kg
od 3 do 6 mmol/kg 0,5 mmol/kg
VEtsi nez 6 mmol/kg 1,0 mmol/kg

8. Poznamky

8.1 Jenutno se presvédCit, Zze roztok je nasyceny podle piitomnosti nerozpusténych krystalt.
Roztok je nutno skladovat ve tmé. Pred pouzitim je nutno ovérit acinnost pridanim 2 kapek
Skrobového roztoku (3.5) k 0,5 ml roztoku jodidu draselného ve 30 ml roztoku kyselina
octova - chloroform (3:2). Jestlize k vymizeni modrého zabarveni je tieba vice nez jedné
kapky roztoku thiosiranu sodného o koncentraci 5 mmol/l, je nutno ptipravit ¢erstvy roztok.

8.2 Peroxidové ¢ido muze byt také vyjadieno v mikrogramech aktivniho kysliku na g
pomoci prepocitavaciho faktoru: 1 milimol/kg = 16 mikrogrami/g
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3.8 Stanoveni obsahu tuku v olgjnatych semenech

Do této metody byla zapracovana doporuceni 1ISO TC34 569/1979

1.

Utd arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni tuku (hexanového nebo petroletherového
extraktu) v olgjnatych semenech.

2.

Princip

Tuk ("olg") se stanovi vazkové po extrakci vzorku hexanem nebo petroletherem na vhodném
zarizeni, oddestilovani rozpoustédla a vysuseni vyextrahovaného tuku vzorku.

3.2
3.3

4.2
4.3

4.4
4.5
4.6
4.6.1

4.6.2

4.6.3

4.6.4

Chemikalie

Extrakéni ¢inidlo n-hexan nebo petrolether obsahujici prevazné uhlovodiky se sesti
atomy uhliku, ze kterych méné nez 5 % destiluje pod 50 °C a vice nez 95 % mezi
50 °C az 70 °C, o bromovém ¢isle mensim nez 1 a se zbytkem po odpareni negjvyse
2 mg/100 ml (poznamka 9.1)

Kyselina chlorovodikova, koncentrovana
Plyn inertni (dusik, oxid uhlicity)

Pristroje a pomucky

Extrakéni zarizeni, vhodné konstrukce, s extrakénimi bankami o objemu 200 az
500 ml

Zarizeni vyhtivaci v bezpecnostnim provedeni

Patrony nebo tuby extrakeni, tukuprosté, velikosti podle pouzitého extrakéniho
pristroje

Susarna elektricka vakuova s odvétravanim a automaticky regul ovatelnou teplotou
Vata obvazova, odtuénéna

Pro bavinikova semena s prilehlymi vlakny je pozadovano dalsi zarizeni:

Susarna elektricka atmosféricka s odvétravanim a automatickou regulaci teploty (130 +
+2)°C

Susarna elektricka atmosféricka s odvétravanim a automaticky regulovatelnou
teplotou, schopna vyhiat vzorek nateplotu 115 °C béhem 30 minut

Miska kovova s plochym dnem o praméru 100 mm a vysce priblizné 40 mm (tzv.
Vysousecka)

Keramicka porézni nadoba, cylindricka o vnitfnim prameéru 68 mm, vnéjsim prameru
80 mm, vyskou 85 mm atloustkou stén i zakladny 6 mm
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5. Postup
5.1  Pripravavzorku

5.1.1 Pro zkousku se pouzije vzorek tak, jak byl ziskan nebo po odstranéni necistot
(poznamka 9.4). Pokud se pracuje se vzorkem, ze kterého byly predem odstranény velké
neolgnaté castice, je nutno to zohlednit pii vypoctu (viz. 6.4).

5.1.2 V piipadé semene kopry se vzorek upravuje mechanickym struhadlem cely nebo
rucnim struhadlem v takovém mnozstvi, aby byl co nejvice reprezentativni. Délka ¢astic maze
byt vétsi nez 2 mm, ae nema byt vétsi nez 5 mm. Castice je nutno promichat a zkousku
provést bez prodleni.

5.1.3 Semena stiedni velikosti (podzemnice, soja apod.), kromé baviniku a s prilehlymi
vlakny, se vzorek srotuje v mechanickém mlynku, ktery byl pred pouzitim dobie vycistén, tak
dlouho, dokud hlavni rozmér castic neklesne pod 2 mm. Vétsi castice (priblizné jedna
dvacetinavzorku) se vyiadi, zbytek se peclivé promicha a stanoveni se provede bez prodleni.

5.1.4 Bavlnikova semenas prilehlymi viakny

Do vysouseci misky (4.6.3) se navazi priblizné 60 g vzorku s piesnosti 1 mg tak, jak byl
ziskan. Miska se semeny se vlozi do susarny (4.6.1), predem vyhiaté na (130 + 2) °C a vzorek
se necha pii této teploté susit 2 hodiny. Poté se miska vyjme ze susarny a necha se
vychladnout na vzduchu asi 30 minut. Vysusena semena se premisti do porézni keramické
nadoby (4.6.4), jgiz vnittni stény byly piedem pomoci pipety zvihéeny 1,5 ml kyseliny
chlorovodikové (3.2). Je tieba dbat na to, aby se kyselina tplné vstiebala a nevytvorila na
sténach ulpivajici kapky. Potom se nadoba prikryje hodinovym sklem a vlozi do susarny
(4.6.2) a zahigje se béhem 30 minut na teplotu 115 °C a pfi této se udrzuje dalsich 30 minut.
Poté se keramicka nadoba (4.6.4) vyjme ze susarny a necha zchladit navzduchu 1 hodinu.

Semena se zvazi s piesnosti 1 mg , rozemelou se nha mechanickém mlynku jako v odstavci
5.13.

5.1.5 Mala semena (len, fepka, konopi, ¢ocka apod.) se zkousi bez predchoziho mleti
(v ptivodnim stavu).

5.2  Vlastni stanoveni piimou extrakci

521 U materiala uvedenych v 5.1.2, 5.1.3 a 5.1.4 se do extrak¢ni patrony (tuby) (4.3)
odvazi asi 10 g vzorku s presnosti 1 mg a shora se utésni obvazovou vatou (poznamka 9.2).
Navazka malych semen se nejprve rozdrti v mechanickém mikrodrti¢i nebo v mlynku,
piicemz je treba dat pozor, aby byla rozdrcena vsechna semena. Rozdrcena semena se
pienesou kvantitativné do extrakéni patrony (tuby) (4.3), ngjlépe pomoci $pachtle a vatového
tamponu, namoc¢eného do pouzitého extrakéniho ¢inidla (3.1). Timto tamponem se také vytie
miska mikrodrti¢ce nebo mlynku a shora se s nim utésni extrakéni patrona (tuba) (poznamka
9.2).

Pokud obsah tékavych latek (vihkost) presahuje 10 %, vlozi se patrona (tuba) se vzorkem do
susarny (4.4) apredsusi se pri teploté 80 °C tak, aby se obsah tékavych latek snizil pod 10%.
5.2.2 Prvni extrakce

Extrakéni patrona (tuba) (4.3) se vzorkem se vlozi do stiedni ¢asti extrakéniho pristroje (4.1),
tato ¢ast se nasadi na extrak¢ni banku A, predem vysusenou (30 minut .pii 80 °C) a po
ochlazeni v exsikatoru zvazenou s vyse uvedenou presnosti. Do extrakeni banky A se piida
potiebné mnozstvi extrakéniho cinidla (3.1), barnka se umisti na vyhiivaci zarizeni (4.2),
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napoji se na extraktor (4.1) a extrahuje se po dobu 4 hodin. Rychlost extrakce se upravi tak,
aby béhem jedné hodiny doslo nggméné k 10 pretokim extrak¢niho ¢inidla, je-li pouzit
diskontinuelni extraktor nebo minimalné 3 az 5 kapek kondenzujiciho extrakéniho ¢inidla za
sekundu, byl-li pouzit kontinualni priatokovy extraktor. Po této dobé se extrakce prerusi,
extrakéni zarizeni se necha vychladnout, vyjme se patrona (tuba) a v proudu vzduchu se necha
odparit vétsina rozpoustedla.

5.2.3 Druha extrakce
Druha a dalsi extrakce se provadi se vzorkem po prvni extrakci.

Vzorek se z patrony (tuby) (4.3) vysype do mikrodrtice a rozdrti se co mozna nejjemngéji
(poznamka 9.3). Takto upraveny vzorek se kvantitativné vsype zpét do patrony (tuby) (4.3) a
ta se opét vlozi do extrakéniho zarizeni (4.1) a extrahuje dalsi dvé hodiny. K tomu téelu se
pouzije stgjna extrakéni banka A, obsahujici prvni ¢ast extraktu. Po dvou hodinach se
extrakce prerusi, extrakeni zarizeni (4.1) se necha vychladnout, opét se vyjme patrona (tuba)
(4.3) a v proudu vzduchu se necha odparit vétsina rozpoustédia. Opakuje se drceni jako po
prvé extrakci.

5.2.4 Tieti extrakce

Vzorek se po druhé extrakci a nasledném drceni vlozi zpét do extrakéni patrony (tuby) (4.3) a
tato se vlozi zpét do extrakéniho zafizeni (4.1). K zafizeni se piipoji extrakéni banka B,
piedem vysusena (30 min. pii 80 °C) a po ochlazeni v exsikatoru zvazena s vyse uvedenou
piesnosti. Do extrakéni bainky B se prida potiebné mnozstvi extrakéniho ¢inidla, banka se
umisti na vyhtivaci zatizeni (4.2), napoji se na extraktor a extrahuje po dobu 2 hodin.

5.25 Odstrangni extrakéniho ¢inidlaavazeni tuku

VEtsi ¢ast rozpoustédla z extrakénich banék A a B se odpari na vyhtivacim zarizeni (4.2),
posledni stopy extrak¢niho ¢inidla se odstrani v susarné (4.4) pri teploté 95 °C az 98 °C po
dobu 1, 5hodiny. Extrakeni cinidlo je mozno odstranit také proudem vzduchu nebo Iépe
inertniho plynu (3.3), zavadéného do ban¢k po kratkych intervalech anebo snizenim tlaku
v bankach.

Baiky s vyextrahovanym tukem ("olgjem") se nechaji vychladnout v exsikatoru po dobu
ngméné 1 hodinu a potom se zvazi s presnosti nggméné na 0,001 g. Potom se baiky s
extraktem vlozi zpét do susarny (4.4) apri vyse uvedené teploté se susi jeste 10 minut, ochladi
se v exsikatoru a opét zvazi s vyse uvedenou piesnosti. Pro ob¢ banky plati, ze rozdil mezi
dvéma vazenimi by nemél byt vétsi nez 10 mg. V negativnim pripadé (rozdil je vyssi) je nutné
suseni a vazeni opakovat az bude docileno vyse uvedeného rozdilu.

Pokud hmotnost vytézku v bance B neprekro¢i 10 mg, extrakce je dokonéena. V opacném
piipadé je nutno provést dalsi extrakci po dobu dvé hodiny za stejnych podminek je
v piedchozich extrakcich s novou extrakeéni bankou, dokud mnozstvi vytézku z posledni
extrakce neni nizsi nebo rovno 10 mg.

5.2.6 Stanoveni obsahu negistot

Vyextrahovany olgj ma byt ¢isty. Pokud neni, je nutno urcit obsah necistot. K tomuto ucelu se
rozpusti olgl v rozpoustédie pouzitém k extrakci, zfiltruje se pres filtradni papir, predem
vysuseny pii (103 + 2) °C do konstantni hmotnosti a zvazeny s piesnosti 1 mg. Filtr se jesté
nekolikrat promyje ¢istym rozpoustédiem (3.1), aby se zcela odstranil vyextrahovany tuk
("olg"). Filtr se vysusi pri (103 + 2) °C do konstantni hmotnosti a zvazi s presnosti 1 mg.
K chlazeni avazeni se pouzije vhodna nadobka opatiena vickem.
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6. Vypocet a vyjadieni vysedku
6.1  Stanoveni obsahu tuku ("olge") v semeni tak, jak bylo zkouseno
Obsah olgje (tuku) v g/kg (X) se vypocita podle vzorce:

X =10°° M
m

0
kde my je hmotnost zkusebniho vzorku v g
my soucet hmotnosti vyextrahovaného tuku v barnkach A aB po suseni v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti. Pokud neni splnéna podminka opakovatelnosti,
opakuje se zkouska ve dvou jinych navazkach vzorku. Pokud i v tomto pripadé piesahne
rozdil 0,4 g na 100 g vzorku, bere se za vydedek aritmeticky pramér vsech ¢ty
uskutecnénych zkousek.

V protokolu musi byt uvedeno pouzité extrakeni ¢inidlo.
6.2  Stanoveni olgje pii oddéleném rozboru ¢istych semen a necistot

Vzorec uvedeny v 6.1 Ize pouzit také pro vypocet obsahu olgje jak cistych semen tak i
necistot, tzn. kdyz byla ¢ista semena a necistoty zkouseny oddélené. V tomto piipadé se obsah
olgev g/kg (Y) vypocte podle vzorce:
P"(H,- H,)

10°
kde P je obsah netistot ve zkousenych semenech v g/kg

Y=H,-

Hy obsah olgje v ¢istych semenech v g/kg
H> obsah olg e v necistotach v g/kg
6.3  Stanoveni obsahu olgje v bavlinikovych semenech s prilehlymi vliakny
Obsah olgje (tuku) v g /kg (Z) se vypocita podle vzorce:
z=10° T
m, m,

kde my je hmotnost zkusebniho vzorku v g

my soucet hmotnosti vyextrahovaného tuku v barnkach A aB po suseni v g
m; hmotnost zkusebniho vzorku (asi 60 g) pred pripravou podie5.1.4 v g

ms hmotnost stejného zkusebniho vzorku po provedené piipravé podle 5.1.4 a pred
drcenimv g

6.4  Stanoveni obsahu tuku ("olge") v piipadech, kdy byly velké neolgnaté castice
oddéleny pred zkouskou.
Obsah olgje (tuku) v g /kg (U) se vypocita podle vzorce:
3
U=Xx 10°- N
10°
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kde X je obsahtukuv semeni podle 6.1
N obsah velkych neolgjnatych necistot piredem oddélenych ze zkouseného semene
v gkg
6.5  Stanoveni obsahu tuku ("olge") v podzemnici olgné.

Obsah olgje (tuku) v g /kg (V) se vypocita podle vzorce:

V=) 2l
kde J je obsahjemnych ¢astic zkusebniho vzorku v g/kg
lo obsah ol natych necistot v g/kg
I obsah neolgnatych necistot v g/lkg

Hy obsah olge v ¢istych semenech v g/kg
H> obsah olg e v necistotach v g/kg

6.6  Stanoveni obsahu olgje, korigovaného na susinu.

Obsah olgje (tuku) korigovany na susinu v g /kg (W) se vypocita podle vzorce:

W = X 100
100- S
kde X je obsaholge (tuku) v g/lkg v semenech, tak jak byl ziskan podle 6.1
S obsah vlihkosti atékavych latek v %

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatel nosti.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
hodnotu 4 g/kg.

8.  Reprodukovatelnost
Nestanovena.

0. Poznamky

9.1 n-hexan, petrolether i diethylether jsou nebezpecnymi hoilavinami 1.tiidy a proto pri
jakékoli manipulaci s nimi je nutné dodrzovat bezpecnostni pravidla.

9.2 Olgnata semena mohou byt zkousena oddélen¢ takto :
a) Cista semena a necistoty

b) u podzemnice olgné cista semena, celkové mnozstvi jemnych ¢astic, neolegjnaté
necistoty a olegnaté necistoty.
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9.3 V laboratorich, které neprovadi pravidelné rozbory olgnatych semen a kde neni
mikrodrti¢ dostupny, mize byt mikrodrceni nahrazeno rozetrenim na prasek tlouckem v treci
misce.

Po ¢tyrech hodinach extrakce podle 5.1.2 se vyprazdni obsah tuby do treci misky a piida se
priblizné 10 g pisku, ktery byl piedem promyty kyselinou chlorovodikovou (3.2) a nasledné
vysusen. Vzorek semen spolu s piskem se potom roztira tlouckem co ngjjemnéji a dale se
pokracuje ve zkousce podle odstavce 5.1.3. Protoze je ruéni drceni méné ucinné nez
mechanické v mikrodrtici, je mnozstvi oleje ziskané v baince B, ktera obsahuje vysledek treti
extrakce, témér vzdy vyssi nez 10 mg (zeiménav pripadé semen, ktera se tézko extrahuji, jako
napi. kopra). Proto je dilezité provadét za sebou nasledujici extrakce, dokud mnozstvi
extrahovaného olgje z posledni extrakce neni nizsi nez 10 mg, coz muze byt vice nez
5 extrakci.

Drceni v treci misce nemuze byt vétsinou pouzito v pripadé vicenasobného rozboru, protoze
unava pracovnika laboratore brani uspokojivému rozdrceni vice vzorkt a extrakce olge
Z hrubé rozdrceného vzorku nemuize byt dokonala.

9.4  Pokud je pozadovano uréeni obsahu olgje z ¢istych semen, zkousi se tato semena
oddélené od necistot a postupuje se pritom jako u semen tak, jak byla ziskana. Pro uréeni
obsahu olgle v neCistotach se provede zkouska stejnym zpasobem jako proc¢ista semena.
Avsak v tomto pripadé: a) zkusebni navazka ma byt pouzitav mnozstvi 2- 10 g

b) provadi se pouze jedna extrakce a to po dobu 4 hodin, kdy
eventualni chyba vznikla pii stanoveni obsahu olgje v puavodnim
olginatém semeni je zanedbatel na.

9.5  Slupky slunecnicovych semen obsahuji urcité mnozstvi voskt, které jsou také
vyextrahovany hexanem podle shora uvedenych postupt, pokud je zkouska provedena na
neopracovanych semenech. Zkouseni semen slunecnice beze slupky nemuze byt brano
v avahu zejména pro zmeény v hmotnosti, zpusobené riaznym obsahem vihkosti v jadie
slunecnice béhem odstranovani slupky.

Pramysloveé je olg ¢astéji ziskavan ze slunecnicovych semen, z nichz byly slupky odstranény,
budto ¢astecné nebo uplné. Proto je bézné nebrat v uvahu vosky ze slupek extrahované
hexanem.

9.6  Pro stanoveni tuku je mozno pouzit i extrakénich poloautomatickych pristroju, pokud
poskytuji vysledky zcela srovnatelné v mezich opakovatelnosti s uvedenou metodou.

9.7 Mnozstvi extrakéniho c¢inidla se voli takové, aby u pristroje diskontinualné
pratokového dochazel o ke spolehlivému pietékani kondenzatu extrakéniho ¢inidla

U kontinualné prutokového pristroje se voli priblizné 50 az 100 ml.
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4.1 Stanoveni obsahu vlakniny

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no.L 83,
30/07/73 aL 344, 26/11/92

1. Uge arozsah

Jsou uvedeny dvé modifikace metody, pro manualni provedeni a pro instrumentalni pomoci
hydrolyza¢nich automatickych zarizeni. Metody jsou pouzitelné pro vsechna krmiva, kde
obsah vlakniny je vyssi nez 10 g/kg.

2. Princip

Vlaknina se stanovi vazkové jako nezhydrolyzovatelny zbytek vzorku po 30 minutové
hydrolyze v roztoku kyseliny sirové, separaci pevného zbytku, nasledujici hydrolyze roztokem
hydroxidu draselného a po odecteni popela tohoto zbytku.

3. Chemikalie

31
3.2
3.3
34
3.5
3.6

Kyselina sirova, roztok c(H»SO,4) =(0,128 + 0,05) mal/I

Hydroxid draselny, roztok c(KOH) = 0,23 mol/l

Kyselina chlorovodikova, roztok c¢(HCI) = 0,5 mol/I

Aceton nebo ethylalkohol (poznamka 8.1)

Odpénovaci ¢inidlo: napr. oktylalkohol (poznamka 8.1)

Extrakeni cinidlo: n-Hexan, diethylether ¢i petrolether s bodem varu 40 °C az 60 °C

poznamka 8.1)

4. Pristroje a pomicky

41

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6
4.7
4.8

Susarna laboratorni s regulovatelnou teplotou, moznosti odvétravani a teplomérem pro
rozsahy teplot nggmén¢ do 150 °C

Pec muflova s automatickou regulaci teploty s moznosti odvétravani a teplomérem pro
rozsahy teplot neggmén¢ do 650 °C

Nadobka hydrolyzaéni obsahu as 600 ml s moznosti pripojeni na vhodné refluxni
zarizenim (vodny zpétny chladic) (poznamka 8.2) nebo nadobka hydrolyza¢ni obsahu asi
600 ml (kadinka) s vyznacenym objemem na 200 ml

Vari¢ elektricky nebo topna deska s moznosti regulace zahtivani

Kelimek filtracni kiemenny ¢i sklenény s porézni viozkou (fritou) hustoty S; nebo
kelimek filtraéni porcelanovy

Miska spalovaci, platinova (Pt-Ir), porcelanova nebo kiemenna
Zarizeni pro filtraci za snizeného tlaku
Nalevka filtracni podle Biichnera
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4.9 Sito mlynaiské (UHELON)
4.10 Papirky indikatorové
411 Proinstrumentalni modifikaci navic

4.11.1 Pristroj hydrolyzacni pro digesci vzorkia kyselinou sirovou a hydroxidem draselnym,
opatienou zafizenim pro filtraci kiemennymi ¢i sklenénymi filtratnimi kelimky za
snizeného tlaku a vyhtivacim zatizenim (horka jednotka) a prislusenstvim (filtracni
kelimky a pod.)

4.11.2 Pristroj extrakeni sfiltracnim zafizenim (studena jednotka)

5. Postup
5.1 Manualni metoda
5.1.1 Do hydrolyzacni nadobky (4.3) se odvazi presné 3,000 g zkusebniho vzorku (mg).

5.1.2 Obsahuje-li vzorek vice nez 10 g/kg tuku, odtu¢ni se primo v hydrolyza¢ni nadobce
dekantaci nékolikanasobnym piidavkem extrakéniho ¢inidla (3.6) (poznamka 8.3).

5.1.3 Obsahuje-li krmivo vice nez 20 g/kg vapniku, prida se opatrné za ucelem odstranéni
pripadnych uhli¢itana 100 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.3) a odstavi se as na
5 minut. Potom se obsah promyje studenou vodou dekantaci tak, aby pevna ¢ast vzorku
zustala beze ztrat v puvodni nadobce. Promyvaci kapalina se dale nepouzije; jen v pripadg, ze
obsahuje zbytky pevného podilu, filtruje se pres porcelanovy kelimek (4.5), ktery se potom
kvantitativné vyplachne do piavodni kadinky.

5.1.4 Pokud se odtucnovani nebo odstranovani uhli¢itand neprovadi nebo po jgich
provedeni (v tom pripadé se zkusebni vzorek vysusi) se prida 200 ml roztoku kyseliny sirové
(3.1), nasadi refluxni zatizeni (poznamka 8.2) a obsah nadobky se dostatecné rychle zahigje k
varu (poznamka 8.4). Je-li treba zabranit nezadoucimu pénéni a utajenému varu, prida se par
kapek odpénovaciho ¢inidla (3.5) avarné kulicky ¢i stiipky. Od okamziku, kdy se za¢ne obsah
hydrolyza¢ni nadobky varit, se vari za konstantniho objemu piesné 30 minut. Potom se
vhodnym zpusobem, napi. pres chladi¢, prida 50 ml studené vody, chladi¢ se sme a obsah
hydrolyza¢ni nadobky se filtruje za snizeného tlaku pies Biichnerovou nalevku (4.8) s
viozenym sttedné hustym filtrem podlozenym mlynarskym sitem (4.9). Vlastni filtrace se
provede tak, ze nejprve se filtraini nalevka naplni vodou, filtr se upravi tak, aby zakryval
otvory nalevky, asi po jedné minuté se voda odsagje a obsah hydrolyzacni nadobky (4.3) se
promyva dekantaci horkou vodou a dekantacni kapalina se vzdy po usazeni pevného podilu
déva nafiltratni nalevku. Promyvani afiltrace se provadi tak, aby co nggmén¢ pevného podilu
prislo na filtr v nalevce. Promyva se do negativni reakce dalsiho podilu filtratu na kyselinu
indikatorovym papirkem (4.10). Pr¥ipadny pevny podil na filtru se vysusi acetonem (3.4) nebo
ethylalkoholem (3.4) a kvantitativné pirevede do pavodni hydrolyzacni nadobky (4.3) pomoci
horkého roztoku hydroxidu draselného (3.2) (poznamka 8.5) v mnozstvi 200 ml .Potom se
piida odpénovaci ¢inidlo (3.5), nadobka se opatii refluxnim zarizenim (poznamka 8.2) a opét
zahigje dostatecné rychle k varu. Od okamziku pocatku varu se vari opét presné 30 minut,
potom se var prerusi pridanim 50 ml studené vody, napr. opatrné pies chladi¢, chladici
zarizeni se odpoji a obsah hydrolyzacni nadobky se filtruje za snizeného tlaku pies filtracni
kelimek (4.5) (poznamka 8.6). Nezhydrolyzovany podil se promyje nejprve 25 ml roztoku
kyseliny sirové (3.1), potom malym mnozstvim horkého roztoku kyseliny sirové (3.1) a
nakonec horkou vodou do neutralni reakce dalsiho podilu filtratu na kyselinu. Po promyti
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nezhydrolyzovaného podilu acetonem (3.4) nebo ethylalkoholem (3.4) a nasledujicim volném
vysuseni se filtracni kelimek (4.5) vysusi v susarné (4.1) pii teploté 130 °C po dobu 2 hod. Po
ochlazeni v exsikatoru se kelimek zvazi s presnosti nggméne na 0,001 g (m;). Pak se kelimek
vlozi do muflové pece (4.2), vyhiaté nateplotu (550 + 20) °C a spaluje 2 hod (poznamka 8.7),
ochladi se v exsikatoru a opét zvazi se stejnou piresnosti (my).

5.2 Instrumentilni metoda

Do filtraéniho kelimku (4.5) hydrolyzacniho pristroje (4.11.1) se odvazi presné 1,000 g
zkusebniho vzorku (mg) a je-li tieba odtuéni se na extrakénim pristroji (studené jednotce)
(4.11.2) tak, jak uvedeno v 5.1.2 .(poznamka 8.3) .Je-li tieba odstranéni uhli¢itani (viz 5.1.3)
odstrani se v tomto odstavci popsanym zpasobem.

Pokud se odtu¢novani nebo odstranovani uhlicitant neprovadi nebo po jejich provedeni
(v tomto pripadé se zkusebni vzorek vysusi) se kelimek (4.5) se zkusebnim vzorkem vlozi do
hydrolyza¢niho pristroje (4.11.1) a priklopi se k tésnicimu valci s chladi¢em. Prida se 150 ml
horkého roztoku kyseliny sirové (3.1) a par kapek odpénovaciho ¢inidla (3.5), obsah se
dostatecn¢ rychle zahtge k varu a intenzivné se vaii po dobu 30 minut. Potom se otevie
odpoustéci ventil, obsah kapaliny se za pouziti snizeného tlaku (4.7) pies filtracni kelimek
(4.5) odpusti a pevny podil se promyje asi trikrat 30 ml horké vody, vzdy po uplném
odpusténi kapaliny z kelimku. Po uzavieni a utésnéni se prida 150 ml horkého roztoku
hydroxidu draselného (3.2), dostatecné rychle se obsah zahigje k varu (je-li treba prida se jesté
odpénovaci ¢inidlo (3.5)) a vaii se intenzivné po dobu 30 minut. Potom se opét otevie
odpoustéci ventil, kapalina se pres filtracni kelimek (4.5) odpusti a pevny podil se promyva,
jak je uvedeno vyse po kyselé hydrolyze. Po vyjmuti kelimku se tento umisti do extrak¢niho
pristroje (studené jednotky) (4.11.2) se promyje trikrat 25 ml acetonu (3.4) tak, ze dalsi davka
se vzdy prida az po odteceni predes|é.

Potom se kelimek vyjme, vysusi ngjdiive volné a pak v susarné (4.1) pri teploté 130 °C do
konstantni hmotnosti. Po kazdém vysuseni a ochlazeni v exsikatoru se vzdy rychle zvazi
s presnosti nggméneé na 0,001 g (m,). Pokud se hmotnost filtracniho kelimku (4.5) se zbytkem
Jiz podstatné neméni kelimek (4.5) se vlozi do muflové pece (4.2), vyhiaté na teplotu 475 °C
az 500 °C a spaluje po dobu neggméné 30 minut (poznamka 8.7). Potom se filtracni kelimek
(4.5) ochladi v exsikatoru a opét odvazi se stejnou presnosti (m.,).

Vedle toho se provede depa zkouska se stggnym mnozstvim pridanych chemikalii jako
u zkouseného vzorku, mimo tento zkouseny vzorek. Pripadny pozitivni nalez (vétsi nez 4 mg)
se od vysledku obsahu viakniny odecte.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah vlakniny v g/kg (X) se vypocita podle vzorce:

3 -
m,
kde m, je hmotnost filtratniho kelimku nebo filtru s vysusenym hydrolyzovatelnym

zbytkem vg

m hmotnost filtraniho kelimku s popelem nezhydrolyzovatelného zbytku nebo
hmotnost popel e nezhydrolyzovatelného zbytku ve spalovaci miscev g
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Mo hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky g/kg.

U vysledku stanoveni je nutno uvést, zda byl ziskan metodou manualni a nebo
instrumentalni.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi pirekrocit
pii obsahu vlakniny: do 100 g/kg 4 g/kg

nad 100 g/kg 4%rel.

8. Poznamky

8.1 Aceton, n-hexan, diethylether, petrolether  a oktylalkohol jsou nebezpecnymi
hotlavinami |. tiidy, je nezbytné pri jakékoli manipulaci s nimi dodrzovat bezpecnostni
pravidla.

8.2 Jako refluxni zarizeni se pouzije napt. 1 bainka vhodné velikosti s kulatym dnem,
naplnéna asi 450 ml ledové vody popr. i kouskem ledu, umisténa pii vareni na vrcholu
nadobky ve které je provadéna hydrolyza.

8.3 Uvedenym zpisobem se sice nemusi odstranit veskery tuk, ale jeho obsah se snizi na
takovou hranici, ktera jiz pii stanoveni nevadi.

Je-li obsah tuku ve vzorku prilis vysoky nebo je-li obsazen v krmivech, které primou
extrakci nelze odtucnit (mlécné krmné smeési, kvasnice apod.), je nutno provést bud’
predbéznou extrakci resp. odtucnéni po kyselé hydrolyze.

8.4 Je mozné pridat ptimo i horky roztok kyseliny sirové (3.1) avsak v pripadé, ze jsou
pritomny ve vzorku uhlicitany a nebylo provedeno jgjich predbézné odstranéni (viz 5.1.3),
nastane vzkypéni roztoku a mozné ztraty vzorku. Nevhodnéjsim zpasobem je volit
kompromis, tj. pridavat ponekud teplejsi roztok kyseliny po ¢astech aroztok dostatecné rychle
zahrat k varu.

8.5 Uvedeny zptsob je vhodny pro hydrolyzaéni pristroje, kde roztok hydroxidu draselného
se pouze pridava; pro manualni  manipulaci je dost nebezpecny. V tomto pripadé je
vyhodngjsi prevedeni pevného podilu vzorku z filtru pomoci presné 100 ml horké vody a po
jeho prevedeni se k obsahu v hydrolyzacni nadobce prida presné 100 ml horkého roztoku
hydroxidu draselného dvojnasobné koncentrace (0,46 mol/l).

8.6 Filtraci je mozno provést i pres analyticky filtr prostou filtraci; filtr vsak musi byt
predem vysusen, ochlazen v exsikatoru a zvazen s presnosti nggméné na 0,001 g a jeho
hmotnost se musi od hmotnosti vysuseného nezhydrolyzovatelného zbytku (m;) odecist.
Spalovani filtru snezhydrolyzovanym zbytkem se provede v predem vysusené (1 hod pri
550 °C) apo ochlazeni v exsikatoru zvazené spalovaci misky s presnosti negméne na 0,001 g,
j€jiz hmotnost je nutné rovnéz po spaleni nezhydrolyzovaného zbytku odecist.

8.7 Sklenené filtracni kelimky je nutné pii spalovani nezhydrolyzovaného zbytku vkladat i
vyjimat z muflové pece alespon castecné vychladlé, jinak kelimek praskne. Pro kiemenné a
porcelanové kelimky toto omezeni neplati.
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5.1 Stanoveni obsahu skrobu

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal of the European
Communities no. L 123, 29/05/72

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni celkového obsahu skrobu v krmivech
veetné krmnych smési.

Pro stanoveni obsahu skrobu v bramborach, vyrobcich z brambor a krmiv s vysokym
obsahem laktosy jsou uvedeny prislusné modifikace.

Metody nelze pouzit pro krmiva s relativné vysokym obsahem polymert fruktosy, konkrétné
pro krmiva, obsahujici fepné tizky a bulvy, skrojky, jakoz i zdrtky téchto plodin, kvasnice a
krmiva bohata nainulin.

2. Princip

Skrob se stanovi polarimetricky po hydrolyze vzorku kyselinou chlorovodikovou a odstranéni
bilkovin Carresovymi ¢inidly, zmérenim optické otacivosti a provedenim korekce na opticky
aktivni latky rozpustné ve smési ethylalkohol - voda.

3. Chemikalie
3.1 Kysdlinachlorovodikova roztok (HCI) = 7 mol/I
3.2 Kysdlinachlorovodikova 0,4215 % (c = 0,116 mol/I)

3.3 Kysdlina chlorovodikova 1,128 % (c = 0,312 mol/l) (koncentrace musi byt stanovena
tiracné 0,1 mol/l odmérnym roztokem hydroxidu sodného na indikator 0,1 % roztok
methylové oranze v 96 % ethylalkoholu - na 10 ml spotieba 30,94 ml presné¢ 0,1 mol/I
odmeérného roztoku hydroxidu sodného)

3.4 Kysdlinasirova, roztok ¢(H,S0O,) = 5 mol/l

3.5 Carresovo cinidiol|
Pripravas Do 100 ml odmérné barky se odvazi 21,9 g dihydratu octanu zinecnatého
[Zn(CH,CO).2 H,Q], prida 3 ml ledové kyseliny octové (CH,CO,H), as 50 ml vody,
rozpusti, doplni vodou po rysku a promicha.

3.6 Carresovo cinidlo 1l
Priprava: 10,6 g trihydratu hexakyanozeleznatanu draselného [K ,Fe(CN), . 3 H,O] se

odvazi do odmeérné baiky na 100 ml, po rozpusténi ve vodé se doplni vodou po rysku a
promicha.

3.7 Ethylalkohol, roztok 40 % (objemov¢) a zneutralizovany na indikator fenolftalein

4. Pristroje a pomiicky
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4.1 Polarimetr vhodné konstrukce, strubici o délce 200 mm
4.2 Lazen vodni stermostatem

4.3 Bankavarna se zabrusem, na 250 ml

4.4 Bankaodmeérna Kohlrauschova, na 100 ml

4.5 Chladi¢ vodni zpétny, se zabrusem

5. Pracovni postup
5.1 Stanoveni celkové optické otacivosti

5.1.1 Do (Kohlrauschovy) odmérné bainky se zabrusem (4.4) objemu 100 ml se odvazi
piesné 2,500 g zkusebniho vzorku, piida 25 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.3)
(poznamka 8.1 a 8.2), obsah se promicha, dalsimi 25 ml téze kyseliny (3.3) se oplachnou
pripadné ulpéné zbytky vzorku na sténach baiky, barnka se promicha a vlozi do vrouci vodni
lazn¢ (4.2). Behem prvnich 3 minut se baikou ve vrouci vodni lazni krouzi (poznamka 8.3),
aniz by se z lazné vyjmula a po 15 minutach se barka z vrouci vodni lazné (4.2) vyjme. Prida
se asi 30 ml vody, obsah barnky se rychle ochladi na laboratorni teplotu.

5.1.2 K obsahu odmérné banky se prida 5 ml Carresova ¢inidlal (3.5), obsah barky se po
dobu 1 minut promichava, dale se prida 5 ml Carresova ¢inidla Il (3.6) a znovu se 1 minutu
promichava. Potom se banka vytemperuje, doplni vodou po rysku a promicha. Obsah se
filtruje suchym skladanym tidkym filtrem do suché kadinky, piicemz prvni podil filtratu se
nezachycuje. Jestlize filtrat neni zcela ¢iry, opakuje se pridani Carresovych ¢inidel | (3.5) all
(3.6) v dvojnasobném mnozstvi.

Ciry filtrat se prevede do polarizacni trubice ana polarimetru (4.1) se zméii opticka otagivost.

5.2 Stanoveni optické otacivosti frakce rozpustné v 40 % ethylalkoholu (korekce na obsah
opticky aktivnich latek)

5.2.1 Do (Kohlrauschovy) odmérné bainky se zabrusem (4.4) objemu 100 ml se odvazi
piesné 5,000 g zkusebniho vzorku, prida se 80 ml roztoku ethylalkoholu (3.7) bainka se
uzatkuje a obsah se necha vyluhovat po dobu 1 hod. pii laboratorni teploté za ob¢asného
intenzivniho promichavani a to vzdy po 10 min., aby vzorek byl dostatecné prosycen
ethylalkoholem (poznamka 8.4). Po uplynuti této doby se obsah banky doplni roztokem
ethylalkoholu (3.7) po rysku a promicha co nejdukladngji. Filtruje se suchym skladanym
fidkym filtrem do suché kadinky, ptri¢emz prvni podil filtratu se nezachycuje.

5.2.2 Do varné banky (4.3) se odpipetuje 50 ml tohoto filtratu, piida se piesné 2,1 ml roztoku
kyseliny chlorovodikové (3.1) (poznamka 8.2), obsah bariky se promicha, na banku se nasadi
zpétny chladi¢ (4.5) a baika se vlozi do vrouci lazné (4.2) na 15 minut (poznamka 8.3). Po
této dobe se banka vyjme, sejme se zpétny chladic¢, ktery se vyplachne vodou do barky, barnka
sroztokem se vytemperuje, obsah prevede do odmérné banky na 100 ml a dale se postupuje
podie5.1.2.

5.2.3 Pii zkouseni brambor nebo produkti z brambor se pii stanoveni korekce na obsah
opticky aktivnich latek postupuje nasledovneé:

Do odmérné baiky na 250 ml se odvazi presné 12,500 g zkusebniho vzorku, obsah baiky se
doplni po rysku a promicha. Banka se ponecha stat pri laboratorni teploté po dobu 1 hod. za
obcasného promichani. Potom se obsah barky filtruje suchym skladanym tridkym filtrem do



suché kadinky, pricemz prvni podil filtratu se nezachycuje. Presné¢ 50 ml tohoto filtratu se
odpipetuje do varné bainky na 250 ml a dale se postupuje podie 5.2.2 .

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah skrobu v g/lkg (X) se vypocita podle vzorce:

. 210".(P- P)
I:)m
kde P je uhd otaceni, zjistény postupem podle 5.1;
Po uhel otaceni, zjistény postupem podle 5.2
P~ mérna otacivost cistého skrobu ve[® . dmzlkg]
Pro jednotlive druhy skrobu plati nasledujici ¢iselné hodnoty P_ -
185,9 pro ryzovy;,
195,4 pro bramborovy;
84,6 pro kukuti¢ny;
182,7 pro pseni¢ny;
181,5 pro jecny;
181,3 pro ovesny;,
184,0 pro ostatni, vyse neuvedené, nebo slozena krmiva;

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné uvedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatel nosti a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky g/kg.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi pirekrocit
pii obsahu: nizsim nez 400 g/kg 4 g/kg

vyssim nez 400 g/kg 1% relat.

8. Poznamky:

8.1 Jestlize vzorek obsahuje vice nez 60 g/kg uhlic¢itant, vyjadienych jako CaCOs, musi byt
predem rozrusen priblizné ekvivalentnim mnozstvim (piidavkem) roztoku kyseliny sirové
(3.9).

8.2 Pro stanoveni optické otacivosti v bramborach nebo vyrobkach z brambor se pouzije
roztok kyseliny chlorovodikové (3.2), ostatni postup je stejny.

8.3 Mnozstvi vody ve vodni lazni musi byt dostatecné velké, aby voda zastala vrouci i pri
manipulaci (michani) s bankou.
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8.4 Obsahuje-li vzorek vysoky obsah laktosy, jako napt. praskové nebo shirané mléko, spoji
se Kohlrauschova baika (4.4) po pridani ethylalkoholu (3.7) se zpétnym vodnim chladi¢em
(4.5) nebo vhodnym refluxnim zafizenim a obsah barnky se nejprve vyluhuje po dobu
30 minut na vodni lazni pii teplot¢ 50 °C a teprve potom se po vytemperovani doplni
roztokem ethylalkoholu (3.7) po rysku a promicha. Filtruje se suchym, stiedné hustym
filtrem do suché kadinky, pticemz prvni podil filtratu se nezachycuje.

Dale se postupuje podie 5.2.2 .
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5.1 Stanoveni obsahu skrobu

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal of the European
Communities no. L 123, 29/05/72

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni celkového obsahu skrobu v krmivech
veetné krmnych smési.

Pro stanoveni obsahu skrobu v bramborach, vyrobcich z brambor a krmiv s vysokym
obsahem laktosy jsou uvedeny prislusné modifikace.

Metody nelze pouzit pro krmiva s relativné vysokym obsahem polymert fruktosy, konkrétné
pro krmiva, obsahujici fepné tizky a bulvy, skrojky, jakoz i zdrtky téchto plodin, kvasnice a
krmiva bohata nainulin.

2. Princip

Skrob se stanovi polarimetricky po hydrolyze vzorku kyselinou chlorovodikovou a odstranéni
bilkovin Carresovymi ¢inidly, zmérenim optické otacivosti a provedenim korekce na opticky
aktivni latky rozpustné ve smési ethylalkohol - voda.

3. Chemikalie
3.1 Kysdlinachlorovodikova roztok (HCI) = 7 mol/I
3.2 Kysdlinachlorovodikova 0,4215 % (c = 0,116 mol/I)

3.3 Kysdina chlorovodikova 1,128 % (c = 0,312 mol/l) (koncentrace musi byt stanovena
tiracné 0,1 mol/l odmérnym roztokem hydroxidu sodného na indikator 0,1 % roztok
methylové oranze v 96 % ethylalkoholu - na 10 ml spotieba 30,94 ml presné¢ 0,1 mol/I
odmeérného roztoku hydroxidu sodného)

3.4 Kysdlinasirova, roztok ¢(H,S0O,) = 5 mol/l

3.5 Carresovo cinidiol|
Pripravas Do 100 ml odmeérné barky se odvazi 21,9 g dihydratu octanu zinecnatého
[Zn(CH,CO).2 H,Q], prida 3 ml ledové kyseliny octové (CH,CO,H), as 50 ml vody,
rozpusti, doplni vodou po rysku a promicha.

3.6 Carresovo cinidlo 1l
Priprava: 10,6 g trihydratu hexakyanozeleznatanu draselného [K ,Fe(CN), . 3 H,O] se

odvazi do odmeérné baiky na 100 ml, po rozpusténi ve vodé se doplni vodou po rysku a
promicha.

3.7 Ethylalkohol, roztok 40 % (objemov¢) a zneutralizovany na indikator fenolftalein
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4. Pristroje a pomicky

4.1 Polarimetr vhodné konstrukce, strubici o délce 200 mm
4.2 Lazen vodni stermostatem

4.3 Bankavarna se zabrusem, na 250 ml

4.4 Bankaodmérna Kohlrauschova, na 100 ml

4.5 Chladi¢ vodni zpétny, se zabrusem

5. Pracovni postup
5.1 Stanoveni celkové optické otacivosti

5.1.1 Do (Kohlrauschovy) odmérné bainky se zabrusem (4.4) objemu 100 ml se odvazi
piesné 2,500 g zkusebniho vzorku, piida 25 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.3)
(poznamka 8.1 a 8.2), obsah se promicha, dalsimi 25 ml téze kyseliny (3.3) se oplachnou
pripadné ulpéné zbytky vzorku na sténach baiky, barnka se promicha a vlozi do vrouci vodni
lazn¢ (4.2). Behem prvnich 3 minut se baikou ve vrouci vodni lazni krouzi (poznamka 8.3),
aniz by se z lazné vyjmula a po 15 minutach se barka z vrouci vodni lazné (4.2) vyjme. Prida
se asi 30 ml vody, obsah barnky se rychle ochladi na laboratorni teplotu.

5.1.2 K obsahu odmérné banky se prida 5 ml Carresova ¢inidlal (3.5), obsah barky se po
dobu 1 minut promichava, dale se prida 5 ml Carresova ¢inidla Il (3.6) a znovu se 1 minutu
promichava. Potom se banka vytemperuje, doplni vodou po rysku a promicha. Obsah se
filtruje suchym skladanym tidkym filtrem do suché kadinky, piicemz prvni podil filtratu se
nezachycuje. Jestlize filtrat neni zcela ¢iry, opakuje se pridani Carresovych ¢inidel | (3.5) all
(3.6) v dvojnasobném mnozstvi.

Ciry filtrat se prevede do polarizatni trubice ana polarimetru (4.1) se zméii opticka otagivost.

5.2 Stanoveni optické otacivosti frakce rozpustné v 40 % ethylalkoholu (korekce na obsah
opticky aktivnich latek)

5.2.1 Do (Kohlrauschovy) odmérné bainky se zabrusem (4.4) objemu 100 ml se odvazi
piesné 5,000 g zkusebniho vzorku, prida se 80 ml roztoku ethylalkoholu (3.7) baika se
uzatkuje a obsah se necha vyluhovat po dobu 1 hod. pii laboratorni teploté za ob¢asného
intenzivniho promichavani a to vzdy po 10 min., aby vzorek byl dostatecné prosycen
ethylalkoholem (poznamka 8.4). Po uplynuti této doby se obsah banky doplni roztokem
ethylalkoholu (3.7) po rysku a promicha co nedukladngji. Filtruje se suchym skladanym
fidkym filtrem do suché kadinky, pri¢emz prvni podil filtratu se nezachycuje.

5.2.2 Do varné banky (4.3) se odpipetuje 50 ml tohoto filtratu, piida se piesné 2,1 ml roztoku
kyseliny chlorovodikové (3.1) (poznamka 8.2), obsah bariky se promicha, na banku se nasadi
zpétny chladi¢ (4.5) a baika se vlozi do vrouci lazné (4.2) na 15 minut (poznamka 8.3). Po
této dobe se banka vyjme, sejme se zpétny chladic, ktery se vyplachne vodou do bariky, barnka
sroztokem se vytemperuje, obsah prevede do odmérné banky na 100 ml a dale se postupuje
podie5.1.2.

5.2.3 Pii zkouseni brambor nebo produkti z brambor se pii stanoveni korekce na obsah
opticky aktivnich latek postupuje nasledovneé:

Do odmérné baiky na 250 ml se odvazi presné 12,500 g zkusebniho vzorku, obsah baiky se
doplni po rysku a promicha. Banka se ponecha stat pri laboratorni teploté po dobu 1 hod. za
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obc¢asného promichani. Potom se obsah barky filtruje suchym skladanym tridkym filtrem do
suché kadinky, pricemz prvni podil filtratu se nezachycuje. Presné 50 ml tohoto filtratu se
odpipetuje do varné bainky na 250 ml a dale se postupuje podie 5.2.2 .

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah skrobu v g/lkg (X) se vypocita podle vzorce:

_210*(P- P)
- P

m

X

kde P je uhd otaceni, zjistény postupem podle 5.1;
Po uhel otaceni, zjistény postupem podle 5.2
P~ mérna otacivost cistého skrobu ve[® . dmzlkg]
Pro jednotlive druhy skrobu plati nasledujici ¢iselné hodnoty P_ -
185,9 pro ryzovy,
195,4 pro bramborovy;
84,6 pro kukuti¢ny;
182,7 pro pseni¢ny;
181,5 pro jecny;
181,3 pro ovesny;,
184,0 pro ostatni, vyse neuvedené, nebo slozena krmiva;

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné uvedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatel nosti a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky g/kg.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pii obsahu: nizsim nez 400 g/kg 4 g/kg

vyssim nez 400 g/kg 1% relat.

8. Poznamky:

8.1 Jestlize vzorek obsahuje vice nez 60 g/kg uhlic¢itant, vyjadienych jako CaCOs, musi byt
predem rozrusen priblizné ekvivalentnim mnozstvim (piidavkem) roztoku kyseliny sirové
(3.9).

8.2 Pro stanoveni optické otacivosti v bramborach nebo vyrobkach z brambor se pouzije
roztok kyseliny chlorovodikové (3.2), ostatni postup je stejny.
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8.3 Mnozstvi vody ve vodni lazni musi byt dostatecné velké, aby voda zastala vrouci i pri
manipulaci (michani) s bankou.

8.4 Obsahuje-li vzorek vysoky obsah laktosy, jako napt. praskové nebo shirané mléko, spoji
se Kohlrauschova baika (4.4) po pridani ethylalkoholu (3.7) se zpétnym vodnim chladi¢em
(4.5) nebo vhodnym refluxnim zafizenim a obsah barnky se nejprve vyluhuje po dobu
30 minut na vodni lazni pii teplot¢ 50 °C a teprve potom se po vytemperovani doplni
roztokem ethylalkoholu (3.7) po rysku a promicha. Filtruje se suchym, stiedné hustym
filtrem do suché kadinky, pticemz prvni podil filtratu se nezachycuje.

Dale se postupuje podie 5.2.2 .
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5.3 Stanoveni obsahu cukra

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal of the European
Communities no. L 155, 12/07/71

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni cukri v krmivech a je pouzitelna pro
vsechna krmiva, véetné krmnych smési a pro vsechny obsahy cukri.

2. Princip

Cukry se stanovi titracné jodometricky postupem podle Luff-Schoorla po jegjich extrakci 40 %
ethylalkoholem, vycereni Carresovymi ¢inidly a po odpareni ethylalkoholu. Primo redukujici
cukry se stanovi primo, smés piimo redukujicich a neredukujicich po hydrolyze a obsah
neredukujicich cukri se uréi z jegich rozdilu, vypoctem.

3. Chemikalie

3.1 Ethylalkohol 40 % (objemove¢), zneutralizovany naindikator fenolftalein
3.2 Ethylalkohol 80 % (objemove¢), zneutralizovany naindikator fenolftalein
3.3 Carresovo cinidlol|

Priprava: Do odmerné banky na 100 ml se odvazi 21,9 g dihydratu octanu zine¢natého
[ZNn(CH3COy), . 2H,Q], prida 3 ml ledové kyseliny octové, asi 50 ml vody a po

rozpusténi se doplni vodou po rysku a promicha.
3.4 Carresovo cinidloIl.

Priprava: Do odmérné barnky na 100 ml se odvazi 10,6 g trihydratu hexakyanozel eznatanu
draselného [K4Fe(CN)s . 3 HQ], piida seasi 50 ml vody a po rozpusténi se doplni vodou
po rysku a promicha.

3.5 Indikator methylova oranz, roztok 1 g/l

3.6 Kysdlinachlorovodikova, roztok c(HCI) = 4 mol/l
3.7 Kysdinachlorovodikova, roztok c(HCI) = 0,1 mol/I
3.8 Kysdinasirova, roztok c(H,SO,) = 3 mol/Il

3.9 Hydroxid sodny, roztok c(NaOH) = 0,1 mol/I

3.10 Luff-Schoorlovo ¢inidlo

Priprava: 25,0 g pentahydratu siranu méd’natého (CuSO,.5H;0) se rozpusti ve
100 ml vody apromicha (roztok a).

50,0 g monohydratu kyseliny citronové (CeHsO7 . H20O) se rozpusti v 50 ml vody a
promicha (roztok b).
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143,8 g bezvodého uhlicitanu sodného (Na,COs3) se rozpusti ve 300 ml horké vody,
ochladi a promicha (roztok c).

Do roztoku c) se za neustalého michani piida roztok b) potom roztok a). Vznikla smés
se vytemperuje, doplni vodou na objem 1 000 ml aje-li tieba filtruje suchym fidkym
filtrem do suché nadobky.

Koncentrace médi v tomto roztoku je priblizné 0,1 mol/l, uhli¢itanu sodného cca 2 mol/I
apH roztoku by mélo byt priblizné 9,4.

3.11 Thiosiran sodny, odmérny roztok c(NaS,03) = 0,1 mol/I|
3.12 Skrob, roztok 5 g/l

Priprava: Smés 5 g rozpustného skrobu v 30 ml vody se ptida do 970 ml horké vody,
zahigje k varu a vari se 3 minuty. Po ochlazeni se piida asi 10 mg jodidu rtutnatého
(Hg 1), jako stabilizatoru.

3.13 Jodid draselny, roztok 300 g/l (vzdy cerstvy)
3.14 Isopentylalkohol (3-methylbutan-1-ol)

3.15 Pemzagranulovana (vyvarena v kyseliné chlorovodikové, promyta vodou avysusena)

4. Pristroje a pomicky

4.1 Trepacka (rotaéni) s 35 az 40 ot/min
4.2 Lazen vodni stermostatem

4.3 Chladi¢ zpétny, vodni se zabrusem

4.4 Bankavarna se zabrusem akulatym dnem na 250 ml

5. Postup

Do odmeérné bainky na 250 ml se odvazi asi 2,5 g zkusebniho vzorku s presnosti nggméné na
0,001 g, piida se 200 ml ethylalkoholu (3.1), baiika se uzavie zatkou a extrahuje na tiepacce
(4.1) pti laboratorni teploté po dobu 1 hod. Potom se k obsahu v baice piida 5 ml Carresova
¢inidla 1 (3.3), promicha se asi 1 min, dale se prida 5 ml Carresova ¢inidla Il. (3.4) a opét
promicha 1 min. Po vytemperovani se doplni ethylalkoholem (3.1) po rysku, promicha a
filtruje suchym fidkym filtrem do suché kadinky, pri¢cemz prvni podil filtratu se nezachycuje.
Do kadinky na 600 ml se odpipetuje 200 ml, kadinka se umisti na vrouci vodni lazen (4.2) a
obsah se odpati asi na polovi¢ni objem za uc¢elem odstranéni vétsiny ethyalkoholu. Obsah
kadinky se pak prevede horkou vodou do odmeérné baiky na 200 ml, vytemperuje, doplni
vodou po rysku a promicha. Je-li tieba, piefiltruje se suchym stiedné hustym filtrem do suché
kadinky, pticemz prvni podil filtratu se nezachycuje (zasobni roztok).

Tento roztok se pouzije jak pro stanoveni piimo redukujicich cukra, tak i cukria po hydrolyze.

5.1 Stanoveni primo redukujicich cukri

Ze zasobniho roztoku vzorku se odpipetuje do varné banky (4.4) 25 ml (poznamka 8.1), dale
se pripipetuje presné 25 ml Luff-Schoorlova ¢inidla (3.10), piida se par granuli pemzy (3.15),
varna banka (4.4) se spoji se zpétnym chladicem (4.3), obsah se béhem 2 minut uvede do
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mirného varu a vaii se po dobu 10 minut. Potom se var prerusi, zpétny chladi¢ (4.3) se seime
z banky (4.4) a oplachne do banky. Obsah bainky se rychle ochladi tekouci studenou
obyc¢ejnou vodou, piida se 10 ml roztoku jodidu draselného (3.13) a okamzit¢ nato po
kapkach (poznamka 8.2) 25 ml roztoku kyseliny sirové (3.8) atitruje se odmérnym roztokem
thiosiranu sodného (3.11) az do pravé vzniklého matné Zlutého zabarveni roztoku. Potom se
piidaji asi 3 ml skrobového roztoku (3.12), ¢imz se roztok zbarvi modie a dotitruje se do
vymizeni tohoto zabarveni, které se jiz neobjevi po dobu 1 minuty.

Se stanovenim ve vzorku se provede soucasné slepa zkouska: Do titracni banky na 250 ml se
odpipetuje presné 25 ml Luff-Schoorlova ¢inidla (3.10) a 25 ml vody, ptida se 10 ml roztoku
jodidu draselného (3.13), 25 ml roztoku kyseliny sirové (3.8) a titruje se jak uvedeno vyse.
Slepa zkouska se provede dvojmo a vypocte se aritmeticky pramer.

5.2 Stanoveni redukujicich cukri po hydrolyze

Ze zasobniho roztoku, pripraveného podle odstavce 5, se do odmérné banky na 100 ml
odpipetuje 50 ml tohoto roztoku, prida se par kapek indikatoru methylové oranze (3.5), potom
opatrné po castech a za neustalého michani, jako pii titraci, roztok kyseliny chlorovodikové
(3.6) do prave vzniklého trvale cerveného zabarveni.

Pak se k obsahu banky prida 15 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.7), barka se vlozi do
vrouci vodni lazn¢ (4.2) a ponecha tam piesné 30 minut. Potom se rychle ochladi pod
proudem tekouci studené vody na 20 °C, prida se 15 ml roztoku hydroxidu sodného (3.9),
doplni vodou po rysku a promicha. Z tohoto roztoku se odpipetuje 25 ml do varné baiky (4.4)
na 250 ml a dale se postupuje podie 5.1 .

U krmiv bohatych na melasu nebo takovych, ktera nejsou zcela homogenni se odvazuje
vzorek o hmotnosti 20 g s piesnosti nggméné na 0,001 g do odmeérné banky na 1 000 ml, prida
se as 500 ml vody a necha promichavat na tiepacce po dobu 1 hod. Carresova cinidla se
pridavai, jak je uvedeno v odstavci 5, ale ve étyfnasobném mnozstvi (po 20 ml), bainka se
doplni po rysku ethylalkoholem (3.2) a promicha.

Dale se postupuje podle odstavce 5, po¢ingj e odpipetovanim ¢asti a odparenim ethylalkoholu.

U melasy piimo a krmiv bohatych na cukry, ale vétsinou bez obsahu skrobu (napr. susené
nevyslazené repné fizky a pod.) se odvazuje asi 5 g vzorku s presnosti nggméng na 0,001 g do
250 ml odmérné banky, piida se 200 ml vody a promichava se na tiepacce (4.1) po dobu
1 hod, je-li tieba, | déle. Pridaji se Carresova cinidla, jak uvedeno v odstavci 5, doplni se po
rysku vodou a promicha.

Dale se postupuje podle odstavce 5 , po¢ingje odpipetovanim ¢asti a odparenim (je-li tieba
s ohledem na objem, ethylalkohol tam neni).

Pri stanoveni veetné neredukujicich cukria se postupuje podle odstavce 5.2 .

6. Vypocet a vyjadieni vysledku

Obsah piimo redukujicich cukri (X) nebo redukujicich cukra po hydrolyze (Y) v g/kg se
vypocita podle vzorce:

X(Y) = %
m,
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Obsah neredukujicich cukra, vyjadieny jako obsah sacharosy v g/kg (Z) se vypocita podle
vzorce:

Z = (Y - X) .0,95 (poznamka 8.3)

kde m; je mnozstvi prislusného piimo redukujiciho (redukujiciho cukru po hydrolyze)
v mg, zjisténého z tabulky 1 na zaklad¢ rozdilu spotieb odmérného roztoku
thiosiranu sodného v ml pri titraci zkouseného vzorku aslepé zkousky;

m; hmotnost alikvotniho podilu navazky zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na jednotky g/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Obsah redukujicich cukru v alikvotnim podilu nesmi byt vyssi nez 60 mg. Roztok musi
zastat po 10 minutach varu s Luff-Schoorlovym cinidlem jasné modry. V opacném piipadé
je nutno odpipetovat mensi alikvotni podil zasobniho roztoku, ktery se upravi na objem 25 ml
vodou nebo se prizpiasobi navazka zkusebniho vzorku.

8.2 Pri prvnich pridavcich kyseliny roztok silné péni. Doporucuje se pridat 1 ml
isopentylalkoholu (3.14), jiz pred varenim s Luff-Schoorlovym cinidlem. Kyselinu je nutno
piidavat po kapkach do té doby, dokud roztok nenabude svétle hnédé barvy, pak je mozné
pridat zbyvajici objem.

8.3 Zapiedpokladu vyjadieni X a'Y jako glukosa (fruktosa).
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Tabulka 1 M nozstvi jednotlivych cukra odpovidajicich spotiebé odmérného roztoku

Plati pro pridavky 25 ml Luff-Schoorlova ¢inidla, odmérny roztok thiosiranu sodného piesné

0,1 mol/l, dvouminutové zahtivani a 10 minutové vareni)

Objem Glukosa Laktosa Maltosa
hoticbam) | imvert (g (mg) (mg)
1 24 diference 3,6 diference 3.9 diference
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3.9
3 7,2 2,4 11,0 3,7 11,7 3.9
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 3.9
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 4,0
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 3.9
7 17,2 2,5 25,8 3,7 27,5 4,0
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0
9 22,4 2,6 33,2 3,7 35,5 4,0
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0
11 27,6 2,6 40,8 3,8 43,5 4,0
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,0
13 33,0 2,7 484 3,8 51,6 4,1
14 35,7 2,7 52,2 3,8 55,7 4,1
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1
16 41,3 2,8 59,9 3,9 63,9 4,1
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,1
18 47,1 2,9 67,7 3,9 72,2 4,2
19 50,0 2,9 71,7 4,0 76,5 4,3
20 53,0 3,0 75,7 4,0 80,9 4.4
21 56,0 3,0 79,8 4,1 85,4 4,5
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6
23 62,2 3,1 88,0 4,1 94,6 4,6
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5.4 Stanoveni obsahu laktosy

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal of the European
Communities no. L 155, 12/07/71

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni laktosy v krmivech. Metoda je pouzitelna
pro krmiva, obsahujici vice nez 5 g laktosy v 1 kg.

2. Princip

Laktosa spolu s ostatnimi cukry se vyextrahuje ze vzorku vodou, extrakt se vystavi
fermentacnimu  G¢inku kvasinek Saccharomyces cerevisiae, které ponechaji laktosu
v nezménéném stavu. Po vycereni Carresovymi cinidly se laktosa stanovi titracné
jodometricky podle Luff-Schoorla.

3. Chemikalie
3.1 Kvasinka Saccharomyces cerevisiae, suspense

Priprava: 259 cerstvého drozdi se dokonale rozmicha ve 100 ml vody. Pripravenou
suspens je mozné uchovavat nejvyse po dobu 1 tydne v chladnicce.

3.2 Luff-Schoorlovo ¢inidlo

Priprava: 25,0 g pentahydratu siranu médnatého (CuSO, . 5 H,0) se rozpusti ve 100 ml
vody a promicha (roztok a)

50,0 g monohydratu kyseliny citronové (CeHgO7 . H2O) se rozpusti v 50 ml vody a
promicha (roztok b)

143,8 g bezvodého uhlicitanu sodného (NaCOsz) se rozpusti v asi 300 ml horké
vody, ochladi a promicha (roztok c)

Do roztoku ¢) se za neustalého michani prida roztok b) a potom roztok a). Vznikla smés
se vytemperuje, doplni vodou na objem 1 000 ml, promicha a filtruje tfidkym
filtrem do suché kadinky.

Koncentrace médi je priblizné 0,1 mol/l, uhli¢itanu sodného as 2mol/l a pH
roztoku by mélo byt priblizné 9,4.

3.3 Carresovo ¢inidlo |

Priprava: Do odmérné banky na 100 ml se odvazi 21,9 g dihydratu octanu zinecnatého
[ZNn(CH3COy), . 2 HxO], piida 3 ml ledové kyseliny octové (CH3CO,H), asi 50 ml vody
apo rozpusténi se doplni vodou po rysku a promicha.

3.4 Carresovo ¢inidlo !l
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Pripravaa Do odmérmné banky na 100ml se odvazi 10,69 trihydratu
hexanokyanozel eznatanu draselného [K4Fe(CN)s . 3 H20], prida se asi 50 ml vody a po
rozpusténi se doplni vodou po rysku a promicha.

3.5 Pemzagranulovana (vyvarena v HCI, promyta vodou a vysusena)
3.6 Jodid draselny nebo jodid sodny, roztok 300 g/l

3.7 Kysdinasirova, roztok c(H».SO,) = 3 mal/Il

3.8 Thiosiran sodny, odmeérny roztok c(NaxS,03) = 0,1 mol/I

3.9 Skrob, roztok 5 g/l

Priprava: Ke smési 5 g skrobu rozpustného ve vodé se 30 ml vody se ptida do 970 ml
horké vody, zahieje k varu a vaii 3 min. Po ochlazeni se prida asi 10 mg jodidu
rtutnatého jako stabilizatoru.

4. Pristroje a pomicky
4.1 Lazen vodni stermostatem

4.2 Termostat s regulaci teploty pro 38 °C az 40 °C

5. Postup

Do odmérné banky na 100 ml se odvazi asi 1 g zkusebniho vzorku s piesnosti nggméné na
0,001 g, prida se 25 ml az 30 ml vody, baika se vlozi na 30 minut do vrouci vodni lazné (4.1).
Potom se ochladi na teplotu piiblizné 35 °C, prida 5 ml suspense kvasinek (3.1) (poznamka
8.1), obsah barky se promicha a vlozi do termostatu (4.2) o teploté 38 °C az 40 °C na 2 hod.
Pak se ochladi na teplotu 20 °C, prida 2,5ml Carresova cinidla | (3.3), asi 30 sekund se
promichava, dale se prida 2,5 ml Carresova ¢inidla Il (3.4), opét se promichava 30 sekund,
obsah baiky se doplni vodou po rysku a promicha. Filtruje se suchym stiedné hustym filtrem
do suché kadinky, pri¢cemz prvni podil filtratu se nezachycuje.

Do varné banky s kulatym dnem a zabrusem obsahu 250 ml, se odpipetuje presné 25 ml
filtratu (poznamka 8.2), presn¢ 25 ml Luff-Schoorlova ¢inidla (3.2), piida se par zrnek pemzy
(3.5), varna banka se spoji se zpétnym chladi¢em, obsah se uvede za 2 minuty do mirného
varu a za ob¢asného promicha se pii tomto mirném varu zahiiva 10 minut. Po preruseni varu
se zpétny chladi¢ sejme, oplachne do banky a obsah baiky se okamzité a rychle ochladi pod
tekouci studenou vodou. Titruje se negjdéle po 5 minutach. Tésn¢ pied titraci se prida 10 ml
roztoku jodidu draselného (sodného) (3.6) a okamzité nato po kapkach (poznamka 8.3) 25 ml
roztoku kyseliny sirové (3.7) a titruje se odmérnym roztokem thiosiranu sodného (3.8) do
pravé vzniklého matné zlutého zabarveni, prida se 3 ml roztoku skrobu (3.9), ¢imz se roztok
zbarvi modte, a dotitruje se do pravé vymizeni modrého zabarveni roztoku, které sejiz znovu
neobjevi po dobu 1 minuty.

Soucasn¢ se provede slepy pokus. Do titracni barky na 250 ml se odpipetuje postupné piesné
25 ml Luff-Schoorlova ¢inidla (3.2), 5 ml suspense kvasinek Saccharomyces cerevisiae (3.1),
25 ml vody, 10 ml roztoku jodidu draselného (sodného) (3.6) a 25 ml roztoku kyseliny sirové
(3.7) (bez zahtivani a vareni). Titruje se, jak uvedeno vyse. Slepy pokus se provede ngjméné
dvojmo ak vypoctu se bere pramér téchto spotieb.
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6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah laktosy v g/kg (X) se vypocita podle vzorce:

kde m; je hmotnost alikvotniho podilu navazky zkusebniho vzorkuv g
m,  mnozstvi laktosy odpovidajici rozdilu spotieb odmerného roztoku  thiosiranu
sodného navzorek a slepy pokus v mg (viz tabulka 1);

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky g/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Obsahuje-li vzorek vice nez 400 g/kg zkvasitelnych cukri, v 1 kg krmiva, pida se 10 ml
kvasni¢né suspense (3.1) (i v pripadé slepého pokusu)

8.2 Odpipetovany podil by mél byt max. 25 ml a obsahovat max. 80 mg laktosy, nejlépe
vrozmezi 40 az 80 mg. Jeli toto mnozstvi mensi, je treba upravit navazku zkusebniho
vzorku, pii mensim odpipetovaném podilu se objem doplni na25 ml vodou.

8.3 Pxi prvnich piidavcich kyseliny roztok silné péni. K jeho vylouceni nebo omezeni je
proto mozné jiz pred zahtivanim s Luff-Schoorlovym ¢inidlem piidat k roztoku 1 ml

izopentanolu. Kyselinu je nutno pridavat po kapkach do té doby, dokud roztok nenabude
svétle hnedé barvy, pak teprve je mozné pridat zbyvajici podil kyseliny.
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Tabulkal Mnozstvilaktosy odpovidajici spotiebé odmérného roztoku

Plati pro piidavek 25 ml Luff-Schoorlova ¢inidla, odmérny roztok thiosiranu sodného piresné
0,1 mol/l, dvouminutové zahiivani a 10 min. vareni.

Objem odmérného roztoku |  Odpovidajici mnozstvi Diference
(spotieba) laktosy v mg

1 3,6

2 7.3 3,7
3 11,0 3,7
4 14,7 3,7
5 18,4 3,7
6 22,1 3,7
7 25,8 3,7
8 29,5 3,7
9 33,2 3,7
10 37,0 3,8
11 40,8 3,8
12 44,6 3,8
13 48,4 3,8
14 52,2 3.8
15 56,0 3,8
16 59,9 3.9
17 63,8 3.9
18 67,7 3.9
19 71,7 4,0
20 75,7 4,0
21 79,8 4,1
22 83,9 4,1
23 88,0 4,1
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5.6 Stanoveni obsahu cukri polarimetricky

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu cukrt polarimetricky v krmném
cukru, melase amiéce.

2. Princip

Pro stanoveni cukri se vyuziva jejich schopnosti otacet rovinu polarizovaného svétla umérné
druhu a obsahu cukru v roztoku.

3. Chemikalie
3.1 Suché ¢itidlo navyslazené tizky

Priprava: Promicha se jeden dil jemné tfeného vapna s 25 dily rozetreného neutralniho
octanu olovnatého

3.2 Herlesovo ¢inidlo |

Priprava: Do 1000 ml odmeérné banky se odvazi 340 g dusi¢nanu olovnatého Pb(NOs),,
rozpusti ve vodg, doplni po rysku a promicha

3.3 Herlesovo ¢inidlo 11

Priprava: Do 1000 ml odmérné banky se odvazi 32 g hydroxidu draselného (KOH),
rozpusti, doplni po rysku a promicha.

3.4 Zasadity octan olovnaty, pevny

3.5 Kremelina

3.7 Kyselinaoctova, ledova

3.8 Fenolftalein, roztok indikatoru

3.9 Zasadity octan olovnaty, zakladni roztok

Priprava: Navazi se 600 g octanu olovnatého (3.4) a200 g oxidu olovnatého, rozetie se
ve 100 ml vody, zakryje hodinovym sklem a na vodni lazni se za ob¢asného zamichani
zahiiva tak dlouho, az zmizi barva oxidu. Prida se as 1900 ml horké vody tak, aby
hustota roztoku byla 1,235 - 1, 240 g.cm™. Roztok se promiché4 a necha ustat.

3.10 Zasadity octan olovnaty, zitedény roztok

Priprava: Na 10 | vody se prida 150 ml zakladniho roztoku (3.9)
3.11 Kyselinachlorovodikova, roztok

Priprava: 170 ml 37% kyseliny chlorovodikové se ziedi vodou nall.
3.12 Hexakyanozeleznatan draselny trihydrat, roztok

Pripravas Navazi se 15 g hexakaynozeleznatanu draselného [K4Fe(CN)s .3 H.Q],
rozpusti se vevodg,doplni v odmeérné bance na 100 ml po rysku a promicha.
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3.13 Siran zinecnaty heptahydrat, roztok

Priprava: Navazi se 30 g siranu zinecnatého (ZnS0O,.7H,0), rozpusti se ve vodg, doplni
v odmeérné bance na 100 ml po rysku a promicha.

4. Pristroje a pomicky
4.1 Cukrovarnicky polarimetr vhodné konstrukce, strubici o délce 200 mm

4.2 Lazet vodni stermostatem

5. Postup
5.1 Rafinovany cukr

Do odmeérné banky na 200 ml se navazi 2n mnozstvi zkusebniho vzorku (poznamka 8.1)
s piresnosti nggméné 0,002 g, rozpusti se ve vodé a doplni po rysku. Neni-li roztok zcela ciry,
filtruje se papirovym filtrem. Prvni podil filtratu se odlije a dalsi se polarizuje pii 20 °C
v polariza¢ni trubici délky 200 mm. Hodnota odectena na polarimetru udava piimo obsah
sacharosy v %.

5.2 Surovy aafinovany cukr

Do odmérné bainky na 200 ml se navazi 2n mnozstvi zkusebniho vzorku (poznamka 8.1)
s presnosti nggméng 0,002 g, rozpusti se ve vodé, doplni po rysku a promicha. K roztoku se
piida 0,1 - 0,7 g zasaditého octanu olovnatého (3.4) a 0,5 g kiemeliny (3.5). Po promichani se
filtruje zakrytym filtrem. Prvni podil filtratu se odlije a dalsi se polarizuje pti 20 °C v
polarizacni trubici délky 200 mm. Hodnota odectena na polarimetru (4.1) udava ptimo obsah
sacharosy v %.

5.3 Meéeasa- pifima polarizace

Do odmeérné baiky na 200 ml se navazi 4n mnozstvi melasy 1:1 (poznamka 8.1) s presnosti
ngméné 0,002 g, zneutralizuje se kyselinou octovou (3.7) na fenolftalein (3.8) a piipadna
péna se odstrani diethyletherem. Potom se k roztoku piida 40 ml Herlesova roztoku | (3.2),
promicha se mirnym krouzenim, prida se dalsich 40 ml Herlesova roztoku Il (3.3) a znovu se
promicha. Vycereny roztok se doplini vodou témet po rysku a ponecha se nggméné 30 minut
stat. Potom se doplni po rysku, promicha a filtruje. Prvni podil filtratu se odlije a dalsi se
polarizuje pti 20°C v polarizacni trubici délky 200 mm. Hodnota odectena na polarimetru
(4.1) udava piimo obsah sacharosy v % (poznamka 8.2).

5.3.1 Melasa- polarizace po inverzi (hydrolyze)

Z filtratu, ziskaného pri stanoveni piimé polarizace se odpipetuje 50 ml do 100 ml baiky,
doplni vodou po rysku a polarizuje. Vysledek se vynasobi dvéma.

Do dalsi 100 ml odmerné banky se odpipetuje 50 ml filtratu, piipraveného podle 5.3, prida se
30 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.11) a vlozi se do vodni lazné 70 °C teplé. Teplota
uvniti bailky (kontrola teplomérem) se udrzuje presné 5 minut na hodnoté 67 - 69 °C. Potom
se barka rychle ochladi na 20 °C, teplomér se vyjme a oplachne vodu do baiky a obsah se
doplni vodou po rysku, promicha a filtruje suchym filtrem stredni hustoty do suché kadinky,
piicemz prvni podil filtratu se nezachycuje. Je-li roztok prilis tmavy, odbarvi se pied doplnéni
po rysku pridavkem 0,2 g aktivniho uhli. Polarizuje se az po 20 minutach od doplnéni roztoku
(poznamka 8.3).
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5.4 Cukrovarské iizky cerstvé

Asi 0,5 kg cukrovarnickych fizka se protlaci lisem (poznamka 8.5). Prvnich 50 ml stavy se
odlije a dalsich 100 ml se ¢efi v misce asi 0,7 g zasaditého octanu olovnatého (3.4) pripadné
suchym praskovym cifidlem (3.1). Po promichani se zfiltruje suchym filtrem stiedni hustoty
do suché kadinky, pricemz prvni podil filtratu se nezachycuje. Filtrat se polarizuje v
polarizacni trubici 400 mm dlouhé.

55 Mléko

Do odmérné barky na 100 ml se odvazi 50 g zkusebniho vzorku mléka s presnosti ngiméné

0.005 g, piida se 5 ml roztoku hexakyanozeleznatan draselného (3.12), promicha, piida 5 mi
roztoku siranu zinec¢natého a opét diakladné promicha. Baika se doplni vodou po rysku a po
promichani filtruje suchym skladanym filtrem do suché kadinky, pticemz prvni podil filtratu
se nezachycuje. Filtrat se polarizuje po vytemperovani na 20 °C v polarizacni trubici délky
200 mm pti 20 °C.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
6.1 Stanoveni cukru v rafinovaném cukru
Obsah sacharosy v g/kg (X) se vypocita podle vzorce:
X =10.S
kde S je piimy polarimetricky nalez podle odstavce 5.1

6.2 Stanoveni cukru v surovém a afinovaném cukru

Obsah sacharosy v g/kg (Y) se vypocita podle vzorce:
Y =10.S

kde S je piimy polarimetricky nalez podle odstavce 5.2

6.3 Stanoveni cukru v melase piimo
Obsah sacharosy v g/kg (Z1) se vypocita podle vzorce:
Z =10.S
kde S je piimy polarimetricky nalez podle odstavce 5.3

6.3.1 Stanoveni cukru v melase po inverzi
Obsah sacharosy v g/lkg (Z2) se vypocita podle vzorce:

7z =100(P-1) 5,
1435- 05t

kde P je zdvojnasobeny primy polarimetricky nalez (podle odstavce 5.3.1)

I zdvojnasobeny polarimetricky nalez po inverzi (podle odstavce 5.3.1) (poznamka
8.4)
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t teplota zinvertovaného roztoku pii polarizaci ve °C

6.4 Stanoveni cukru v ¢erstvych cukrovarnickych fizcich
Obsah sacharosy v g/kg (Q) se vypocita podle vzorce:
Q=01310.S

kde S je piimy polarimetricky nalez podle odstavce 5.4

6.5 Stanoveni cukru v miéce
Obsah laktosy v g/kg (W1)nebo bezvodé laktosy (W>) se vypocita podle vzorce:

_100.K,.p.F
W m
nebo
W = 100.K,.p.F
2 m

kde K; je prepoctovy koeficient: 0,9518 pro polarimetricky nalez ve stupnich kruhovych
0,32299 pro polarimetricky nalez ve stupnich Ventzkeho

0,3295 pro polarimetricky nalez v mezinarod. stupnich

K, prepoctovy koeficient: 0,9042 pro polarimetricky nalez ve stupnich kruhovych

0,3134 pro polarimetricky nalez ve stupnich Ventzkeho

0,3130 pro polarimetricky nalez v mezinarod. stupnich

p hodnota odectena na polarimetru
hmotnost navazky zkusebniho vzorkuv g
F faktor pro objemovou korekci na srazeninu (poznamka 8.6)

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkia dvou soubézné uvedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky g/kg.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stegném vzorku pro vsechny
obsahy nesmi prekrocit 1 g/kg.

8. Poznamky:

8.1 Normalnim mnozstvim (1n) pii navazovani cukrovarnickych produktt pro zkousky se
rozumi 26,026 g produktu, pokud se pracuje s polarimetrem se stupnici Ventzkeho nebo
26,000 g, pokud se pracuje s polarimetrem se mezinarodni stupnici sacharimetrickou.
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8.2 Na vyskyt a mnozstvi rafinosy v melase je mozno usuzovat dle vysledki mezi piimou
polarizaci a stanovenim dle Clergeta.

8.3 Pouziva se trubice opatiené teplomérem, aby bylo mozno odecist teplotul.
8.4 Protoze hodnotal je vzdy zaporna, pricita se absolutni hodnotal k P
8.5 Pxi susing fizka nad 10% je tieba cukr stanovit bud’ horkou nebo studenou digesci.

Horka digesce: Do banky se odvazi 4n mnozstvi rozsekanych a promichanych fizki
s piesnosti nggméné 1 g, prida se piresné 300 ml zasaditého octanu olovnatého (3.10). Baika
se uzavie adigeruje 30 minut ve vodni lazni pii 80 - 85 °C pod zpétnym chladicem. Poté se
barka ochladi, obsah se protiepe a filtruje suchym skladanym filtrem do suché kadinky,
piicemz prvni podil filtratu se nezachycuje.. Filtrat se polarizuje v trubici 400 mm dlouhé.
Polarimetricky nalez vydéleny dvéma udava primo mnozstvi cukru ve vyslazenych tizcich v
%.

Studena digesce: Odvazené, s presnosti ngméné 1 g, 4n mnozstvi rozsekanych a
promichanych tizka se vlozi do nadoby mixéru, prida se presné 300 ml zasaditého octanu
olovnatého (3.10) a mixuje se 3 minuty. Poté se obsah Zfiltruje suchym skladanym filtrem do
suché kadinky, pticemz prvni podil filtratu se nezachycuje. Filtrat se polarizuje v trubici 400
mm dlouné. Polarimetricky nalez  vydéleny dvéma udava piimo mnozstvi cukru ve
vyslazenych fizcich v %.

8.6 Vzorce jsou stanoveny podle specifické otacivosti  monohydratu laktosy 52,53
kruhovych stupnu pii 20°C.

Pri stanoveni laktosy v mléce jiného slozeni (ov¢i, buvoli apod.) nebo v mlécnych vyrobcich
se zjisti objem srazeniny afaktor F se vypocte podle vzorce:

kde V je objem, naktery bylo navazené mnozstvi ziedéno
v se vypocte podle vzorce:
V= nava zka (1,08.%tuku +1,55.%bilkovin)
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5.5 Stanoveni obsahu bezdusikatych latek vytazkovych

1. Uge arozsah

Tato metoda uvadi zpasob vypoctu obsahu bezdusikatych latek vytazkovych zvysledku
stanoveni zakladnich slozek krmiv, vlihkosti, dusikatych latek (N x 6,25), tuku, popele a
vlakniny (moc¢oviny a amoniaku).

2. Princip

Obsah bezdusikatych latek vytazkovych se stanovi nepiimo vypoctem, pomoci zjisténych
obsahti zakladnich slozek krmiv stanovenych objektivnimi zkusebnimi metodami podle
Prilohy 9 jako zbytek do 1 000 g/kg.

Obsahuje-li zkousené krmivo nezanedbatelny obsah mo¢oviny nebo amoniakalniho dusiku je
vypocet obsahu bezdusikatych latek vytazkovych zvlast modifikovany.

3. Postup

Ve vzorku krmiva se stanovi obsahy vlhkosti, dusikatych latek, tuku, popele a vlakniny
(popripadé i mocoviny a amoniakalniho dusiku, jsou-li ptitomny) podle dil¢ich metod
uvedenych v Priloze 9.

4. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah bezdusikatych latek vytazkovych v g/kg (X) se vypocita podle vzorce:
4.1 U krmiv bez obsahu mocoviny a amoniakalniho dusiku (poznamka 6.1)

X =1000- (A+B+C+D+E)

4.2 U krmiv s nezanedbatelnym obsahem mocoviny a amoniakalniho dusiku (poznamka 6.1)

X =1000- (A+B,+C+D+E+F +G)

kde A je obsahvlhkosti v g/kg;

B obsah dusikatych latek v g/kg;

B:1  obsah dusikatych latek nativniho pavodu v g/lkg (viz 4.3);
obsah tuku v g/kg;
obsah popele v g/kg;
obsah vlakniny v g/kg;
obsah mocoviny v g/kg;

m m O O
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G obsah amoniakalniho dusiku, vyjadieného jako NH3 v g/kg (poznamka 6.2);
4.3 Vypocet obsahu dusikatych latek nativniho pavodu

Obsah dusikatych latek nativniho (prirozeného) puvodu v g/kg (B1) se vypocita podle
vzorce:

B, =B- 29125 F - 51406.G
5. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

6. Poznamky

6.1 Nezanedbatelny obsah mocoviny se rozumi nad 5 g/kg; obdobn¢ i amoniakalniho dusiku
jako NHs.

6.2 Vyjadieni amoniakalniho dusiku jako NH3 neni zcela spravné, protoze dusik jako NH3
se jako stala slozka v tomto obsahu nevyskytuje; toto vyjadieni je aproximaci. Se stoupajicim
obsahem amoniakalniho dusiku roste i chyba stanoveni bezdusikatych latek vytazkovych,
proto pii znamém slozeni slouceniny, v niz je amoniakalni dusik pritomen je spravnéjsi jg
vyjadrovat v této formé (NH; " apod.).
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5.7 Stanoveni redukujicich latek v cukru a melase

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni redukujicich latek v cukru a melase a je
pouzitelna pro surovy cukr, afinovany cukr atepnou melasu.

2. Princip

Cukerny roztok se povari s Ofnerovym roztokem a vylouceny oxid méd’ny se stanovi
jodometrickou titraci.

3. Chemikalie
3.1 Octan olovnaty zasadity

3.2 Ofnerovo cinidlo Priprava Navazi se 5.0 g pentahydratu siranu méd’natého, 10 g

3.3

34

3.5

3.6
3.7

uhlic¢itanu sodného, 300 g vinanu sodnodraseiného a 50g hydrogenfosforecnanu
sodného do odmérné banky na 1000 ml, rozpusti se ve vodé a potom se vlozi na 2
hodiny do vrouci vodni lazn¢. Po uplynuti této doby se roztok ochladi, doplni vodou po
rysku a promicha. Prida se trochu aktivniho uhli, promicha afiltruje (4.5) pres filtracni
kelimek (4.6).

Roztok se uchovava ve tmavé lahvi se sklenénou nebo gumovou zatkou ve tme
(poznamka 8.1).

Thiosiran sodny, odmérny roztok c(Na,S,03) = 0,01615 mol/I

Priprava: Navazi se 4,0 g pentahydratu thiosiranu sodného, rozpusti ve vode, doplni na
500 ml a promicha.

Presna koncentrace odmeérného roztoku se stanovi na dvojchroman draselny.
Jod, odmérny roztok c(l) = 0,01615 mol/I

Priprava: Navazi se 2,05 g jodu a 10 g jodidu draselného, rozpusti ve vodé a doplni na
500 ml a promicha.

1 ml tohoto roztoku odpovida teoreticky 1 mg invertnino cukru. Presna koncentrace
odmérného roztoku se kontroluje odmérnym roztokem thiosiranu o znamé koncentraci.

Roztok se uchovava ve tmavé lahvi se sklenénou zatkou.
Skrob, roztok 5 g/l

Priprava: Smés 5 g rozpustného skrobu v 30 ml vody se prida do 970 ml horké vody,
zahigle k varu a vari se 3 minuty. Po ochlazeni se prida asi 10 mg jodidu rtutnatého
(Hgly), jako stabilizatoru.

Kyselina chlorovodikova, roztok ¢(HCI) = asi 1 mol/I
Hydrogenfosforecnan sodny, roztok
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Priprava: Navazi se 100 g dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu dvojsodného, rozpusti,
doplni na 1 000 ml a promicha.

3.8 Aktivni uhli
3.9 Octan olovnaty neutralni, roztok

Priprava: Navazi se 350 g octanu olovnatého, rozpusti ve vodg, doplni na 1 000 ml a
promicha.

4. Pristroje a pomicky

4.2 Lazen vodni

4.3 Chladi¢ zpétny, vodni se zabrusem

4.4 Bankavarna se zabrusem akulatym dnem na 250 ml
4.5 Zatizeni pro filtraci za snizeného tlaku

4.6 Filtragni kelimek sklenény sfritou S

5. Postup
5.1 Surovy aafinovany cukr

Do odmérné banky na 200 ml se odvazi 50 g zkusebniho vzorku s presnosti nggméne 0,1 g,
rozpusti ve vode, vyceri se pridanim asi 0.7 - 1.4 g zasaditého octanu olovnatého (3.1), doplni
po rysku a promicha. Filtruje se suchym stredn¢ hustym filtrem do suché kadinky, pticemz
prvni podil filtratu se nepouzije. Z filtratu se odméii 160 ml do odmeérné banky na 200 ml,
prida se 15 - 20 ml roztoku hydrogenfosforecnanu sodného (3.7) a 1 g aktivniho uhli (3.8),
dukladné promicha, doplni se vodou po rysku, opét promicha a po 15 minutach stani se
filtruje suchym stiedné¢ hustym filtrem do suché kadinky, piicemz prvni podil filtratu se
nepouzije.. Z filtratu se odpipetuje 50 ml do 300 ml kuzelové banky, prida se 50 ml Ofnerova
¢inidla (3.2) avarné kaminky a zahtiva se tak, aby kapalina zacala viit za 4 - 5 minut. Roztok
se udrzuje v mirném varu presn¢ 5 minut. Po této dobé se var prerusi, obsah banky se rychle
ochladi tekouci studenou obyc¢einou vodou. Po n¢kolika minutach se do ochlazené tekutiny
prida 15 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.6) aihned potom se prida prebytek (5- 20 ml)
roztoku jodu (3.4) a bainka se uzavie zatkou. Obsah banky se obcas zamicha, po dvou
minutach se prida 5 ml skrobového roztoku (3.5) atitruje se odmérnym roztokem thiosiranu
sodného (3.3) do prave vzniklého odbarveni roztoku (poznamka 8.2).

5.2 Repna melasa

Navazi se 2n mnozstvi roztoku melasy 1:1 (poznamka 8.3) s piesnosti 0.1 g do 200 ml
odmerné cukrovarnické banky, vyceri se 10 ml neutralniho octanu olovnatého (3.9), doplni
vodou po rysku, promicha afiltruje suchym stredn¢ hustym filtrem do suché kadinky, pricemz
prvni podil filtratu se nepouzije. Do odmeérné banky na 200 ml se odpipetuje 153,7 ml filtratu,
prida se 20 ml roztoku hydrogenfosfore¢nanu sodného (3.7), doplni vodou po rysku, promicha
aprelije do kuzelové banky na 300 - 400 ml. Pridaji se asi 4 g aktivniho uhli a nékolik minut
se dukladné protrepava. Suspenze se necha nggméné 15 minut stat, nacez se zfiltruje suchym
stiedné hustym filtrem do suché kadinky, pricemz prvni podil filtratu se nepouzije. Z filtratu
se odpipetuje 50 ml do 300 ml kuzelové banky, prida se 50 ml Ofnerova cinidla (3.2) avarné
kaminky a zahtiva se tak, aby kapalina zacala viit za 4 - 5 minut. Roztok udrzuje v mirném
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varu piesné 7 minut, potom se var prerusi, obsah banky se rychle ochladi tekouci studenou
obyc¢ejnou vodou. Po n¢kolika minutach se k ochlazenému roztoku piida 15 ml kyseliny
roztoku chlorovodikové (3.6) aihned potom piebytek (5 - 20 ml) roztoku jodu (3.4) a bainka
se uzavie zatkou. Obsahem barky se obcas zamicha, po dvou minutach se prida 5 mi
skrobového roztoku (3.5) a titruje se odmérnym roztokem thiosiranu sodného (3.3) do pravé
vzniklého odbarveni roztoku.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
6.1 Surovy aafinovany cukr
Obsah redukujicich latek v surovém a afinovaném cukru (X) v g/kg se vypocita podle vzorce:
_Vi-V,- 002V,
2V,

X

kde Vi je pridané mnozstvi odmérného roztoku jodu (3.4) v mi
V,  pridané mnozstvi odmérného roztoku thiosiranu sodného (3.3) v ml
V3  objemfiltratu, pouzitého k redukci Ofnerova¢inidla v ml

6.2 Repna melasa
Obsah redukujicich latek v melase (Y) v g/kg se vypocita podle vzorce:

_V,-V,- 0,03V,
V3

X

kde Vi je pridané mnozstvi odmeérného roztoku jodu (3.4) v ml
Vo pridané mnozstvi odmérného roztoku thiosiranu sodného (3.3) v ml
V3 objem filtratu, pouzitého k redukci Ofnerovacinidia v ml

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na jednotky g/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Po delsim stani se vylucuje z roztoku oxid méd’ny aje proto nutno pipetovat roztok vzdy
opatrné svrchu.

8.2 Pri vyssim obsahu redukujicich latek, nez odpovida 15 ml odmérného roztoku jodu je
tieba stanoveni opakovat s primérené nizsim mnozstvim pipetovaného filtratu. Rozdil do
50 ml se doplni vodou.

8.3 Roztok melasy 1:1 se pripravi naredénim melasy 1:1 vodou.
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Pokud melasa neobsahuje krystaly cukru, navazi se do banky 200 g dikladné promichaného
vzorku s piesnosti 0,1 g, pfida se 200 ml vody a vse se dovazi na 400 g. Baika se vlozi do
horké vodni 1azné a v 5ti minutovych intervalech se obsah baiky promichava. Rozpousténi je
dokon¢eno nejdéle po 25 minutach. Ziskany roztok se po ochlazeni pouziva ke zkouskam.

Pokud jsou ve vzorku melasy krystalky pritomny, je nutno zvazit cely vzorek a piidat k nému
vahov¢ steginé mnozstvi vody. Zahiivani a promichavani probiha stegjné jako u melasy bez
cukrul.

K ptipravé 1n roztoku melasy se navazi 26,026 g melasy 1:1.
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6.1 Stanoveni obsahu popela

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no.L 155,
12/07/71

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni popele v krmivech. Metoda je pouzitelna pro
vsechna krmiva obsahujici vyhradné ¢i prevazné organickou slozku a pro vsechny obsahy.

2. Princip

Popel se stanovi vazkové jako zbytek hmoty po zpopelnéni pii teploté 550 °C do konstantni
hmotnosti za predepsanych podminek.

3. Chemikalie
3.1 Dusi¢nan amonny, roztok 200 g/l

4. Pristroje a pomicky

4.1 Pec muflova elektricka stermostatem, moznosti odvétravani ateplomeérem pro rozsah
teplot nggméng do 600 °C.

4.2 Susarnalaboratorni elektricka, s moznosti odvétravani, automatickou regulaci teploty a
teplomérem pro rozsah teplot nggméne do 120 °C.

4.3 Kahan plynovy sregulaci plamene nebo topna deska elektricka

4.4 Miska spalovaci z platiny nebo ze dlitiny Pt-Au event Pt-Ir popt. jiného vhodného
materialu odolného podminkam metody stanoveni a nepodiéhajici v téchto podminkach
zmeénam.

Pro vzorky druhtt krmiv, které maji sklon ke vzdouvani pii  karbonizaci se pouziji misky
s plochou neméns 30 cm? avyskou 35 mm.

45 Vodni lazen

5. Postup
5.1 Sucha ¢i predsusena krmiva (poznamka 8.3)

511 Odvazi se as 59 (poznamka 8.1) zkusebniho vzorku s presnosti negmén¢ na 0,001 g
(m) do predem vyzihané (30 min. pii 550 °C) a po ochlazeni v exsikatoru se stejnou presnosti
zvazené spalovaci misky (4.4) (mo).

5.1.2 Navazka vzorku ve spalovaci misce (4.4) se umisti na topnou desku nebo nad plynovy
kahan (4.3) s mirnym plamenem a zahiiva do tplného zuhelnaténi vzorku. Potom se spalovaci
miska (4.4) se vzorkem vlozi do muflové pece (4.1), predem vyhraté na (550+ 20) °C a
vzorek se spaluje pri této teploté po dobu 3 hod. Po uplynuti této doby se spalovani prerusi,
miska se vzorkem se vyjme a vizualné posoudi na pritomnost uhlikatych castic. Jsou-li
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uhlikaté castice pritomny, spaluje se za stgjnych podminek jesté dalsi 1 hod a kontrola na
pritomnost uhlikatych ¢astic se opakuje. Pokud i poté jsou uhlikaté ¢astice pritomny, necha se
miska vychladnout, vzorek se zvih¢i nékolika kapkami roztoku dusi¢nanu amonného (3.1)
(poznamka 8.2), miska se vysusi v susarné (4.2) pii 103 °C do sucha a vlozi znovu do
muflové pece (4.1) a pii teploté (550 + 20) °C se spaluje 1 hod. Pokud by ani toto opatieni
nepomohlo, piida se k vychladliému popelu horka voda a po zamichani se filtruje obsah
stiedné hustym filtrem do suché kadinky, tento filtrat se potom kvantitativné pirevede do
puvodni misky a odpari do sucha. Filtr s nerozpustnym zbytkem se vliozi do stejné misky a po
vysuseni se dale postupuje podie5.1.2 .

5.1.3 Po skonéeni spalovani, ngjsou-li uhlikaté castice pritomny, se spalovaci miska (4.4)
s popelem ochladi v exsikatoru arychle se zvazi s presnosti nggméné na 0,001 g (my).

5.1.4 Pokud je jesté podezieni na pritomnost uhlikatych ¢astic, provede se dalsi spalovani
popele vzorku za vyse uvedenych podminek jesté po dobu 1hod. a po vychladnuti v
exsikatoru se opét zvazi s vyse uvedenou presnosti. Neni-li rozdil mezi hmotnostmi prvniho a
druhého vazeni vétsi nez 0,01 g je spalovani skon¢eno, v opacném piipadé se spalovani po
dobu 1hod opakuje tak dlouho, az rozdil mezi hmotnostmi je mensi ¢i rovny vyse
uvedenému.

5.2 Krmné tuky nebo olgje

Do spalovaci misky (4.4), piedem vyzihané (30 min. pii 550 °C) a po ochlazeni v exsikatoru
zvazené s presnosti nggméné na 0,001 g (mg), se odvazi asi 25 g zkusebniho vzorku se stejnou
piesnosti, do vzorku vlozi nastiihané tenké prouzky bezpopelného filtru, tyto se zapali a po
vyhoreni hlavniho podilu tuku ¢i olgje se obsah misky zvih¢i vodou, vysusi a dale se
postupuje podie5.1.2 .

5.3 MIéko atekuté mlécné vyrobky

Do spalovaci misky (4.4), piedem vyzihané (30 min. pii 550 °C) a po ochlazeni v exsikatoru
zvazené s presnosti nggméné na 0,001 g (mg), se odvazi asi 25 g zkusebniho vzorku se stejnou
piesnosti. Obsah misky se odpaii na vodni lazni (4.5) a pak vysusi pri (103 + 2) °C v susarné
(4.2). Nasleduje pomalé zuhelnéni nad mirnym plamenem (4.3). Popel se necha vychladnout a
potom se do misky prida 10 ml horké vody. Rozpustny podil se odfiltruje pies bezpopelny
filtratni papir a promyje malym mnozstvim horké vody. Filtrat se uschova a filtracni papir se
vlozi zpét do spalovaci misky (4.4), vysusi a vyziha v muflové peci (4.1) pii 500 - 550 °C do
béla. Po vychladnuti se do misky piida kvantitativné filtrat, ktery se odpairi do sucha pii 130
°C a kratce preziha pii 500 - 550 °C. Miska se po vychladnuti v exsikatoru rychle zvazi s
piesnosti nggméne na 0,001 g (my).

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah popele v g /kg (X) se vypocita podle vzorce:

X = 1000.(m, - my)
m-m

kde mg je hmotnost prazdné spalovaci misky v g

my hmotnost spalovaci misky se zkusebnim vzorkemv g (= mg + m)
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my hmotnost spalovaci misky se spalenym vzorkemv g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminky opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky g /kg.

7. Opakovatelnost
Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit

pii obsahu do 30 g/kg 3 g/kg
od 31 do 50 g/kg 10 relat.
od 51 do 200 g/kg 5g/kg
od 201 do 400 g/kg 2,5relat.
nad 400 g/kg 10 g/kg
8. Poznamky

8.1 U krmiv, které maji tendenci se nadouvat se odvazuje pouze 2,5g a pouzivaji se misky
vétsich rozmérda.

8.2 Dusi¢nan amonny se musi pridavat opatrné, aby se zamezilo dispergovatelnosti popele
nebo tvoreni hrudek)

8.3 Popel ve vzorcich melasy nebo surového cukru se stanovuje konduktometricky,
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6.2 Stanoveni obsahu popelav tucich

1. Uée arozsah

Tato metoda specifikuje metodu pro stanoveni popela, pouzitelnou pro vsechny zivoéisné a
rostlinné tuky aolee, véetné kyselych tuki.

2. Princip

Popel je anorganicky zbytek po zpopelnéni za stanovenych podminek. Vzorek tuku se spali
pii uréené teploté a ziskany zbytek se uréi vazkove.

3. Chemikalie
3.1 Peroxid vodiku, roztok 10 % (v/v)

3.2 Uhli¢itan amonny, pevny

4. Pristroje

4.1 Kelimek (nizky), nebo miska na 50 ml; prednost je davana kiemennym a platinovym
4.2 Vyhtivana deska nebo kahan

4.3 Muflova pec s moznosti prace v rozmezi 500 az 600 °C

4.4 Filtra¢ni papir, bezpopelny

4.5 Vodni lazen stermostatem

4.6 Susarna elektricka atmosféricka s automatickou regulaci teploty v mezich = 2 °C,
smoznosti odvétravani

5. Postup
5.1 Surové arafinované tuky aolegje

5.1.1 Nejprve se vyziha kelimek nebo miska (4.1) v muflové peci (4.3) nastavené na 550 az
650 °C, potom se ochladi v exsikatoru a zvazi s presnosti na 1l mg.

S piesnosti nggméné na 10 mg se do kelimku nebo misky (4.1) navazi priblizné 10 g
zkusebniho vzorku (poznamka 8.1). Opatrné se zahtiva na vyhiivané desce nebo nad
plamenem kahanu (4.2) v digestori dokud se vzorek nevzniti (poznamka 8.2).

Po ukonceni spalovani se kelimek nebo miska (4.1) premisti do muflové pece (4.3) nastavené
na 550 az 650 °C. Pxi této teploté se udrzuje 4 hodiny nebo po kratsi dobu, jestlize zbytek
neobsahujici uhlik je ziskan rychlgji. Bezuhlikaty zbytek se vyznatuje objevenim popele
cervenohnédé (za pritomnosti zeleza), nebo bilé barvy, bez cernych ¢astic zastavajicich ve
Zbytku.
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Jestlize vzorek neni zbaven uhliku po 4 hodinach, piida se nékolik kapek peroxidu vodiku
(3.1), vysusi se na vrouci vodni lazni (4.5) a znovu se zahiiva v muflové peci (4.3), dokud
neni uhlik odstranén. Tento postup mize byt podle potieby opakovan.

Pokud zbytek jiz neobsahuje uhlik, necha se miska nebo kelimek se zbytkem ochladit
v exsikatoru a zvazi se s piresnosti na 1 mg.
5.2 Kyselé olge

5.2.1 Postupuje se podie odstavce 5.1.1, ale v prvnim kroku se kelimek nebo miska (4.1)
ohtiva pri teploté 500 az 550 °C v muflové peci (4.3). Po skonceni spalovani se kelimek nebo
miska (4.1) necha vychladnout a zbytek se rozpusti ve vodé. Obsah kelimku nebo misky se
Zfiltruje presfiltracni papir (4.4), ktery neobsahuje popel, do kadinky.

5.2.2 Filtraéni papir (4.4) se zbytkem se vlozi do kelimku nebo misky (4.1) a susi se v
susarné (4.6) pri 103 + 2 ° C do uplného vysuseni. Kelimek nebo miska (4.1) se premisti na
vyhiivanou desku nebo do plamene kahanu (4.2) a opatrné se zahiiva podle bodu 5.1.1, dokud
neni spalovani ukon¢eno. Potom se zahiiva v muflové peci (4.3) pii teploté 500 az 550 °C,
dokud nezmizi ¢astice uhliku, nebo dokud dochazi ke zménam vzhledu zbytku. Jestlize zbytek
obsahuje uhlik, postupuje se podle odstavce 5.1.1.

5.2.3 Filtrat ziskany podle bodu 5.2.1 se kvantitativné prevede do kelimku (4.1) a na vrouci
vodni lazni (4.5) se odpaii do sucha. K odparku se piida 0,5 az 2 g uhli¢itanu amonného (3.2)
a zbytek se ziha v muflové peci (4.3) pri teplot¢ 500 az 550 °C. Kelimek nebo miska se
zbytkem se necha vychladnout v exsikatoru a zvazi se s presnosti na 1 mg.

6. Vypocet
Obsah popela vyjadieny v g/lkg (X) se vypocte podle vzorce:
X =1000. T~ M
m
kde m je hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g

my hmotnost prazdného kelimku nebo misky v g

m; hmotnost kelimku nebo misky s popelemv g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky g /kg.

Vysledek mensi nez 0,1 g/kg se uvadi jako "stopy".
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7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pii obsahu popela: do 1 g/kg 20% relat

nad 1 g/kg 15% relat

8. Poznamky

8.1 Pxi nizsich obsazich popela muze byt pouzita vétsi navazka pridanim 10 g ¢asti po
pocatecnim spaleni a pii vyssich ob sazich muze byt pouzita niz$i navazka. S naristgjici
navazkou oleje muze byt pouzit knot z filtra¢niho papiru, ktery neobsahuje popel, vliozeny do
olgje a zapaleny, zatimco olg je zahiivan navyhiivané desce.

8.2 Pocatecni ohifev muze byt proveden v otvoru muflové pece jestlize je pec umisténa
v digestofi.
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6.3 Stanoveni podilu popela nerozpustného v kyseliné chlorovodikové

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no.L 155,
12/07/71

1. Uge arozsah

Jsou uvedeny dva postupy stanoveni a to jednak pro jednoducha organicka krmiva a jednak
pro mineralni, organomineralni krmiva a krmiva, obsahujici nad 10 mg/kg nerozpustného
podilu popele v kyseliné chlorovodikové.

Tyto metody specifikuji podminky pro stanoveni nerozpustného podilu popele v kyseling
chlorovodikové. Metody jsou pouzitelné pro vsechny obsahy.

2. Princip

Nerozpustny podil popele v kyseliné chlorovodikové se stanovi vazkove jako nerozpustna cast
popele, ziskaného spalovani vzorku podle Prilohy 9, ¢ast 6.1 Stanoveni popele, v kyseling
chlorovodikové resp. primo rozpousténim vzorku v kyseling chlorovodikové.

3. Chemikalie

3.1 Kysdlinachlorovodikova, roztok c(HCI) = 3 mol/l
3.2 Kyselinatrichloroctova, roztok 200 g/l

3.3 Kyselinatrichloroctova, roztok 10 g/l

4. Pristroje a pomicky

4.1 Pec muflova elektricka s termostatem, moznosti odvétravani  a teplomérem pro rozsah
teplot nggméne do 600 °C

4.2 Susarna laboratorni elektricka, s moznosti odvétravani, automatickou regulaci teploty a
teplomérem pro rozsah teplot nggméne do 120 °C.

4.3 Kahan plynovy s regulaci plamene nebo topna deska elektricka

4.4 Miska spalovaci z platiny nebo ze dlitiny Pt-Au event Pt-Ir popt. jiného vhodného
materialu odolného podminkam metody stanoveni a nepodiéhajici v téchto podminkach
zmeénam.

Pro vzorky krmiv, které maji sklon ke vzdouvani pii karbonizaci se pouziji misky
s plochou nemén& 30 cm? a vyskou 35 mm.

45 Vodni lazen stermostatem

5. Postup
5.1 Krmivas prevazné organickou slozkou
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5.1.1 Popel, ziskany pii stanoveni popele podle Prilohy 9, ¢ast 6.1 Stanoveni popele, se
kvantitativné pirevede pomoci 75 ml kyseliny chlorovodikové (3.1) do kadinky na 250 ml
nebo 400 ml (podle mnozstvi pevného podilu), zahigje se pod hodinovym sklickem na topné
desce ¢i varici (4.3) k varu amirné se vaii jesté 15 minut.

5.1.2 Jesté horky roztok se filtruje stiedné hustym, bezpopelnym filtrem, zbytek na filtru se
promyje 2x az 3x 50 ml horké vody do negativni reakce na aciditu (pH papirek). Filtrat se dale
pro toto stanoveni nepouzije; muze se vyuzit pro stanoveni makroprvku (viz jegjich stanoveni).
Promyty filtr s pevhym podilem se prevede do spalovaci misky (4.4), piedem vyzihané
(30 min.pri 550 °C) a po ochlazeni v exsikatoru zvazené s piesnosti nggméné na 0,001 (mo).
Miska s filtrem se vysusi v susarné (4.2) pii teploté 103 °C po dobu 30 minut a spaluje
v muflové peci (4.1) pii teploté 550 °C az 700 °C po dobu 30 minut. Potom se miska vyjme,
ochladi v exsikatoru azvazi s presnosti ngjmeéne na 0,001 g (m.).

5.2 Krmivas pirevazné mineralni slozkou krmiva s obsahem nerozpustného podilu v kyseling
chlorovodikové nad 10 g/kg

Odvazi se as 59 zkusebniho vzorku, s presnosti nggméné na 0.001 g (m;) do kadinky na
400 ml, prida se 25 ml vody, opatrné 25 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.1) a necha
ustat dokud neustane suméni roztoku (vyvoj oxidu uhli¢itého). Pak se prida dalsich 50 ml
roztoku kyseliny chlorovodikové (3.1) apo odpénéni roztoku se kadinka s obsahem zahreje na
vrouci vodni lazni (4.5) k varu. Vaii se po dobu nggméné 30 minut az do uplného vycereni
roztoku (zhydrolyzovani skrobu).

Dale se postupuje podle 5.1.2

Pokud by filtrace chloridového vyluhu probihala obtizné, je nutno stanoveni opakovat s nizsi
navazkou vzorku stginym postupem, ale s tim rozdilem, ze namisto roztoku kyseliny
chlorovodikové (3.1) se pouzije roztok kyseliny trichloroctové (3.2) a filtr se promyva
roztokem kyseliny trichloroctové (3.3).

Spaluje se po dobu 3 hod.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku

Obsah nerozpustného podilu popele v kyseling chlorovodikové v glkg (X) se vypocita podle
vzorce:

- 1000(m, - m)
m

kde my je hmotnost prazdné spalovaci misky v g

m; hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g
my hmotnost spalovaci misky se spalenym zbytkem v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminky opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti nacelé g /kg.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi pirekrocit
pii obsahu
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do 10 g/kg 1 g/kg
od 11 do 50 g/kg 10 % rel.
od51do200g/kg 5gkg
0d 201 do400g/kg 2,5%rel
nad 400 g/kg 10 g/kg
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6.4 Stanoveni obsahu popela
Metoda ES prevzata ze smeérnice komise 71/250/EHS (OJ L155, 12/7/1971)

1.

Utd arozsah

Tato metoda umoznuje uréit obsah popelav krmivech.

2.

Princip

V zorek sse zpopelni pii 550°C; popel se zvazi.

4.1
4.2
4.3

5.

Chemikalie

Dusi¢nan amonny, 20 % roztok (w/v)

Pristroje.
Topna deska.
Elektricka muflova pec stermostatem.

Spalovaci kelimky z platiny nebo ze dlitiny platiny a zlata (10 % Pt, 90 % Au) bud’
pravouhlé (60 x 40 x 25 mm) nebo kulaté (pramér 60 — 70 mm, vyska 20 — 25 mm).

Postup.

Do spaovaciho kelimku, ktery byl piredem vyzihan a zvazen, se navazi 5 g £ 1 mg vzorku
(2,5 g v pripadé latek, které maji tendenci zvétsovat svij objem). Kelimek se vlozi na topnou
desku a postupné ho zahiivat az latka zuhelnati. Potom se kelimek vlozit do muflové pece
zahiaté na 550°C + 5°C. Pri této teploté se spaluje az vznikne bily, lehce sedy nebo
nxervenaly popel, ktery se zda byt prosty zuhelnatélych castic. Kelimek se vlozi do
exsikatoru, necha se vychladnout aihned se zvazi.

6.

Vypocet vysedki.

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

Poznamky.

Popel latek, které se obtizné zpopelnuji, se musi spalovat negiméné po dobu tii hodin.
Po vychladnuti se prida nékolik kapek 20 % roztoku dusi¢nanu amonného (opatrng,
aby nedoslo k rozptylu popela anebo ke tvoreni hrudek). Po vysuseni v susarné se
pokracuje ve spalovani. Postup se opakovuje podle potieby az je zpopel néni tplné.
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7.2. 'V pripadé latek, které jsou rezistentni na proces popsany v bodé¢ 7.1, se postupuje

takto: Po spalovani po dobu tii hodin se popel rozmicha v horké vodé a prefiltruje se
pies maly, popela prosty filtr. Filtr s popelem se dale spaluje v originalnim kelimku.
Filtrat se prevede do vychladiého kelimku, odpaii do sucha, opét se spali a popel

Zvazit.
7.3V pripadé stanoveni popela v olgjich a tucich se presné navazi priblizné 25 g vzorku do
kelimku vhodné velikosti. Zuhelnati se zapalenim vzorku prouzky popela prostého

filtratniho papiru. Po spaleni se zvih¢i co nggmensim mnozstvim vody. Vysusi se a
spali podle popisu v bodu 5.
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7.1 Stanoveni obsahu celkového fosforu

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no.L 279,
20/12/71

1. Uge arozsah

Jsou uvedeny dva postupy stanoveni, spektrofotometricka véetné modifikace pro mineralni a
kapalna krmiva avazkova, ur¢ena pro vyssi obsahy fosforu.

Tyto metody specifikuje podminky pro stanoveni celkového obsahu fosforu v krmivech,
véetné mineralnich prisad.

Uvedené postupy jsou pouzitelné pro vsechna krmiva organického i mineralniho pivodu a
vsechny obsahy fosforu.

2. Princip

Fosfor se stanovi z chloridového vyluhu popele vzorku nebo po mineraizaci kyselinou
sirovou po reakci s molybdatovanadatovym c¢inidlem spektrofotometricky nebo po vysrazeni
chinolinovym ¢inidlem vazkove.

3. Chemikalie

3.1 Metoda spektrofotometricka

3.1.1 Kyselinachlorovodikova, roztok priblizné c(HCl) = 6 mol/l

3.1.2 Kyselinadusi¢na, koncentrovana (65 - 68%) (h = 1,4 g/cm?)

3.1.3 Tetrahydrat heptamolybdenanu amonného [(NH4)eM 0;0,4 . 4H,0]
3.1.4 Kysealinadusi¢na, roztoky 8,5%

3.1.5 Kyselinasirov4, koncentrovana (h = 1,84 g/cm?)

3.1.6 Amoniak, roztok 25 % (h = 0,91 g/cm?)

3.1.7 Uhlicitan vapenaty, pevny (fosforu prosty)

3.1.8 Molybdatovanadatové ¢inidlo

Priprava: Do 1000 ml odmeérné banky se odvazi 100 g tetrahydratu heptamolybdenanu
amonného (3.1.3) rozpusti se asi v 600 ml horké vody, ochladi, piida 10 ml roztoku
amoniaku, promicha, po vytemperovani doplni vodou po rysku a promicha (roztok I).

Do jiné 1000 ml odmérné banky se odvazi 2,35 g vanadicnanu amonného (3.1.11),
rozpusti se v asi 400 ml horké vody, za stalého michani se prida pomalu 7 ml roztoku
kyseliny dusi¢né (3.1.2), vytemperuje, doplni vodou po rysku a promicha (roztok I1).

V 1000 ml odmérné bance se smicha 200 ml roztoku I, 200 ml roztoku I, 134 ml
kyseliny dusi¢né (3.1.2), promicha, vytemperuje, doplni vodou po rysku a promicha.

Roztoky | all jsou stalé, ale smichany roztok se pripravuje vzdy cerstvy.
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3.1.9 Fosfor, zdkladni standardni roztok

Pripravaa Do odmérné bainky na 1000ml se odvazi presné 4,3937 g
dihydrogenfosforecnanu draselného (KH,PO,), predem vysuseného (pri 103 °C,
1 hod) a v exsikatoru ochlazeného, rozpusti ve vodé, vytemperuje, doplni vodou po
rysku a promicha.

1 ml tohoto zakladniho standardniho roztoku obsahuje teoreticky 1 mg fosforu.
3.1.10 Fosfor, pracovni standardni roztok

Pripravac Do odmeérné banky na 250 ml se odpipetuje presné 5ml zakladniho
standardniho roztoku fosforu (3.1.9), doplni vodou po rysku a promicha.

1 ml tohoto pracovniho standardniho roztoku obsahuje teoreticky 0,02 mg fosforu.

Zakladni standardni roztok se uchovava v nadobce z plastické hmoty na temném a
chladném misté, pracovni standardni roztok se pripravuje vzdy ¢erstvy.

3.1.11 Vanadi¢nan amonny NH4V O3

3.2 Metodavazkova navic

3.2.1 Kyselinachlorovodikova, ziedéna (1 +1)
3.2.2 Chinaolin (neredény)

3.2.3 Aceton (poznamka 8.1)

3.2.4 Chinolin-molybdenové ¢inidlo

Priprava: Do kadinky asi na 400 ml se odvazi 70 g dihydratu molybdenanu sodného
(N&eM00O,. 2 H,0O) arozpusti se ve 150 ml vody ( roztok A).

Do kadinky na 1000ml se odvazi 60g monohydratu Kkyseliny citronové
(H3CsHsO7 . H20), rozpusti ve 150 ml vody a za ochlazovani se opatrné piida 85 ml
kyseliny dusi¢cné (3.1.2) (roztok B).

Do kadinky asi na 400 ml se 100 ml vody se ptida 35 ml kyseliny dusi¢né (3.1.2),
5 ml chinolinu (3.2.2) apromicha se (roztok C).

Roztok A se za stalého michani piida k roztoku B a k této smés se prida opét za
stalého michani postupné roztok C.

Vysledna smés se ponecha 24 hod stat. Potom se filtruje pies sklenény kelimek S, bez
promyvani do odmérné banky na 1 000 ml, piida se 280 ml acetonu (3.2.3), doplni po
rysku a dobi'e promicha.

V pripadé, Zze roztok je zakalen, opakuje se filtrace stgnym kelimkem. Roztok se
piechovava na chladném misté aje staly 1 mésic.

3.2.5 Uhli aktivni, praskové

4. Pristroje a pomicky
4.1 Metoda spektrofotometricka
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4.1.1 Spektrofotometr vhodné konstrukce pro meéieni pii vinové délce 430mm a
s prislusenstvim

4.1.2 Lazen vodni nebo piskova

4.1.3 Zkumavky objemu 25 az 30 ml

4.1.4 Miska spalovaci z platiny nebo ze dlitiny Pt-Au event Pt-Ir popt. jiného vhodného
materialu odolného podminkam  metody stanoveni a nepodliéhgici v téchto
podminkach zménam. Pro vzorky krmiv, které maji sklon ke vzdouvani pii karbonizaci
se pouziji misky s plochou ngiméng 30 cm? a vyskou 35 mm.

4.1.5 Pec muflova elektricka s termostatem, moznosti odvétravani a teplomérem pro rozsah
teplot nggméng do 600 °C

4.1.6 BankapodieKjeldahla

4.2 Metodavazkova
4.2.1 Zatizeni pro filtraci za snizeného tlaku
4.2.2 Keimek filtraéni sklenény S,

4.2.3 Susarna laboratorni elektricka, s moznosti odvétravani, automatickou regulaci teploty
a teplomérem pro rozsah teplot nggméné do 120 °C.

4.2.4 Kahan plynovy s regulaci plamene nebo topna deska elektricka

5. Postup
5.1 Metoda spektrofotometricka (poznamka 8.2)
5.1.1 Sestrojeni kalibra¢niho grafu

5.1.1.1 Do péti odmernych banék na 50 ml se diferencované odpipetuje 0,0 ; 5,0 ; 10,0 ; 20,0
a 25,0 ml pracovniho standardniho roztoku fosforu (3.1.10), coz odpovida koncentracim
fosforu v 50 ml objemu 0,0; 0,1; 0,2; 0,4 20,5 mg.

5.1.1.2 Do kazdé odmérné banky se odpipetuje 10 ml molybdatovanadatového cinidla
(3.1.8), doplni vodou po rysku a promicha. Po 10 minutovém stani pii laboratorni teploté se
meii absorbance kazdého roztoku v kyveté optické délky 10 mm pii vinové délce 430 nm
proti roztoku s nulovym obsahem fosforu.

5.1.1.3 Z naméienych hodnot absorbanci a jim odpovidgicim koncentraci se sestroji
kalibracni graf. Ve vyse uvedenych koncentracich je kalibracni graf zcelalinearni.

5.1.2 Pracovni postup pro krmiva organického pavodu, ktera neobsahuji vapenaté nebo
horecnaté hydrogenfosforecnany

5.1.2.1 Do spalovaci misky (4.1.4) se odvazi as 2,5g zkusebniho vzorku s piesnosti
ngméné na 0,001 g, prida se 1 g uhli¢itanu vapenatého (3.1.7) (poznamka 8.3) a peclivé
promicha sklenénou tyc¢inkou, ktera se kvantitativné zbavi vzorku do spalovaci misky
(uhli¢itan vapenaty nevadi). Spalovaci miska (4.1.4) se vlozi do studené muflové pece (4.1.5)
atato se pozvolna vyhieje nateplotu (550 + 20) °C. Zpopelnuje se tak dlouho, az se ziska bily
nebo svétle sedy popel (vizualni posouzeni), pricemz pritomnost mensiho mnozstvi
uhlikatych castic nevadi. Potom se spalovaci miska necha vychladnout, obsah se zvlh¢i
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vodou, prevede kvantitativné pomoci vody do kadinky obsahu asi 250 ml a pod sklickem se
prida postupné a opatrné tolik roztoku kyseliny chlorovodikové (3.1.1) az zcela ustane suméni
(vyvoj oxidu uhli¢itého). Pak se prida jeste 10 ml roztoku této kyseliny (3.1.1), kadinka se
umisti na vyhratou vodni lazen nebo piskovou lazen (4.1.2) a obsah se odpati opatrné do
sucha (eliminace oxidu kiemic¢itého). Po ochlazeni se odparek vylouzi 10 ml roztoku kyseliny
dusi¢né (3.1.4), opét se umisti navodni ¢i piskovou lazen (4.1.2), roztok se asi 5 minut povaii,
aniz by se odpatil k suchu a pomoci horké vody se pievede do odmérné banky na 500 ml. Po
vytemperovani se doplni vodou po rysku, promicha a filtruje suchym, stitedné hustym filtrem
do suché kadinky, pri¢emz prvni podil filtratu se nezachycuje (zasobni roztok).

5.1.2.2 Do odmérné banky na 50 ml se odpipetuje, podle ocekavaného obsahu fosforu ve
zkouseném vzorku, takové mnozstvi zasobniho roztoku, aby mnozstvi fosforu v ném
obsazeného bylo max. 0,4 mg (poznamka 8.4).

Dale se postupuje podle 5.1.1.2.
Mnozstvi fosforu se zjisti z kalibra¢niho grafu.

Vedle toho se provede slepa zkouska, za pouziti stejného pracovniho postupu a stejného
mnozstvi ¢inidel jako u zkouseného vzorku, pouze misto zasobniho roztoku vzorku se piida
voda. Pripadn¢ zjisténé mnozstvi fosforu u dlepé zkousky se od mnozstvi zjisténého
u zkouseného vzorku odecte.

5.1.3 Mineralni akapalna krmiva (poznamka 8.2)

Odvazi se as 1 g zkusebniho vzorku s piesnosti nggméné na 0,001 g do 250 ml baiky podle
Kjeldahla (4.1.6), prida se 20 ml kyseliny sirové (3.1.5), vzorek se dikladné necha provihnout
kyselinou tak, aby ¢astecky vzorku neulpély na sténach banky, zahige k varu a vaii as
10 minut. Pak se mirné ochladi, pridaji se 2ml kyseliny dusi¢né (3.1.2) a opét se mirné
zahigje. Tento postup se opakuje piidanim ponékud vétsiho mnozstvi kyseliny dusi¢né (3.1.2)
az do ziskani zcela bezbarvého roztoku. Nakonec se roztok ochladi, prida opatrné mensi
mnozstvi vody, promicha a takto castecné ziedény roztok se pievede horkou vodou
kvantitativné do odmérné baiky na 500 ml. Po vytemperovani se doplni odmérna banka po
rysku vodou, promicha a filtruje suchym stiedné hustym filtrem do suché kadinky, pticemz
prvni podil filtratu se nezachycuje (zasobni roztok).

Dale se postupuje podlie 5.1.2.2.
5.2 Metodavazkova (pro vyssi obsahy fosforu)
5.2.1 Krmivaorganického pavodu

5.2.1.1 Do spalovaci misky (4.1.4) se odvazi asi 5 g zkusebniho vzorku s piesnosti ngjméné
na 0,001 g a obsah misky se pozvolna zpopelni na elektricky vyhiivané desce ¢i plynovém
kahanu (4.2.4). Potom se spalovaci miska (4.1.4) vlozi do muflové pece (4.1.5) vyhiaté na
teplotu (550 + 20) °C a spaluje po dobu 3 hodin. Po uplynuti této doby se miska vyjme,
ochladi a spaleny vzorek se vizualné posoudi na pritomnost uhlikatych ¢astic. Jsou-li jesté
pritomny, spaluje se za vyse uvedenych podminek jesté 1 hodinu. Po ochlazeni se popel mirné
zvih¢i vodou a pomoci kyseliny chlorovodikové (3.2.1) a vody se kvantitativné prevede do
kadinky na 250 ml. Celkové mnozstvi roztoku kyseliny chlorovodikové (3.1.1) nema byt vyssi
nez 75 ml. Potom se kadinka prikryje krycim sklickem, obsah se uvede do varu a vai se asi
15 minut. Obsah kadinky se jesté za horka filtruje stiedné hustym filtrem do odmérné banky
na 200 ml, promyva horkou vodou, vytemperuje, doplni vodou po rysku a promicha (zasobni
roztok).
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5.2.1.2 Zasobni roztok, pokud se ihned nezpracuje, se uchovava v nadobce z plastické
hmoty, av§ak nejdéle do 10 dni.

5.2.1.3 Z tohoto zasobniho roztoku se do kadinky obsahu asi 400 ml odpipetuje, podle
ocekavaného obsahu fosforu ve zkouseném vzorku , takovy objem (poznamka 8.4) ktery
obsahuje asi 5 az 10 mg fosforu, prida se 5 ml kyseliny dusi¢né (3.1.2) a obsah roztoku pod
krycim sklickem se mirn¢ vaii 5 min, po ochlazeni se upravi pridanim vody asi na 100 ml.
Potom se prida 50 ml chinolin - molybdenového cinidla (3.2.4) (stale pod krycim sklickem),
zahigje tak, aby do 10 minut nastal mirny var avati presné 1 minutu. Potom se obsah kadinky
rychle ochladi pod tekouci vodou za michani krouzivymi pohyby a filtruje za snizeného tlaku
(4.2.1) pres filtracni sklenény kelimek (4.2.2), predem vysuseny (1 hod. pii 250 °C nebo
2 hod. pii 200 °C), ochlazeny v exsikatoru a zvazeny s presnosti nggméné na 0,001 g. Vlastni
filtrace se provede tak, ze ngjprve se déva roztok nad srazeninou, pak se srazenina promyva
dekantaci asi 5x po 25 ml vody a teprve potom se pievede na filtr. Filtr se srazeninou se
Vysusi v susarné (4.2.3) bud’ pri teploté 250 °C po dobu 1 hodiny, nebo pri teploté 200 °C po
dobu 2 hodin a po ochlazeni v exsikatoru se zvazi s presnosti nggméné na 0,001 g.

5.2.2 Krmivamineralniho pavodu

Odvazi se asi 5 g zkusebniho vzorku s presnosti neiméné na 0,001 g do kadinky obsahu asi
600 ml, kadinka se prikryje krycim sklickem a piida se postupné 100 ml roztoku kyseliny
chlorovodikové (3.1.1) za obc¢asného promichani. Po skonceni bouilivé reakce (Sumeéni) se
obsah uvede do mirného varu a vaii pti tomto varu 15 minut. Potom se obsah mirné ochladi,
podle intenzity zbarveni se piida tmérné mnozstvi aktivniho uhli (3.2.5) a jesté za tepla se
obsah kadinky filtruje fidkym filtrem do odmérné banky na 500 ml, pricemz prvni podil
filtratu se kvantitativné vrati zpét na filtr. Promyva se horkou vodou, po vytemperovani se
obsah baiky doplni po rysku a promicha (zasobni roztok).

Dale se postupuje podle 5.2.1.3.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
6.1 Metoda spektrofotometricka
Obsah celkového fosforu v g/lkg (X) se vypocita podle vzorce:

X = C:3.F (poznamka 8.5)
10°.m,

kde C je mnozstvi fosforu zjistené z kalibracniho grafu (po pripadném ode¢tu mnozstvi
fosforu zjisténé pii slepé zkousce) v ug/ml;

F faktor fedéni
Mo hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g
6.2 Metodavazkova
Obsah celkového fosforu v g/kg (Y) se vypocita podle vzorce:

X = 14m (poznamka 8.5)

kde m; je hmotnost vysusené srazeniny v g

Mo hmotnost alikvotniho podilu zkusebniho vzorku v g
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Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na 0,1 g/lkg pro obsahy do
30 g/kg anacelé jednotky g/kg pro obsahy nad 30 g/kg fosforu.

7. Opakovatelnost
7.1 Metoda spektrof otometricka

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pii obsahu: do 50 g/kg 3 % relat.

nad 50 g/kg 0,15 g/kg
7.2 Metodavazkova
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky:

8.1 Aceton je nebezpecna hoilavina |. tiidy a proto pii jakékoli manipulaci s ni je nutno
zachovavat bezpecnostni pravidla.

8.2 Vyssi obsah fosforu, obvykle nad 30 g/kg, se stanovuje vazkove.

8.3 Obsahuje-li zkouseny vzorek vapnik nebo hoi¢ik v nezanedbatelném mnozstvi neni treba
uhlic¢itan vapenaty pridavat.

8.4 Pokud byl proveden rozklad vzorku zpisobem mokré mineralizace kyselinou sirovou,
pak by koncentrace této kyseliny v objemu alikvotniho podilu neméla presahnout 0,15 mol/I.
Pipetovani zvlast malych objemt (pod 10 ml), zefména délenymi pipetami se neprovadi.
Redéni se proto voli postupné a zasadné nedélenymi pipetami.

8.5 Uvedeny vzorec pro vypocet fosforu vyjadieného v elementarni forme¢ (P). Pro jina
vyjadieni plati dale uvedené prepocty:

- jako P,0s X .2,2915

- jako NagPO4 X .5,2939
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7.2 Stanoveni obsahu vapniku

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no.L 155,
12/07/71

1. Uée arozsah

Jsou uvedeny cCtyfi postupy stanoveni, titraéni manganometricka, atomové absorpéni
spektrometrie, titracni chelatometricka (pro krmné smési) a vazkova.

Tyto metody specifikuje podminky pro stanoveni celkového obsahu vapniku v krmivech,
krmnych smésich a premixech.

Metody umoznuji stanoveni vapniku ve vsech druzich krmiv od obsahu 0,5 g/kg.

2. Princip

Vapnik se stanovi z chloridového vyluhu popele vzorku nebo u mineralnich krmiv po
rozpusténi vzorku v Kkyseliné chlorovodikové vysrazenim $tavelanem amonnym
zamoniakalniho prosttedi a po izolaci S$tavelanu vapenatého a okyseleni titracné
manganometricky nebo vazkoveé jako siran vapenaty nebo primo po pridavku lanthanité soli
v kyselém prostiedi metodou atomové absorpéni spektrometrie (AAS) pii vinové délce
422,7 nm nebo piimo ze slab¢ alkalického prostiedi titracné chelatometricky (krmné smeési).

3. Chemikalie

3.1 Metodatitracni manganometricka

3.1.1 Kyselinachlorovodikova, koncentrovan (h = 1,17 g/cm®)
3.1.2 Kyselinachlorovodikova, roztok c(HCI) = priblizné 6 mol/l
3.1.3 Kyselinadusi¢na, koncentrovana (h = 1,4 g/cm®)

3.1.4 Kysdinasirova, roztok c(H,SO,) = 2 mol/l

3.1.5 Amoniak (h=0,91 g/cm?), roztok 5 %

3.1.6 Stavelan amonny, roztok 10 g/l

3.1.7 Stavelan amonny, nasyceny roztok pii 20 °C

3.1.8 Kysdlinacitronova, roztok 300 g/l

3.1.9 Chlorid amonny, roztok 50 g/l

3.1.10 Manganistan draselny, odmerny roztok ¢(KMnO,) = 0,02 mol/l

3.1.11 Uhli¢itan draselny, pevny

3.1.12 Uhlicitan sodny, pevny

3.1.13 Uhli aktivni

3.1.14 Indikator bromkrezolova zelen, ethanolicky roztok 0,4 g/l
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3.2 Metoda atomové absorpcni spektrometrie

321

322

323

324

Chlorid lanthanity, roztok 20 g/l

Priprava: 25 g oxidu lanthanitého se odvazi do odmérné banky na 1000 ml, piida se
5ml konc. kyseliny chlorovodikové, po rozpusténi se prida malé mnozstvi vody,
vytemperuje, doplni vodou po rysku a promicha.

Vapnik, zakladni standardni roztok

Pripravac Do odmérné banky na 1000 ml se odvazi piesné 2,497 g uhlicitanu
vapenatého, predem vysuseného (1 hod pii 103°C) a v exsikatoru ochlazeného,
rozpusti se v 50 ml 6 mol/l roztoku kyseliny chlorovodikové , vytemperuje, doplni po
rysku vodou a promicha.

1 ml tohoto roztoku obsahuje teoreticky 1 mg Ca.
Vapnik, pracovni standardni roztok

Priprava: Do odmérné banky na 250 ml se odpipetuje 10 ml zakladniho standardniho
roztoku vapniku, prida se nékolik kapek konc. kyseliny chlorovodikové, doplni vodou
po rysku a promicha.

1 ml tohoto pracovniho standardniho roztoku obsahuije teoreticky 40 ug Ca.
Acetylén (poznamka 8.9)

3.3 Metodatitracni chelatometricka

331
332
333

3.34
335
3.36
3.3.7
3.38

3.39

Hydroxid draselny, roztok c(KOH) = 1 mol/I
Hydroxid draselny, roztok c(KOH) =5 mol/l

Disodna sil kyseliny ethylendiaminotetraoctové dihydrat, odmeérny roztok c(chelaton
3) = 0,05 moal/l

Priprava: 18,61 g chelatonu se rozpusti vodou v odmérné baice na 1 000 ml, doplni
vodou po rysku a promicha.

Chlorid vapenaty, odmérny roztok c(CaCl,) = 0,05 mol/|

Indikator methylova cerven, ethanolicky roztok 1 g/l
Indikator fluorexon, smés s pevnym dusi¢nanem draselnym v pomeéru 1 + 100
Hydroxid draselny, roztok c(KOH) =2 mol/I

Disodna sil kyseliny ethylendiaminotetraoctové dihydrat, odmérny roztok c(chelaton
3) = 0,02 mol/l

Priprava: 7,45 g chelatonu se rozpusti vodou v odmérné baince na 1 000 ml, doplni
vodou po rysku a promicha.

Kyselina thioglykolova, roztok 10%

3.3.10 Indikator smésny

Priprava: V treci misce se utie 1 g fluorexonu, 50 g dusi¢nanu draselného, 0,2 g
thymolftaleinu a 0,2 g murexidu.

3.3.11 Triethanolamin pro chelatometrii, roztok (1+1)
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4. Pristroje a pomicky

4.1 Metodatitra¢ni manganometricka a chelatometricka

4.1.1 Lazen vodni s regulovatelnou teplotou

4.1.2 Keimek filtraéni sklenény s filtratni viozkou o porozité Sz a Sy
4.1.3 Zatizeni pro filtraci za snizeného tlaku

4.1.4 Kelimek nebo miska spalovaci (porcelanova, kiemenna, platinova)
4.2 Metoda atomové absorpéni spektrometrie

4.2.1 Spektrometr atomovy absorpéni, vybaveny pro stanoveni vapniku s plamenem vzduch-
acetylén

4.2.2 Lazen piskova sregulovatelnou teplotou ateplomérem pro rozmezi teplot do 150 °C

4.2.3 Miskanebo kelimek spalovaci z platiny nebo ze dlitiny Pt-Au event. Pt-Ir popr. jiného
vhodného materialu odolného podminkam metody stanoveni a nepodiéhagjici v téchto
podminkach zménam.

Pro vzorky krmiv, které maji sklon ke vzdouvani pii karbonizaci se pouziji misky
s plochou nefmén& 30 cm? a vyskou 35 mm.

4.2.4 Pec muflova elektricka s termostatem, moznosti odvétravani a teplomérem pro rozsah
teplot nggméng do 600 °C

4.2.5 Kahan plynovy sregulaci plamene nebo topna deska elektricka

5. Postup zkousky
5.1 Metoda manganometricka (titra¢ni) a metoda vazkova
5.1.1 Krmivaorganického pavodu

5.1.1.1 Do spalovaci misky (4.1.4) se odvazi asi 5 g zkusebniho vzorku s piesnosti ngjméné
na 0,001 g (m) a vzorek se zpopelni, jak je uvedeno v Priloze 9, ¢ast 6.1 Stanoveni popele,
v muflové peci (4.2.4) pri (550 + 20) °C.

5.1.1.2 Po ochlazeni popele se piida 40 ml kyseliny chlorovodikové (3.1.1), mirn¢ zahiiva a
pomoci asi 60 ml vody se obsah kvantitativné pievede do kadinky na 250 ml. Pak se piida
nekolik kapek kyseliny dusi¢né (3.1.3), kadinka se prikryje hodinovym sklickem, obsah se
zahigje k mirnému varu a vaii asi 30 minut. Pak se filtruje stiedné hustym filtrem do odmeérné
banky na 250 ml, vytemperuje, doplni vodou po rysku a promicha (zasobni roztok).

5.1.1.3 Jsou-li v roztoku po povareni piitomny uhlikaté ¢astice, roztok se filtruje, jak je vyse
uvedeno, promyje roztokem kyseliny chlorovodikové (3.1.2), filtr se vrati do spalovaci misky
(4.1.4) a spali v muflové peci (4.2.4) pii (550 + 20) °C az do uplného vymizeni uhlikatych
¢astic (vizualni posuzovani) obvykle 3 az 5 hod. Potom se miska s popelem ochladi, piidaji se
2 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.1.2) a po ziedéni horkou vodou se obsah filtruje
stiedné hustym filtrem do téze odmérné banky. Po promyti filtru horkou vodou se obsah
barky vytemperuje, doplni po rysku vodou a promicha (zasobni roztok).

5.1.1.4 Do kadinky na 250 ml se odpipetuje alikvotni podil zasobniho roztoku, obsahujici
podle predpokladaného obsahu asi 10 az 40 mg vapniku, piida se 1 ml roztoku kyseliny
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citronové (3.1.8), 5ml roztoku chloridu amonného (3.1.9), obsah kadinky se ziedi asi na
100 ml vodou, kadinka piiklopi hodinovym sklickem a obsah se zahigje k varu. Pak se prida
as 8 az 10 kapek roztoku indikatoru bromkrezolové zeleni (3.1.14) a 30 ml horkého
nasyceného roztoku stavelanu amonného (3.1.7). Vznikne-li srazenina, rozpusti se n¢kolika
kapkami kyseliny chlorovodikové (3.1.1) a obsah kadinky se pomalu za neustalého michani
neutralizuje roztokem amoniaku (3.1.5) do prave vzniklé zmeény zabarveni indikatoru (pH 4,4
az pH 4,6) avzniku srazeniny stavelanu vapenatého. Kadinka se umisti na vrouci vodni lazen
(4.1.1) nadobu 30 minut a pak jesté na 1 hod necha stat pii laboratorni teplote.

5.1.1.5 Obsah se filtruje za snizeného tlaku (4.1.3) pies filtracni kelimek (4.1.2) ato tak, ze
nejprve se sléva roztok nad usazenou srazeninou, Ssrazenina se promyva dekantaci roztokem
Stavelanu amonného (3.1.6) a nakonec se pievede na filtr i srazenina. Tato se dakladné
promyje vodou do negativni reakce dalsiho filtratu na stavelany ¢i chloridy a ptimo na filtru
se rozpusti (poznamka 8.1) v 50 ml horkého roztoku kyseliny sirové (3.1.4) do titracni bainky
¢i kadinky, kelimek se promyje horkou vodou jimanou do stejné baiky (kadinky) a nakonec se
obsah banky (kadinky) upravi vodou asi na 100 ml. Pak se obsah baiky (kadinky) zahieje na
70°C az 80 °C a ihned titruje po kapkach odmérnych roztokem manganistanu draselného
(3.1.10) do prave vzniklého razového zabarveni roztoku, které setrva alespon 1 minutu.

5.1.1.6 Krmiva obsahujici velmi nizké obsahy vapniku se zkousi az do vysrazeni stavelanu
vapenatého podle 5.1.1.1 az 5.1.1.4 a pak se srazenina odfiltruje hustym filtrem (papirovym),
promyje diukladné vodou do negativni reakce na stavelany ¢i chloridy, filtr se srazeninou se
vysusi, vlozi do spalovaciho kelimku ¢i misky (4.2.3), piedem vysusené (30 minut pii 550 °C)
a po ochlazeni v exsikatoru zvazené s presnosti nggméné na 0,001 g, spali a vyziha v muflové
peci (4.2.4). Po zchladnuti se popel zkropi par kapkami roztoku kyseliny sirové (3.1.4), odpaii
na piskové lazni (4.2.2) do sucha, znovu kratce vyziha v muflové peci (4.2.4) pii (550 +
20) °C -apo zchlazeni v exsikatoru se zvazi s presnosti nggméne na 0,001 g (m,).

5.1.2 Krmivamineralniho pavodu

5.1.2.1 Do kadinky na 600 ml se odvazi as 5g zkusebniho vzorku s presnosti nggméné na
0,001 g, vzorek se zvlh¢i vodou a za obéasného promichani se prida postupné 100 ml roztoku
kyseliny chlorovodikové (3.1.2). Po kazdém pridani se kadinka ptikryje hodinovym sklickem.
Po zklidnéni reakce se obsah kadinky uvede do varu a vaii asi 15 minut. Po ¢astecném
zchlazeni se prida podle intenzity zbarveni roztoku aktivni uhli (3.1.13), promicha a filtruje
fidkym filtrem do podlozené odmérné banky na 500 ml. Filtr se promyje asi 200 ml horké
vody, obsah banky se vytemperuje, doplni vodou po rysku a promicha (zasobni roztok).

Dale se postupuje podie5.1.1.4 .

5.1.2.2. V pripadé analyzy mineralnich krmiv, jakymi jsou napriklad hlinitovapenaté fosfaty,
které nejsou snadno rozpustné v kyseliné chlorovodikové se postupuje nasledovné: Navazka
vzorku se smicha v platinovém kelimku (4.2.3) s pétinasobnym mnozstvim smési uhlic¢itanu
sodného (3.1.12) a draselného (3.1.11) v poméru 1 + 1, opatrné zahtiva na kahanu (4.2.5) az
se smes roztavi. Po kratkém taveni se tavenina necha vychladnout a opatrné se rozpusti

v roztoku kyseliny chlorovodikové (3.1.2), jak je uvedeno v 5.1.2.1 .Dale se pak postupuje
podie5.1.2.1.

5.2 Metoda spektrometricka (AAS)
5.2.1 Sestrojeni kalibra¢niho grafu

5211 Ngméné¢ do 6 odmérnych banék na 100 ml se diferencovan¢ odpipetuje 0,0 ml;
5,0 ml; 10,0 ml; 15,0 ml; 20,0 ml a 25,0 ml pracovniho standardniho roztoku vapniku (3.2.3),
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do kazdé z ban¢k se prida 20 ml roztoku chloridu lanthanitého (3.2.1), doplni vodou po rysku
a promicha. Takto piipravené roztoky odpovidajici teoreticky koncentracim 0; 2,0; 4,0; 6,0;
8,0 a10,0 ug vapniku v 1 ml (poznamka 8.2).

5.2.1.2 Absorbance kazdého roztoku se meéfi na pristroji pro atomovou absorpéni
spektrometrii (4.2.1) pii vinové délce 422,7 nm za pouziti plamene acetylén (3.2.4) - vzduch,
prislusné serizeného. Z namérenych hodnot absorbanci a jim odpovidgjicich koncentraci
v ug /ml se sestroji kalibra¢ni graf.

5.2.2 Vlastni provedeni

5.2.2.1 Zasobni roztok zkouseného vzorku se pripravi podle 5.1.1 , stim rozdilem, Ze roztok
po rozpousténi popela se odpari na piskové lazni (4.2.2) do sucha, piidaji se 2ml 6 mol/I
kyseliny chlorovodikové (3.1.2), po rozpusténi (Ciry roztok) se ziedi horkou vodou a filtruje
stiedné hustym filtrem do 250 ml odmérné banky. Po vytemperovani se doplni vodou po
rysku a promicha (zasobni roztok pro AAS).

5.2.2.2 Ze zasobniho roztoku pro AAS, podle o¢ekavaného obsahu vapniku, se odpipetuje do
odmérné banky na 100 ml alikvotni podil obsahujici asi 1 mg vapniku (poznamka 8.3), piida
se 20 ml roztoku chloridu lanthanitého (3.2.1), barka se doplni vodou po rysku a promicha.

Dale se postupuje podle 5.2.1.1 (sestrojeni kalibracniho grafu).

5.2.2.3 Z hodnot naméienych absorbanci se z kalibracniho grafu zjisti odpovidajici
koncentrace vapniku.

5.2.2.4 Vedletoho se provede slepa zkouska (blank) stejnym zpasobem jako u vzorku (od
rozpousténi popele) s pouzitim stejnych chemikalii a ve stejném mnozstvi jako u vzorku,
svyjimkou zkusebniho vzorku. Pripadné naméiena absorbance resp. ji odpovidajici
koncentrace vapniku se od zjisténé u vzorku odecte.

5.3 Metodatitracni chelatometricka (pro krmné smeési)
Vzorek se zpracuje podle5.1.1.1 a5.1.1.2 piipadné i 5.1.1.3
5.3.1 Nepiima chelatometrie

Ze zasobniho roztoku se odpipetuje alikvotni podil (poznamka 8.3 a 8.4) do titracni bainky
vhodného obsahu, prida se 50 ml vody, nékolik kapek indikatoru methylové ¢erveni (3.3.5) a
obsah se neutralizuje roztokem hydroxidu draseiného (3.3.1) do pravé vzniklé zmeny
zabarveni indikatoru. Potom se k obsahu titracni banky prida 5 ml 5 mol/l roztoku hydroxidu
draseiného (3.3.2), malé mnozstvi indikatoru fluorexonu (3.3.6) az vznikne zietelna
fluorescence roztoku a z byrety se odmeii presné 10 az 25 ml odmeérného roztoku chelatonu
(3.3.3) (poznamka 8.5). Prebytek odmérného roztoku chelatonu se zpétné titruje odmérnym
roztokem chloridu vapenatého (3.3.4) az do pravé vzniklé zelené fluorescence titrovaného
roztoku.

5.3.2 Pfima chelatometrie

Ze zasobniho roztoku se odpipetuje alikvotni podil (poznamka 8.7) do titratni banky
vhodného obsahu, prida se 50 ml vody, 0,2 ml kyseliny thioglykolové (3.3.9), promicha se,
piida se 1 ml roztoku triethanolaminu (3.3.11), promicha a obsah se neutralizuje roztokem
hydroxidu draseiného (3.3.7) do pravé vzniklé zmény zabarveni roztoku. Potom se k obsahu
titracni banky prida 5 ml roztoku hydroxidu draselného (3.3.7) a malé mnozstvi smésného
indikatoru (3.3.10) az vznikne zietelna fluorescence roztoku. Za stalého michani se titruje
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odmérnym roztokem chelatonu 3 (3.3.8) az do vymizeni fluorescence titrovaného roztoku
(poznamka 8.8).

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
6.1. Metoda titracni manganometricka
Obsah vapniku v g/kg (X) se vypocita podle vzorce:

_ 20,04V.C
m

X (poznamka 8.6)

kde V je spotieba odmérného roztoku manganistanu draselného v ml
C  presna koncentrace odmérného roztoku manganistanu draselného v mol/I

m  hmotnost alikvotniho podilu navazky zkusebniho vzorku v g

6.2 Metodavazkova (jako siran vapenaty)
Obsah vapniku v g/kg (Y) se vypocita podle vzorce:

_294.4.m

Y (poznamka 8.6)

kde m; je hmotnost vyvazeného siranu vapenatého v g

m  hmotnost navazky zkusebniho vzorku nebo jei alikvotni podil v g

6.3 Metoda spektrometricka (AAYS)
Obsah vapniku v g/kg (Z) se vypocita podle vzorce:

= 10£m (poznamka 8.6)
kde C je koncentrace vapniku zjisténa z kalibracniho grafu (event. po odecteni slepé
zkousky) v pg/ml
F faktor redéni zasobniho roztoku
m hmotnost alikvotniho podilu zkusebniho vzorku v g

6.4 Metodatitracni chelatometricka - neprima
Obsah vapniku v g/kg (Q) se vypocita podle vzorce:
(Vl-Cl - Vz-Cz)

m

Q= 40,08  (poznamka 8.6)
kde Vi je objem pridaného nadbytku odmérného roztoku chelatonu v mi

Vo spotieba odmeérného roztoku chloridu vapenatého v ml

C piesna koncentrace odmérného roztoku chelatonu v mol/I
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C piesna koncentrace odmérného roztoku chloridu vapenatého v mol/I

m  hmotnost navazky alikvotniho podilu zkusebniho vzorku v g

6.5 Metodatitracni chelatometricka - prima
Obsah vapniku v g /kg (X) se vypocita podle vzorce:

400,8V.C
m

X =

kde V je spotieba odmérného roztoku chelatonu 3 pri titraci v ml
C presna koncentrace odmérného roztoku chelatonu v mol/I
m hmotnost navazky alikvotniho podilu zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti pro obsahy do 20 g/kg na
0,1 g/kg a pro obsahy nad 20 g/kg na cel¢ jednotky g/kg

7. Opakovatelnost
7.1 Manganometricka titracni metoda

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi pirekrocit
pii obsahu: pod 50 g/kg 1g/kg

nad 50 g/kg 2%rel.

7.2 Vazkova metoda
Nebyla dosud stanovena.

7.3 Spektrometricka metoda (AAS)
Nebyla dosud stanovena.

7.4 Metodatitracni chelatometricka
Nebyla dosud stanovena.
8. Poznamky

8.1 Rozpousteni stavelanu vapenatého | ze provést také tak, ze se cely filtracni kelimek vlozi
do titratni banky (kadinky), ale v tom piipadé je bezpodmine¢né nutné zbavit zbytki roztoku
stavelanu amonného cely kelimek (i vng).

Pri vyssich obsazich hoic¢iku ve zkouseném vzorku se provede presrazeni stavelanu
vapenatého.
8.2 V pripadé stanoveni vapniku v mineralnich krmivech, které jsou bohaté na alkalické

kovy se doporucuje rozpoustét a redit roztokem, ktery obsahuje sodikové (draslikové) ionty
v takovém pomeru, jako ma zkouseny vzorek (matrice = zpresnéni vysledkd).

Uvedena série roztoku pro kalibraci je uvedena jako piiklad a mize byt nahrazena jinou,
ktera [épe vyhovuje pouzitému pristroji.
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8.3 P¥i pipetovani zna¢né malych mnozstvi zasobniho roztoku (napi. 1 az 5 ml) se
doporucuje fedéni provadét postupné s veétsimi objemy roztoku a zasadné nedélenou pipetou
(presnost).

8.4 Alikvotni ¢ast zasobniho roztoku se voli s ohledem na ocekavany obsah vapniku ve

zkouseném vzorku tak, aby odpovidal spotiebé pouzitétho odmérného roztoku v jedné
poloving objemu pouzité byrety.

8.5 Po pridani odmérného roztoku chelatonu dojde k vymizeni fluorescence a roztok nabude
razového zabarveni. V piipadé, ze se tak nestane, je nutné piidané mnozstvi odmérného
roztoku chelatonu 3 tmerne zvysit.

8.6 Uvedeny vypocet plati pro vyjadieni obsahu vapniku v elementarni forme (Ca). Pro jina
vyjadieni plati uvedené piepocty:

- jako Ca0 X(Y,Z,Q) .1,3992

- jako CaCO3 X(Y,Z,Q) .2,4972

8.7 Objem adikvotniho podilu filtratu se voli s ohledem na predpokladany obsah vapniku ve
vzorku, obvykle se pohybuje v rozsahu 5 - 50 ml. Spotieba chelatonu 3 by neméla piresahnout
5ml.

8.8 Fluorescence vymizi aespon po dobu 1 minuty.

8.9 Acetylén je hoilavym plynem, proto pii kazdé manipulaci s nim je nutné dodrzovat
bezpecnostni pravidla.
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7.3 Stanoveni obsahu hoi¢iku
Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no.L 83, 30/3/73

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni celkového obsahu hoic¢iku v krmivech a
mineralnich premixech. Metoda je vhodna zejména pro obsahy do 50 g/kg.

2. Princip

Hor¢ik se stanovi po mineralizaci vzorku (organicka krmiva) nebo piimym rozpousténim
(mineralni krmiva) z chloridového vyluhu piimo metodou atomové absorbeni spektrometrie
pii vinové délce 285,2 nm.

3. Chemikalie

3.1 Kyselinachlorovodikova, koncentrovana (h = 1,17 g/cm®)

3.2 Kysdinachlorovodikova, roztok c(HCI) =9 mol/l

3.3 Kysdlinachlorovodikova, roztok c(HCI) = 0,45 mol/I

3.4 Hoi¢ik kovovy v pascich ¢i dratkach, jako standardni latka

3.5 Siran horecnaty heptahydrat (MgSO, .7 H20), jako standardni  substance (alternativni)

3.6 Hoi¢ik, zdkladni standardni roztok

Pripravas Do odmérné banky na 1000 ml se odvazi 1,000g kovového hoiciku (3.4),
dokonale zbaveného oxidi nebo 10,143 g heptahydratu siranu horecnatého (3.5), prida
se 80 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.2), rozpusti, vytemperuje, doplni vodou po
rysku a promicha.

1 ml tohoto zakladniho standardniho roztoku obsahuje teoreticky 1 mg hotciku.
Roztok se uchovava v nadobce z plastu ngjvyse 6 mesic.

Jako zakladni standardni roztok je mozno pouzit i komercni roztok s deklarovanou
(ovérenou) koncentraci hoiciku.

3.7 Chlorid strontnaty hexahydrat (SrCl,. 6H,0) nebo dusi¢cnan strontnaty [Sr(NOs),],
roztok obsahujici 2,5 % Sr

Pripravac Do odmérné banky na 1000 ml se odvazi 76,08 g hexahydratu chloridu
strontnatého nebo 60,38 g dusi¢nanu  strontnatého, rozpusti ve vodg, doplni vodou po
rysku apromicha.

3.8 Acetylén (poznamka 8.3)
4. Pristroje a pomicky

4.1 Spektrometr absorpéni atomovy vhodnych parametri
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4.2 Miskaspalovaci (platinova, kiemenna, porcelanova)
4.3 Pec muflova stermostatem ateplomérem ngiméné do 550 °C
4.4 Lazen vodni stermostatem

4.5 Susarnaelektricka stermostatem ateplomérem nggméné do 105 °C

5. Postup
5.1 Sestrojeni kalibracniho grafu

5.1.1 Do sesti odmérnych ban¢k na 100 ml se diferencované odpipetuji takova mnozstvi
zakladniho standardniho roztoku hoi¢iku (3.6), aby koncentrace hoi¢iku odpovidala
parametram pouzitého spektrometru (4.1) - podle navodu vyrobce pristroje (poznamka 8.1).

5.1.2 Vedle toho se pripravi kontrolni roztok tak, ze do odmérné banky na 100 ml se
odpipetuje takové mnozstvi (napi. 50 ml) roztoku kyseliny chlorovodikové (3.3), aby konetna
koncentrace této kyseliny nepresahla 0,4 mol/l.

5.1.3 Do kazdé z odmérnych banék se odpipetuje 10 ml roztoku chloridu (dusi¢nanu)
strontnatého (3.7) a prida tolik kyseliny chlorovodikové (3.2), aby vysledné koncentrace této
byla cca 0,4 mal/l, piicemz hodnota 0,4 mol/l se nesmi piekrocit. Pak se baika doplni vodou
po rysku a promicha. Mé&fi se na pristroji pro atomovou absorpcni spektrometrii (4.1), po
nastaveni optimalnich parametrti a nulové hodnoty kontrolnim roztokem, pii vinové délce
285,2 nm a za pouziti plamene acetylén (3.8) - vzduch.

5.1.4 Z nam¢tenych hodnot absorbanci a jim odpovidgjicich koncentraci se sestroji
kalibracni graf.

5.2 Vlastni provedeni
5.2.1 Krmivas pievazné organickou slozkou

5.2.1.1 Do spalovaci misky (4.2) se odvazi asi 5 g zkusebniho vzorku s piesnosti nggméné na
0,001 g, zkusebni vzorek se spaluje v muflové peci (4.3) pri teploté 550 °C az do ziskani
popel e bez pritomnosti uhlikatych ¢astic.

5.2.1.2 K vychladiému popelu se prida 5 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové (3.1),
navodni lazni (4.4) se odpaii do sucha, vysusi jesté po dobu 1 hod. v susarné (4.5) pii 103 °C
(preména silikata na nerozpustnou formu) a vychladlému odparku se piida 5ml roztoku
kyseliny chlorovodikové (3.2). Po rozpusténi za tepla se obsah prevede kvantitativné pomoci
horké vody do odmeérné banky na 250 ml, vytemperuje, doplni vodou po rysku a promicha.
Filtruje se suchym skladanym, stiedn¢é hustym filtrem do suché kadinky, pri¢éemz prvni podil
(asi 30 ml) filtratu se nezachycuje (zasobni roztok).

5.2.1.3 Z tohoto zasobniho roztoku se odpipetuje alikvotni podil (poznamka 8.1), obsahujici
mnozstvi hoiciku v mezich kalibratniho grafu, do odmérné banky na 100 ml a dale se
postupuje podle 5.1.3.

Mnozstvi hoi¢iku se zjisti z kalibracniho grafu.
5.2.2 Krmivas pirevazné mineralni slozkou
Postupuje se shodng¢ jakov 5.2.1.1 .
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5221 K vychladlému popelu se prida dostatecné mnozstvi (15 az 30 ml) kyseliny
chlorovodikové (3.1), obsah se na vodni lazni (4.4) odpaii do sucha a jesté vysusi pii teploté
103°C v susarné (45) za dobu 1hod. Odparek se po vychladnuti rozpusti
v 10 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.2) zatepla a po rozpusténi se obsah kvantitativné
pievede pomoci horké vody do odmeérné banky na 500 ml. Po vytemperovani, doplnéni po
rysku vodou a promichani se filtruje suchym, stiedné hustym filtrem do suché kadinky,
piicemz prvni podil filtratu (asi 30 ml) se nezachycuije (zasobni roztok).

Dale se postupuje podle 5.2.1.3.
5.2.3 Krmivasvyluc¢né mineralni slozkou

5.2.3.1 Do kadinky o obsahu as 600 ml se odvazi asi 5g zkusebniho vzorku s piesnosti
ngméné na 0,001 g, piida se 250 az 300 ml vody, 40 ml roztoku kyseliny chlorovodikové
(3.2), uvede se do varu a pii mirném varu se udrzuje 30 minut. Potom se obsah kadinky
kvantitativné prevede pomoci horké vody do odmérné baiky na 500 ml, vytemperuje, doplni
vodou po rysku a promicha. Filtruje se suchym, skladanym, stiedné hustym filtrem do suché
kadinky, pticemz prvni podil filtratu (asi 30 ml) se nezachycuje (zasobni roztok).

Za pritomnosti sloucenin kiemiku ve zkouseném vzorku se zkusebni vzorek rozpusti
v dostate¢ném mnozstvi (15 az 30 ml) kyseliny chlorovodikové (3.1). Dale se postupuje podie
5.2.2.1 (odpateni do suchaatd.).

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah hoi¢iku v g/lkg (X) se vypocita podle vzorce:

X = m (poznamka 8.2)
m

kde m, je mnozstvi hoi¢iku zjistene z kalibracniho grafu v mg
m hmotnost navazky alikvotniho podilu zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na desetiny g/kg pro obsahy
hot¢iku do 20 g/kg a na celé jednotky g/kg pro obsahy hotéiku nad 20 g/kg.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pro vsechny obsahy 5 % relat.

8. Poznamky:

8.1 Redéni standardniho roztoku hoi¢iku, popt. i zasobnich roztoka zkouseného vzorku, je
nutno provadét postupné tak, aby nebylo pipetovano méné nez 10 ml a pipety pouzivat
vyhradné nedélené (piresnost).

8.2 Uvedeny vypocet plati pro vyjadieni obsahu hot¢iku v elementarni forme¢ (Mg). Pro jina
vyjadieni plati dale uvedené prepocty:
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-jakoMgO X .1,658
-jakoMgCO; X .3,469

8.3 Acetylén je hoilavym plynem, proto pii kazdé manipulaci s nim je nutné dodrzovat
bezpecnostni pravidla.
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7.4 Stanoveni obsahu drasliku

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no.L 155,
12/07/71

1. Ukel arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni celkového obsahu drasliku v krmivech.

2. Princip

Draslik se stanovi v chloridovém vyluhu po zpopelnéni vzorku a za pridavku chloridu cesného
a dusicnanu hlinitého k eliminaci vlivu interferujicich latek, metodou emisni plamenové
spektrometrie.

3. Chemikalie

3.1
3.2
3.3
34
35
3.6

3.7

3.8

Kyselina chlorovodikova, roztok c¢(HCI) = 6 mol/|
Kyselina chlorovodikova, roztok c¢(HCI) = 0,5 mol/l
Chlorid cesny (CsCl), pevny

Dusi¢nan hlinity nonahydrat [AI(NOs)s . 9 Hx0], pevny

Chlorid draselny (KCI), bezvody
Tlumivy roztok

Priprava: Do odmérné banky na 1 000 ml se odvazi 50 g chloridu cesného (3.3) a250 g
dusi¢nanu hlinitého (3.4), rozpusti se ve vodeé, doplni vodou po rysku a promicha.
Uchovava se v plastikovych nadobach.

Chlorid draselny, zakladni standardni roztok

Priprava: Do odmeérné banky na 1000 ml se odvazi presné 1,907 g chloridu draselného
(3.5), predem vysuseného po dobu 1 hod. pii 105 °C a v exsikatoru ochlazeného, piida
se 300 ml vody, po rozpusténi 5 ml kyseliny chlorovodikové (3.1), doplni vodou po
rysku a promicha.

1ml tohoto standardniho roztoku obsahuje 1,0 mg drasliku. Uchovava se
v plastikovych nadobach.

Jako zakladni standardni roztok je mozno pouzit i komeréni roztok s deklarovanou
(ovérenou) koncentraci drasliku.

Chlorid draselny, pracovni standardni roztok

Priprava: Do odmérné banky na 250 ml se odpipetuje 10 ml  zakladniho standardniho
roztoku (3.7), doplni vodou po rysku a promicha.

1 ml tohoto pracovniho standardniho roztoku obsahuje 0,04 mg drasliku. Pripravuje se
vzdy cerstvy.

140



4. Pristroje a pomicky
4.1 Spektrometr plamenovy
4.2 Miskaplatinova, kiemenna ¢i porcelanova (pripadné opatiené vicky)

4.3 Pec muflova stermostatem

5. Postup
5.1 Sestrojeni kalibracniho grafu

5.1.1 Do sady odmeérnych banék na 100 ml se diferencovan¢é odpipetuje 5,0; 10,0; 15,0;
20,0 a 25,0 ml pracovniho standardniho roztok (3.8), coz odpovida koncentracim 0,2 ; 0,4;
0,6; 0,8 a1,0mg drasliku v 100 ml roztoku. Do kazdé z banék se odpipetuje, vcetné dalsi
prazdné banky (slepy roztok), 10 ml tlumivého roztoku (3.6) (poznamka 8.1), 8 ml roztoku
kyseliny chlorovodikové (3.1), doplni se vodou po rysku a promicha.

5.1.2 Na plamenovém spektrometru (4.1) se nastavi potiebné parametry a pii vinové délce
763 nm se obvyklou technikou zméti hodnota kazdého roztoku, pii nastaveni nulové hodnoty
slepym roztokem.

5.1.3 Z namérenych hodnot kalibracnich roztoku a jejich odpovidajicich koncentraci se
sestroji kalibracni graf.

5.2 Vlastni provedeni

5.2.1 Do spalovaci misky (4.2) se odvazi asi 10 g zkusebniho vzorku s piesnosti nggméné na
0,001 g a zpopelni v muflové peci (4.3) pri teploté 450 °C po dobu 3 hod. Po ochlazeni se
popel prevede pomoci 250 az 300 ml vody a 60 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.1) do
odmérné baiky na 500 ml a za t¢elem vypuzeni oxidu uhli¢itého se banka s obsahem zahigje
na vrouci vodni lazni na teplotu 90 °C ponecha pii této teplot¢ po dobu 2hod. Po
vytemperovani se doplni vodou po rysku a promicha. Filtruje se suchym stredné¢ hustym
filtrem do suché kadinky, piicemz prvni podil filtratu se nezachycuije.

5.2.2 Z tohoto filtratu (zasobni roztok) se odpipetuje alikvotni c¢ast, obsahujici podle
piredpokladu max. 1 mg drasliku (viz tabulka 1) do odmérné banky na 100 ml, piida se 10 ml
tlumivého roztoku (3.6), (poznamka 8.1) doplni roztokem kyseliny chlorovodikové (3.2) po
rysku a promicha. Dale se postupuje podie 5.1.2.

Mnozstvi drasliku se zjisti z kalibracniho grafu.

Obsahuje-li vzorek vyssi obsah drasliku, nez je uveden v tabulce 1, ziedi se jesté pied
pridanim tlumivého roztoku (3.6) a pouzije se takové mnozstvi 6 mol/l roztoku kyseliny
chlorovodikové (3.1), aby vysledna koncentrace kyseliny bylaasi 0,5 mol/I.

Tabulka 1 : Odpipetované podily p¥i navazce zkusebniho vzorku 10g a zasobniho
roztoku 500 ml)

Oc¢ekavany obsah drasliku v | Zied’ovaci Alikvotni  ¢ast zasobniho
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o/kg faktor roztoku
do1,0 50 ml
0od 1,1 do 5,0 10 ml
od 5,1 do 10,0 5ml
od 10,1 do 50,0 1:10 10 ml
od 50,1 do 100,0 1:10 5ml
od 100,1 do 200 1:20 5ml

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah dradliku v g/kg (X) se vypocita podle vzorce:

X = (poznamka 8.2)

3|3

kde m, je mnozstvi drasliku, zjisténé z kalibracniho grafu v mg
Mo hmotnost navazky alikvotniho podilu zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na jedno desetinné misto
pro obsahy do 20 g/kg a na celé jednotky g/kg pro obsahy nad 20 g/kg.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pii obsahu od 2 do 50 g/kg 10 % relat.

nad 50 g/kg 5 g/kg

8. Poznamky

8.1 Tlumivy roztok za ucelem eliminace interference rusivych prvkd neni nutné vzdy
pridavat. Je nutné si bezpecné ovérit pripady ve kterych to neni, nebo je tieba.

8.2 Uvedeny vypocet plati pro vyjadieni obsahu drasliku v elementarni forme¢ (K). Pro
vyjadieni jako K,O plati prepocet: X . 1,205
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7.5 Stanoveni obsahu sodiku

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no.L 155,
12/07/71

1. Ukel arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni celkového obsahu sodiku v krmivech.

2. Podstata zkousky

Sodik se stanovi v chloridovém vyluhu po zpopelnéni vzorku a za pridavku chloridu cesného
a dusicnanu hlinit¢tho k eliminaci vlivu interferujicich latek metodou emisni plamenové
spektrometrie

3. Chemikalie

31
3.2
3.3
34

35

3.6
3.7

3.8

Kyselina chlorovodikova, roztok c(HCI) = 6 mol/l
Kyselina chlorovodikova, roztok c¢(HCI) = 0,5 mol/I
Chlorid cesny (CsCl), pevny

Dusi¢nan hlinity nonahydrat [AI(NO,), . 9 H,O], pevny
Tlumivy roztok

Pripravac Do odmeérné baiky na 1000 ml se odvazi 50 g chloridu cesného (3.3) a
250 g dusi¢nanu hlinitého (3.4), rozpusti se ve vode, doplni vodou po rysku a promicha.

Uchovava se v plastikovych nadobkach.
Chlorid sodny, bezvody
Chlorid sodny, zakladni standardni roztok

Pripravac Do odmeérné banky na 1000ml se odvazi presné 2,541 g chloridu
sodného, piedem vysuseného (1 hod pii 105 °C) av exsikatoru ochlazeného, piida se asi
300 ml vody, po rozpusténi 5ml kyseliny chlorovodikové (3.1), doplni po rysku a
promicha.

1 ml tohoto zakladniho standardniho roztoku obsahuje 1 mg sodiku. Roztok se uchovava
v plastikovych nadobkach.

Jako zakladni standardni roztok je mozno pouzit i komeréni roztok s deklarovanou
(ovérenou) koncentraci sodiku.

Chlorid sodny, pracovni standardni roztok

Priprava: Do odmérné banky na 250 ml se odpipetuje 10 ml  zakladniho standardniho
roztoku (3.7), doplni vodou po rysku a promicha.
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1 ml tohoto pracovniho standardniho roztoku obsahuje 0,04 mg sodiku. Pripravuje se
vzdy cerstvy.

4. Pristroje a pomicky
4.1 Spektrometr plamenovy
4.2 Miskaspalovaci (platinova, kiemenna, porcelanova)

4.3 Pec muflova stermostatem

5. Postup
5.1 Sestrojeni kalibracniho grafu

5.1.1 Do sady odmeérnych banék na 100 ml se odpipetuje diferencované 5,0; 10,0; 15,0;
20,0 a 25,0 ml pracovniho standardniho roztoku (3.8), coz odpovida koncentracim 0,2 ; 0,4 ;
0,6 ; 0,8 a1,0 mg sodiku ve 100 ml. Do kazdé z ban¢k se odpipetuje 10 ml tlumivého roztoku
(3.9), 8ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.1) véetné do dalsi prazdné (slepy roztok),
kazda z banék se doplni vodou po rysku a promicha.

5.1.2 Nastavi se potrebné parametry plamenného spektrometru (4.1) a pii vinové délce
589 nm se obvyklou technikou proméii kazdy roztok, pii nastaveni nulové hodnoty slepym
roztokem.

5.1.3 Z naméienych hodnot standardi a jim odpovidajicich koncentraci se sestroji kalibracni
graf.

5.2 Vlastni provedeni

Do spalovaci misky (4.2) se odvazi as 10 g zkusebniho vzorku s piesnosti ngiméné na
0,001 g, zpopelni v muflové peci (4.3) pri teploté 450 °C za dobu 3 hod. (poznamka 8.1). Po
ochlazeni se popel pievede pomoci 250 az 300ml vody a 60ml roztoku kyseliny
chlorovodikové (3.1) do odmérné baiky na 500 ml a za téelem vypuzeni oxidu uhli¢itého se
barka s obsahem zahi'gje na vodni lazni na teplotu 90 °C, ponecha pii této teploté asi 2 hod,
piicemz se ob¢as promicha. Po vytemperovani a doplnéni vodou po rysku se promicha,
filtruje suchym stiedné hustym filtrem do suché kadinky, piicemz prvni podil filtratu se
nezachycuje.

Z tohoto filtratu (zasobni roztok) se odpipetuje do odmérné banky na 100 ml alikvotni ¢ast
obsahujici max. 1 mg sodiku (viz tabulka 1), prida se 10 ml tlumivého roztoku (3.5), doplni
roztokem kyseliny chlorovodikové (3.2) po rysku a promicha. Dale se postupuje podle 5.1.2 .

Mnozstvi sodiku se zjisti z kalibracniho grafu.

Obsahuje-li vzorek vyssi obsah sodiku, nez je uvedeno v tabulce 1, ziedi se vhodnym
zpusobem pied pridanim tlumivého roztoku (3.5). Pri fedéni se pouzije takové mnozstvi
roztoku kyseliny chlorovodikové (3.1), aby vysledna koncentrace kyseliny byla 0,5 mol/I.
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Tabulka 1. Odpipetované podily zasobniho roztoku p¥i navazce zkusebniho vzorku 10 g

a zasobniho roztoku 500 mi

Oc¢ekavany obsah sodiku v Zred’'ovaci faktor Alikvotni podil zasobniho
o/kg roztoku v ml
do 1,0 - 50
od 1,1do 5,0 - 10
od 5,1 do 10,0 - 5
od 10,1 do 50,0 1:10 10
nad 50,1 1:20 5
6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah sodiku v g/kg (X) se vypocita podle vzorce:
X = n (poznamka 8.2)
m,
kde m; je mnozstvi sodiku, zjisténé z kalibra¢niho grafu v mg
Mo hmotnost navazky alikvotniho podilu zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na jedno desetinné misto do
obsahu 20 g/kg a na celé jednotky g/kg nad obsah 20 g/kg.

7. Opakovatelnost
Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pii obsahu: od 2 g/kg do 50 g/kg 10 % relat.

nad 50 g/kg 5 g/kg

8. Poznamky

8.1 Pri spalovani je nutné zabranit vzniceni vzorku. Pro krmiva, obsahujici vice nez 40 g/kg
sodiku se spaluje ve spalovaci misce opatiené vickem po dobu 2 hod. Po vychladnuti se piida
trochu vody, pomoci Pt dratku se vytvori kase, vysusi se a opét 2 hod spaluje v misce zakryté
vickem. Dale se postupuje, jak uvedeno v 5.2, vicko se oplachne rovnéz do odmeérné banky.
U krmiv, obsahujicich vétsinou mineralni slozky, se vzorek nespaluje, ale primo v 50 ml
kyseliny chlorovodikové (3.1) rozpousti.

8.2 Uvedeny vypocet plati pro vyjadieni obsahu sodiku v elementarni formé¢ (Na). Pro
vyjadreni jako NaHCOs plati prepocet X . 3,654 ajako Na,CO, plati: X . 2,305
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7.6 Stanoveni obsahu ve vode rozpustnych chloridu

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no.L 155,
12/07/71

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni ve vodé rozpustnych chloridi v krmivech a
mineralnich prisadach. Zvlastni modifikace specifikuje podminky pro stanoveni ve vodé
rozpustnych chlorida v rybich mouckach a v tepelné opracovanych krmivech (vylisky Inénych
pokrutin ¢i $rotu, slizovitych akoloidnich materialt - napt. dextrin a pod.)

Metoda vcetné modifikaci zahrnuje pouziti pro vsechna krmiva a vsechny obsahy.

2. Princip

Chloridy se stanovi z vodniho vyluhu vzorku nepiimou argentometrickou titraci podie
Volharda po vycereni Carresovymi cinidly.

3. Chemikalie
3.1 Kyselinadusi¢na koncentrovana (h = 1,4 g/lem®)
3.2 Dusi¢nan stiibrny, odmeérny roztok c(AgNOsz ) = 0,1 mol/I

Priprava: 16,989 g dusi¢cnanu stiibrného, predem vysuseného 2 hod pii teploté 150 °C a
ochlazeného v exsikatoru, se odvazi do odmérné banky na 1 000 ml, rozpusti ve vodg,
doplni vodou po rysku a promicha.

Standardizace tohoto odmeérného roztoku se neprovadi.
3.3 Thiokyanatan amonny, odmerny roztok c(NH,SCN) = 0,1 mol/I

Pripravac Do odmeérné banky na 1 000 ml se odvazi 7,612 g thiokyanatanu amonného
rozpusti ve vode, doplni vodou po rysku a promicha.

Standardizuje se pomoci odmérného roztoku dusi¢nanu stiibrného za pouziti indikace
siranem zelezitoamonnym. Koncentrace se vyjadii v mol/l s presnosti nggméné na 0,001.

3.4 Siran zelezitoamonny dodekahydrat [NH4Fe(SO4)2 . 12 H1,0] nasyceny roztok (pri
20 °C), jako indikator

3.5 Carresovo ¢inidio |

Priprava: Do odmérné banky na 100 ml se odvazi 21,9 g dihydratu octanu zine¢natého
[ZNn(CH3COy), . H2Q], piida se 3 ml ledové kyseliny octové a po rozpusteni se doplni
vodou po rysku a promicha.

3.6 Carresovo ¢inidlo 11

Piipravaa Do odmeérmné bainky na 100ml se odvazi 10,69 trihydratu
hexakyanozeleznatanu draselného [K4Fe(CN)s . 3 H,O], prida se asi 50 ml vody, po
rozpusteéni se doplni vodou po rysku a promicha.
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3.7 n-Hexan nebo diethylether (poznamka 8.1)
3.8 Aceton (poznamka 8.1)
3.9 Uhli aktivni, chloridi prosté a neabsorbujici chloridy

4. Pristroje a pomicky

4.1 Lazen piskova nebo topna deska

4.2 Trepactkanebo elektromagneticka michacka vhodné konstrukce
4.3 Odstredivka vhodnych parametra

5. Postup

Do odmérné banky na 500 ml se odvazi asi 10g zkusebniho vzorku (poznamka 8.2)
s piresnosti nggméné na 0,001 g, prida se asi 400 ml vody, promicha, dale prida 5 ml Carresova
¢inidla |l (3.5), opét promicha, 5 ml Carresova ¢inidla Il (3.6) (poznamka 8.3), asi 0,5 az 1 g
aktivniho uhli (3.9) a opét dukladné promicha. Odmérna banka se zazatkuje, umisti na
tiepacku nebo elektromagnetickou michacku (4.2) a protiepava (promichava) se 30 minut.
Pak se obsah barky doplni vodou po rysku, promicha a filtruje suchym stiedné hustym filtrem
do suché kadinky, pricemz prvni podil filtratu se nezachycuje (zasobni roztok) (poznamka
8.4).

Do titracni banky ¢i kadinky vhodného objemu se odpipetuje alikvotni podil zasobniho
roztoku, obsahujici negjvyse 100 mg chloridi, vyjadienych jako chlorid sodny, je-li tieba
doplni se na objem 50 ml vodou, prida 5ml kyseliny dusi¢né (3.1), 20 ml roztoku siranu
zelezitoamonného (3.4) jako indikatoru (poznamka 8.5) a promicha. Pred titraci se piidaji
2 kapky odmeérného roztoku thiokyanatanu amonného (3.3) piimo z byrety, ze které bude
titrovano (jsou soucasti spotieby) a za stalého intensivniho promichavani se piida presné
z byrety prebytek odmérného roztoku dusi¢nanu stiibrného (3.2) ato asi 0 5 az 10 ml vice, nez
je ekvivalentni mnozstvi chloridia. Tésné pied zacatkem titrace se jesté prida 5 ml n-hexanu
nebo diethyléteru (3.7) a dakladné znovu promicha (koagulace srazeniny). Prebytek
odmérného roztoku dusi¢nanu stiibrného (3.2) (poznamka 8.5) se titruje odmérnym roztokem
thiokyanatanu amonného (3.3) do pravé vzniklého ¢ervenohnédého zabarveni roztoku, které
vydrzi asi 1 minutu (spotieba V).

U vzorki rybich moucek se odvazuje asi 59 vzorku s piesnosti nggméné na 0,001 g do
konické banky, prida se asi 50 ml horké vody, promicha, dale prida presné 50,0 ml odmérného
roztoku dusi¢cnanu stribrného (3.2) a 20ml kyseliny dusi¢cné (3.1). Banka se zakryje
hodinovym sklickem, umisti na piskovou lazei nebo topnou desku (4.1), uvede do varu a po
dobu 15 minut se mirn¢ vari. Potom se obsah banky ochladi, hodinové sklicko se oplachne
vodou do banky, vodou upravi objem asi na 50 ml, ptida 5 ml siranu zelezitoamonného (3.4)
jako indikatoru a titruje se odmérnym roztokem thiokyanatanu amonného (3.3) do pravé
vzniklého cervenohnédeho zabarveni roztoku, které vydrzi alespon 30 sekund (spotieba V)

(poznamka 8.5).

Vedle toho se provede slepa zkouska s pouzitim stejného mnozstvi pouzitych ¢inidel, zggména
piesné stejny piebytek odmeérného roztoku dusicnanu stiibrného, jako pii vlastni analyze
vzorku (spotieba V).
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6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah ve vod¢ rozpustnych chloridi vyjadienych jako chlorid sodny (NaCl) v g/kg (X) se
vypocita podle vzorce:

(V, - \,).C58,443
m

X =

kde V, je spotiebaodmeérného roztoku thiokyanatanu amonného na slepou zkousku v ml

Vi spotieba odmérného roztoku thiokyanatanu amonného na vlastni vzorek v ml
C piesna koncentrace odmérného roztoku thiokyanatanu amonného v mol/I
m hmotnost navazky alikvotniho podilu zkusebniho vzorku

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které spliuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s piesnosti na 0,5 g/kg do obsahu
10 g/kg ana 1 g/kg pro obsahy nad 10 g/kg.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pii obsahu  do 10 g/kg 0,5 g/kg

nad 10 g’kg 5% relat.
(rybi moucky 10 % relat.)

8. Poznamky

8.1 Aceton, n-hexan a diethylether jsou nebezpecnymi horlavinami |. téidy, proto je nutné
pii jakékoli manipulaci s nimi dodrzovat prislusna bezpecnostni pravidla.

8.2 U krmiv s vyssim obsahem tuku nez 50 g/kg se navazka zkusebniho vzorku nejdiive
odtucéni alespon castecn¢, promytim diethyletherem nebo n-hexanem dekantaci s odlitim
extrakéniho cinidla

8.3 U mineralnich prisad arybich moucek se Carresovacinidla ani aktivni uhli nepridavaji.

8.4 Vzorky tepelné opracovanych krmiv, Inénych pokrutin a srotd ¢ smési s jgich
pievaznym obsahem popi. koloidni povahy (dextrinovy skrob a pod.) se pred filtraci
odstied’uji popt. se filtruje dekantaci a 100 ml supernatantu nebo dekantatu se odpipetuje do
odmérné banky na 200 ml, doplni acetonem (3.8) po znatku, promicha a teprve nyni filtruje,
jak v textu uvedeno.

8.5 Titraci lze téz provést potenciometricky piimo odmérnym  roztokem dusi¢nanu
stiibrného do potencialu  ekvivalencniho bodu, indikovaného pomoci stiibrné a
merkurosulfatové elektrody. Hodnota ekvivalenéniho bodu se ur¢i z prabéhu titracni kiivky
pii modelovém stanoveni chlorida (jako inflexni bod titracni kiivky). V tomto piipadé se
neprovadi slepa zkouska, nepridava se siran zelezitoamonny a vypoctovy vzorec bude:
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_V,.C, 58443
m

X

kde V, je spotiebaodmerného roztoku dusi¢nanu stiibrného v ml
C, piesna koncentrace odmérného roztoku dusi¢nanu stribrného v mol/I

m hmotnost navazky alikvotniho podilu zkusebniho vzorku
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7.7 Stanoveni obsahu celkovych uhlicitana

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no.L 155,
12/07/71

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni uhli¢itani v krmnych smésich. Metodou se
stanovi celkové uhlicitany, s vyjimkou uhlic¢itant nerozlozitelnych kyselinou chlorovodikovou
(napt. uhlicitant zeleza) a je pouzitelna pro obsahy od 5 do 100 g/kg. Navic umoznuje
modifikaci pro vyssi i nizsi obsahy pri zvlastnich kalibracich.

2. Princip

Uhli¢itany se stanovi po rozkladu vzorku kyselinou chlorovodikovou a vznikly oxid uhlicity
se zméii v kalibrované trubici volumetricky nebo manometricky.

3. Chemikalie
3.1 Kysdlinachlorovodikova, roztok c(HCI) = 6 mol/l
3.2 Uhli¢itan vapenaty, srazeny, pevny - standardni latka pro kalibraci

3.3 Vzorek krmiva pro kalibraci, neobsahujici uhlicitany (napt. obilni srot a pod.)
(poznamka 8.1)

4. Pristroje a pomicky

4.1 Pristroj nebo zarizeni, umoznujici kvantitativni rozklad uhli¢itani ve vzorku, v uzaviené
reakeni nadobce s vhodnym  davkovacim zarizenim a spojené citlivym volumetrem nebo
manometrem (vodni sloupec a pod.)

5. Postup
5.1 Sestrojeni kalibra¢niho grafu

5.1.1 Do reakeni nadobky (poznamka 8.2) pristroje ¢i zarizeni pro stanoveni uhli¢itant (4.1)
se odvazi 0,20 g uhlic¢itanu vapenatého jako standardni latky, prida se do 10 g vzorku krmiva
pro kalibraci a obsah se promicha.

5.1.2 Pak se do reakéni nadobky prida 50 ml vody (poznamka 8.3) a obsah se promicha. Do
davkovaciho zatizeni pristroje, které bude plynotésné spojeno s reakeéni nadobkou, se odméeti
10 ml (poznamka 8.4) roztoku kyseliny chlorovodikové (3.1), davkovaci zarizeni se piipoji
k reak¢ni nadobce a tato se pripoji k méficimu zarizeni (4.1). Potom se pomalu, ae
neprerusované z davkovaciho zarizeni pripusti roztok kyseliny chlorovodikové (3.1) a kohout
davkovaciho zarizeni se ihned uzavie (poznamka 8.5). Reak¢ni nadobou se intenzivng trepe
bud’ pfimo v ruce ale tak, aby se obsah reakéni nadobky nezahiival teplem dlang, nebo
vhodnym trepacim zarizenim, az do okamziku, kdy dojde k ustaleni métené hodnoty objemu
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(tlaku). Vycka se jesté asi 2 minuty a zjisti se naméiena hodnota. Potom se pomalu uvolni
uzaveér reakeni nadobky za ucelem vyrovnani tlaku a nastaveni pristroje na novy vzorek.

5.1.3 Steiny postup se provede s navazkami uhlic¢itanu vapenatého (3.2) o hmotnostech
0,50 g; 0,70 g; 0,90 g a 1,00 g (poznamka 8.6), které odpovidaji obsahtim uhli¢itani 50 ; 70 ;
90 a 100 g/kg. Kazda navazka se doplni do 10,0 g vzorkem krmiva pro kalibraci (3.3).

Z naméienych hodnot (objemu ¢i tlaku) a jim odpovidgjicich koncentraci odpovidajicich
obsahu se sestroji kalibracni graf.

5.2 Vlastni provedeni

Do reakéni nadobky pristroje ¢i zatizeni pro stanoveni uhli¢itana (4.1) se odvazi 10,00 g
zkusebniho vzorku (poznamka 8.7) a dale se postupuje podlie 5.1.2 .

6. Vypocet a vyjadieni vysedki
Obsah veskerych uhli¢itana, vyjadienych jako CaCOs se zjisti piimo z kalibracniho grafu
(poznamka 8.8).

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na jednotky g/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Aby byl zarucen nulovy obsah uhlicitant je nutné provést slepou zkousku za naprosto
stejnych podminek (nezjisti se zadny vyznamny vzrist objemu ¢i tlaku).

8.2 Pokud neni dano samou konstrukci pristroje ¢i zafizeni, je nutné pouzivat vzdy steiné
reakéni nadobky, ato jak pro kalibraci tak i vlastni provedeni stanoveni nebo mit k dispozici
nadobky, které vuci sobé nevykazuji zadné rozdily. Je nutné predem ovéfit.

8.3 Mnozstvi piidavku vody setidi podle obsahu reakéni nadobky (pro uvazovany postup se
piredpoklada objem reak¢énich nadobek 200 ml) resp. podle navodu k pristroji nebo zarizeni.

8.4 Mnozstvi pridané kyseliny muze byt pripadné odlisné podle navodu k pouzitému
pristroji ¢i zatizeni.

8.5 Uzavieni privodu z davkovaciho zarizeni musi byt provedeno dostatecné rychle, aby
vysledek nebyl zkreslen zménou objemu ¢i tlaku zvétsenim reakeéniho prostoru. Doporucuje se
uzaviit privod diive nez vytece posledni maly podil kyseliny. Predevsim je nutno dodrzet
stejné podminky pii kalibraci i vlastnim provedeni

8.6 Uvedené kalibra¢ni davky jsou prikladem a maji byt voleny podie navodu pristroje ¢i
zarizeni pro stanoveni uhlic¢itant i s ohledem na obsahy uhlic¢itant, které budou stanovovany.
8.7 Uvedena navazka zkusebniho vzorku je urcena pro krmné smeési, obsahujici 20 g/kg az
70 g/kg uhli¢itand, vyjadienych jako CaCOs za predpokladu, ze métici zafizeni je pro tyto
obsahy konstruovano atuto navazku zkusebnich vzorkt kalibrovano. Pro vyssi (nizsi) obsahy
se voli obvykle napt. polovi¢ni (dvojnasobna) navazka zkusebniho vzorku i kalibrace za
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téchto podminek. Pro indikacni stanoveni vyssich obsahi uhli¢itand, nez na které je
provedena kalibrace se odvazuje polovina (Gtvrtina atd.) navazky zkusebniho vzorku a
doplni se do 10,0 g vzorkem krmiva pro kalibraci. Vysledek se pak vynasobi dvéma (¢tyimi
atd.).

8.8 Pro vyjadieni obsahu veskerych uhlic¢itan jako:

NaHCO; plati piepocet = X .0,8393,

Na,CO;3 plati piepocet = X .1,059

MgCOs plati prepocet = X .0,8424

kde X je obsah veskerych uhlicitant, vyjadienych jako CaCOs.
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7.8 Stanoveni oxidu kiremiku, hliniku, vapniku a hot¢iku (ve vapencich)

1. Uée arozsah

M etoda specifikuje podminky pro stanoveni uvedenych oxidi ve vapencich.

2. Princip

Nerozpustny zbytek po rozpousténi vzorku v kyseling chlorovodikové se vytavi s uhli¢itanem
sodnym, tavenina se vylouzi kyselinou chlorovodikovou a po spojeni s pavodnim filtratem se
odpaii do sucha. Vyloucena srazenina se odfiltruje, spali, zvazi a po odkoureni s kyselinou
fluorovodikovou a sirovou znovu zvazi. Obsah oxidu kiemicitého se ur¢i z rozdilu obou
vazeni.

Ve filtratu po stanoveni oxidu kiemicitého se amoniakem vysrazi hydroxidy, které se po
odfiltrovani a spaleni ur¢i vazkové jako oxidy amoniakalni skupiny.

Ve filtratu po stanoveni oxidi trojmocnych kovi se chelatometrickou titraci stanovi oxid
vapenaty a suma oxida vapenatého a horecnatého.

3. Chemikalie

3.1 Kyselinachlorovodikova (h = 1,17 g/cm®), ziedéna (1 + 1)
3.2 Kysdlinadusi¢na (h = 1,4 g/cm?), ziedéna (1 + 4)

3.3 Uhli¢itan sodny, bezvody

3.4 Kysdlinachlorovodikova, roztok 1%

35 Kysdlinasirova (h = 1,84 g/cm®), zredéna (1 + 4)

3.6 Kyselinafluorovodikova (h = 1,128 g/cm®), roztok 40%
3.7 Tetraboritan disodny, dekahydrat, pevny

3.8 Chlorid amonny, pevny

3.9 Kyselinadusi¢na, koncentrovana (h = 1,4 g/lem®)

3.10 Amoniak (h=0,91 g/cm®), roztok 10%, prosty uhligitani
3.11 Methylova cerven, ethanolicky roztok 0,5%

3.12 Dusi¢cnan amonny, roztok 1%, neutralizovany amoniakem na methylovou cerven
3.13 Hydroxid draselny, roztok 20%

3.14 Disodna sil kyseliny etylendiaminotetraoctové dihydrat, odmérny roztok c(chelaton 3)
= 0,05 mal/l

Priprava: 18,62 g chelatonu 3 se rozpusti ve vodé adoplni v odmérné barce na 1000 ml
apromicha.

3.15 Fluorexon, rozetieny s pevnym chloridem draselnym v poméru (1 + 100)
3.16 Tlumivy roztok, pH 10
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Priprava: 350 ml 20% roztoku amoniaku se smicha s 54 g chloridu amonného (3.8) a
doplni se prevarenou vodou na 1000 ml

3.17 Eriochrom¢ern T, rozetiena s pevnym chloridem draselnym v poméru (1+100)

3.18 Dusi¢nan sodny, pevny

4. Pristroje a pomicky
4.1 Vodni nebo piskova lazen

4.2 Susarna elektricka, s moznosti odvétravani, automatickou regulaci teploty a teplomérem
pro rozsah teplot nggméné do 120 °C.

4.3 Muflova pec, elektricka s termostatem, moznosti odvétravani a teplomérem pro rozsah
teplot nggméng do 600 °C.

4.4 Miska spalovaci z platiny nebo ze dlitiny Pt-Au event Pt-Ir  popf. jiného vhodného
materialu odolného podminkam metody stanoveni a nepodléhgjici v téchto podminkach
zmeénam.

5. Postup
5.1 Stanoveni oxidu kiemigitého

Do kadinky o objemu 600 ml se navazi asi 1 g zkusebniho vzorku s presnosti 0,001 g, zakryje
se hodinovym sklem a pozvolna se pridava 50 ml kyseliny chlorovodikové (3.1) a opatrné se
povari 10 minut na piskové lazni (4.1). Po mirném ochlazeni se prida 1 ml kyseliny dusi¢né
(3.2) aopét se 5 minut povaii. Objem roztoku se doplni asi na 150 ml, zahieje se k varu a po
ochlazeni se Zfiltruje hustym filtrem (filtrat A).

Filtr s nerozpusténym zbytkem se vysusi a spali ve spalovaci misce (4.4). Po vychladnuti se
zpopelnény zbytek vytavi s 5 g uhlicitanu sodného (3.3) za pridani 0,1 g dusi¢nanu sodného
(3.18). Béhem taveni se obsah kelimku nekolikrat promicha krouzivym pohybem. Po skonceni
taveni se obsah kelimku necha vychladnout a tavenina se vylouzi horkou vodou v kadince. Po
rozpusteni taveniny se kelimek vyjme a oplachne teplou vodou do kadinky. Roztok z kadinky
se spoji s filtratem A, zakryje se hodinovym sklem a opatrné se piida 50 ml kyseliny
chlorovodikové (3.1) (roztok B). Kelimek se piezihne, zbytky taveniny ulpélé na sténach se
rozpusti v kyseling chlorovodikové (3.1) a piidaji se k roztoku B. Takto ziskany roztok se
zahigje, aby se vypudil oxid uhli¢ity a po oplachnuti hodinového skla se odpatuje na vodni
nebo piskové lazni (4.1) do sucha. Odparek se ovlh¢i kyselinou chlorovodikovou (3.1) a opét
se odpaii do sucha. Miska s odparkem se vlozi do susarny (4.2), kde se ponecha pul hodiny pri
teplote (110 + 2) °C. K odparku se jesté za tepla prida 30 ml kyseliny chlorovodikové (3.1),
necha se stat 5 az 10 minut na teplém miste, poté se piida 100 ml horké vody a dukladné se
promicha sklenénou tycinkou. Po desetiminutovém stani se vyloucena kyselina kiemicita
odfiltruje filtrem stiedni hustoty afiltrat se zachycuje do podstavené kadinky. Zbytek na filtru
se promyje nejprve horkou kyselinou chlorovodikovou (3.4) a potom horkou vodou.

Protoze jednim odparenim se zpravidla nevylouci veskera kyselina kiemicita kvantitativng, je
nutno filtrat znovu odpaiit do sucha. Déle se postupuje stejné jako pii prvnim odparovani. Pro
druhou filtraci se pouzije hustého filtru. Obafiltry s vylouc¢enou kyselinou kiemicitou se vlozi
do spalovaci misky (4.4), vysusi se a spali v muflové peci (4.3) pii teploté (1100 + 25) °C po
dobu 2 hodin. Po vychladnuti v exsikatoru se kelimek zvazi. Zihani a vazeni se opakuje,
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pokud se nedosiahne konstantni hmotnosti. Obsah kelimku se ovlhéi vodou, prida se 0,5 ml
kyseliny sirové (3.5), 15 ml kyseliny fluorovodikové (3.6) a odkouti se na piskové lazni (4.1)
do sucha. Odkouieni s kyselinou sirovou a fluorovodikovou se jesté jednou opakuje. Kelimek
se zbytkem se opatrné vyziha na kahanu a po vychladnuti v exsikatoru se zvazi. Rozdil
hmotnosti pred a po odkuirovani odpovida obsahu oxidu kiemicitého.

5.1.1 Pripravazasobniho roztoku

Zbytek po odkouieni se vytavi se smési 0,5 g uhli¢itanu sodného (3.3) a 0,1 g tetraboritanu
disodného (3.7). Tavenina se rozpusti v 10 ml kyseliny chlorovodikové (3.1) a prida se k
filtratu po stanoveni oxidu kiemicitého. Filtrat se pievede do 500 ml odmérné banky, po
ochlazeni se doplni vodou po rysku a promicha. Tim se ziska zasobni roztok, ktery se pouzije
pro dalsi stanoveni.

5.2 Stanoveni oxidia amoniakalni skupiny

Ze zasobniho roztoku po oddéleni kyseliny kiemicité se odpipetuje vhodné mnozstvi do
kadinky. Zahusti se odparovanim navodni nebo piskové lazni (4.1) na objem 100 ml a pridaji
se 2 g chloridu amonného (3.8). Roztok se zahigje k varu, zoxiduje se nékolika kapkami
kyseliny dusicné (3.9) a kratce se povari. Jesté za tepla se srazi po kapkach roztokem
amoniaku (3.10) do zmeny zbarveni indikatoru methylové cervené (3.11). Pridaji se 3 kapky
roztoku amoniaku (3.10) navic. Roztok se ponecha na teplém misté az se srazenina dokonale
vylouci a usadi. Zfiltruje se filtrem stfedni hustoty a promyje horkym roztokem dusi¢nanu
amonného (3.12), filtrat se jima do kadinky (pouzije se pii stanoveni oxidu vapenatého a
horecnatého). Srazenina se piimo nafiltru rozpusti 20 ml teplé kyseliny chlorovodikové (3.1),
piicemz se filtrat zachycuje do kadinky, ve které se provadélo srazeni amoniakem. Filtr se
diukladn¢ promyje teplou vodou a uschova. Filtrat se opét zahusti na objem 100 ml a
hydroxidy se znovu vysrazi roztokem amoniaku (3.10). Srazenina hydroxidi se Zfiltruje
filtrem stfedni hustoty a dikladné promyje teplym roztokem dusi¢nanu amonného (3.12), az
do vymizeni reakce na chloridové ionty. Filtrat se jima do stejné kadinky jako pii predchozi
filtraci. Filtr se srazeninou s filtrem po prvnim srazeni se vlozi do piedem vyzihané a zvazené
gpalovaci misky (4.4) vysusi se v susarné (4.2), spali avyziha v muflové peci (4.3) pii (1100 +
25) °C do konstantni hmotnosti. Po vychladnuti v exsikatoru se zvazi.

Obsahuje-li vzorek maé mnozstvi oxidi amoniakalni skupiny, pouzije se cely objem
zasobniho roztoku po oddéleni oxidu kiemicitého. Pro stanoveni oxidt amoniakalni skupiny,
je mozno pouzit téz filtratu po stanoveni kyselinou nerozpustného podilu popele.

5.3 Stanoveni oxidu vapenatého

Filtrat po stanoveni oxidiu amoniakalni skupiny se doplni na definovany objem a z né¢ho se
odpipetuje aikvotni podil do vysoké kadinky o obsahu 400 ml, ziedi se vodou na 200 - 250
ml a za michani se rychle zalkalizuje 20 ml hydroxidu draselného (3.13), uvede se do mirného
varu a po vypuzeni amoniaku se ochladi. Prida se malé mnozstvi indikatoru fluorexonu (3.15)
a titruje se na ¢erném podkladé roztokem chelatonu (3.14) pravé do vymizeni zlutozelené
fluorescence.

5.4 Stanoveni oxidu hotec¢natého

Filtrat po stanoveni oxidiu amoniakalni skupiny se doplni na definovany objem a z ného se
odpipetuje aikvotni podil do vysoké kadinky o obsahu 400 ml, ziedi se vodou na 200 - 250
ml azamichani se rychle zalkalizuje asi 20 ml tlumivého roztoku (3.16) napH 10. Z byrety se
piida stejny objem roztoku chelatonu (3.14), jaky se spotieboval natitraci pri stanoveni oxidu
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vapenatého. Prida se malé mnozstvi indikatoru eriochromcerni T (3.17) a titruje se roztokem
chelatonu z vinové ¢erveného zabarveni do kovové modrého.

6. Vysedek
6.1 Obsah oxidu kiemicitého v g/kg (X) se vypocte podle vzorce:
x =102 M
m,

kde m je hmotnost vyzihaného surového oxidu kiemicitéhov g
m;  hmotnost vyzihaného zbytku po odkouieni v g

My hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g

6.2 Obsah oxidu amoniakalni skupiny v g/kg (Y) se vypoéte podle vzorce:
y=102.1
m,
kde m; je hmotnost vyzihanych oxidi v g

Mo hmotnost alikvotniho podilu navazky zkusebniho vzorku v g

6.3 Obsah oxidu vapenatého (Z) v g/kg se vypocte podle vzorce:

_56,08.C.V.V,
mV,

Z

kde V je spotirebaodmeérného roztoku chelatonu 3 v ml
C  presna koncentrace odmérného roztoku chelatonu 3 v mol/l

V, objem zasobniho roztoku v ml
V3 objem zasobniho roztoku, pipetovany ke stanoveni v ml

m  hmotnost alikvotniho podilu navazky zkusebniho vzorku v g

6.4 Obsah oxidu horecnatého (U) v g/kg se vypocte podle vzorce:

U= 40,304.C\,.(V, - V)
mvV,

kde V je spotiebaodmérného roztoku chelatonu 3 podle bodu 5.3 v ml
Vi  spotieba odmérného roztoku chelatonu 3 podie bodu 5.4 v ml

C presna koncentrace odmérného roztoku chelatonu 3 v mol/I
V,  objem zasobniho roztoku v ml

V3  objem zasobniho roztoku, pipetovany ke stanoveni v ml
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m  hmotnost alikvotniho podilu navazky zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti, a vyjadiuje se s piesnosti na celé jednotky nebo
desetiny g /kg.

7. Opakovatelnost
7.1 Opakovatelnost pro stanoveni oxidu kiemicitého

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
2 g/kg.
7.2  Opakovatelnost pro stanoveni oxidi amoniakalni skupiny

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pii obsahu:

do 10 g/kg 0,7 gkg
od 10,1 do 25 g/kg 1,0 g/kg
od 25,1 do 50 g/kg 1,59/kg
0d 50,1 do100g/kg 2,5g/kg
nad 100 g/kg 4,0 gkg

7.3 Opakovatelnost pro stanoveni oxidu vapenatého

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
4,5 g/kg.

7.4 Opakovatelnost pro stanoveni oxidu hoife¢natého

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
pii obsahu do 10 g/kg 1,5g/kg

nad 10 g/kg 3 g/kg.
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7.9 Stanoveni celkového obsahu siry

1. Uée arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni celkového obsahu siry v krmivech. Je
vhodna pro vsechny obsahy siry v krmivech i krmnych smésich.

2. Princip

Sira se stanovi vazkové po zpopelnéni vzorku s pridavkem dusi¢nanu horecnatého a
vysrazenim jako siran barnaty z chloridového vyluhu popele.

3. Chemikalie

31
3.2
3.3
34
35

3.6

3.7

Kyselina chlorovodikova, koncentrovana (h=1,17 g/cm®)
Kyselina chlorovodikova (h=1,17 g/cm®), c(HCl) = 6 mol/I
Amoniak (h=0,91 g/cm?), ziedeény (1 + 4)

Chlorid barnaty, roztok 100 g/l

Indikator acidobazicky - Fenolova cerven

Priprava: 0,1 g indikatoru se rozpusti v 50 ml ethylalkoholu za slabého zahtivani a roztok
se doplni vodou na 100 ml.

Dusi¢nan horecnaty heptahyrat (Mg,NO3.7 H,0), roztok ethanolicky

Pripravac Do odmérné baiky na 1 000 ml se odvazi 360,0 g dusi¢nanu horecnatého
rozpusti se v ethylalkoholu a doplni se jim po rysku a promicha.

Dusi¢nan amonny (NH4NO3), pevny

4. Pristroje a pomicky

4.1 Miska odparovaci porcelanova na 100 ml

4.2 Pec muflova elektricka s termostatem, moznosti odvétravani  a teplomérem pro rozsah
teplot nggméng do 600 °C.

4.3 Susarna laboratorni elektricka, s moznosti odvétravani, automatickou regulaci teploty a
teplomérem pro rozsah teplot nggméne do 120 °C.

4.4 Kahan plynovy sregulaci plamene nebo topna deska elektricka

45 Miska spalovaci z platiny nebo ze dlitiny Pt-Au event. Pt-Ir popt. jiného vhodného
materialu odolného podminkam metody stanoveni a nepodiéhgjici v téchto podminkach
zmeénam.

5. Postup
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Do porcelanové odparovaci misky (4.1) se odvazi as 1 g zkusebniho vzorku s piesnosti
ngméné na 0,001 g, pfida se 10 ml roztoku dusi¢nanu hofecnatého (3.6) a miska se na
10 minut odstavi. Potom se obsah misky vysusi v susarné (4.3) pri 120 °C a zpopelni v
muflové peci (4.2) pri teplote (450 + 25) °C po dobu 4 hod (poznamka 8.1).

Popel se ovlh¢i vodou, piida 6 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové (3.1), vyluh se
kratce povati a filtruje za horka stredné hustym filtrem do kadinky 400 ml. Promyje se asi
tiikrat horkou vodou, filtrat se nékolik minut povati, zneutralizuje roztokem amoniaku (3.3)
na indikator fenolovou ¢erven (3.5) do zmény zabarveni a potom upravi vodou na objem
200 ml. Tento roztok se zahigje k varu, prida se 1 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.2), a
najednou 30 ml horkého roztoku chloridu barnatého (3.4) (poznamka 8.2).

Po vysrazeni se roztok se srazeninou opét na nékolik minut zahigje a potom se ponecha stat

po nekolik hodin, nejlépe do druhého dne. Srazenina se filtruje pies bezpopelny husty filtr
(poznamka 8.3) a promyva horkou vodou az jiz novy prirastek filtratu nedava pozitivni reakci
na chloridy. Filtr se srazeninou se vysusi a spali ve spalovaci misce, piedem vyzihané a po
ochlazeni v exsikatoru zvazené s presnosti nggméné na 0,001 g, pri teploté (550+ 25) °C
v muflové peci (4.2). Po spaleni a ochlazeni v exsikatoru se miska se srazeninou zvazi se
stejnou presnosti.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah siry v g/lkg (X) se vypocita podle vzorce

X = 137.4.m (poznamka 8.4)
m,
kde m je hmotnost vyvazky v g
m hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g

[¢]

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér dvou soubézné provedenych stanoveni, které
splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na 0,1 g/kg pro obsahy do 30 g/kg
anacelé jednotky g/kg pro obsahy nad 30 g/kg siry.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Pokud se ziska sedy vyzihany zbytek, ptida se po ochlazeni ke zbytku krystalek
dusi¢nanu amonného a provede se prezihani pri uvedené teplote.

8.2 Pri obsahu siry do 10 g/kg, postacuje pro vysrazeni 30 ml roztoku chloridu barnatého.
8.3 P filtraci se doporucuje pridat predem rozvarenou drt” bezpopelného filtracniho papiru.

8.4 Uvedeny vzorec plati pro vypocet obsahu siry, vyjadiené v elementarni forme (S). Pro
jina vyjadreni plati dale uvedené prepocty: - jako SO, . X.1,998
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-jako SO, . X .2,498
-jako SO, . X .2,997
kde X je obsah siry v g/kg
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7.10 Stanoveni obsahu vapniku
Metoda ES prevzata ze smeérnice komise 71/250/EHS (OJ L155, 12/7/1971)

1. Utd arozsah

M etoda umoznuje uréit celkovy obsah vapniku v krmivech.

2. Princip

Vapnik se mineralizuje na suché cesté a popel se podrobi pusobeni kyseliny chlorovodikové
(solné) a vapnik se vysrazi jako Stavelan vapenaty. Srazenina se rozpusti v kyseliné sirové a
uvolnéna kyselinastavelova se titruje, roztokem manganistanu draselného.

3. Chemikalie

3.1 Kysdinachlorovodikova (solna), p. a., h: 1,14.

3.2 Kysdinadusi¢na, p. a., h: 1,40.

3.3 Kysdinasirova, p. a, h: 1,13.

34  Amoniak (¢pavek), p. a.,, h: 0,98.

3.5  Stavelan amonny p. a., nasyceny roztok (za studena).
3.6  Kysdinacitronova p. a., 30 % roztok (w/v)

3.7  Chlorid amonny p. a., 5 % roztok (w/v)

3.8  bromokresolova zelen, 0,04 % roztok (w/v).

3.9 Manganistan draselny, odmérny roztok 0,1 N=0,02 M.

4, Pristroje.
4.1  Elektricka muflova picka se vzduchovou cirkulaci atermostatem.
4.2  Platinové, kiemikové nebo porcelanové misky na zihani.

4.3  Filtracni sklenéné kelimky, s porovitosti G4.

5. Postup.

Do spalovaci misky se navazi priblizné 5 g vzorku (v pripadé potieby i vice), = 1 mg. Spauje
se pii teploté 550°C a popel se pienese do 250ml kadinky.

Prida se 40 ml kyseliny chlorovodikové (3.1), 60 ml vody a nékolik kapek kyseliny dusi¢né
(3.2). Privede se k varu a udrzuje se v mirném varu po dobu 30 minut. Ochladi se a roztok se

pielije do 250ml odmeérné banky. Kadinka se vyplachne do odmérné barky, obsah banky se
doplni vodou po rysku, promicha a zfiltruje.
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Do banky na 250 ml se odpituje takovy objem filtratu, aby obsahoval 10-40 mg vapniku
(podle piedpokladaného obsahu). Prida se 1 ml roztoku kyseliny citronové (3.6) a 5 ml
roztoku chloridu amonného (3.7).

Doplni se vodou na priblizné 100 ml. Uvede se do varu, potom se piida osm az deset kapek
roztoku bromkresolové zelené (3.8) a 30 ml horkého roztoku stavelanu amonného (3.5).
Pokud se za¢ne tvorit srazenina, rozpusti se nékolika kapkami kyseliny chlorovodikové (3.1).

Za stalého michani se velmi pomalu neutralizuje ¢pavkem az se dosahne pH 4,4 — 4,6, to
znamena az indikator zméni barvu. Kadinka se vlozi do lazné s varici vodou a ponecha se tam
po dobu tFiceti minut tak, aby se vytvorena srazenina mohla usadit. Kadinka se vyjme z vodni
lazn¢, obsah se necha hodinu ustat a pak se prefiltruje pres filtraéni kelimek G4.

Kadinka i kelimek se vymyvaji vodou az se piebytek stavelanu amonného uplné odstranéni
(neptitomnost chloridu ve vymyvaci vodé ukazuje, ze obé nadobky jsou dostatecné vymyty).

Srazenina na filtru se rozpusti v 50 ml horké kyseliny sirové (3.3). Kelimek se vyplachne
horkou vodou afiltrat se doplni az na priblizné 100 ml. Teplota se zvysi na 70 — 80°C atitruje

se po kapkach odmérnym roztokem manganistanu draselného (3.9) az se objevi ruzové
zabarveni, které setrva jednu minutu.

6. Vypocet vysedki.

Jeden ml odmérného roztoku manganistanu draselného (3.9) odpovida 2,004 mg vapniku.
Vysledek se vyjadii jako procento ze vzorku.

7. Poznamky.
7.1  Pxi velmi nizkém obsahu vapniku postupovat takto:

Stavelan vapenaty se prefiltruje pies bezpopelny filtr. Po promyti se filtr vysusi a spali pri
teplote 550°C v platinovém kelimku. Zbytek po spaleni se znovu rozpusti v nékolika kapkach
kyseliny sirové (3.3.), odpati se do sucha, znovu se spali pii teploté 550°C a nakonec se zvazi.
Jestlize W je vaha ziskaného siranu vapenatého, alikvotni podil obsahu vapniku =W . 0,2944.

7.2 Jestlize vzorek je dozen pouze zmineralnich latek, rozpousti se v kyseling
chlorovodikové, bez piedchoziho zpopelnéni. V pripadé latek, jako napi. fosforetnan hlinito-
vapenaty, které se v kyseliné nesnadno rozpoustéji, musi se pred rozpousténim podrobit
alkalickému taveni : Vzorek se dukladné promicha v platinovém kelimku se smési
pétinasobku jeho hmotnosti, skladajici se ze stejnych dilu uhli¢itanu draselného a uhlic¢itanu
sodného. Opatrné se zahiiva az je smés uplné roztavena. Potom se vychladi a rozpusti
v kyseliné chlorovodikové.

7.3  Jestlize ma vzorek vysoky obsah hoi¢iku, provede se presrazeni Stavelanu vapenatého.
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8.1 Stanoveni obsahti médi, zeleza, manganu a zinku

1. Uée arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni meédi, zeleza, manganu a zinku v krmivech a
premixech. Uvedenymi metodami |ze stanovit v§echny formy uvedenych prvka.

2. Princip

Med’, zelezo, mangan a zinek se stanovi v krmivech po zpopelnéni, rozpusténim popele
vzorku v kyseliné chlorovodikové (mineralni premixy piimym rozpousténim v kyseling
chlorovodikové) a mérenim chloridového vyluhu metodou atomové absorpeni spektrometrie.

3. Chemikalie
3.1 Kyselinachlorovodikova (h = 1,17 g/cm®), roztok c(HCI) = 3 mol/l
3.2 Kyselinachlorovodikova (h = 1,17 g/cm®), roztok c(HCI) = 0,3 mol/l
3.3 Kyselinachlorovodikova (h = 1,17 g/cm?), ziedéna (1 + 20)
3.4 Kyselinachlorovodikova (h = 1,17 g/cm®), roztok c(HCI) = 6 mol/l
3.5 Acetylén, (poznamka 8.1)
3.6 Standardni roztoky medi, zeleza, manganu a zinku
Priprava: Do odmérné banky na 1 000 ml se odvazi pro
3.6.1 med: 3,929 g pentahydrat siranu mé¢d’natého (CuSO, . 5H,0)
3.6.2 zelezo: 8,635 g dodekahydratu siranu zelezitoamonného (NH4FeSO,. 12H,0)

3.6.3 mangan: 4,388 g pentahydratu siranu manganatého (MnSO45H,0) nebo
4,060 g tetrahydratu siranu manganatého (MnSO,. 4H,0)

3.6.4 zinek: 4,398 g heptahydratu siranu zinec¢natého (ZnS0O,4.7H,0)  nebo
1,000 g granulovaného zinku

Navazené soli (kovy) se rozpusti v roztoku kyseliny chlorovodikové (3.2) a kazda
Z banék se doplni timto roztokem po rysku.

Tyto standardni roztoky obsahuji teoreticky 1,0mg piislusného prvku v 1 ml.
Skutec¢ny obsah prvki ve standardnich roztocich se stanovi chelatometricky.

Roztoky se uchovavaji v plastikovych nadobach.

Jako zakladni standardni roztoky je mozno pouzit i komeréni roztoky s deklarovanou
(oveienou) koncentraci prvku.

3.7 Pracovni standardni roztok méd

Priprava: Standardni roztok médi se 10 krat ziedi kyselinou chlorovodikovou (3.2)
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4. Pristroje a pomicky

4.1 Spektrometr absorpéni atomovy veetné prislusenstvi

4.2 Lazen vodni

4.3 Miskaplatinova, kiemenna ¢i porcelanova (pripadné opatiené vicky)

4.4 Pec muflova stermostatem

5. Postup

5.1 Pripravakalibra¢nich roztoka (poznamka 8.2)

Do sady odmérnych ban¢k na 1 000 ml se diferencovan¢ odpipetuje :
511 promed

2,5; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 a 25,0 ml pracovniho standardniho roztoku medi (3.7), doplni
roztokem kyseliny chlorovodikové (3.2) po rysku a promicha. Tyto kalibracni roztoky
obsahuji 0,25 mg az 2,5 mg medi v 1000 ml.

5.1.2 pro zelezo

2,0; 4,0; 6,0; 8,0 a 10,0 ml standardniho roztoku zeleza (3.6.2), doplni roztokem kyseliny
chlorovodikové (3.2) po rysku a promicha. Tyto kalibracni roztoky obsahuji 2 az 10 mg zeleza
v 1000 ml.

5.1.3 pro mangan

2,0; 4,0; 6,0; 8,0 a 10,0 ml standardniho roztoku manganu (3.6.3), doplni po rysku roztokem
kyseliny chlorovodikové (3.2) a promicha. Tyto kalibraéni roztoky obsahuji 2 az 10 mg
manganu v 1000 ml.

5.1.4 pro zinek

0,5; 1,0; 1,5; 2,0 a 2,5 ml standardniho roztoku zinku (3.6.4), doplni po rysku roztokem
kyseliny chlorovodikové (3.2) a promicha. Tyto kalibra¢ni roztoky obsahuji 0,5 mg az 2,5 mg
zinku v 1000 ml.

5.1.5 Sestrojeni kalibra¢nich grafu

Kalibracni roztoky (roztoky zkouseného vzorku) se proméii na atomovém absorpénim
spektrometru (4.1) po nastaveni prislusnych parametri podle typu a navodu pouzitého
pristroje za pouziti plamene acetylén (3.5) - vzduch. Roztokem s nulovym obsahem
stanovovaného prvku (3.2) se piistroj nastavi na nulovou hodnotu a pro jednotlivé prvky se
pouziji nasledujici vinové délky :

pro méd’ 324,8 nm

zelezo 248,3 nm

mangan 279,5 nm

zinek 213,8 nm

Ze ziskanych hodnot absorbanci a jim odpovidagjicich koncentraci se sestroji prislusné
kalibracni grafy.
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5.2 Vlastni provedeni v krmivech

5.2.1 Do spalovaci misky (4.3) se odvazi, podle predpokladaného obsahu prvki, asi 5g az
20 g zkusebniho vzorku s piesnosti neggméné na 0,001 g, zpopelni za dostatecného pristupu
vzduchu v muflové peci (4.4) pii teploté (550 + 20) °C tak, jak je uvedeno v Priloze 9, ¢ast
6.1 Stanoveni popele.

5.2.2 Ziskany popel se po vychladnuti zvlih¢i vodou, vylouzi 30 ml roztokem kyseliny
chlorovodikové (3.1), digeruje na vodni lazni (4.2) (vrouci) po dobu 30 minut a pak filtruje
hustym filtrem do podlozené odmérné banky na 200 ml. Zbytek nafiltru se dikladné promyje
ziedénou kyselinou chlorovodikovou (3.3).

5.2.3 Filtr se zbytkem se vysusi, zpopelni za vyse uvedenych podminek (asi po dobu
30 minut), obsah spalovaci misky se po vychladnuti vylouzi 20 ml teplého roztoku kyseliny
chlorovodikové (3.1) a vyluh se filtruje hustym filtrem do téze odmérné banky. Zbytek na
filtru se promyje 5krat teplou ziedénou kyselinou chlorovodikovou (3.3). Obsah odmeérné
barnky se vytemperuje na laboratorni teplotu, doplni vodou po rysku a promicha. Podle
ocekavaného obsahu jednotlivych prvki se tento vyluh méti bud’ piimo, nebo po potirebném
naredéni pomoci roztoku kyseliny chlorovodikové (3.2). Déle se postupuje podle 5.1.5..

5.2.4 Namgiené koncentrace piislusného prvku se zjisti z prislusného kalibrac¢niho grafu.
5.3 Vlastni provedeni v mineralnich premixech

Do kadinky vhodného obsahu se odvazi 5 g az 10 g zkusebniho vzorku s piesnosti nggméné na
0,001 g, prida se 30 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.1) a dale se postupuje podie 5.2.2,
5.2.3ab5.2.4.

6. Vypocet a vyjadieni vysedki

Obsah prislusného prvku (médi, zeleza, manganu a zinku) v mg/kg (X) se vypocita podle
vzorce

_200.C.F
m

kde C je koncentrace prislusného prvku zjisténa z prislusného kalibracniho grafu v mg/l

X

Mo hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g
F faktor redéni

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti, a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Acetylén ve smés se vzduchem je nebezpecna horlavina |. tridy a proto pii jakékoli
manipulaci snimi je nutné dodrzovat bezpecnostni pravidla.
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8.2 Uvedené koncentrace kalibraénich roztoku jsou jako priklad. Konkrétni feSeni zavisi na
pouzitém pristroji, jeho citlivosti a pod. Pri jinych nez uvedenych koncentracich je nutno
upravit vypoctovy vzorec.
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8.2 Stanoveni obsahu meédi, zeleza, manganu, a zinku vcetné obsahu
vapniku, hot¢iku, drasliku a sodiku

1. U&e arozsah

Tato metoda umoznuje stanoveni mikroprvka zeleza, médi, manganu, zinku a makroprvka
vapniku, sodiku, drasliku a horé¢iku v krmivech.

2. Princip

Vzorek se prevede do roztoku kyselinou chlorovodikovou, pokud je treba po zpopelnéni pri
(550 + 10) °C, pripadné po odstran¢ni kysli¢niku kiemicitého a uvedené prvky se stanovi, po
vhodném naredéni, metodou atomové absorpeni spektrometrie.

3. Chemikalie
Uvodni poznamky:

Pro pripravu ¢inidel a analytickych roztokt se pouziva voda, ktera neobsahuje prvky, které
jsou stanovovany. Takova voda se ziska bud’ dvoji destilaci v borosilikatové nebo kiemenné
destilacni aparatuie nebo dvojim prichodem piesionexovou kolonu.

Chemikalie musi minimalné p.a. ¢istoty amusi byt ovéreno, ze neobsahuji stanovované prvky
slepym pokusem. Pokud je treba musi byt pouzité chemikalie precisteny.

Krom¢ standardi uvedenych dale mohou byt pouzity obchodni standardy, pokud maji
zaruc¢eny obsah (atest) a pred pouzitim byly zkontrolovany

3.1 Acetylén (poznamka 8.1)

3.2 Kyselinachlorovodikova (HC), koncentrovana (h = 1,17 g/cm®)
3.3 Kysdlinachlorovodikova, roztok c(HCI) = 6 mol/I

3.4 Kysdinachlorovodikova, roztok c(HCI) = 0,3 mal/Il

3.5 Dusi¢nan lanthanity hexahydrat [La(NOs) 3. 6H,Q], roztok 133 g/l

Mohou byt pouzity i jiné soli lanthanu, pokud vysledna koncentrace lanthanu v roztoku
bude stejna

3.6 Chlorid cesny (CsCl), roztok 100 g/l
Mohou byt pouzity i jiné soli cesia, pokud vysledna koncentrace cesia v roztoku bude
stejna.

3.7 Standardni roztoky medi, zeleza, manganu a zinku

Pripravas Do odmérné banky 1000 ml se odméii 100 ml vody, 125 ml kyseliny
chlorovodikové (3.2) apromicha. Do stejné banky se navazi:

392,9 mg pentahydratu siranu méd’natého (CuSO,. 5H,0),

702,2 mg hexahydratu siranu zeleznatoamonného [(NH4)2Fe(SO,), . 6H20]
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3.8

307,7 mg monohydratu siranu manganatého (MnSO, . H,0)
439,8 mg heptahydratu siranu zinecnatého (ZnSO, . 7H,0).

Po rozpusténi soli se baitka doplni vodou po rysku aroztok se promicha.
Standardni roztok obsahuje 100 ug uvedenych prvka v 1 ml.

K piipravé standardniho roztoku se mohou pouzit také  obchodni standardy
s deklarovanou (ovéienou) koncentraci prvku.

Pracovni standardni roztoky meédi, zeleza, manganu a zinku

Priprava: Do odmérné na 100 ml se odpipetuje 20 ml standardniho roztoku (3.7), doplni
se vodou po rysku a promicha.

Pracovni standardni roztok obsahuje 20 ug uvedenych prvka v 1 ml.

Pracovni standardni roztoky se pripravuji vzdy cerstvé

3.9 Standardni roztoky vapniku, drasliku, hor¢iku a sodiku Pripravac Do odmérné baiky

3.10

311

1000 ml se navazi:

1,907 g chloridu draselného (KCI)

2,028 g heptahydratu siranu horecnatého (MgSO, . 7H,0)
2,542 g chloridu sodného (NaCl)

Do kadinky se navazi 2,497 g uhli¢itanu vapenatého (CaCQOgs), prida se pomalu 50 ml
kyseliny chlorovodikové (3.3) a po skonéeni vyvoje kysliéniku uhli¢itého se roztok
povari 5 minut na topné desce. Po vychlazeni se roztok pievede do odmeérné barnky
s navazenymi solemi drasliku, hor¢iku a sodiku. Az se soli rozpusti, se banka doplni
kyselinou chlorovodikovou (3.4) po rysku aroztok se promicha.

Standardni roztok obsahuje 1 mg vapniku, drasliku a sodiku a 200 pg hoiéiku v 1 ml.
K piipravé standardniho roztoku se mohou pouzit také  obchodni standardy
s deklarovanou (ovéienou) koncentraci prvku.

Pracovni standardni roztoky vapniku, drasliku, hoi¢iku a sodiku

Priprava: Do odmérné na 250 ml se odpipetuje 25 ml standardniho roztoku (3.9), doplni
se kyselinou chlorovodikovou (3.4) po rysku a promicha.

Pracovni standardni roztok obsahuje 100 ug vapniku, drasliku a sodiku a 20 pg horéiku
viml.

Pracovni standardni roztoky jsou stalé jeden tyden a skladuji se v polyetylénovych
lahvich.

Lanthanocesiovy slepy roztok

Priprava: Do odmérné banky 100 ml se odméti 5 ml roztoku dusi¢nanu lanthanitého
(3.5), 5ml roztoku chloridu cesného, 5 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.3),
doplni se vodou po rysku a promicha.

4. Pristroje a pomicky

4.1 Veskeré odmérné nadobi (vcetné pipet), které se pouzije pii  piipravé kalibracnich

roztoki se musi pied pouzitim oplachnout kyselinou chlorovodikovou (3.4)
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4.2 Platinové, kiemikové nebo porcelanové spalovaci kelimky (horni pramér 4 - 6 cm,
spodni pramer 2 - 2,5 cm, vyskaas 5 cm) piedem vyvarené v kyseliné chlorovodikové
(3.3)

4.3 Elektricka muflova pec s automatickou kontrolou teploty azaznamem

4.4 Sklenéné nadobi, borosilikatové, pied pouzitim vyvairené v kyseling chlorovodikové (3.3)
4.5 Elektricka topna deska nebo plynovy kahan

4.6 Vodni lazen s moznosti regulace 95+ 2 °C

4.7 Atomovy absorpcni spektrometr, vhodny pro méieni pii  uvedenych vinovych délkach,
vybaveny plamenem vzduch-acetylen a moznosti korekce pozadi

5. Postup
5.1 Zjisténi pritomnosti organické hmoty

Lzicka se vzorkem se vlozi do plamene - pokud dojde k tani, vzorek organickou hmotu
neobsahuje, pokud dojde ke zméné barvy a tani se neobjevi, vzorek organickou hmotu
obsahuje.

5.2 Spalovani a priprava roztoku pro analyzu

Do spalovaciho kelimku (4.2) se podle piredpokladaného obsahu prvka navazi 1 - 5 g vzorku,
s presnosti 0,001 g.

Pokud vzorek obsahuje organickou hmotu postupuje se podle odstavce 5.2.1.

Vv o ow

Pokud vzorek neobsahuje téméi zadnou nebo zadnou organickou hmotu, postupuje se podie
odstavce 5.2.2.

5.2.1 Kelimek se vzorkem se zahtiva natopné desce nebo v plameni plynového kahanu az do
uplného zuhelnaténi. Béhem zahtivani je nutno zabranit vzplanuti vzorku. Potom se kelimek
vlozi do muflové pece (4.3), predehiaté 15 minut nateplotu (550 + 10) °C a pfi této teplote se
ponecha 3 hodin. Po vychladnuti se obsah kelimku ovhi¢i 2 ml vody. Pokud jsou pritomny
uhlikaté castice, vysusi se kelimek na vodni lazni (4.6) a spaluje se dalsi 2 hodiny pii teploté
(550 + 10) °C v muflové peci (4.3). Znovu se necha vychladnout a piidaji se 2 ml vody.

5.2.2 K obsahu kelimku se prida pomalu a opatrné (mozny vyvoj kysli¢niku uhli¢itého) 10
ml kyseliny chlorovodikové (3.3). Potom se za stalého michani piidava po kapkach dalsi
kyselina chlorovodikova (3.3), dokud neustane pénéni. Roztok se ob¢asného michani zahiiva
az do odpareni téméi do sucha. Zbytek se rozpusti v 5 ml kyseliny chlorovodikové (3.3) a
vznikly roztok se kvantitativné prevede do odmeérné barky o objemu 100 ml. Po vychladnuti
se doplni vodou po rysku.

5.3 Slepy pokus

Pro kazdou méfenou sérii se pripravi slepy pokus (roztok) tak, ze se provedou operace 5.2,
5.2.1 a5.2.2 svylou¢enim zkusebniho vzorku.

5.4 Spektrometrické stanoveni médi, zeleza, manganu a zinku
5.4.1 Podminky méteni
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Atomovy absorpcni spektrometr se nastavi podle instrukci vyrobce, optimalizuje se pro
méieni acetylém-vzduch. Méreni se provadi pri nasledujicich vinovych délkach:

Meéd (Cu) :  324.8 nm
Zelezo (Fe):  248.3nm
Mangan (Mn): 279.5 nm
Zinek (Zn) : 213.8 nm
5.4.2 Pripravakalibracnich kiivky

Z pracovniho standardniho roztoku (3.8) se pripravi nafedénim kyselinou chlorovodikovou
(3.4) <érie kalibracnich roztoka s odpovidajici koncentraci.

Zmgeti se absorbance kalibracnich roztokt proti kyselingé chlorovodikové (3.4) a sestroji se
kalibracni kiivka naméienych hodnot proti odpovidagjicimu obsahu médi, zeleza, manganu a
zinku.

5.4.3 Meéreni zkouseného roztoku

Absorbance zkouseného roztoku se méti za stejnych podminek jako absorbance kalibracnich
roztoka proti slepému pokusu resp. kyseliné chlorovodikové (3.4). Pokud je treba fedi se
zkousené roztoky kyselinou chlorovodikovou (3.4), aby se ziskala absorbance lezici v
linearni ¢asti kalibragni kiivky.

5.5 Spektrometrické stanoveni vapniku, hoiciku, drasliku a sodiku

5.5.1 Podminky méreni

Atomovy absorpcni spektrometr se nastavi podle instrukci vyrobce, optimalizuje se pro
méieni acetylém-vzduch. Méteni se provadi pri nasledujicich vinovych délkach:

Vapnik (Ca): 422,6 nm

Horc¢ik (MQ): 285,2 nm

Dradlik (K): 766,5 nm

Sodik (Na) : 589,6 nm
5.5.2 Pripravakalibracnich kiivky

Do odmérnych banék na 100 ml se odpipetuje 5 ml dusi¢nanu lanthanitého (3.5), 5 ml
chloridu cesného (3.6), 5 ml kyseliny chlorovodikové (3.3) a vhodny objem pracovniho
standardniho roztoku (3.10) adoplni se po rysku.

Zmgeti se absorbance kalibracnich roztoku proti lanthanocesiovému slepému roztoku (3.11) a
sestroji se kalibracni kiivka namérenych hodnot proti odpovidagjicimu obsahu vapniku,
hot¢iku, drasliku a sodiku.

5.5.3 Méreni zkouseného roztoku

Do odmérné baiky na 100 ml se odpipetuje 5 ml dusi¢nanu lanthanitého (3.5), 5 ml chloridu
cesného (3.6), 5 ml kyseliny chlorovodikové (3.3) a vhodny objem zkouseného roztoku a
doplni se po rysku.

Také ke depému  pokusu se pridava 5 ml dusi¢nanu lanthanitého (3.5), 5 ml chloridu cesného
(3.6), 5 ml kyseliny chlorovodikové (3.3) adoplni se na 100 ml.
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Absorbance naredéného zkouseného roztoku se méii za stejnych podminek jako absorbance
naredénych kalibracnich roztoka proti  slepému pokusu, resp. lanthancesiovému slepému
roztoku (3.11). Pokud je tieba redi se zkousené roztoky lanthanocesiovym slepym roztokem
(3.11), aby se ziskala absorbance lezici v linearni ¢asti kalibracni kiivky.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah jednotlivych prvka v mg/kg nebo g/kg (X) se vypocita podle vzorce:
x=SF
m
kde C je koncentrace prislusného prvku, odectena z kalibracniho grafu v mg/l nebo g/l
F faktor fedeni
m  hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se pri obsahu:

10 - 100 mg/kg s presnosti nal mg

100 mg/kg - 1 g/kg s piesnosti na 10 mg
1 g/kg - 10 g/kg s piesnosti na 100 mg
10 g/kg - 100 g/kg s piesnosti na 1 g.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stgném vzorku nesmi
piekrocit: pro vapnik, zelezo, dradlik, hoi¢ik amangan 0,11 .X mg/kg
pro méd’, sodik a zinek 0,15 .X mg/kg

kde X je vysledek stanoveni.

Uvedena opakovatelnost plati pro obsahy:  vapniku od 1 000 - 300 000 mg/kg
medi 15 - 15 000 mg/kg
zelezo 2 000 - 30 000 mg/kg
hoi¢ik 1 000 - 110 000 mg/kg
mangan 15 - 15 000 mg/kg
sodik 2 000 - 250 000 mg/kg
zinek 25 - 15 000 mg/kg

8. Poznamky

8.1 Acetylén je nebezpetna hotlavina, proto je treba pii jakékoli manipulaci s nim dodrzovat
bezpecnostni pravidla
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8.3 Stanoveni obsahu medi, zeleza, manganu azinku
Metoda EU uvedena v Official Journal no. L 206, 29/7/78

1. Uéel arozsah
Postup specifikuje podminky pro stanoveni médi, zeleza, manganu a zinku v krmivech a
premixech. Dolni mez stanovitelnosti je pro zelezo: 20 mg/kg
med’ 10 mg/kg
hoi¢ik 20 mg/kg
zinek 20 mg/kg
2. Princip

Vzorek se prevede do roztoku kyselinou chlorovodikovou po destrukci organické hmoty,
pokud je pritomna. Obsah medi, zeleza, manganu a zinku se stanovi po vhodném naredéni
metodou atomové absorpeni spektrometrie (AAYS).

3. Chemikalie
Uvodni poznamka

Pro pripravu chemikalii a reakénich a analytickych roztokti se pouziva voda bez
stanovovanych kationtd, ziskana bud’ dvoji destilaci v aparature z borosilikatového skla nebo
dvojitym prachodem pied ionex. Chemikalie musi byt nggméné analytické cistoty (p.a).
Nepritomnost stanovovanych mikroelementtt musi byt ovérovana slepym pokusem. Pokud je
to nezbytné, musi byt chemikalie precistény.

Misto dale popsanych standardnich roztokd mohou byt pouzivany také komer¢ni standardni
roztoky. Mohou byt pouzivany za piredpokladu, ze maji deklarované obsahy a pred pouzitim
byly zkontrolovany.

3.1 Kyselina chlorovodikova, r = 1,19
3.2  Kyseliny chlorovodikova, roztok 6 maol/l
3.3  Kyselinachlorovodikova, roztok 0,5 mol/l

34  Kyselina fluorovodikova, roztok 38 — 40% (v/v) sobsahem Zeleza pod 10 mg/l
(vyjadieno jako siran)

3.5 Kysdinasirova, r =1,84
3.6  Peroxid vodiku (asi 100 objemi kysliku = 30% hmotnostnich)
3.7  Zelezo, standardni roztok 1 000 ng Fe/ ml, pripraveny takto :

1 g zelezného dratu se rozpusti v 200 ml kyseliny chlorovodikové (3.2), prida se 16 ml
peroxidu vodiku (3.6) a objem se upravi vodou na 1000 ml.

3.7.1 Zelezo, pracovni standardni roztok 100 ngy/ml, pripraveny ziedénim standardniho
roztoku (3.7) 1+9 vodou
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3.8 Meéd, standardni roztok 1 000 ng Cu/ ml, ptipraveny takto :

1 g praskové médi se rozpusti v 25 ml kyseliny chlorovodikové (3.2), prida se 5 ml
peroxidu vodiku (3.6) a objem se upravi vodou na 1000 ml.

3.8.1 Med, pracovni standardni roztok 10 mg/ml, pripraveny dvojnasobnym ziedénim
standardniho roztoku (3.8) 1+9 vodou

3.9  Hoi¢ik, standardni roztok 1 000 ng Mg/ ml, ptipraveny takto :

1 g praskového hor¢iku se rozpusti v 25 ml kyseliny chlorovodikové (3.2) a objem se
upravi vodou na 1000 ml.

3.9.1 Hoic¢ik, pracovni standardni roztok 10 ng/ml, piipraveny dvojnasobnym ziedénim
standardniho roztoku (3.8) 1+9 vodou

3.10 Zinek, standardni roztok 1 000 ng Zn/ ml, pfipraveny takto :

1 g listkti nebo prouzka kovového zinku se rozpusti v 25 ml kyseliny chlorovodikové
(3.2) aobjem se upravi vodou na 1000 ml.

3.10.1 Zinek, pracovni standardni roztok 10 ng/ml, pripraveny dvojnasobnym ziedénim
standardniho roztoku (3.8) 1+9 vodou

3.11 Chlorid lanthanity, roztok piipraveny takto :

12 g oxidu lantanitého se rozpusti v 150 ml vody, prida se 100 ml kyseliny
chlorovodikové (3.2) a objem se upravi vodou na 1000 ml.

4, Pristroje
4.1  Muflova pec steplotni regulaci a zaznamem

4.2  Sklenéné nadobi z odolného borosilikatového skla, doporucuje se pouzivat pouze pro
stanoveni mikroelementt (poznamka 10.1)

4.3  Spalovaci kelimky platinové nebo kiemenné

4.4  Atomovy absorpéni spektrometr, vyhovujici pozadavkim metody na citlivost a
piesnost v pouzitém rozsahu

5. Postup
5.1  Vzorky, obsahujici organickou hmotu
5.1.1 Spaovani apiipravaroztoku pro anayzu

Do platinového nebo kiemenného spalovaciho kelimku (4.3) se navazi 5 az 10 g vzorku
s piesnosti 0,2 mg (poznamka 10.2), vysusi se v susarné pii 105 °C a potom se kelimek vlozi
do studené muflové pece (4.1). Pec se uzavie (poznamka 10.3) a teplota se postupné zvysuje
béhem 90 minut na 450 az 475 °C. Tato teplota se udrzuje 4 az 16 hodin (napi. pies noc), aby
se odstranila karbonizovatelna hmota. Potom se pec otevie a kelimek se necha vychladnout
(poznamka 10.4).

Kelimek se vyplachne celkem 5 ml kyseliny chlorovodikové (3.1) do kadinky. Kyselina se
pridava pomalu a opatrné (mize dochazet k uvoliovani CO,). Dale se po kapkach pridava
kyselina chlorovodikova (3.1), dokud neustane pénéni. Odpaii se do sucha za obc¢asného

173



promichani sklenénou tycinkou. Ke zbytku se prida dalsich 15 ml kyseliny chlorovodikové
(3.2) aas 120 ml vody. Promicha se sklenénou tycinkou, ktera musi zistat v kadince, kadinka
se prikryje hodinovym sklem. Uvede se do mirného varu avari se dokud se popel rozpousti.

Roztok se Zfiltruje pies bezpopelny filtr a filtrat se jima do 250 ml odmérné banky. Kadinka a
filtr se promyji 5ml horké kyseliny chlorovodikové (3.2) a dvakrat viici vodou. Odmérna
barka se doplni vodou po zna¢ku (vysledna koncentrace kyseliny je asi 0,5 mol/l).

Pokud se na filtru objevi zbytky uhlikatych castic, vlozi se filtr zpét do pece a znovu se
spaluje pii 450 az 475 °C. Toto spalovani, které vyzaduje obvykle pouze nékolik hodin (asi 3
az 4 hodiny), je dokon¢eno pokud ma popel bilou nebo pievazné bilou barvu. Popel se
rozpusti asi ve 2 ml kyseliny chlorovodikové (3.1), odpaii se k suchu a piida se 5 ml kyseliny
chlorovodikové (3.2). Povari se aroztok se Zfiltruje do odmérné barnky a barka se doplni po
znatku (vysledna koncentrace kyseliny je asi 0,5 mol/l).

Zelena krmiva (Cerstva nebo susena) mohou obsahovat velké mnozstvi kiemicitana, které
mohou vazat mikroelementy a musi byt pro odstanény.

U krmiv svysokym obsahem kiemicitani se postupuje podle 5.1.1 az k filtraci. Promyty filtr
s nerozpustnym zbytkem se umisti do spalovaciho kelimku (4.3). Spaluje se v muflové peci
(4.1) pri teploté pod 550 °C do uplného vymizeni uhlikatych ¢astic. Necha se vychladnout,
piida se n¢kolik kapek vody a 10 az 15 ml kyseliny fluorovodikové (3.4) a potom se odpati do
sucha. Prida se 5 kapek kyseliny sirové (3.5) a zahtiva se dokud vznikagji bilé dymy. Po
pridani 5 ml kyseliny chlorovodikové (3.2) a asi 30 ml vody se roztok povari a opét Zfiltruje
do téze 250 ml odmérné barky a doplni vodou po znatku (koncentrace kyseliny je as
0,5 mol/l). Dale se postupuje podle bodu 5.1.2.2.

51.2 Spektrofotometrické stanoveni
51.2.1 Priprava kalibracnich roztoki

Pro kazdy stanovovany prvek se pripravuji kalibraéni roztoky z pracovnich standardnich
roztoku, uvedenych v bodech 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 a 3.10.1. Vydedna koncentrace kyseliny
chlorovodikové v kalibracnich roztocich je asi 0,5 mol/l a (v piipadé zeleze, hor¢iku a zinku)
konecna koncentrace chloridu lantanitého v kalibra¢nich roztocich je 0,1% (w/v). Koncentrace
kalibracnich roztokti musi lezet v rozsahu citlivosti pouzitého spektrometru. Dale uvedena
tabulka je prikladem obvyklych kalibracnich rozsahu, které vsak zavisi na citlivosti pouzitého
pristroje. Je mozné pouzit i jiny rozsah koncentraci.

Zelezo

ng Fe/ ml 0 0,5 1 2 3 4 5
prac.std.roztok (3.7.1) (ml) 0 0,5 1 2 3 4 5
Kys. chlorovodikova (3.2) (ml) |7 7 7 7

Roztok chloridu lantanitého | 10 10 10 10 10 10 10
(3.12) (ml)

Do odmerné banky na 100 ml se odpipetuji mnozstvi roztokt podle uvedené tabulky a doplni
se vodou po znackul.

Med’
ng Cu/ ml 0 0,1 0,2 04 0,6 0,8 1,0
prac.std.roztok (3.8.1) (ml) 0 1 2 4 6 8 10
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Kys. chlorovodikova (3.2) (ml) | 8 8 8 8 8 8 8

Do odmerné banky na 100 ml se odpipetuji mnozstvi roztokt podle uvedené tabulky a doplni
se vodou po znackul.

Horc¢ik

ngMg/ ml 0 0,1 0,2 04 0,6 0,8 1,0
prac.std.roztok (3.8.1) (ml) 0 1 2 4 6 8 10
Kys. chlorovodikova (3.2) (ml) |7 7 7 7 7 7 7
Roztok chloridu lantanitého | 10 10 10 10 10 10 10
(3.12) (ml)

Do odmerné banky na 100 ml se odpipetuji mnozstvi roztokt podle uvedené tabulky a doplni
se vodou po znackul.

Zinek

ngZn/ ml 0 0,05 (01 0,2 0,4 0,6 0,8
prac.std.roztok (3.10.1) (ml) 0 0,5 1 2 4 6 8
Kys. chlorovodikova (3.2) (ml) |7 7 7 7 7 7

Roztok chloridu lantanitého | 10 10 10 10 10 10 10
(3.12) (ml)

Do odmerné banky na 100 ml se odpipetuji mnozstvi roztokt podle uvedené tabulky a doplni
se vodou po znackul.

5.1.2.2 Pripravaroztoka pro vlastni stanoveni

Pro stanoveni médi se roztoky pripravené podle bodu 5.1.1 mohou pouzit piimo. Pokud je
nutné upravit koncentraci podle rozsahu kalibracni krivky, je mozné odpipetovat alikvotni
podil do 100 ml odmérné banky a doplnit ji po zna¢ku 0,5 mol/l kyselinou chlorovodikovou
(3.3)

Pro stanoveni zeleza, manganu a zinku se odpipetuje alikvotni podil roztoku pripraveného
podle 5.1.1 do 100 ml odmeérné banky, prida se 10 ml roztoku chloridu lantanitého (3.11) a
doplni se po znacku 0,5 mol/l kyselinou chlorovodikovou (3.3) (poznamka 10.5).

5.1.2.3 Slepy pokus

Slepy pokus musi zahrnovat vsechny piedepsané kroky uvedeného postupu svylouc¢enim
navazky zkusebniho vzorku.

Kalibracni roztok ,,0¢ nesmi byt pouzit jako slepy pokus.
51.24 M¢éreni atomové absorpce

Kalibracni roztoky a roztoky zkousenych vzorka se méti v oxidacnim plameni kyslik -
acetylén pii nasledujicic vinovych délkach :

Zelezo 248,3 nm
Med’ 324,8 nm
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Mangan 279,5 nm

Zinek 213,8 nm
Kazdé méieni se provadi ¢tyrikrat.
52 Mineralni krmiva

Pokud zkouseny vzorek neobsahuje organickou hmotu, neni spalovani nutné. Postupuje se
podle druhého odstavce bodu 5.1.1. Také odparovani skyselinou flourovodikovou muze byt
vynechano.

6. Vypocet

Koncentrace prvku v méieném roztoku se vypocéte z kalibracni kiivky a vysledek se vyjadii
jako mg stanovovaného mikroprvku v kilogramu vzorku.

7.  Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pii obsahu médi, zeleza, manganu a zinku :

do 50 mg/kg 5 mg/kg
od 50 do 100 mg/kg 10 % relat.
od 100 do 200 mg/kg 10 mg/kg
nad 200 mg/kg 5% relat.

8. Reprodukovatelnost
Nestanovena.

9. M ez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti pro stanoveni zeleza je 20 mg/kg, pro stanoveni médi je 10 mg/kg, pro
stanoveni manganu je 20 mg/kg, pro stanoveni zinku je 20 mg/kg.

10. Poznamky

10.1 Pri stanoveni mikroelementa je dulezité zabranit riziku kontaminace, zejména u zinku,
medi a zeleza. Z tohoto davodu musi byt veskeré pomuicky pouzité pii tomto stanoveni prosté
téchto prvka. Aby se snizilo obecné riziko kontaminace, je vhodné pracovat v bezprasné
amosfére na uzkostlivé cistém zarizeni a spéclivé umytym sklenénym nadobim. Na
kontaminaci z raznych zdroja (ze sklenéného nadobi, chemikalii, prachu a podobné) je
zeiménacitlivé stanoveni zinku.

10.2  Navazka vzorku na spalovani se vypocéte podle predpokladaného obsahu mikroprvku
v krmivu ve vztahu K citlivosti pristroje. U nékterych krmiv je vzhledem k nizkému obsahu
prvku nutné zvysit navazku na 10 — 20 g a snizit konecny objem roztoku na 100 ml.

10.3  Spaovani musi byt provadéno v uzaviené peci bez vhanéni vzduchu nebo kysliku.

176



104  Teplota nateploméru pece nesmi prekrocit 475 °C.

10.5 Pritomnost velkého mnozstvi fosforecnani interferuje pri stanoveni zeleza, manganu a
zinku. Tato interference se koriguje piidanim roztoku chloridu lantanitého (3.11). Pokud je

Ca+ Mg

pomér hmotnosti >2 muze byt pridavani roztoku chloridu lanthanitého do

kalibracnich roztoku i do roztoku vzorku vynechano.
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9.1 Stanovené¢ volné, vazané a celkové kyselosti vodniho vyluhu

1. Uée arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni volné, vazané i celkové kyselosti vodniho
vyluhu. Je pouzitelna pro vsechnakrmiva.

2. Princip

Volna kyselost vodniho vyluhu se stanovi piimo akalimetrickou titraci vodniho vyluhu
vzorku do hodnoty pH = 8,5 nebo naindikator fenolftalein.

Vazana kyselost vodniho vyluhu se stanovi po uvolnéni vazeb vnitini neutralizace
formaldehydem akalimetrickou titraci do hodnoty pH = 8,5 nebo na indikator fenolftalein.

Celkova kyselost vodniho vyluhu se ur¢i souctem vysledkt volné a vazané kyselosti vodniho
vyluhu.

3. Chemikalie

3.1 Hydroxid draselny, odmérny roztok c(KOH) = 0,1 mol/l nebo

3.2 Hydroxid sodny, odmérny roztok c¢(NaOH) = 0,1 mol/l (poznamka 8.1)
3.3 Formaldehyd, roztok 10 %

3.4 Thymol, pevny

3.5 Indikator fenolftalein 0,1% v ethylalkoholu

3.6 Vodadestilovana, zneutralizovana napH = 8,5 nebo naindikator fenolftalein

4. Pristroje a pomicky
4.1 pH metr vhodné konstrukce s piislusenstvim (elektrody)
4.2 Michacka elektromagneticka s michadlem

5. Postup
5.1 Volna kyselost

Do kadinky na 400 ml se odvazi presné 10,00 g zkusebniho vzorku, pipetou prida presné
200 ml vody (3.6), obsah kadinky se promicha a necha volné vyluhovat pii laboratorni teploté
po dobu 30 minut. Béhem této doby se obsah kadinky nggméné 3krat promicha. Pak se obsah
kadinky filtruje suchym fidkym filtrem do suché kadinky (poznamka 8.2), piicemz prvni podil
filtratu se nezachycuje.

Z tohoto filtratu (supernatantu), ktery je mozno konzervovat zrnkem thymolu (3.4), se
odpipetuje 100 ml do kadinky na 250 ml, kadinka se umisti na elektromagnetickou michac¢ku
(4.2), vlozi michadlo a za studena se titruje odmérnym roztokem hydroxidu draselného (3.1)
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(poznamka 8.1) do pH = 8,5 nebo do praveé vzniklého ¢ervenofialového zabarveni indikatoru
fenolftaleinu (3.5), které vydrzi aespon 30 sekund (spotieba V).

5.2 Vazana kyselost
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9.2 Stanoveni kyselosti vodniho vyluhu v mléénych krmnych smesich

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni kyselosti vodniho vyluhu v mlécnych
krmnych smésich. Je pouzitelna pro vsechny druhy i obsahy kyselosti.

2. Princip

Kyselost vodniho vyluhu se stanovi ve vodnim vyluhu vzorku ptimo akalimetrickou titraci na
indikator fenolftalein pomoci uré¢eni bodu ekvivalence srovnavacim roztokem kobaltnaté soli.

3. Chemikalie

3.1 Hydroxid sodny, odmeérny roztok c¢(NaOH) = 0,1 mol/I

3.2 Siran kobaltnaty heptahydrat (CoSO, .7 H,O), srovnavaci roztok 50 g/l
3.3 Indikator fenolftalein, roztok 20 g/l ethylalkoholu 96 %

4. Pristroje a pomicky
4.1 Trepackavhodné konstrukce
4.2 Mikrobyreta s délenim po 0,05 ml

5. Postup

Do 200 ml odmérné banky (se sirokym hrdlem) se odvazi as 59 zkusebniho vzorku
s presnosti nggméné na 0,001 g, vzorek se nejprve rozmicha s malym mnozstvim vody tak, aby
se netvorily hrudky, prida se as 100 ml vody a umisti na trepacku (4.1) (poznamka 8.1), po
uzatkovani baiky se protiepava 10 minut, potom se sgjme, doplni vodou po rysku a promicha.
Obsah se filtruje (poznamka 8.2) suchym stiedn¢ hustym filtrem do suché kadinky, pticemz
prvni podil filtratu se nezachycuje .

Z tohoto filtratu se odpipetuje do dvou titracnich banék po 50 ml, do jedné z nich se prida
1ml roztoku siranu kobaltnatého (3.2) (srovnavaci roztok), do druhé 2 ml indikatoru
fenolftaleinu (3.3) aihned se titruje odmeérnym roztokem hydroxidu sodného (3.1) do prave
vzniklého zabarveni, jaké ma srovnavaci roztok, které potrva alespon 30 sekund.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
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Kyselost vodniho vyluhu v mmol/kg (X) nebo ve stupnich °SH (Y) (poznamka 8.3) se
vypocita podle vzorce:

X = 1000V.C
m
y= 1000.Vv.C
25m

kde V je spotiebaodmérného roztoku hydroxidu sodného v mi
C presna koncentrace odmérného roztoku hydroxidu sodného v mol/l;
m hmotnost navazky alikvotniho podilu zkusebniho vzorku v g

Prepocet: °SH = 2,5 mmol/I

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na cela ¢isla.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Vyluh je mozné pripravit bez vytrepavani na tiepacce, jen s obcasnym zamichanim, ale
v tomto pripadé po dobu 30 minut.

8.2 Filtrace potrebného mnozstvi by neméla trvat déle nez 10 minut. Jinymi zpasoby
oddéleni pevného podilu je nechat tento usadit nebo je odstredit a pipetovat peclive potiebny
podil, aby se nezviiila hladina.

8.3 V nekterych soucasnych normach nebo predpisech se uvadi namisto jednotky "°SH"
jednotka 2,5 mmol/kg", ktera je zcela ekvivalentni.
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Ke ztitrovanému roztoku, podle 5.1, se piida 5 ml roztoku formaldehydu (3.3), tésné pied
pouzitim zneutralizovaného na pH = 8,5 nebo na indikator fenolftalein, pricemz pH
titrovaného roztoku se snizi resp. dojde k odbarveni roztoku.

Z opét naplnéné byrety se titruje odmernym roztokem hydroxidu draselného (3.1) (poznamka
8.1) do hodnoty pH = 8,5 nebo do pravé vzniklého cervenofialového zbarveni indikatoru,
které vydrzi alespon 30 sekund (spotieba Vy).

Ob¢ stanoveni musi byt provedena béhem 30 minut, pii konzervaci vyluhu thymolem tentyz
den.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku

6.1 Volna kyselost vodniho vyluhu v mg KOH/100 g vzorku (X) nebo v mmol/kg vzorku (YY)
se vypocita podle vzorce:

5 = 611V,.C
m

y = 1000V,.C
m

6.2 Vazana kyselost vodniho vyluhu v mg KOH/100 g vzorku (X1) nebo v mmol/kg vzorku
(Y1) se vypocita podle vzorce:

x, = SBLLV..C
m

y = 1000V,.C
m

6.3 Celkova kyselost vodniho vyluhu v mg KOH/100 g (Z) nebo v mmol/kg vzorku (Z;) se
vypocita podle vzorce:

Z=X+X,
Z,=Y+Y,
kde Vi1 je gpotieba odmérného roztoku hydroxidu draselného (sodného) pii postupu
podie5.1v mi
Vo spotieba odmérného roztoku hydroxidu draselného (sodného) pii  postupu
podie5.2 v ml
T presna koncentrace odmérného roztoku hydroxidu draselného (sodného) mol/I

hmotnost navazky alikvotniho podilu zkusebniho vzorku v g (podle piesné
dodrzené popsané metodiky je to polovina navazky zkusebniho vzorku)

Prepocet:
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mgKOH / 100gvzorku = mmol / kgvzorku.5,611
mgKOH / 100gvzorku

mmol / kgvzorku =
5611

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se na celé jednotky.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pro vsechny obsahy 15 % relat.

8. Poznamky

8.1 Protitraci je mozno pouzit i odmérného roztoku hydroxidu sodného, avsak vyjadieni je
vzdy v mg KOH, resp. v mmol/kg

8.2 Pro obtizné filtrovatelna krmiva nebo krmiva, jgjichz castice se nezachyti filtraci, je
mozno oddélit vyluh odstiedénim.
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10.1 Stanoveni kyseliny kyanovodikové

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal of the European
Communities no. L 155, 12/07/71

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni kyseliny kyanovodikové volné
i vazané v glukosinolatech v krmivech, zgfména v Inéném semeni, maniokové mouce a
v nékterych druzich bobg.

2. Princip

Vzorek se rozmicha ve vodé, kyselina kyanovodikova se uvolni enzymaticky a vodni parou
se predestiluje do okyseleného roztoku dusi¢nanu stiibrného. Vznikly kyanid stéibrny se
oddgli filtraci a zbyly dusi¢nan stéibrny se stanovi titracné thiokyanatanem amonnym.

3. Chemikalie
3.1 Suspense sladkych mandli

Priprava: 20 oloupanych mandli se rozdrti a rozmicha ve 100 ml vody 37 - 40 °C teplé.
Provede se ovéieni, ze 10 ml  suspense neobsahuje zadnou kyselinu kyanovodikovou,
bud’ pomoci pikratového papirku nebo se provede slepy pokus podle zavéru odstavee 5.

3.2 Octan sodny, roztok 10% zneutralizovany naindikator fenolftalein
3.3 Odpenovaci emulze (napt. silikonovy olg))

3.4 Kyselinadusi¢na HNO;, koncentrovana (h=1,4 g/cm?)

3.5 Dusi¢nan stiibrny, odmeérny roztok c(AgNOs) = 0,02 mol/l

Priprava: 3,3978 g dusi¢nanu stribrného, predem vysuseného 2 hod pii teploté 150 °C a
ochlazeného v exsikatoru, se odvazi do odmérné banky na 1 000 ml, rozpusti ve vode,
doplni vodou po rysku a promicha.

3.6 Thiokyanatan amonny, odmeérny roztok ¢(NH4SCN) = 0,02 mol/I

Priprava: Do odmérné banky na 1 000 ml se odvazi 1,5224 g thiokyanatanu amonného
(NH4SCN), rozpusti ve vodg, doplni vodou po rysku a promicha.

3.7 Siran zelezitoamonny dodekahydrat [FENH4(SO,4)2].12 H,0, nasyceny roztok
3.8 Amoniak (h=0,91 g/cm®), roztok 10%

4. Pristroje a pomicky
4.1 Termostat s regulaci teploty
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4.2 Destilacni pristroj na piehanéni vodni parou spojeny s chladicem se zahnutym
pii pojenym kusem

4.3 Bankadestilacni 1000 ml s plochym dnem s kulatou sklenénou zatkou

4.4 Olgova lazen

5. Postup

Do destilacni banky (4.3) se navazi asi 20 g zkusebniho vzorku s presnosti nggméng 0,005 g,
piida se 50 ml vody a 10 ml suspense sladkych mandli (3.1). Barka se zazatkuje a umisti se na
16 hodin do termostatu (4.1) vyhiatého na 38 °C. Po vyjmuti se banka ochladi, piida se 80 ml
vody, 10 ml roztoku octanu sodného (3.2) a kapka odpénovaci emulze (3.3).

Banka se pripoji k destilatnimu pristroji (4.2) a upevni se do olgjové lazné (4.4) predem
vyhiaté na teplotu mirné nad 100 °C. Vydestiluje se 200 - 300 ml pii dikladném prohanéni
proudem vodni pary a mirném zahtivani olgjovou lazni. Destilat se jima do 50 ml odmérného
roztoku dusi¢nanu stiibrného (3.5) s 1 ml kyseliny dusi¢né (3.4) v kuzelové barce chranéné
pied svétlem, pricemz konec chladi¢e musi byt ponoren do jimaciho roztoku.

Potom se obsah kuzelové banky pievede kvantitativné do 500 ml odmeérné banky, doplni po
rysku vodou, promicha a filtruje suchym filtrem stredni hustoty do suché kadinky, piicemz se
prvni podil filtratu nezachycuje. (poznamka 8.1). Do titra¢ni barnky se odpipetuje 250 ml
filtratu, ptida se as 1 ml roztoku siranu zelezitoamonného (3.7) a prebytek odmérného
roztoku dusi¢nanu stiibrného se stanovi titraci odmérnym roztokem thiokyanatanu amonného
(3.6).

Slepy pokus muze byt proveden, pokud je tieba, podle stejného postupu, ale bez vlastniho
vzorku.

6. Vypocet a vyjadieni vysedki
Obsah kyseliny kyanovodikové v g/kg (X) se vypocita podle vzorce:
54,06.(C.V, - C,.V,)

m

X =

kde V; je dikvotni objem odmeérného roztoku dusi¢nanu stiibrného v ml
Vo spotieba odmérného roztoku thiokyanatanu amonného v ml
C presna koncentrace odmérného roztoku dusi¢nanu stiibrného v mol/I
C, piesna koncentrace odmérného roztoku thiokyanatanu amonného v mol/I
m hmotnost navazky alikvotniho podilu zkusebniho vzorku v g

1 ml odmérného roztoku dusi¢nanu stiibrného (3.5) odpovida 0,54 mg kyseliny
kyanovodikové (HCN)

Od obsahu kyseliny kyanovodikové ve vzorku se musi odecist hodnota slepého pokusu
(pokud byl provaden).

185



Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se v g/lkg s piesnosti na jedno desetinné
misto.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Pokud vzorek obsahuje velké mnozstvi siranu (napt. fazole) dochazi k tvorbé
nerozpustného siranu stribrného, ktery je odfiltrovan spole¢né s kyanidem stiibrnym a tim
dochazi ke ztraté odmérného roztoku dusi¢nanu stiibrného (3.5).

V takovém pripadé se postupuje takto:

Na srazeninu na filtru se pasobi 50 ml roztoku amoniaku (3.8), aby se rozpustil kyanid
stiibrny. Dale se filtr promyje ziedénym amoniakem a ve filtratu se stanovi obsah stiibra a
piepocte se na dusicnan stiibrny (3.5).

Obsah kyseliny kyanovodikové ve vzorku muze byt také stanoven titraci okyseleného
amoniakalniho filtratu kyselinou dusi¢nou.
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10.4 Stanoveni obsahu glukosinolatt v fepce

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni nedulezitéjsich glukosinolati v semeni
repky.

2. Princip

Glukosinolaty se extrahuji vielou vodou z extrahovaného tepkového srotu za soucasné
inaktivace myrosinazy. Odparek extraktu se slyluje smési hexamethyldisilazanu a
trimethylchlorsilanu v prostredi pyridinu a silylované glukosinolaty se stanovi metodou
plynové chromatografie.

3. Chemikalie

3.1 Petrolether, obsahujici prevazné uhlovodiky se Sesti atomy  uhliku, ze kterych
méné nez 5% destiluje pod 50°C a vice nez 95% mezi 50°C az 70 °C,
0 bromovém cisle mensim nez 1 a zbytkem po odpareni nejvyse 2mg/100 ml
(poznamka 8.1)

3.2 Pyridin bezvody, predestilovany

3.3 Sinigrin ( Kalium myronat - napt. Servakat.¢. 35150 ) roztok 500 mg/100 ml
3.4 Hexamethyldisilazan pro plyn.chromatografii (dale jen HMDYS)

3.5 Trimethylchlorsilan pro plyn.chromatografii (dalejen TMCYS)

3.6 Dusik zarovkarensky

3.7 3% OV - 1 0n Chromosorb W - HP 80/100 mesh

4. Pristroje a pomicky

4.1 Pristroj extrakéni podle Soxhleta, nggméne s 10 refluxnimi  cykly za 1hod nebo
podle Twisselmanna s pratokem ngméné 10ml za min. nebo automaticky
extrakeéni pristroj Soxtec (poznamka 8.1)

4.2 Plynovy chromatograf s prislusenstvim

4.3 Susarnaelektricka s odvétravanim a automaticky regulovatelnou teplotou
4.4 Odstredivka ( zkumavkova )

4.5 Vysokoobratkovy mlynek ( tristivy )

4.6 Silylacni ampule

5. Postup
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5.1 Pripravavzorku

Jestlize je vzorek semene fepky vihéi nez 7% je nutno jg vysusit pres noc v susarné pri
teplote 45 °C. Suchy vzorek semene se rozemele na tiistivém mlynku (4.5) tak, aby nggméné
50% vzorku proslo sitem s oky 0,2 mm.

5.2 Extrakce

5 - 10 g srotu fepky se nasype do extrakeni patrony a extrahuje petroletherem (3.1) po dobu
3 hodin. Vyextrahovany iepkovy Srot (fepkova mouka) se necha volné vysusit na vzduchu
v digestori pres noc.

Do odstredivkové zkumavky se navazi 100 mg odtu¢néného fepkového srotu a zkumavka se
vlozi do vodni lazné teplé 95 °C. Po jedné minuté se do zkumavky piida 1 ml varici vody
(poznamka 8.2) a zkumavka se volné uzavie zatkou. Po dalsich 2 minutach se do zkumavky
piida 1 ml vnitfniho standardu sinigrinu (3.3) a extrahuje se dalsich 25 minut. Potom se
zkumavka ochladi na laboratorni teplotu a odstredi (4.4) po dobu 3 minut pii 5000 -
6000 ot./min. Z ¢irého extraktu se odpipetuje 0,5 ml do konické silylacni ampule (4.6) a
odpaii se do suchapii 95 °C proudem vzduchu. Dosusi se 20 minut v susarné (4.3) pii teploté
103+ 2 °C.

5.3 Derivatizace

Do silyla¢ni ampule (4.6) s odparkem se prida smés 1 ml pyridinu (3.2), 0,4 ml HMDS (3.4) a
0,2 ml TMCS (3.5) a ampule se uzavie. Silyluje se nggméné 120 min pii teplote¢ 120 °C
(poznamka 8.3) .

Po skonceni silylace se zkumavka ochladi a po otevieni se obsah rychle pielije do
odstiedivkové zkumavky a zazatkuje. Odstieduje se pii 6 000 ot/min po dobu 7 minut.
V zorek se opatrné dekantuje do vzorkovnice k nastiiku na chromatografickou kolonu.

5.4 Vlastni proveden plynové chromatografie

Obsah glukosinolati se stanovi metodou plynové chromatografie podle navodu ke
konkrétnimu plynovému chromatografu (4.2) a za podminek, odpovidajicim pouzité koloné

Kolona: Chromosorb W - HP - 80/100 mesh, 3% OV - 1

Dusik (3.6): 40 ml / min.

Vodik (3.8): 40 ml / min.

Vzduch : 400 ml / min.

Teplota: termostatu kolon : 232 °C ( isotherm. )
nastiikové komory : 270 °C
detektoru : 290 °C

Nastiik : 1- 3 pul

6. Vypocet a vyjadieni vysedki
Obsah glukosinolata v g/kg (X) se vypocita podle vzorce:

m,. P, 1000
Ps' m0

X =
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kde m; je navazkavnitiniho standardu v mg

Py soucet ploch jednotlivych glukosinolata ve vzorku
Ps ploch piku vnitiniho standardu
Mo hmotnost navazky zkusebniho vzorku v mg

Pro prepocet obsahu glukosinolatt v % na obsah glukosinolata v umol plati vzorec:
GSL(mmol) =24,08.GSL(%)

ZneCisténi semeny hoic¢ice se na chromatogramu projevi pikem alylsinolatu a

4-hydroxybenzyl sinolatu. Pritomnost allyl sinolatu se zjisti z nastiiku vzorku bez pridani

vnitiniho standardu (sinigrin = allylsinolat). Pii vyhodnoceni vzorku s pridanym vnitinim

standardem se musi od plochy piku alyl sinolatu (vnitini standard + prispévek znecisténi)

odecist plocha dana znecisténim.

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminky opakovatelnosti a vyjadiuje se v g/kg s presnosti na celé jednotky.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Petrolether a vodik jsou nebezpecnymi hoilavinami  |.tiidy a proto pri jakékoli
manipulaci snimi je nutné dodrzovat bezpecnostni pravidla.

8.2 Pridavek 1 ml varici vody ke srotu ve zkumavce se provede tak, aby nedoslo k ochlazeni
obsahu zkumavky pod 95 °C aaby doslo k dokonalému smoceni srotu ve vode.

8.3 Silylacni ¢inidlo je nutno pridavat jen k jednomu vzorku ¢asové tak, aby byla minimalné
vystavena atmosférické vlhkosti.
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10.5 Stanoveni obsahu 5-vinyl-2-thiooxazolidonu (goitrinu)

1. Uéd arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu vinylthiooxazolidonu (dale jen
VOT) v krmivech.

Metoda stanoveni VOT je pouzitelna pro obsahy od 200 mg/kg.

2. Princip

Ze vzorku krmiva je enzymaticky uvolnén 2-hydroxy-3-butenyl-isothiokyanat, ze kterého
vznika VOT aten se stanovi metodou plynové nebo vysokotlaké kapalinové chromatografie.

3. Chemikalie

3.1 Petrolether, bod varu 40 - 60 °C, bromové ¢islo nizsi nez 1 (poznamka 8.1)

3.2 Chloroform

3.3 Kysdinacitronova monohydrat, roztok 2,1 ¢/100 ml

3.4 Hydrogenfosforecnan disodny dodekahydrat (Na,HPO, . 12H,0), roztok 35,8 g/500 ml
3.5 Tlumivy roztok pH 7

Priprava: Smicha se 82,4 ml roztoku hydrogenfosforecnanu disodného (3.4) a 17,6 ml
roztoku kyseliny citronové (3.3)

3.6 Bila hoicice (Sinapis alba), nerozdrcena semena, ne starsi nez 2 roky

Pripravas Semena se pred pouzitim jemné umelou a extrahuji se za studena
petroletherem (3.1). Preparovana mleta hoicice musi obsahovat aktivni thioglukosidasu
(myrosinasu) a nesmi obsahovat vice nez 500 mg VOT/kg

3.7 VOT, standardni latka
3.8 VOT, standardni roztok

Priprava: Do 50 ml odmérné banky se navazi 25 mg VOT (3.7) s piesnosti ngiméné
0,001 g arozpusti se v chloroformu (3.2). Baitka se doplni chloroformem po rysku a
promicha.

1 ml tohoto roztoku obsahuje 500 pg VOT

4. Pristroje a pomicky

4.1 Laboratorni mlynek nebo mixér, vhodné konstrukce

4.2 Vodni lazen, nastavitelna na45 °C

4.3 Odstredivkalaboratorni s prislusenstvim (kyvety o obsahu 100 ml, uzaviratelné zatkou)
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4.4 Plynovy chromatograf s plamenoionizacnim detektorem. Nasledujici podminky mohou
dlouzit jako voditko

4.4.1 Sloupec: sklenény s vnitinim priamérem 2-6 mm, délka1,5- 2.5m

4.4.2 Nosny material: vyprany v kyseliné a silanisovany - napr. Gas Chrom Q nebo
Diatomine CLQ, zrnitost 80 - 100 mesh (150-190 um) a 100-120 mesh (125-150 um)
(poznamka 8.3)

4.4.3 Stacionarni faze: 5% OV 17 (poznamka 8.2)

4.4.4 Teplotasoupce: 160-175°C

4.45 Nastiikovy blok: primy nastiik do sloupce

4.4.6 Detektor: minimaln¢ 20 °C nad teplotou sloupce

4.4.7 Nosny plyn: dusik, pratok 30 ml/min

4.5 Vysokotlaky kapalinovy chromatograf

4.5.1 Sloupec: nerezova ocel, vnitini prameér 4,6 mm, délka 15 cm

45.2 Napln doupce: kiemenny gel, pramérna velikost castic 5um  napi. Partisil 5,
Lichrosorb SI 60 nebo Spherisorb 5 (poznamka 8.4)

453 Mobilni faze: smés 2,2,4-trimethylpentan-ethylalkohol 4+ 1, rychlost pratoku
1 ml/min

4.5.4 Detektor: UV, pracovni rozsah 255 nm

5. Postup
5.1 Pripravavzorku

Cast vzorku se semele tak, aby prosla beze zbytku pres sito 1 mm a aby pii mleti nedoslo
k zahiati vzorku. Stanoveni se musi provést ihned po semleti.

5.2 Priprava extraktu

Do odstied’ovaci kyvety (4.3) se navazi asi 2 g zkusebniho vzorku s presnosti nggmén¢ 0,005
0. Pokud vzorek obsahuje vice nez 50 g/kg tuku se prida 25 ml petroletheru (3.1), tiepe se asi
2-3 minuty, odstiedi se a vrchni vrstva se odlije. Prida se dalsich 25 ml petroletheru,
rozmicha, protiepe opét 2-3 minuty a znovu odstiedi, vrchni vrstva se odlije a zbylé
rozpoustédlo se odstrani proudem vzduchu. K odtué¢nénému vzorku (nebo pavodnimu s
obsahem tuku nizsim nez 50 g/kg) v kyveté se piida 15 ml tlumivého roztoku (3.5) a0,2 g bilé
hoicice (3.6) navazené spresnosti nggméné 0,01 g. Kyveta se uzavie zatkou a dukladné se
protiepe. Potom se kyveta vlozi na 90 minut do vodni lazné vyhiaté na 45 °C (4.2).

Po této dobé se kyveta vyjme a necha vychladnout. Pipetou se do kyvety prida 40 mi
chloroformu (3.2), kyveta se dobie uzavie a obsah se protiepava 2 minuty. Kyveta se vlozi do
odstredivky (4.3) a odstied’uje se tak diouho, az je kapalina nad sedimentem zcela ¢ira. Cast
chloroformové vrstvy se odebere do vysusené, dobie uzaviratelné reagencéni lahvicky a
pouzije se dale k chromatografické analyze, ktera se provede bezprostiedné.
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5.3 Vlastni stanoveni
5.3.1 Plynova chromatografie

Do chromatografu se nastiikne 5 ul extraktu, ziskaného podle odstavce 5.2 a poridi se
chromatograficky zaznam. Zmgii se plocha piku VOT a koncentrace VOT v pg/ml v extraktu
se stanovi pomoci kalibra¢niho grafu.

5.3.2 Vysokotlaka kapalinova chromatografie

Na dloupec se nanesou 4ul extraktu, ziskaného podle odstavce 5.2 a pofidi se
chromatograficky zaznam. Zmeii se plocha piku VOT a koncentrace VOT v pg/ml v extraktu
se stanovi pomoci kalibra¢niho grafu.

5.4 Kalibracni graf
5.4.1 Plynova chromatografie

Do sady odmeérnych banék na 25 ml se napipetuje 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 a 8,0 ml standardniho
roztoku VOT (3.8), banky se doplni po rysku chloroformem (3.2) a promichgji. Tyto
kalibracni roztoky obsahuji 20,0; 40,0; 80,0; 120,0 a 160,0 ug VOT/mI. Do plynového
chromatografu se nastrikuje vzdy 5ul kazdého standardu a méii se plochy pika. Kalibracni
graf se sestavi vynesenim ploch pika proti koncentracim standarda VOT.

5.4.2 Vysokotlaka kapalinova chromatografie

Kalibracni standardni roztoky se pripravi podle odstavce 5.4.1 a na sloupec se nanesou 4ul
z kazdého z nich. Zméii se plochy pika a kalibracni graf se sestavi vynesenim ploch piku proti
koncentracim standardia VOT.

5.5 Slepy pokus

Provede se podle odstavce 5.2, aviak bez pridavku zkouseného vzorku. Pri vypoctu se
hodnota slepého pokusu odecte od vysledku stanoveni.

6. Vypocet a vyjadieni vysedki
Obsah VOT v mg/kg (X) se vypocita podle vzorce:

X _40C
m

kde C je koncentrace VOT v ug/ml, zjisténa z kalibracniho grafu
m hmotnost navazky zkusebniho vzorkuv g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky mg /kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky
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8.1 Petrolether je nebezpecnou hotlavinou 1.tiidy a proto pii jakékoli manipulaci s nim je
nutno dodrzet bezpecnostni pravidla

8.2 Alternativni stacionarni faze pro plynovou chromatografii je EGSS - X. Néktera krmiva
vsak davaji natomto sloupci za uvedenych podminek rusivé piky.

8.3 Retencni ¢as pii stanoveni plynovou chromatografii pti 165 °C pii pouziti sloupce:
1) 5% OV 17 naDiatomit CLQ 80-100 mesh je pro VOT 9 minut
2) 1% EGSS-X naDiatomit CLQ 80-100 mesh je pro VOT 8 minut

8.4 Retencni ¢as pro stanoveni vysokotlakou kapalinovou chromatografii pii pouziti sloupce
Lichrosorb Sl 60 je pro VOT 7,5 minuty
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Stanoveni obsahu kyseliny erukoveé

1. Ut arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni kyseliny erukové ve vsech druzich

VoW w

rostlinnych tuki a olej raizného stupné cisténi. Obsah kyseliny erukové ( kyselin cis, trans-11
dokosenové a cis,trans 13-dokosenové) je vyjadien jako hmotnostni podil mastnych kyselin C
22 : 1 z celého spektra mastnych kyselin ve vzorku.

2. Princip

Metoda je zalozena na pievedeni triacylglyceroli mastnych kyselin na methylestery mastnych
kyselin a nasledujicim kvantitativnim stanoveni pomoci plynové chromatografie po jegich
rozdéleni na stacionarni polarni naplni.

3. Chemikalie

3.1 Dusik zarovkarensky, ¢istoty 99,99 % nebo jiny inertni plyn
3.2 Vodik elektrolyticky, ¢istoty 99,5 % (poznamka 8.1)

3.3 Tlakovy vzduch podle pozadavki vyrobce chromatografu

3.4 Standardni smés methylesteri mastnych kyselin nebo fepkovy olgj o znamém slozeni
mastnych kyselin jako referencni material

3.5 Methylalkohol (CH30H) neobsahujici vice nez 0,5% vody (poznamka 8.1)

3.6 Petrolether, obsahujici prevazné uhlovodiky se Sesti atomy uhliku, ze kterych méné nez
5% destiluje pod 50 °C a vice nez 95% mezi 50 °C az 70 °C, o bromovém cisle
mensim nez 1 a zbytkem po odpareni negjvyse 2 mg/100 ml (poznamka 8.1)

3.7 Siran sodny bezvody ( NaxSO,), pevny
3.8 Hydroxid draselny, methanolicky roztok c(KOH) = 1 mol/I
3.9 Hydroxid draselny, methanolicky roztok ¢c(KOH) = 0,5 mol/I
3.10 Kyselinasirova (H,S0,), koncentrovana (h = 1,84 g/cm?)
3.11 Methylova oranz, roztok 0,5% v methylalkoholu
3.12 Chlorid sodny, nasyceny vodny roztok
3.13 Methylalkoholat sodny, roztok
Priprava: 1 g sodiku se rozpusti ve 100 ml methylalkoholu (3.5) a promicha
3.14 Kyselina chlorovodikova, methanolicky roztok

Priprava: Plynny chlorovodik uvolnény piikapavanim 37% kyseliny chlorovodikové do
koncentrované kyseliny sirové (3.10) se vysusi probublavanim kyselinou sirovou a jima
se do methylalkoholu (3.5) pies malou obracenou nalevku, ktera se pravé dotyka
hladiny methylalkoholu. Methanolicky roztok chlorovodiku je staly a lze jg uchovavat
ve tme ve sklenéné lahvi neomezenou dobu.
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Misto methanolického roztoku chlorovodiku Ize pouzit methanolicky roztok kyseliny
sirové ¢ (H,SO,) = 0,5 mol/l. Esterifikaci je nutno v tomto pripadé prodlouzit na
30min  a je vhodné odfiltrovat vzniklou srazeninu, nebo pouzit magnetického
michadla.

3.15 Methylova cerven, ethanolicky roztok 10 g/l
3.16 Hexan (poznamka8.1)

4. Pristroje a pomicky
4.1 Plynovy chromatograf s plamenoionizacnim detektorem

4.2 Chromatograficka kolona, sklenéna nebo kovova, délky 2 az 3,5 m o vnitinim prameéru 2
az 4 mm

Napli kolony: nosi¢ pro plynovou chromatografii kysele prany a silanizovany, zrnéni
0,16az 0,20 mm s 5 az 10% zakotvené polarni faze polyesterového typu (napr.
diethylenglykol ester kyseliny jantarové, ethylenglykol ester kyseliny adipové,
ethylenglykol ester kyseliny jantarové, ester butandioljantaratu, kyanosilikon apod.)

4.3 Davkova pro plynovou chromatografii nal ul, déleni minimalné po 0,2 pl
4.4 Elektricky vari¢ nebo piskova lazen,

4.5 Delici nalevky na125 ml

4.6 Destilacni bankana 100 ml

4.7 Vodni lazen

5. Postup

5.1 Priprava methylestera

Pro pripravu methylesteri mastnych kyselin se pouzije jeden ze tii alternativnich postupi:
5.1.1 Methanolyzatriacylglyceroli v alkalickém prostiedi (poznamka 8.2)

Navazi se 2 g zkusebniho vzorku s piresnosti neiméné 0,001 g do destilacni baiky (4.6), prida
se 20 ml methylalkoholu (3.5), 0,25 ml methanolického roztoku hydroxidu draselného (3.8) a
varny kaminek. Po promichani se baika umisti pod zpétny chladi¢ a obsah se uvede k varu na
vari¢i nebo piskové lazni (4.4). Roztok se po nékolika minutach vycéeri areakce je ukoncena
po 10 minutach. Banka se ochladi pod proudem tekouci vody, obsah se prevede do délici
nalevky (4.5) a baika se vyplachne 20 ml petroletheru (3.6) také do délici nalevky (4.5). Po
pridani 20 ml vody se obsah délici nalevky protiepe, necha nékolik minut stat pro oddéleni
vrstev a spodni vrstva se piepusti do druhé délici nalevky (4.5), ve které se extrahuje opét 20
ml petroletheru (3.6). Spojené petroletherové extrakty se promyji 3 krat 20 ml vody,
petroletherova vrstva se Zfiltruje pies bezvody siran sodny (3.7) do destila¢ni banky (4.6) a
petrolether se oddestiluje.

Pro lepsi oddéleni vrstev emulze | ze pridat k destilované vodé 5 az 10 ml nasyceného roztoku
chloridu sodného (3.12).

5.1.2 Zmydelnéni s naslednou esterifikaci za pritomnosti kyseliny sirové (poznamka 8.3)
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Do destilacni baiky se navazi 2 g vzorku s piesnosti nggméné 0,001 g a prida se 25 ml
methanolického roztoku hydroxidu draselného (3.9). Obsah banky se zmydeliuje varem pod
zpétnym chladi¢em za ob¢asného promichani 30 minut. Po vychladnuti se prida nékolik kapek
roztoku methylové oranze (3.11) jako indikatoru a obsah banky se titruje kyselinou sirovou
(3.10) do cerveného zbarveni. Navic se prida 5 kapek kyseliny sirové (3.10) a obsah se znovu
vari 30 minut pod zpétnym chladicem. Po ochlazeni se prida 20 ml nasyceného roztoku
chloridu sodného (3.12), obsah se pievede do délici nalevky na 250 ml a baika se vyplachne
do délici nalevky 50 ml petroletheru (3.6). Po protiepani a rozdéleni se spodni vrstva prevede
do dalsi délici nalevky a extrahuje se znovu 50 ml petroletheru (3.6). Spojené petroletherové
extrakty se promyji 3 krat 50 ml vody. Kyselinu sirovou je treba dikladné vymyt. Jeji
pritomnost se zkousi na methylovou oranz (3.11). Estery se vysusi filtraci pres bezvody siran
sodny (3.7). Petrolether se oddestiluje na vodni lazni (4.7), nebo pomoci vakuové rotacni
odparky.

5.1.3 Neutralizace volnych mastnych kyselin a akalicka methanolyza triacylglycerola
s naslednou esterifikaci mastnych kyselin (poznamka 8.4).

Do destilacni banky (4.6) se navazi 2 g zkusebniho vzorku s presnosti nggméné 0,001 g, piida
se 20 ml roztoku methanolatu sodného (3.13) a varny kaminek. Smés se vari pod zpétnym
chladicem 10 minut, potom se ochladi, ptida se 25 ml methanolického roztoku kyseliny
chlorovodikové (3.14) a obsah banky se znovu povaii pod zpétnym chladicem 10 minut. Po
ochlazeni se prida 15 ml vody, obsah baiky se pievede do délici nalevky na 250 ml, extrahuje
se 30 ml petroletheru (3.6) a po oddéleni vrstev se vodni faze prevede do dalsi délici nalevky,
ve které se extrakce opakuje. Spojené petroletherové extrakty se promyji 20 ml vody az do
neutralni reakce na methylovou cerven (3.15). Petroletherovy extrakt se vysusi filtraci pres
bezvody siran sodny (3.7) a petrolether se odpaii na vodni lazni (4.7).

5.2 Vlastni provedeni

Vzorek methylesteru se naredi hexanem (3.16) na priblizné 10%-ni roztok a do plynového
chromatografu (4.1) se nastiikuje 0,1 - 1,0 pl.

Parametry kolony:

napln: 10% DEGS on 80/100 mesh Chromosorb W AW nebo jina aternativni
kolona: 3 mx 4 mm - sklenéna, kovova

mobilni faze:  dusik (3.1) - 40 - 60 ml/min

detektor: FID - 50 °C nad teplotu kolony - vodik (3.2) - 30 mI/min.

nastrik: 20 az 50 °C nad teplotou kolony - vzduch 30 ml/min.

kolona: 180 - 210 °C izotermni analyza

vyhodnocovaci zarizeni: integrator nebo pocitac

6. Vypocet a vyjadieni vysedki
6.1 Kvalitativni vyhodnoceni

Kvalitativni vyhodnoceni se provede z retencnich ¢asi standarda ¢istych methylestert vyssich
mastnych kyselin nebo jejich komeréné dodavanych smési (Supelco, Fluka, Serva).

6.2 Kvantitativni vyhodnoceni
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Kvantitativni vyhodnoceni se provede metodou vnitini normalizace, plocha jednotlivych
identifikovanych mastnych kyselin je amérna jejich procentickému zastoupeni v celém jgjich
spektru konkrétniho vzorku. Vypocet je provadén integratorem nebo pocitacem.

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminky opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na desetiny % nebo celé
gkg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Petrolether, methylalkohol, hexan a vodik jsou nebezpecnymi hoilavinami 1.tiidy a proto
pii jakékoli manipulaci s nimi je nutné dodrzovat bezpecnostni pravidla. Methanol je navic
zvlasté nebezpecnym jedem.

8.2 Metodu lze pouzivat pouze pro neutralni tuky aolee.
8.3 Metodu lze pouzivat pro kyselé olgje atuky avolné mastné kyseliny.
8.4 Metodu lze pouzivat pro kyselé olgje atuky amastné kyseliny.
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10.7 Stanoveni obsahu kadmia a olova

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni kadmia a olova v krmivech. Metoda neni
vhodna pro mineralni premixy, piisady a doplnky.

2. Princip

Vzorek krmiva se mineralizuje na suché cesté (poznamka 9.1) pii pomalém narastu teploty do
480 °C, popel serozpusti v kyseling dusi¢cné ajeho vyluh se méii metodou plamenné atomové
absorpcni spektrometrie nebo anodické rozpoustéci voltametrie s predkoncentraci na visici
rtutové kapkové elektrodg.

3. Chemikalie
3.1 Vodademineralizovana (dale jen DEMI voda) s mérnym odporem min. 14 megaohmu

3.2 Kysdina dusi¢na, koncentrovana, cistoty p.p. nebo p.a. redestilovana v kiemenné
aparatuie pod bodem varu

3.3 Kysdinadusi¢na, 2% (myti skla)
3.4 Kysdinadusi¢na, roztok c(HNO3) =1 mol/l

Priprava : Do odmérné banky na 1 000 ml se odmeri 70 ml  koncentrované kyseliny
dusi¢né (3.2), doplni se po rysku DEMI vodou (3.1) a promicha.

3.5 Kadmium, standardni roztok o garantované koncentraci 1,0000 g/l
3.6 Olovo, standardni roztok o garantované koncentraci 1,0000 ¢/I

3.7 Kysdlinachlorovodikova, koncentrovana

3.8 Kysdinachlorovodikova, ziedéna (1 + 1)

3.9 Referencni material certifikovany nebo interni , stejného nebo podobného typu (matrice)
jako zkouseny vzorek.

3.10 Dusik nebo argon, pozadované cistoty 99,9 %
3.11 Tlumivy roztok octanovy pH 4,6

Priprava: Do odmérné banky 1000 ml se odvazi 27,22 g trihydratu octanu sodného

(CH3COONa . 3 H,0), nejvyssi dostupné cistoty, rozpusti ve vodé a promicha. 98 mi

tohoto 0,2 mol/I roztoku se smicha se 102 ml roztoku kyseliny octové ¢(CH3COOH)
= 0,2 mol/l, ngjvyssi dostupné cistoty.

3.12 Acetylén (poznamka 9.9)

4. Pristroje a pomicky

4.1 Spektrometr absorpéni atomovy s korekci pozadi
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4.2 Deskatopna s regulovatelnou teplotou
4.3 Pec muflova s regulovatel nou teplotou
4.4 Pipeta automaticka

4.5 Polarograficky analyzator vhodné konstrukce umoznujici praci v rezimu anodické
rozpoustéci voltametrie s prislusenstvim (staticka kapkova elektroda, soutradnicovy
zapisova¢ nebo vyhodnocovaci software)

4.6 Mikropipeta

5. Postup
5.1 Mineralizace vzorku.

Do sklenéné nebo Iépe kiemenné kadinky na 50 ml nebo do platinové misky (poznamka 9.1)
se navazi priblizné 2 g zkusebniho vzorku s piesnosti 0,001 g. Soucasné se navazi v priblizné
stejném mnozstvi paralelné dvakrat referencni material (3.9) s podobnou matrici, jako
zkouseny vzorek. Do souboru se zaradi jesté ngméné jeden slepy vzorek (viz 5.3.2.2).
Kadinky se prikryji hodinovym skli¢ckem, vlozi na studenou topnou desku (4.2), j€jiz teplota
se postupné zvysuje po 50 °C za hodinu az do teploty 300 °C. Potom se kadinky vlozi studené
muflové pece (4.3). Nastavi se teplota 300 °C a vzorky se ponechaji pri této teploté 1 hod.
Dale se teplota zvysuje 050 °C za hodinu az do teploty 480 °C. Byl-li vzorek odvazen do
platinové misky, vlozi se pitimo do studené muflové pece (4.3) a teplota se zvysuje postupné
po 50 °C za hodinu az do teploty 480 °C (poznamka 9.2). Pri této teploté se vzorky ponechaji
minimalné 3 hodiny , nejlépe vsak pies noc. Barva popela se vizualné posoudi. Pokud je jesté
cerna, ¢i tmavé Seda, vlozi se vzorky zpét do muflové pece (4.3) a pokratuje se ve spalovani.

Je-li jiz popel svétle sedy, prida se opatrné po sténach nadobky 1,0 ml (v pripadé vétsiho
mnozstvi popela 2,0 ml) koncentrované kyseliny dusi¢né (3.2) a nadobky se vlozi na topnou
desku (4.2), ktera se zahtgje na teplotu nizsi, nez je bod varu (roztok nesmi vrit) a
mineralizaty se odpaii do sucha. Potom se vlozi opét do muflové pece (4.3), kde se ponechgji
pii teploté 480 °C po dobu 1 hod. Po vyjmuti z pece a vychladnuti se piida podle mnozstvi
popela piesn¢é 10,0 az 20,0 ml roztoku kyseliny dusi¢né (3.4), piidané objemy se zaznamengji,
obsah nadobky se promicha krouzivym pohybem a ponecha stat po dobu ngméné 2 hod.
Béhem této doby se nadobkou jesté nékolikrat zamicha (poznamka 9.3). Mineralizat se chrani
proti kontaminaci piechovavanim napi. v uzaviené doze. Nakonec se mineralizaty preliji do
nadobek (ngjlépe plastovych) a uzaviou. Mineralizace i vlastni méfeni se provadéji ve dvou
oddélenych stopovych laboratofich.

Dale se postupuje podle 5.2.2 nebo podle 5.3.2 .
5.2 Metoda plamenné atomové absorpeni spektrometrie
5.2.1 Sestrojeni kalibra¢nich grafu

5.2.1.1 Pripravakalibracnich roztoka pro stanoveni kadmia:

Do odmerné bainky na 100 ml se odpipetuje presné 5 ml standardniho roztoku kadmia (3.5),
doplni se roztokem kyseliny dusi¢né (3.4) po rysku a promicha. 1 ml tohoto roztoku obsahuje
0,050 mg kadmia.
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Do sady odmérnych ban¢k na 250 ml se odpipetuje presné 0,0 ; 1,0; 2,0; 3,0 a4,0 ml roztoku
kadmia s koncentraci 0,050 mg/ml, doplni se po rysku roztokem kyseliny dusi¢né (3.4) a
promicha. Tato fedéni odpovidaji koncentracim 0,0; 0,2 ; 0,4 ; 0,6 a 0,8 mg/l kadmia
(poznamka 9.4).

Kalibracni roztoky se pievedou do plastovych nadobek a uzaviou. Uchovavaji se pii
laboratorni teploté.

5.2.1.2 Pripravakalibratnich roztoku pro stanoveni olova:

Do odmerné baiky na 100 ml se odpipetuje piesné 25 ml standardniho roztoku olova (3.6),
doplni se roztokem kyseliny dusi¢né (3.4) po rysku a promicha. 1 ml tohoto roztoku obsahuje
0,25 mg olova.

Do sady odmérnych ban¢k na 250 ml se odpipetuje presné 0,0; 1,0; 1,5; 2,0 a2,5 ml roztoku
olova s koncentraci 0,25 mg/ml, doplni po rysku roztokem kyseliny dusi¢né (3.4) a promicha.
Tato fedéni odpovidaji koncentracim 0,0; 1,0; 1,5; 2,0 a2,5 mg/l olova (poznamka 9.4).

Kalibracni roztoky se pievedou do plastikovych nadobek a uzaviou. Uchovavai se pii
laboratorni teploté.

5.2.2 Postup zkousky

Pred vlastnim méienim se pristroj (4.1) optimalizuje na nejvyssi citlivost stanovovaného
prvku. Postupuje se podle navodu (manualu) konkrétniho pristroje. Méfeni se provadi v
plameni s nizkym pratokem acetylenu (3.12), s korekci pozadi, pro kadmium pri vinové délce
228,8 nm, pro olovo pri vinové délce 217,0 nm.

Absorbance kazdého kalibraéniho roztoku vcetné roztoku s nulovou koncentraci se méti
Ctyrikrat (Ctyfi ¢teni po 1,5 sekundové integraci). Z naméienych hodnot absorbanci a jim
odpovidajicich hodnot koncentraci kalibracnich roztoki se sestroji kalibra¢ni graf (poznamka
9.4). Stejnym zpusobem se proméii mineralizat zkouseného vzorku, referencniho materialu,
slepého vzorku a z naméienych hodnot absorbance se zjisti odpovidajici koncentrace pomoci
kalibracniho grafu (poznamka 9.5).

5.3 Metoda anodické rozpoustéci voltametrie
5.3.1 Pripravaroztoku pro kalibraci

Vhodnym fedénim standardnich roztoku kadmia (3.5) a olova (3.6) se pripravi pracovni
smésny roztok téchto prvki pro vyhodnocovani vysledkt méieni metodou jednoho nebo dvou
standardnich pridavki (poznamka 9.6).

5.3.2 Postup zkousky

5.3.2.1 Do polarografické nadobky (4.5) se odpipetuje piesné 3 ml mineralizatu zkouseného
vzorku a prida 10 ml octanového tlumivého roztoku (3.11). Totéz se provede s mineralizatem
referenéniho materialu a slepého vzorku. Po pétiminutovém odstranovani rozpusténého
kysliku proudem dusiku (3.10) pii soucasném promichavani roztoku se podle navodu
pouzivaného pristroje (4.5) elektrolyticky vylouc¢i olovo i kadmium za piedem definovanych
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podminek na visici rtutové kapkové elektrodé. Poté se tyto prvky anodicky rozpusti pii
souc¢asném ¢asovém zaznamu prabéhu rozpousténi (poznamka 9.7).

Zaznam polarografické kiivky se provadi ngméné dvakrat vedle sebe. Potom se
k mineralizatim piida vhodnym davkovacem urcité mnozstvi smésného roztoku kadmia a
olova. Po 1 minutovém promichavani roztoku a odstranovani kysliku proudem dusiku (3.10)
se opét zaznamena polarograficka kiivka. Totéz se opakuje s dalsim pridavkem stegjného
mnozstvi smésného roztoku olova a kadmia o stejné koncentraci.

K vyhodnoceni se pouzije zaznam s dostatecné rozlisenymi piky olova a kadmia (poznamka
9.8). Méii se vyska piku stanovovaného prvku od upravené zakladni linie, ktera prochazi
inflexnim bodem mezi pikem olova a kadmia - tzv. metoda "peak-zero".

5.3.2.2 Vzhledem k citlivosti pouzité voltametrické metody se musi ovéfit hodnota "slepého
vzorku", kdy se zjisti kontaminace vzorku olovem a kadmiem v prabéhu mineralizace a
rozpousténi, jgjich piitomnost v pouzitych chemikaliich apod. Provadi se cely postup zkousky
bez zkusebniho vzorku. Obsah olova a kadmia ve "depém vzorku" se opét vyhodnoti
pridavkem standardu.

6. Vypocet a vyjadieni vysedki
6.1 Matematicko-statistické vyhodnoceni vysledka

6.1.1 K vyjadieni piresnosti kalibra¢nich metod se definuji limitni hodnoty, které souvisgji
sarovni koncentrace, pro kterou je signal jesté statisticky vyznamné odlisny od Sumu.
V souvidosti s vyjadienim piesnosti a citlivosti kalibracnich metod se definuji tii specifické
urovné signalu, kterymi se otestuje dosazena citlivost pristroje a jeho momentalni stav
vypoctem:

- kriticka uroven yc
- limita detekce y,
- limita stanoveni ys

6.1.2 Dale je treba ovérit spravnost vysledkt porovnanim zmérené a certifikované hodnoty
referencniho materialu.

6.1.3 Kriticka uroven yc predstavuje horni mez 95 % intervalu spolehlivosti predikce
signalu z kalibracniho modelu pro absorbanci rovnou nule.

Pro kritickou uroven y plati vztah:

y. =y-bx+ts 1+}+X— (1)

" é:(x-X)z

kde y je aritmeticky pramér vsech absorbanci (pro voltametrickou metodu vyska
jednotlivych piki v mm) kalibracnich roztoki véetné roztoku s nulovou

koncentraci;
b smérnice kalibracniho grafu;
X aritmeticky pramer vsech koncentraci kalibracnich roztoku;
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Xi jednotlivé koncentrace kalibracnich roztoki;

t kvantil Studentova rozdéleni pii 95 % hladiné vyznamnosti a pro (n - 2) stupit
volnosti;
n pocet vsech absorbanci (pro voltametrickou metodu vyska jednotlivych pika

v mm) v kalibraci;

S odhad smérodatné odchylky vsech absorbanci (pro voltametrickou metodu vyska
jednotlivych pikd v mm) v kalibraci podle vzorce

1 3 >
s=—— . Ja (X - X) (1a)
n-1\V:

Nad kritickou arovni y¢ |ze signal odlisit od sumu.

Koncentrace X odpovidajici hodnote kritické urovné se uréi z kalibracniho modelu pomoci
vztahu:

y =YY
b
Vyznam pouzitych symbolt je uveden u vztahu (1).

+ X 2)

6.1.4 Limita detekce yp odpovida hodnoté absorbance (vysce piku), pro kterou je dolni mez
95 % intervalu spolehlivosti predikce signalu z kalibracniho modelu rovnayc.

Pro linearni kalibracni model se pouziva aproximace ve tvaru:

Yo =Y. TLS 1+}+— 3

Vyznam pouzitych symbolt je uveden u vztahu (1).

Koncentrace odpovidajici limité detekce xp se pak vypocte podle vztahu:
Y- y

X =222 +x 4
D b (4)

Vyznam pouzitych symbolt je uveden u vztahu (1).

Limita detekce udava absorbanci signalu, ktera jest¢ umoznuje detekci koncentrace. Velikost

Xp udava minimalni koncentraci, kterou lze jesté s 95 % pravdépodobnosti odlisit od nulové
hodnoty. Pocita se ze vsech ¢tyr ¢teni absorbanci kazdého (i nulového) kalibracniho roztoku.
Do vypoctu se zahrnuji vsechna meéreni kalibracnich roztokd v celém prabéhu méreni
(poznamka 9.5).

6.1.5 Limita stanoveni ys je nggmensi hodnota signalu, pro kterou je relativni smérodatna
odchylka predikce z kalibracniho modelu dostatecné mala arovna ¢islu C. Pro ¢islo C se voli
obvykle velikost C = 0,1.
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Pro linearni model se pouziva vztah ve tvaru:

S 1 X°
N L W (5)
a}(x- X)

Vyznam pouzitych symbolt je uveden u vztahu (1).
Koncentrace odpovidajici limité stanoveni se vypocte podle vztahu:

_Ys- y
X =25 7 4% 6
S b ()

6.1.6 K vypoctu obsahu prislusného prvku ve zkouseném vzorku i referencnim materialu lze
pristoupit teprve tehdy, je-li koncentrace prislusného prvku ve zmeéreném referenénim
materialu nad limitou detekce.

Negjprve se vypocita absorbance (vyska piku) limity detekce pomoci vztahi (1) a (3) a
soucasné koncentrace limity detekce podle vztahu (4). Tato hodnota urcuje hranici, od které
vysledky méteni je mozné pokladat za statisticky prakazné. Vsechny koncentrace vzorku
nachazejici se pod touto hodnotou jiz nelze s 95% pravdépodobnosti odlisit od nulové
hodnoty.

Pro zjisténi pouzitelnosti voltametrické metody se pouzije metoda dvou standardnich
pridavku, kde zavidost vysky piku na koncentraci je vliastné modifikovana kalibraéni kiivka,
ze které |ze metodami linearni regrese vypocitat smérnici a dalsi parametry. Pouziji se vzorce
(1) az (4) k uréeni hodnoty kritické urovné y¢ a limity detekce yp 7.1. Pouze misto hodnot

absorbanci se pro y dosadi vysky jednotlivych pika v mm.

6.2 Vypocet pro metodu atomové absorpeni spektrometrie
Obsah kadmia (olova) v mg/kg se vypocte podle vzorce:

X = eV 7)
m
kde X je obsah sedovaného prvku v mg/kg
c koncentrace sledovaného prvku v mg/l
\ objem mineralizatu v ml
m navazkavzorku v g

Vzorky s niz§imi koncentracemi nez je limita detekce je nutné zmétit citlivéjsi metodou, napi.
ETA AAS nebo voltametricky.

6.3 Vypocet pro voltametrického stanoveni

6.3.1 Obsah olova (kadmia) v mg/kg (X) metodou jediného standardniho piidavku se
vypocte podle vzorce:
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_1000V,.C,.V,.h
- m[(V, +V,).h - V,.h|

(8)

kde m je hmotnost zkusebniho vzorkuv g;
Vi mnozstvi kyseliny (3.4.) pouzité k rozpousténi popele vzorku v mi;
V3 mnozstvi roztoku mineralizatu pipetovaného do polarografické nadobky v ml ;
h vyska piku prislusného prvku v mm ;
V, mnozstvi smésného standardu pridaného k roztoku vzorku do polarografické
nadobky v ml ;
Ci koncentrace prislusného prvku v standardnim pridavku v mg/ml;
hy vyska piku prislusného prvku po pridavku v mm;

6.3.2 Obsah olova (kadmia) metodou dvou standardnich pridavka se urci graficky podle
prikladu 1.

Priklad 1 Grafické vyhodnoceni vysledki obsahu olova a kadmia metodou dvou standardnich
pridavku :

T

hy

CV C G
kde hy je vyskapiku Pb (Cd) vevzorku (mm)
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hy vyska piku Pb (Cd) po prvnim pridavku (mm)

h, vyska piku Pb (Cd) po druhém piidavku (mm)
C koncentrace Pb (Cd) v prvnim pridavku (ng/ml)
C. koncentrace Pb (Cd) ve druhém piidavku (ug/ml)

Cv koncentrace Pb (Cd) ve vzorku (ng/ml)

Od vypocteného obsahu olova (kadmia) urceného metodou dvou standardnich pridavka podle
(priklad 1), nebo vypoctem podle vzorce (8) je nutno odetist obsah olova (kadmia) ve "slepém
vzorku".

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provadénych stanoveni,
ktery vyhovuje podminkam 6.1 a vyjadiuje se s piesnosti na desetiny mg /kg.

7. Zavéregny protokol

Zaveérecny protokol musi obsahovat tyto informace :

- limitu detekce

- vysledek analyzy certifikovaného nebo interniho referencniho materialu

- deklarovanou hodnotu certifikovaného nebo interniho referencniho materialu

- vysledky analyzovanych vzorka.

8. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

9. Poznamky

9.1 Pro mineralizaci vzorku lze pouzit i jiné nez popsané zpiasoby mineralizace. Ngjedna se
0 uzan¢ni metodu. Spravnost vysledka se kontroluje internimi a certifikovanymi referenénimi
materialy.

9.2 Platinové misky nemaji stejné dno. Prestup teplau kazdé misky jejiny. Proto se vkladaji
do muflové pece jiz na za¢atku mineralizace.

9.3 Jinou moznosti rozpousténi popele vzorku je pouziti ultrazvukové lazng.

9.4 K sestaveni kalibracni kiivky se pouziji jen ty kalibracni roztoky, jegichz absorbance se
nachazeji v linearni oblasti kalibra¢niho grafu.

9.5 Pokud v priabéhu méieni dojde k vyraznému poklesu absorbance kalibracnich roztoki, je

tieba pristroj zastavit a odstranit pric¢inu tohoto stavu. Dale je tieba znovu zmgéfit tu  ¢ast
vzorku, které nasledovaly.

9.6 Pro bézné obsahy kadmia a olova v krmivech vyhovuje koncentrace olova 2 pg/ml,
koncentrace kadmia 1 pg/ml a davkovany objem 50 ul. Koncentrace kadmia a olova je nutno
volit tak, aby narust piku vzorku s piidavkem byl zhruba dvojnasobny proti piku samotného
vzorku.
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9.7 Doporucené parametry méreni pri pouziti polarografického analyzatoru PA - 4 a statické
kapkové elektrody SMDE - 1.

-initial potencial - 800 mV

-scan range - 800 az - 100 mV

-clock FSDPP

-operation mode DPP

-program ASV/CSV

-scan rate 20 mV/s

-sensitivity 11 - 15 (podle skutecného obsahu Cd a Pb)
-RC 100

-filter 0.2 s

-presweep time 7 s

-deposit time 120 s

-systém elektrod 3 elektrodovy systém:
-ref. €. - Ag/AgCl

-pomocna €. - Pt

-drop size 80 ms

9.8 Pri pouziti Ag/AQCI referencni elektrody jsou piiblizné potencialy pika pro kadmium pri
550 mV, pro olovo pii 400 mV.

9.9 Acetylén je nebezpecna hoflavina l. tiidy a proto pri jakékoli manipulaci s nim je nutné
dodrzovat bezpecnostni pravidla.
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10.8 Stanoveni obsahu ricinovych slupek

1. Ut arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu ricinovych slupek

2. Princip

Ricinové slupky se uvolni vyvarenim zkusebniho vzorku v kyselém a alkalickém prostredi a
jejich obsah se stanovi vazkove.

3. Chemikalie

3.1 Kysdinasirova (h=1,84 g/ml), ztedéna (1 + 9)
3.2 Hydroxid sodny, roztok 5 %

3.3 Peroxid vodiku, roztok 30 %

3.4 Kysdinadusi¢na (h= 1,4 g/ml), roztok 5%

3.5 Kysdinadusi¢na (h= 1,4 g/ml), roztok 40%
3.6 Chlorid draselny, pevny krystalicky

4. Pristroje

4.1 Ctvercova miska
4.2 Mikroskop

4.3 Pinseta

5. Postup

Do 1 000 ml kadinky se navazi 50 az 100 g pavodniho nebo hrubé namletého vzorku
spresnosti 0,1 g. Prida se 200 az 600 ml roztoku kyseliny sirové (3.1) a vaii se 3 az 5 minut
(poznamka 8.1). Obsah kadinky se dekantuje obyc¢ejnou vodou, aby se odstranil hlavni
rozvareny podil.

Zbytek se pak vari 3 minuty s 200 az 400 ml roztoku hydroxidu sodného (3.2). Obsah kadinky
se sléva namisku (4.1) a opét se dekantuje obycejnou vodou.

Je-li zbytek tmavy, odbarvi se malym mnozstvim peroxidu vodiku (3.3), pripadné se jesté
povaii s kyselinou dusi¢nou (3.4) a opét dekantuje vodou.

Ricinové slupky, které jsou tmavé hnédé (kompaktni a Stipavé) se kvantitativné vyberou
pinsetou (4.3) na zvazené sklicko, vysusi a zvazi.

Jgjich detailni identifikace se provadi mikroskopicky (4.2) po kratkém povaieni s 10 ml
kyseliny dusi¢né (3.5) za pridavku nékolika krystalta chloridu draselného (poznamka 8.2).
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6. Vypocet a vyjadieni vysledku
Obsah ricinovych slupek v mg/kg (X) se vypocita podle vzorce:
1,210°.m,

m

X =

kde m; je hmotnost navazky vzorku v g
my hmotnost ricinovych slupek v mg
1,2 piepocitavaci koeficient na 20 % ztraty ricinovych slupek vylouzenim

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti, a vyjadiuje se s piesnosti na celé jednotky mg /kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky
8.1 Ma-li roztok snahu prekypét, ochlazuje se vodou ze stiicky.

8.2 Doporucuje se pripravit si pro srovnani ricinové slupky, které byly podrobeny stejnym
operacim jako zkusebni vzorek.
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10.9 Stanoveni obsahu fluoru
Tato metoda je uvedenav Official Methods of Analysis AOAC 975.08

1. Ukel arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni fluoru v krmivech.

2. Princip
Fluor se stanovi iontove selektivni elektrodou v chloridovém vyluhu krmiva.
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10.10 Stanoveni obsahu rezidui organochlorovych a organofosfatovych
pesticidu
Tato metoda je uvedena v Official Methods of Analysis AOAC 970.52

1. Uée arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni aldrinu, dieldrinu, DDT, DDE, TDE,
endrinu, heptachloru, hexachlorcyklohexanu a PCB v krmivech.

2. Princip

Rezidua pesticidi a PCB se extrahuji z krmiv vhodnym rozpoustédiem a v extraktu se stanovi
pomoci chromatografickych metod (papirova, tenkovrstevna nebo plynova).
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10.11 Stanoveni obsahu hexachlorbenzenu
Tato metoda je uvedenav Official Methods of Analysis AOAC 977.19

1. Ukel arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni hexachlorbenzenu v tucich.

2. Princip
Hexachlorbenzen se stanovi metodou plynové chromatografie.
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10.12 Stanoveni obsahu dusitant
Tato metoda je uvedena v Metoden Buch LUFA 4.10.1

1. Ut arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni dusitani v krmivech .

2. Princip

Vzorek krmiva se rozmicha ve ziedéném roztoku hydroxidu sodného o pH 8 a vznikla
suspenze se zahieje na 50 °C. Po vycereni roztoku siranem zine¢natym se dusitany stanovi ve
filtratu v pufrovaném roztoku fotometricky (diazotace kyselinou sulfanilovou a nasledna
kopulace s N-naftyl-1-etylendiamin dihydrochlorid).
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10.13 Stanoveni obsahu rtuti

1. Ut arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni rtuti v krmivech.

2. Princip

Rtut’ v krmivech se stanovi technikou generovani par kovové rtuti s naslednym zachycenim a
obohacenim na zlatém amal gamatoru.

3. Chemikalie

3.1 Kyselinadusi¢na koncentrovana (h = 1,4 g/ml) ¢istoty p.p.
3.2 Rtut’ kovova cistoty min. 99,99 %

3.3 Zakladni roztok rtuti

Priprava: 1,0000 g rtuti (3.2) se rozpusti ve 30 ml kyseliny dusi¢né (3.1) a doplni se
v odmerné baince na 1000 ml demineralizovanou vodou po rysku.

1 ml pracovniho roztoku obsahuje 1 mg rtuti.
3.4 Pracovni roztok rtuti pro kalibraci prvniho rozsahu

Priprava: Pro kalibraci prvniho rozsahu se odpipetuje 5 ml zakladniho roztoku rtuti (3.3)
do odmérné banky na 100 ml, prida se 1 ml kyseliny dusi¢né (3.1) a doplni se
deionisovanou vodou po rysku. (Lze pouzit i roztok o koncentraci 5 g rtuti v 1 ml
z kalibrace druhého rozsahu.) Z tohoto naredéného roztoku se odpipetuje O; 1; 2; 4; 6; 8 a
10 ml do odmeérnych ban¢k na 100 ml, do kazdé banky se prida 1 ml kyseliny dusi¢né
(3.1) adoplni se deionisovanou vodou po ryskul.

1 ml pracovniho roztoku obsahuje 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4a0,5 ny rtuti
Roztoky jsou stalé pii uskladnéni ve tm¢ minimalné 1 mésic.
3.5 Pracovni roztok rtuti pro kalibraci druhého rozsahu

Priprava: Pro kalibraci druhého rozsahu se odpipetuje 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 a 0,6 ml
do odmernych banék na 100 ml, do kazdé banky se prida 1 ml kyseliny dusi¢né (3.1) a
doplni se deionisovanou vodou po rysku.

1 ml pracovniho roztoku obsahuje 1; 2; 3; 4; 5a6 ngrtuti
Roztoky jsou stalé pii uskladnéni ve tm¢ minimalné 1 tyden.
3.6 Kydlik (poznamka8.1)

4. Pristroje a pomicky

4.1 Jednoucelovy atomovy absorpéni spektrometr pro stanoveni rtuti (dale jen analyzator)
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Veskeré pomucky pouzivané pii méfeni je nutno bezprostredné pied pouzitim vyzihat
v plameni do ¢erveného zaru, aby se odstranila mozna kontaminace z okoli.

5. Postup
5.1 Upravavzorku

Representativni mnozstvi konetného vzorku se zhomogenizuje rozettenim v tieci misce.
Z tohoto upraveného vzorku se navazuje podle o¢ekavaného obsahu rtuti 0,05 az 0,1 g
s piresnosti 0,0005 g do niklové lodicky analyzatoru.

5.2 Kalibrace analyzatoru
Analyzator (4.1) se uvede do provozu a nastavi se pracovni parametry podle navodu vyrobce.

Pri kalibraci je nutno nejprve zrusit hodnoty prechazejici kalibrace. Potom se provadi
kalibrace v obou rozsazich tak dlouho, az je dosazeno ustaleni absorpcniho signalu. Rozdil
absorbanci dvou po sob¢ nasledujicich kalibraci se nesmi lisit o vice nez 5 % relat.

V prab¢hu vlastniho méfeni vzorka se kalibrace pravidelné opakuije.
5.3 Vlastni postup zkousky

Niklova lodi¢ka s navazenym vzorkem se vlozi do podavate analyzatoru a spusti se méfici
cyklus. U kazdého vzorku se provedou minimalné tiéi meéreni, aby se vyloucila moznost
zkredleni vysledku nedokonal ym uvolnénim rtuti z amalgamu.

6. Vypocet
Obsah rtuti v mg/kg se zjisti ode¢tenim na displegji analyzatoru.

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti, a vyjadiuje se s piesnosti na desetiny mg /kg.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
1,5 % relativnich.
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10.14 Stanoveni obsahu aflatoxinu B,

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no.L 102,
15/04/76, L 327, 13/11/92 a L 094, 13/04/94

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni aflatoxinu B, v krmivech, véetné téch, ktera
obsahuji slupky citrusi. Limit detekce je 1 pg/kg.

2. Princip

Vzorek krmiva se extrahuje chloroformem, ziskany extrakt se Zfiltruje a precisti na
Florisilové kolon¢ s naplni Cig. Konecné rozdéleni a stanoveni se provede technikou
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC), za pouziti revezni faze a postkolonové
derivatizace jodem a fluorescencni detekce.
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10.15 Stanoveni obsahu arsenu
Tato metoda je uvedena v Official Methods of Analysis AOAC 986.15

1. U¢ed arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni arsenu v krmivech .

2. Princip

Ve vzorku se po rozkladu kyselinou dusi¢nou v uzavieném systému stanovi obsah arsenu
metodou atomové absopcéni spektrometrie s hydridovou technikou.
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10.16 Stanoveni gossypolu

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal of the European
Communities no. L 123, 29/05/72

1.

U¢el arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu volného a celkového gossypolu a

chemicky pribuznych slou¢enin v koncentraci nad 20 ppm v baviniku a krmnych smésich,
které bavinik obsahuji.

2.

Princip

Gossypol se extrahuje bud’ za pritomnosti 3-aminopropan-1-ol (pii stanoveni volného
gossypolu) nebo dimethyformamidu (pii stanoveni celkového gossypolu). Gossypol je reakci
s anilinem pireveden na gossypol-dianilin a absorbance roztoku je mérena pii 440 nm.

3. Chemikalie

31
3.2

3.3

34

35

Smeés propan-2-ol (dale jen propanol) a hexan, roztok (40:60) (poznamka 8.1)
Rozpoustedio A

Priprava: Do 1000 ml odmeérné baiky se nalije asi 500 ml smési propanol - hexan (3.1),
2 ml 3-aminopropan-1-olu, 8 ml ledové kyseliny octové a 50 ml vody. Doplni se po
rysku smeési propanol - hexan (3.1) a promicha.

Rozpoustédio A je stalé jeden tyden.
Rozpoustedio B

Priprava: Do 100 ml odmérné banky se napipetuji 2 ml  3-aminopropan-1-olu a 10 ml
ledové kyseliny octové. Vychladi se na laboratorni teplotu a doplni se po rysku
n,n dimethylformamidem a promicha.

Rozpoustedio B je stalé jeden tyden.

Anilin

Priprava: Pokud absorbance anilinu (slepy pokus) piesahne 0,022 musi se anilin
destilovat pres zinkovy prach, piicemz ngiméné prvnich 10 % destilované frakce se

odlije. Pii skladovani se v chladni¢ce, v tmavé zabrusové lahvi vydrzi tato chemikalie
nékolik mésicu

Gossypol, standardni roztok A

Priprava: Do 250 ml odmérné baiky se navazi 27.9 mg octanu gossypolu, rozpusti se,
doplni po rysku rozpoustédiem A (3.2) a promicha. Do dalsi 250 ml odmérné banky se
odpipetuje 50 ml standardniho roztoku, doplni se rozpoustédlem A (3.2) po rysku a
promicha. Pred pouzitim se necha hodinu stat pii laboratorni teploté.

1 ml tohoto roztoku obsahuje 0.02 mg gossypolu.
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3.6 Gossypol standardni roztok B
Priprava: Do 50 ml odmérné banky se navazi 27.9 mg octanu gossypolu, rozpusti se,
doplni po rysku rozpoustédlem B (3.3) a promicha.
1 ml tohoto roztoku obsahuje 0.5 mg gossypolu.

Gossypol standardni roztok A a gossypol standardni roztok B jsou stalé 24 hodin, pokud
jsou chranény pied svétlem.

4. Pristroje a pomicky
4.1 Trepackalaboratorni nebo mixér priblizné 35 ot/min
4.2 Spektrofotometr s prislusenstvim (kyveta o optické délce 10 mm)

4.3 Lazet vodni stermostatem

5. Postup

5.1 Zkusebni vzorek Navazované mnozstvi zkusebniho vzorku zavisi na predpokladaném
obsahu gossypolu. Je vhodngjsi pracovat s malym mnozstvim zkusebniho vzorku a co
ngvétsim podilem filtratu tak, aby obsah gossypolu byl dostatecny pro piesné
spektrofotometrické mereni.

Pro stanoveni volného gossypolu v baviniku by neméla navazka presahnout 1 g, v krmnych
smeésich mize byt 5 g. Ve vétsing pripadu je vhodny podil filtratu 10 ml (mél by obsahovat 50
- 100 pg gossypolu).

Pro stanoveni celkového gossypolu by méla byt navazka 0.5 - 5 g, takze 2 ml filtratu by mély
obsahovat 40 - 200 ug gossypolu.

5.2 Sestrojeni kalibracniho grafu
5.2.1 Volny gossypol

Do dvou fad po péti odmeérnych bankach na 25 ml se odpipetuje diferencované 2,0, 4,0, 6,0,
8,0 a 10,0 ml standardniho roztoku gossypolu A (3.5) aje-li treba doplni se na piesny objem
10 ml rozpoustédlem A (3.2). Do jedné fady banék se obsahy doplni smési propanol - hexan
(3.1) po rysku a promichgji. Do druhé fady banék se odpipetuje piesné po 2 ml anilinu (3.4),
bariky se po dobu 30 minut zahtivaji na vrouci vodni lazni (4.3), po ochlazeni na laboratorni
teplotu se doplni smési propanol - hexan (3.1) po rysku a promichgji. Pak se ponechaji jednu
hodinu stat.

5.2.1.1 Kalibratni roztoky druhé fady se méii na spektrofotometru (4.2) proti kalibratnim
roztokam prvni fady v kyvetach optické délky 10 mm pri vinové délce 440 nm.

Z nam¢tenych hodnot absorbanci a jim odpovidajicich koncentraci se sestroji kalibracni graf.
5.2.2 Celkovy gossypoal

Do péti odmernych bangk na 50 ml se diferencované odpipetuje 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 a10,0 ml
standardniho roztoku gossypolu B (3.6), do sesté banky na 50 ml se odpipetuje 10 mi
rozpoustédla B (3.3) atimtéz se doplni je-li tieba kalibraéni roztoky piesné na objem 10 ml.
Baiky se po dobu 30 minut zahtivaji na vrouci vodni lazni (4.3), po ochlazeni na laboratorni
teplotu se doplni smési propanol - hexan (3.1) po rysku a promichaji.
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Z kazdé z téchto odmeérnych banék se odpipetuje do dvou fad odmérnych banék na 25 ml vzdy
po 2 ml téchto roztoku. Jedna fada téchto kalibracnich roztoka se doplni smési propanol -
hexan (3.1) po rysku a obsahy se promichaji. Do druhé fady kalibra¢nich roztoku se piida
piesné po 2 ml anilinu (3.4), barky se po dobu 30 minut zahtivaji na vrouci vodni lazni (4.3),
po ochlazeni na laboratorni teplotu se doplni smési propanol - hexan (3.1) po rysku a
promichaji. Pak se ponechaji stat po dobu jedné hodiny.

Dale se postupuje podie 5.2.1.1.
5.3 Vlastni provedeni
5.3.1 Volny gossypol

5.3.1.1 Do sirokohrdl¢ kuzelové banky na 250 ml na jegjiz dno bylo pridano drcené sklo se
odvazi prislusné mnozstvi zkusebniho vzorku (viz 5.1). Do této banky se odpipetuje piesné
50,0 ml rozpoustédla A (3.2), barka se uzavie a vytrepava nebo mixuje (4.1) po dobu jedné
hodiny. Pak se obsah banky filtruje suchym, stredné¢ hustym filtrem do suché kadinky,
piicemz prvni podil filtratu se nezachycuje. Béhem filtrace se filtratni nalevka piikryje
hodinovym krycim sklem. Do dvou odmérnych banék (oznati se A a B) na 25 ml se
odpipetuje 2 x presné stejny objem filtratu, obsahujici s ohledem na ocekavany obsah
gossypolu ve zkouseném vzorku, 50 az 100 pg gossypolu a pokud je treba, doplni se na
rozpoustédlem A (3.2) na objem piesné 10 ml. Roztok v baice A se pak doplni smési
propanol - hexan (3.1) po rysku a promicha (referencni roztok A).

Do dalsich dvou odmeérnych ban¢k na 25 ml (ozna¢i se C a D) se odpipetuje presné 10 ml
rozpoustédla A (3.2). Baika C se doplni smési propanol - hexan (3.1) a promicha (referencni
roztok C). Do odmérnych banék B a D se odpipetuje piesné po 2 ml anilinu (3.4), bainky se
zahiivaji po dobu 30 minut na vrouci vodni lazni (4.3) (vybarveni roztokt), ochladi na
laboratorni teplotu, doplni smési propanol - hexan (3.1) po rysku a promichaji. Potom se
nechaji asi 1 hod. stat.

5.3.1.2 Na spektrofotometru (4.2) se méii absorbance roztoku D proti C (slepy pokus) a
absorbance roztoku B proti roztoku A (vzorek) v kyvetach optické délky 10 mm pii vinové
délce 440 nm. Od absorbance vzorku se odecte absorbance sepého pokusu a rozdil
absorbanci (korigovana absorbance = A)je zakladem vypocétu obsahu volného (celkového)
gossypolu. Mnozstvi gossypolu se zjisti bud’ pomoci specifickych absorbancnich koeficienta
(viz 6.1), nebo z kalibracniho grafu (viz 6.2).

5.3.2 Cekovy gossypoal

Do odmeérné banky na 50 ml se odvazi takové mnozstvi zkusebniho vzorku které obsahuje,
sohledem na ocekavany obsah gossypolu ve zkouseném vzorku, asi 1 az 3 mg gossypolu,
piida se presné 10 ml rozpoustédla B (3.3) (roztok vzorku). Do dalsi odmérné bainky na 50 ml
se prida presné 10 ml rozpoustédia B (slepy pokus). Obé banky se zahtivaji na vrouci vodni
lazni (4.3) po dobu 30 minut, potom se ochladi na laboratorni teplotu a obé banky se doplni
smési propanol - hexan (3.1) po rysku a promichaji. Po 10 az 15 minutach (usazeni) se obsah
banek filtruje suchym, stredné¢ hustym filtrem do suchych kadinek, piicemz prvni podily
filtrata se nezachycuji (referencni roztoky).

Do dvou odmérnych ban¢k na 25 ml se z filtratu roztoku vzorku odpipetuje presné po 2 ml
(oznxti se A a B) a z filtratu dlepého pokusu do dalsich dvou odmérnych ban¢k na 25 ml
rovnéz po 2 ml (oznai se C a D). Roztok v bankach A a C se doplni smési propanol - hexan
(3.1) po rysku a promichaji. K roztoka v bankach B aD se prida piesné po 2 ml anilinu (3.4),
barky se vlozi na 30 minut do vrouci vodni lazn¢ (4.3) (vybarveni roztoki), po ochlazeni na
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laboratorni teplotu se doplni smési propanol - hexan (3.1) po rysku a promichaji. Potom se
ponechaji asi 1 hodinu stat.

Dale se postupuje podie 5.3.1.2.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku
6.1 Ze specifickych absorban¢nich koeficientt

Obsah volného gossypolu (X), nebo celkového gossypolu (Y) v g/lkg se vypocita podle
vzorct:

12500. A
625.m.F

_ 12500. A
600.m.F

kde A je korigovana hodnota absorbance roztoku vzorku
m navazka zkusebniho vzorku v g
F faktor redeni
625  specificky absorbancni koeficient pro volny gossypol (A440 nmy
600  specificky absorbaneni koeficient pro celkovy gossypol (A440 nm)
6.2 Z kalibratniho grafu
Obsah volného (celkového) gossypolu v mg/kg (X) se vypocita podle vzorce:
m,.F 1000
m

X =

0

kde m; je mnozstvi gossypolu zjisténé z kalibra¢niho grafu v mg
Mo navazka zkusebniho vzorku v g
F faktor redéni

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé mg/kg.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pii obsahu: do 500 mg/kg 15 % relat.

od 500 do 750 mg/kg 75 mg/kg
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nad 750 mg/kg 10 % relat.

8. Poznamky

8.1 Hexan i propanol jsou nebezpecnymi hoilavinami 1.tfidy, proto pii jakékoli manipulaci
snimi je nutné zachovavat bezpecnostni pravidla.
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10.17 Stanoveni theobrominu

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal of the European
Communities no. L 155, 12/07/71

1. Uge arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu theobrominu v odpadech z vyroby
kakaa.

2. Princip

Theobromin se extrahuje chloroformem. Extrakt se odpaii do sucha, rozpusti ve vodé a necha
reagovat s roztokem dusicnanu sttibrného a uvolnéna kyselina dusicna se stanovi
akalimetrickou titraci.

3. Chemikalie

3.1 Chloroform

3.2 Amoniak, koncentrovany (h = 0,91 g/cm®)

3.3 Siran sodny bezvody (Na,SO,), pevny

3.4 Hydroxid sodny, odmeérny roztok ¢ (NaOH) = 0,1 mol/|
3.5 Dusi¢nan stiibrny, odmeérny roztok ¢ (AgNOs) = 0,1 mol/I
3.6 Fenolova cerven, ethanolicky roztok 1%

3.7 Petrolether, b.v. 40-60 °C (poznamka 8.1)

4. Pristroje a pomicky
4.1 Kuzelova bainka 500 ml s plochym dnem a se zabrusovou zatkou
4.2 Destilacni pristroj na prehanéni vodni parou spojeny s chladicem

5. Postup

Do kuzelové banky (4.1) se navazi as 10 g zkusebniho vzorku s piesnosti nggméné 0,01 g,
prida se 270 ml chloroformu (3.1) a 10 ml amoniaku (3.2) (poznamka 8.3). Banka se uzavie a
tirepe diukladné 5 minut. Prida se 12 g bezvodého siranu sodného (3.3), opét se trepe a necha
se do pristiho dne usadit. Potom se obsah banky filtruje do 500 ml kuzelové banky a zbytek
na filtru se promyje 100 ml chloroformu (3.1). Rozpoustédlo se oddestiluje a posledni zbytky
se odpari na vodni lazni. Extrakt se znovu rozpusti v 50 ml vody a zahigje k varu. Vychladi
se, zneutralizuje roztokem hydroxidu sodného (3.4) na fenolovou cerven (3.6). Dale se prida
20 ml roztoku dusi¢cnanu stiibrného (3.5) a uvolnéna kyselina dusi¢na se titruje odmérnym
roztokem hydroxidu sodného (3.4) do zmény barvy indikatoru (pH 7,4).
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6. Vypocet
Obsah theobrominu v g/kg (X) se vypocita podle vzorce:

_180.CV
m

X

kde V je spotieba odmérného roztoku hydroxidu sodného v ml
C  presna koncentrace odmerného roztoku hydroxidu sodného v mol/I
m hmotnost navazky alikvotniho podilu zkusebniho vzorku v g

1 ml odmérného roztoku hydroxidu sodného (3.4) = 18 mg theobrominu

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se v g/lkg s piresnosti na jedno desetinné
misto.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Petrolether je nebezpecna hotlavina l.tridy a proto pii jakékoli manipulaci s nim je nutné
dodrzovat bezpecnostni pravidla.

8.2 Velikost navazky vzorku se upravi tak, aby obsah theobrominu ve zkusebnim vzorku byl
maximalné 80 mg.

8.3 Pokud material obsahuje vice nez 8% tuku musi byt predem odtucnén 6 hodinovou
extrakci petroletherem.
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11.1 Zkouseni jakosti silazi

1. Uée arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro zkouseni jakosti konzervace silazovanych krmiv.
Uvedené metody zkouseni jsou pouzitelné pro vsechny druhy silazovanych krmiv.

2. Princip

Pripravi se zakladni vodni vyluh vzorku silaze a z ného chemickymi a fyzikalné-chemickymi
metodami stanoveni se zjist'uji jednotlivé jakostni znaky. Ostatni zkousky se provadéji ze
vzorku upraveného podle 5.2.

3.2
31
3.2
3.3

34
35
3.6

3.7
3.8

39

Chemikalie
Toluen (poznamka 8.1)
Hydroxid draselny, odmérny roztok ¢(KOH) = 0,1 mol/I

Formaldehyd, roztok 200 g/l, cerstvé zneutralizovany na pH =85 nebo indikator
fenolftalein

Uhli¢itan draselny, roztok 20 g/l

Kyselina borita, roztok 20 g/l

Kyselina sirova, odmerny roztok c(H,SO,) = 0,025 mol/l

Glycerin

Indikator smésny - methylova cerven a metylénova modt

Priprava: Smichaji se stginé objemy 0,2% ethanolického roztoku methylové
cervené a 0,1% ethanolického roztoku methylenové modie, pripraveného za slabého
zahtivani.

Chlorid amonny, zakladni standardni roztok

Piipravaac Do odmeérné banky na 1 000ml se odvazi 3,1412g chloridu

amonného, predem vysuseného pii 103°C (2 hodiny) a v exsikatoru ochlazené
ho, rozpusti se ve vodg, toutéz doplni po rysku a promicha.

1 ml tohoto standardniho roztoku obsahuje 1 mg amoniaku vyjadieného jako NH3

3.10 Methylisobutylketon (dale jen "MIBK") - vnitini standard

Priprava a uchovani: MIBK redestilovany s bezvodym siranem  sodnym se
uchovava na tmavém miste, ¢i v tmavé reagencni lahvi. Je nepripustné jg michat
do zasoby s oxidacnim ¢inidlem siranem cericitym.

3.11 Siran cericity, roztok 100 g/l - oxidacni ¢inidlo
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3.12
3.13
3.14
3.15
3.16
3.17

3.18

3.19

3.20

321
3.22
3.23
3.24
3.25
3.26
3.27

Priprava: Do odmérné banky na 50 ml se odvazi 5,0 g tetrahydratu siranu ceri¢itého
(C&(SO,)2 -4 H,0), prida se 5 ml roztoku kyseliny sirové o koncentraci asi ¢(H,SO,) =
5 mol/l, promicha, po rozpusténi se doplni vodou po rysku a opét promicha. Pripadné
vznikla srazenina po ustani jeden den se odfiltruje stredné hustym  filtrem. Roztok,
ktery slouzi k oxidaci kyseliny mlééné na acetaldehyd, je staly asi jeden mésic.

Siran sodny, bezvody
Diethylether (poznamka 8.1)
Kyselina stearova

TWEEN-80 (sorbitanova faze)
Kyselinafosforecna , min 65 %

Prednaplin chromatografické kolony - poérovina (kiemic¢ity nosi¢c s 15% kyseliny
fosforecné)

Priprava: 100g poroviny o zrnitosti 0,10 az 0,20mm se pielije 159 kyseliny
fosforecné a promicha. Dobie promichana smés se susi pii teploté 110 °C po dobu 3 az
5hodin. Po vychladnuti se inkrust rozetie a plni do prachovnice. Preparat je silné
hygroskopicky.

Tato prednapln tvori v délce asi 4 cm zacatek chromatografické kolony (poznamka8.2).
Napln¢ chromatografické kolony (poznamka 8.3)

a) Chromosorb W-AW 80/100s s 10 % SP-1200 a1 % kyseliny fosforecné

b) Separon SDA o zrnitosti 0,125 az 0,20 mm

c¢) Carbopack B-DA se 4 % Carbowax 20 M 80/100

d) Chromaton N AW-HMDS s 5 % TWEEN-80 a 10 % kyseliny stearové

Priprava: 10% g Chromatonu o zrnitosti 0,200 az 0250 mm se prelije as 30 ml
smeés toluen-diethylether 25 + 5 obsahujici 0,5 g TWEEN-80 a 1,0g kysdliny
stearové. Ziskana kasovita hmota se velmi jemné promicha a jakmile zacne tuhnout,
dosusi sev digestori napr. infralampou. Konecné dosuseni se provede pri 120 °C.

Kyselina chlorovodikova, odmérny roztok c(HCI) = 0,1 mol/l ptipravena izotermickou
destilaci (poznamka 8.4)

Kyselina octova, odmérny roztok ¢(CH,CO,H) = 0,1 mol/l piipravena izotermickou
destilaci (poznamka 8.4)

Kyselina e-amino-kapronova

Kyselina n-kapronova

Hydroxylethylcelulosa (dale jen “HEC*), roztok 10 g/l nebo
Polyvinylalkohol (dale jen “PVA*), roztok 10 g/l
1,1,1-tris-hydroxyaminomethan (dale jen "TRIS")

Voda redestilovana

Vedouci elektrolyt
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Pripravac Do odmgrné banky na 200 ml se odvazi 0,440g kyseliny e-amino-n-
kapronové, pipetou odméii 20 ml odmérného roztoku kyseliny chlorovodikové a 10 ml
roztoku HEC nebo PVA. Odmérna banka se doplni redestilovanou vodou po rysku a
promicha. Takto upraveny elektrolyt se prevede do kadinky na 400 ml a malymi
pridavky kyseliny e-amino-n-kapronové se upravi pomoci pH metru na hodnotu 4,50 +
0,02. Potom se roztok pievede do nadobky z plastické hmoty a dobie uzavieny se
uchovava v chladnicce.

3.28 Koncovy e ektrolyt

Priprava: Do kadinky na 250 ml se pomoci malé pipety odvazi 0,11 az 0,12 g kyseliny
n-kapronové, pipetou se odméii 100 ml redestilované vody, kadinka se umisti na
elektromagnetickou michacku, vlozi se michadélko a zapne ohiev. Roztok se za
stalého michani mirné zahiiva az do uplného rozpusténi kyseliny. Po ochlazeni na
laboratorni teplotu se roztok malymi piidavky TRISu pomoci pH metru upravi na
pH = 7,60 + 0,02. Upraveny roztok se prevede do nadobky z plastické hmoty a dobie
uzavieny se uchovava v chladnicce.

4. Pristroje a pomicky

4.1 Mixér vhodné konstrukce

4.2 pH-metr vhodné konstrukce s piislusenstvim pro potenciometrickou titraci
4.3 Michacka el ektromagneticka s michadélky

4.4 Byretana25ml, délena po 0,05 ml

45 Misky dle Conwaye z vhodného materialu (sklo, plexisklo a pod.), vnitiniho
praméru 100 mm, praméru vnitini ¢asti 40 mm a hloubky misky 15 mm

4.6 Mikrobyretana2a5ml
4.7 Chromatograf plynovy s vyhodnocovacim zarizenim
4.8 Kolonachromatograficka s parametry

- material sklo

- délka 240 cm

- svétlost 3mm

- detekce FID

- nastiik 1 az 2 pl

- nosny plyn dusik

- pratok plynu 35 ml/min

- teplota 175 °C az 188 °C (podle pouzité naplne)
4.9 Mikrodavkovat na5 pl
4.10 Mikropipety 10 a20 pl

4.11 Lahvicky reagen¢ni na 10 ml s upravenym uzavérem
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Upravac Do sroubového uzavéra lahvicky z plastické hmoty se provrta otvor
0 prameéru 6 az 8 mm a utésni se vlozenim kotoucku silikonové pryze pod jeho uzaver.
Odbér vzorku k nastiiku do kolony se provede mikrodavkovacem pies vzniklé
septum.

4.12 Pristroj pro kapilarni izotachoforézu vhodné konstrukce (dale jen "I TP analyzator™)
4.13 pH metr vhodné konstrukce s prislusenstvim
4.14 Nadobky z plastické hmoty na 100 a 250 mi

4.15 Konzistometr, pristroj pro méieni stlaitelnosti s prislusenstvim

5. Postup
5.1 Odbér vzorki ajegjich predani ke zkouseni

Mimo obecné zasady pro odbér vzorki, kdy odebrané vzorky silazi se hermeticky uzavirgji do
nepropustnych obalt z inertnich hmot (polyetylén, polyvinylchlorid, sklo apod.) se musi
vzorky odebirat za takovych teplotnich i ¢asovych podminek, aby béhem transportu do
laboratoie, nemohlo dojit ke kvalitativnim zménam.

Zapis o odbéru vzorku je nutno doplnit o nasledujici udaje:

- zpasob atechnika shéru porostu na silaz

- datum zacatku a ukonceni silazovani

- délka rezanky

- pripadné pouzité konzervacni piisady nebo jina aditiva ajejich davkovani

- zpasob stlacovani a zakryti

- smyslové posouzeni v misté odbéru

5.2 Upravavzorku pro zkouseni

Vzorek silaze se po piijmu do zkusebni laboratore smyslové posoudi. Po smyslovém
posouzeni se ihned na nepropustné inertni podlozce dokonale promicha a poifezanim se upravi
na velikost ¢astic pod 20 mm. Z takto upraveného vzorku se po opétném promichani odebere
po mnozstvi pro stanoveni vihkosti, jakosti konzervace, event. i pro stanoveni vyzivné
hodnoty (pro fizkové silaze i pro stanoveni stlacitelnosti). Pokud ve vyjimanych piipadech
nelze vzorek ihned upravit pro zkouseni, muze se uchovat v ptivodnim stavu negjvyse po dobu
24 hodin v chladnic¢ce pii teploté 3 °C az 5 °C, hermeticky uzavieny v inertnim obalu.

5.3 Pripravavodniho vyluhu silaze (zasobni roztok)

Do nadobky mixéru se odvazi (50 + 0,1) g vzorku upraveného podle 5.2, piida se presné
450 ml vody, vlozi do mixéru (4.1) a po dobu 4 minut se intenzivné mixuje pii vysokych
otackach. U vzorku silaze ze zavadnuté pice se pred vlastni mixaci necha vzorek nasaknout po
dobu asi 5 minut pridanou vodou. Po provedené mixaci se suspense filtruje suchym fidkym
filtrem do suché kadinky, piicemz prvni podil filtratu se nezachycuije.
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Pokud z ¢asovych davodi neni mozno vyluh dale zpracovat (pouzit pro dalsi stanoveni),
konzervuje se pridavkem 0, 5ml toluenu (3.1) jiz pred filtraci. V pripadé, ze nékteré ze
stanoveni z tohoto vyluhu bude provedeno metodou plynové chromatografie, nelze konzervaci
pouzit. Vyluh se uchovava v chladni¢ce ato negjdéle do druhého dne.

Celkové mnozstvi vyluhu se podle obsahu vihkosti zkouseného vzorku pohybuje vétsinou od
475 ml do 490 ml. Odchylka od 500 ml, uvazovanych pii vypoctech napr. silaznich kyselin je,
vzhledem k charakteru zkouseného materialu a mnozstvi zkusebniho vzorku pro pripravu
vyluhu, v podstaté zanedbatelna (poznamka 8.5).

Presné stanoveni celkového mnozstvi vyluhu silaze v ml (X), po provedeném stanoveni
obsahu vihkosti zkouseného vzorku, se vypocita podle vzorce:

mV

03

X =450+

kde V je obsahvlhkosti zkouseného vzorku v g/kg
m hmotnost zkusebniho vzorku v g
Pro vypocet vysledka silaznich kyselin se jako faktor F (faktor fedéni) dosadi bud’
2—); (exaktng), nebo
500.K

TR (zpresneéni) (poznamka 8.5)

5.4 Stanoveni hodnoty pH aformové titrace

Aktivni kysdlost se stanovi jako pH vodniho vyluhu silaze elektrometricky a hodnota
formolové titrace se stanovi po ztitrovani volné kyselosti a pridani formaldehydu titracné
alkalimetricky.

5.4.1 Provedeni

Do kadinky vhodného objemu se odpipetuje 100 ml filtratu vodniho vyluhu silaze,
piipraveného podle 5.3, vlozi se elektrody pripojené na pH-metr (4.2) a zméri se hodnota pH
s piresnosti nggméne na 0,1 pH.

Potom se kadinka se vyluhem umisti na elektromagnetickou michacku (4.3), vhodi

michadélko a obsah kadinky se za stalého michani titruje odmérnym roztokem hydroxidu
draselného (3.2) do hodnoty pH = 8,5. Tato spotieba se nezaznamenava.

Ke ztitrovanému roztoku se prida 10 ml cerstvé zneutralizovaného roztoku formaldehydu
(3.3), pricemz hodnota pH poklesne, a za stalého michani se z naplnéné byrety opét titruje
odmérnym roztokem hydroxidu draselného (3.2) do hodnoty pH = 8,5 (spotieba V).

5.4.2 Vypocet avyjadieni vysledku

Hodnota formolové titrace, vyjadiena jako NH,, v g/kg (Z) se vypocita podle vzorce:
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_17,03V.C
m

Z

kde V je gpotiebaodmeérného roztoku hydroxidu draselného v mi
C piesna koncentrace odmérného roztoku hydroxidu draselného v mol/I

m hmotnost navazky alikvotniho podilu zkusebniho vzorku v g

5.5 Stanoveni obsahu amoniaku a vypocet stupné proteolyzy

Amoniak uvolnény ve slabé alkalickém prostiedi ucinkem uhli¢itanu draselného se po difuzi
v roztoku kyseliny borité stanovi titracné acidimetricky.

Stupen proteolyzy se vypocita z obsahu amoniaku, hodnoty formolové titrace, vyjadiené jako
NH, a obsahu dusikatych latek, vyjadienych jako dusik.

5.5.1 Sestrojeni kalibra¢niho grafu

Do sady odmérnych ban¢k na 100 ml se diferencované odpipetuje 5,0; 10,0; 20,0; 30,0;
40,0 a 50ml zakladniho standardniho roztoku chloridu amonného (3.9), coz v 10ml
kalibracnich roztoki odpovida koncentracim 0,5; 1,0; 2,0; 3, 0; 4,0 a5, 0 mg amoniaku
vyjadreného jako NH,. Kazda z odmernych banek se doplni po rysku vodou a promicha. Dale
se vsechny kalibracni roztoky zpracuji podle 5.5.2.

Ze ziskanych spotieb odmérného roztoku kyseliny sirové (3.6) na kalibracni roztoky a jim
odpovidajicich koncentraci amoniaku se sestroji kalibracni graf.

5.5.2 Vlastni provedeni

Do mezikruzi misky podle Conwaye (4.5) se odpipetuje 10 ml filtratu vodniho vyluhu silaze,
piipraveného podle 5.3, resp. kalibracniho roztoku, pripraveného podie 5.5.1. Do stiedni ¢asti
misky se odpipetuje 3 ml roztoku kyseliny borité (3.5) a do mezikruzi k odpipetovanému
filtratu vodniho vyluhu (kalibra¢niho roztoku) se odpipetuje 1 ml roztoku uhlicitanu
draselného (3.4), miska se rychle hermeticky uzavie vickem, piicemz k utésnéni se pouzije
malé mnozstvi glycerinu (3.7). Po opatrném promichani krouzenim (obsahy ¢asti misky se
nesméji smichat) se miska s obsahem ponecha stat pri laboratorni teploté asi 12 hodin, nejlépe
pies noc. Potom se miska opatrné otevie, do stiedni ¢asti se prida indikator (3.8) a ihned
titruje odmérnym roztokem kyseliny sirové (3.6) do praveé vzniklé barevné zmény.

Ze ziskané spotreby odmérného roztoku kyseliny sirové se zjisti z kalibra¢niho grafu
odpovidajici mnozstvi amoniaku, vyjadreného jako NH,.

5.5.3 Vypocet avyjadieni vysiedku
Obsah amoniaku, vyjadieného jako NH, v g/kg (X) se vypocita podle vzorce:

Stupen proteolyzy v % (Y) se vypocita podle vzorce:
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ve 514710 (X +Z))
N.S

kde Z je vydedek hodnoty formolové titrace, zjistené podle 5.4, vyjadiené jako

NH, v g/kg
my mnozstvi amoniaku, vyjadiené jako NH,, zjisteéné z kalibracniho grafu v mg
N obsah dusikatych latek, stanovenych podle prilohy 9, metoda 2.1 a vyjadienych
jako dusik v g/kg
S obsah susiny, stanoveny podle piilohy 9, metoda 1.1 v g/kg
Mo hmotnost alikvotniho podilu zkusebniho vzorku, odebraného ke stanoveni v g

5.6 Stanoveni obsahu alkoholu

Alkoholy se stanovi z vodniho vyluhu silaze metodou plynové chromatografie. Uvedenym
zpusobem lze stanovit i nizsi karboxylové kyseliny, aceton a tpravou podminek i nizsi
ketony, aldehydy a estery, charakterizujici chutové vlastnosti krmiva.

5.6.1 Provedeni

Do reagencni lahvicky (4.11) se odpipetuje 2 ml vodniho vyluhu silaze, pripraveného podle
5.3, prida se mikropipetou 10 ul MIBK (3.10), uzavie a promicha. Pokud je nutné ptitomnou
kyselinu mléénou prevést na acetaldehyd, coz se doporucuje s ohledem na prodlouzeni
zivotnosti chromatografické kolony (poznamka 8.6), prida se 1 az 2ml oxidac¢niho ¢inidla
roztoku siranu ceric¢itého (3.11). Po 15 minutach se provede nastiik do predem pripravené
kolony (4.8) a poridi se chromatograficky zaznam (4.7).

Pritomné latky eluuji v nasledujicim poradi:
1. nizkovrouci estery, ketony a aldehydy("chut'ové latky™)
. acetaldehyd (oxidacni produkt kyseliny mlécné)
. ethylalkohol
. aceton
. n-propylalkohol
. kyselinamravenci (zaznam s detektorem FID malo citlivy)
. kyselina octova
. n-butylalkohol
9. kyselina propionova
10. standard MIBK
11. kysdlinaisomaselna
12. kysdlina n-maselna
13. kysdlinaisovalerova

0 N O 0o A WODN

14. kyselina n-valerova (poznamka 8.7)
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5.6.2 Vypocet avyjadieni vysledku

Obsah ethylalkoholu, event. dalsich latek se provede metodou vnitiniho standardu obvyklou
technikou.

5.7 Stanoveni obsahu silaznich kyselin

Silazni kyseliny se stanovi z pripraveného filtratu vodniho vyluhu silaze piimo metodou
kapilarni izotachoforézy zpasobem srovnani se standardem.

5.7.1 Sestrojeni kalibra¢niho grafu

Do sady odmeérnych banék na 100 ml se diferencované odpipetuje 0,5; 1,0; 3,0; 50a 7,0 ml
odmérného roztoku kyseliny octové (3.20), coz odpovida koncentracim kalibra¢nich roztoka
ve 100ml 0,5 .10°mol/l az 7 .10° mol/l, kazda z bangk se doplni redestilovanou vodou
(3.26) po rysku a promicha.

Pripravi se ITP analyzator (4.12) pro méteni, podle prislusného navodu k nému a jednotlivé
kalibracni roztoky (roztoky zkouseného vzorku) se postupné davkuji pomoci davkovaciho
kohoutu na zacatek separacni kolony do rozhrani mezi vedouci a koncovy elektrolyt. Odezva
migrace aniontu kyseliny octové (jednotlivych kyselin) se zaznamenava dvouliniovym
zapisovacem nebo jinym vhodnym registranim zatizenim.

Timto zpasobem se provadi kalibrace pomoci roztoku kyseliny octové (3.20). Prepocet na
ostatni stanovované kyseliny, které se v pouzitém elektrolytickém systému déli v poradi
kyselina stavelova, mravenci, pyrohroznova, mlécna, jantarova, octova, propionova, kyseliny
maselné avalerové je uveden v tabulce 1.

Z nametenych vin linearniho zaznamu nebo vzdalenosti piku kiivek diferencialniho zaznamu
aprislusnych koncentraci kalibracnich roztoku se sestroji graf (poznamka 8.8).

5.7.2 Vlastni provedeni

Z filtratu vodniho vyluhu silaze, pripraveného podle 5.3 se odpipetuje 20,0 ml do odmeérné
banky na 100 ml, doplni redestilovanou vodou (3.26) po rysku a promicha. Takto ziedeény
vyluh se davkuje do ITP analyzatoru (4.12) tak, jak je uvedeno v 5.7.1 a dale se postupuje
podle tohoto ¢lanku.

Z naméienych hodnot délky vin z linearniho zaznamu nebo vzdalenosti pika kiivek
diferencialniho zaznamu v mm se zjisti z kalibracniho grafu koncentrace odpovidajici
kyseling octové v mmol/l (C,).

5.7.3 Vypocet avyjadieni vysledku
Obsah pridusné silazni kyseliny v g/kg (X) se vypocita podle vzorce:

_F.M..C.C,
K

r

X

kde F je tedeni filtratu vodniho vyluhu vzorku silaze
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M, relativni molekulova hmotnost prislusné kyseliny (viz tabulka 1)

Ci koncentrace v mmol/l zjisténa z kalibracniho grafu

C koncentrace odmérného roztoku kyseliny octové v mol/l pouzité pro
sestrojeni kalibracniho grafu

¢ prepoctovy faktor

Protoze pro kazdou kyselinu jsou hodnoty F, M,, K;, C konstantni, pak vypoctovy vzorec
piejde na:

X =10.C.F,

kde Fik je relativni faktor uvedeny pro kazdou kyselinu v tabulce 1

Poloha zon jednotlivych kyselin se urci pomoci modelové smeés silaznich kyselin, protoze
mimo nich se mohou v zaznamu objevit i jiné kyseliny jako napi. sirova ¢i fosforecna resp.
anionty téchto kysdlin. Kazda kyselina (aniont kyseliny) ma v zaznamu vzdy stejnou polohu,
ktera pro pracovni soustavu charakterizuje relativni vysku zony (viz tabulka 1).

Relativni faktor Fx je konstantni, pokud nebyla zménéna koncentrace filtratu vodniho vyluhu
vzorku silaze (napr. veétsim ziredénim).

Tabulka 1 Tabelované hodnoty relativni molekulové hmotnosti, relativnich faktora azon
jednotlivych kyselin popr. elektrolyti

Kyselina M, K, Fr Relativni
vyska zony

Vedouci - - - 0
elektrolyt
stavelova 90,036 1,525 0,29520 7,1
mravenci 46,026 0,885 0,26003 15,3
pyrohroznova 88,062 1,000 0,44031 23,5
mlécna 90,078 1,055 0,42691 41,0
jantarova 118,088 1,260 0,46860 46,5
octova 60,052 1,000 0,30026 60,0
propionova 74,078 1,050 0,35275 78,0

233




maselna 88,104 1,000 0,40047 84,0

valerova 102,130 1,150 0,44404 90,5
Koncovy - - - 100,0
elektrolyt

5.8 Stanoveni stupné stlagitelnosti fizkovych silazi

Stupen stlacitelnosti se stanovi po 15 minutovém zatizeni definovaného mnozstvi vzorku
silaze na konzistometru za definovanych podminek jako rozdil vysek vrstvy pred a po
stlaceni.

5.8.1 Provedeni

Na zakladni desku, umisténou na vodorovné plose konzistometru (4.15) se vlozi podlozna
miska, valec s dérovanou prickou a sklenény valec. Do tohoto sklenéného valce se odvazi
(250 + 1) g zkouseného vzorku silaze, pripraveného podle 5.2, zkusebni vzorek se
rovnomerné rozvrstvi po celé plose dérované pricky, ktera tvori dno valce. Vyska této vrstvy
se zjisti na kalibrované stran¢ valce (d1). Potom se volné nasadi dérovany pist s vodici
ty¢inkou a vicko, které se prichyti pruzinami. Vodici ty¢inka se pridrzi tak, aby pist byl primo
nad zkousenym vzorkem a nasadi se ob¢ zavazi. Pak se vodici ty¢inka se zavazim uvolni a od
tohoto okamziku se pocita ¢as. Po 15 minutovém stlacovani se proti spodni hran¢ dérovaného
pistu zjisti vyska hladiny stlaceného zkouseného vzorku (poznamka 8.9).

5.8.2 Vypocet avyjadieni vysledku

Stupen stlagitelnosti silaze v mm (X) se vypocita podle vzorce:

X =d,- d,

kde d;, je vyskavrstvy nestlaceného zkusebniho vzorkuv mm s presnosti na0,1 mm

d, vyska vrstvy zkusebniho vzorku po stlaceni v mm s presnosti na 0,1 mm

5.9 Stanoveni vyzivné hodnoty

Vyzivna hodnota silaze se stanovuje vypoctem z nalezenych hodnot obsahu dusikatych latek
(stanovenych podle Prilohy 9, ¢ast 2.1), popele (stanoveného podle Prilohy 9, ¢ast 6.1),
vlakniny (stanovené podle Prilohy 9, ¢ast 4.1), BNLV (vypoctené podle Prilohy 9, ¢ast 5.5) a
obsahu vihkosti - susiny (stanovené podle Prilohy 9, ¢ast 1.1).

U obsahu vlhkosti - susiny se pro ucely piesnych bilan¢nich pokusi provadi korekce,
vzhledem k uniku tékavych latek za podminek metody

Obsah korigované susiny v g/kg silaze se vypocita podle vzorci: pro silaze do pH = 4,2 (X),
odpH=4,3do4,5(Y)anadpH =4,5(2)
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X =S+092.F +0,89.TXK + 0,3LKM + 0,83 NH, + A
Y =S+093F +0,93TX + 0,24.KM + 0,85.NH, + A
Z=S5+098F +086.TK + 015.KM + 0,93 NH, + A

kde S je obsahsusinyv g/kg

F obsah kyseliny mravenci v g/kg
TSK soucet obsaha tekavych silaznich kyselin (octové, propionové, maselné)
v gkg
KM obsah kyseliny mlééné v g/kg
A obsah alkoholu v g/kg

NH, obsah amoniaku, vyjadieného jako NH, v g/kg

6. Vypocet a vyjadiceni vysledki

Vysledkem kazdého stanoveni je aritmeticky pramér dvou vysledka soubézné provedenych
stanoveni, které spliuji podminky opakovatelnosti a vyjadiuji se s piesnosti u stanoveni:

pH na 0,05

hodnoty formolové titrace na0,1
amoniaku jako NH3 na celé jednotky
silaznich kyselin na celé jednotky
stlacitelnosti silazi na0,1 mm
stupné proteolyzy na 0,01

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
u stanoveni :

pH 0,05

hodnoty formolové titrace 0,1

amoniaku jako NH, 0,1

alkoholu zatim neuvedena

silaznich kyselin 1,0

stlacitelnosti silazi zatim neuvedena
8. Poznamky
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8.1 Toluen adiethylether jsou nebezpecné horlaviny 1. tiidy a proto pii jakékoli manipulaci
snimi je nutné dodrzovat bezpecnostni pravidla.

8.2 Prednapln je nutno vymenit asi po 50 provedenych stanovenich.
8.3 Jsou uvedeny alternativni moznosti volby a) az d).

8.4 lzotermicka destilace se provadi nasledovné: Do vétsi prachovnice se zabrusem a
Sirokym hrdlem nebo jiné prostorné nadoby se zabrusem (napr. exsikator bez naplng) se odlije
as do 1/4 jgi vysky prisusna kysdlina (latka) a vlozi do ni mensi nadobka do poloviny
naplnéna redestilovanou vodou. Po uzavieni vnéjsi nadoby se necha stat pii laboratorni teploté
as 14 dni, pricemz dojde k difuzi par kyseliny (latky) do redestilované vody. Po uplynuti této
doby se mensi nadobka s difundovanou kyselinou (latkou) vyjme a jgi  koncentrace se uréi
titracné.

Timto zptsobem se pripravi prislusna kyselina (latka) velmi  znaéné Cistoty a z ni se
piipravuji pomoci redestilované vody potiebné supercisté roztoky.

8.5 Pro ur¢ité zpiesnéni celkového mnozstvi vodniho vyluhu silaze se 500 ml vynasobi pro
silaze koeficientem K = 0,98 apro silaze ze zavadlé pice koeficientem K = 0,95.

8.6 Tato oxidacni uprava meéni pritomnou kyselinu mlé¢nou na acetaldehyd v prvni ¢asti
chromatografického zaznamu.

Neprovede-li se oxidace kyseliny mlécné na acetaldehyd, eluuje se kyselina mlécéna v
nekterych pripadech az za kyselinou isovalerovou. Ostatni pritomné latky (alkoholy, aceton,
monokarboxylové kyseliny) jsou v uvedeném oxidacnim prostiedi stalé nggméné 2 hodiny.

8.7 Eventueln¢ pritomna kyselina pyrohroznova se objevuje na chromatografickém zaznamu
pied kyselinou isomasel nou.

8.8 Kalibratni graf ma obecnou platnost, pokud nedojde k zadné zmeéné pracovnich
podminek. Dodrzenim pracovnich podminek se rozumi zejména:

a) konstantni priprava atedéni filtratu vodniho vyluhu vzorku silaze
b) pouziti stejného kapilarniho systému a pristroje ITP
C) steiny zpusob davkovani (tj. konstantni mnozstvi roztoku zkouseného vzorku
identicky davkovaci kohout)
d) stejny elektrolyticky systém (vedouci a koncovy e ektrolyt)
€) konstantni hodnota hnaciho proudu
f) stginy zpasob registrace zaznamu odezvy kyselin (rychlost chodu zapisovace)
g) stejny objem pii davkovani roztoku vzorku i kalibracniho roztoku

8.9 Veskera odlisovana stava ato jak nad horni vrstvou pistu, tak i na podlozni misce se
muze odméfit kalibrovanym valcem a zjigtit objem odlisované stavy, podle néhoz |1ze
usuzovat na fyzikalni vlastnosti fizka, predevsim na stupei poutani vody resp. koloidni
vlastnosti vody.
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Postupy laborator nino zkouseni krmiv, doplikovych

latek a premixu

Priloha €. 10 vyhlasky Ministerstva zemédélstvi ¢. 124/2001/Sb., kterou se
stanovi pozadavky na odbér vzorkda a principy metod laboratorniho

zkouseni krmiv, doplikovych latek a premixi a zpasob uchovavani vzor ki
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Priloha ¢.10 k vyhlasce 124/2001 Sb.

Postupy pro laborator ni zkouseni krmiv, dopliikkovych latek a premixi

Seznam postupa chemického zkouseni doplikovych latek, premixa a krmnych smési s
doplnkovymi latkami a premixy

Néazev postupu Oznaceni
postupu

1 Stimulatory rastu

1.1.  Stanoveni obsahu avilamycinu -A-
1.2.  Stanoveni obsahu avoparcinu -A-
1.3.  Stanoveni obsahu flavosfolipolu -A-

1.4.  Stanoveni obsahu olachindoxu -B-
15. Stanoveni obsahu monensinu -A-
1.6. Stanoveni obsahu monensinu -A-
1.7.  Stanoveni obsahu salinomycinu -A-
1.8.  Stanoveni obsahu salinomycinu -A-
1.9. Stanoveni obsahu tylosinu -A-,-B-
1.10. Stanoveni obsahu virginiamycinu -A-,-B-
1.11. Stanoveni obsahu zinkbacitracinu -A-
1.12. Stanoveni obsahu zinkbacitracinu -B-
1.14. Stanoveni obsahu avoparcinu -B-
1.15. Stanoveni obsahu monensinu -B-
1.17. Stanoveni obsahu virginiamycinu -B-

2. Antikokciodika

2.1. Stanoveni obsahu amprolia -A-
2.2.  Stanoveni obsahu amprolia -B-
2.3.  Stanoveni obsahu diclazurilu -A-
2.4.  Stanoveni obsahu lasalocidu -A-
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2.5.
2.6.
2.7.
2.8.
2.9.

2.11.
2.12.
2.13.
2.14.
2.15.
2.16.
2.17.
2.18.
2.19.
2.20.
2.21.
2.22.
2.23.

3.1
3.2.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.
4.6.
4.7.

Stanoveni obsahu maduramicinu
Stanoveni obsahu metylbenzochatu
Stanoveni obsahu narasinu
Stanoveni obsahu narasinu
Stanoveni obsahu nikarbazinu
Stanoveni obsahu robenidinu
Stanoveni obsahu sulfachinoxalinu
Stanoveni obsahu meticlorpindolu
Stanoveni obsahu meticlorpindolu

Stanoveni obsahu kurasanu

Stanoveni obsahu salinomycinu - je uvedeno v Priloze ¢.10, ¢ast 1

Stanoveni obsahu monensinu - je uvedeno v Priloze ¢.10, ¢ast 1

Stanoveni obsahu dinitolmidu
Stanoveni obsahu hal of uginonu
Stanoveni obsahu decoquinatu
Stanoveni obsahu arprinocidu
Stanoveni obsahu ethopabatu
Stanoveni obsahu lasalocidu

Chemoterapeutika
Stanoveni obsahu dimetridazolu

Stanoveni obsahu dimetridazolu

Vitaminy

Stanoveni obsahu vitaminu A avitaminu E
Stanoveni obsahu vitaminu A avitaminu E
Stanoveni obsahu vitaminu E

Stanoveni obsahu piidaného vitaminu E
Stanoveni obsahu vitaminu E

Stanoveni obsahu cholinu

Stanoveni obsahu pantothenanu vapenatého
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4.8.  Stanoveni obsahu vitaminu B1, B2, B6 -A-
4.9.  Stanoveni obsahu vitaminu B2 -A-
4.10. Stanoveni obsahu vitaminu B6 -A-
4.12. Stanoveni obsahu vitaminu A -B-
5. Mikroprvky
5.1 Stanoveni obsahu manganu, zinku, zeleza a médi - je uvedeno v priloze ¢.9, cast 8
5.2.  Stanoveni obsahu kobaltu -B-
5.3.  Stanoveni obsahu selenu -B-
5.4. Stanoveni obsahu jodu -A-
Vehikulaapojiva
6.1. Stanoveni obsahu oxidu kiemicitého -je
uvedeno v priloze ¢.9, ¢ast 7 -A-
6.2.  Stanoveni obsahu oxidu hlinitého -je
uvedenov piiloze ¢.9, cast 7 -A-
Vypocty
7.1. Vyhodnocovani avypocet vysledkt stanoveni obsahu dopliikovych latek pro
diftzni plotnové postupy -A-
8. Antioxidanty
8.1.  Stanoveni obsahu etoxyquinu -B-
8.2.  Stanoveni obsahu butylhydroxytoluenu, butylhydroxyanisolu a galata -B-
0. Barviva
9.1. Stanoveni obsahu kapsantinu -B-
9.2.  Stanoveni obsahu nativnich a piidanych karotenoida -B-
10. Konzervanty
10.1. Stanoveni obsahu kyseliny mravenci -B-
10.2. Stanoveni obsahu oxidu sifi¢itého -B-
10.3. Stanoveni obsahu formaldehydu -A-
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11.
11.1.

12.
12.1.
12.2.

Zchutrnovadla
Stanoveni obsahu sacharinu

Mikrobiotika

Stanoveni poctu zarodka bakterii kmene Streptococcus

Stanoveni poctu zarodka bakterii kmene Bacillus
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1.1 Stanoveni obsahu avilamycinu

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni avilamycinu v premixech a krmnych
smésich.

2. Princip

Avilamycin se stanovi difazni plotnovou metodou na zakladé inhibi¢niho uc¢inku na rast
testovaciho mikroorganismu Micrococcus luteus ATCC 10 240.

3. Chemikalie

3.1 Aceton (poznamka 8.1)

3.2 Smésaceton - voda (1 + 1)

3.3 Avilamycin, zakladni standardni roztok s deklarovanou ucinnosti

3.4 Avilamycin, zakladni standardni roztok
Priprava: Do odmeérné banky na 100 ml se odvazi takové mnozstvi standardni substance
avilamycinu (3.3), s presnosti nggméné na 0,001 g, které s ohledem na deklarovanou
ucinnost vytvoii koncentraci avilamycinu 1 mg v 1 ml. Rozpusti se v acetonu (3.1),
doplni jim po rysku a promicha.

3.5 Avilamycin, kalibra¢ni standardni roztoky
Priprava: Ze zakladniho roztoku avilamycinu (3.4) se vhodnym ziedénim smési aceton-
voda (3.2) pripravi tii roztoky o koncentracich 2, 1 a0,5 ug/ml (poznamka 8.2).

3.6 Testovaci mikroorganismus Micrococcus luteus ATCC 10 240
Priprava a udrzovani kmene: Zakladni kmen je udrzovan pravidelnym preo¢kovanim na
Sikmém masopeptonovém agaru, inkubovan 18 az 24 hodin pii teploté 37 °C a uchovan
pii teploté 4 °C
Priprava inokulacni suspense: Kultura kmene, preockovana den pied vlastnim
stanovenim se prevede 5 ml fyziologického roztoku (3.8) do sterilni zkumavky, touto
suspensi se naockuje rozehrata zivna puda ochlazena na teplotu 48 °C a opatrné
promicha.

3.7 Zivna padapro vlastni testaci (testovaci pida)

Slozeni: Pepton 6,0 g
Extrakt kvasni¢cny 15,0 g
Agar 15,09
Voda doplnit do 1 000 ml
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Smés se upravi napH = 6,0 a sterilizuje 15 minut pii 115 °C

3.8 Fyziologicky roztok Priprava: 8 g chloridu sodného se rozpusti ve vodé a doplni na
1 000 ml. Sterilizuje se 20 minut pii 121 °C.

4. PFistroje a pomucky

4.1 Plotnasklenéna 360 mm x 360 mm, nebo 250 mm x 250 mm
4.2 Ram kovovy 340 mm x 340 mm, nebo 200 mm x 200 mm
4.3 Korkovrt o priméru 9 mm

4.4 Odstredivkalaboratorni vhodné konstrukce s prislusenstvim
4.5 Termostat vhodné konstrukce

4.6 Trepackalaboratorni

4.7 Podlozka vyrovnavaci regulovatelna

4.8 Vodovaha

4.9 Pipetapodle Pasteura

5. Postup
5.1 Premixy

5.1.1 Do kuzelové bainky na 500 ml se odvazi presné 5,00 g zkusebniho vzorku, prida se
piesné 200,0 ml acetonu (3.1) a 30 minut se protrepava. Potom se extrakt necha asi 30 minut
usadit. Supernatant se roziedi smési aceton-voda (3.2), s ohledem na o¢ekavany (deklarovany)
obsah avilamycinu ve zkouseném vzorku, na testovaci koncentrace 2,0 , 1,0 a 0,5 ug
avilamycinu v 1 ml (poznamka 8.2).

5.1.2 Na sterilni plothu (4.1) opatfenou kovovym ramem (4.2), utésnénym maym
mnozstvim agarové pudy a upravenou do vodovahy (4.8), se nalije 300 ml nebo 60 ml (podle
velikosti pouzité plotny) rozehraté testovaci pudy (3.7), ochlazené na 40 °C a naotkované
vhodnym mnozstvim inokulacni suspense (3.6). Po utuhnuti agarové pady se plotna (4.1)
vlozi na 1 hod. do chladni¢cky a po jgjim vyjmuti se v pravidelnych vzdalenostech vyhloubi
korkovrtem v pudé 9 x 9 nebo 6 x 6 jamek. Do téchto jamek se vnaseji testacni koncentrace
standardnich roztoku (3.5) a testované roztoky zkouseného vzorku pomoci Pasteurovych
pipet. Kalibraéni standardni roztoky (testacni koncentrace) se vnaseji do 3 nebo 2 rad ve
stiedu plotny (4.1), testované roztoky zkouseného vzorku odpovidajici piislusné koncentraci
standardi po obou stranach plotny. Plotna (4.1) se inkubuje 16 az 18 hod. pii teploté 37 °C.
Prameéry vzniklych inhibi¢nich zén se odméiuji posuvnym metitkem s presnosti ngiméné na
0,1 mm. Ze ziskanych hodnot méreni se vypocte pramérna hodnota velikosti inhibic¢nich zon
jednotlivych koncentraci pro standard i zkouseny vzorek.

5.2 Krmné smés
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Do kuzelové banky na 500 ml se odvazi presné 40,00 g zkusebniho vzorku, prida se piesné
200,0 ml acetonu (3.1) adale se postupuje podle odstavce 5.1.1 a5.1.2.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
Obsah avilamycinu v mg/kg se vypocita podle Prilohy 10, ¢ast 7.1.

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuji se s presnosti na jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost

7.1 Pro premixy

Nebyla dosud stanovena.
7.2 Pro krmné smési

Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Aceton je nebezpetnou hoilavinou I.t¥idy, proto pii jakékoli manipulaci s nim je nutné
dodrzovat bezpe¢nostni pravidla.

8.2 Vyluhy zkouseného vzorku a kalibracni roztoky standardu se pripravuji tésné pied
vlastnim stanovenim.
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1.2 Stanoveni obsahu avoparcinu

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no L 257,
10/09/81

1. U&d arozsah

Jsou uvedeny tii zkusebni metody, z nichz dveé jsou pro stanoveni avoparcinu v premixech bez
I za pritomnosti ionoforovych antikokcidik, jako napt. monenzinu, lasalocidu, maduramicinu i
dalsich obdobného charakteru. Treti z metod je uvedena pro krmiva.

Tyto metody specifikuji podminky pro stanoveni avoparcinu v premixech a krmivech.

2. Princip

Vzorek se rozpusti ve smési aceton-voda-kyselina chlorovodikova a avoparcin se stanovi ha
zakladé inhibi¢niho t¢inku na rast testovaciho mikroorganismu Bacillus subtilis ATCC 6633,
mikrobiologicky difuzni plotnovou metodou.

Za piitomnosti ionoforovych antikokcidik se tyto odstrani predextrakci vzorku
dichlormethanem.

3. Chemikalie

3.1 Dichlormethan

3.2 Kysdinachlorovodikova (h=1,17 g/ml), ztedéna 1 + 9
3.3 Kysdinafosforecna (H3PO,), koncentrovana (h = 1,7 g/ml)
3.4 Aceton (poznamka 8.1)

3.5 Hydroxid sodny, roztok c¢(NaOH) = 2 mol/I

3.6 Siran manganaty, tetrahydrat (MnSQO, .4 H,0), pevny
3.7 Hydrogenfosforecnan draselny (K.HPO,), pevny

3.8 Dihydrogenfosforetnan draselny (KH2PO,), pevny

3.9 Ethylalkohol - voda (1 + 4)

3.10 Fyziologicky roztok

Priprava: 8 g chloridu sodného se rozpusti ve vodé a doplni na 1 000 ml. Sterilizuje se
20 minut pii 121 °C.

3.11 Extrakéni roztok

Priprava: 650 ml acetonu (3.4) se smicha s 325ml vody a 25ml kyseliny
chlorovodikové (3.2) a promicha.
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3.12 Avoparcin siran, standardni substance s ovérenou ¢i deklarovanou ucinnosti

3.13 Avoparcin, zakladni standardni roztok

Priprava: Podle obsahu ucinné latky se odvazi tolik standardni substance siranu
avoparcinu (3.12) s presnosti negiméné na 0,001 g, aby vysledny roztok obsahoval
piesné 100 ug avoparcinu v 1ml. Odvazené mnozstvi se pievede  pomoci
fosforecnanového tlumivého roztoku (3.15) do odmérné banky na 100ml, po
rozpusténi se doplni timtéz tlumivym roztokem po rysku a promicha. Tento zakladni
standardni roztok se uchovava pii teploté 5 °C aje staly po dobu 7 dna.

3.14 Avoparcin, pracovni standardni roztok

3.15

3.16

Priprava: Do odmérné banky na 100 ml se odpipetuje 10 ml  zakladniho standardniho
roztoku avoparcinu (3.13), doplni fosforecnanovym tlumivym roztokem (3.15) po
rysku apromicha.

1 ml tohoto pracovniho roztoku obsahuje 10 ug avoparcinu. Pripravuje se cerstvy tésné
pied zkousenim.

Z tohoto roztoku se pripravi dalsim fedénim tlumivym fosforecnanovym roztokem
(3.15) testa¢ni koncentrace4,2a 1 ugv 1 ml (poznamka 8.2).

Tlumivy fosforecnanovy roztok

Priprava: 13,6 g dihydrogenfosforecnanu draselného (3.8) se rozpusti v 950 ml vody a
jeho pH se upravi kyselinou fosforecnou (3.3) na hodnotu 4,5.

Zivné pady:

3.16.1 Udrzovaci puda

Priprava: Zivny agar ¢. 2 "Sevac" se piipravi podle navodu vyrobce. Agar se pak
rozdéli po 7az 9 ml do zkumavek, tyto se uzaviou a sterilizuji 20 minut pii teploté
121 °C. Po sterilizaci se necha utuhnout v sikmé poloze.

3.16.2 Sporulacni pada

Priprava: Zivny agar ¢. 2 v mnozstvi 40 g se pripravi podle navodu vyrobce, prida se
0,4 g siranu manganatého (3.6) a do objemu 1 000 voda. Agar se pak rozdéli po
250 az 300 ml do Rouxovych lahvi (4.15) (nebo ban¢ck na 500 ml) a sterilizuje
20 minut pii teploté 121 °C.

3.16.3 Testovaci puda

Priprava: Odvazi se hydrogenfosforecnan draseiny 0,7 g
dihydrogenfosforecnan draselny 0,45 g
gluk6za10,0 g
kvasni¢ny autolyzat 2,5 g

agar 18,0g
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3.16.4

Uvedené latky se rozmichagii v 1 000 ml vody, pH se upravi na hodnotu 6,0 a
sterilizuje po dobu 20 minut pri teploté 121 °C. Sterilni puda se rozlije po 250 ml do
piedem vysterilizovanych kuzel ovych bangk

Testovaci mikroorganismus Bacillus subtilis ATCC 6633 (CCM 1999)

Udrzovani kmene: Kultura se 1krat mési¢né preockovava na Sikmy agar. Inkubuje
se 16 az 18 hodin pii teplot¢ 37 °C a uchovava v chladni¢ce pii teploté 5 °C.
(poznamka 8.3).

Priprava sporové suspense: Narust zakladni kultury na sikmém agaru se smyje 3 ml
fyziologického roztoku (3.10) a prenese se asepticky do Rouxovych lahvi (4.15),
obsahujicich sporulacni padu (3.16.2). Pomoci sterilnich sklenénych kulicek se
mikroorganismus rovnomérné rozetie po povrchu agaru. Takto pripravené Rouxovy
lahve (4.15) se inkubuji pii teploté 37 °C po dobu 7 az 10 dni. Pak se provérenim
sporulace pod mikroskopem (4.16) smyje narostla kultura s povrchu 25ml
fyziologického roztoku (3.10) centrifuguje, (4.3) k sedimentu se piida opét 25 ml
fyziologického roztoku (3.10), suspense se zahiiva 30 minut pii teploté 65 °C a
znovu centrifuguje (4.3). Toto promyvani spor se opakuje trikrat. Nakonec se
suspense spor pievede do kuzelové baiky a zahtiva se 30 minut pii teploté 65 °C.
Takto piipravena suspense spor predstavuje zakladni inokulum, které uchovavano

pii teploté 4 °C je pouzitelné po dobu 6 mésica.

Koncentrace sporosuspense se urcuje experimentalni testaci. Ma byt takova, aby
velikost inhibi¢ni zony pii  fedéni 4 ug/ml byla 22 mm, coz odpovida asi 0,2 az
0,3 ml sporosuspense ha 100 ml agaru.

4. Pristroje a pomucky
4.1 Pristroj extrakeni (napi. podle Soxhleta)

4.2 Lazen vodni sregulovatel nou teplotou

4.3 Odstredivka laboratorni vhodné konstrukce s prislusenstvim (centrifugaéni kyvety se
zatkami)

4.4 Autoklav

4.5 Trepackavhodné konstrukce

4.6 Termostat

4.7 pH metr

4.8 Plotny sklenéné 360 mm x 360 mm nebo 250 mm x 250 mm
4.9 Ramy kovové 240 mm x 240 mm nebo 200 mm x 200 mm

4.10 Podlozka vyrovnavaci regulovatelna

4.11 Korkovrt o praméru 9 mm
4.12 Pipety podle Pasterura
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4.13 Patrony extrakeni

4.14 Banka odparovaci na 500 ml
4.15 Lahve Rouxovy nal 000 mi
4.16 Mikroskop vhodné konstrukce

5. Postup
5.1 Premixy
5.1.1 Zanepritomnosti ionoforovych antikokcidik

5.1.1.1 Odvazi se prislusné mnozstvi (poznamka 8.4) zkusebniho vzorku s presnosti negjméné
na 0,001 g do kuzelové bainky vhodné velikosti, suspenduje se ve 2/3 celkového objemu
extrakéniho roztoku (3.11) (poznamka 8.4) a necha se 30 min. volné stat. Potom se pomoci
kyseliny chlorovodikové (3.2) upravi hodnota pH na 1,5 az 2 a obsah se extrahuje 30 minut na
tiepacce (4.5). Po extrakci se upravi pomoci roztoku hydroxidu sodného (3.5) pH na hodnotu
4,5. Ve zbylé 1/3 extrakéniho roztoku (3.11) se upravi pH na hodnotu 4,5 a po korekci na
piidana mnozstvi kyseliny a hydroxidu se prida do kuzelové banky. Potom se pevny podil
necha usadit a supernatant se jednak bud’ odstredi (4.3) nebo piefiltruje suchym stiedné
hustym filtrem do suché kadinky, pricemz prvni podil filtratu se nezachycuje. Tento
supernatant nebo filtrat se nafedi pomoci tlumivého fosfore¢nanového roztoku (3.15) na
testovaci koncentrace 4, 2 a1 ug avoparcinu v 1 ml (poznamka 8.6).

5.1.1.2 Na sterilni sklenénou plotnu (4.8) s kovovym ramem (4.9), ktera je polozena na
vyrovnavaci podlozce (4.10) a utésnéna malym mnozstvim agarové pudy (3.16.1) se wylije
60 ml rozehiaté testovaci pady (3.16.3), ochlazené na 55 - 60 °C a naockované 01 ml az
0,3 ml sporové suspense (3.16.4). Po utuhnuti agarové vrstvy se vlozi plotna (4.8) na 1 hodinu
do chladni¢ky. Potom se v pravidelnych vzdalenostech vyhloubi korkovrtem (4.11) v padeé 6 x
6 jamek, do nichz se vnasegji jednotlivé testacni koncentrace standardu 3.14) a testované
koncentrace zkouseného vzorku (viz 5.1.1.1) pomoci Pasteurovy pipety (4.12). Testacni
roztoky standardu se plni do dvou fad pod sebou ve stiedu plotny a po obou stranach se plni
do dvou fad testované koncentrace zkouseného vzorku, odpovidgjici piislusnému fedéni
standardu. Plotna se zakryje dérovanym alobalem a inkubuje se 16 az 18 hodin pii teploté
37 °C. Pramery vzniklych inhibi¢nich zon se odmétuji posuvnym meiitkem s presnosti 0,1
mm. Ze ziskanych hodnot se vypocte pramérna hodnota velikosti inhibi¢nich zén jednotlivych
fedéni pro standard i zkouseny vzorek.

5.2.2 Zapiitomnosti ionoforovych antikokcidik

5.2.2.1 Negprve se provede piedbézna extrakce zkusebniho vzorku. Do stiedni casti
extrakéniho pristroje (4.1) se vlozi extrakéni patrona (4.13) naplnéna asi do poloviny
odvazenym vzorkem. Na vrchu se utésni smotkem extrahované vaty. Do extrakeni banky se
odmeii asi 250 ml dichlormethanu (3.1), baika se pripoji k extrakénimu pristroji (4.1) a cely
piistroj se umisti na vodni lazni (4.2), vyhiraté a udrzované pii teploté 50 °C. Dichlormethan
(3.1) po zahiati destiluje a pomoci vodniho chladice extrakéniho pristroje (4.1) kondenzuje do
stiedni ¢asti, kde je umisténa patrona (4.13) se vzorkem. Po naplnéni této stiedni casti
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dichlormethanem (3.1) tento pretece zpét do extrakéni banky a cely cyklus se opakuje. Toto se
necha opakovat asi 5 krat az 7 krat. Pak se extrakeni pristroj (4.1) odstavi, patrona se vzorkem
se vyjme a necha po dobu 24 hod. vysusit pii laboratorni teploté.

Dale se postupuje podie5.1.1.1 a5.1.1.2.
52 Krmiva

Odvazi se asi 50 g zkusebniho vzorku s presnosti neggméné na 0,01 g do kuzelové banky, prida

se piesné 100,0 ml extrakéniho roztoku (3.11), banka se umisti na tiepacku (4.5) a obsah se
vytiepava po dobu 30 minut. Potom se obsah barnky prevede do centrifugaéni kyvety, tato se
vlozi na odstiedivku (4.3) a odstiedi. Z ¢irého supernatantu se odpipetuje alikvotni podil tak,
aby vydedna koncentrace, s ohledem na ocekavany (deklarovany) obsah avoparcinu
v zkouseném vzorku, bylaas 4 ug/ml. Z tohoto roztoku se pfipravi testované koncentrace 2 ,
1 a0,5 g avoparcinu v 1 ml (poznamka 8.6). Redéni se provede pomoci tlumivého roztoku
(3.15).

Dale se postupuje podie 5.1.1.2.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
Obsah avoparcinu v mg/kg se vypocita podle Prilohy 10, ¢ast 7.1.

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Aceton je nebezpecnou hoilavinou I. tiidy, proto pii jakékoli manipulaci s nim je nutno
dodrzovat bezpe¢nostni pravidla.

8.2 Metoda ES uvadi pro krmivakoncentrace testacnich roztoku 2, 1, 0.5a 0,25 pug/ml.

8.3 Metoda ES uvadi dobu inkubace pies noc a pri teplote 30 OC.

8.4 Navazka zkusebniho vzorku i objem extrakéniho roztoku se voli s ohledem na
deklarovany obsah avoparcinu ve zkouseném vzorku tak, aby vysledna koncentrace
avoparcinu ve vyluhu bylaminimalné 10 pg/1 ml.

8.5 Metoda ES uvadi pro obsahy avoparcinu tyto hodnoty opakovatel nosti

od 2 do 10 mg/kg 2 mg/kg
od 10 do 20 mg/kg 20 % relat.
od 25 do 50 mg/kg 5 mg/kg
nad 50 mg/kg 10 % relat.
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8.6 Vyluhy zkouseného vzorku a kalibracni roztoky standardu se pripravuji tésné pied
vlastnim stanovenim.
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13

Stanoveni obsahu flavomycinu (flavofosfolipolu)

1. U&e arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni flavomycinu v premixech

2. Princip

Flavomycin se stanovi na zaklad¢é inhibi¢niho ucinku na rust testovaciho mikroorganismu
Staphylococcus aureus ATCC 6538 difuzni plotnovou metodou.

3. Chemikalie

3.1 Ethylalkohol 96 % (poznamka 8.1)

3.2 Ethylalkohol-voda, smés (1 + 1)

3.3 Medium antibiotické ¢.1 (fa OXOID)

34 Agarc.l

3.5 Zivny agar ¢.2

3.6 Flavomycin, standardni substance znamé aktivity

3.7 Flavomycin, zakladni standardni roztok
Priprava: Do odmérné barnky na 100 ml se odvazi tolik standardni substance flavomycinu
(3.6), s ohledem na deklarovanou t¢innost, s presnosti nggméné na 0,001 g tak, aby
vysledna koncentrace flavomycinu byla1l mg v 1 ml. Odvazené mnozstvi se rozpusti ve
smési ethylalkohol-voda (3.2), doplni touto smési po rysku a promicha.
Tento roztok je pii uchovani v chladni¢ce staly po dobu dvou mésici.

3.8 Flavomycin, pracovni standardni roztok
Priprava: Zakladni standardni roztok (3.7) se naredi smési ethylalkohol-voda na
koncentraci 100 pg/ml a dale vodou na testacni koncentrace 2, 1 a 0,5 ug v 1 ml
(poznamka 8.3).

3.9 Testovaci mikroorganismus Staphylococcus aureus ATCC 6538

Uchovani kmene: Ve zkumavkach na sikmém udrzovacim agaru pri teploté 5 °C, po
tiech tydnech se preo¢kovava a kultivace se provadi 24 hod. pii teploté 37 °C .

Priprava suspenze k testovani: Kultura kmene narostla na udrzovacim agaru se prevede
5 ml fyziologického roztoku (3.10) do sterilni zkumavky a touto suspensi (asi 3 ml) se
naockuje rozehiata testovaci pada pri teploté 48 °C.
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3.10 Fyziologicky roztok Priprava: 8 g chloridu sodného se rozpusti ve vodé a doplni na
1 000 ml. Sterilizuje se 20 minut pii 121 °C.

3.11 Udrzovaci agar pro uchovani kmene

Priprava: Odvazi se 40 g zivného agaru ¢.2 (3.5), prida se 1 000 ml horké vody, za
stalého michani se zahtiva az do vycereni roztoku. Rozlije se do zkumavek a sterilizuje
20 minut pii teplote 120 °C. Po sterilizaci se zkumavky ulozi v sikmé poloze do
ztuhnuti pady.

3.12 Zivna pida pro vlastni testaci

Priprava: Odvazi se 30,5 g antibiotického media ¢.1 (3.3), rozmicha se ve 1 000 ml
horké vody a sterilizuje 20 minut pii teploté 120 °C. Potom se sterilni médium rozlije
do predem vysterilizovanych kuzelovych banék na 300 ml.

4. PFistroje a pomucky

4.1 Plotnasklenéna 360 mm x 360 mm nebo 250 mm x 250 mm
4.2 Ram kovovy 340 mm x 340 mm nebo 200 mm x 200 mm
4.3 Podlozkavyrovnavaci regulovatelna

4.4 Korkovrt o praméru 9 mm

4.5 Termostat vhodné konstrukce

4.6 Autoklav

4.7 Tiepatkalaboratorni

4.8 Vodovaha

4.9 Pipetapodle Pasteura

410 Lazen vodni stermostatem

5. Postup

Do kuzelové baiky na 500 ml se odvazi as 5 g zkusebniho vzorku (poznamka 8.2)
s presnosti nggméné na 0,001 g, zalije 200 ml smési ethylalkohol - voda (3.1) a zahtiva na
vodni lazni (4.10) vytemperované na 85 °C po dobu 15 minut. Potom se baika umisti na
tiepacku (4.7) a vytiepava po dobu 15 minut, ochladi a roztok se pievede do odmérné banky
na 250 ml, doplni smési ethylalkohol-voda (3.2) po rysku a promicha. Filtruje se suchym,
stiedné hustym filtrem do suché kadinky, pri¢emz prvni podil filtratu se nezachycuje. Z tohoto
filtratu, s ohledem na o¢ekavany (deklarovany) obsah flavomycinu ve zkouseném vzorku, se
piipravi naredénim smési ethylalkohol-voda (3.2) testované koncentrace 2 ug, 1 uga 0,5 ug
v 1 ml (poznamka 8.3).

Naockovana testovaci zivna pada (3.12), 70 ml nebo 300 ml - podle velikosti pouzité plotny
(4.1), serozlije na sklenénou plotnu opatienou ramem a utésnénou malym mnozstvim agaru
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(3.4), umisténou ve vodorovné poloze (4.8). Po ztuhnuti vrstvy se plotna (4.1) ulozi na jednu
hodinu do chladni¢cky. Pak se v pravidelnych vzdalenostech vyhloubi korkovrtem (4.4)
Vv pade 6 X 6 nebo 9 x 9 jamek, do nichz se vnaseji testaéni standardni i testované koncentrace
zkouseného vzorku pomoci Pasteurovy pipety (4.9). Testacni koncentrace standardu se plni do
dvou nebo tii fad u stiedu plotny (4.1), testované koncentrace zkouseného vzorku po obou
stranach plotny na strany odpovidajici pislusnym fedénim testa¢nich koncentraci standardu.
Plotna (4.1) se inkubuje 16 az 18 hodin pii teplote 37 °C. Priméry vzniklych zon se méii
s presnosti na 0,1 mm.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
Obsah flavomycinu v mg/kg se vypocita podle Prilohy 10, ¢ast 7.1.

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuji se s presnosti na celé jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Ethylalkohol je nebezpecnou hoilavinou I.tiidy a proto pii jakékoli manipulaci s nim je
nutno dodrzovat bezpecnostni pravidla.

8.2 Navazka zkusebniho vzorku se voli s ohledem na o¢ekavany nebo deklarovany obsah
flavomycinu.

8.3 Vyluhy zkouseného vzorku a kalibracni roztoky standardu se pripravuji tésné pied
vlastnim stanovenim.
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1.4 Stanoveni obsahu olachindoxu

1. U&d arozsah

Jsou uvedeny dvé metody zkouseni, spektrofotometricka (pro premixy) a metoda
vysokoucinné kapalinové chromatografie (dale jen HPLC) (pro premixy i krmné smgsi)
(poznamka 8.1).

Tyto metody specifikuji podminky pro stanoveni olachindoxu v premixech a krmnych
smésich.

2. Princip

Olachindox se stanovi ve vodném vyluhu vzorku u premixi spektrofotometricky, nebo
extrakci smési aceton-voda a vycereni Carresovymi cinidly, nasledujicim vytiepani
petroletherem, v premixech akrmnych smésich metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie.

3. Chemikalie
3.1 Pro metodu spektrofotometrickou (premixy)
3.1.1 Tlumivy roztok (Britton-Robinson)

Priprava: Odvazi se 4,90 g kyseliny fosforecné (3.1.6), 2,40 g ledové kyseliny octové
(3.1.7), 2,474 g kysdliny borité (3.1.8), rozpusti se a doplni na objem 1 000 ml.
100 ml tohoto promichaného roztoku se smicha s 15 ml roztoku hydroxidu sodného
(3.1.9

3.1.2 Olachindox, standardni substance se znamou u¢innosti
3.1.3 Olachindox, zakladni standardni roztok (poznamka 8.1)

Pripravas Do odmérné banky na 200 ml se odvazi 50 mg standardni substance
olachindoxu (3.1.2) 100 % ucinnosti nebo piepoctené mnozstvi nizsi ucinnosti,
rozpusti se v upravené vodé (3.1.4), doplni toutéZ po rysku a promicha.

Pripravuje se vzdy cerstvy.

3.1.4 Upravena voda (Cerstvé prevarena a ochlazena destilovana voda zbavena oxidu
uhli¢itého)

3.1.5 Olachindox, pracovni standardni roztok (poznamka 8.1)

Priprava: Zakladni standardni roztok olachindoxu (3.1.3) se ziedi 25 x upravenou
vodou (3.1.4) tak, ze tento roztok obsahuje 0,01 mg olachindoxu v 1 ml.

Pripravuje se vzdy cerstvy.
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3.1.6
3.1.7
3.1.8
3.1.9

Kyselina fosforetna, 80 % (h=1,633 g/ml)
Kyselina octova, ledova (h=1,050 g/ml)
Kyselina borita

Hydroxid sodny, roztok c(NaOH) = 2 mol/I

3.2 Pro metodu HPLC navic (krmné smesi)

321
3.2.2
323
324

3.25

3.2.6
3.2.7
3.2.8
3.29

Aceton (poznamka 8.2)
Methylalkohol (poznamka 8.2)
Smés aceton - voda (9 + 1)
Carresovo ¢inidlo |

Priprava: Do odmérné banky na 100 ml se odvazi 21.9 g dihydratu octanu zinecnatého
[(CH3CO,)2Zn . 2 HO], 3 g kysdliny octové ledové (3.1.7), doplni vodou po rysku a
promicha.

Carresovo ¢inidlo Il

Pripravaa Do odmérné banky na 100 ml se odvazi 10,6 g trihydratu
hexakyanozel eznatanu draselného (K4Fe(CN)s . 3 H20), rozpusti ve vodé doplni toutéz
po rysku a promicha.

Petrolether, bod varu 40 az 500C (poznamka 8.2)

Kyselina octova, roztok 1 % (h=1,000 g/ml)

Mobilni faze [smés kyseliny octové (3.2.7) a methylalkoholu (3.3.2)] (9 + 1)
Olachindox, standardni roztok

Priprava: Do odmérné banky na 100 ml se odvazi 25,0 mg standardni substance
olachindoxu (3.1.2) 100 % ucinnosti, nebo prepoctené mnozstvi nizsi Gcinnosti,
rozpusti se v asi 80 ml vody, doplni toutéz po rysku a promicha.

1 ml tohoto standardniho roztoku obsahuje 0,25 mg olachindoxu.

3.2.10 Dusik zarovkarensky, kysliku prosty

4. PFistroje a pomiicky

4.1 Pro metodu spektrofotometrickou

4.1.1 Spektrofotometr registracni, vhodné konstrukce s prislusenstvim

4.1.2 Michacka elektromagneticka s michadélky

4.2 Pro metodu HPCL navic

4.2.1 Chromatograf kapalinovy vysokoucinny (dale jen pristroj HPLC) s prislusenstvim

(kolona pro chromatografii na reverzni fazi - napi.BONDAPACK C18, 10 um,
300 mm x 3,9 mm - napt. WATERS)
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4.2.2 Trepacka mechanicka laboratorni
4.2.3 Odparkavakuova, rotacni

4.2.4 Filtr sfritou Sy

4.2.5 Lazen vodni stermostatem

4.2.6 Zarizeni pro filtraci za snizeného tlaku

4.2.7 Odparovaci bainkavhodného objemu

5. Postup
5.1 Metoda spektrofotometricka (premixy)

Do odmeérné banky na 200 ml se odvazi asi 1 g zkusebniho vzorku s piesnosti nggméné na
0,001 g, prida se asi 100 ml upravené vody (3.1.4) a intenzivné se promichava na michacce
(4.1.2) pii laboratorni teploté po dobu 15 minut. Potom se banka doplni upravenou vodou
(3.1.4) po rysku, promicha a po 15 minutovém stani se obsah banky filtruje suchym stredné
hustym filtrem do suché kadinky, pticemz prvni podil filtratu se nezachycuje. Z dalsiho podilu
filtratu se odpipetuje alikvotni podil tak, aby koncentrace olachindoxu, s ohledem na
piedpokladany (deklarovany) obsah ve zkouseném vzorku, byla v odmérné bance, do které je
pipetovano, priblizné stgjna jako u pracovniho standardniho roztoku olachindoxu (3.1.5).
Zred'uje se vzdy jen upravenou vodou (3.1.4).

Absorbance se méti na registracnim spektrofotometru (4.1.1) v rozmezi vinovych délek
333nm az 400 nm. Za naprosto shodnych podminek se méii absorbance pracovniho
standardniho roztoku olachindoxu (3.1.5).

5.2 Metoda vysokoucinné chromatografie (krmné smési)
5.2.1 Kalibrace améreni (poznamka 8.3)

Do sady odmérnych ban¢k na 100 ml se odpipetuje diferencované 1,0; 2,0; 3,0; 4,0a5,0 ml
standardniho roztoku olachindoxu (3.2.9), doplni vodou po rysku a promicha. Tyto kalibracni
roztoky odpovidaji koncentracim 2,5; 5,0 ; 7,5; 10,0 a 15,0 pg olachindoxu v 1 ml.

5.2.1.1 Pracovni podminky:

Teplota kolony teplota okoli
Pratok mobilni faze 2 ml/min.
Detekce UV vinova délka 372 nm
Injektovany objem 20 pl
Retencni ¢as (pii pouzité kolong) 10 az 15 min.

5.2.1.2 Kalibra¢ni roztoky (resp. alikvotni podil roztoku zkouseného vzorku) se nastiikuji na
kolonu a eluuji se pomoci mobilni faze (3.2.8). Z vice nastiiki a jimi provedenych
chromatografickych zaznamu se zjisti pramérné hodnoty pika olachindoxu a to jak
u kalibragnich roztoka tak i roztoku zkouseného vzorku. Zjisténé hodnoty u kalibracnich
roztoki se pouziji k sestrojeni kalibra¢niho grafu.
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Koncentrace roztoku zkouseného vzorku se zjisti z kalibracniho grafu.

5.2.2 Vlastni provedeni

Do kuzelové banky na 250 ml se odvazi takové mnozstvi zkusebniho vzorku, které obsahuje
podle predpokladaného (deklarovaného) obsahu olachindoxu ve zkouseném vzorku asi
0,5 mg olachindoxu, s piesnosti nggméné na 0,001 g, piicemz navazka zkusebniho vzorku
musi byt nggméné 2 g (ptipadna uprava na pozadované mnozstvi fedénim). Do banky se prida
piesné 90,0 ml smési aceton-voda (3.2.3), baika se uzavie zatkou a po dobu dvou hodin se
intenzivné protiepava na tiepacce (4.2.2). Pak se k suspensi piida 5 ml Carresova cinidla |
(3.2.4), promicha a 5 ml Carresova c¢inidla Il (3.2.4). Po opétném promichani se suspenze
filtruje suchym filtrem stiedni hustoty do suché kadinky, pricemz prvnich asi 10 ml se
nezachycuje. Z tohoto filtratu se odpipetuje 50 ml do odparovaci baiky (4.2.7) aroztok se na
odparce (4.2.3) odpaii na objem asi 5 ml pii teploté negvyse 50 °C. Zbytek po odpareni se
pomoci 25 ml vody a 50 ml petroletheru (3.2.6) (poznamka 8.4) pievede do délici nalevky na
100 ml a protiepe. Po oddéleni fazi se spodni vodna faze prevede do druhé délici nalevky,
opét se prida 50 ml petroletheru (3.2.6) a znovu protiepe. Vodni faze se prevede do odmeérné
banky na 50 ml, probubla dusikem (3.2.10) a zahigje na vodni lazni (4.2.5) pri teploté
pon¢kud nizsi nez 60 °C pro odstranéni stop petroletheru. Po ochlazeni se odmérna banka
doplni vodou po rysku, promicha afiltruje za snizeného tlaku (4.2.6) presfiltr sfritou (4.2.4).

Dale se postupuje podle odstavce 5.2.1.1 a5.2.1.2.

6. Vypocet avyjadieni vysledku
6.1 Metoda spektrofotometricka
Obsah olachindoxu v mg/kg (X) se vypocita podle vzorce:

X = 210°.AF.C,
A.m

kde A je korigovana hodnota absorbance zkouseného vzorku

As korigovana hodnota absorbance pracovniho standardniho roztoku olachindoxu
Cs koncentrace olachindoxu v pracovnim standardnim roztoku v mg

F faktor fedéni roztoku zkouseného vzorku
m hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g
Korigovana hodnota absorbance standardu i zkouseného vzorku se ur¢i nasledovné:

Ze zaznamu spektrofotometrické kiivky se zjisti (a to jak u standardu, tak i zkouseného
vzorku) absorbance pri vinové délce 333 nm (=Aass), pii vinové délce 400 nm (=A400) a pri
maximu absorpce (obvykle 375 nm = Ana) a korigovana hodnota absorbance (As) se vypocte
podle vzorce:
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A = A - (06269.A,, +0,373LA,;;)

6.2 Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie
Obsah olachindoxu v mg/kg (Y) se vypocita podle vzorce:
_100.C

Y="r
m

kde C je koncentrace olachindoxu v méreném roztoku zkouseného vzorku v pg/mi
m hmotnost navazky alikvotniho podilu zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminky opakovatelnosti a vyjadiuji se s presnosti na celé jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost

7.1 Pro premixy (spektrofotometricka metoda)
Nebyla dosud stanovena.

7.2 Prokrmné smés (metoda HPLC)

Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Roztoky olachindoxu jsou zna¢né¢ fotolabilni, proto se banky obaluji hlinikovou folii a
pracuje se pii tlumeném svétle. Nelze rovnéz je uschovavat do druhého dne.

Zaznam spektra v oblasti vinovych délek 333 az 500 nm Ize vyuzit jako kvalitativni dikaz
piitomnosti olachindoxu ve zkouseném vzorku. Posuzuje se charakteristicky prubéh a poloha
maxima ve srovnani se zaznamem spektra standardu.

8.2 Petrolether a methylalkohol jsou nebezpetnymi hotlavinami |.téidy, methylalkohol je
navic nebezpecnym jedem, proto pii jakékoli manipulaci s nimi  je nutné dodrzovat
bezpecnostni pravidla.

8.3 S ohledem k vysoké fotolabiliteé olachindoxu je nutné zkouseni provadét za omezeného
pristupu UV zareni.

8.4 Misto petroletheru je mozno pouzit hexan.
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1.5 Stanoveni obsahu monenzinu

1. U&d arozsah

Tento postup specifikuje podminky pro stanoveni monenzinu v krmivech a premixech.

Pro ucely této metody se pouziva tato definice: Monenzin je fermentaéni produkt kmene
Streptomyces cinnamonensis a jeho sodna sal, chemického slozeni CzsHe1011Na, Sse pouziva
jako kokcidiostatikum.

2. Princip

Obsah monensinu se stanovi na zakladé jeho inhibi¢niho u¢inku na rast testovaciho
mikroorganismus Bacillus subtilis CCM 1999 (ATCC 6633) difaznim plotnovym postupem.

3. Chemikalie
3.1 Ethylalkohol 96% (poznamka 9.1)
3.2 Extrakeni roztok, ethylalkohol (3.1) - aceton - voda, smés (12 + 5 + 3) (poznamka 9.1)
3.3 Redici roztok, ethylalkohol (3.1) - voda, smés (1 + 9)
3.4 Oxid hlinity, bazicky, pro sloupcovou chromatografii, grade F 20
3.5 Siran draselny, krystalicky
3.6 Monenzin, standardni substance - sodna sil monenzinu s t¢innosti vyjadienou v obsahu
¢istého monenzinu.
Originalni ampule se uchovavaji v temnu pii 5 °C.
3.7 Monenzin, zakladni standardni roztok
Priprava: Do odmérné banky na 100 ml se odvazi takové mnozstvi praskové standardni
substance monenzinu (3.6) s presnosti nggméné na 0,001 g, tak, aby s ohledem na
deklarovanou uc¢innost byla koncentrace monenzinu - kyseliny 1 mg v 1 ml. Prida se as
45 ml extrakeéniho roztoku (3.2) a po rozpusténi se doplni (extrakénim roztokem (3.2)
po rysku apromicha. Je staly 2 tydny pii teploté 5 °C av temnu.
3.8 Monenzin, pracovni standardni roztok (pro premixy)

Priprava: Do odmérné baiky na 250 ml se odpipetuje 20 ml zakladniho standardniho

roztoku monenzinu (3.7), doplni fedicim roztokem (3.3) po rysku a promicha. Z tohoto

roztoku se odpipetuje 20 ml do odmérné banky na 100 ml, doplni vodou po rysku a
promicha.

Pripravuje se vzdy cerstvy.
Tento roztok obsahuje 16 ng monenzinuv 1 ml.
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3.9 Monenzin, pracovni standardni roztok (pro krmné smési)

Priprava: Do odmeérné baiky na 50 ml se odpipetuje 5 ml zakladniho standardniho
roztoku monenzinu (3.7), doplni extrakénim roztokem (3.2) po rysku a promicha.
Pripravuje se vzdy cerstvy.
Tento roztok obsahuje 100 pg monenzinu v 1 ml.

3.10 Chlorid sodny, pevny

3.11 Fyziologicky roztok

Priprava: 8,0 g chloridu sodného (3.10) se rozpusti, doplni na 1000 ml a sterilizuje
20 minut pii 121 °C

3.12 Testovaci mikroorganismus Bacillus subtilis CCM 1999 (ATCC 6633)

Priprava a udrzovani kmene: Kultura se uchovava na sikmé udrzovaci pudé (3.14.2)
pri teploté 5 °C a 1krat mési¢né se preockovava. Po preockovani se vzdy inkubuje po
dobu 24 h pri teplote 37 °C v termostatu (4.6).

3.13 Sporova suspenze testovaciho mikroorganismu

Priprava sporové suspenze: Kultura vyrostla na sikmém agaru se smyje as 3 ml
fyziologického roztoku (3.11) a pienese se asepticky do Rouxovych lahvi (4.11),
obsahujicich sporulacni pudu (3.14.1). Pomoci sterilnich sklenénych kulicek se
mikroorganismus rovhomeérné rozetie po povrchu agaru. Takto pripravené Rouxovy
lahve (4.11) se inkubuji pti teploté 37 °C po dobu 7 az 10 dni. Sporulace se ovéri pod
mikroskopem (4.13) a potom se narostla kultura smyje s povrchu 25 ml fyziologického

roztoku (3.11) odstiedi (4.7), k sedimentu se prida opét 25 ml fyziologického
roztoku (3.11), suspenze se zahiiva 30 minut pri teploté 65 °C a znovu odstiedi (4.7).
Toto promyvani spor se opakuje trikrat. Nakonec se suspenze spor prevede do
kuzelové banky a zahiiva se 30 minut pii teploté 65 °C. Takto piipravena suspenze
spor predstavuje zakladni inokulum, které uchovavano pii teploté 4 °C je pouzitelné
po dobu 6 mésici.

Koncentrace sporosuspenze se urcuje experimentalni testaci. Ma byt takova, aby
velikost inhibi¢ni zony pri fedéni 4 ug/ml byla 22 mm, coz odpovida asi 0,2 az 0,3 ml
sporosuspenze na 100 ml agaru.

3.14 Zivné pady
3.14.1 Sporulacni pada, zivny agar ¢. 2 suseny SEVAC

Priprava: 40 g zivného agaru se rozpusti v 1 000 ml teplé vody, piida se 400 mg
siranu manganatého (3.15), povari se, rozdéli po 250 ml do Rouxovych lahvi (4.11)
asterilizuje 20 minut pri tlaku 0,05 MPaateplot¢ 110 °C.

3.14.2 Udrzovaci puda, zivna agar ¢. 2 SEVAC

Pripravas Stgjna jako u sporulacni pudy (3.14.1) kromé  piidavku siranu
manganatého, pired sterilaci se rozdéli do zkumavek po 7 az 9 ml a po sterilizaci se
necha utuhnout v sikmé poloze.
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3.14.3 Testovaci puda

Priprava: 0,7 g hydrogenfosforecnanu draselného, 0,45g dihydrogenfosforecnanu
draseiného 10,0g glukosy, 1509 agaru (nebo Bacto-agaru Difco) a
2,5 g kvasni¢ného autolyzatu "SEVAC" se rozpusti v 1 000 ml vody, pH upravi na
hodnotu 6,0 a rozlije po 300 ml do ban¢k na 500 ml. Sterilizuje se 15 minut pri
pietlaku 0,05 MPa.

3.15 Siran manganaty, pevny

4. Pristroje a pomucky

4.1 Plotnasklenéna 360 mm x 360 mm nebo 250 mm x 250 mm

4.2 Ram ¢tvercovy kovovy o délce vnitini hrany 340 mm nebo 200 mm
4.3 Korkovrt priméru 9 mm

4.4 Vodovaha

4.5 Podlozka vyrovnavaci regulovatel na

4.6 Termostat vhodnych parametri

4.7 Odstredivka vhodnych parametra s piislusenstvim

4.8 Lazen vodni stermostatem

4.9 Trubice chromatograficka s kohoutem, délky 500 mm, vnitini svétlost 20 mm, bez frity
4.10 VataAKUVER

4.11 Lahev Rouxova

4.12 Pipetapodle Pasteura

4.13 Laboratorni tiepacka

4.14 Mikroskop vhodné konstrukce

5. Postup
5.1 Premixy

5.1.1 Odvazi se asi 2 g zkusebniho vzorku s presnosti 0,001 g do kuzelové banky na 250 ml,
piida se presné 100 ml ethylalkoholu (3.1) (poznamka 9.2) a tiepe se 15 minut na tiepacce
(4.13). Potom se suspenze zfiltruje nebo odstiedi.

Supernatant se naredi fedicim roztokem na testovaci koncentraci 8; 4a 2 ug monenzinu
v 1 ml (poznamka 9.4).

5.1.2 Paraelné se pripravi z pracovniho standardniho roztoku (3.8) fedénim vodou testacni
koncentrace standardi 8 ; 4 a2 ug monenzinuv 1 ml.
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5.1.3 300ml (70 ml) rozehiaté testovaci pudy (3.14.3) zchlazené asi na 60 °C se naockuje
sporovou suspensi (3.13). Naoc¢kovana pada se rozlije na plotnu (4.1) opatienou ramem a
umisténou ve vodorovné poloze (4.4). Po ztuhnuti agarové vrstvy se plotna ulozi na 1 hodinu
do chladni¢ky. Pak se v pravidelnych vzdalenostech vyhloubi korkovrtem v padé 9 x 9 (6 x 6)
jamek, do nichz se vnasgji jednotlivé testované roztoky a kalibraénimi roztoky standardi
Pasteurovou pipetou (4.12). Standardy se pIni do 3 ¥ad pod sebou ve stiedu plotny, testované
roztoky zkouseného vzorku po obou stranach odpovidajici koncentraci standardu. Plotna (4.1)
se inkubuje 16 az 18 hodin pti 37 °C.

Praméry vzniklych inhibi¢nich zon se méfi posuvnym meiitkem s presnosti 0,1 mm.
52 Krmné smési

5.2.1 Odvazi se 10 az 20 g zkusebniho vzorku s piesnosti 0,01 g do kuzelové banky na
250 ml, piida se presn¢ 100 ml ethylalkoholu (3.1) (poznamka 9.3) a necha se volné
extrahovat 3 hodiny za ob¢asného promichani nebo pies noc v chladni¢ce. Po skonceni
extrakce se roztok Zfiltruje.

5.2.2 Priprava chromatografické kolony : Na dno chromatografické trubice se vlozi maly
smotek vaty AKUVER (4.10), vsype se oxid hlinity (3.4), ato po nékolika vrstvach, z nichz
kazda se mirné stlaci, do vyse asi 7cm. Potom se kvantitativné prevede na kolonu
25 ml filtratu a necha protékat. Sloupec se promyva dalsimi podily extrakéniho roztoku (3.2)
v davkach po 5ml. Eluat se jima do odmérné banky na 50 ml, tato se doplni extrakénim
roztokem (3.2) po rysku a promicha.

Dale se fedénim redicim roztokem (3.3) pripravi testovaci koncentrace 8 ; 4 a 2 ug monenzinu
v 1 ml (poznamka 9.4).

5.2.3 Vedle toho se pripravi standardni kalibracni roztoky: 20 az 25 ml pracovniho
standardniho roztoku (3.9) se prevede na chromatograficky sloupec (4.9) a eluuje stging, jak
uvedeno v odstavci 5.2.2.

5.2.4 300 ml (70 ml) rozehtaté pady (3.14.3) a zchlazené asi na 60 °C se naockuje sporovou
suspensi (3.13). Naoc¢kovana puda se rozlije na plotnu (4.1) opatienou ramem (4.2) utésnénym
malym mnozstvim agarové pudy a umisténou ve vodorovné (4.4) poloze. Po ztuhnuti agaru se
ulozi plotna (4.1) na 1 hod do chladni¢ky. Pak se v pravidelnych vzdalenostech vyhloubi
v pudé korkovrtem (4.3) 9x 9 (6 x 6) jamek asi 25 az 30 mm od sebe, do kterych se vnaseji
jednotlivé testované roztoky a kalibracni roztoky standardu. Standardy se plni do 3 (2) fad pod
sebou ve stiedu plotny, po obou stranach se pIni do 3 (2) fad testované roztoky zkouseného
vzorku, odpovidajici svou koncentraci piislusnému fedéni standardu. Plotna (4.1) se inkubuje
18 az 20 hod pii teploté 37 °C v termostatu (4.6). Praméry vzniklych inhibi¢nich zony se méfi
posuvnym metitkem s piresnosti 0,1 mm.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
Obsah monenzinu v mg/kg se vypocita podle Prilohy 10, ¢ast 7.1.

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na jednotky mg/kg.
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7. Opakovatelnost
Nestanovena.

8. Reprodukovatelnost
Rozdil mezi dvéma vysledky zkousek stejného vzorku provadénymi ve dvou laboratorich

nesmi prekrocit pti obsahu monensinu : od 20 do 25 mg/kg  40% relat.

od 25 do 50 mg/kg 10 mg/kg
od 50 do 100 mg/kg 20% relat.

od 100 do 200 mg/kg 20 mg/kg
nad 200 mg/kg 10% relat.

9. Poznamky

9.1 Ethylalkohol a aceton jsou nebezpecnymi hotlavinami  |.téidy, proto pii jakékoli
manipulaci snimi je nutno dodrzovat bezpecnostni pravidla.

9.2 Navazka zkusebniho vzorku i objem extrakéniho roztoku je mozno upravit s ohledem na
deklarovany obsah monenzinu ve zkouseném vzorku tak, aby vysledna koncentrace
monenzinu ve vyluhu byla minimalné 10 pg/1 ml.

9.3 Maximalni hmotnost navazky krmné smési je 40 g. Pokud pii této navazce neni mozno
dosahnout pozadované koncentrace monenzinu ve vyluhu 10 ug/ml, je tieba do postupu
zaradit odpareni ur¢itého mnozstvi filtratu na vakuové odparce pii teploté maximalné 40 °C.
Odparek se rozpusti v extrakénim roztoku (3.2) a dale se postupuje podle bodu 5.2.2.

9.4 Vyluhy zkouseného vzorku a kalibracni roztoky standardu se pripravuji tésné pied
vlastnim stanovenim.
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1.6  Stanoveni obsahu monensinu (salinomycinu a narasinu)

1. Ukel arozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni monensinu, salinomycinu a narasinu v krmivech a
premixech pro obsahy od 0,2 mg/kg u monensinu aod 1,5 mg/kg u salinomycinu narasinu.

Pro ucely této metody se pouziva tato definice: monensin, salinomycin a narasin  jsou
ionoforni polyetherické monokarboxylové kyseliny (IPMA), sumarnich vzorci :

Monensin sodna sil- C3sHg1O11N8a, volna kyselina CzsHg2O11;
salinomycin sodna sl - C4HggO11Na, volna kyselina CyH70011;
narasin - CuzH72011.

2. Princip

Obsah monensinu salinomycinu a narasinu se stanovi po extrakci vzorku smésnym
rozpoustédlem a precisténi na pevné fazi metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie
nareverzni fazi s postkolonovou derivatizaci a UV detektorem.

3. Chemikalie a zkusebni pomiicky

31 Voda, cistotaHPLC

3.2 Methanol, CH30H, ¢istotaHPLC

3.3  Dichlormethan, CH.Cly, hr = 1,32 g.cm™

34  Kysdinasirova, HySO, r = 1,83 g.cm™, &istota HPLC nebo ch.é.

35 Octan ethylnaty; ¢istoty > 99,5 %, C4HgO-,

3.6 Hexan; cistoty > 90 %, CgH14

3.7 Aceton; ¢istoty > 99,5 %, CH3;COCHj;

3.8 Kyselina octova, cistota HPLC, &istota 100 %, CH;COOH, h = 1,05 g.cm™
3.9 Kyselina octova, roztok 5 %

Priprava: V odmérné barnce na 100 ml se smisi 70 ml vody a 5,0 ml kyseliny octové
(3.8), vytemperuje nalaboratorni teplotu, vodou se doplni po znacku a promicha.

3.10 Mobilni faze

Priprava: V odmeérné barce na 1000 ml se smisi asi 925 ml methanolu (3.2) a 75,0 ml
kyseliny octové (3.9), vytemperuje na laboratorni teplotu, doplni methanolem (3.2) po
znacku a promicha.

3.11 p-N,N’-dimethylaminobenzaldehyd (p-DMBA), CoH11NO, napi. Sigma, D 8904, (light
sensitive)
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3.12Derivatiza¢ni ¢inidlo

3.13

3.14

3.15
3.16

3.17

Priprava: Do odmérné baiky na 500 ml se odméii 250 ml methanolu (3.2), opatrné se
piida 15,0 ml kyseliny sirové (3.4) (chlazeni !) a v této smési se rozpusti 17,5 g p-
DMBA (3.11), ochladi se nalaboratorni teplotu, doplni methanolem (3.2) po znatku a
promicha. Smés se uchovava v chladu (pri teploté do 10 °C) a ve tme. Stabilni
maximalné 21 dni.

Monensin, sodna sil, monohydrat, standardni substance, ¢istota min. 89,9 %, napr.
Riedel-deHaén, VETRANAL, Cat.No. 61200.

Salinomycin, sodna stl, hydrat, C4HeeO11Na.2,5H,0, cistota min. 97 %, napi. Riedel-
deHaén, VETRANAL, Cat.N0.40820,

nebo salinomycin, sodna sil, bezvoda forma, min. ¢istota 98%, napr. Hoechst.
Narasin, min. ¢istota 97 %, napi. Sigma, Cat.No. N-1271
Zakladni roztok smésny

Priprava : Do odmérné bainky na 100 ml se navazi postupné takové mnozstvi
monensinu (3.13), salinomycinu (3.14) a narasinu (3.15), aby vysledna koncentrace
odpovidala 0,2 mg sodnych soli monensinu a salinomycinu a 0,2 mg narasinu v 1 ml.
Baika se doplni methanolem (3.2) po znactku a promicha.

Kolonky pro SPE 500 mg Silica, napt. Waters - Sep-Pak Plus Cartridges Silica,
WAT020520

3.18Methanoal, roztok 90 %

Priprava : Do odmérné banky na 1000 ml se odméii 100,0 ml vody, prida se 800 ml
neutralniho methanolu (3.2), promicha, vytemperuje na laboratorni teplotu, doplni
methanolem (3.2) po zna¢ku a promicha.

3.19Extrakeni roztok 20 % octanu ethylnatého v hexanu

Priprava : Do odmérné baiky na 1000 ml se odméii 200 ml octanu ethylnatého (3.5),
doplni n-hexanem (3.6) po znatku a promicha.

3.20Promyvaci roztok pro SPE (5 % aceton v dichlormethanu)

321

3.22

Pripravac Do odmeérné banky na 250 ml se odméii 12,5 ml acetonu (3.7), doplni
dichlormethanem (3.3) po znatku a promicha.

Elu¢ni roztok pro SPE (8,0 % roztok methanolu v dichlormethanu)

Priprava : Do odmérné baiky na 500 ml se odmeii 40,0 ml methanolu (3.2), doplni
dichlormethanem (3.3) po znatku a promicha.

Fosfatovy tlumivy roztok : V odmérné bance na 1000 ml se rozpusti 0,2282 g
trihydratu hydrogenfosfore¢nanu draselného KoHPO4.3H,O ve 300 ml vody a po
rozpusténi se doplni methanolem (3.2) po znacku a promicha (chlazeni).

Pristroje
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4.1  Chromatograf kapalinovy vysokouc¢inny (dale jen pristroj HPLC) s prislusenstvim
4.2  Tiepacka mechanicka laboratorni

4.3  Koncentrator vzorku

4.4  Ultrazvukova lazen

45  Odstiedivka laboratorni

4.6  Extrakéni jednotka (napr. spe 12 J.T. Baker)

5. Postup

V zorek se upravuje homogenizaci a mletim na ¢astice o velikosti 1,0 az 0,5 mm tak, aby
se zabranilo piehiati vzorku béhem homogenizace a srotovani a uprava vzorku se
provadi tésné pred jeho extrakci a dalsim zpracovanim, aby se zabranilo ztratam IPMA.
Roztoky IPMA se musi chranit pred ptimym slune¢nim svétlem a UV svétlem (roztoky
se chrani hlinikovou folii nebo se uchovavaji ve skle nebo v jiném materialu, které
nepropousti UV-zareni). Za umelého osvétleni jsou roztoky stabilni.

5.1  Extrakce aprecisténi extraktu na pevné fazi

Do konické banky na 250 ml se zabrusem se navazi takové mnozstvi zkusebniho vzorku, aby
obsahoval asi 0,1 az 100 mg IPMA s presnosti na 0,001 g (0,5 g pro zakladni substance a
trituraty, 5 g pro premixy doplikovych latek, 20 g az 30 g pro krmné smési). Zkusebni vzorek
trituratu se prelije 200,0 ml methanolu (3.18), zkusebni vzorek premixu se pielije 100,0 ml
methanolu (3.18) a zkusebni vzorek krmné smési se pielije 100,0 ml extrakéniho roztoku
(3.19). Banka se uzavie zatkou a tiepe se na laboratorni tiepacce (4.2) 30 minut. Poté se
filtruje suchym skladanym filtrem do suché podlozené nadoby, piicemz prvnich 2 az 5ml se
nepouzije.

511 Krmnésmes

Na extrakéni jednotku (4.6) se nasadi kolonka Silica (3.17), kondicionuje se 4 ml extrakéniho
roztoku (3.19) a poté se na kolonku nanese takové mnozstvi extraktu, aby vysledna
koncentrace lezelav rozmezi 3 az 25 mg/l, maximalné viak 5 ml extraktu ziskaného podle 4.1
(poznamka 10.1). Extrakt se necha vsaknout tak, aby nedoslo k vyschnuti kolonky, promyje se
2 krat 4 ml promyvaciho roztoku (3.20) a poté se IPMA eluuje do 10 ml vialky 8 ml elu¢niho
roztoku (3.21). Eluat se odpari na koncentratoru vzorka (4.3) pod proudem dusiku pii 50 °C,
odparek se zalije 2,0 az 5,0 ml fosfatového pufru (3.22) tak, aby vysledna koncentrace lezela
vrozmezi 4 az 40 mg/l. Extrakt se promicha, rozpusti na ultrazvuku (4.4) (30s) a
vytemperuje nalaboratorni teplotu. Pred nastiikem na chromatografickou kolonu se extrakt
odstiedi na laboratorni odstiedivce (4.5) po dobu 5 minut pii 10 000 otackach za minutu

5.1.2 Trituraty a premixy doplnkovych latek

Podle deklarovaného obsahu IPMA se extrakt ziskany podle 4.1 naredéni fosfatovym pufrem
(3.22) tak, aby vysledna koncentrace lezela v oblasti kalibracni kiivky. Pred nastiikem na
chromatografickou kolonu se extrakt odstiedi na laboratorni odstiedivce (4.5) po dobu 3
minut pii 10000 ot./min.
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52 Stanoveni metodou HPLC

5.2.1 Chromatografické podminky

Vlastni méieni, jak kalibracnich roztoka tak i extrakti zkusebnich vzorku, se provadi za
nasledujicich separacnich podminek chromatografického systému .

Nasledujici podminky jsou doporucené, mohou byt pouzity jiné podminky, za predpokladu, ze

daji rovnocenné vysledky.

Pozadované valida¢ni parametry pro separaci na analytické koloné :

Kolona:

Mobilni faze:

Pratok mobilni faze:

Teplota kolony:

Pratok derivatizacniho ¢inidla
Objem derivatizacni smycky:

Vnitini pramér deriv. smycky

Teplotaderivat. postkolon. systému:

Detektor UV:

Objem nastriku:

RetTime: pro uvedenou kolonu pri
teploté okoli (min) : monensin
salinomycin

narasin

kapacitni faktor k 3 2,5
tailing faktor t, £ 1,35

rozliseni monensin B/monensin A - R3 1,3
monensin A/salinomycin- R3 1,5
salinomycin/narasin- R3 1,5.

Cig-reverzni faze, Nova-Pak Cig, 4 mm, 150 x 3,9 mm
nebo obdobna.

viz 3.10, pii pouziti alternativni kolony se musi
mobilni faze upravit tak, aby vyhovovala
pozadovanym validacnim parametram.

0,6 ml/min
38 °C nebo teplota okoli
0,8 ml/min
1000 m
0,25 mm
(90-95)°C+2°C
598 nm
50 n

4,8
5,6
6,5

Pratok mobilni faze, derivatizacniho ¢inidla ateplota derivatizace musi byt zachovany.

53 Kalibrace

Do sady odmérnych banék na 25 ml se pipetuje 0,5; 1,0; 2,0 a 5,0 ml zakladniho roztoku
IPMA (3.16), doplni fosfatovym tlumivym roztokem (3.22) po znacku a promicha. Takto
naredéné pracovni roztoky odpovidaji koncentraci 4,0; 8,0; 16,0 a 40,0 mg/l. Na
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chromatografickou kolonu se nanasi 50 M pracovniho roztoku. Z pramérnych hodnot jim
odpovidajicich ploch pikt se sestroji kalibra¢ni kiivka.

6. Vypocet

Obsah monensinu (Xy) vyjadieny v mg/kg se rovna souctu obsahu monensinu A a B, které se
vypoctou podle vzorce:

o B A, O
c"V'R él + A =" Fel
X, = M 2
ma
kde c je koncentrace monensinu A odectena z kalibracni kiivky pro standard
monensinu A v mg/l
My hmotnost zkusebniho vzorkuv g
\% objem extraktuv ml
R zied’ovaci faktor
Fp korelacni faktor pro mikrobiologickou aktivitu monensinu B; Fr = 0,28
Avs plocha piku monensinu B
Ama plocha piku monensinu A

Obsah salinomycinu (Xs) anarasinu (Xn) vyjadieny v mg/kg se vypocte podle vzorce:

c’V'R
Xsiny =
ma
kde c je koncentrace salinomycinu nebo narasinu odectena z kalibracni kiivky v
mg/|

My hmotnost zkusebniho vzorkuv g
\% objem extraktu v ml
R zied’ovaci faktor

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
pti obsahu monensinu : od 0,2 do 30 mg/kg 15 % relat.

od 30 do 90 mg/kg 4,5 mg/kg
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nad 90 mg/kg 5% relat.

8. Reprodukovatelnost
Rozdil mezi dvémavysledky zkousek stejného vzorku provadénymi ve dvou laboratorich

nesmi prekrocit pii obsahu monensinu :

do 30 mg/kg 5 mg/kg

od 30 do 100 mg/kg 15 % relat.
od 100do 200 mg/kg 15 mg/kg
od 200do 50 000 mg/kg 10 % relat.

M ez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 0,2 mg/kg.

0. M ez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 0,5 mg/kg pro monensin, 1,5 mg/kg pro salinomycin a narasin..

10. Poznamky

10.1 U vzorka sobsahem IMPA pod 5 mg/kg se kolonka kondicionuje 5 ml extrakéniho
roztoku (3.19) a poté se na kolonku nanese 10 ml extraktu ziskaného podle 4.1. Extrakt se
necha vsaknout tak, aby nedoslo k vyschnuti kolonky, promyje se 2 krat 6 ml promyvaciho
roztoku (3.20) a poté se IPMA eluuje do 10 ml vialky 8 ml elu¢niho roztoku (3.21). Dale se
postupuje stejné jako u krmnych smési.
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1.7 Stanoveni obsahu salinomycinu

1. Utd arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni salinomycinu v premixech a krmnych
smésich.

Pro ucely této metody se pouziva tato definice: Salinomycin je stimulator rastu a
antikokcidikum. Po chemické strance je to sodna sil polyetheru kyseliny monokarboxylové,
sumarniho vzorce C4HggO1:Na, produkované kmenem Streptomyces albus.

2. Princip

Salinomycin se stanovi na zakladé inhibi¢niho a¢inku na rast testovaciho mikroorganizmu
Bacillus subtilis ATCC 6633 difuzni plotnovou metodou.

3. Chemikalie

3.1 Ethylalkohol 96 % (poznamka 8.1)
3.2 Ethylalkohol 90 % (poznamka 8.1)
3.3 Ethylalkohol 25 %

3.4 Fyziologicky roztok

Priprava: 8,0 g chloridu sodného (3.10) se rozpusti, doplni na 1000 ml a sterilizuje
20 minut pii 120 °C

3.5 Siran manganaty (MnSQOy,), pevny

3.6 Oxid hlinity, bazicky pro sloupcovou chromatografii

3.7 Salinomycin, standardni substance 0 znamé u¢innosti

3.8 Salinomycin, zakladni standardni roztok (pro premixy i krmné smési)

Priprava: Do odmérné banky na 100 ml se odvazi takové mnozstvi standardni substance
salinomycinu (3.7), s ohledem na deklarovanou ucinnost, s piesnosti ngméng na

0,001 g, které vytvoii koncentraci salinomycinu 1 mgv 1 ml. Toto vypoétené a
navazené mnozstvi se rozpusti v 96 % ethylalkoholu (3.1), doplni jim po rysku a
1promicha.

Uchovava se v chladni¢ce pri 4 °C atakto uchovan je roztok stabilni po dobu 14 dni.
3.9 Salinomycin, pracovni standardni roztok

Priprava: Ze zakladniho standardniho roztoku salinomycinu se vhodnym fedénim 25 %
ethylalkoholem (3.3) pripravi testaéni koncentrace4; 2al ugv 1 ml (poznamka 8.3).
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3.10 Testovaci mikroorganismus Bacillus subtilis ATCC 6633 (CCM 1999)

Priprava a udrzovani kmene: Zakladni kmen je udrzovan pravidelnym preo¢kovanim
nasikmém masopeptonovém agaru, inkubovan pii teplot¢ 37 °C 18 az 24 hod a
uchovavan pii teploté 4 °C.

3.11 Zivné médium &. 1 pro péstovani testainiho kmene

Slozeni:  Pepton 6,09
Pankreat.hydrolyzat kaseinu 4049
Extrakt kvasni¢ny 30¢g
Extrakt masovy 159
Glukosa 109
Agar 12,09

Voda doplnit do 1 000 ml Sterilizuje se 15 minut pii teploté 121 °C.
3.12 Sporova suspenze testovaciho mikroorganizmu

Priprava: Narust kultury nasikmém agaru se smyje 3 ml fyziologického roztoku (3.4) a

pienese asepticky do Rouxovy lahve (4.11) obsahujici 300 ml zivného media¢. 1

(3.11), ke kterému se pridalo 300 mg siranu manganatého (3.5). Pomoci sterilnich

sklenénych kulicek se mikroorganismus rovnomérné rozestre po povrchu zivného
media.

Takto pripravené Rouxovy lahve (4.11) se inkubuji pti teploté 37 °C po dobu 7 az
10 dni. Sporulace se ovéii pod mikroskopem (4.13) a potom se narostla kultura smyje
s povrchu 25 ml fyziologického roztoku (3.4) odstiedi (4.4), k sedimentu se piida opét 25 ml
fyziologického roztoku (3.4), suspenze se zahiiva 30 minut pii teploté 65 °C a znovu
odstiedi (4.4). Toto promyvani spor se opakuje tiikrat. Nakonec se suspenze spor pirevede do
kuzelové banky a zahtiva se 30 minut pii teploté 65 °C. Takto piipravena suspenze spor
piedstavuje zakladni inokulum, které uchovavano pri teploté 4 °C je pouzitelné po dobu 6
meEsicil.

K oncentrace sporosuspenze se uréuje experimentalni testaci. Ma byt takova, aby
velikost inhibi¢ni zony pii fedéni 4 ug/ml byla22 mm, coz odpovida asi 0,2 az 0,3 ml
sporosuspenze na 100 ml agaru.

3.13 Zivné médium ¢&. 2 pro vlastni testaci - testovaci ptida

Slozeni:  Hydrogenfosfore¢nan draselny (K;HPO,) 0,699
Dihydrogenfosforecnan draselny (KH,POy,) 045¢
Extrakt kvasni¢ny 250
Glukosa 10,0 ¢
Agar 120 g

Vodadoplnit do 1 000 ml Sterilizuje se 15 minut pii teploté 121 °C.

271



4. PFistroje a pomucky

4.1 Plotnasklenéna 360 mm x 360 mm nebo 250 mm x 250 mm
4.2 Ram kovovy 340 mm x 340 mm nebo 200 mm x 200 mm
4.3 Korkovrt o priméru 9 mm

4.4 Odstredivka vhodné konstrukce s prislusenstvim

4.5 Termostat vhodné velikosti

4.6 Trepackalaboratorni

4.7 Podlozka vyrovnavaci regulovatelna

4.8 Vodovaha

4.9 Pipety podle Pasteura

4.10 Trubice chromatograficka s kohoutem, pramér 20 mm bez frity
4.11 Lahev Rouxovanal 000 ml

4.12 Mg¢ritko posuvné

4.13 Mikroskop vhodné konstrukce

5. Postup
5.1 Premixy

5.1.1 Odvazi se as 10 g zkusebniho vzorku s presnosti 0,01 g do kuzelové baiky na 250 mli
(poznamka 8.2), prida se presn¢ 100 ml ethylalkoholu (3.2) a 30 minut se protiepava na
tiepacce (4.6). Filtruje se pres suchy stiedné husty filtr do suché kadinky, piicemz prvni podil
filtratu se nezachycuje. Filtrat se dale tedi ethylalkoholem (3.3), s ohledem na ocekavany
(deklarovany) obsah salinomycinu ve zkouseném vzorku, na koncentrace 4; 2a 1ug
salinomycinu v 1 ml (poznamka 8.3).

5.1.2 Testovaci plotna se piipravi nasledovné:

Na sterilni sklenénou plotnu (4.1) s kovovym ramem (4.2) utésnénym malym mnozstvim
agarové pudy, upravenym do vodovahy (4.8), se nalije 60 nebo 300 ml (podie velikosti
pouzité plotny) rozehraté testovaci pady (zivné médium ¢. 2 - 3.13), ktera je ochlazena na
teplotu 60°C a naockovana vhodnym mnozstvim sporové suspenze testovaciho
mikroorganizmu (3.12). Po utuhnuti agarové vrstvy se plotna (4.1) vlozi na 1hod. do
chladnicky. Potom se v pravidelnych vzdalenostech vyhloubi korkovrtem (4.3) v piadé 6 x 6
nebo 9 x 9 jamek, do nich se vnasgji vzorky i standardy pomoci Pasteurovych pipet (4.9).
Testaéni koncentrace standardu (3.9) se plni do tii nebo dvou fad ve stredu plotny, testované
koncentrace vzorku (viz 5.1.1) po obou stranach plotny na strany odpovidajici prislusnému
fedéni standardu. Plotny (4.1) se inkubuji 16 az 18 hod pii teploté 37 °C. Praméry vzniklych
inhibi¢nich zon se odméiuji posuvnym meéiitkem (4.12) s presnosti na 0,1 mm.
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5.2. Krmné smés

5.2.1 Do kuzelové banky vhodného objemu (poznamka 8.2) se odvazi asi 10 g zkusebniho
vzorku s piesnosti nggméné na 0,01 g (poznamka 8.2), prida se urcené presné mnozstvi
(poznamka8.2) ethylalkoholu (3.2) a 30 minut se vytiepava na tiepacce (4.6). Vznikla
suspenze se pievede na chromatografickou kolonu, ktera je pripravena tak, ze do
chromatografickeé trubice (4.10) ve svislé poloze se na dno vlozi smotek vaty, trubice se naplni
do vysky asi 75 mm oxidem hlinitym (3.6). Eluat se dale redi ethylalkoholem (3.3) s ohledem
na ocekavany (deklarovany) obsah salinomycinu ve zkouseném vzorku, na koncentrace 4 ; 2 a
1 ug sainomycinu v 1 ml (poznamka 8.3).

Dale se postupuje podie 5.1.2 .

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
Obsah salinomycinu v mg/kg se vypocita podle Prilohy 10, ¢ast 7.1

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost

7.1 Pro premixy

Nebyla dosud stanovena.
7.2 Prokrmné smési

Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Ethylalkohol je nebezpetnou hotlavinou I. tiidy a proto pii jakékoli manipulaci s nim je
nutno dodrzovat bezpecnostni pravidla
8.2 Navazka zkusebniho vzorku i objem extrakéniho roztoku se voli s ohledem na

deklarovany obsah salinomycinu ve zkouseném vzorku tak, aby vysledna koncentrace
salinomycinu ve vyluhu byla 10 pg/1 ml.

8.3 Vyluhy zkouseného vzorku a kalibratni roztoky standardu se pripravuji tésné pied
vlastnim stanovenim.
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1.14 Stanoveni obsahu avoparcinu

Tato metoda je prekladem EU metody, uvedené v Official Journal no L 257,10/09/81

1A. Ugd arozsah

Tato metoda je uréena pro stanoveni avoparcinu v krmivech a premixech. Spodni limit
stanoveni je 2 mg/kg (2 ppm). Pritomnost polyetherovych antibiotik maze rusit stanoveni.

2A. Princip

Vzorek se extrahuje smeési aceton-voda-kyselina chlorovodikova. Antibioticka aktivita
extraktu se stanovi mérenim difuze avoparcinu v agarovém médiu s naockovanym
mikroorganizmem Bacillus subtilis ATCC 6633. Difuze se projevuje tvorbou inhibi¢nich zon
mikroorganizmu. Pramér téchto zon je povazovan za piimo umeérny logaritmu antibiotické
koncentrace v rozsahu pouzitych koncentraci.

3A. Mikroorganismus Bacillus subtilis ATCC 6633 (CCM 1999)
3A.1 Udrzovani kmene

Zkumavky se sikmym agarem (4.1) se naoc¢kuji kulturou Bacillus subtilis a inkubuji se
pies noc pii teploté 30 °C. Poté se zkumavky uchovavaji pii teploté asi 4 °C. Preockovani se
provadi jedenkrat mési¢né.
3A.2 Priprava sporové suspenze (poznamka 10.1)

Narast zakladni kultury na nadavno piirpaveném sikmém agaru (3.1) se smyje 2 - 3 ml
sterilni vody. Pomoci této suspenze se naockuje 300 ml kultivaéniho média (4.1) v Rouxové
lahvi ainkubojese 3 - 5 dna pii 30 °C. Po mikroskopické kontrole sporulace se smyje
narostla kultura 15 ml ethanolu (4.2) a dukladn¢ se promicha. Takto piipravena
suspenze mize byt uchovavana pii teploté 4 °C alesponn 5 mésicu.

4A. Kultivaéni média a chemikalie
4.1 Kultivaéni medium (poznamka 10.2)

Priprava: Odvazi se 6 g peptonu
4 g tryptonu
3,0 g kvasni¢ného extraktu
1,5 g masového extraktu
1,0 g glukosy
15,0 g agaru,
doplni se vodou do 1000 ml, pH se po sterilaci upravi na 6,5
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4A.2 Ethylalkohol, 20% roztok
Priprava: 200 ml ethylalkoholu se ziedi 800 ml vody
4A.3 Kysdlinachlorovodikova (h=1,19 g/ml)
4A .4 Hydroxid sodny, roztok c(NaOH) = 2 mol/I
4A.5 Tlumivy fosfore¢nanovy roztok, ¢ = 2 mol/I

Priprava:13,6 g dihydrogenfosforecnanu draselného (KH2PO,), voda do 1000 ml, pH se
upravi na hodnotu 4,5.

4A.6 Smées aceton - voda - kyselina chlorovodikova (4.3) : 65-32,5- 2,5

4A.7 Avoparcin siran, standardni substance s ovéienou ¢i deklarovanou aéinnosti

5A. Standardni roztoky

Rozpusti se piesné odvazené mnozstvi asi 10 mg standardni substance (4.7) ve
fosforecnanovém tlumivém roztoku a nafedi se timto tlumivym roztokem tak, aby vznikl
zasobni roztok o koncentraci 100 ng avoparcinu v 1 ml. Uchovavan v uzaviené lahvi
pii teploté 4 °C je zasobni roztok staly po dobu 7 dnu.

5A.1 Pro premixy

Postupnym fedénim zasobniho roztoku (5) tlumivym roztokem (4.5) se ziskaji nasledujici
roztoky :

S8 4,0 m/ml
A 2,0 mi/ml
S2 1,0 m/ml
S1 0,5 m/ml
5A.2 Pro krmiva
S8 2,0 mi/ml
A 1,0 m/ml
S2 0,5 m/ml
S1 0,25 m/ml

6A. Priprava extraktu a zkusebniho roztoku
6A.1 Premixy

Odvazi se takové mnozstvi zkusebniho vzorku s piesnosti ngméné na 0,001 g, aby
obsahovalo 10 az 100 mg avoparcinu. Navazka se pienese do odmeérné baiky na 100 ml, piida
se 60 ml extrakéni smési (4.6) atiepe se 15 minut na mechanické trepacce. Zkontroluje se pH
a pokud je tieba, upravi se pomoci kyseliny chlorovodikové (4.3) na hodnotu 2. Objem se
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upravi extrakéni smeési (4.6) po rysku, dukladné promicha afiltruje pies vhodny filrtacni papir
(napt. Whatman ¢. 1), pricemz prvnich 5 ml filtratu se odlije. Z filtratu se odpipetuje vhodny
objem, pH se upravi pomoci hydroxidu sodného (4.4) nahodnotu 4,5. Tento roztok se naredi
tlumivym roztokem (4.5) tak, aby se ziskal roztok o koncentraci 4 mi / ml (U8). Dalsim
postupnym fedénim (1+ 1) tlumivym roztokem se piipravi roztoky U4 (predpokladana
koncentrace 2 m / ml), U2 (predpokladana koncentrace 1 m / ml) a Ul (predpokladana
koncentrace 0,5 m / ml).

6A.2 Krmiva

Odvazi se 50 g zkusebniho vzorku atiepe se 30 minut na mechanické tiepacce se 100 mi
extrakéni smési (4.6). Extrakt se vyceri centrifugaci v uzavienych centrifuganich
zkumavkach a z ného se odpipetuje vhodny objem (viz tabulka 1), pH se upravi pomoci
hydroxidu sodného (4.4) nahodnotu 4,5. Tento roztok se naredi tlumivym roztokem (4.5) tak,
aby se ziskal roztok o koncentraci 2 m / ml (U8) (tabulka 1). Dalsim postupnym fedénim (1 +
1) tlumivym roztokem se piipravi roztoky U4 (predpokladana koncentrace 1 mt / ml), U2
(predpokladana koncentrace 0,5 m / ml) a U1 (predpokladana koncentrace 0,25 m / ml).

Tabulka 1

Predpokladany obsah avoparcinu mg/kg 5 7,5 10 15 20 40
navazka zkusebniho vzorku v g (x 0,1) 50 50 50 50 50 50
objem extrakéni smesi (4.6) v mli 100 100 100 100 100 100
pipetovany objem vz¢ireného extraktuv ml - 20 15 20 15 20 10
konecny objem U8 v ml 25 25 50 50 100 100
Ocekavana koncentrace U8 v ng /ml 2 asi 2 2 asi 2 2 2

7A. Vlastni postup
7A.1 Naockovani zkusebni pudy

Zkusebni pada (4.1) se naoc¢kuje sporovou suspenzi (3.2) pii teploté 50 - 60 °C. Pri predbézné
zkousce na plotnach se zkusebni ptdou (4.1) se stanovi mnozstvi sporové suspenze, potiebné
pro ziskani co negjvétsich a ngjjasnéjsich ihibi¢nich zon s riznymi koncentracemi avoparcinu.
7A.2 Pripravaploten

Difuze do agaru je provadéna na plotné za pouziti ¢tyi koncentraci standardniho roztoku
avoparcinu (S8, $4, S2 a S1) a ¢tyi koncentraci extraktu (n8, i, n2 a ). Na kazdé plotné
musi byt v§echny ¢tyii koncentrace standardniho roztoku avoparcinu. Ke stanoveni se pouzije
plotna, na kterou je mozno do agaru vyhloubit nggméné osm jamek o praméru 10 az 13 mm s
minimalni vzdalenosti stiedti jamek 30 mm. Zkousku je vyhodné provadét na plotnach, které
sestavaji ze sklenéné desky, opatiené hlinikovym nebo plastovym ramem, 200 mm v praméru
a 20 mm vysoky. Na plotnu se nalije takové mnozstvi média (4.1) nao¢kovaného podle 7.1,
aby se vytvorila stefnomérna vrstva o tloustce 2 mm (60 ml na plotnu o praméru 200 mm).
Plotna se necha zchladnout ve vodorovné poloze, vyhloubi se jamky a do kazdé jamky se se
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odpipetuje piesné mnozstvi antibiotického roztoku (0,10 az 0,15 ml podle praméru jamky).
Pro kazdy vzorek se opakuje zkouska nggméné ctyrikrat s kazdou koncentraci, takze vysledek
zkousky se pocita z 32 inhibi¢nich zon.

7A.3 Inkubace
Plotny se inkubuji pri teploté 30 °C 16 - 18 hodin.

8A. Vypocet - vizOJ noL 257 z10.9.1981

9A. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit

pii obsahu avoparcinu : od 2 do 10 mg/kg hodnotu 2 mg/kg
od 10 do 20 mg/kg hodnotu 20 % relat.
od 25 do 50 mg/kg hodnotu 5 mg/kg
nad 50 mg/kg hodnotu 10 % relat.

10A. Poznamky
10A.1 Muze byt pouzitai jina metoda, pokud poskytne podobnou sporovou suspenzi

10A.2 Muze byt pouzito jakékoli komeréni médium podobného slozeni, pokud poskytuje
stejné vysledky.
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1.15 Stanoveni obsahu monenzinu

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni monenzinu v premixech a krmnych
smésich.

Pro ucely této metody se pouziva tato definice: Monenzin je fermentaéni produkt kmene
Streptomyces cinnamonensis a jeho sodna sal, chemického slozeni CasHe1011Na, Sse pouziva
jako kokcidiostatikum.

2. Princip

Monenzin se stanovi na zakladé jeho inhibi¢niho aéinku na testovaci mikroorganismus
Bacillus subtilis ATCC 6633 difuzni plotnovou metodou.

3. Chemikalie

3.1 Ethylalkohol 96% (poznamka 8.1)

3.2 Extrakeni roztok, ethylalkohol (3.1) - aceton - voda, smés (12 + 5 + 3) (poznamka 8.1)

3.3 Redici roztok, ethylalkohol (3.1) - voda, smés (1 + 9)

3.4 Oxid hlinity, bazicky, pro sloupcovou chromatografii, grade F 20

3.5 Siran draselny, krystalicky

3.6 Monenzin, standardni substance - sodna sil monenzinu s t¢innosti vyjadienou v obsahu
¢istého monenzinu.
Originalni ampule se uchovavaji v temnu pii 5 °C.

3.7 Monenzin, zakladni standardni roztok

Priprava: Do odmérné banky na 100 ml se odvazi takové mnozstvi praskové standardni
substance monenzinu (3.6) s piesnosti nggméne na 0,001 g, tak, aby s ohledem na

deklarovanou ucinnost byla koncentrace monenzinu - kyseliny 1 mg v 1 ml. Prida se asi
45 ml extrakéniho roztoku (3.2) apo rozpusténi se doplni (extrakénim roztokem (3.2) po

3.8

rysku apromicha. Je staly 2 tydny pii teploté 5 °C av temnu.
Monenzin, pracovni standardni roztok (pro premixy)

Priprava: Do odmeérné banky na 250 ml se odpipetuje 20 ml zakladniho standardniho
roztoku monenzinu (3.7), doplni fedicim roztokem (3.3) po rysku a promicha. Z tohoto
roztoku se odpipetuje 20 ml do odmérné barnky na 100 ml, doplni vodou po rysku a
promicha.

Pripravuje se vzdy cerstvy.

278



Tento roztok obsahuje 16 ng monenzinuv 1 ml.
3.9 Monenzin, pracovni standardni roztok (pro krmné smési)

Priprava: Do odmérné barnky na 50 ml se odpipetuje 5 ml zakladniho standardniho
roztoku monenzinu (3.7), doplni extrak¢nim roztokem (3.2) po rysku a promicha.
Pripravuje se vzdy cerstvy.
Tento roztok obsahuje 100 ug monenzinu v 1 ml.
3.10 Chlorid sodny, pevny
3.11 Fyziologicky roztok

Priprava: 8,0 g chloridu sodného (3.10) se rozpusti, doplni na 1000 ml a sterilizuje
20 minut pii 121 °C

3.12 Testovaci mikroorganismus Bacillus subtilis ATCC 6633 (CCM 1999)

Priprava a udrzovani kmene: Kultura se uchovava nasikmé udrzovaci padé (3.14.2) pri
teplote¢ 5°C a lkrat mésicné se pireockovava. Po pieockovani se vzdy inkubuje po
dobu 24 h pti teploté 37 °C v termostatu (4.6).

3.13 Sporova suspenze testovaciho mikroorganismu

Priprava sporové suspenze: Kultura vyrostla nasikmém agaru se smyje asi 3 ml
fyziologického roztoku (3.11) a prenese se asepticky do Rouxovych lahvi (4.11),
obsahujicich sporulacni pudu (3.14.1). Pomoci sterilnich sklenénych kulicek se
mikroorganismus rovnomeérné rozetie po povrchu agaru. Takto pripravené Rouxovy
lahve (4.11) se inkubuji pri teploté 37 °C po dobu 7 az 10 dni. Sporulace se ovéii pod
mikroskopem (4.13) a potom se narostla kultura smyje s povrchu 25 ml fyziologického
roztoku (3.11) odstiedi (4.7), k sedimentu se prida opét 25 ml fyziologického roztoku
(3.11), suspenze se zahtiva 30 minut pii teploté 65 °C a znovu odstiedi (4.7). Toto
promyvani spor se opakuje trikrat. Nakonec se suspenze spor prevede do kuzelové
barky a zahtiva se 30 minut pii teploté 65 °C. Takto piipravena suspenze spor
predstavuje zakladni inokulum, které uchovavano pii teploté 4 °C je pouzitelné po
dobu 6 mesica.

Koncentrace sporosuspenze se uréuje experimentalni testaci. Ma byt takova, aby
velikost inhibi¢ni zony pii fedéni 4 ug/ml byla 22 mm, coz odpovida asi 0,2 az 0,3 ml
sporosuspenze na 100 ml agaru.

3.14 Zivné pady
3.14.1 Sporulacni pada, zivny agar ¢. 2 suseny SEVAC

Priprava: 40 g zivného agaru se rozpusti v 1 000 ml teplé vody, piida se 400 mg
siranu manganatého (3.15), povari se, rozdéli po 250 ml do Rouxovych lahvi (4.11) a
sterilizuje 20 minut pii tlaku 0,05 MPaateploté 110 °C.

3.14.2 Udrzovaci puda, zivna agar ¢. 2 SEVAC
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Priprava: Stejna jako u sporulacni pudy (3.14.1) kromé piidavku siranu manganatého,
pied sterilaci se rozdéli do zkumavek po 7 az 9 ml a po sterilizaci se necha utuhnout
v Sikmé poloze.

3.14.3 Testovaci puda

Priprava: 0,7 g hydrogenfosforecnanu draselného, 0,45 g dihydrogenfosforecnanu
draselného 10,0 g glukosy, 15,0 g agaru (nebo Bacto-agaru Difco) a
2,5 g kvasni¢ného autolyzatu "SEVAC" serozpusti v 1 000 ml vody, pH upravi na
hodnotu 6,0 arozlije po 300 ml do ban¢k na 500 ml. Sterilizuje se 15 minut pri pietlaku
0,05 MPa.

3.15 Siran manganaty, pevny

4. PFistroje a pomucky

4.1 Plotnasklenéna 360 mm x 360 mm nebo 250 mm x 250 mm

4.2 Ram ¢tvercovy kovovy o délce vnitini hrany 340 mm nebo 200 mm
4.3 Korkovrt priméru 9 mm

4.4 Vodovaha

4.5 Podlozka vyrovnavaci regulovatel na

4.6 Termostat vhodnych parametri

4.7 Odstredivka vhodnych parametra s prislusenstvim

4.8 Lazen vodni stermostatem

4.9 Trubice chromatograficka s kohoutem, délky 500 mm, vnitini svétlost 20 mm, bez frity
4.10 VataAKUVER

4.11 Lahev Rouxova

4.12 Pipetapodle Pasteura

4.13 Laboratorni tiepacka

4.14 Mikroskop vhodné konstrukce

5. Postup
5.1 Premixy

5.1.1 Odvazi se asi 2 g zkusebniho vzorku s presnosti 0,001 g do kuzelové banky na 250 ml,
piida se presné 100 ml ethylalkoholu (3.1) (poznamka 8.2) a tiepe se 15 minut na tiepacce
(4.13). Potom se suspenze Zfiltruje nebo odstiedi.

Supernatant se naredi fedicim roztokem na testovaci koncentraci 8; 4a 2 ug monenzinu
v 1 ml (poznamka 8.4).
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5.1.2 Paraelné se pripravi z pracovniho standardniho roztoku (3.8) fedénim vodou testacni
koncentrace standardi 8 ; 4 a2 ug monenzinuv 1 ml.

5.1.3 300ml (70 ml) rozehiaté testovaci pudy (3.14.3) zchlazené asi na 60 °C se naockuje
sporovou suspensi (3.13). Naoc¢kovana pada se rozlije na plotnu (4.1) opatienou ramem a
umisténou ve vodorovné poloze (4.4). Po ztuhnuti agarové vrstvy se plotna ulozi na 1 hodinu
do chladni¢ky. Pak se v pravidelnych vzdalenostech vyhloubi korkovrtem v padé 9 x 9 (6 x 6)
jamek, do nichz se vnasgi jednotlivé testované roztoky a testacni standardy Pasteurovou
pipetou (4.12). Standardy se plni do 3 fad pod sebou ve stredu plotny, testované roztoky
zkouseného vzorku po obou stranach odpovidajici koncentraci standardu. Plotna (4.1) se
inkubuje 16 az 18 hodin pii 37 °C.

Pramery vzniklych inhibi¢nich zon se méfi posuvnym metitkem s presnosti 0,1 mm.
52 Krmné smési

5.2.1 Odvazi se 10 az 20 g zkusebniho vzorku s piesnosti 0,01 g do kuzelové banky na
250 ml, prida se presn¢ 100 ml ethylalkoholu (3.1) (poznamka 8.3) a necha se volné
extrahovat 3 hodiny za ob¢asného promichani nebo pies noc v chladni¢ce. Po skonceni
extrakce se roztok Zfiltruje.

5.2.2 Priprava chromatografické kolony : Na dno chromatografické trubice se vlozi maly
smotek vaty AKUVER (4.10), vsype se oxid hlinity (3.4), ato po nékolika vrstvach, z nichz
kazda se mirné stlaci, do vyse asi 7cm. Potom se kvantitativné pievede na kolonu
25 ml filtratu a necha protékat. Sloupec se promyva dalsimi podily extrakéniho roztoku (3.2)
po davkach 5ml. Eluat se jima do odmérné banky na 50 ml, tato se doplni extrakénim
roztokem (3.2) po rysku a promicha.

Dale se fedénim redicim roztokem (3.3) pripravi testovaci koncentrace 8 ; 4 a 2 ug monenzinu
v 1 ml (poznamka 8.4).

5.2.3 Vedle toho se pripravi standardni kalibracni roztoky: 20 az 25 ml pracovniho
standardniho roztoku (3.9) se prevede na chromatograficky sloupec (4.9) a eluuje steging, jak
uvedeno v odstavci 5.2.2.

5.2.4 300 ml (70 ml) rozehraté pady (3.14.3) a zchlazené asi na 60 °C se naockuje sporovou
suspensi (3.13). Naockovana puda se rozlije na plotnu (4.1) opatienou ramem (4.2) utésnénym
malym mnozstvim agarové pudy a umisténou ve vodorovné (4.4) poloze. Po ztuhnuti agaru se
ulozi plotna (4.1) na 1 hod do chladni¢ky. Pak se v pravidelnych vzdalenostech vyhloubi
v pudé korkovrtem (4.3) 9x 9 (6 x 6) jamek asi 25 az 30 mm od sebe, do kterych se vnaseji
jednotlivé testované roztoky a testacni roztoky standardi. Standardy se plni do 3 (2) fad pod
sebou ve stiedu plotny, po obou stranach se plni do 3 (2) fad testované roztoky zkouseného

vzorku, odpovidajici svou koncentraci prislusnému feseni standardu. Plotna (4.1) se inkubuje
18 az 20 hod pii teploté 37 °C v termostatu (4.6). Praméry vzniklych inhibi¢nich zény se méfi
posuvnym metitkem s piresnosti 0,1 mm.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
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Obsah monenzinu v mg/kg se vypocita podle Prilohy 10, ¢ast 7.1.

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost
7.1 Pro premixy

Nebyla dosud stanovena.

7.2 Prokrmné smés

Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Ethylalkohol a aceton jsou nebezpecnymi hotlavinami  |.téidy, proto pii jakékoli
manipulaci snimi je nutno dodrzovat bezpecnostni pravidla.

8.2 Navazka zkusebniho vzorku i objem extrakéniho roztoku je mozno upravit s ohledem na
deklarovany obsah monenzinu ve zkouseném vzorku tak, aby vysedna koncentrace
monenzinu ve vyluhu byla minimalné 10 pg/1 ml.

8.3 Maximalni hmotnost navazky krmné smési je 40 g. Pokud pii této navazce neni mozno
dosahnout pozadované koncentrace monenzinu ve vyluhu 10 ug/ml, je tieba do postupu
zaradit odpareni ur¢itého mnozstvi filtratu na vakuové odparce pii teploté maximalné 40 °C.
Odparek se rozpusti v extrakénim roztoku (3.2) a dale se postupuje podle bodu 5.2.2.

8.4 Vyluhy zkouseného vzorku a kalibracni roztoky standardu se pripravuji tésné pied
vlastnim stanovenim.
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1.17 Stanoveni obsahu virginiamycinu

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no L 015,
18/10/84

Tato metoda je prekladem metody EU uvedené v Official Journal no L 015, 18/10/84

1A. Uéd apouziti
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni virginiamycinu v premixech a krmivech.
Limit detekce je 2 mg/kg (poznamka 10.1).

2A. Princip

Vzorek je extrahovan methanolickym roztokem Tweenu 80. Extrakt se dekantuje nebo
odstiedi a nafedi. Antibioticka aktivita se stanovuje mérenim difuze virginiamycinu v
agarovém médiu, naockovaném mikroorganizmem Micrococcus varians ATCC 9341.

3A. Mikroorganismy
Testovaci mikroorganizmus Micrococcus varians ATCC 9341

3A.1Uchovani kmene: Ve zkumavkach se sikmou zivnou padou (4.1) se provadi kultivace
24 hodin pii teploté 30 °C. Uchovava sepii teploté asi 4 °C akazdych 14 dni se
pieockovava.

3A.2 Priprava suspenze k testovani (poznamka 10.2): Kultura kmene ze sikmé zivné pudy se
pievede 2 - 3ml fyziologického roztoku (4.3) do roztoku atouto suspenzi se naockuje
250 ml  zivné pudy (4.1) v Rouxové lahvi a inkubuje se 18 az 20 hodin pii 30° C.

Narast se pievede do 25 ml fyziologického roztoku (4.3) opatrné se promicha. Suspenze

se naredi v poméru 1 : 10 fyziologickym roztokem (4.3). Propustnost suspenze pii 650

nmvlcm  kyveté proti fyziologickému roztoku musi byt 75 %. Tato suspenze se maze

uchovavat jeden tyden pii 4 °C.

4A. Zivna mediaachemikalie
4A.1 Zivna paida pro uchovavani kmene a pro testovani (poznamka 10.3)

Priprava: Odvazi se 6,0 g masového peptonu
4,0 g tryptonu
3,0 g kvasni¢ného extraktu
1,5 g masového extraktu
Priprava: Odvazi se 1,0 g glukozy (3.7)
10az 20 g agaru a
1 000 ml vody.
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Hodnota pH se upravi po sterilizaci na hodnotu 6,5.

4A.2 Tlumivy roztok fosfatovy o pH 6,0
Priprava: Odvazi se 2,00 g hydrogenfosforecnanu draselného (KoHPO,)
8,00 g dihydrogenfosforecnanu draselného (KH,PO,)

doplnit vodou na 1000 ml
4.A3 Fyziologicky roztok, 0,8 % roztok
Priprava: 8 g chloridu sodného se rozpusti ve vodé, doplni nal 000 ml a sterilizuje.
4A.4 Methanol
4A.5 Smes fosforecnanového pufru (4.2) a methanolu (4.4) - 80: 20
4A.6 Methanolicky roztok Tween 80
Priprava: 5 g Tween 80 se rozpusti v methanolu (4.4) adoplni se timto do 1000 ml.

4A.7 Virginiamycin, standardni substance znamé aktivity.

5A. Standardni roztoky

Rozpusti se presné odvazené mnozstvi standardni substance (4.7) v methanolu (4.4) a
ziedi se methanolem tak, aby vysledna koncentrace zasobniho roztoku byla 1 000 pg
virginiamycinu viml.

Tento standardni roztok ma trvanlivost 5 dnd, je-li uchovavan v uzaviené lahvi pfi
teplote 4°C.

Z tohoto zasobniho roztoku se pripravuji postupnym fedénim fosfore¢nanovym
tlumivym rozotkem (4.5) nasledujici roztoky :

S8 1ng/ml

$4 0,5 nmyml
S2 0,25 ng/ml
S1 0,125 ny/ml

6A. Pripravaextraktu a zkusebnich roztoka
6A.1 Extrakce
6A.1.1 Produkty s obsahem virginiamycinu do 100 mg/kg

Navazi se 50 g vzorku, piida se 200 ml extrake¢niho roztoku (4.6) a tiepe se 30 minut. Necha
se usadit nebo se odstredi, odpipetuje se 20 ml supernatantu, ktery se odpati na rotacni
vakuové odparce pri teploté do 40 °C na kone¢ny objem 5 ml. Odparek se ziedi smési (4.5)
tak, aby vysedna predpokladana koncentrace byla 1 ng/ml (U8).

6A.1.2 Produkty s obsahem virginiamycinu nad 100 mg/kg
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Navazi se ngjvyse 10 g vzorku, obsahuji 1 az 50 mg virginiamycinu piida se 100 ml
extrakéniho roztoku (4.6) a tiepe se 30 minut. Suspeze se necha usadit nebo se odstredi, a
supernatant se ziedi smési (4.5) tak, aby vysledna piedpokladana koncentrace byla 1 ng/ml
(U8).

6A.2 Zkusebni roztoky

Z roztoku U8 se pripravi roztoky U4 (predpokladany obsah 0,5 mg/ml), U2 (predpokladany
obsah 0,25 ng/ml) a U1 (predpokladany obsah 0,125 ng/ml) postupnym redénim (1+1) smési
(4.5).

7A. Postup zkousky
7A.1 Zaockovani zkusebniho media

Zkusebni medium (4.1) se zaockuje bakterialni suspenzi (3.2) pii teploté asi 50 °C. Mnozstvi
bakterialni suspenze potiebné k vytvoreni dostatecné velkych a cirych ihibi¢nich zon se
stanovi predchozimi zkouskami s raznymi koncentracemi virginiamycinu na plotnach s
mediem (4.1).

7A.2 Priprava ploten

Difuze na agaru se provadi na plotnach se étyfmi koncentracemi standardniho roztoku (S1,
S2, $4 a SB) a ¢tyimi koncentracemi zkusebniho roztoku (U1, U2, U4 a U8). Vsechny ¢ty
koncentrace standardu a zkusebniho vzorku musi byt umistény na stejné (jedné) plotné. Proto
musi byt vybrany plotny dostatecné velké, aby bylo mozno na nich vytvorit alespon 8 jamek 0
praméru 10 az 13 mm avzdalenosti stiedi jednotlivych jamek alespon 30 mm. Zkouska maze
byt provadéna na sklenéné plotné o praméru 200 mm, s hlinikovym nebo plastovym okrajem
o vysce 20 mm. Na plotnu se nalije takové mnozstvi média (4.1), zaockované podle 7.1, aby
vznikla vrstva asi 2 mm silna ( 60 ml pro plotnu o priméru 200 mm). Po schladnuti se do
média vyhloubi jamky a do nich se odmgii presny objem zkusebniho a standardniho roztoku
(0,10 az 0,15 ml do kazdé jamky, podle jgjiho praméru). Kazda koncentrace se davkuje
ngiméné Ctyiikrat, takze kazdé stanoveni se uréuje vyhodnocenim 32 inhibic¢nich zon.

7A.3 Inkubace
Plotny pripravené podle piedchoziho postupu se inkubuji 16 az 18 hodin pii 30 £2 °C.

8A. Vypocet

Pramery ihibi¢nich zon se zméii s presnosti 0,1 mm a jegjich praméry pro kazdou koncentraci
se zaznamenagji na semilogaritmicky papir (logaritmus koncentrace proti praméru ihibi¢nich
z6n). Do grafu se zakredi ,,ngjvhodngjsi piimka“ pro standard, ktera prochazi vypocétenymi
body SI a Sh. Stanoveni ngjvhodnéjsiho bodu pro nenizsi koncentraci standardu (S1) se
vypocte podle vzorce :

S=7.S1+4.S2+34-2.S8

Nejvhodnéjsi bod pro nejvyssi koncentraci standardu (Sh) se vypocte podle vzorce :

285



Sh=7.S8+4.54+S2-2.S1

Stejné se do grafu zakredli ,,nejvhodngjsi primka“ pro vzorek, ktera prochazi vypoctenymi
body Ul a Uh. Nejvhodnéjsi body Ul a Uh pro vzorek se vypoétou podle stejnych vzorci,
misto hodnot SX vsak dosadime do vzorci hodnoty UX, kde X =1,2,4,8.

Pokud neexistuje zadna interferece jsou ob¢ piimky rovnobézné. V praxi je mozno povazovat
piimky za paralelni, pokud se hodnoty Sh - SI a Uh - Ul nelisi o vice nez 10 % od jejich
pramérné hodnoty. Pokud nejsou piimky paralelni, je mozno vypusti hodnoty Ul a S1 nebo
U8 a S8 avypocist negjvhodngjsi body podle nasledujicich vzorci :

S (Ul)=5. S1(UL) + 2. S2 (U2) - S4 (U4) nebo S| (Ul) = 5. S2(U2) + 2. S4 (U4) - S8 (US)

Sh(Uh) = 5. S4(U4) + 2. S2 (U2) - S1 (U1) nebo Sh (Uh) = 5. S8(U8) + 2. S4 (U4) - S2
(U2)

| takto setstrojené primky musi spliiovat podminky rovnobéznosti. V zavérecném protokolu
musi byt uvedeno, ze vysledewk byl ziskan vypoctem ze tti koncentraci.

Pokud jsou primky paralelni, vypocéte se logaritmus relativni aktivity (log @) podle jednoho z
nasledujicich vzorcu.

Pro ¢tyii koncentrace

loga=(Ul+ U2 +U4+ UB8-S1-S2-$4-S8)/0602.(U4+U8+A4+S8-Ul-U2-
Sl-S2)

Pro tfi koncentrace

loga=(Ul+ U2 +U4 -S1-S2-4)/0,401. (U4+ A - U1 - Sl) nebo
loga=(U2 +U4+ U8 -S2-34-S8)/0,401. (U8 + S8-U2-S2)
Aktivita vzorku odpovida aktivité odpovidajiciho standardu (U8 = S8).

Pokud je aktivita mimo rozsah 0,5 az 2,0 je nutno opakovat zkousku s upravenym fedénim
koncentrace extraktu vzorku nebo, pokud to neni mozné, standardu. Pokud neni mozno
zadnym zpusobem ziskat vysledek v uvedeném rozsahu je nutno takovy vysledek oznatit za
priblizny aje to nutno uvést na zavérecném protokolu.

Pokud ziskané primky nejsou paralelni, je nutno stanoveni opakovat a pokud ani nyni neni
dosazeno rovnobéznosti, musi byt stanoveni prohlaseno za neuspokojivé.

Vysledek se vyjadiuje v mg virginiamycinu na kg krmiva.

9A. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pii obsahu: do 10 mg/kg 2 mg/kg

od 10 do 25 mg/kg 20 % relat
od 25 do 50 mg/kg 5 mg/kg
nad 50 mg/kg 10 % relat
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10A. Poznamky
10A.1 1 mg virginiamycinu odpovida 1000 mezinarodnich jednotek.

10A.2 Mohou byt pouzity i jiné metody pripravy, za piedpokladu, ze vznikne podobna
bakterialni  suspenze.

10A.3 Muze byt pouzito i komeréni médium podobného slozeni, pokud poskytuje stejné
vysledky
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2.1 Stanoveni obsahu amprolia

1. U&d arozsah

Pro stanoveni amprolia v premixech jsou uvedeny tfi metody, a to spektrofotometricka,
izotachoforeticka (poznamka 8.1) a metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie pro
stanoveni v krmnych smésich. Tyto metody specifikuji podminky pro stanoveni amprolia
v premixech a krmnych smésich (poznamka 8.3).

Pro ucely této metody se pouziva tato definice:

Amprolium je antikokcidikum, které se aplikuje v kombinaci s ethopabatem (Amprol Plus).
Po chemické strance je to 1-[4-(amino-2-propyl-5-pyrimidinyl)methyl]-2-picolinium
hydrochlorid, sumarniho vzorce Ci4H20N4Clo».

2. Princip

Amprolium se stanovi v ethanonolovém extraktu reakci s acetylaminonitrothiazolem
v akalickém prostiedi po extrakci butylalkoholem spektrofotometricky nebo ve vodném
vyluhu na zakladé rozdilné pohyblivosti ionti v elektrickém poli metodou ITP (premixy) nebo

po extrakci vzorku smési methylalkohol-voda, naslednou separaci latek s vyssim retencnim
¢asem na SEP-PAK patronce "Alumina A", metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie nareverzni fazi s pouzitim UV detekce (premixy a krmné smeési)

3. Chemikalie

3.1 Spektrofotometricka metoda

3.1.1 Ethylalkohol 96 %, piedestilovany, aldehydu prosty (poznamka 8.2)
3.1.2 Acetylaminonitrothiazol, reakéni ¢inidlo

Pripravaa Do odmérné banky na 100ml se odvazi presné 0,250 g
acetylaminonitrothiazolu, po rozpusténi v ethylalkoholu (3.1.1) se doplni timtéz po
rysku a promicha.

Pripravuje se vzdy cerstvy achrani se pred dennim svétlem.
3.1.3 Hydroxid sodny, roztok 200 g/I, uhli¢itani prosty

Pripravac Do odmérné banky na 1000 ml se odvazi 200,0 g hydroxidu sodného,
rozpusti v cerstvé vyvarené redestilované vodeé (prosté oxidu uhli¢itého), doplni toutéz
po rysku a promicha.

Uchovava se pod kalciovym uzavérem.

3.1.4 Amprolium, standardni substance (doporucuje se original preparat z dovozu s garanci
100 % ucinnosti, ne starsi 3 let, popt. ovéreny o téinnosti nggméné 95 %).

Chrani se peclivé pred dennim svétlem a uchovava se na chladném misté.
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3.1.5 Amprolium, zakladni standardni roztok (poznamka 8.3)

Pripravac Do odmérné baiky na 100 ml se odvazi piesn¢ 100,0 mg standardni
substance amprolia (3.1.4) 100 % ucinnosti nebo prislusné prepoctené mnozstvi
substance nizsi ovéiené ucinnosti, rozpusti v ethylalkoholu (3.1.1), timtéz doplni po
rysku a promicha.

1 ml tohoto zakladniho standardniho roztoku obsahuje 1 mg amprolia.
3.1.6 Amprolium, pracovni standardni roztok, (poznamka 8.3).

Priprava: Do odmérné barnky na 50 ml se odpipetuje 5 ml zakladniho standardniho
roztoku amprolia (3.1.5), doplni ethylalkoholem (3.1.1) po rysku a promicha.

1 ml tohoto pracovniho standardniho roztoku obsahuje 100 ug amprolia.
3.1.7 Butylalkohol (poznamka 8.2)
3.2 lIzotachoforeticka metoda
3.2.1 Vedouci eektrolyt (poznamka 8.4)

Priprava: Z izotermicky piedestilovaného amoniaku (3.2.8) (poznamka 8.5) se pripravi
roztok c(NH4OH) = 0,005 mol/l, upraveny na hodnotu pH = 5,3 izotermicky
(poznamka 8.5) predestilovanou kyselinou propionovou (3.2.7) s piidavkem 5 ml
0,2 % methylcelulozy (3.2.6) do 100 ml roztoku.

3.2.2 Koncovy elektrolyt (poznamka 8.4)

Priprava: Kyselina octova, roztok ¢(CH3CO,H) = 0,005 mol/I pfipravena z izotermicky
(poznamka 8.5) destilované kyseliny octové.

3.2.3 Amprolium, zakladni standardni roztok

Priprava: (poznamka 8.3) Do odmérné bainky na 100ml se odvazi piesné
0,050 g standardni substance amprolia (3.1.4) stué¢innosti 100 % nebo piepoctené
mnozstvi substance o nizsi ucinnosti, rozpusti ve vodg, toutéz doplni po rysku a
promicha.

1 ml tohoto zakladniho standardniho roztoku obsahuje 0,5 mg amprolia.
Pri uchovani v chladu (asi pii 5 °C) je roztok staly 1 mésic.
3.2.4 Amprolium, pracovni standardni roztok

Priprava: (poznamka 8.3) Do odmérné banky na 100 ml se odpipetuje 5 ml zakladniho
standardniho roztoku amprolia (3.2.3), doplni po rysku vodou a promicha. Uvedené
fedéni je pro pripad, kdy teoreticky obsah amprolia ve zkouseném vzorku je

12,5 mg/g.

1 ml tohoto pracovniho standardniho roztoku obsahuje 25 pg amprolia. Pripravuje se

vzdy cerstvy.  Obecné se pracovni standardni roztok pripravi tak, aby s ohledem na
ocekavany obsah ve zkouseném vzorku (teorie) v jeho 1 ml bylo tolik amprolia jako v
1 ml roztoku zkouseného vzorku.

3.2.5 Hydroxid draselny, pevny
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3.2.6
3.2.7

Methylceluloza
Kyselina propionova (h = 0,99 g/ml)

3.2.8 Amoniak, koncentrovany (h = 0,89 g/ml)
3.3 Metoda vysokouc¢inné kapalinové chromatografie

331
3.3.2
3.33
3.34
3.35
3.3.6
3.3.7
3.3.8

Methylalkohol (poznamka 8.2) (HPLC grade)

Dioktylsodiumsulfosuccinat, (dale jen DOSS)

Chlorid vapenaty, dihydrat (CaCl,.2H,0)

Acetonitril (HPLC grade)

Diethylamin (dale jen DEA)

Kyselina octova ledova (h = 1,05 g/ml)

Amprolium, standardni substance (poznamka 8.3)

Amprolium, zakladni standardni roztok (poznamka 8.3)

Priprava: Do odmérné banky na 100 ml se odvazi presné 57 az 63 mg standardni

substance amprolia (3.3.7), prida se asi 80 ml extrakeéni smési (3.3.12) a po rozpusténi se

doplni

3.3.9

3.3.10

3311

toutéz po rysku a promicha.
1 ml tohoto zakladniho standardniho roztoku obsahuje 570 az 630 pg amprolia.
Amprolium, pracovni standardni roztok

Priprava: Do odmérné barnky na 100 ml se odpipetuje 10 ml zakladniho standardniho
roztoku amprolia (3.3.8), doplni se extrakéni smési (3.3.12) po rysku a promicha.

1 ml tohoto pracovniho standardniho roztoku obsahuje 57 az 63 ug amprolia.
Amprolium, kalibratni standardni roztok

Priprava: Do odmérné barnky na 100 ml se odpipetuje 25 ml pracovniho standardniho
roztoku amprolia (3.3.9), doplni po rysku extrakeéni smési (3.3.12) a promicha.

Koncentrace tohoto Kkalibratniho standardniho roztoku je  priblizné 15 pug
amprolia/ml.

Mobilni faze

Pro optimalni slozeni mobilni faze pro pouzivanou kolonu (viz 4.3.1) se doporucuje
empirické odvozeni slozeni mobilni faze michanim slozek A a B tak, aby retencni ¢as
piku amprolia odpovidal kapacitnimu faktoru k = 10 az 16

Chromatograficky systém je velmi citlivy naeluéni silu mobilni faze, ktera pro danou
kolonu musi byt vhodnym nastavenim slozek A a B mobilni faze optimalizovana.

Prakticky se postupuje takze se analyza spousti ngjprve pii poméruA +B=1+1
apro dosazeni optima setento pomér pozvolna méni tak, ze jeho zvyseni ve prospéch
slozky A kapacitni faktor zvysuje a naopak.

290



Priprava: Do dvou odmérnych ban¢k (slozky A aB) na 1 000 ml se odvazi popt.
odmeéii pipetou (toto poradi je nutno dodrzet):

sozka A sozkaB
DOSS (3.3.2) (9) 1,780 1,780
Acetonitril (3.3.4) (ml) 350 450
Voda (ml) 200 200
Kyselina octova ledova (3.3.6) (ml) 10 10

Kazdy roztok se dobie promicha, po fadném rozpusténi se pridaji do kazdé banky
3 ml DEA (3.3.5), doplni vodou po rysku a promichaji.

3.3.12 Extrakéni smés

Priprava: Do odmérné banky na 1 000 ml se odméti asi 200 ml smési methylalkohol -
voda (2 + 1), prida se 2,220 g DOSS (3.3.2), 1,470 g dihydratu chloridu vapenatého
(3.3.3) apo rozpusténi se doplni po rysku vyse uvedenou smési a promicha.

4. PFistroje a pomucky

4.1 Spektrofotometricka metoda

4.1.1 Spektrofotometr vhodné konstrukce

4.1.2 Miskatieci stlouckem

4.2 Izotachoforeticka metoda

4.2.1 Analyzator izotachoforeticky (ITP) se zapisovacem
4.2.2 pH metr

4.2.3 Trepacka (horizontalni)

4.2.4 Michacka elektromagneticka s michadélky

4.3 Metoda vysokouc¢inné kapalinové chromatografie

4.3.1 Chromatograf kapalinovy vysokouc¢inny s prislusenstvim (erpadio, kolona - reverzni
fae Cig, 250 X 4mm, 5 az 10um, injektazni davkovaci zafizeni - Rheodyne, UV
detektor, registracni zafizeni) popt. i tiskarna, datastanice sintegracnim software

4.3.2 Stiikackainjekeni polyetylénova

4.3.3 Trubice sklenéna o priméru 10 mm se ziazenym hrdlem na konci
4.3.4 Trepackalaboratorni vhodné konstrukce

4.3.5 SEP-PAK patronaauminia A
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5. Postup (poznamka8.11)
5.1 Metoda spektrofotometricka
5.1.1 Sestrojeni kalibra¢niho grafu (poznamka 8.3)

Do sady délicich nalevek na 250 ml se diferencovan¢ odpipetuje 1,0 ; 2,0 ; 3,0; 4,0; 50 ml
pracovniho standardniho roztoku amprolia (3.1.6), objem se upravi na 20 ml roztokem
ethylalkoholu (3.1.1). Do kazdé délici nalevky se odpipetuje po 1 ml reakéniho ¢inidla
roztoku acetylaminonitrothiazolu (3.1.2) a6 ml roztoku hydroxidu sodného (3.1.3) (poznamka
8.6), nalevka se dukladné protiepe a ponecha asi 5 min v klidu. Potom se piida piesné po
50 ml roztoku hydroxidu sodného (3.1.3), 10 ml butylalkoholu (3.1.7) a intenzivné protiepava
po dobu 1 minuty. Po rozdéleni fazi se spodni vodna vrstva odpusti do dalsi délici nalevky na
250 ml a butanolova vrstva se filtruje suchym fidkym papirovym filtrem do suché odmeérné
banky na 50 ml. Tento postup se opakuje - vodna vrstva se protiepava s 10 ml butanolu po
dobu 1 minuty a rozdéleni vrstev po 10 minutach tak dlouho, az se odmérna banka na 50 mi
dopini po znacku. Obsah odmérné banky se promicha a je-li obsah odmérné banky kalny,
filtruje se pres vrstvu bezvodého siranu sodného (nebo cisty suchy ridky filtr).

Podle pouzitého spektrofotometru s prislusné nastavenymi parametry se prométi absorbance
roztoku v kyveté o optické délce 10 mm pii vinové délce 530 nm proti kontrolnimu roztoku.

Z nalezenych hodnot absorbanci a znamych koncentraci se sestroji kalibracni graf.
5.1.2 Vlastni stanoveni (poznamka 8.1)

V zorek se zhomogenizuje ve tieci misce jemnym rozetienim vzorku. Do kuzelové bainky na
200 ml se odvazi asi 2 - 20 g zhomogenizovaného zkusebniho vzorku s presnosti nggméné na
0,001 g (poznamka 8.8), piida se 100 ml ethylalkoholu (3.1.1) a po opakovaném promichani
se ponecha 30 minut v temnu. Potom se barka tiepe 60 minut na horizontalni tiepacce a
necha usadit. Extrakt se filtruje stredn¢ hustym filtrem do odmérné banky na 100 ml. Pevny
podil v kuzelové baice se promicha s dalsimi 20 ml ethylalkoholu (3.1.1) a dekantat se filtruje
do téze odmeérné baiky. K pevnému podilu v kuzelové barce se prida znovu 0 néco méné nez
10 ml ethylalkoholu (3.1.1), promicha a dekantat se opét filtruje do téze odmérné banky,
piicemz se jim promyji zeména okrae filtru. Extrakt v odmérné bance se doplni
ethylalkoholem (3.1.1) po rysku a po uzavieni bainky se dikladné promicha.

Z tohoto roztoku se odpipetuje do 250 ml délici nalevky takové mnozstvi extraktu, aby obsah
amprolia nepiekrocil 0,5 mg a pipetovany objem se pripadné doplni na 10 ml ethylalkoholem
(3.1.1). Potom se prida do délici nalevky 50 ml hexanu (3.1.8) a obsah délici nalevky se tiepe
as 1 minutu, poté sepiida 10 ml vody a obsah se intenzivné tiepe 1 minutu. Po rozdéleni fazi
(asi 10 minut) se vodna faze vypusti do délici nalevky na 250 ml aje-li zbarvena, vytiepe se
opét s50 ml hexanu (3.1.8). V opatném pripadé se k obsahu délici nalevky prida 10 ml
ethylalkoholu (3.1.1) a obsah délici nalevky se promicha krouzivym pohybem, ¢imz se roztok
vyjasni. Prida se 1 ml roztoku AANT (3.1.2) a 6 ml roztoku hydroxidu sodného (3.1.3) a
tiepe se intenzivné po dobu 1 minuty. Délici nalevka se necha asi 30 minut v klidu. Potom se
piida 50 ml hydroxidu sodného (3.1..3) a 10 ml butanolu (3.1.7) aintenzivné se tiepe 1 min.
Po rozdéleni fazi se spodni vodna vrstva odpusti do dalsi délici nalevky na 250 ml a
butanolova vrstva se filtruje suchym fidkym papirovym filtrem do suché odmérné banky na
50 ml. Tento postup se opakuje - vodna vrstva se protirepava s 10 ml butanolu (3.1.7) po dobu
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1 minuty arozdéleni vrstev po 10 minutach tak dlouho, az se odmérna baka na 50 ml doplni
po znacku. Obsah odmeérné banky se promicha aje-li obsah odmérné baiky kalny, filtruje se
pies vrstvu bezvodého siranu sodného (nebo ¢isty suchy fidky filtracni papir).

Podle pouzitého spektrofotometru s prislusné nastavenymi parametry se promgeii absorbance
roztoku v kyveté o optické délce 10 mm pii vinové délce 530 nm proti kontrolnimu roztoku.

Mnozstvi amprolia se zjisti z kalibra¢niho grafu.

5.2 Metoda kapilarni izotachoforézy (poznamka 8.1)
5.2.1 Kalibrace

Ze zakladniho standardniho roztoku amprolia (3.3.8) o koncentraci 0,5 mg/ml se pfipravi
kalibracni roztok tak, aby 1 ml tohoto kalibracniho roztoku obsahoval priblizné tolik
amprolia, kolik je predpokladany obsah v 1ml roztoku zkouseného vzorku.Z tohoto
kalibracniho roztoku (roztoku vzorku) se davkuje pomoci davkovaciho kohoutu do
piedseparacni kolony ITP piistroje (4.2.1) (150 pA) a analytické kolony (20 uA), obvyklou
technikou a za naprosto stejnych podminek, pri kalibraci i vlastnim provedeni. Poridi se
derivatni zaznam a z tohoto zaznamu pro kalibracni roztok i roztok vzorku se zméii délka zon
amproliajako vzdalenost vrcholt prislusnych pika ve sméru ¢asové osy.

5.2.2 Vlastni provedeni

Asi 2 g zkusebniho vzorku s piesnosti nggméné na 0, 001 g se odvazi do kuzelové barky na
200 ml, prida se presné 100 ml vody a 30 minut se protiepava. Suspense se filtruje stiedné
hustym filtrem do suché kadinky, pficemz prvni podil filtratu se nezachycuje Do odmérné
banky na 100 ml se odpipetuje 10 ml ¢irého filtratu, doplni vodou po rysku a promicha.

Dale se postupuje podle 5.2.1.
5.3 Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie (poznamka 8.3)
5.3.1 Kalibrace systému

Kalibracni standardni roztok amprolia (3.3.10) se nastfikuje do chromatografické kolony
vzdy mezi extraktem zkouseného vzorku, ato vzdy dvakrat, pri¢emz odezvy po sobé jdoucich
nastiiki musi byt v toleranci maximalné 2 %. Bazi odezvy je plocha piku. Pokud odezvy
nastiika kalibracnich standardnich roztoka nevykazuji zadny drift, je mozno jgich hodnoty
zpramérovat a na této pramérné hodnoté zalozit jednobodovou kalibraci. V opacném pripadé
je nutno pocitat mnozstvi amprolia z naméiené hodnoty plochy piku jen na zakladé odezvy
nastiika  kalibracnich standardnich roztokd, které bezprostiedné predchazeji nastiikam
extraktu zkouseného vzorku (poznamka 8.7).

Pracovni podminky:

teplota kolony teplota okoli
pratok mobilni faze 1,5 ml/min
detekce UV, vinova délka 270 nm
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injektovany objem 20 pl
retencni ¢as pii pouziti popsané as 12/min;
chromatografické kolony

(ma odpovidat kapacitnimu faktoru k = 10 az 15 viz 3.9.11 Mobilni
faze

Pri vyse uvedenych parametrech se poridi chromatograficky zaznam a obvyklym zpasobem
se zjisti koncentrace amprolia v kalibracnich roztocich i roztocich zkouseného vzorku
(poznamka 8.10).

5.3.2 Vlastni provedeni

Do konické banky na 250 ml se odvazi takové mnozstvi zkusebniho vzorku, zvlast peclive
zhomogenizovaného (poznamka 8.8), aby po extrakci bylo dosazeno takové koncentrace
stanovované latky, ktera bude priblizné shodna s koncentraci kalibracniho standardniho
roztoku, tj. asi 15 ug/ml amprolia. Ke zkusebnimu vzorku se prida piesné 100 ml extrakéni
smési (3.3.12), baika se uzavie zatkou a na tiepacce (4.3.4) se vytrepava asi 60 minut. Potom
se obsah banky necha sedimentovat.

Supernatant je nutno pred nastiikem do kolony chromatografického pristroje (4.3.1) zbavit
dozek, jgichz eluéni ¢as je vyssi, nez eucni ¢as stanovovaného analytu. Tato operace se
provede pripojenim patrony SEP-PAK (4.3.5) k polyetylénové stiikacce (4.3.2) 0 objemu asi
10 ml, do které se odlije asi 8 az 10 ml supernatantu a jemné se protlaci piipojenou patronou
(4.3.5). Prvni as 3ml se nezachycuji a dalsi podil se pouzije k nastiiku do kolony
chromatografu (4.3.1) (poznamka 8.9). Tato operace se neprovadi s kalibracnim standardnim
roztokem.

Dale se postupuje podle 5.3.1 stim, ze se vzdy postupné davkuje do chromatografické kolony
dvakrat kalibracni standardni roztok a dvakrat extrakt zkouseného vzorku.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku (poznamka 8.10)

6.1 Spektrofotometricka metoda

Obsah amproliav mg/kg (X) se vypocita podle vzorce:

_ 2510°.C
m

X

kde C je mnozstvi amprolia, zjisténé z kalibracniho grafu v mg
m hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g
6.2 lzotachoforeticka metoda (premixy)
Obsah amproliav mg/kg (Y) se vypocita podle vzorce:
_ 210°.C.h,
hy-m

Y
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kde h, je délkazony zkouseného vzorkuv mm

ho délka zony standardu v mm
C koncentrace standardu v mg /ml
m hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g

6.3 Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie
Obsah amprolia ve zkouseném vzorku v mg/kg (Z) se vypocita podle vzorce:
/= E
m

kde C je koncentrace amprolia ve zkouseném vzorku, zjisténa pomoci kalibra¢niho
standardniho roztoku v pg/ml

F faktor Fedeni
m hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost

7.1 Spektrofotometricka metoda

Nebyla dosud stanovena.

7.2 |zotachoforeticka metoda (premixy)

Nebyla dosud stanovena.

7.3 Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 V pripad¢, ze nelze jednoznatné u daného zkouseného vzorku identifikovat zonu
amprolia, jetato metoda pro zkouseni amprolia nepouzitelna.

8.2 Ethylalkohol, methylalkohol i butylalkohol jsou nebezpecnymi hoilavinami |. tiidy,
(methylalkohol navic nebezpecnym jedem), proto je nutno pii jakékoli manipulaci s nimi
zachovavat bezpecnostni pravidla.

8.3 Vsechny vzorky, obsahujici amprolium je nutno chranit pied piimym dennim svétlem.
8.4 Vedouci i koncovy elektrolyt pro premixy |ze pouzit v tomto slozeni:
Vedouci eektrolyt :(roztok octanu amonného ¢(CH3CO,NH,4) = 0,01 mol/l)
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Priprava: Do odmérné baiky na 100 ml se odvazi 77,08 mg bezvodého octanu amonného,
rozpusti v redestilované vod¢, prida se 5ml roztoku 10 g/l PVA, doplni po rysku
redestilovanou vodou a promicha. Kyselinou octovou se popr. upravi napH =5,1.

Uchovava se v plastové nadobce v chladnu.
Koncovy elektrolyt : (roztok beta-alaninu 0,01 mol/l)

Priprava: Do odmérné banky na 100 ml se odvazi 90 az 100 mg beta-alaninu, rozpusti se v
80 ml redestilované vody, pomoci kyseliny octové se upravi pH na hodnotu 4,7 az 4,9, doplni
redestilovanou vodou po rysku a promicha.

Uchovava se v chladnigéce.

8.5 Izotermicka destilace se provadi tak, ze do vétsi banky se zabrusem se prilije prislusna
kapalina k predestilovani a do ni vliozi mensi nadobka s redestilovanou vodou. Po uzavieni
vngjsi nadoby se necha 14 dni stat, piicemz dojde difuzi kapalné latky k jejimu piedestilovani
do redestilované vody. Po této dob¢ se nadobka s difundovanou kapalinou (latkou) vyjme a
jgji koncentrace se uréi titraéné. Timto zpasobem se ziska latka znagné cistoty.

8.6 Prechod vybarveného komplexu do butylalkoholu neni zcela kvantitativni, proto je
nutné veskera ¢inidla odméiovat co nejpresnéji a kalibracni graf sestrojovat soucasné pri
analyze zkouseného vzorku a za zcela shodnych podminek.

8.7 Pokud pii analyze standardu dochazi ke zdvojovani nebo distorzi pikd, mize to byt
nizkym kapacitnim faktorem [optimum je 10 az 16 ( viz 3.3.12 - Mobilni faze)].

V nekterych pripadech, pokud kolona nebyla po predchozich analyzach adekvatné
vyplachnuta, mize rovnéz dochazet k vyse popsanym zavadam. Pokud k tomu dojde, je tieba
kolonu proplachnout po dobu 20 min vodou, 0,2 mol/l roztokem kyseliny stavelové, opét
vodou a acetonitrilem, pii pouziti linearniho gradientu eluce pro kazdy segment 20 min.
Optimalizované slozeni mobilni faze vétsinou vyhovuje dané chromatografické koloné po
celou dobu jgji zivotnosti.

V piipadé, ze je nutno "omladit” chromatografickou kolonu, jestlize vycisténi podle vyse
uvedeného nebylo ucinné, existuje posledni moznost zachrany kolony tim, Zze bude
proplachnuta po dobu 30 min. 0,2% roztokem st'avelanu sodného a dale 30 min vodou, oboji
pii pratoku 1,5ml/min. Doporucuje se 20 az 30 minutovy gradient mezi zménou
proplachovacich roztoka.

8.8 Navazka vzorku pii vyssi deklaraci obsahu amprolia ve zkouseném vzorku nesmi
poklesnout pod 2 g a pozadovana koncentrace 15 ug/ml se upravi vhodnym redénim.

8.9 Pokud neni k dispozici SEP-PAK patrona, je mozno pouzit tento nahradni postup:

Odvazi se 5 g upraveného oxidu hlinitého do sklenéné trubice o praméru 10 mm, pii ¢emz
na jgi zazeny konec se vlozi chomacek vaty. Trubice se pouzije ve svidé poloze jako
dloupec a na jgi vrchni vstup se 10 ml extraktu zkouseného vzorku necha samospadem
protéci. Dalsi postup je stejny jako pii pouziti patrony.

Uprava oxidu hlinitého:
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Pouzije se acidicky oxid hlinity, 80 az 200 mesh, stupen aktivity 1,. Tento sorbent se smicha
svodou v poméru 5ml vody na 1 g. Po 30 minutach se Zfiltruje stiedné hustym filtrem, na
filtru se promyje methylalkoholem a necha vysusit, nejdiive na vzduchu pri laboratorni teploté
apak pii 100 °C za snizeného tlaku (as 30 mm Hg sloupce).

8.10 Jeli soucasti chromatografické sestavy integracni a vypoctové software, vypocitava se
obsah amprolia ve zkouseném vzorku z tohoto software piimo z namérenych soubor.

8.11 Vyluhy zkouseného vzorku a kalibracni roztoky standardu se piipravuji tésné pied
vlastnim stanovenim.

2.2 Stanoveni obsahu amprolia

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no L 108,
22/04/74

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni amprolia v krmnych smesich a premixech.
Mez stanovitelnosti metody je 40 mg/kg (40 ppm).

2. Princip

Vzorek je extrahovan methylalkoholem, extrakt piecistén na sloupci oxidu hlinitého a
pomoci 2,7-dihydroxynaftalénu, hexakyanozelezitanu draselného, kyanidu draselného a
hydroxidu sodného se vytvori s amproliem komplex, ktery se stanovi spektrofotometricky pri
vlinové délce 530 nm.

3. Chemikalie
3.1 Methylalkohol (poznamka 8.1)
3.2 Methylalkohol, roztok ziedény 2 + 1

3.3 Hexakyanozelezitan draselny, hexahydrat [KsFe(CN)s . 6 H2O], roztok 2 g/l (tento
roztok je stabilni po dobu 2 tydnii)

3.4 Kyanid draselny, roztok 10 g/l (poznamka 8.2)
(tento roztok je stabilni po dobu 2 tydnii)

3.5 Hydroxid sodny, roztok 11,25 g/l

3.6 Hydroxid sodny, roztok v methylalkoholu

Priprava: Smicha se 15 ml roztoku hydroxidu sodného (3.5) a 200 ml methylalkoholu
(3.2

3.7 2,7-Dihydroxynaftalén (dale jen DHN), roztok 25 mg/l v methylalkoholu

Pripravac Do odmerné banky na 1 000 ml se odvazi 25 mg DHN, rozpusti
v methylalkoholu (3.1), doplni jim po rysku a promicha.
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3.8 Komplexotvorné ¢inidlo

3.9

Priprava: Do kuzelové banky na 250 ml se zabrusem se odméti 90 ml roztoku DHN
(3.7), 5ml roztoku hexakyanozelezitanu draselného (3.3) a diukladné promicha. Potom
sepiida 5 ml roztoku kyanidu draselného (3.4) (poznamka 8.2 !!), barka se zazatkuje a
obsahem se velmi intenzivné protiepe (4.7). Pak se roztok ponecha ustat as 30 az
35 minut, piida se 100 ml roztoku hydroxidu sodného (3.6), promicha a obsah se filtruje
filtratnim kelimkem (4.3) za mirn¢ snizeného tlaku (4.2).

Cinidlo se pouziva nejdiive za 75 minut po filtraci.
Oxid hlinity (Al,Os3) pro sloupcovou chromatografii

Priprava: 100 g oxidu hlinitého se roztira v tieci misce (4.9) s 500 ml vody po dobu
30 minut, filtruje filtratnim kelimkem (4.3) za mirné snizeného tlaku (4.2), promyje 3 X
50 ml methylalkoholu (3.1), vysusi odsavanim (4.2) a po ustani pies noc se vysusi pri
teplote¢ 100 °C v susarné (4.10). Po vychladnuti v exsikatoru se zkontroluje vytéznost
urcittho mnozstvi standardniho roztoku amprolia (3.11) podle postupu 5.1.2.
Vysledkem zkousky musi byt propustnost 96 az 104 %.

3.10 Amprolium, standardni substance, bod tani = 248 °C, absorpcni koeficient ve vodé pri

vinové délce 265i 325 nm = 11.10°

3.11 Amprolium, zakladni standardni roztok

Priprava: Do odmeérné banky na 500 ml se odvazi 50 mg standardni substance amprolia
(3.10) s presnosti nggméné na 0,1 mg, rozpusti ve ziedéném methylalkoholu (3.2),
doplni jim po rysku a promicha.

3.12 Amprolium, pracovni standardni roztok

Priprava: Do odmeérné banky na 50 ml se odpipetuje presné 10,0 ml zakladniho
standardniho roztoku amprolia (3.11), doplni ziedénym methylalkoholem (3.2) po
rysku apromicha.

1 ml tohoto pracovniho standardniho roztoku obsahuje 20 ng amprolia.

4. Pristroje a pomucky

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8

Spektrofotometr vhodné konstrukce s prislusenstvim (kyvety optické délky 10 mm)
Zatizeni pro filtraci za snizeného tlaku

Kelimek filtracni, sklenény se sintrem S

Trubice chromatograficka sklenéna, vnitini pramér 9 mm, délka 400 az 500 mm
Odstredivka laboratorni s prislusenstvim (kyvety centrifugacni na 25 ml s vicky)
Michacka laboratorni

Trepacka laboratorni

V ata obvazova

298



4.9 Miskatieci skopisti
4.10 Susarnalaboratorni, vakuova

5. Postup
5.1 Sestrojeni kalibracniho grafu

5.1.1 Do sady centrifugacnich kyvet (4.5) se odpipetuje diferencovarg 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 a
5,0 ml pracovniho standardniho roztoku amprolia (3.12), prvni ¢tyfi se doplni na objem 5 mli
ziedénym methylalkoholem (3.2). Do jedné kyvety se odpipetuje 5 ml samotného ziredéného
methylalkoholu (3.2) = kontrolni roztok.

5.1.2 Do kazdé centrifugacni kyvety (4.5) se odpipetuje piesné 10,0 ml komplexotvorného
¢inidla (3.8), po uzavieni se kazda promicha a ponecha v klidu po dobu 18 minut. Potom se
vlozi do odstredivky (4.5), odstied’uje po dobu 3 minut a supernatant se dekantuje do vhodné
nadobky. M¢fi se ihned na spektrofotometru (4.1) v kyvetach o optické délce 10 mm pii
vinové délce 530 nm proti kontrolnimu roztoku.

5.1.3 Z namétenych hodnot absorbanci a jim odpovidgjicich koncentraci se sestroji
kalibracni graf.

5.2 Vlastni provedeni
5.2.1 Krmiva(krmné smési) apremixy

Do kuzelové banky na 250 ml se zabrusem se odvazi asi 10 g zkusebniho vzorku (pro
premixy 3 az 6 g) s presnosti ngméné na 0,001 g, prida se presné 100,0 ml ziedéného
methylalkoholu (3.2), banka se zazatkuje, vlozi na trepacku (4.7) a vytiepava po dobu 60
minut. Potom se obsah banky Zfiltruje suchym, stiedné hustym filtrem do suché kadinky,
piicemz prvni podil filtratu se nezachycuje. Tento filtrat se, s ohledem na ocekavany
(deklarovany) obsah amprolia ve zkouseném vzorku, roziedi ziedénym methylalkoholem (3.2)
naroztok o koncentraci amproliav rozmezi 5 az 15 ug/ml.

Na dno chromatografické trubice (4.4), vertikalné umisténé, se vlozi smotek obvazové vaty
(4.8) anani seudusa 5 g oxidu hlinitého (3.9). Na tento sloupec se odpipetuje piesné 25,0 ml
extraktu zkouseného vzorku, extrakt se necha volné protéci sloupcem, prvnich 5 ml eluatu se
nezachycuje a dalsich 5,0 ml se odméti do centrifugacni kyvety (4.5).

Dale se postupuje podlie 5.1.2.

Mnozstvi amprolia se zjisti z kalibra¢niho grafu.

5.2.2 Koncentraty

Do kuzelové bainky na 500 ml se zabrusem se odvazi asi 0,5 g zkusebniho vzorku s piresnosti
ngiméné na 0,001 g, piida se presné 250 ml ziedéného methylalkoholu (3.2) a po uzatkovani
se vytiepava natrepacce (4.7), nebo promichava na michacce (4.6) po dobu 60 minut. Potom
se obsah baiiky filtruje suchym, stiedn¢ hustym filtrem do suché kadinky, piicemz prvni podil
filtratu se nezachycuje. Do odmérné banky na 200 ml se odpipetuje presné 5,0 ml filtratu,

doplni ziedénym methylalkoholem (3.2) po rysku a promicha. Do centrifugacni kyvety (4.5)
se odmeii presné 5,0 ml tohoto roztoku a dale se postupuje podle 5.1.2.
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Mnozstvi amprolia se zjisti z kalibra¢niho grafu.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
6.1 Krmiva (krmné smési) a premixy
Obsah amproliav mg/kg (X) se vypocita podle vzorce:

_210*.C.F
m

X

kde C je mnozstvi amproliav mg zjisténé z kalibracniho grafu
m navazka zkusebniho vzorku v g
F faktor redéni

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki stanoveni dvou soubézné provedenych
stanoveni, které spliuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé mg/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky:

8.1 Methylalkohol je nebezpecnou horlavinou I.tfidy a zvlast nebezpecnym jedem, proto pri
jakékoli manipulaci snim je nutné dodrzovat bezpe¢nostni pravidla.

8.2 Kyanid draselny je zvlast' nebezpecnym jedem, proto pii jakékoli manipulaci s nim je
nezbytné zachovavat bezpecnostni pravidla, zeména je nutné neokyselovat jeho roztok ¢i
latku (vyvin prudce jedovatého kyanovodiku).

8.3 V metodé ES jsou uvedeny nasledujici hodnoty opakovatelnosti :
Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit

hodnotu pro obsahy do 100 mg/kg 10 mg/kg
od 100 do 5 000 mg/kg 10 % relat
od 5 000 do 10 000 mg/kg 500 mg/kg
nad 10 000 mg/kg 5% relat
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2.3 Stanoveni obsahu diclazurilu

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni diclazurilu v premixech pro obsahy
20 mg/kg az 4 000 mg/Kkg.

Pro ucely této metody se pouziva tato definice:

Diclazuril je u¢inné kokcidiostatikum. Chemicky se jedna o 2, 6-dichloro-afa (4-
chlorofenyl)-4- (4,5-dihydro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2(3H)-yl) benzenacetonitril sumarniho
vzorce C17H9Cl3N4O, a molekulové hmotnosti 407,64 .

2. Princip

Diclazuril se stanovi po extrakci vzorku okyselenym methylalkoholem a precisténi na
kolonkach MegaBond Elut zpusobem vysokoucinné kapalinové chromatografie (dale jen
metodou HPL C) metodou iontovych para nareverzni fazi s pouzitim UV detekce.

3. Chemikalie

3.1 Vodadestilovana, ¢istoty pro HPLC

3.2 Tetrabutylamonium hydrogensiran (dale jen TBAHS) - ¢inidlo iontovych para

3.3 Acetonitril, ¢istoty pro HPLC (dale jen ACN)

3.4 Methylalkohal, ¢istoty pro HPLC (poznamka 8.1)

3.5 n,n-Dimethylformamid (dale jen DMF)

3.6 Kysdinachlorovodikova, koncentrovana (h = 1,17 g/l)

3.7 Diclazuril, standardni substance (Jansen Biotech - ¢.kat. R 64 433) (poznamka 8.2)

3.8 Vnitini standard pro stanoveni diclazurilu (Jansen Biotech ¢.kat. R 62 646) (poznamka
8.2)

3.9 Diclazuril, zakladni standardni roztok

Priprava: V DMF se rozpusti takové mnozstvi standardni  substance diclazurilu (3.7),
aby vysledna koncentrace tohoto zakladniho standardniho roztoku v pg/ml byla ¢iselné
shodna s deklarovanym obsahem diclazurilu ve zkouseném vzorku v ug/g (=DO).

3.10 Vnitini standard, zakladni roztok

Priprava: V DMF se rozpusti takové mnozstvi vnitiniho standardu (3.8), aby vysledna
koncentrace tohoto zakladniho roztoku vnitiniho standardu v pg/ml byla ¢iselné shodna
s deklarovanym obsahem diclazurilu ve zkouseném vzorku v pg/g (=DO).
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3.11 Referen¢ni pracovni roztok

Priprava: Do odmérné banky o obsahu [DO/4] ml (poznamka 8.6) se odpipetuje piesné
1 ml zakladniho standardniho roztoku diclazurilu (3.9) a presn¢ 1 ml zakladniho roztoku
vnitiniho standardu (3.10), piida se 3 ml vody (3.1) asmési DMF (3.5) - voda (3.1)

v pomgéru (2 + 3) sedoplni po rysku a promicha.

3.12 Extrakéni roztok methylalkoholu

Priprava: Do odmérné barnky na 1 000 ml se odpipetuje 5 ml kyseliny chlorovodikové
(3.6), doplni po rysku methylalkoholem (3.4) a promicha.

3.13 Octan amonny (CH3CO2NHy), pevny

3.14 TBAHS, roztok ¢(TBAHS)= 0,01 mol/I
3.15 Mobilni faze

Priprava: Slozka A = Do 1 000 ml roztoku TBAHS (3.14) se odvazi 5 g octanu
amonného (3.14) a promicha.

Slozka B = acetonitril (ACN)
Slozka C = methylalkohol

Pokud neni k dispozici zarizeni pro ternarni eluci (poznamka 8.3), smichaji se slozky
A + B+ Cvpomeru (50 + 25+ 25)

4. PFistroje a pomiicky

4.1 Chromatograf kapalinovy vysokoucinny (dale jen pristroj HPLC) s ptislusenstvim
(cerpadlo, kolona - reverzni faze, injekeni davkovaci zarizeni napt. Rheodyne, UV

detektor, popr. i datastanice sintegracnim softwarem atiskarnaci jiné registracni

zarizeni

4.2 Kolona- reverzni faze C18, Hypersil ODS, 10x 4,6, 3 um

4.3 Trepackalaboratorni

4.4 Rotacni vakuova odparka

4.5 Banka odparovaci na 250 ml

5. Postup
5.1 Pripravavzorku k mereni

Do kuzelové banky na 500 ml se odvazi asi 1 g zkusebniho vzorku s presnosti nggméné na
0,001 g, prida se presné 1 ml zakladniho roztoku vnitiniho standardu (3.10) a presné¢ 200 ml
extrakéniho roztoku (3.12). Banka se zazatkuje, vlozi na trepacku (4.3) a tiepanim se vzorek
extrahuje po dobu asi 16 hod., ngjlépe pies noc. Po ukonceni extrakce se necha pevna cast
sedimentovat asi 10 minut a pak se z cirého supernatantu odpipetuje presné [4000/ DO] ml
(poznamka 8.6) do odparovaci banky. Tato se vlozi na vakuovou odparku (4.4) a roztok se
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odpaii pii teploté 45 °C za snizeného tlaku do sucha. Odparek se rozpusti v presné 2 ml DMF
(3.5) apak se prida jeste presné 3 ml vody (3.1).

Takto pripraveny roztok se nastiikuje do kolony pristroje HPLC

5.2 Pracovni podminky méieni

Teplota kolony teplota okoli, vyrovnana po celou dobu méreni
Pratok mobilni faze 2 ml/min (Ize upravit s ohledem natlakovou ztratu)
Detekce UV 280 nm, §ife pasma4 nm

Injektovany objem 20 pl

Retencni ¢as as 16 min. pii pratoku 2 ml a gradientové ternarni eluci
asi 35 min. pii pratoku 1,4 ml/min., popsané koloné aizokratickém
rezimu

Doporucuje se pouzit guard kolony (apt. Tessek C18, 30 x 3,5 um)

Rozsah 0,01 AUFS (poznamka 8.4)

5.3 Vlastni méreni

Pred nastiikem do kolony je nutno tuto po dobu 10 minut ekvilibrovat pii uvedeném pratoku
a dozeni mobilni faze. Po ustaleni zakladni linie se nastiikuje referencni pracovni roztok
(3.11) a potom roztok zkouseného vzorku.

Po ukonceni kazdého meieni pii izokratickém rezimu je nutné kolonu proplachovat asi
10 minut slozkou mobilni faze B (3.15) a dalsimu nastfiku po proplachu musi piedchazet
desetiminutova ekvilibrace kolony pii stanovenén pritoku a stejném slozeni mobilni faze.

Z kazdého méreni se poridi zaznam a ze zaznamu se odmeétuji piky vnitfniho standardu a
diclazurilu v referencnim roztoku i roztoku zkouseného vzorku (poznamka 8.5).

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
Obsah diclazurilu v mg/kg (X) se vypocita podle vzorce (poznamka 8.5):

X = C.F.p,.p,
Pu- Py

kde p; je plocha (vyika) piku diclazurilu v referencnim roztoku v mm? (mm)

P2 plocha (vyska) piku vnitiniho standardu v referencnim roztoku v mm? (mm)
P3 plocha (vyika) piku diclazurilu ve zkouseném vzorku v mm? (mm)
ps  plocha (vyska) piku vnitiniho standardu ve zkouseném roztoku v mm? (mm)

koncentrace diclazurilu v referenénim roztoku v pg/ml

F multiplika¢ni faktor, ktery se vypocte ze vztahi
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F=—
mR
a
- _4000 (poznamka 8.6)
20LDO

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatel nosti a vyjadiuje se na celé jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Methylalkohol je nebezpecnou horlavinou I.téidy a zvlast nebezpecnym jedem, proto pfi
jakékoli manipulaci snim je nutné zachovavat bezpecnostni pravidla.

8.2 Metodikaje vyvinuta a vyzkousena specialné s chemikaliemi od uvedené firmy.
8.3 Jeli k dispozici zafizeni pro ternarni eluci pak rezim eluce se doporucuje nasledujici:

Linearni gradient

0 20 21 30 31 40
Cas (min)

% slozky A mobilni 60 40 0 0 60 60
faze

% slozky B mobilni 20 30 100 100 20 20
faze

% slozky C mobilni 20 30 0 0 20 20
faze

8.4 AUFS = absorbance unit full scale (plna vychylka v jednotkach absorbance)

8.5 Jeli k dispozici vypocetni technika a prislusné vypoctové software, vypocita se obsah
diclazurilu z hodnot méieni piimo.

8.6 DO jedeklarovany obsah diclazurilu ve zkouseném vzorku v pg/g.
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2.4 Stanoveni obsahu lasalocidu

1. Utd arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni lasalocidu v premixech a v krmnych
smésich.

Pro ucely této metody se pouziva tato definice:

Lasalocid, obchodnim nazvem AVATEC, je fermentacni antikokcidum se sirokym spektrem
ucinnosti, polyetherovy produkt z fermentace Streptomyces lasaliensis.

2. Princip

Lasalocid se stanovi na zaklad¢ inhibi¢niho G¢inku na testovaci mikroorganismus Bacillus
subtilis ATCC 6633 difuzni plotnovou metodou.

3. Chemikalie

3.1 Redici roztok: smés ethylalkohol 96% (3.2) - voda (1 + 9)
3.2 Ethylalkohol 96 %, 75 % a 20 % (objemov¢) (poznamka 8.1)
3.3 n-Hexan (poznamka 8.1)

3.4 Octan ethylnaty

3.5 Lasdocid, standardni substance s ovéienou téinnosti

3.6 Lasalocid, zakladni standardni roztok

Priprava: Do odmérné banky na 250 ml se odvazi 25,00 mg standardni substance
lasalocidu (3.5) 100% ucinnosti (pii jiné ucinnosti prepocet), rozpusti se ve 125 mi
ethylalkoholu 96 % (3.2) doplni vodou po rysku a promicha.

1 ml tohoto standardniho roztoku obsahuje 100 pg lasalocidu.
Roztok uchovany pii teploté 5 °C je staly po dobu 4 mésica.
3.7 Lasalocid, pracovni standardni roztok

Priprava: Do 100 ml odmérné baiky se odpipetuje 10 ml  zakladniho standardniho
roztoku (3.6), doplni vodou po rysku a promicha.

1 ml tohoto pracovniho roztoku obsahuje 10 pg lasalocidu.
Pripravuje se vzdy cerstvy v ¢ase potieby.
3.8 Testovaci mikroorganismus Bacillus subtilis ATCC 6633 (CCM 1999)

Uchovani kmene: Kultura se 1krat mésicné preockovava na sikmy agar (3.16), inkubuje
se 16 az 24 hodin pii 37 °C auchovava pii teploté 5 °C v chladnic¢ce.

Priprava sporové suspenze: Kultura vyrostla na sikmém agaru se smyje as 3ml
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fyziologického roztoku (3.10) a pienese se asepticky do Rouxovych lahvi (4.11),
obsahujicich sporulacni padu (3.9.1). Pomoci sterilnich sklenénych kulicek se
mikroorganismus rovnomeérné rozetie po povrchu agaru. Takto pripravené Rouxovy
lahve (4.11) se inkubuji pi teploté 37 °C po dobu 7 az 10 dni. Sporulace se ovéri pod
mikroskopem (4.14) a potom se narostla kultura smyje s povrchu 25 ml fyziologického
roztoku (3.10) odstiedi (4.8), k sedimentu se piida opét 25 ml fyziologického roztoku
(3.10), suspenze se zahiiva 30 minut pii teploté 65 °C aznovu odstiedi (4.8). Toto
promyvani spor se opakuje trikrat. Nakonec se suspenze spor prevede do kuzelové

banky a zahiiva se 30 minut pii teploté 65 °C. Takto pripravena suspenze spor  piedstavuje
zakladni inokulum, které uchovavano pii teploté 4 °C je pouzitelné po dobu 6 mésicu.

3.9

K oncentrace sporosuspenze se uréuje experimentalni testaci. Ma byt takova, aby
velikost inhibi¢ni zony pii fedéni 4 ug/ml byla 22 mm, coz odpovida asi 0,2 az 0,3 ml
sporosuspenze na 100 ml agaru.

Zivné pady

3.9.1 Sporulatni pida, zivny agar ¢. 2, suseny Sevac

Priprava: 40,0 g zivného agaru (3.16) se piipravi podle navodu vyrobce, piida se

400 mg siranu manganatého (3.11) do odmérné barky na 1 000 ml, doplni vodou po
rysku a promicha. Po rozpusténi se ptida rozdéli do Rouxovych lahvi (4.11) a steriluje
20 minut pii tlaku 0,05 MPa, t =115°C

3.9.2 Udrzovaci piada- zivny agar ¢. 2, suseny Sevac

Priprava: Provede se podle navodu vyrobce, rozdéli se do zkumavek po 7 az 9 ml,
sterilizuje pii tlaku 0,05 MPa ateploté 115 °C po dobu 20 minut. Pak se necha ve
zkumavkach utuhnout v sikmé poloze.

3.9.3 Testovaci pada

Priprava: 0,7 g hydrogenfosforecnanu draselného (3.12), 0,45 g dihydrogenfosforec
nanu draselného (3.13), 10,0 g glukosy (3.14), 18,0 g agaru (3.16) (nebo Bactoagaru
Difco) a 2,5 g kvasni¢ného autolyzatu (3.15) serozpusti v 1 000 ml vody, pH se

upravi na hodnotu 6,0 a sterilizuje 15 minut pri tlaku 0,05 MPa, t = 110 °C.

3.10

311
3.12
3.13
3.14
3.15
3.16

Sterilni pada se rozlije po 300 ml do piedem vysterilizovanych kuzelovych bangk.
Fyziologicky roztok

Priprava: 8 g chloridu sodného se rozpusti ve vodé a doplni na 1000 ml. Sterilizuje se
20 minut pii 121 °C.

Siran manganaty, monohydrat (MnSO, .H,0)
Hydrogenfosforetnan draselny (K,HPO,)
Dihydrogenfosforecnan draselny (KH,PO,)
Glukosa

Kvasni¢ny autolyzat Sevac

Agar
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4. P¥istroje a pomicky

4.1 Plotnasklenéna 360 mm x 360 mm nebo 250 mm x 250 mm
4.2 Odparkavakuova, rotacni

4.3 Ram kovovy 340 mm x 340 mm nebo 200 mm x 200 mm
4.4 Korkovrt o priméru 9 mm

4.5 Vodovaha

4.6 Podlozka vyrovnavaci regulovatelna

4.7 Termostat

4.8 Odstredivkalaboratorni s prislusenstvim

4.9 Lazen vodni s regulovatelnou teplotou

4.10 Tiepacka (horizontalni)

4.11 Lahev Rouxova

4.12 Pipetapodle Pasteura

4.13 Banka odparovaci vhodného objemu

4.14 Mikroskop vhodné konstrukce

5. Postup
5.1 Premixy

Do kuzelové banky na 500 ml se zabrousenou zatkou se odvazi vypoétené mnozstvi
(poznamka 8.2) zkusebniho vzorku s piesnosti negméné na 0,01 g, prida se presné 125 ml
ethylalkoholu 96 % (3.2) a po dobu 30 minut se extrahuje na (horizontalni) tiepacce (4.10),
pak se piida 125 ml vody a promicha. Filtruje se suchym stredn¢é hustym filtrem do suché
kadinky, pricemz prvni podil filtratu se nezachycuje. Z tohoto filtratu se pripravi testované
roztoky o koncentracich 8, 4 a2 ug/ml s pouzitim rediciho roztoku.

Na sterilni sklenénou plotnu (4.1) opatfenou ramem (4.2) utésnénym k plotné malym
mnozstvim agaru (3.16) a ulozenou ve vodorovné poloze (4.5), se vylije 300 ml (60 ml) zivné
pudy (3.9.1) do které byla po rozehiati a zchlazeni asi na 55 °C naoc¢kovana sporova suspenze
(3.8). Po ztuhnuti pudy se plotna (4.1) ulozi na 1 hod do chladni¢ky pii teploté 5°C. Po
vyjmuti se korkovrtem (4.4) v pravidelnych vzdalenostech vytvoii v pade jamky v 9 fadach a
9 dloupcich.

Z pracovniho standardniho roztoku lasalocidu (3.7) se nafedénim pomoci fediciho roztoku
(3.1) pripravi testacni roztoky o koncentracich 8 , 4 a2 ug lasalocidu v 1 ml. Tyto se pomoci
Pasteurovy pipety (4.12) vnaseji do jamek ve stiedu fady, po stranach se vnaseji testované
roztoky zkouseného vzorku podle odpovidajicich koncentraci. Plotna (4.1) se inkubuje po
dobu 18 + 2 hod. v termostatu (4.7) pri teplote¢ 37 °C. Praméry vzniklych inhibi¢nich zon se
meEii posuvnym meétitkem s piresnosti na 0,1 mm.
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5.2 Krmné smés

Do kuzelové baiiky na 500 ml se odvazi vypoétené mnozstvi zkusebniho vzorku s piresnosti
ngméné na 0,01 g ( poznamka 8.2), suspenduje v piesné 250 ml octanu ethylnatého (3.4),
banka se zazatkuje a po dobu 30 minut se vytiepava na (horizontalni) trepacce (4.10). Filtruje
se suchym stiedné hustym filtrem do suché kadinky, piicemz prvni podil filtratu se
nezachycuje. Z tohoto filtratu se odpipetuje piesné 30 ml do odparovaci banky (4.13), necha
na odparce (4.2) odpaiit do sucha, odparek se rozpusti v 5 ml n-hexanu (3.3) pievede do délici
nalevky vhodného objemu s 25 ml 75 % ethylalkoholu (3.2) aintenzivné protiepava 1 minutu.
Pak se ponecha asi 1 hod. ustat a ethylalkoholova faze se odpusti do odmérné banky na 25 ml,
popiipadé doplni 75 % ethylalkoholem (3.2) po rysku a promicha. Z tohoto roztoku se
piipravi testovaci roztoky o koncentracich 0,5; 1 a2 ug lasalocidu v 1 ml, k fedéni se pouzije
20 % ethylalkohol (3.2).

300 ml rozehiaté testovaci pudy (3.9.3), zchlazené nateplotu 70 °C, se naockuje 0,8 az 1 ml
sporové suspenze (3.9.1), rozlije na plotnu (4.1) opatienou ramem (4.3) utésnénym ke plotné
malym mnozstvim agaru (3.16) a umisténou ve vodorovné poloze (4.5). Po ztuhnuti agarové
vrstvy se plotna (4.1) ulozi na 1 hod. do chladni¢ky, po jeim vyjmuti se v pravidelnych
vzdalenostech vyhloubi korkovrtem (4.4) 10 x 9 jamek.

Z pracovniho standardniho roztoku lasalocidu (3.7) se nafedénim za pouziti 20 %
ethylalkoholu (3.2) pripravi testacni roztoky o koncentracich 0,5; 1a 2 ug v 1 ml. Pomoci
Pasteurovy pipety (4.12) se tyto testacni roztoky vnaseji do jamek uprostied fady a do 2 fad
pod sebou. Po obou stranach se pak vnasgji testované roztoky zkouseného vzorku podie
standardam odpovidajicich koncentraci. Plotna (4.1) se inkubuje 18 az 20 hodin pri teploté
37 °C v termostatu (4.7). Priméry vzniklych inhibi¢nich zon se odméiuji posuvnym meiitkem
s presnosti na 0,1 mm.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
Obsah lasalocidu v mg/kg se vypocita podle Prilohy 10, ¢ast 7.1.

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledka dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost

7.1 Pro premixy

Nebyla dosud stanovena.
7.2 Prokrmné smési
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky
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8.1 Ethylalkohol a n-hexan jsou nebezpecnymi hoilavinami 1. tfidy, proto je nutno pfi
jakékoli manipulaci snimi zachovavat bezpecnostni pravidla.

8.2 U premixi se hmotnost zkusebniho vzorku voli s ohledem na oc¢ekavany obsah

lasalocidu ve zkouseném vzorku (teorie) tak, aby vysledna koncentrace zasobniho roztoku
byla 100 pg lasalociduv 1 ml.

8.3 U krmnych smési se hmotnost zkusebniho vzorku voli s ohledem na o¢ekavany obsah
lasalocidu ve zkouseném vzorku (teorie) tak, aby zasobni roztok mél koncentraci 7,5 ug

lasalocidu v 1 ml. Tak napt. pii teoretickém obsahu lasalocidu ve vzorku 75 mg/kg se odvazi
20,0 g zkusebniho vzorku.
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2.5 Stanoveni obsahu maduramicinu

1. Utd arozsah

Jsou uvedeny dvé metody; pro premixy a modifikace pro krmné smési.

Tyto metody specifikuji podminky pro stanoveni maduramicinu v premixech a krmnych
smésich.

Pro ucely této metody se pouziva tato definice:

Amonna sal maduramicinu je monoglykosidni polyetherové ionoforové antibiotikum,
sumarniho vzorce Cs7Hg3sNOq7.

2. Princip

Maduramicin se stanovi po extrakci vzorku smeési acetonitrilu s dichlormethanem,
derivatizaci dansylhydrazinem a nasledném procisténi na florisilu metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie nareverzni fazi s pouzitim fluorimetrické nebo UV detekce.

3. Chemikalie

3.1 Helium kysliku prosté

3.2 Cinidlo derivatizagni - Dansylhydrazin (napt. FLUKA) (dale jen DH)
3.3 Acetonitril, ¢istoty HPLC (dale jen ACN)

3.4 Dichlormethan (dale jen DCM)

3.5 Tetrabutylamonium hydrogensulfat (napi. ALDRICH) (dale jen TBAHYS)
3.6 Vodadestilovana, ¢istoty pro HPLC

3.7 Smésextrakéni, ACN - DCM v poméru (8 + 2)

3.8 Sméselucni, ACN - vodav pomeru (9 + 1)

3.9 Sito molekularni, typ 3A, 8 - 12 mesh

3.10 Kysdinatrichloroctova, roztok 150 g/l v acetonitrilu

Uchovava se v chladni¢ce ngjvyse po dobu jednoho mésice.

3.12 Dansylhydrazin (dale jen DH)

3.13 Derivatiza¢ni ¢inidlo dansylhydrazin

Priprava: 0,380 DH (3.12) se odvazi do odmérné banky na 50 ml, rozpusti v ACN
(3.3), doplni timtéz po rysku a dobie promicha.

1 ml tohoto ¢inidla obsahuje 7,6 mg DH.
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3.14

3.15
3.16

3.17

Uchovava se v chladni¢ce maximalné po dobu 1 mésice
Mobilni faze

Priprava: Do odmérné barnky na 1 000 ml se odvazi 0,220 g TBAHS (3.5), rozpusti se
ve 150 ml destilované vody (pro HPLC) (3.6), doplni acetonitrilem (3.3) po rysku a
probubla plynnym heliem (3.1) nebo deaeruje na ultrazvukové lazni (4.9) asi 10 minut.

Maduramicin, standardni substance o 100 % uginnosti
Maduramicin, zakladni standardni roztok

Priprava: Do tii odmérnych banék na 100 ml se odvazi postupné 0,0700, 0,1000 a
0,1300 g standardni substance maduramicinu (3.15) 100 % ucinnosti nebo piepoctené
mnozstvi nizsi aéinnosti, kazda banka se doplni acetonitrilem (3.3) po rysku a
promicha.

Tyto zakladni standardni roztoky obsahuji 0,7 ;1,0 a 1,3 mg maduramicinuv 1 ml.
Maduramicin, pracovni standardni roztok
Priprava: Do tii odmérnych banék na 100 ml se diferencované odpipetuje po 3 ml

z kazdého ze zakladnich standardnich roztokt maduramicinu (3.16), kazda z bangk se
dopini extrakéni smési (3.7) po rysku a promicha.

Tyto pracovni standardni roztoky obsahuji 21,0 ; 30,0 a39,0 ug maduramicinuv 1 ml.

4. PFistroje a pomucky

4.1

4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9

Chromatograf kapalinovy vysokoucinny s piislusenstvim (Cerpadlo, kolona - reverzni
faze C18,250 x 4,5-10 um, injektazni davkovaci zarizeni - napr. typu Rheodyne,
fluorometricky detektor - miizkovy typ s excitatnim a emisnim monochromatorem nebo
UV detektorem, popr. datastanice s integracnim software, tiskarna nebo jiné registracni
zarizeni) (dale jen pristroj HPLC)

Trepacka laboratorni vhodné konstrukce

Odparka vakuova (pro krmné smeési)

Banka odparovaci vakuova na 250 ml s kulatym dnem (pro krmné smesi)
Mikropipeta o kapacité 600 pl s vymeénnymi nastavci

Patronka istici florisilova

Stiikacka injekéni polyethylenova na5 ml

Zkumavka reakeni s teflonovym uzavérem na 10 mi

Lazen ultrazvukova nebo plynné helium

5. Postup (poznamka 8.2)

5.1

Sestrojeni kalibraéniho grafu a kontrola linearity odezvy pouzité instrumentace
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5.1.1 Pripravi se kalibraéni roztoky standardu tak, ze do tfi odmérnych ban¢k na 25 ml se
diferencované odpipetuje z kazdého pracovniho standardniho roztoku maduramicinu (3.17) po
5 ml, kazda z banék se doplni extrakéni smesi (3.7) po rysku a promicha.

Tyto kalibraéni roztoky obsahuji 4,2; 6,0a 7,8 ug maduramicinu v 1 ml. Tyto se dale
derivatizuji podle 5.2.2.

5.1.2 Pracovni podminky: teplotakolony teplota okoli
pratok mobilni faze 2,0 ml/min
detekce fluorimetricka:
vinova délka excitacéni 224 nm
Sife pasma (band width) 2nm
vinova délka emisni 515 nm
Sife pasma (band width) 40 nm
injektovany objem 50 pl

retencni ¢as (pii pouziti popsané

kolony a pii uvedenych podminkach asi 8-10 min

detekce UV: vinova délka 224 nm
citlivost vhodna

Kolona chromatografu se uvede do rovnovahy, az se dosihne ustaleni zakladni linie pfi
daném pratoku mobilni faze (3.14) a pak se nastrikuji derivatizované (viz 5.2.2) kalibracni
roztoky resp. roztok zkouseného vzorku. Nastiikuji se vzdy dvakrat, pticemz odezvy nastriki
stejného roztoku musi byt v toleranci 2 %. Z kazdého nastiiku se poridi chromatograficky
zaznam. Bazi odezvy je vyska piku.

5.1.3 Z naméienych hodnot vysek pikia a jim odpovidgjicich koncentraci se sestroji
kalibracni graf (poznamka 8.1)

5.2 Premixy

5.2.1 Do konické bainky na500 ml se odvazi takové mnozstvi zkusebniho vzorku, s piesnosti
ngméné na 0,001 g, aby po extrakci vzorku popsanym zpusobem bylo dosazeno priblizné
koncentrace zasobniho roztoku zkouseného vzorku 6 pg maduramicinu v 1 ml (poznamka
8.3). K odvazenému vzorku se prida piesné 50 ml dichlormethanu (3.4), banka se uzavie a na
laboratorni tiepacce (4.2) se extrahuje vzorek po dobu 30 minut. Pak se prida presné 200 ml
acetonitrilu (3.3), 3,0g molekularniho sita (3.9) a po uzavieni baiky se extrahuje na
laboratorni tiepacce (4.2) dalsich 30 minut. Pevna ¢ast vzorku se ponecha dokonale usadit a
Ciry supernatant se pipetuje k derivatizaci (poznamka 8.4) - zasobni roztok zkouseného
vzorku.

5.2.2 Derivatizace se provede odpipetovanim 600 ul derivatizacniho ¢inidla DH (3.13) a
1 200 pul roztoku kyseliny trichloroctové (3.10) do reakéni zkumavky, piida se 5 ml zasobniho
roztoku zkouseného vzorku (supernatantu), resp. kalibraéniho roztoku standardu (viz. 5.1.1),
banka se uzavie a po dobu 10 sekund se radné protiepava (poznamka 8.4). Derivatizovany
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roztok se dekantuje do injekéni stiikacky (4.7), spojené s florisilovou patronou (4.6), necha se
volné protéci, piicemz eluat se dale nepouzije.

Po proteceni derivatizovaného roztoku se patrona promyje 5 krat 3 ml acetonitrilu (3.3), pak
se profoukne pistem injekéni stiikacky (4.7), aby byla zbavena zbytku promyvaciho cinidla.
Injekéni stiikacka (4.7) se odpoji od patrony (4.6), vytahne se pist stiikacky (4.7) a tato se
Znovu spoji s patronou (4.6). Zachycena latka na patroné se eluuje elu¢ni smeési (3.8) do
odmeérné banky na5 ml az po doplnéni po rysku. Po uzavieni baiky se dobie promicha a takto
ziskany eluat se nastiikuje do pristroje HPLC (4.1).

Dale se postupuje podie 5.1.2.
Koncentrace maduramicinu se zjisti z kalibra¢niho grafu.
53 Krmné smési

Do konické bainky na 500 ml se odvazi takové mnozstvi zkusebniho vzorku, s piesnosti
ngméné na 0,001 g, aby po extrakci vzorku popsanym zpiusobem bylo dosazeno priblizné
koncentrace 6 ug maduramicinu v 1 ml (poznamka 8.5). Napt. pii teoretickém obsahu 5 g/kg
se odvazuje presné 50,0009 vzorku. K odvazenému vzorku se piida piesné 50 ml
dichlormethanu (3.4), barka se uzavie a na laboratorni tiepacce (4.2) se vzorek extrahuje po
dobu 30 minut. Pak se prida presné¢ 200 ml acetonitrilu (3.3) a 15,0 g molekularniho sita (3.9),
banka se znovu uzavie a na laboratorni trepacce (4.2) se extrahuje dalsich 30 minut. Pevna
¢ast vzorku se necha dokonale usadit a 60 ml ¢irého supernatantu se odpipetuje do odparovaci
banky (4.4). Roztok se na vakuové odparce (4.3) pii 40 °C odpaii do sucha. Odparek se
rozpusti v 10ml extrakéni smési (3.7), ¢imz se dosihne priblizné koncentrace 6ug
maduramicinu v 1 ml (poznamka 8.4) - zasobni roztok zkouseného vzorku.

Dale se postupuje podie5.2.2 a5.1.2.

Koncentrace maduramicinu se zjisti z kalibra¢niho grafu (poznamka 8.1)

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
Obsah maduramicinu v mg/kg (X) se vypocita podle vzorce:

X = 5C.F
m
kde C je koncentrace maduramicinu ve zkouseném vzorku zjisténa z kalibracniho grafu
v ug/mi
F faktor redéni
m navazka zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky v mg/kg.
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7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Jeli soucasti chromatografické sestavy integracni a vypoctové software, vypocita se
obsah maduramicinu z tohoto software pfimo z namérenych hodnot.

8.2 Doporucuje se pracovat pii tlumeném svétle.

8.3 Navazka zkusebniho vzorku nema byt nizsi nez 1g. Pri  deklarovaném obsahu
maduramicinu v premixu napi. 1 mg/g se odvazuje 1,5 g. Pokud byl deklarovan vyssi obsah
maduramicinu, je tieba navazku zkusebniho vzorku vyssi nez 1 g po vytiepani fedit extrakeni
smeési (3.7) napozadovanou koncentraci priblizné 6 ug/mil.

8.4 Vzorek po extrakci pied i po derivatizaci je stabilni pri teploté 4 °C po dobu asi 8 hodin.

8.5 Navazka zkusebniho vzorku nema byt nizsi nez 25 g. Pokud byl deklarovan vyssi obsah
maduramicinu, je tieba navazku zkusebniho vzorku vyssi nez 259 po vytiepani fedit
extrakéni smeési na pozadovanou koncentraci piiblizné 6 pg/ml.

315



2.6

Stanoveni obsahu methylbenzochatu

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Officia Journal no L 329,
30/12/93

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni methylbenzochatu v krmivech. Mez
stanovitelnosti je 1 mg/kg (1 ppm).

2. Princip

Methylbenzochat je extrahovan ze vzorku methylalkoholickym roztokem methansulfonové
kyseliny, po precisténi extrakci dichlormethanem je izolovan na chromatografickém
ionexovém dloupci a znovu extrahovan dichlormethanem, nakonec stanoven metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie (dale jen HPLC) nareverzni fazi sUV detekci.

3. Chemikalie

31
3.2
3.3

34
35
3.6

3.7

3.8

Dichlormethan
Methylalkohol pro HPLC (poznamka 9.1)
Mobilni faze

Priprava: 75 dili methylalkoholu (3.2) se smicha s 25 dily vody (3.10), smés sefiltruje
membranovym filtrem 0,22 mm (4.5) aodplyni napi. na ultrazvukové lazni (4.7) po
dobu 10 minut.

Kyselina methansulfonova, roztok 20 g/l v methylalkoholu(3.2)
Kyselina chlorovodikova (h=1,17 g/ml), ztedéna (1 + 9)
lontoméni¢ Amberlit CG - 120 (Na), 100 - 200 mesh - upraveny

Priprava: 100 g iontoménice se smicha s 500 ml zredéné kyseliny chlorovodikové (3.5),
zahigje natopné desce (4.6) k varu za neustalého michani a po ochlazeni se dekantuje.
Filtruje se pres Biichnerovu nalevku (4.10.), do niz byl vlozen stredn¢ husty filtr, za
mirné snizeného tlaku (4.4), promyje se 2 x 500 ml vody (3.10) a pak 250 ml
methylalkoholu (3.2). Potom se proplachne 250 ml methylalkoholu (3.2) a vysusi se
prosavanim vzduchu pies filtratni kolac.

Uchovava se v suchém stavu v uzaviené nadobce.

M ethylbenzochat (7-benzyl oxy-6-butyl-3-methoxykarbonyl-4--chinolon), standardni

vvvvv

Methylbenzochat, zakladni standardni roztok
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Pripravac Do odmgérné banky na 100 ml se odvazi 50 mg standardni substance
methylbenzochatu (3.7) s piesnosti heiméné na 0,1 mg, rozpusti se v roztoku kyseliny
methansulfonové (3.4), doplni toutéz po rysku a promicha.

3.9 Methylbenzochat, pracovni standardni roztok

Pripravac Do odmérné banky na 50 ml se odpipetuje piesné 5,0 ml zakladniho
standardniho roztoku methylbenzochatu (3.8), doplni methylalkoholem (3.2) po rysku a
promicha.

1 ml tohoto pracovniho standardniho roztoku obsahuje 50 ug methylbenzochatu.
3.10 Vodadestilovana, cistoty pro HPLC

3.11 Krmivo bez obsahu methylbenzochatu arusicich latek (slepy vzorek), coz musi byt
analyticky ovéieno (poznamka 9.2)

4. Pristroje a pomucky

4.1 Chromatograf kapalinovy vysokoucinny (dale jen pristroj HPLC) s ptislusenstvim

(chromatograficka kolona 300 mm x 4 mm, C-18, 10 um ¢i ekvivalentni typ, UV
detektor, popi. detektor s diodovym polem pro rozsah 250 az 400 nm, datastanice
sintegracnim software a tiskarnou)

4.2 Odparkavakuova rota¢ni s piislusenstvim ( odparovaci banka na 500 ml s kulatym
dnem)

4.3 Trubice chromatograficka, sklenéna 250 mm x 15 mm, opatiena nakonci kohoutem a
nadrzkou na 200 mi

4.4 Zarizeni pro filtraci za snizeného tlaku
4.5 Filtry membranové 0,22 mm a 0,45 mm
4.6 Deskatopna, el ektricky vyhiivana

4.7 Lazen ultrazvukova

4.8 Trepackalaboratorni

4.9 Vataskelna

4.10 NalevkaBiichnerova

5. Postup
5.1 Sestrojeni kalibracniho grafu

Do sady odmeérnych banék na 25 ml se diferencované odpipetuje 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 a 5,0 ml,
pracovniho standardniho roztoku methylbenzochatu (3.9), kazda z banék se doplni po rysku
mobilni fazi (3.3) a promicha. Tyto kalibra¢ni roztoky odpovidaji koncentracim 2,0; 4,0; 6,0;
8,0 a 10 ng methylbenzochatu v 1 ml. Pripravuji se vzdy cerstvé.

Dale se postupuje podie 5.2.2.
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Z nameéienych hodnot vysek (ploch) pika kalibracnich roztokti a jim odpovidajicich
koncentraci se sestroji kalibracni graf.

5.2 Vlastni provedeni

5.2.1 Do kuzelové bainky na 250 ml se odvazi asi 20 g zkusebniho vzorku s piesnosti
ngiméné na 0,01 g, piida se presné 100,0 ml roztoku kyseliny methansulfonové (3.4), bainka se
uzatkuje, vlozi na tiepacku (4.8) a vytiepava po dobu 30 minut. Extrakt se filtruje suchym
stiedné hustym filtrem do suché kadinky, piicemz prvni podil filtratu se nezachycuje. Do
délici nalevky na 500 ml, obsahujici 100 ml ziedéné kyseliny chlorovodikové (3.5), se
odpipetuje presné 25,0 ml filtratu extraktu, prida 100 ml dichlormethanu (3.1) a po dobu jedné
minuty se vytiepava. Po oddéleni vrstev se dichlormethanova vrstva odpusti do odparovaci
banky na 500 ml (4.2), k vodné vrstvé se piida dalsich 40 ml dichlormethanu (3.1) a po
vytiepani a oddéleni vrstev se dichlormethanova vrstva odpusti do stejné odparovaci barky.
Extrakce dichlormethanem se provede jesté jednou s 40 ml a dichlormethanova vrstva se po
oddéleni opét prevede do stegjné odparovaci banky. Odparovaci baika se spojenymi
dichlormethanovymi extrakty se vlozi na odparku (4.2) a za snizeného tlaku a pii teploté 40
°C se obsah odpaii do sucha. Odparek se rozpusti ve 20 az 25 ml methylalkoholu (3.2), bainka
se zazatkuje a ponecha na chromatografické déleni.

Dale se piipravi chromatograficka trubice (4.3) tak, Zze se umisti do vertikalni polohy anajeji

dno (u kohoutu) se vlozi smotek skelné vaty (4.9). Vedle toho se pripravi suspenze 59
upraveného iontomenice (3.6) s 50 ml ziredéné kyseliny chlorovodikové (3.5), pievede se na
chromatografickou kolonu a necha volné usadit. Roztok kyseliny nad hladinou iontoménice se
odpusti a sloupec se promyva vodou az jiz nové protekly eluat nedava kyselou reakci (pH ¢i
lakmusovy papirek). Pak se prida na sloupec 50 ml methylalkoholu (3.2) a necha stéci az po
hladinu iontomenice.

Na takto pripraveny sloupec se pomoci pipety prevede opatrné cely rozpustény odparek
dichlormethanového extraktu, odparovaci bainka se vyplachne 5 az 10 ml methylalkoholu
(3.2), pricemz vyplach se prevadi rovnéz na chromatograficky sloupec. Po vsaknuti do vrstvy
iontoménice se sloupec promyje 50 ml methylalkoholu (3.2) pii rychlosti pratoku nejvyse
5 ml/min. Tento eluat se nezachycuje. Methylbenzochat se eluuje ze sloupce 150 ml roztoku
kyseliny methansulfonové (3.4), pricemz eluat se jima do délici nalevky na 1 000 ml. Sloupec
se promyje 5 az 10 ml methylalkoholu (3.2) a vyplach se jima do téze délici nalevky. Do
délici nalevky se prida 300 ml ziedéné kyseliny chlorovodikové (3.5), 130 ml dichlormethanu
(3.1), vytiepava se jednu minutu a po oddéleni vrstev se spodni dichlormethanova vrstva
odpusti do odparovaci bainky na 500 ml (4.2). Extrakce vodné vrstvy dichlormethanem (3.1)
se opakuje jesteé 2 x davkami po 70 ml dichlormethanu (3.1) a dichlormethanové vrstvy se
vzdy po oddéleni odpusti do téze odparovaci baiky. Baika se spojenymi dichlormethanovymi
extrakty se vlozi na odparku (4.2) a obsah se za snizeného tlaku pii teploté 40 °C odpaii do
sucha. Odparek serozpusti asi v 5 ml methylalkoholu (3.2), prevede kvantitativné do odmeérné
banky na 10 ml, odpafovaci barnka se vyplachne 2 x malym mnozstvim (1 az 2 ml)
methylalkoholu (3.2), vyplachy se pievedou do téze odmeérné barky, baika se doplni po rysku
methylalkoholem (3.2) a promicha. Alikvotni podil obsahujici, sohledem na ocekavany
(deklarovany) obsah methylbenzochatu ve zkouseném vzorku a navazku vzorku, tolik
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methylbenzochatu vyhovujiciho rozsahu kalibracniho grafu se filtruje membranovym filtrem
0,45 mm (4.5) afiltrat se nastrikuje na kolonu pristroje HPLC.

5.2.2 Napristroji HPLC se nastavi potiebné parametry: Pratok 1 az 1,5 ml/min
Detekce UV 265 nm
Injektovany objem 20 az 50 pl

Dale se upravi stabilita chromatografického systému nékolikanasobnym davkovanim jednoho
kalibracniho roztoku (viz 5.1) obsahujiciho 4 ug methylbenzochatu v 1 ml, az je dosazeno
neménnosti vysek ¢i ploch pika a je zvolen optimalni retenéni ¢as.

Kazdy z kalibracnich roztoku se nastiikuje do kolony piistroje HPLC nékolikrat a pro
kalibracni graf se vezmou pramérné hodnoty.

Filtrat extraktu zkouseného vzorku i modelového vzorku (krmiva bez obsahu
methylbenzochatu s piidavkem standardniho roztoku methylbenzochatu, viz 5.2.4) se
analyzuje za naprosto stgjnych podminek. Z kazdého méieni se poridi chromatograficky
zaznam (poznamka 9.3).

5.2.3 Koncentrace methylbenzochatu se zjisti z vysek (ploch) chromatografického zaznamu a
kalibracniho grafu.

5.2.4 Vedle analyzy zkouseného vzorku musi byt provedena analyza modelového vzorku
skrmivem bez obsahu methylbenzochatu (3.11) s piidavkem ur¢itétho mnozstvi
methylbenzochatu. Vzorek se pripravi tak, ze k navazce vzorku krmiva bez obsahu
methylbenzochatu (3.11) se prida formou zakladniho standardniho roztoku methylbenzochatu
(3.8) tolik methylbenzochatu, které je podobné ocekavanému (deklarovanému) obsahu ve
zkouseném vzorku ajeho navazce. Po pridani ke krmivu se vzorek promicha, necha volné asi
10 minut a pak se postupuje podle 5.2.1, 5.2.2 a5.2.3.

Zjisteny obsah methylbenzochatu v tomto vzorku by mél byt negméné 90 % teoretického
(pridaného).

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
Obsah methylbenzochatu v mg/kg (X) se vypogcita podle vzorce:
10.C.F

X = (poznamka 9.3),

kde C je koncentrace zjisténa z kalibra¢niho grafu v pg/mi
F faktor redéni
m hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminky opakovatelnosti, validace vysledki (viz ¢1.8) a recovery testu (viz
5.2.4).

Vyjadiuje se s presnosti na celé mg/kg.
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7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pii obsahu metylbenzochatu od 4 do 20 mg/kg hodnotu 10 % relat.

8. Validacevysedku

Muze byt provedena bud’ opakovanym meienim extraktu zkouseného vzorku s piidavkem
methylbenzochatu, nebo porovnanim spekter extraktu zkouseného vzorku a kalibra¢niho
roztoku pomoci detektoru s diodovym polem (4.1)

8.1 Opakované stanoveni s pridavkem methylbenzochatu:

K extraktu zkouseného vzorku, ziskaného podle 5.2.1, se prida priblizné takové mnozstvi
kalibracniho roztoku methylbenzochatu, jaké je ve zkouseném vzorku.

Pik zkouseného vzorku na chromatografickém zaznamu se od tohoto piku muaze lisit pouze

nejvyse o 10 %.
8.2 Detekce pomoci detektoru s diodovym polem

a VInové délky pii maximalni absorbaci zkouseného vzorku i standardu na vrcholu piku
chromatografického zaznamu musi byt stejné v mezich rozlisovaci schopnosti detek¢niho
systému. Pro detekci s diodovym polem je to obvykle 2 nm.

b/ Mezi 250 az 400 nm, spektrum zkouseného vzorku a standardu na vrcholu piku
chromatogramu, nesmi byt rozdilné pro tyto ¢asti spektra v rozsahu 10 az 100 % relativni
absorpce.

Tohoto kritéria je dosazeno, kdyz jsou ziskana stejna maxima a neobjevi se mezi dvéma
spektry odchylka piesahujici 15 % absorbance standardu.

¢/ Mezi 250 az 400 nm stoupani, vrchol i klesani absorbancni kiivky piku zkouseného vzorku
nesmi byt rozdilné od ostatnich v této casti spektra v rozsahu 10 az 100 % relativni
absorbance.

Tohoto kritéria je dosazeno, kdyz jsou maxima stejna a kdyz ve viech bodech odchylka mezi
spektry nepiesahuje 15 % absorbance spektra na vrcholu piku.

Jestlize jedno z téchto kritérii neni splnéno, vysledek stanoveni nelze pokladat za prukazny.

9. Poznamky

9.1 Methylalkohol je nebezpecnou horlavinou I.téidy a zvlast nebezpecnym jedem, proto pfi
jakékoli manipulaci snim je nutné zachovavat bezpecnostni pravidla.
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9.2 Pro ucely této metody krmivo bez obsahu methylbenzochatu by mélo byt podobného
dozeni (typu) jako zkouseny vzorek a nesmi obsahovat detekovatelné mnozstvi
methylbenzochatu.

9.3 Jeli pristroj vybaven vypoctovou technikou a integracnim software, provede se vypocet
piimou integraci.
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2.7 Stanoveni obsahu narasinu

1. Utd arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni narasinu v premixech a krmnych smésich.
Pro ucely této metody se pouziva tato definice:

Narasin je fermentacni antikokcidikum, vykazujici Siroké spektrum ucinku.

2. Princip

Narasin se stanovi na zakladé inhibicniho ucinku na rastovy faktor testovaciho
mikroorganismu Bacillus subtilis ATCC 6633 difuzni plotnovou metodou.

3. Chemikalie

3.1 Ethylalkohol 96% (poznamka 8.1)

3.2 Oxid hlinity, bazicky ALCOA F 20, 0,12 az 0,30 mesh

3.3 Extrakeni roztok, smeés ethylalkohol (3.1) - voda (90 + 10)

3.4 Redici roztok, smés ethylalkohol (3.1) - voda (20 + 80)

3.5 Narasin, standardni substance deklarované cistoty (uchovava se pii teploté 5 °C)
3.6 Narasin, zakladni standardni roztok

Priprava: Do odmérné banky na 100 ml se odvazi, podle obsahu u¢inné latky, takové
mnozstvi standardni substance (3.6), aby vysledny roztok obsahoval 100 pg narasinu
viml.

Odvazené mnozstvi se rozpusti v 50 ml extrakéniho roztoku (3.3), doplni jim po rysku a
promicha.

Roztok je staly pii 5 °C po dobu 1 mésice.
3.7 Narasin, pracovni standardni roztok (pro premixy)

Priprava: Redénim zékladniho standardniho roztoku (3.6) fedicim roztokem (3.4) se
pripravi koncentrace 4,0; 2,0a 1,0 ugv 1 ml.

Tento roztok se pripravuje vzdy cerstvy.
3.8 Narasin, pracovni standardni roztok (pro krmné smeési)

Priprava: Odmeti se piresné 5,00 ml zakladniho standardniho roztoku (3.6), smicha
$ 20,00 ml extrakeniho roztoku (3.3) potom se dukladné promicha.

3.9 Testovaci mikroorganismus Bacillus subtilis ATCC 6633 (CCM 1999)
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Uchovani kmene: Nasikmé udrzovaci padé (3.11.2) pri teploté 5 °C ajednou mési¢né se
pieockovava. Po kazdém pieockovani se inkubuje po dobu 16 az 18 hod pii teploté
37 °C.

3.10 Sporova suspenze testovaciho mikroorganismu

Priprava sporové suspenze: Kultura vyrostla nasikmém agaru se smyje asi 3 ml
fyziologického roztoku (3.12) a pienese se asepticky do Rouxovych lahvi (4.13),
obsahujicich sporulacni pudu (3.11.1). Pomoci sterilnich sklenénych kulicek se
mikroorgani smus rovnomeérné rozetie po povrchu agaru. Takto pripravené Rouxovy
lahve (4.13) se inkubuji pii teploté 37 °C po dobu 7 az 10 dni. Sporulace se ovéti pod
mikroskopem (4.14) a potom se narostla kultura smyje s povrchu 25 ml fyziologického
roztoku (3.12) odstiedi (4.3), k sedimentu se piida opét 25 ml fyziologického roztoku
(3.12), suspenze se zahiiva 30 minut pii teploté 65 °C aznovu odstiedi (4.3). Toto
promyvani spor se opakuje trikrat. Nakonec se suspenze spor prevede do kuzelové
barky a zahtiva se 30 minut pii teploté 65 °C. Takto piipravena suspenze spor
piedstavuje zakladni inokulum, které uchovavano pri teploté 4 °C je pouzitelné po
dobu 6 mésict.
K oncentrace sporosuspenze se uréuje experimentalni testaci. Ma byt takova, aby
velikost inhibi¢ni zony pii fedéni 4 ug/ml byla 22 mm, coz odpovida asi 0,2 az 0,3 ml
sporosuspenze na 100 ml agaru.

3.11 Zivné pady
3.11.1 Sporulacni pada, zivny agar suseny ¢. 2 SEVAC

Priprava: 40 g zivného agaru se rozpusti podle navodu vyrobce v odmeérné baice na
1 000 ml, piida se 400 mg siranu manganatého kryst. (3.13), doplni do 1000 ml
vodou a promicha. Pak se prelije do Rouxovych lahvi (4.13) a sterilizuje 20 minut
v autoklavu (4.11) pii pietlaku 0,05 MPa.

3.11.2 Testovaci puda

Priprava: 0,7 g hydrogenfosforecnanu draselného 3.14), 0,45 g dihydrogenfosforet
nanu draselného (3.15), 10, 00 g glukosy (3.16) 2,5 g kvasni¢ného autolyzatu
SEVAC (3.17) a18,0 g agaru podle CSL 2 (nebo Bacto-agar Difco) se zahorka rozpusti v 1
000 ml vody, upravi se pH na hodnotu 6,0 arozlije se po 270 ml do kuzelovych  bangk
na 500 ml a sterilizuje 15 minut pii pretlaku 0,05 MPa.

3.12 Fyziologicky roztok Priprava: 8 g chloridu sodného se rozpusti ve vodé a doplni na
1000 ml. Sterilizuje se 20 minut pri 121 °C.

3.13 Siran manganaty, monohydrat (MnSO, .H,0), pevny
3.14 Hydrogenfosforecnan draselny (Ko;HPO,)

3.15 Dihydrogenfosforecnan draselny (KH,POyg)

3.16 Glukosa

3.17 Kvasni¢ny autolyzat Sevac

323



4. PFistroje a pomucky

4.1 Plotnasklenéna 360 mm x 360 mm nebo 250 mm x 250 mm
4.2 Ram kovovy 340 mm x 340 mm nebo 200 mm x 200 mm
4.3 Odstredivka laboratorni

4.4 Trepacka (horizontalni)

4.5 Pipety podle Pasteura

4.6 Lazen vodni

4.7 Korkovrt o priméru 9 mm

4.8 Vodovaha

4.9 Podlozka vyrovnavaci regulovatelna

4.10 Termostat

411 Autoklav

4.12 Trubice chromatograficka o praméru 19 mm, délce 500 mm, s kohoutem a bez frity

4.13 Lihev Rouxova

5. Postup
5.1 Premixy

5.1.1 Do kuzelové banky na 750 ml se zabrusem se odvazi piesné 5,000 g zkusebniho
vzorku, piida se 350 ml extrakéniho roztoku (3.3) (poznamka 8.2), banka se zazatkuje, vlozi
na (horizontalni) trepatku (4.4) a extrahuje po dobu 30 minut nebo 2hod v klidu za
ob¢asného promichani. Suspenze se filtruje stredné hustym filtrem do odmérné baiky na
500 ml, filtr se promyje nékolikrat extrakénim roztokem (3.3), banka se jim doplni po rysku a
promicha (poznamka 8.2).

Z tohoto zasobniho roztoku se piipravi testovaci roztoky o koncentracich teoreticky s1, 2a
4 ng narasinu v 1 ml (poznamka 8.2).

5.1.2 Na plotnu (4.1), opatfenou ramem (4.2) utésnénym v dotyku s plotnou maym
mnozstvim agaru a ulozenou ve vodorovné poloze (4.8), se vylije 270 ml testovaci puady
(3.11.2), predem rozehiaté a zchlazené na teplotu 55 °C a naotkované sporovou suspensi
(3.10). Po ztuhnuti se plotna ulozi na 1hod do chladnicky pii teplot¢ 5°C a pak se
v pravidelnych vzdalenostech vytvoii korkovrtem (4.7) jamky 9 fad po 9 dSoupcich, pro
vnaseni testovacich i testacnich roztokt. Testaéni roztoky standardu (viz 3.7) se vnasgji
Pasteurovou pipetou (4.5) do 3 fad pod sebou ve stiedu plotny a testovaci roztoky zkouseného
vzorku po stranach opét do tii fad pod sebou a podle druhu jgich teoretickych koncentraci
k prislusné koncentraci testacniho roztoku standardu. Plotna (4.1) se inkubuje 16 az 20 hod pfi
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teplot¢ 37 °C v termostatu (4.10). Praméry vzniklych inhibi¢nich zon se méti posuvnym
metitkem s presnosti na 0,1 mm.

5.2 Krmné smés

5.2.1 Do kuzelové banky na 250 ml se zabrusem se odvazi piesné 5,000 g zkusebniho
vzorku, prida 20 ml extrakéniho roztoku (3.3) a suspenduje se 3 hod za ob¢asného promichani
nebo 30 minut na tiepacce (4.4) (poznamka 8.3). Pripravi se chromatograficka kolona (4.12)
na jgiz dno se vlozi maly smotek obvazové vaty, vsype se oxid hlinity (3.2) po n¢kolika
vrstvach, z nichz kazda se mirné stlaci do vyse asi 70 mm. Suspenze zkouseného vzorku se
vnese na kolonu a ponecha protékat. Eluat se jima do odmérné banky na 50 ml. Sloupec
kolony se promyva podily extrakéniho roztoku (3.3) po 5ml, pak se jim doplni odmérna
banka s eluatem po rysku a promicha (poznamka 8.3).

Z tohoto roztoku se pripravi testované roztoky o koncentracich 1; 2a 4 ug narasinu v 1 ml,
piicemz se fedi vodou.

5.2.2 Testatni roztoky standardu se pripravi tak, ze pracovni standardni roztok (3.8) se cely
zpracuje jako zkouseny vzorek poc¢ingje vnesenim na chromatografickou kolonu (4.12).
Vysledna koncentrace tohoto standardniho roztoku v 50 ml odmeérné bance je 10 ug narasinu

v 1 ml. Z tohoto roztoku fedénim vodou se pripravi testacni roztoky o koncentracich 1; 2 a
4 ugnarasinu v 1 ml, které se vnaseji naplotnu (4.1).

5.2.3 Diéle se postupuje podle 5.1.2 s tim rozdilem, ze se vyhloubi 10 krat 9 jamek a
testované i testacni roztoky se plni do 2 fad.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
Obsah narasinu v mg/kg se vypocita podle Prilohy 10, ¢ast 7.1.

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost

7.1 Pro premixy

Nebyla dosud stanovena.
7.2 Prokrmné smési

Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Ethylalkohol je nebezpecnou hotlavinou I. tridy, proto pri jakékoli manipulaci s nim je
nutné dodrzovat bezpecnostni pravidla.
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8.2 Navazka zkusebniho vzorku i objem extrakéniho roztoku se voli s ohledem na
deklarovany obsah avoparcinu ve zkouseném vzorku tak, aby vysledna koncentrace
avoparcinu ve vyluhu bylaas 70 ug/1 ml.

8.3 Pri predpokladaném obsahu narasinu ve zkouseném vzorku 70 mg/kg by méla byt
teoreticky koncentrace tohoto roztoku 7 ug narasinuv 1 ml.
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2.8  Stanoveni obsahu monensinu (salinomycinu a narasinu)

1. Ukel arozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni monensinu, salinomycinu a narasinu v krmivech a
premixech pro obsahy od 0,2 mg/kg u monensinu aod 1,5 mg/kg u salinomycinu narasinu.

Pro ucely této metody se pouziva tato definice: monensin, salinomycin a narasin  jsou
ionoforni polyetherické monokarboxylové kyseliny (IPMA), sumarnich vzorci :

Monensin sodna sil- C3sHg1O11N8a, volna kyselina CzsHg2O11;
salinomycin sodna sl - C4HggO11Na, volna kyselina CyH70011;
narasin - CuzH72011.

2. Princip

Obsah monensinu salinomycinu a narasinu se stanovi po extrakci vzorku smésnym
rozpoustédlem a precisténi na pevné fazi metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie
nareverzni fazi s postkolonovou derivatizaci a UV detektorem.

6. Chemikalie a zkusebni pomiicky

31 Voda, cistotaHPLC

3.3 Methanol, CH3OH, cistota HPLC

3.3  Dichlormethan, CH.Cly, hr = 1,32 g.cm™

34  Kysdinasirova, HySO, r = 1,83 g.cm™, &istota HPLC nebo ch.é.

35 Octan ethylnaty; ¢istoty > 99,5 %, C4HgO-,

3.6 Hexan; cistoty > 90 %, CgH14

3.7 Aceton; ¢istoty > 99,5 %, CH3;COCHj;

3.8 Kyselina octova, cistota HPLC, &istota 100 %, CH;COOH, h = 1,05 g.cm™
6.9 Kyselina octova, roztok 5 %

Priprava: V odmérné barnce na 100 ml se smisi 70 ml vody a 5,0 ml kyseliny octové
(3.8), vytemperuje nalaboratorni teplotu, vodou se doplni po znacku a promicha.

6.10 Mobilni faze

Priprava: V odmeérné barce na 1000 ml se smisi asi 925 ml methanolu (3.2) a 75,0 ml
kyseliny octové (3.9), vytemperuje na laboratorni teplotu, doplni methanolem (3.2) po
znacku a promicha.

3.11 p-N,N’-dimethylaminobenzaldehyd (p-DMBA), CoH11NO, napi. Sigma, D 8904, (light
sensitive)
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3.13Derivatiza¢ni ¢inidlo

3.13

3.14

3.15
3.17

3.17

Priprava: Do odmérné baiky na 500 ml se odméii 250 ml methanolu (3.2), opatrné se
piida 15,0 ml kyseliny sirové (3.4) (chlazeni !) a v této smési se rozpusti 17,5 g p-
DMBA (3.11), ochladi se nalaboratorni teplotu, doplni methanolem (3.2) po znatku a
promicha. Smés se uchovava v chladu (pri teploté do 10 °C) a ve tme. Stabilni
maximalné 21 dni.

Monensin, sodna sil, monohydrat, standardni substance, ¢istota min. 89,9 %, napr.
Riedel-deHaén, VETRANAL, Cat.No. 61200.

Salinomycin, sodna sal, hydrat, C4HeeO11Na.2,5H,0, cistota min. 97 %, napi. Riedel-
deHaén, VETRANAL, Cat.N0.40820,

nebo salinomycin, sodna sil, bezvoda forma, min. ¢istota 98%, napr. Hoechst.
Narasin, min. ¢istota 97 %, napi. Sigma, Cat.No. N-1271
Zakladni roztok smésny

Priprava : Do odmérné bainky na 100 ml se navazi postupné takové mnozstvi
monensinu (3.13), salinomycinu (3.14) a narasinu (3.15), aby vysledna koncentrace
odpovidala 0,2 mg sodnych soli monensinu a salinomycinu a 0,2 mg narasinu v 1 ml.
Baika se doplni methanolem (3.2) po znactku a promicha.

Kolonky pro SPE 500 mg Silica, napi. Waters - Sep-Pak Plus Cartridges Silica,
WAT020520

3.21Methanoal, roztok 90 %

Priprava : Do odmérné banky na 1000 ml se odméii 100,0 ml vody, prida se 800 ml
neutralniho methanolu (3.2), promicha, vytemperuje na laboratorni teplotu, doplni
methanolem (3.2) po zna¢ku a promicha.

3.22Extrakeni roztok 20 % octanu ethylnatého v hexanu

Priprava : Do odmérné baiky na 1000 ml se odméii 200 ml octanu ethylnatého (3.5),
doplni n-hexanem (3.6) po znatku a promicha.

3.23Promyvaci roztok pro SPE (5 % aceton v dichlormethanu)

3.22

3.22

Pripravac Do odmeérné banky na 250 ml se odméii 12,5 ml acetonu (3.7), doplni
dichlormethanem (3.3) po znatku a promicha.

Elu¢ni roztok pro SPE (8,0 % roztok methanolu v dichlormethanu)

Priprava : Do odmérné baiky na 500 ml se odmeii 40,0 ml methanolu (3.2), doplni
dichlormethanem (3.3) po znatku a promicha.

Fosfatovy tlumivy roztok : V odmérné bance na 1000 ml se rozpusti 0,2282 g
trihydratu hydrogenfosfore¢nanu draselného KoHPO4.3H,O ve 300 ml vody a po
rozpusténi se doplni methanolem (3.2) po znacku a promicha (chlazeni).

Pristroje
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4.1  Chromatograf kapalinovy vysokouc¢inny (dale jen pristroj HPLC) s prislusenstvim
4.2  Tiepacka mechanicka laboratorni

4.3  Koncentrator vzorku

4.4  Ultrazvukova lazen

45  Odstiedivka laboratorni

4.6  Extrakéni jednotka (napr. spe 12 J.T. Baker)

8. Postup

V zorek se upravuje homogenizaci a mletim na ¢astice o velikosti 1,0 az 0,5 mm tak, aby
se zabranilo piehiati vzorku béhem homogenizace a srotovani a uprava vzorku se
provadi tésné pred jeho extrakci a dalsim zpracovanim, aby se zabranilo ztratam IPMA.
Roztoky IPMA se musi chranit pred ptimym slune¢nim svétlem a UV svétlem (roztoky
se chrani hlinikovou folii nebo se uchovavaji ve skle nebo v jiném materialu, které
nepropousti UV-zareni). Za umelého osvétleni jsou roztoky stabilni.

5.1  Extrakce aprecisténi extraktu na pevné fazi

Do konické banky na 250 ml se zabrusem se navazi takové mnozstvi zkusebniho vzorku, aby
obsahoval asi 0,1 az 100 mg IPMA s presnosti na 0,001 g (0,5 g pro zakladni substance a
trituraty, 5 g pro premixy doplikovych latek, 20 g az 30 g pro krmné smési). Zkusebni vzorek
trituratu se prelije 200,0 ml methanolu (3.18), zkusebni vzorek premixu se pielije 100,0 ml
methanolu (3.18) a zkusebni vzorek krmné smési se pielije 100,0 ml extrakéniho roztoku
(3.19). Banka se uzavie zatkou a tiepe se na laboratorni tiepacce (4.2) 30 minut. Poté se
filtruje suchym skladanym filtrem do suché podlozené nadoby, piicemz prvnich 2 az 5ml se
nepouzije.

511 Krmnésmes

Na extrakéni jednotku (4.6) se nasadi kolonka Silica (3.17), kondicionuje se 4 ml extrakéniho
roztoku (3.19) a poté se na kolonku nanese takové mnozstvi extraktu, aby vysledna
koncentrace lezelav rozmezi 3 az 25 mg/l, maximalné viak 5 ml extraktu ziskaného podle 4.1
(poznamka 10.1). Extrakt se necha vsaknout tak, aby nedoslo k vyschnuti kolonky, promyje se
2 krat 4 ml promyvaciho roztoku (3.20) a poté se IPMA eluuje do 10 ml vialky 8 ml elu¢niho
roztoku (3.21). Eluat se odpari na koncentratoru vzorka (4.3) pod proudem dusiku pii 50 °C,
odparek se zalije 2,0 az 5,0 ml fosfatového pufru (3.22) tak, aby vysledna koncentrace lezela
vrozmezi 4 az 40 mg/l. Extrakt se promicha, rozpusti na ultrazvuku (4.4) (30s) a
vytemperuje nalaboratorni teplotu. Pred nastiikem na chromatografickou kolonu se extrakt
odstiedi na laboratorni odstiedivce (4.5) po dobu 5 minut pii 10 000 otackach za minutu

5.1.2 Trituraty a premixy doplnkovych latek

Podle deklarovaného obsahu IPMA se extrakt ziskany podle 4.1 naredéni fosfatovym pufrem
(3.22) tak, aby vysledna koncentrace lezela v oblasti kalibracni kiivky. Pred nastiikem na
chromatografickou kolonu se extrakt odstiedi na laboratorni odstiedivce (4.5) po dobu 3
minut pii 10000 ot./min.
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52 Stanoveni metodou HPLC

5.2.1 Chromatografické podminky

Vlastni méieni, jak kalibracnich roztoka tak i extrakti zkusebnich vzorku, se provadi za
nasledujicich separacnich podminek chromatografického systému .

Nasledujici podminky jsou doporucené, mohou byt pouzity jiné podminky, za predpokladu, ze

daji rovnocenné vysledky.

Pozadované valida¢ni parametry pro separaci na analytické koloné :

Kolona:

Mobilni faze:

Pratok mobilni faze:

Teplota kolony:

Pratok derivatizacniho ¢inidla
Objem derivatizacni smycky:

Vnitini pramér deriv. smycky

Teplota derivat. postkolon. systému:

Detektor UV:

Objem nastriku:

RetTime: pro uvedenou kolonu pri
teploté okoli (min) : monensin
salinomycin

narasin

kapacitni faktor k 3 2,5
tailing faktor t, £ 1,35

rozliseni monensin B/monensin A - R3 1,3
monensin A/salinomycin- R3 1,5
salinomycin/narasin- R3 1,5.

Cig-reverzni faze, Nova-Pak Cig, 4 mm, 150 x 3,9 mm
nebo obdobna.

viz 3.10, pii pouziti alternativni kolony se musi
mobilni faze upravit tak, aby vyhovovala
pozadovanym validacnim parametram.

0,6 ml/min
38 °C nebo teplota okoli
0,8 ml/min
1000 m
0,25 mm
(90-95)°C+2°C
598 nm
50 n

4,8
5,6
6,5

Pratok mobilni faze, derivatizacniho ¢inidla ateplota derivatizace musi byt zachovany.

53 Kalibrace

Do sady odmérnych banék na 25 ml se pipetuje 0,5; 1,0; 2,0 a 5,0 ml zakladniho roztoku
IPMA (3.16), doplni fosfatovym tlumivym roztokem (3.22) po znacku a promicha. Takto
naredéné pracovni roztoky odpovidaji koncentraci 4,0; 8,0; 16,0 a 40,0 mg/l. Na
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chromatografickou kolonu se nanasi 50 M pracovniho roztoku. Z pramérnych hodnot jim
odpovidajicich ploch pikt se sestroji kalibra¢ni kiivka.

6. Vypocet

Obsah monensinu (Xy) vyjadieny v mg/kg se rovna souctu obsahu monensinu A a B, které se
vypoctou podle vzorce:

o B A, O
c"V'R él + A =" Fel
X, = M 2
ma
kde c je koncentrace monensinu A odectena z kalibracni kiivky pro standard
monensinu A v mg/I
My hmotnost zkusebniho vzorkuv g
\ objem extraktuv ml
R zied’ovaci faktor
Fp korelacni faktor pro mikrobiologickou aktivitu monensinu B; Fr = 0,28
Avs plocha piku monensinu B
Ama plocha piku monensinu A

Obsah salinomycinu (Xs) anarasinu (Xn) vyjadieny v mg/kg se vypocte podle vzorce:

c’V'R
Xsiny =
ma
kde c je koncentrace salinomycinu nebo narasinu odectena z kalibracni kiivky v
mg/|

My hmotnost zkusebniho vzorkuv g
\% objem extraktu v ml
R zied’ovaci faktor

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
pii obsahu monensinu : od 0,2 do 30 mg/kg 15 % relat.

od 30 do 90 mg/kg 4,5 mg/kg
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nad 90 mg/kg 5% relat.

8. Reprodukovatelnost
Rozdil mezi dvéma vysledky zkousek stejného vzorku provadénymi ve dvou laboratorich

nesmi prekrocit pti obsahu monensinu :

do 30 mg/kg 5 mg/kg
od 30 do 100 mg/kg 15 % relat.
od 100do 200 mg/kg 15 mg/kg
od 200do 50 000 mg/kg 10 % relat.

M ez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 0,2 mg/kg.

9. M ez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 0,5 mg/kg pro monensin, 1,5 mg/kg pro salinomycin a narasin..

11. Poznamky

11.1 U vzorka sobsahem IMPA pod 5 mg/kg se kolonka kondicionuje 5 ml extrakéniho
roztoku (3.19) a poté se na kolonku nanese 10 ml extraktu ziskaného podle 4.1. Extrakt se
necha vsaknout tak, aby nedoslo k vyschnuti kolonky, promyje se 2 krat 6 ml promyvaciho
roztoku (3.20) a poté se IPMA eluuje do 10 ml vialky 8 ml elu¢niho roztoku (3.21). Dale se
postupuje stejné jako u krmnych smési.

2.9 Stanoveni obsahu nikarbazinu

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni nikarbazinu v premixech a krmnych
smésich. Neni pouzitelna za pritomnosti komponenti na bazi nitrosloucenin jako jsou
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furazolidon, nitrovin a obdobnych dalsich nitrolatek, jakoz i pro obsahy nikarbazinu pod
50 mg/kg.

Pro ucely této metody se pouziva tato definice: Nikarbazin je antikokcidikum, po chemické
strance je to 4,4’-dinitrocarbanilid kondenzat s 4,6-dimethyl-2-hydroxypyrimidin v poméru
1:1, sumarniho vzorce CigH1gNgOs.

2. Princip

Nikarbazin se stanovi spektrofotometricky po extrakci n-hexanem a chromatografické
separaci v prostiedi alkalického roztoku chloridu draselného.

3. Chemikalie
3.1 Nikarbazin, standardni substance podie BVC Il (poznamka 8.1)
3.2 Nikarbazin, zakladni standardni roztok

Priprava: Presné 25,00 mg standardni substance nikarbazinu (3.1) se odvazi do odmeérné
barky na 100 ml, rozpusti v dimethylformamidu (3.5), doplni timtéz po rysku a
promicha.

1 ml tohoto zakladniho roztoku obsahuje 0,25 mg nikarbazinu.
3.3 Nikarbazin, pracovni standardni roztok (pro premixy)

Priprava: Do odmérné barnky na 100 ml se odpipetuje 50 ml zakladniho standardniho
roztoku (3.2), doplni dimethylformamidem (3.5) po rysku a promicha.

1 ml tohoto pracovniho roztoku obsahuje 125 ug nikarbazinu.
3.4 Nikarbazin, pracovni standardni roztok (pro krmné smési)

Priprava: Do odmérné barnky na 200 ml se odpipetuje 10 ml zakladniho standardniho
roztoku (3.2), doplni dimethylformamidem (3.5) po rysku a promicha.

1 ml tohoto pracovniho roztoku obsahuje 12,5 ug nikarbazinu.
3.5 Dimethylformamid (poznamka 8.2)
3.6 Oxid hlinity, bazicky pro sloupcovou chromatografii, stupen aktivity | (poznamka 8.3)
3.7 Ethylalkohol 96 % aldehyduprosty, predestilovany (poznamka 8.4)
3.8 n-Hexan (poznamka 8.4)
3.9 Siran sodny, bezvody a predsuseny
3.10 Hydroxid draselny, roztok ¢(KOH) =5 mol/l
3.11 Chlorid draselny, roztok c(KCl) =1 mol/l
3.12 Alkalické ¢inidlo
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Priprava: 10 ml roztoku hydroxidu draselného (3.10) a 40ml roztoku chloridu
draselného (3.11) se smicha s50 ml vody zbavené oxidu uhli¢itého a promicha.
Pripravuje se vzdy cerstvy.

3.13 Kompenza¢ni ¢inidlo - chlorid draselny, roztok 75 g/l

4. PFistroje a pomucky

4.1 Trubice chromatograficka, délky 250 mm a svétlosti
a) 25 mm svlozkou ze dinutého skla S; (pro krmné smési)
b) 14 mm bez frity (pro premixy)

4.2 Spektrofotometr vhodné konstrukce pro méieni pii 435 nm

4.3 LampaUV sfiltrem o vinové délce 366 nm

4.4 Lazen vodni stermostatem

4.5 Odstredivka s prislusenstvim

4.6 Chladi¢ zpétny vodni se zabrusem

5. Postup (poznamka 8.5)
5.1 Premixy
5.1.1 Sestrojeni kalibra¢niho grafu

5.1.1.1 Do odmérnych banék na 25ml se diferencované odpipetuje 4,0; 50 a 6,0ml
pracovniho standardniho roztoku (3.3), do kazdé z banék se piida asi 10 ml ethylalkoholu
(3.7), 5 ml akalického ¢inidla (3.12), doplni se ethylalkoholem (3.7.) po rysku a promicha.

5.1.1.2 Absorbance roztoka se méii na spektrofotometru (4.2) pii vinové délce 435 nm proti
samotnému ethylalkoholu (3.7) v kyvetach optické délky 10 mm

Z nam¢tenych hodnot absorbanci a jim odpovidajicim koncentraci se sestroji kalibracni graf.
5.1.2 Vlastni provedeni

5.1.2.1 Nejprve se pripravi sloupec v chromatografické trubici (4.1) tak, ze do zazené casti
trubice se zasune smotek obvazové vaty a trubice se naplni do jedné tietiny obsahu
dimethylformamidem (3.5). Potom se postupné vnasi 10 g oxidu hlinitého (3.6) tak, aby byl
stale pod hladinou dimethylformamidu. Po usazeni oxidu hlinit¢ého se na povrch sloupce
nanese asi 7 az 10 mm vrstva siranu sodného (3.9).

5.1.2.2 Do zabrusové kuzelové bainky na 250 ml se odvazi presné 1,000 g zkusebniho
vzorku, prida se piesné 100 ml dimethylformamidu (3.5) a extrahuje se na vodni lazni (4.4)
vyhiaté na 100 °C pod zpétnym chladicem (4.6) po dobu 15 minut. Potom se obsah baiky
ochladi na laboratorni teplotu a odstiedi (4.5) pii 3 000 ot/min po dobu 5 minut, pricemz
supernatant se chrani pied dennim svétlem.
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5.1.2.3 Na piipraveny sloupec v chromatografické trubici (4.1) se odpipetuje 5ml
supernatantu a stény trubice se oplachnou 1 ml dimethylformamidu (3.5), pfidavanym z
pipety. Po naneseni vzorku se prida 3krat po 5 ml dimethylformamidu(3.5), pii¢emz soucasné
je nutno sledovat pomoci UV lampy (4.3) pohyb fluoreskujicich balastnich latek ve sloupci.
Dokud jsou tyto jesté v trubici pritomny nelze prikrocit k vymyvani ethylalkoholem (3.7),
nybrz dalsimi pridavky dimethylformamidu (3.5) pokratovat ve vyvijeni. Po uplném
odstranéni balastnich latek (nenastava jiz fluorescence) se na vrchol chromatografického
sloupce (4.1) opatrné nanese piesné 5 ml ethylalkoholu (3.7) za a¢elem eluce. Prvé piesné
3 ml eluatu se nepouziji a pod trubici se podstavi odmeérna barka na 25 ml. Eluce se obvykle
provede pridanim 5krat po 5 ml ethylakoholu (3.7), pticemz prachod nikarbazinu ve sloupci
se sleduje UV lampou (4.3), zda nejsou jesté pritomny balastni latky. Po provedené eluci se
odmérna banka odstavi, doplni po rysku ethylalkoholem (3.7) a promicha.

5.1.2.3.4 Potom se odpipetuje 5 ml roztoku do dalsi odmérné banky na 25 ml, piida 10 ml
ethylalkoholu (3.7), 5 ml alkalického ¢inidla (3.12), doplni po rysku ethylalkoholem (3.7) a
promicha.

5.1.2.3.5 Dale se postupuje podle 5.1.1.2 , pricemz vlastni méieni se provede 3krat a
k vyhodnoceni se pouzije pramérna hodnota.

5.1.2.3.6 Z nameiené absorbance, resp. jgi pramérné hodnoty se z kalibracniho grafu zjisti
koncentrace nikarbazinu.

52 Krmné smési
5.2.1 Sestrojeni kalibra¢niho grafu

5.2.1.1 Do odmérnych banék na 25 ml se diferencovan¢é odpipetuje 10,0; 15,0 a 20,0 ml
pracovniho standardniho roztoku (pro krmné smési) (3.4), do kazdé z odmérnych banék se
odpipetuje 5ml akalického ¢inidla (3.12), doplni se ethylalkoholem (3.7) po rysku a
promicha.

5.2.1.2 Absorbance roztoki se méii na spektrofotometru (4.2) pii vinové délce 435 nm
v kyvetach optické délky 10 mm proti samotnému ethylalkoholu (3.7).

5.2.1.3 Z nameienych hodnot absorbanci a jim odpovidajicim koncentracim se sestroji
kalibracni graf.

5.2.2 Vlastni provedeni

5.2.2.1 Odvazi se as 10 g zkusebniho vzorku s piesnosti nggméné na 0,01 g do zabrusové
kuzelové banky na 200 ml a extrahuje se 3krat 25 ml n-hexanu (3.8), po odstati a usazeni
(baika se vzdy uzavie€), se n-hexanovy extrakt odlije pies suchy fidky filtr. Hexanovy extrakt
se dale nepouzije. Filtr s eventuelné ulpélymi podily se vlozi zpét do banky, obsah banky se
vysusi na vrouci vodni lazni (4.4), pak se prida 100 ml dimethylformamidu (3.5) a zahigje
k varu za ob¢asného promichani. Potom se odstavi, vytemperuje a odstied’uje se (4.5) 5 minut
pii 3 000 ot/min, pricemz supernatant se chrani pied dennim svétlem. Supernatant pievede
kvantitativné do odmeérné baiky obsahu 100 ml, doplni dimethylformamidem (3.5) po rysku a
promicha.
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5.2.2.2 Priprava chromatografické trubice (4.1) se provede, jak uvedeno v 5.1.2.1, s tim
rozdilem, ze se pouzije trubice svétlosti 25 mm s vliozkou ze dinutého skla (4.1.a), nepridava
se smotek vaty a mnozstvi pouzitého oxidu hlinitého (3.6) je 17 g.

5.2.2.3 Na vrch pripraveného sloupce se odpipetuje 25 ml supernatantu a postupné po
malych davkach (5ml) se pridava dimethylformamid (3.5) a to tak dlouho, pokud pod
zarenim UV lampy (4.3) fluoreskuji balastni latky. Po tplném odstranéni balastnich latek se
piida 5ml ethylalkoholu (3.7). Prvni 2-3 ml eluatu se nepouziji a potom se pod trubici se
podstavi odmérna baitka na 50 ml. Eluce se dale provadi ethylalkoholem (3.7), pricemz se
prichod nikarbazinu trubici neustale sleduje pod UV lampou (4.3). Zhasgici zona
nikarbazinu postupuje sirsim pasmem a prochazi po zachyceni 22 az 25 ml eluatu. Obsah
odmeérné banky se doplni ethylalkoholem (3.7), ato bud’ pies sloupec (vymyvani) nebo piimo,
po rysku a promicha.

5.2.2.4 Z tohoto eluatu se odpipetuje 15ml do odmérné bainky na 25 ml, prida se 5ml
alkalického cinidla (3.12), doplni ethylalkoholem (3.7) po rysku a promicha.

5.2.25 Vedletoho se pripravi kompenzacni slepy roztok ato odpipetovanim 15 ml vlastniho
(pro kazdy vzorek) eluatu do odmerné banky na 25 ml, prida se 5 ml kompenza¢niho ¢inidla
(3.13), ethylakoholem (3.7) se doplni po rysku a promicha. Tento roztok slouzi jako
srovnavaci pii méieni.

5.2.2.6 Absorbance roztoku se méii na spektrofotometru (4.2) pii vinové délce 435 nm
v kyvetach optické délky 10 mm proti kompenzacnimu slepému roztoku (viz 5.2.2.5).

Z nam¢tené hodnoty absorbance se z kalibracniho grafu zjisti koncentrace nikarbazinu.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
Obsah nikarbazinu v mg/kg (X) se vypocita podle vzorce:

_ 1000.C.F
m

X

kde C je mnozstvi nikarbazinu ve zkouseném vzorku zjisténé z kalibracniho grafu v mg

m navazka zkusebniho vzorku v g
F faktor fedéni (pro presné dodrzeny postup pro premixy = 2,5 a pro krmné
smési = 5 000)

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost
7.1 Premixy
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Nebyla dosud stanovena.
7.2 Krmné smési

Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Standardni substance nikarbazin musi vykazovat maximum absorbance pii vinové délce
366 nm, pricemz E*1omm= 890+ 5 %

8.2 Dimethylformamid s roztokem hydroxidu sodného 100 g/l v ethylalkoholu (50 % v/v)
nesmi davat barevnou reakci.

8.3 Oxid hlinity musi vyhovovat nasledujicim testu: Do zabrusové bainky na 250 ml se vsype
10 g oxidu hlinitého, prida se 100 ml vody a silné vytiepava po dobu 2 minut. Po ustani se
zméii pH vyluhu; ma byt v rozmezi 10,0 az 10,5 pH.

8.4 Ethylalkohol 96 %, n-hexan jsou nebezpecnymi hotlavinami 1. ttidy, proto pii jakékoli
manipulaci je nutné dodrzovat bezpecnostni pravidlia.

Veskery pouzity n-hexan je po regeneraci mozno znovu pouzit.

8.5 Vyluhy zkouseného vzorku a kalibracni roztoky standardu se pripravuji tésné pied
vlastnim stanovenim.
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2.11 Stanoveni obsahu robenidinu

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no L 329,
30/12/93.

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni robenidinu v premixech a krmivech
(poznamka 9.1)

Pro ucely této metody se pouziva tato definice: Robenidin je kokcidiostatikum ucinné na
n¢které druhy Eimerii. Po chemické strance je to 1,3-bis-(p-chlorbenzilidenamino)guanidin
hydrochlorid.

2. Princip

Robenidin se stanovi po extrakci vzorku okyselenym methylalkoholem, jeho piecisténi na
chromatografické koloné s oxidem hlinitym, metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) nareverzni fazi s pouzitim UV detekce.

3. Chemikalie
3.1 Oxid hlinity acidicky, stupen aktivity |
3.2 Dihydrogenfosforetnan draselny (KH2PO,) bezvody

3.3 Hydrogenfosforecnan sodny, dodekahydrat (NapHPO,4.12 H,0) nebo bezvody
(NaHPO,)

3.4 Acetonitril, ¢istoty pro HPLC
3.5 Kysdinachlorovodikova, koncentrovana (h = 1,17 g/ml)
3.6 Methylalkohol, okyseleny roztok (poznamka 9.2)

Priprava: Do odmérné barnky na 500 ml se odméii 4 ml konc. kyseliny chlorovodikové
(3.5), doplni po rysku methylalkoholem a promicha

3.7 Mobilni faze

Priprava: Do odmérné banky na 100 ml se odvazi 0,34 g dihydrogenfosfore¢nanu
draselného (3.2), rozpusti se ve vode toutéz doplni po rysku a promicha (Roztok A).

Do dalsi odmérné banky na 100 ml se odvazi 0,355 g bezvodého hydrogenfosfore¢nanu
sodného nebo 0,896 g dodekahydratu (. 12 H,0) (3.3), rozpusti ve vodg, toutéz doplni
po rysku apromicha (Roztok B).

Do odmerné baiky na 1 000 ml se odmgii 650 ml acetonitrilu (3.4), asi 200 ml vody,
50ml roztoku A, 50 ml roztoku B, doplni po rysku a promicha. Dearuje se
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probublavanim heliem  (3.11) po dobu as 10minut. Deaerovat je mozno i
v ultrazvukové lazni (4.6) po dobu 15 minut.

3.8 Robenidin, standardni substance o 100 % nebo znamé ucinnosti
3.9 Robenidin, zakladni standardni roztok (poznamka 9.3)

Priprava: Do odmérné banky na 100 ml se odvazi presné 40 mg standardni substance
robenidinu (3.8) 100 % t¢innosti nebo vypoctené mnozstvi 0 nizsi znamé ucinnosti,
rozpusti v okyseleném methylalkoholu 3.6), doplni timtéz po rysku a promicha.

1 ml tohoto zakladniho standardniho roztoku obsahuje 400 ug robenidinu.
3.10 Robenidin, pracovni standardni roztok (poznamka 9.3)

Priprava: Do odmérné banky na 200 ml se odpipetuje 5 ml zakladniho standardniho
roztoku robenidinu (3.9), doplni mobilni fazi (3.7) po rysku a promicha.

1 ml tohoto pracovniho standardniho roztoku obsahuje 10 pg robenidinu.
3.11 Helium

3.12 Krmivo bez obsahu robenidinu i rusicich latek - modelovy vzorek (poznamky 9.4 a
9.10)

4 Pristroje a pomicky

4.1. Chromatograf kapalinovy vysokoucinny s piislusenstvim (dale jen HPLC), ¢erpadio,
kolona - reverzni faze C 18, 250 x 4,5-10 um, napi. injektazni kohout napi. Rheodyne
popi. i datastanice sintegratnim software atiskarna (poznamka 9.5).

4.2 Odparkavakuova, rotacni
4.3 Trepackalaboratorni

4.4 Kolonachromatograficka, sklenéna, opatiena ve spodu uzaviracim kohoutem, praméru
10 az 15 mm, délka 250 mm (poznamka 9.6)

4.5 Banka odparovaci s kulatym dnem, obsahu 250 ml
4.6 Vataskelna

5. Postup (poznamka 9.12)
5.1 Sestrojeni kalibracniho grafu

5.1.1 Do 5 odmérnych ban¢k na50 ml se diferencované odpipetuje 15,0 ; 20,0 ; 25,0; 30,0 a
35,0 ml pracovniho standardniho roztoku robenidinu (3.10), kazda z odmérnych banek se
doplni mobilni fazi (3.7) po rysku a promicha. Tyto kalibratni roztoky reprezentuji
koncentrace 3,0; 4,0;5,0;6,0a7, 0 ug robenidinuv 1 ml.

5.1.2 Do kolony pristroje pro HPLC (4.1) se davkuje kazdy roztok, kalibrac¢ni (standard) i
zkouseny vzorek, dvakrat po ekvilibraci kolony, pricemz odezvy po sobé jdoucich nastrika
téhoz vzorku musi byt v toleranci ngjvyse 2 %. Vlastni méieni se provede za nasledujicich
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parametru: teplota kolony teplota okolni atmosféry

pratok mobilni faze 1,5 ml/min
detekce vinova délka 347 nm (poznamka 9.7)
injektovany objem 20 pl

retencni ¢as (pro kolonu 250 x 4) asi 10 minut;

5.1.3 Kolona se uvede do rovnovahy az dosahne ustaleni zakladni linie pii pratoku mobilni
faze (3.7) na vyse uvedenou hodnotu, pak se davkuje kalibracni, resp. roztok zkouseného
vzorku a za vyse uvedenych parametra se poridi zaznam.

5.1.4 Z udaga prisusnych odezev a jim odpovidajicim koncentracim se sestroji kalibracni
graf. Bazi odezvy je plocha piku.

5.2 Vlastni provedeni

5.2.1 Do kuzelové baiky na 500 ml se odvazi takové mnozstvi dobie zhomogenizovaného
zkusebniho vzorku, které by obsahovalo, podle piedpokladaného obsahu robenidinu ve
zkouseném vzorku (teorie), 1 mg robenidinu (poznamka 9.8). Potom se do odmérné banky
piida presné 200 ml okyseleného methylalkoholu (3.6), baika se uzatkuje a vytiepava se na
tiepacce (4.3) po dobu 30 minut. Po dikladném usazeni pevného podilu vzorku se extrakt
piefiltruje suchym ftidkym filtrem do suché kadinky, pricemz prvni podil filtratu se
nezachycuje. Tento zasobni roztok zkouseného vzorku ma predpokladanou koncentraci 5 ug
robenidinuv 1 ml.

5.2.2 Chromatograficka pred¢istovaci kolona se pripravi tak, ze na dno této
chromatografické trubice (4.4) umisténé ve vertikalni poloze se vlozi smotek skelné vaty
(4.6), upéchuje a ni se nasype 11 g oxidu hlinitého (3.1) a to pokud mozno tak, aby napli
kolony nebyla piilis vystavena volné atmosféie. Na piipravenou kolonu se odpipetuje 5 ml
zasobniho roztoku zkouseného vzorku, necha se aplné vsaknout do naplné kolony a eluuje se
Z kolony 100 ml methylalkoholu (3.6) do odparovaci banky s kulatym dnem (4.5) pii pritoku
2 az 3 ml/min. Baika se pak vlozi do odparky (4.2) a obsah se necha pii teploté 40 °C odpaiit
do sucha. Odparek se rozpusti v piesné odmeienych 5 ml mobilni faze (3.7). Pred nastrikem
do kolony pristroje (4.1) se doporucuje roztok odstiedit (4.7) z davodu mozné kontaminace
¢asticemi oxidu hlinitého v sedimentul.

Dale se postupuje podie 5.1.2 .

5.2.3 Zaucelem ovéieni dodrzeni spravného postupu (poznamka 9.9) musi byt provedena
zkouska s modelovym vzorkem (recovery test): K navazce vzorku krmiva bez
detekovatelného obsahu robenidinu (3.12) se prida formou zakladniho standardniho roztoku
robenidinu (3.9) takové mnozstvi robenidinu, s ohledem na ocekavany (deklarovany) obsah
robenidinu ve zkouseném vzorku, jaké je obsazeno v navazce zkouseného vzorku. Toto
mnozstvi se prida k prislusné navazce krmiva bez obsahu robenidinu (3.12), na kterou bylo
vypocteno (navazka se voli stejna jako u zkouseného vzorku), promicha a po 10 minutach se
postupuje podlie 5.2.1.

5.2.4 Koncentrace robenidinu v roztoku zkouseného vzorku se zjisti z kalibracniho grafu
(poznamka 9.10).
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6. Vypocet a vyjadieni vysedku
Obsah robenidinu v mg/kg (X) se vypocita podle vzorce (poznamka 9.10):
C.F

X=—
m

kde C je koncentracerobenidinu, zjisténa z kalibracniho grafu v pg/mi
F faktor redéni
m navazka zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena (poznamka 9.11).

8. Validace vysedku (poznamka 9.10)

Muze byt provedena bud’ opakovanym nastiikem extraktu zkouseného vzorku s piidavkem
robenidinu do kolony piistroje HPLC a porovnanim pika tohoto a zkouseného vzorku, nebo
detekce pomoci detektoru s diodovym polem a srovnanim spekter extraktu zkouseného vzorku
akalibracniho roztoku robenidinu.

al Opakovanym stanovenim (co-chromatography) s pridavkem robenidinu:

K extraktu zkouseného vzorku ziskaného podle 5.2.1 a 5.2.2 se prida priblizné takové
mnozstvi kalibra¢niho roztoku robenidinu (viz 5.1.1), jaké je ve zkouseném vzorku.

Oproti piku zkouseného vzorku se v chromatografickém zaznamu mohou piky robenidinu

lisit pouze vyskou, nikoliv polohou. Rovnéz sirky pika v jgich poloviéni vysce se mohou
lisit 0 10 %.

b/ Detekci pomoci detektoru s diodovym polem: v chromatografickém zaznamu se

ba/ VInové délky pri maximalni absorpci zkouseného vzorku i standardniho spektra na
vrcholu piku musi byt stejné v mezich rozlisovaci schopnosti detekéniho systému. Pro
detekci sdiodovym polem je to obvykle 2 nm.

bb/ Mezi vinovymi délkami 250 a 400 nm spektrum zkouseného vzorku i standardu na
vrcholu piku nesmi byt rozdilné pro tyto casti spektra v rozsahu 10 az 100 % relativni
absorbance.

Tohoto kritéria je dosazeno, kdyz jsou ziskana stejna maxima a mezi dvéma spektry se
neobjevi odchylka presahujici 15 % absorbance standardu.
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bc/ Mezi vinovymi délkami 250 az 400 nm stoupani, vrchol i klesani kiivky absorbance piku
extraktu zkouseného vzorku nesmi byt rozdilné od ostatnich v této ¢asti spektrav rozsahu 10
az 100 % relativni absorbance.

Tohoto kritéria je dosazeno, kdyz jsou maxima stejna a kdyz ve vsech bodech odchylka
nepirevysuje o 15 % absorbance spektra navrcholu piku.

Jestlize jednoho z téchto kritérii neni dosazeno vysledek stanoveni nemize byt zcela
prikazny.

9. Poznamky
9.1 Metoda ES uvadi mez stanovitelnosti 5 mg/kg (5 ppm)
9.2 Methylalkohol je nebezpecnou hoilavinou 1. téidy a zvlast nebezpetnym jedem. Proto

v

pii jakékoli manipulaci s nim az do jeho tplné asanace je nutno zachovavat bezpe¢nostni
pravidla.

9.3 Robenidin je citlivy na denni svétlo, proto je tieba nevystavovat zadny roztok je
obsahujici pifimému dennimu  zafeni.

9.4 Pro ucely této metody by jako krmivo bez obsahu robenidinu mélo byt podobného typu
jako zkouseny vzorek anemélo by obsahovat detekovatelné mnozstvi robenidinu.

9.5 Metoda ES uvadi jesté detektor s diodovym polem

9.6 Metoda ES uvadi material trubice jantarové sklo

9.7 Metoda ES uvadi vinovou délku 347 nm

9.8 Z divodu reprezentativnosti vzorku se nedoporucuje navazovat méne nez 1 g. Extrakt je
nutno vhodné naredit methylalkoholem tak, aby 1 ml zasobniho roztoku zkouseného vzorku
obsahoval teoreticky 5 ug robenidinu.

9.9 Prevzato z metody ES

9.10 Jeli soucasti prislusenstvi pristroje HPLC vypoctova technika s integratnim software s
programem pro piimé vypocty vypocitava se obsah pomoci tohoto piimo.

9.11 Metoda ES uvadi pro obsahy nad 15 mg/kg 10 % relat. zkouseného vzorku obsahoval
teoreticky 5 pg robenidinuv 1 ml.

9.12 Vyluhy zkouseného vzorku a kalibracni roztoky standardu se piipravuji tésné pied
vlastnim stanovenim.
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2.12 Stanoveni sulfaquinoxalinu

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no. L 032,
05/02/75.

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni sulfaquinoxalinu v premixech a krmnych
smesich. Mez stanovitelnosti je 20 mg/kg.

Stanoveni rusi ostatni sulfonamidy a kyselina arsanilova (CsHgASNO3).

Pro ucely této metody se pouziva tato definice: Sulfaguinoxalin je po chemické strance (4-
amino-N-2-quinoxalinyl-benzensulfonamid).

2. Princip

Sulphoquinoxalin se stanovi po extrakci vzorku dimethyformamidem s chloroformem a po
jeho akalické hydrolyze diazotaci a kopulaci n-2-aminoethyl-1-naftylaminem,
spektrofotometricky pii vinové délce 545 nm.

3. Chemikalie

3.1 N,N-dimethylformamid

3.2 Chloroform

3.3 Ethylalkohol (poznamka 8.1)
3.4 Alkalické hydrolyzacni cinidlo

Priprava: Do odmgrné banky na 500 ml se odvazi 10 g hydroxidu sodného a 25 g
chloridu sodného, rozpusti ve vod¢, doplni toutéZ po rysku a promicha.

3.5 Kysdinachlorovodikova, koncentrovana (h = 1,17 g/ml)

3.6 Dusitan sodny, roztok 1 g/l (pripravuje se vzdy cerstvy)

3.7 Sulfamat amonny, roztok 5 g/l (piipravuje se vzdy cerstvy)

3.8 N-2-aminoethyl-1-naphtylamin dihydrochlorid, roztok 1 g/l (dale jen ANC)

Priprava: Do odmeérné banky na 100 ml se odvazi 100 mg ANC, rozpusti v 1 % roztoku
kyseliny chlorovodikové, doplni toutéz po rysku a promicha. Pripravuje se vzdy éerstvy.

3.9 Sulfaguinoxalin, standardni substance
3.10 Sulfaquinoxalin, standardni roztok

Priprava: Do odmérné barnky na 500 ml se odvazi 250 mg standardni substance
sulphoquinoxalinu (3.9) s piesnosti hegméné na 0,1 mg, rozpusti se v 50 ml roztoku
hydroxidu sodného ( 25 ml 0,1 mol/l roztoku hydroxidu sodného + 25 ml vody ),
doplni vodou po rysku a promicha.
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Do odmeérné baiky na 100 ml se odpipetuje 5 ml tohoto roztoku, doplni vodou po rysku
apromicha.

Vv

4. PFistroje a pomucky

4.1 Bankakuzelova se zabrousenou zatkou, objemu 250 ml
4.2 Trepackalaboratorni

4.3 Kelimek filtracni sklenény Sg

4.4 Nalevkadélici na250 ml

4.5 Zatizeni pro filtraci za snizeného tlaku

4.6 Zkumavky 150 mm x 25 mm

4.7 Lazen vodni stermostatem

4.8 Spektrofotometr vhodné konstrukce s kyvetami o optické délce 20 mm

5. Postup
5.1 Sestrojeni kalibracniho grafu
5.1.1 Do sady odmernych ban¢k na 100 ml se diferencovan¢ odpipetuje piesné 2,4,6, 8 a

10 ml ziedeéngjsiho standardniho roztoku sulfaguinoxalinu (3.10), do kazdé z ban¢k se
pripipetuje 8 ml kyseliny chlorovodikové (3.5), doplni vodou po rysku a promicha. Tyto
roztoky obsahuji 50, 100, 150, 200 a 250 pg sulfaguinoxainu ve 100 ml. Z téchto roztoka
standardu se odpipetuje po 10 ml do zkumavek (4.6), prida se po 1 ml ANC a obsah
zkumavek se promicha. Tyto kalibracni roztoky obsahuji 5, 10, 15, 20 a 25 pnug

sulfagquinoxalinu.

5.1.2 Absorbance kazdého roztoku se méti na spektrofotometru (4.8) v kyvetach optické
délky 20 mm pri vinové délce 545 nm proti vode jako slepému roztoku.

5.1.3 Z namétenych hodnot absorbanci a jim odpovidgjicich koncentraci se sestroji
kalibracni graf.

5.2 Vlastni provedeni

Do kuzelové banky 250 ml (4.1) se odvazi s presnosti nggméné na 0,001 g takové mnozstvi
zkusebniho vzorku, aby obsahovalo mezi 0,25 az 1,25 mg sulfaquinoxalinu. K navazce
vzorku se prida 20 ml N,N-dimethylformamidu (3.1), promicha se baika se vlozi na vrouci
vodni lazen (4.7) na dobu 20 minut a po ochlazeni proudem studené vody se piida 60 ml
chloroformu (3.2). Banka se zazatkuje, vlozi se na tiepacku (4.2) a vytiepava po dobu
30 minut. Pak se obsah banky Zzfiltruje pres filtracni kelimek (4.3) pod mirné snizenym tlakem
(4.5), banka se vyplachne a filtr promyje 4 x 5 ml chloroformu (3.2). Filtrat se kvantitativne
pievede do délici nalevky (4.4) a filtr se jest¢ promyje do této délici nalevky 50 ml
chloroformu (3.2). Zbytek nafiltru se dale nepouzije.
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Do délici nalevky (4.4) s extraktem vzorku se prida 50 ml akalického hydrolyzacniho ¢inidla

(3.4) a5 ml ethylalkoholu (3.3), dikladné se promicha tak, aby se zabranilo vzniku emulze a
to bud’ pomalym pievracenim délici nalevky asi 20 x, nebo mirnym krouzenim podle podélné
osy. Po oddéleni vrstev, coz trva obvykle asi 15 minut, se odpusti spodni vrstva do jiné délici
nalevky a horni vodna vrstva se pievede do odmérné barnky na 250 ml. Spodni chloroformova
vrstva se reextrahuje tiikrat vzdy 50 ml alkalického hydrolyza¢niho ¢inidla (3.4), pricemz
kazda z vodnich vrstev se pridava do téze odmérné banky (viz vyse). Tato odmérna banka se
pak doplni vodou po rysku a promicha. Z tohoto roztoku se odpipetuje 25 ml do odmérné
banky na 50 ml, ptida se piesné 5 ml kyseliny chlorovodikové (3.5), doplni vodou po rysku a
promicha. Pokud je treba, filtruje se suchym stiedné hustym filtrem do suché kadinky,
piicemz prvnich 15 ml filtratu se nezachycuje.

Po 10 ml roztoku (filtratu) se pievede do dvou zkumavek (4.6) a do kazdé ze zkumavek se
piida po piesné 2 ml roztoku dusitanu sodného (3.6), promicha, po 3 minutach stani jesté
piesné po 2 ml roztoku sulfamatu amonného (3.7) a opét promicha. Do prvni ze zkumavek se
piida pipetou piesné 1 ml roztoku ANC (3.8), do druhé presné 1 ml vody a obsahy zkumavek
se opét diukladné promichaji.

Kazda ze zkumavek se uzavie pryzovou zatkou, opatifenou otvorem s trubickou pro odvod
plynu, nebo podobnym zarizenim, a pomoci mirné snizeného tlaku (4.5) se odsaje rozpustény
dusik.

Dale se postupuje podie 5.1.2.

Z rozdilu hodnot absorbanci roztoki s roztokem ANC a bez né se zjisti mnozstvi
sulfaquinoxalinu z kalibracniho grafu.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
Obsah sulfaquinoxalinu v mg/kg (X) se vypocita podle vzorce:
x = %0C
m
kde C je mnozstvi sulfaguinoxalinu zjisténé z kalibracniho grafu v mg
m navazka zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé mg/kg.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pii teoretickém obsahu sulfaquinoxalinu: 20 az 100 mg/kg 10 mg/kg

100 az 5 000 mg/kg 10 % relat.
5000 az 10 000 mg/kg 500 mg/kg
nad 10 000 mg/kg 5% relat.
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8. Poznamky

8.1 Ethylalkohol je nebezpecnou hoilavinou I.tiidy a proto pii jakékoli manipulaci s nim je
nutné dodrzovat bezpecnostni pravidla.
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2.13 Stanoveni obsahu meticlorpindolu

1. U&d arozsah

Jsou zde uvedeny tii metody stanoveni, spektrofotometricka pro premixy, metoda
vysokoucinné kapalinové chromatografie pro premixy ajeji modifikace pro krmné smési.

Tyto metody specifikuji podminky pro stanoveni meticlorpindolu v premixech a krmnych
smésich.
Pro ucely téchto metod se pouziva nasledujici definice:

Meticlorpindol (clopidol, coyden) je chemické antikokcidikum o slozeni 2,6-di-methyl-3,5-
dichlorhydroxypyridin  (nebo  3,5-dichlor-2,6-dimethyl-4-pyridinol), sumarniho vzorce
C7H/CI,NO.

2. Princip

Meticlorpindol se stanovi po extrakci vzorku ethylalkoholem, za piitomnosti antioxidantu
piedextrakci n-hexanem, spektrofotometricky porovnanim se standardem nebo

po extrakci vzorku smési methylalkoholu a hydroxidu amonného metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie.

3. Chemikalie

3.1 Spektrofotometricka metoda

3.1.1 Ethylalkohol ¢isty 96%, zvlast’ denaturovany 1 % hexanu (poznamka 8.1)
3.1.2 n-Hexan (poznamka 8.1)

3.1.3 Meticlorpindol, standardni substance nebo premix Lerbec o znamé ucinnosti resp.
koncentraci meticlorpindolu

3.1.4 Meticlorpindol, zakladni standardni roztok

Pripravac Do odmérné bainky na 200 ml se odvazi 30 mg standardni substance
meticlorpindolu 0 100 % ucinnosti (3.1.3) s piesnosti 0,1 mg nebo piepoctené
mnozstvi substance o nizsi a¢innosti, rozpusti se ve 150 ml ethylalkoholu (3.1.1),
doplni jim po rysku a promicha.

1 ml tohoto zakladniho standardniho roztoku obsahuje 0,15 mg meticlorpindolu.
3.1.5 Meticlorpindol, pracovni standardni roztok

Priprava: Do odmérné barnky na 50 ml se odpipetuje 25,0 ml zakladniho standardniho
roztoku meticlorpindolu (3.1.4), doplni ethylalkoholem (3.1.1) po rysku a promicha.

1 ml tohoto pracovniho roztoku obsahuje 75 pug meticlorpindolu.

3.2 Metoda vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC)
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3.2.1 Methylalkohol (poznamka8.1)

3.2.2 Methylakohoal, ¢istoty pro HPLC (dale jen HPLC) (poznamka8.1)
3.2.3 Dihydrogenfosforetnan draselny KH,PO,, pevny

3.2.4 Dihydrogenfosforetnan sodny NaH,PO,, pevny

3.2.5 Meticlorpindol, standardni substance o 100 % t¢innosti

3.2.6 Meticlorpindol, zakladni standardni roztok

Priprava: Do odmérné barky na 200 ml se odvazi 50 mg standardni substance
meticlorpindolu (3.2.5) s piesnosti 0,1 mg, rozpusti v methylalkoholu (3.2.1), doplni jim
po rysku apromicha.

1 ml tohoto zakladniho standardniho roztoku obsahuje 250 pug meticlorpindolu.
3.2.7 Meticlorpindol, pracovni standardni roztok

Priprava: Do odmérné banky na 100 ml se odpipetuje 10 ml zakladniho standardniho
roztoku meticlorpindolu (3.2.6), doplni se methylalkoholem (3.2.1) po rysku a
promicha.

1 ml tohoto pracovniho standardniho roztoku obsahuje 25 pg meticlorpindolul.
3.2.8 Tlumivy roztok o pH = 6,75

Priprava: Do odmérné barnky na 1 000 ml se odvazi 0,91 g dihydrogenfosforecnanu
draselného (3.2.3) a0,95 g dihydrogenfosfore¢nanu sodného (3.2.4), rozpusti asi ve
100 ml vody, doplni vodou po rysku a promicha.

3.2.8 Mobilni faze

Priprava: Smicha se 2,5 dilu methylalkoholu (HPLC) (3.2.2) se 7,5 dily tlumivého
roztoku (3.2.8) a promicha.

3.2.9 Amoniak (NHs), koncentrovany (h=0,91 g/ml)
3.2.10 Amoniakalni methylalkohol, roztok
Priprava: Smicha se 5 ml amoniaku (3.2.9) a 95 ml methylalkoholu (3.2.1)

4. PFistroje a pomucky
4.1 Spektrofotometricka metoda

4.1.1 Spektrofotometr registracni s prisusenstvim pro méieni v UV oblasti spektra a
s kiremennymi kyvetami optické délky 10 mm

4.1.2 Trepackaultrazvukova
4.2 Metoda vysokouc¢inné kapalinové chromatografie

4.2.1 Chromatograf kapalinovy chromatograf s piislusenstvim (¢erpadlo, kolona - reverzni
faze C 18, 250 x 4, 5 az 10 um, injektazni davkovaci zatizeni Rheodyne, UV
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detektor) popi. datastanice sintegracnim softwarem, tiskarna nebo jiné registracni
zarizeni.

4.2.2 Lazen ultrazvukova

4.2.3 Odstredivkalaboratorni s prislusenstvim

5. Postup (poznamka 8.5)
5.1 Premixy
5.1.1 Metoda spektrofotometricka (poznamka 8.3)

Do kuzelové banky na 500 ml, se zabrusem se odvazi asi 1,5 g vzorku s piesnosti nggméné na
0,001 g. Za pifitomnosti antioxidantu ve zkouseném vzorku se provede odextrahovani
kurasanu n-hexanem (3.1.2) ato dekantaci vzorku s 50 ml.

Ke vzorku se prida 200 ml ethylalkoholu (3.1.1), banka se zazatkuje, vlozi na ultrazvukovou

tiepacku (4.1.2) a vytiepava po dobu 10 minut (poznamka 8.4). Obsah baiky se Zfiltruje
stiedné hustym filtrem do odmérné banky na 250 ml, filtr promyje ethylalkoholem (3.1.1)
véetné vyplachu pavodni banky, doplni jim po rysku a promicha. Z tohoto roztoku se
odpipetuje 5ml do odmérné baiky na 50 ml, doplni ethylalkoholem (3.1.1) po rysku a
promicha.

Méii se na registracnim spektrofotometru (4.1.1) od vinové délky 230 do 330 nm v 10 mm
kyvetach proti ethylalkoholu (3.1.1) a zaznam se vyhodnoti zpusobem uvedenym v 6.1.
M aximum absorbce by meélo byt pri vinové délce 270 nm.

Stejnym zpasobem a za naprosto shodnych podminek se méii pracovni standardni roztok
meticlorpindolu (3.1.5).

5.1.2 Metoda vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC)
5121 Kalibrace

Do kolony HPLC chromatografu (4.2.1) se nasttikuje postupné pracovni (kalibracni)
standardni roztok (3.2.6) i roztok zkouseného vzorku po ekvilibraci kolony vzdy dvakrat,
pri¢emz odezvy po sob¢ jdoucich prislusnych nastiiki musi byt v toleranci negiménge 2 %. Bazi
odezvy je plocha prislusného piku.

Pracovni podminky:  teplota kolony teplota okolni atmosféry

pratok mobilni faze 1 ml/min

detekce vinova délka 265 nm UV spektra
injektovany objem 20 ul

retencni ¢as (pro popsanou kolonu) asi 4,5 min

Zkouseny vzorek i pracovni (kalibracni) standard musi byt zkouseny za naprosto shodnych
podminek.

5.1.2.2 Vlastni provedeni
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Do kuzelové banky na 250 ml se odvazi takové mnozstvi vzorku s piresnosti nggméné na
0,001 g, aby mnozstvi meticlorpindolu, podle piedpokladaného obsahu ve zkouseném vzorku
(teorie), bylo asi 2500 ug. Prida se piesné 100 ml amoniakalniho roztoku methylalkoholu
(3.2.10) a extrahuje se na ultrazvukové lazni (4.2.2) po dobu 30 minut, pficemz je nutno
obsah béhem extrakce nekolikrat ru¢né rozmichat (poznamka 8.4). Baika se odstavi a
ponecha v Kklidu, aby pevna cast vzorku sedimentovala nebo se sedimentace urychli
odstiedénim (4.2.3). Z ¢irého supernatantu zkouseného vzorku se odpipetuje 10 ml do
odparovaci banky a pii 40 °C se odpari do sucha. Odparek se rozpusti v 10 ml mobilni faze.
Ziskany roztok se pouzije piimo k nastiiku do chromatografické kolony.

Pracovni (teoreticka) koncentrace tohoto roztoku zkouseného vzorku je as 25pug
meticlorpindolu v 1 ml.

Dale se postupuje podle 5.1.2.1. Koncentrace meticlorpindolu v roztoku zkouseného vzorku
se zjisti porovnanim prislusné odezvy roztoku zkouseného vzorku s odezvou pracovniho
standardniho roztoku meticlorpindolu (3.2.7) (poznamka 8.2).

5.2 Krmné smési (metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie HPLC)
5.2.1 Kalibrace

Postupuje se zcela shodng, jak je uvedeno v 5.1.2.1.

5.2.2 Vlastni provedeni

Postupuje se shodng, jak je uvedeno v 5.1.2.2.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
6.1 Metoda spektrofotometricka
Obsah meticlorpindolu v mg/kg (X) se vypocita podle vzorce:
X = 1000. A, .C
A;.m
kde m je hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g

C koncentrace meticlorpindolu v 50 ml kalibra¢niho roztoku standardu, s ohledem
na ucinnost standardni substance meticlorpindolu v mg

As korigovana hodnota absorbance roztoku pracovniho standardu
Ak korigovana hodnota absorbance roztoku zkouseného vzorku

Korigované hodnoty absorbanci zkouseného vzorku 1 standardu se vypocitaji ze
spektrofotometrického zaznamu graficky: Body, ur¢ené minimalnimi absorbancemi pied a po
absorbanci maxima se spoji ptimkou a od bodu, kde tato primka protne kolmici spusténou
zbodu maxima absorbance, se méii k bodu absorbance maxima korigovana hodnota
absorbance.

6.2 MetodaHPLC
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Obsah meticlorpindolu v mg/kg (Y) se vypocita podle vzorce (poznamka 8.2):

C.F
Y=——
m
kde C je koncentrace meticlorpindolu ve zkouseném vzorku, zjisténa porovnanim

odezvy zkouseného vzorku a pracovniho (kalibracniho) standardniho roztoku

v ug/mi
F faktor redéni
m hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost

7.1 Premixy

7.1.1 Metoda spektrofotometricka
Nebyla dosud stanovena.

7.1.2 MetodaHPLC
Nebyla dosud stanovena.

7.2 Krmné smési (metoda HPLC)

Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Ethylalkohol, methylalkohol a n-hexan jsou nebezpecnymi  hoilavinami |. tiidy,
methylalkohol je vedle toho i zvlast nebezpetnym jedem, proto je nutno pii jakékoli
manipulaci snimi az do uplné asanace zachovavat bezpecnostni pravidla.

8.2 Je-li soucasti chromatografické sestavy (prislusenstvi) integracni a vypoctové software,
vypocitavaji se hledané koncentrace a obsah piimo zpracovanim naméienych soubord.

8.3 Spektrofotometricka metoda stanoveni meticlorpindolu neni  pouzitelna, pokud je
souc¢asné ve vzorku pritomen metylbenzochat, protoze vysledek analyzy je vyssi cca o 5%.

8.4 Pri extrakci vzorku nelze pouzivat mechanickou tirepacku, protoze vzhledem k nizké
rozpustnosti meticlorpindolu v ethylalkoholu neni timto zpasobem extrakce uc¢inna a snizuje
vysledek analyzy minimalné o 10%.

8.4 Vyluhy zkouseného vzorku a kalibratni roztoky standardu se pripravuji tésné pied
vlastnim stanovenim.
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2.14 Stanoveni meticlorpindolu
Tato metoda je preklad z LUFA ¢.14.5.1 resp. 14.5.2.

1. U¢el arozsah

Pro stanoveni meticlorpindolu jsou uvedeny dvé metody a to pro stanoveni v premixech a
krmnych smésich. Tyto metody specifikuji podminky pro stanoveni meticlorpindolu (3, 5-
dichlor-2, 6-dimethyl-4-pyridinol) v premixech a krmivech. Mez stanovitelnosti pro krmné
smeési je 30 mg/kg.

2. Princip
Meticlorpindol se stanovi:

a) v premixech po extrakci vzorku ziedénym hydroxidem sodnym, odfiltrovani a ziedéni
alikvotniho podilu kyselinou octovou spektrofotometricky pii vinovych délkach 267, 297 a
327 nm.

b) v krmnych smésich po extrakci smési methylalkohol-chloroform-amoniak, odpaieni
extraktu a rozpusténi chloroformem a piecisténi na sloupci oxidu hlinitého i nasledné na
sloupci iontoménice, spektrofotometricky pri vinovych délkach 267, 297 a 327 nm s ohledem
na korekci pozadi.

3. Chemikalie
3.1 Obecng

3.1.1 Meticlorpindol, standardni substance (fa Chemica Company Nederland, NV.,
Terneuzen, Niederlande)

3.1.2 Hydroxid sodny, roztok 20 g/|

3.1.3 Kyselinaoctova, priblizné 40 % (h = 1,05 g/ml)
3.2 Pro krmné smési navic

3.2.1 Oxid hlinity, neutralni (stupen aktivity I1)

Priprava: 60 g oxidu hlinitého, stupné aktivity I, se smisi s 1,8 g vody a siln¢
protiepava po dobu 20 minut. Uchovava se v uzaviené nadobé a ve tmg.

3.2.2 Methylalkohol (poznamka8.1)

3.2.3 Chloroform (DAB 7)

3.2.4 Amoniak, roztok 25 % (h = 0,91 g/ml)
3.2.5 Methylalkohol 80 % (poznamka 8.1)

Priprava: Do odmérné barnky na 1 000 ml se odpipetuje 800 ml methylalkoholu (3.2.2),
doplni po rysku vodou a promicha.
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3.2.6 Extrakéni smeés methylalkohol-chloroform-amoniak

Priprava: 50 ml methylalkoholu (3.2.2) se smisi s 50 ml chloroformu (3.2.3) a 30 ml
roztoku amoniaku (3.2.4). Pripravuje sevzdy cerstvy.

3.2.7 Kyselinachlorovodikova, roztok c(HCI) = 6 mol/l
3.2.8 Octan sodny, trihydrat (CH3CO,Na .3 H,0), roztok 100 g/l

3.2.9 lontomeéni¢ DOWEX, typ anex-Cl, 100 az 200 mesh, nejcistsi (napi. fa Serva,
Feinbi ochemica Heidel berg)

Priprava: (z predpisu fy DOW Chemical Company - pievedeni do acetatové formy). Ve

3 000 ml kadince se zahiiva 350 gionexu s1 000 ml roztoku kyseliny chlorovodikové

(3.2.7) po dobu 2 az 3 hodin navrouci vodni lazni (4.2.4), potom se Zfiltruje
Biichnerovou nalevkou 4.2.5) apromyva do negativni reakce na chloridy (dusi¢nan
stiibrny - 3.2.10). Potom se ionexem naplni sklenéna trubice (4.2.8) asloupecse  promyva
roztokem octanu sodného (3.2.8) tak dlouho az odtékgjici kapalina nedava reakci na
chloridy (dusi¢nan stiibrny - 3.2.10), piipadn¢ jen slaby zakal. Pak se odsagje,  promyje asi
31 vody, prevede opét do 3 000 ml kadinky a zahtiva navrouci vodni lazni (4.2.4) po
dobu 3 hodin s1 000 ml kyseliny octové (3.1.3). Opét se Zfiltruje, jak vyse uvedeno, a
promyva do negativni reakce na chloridy (dusicnan stiibrny - 3.2.10).

Uchovava se pod vodou.
3.2.10 Dusi¢nan stiibrny, roztok 10 g/l

4. Pristroje apomicky

4.1 Obecn¢
4.1.1 Spektrofotometr vhodné konstrukce s piislusenstvim (kifemenna kyveta o optické
délce 10 mm)

4.2 Pro krmné smési navic

4.2.1 Trubice chromatograficka, sklenéna, dlouha 300 mm (pocitano bez zasobniku), vnitini
pramér 20 mm, na hornim konci opatiena zasobnikem o obsahu 250 ml, na spodnim
konci opatiena 4 mm kohoutem.

4.2.2 Trubice chromatograficka, sklenéna, dlouha 100 mm (pocitano bez zasobniku), vnitini
pramér 13 mm, nahornim konci opatiena zasobnikem o obsahu 125 ml, na spodnim
konci opatiena 2 mm kohoutem nad nimz je frita S,.

4.2.3 Trepatka

4.2.4 Lazen vodni

4.2.5 NalevkaBiichnerova

4.2.6 Odstredivkavhodné konstrukce

4.2.7 Vataskelna

4.2.8 Trubice sklenéna, dlouha 50 mm, zakonc¢ena fritou S
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5. Postup (poznamka 8.3)
5.1 Premixy
5.1.1 Sestrojeni kalibra¢niho grafu

Do odmeérné banky na 500 ml se navazi 125 mg standardni substance meticlorpindolu (3.1.1)
s presnosti nggméné 0,001 g, rozpusti se v 25 ml roztoku hydroxidu sodného (3.1.2), doplni
vodou po rysku a promicha.

Do sady odmérnych ban¢k na 250 ml se odpipetuje diferencované 1 az 15 ml tohoto roztoku,
doplni po rysku kyselinou octovou (3.1.3) a promicha. Tyto kalibrac¢ni roztoky obsahuji 1 az
15 pg meticlorpindolu v 1 ml.

Absorbance piipravenych roztoka se méti na spektrofotometru (4.1.1) v 10 mm kiemennych
kyvetach pri vinové délce 267 nm proti kyseliné octové (3.1.3).

Z nam¢tenych hodnot absorbanci a jim odpovidajicich koncentraci se sestroji kalibra¢ni graf.
5.1.2 Vlastni provedeni

Do odmerné baiky na 1 000 ml (V1) se odvazi asi 1 g zkusebniho vzorku s presnosti ngjméné

na 0,001 g, piida se 50 ml roztoku hydroxidu sodného (3.1.2) a ponecha se 10 minut stat
sobcasnym promichanim. Potom se doplni vodou po rysku a promicha. Filtruje se stiedné
hustym filtrem do suché kadinky, pricemz prvni podil filtratu se nezachycuje. Do odmérné
banky na 250 ml (V3) se odpipetuje 10 ml filtratu (V2), doplni kyselinou octovou (3.1.3) po
rysku a promicha.

Méti se absorbance na spektrofotometru (4.1.1) v 10 mm kiemennych kyvetach pti vinovych
délkach 267, 297 a 327 nm proti kyselin¢ octové (3.1.3). Absorbance tohoto vzorku namérena
pfi 267 nm se koriguje (poznamka 8.2) na pozadi podle vzorce:

A<or = A267 . A327 - 2A297

a koncentrace meticlorpindolu se zjisti z kalibra¢niho grafu.
52 Krmné smési

5.2.1 Sestrojeni kalibra¢niho grafu

Provede se podie 5.1.1.

5.2.2 Vlastni provedeni

Do kuzelové banky se zabrusem, obsahu asi 250 ml se odvazi asi 10 g zkusebniho vzorku
s presnosti nggméné na 0,01 g, rozpusti se v presné 100,0 ml extrakéni smés (V4) (3.2.6),
banka se zazatkuje a obsah se vytiepava po dobu 20 minut. Potom se bud’ necha 20 minut
ustat, nebo se odstredi (4.2.6) pii 4 000 ot/min. Do kadinky vhodného obsahu se odpipetuje
50 ml ¢irého roztoku nebo supernatantu (V) a odpaii na vrouci vodni lazni (4.2.4) asi na
5ml, prida se 15 ml methylalkoholu (3.2.2), zahieje kratce k varu a smicha se 150 ml
chloroformu (3.2.3) (roztok 1).

Dale se pripravi sloupec oxidu hlinitého. Na dno chromatografické trubice (4.2.1) se vlozi
smotek skelné vaty (4.2.7), trubice se umisti ve vertikalni poloze a naplni 60 g oxidu hlinitého

354



stupné aktivity 11 (3.2.1). Na oxid hlinity se vlozi opét smotek skelné vaty (4.2.7) do vyse as
3cm a doupec se prolije 100 ml chloroformu (3.2.3). Protekly chloroform se dale ke
stanoveni nepouzije.

Na pripraveny sloupec oxidu hlinitého se pirevede kvantitativné roztok 1, necha se ztéci az

jeho hladina dosahne po okraj vrchniho smotku skelné vaty. Kadinka od roztoku 1 se
vyplachne 50 ml chloroformu (3.2.3) a vyplach se prevede rovnéz na sloupec. Tato operace se
opakuje jesté 2 x vzdy s 50 ml chloroformu (3.2.3) a vyplach po vytoku ze sloupce se pro
stanoveni dale nepouzije. Dale se stgjna kadinka vyplachne jest¢ 110 ml methylalkoholu
(3.2.5) a opét prevede na sloupec oxidu hlinitého. Prvnich 30 ml proteklého mnozstvi se dale
nepouzije a dalsich 70 az 80 ml, které obsahuji meticlorpindol se jima do kadinky. Posledni
zbytky methylalkoholického extraktu se vytlati ze sloupce stlacenym vzduchem do téze
kadinky (roztok 2).

Dale se pripravi ionexovy sloupec. Do chromatografické trubice (4.2.2), umisténé ve
vertikalni poloze se prevede tolik iontoménice DOWEXu (3.2.9), az je trubice naplnéna do
vysky 6 cm. Pak se naionex vlozi smotek skelné vaty (4.2.7) a sloupec se promyje negjprve
50 ml kyseliny octové (3.1.3) potom 3 x vzdy po 35 ml methylalkoholu (3.2.5).

Na takto piipraveny sloupec se prevede roztok 2 a necha se ztéci az k horni hlading ionexu.
Kadinka od roztoku 2 se vyplachne 2 x vzdy po 50 ml methylalkoholu (3.2.5) a vyplach se
vzdy prevede na sloupec. Roztok vytékgjici ze sloupce se dale nepouzije. Meticlorpindol se
eluuje ngjprve 50 ml a potom 48 ml kyseliny octové (3.1.3), eluat se jima v odmérné barnce
(V3) (pro obsahy meticlorpindolu do 150 mg/kg na 100 ml, pro vyssi obsahy na 200 ml)
dopini kyselinou octovou (3.1.3) po rysku a promicha. Mé&fi se na spektrofotometru (4.1.1)
v kiemennych kyvetach pii vinovych délkach 265, 297 a 327 nm proti kyseling octové (3.1.3).
Naméiena hodnota absorbance se koriguje na pozadi nasledovné: Hodnoty absorbance
roztoku zkouseného vzorku pii vinovych délkach 297 a 327 nm se vynesou do systému
souiadnic (dilky stupnice proti vinové délce) a ziskané body se spoji primkou ktera se
prodlouzi az k hodnoté vinové délky 267 nm a u prislusného dilku stupnice se zjisti jgi
hodnota. Hodnota absorbance roztoku zkouseného vzorku pri vinové délce 265 nm se vynese
do téhoz systému soufadnic grafu. Rozdil v dilcich stupnice této hodnoty a zjisténé
z prodlouzené piimky odpovida hodnoté pozadi. Tato hodnota se zjisti z kalibracniho grafu a
odpovidgjici hodnota koncentrace se odeita z ptivodné zjisteéné (korigovana hodnota).

6. Vypocet a vyjadieni vysedku

6.1 Premixy
Obsah meticlorpindolu v mg/kg (X) se vypocita podle vzorce:
X = CV.V,
mv,

kde C je koncentrace meticlorpindolu v ug zjisténa podle korigované absorbance
kalibracniho grafu

Vi objem odmérné baiky k piipravé vyluhu v mi
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V, pipetovany objem filtratu v ml
V3 konecny objem roztoku zkusebniho vzorku v ml

m  hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g

6.2 Krmné smési
Obsah meticlorpindolu v mg/kg (Y) se vypocita podle vzorce:
vz OV,
mvV,

kde C je koncentrace meticlorpindolu v pg zjisténé podle korigované absorbance
(odecet pozadi) z kalibracniho grafu

Vi:  objem extrakéni smesi

V,  pipetovany objem filtratu

V3  objem odmérné banky v ml, do které byl jiman eluat
m hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramer vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé mg/kg.

7. Opakovatelnost

7.1 Pro premixy

Nebyla dosud stanovena.
7.2 Prokrmné smesi

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pri teoretickém obsahu meticlorpindolu hodnotu:  pod 100 mg/kg 5 mg/kg

nad 100 mg/kg 5% relat

8. Poznamky

8.1 Methylalkohol je nebezpecnou horlavinou I.tfidy a zvlast nebezpecnym jedem, proto pri
jakékoli manipulaci snim je nezbytné zachovavat bezpecnostni pravidla.

8.2 Hodnoty absorbance pro vehikulum (balastni latky) premixt jsou velmi nepatrné a maji
linearni zavislost na vinovych délkach 267 a 327 nm. Meticlorpindol ma silnou absorbanci
pii vInové délce 267 nm, zatimco pri 297 a 327 nm prakticky nulovou. Namérené absorbance
pti 267 nm mohou byt korigovany s ohledem na absorbanci vehikula pri stejné vinové délce
(267 nm) podle uvedené rovnice.
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8.3 Vyluhy zkouseného vzorku a kalibracni roztoky standardu se pripravuji tésné pied
vlastnim stanovenim.
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2.15 Stanoveni obsahu kurasanu

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni kurasanu v premixech.

2. Princip

Kurasan se stanovi po predextrakci ethylalkoholem a extrakci hexanem z chloridového
vyluhu, spektrofotometricky v UV oblasti pii vinové délce 361 nm.

3. Chemikalie

3.1 n-Hexan, spektralné ¢isty (poznamka 8.1)

3.2 Hydroxid sodny, roztok c¢(NaOH)= 2 mol/I|

3.3 Kysdinachlorovodikova, roztok c(HCI) = 1 mol/I
3.4 Siran sodny, bezvody (vyzihany)

3.5 Ethylalkohol 96% (poznamka 8.1)

4. PFistroje a pomucky
4.1 Spektrofotometr pro méreni v UV oblasti spektra

5. Postup (poznamka 8.2)

5.1 Do kuzelové banky na 100 ml se zabrusem se odvazi asi 2g zkusebniho vzorku
s presnosti nggméné na 0,001 g a piida se 10 ml ethylalkoholu (3.5). Bailka se uzavie zatkou a
vytiepava. Po usazeni se ethylalkohol odlije, ptida se znovu 10 ml ethylalkoholu (3.5) a opét
vytiepava. Toto se provede jesté 2krat, vzdy po vytiepani a usazeni vzorku se ethylalkohol
odlije a dale se nepouzije. Ke vzorku v barce se prida 20 ml roztoku kyseliny chlorovodikové
(3.3) a po zazatkovani banky se vytiepava a vyluh se filtruje suchym stiedné hustym filtrem
do odmeérné banky na 100 ml. Extrakce vzorku 20 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.3)
se provede jesté 2krat vyluh se po usazeni pevného podilu vzdy dije pres filtr do stgjné
100 ml odmeérné banky. Tato se doplni roztokem kyseliny chlorovodikové (3.3) po rysku a
promicha. Z tohoto zasobniho roztoku se odpipetuje 10 ml do délici nalevky na 100 ml,
piidaji 4 ml roztoku hydroxidu sodného (3.2), 10 ml n-hexanu (3.1) a vytiepava. Po oddéleni
fazi se vodna faze odpusti do dalsi délici nalevky a hexanova faze se filtruje pies suchy,
stiedné husty filtr, nanémz je tenka vrstva siranu sodného (3.4), do odmeérné banky na 50 ml.
K vodné fazi se prida opét 10 ml n-hexanu (3.1) a znovu vytiepava, po oddéleni se opét vodna
vrstva odpusti do pavodni délici nalevky, hexanova vrstva se filtruje do stegjné 50 ml odmerné
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banky. Pridavek 10 ml n-hexanu (3.1) k vodné vrstvé, vytiepani a filtrace hexanového
extraktu se provede jesté jednou a spojené hexanové extrakty se doplni v 50 ml odmeérné
barnce po rysku n-hexanem (3.1) a promichaji.

5.2 Absorbance se méii na spektrofotometru (4.1) pii vinové délce 361 nm v kyvetach
10 mm oproti ¢istému n-hexanu (3.1).

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
Obsah kurasanu v mg/g (X) se vypocita podle vzorce:
6
X = 10°. A
A.m

kde A je absorbance namérena pii vinové délce 361 nm

m alikvotni podil navazky zkusebniho vzorku v g
A;  absorpeni koeficient kurasanu (152,26)

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se na celé jednotky mg/g.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Ethylalkohol a n-hexan jsou nebezpecnymi hotlavinami |. tfidy, proto pii jakékoli
manipulaci je nutné dodrzovat bezpecnosti pravidla.

8.2 Vyluhy zkouseného vzorku a kalibracni roztoky standardu se pripravuji tésné pied
vlastnim stanovenim.
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2.16 Stanoveni obsahu salinomycinu

Metoda je uvedena v metodach pro zkouseni stimulatort rastu pod ¢islem v Priloze ¢. 10.
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2.17 Stanoveni obsahu monenzinu

Metoda je uvedena v metodach pro zkouseni stimulatoru rastu v Priloze ¢. 10.
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2.18 Stanoveni obsahu dinitolmidu
Tato metoda je preklad z Officia Journal no L 108, 22/04/74

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni dinitolmidu (3, 5-dinitro-o-toluenamid)
v krmivech, premixech a koncentratech. Stanoveni je ruseno nitrofuranovymi derivaty. Mez
stanovitelnosti je 40 mg/kg.

2. Princip

Dinitolmid se stanovi po extrakci vzorku acetonitrilem, vycisténi extraktu na sloupci oxidu
hlinitého, odpareni alikvotniho podilu do sucha a rozpusténi odparku v dimethylformamidu.
Po vytvoreni komplexu reakci s ethylendiaminem se méii spektrofotometricky pii vinové
délce 560 nm.

3. Chemikalie
3.1 Acetonitril 85 %

Priprava: Pred pouzitim se smicha 850 ml ¢istého acetonitrilu a 150 ml vody, destiluje se
ajima sefrakce vrouci mezi 75 az 77 °C.

3.2 Oxid hlinity pro sloupcovou chromatografii

Priprava: Oxid hlinity se ziha po dobu 2 hod. pii teploté 750 °C, ochladi v exsikatoru a
uchovava v nadobce z hnédého skla a se zabrousenou zatkou. Pred pouzitim se ve
vhodné nadobce z hnédého skla zvlh¢i tak, ze se smicha 10 g oxidu hlinitého a7 ml
vody, nadobka se zazatkuje, zahtiva po dobu 5 minut navrouci vodni lazni (4.5) za
intensivniho tiepani a pak se za stalého tiepani necha vychladnout. Aktivita oxidu
hlinitého se zkousi stanovenim znamé koncentrace standardniho roztoku dinitolmidu
(3.6). Vytéznost zkousky musi byt 100 + 2 %.

3.3 N, N-dimethylformamid 95 %
Priprava: Smicha se 95,0 ml N,N-dimethylformamidu s 5,0 ml vody.
3.4 1,2 diaminoethan s max. obsahem vody 2 %
3.5 Dinitolmid (3,5-dinitro-o-toluamid), standardni substance Bod tani: 177 °C
Absorpeni koeficient v N,N-dimethyl- formamidu pii vinové délce 266 nm = 10,1 .10°
3.6 Dinitolmid, standardni roztok

Pripravac Do odmérné banky na 200 ml se odvazi 40 mg standardni substance
dinitolmidu (3.5) s piesnosti nggméne na 0,1 mg, rozpusti v acetonitrilu (3.1), doplni
timtéz po rysku a promicha.
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Z tohoto roztoku se odpipetuje piesné 20,0 ml do odmeérné banky na 100 ml, doplni
acetonitrilem (3.1) po rysku a promicha.

1 ml tohoto standardniho roztoku obsahuje 40 ug dinitolmidu.

4. PFistroje a pomucky

4.1 Spektrofotometr vhodné konstrukce s prislusenstvim (kyvety o optické délce 10 mm)
4.2 Chladi¢ zpétny, vodni se zabrusem

4.3 Kelimek filtratni sklenény s fritou, pramér 60 mm, porosita S

4.4 Zatizeni nafiltraci za snizeného tlaku

45 Lazen vodni stermostatem na50 °C

5. Postup

Do kuzelové banky se zabrousenou zatkou, obsahu 250 ml, se odvazi pro koncentraty a
premixy asi 1 g a pro krmiva asi 10 g zhomogenizovaného zkusebniho vzorku s piesnosti
ngiméné na 0,1 mg, piida se 65 ml acetonitrilu (3.1), promicha, nasadi zpétny chladi¢ (4.2) a
vlozi na vodni lazen (4.4) 50 °C teplou. Zahiiva se po dobu 30 minut za stalého tiepanti,
potom se ochladi pod proudem studené vody, piida se 20 g oxidu hlinitého (3.2), protiepava
se po dobu 3 minut a necha ustat.

Roztok s oxidem hlinitym (3.2) se filtruje za snizeného tlaku tak, Ze se ngjdrive dije ¢iry
roztok, pak se pievede na kelimek i oxid hlinity pomoci nékolika ml acetonitrilu (3.1) a
kapalina se z kelimku odsaje do pripojené barky. Po uvolnéni snizeného tlaku se suspenduje
filtracni kola¢ nékolika ml acetonitrilu (3.1) a znovu odsaje do téze banky. Tato operace se
opakuje tolikrat, dokud obsah v bance nedosihne as 90 ml. Obsahu bailky se pomoci
acetonitrilu kvantitativné prevede do odmeérné barky na 100 ml (V). Potom se obsah banky
doplni acetonitrilem (3.1) po rysku a promicha. Jestlize je tieba roztok fedit, pak se odpipetuje
potiebny alikvotni podil (V3) obsahujici, s ohledem na o¢ekavany obsah dinitolmidu ve
zkouseném vzorku, 5 az 15 mg dinitolmidu v 1 ml a fedi se acetonitrilem (3.1) - zasobni
roztok (V).

Ze zasobniho roztoku (V1 nebo V 4) se odpipetuje do tii kadinek (a,b,c) po 4 ml (V5). Do jedné
z kadinek (c) se piida 1 ml standardniho roztoku dinitolmidu (3.6), pak se v§echny tii kadinky
umisti na vodni lazen (4.5), ohtatou na 50 °C, tato se umisti pod dobie tahnouci odtah a
roztoky se odpaii do sucha v proudu suchého vzduchu. Pak se tyto kadinky ochladi na teplotu
laboratoie. Do jedné kadinky (a) se piida presné 10,0 ml dimethylformamidu (3.3), do
ostatnich dvou (b, ¢) pak piesné po 2,0 ml dimethylformamidu (3.3), ponechaji se po nékolik
minut reagovat, pii mirném promichavani az do uplného rozpusténi sedliny. Potom se piida
do kadinek (b, c) presn¢ 8,0 ml diaminoethanu (3.4) a obsahy se promichaji. Piesné za
5 minut po piidani diaminoethanu se méii absorbance vsech tii roztoka na spektrofotometru
(4.2) pri vinové délce 560 nm proti dimethylformamidu (3.3).
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6. Vypocet a vyjadieni vysledku

Obsah dinitolmidu v mg/kg (X) se vypocita podle vzorce:

w = (A~ A)CVY,
2.(A - A)mV,.V,

kde A, je absorbance roztoku a (blank)

Ap
Ac
m

Vi
\'Z
V3
V4

absorbance roztoku b (vzorek)

absorbance roztoku c ( s pridavkem standardu)
hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g
objem zasobniho roztoku v ml

pipetovany objem zasobniho roztoku v ml
pipetovany objem pro redéni v ml
objem fedéného zasobniho roztoku v ml

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér dvou soubézné provedenych stanoveni, které
splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé mg/kg.

7. Opakovatelnost
Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit

pri teoretickém obsahu dinitolmidu hodnotu:  pod 100 mg/kg 10 mg/kg
od 100 do 5 000 mg/kg 10 % relat.
od 5 000 do 10 000 mg/kg 500 mg/kg
nad 10 000 mg/kg 5% relat.
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2.19 Stanoveni halofuginonu v kr mnych smésich

1. UCEL A ROZSAH
Tento postup specifikuje podminky pro stanoveni halofuginonu v krmnych smeésich

a premixech. Halofuginon je vysoce ucinné kokcidiostatikum, které se pouziva v chovech

brojlerd, kutic akrat. Uginna latka halofuginon je dodavana firmou Hoechst-Roussel Vet
pod komerénim nazvem Stenorol, ktery obsahuje 0,6% hal ofuginonu. Doporuc¢ena davka je

3 mg ucinné latky halofuginonu/kg krmné smeési, tj. 500g Stenorolu/tunu krmné smeési.

2. PRINCIP

Halofuginon je po chemické strance 7-bromo-6-chloro-3-[3-(3-hydroxy-2-piperidinyl)-
2oxopropyl]-4(3H)-quinazolinon Sumarni vzorec C16 H17 Br CI N3 O3

Mr. = 414,7 g.mol™.Halofuginon je extrahovan piimo do mobilni faze a stanoven metodou

HPLC sUV detekci,.pti vinové délcel =241 nm.

3. CHEMIKALIE
3.1 Acetonitril HPLC grade

3.2 0,5 M octanovy pufr. Priprava octanového pufru: 38,8 g octanu amonného se rozpusti

v 800 ml vody, piida se 60 ml kyseliny octové (3.6) a po vytemperovani se doplni do
1000 ml vodou
3.3 Mohilni faze: acetonitril (3.1) + octanovy pufr (3.2 ) + voda (220+390+390, V+V+V)
3.4 Halofuginon bromid ,standardni substance No.7SL0047, 99,97% ucinné latky

Halofuginon-zakladni roztok: Do odmérné bainky na 50 ml se navazi 0,051 g

halofuginonu, rozpusti se v octanovém pufru, doplni po znacku a promicha se.
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1 ml obsahuje 1,02 mg halofuginonu
3.5 Octan amonny p.a

3.6 Kyselinaoctova, r = 1,05 g.cm™HPLC grade

4. PRISTROJE A POMUCKY
4.1 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf sUV detekci
4.2 Ultrazvukova lazen

4.3 Laboratorni tiepacka

5. PRACOVNI POSTUP

Pri zpracovani vzorku (mechanické upravé) je nutné se vyhnout prehiati vzorku
béhem jeho homogenizace. Vzorek se homogenizuje na castice 1,0 mm a mensi.
Homogenizace atuprava vzorku se provadi tésné pred jeho extrakci a dalsim zpracovanim, aby

se zabranilo ptipadnym ztratam hal ofuginonu.

5.1 Extrakce

Do konické banky na 250 ml se zabrusem se navazi 1 az 25 g zkusebniho vzorku
(minimaln¢ 0,3mg ucinné latky), prida se 100 ml mobilni faze (3.3), baika se uzavie zatkou
se zabrusem. Obsah barky se promicha a extrahuje na laboratorni tiepacce po dobu 30 minut.
Po této extrakci nasleduje dalsi extrakce, a to po dobu 10 minut pii 65° C v ultrazvukové
lazni. Obsah barnky se ochladi na laboratorni teplotu, necha se ustat a extrakt se filtruje pres
suchy husty skladany papirovy filtr do suché podlozené nadoby. Prvnich 5 ml filtratu
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se nepouzije. Po pripadném naredéni filtratu na koncentraci halofuginonu asi 5 - 50 ng/ml

(podle kalibragni kiivky), se extrakt odstiedi na laboratorni odstiedivce po dobu 5 minut

pii 5000 ot/min a pouzije se k nastiiku na chromatografickou kolonu.

5.2 Kalibrace
Pripravi se rada kalibracnich roztoku naredénim zakladniho roztoku halofuginonu
na koncentrace napt. 2,0 — 4,0 — 10,0 — 20,0 — 40,0 ng/ml. Kalibra¢ni roztoky halofuginonu

se po ekvilibraci nasttikuji na chromatografickou kolonu a ze ziskanych pramérnych ploch

jim odpovidajicim pikam se sestroji kalibra¢ni kiivka.

5.3 Stanoveni metodou HPLC
Vlastni méreni, jak kalibracnich roztoki tak i zkusebnich vzorku , se provadi
za nasledujicich separa¢nich podminek chromatografického systému:
Kolona: C18 — reverzni faze, Hypersil ODS, 5mm, 4,0 x 125 mm (Hewlett Packard)
Mobilni faze: viz 3.3
Teplota: 30°C
Pratok: 1,7 ml/min
UV detektor, vinova délkai = 241nm
Objem nastiiku: 25mi
RetTime: cca 4,9 min (pro uvedenou kolonu)

RunTime: cca 8,0 min (pro uvedenou kolonu)
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6. VYPOCET

Obsah halofuginonu (X) v mg/kg se vypocita podle vzorce:

X=cV.R/m
kde:
C - je koncentrace halofuginonu odectena z kalibracni kiivky v mg/ml
V - je objem extrakéniho ¢inidlav ml
R - jetedeéni

m - je hmotnost zkusebniho vzorku v g

7. STATISTICKE UDAJE
opakovatelnost analytické metody: 10,67 mg/kg, pri obsahu 600mg/kg
mez detekce (z kalibracni kiivky): 1,6676 ng/ml

mez stanovitelnosti (z kalibracni kiivky): 3,00367 ng/ml
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2.20 Stanoveni obsahu decoquinatu
Tato metoda je uvedenav Officia Methods of Analysis AOAC 969.55

Uk, rozsah a princip

Postup specifikuje podminky pro stanoveni obsahu decoquinatu v premixech a krmnych
smésich.

Vzorek se extrahuje methanolickym roztokem chloridu vapenatého a obsah decoquinatu se
stanovi fluorometricky.
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2.21 Stanoveni obsahu arprinocidu
Tato metoda je uvedenav Merck Sharp and Dohme Research Laboratories.

Uk, rozsah a princip

Postup specifikuje podminky pro stanoveni obsahu arprinocidu v premixech a krmnych
smésich.

Vzorek se extrahuje chloroformem a obsahu arprinocidu se stanovi metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie s UV detekci pii 254 nm.
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2.22 Stanoveni obsahu ethopabatu
Tato metoda je uvedenav Official Methods of Analysis AOAC 964.29

Uk, rozsah a princip
Postup specifikuje podminky pro stanoveni ethopabatu v krmivech.

Obsah ethopabatu se stanovi po extrakci vzorku smési methylalkohol-voda a precisténim
chromatografii na pevné fazi metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s pouzitim
UV detekce pii 280 nm.

371



2.23 Stanoveni obsahu lasalocidu

1. UCEL A ROZSAH
Postup specifikuje podminky pro stanoveni lasalocidu v premixech a krmnych
smeésich.

Jde o ionophorni antibiotikum (antikokcidikum) produkované Streptomyces lasaliensis.

2. PRINCIP

Lasalocid je extrahovan extrakénim smésnym rozpoustédlem (pro obsah vétsi nez
10 mg/kg) nebo smésnym rozpoustédlem hexan-octan ethylnaty (pro obsah mensi nez
10 mg/kg). V pripadé obsahu mensiho nez 10 mg/kg je extrakt precistén na pevné fazi (silica)
atakto precistény extrakt je rozpustén v definovaném objemu mobilni faze. Lasalocid je

separovan na chromatografické kolong sreverzni fazi Cig a detekovan
na fluorescencnim detektoru pii excitacni vinové délce 310 nm a emisni vinové délce

| =419 nm.

3. CHEMIKALIE

31 Octan sodny trihydrat, CHsCOONa.3H,0, M, = 136,08 g.mol ™

3.2 Kyselinaoctova, r = 1,05 g.cm, HPLC grade

3.3 Methanol, HPLC grade

3.4 Kyselinafosforezna p.a., HsPO485 %, r = 1,71 g.cm™

35 Octan ethylnaty p.a., ¢istoty > 99,5 %, C4HgO,, M, = 88,11 g.mol ™

3.6 n-hexan p.a., ¢istoty > 90 %, CgH14, M, = 86,18 g.mol ™

3.7 Dichlormethan p.a, CH,Cl,, Mr = 84,93 g.mol™, r = 1,32 g.cm™

3.8 Extrakéni roztok I: Do odmérné bainky na 1000 ml se odméii 200 ml octanu

ethylnatého (3.5), doplni n-hexanem (3.6) po zna¢ku a promicha.
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3.9

3.10

311

3.12

3121

3.13

Extrakéni roztok II: Do odmérné bainky na 1000 ml se odméii 10 ml kyseliny
fosforecné (3.4), prida se 150 ml vody a doplni se methanolem po znacku a promicha.
Pufr octanovy: Do kadinky na 1 000 ml se navazi 3,402 g octanu sodného trihydratu
(3.1), prida se 900 ml vody a 5,0 ml kyseliny octové (3.2) na pH-metru se upravi
kyselinou fosforetnou (3.4) na pH = 2,0, prevede se do odmeérné banky na 1000 ml,
doplni vodou po znacku a promicha.

Mobilni faze: V odmérné bance na 1000 ml se smicha 200,0 ml pufru (3.10) aprida se
asi 700 ml methanolu (3.3), vytemperuje se nalaboratorni teplotu a doplni
methanolem po znacku.

Lasalocid A, natriumsalz, CaHssOsNa, M, = 612,78 g.mol™, Riedel-deHasn,
VETRANAL, Cat.N0.46371, ¢istotamin. 98 %

Zakladni standardni roztok lasalocidu: Do odmérné banky na 250 ml se navazi
0,0255 g standardni substance lasalocidu (3.12), doplni methanolem po znacku
apromicha se.

1 ml obsahuje 0,1 mg lasalocidu

Elu¢ni roztok pro SPE: Do odmérné banky na 500 ml se odméii 50,0 ml methanolu

(3.3), doplni dichlormethanem (3.7) po znacku a promicha se.

4. PRISTROJE A POMUCKY

4.1 Vysokouc¢inny kapalinovy chromatograf s FF detekci

4.2 Laboratorni tirepacka

4.3 Koncentrator vzorka

4.4 Ultrazvukova lazen
4.5 Patrony Silica pro SPE, napt. Waters-Seppak Plus Cartridges Silica WAT020520

5. POSTUP
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Vzorek se upravuje homogenizaci a mletim na ¢astice o velikosti 1,0 az 0,5 mm tak,

aby se zabranilo prehrati vzorku béhem homogenizace a srotovani atprava vzorku

se provadi tésné pred jeho extrakci a dalsim zpracovanim, aby se zabranilo ztratam lasal ocidu.
Roztoky a extrakty lasalocidu se musi chranit pred piimym slunecnim svétlem a UV svétlem.

Zaumelého osvétleni jsou roztoky stabilni.

5.1 Extrakce
5.1.1 Extrakce pri obsahu lasalocidu > 10 mg/kg (krmné smési a premixy)

Do konické bainky na 250 ml se zabrusem se navazi takové mnozstvi zkusebniho
vzorku, aby obsahoval asi 1 az 20 mg lasalocidu s presnosti na 0,001 g — 5 g pro trituraty a
premixy doplikovych latek, 25 g pro krmné smési. Zkusebni vzorek se pielije podle obsahu
lasalocidu 100,0 ml az 200 ml extrakeniho roztoku 11 (3.9; viz tabulka ¢.1, 2), banka se uzavie
zatkou a trepe se na laboratorni trepacce 30 minut. Poté se filtruje suchym skladanym filtrem

do suché podlozené nadoby, pricemz prvnich 5 ml se nepouzije.

5.1.2 Extrakce pri obsahu lasalocidu < 10 mg/kg

Do koénické banky na 250 ml se zabrusem se navazi 45 g zkusebniho vzorku.

Zkusebni vzorek se prelije 150,0 ml extrakéni smesi | (3.8), banka se uzavie zatkou

a trepe se na laboratorni tiepacce 30 minut. Poté se filtruje suchym skladanym filtrem

do suché podlozené nadoby, piicemz prvnich 5 ml se nepouzije.

5.2 Redéni extrakta

5.2.1 Krmné smési

Podle tabulky ¢. 1 se extrakt zkusebniho vzorku ziskany podle ¢l. 5.1.1 naredi mobilni

fazi (3.11) na pozadovanou vyslednou koncentraci a pred nastiikem
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na chromatografickou kolonu se roztok odstiedi na laboratorni odstiedivce po dobu

3 minut pii 5000 ot/min.

Tab. ¢ 1 Redéni extraktu krmnych smési

Obsah (mg/kg) Objem extrakéniho | Redéni R Zpusob tedéni | Faktor tedéni
cinidla (ml) (ml/ml) F

od 10 do 50 100 1 - 0,25

od 50 do 150 100 25 10/25 0,1

od 150 do 300 100 5 5/25 0,05

5.2.2 Premixy dopliikovych latek

Podle deklarovaného obsahu lasalocidu se extrakt ziskany podle ¢l. 5.1.1 naredi
mobilni fazi (3.11) na vyslednou koncentraci asi 10 mg/l podie tab. ¢. 2.

Tab. &. 2. Redéni extraktu premixt dopiikovych latek

Obsah (mg/kg) Objem Redéni R |Zpasob fedéni | Faktor tedéni

extrakéniho (ml/ml) F

c¢inidla (ml)
od 300 do 1 000 100 5 5/25 0,01
od 1 000 do 5 000 100 25 1/25 0,002
0d 5000do 10000 |100 50 1/50 0,001
od 10 000 do 20 000 | 200 50 1/50 0,0005
od 20 000 do 100 000 | 200 250 125 a 110 0,0001
od 100 000 do 150|250 625 125 & 125 0,000032
000
> 150 000 250 - na koncentraci | -

10 mg/l
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Pred nasttikem na chromatografickou kolonu se roztok odstiedi na laboratorni ods-

tredivce po dobu 3 minut pii 5000 ot/min.

5.2.3 Stanoveni obsahu lasalocidu pro obsahy < 10 mg/kg

Na extrakéni jednotku se nasadi patrona Silica pro SPE (4.5), kondicionuje se 5 ml
extrakéniho roztoku | (3.8) a poté se na patronu nanese 10,0 ml hexan-octan ethylnatého
extraktu ziskaného podle ¢l. 5.1.2. Extrakt se necha vsaknout tak, aby nedoslo k vyschnuti
patrony, promyje se 3krat 5 ml dichlormethanu (3.7) a poté se lasalocid eluuje do 10 ml vialky
3krat 3 ml eluéniho roztoku (3.13). Eluat se odpari na koncentratoru vzorka pod proudem
dusiku pti teplote 55 °C, odparek se rozpusti ve 2,0 ml mobilni faze (3.11), promicha, rozpusti
na ultrazvuku (30 s) a vytemperuje na laboratorni teplotu.  Pred nastiikem na
chromatografickou kolonu se extrakt odstredi na laboratorni odstredivce po dobu 3 minut pri
5000 ot/min.

5.3 Kalibrace

Do sady odmérnych ban¢k na 25 ml se pipetuje 0,5 - 1,0 - 2,0 a 4,0 ml zakladniho
standardniho roztoku lasalocidu (3.12.1), doplni mobilni fazi (3.11) po zna¢ku a promicha.
Takto naredéné pracovni roztoky odpovidaji koncentraci 2,0 - 4,0 -8,0 a 16,0 mg/l. Na
chromatografickou kolonu se nanasi 5 M pracovniho roztoku. Z pramérnych hodnot jim

odpovidgjicich ploch pikt se sestroji kalibra¢ni kiivka.

5.4. Chromatografické podminky HPL C stanoveni

Vlastni méteni, jak kalibracnich roztoku tak i extrakti zkusebnich vzorkd, se provadi
za nasledujicich separacnich podminek chromatografického systému:
Kolona: Nova-Pak C18,4 nm, 150 x 3,9 mm , nebo Symmetry Shield RP 18 S5um,
4,6 x 250 mm fy Waters
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Mobilni faze: viz 3.11

Pratok: 1 ml/min

Teplota: 38 °C nebo okoli

FL-detektor: EX: 310 nm EM: 419 nm

Objem nastiiku: 5 m

Retencni ¢as: 6,2 min, resp. 19,0 min (pro uvedené kolony ateplotu okoli)
Run Time: 10,0 min resp. 25,0 min (pro uvedené kolony a teplotu okol1)

6. VYPOCET

Obsah lasalocidu (X) vyjadieny v mg/kg se vypocita podle vzorce:

kdec jekoncentrace lasalocidu odectena z kalibracni kiivky v mg/l
m, hmotnost zkusebniho vzorku v g
Vv objem extrakéniho ¢inidlav ml

R tedéni, resp. zakoncentrovani

7. STATISTICKE UDAJE

Validaéni parametr Valida¢ni hodnota
do 200 mg/kg Nad 200 mg/kg
(krmné smési) (premixy)
Opakovatelnost 6,7 % relat. 53 % relat
Spravnost Spravnost metody prokazana
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Linearita Linearita metody prokazana
Rozsah 0,9 — 10 000 mg/kg
Mez detekce 0,4 mg/kg
M ez stanovitelnosti 0,9 mg/kg
Citlivost 7459,91
Negistota 8,2 % relat. 6,3 % relat
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3.1 Stanoveni dimetridazolu

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu dimetridazolu v premixech a
krmnych smésich.

Dimetridazol se pouziva jako chemotherapeutikum. Po chemické strance se jedna o 1,2-
dimethyl-5-nitro-imidazol (sumarniho vzorce CsH;N3O,, M, =141,1).

2. Princip

Obsah dimetridazolu se stanovi po extrakci ze vzorku smésnym rozpoustédiem
methylalkohol-voda (v premixech dopliikovych latek) a precisténim extraktu metodou SPE
(v krmnych smésich), metodou RP-HPLC na Cyg s UV detekci pii vinové délce 309 nm.

3. Chemikalie

3.1 Extrakeni roztok, methylalkohol + voda (9+1)
3.2 Elu¢ni roztok, voda + acetonitril (7+3)

3.3 Dimetridazol (dalejen DMT), zakladni latka
3.3.1 Dimetridazol, zakladni roztok:

Priprava Do odmerné baiky na 200 ml se navazi asi 100 mg dimetridazolu (2.3),
rozpusti v asi 180 ml extrakéniho roztoku (2.1) na ultrazvukové lazni a po rozpusteéni a
vytemperovani nalaboratorni teplotu se doplni vodou po znacku a promicha.

1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,5 mg DMT.

4. Pristroje a pomicky

4.1 Chromatograf kapalinovy vysokoucinny (dale jen HPLC) s prislusenstvim (¢erpadlo,
kolona-reverzni faze, injek¢ni davkovaci zarizeni, UV detektor, popt. i datastanice

sintegratnim sotwarem atiskarna¢i jiné registracni zarizeni

4.2 Kolonareverzni faze Cig, NovaPak 4 nm, 150 x 3,9 mm

4.3 Kolonka SPE, AluminaB Cartridges

4.4 Laboratorni tiepacka

4.5 Membranovy filtr 0,45 mm

4.6 Laboratorni odstiedivka
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5. Postup
5.1 Extrakce a separ ace na pevné fazi

Do koénické baiky na 250 ml se zabrusem se navazi takové mnozstvi zkusebniho vzorku
(nggméné 2 g zkusebniho vzorku, nejvice 20 g), aby po extrakci a naslednym fedénim byla
koncentrace dimetridazolu 10 az 25 mg/l (pro premixy doplikovych latek 2 g, pro krmné
smési 15 g). Pak se prida piesné 100,0 ml extrakéni smési (2.1) a konicka baika se uzavie
zatkou se zabrusem. Obsah se promicha a extrahuje na laboratorni tiepacce (4.4) po dobu
60 minut. Poté se obsah banky necha ustat, a extrakt se filtruje pies suchy husty skladany
papirovy filtr do suché podlozené nadoby. Prvnich 5 ml filtratu se nepouzije. Je-li tieba,
extrakt se naredi na pozadovanou koncentraci extrakénim roztokem (2.1) podle tabulky 1.

Pri analyze krmnych smési se odstrani balastni latky extrakci na pevné fazi. Kolonka SPE
(4.3) se pripoji k polyetylénové injekéni stiika¢ce o objemu 5 ml, do které se odlije asi 3 ml
extraktu ziskaného podle prvniho odstavce ¢l. 5.1. Na kolonku se nadavkuje asi 1 ml extraktu
se necha 20 sekund kondicionovat a pak se extrakt pomalu protlati pripojenou kolonkou.
Prvni podil extraktu (0,1 ml) se nezachycuje a dalsi podil se pouzije k nastiiku na
chromatografickou kolonu (4.2).

Pred nastiikem na chromatografickou kolonu se vlastni extrakt (3.1) filtruje pres
membranovy filtr (4.5) nebo se odstiedi na laboratorni odstredivce (4.6) pri 3000 ot/min. Na
chromatografickou kolonu se nastrikuje objem 10 m extraktu.

Tabulka A. Redéni premixi doplitkovych latek

Obsah [mg/kg] Redéni Zpusob Fedéni [ml/ml]
do 1500 2,5 10/25
od 1500 do 7500 12,5 2/25
od 7500 do 15000 25 1/25
od 15 000 do 30 000 50 0,5/25
vice jak 30 000 100 1/50

3.2 Vlastni méreni

Vlastni mereni, jak kalibracnich roztoku tak i extraktt zkusebnich vzorki, se provadi za
nasledujicich separacnich podminek chromatografického systému:

Pratok 0,75 ml/min
Teplota okoli
UV -detektor 309 nm
AUFS 1,000
Objem nastiiku 10 m
Retencni ¢as as 2,4 min (pro

uvedenou kolonu)
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5.3 Kalibrace

Do sady odmérnych ban¢k na 50 ml se postupné pipetuje 1,0 - 1,5 - 2,0 a 2,5 ml zakladniho
roztoku DMT (2.3.1), odmérné banky se doplni extrakéni smési (2.1) po znacku a promichaji.
Ziska se sada pracovnich roztokia o koncentraci 10 - 15 - 20 a25 mg/l DMT.

Pracovni roztoky dimetridazolu (10 m) se po ustaveni rovnovahy na kolon¢ nastrikuji na
chromatografickou kolonu (4.2) a ze ziskanych pramérnych ploch jim odpovidajicim pikam
se sestroji kalibracni graf.

6. Vypocet
Obsah dimetridazolu (X) v mg/kg se vypocita podle vzorce:

kde C je koncentrace dimetridazolu odettena z kalibracni kiivky v mg/l
V objem extraktu v ml
R redéni
Re recovery (0,99)

m hmotnost zkusebniho vzorku v g

7. Opakovatelnost
Nebyla zatim stanovena
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3.2 Stanoveni obsahu dimetridazolu
Tato metoda je uvedenav LUFA ¢. 14.6.1

Uk, rozsah a princip
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni dimetridazolu v krmnych smésich.

Obsah dimetridazolu se stanovi po extrakci vzorku methylalkoholem a precisténi
chromatografii na pevné fazi spektrofotometricky
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4.1 Stanoveni obsahu vitaminu A avitaminu E

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni vitaminu A avitaminu E vedle sebe ato jak
v krmnych smésich, tak v premixech.

Vitamin A patii do skupiny vitamina rozpustnych v tucich. V premixech je davkovan ve
formé stabilniho esteru palmitatu nebo acetatu. Pracovnim postupem je vitamin A pieveden
na volny akohol, ktery se v podobé¢ al-trans (izomer s ngjvyssi biologickou aéinnosti) + cis
izomeru stanovi metodou HPLC.

Vitamin E patii rovnéz do skupiny vitamint rozpustnych v tucich. Do premixu je davkovan ve
forme alfa-tokoferol acetatu, ktery se pracovnim postupem pievede na alfa-tokoferol, ktery se
stanovi metodou HPLC.

2. Princip

Zkusebni vzorek se zmydelni ethanolickym roztokem hydroxidu draselného a uvolnéné
vitaminy A a E se extrahuji napevné fazi.

Eluat z pevné faze se piimo davkuje do syst¢ému HPLC a stanovi na piimé fazi metodou
externiho standardu pomoci UV detekce ( vitamin A ) nebo FF detekce ( vitamin E).

3. Chemikalie

3.1 Ethylalkohol, absolutni (poznamka 8.1)

3.2 Ethylalkohol, denaturovany 1% hexanu (poznamka 8.1)

3.3 Cyklohexan (poznamka 8.1)

3.4 Hydroxid draselny (KOH ), roztok 500 g/l

3.5 Kyselina askorbova (poznamka 8.2)

3.5.1 Kyselina askorbova, 20% roztok. Roztok je treba piipravovat denng ¢erstvy
3.6 Sulfid sodny dekahydrat (NaS .10 H,0) (poznamka 8.2)

3.7 Alkalicky roztok sulfidu sodného

Priprava: 112 g sulfidu sodného (3.6) se rozpusti v 1000 ml roztoku hydroxidu
draselného (3.4)

3.8 Buthylhydroxytoluen (dale jen BHT) (poznamka 8.2)
3.9 Standard vitaminu A (al-trans-retinol palmitat)

3.10 Standard vitaminu E (DL-alfa-tokoferol)

3.11 Mobilni faze
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Priprava: smés 96,5 % cyklohexan + 3,5 % ethylalkohol absolutni (V/V)
3.12 Priprava zakladnich standardnich roztoki
3.12.1 Zakladni standardni roztok vitaminu A

Navazi se tolik standardni substance vitaminu A (3.9), aby se do prace vzalo
50000 m.j. Toto mnozstvi se zmydelni a extrahuje podle postupu 5.1 Ziska se zakladni
standardni roztok vitaminu A o koncentraci cca 66 m.j./ml.

Skute¢na koncentrace vitaminu A v zakladnim standardnim roztoku se zjisti
spektrofotometricky proméirenim absorbance proti cyklohexanu pii vinové délce

325 nm. (v cyklohexanu ma koncentrace vitaminu A 33333 m.j./ml absorbanci 1735,
tedy koncentracelO m.j./ml by mélavykazat absorbanci 0,5205).

Ziskany zakladni standardni roztok se uchovava v odmérce z tmavého sklav ledniéce
(poznamka 8.11).

3.12.2 Zikladni standardniho roztoku vitaminu E

Navazi se piesné cca 50 mg DL afa-tokoferolu (3.10) do 100 ml odmeérky a doplni po
znatku cyklohexanem. Tento zakladni standardni roztok ma koncentraci cca 500

no/ml.

Skutec¢nou koncentraci vitaminu E v zasobnim roztoku, 1ze kontrolovat
spektrofotometrickym mérenim pii vinové délce 292 nm proti cyklohexanu.
(v cyklohexanu ma koncentrace vitaminu E 50 ng/ml absorbanci 0,420).

Ziskany zakladni standardni roztok se uchovava v odmérce z tmavého sklav ledniéce
(poznamka 8.11).

3.12.3 Pracovni standardni roztoky vitamini A aE

Pracovni standardni roztoky se piipravuji fedénim zakladniho standardniho roztoku
(3.12.1 nebo 3.12.2 tak, aby z nich pripravené kalibra¢ni koncentrace pro nastrik do
HPLC systému dosahovaly priblizné hodnot, které odpovidaji koncentracim vzniklym
Zpracovanim vzorku.

Koncentrace pracovnich standardnich roztoku se doporucuiji pro:
vitamin A 0,045 az10 m.j./ml (max.15 m.j./ml)
vitamin E: 1,5 az 50 ng/ml (max. 80 ng/ml).

Pri sou¢asném stanoveni vitaminu A a E v jednom nastiku je mozno pripravit smésny
pracovni standardni roztok.

4. PFistroje a pomucky

4.1 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf [¢erpadlo, kolona piima faze Si, napi. Tessek
150 x 3, 5 mm, injektazni davkovaci zarizeni (autosampler, rheodyne), UV nebo FF
detektor (poznamka 8.10), data stanice s integracnim software, tiskarna nebo jiné

registracni zarizeni|
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4.2 Wagnerovo kolo nebo vodni lazen s michanim
4.3 kolony EXTRELUT (MERCK, kat.¢. 11737)

5. Postup (poznamka 8.4)
5.1 Pripravavzorku

Podle piedpokladaného obsahu vitaminu A se navazi dobie rozemlety a zhomogenizovany
zkusebni vzorek podle nadledujici tabulky :

deklarované mnozstvi vitaminu A (m.j./kg) navazkavzorku (g)
4 000- 50 000 30
50 000- 200 000 20
200 000 - 1 000 000 10
1000 000 - 5 000 000 5
(poznamka 8.6)

Mleti se provede tésn¢ pied zpracovanim ato tak, aby piri ném nedoslo k zahrati vzorku.
5.2 Zmydelneni :

K navazenému vzorku ve zmydelniovaci bance se piida 130 ml ethylalkoholu (3.1), 30 ml
roztoku (3.7), dale 1 g kyseliny askorbové (3.5) anaspic¢ku noze BHT (3.8) (poznamka 8.2).

Zmydelnovani probiha za stalého michani pod zpétnym chladicem v atmosféie dusiku pri
teplote 80 °C po dobu 30 minut (poznamka 8.7). Po uplynuti této doby se barka vyjme z
vodni lazné¢ a necha se pod zpétnym chladicem ochladit na laboratorni teplotu. V piipadé
potieby se vychladly obsah banky Zzfiltruje pires skladany filtr ( prvnich 10 ml vylijeme do
odpadu ).

5.3 Extrakce:

Pipetuje se 40 ml filtratu a doplni do 50 ml odmérné baiky roztokem kyseliny askorbové
(3.5.1). Po fadném promichani eventuelné vzniklé emulze se pipetuje 15 ml na kolonu
EXTRELUT. Po 15 minutach se zakotvena organicka faze vymyje cyklohexanem. Eluat se
jima do 50 ml odmérné banky po rysku a takto piipraveny vzorek se piimo davkuje do HPLC
systému. (Vsechny operace je nutné provadét za omezeného pristupu svétla).

5.4 Vlastni postup

Z pracovnich standardnich roztoka se nafedénim asi na 70, 100 a 130% vypoctené nastiikové
koncentrace vzorku sestroji tiibodovy kalibracni graf, kde plocha pikt je itmérna koncentraci
standardu.

Predpokladana nastiikova koncentrace vitaminu A (E) ve (ze) vzorku se vypoéte podie
vztahu:

C=15103D.m
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kde C je predpokladana nastiikova koncentrace (vit A - m.j./ml, vit E - ng/ml)

D deklarovana hodnota (vit A - m,j./g, vit E - ng/g)

m hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g

Do kapalinového chromatografu se po ustaveni rovnovahy kolony nastiikuje standard i vzorek
dvakrat, piicemz odezvy po sobé jdoucich prislusnych nastrika se nesmi lisit o vice nez 2 %.

Doporuc¢ené podminky pro analyzu :

teplota kolony teplota okoli
pratok mobilni faze 0.9 ml/min
injektovany objem 20 m
kolona napi. Tessek 150 x 3, 5 mm (piima faze Si)
retencni ¢as pii popsané koloné vitamin A=3,7 min,
retencni ¢as vitamin E= 1,6 min)
detekce :
uv S.p. FF exc. S.p. FF em. S.p.
Vit A 325 nm 2-5nm 325 nm 20 nm 480 nm 40 nm
VitE 292 nm 2-5nm 292 nm 2nm 330 nm 40 nm
(poznamka 8.8)
6. Vypocet

Obsah vitaminu A a vitaminu E (poznamka 8.5) se ve zkouseném vzorku se v m.j./kg resp.
mg/kg se vypocte podle vzorce :

_ 666,667.C,
m

X

kde C; je koncentrace piislusného solutu zjisténa z kalibrace metodou vngjsiho standardu
(m.j./1, resp. ng/ml)
m  hmotnost navazky zkouseného vzorku v g

Vysledek analyzy je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatel nosti.

7. Opakovatelnost
Nebyla zatim stanovena
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8. Poznamky

8.1 Cyklohexan, ethylalkohol jsou nebezpetnymi hoilavinami |.téidy a proto pii jakékoli
manipulaci snimi je nutné dodrzovat bezpe¢nostni pravidla.

8.2 Kysdina askorbova a BHT se pridavaji jako antioxidanty a NaS pro vazani tézkych
kovi.

8.3 Uvedeny vzorec plati, pouze pokud se pouzity pracovni postup nelisi od popsané metody.
Dalsi priklad volby navazky a vypoctu nastiikovych koncentraci pro : a) krmné smési

Vzorek ma deklarovanou hodnotu vitaminu A 5 000 m.j./kg a vitaminu E 30 000 mg/kg.
Podle tabulky (5.1) se navazi 30 g vzorku. Dosazenim do vzorce pro C (5.3), se ziska pro
vitamin A hodnota nastiikové koncentrace C = 0,225 m.j./ml a pro vitamin E hodnota
nastiikové koncentrace C = 1,35 ng/ml.

b) premixy

Vzorek ma deklarovanou hodnotu vitaminu A 1400 000 m../kg a vitaminu E
3 000 000 mg/kg. Podle tabulky (5.1) se navazi 5 g vzorku. Dosazenim do vzorce pro C (5.3),
se ziska pro vitamin A hodnota nastiikové koncentrace C = 10,05 m.j./ml a pro vitamin E
hodnota nastiikové koncentrace C = 22,5 ng/ml.

8.4 Vsechny operace je nutné provadét za omezeného pristupu svétla.

8.5 Vysledek stanoveni obsahu vitaminu A je tieba interpretovat jako obsah al-trans a cis
izomeru.

Vysledek stanoveni obsahu vitaminu E je tieba interpretovat jako celkovy obsah alfa-
tokoferolu. Krom¢ této modifikace se jesté muze vitamin E v piirodnich materialech (tj.
surovinach) vyskytovat v podobé beta, gamai delta tokoferolu, nebo i alfa, beta, gama, delta
tokotrienolu. Tyto nativni obsahy jsou vsak velmi nizké a jegjich zastoupeni je v riznych
materialech rizné. Z teoretického hlediska viak je nutno natento fakt upozornit.

8.6 Jestlize se pri deklarované hodnoté 1 000 - 4 000 m.j./kg vitaminu A paralelni vysledky
lisi navzajem o vice jak 2 %, je doporuc¢eno zvysit navazku na 60 g vzorku a zdvojnasobit
mnozstvi vsech pouzitych chemikalii pti zmydelnovani vzorku.

8.7 Saponifikaci je mozné provadét pies noc ( min. 12 hod. ) za normalni teploty v
uzavienych Erlenmayrovych barnkach uchycenych v rotacni michacce ( tzn. Wagnerovo kolo ).
Dosahneme tim mensiho rozptylu vysledka.

8.8 BHT ( buthylhydroxytoluen ) ma velmi podobné podminky FF detekce jako afa -
tokoferol (excita¢ni vin. délka 283 nm, emisni vin. délka 310 nm). Pri spravnych podminkach
chromatografie ( predevsim kvalita kolony ) je peak BHT separovan ( retecni ¢as je nizsi nez
u vitaminu E ). V piipadé Spatné separace mize nastat stav, kdy retencni ¢asy BHT a
vitaminu E jsou shodné, coz samozigjmé vede k nespravnym vysledkiam.

8.10 UV detektor a FF detektor jsou zapojeny v Sérii, coz umoznuje stanoveni vit. A i vit. E
na jeden nastrik.

8.11 Zakladni standardni roztok neni treba vzdy pripravovat cerstvy, protoze'sabnuti”
standardu | ze spektrofotometricky sledovat. S aktualizovanou hodnotou se pocita ve vypoctul.
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4.2 Stanoveni obsahu vitaminu A avitaminu E.

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje postup stanoveni obsahu vitaminu A a E v premixech a krmnych
smésich. Metodou se stanovi vitamin A v kompletnich krmivech i premixech dopliikovych
latek od obsahu nad 800 m.j./kg a vitamin E v kompletnich krmivech i premixech
doplnkovych latek od obsahu nad 2,5 mg/kg.

Ucinnou formou vitaminu A obecného vzorce CigHos - R je retinol a neoretinol (R = CHa-
C=CH-CH,0H), kdy retinol je all-trans isomer a neoretinol je cis,trans-isomer ajsou esterové
vazany namastné kyseliny (tyto dvé formy prevazuji jako nativni vitamin A). Obsah vitaminu
A se vyjadiuje v mezinarodnich jednotkach, ve zkratce m.j.(international unit 1.U.) retinolu
(vitamin A) na kg. Mezinarodni jednotka vitaminu A (m.j., IU) odpovida aktivit¢ 0,3 ng
retinolu (al-trans-vitamin -A-akoholu) coz odpovida 0,344 ng acetatu vitaminu A coz
odpovida 0,550 ng palmitatu vitaminu A.

Vitamin E je DL-a-tokoferol sumarniho vzorce CyoHs00,. Obsah vitaminu E se vyjadiuje
v mg/kg, pricemz 0,91 mg DL-a-tokoferolu odpovida 1,0 mg DL-acetatu tokoferolu (pomér
rel. molekulovych hmotnosti tokoferol u/acetatu tokoferolu = 430,7/472,8).

2. Princip

Zkusebni vzorek se zmydelni alkalickym hydroxidem a vitamin A a vitamin E se extrahuje
do organického rozpoustédla. Extrakt se zakoncentruje a odparek se rozpusti v
methylalkoholu, je-li nutné, nafedi se na pozadovanou koncentraci. Obsah vitaminu A se
stanovi HPLC metodou s UV detekci pii vinové délce 325 nm nebo fluorescencni detekci pri
vinovych délkach Ex: 325 nm, Em: 480 nm. Separacni podminky (pratok mobilni faze a sila
eluéniho roztoku) se nastavi takové, aby nedochazelo déleni cis a trans isomera vitaminu A.
Obsah vitaminu E se stanovi HPLC metodou s UV detekci pri vinové délce 292 nm nebo
fluorescencni detekci pri vinovych délkach Ex: 295 nm, Em: 330 nm. V pripadé pouziti
programovatelného UV detektoru se zjistuje obsah vitaminu A i vitaminu E v jediném
nastiiku.

3. Chemikalie

3.1 Hexan, p.a. (poznamka 8.1)

3.2 Methylalkohol, HPLC grade (poznamka 8.1)

3.3 Ethylalkohol, denaturovany hexanem 1 % (poznamka 8.1)

3.3.1 Ethylalkohol, vodny roztok 35 %

3.4 Hydroxid draselny

3.4.1 Hydroxid draselny, ethylalkoholicky roztok (35 % ethylalkohol) 100 g/l
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3.4.2 Hydroxid draselny, ethanolicky roztok (35 % ethylalkohol) 200 g/l
3.5 Kysdinaaskorbova,

3.6 Hydrochinon pevny, CeHgO2, M, = 110,11

3.7 Siran sodny, bezvody

3.8 Indikator fenolftalein, roztok 0,1 %

Priprava: 1 g fenolftaleinu se rozpusti v 80 ml ethylalkoholu a doplni vodou na 100 ml.
Takto pripraveny roztok se ziedi 10krat.

3.9 Eluéni roztok

Priprava: methylalkohol - voda (98 + 2), pomér se musi upravit tak, aby odpovidal
pouzité koloné a aby nedochazelo k separaci cis- atrans - isomera vitaminu A.

3.10 Dusik, zarovkarensky, prosty kyselych latek a plyni

3.11 All-trans-vitamin-A-acetat

3.12 All-trans-vitamin-A-palmitat, asi 500 000 1U/g

3.13 DL-a-tokoferol-acetat, asi 1360 1U/g

3.14 Chlorid sodny, nasyceny roztok v 35 % ethylalkoholu (3.3.1)
3.15 Kysdinachlorovodikova, ziedéna, c(HCI)=1 mol/l

4. Pristroje a pomicky

4.1 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf (¢erpadlo, kolona: Cig Nova-Pak 4 mm,
150x3,9 mm (Waters) nebo Nova-Pak 4 mm, 250x4,6 mm (Waters), UV nebo FF-detektor,
¢asové programovatelny s programovatelnou vinovou délkou: retinol - 325 nm tokoferol -
292 nm, davkovaci zatizeni, datastanice s integracnim software)

4.2 Vodni lazen s regulovatelnou teplotou
4.3 Rota¢ni vakuova odparka

4.4 Membranovy filtr 0,45 mm

4.5 Laboratorni odstiedivka

5. Postup
5.1 Pripravavzorku aprace se vzorky

Roztoky vitaminu A i vitaminu E se musi chranit pied primym slunecnim svétlem a UV
svétlem, jsou citlivé na oxidacni a kyselé latky (roztoky se chrani hlinikovou folii nebo se
uchovavaji ve skle nebo v jiném materialu, které nepropousti UV-zafeni). P zpracovani
vzorku je nutno se vyhnout piehiati vzorku béhem jeho homogenizace. Vzorek se
homogenizuje na castice o velikosti 0,5 mm a mensi. Pokud mozno, vzorek se nemele, ae
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pouze se roztira v porcelanové misce. Homogenizace a tprava vzorku se déje tésné pied jeho
zmydelnénim a dalsim zpracovanim, aby se zabranilo ztratam retinolu a tokoferolu.

5.2 Zmydelnéni vzorku

Podle obsahu vitaminu A a vitaminu E se do kulaté baiky s plochym dnem na 250 nebo
500 ml se zabrusem navazi 1 az 5 g (premixy doplnkovych latek) nebo 15 az 20 g (krmné
smési) zkusebniho vzorku s presnosti na 0,01 g a zalije se 25 ethylalkoholu (3.3). V pripadg,
7e vzorek neni dostatecné smoceny, prida se jeste 5 ml ethylalkoholu ( 3.3.1). Postupné se
piida 750 mg kyseliny askorbové (3.5), 500 mg pevného hydrochinonu (3.6) a 75 ml roztoku
hydroxidu draselného (pro premixy doplikovych latek 3.4.1, pro krmné smési 3.4.2). Na
banku se nasadi zpétny chladi¢ a po pétiminutovém odstranovani rozpusténého kysliku
proudem dusiku (3.10) se baiika ponoii do vodni 1azné (4.2) a obsah baiky se zmydelnuje po
dobu 30 minut (premixy dopliikovych latek) nebo 60 minut (krmné smési) pii teploté 80 °C za
stalého michani. Po ukonceni zmydelnéni se zpétny chladi¢ oplachne 30 ml roztoku
ethylalkoholu (3.3.1), piida se 34 ml vody a obsah baiky se ochladi nalaboratorni teplotu.

5.3 Extrakce

Do délici nalevky na 500 ml se piida 15 ml nasyceného roztoku chloridu sodného (3.14) a
zmydelnény roztok se pievede do délici nalevky tak, aby pevny podil zastal v bance. Pevny
podil v bance se vyplachne 30 ml nasyceného roztoku chloridu sodného (3.14) a kapalina se
pievede do délici nalevky. K pevnému podilu ve zmydeliovaci bance se piida 60 ml hexanu
(3.1) a krouzivym pohybem se promicha. Po usazeni sedliny se hexanovy podil pievede do
délici nalevky k vodno-ethanolické fazi, délici nalevky se uzavie a tiepe po dobu 30 sekund.
Obg faze se nechgji asi 2 - 5 minut rozdélit. Pri spatném déleni obou fazi se mize do délici
nalevky piidat asi 5 ml roztoku ethylalkoholu (3.3.1) k rozruseni vzniklé emulze. Extrakce
vodné faze s hexanem se provadi jesté dvakrat a to tak, ze se vodna faze extrahuje nejprve s
50 ml hexanu (3.1) a poté opét s 50 ml hexanu, piicemz po rozdéleni fazi (viz vyse) se
hexanové extrakty spojuji v délici nalevce na 250 ml. K oplachovani zatky délici nalevky se
pouziva roztok ethylalkoholu (3.3.1). V pripadé obsahu tuku nad 30 g/kg se extrakce opakuje
4krat, pro obsahy tuku nad 70 g/kg se extrakce opakuje 5krat a hexanové extrakty se spojuji v
délici nalevce na 500 ml. Spojené extrakty se proplachnou 50 ml vody, pricemz se délici
nalevkou otaci tak, aby nedochazelo k tvorbé emulze. Potom se extrakt proplachne 2krat 100
ml vody, piicemz se délici nalevkou vzdy kratce krouzi, tak dlouho, az je promyvaci voda
neutralni (po pridani roztoku fenolftaleinu (3.8) zastava roztok bezbarvy).

5.4 Uprava hexanového extraktu
5.4.1 Krmné sm¢si a premixy doplikovych latek (varianta A)

Extrakt se filtruje do varné baiky s kulatym dnem na 250 ml nebo 500 ml pies suchy
skladany papirovy filtr s vrstvou siranu sodného (3.7). Nalevka i filtr se proplachnou 50 ml
hexanu (3.1). Obsah baiky se odpaii na rotacni vakuové odparce (4.3) za snizeného tlaku pfi
teploté 55 °C témef az k suchu. Varna baika se sejme a zbyvajici roztok se odpati k suchu po
proudem dusiku (3.10). Odparek se rozpusti v definovaném mnozstvi methylalkoholu (3.2),
viz tabulka 1 atabulka 2.
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Tabulka B Hmotnost zkusebniho vzorku a objem methylalkoholového extraktu

Zkusebni vzor ek Hmotnost (g) Objem extraktu (ml)
MIlééné krmné smesi 10 25
Krmné smési s obsahem retinolu 15 10
do 8000 m.j./kg
Krmné smési s obsahem retinolu 15 15
od 8000 do 12 000 m.j./kg véetné
Krmné smési s obsahem retinolu 15 25
nad 12 000 m.j./kg
Premixy doplnkovych latek 5 25

Tabulka C Redéni premixa dopliikovych latek z methylalkoholického extraktu

Obsah vitaminu A (1000 m.j./kg) Redéni Zpusob fedéni (ml/ml)

do 250 1 -
od 250 do 600 2,5 10/25
od 600 do 1500 5 5/25
od 1500 do 2750 12,5 2/25
od 2750 do 6000 25 1/25
vice jak 6000 50 1/50

5.4.2 Premixy dopliikovych latek (varianta B)

Extrakt sefiltruje do odmeérné banky na 200 ml pres suchy skladany papirovy filtr s vrstvou
siranu sodného (3.7). Nalevkai filtr se proplachnou 20 ml hexanu (3.1) a odmérna banka se
doplni hexanem po znacku a promicha. Podle tabulky 3 se obsah odmérné banky naredi na
pozadovanou koncentraci tak, ze hexanovy extrakt se pipetuje do varné bainky s kulatym dnem
na 250 ml a obsah baiky se odpati na rotacni vakuové odparce za snizeného tlaku pii teploté
55°C témei az k suchu. Varna barka se sgime a zbyvajici roztok se odpaii k suchu po
proudem dusiku (3.10). Odparek se rozpusti ve 25 ml methylakoholu.

Tabulka D Redéni (zakoncentrovani) premixi doplitkovych latek hexanového extraktu

Obsah vitaminu A (1000 m.j./kg) Redéni Zpusob redéni
/Zakoncentrovani | /zakoncentrovani (ml/ml)
do 250 0,25 100/25
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Tabulka E Redéni (zakoncentrovani) premixi doplitkovych latek hexanového extraktu -
pokracovani

od 250 do 1200 0,5 50/25
od 1200 do 2800 1 25/25
od 2800 do 8000 2,5 10/25

od 8000 do 14 000 5 5/25
od 14 000 do 55 000 12,5 2/125
od 55 000 do 100 000 25 1/25

vice jak 100 000 50 0,5/25

5.4.3 Krmné smeési a premixy doplnkovych latek v pritomnosti robenidinu

V pripadé obsahu robenidinu v premixech doplikovych latek se robenidin extrahuje
kyselinou chlorovodikovou (3.15). Podle tabulky 3 se do délici nalevky na 250 ml pipetuje
definované mnozstvi hexanového extraktu, v pripadé nutnosti se objem hexanové faze upravi
na cca 10 ml hexanem (pro obsahy vitaminu A nad 8 000 000 m.j./kg) a piida se 20 ml
kyseliny chlorovodikové (3.15). Obsah se protiepe, po rozdéleni fazi se vodna faze odpusti a
extrakce se provede jesté¢ 2krat s 20 ml kyseliny chlorovodikové (3.15). Po odpusténi
posledniho podilu vodné faze se obsah délici nalevky promyje 3krat 100 ml vody do
odstranéni kyselé reakce, hexanova faze se prefiltruje pres vrstvu siranu sodného. (3.7) do
varné banky s kulatym dnem na 250 ml, pri¢emz filtr s vrstvou siranu sodného i délici nalevky
se proplachnou 20 ml hexanu, obsah banky se odpari na rotacni vakuové odparce za snizeného
tlaku pri teplote 55 °C témei az k suchu. Varna barka se sejme a zbyvajici roztok se odpaii k
suchu po proudem dusiku (3.10). Odparek se rozpusti ve 25 ml methylalkoholu.

V pripadé obsahu robenidinu v krmnych smésich se postupuje podle ¢l. 5.3, pricemz se
extrakt filtruje do varné banky s kulatym dnem na 250 ml nebo 500 ml pres suchy skladany
papirovy filtr s vrstvou siranu sodného (3.7). Nalevka i filtr se proplachnou 50 ml hexanu
(3.1). Obsah baiiky se odpati na rota¢ni vakuové odparce za snizeného tlaku pri teploté 55 °C
na objem asi 10 ml extraktu, obsah se hexanem kvantitativn¢é prevede zpét do délici nalevky
na 250 ml a dale se postupuje podle prvniho odstavce ¢l. 5.4.3. Odparek se rozpusti
v definovaném mnozstvi methylalkoholu podle tabulky 1.

Pred nastiikem na chromatografgickou kolonu se roztok filtruje pies membranovy filtr (4.4)
nebo se odstiedi na laboratorni odstiedivce (4.5) po dobu 2 minut pii 2000 ot/min. Objem
nastiiku methylakoholového extraktu na chromatografickou kolonu pro krmné smési je 50 m,
pro premixy doplnkovych latek 10 ni.
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5.5 Stanoveni metodou HPLC

Vlastni méteni, jak kalibraénich roztoku tak i extrakti zkusebnich vzorkd, se provadi za
nasledujicich separa¢nich podminek chromatografického systému:

Teplota kolony teplota okoli

Pratok 1 ml/min

Kolona Cis @Nova-Pak 4 nm, 150x3,9 mm (Waters)
nebo b)NovaPak 4 mm, 250x4,6 mm
(Waters)

Injektovany objem krmné smési 50 m premixy 10m

Detektor UV aFF (poznamka 8.2)

AUFS 1,000

Retencni ¢as pro kolonu a) Retinol 2,1 min Tokoferol
5,6 min
pro kolonu b) Retinol 4,3 min Tokoferol
13,6 min

Tabulka F Casové zmény vinovych délek UV-detektoru

Chromatograficka kolona 250 mm Chromatograficka kolona 150 mm
Cas (min) Vinova aélka (nm) Cas(min)  VInova délka (nm)
0.0 325 0,0 325
6.0 292 4.0 292

FF-detektor, ¢asove programovatelny s programovatelnou vinovou délkou:

Tabulka G Casové zmény vinovych délek FF-detektoru

Chromatografickad kolona 250 mm Chromatograficka kolona 150 mm
Cas (min) VInova délka (nm) Cas (min) VInova délka (nm)
EX/Em EX/Em
0,0 325/480 0,0 325/480
6,0 295/330 4,0 295/330
5.6 Kalibrace

5.6.1 Priprava pracovniho roztoku
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5.6.1.1 Priprava pracovniho roztoku pro krmné smeési

Do kulaté barky s plochym dnem na 250 ml se zabrusem navazi asi 75 mg vitaminu A (3.11
nebo 3.12) a 50 mg vitaminu E (3.13), pricemz se dba na ustanoveni ¢l. 5.1, standard se
pievrstvi 10 ml ethylalkoholu (3.3) a dale se postupuje podle ¢l. 5.2 a 5.3. Konetny objem
methylalkoholového extraktu je 250 ml.

1 ml tohoto roztoku obsahuje vitamin A (retinol)- 150 1U, vitamin E (tokoferol) - 0,2 mg.
5.6.1.2 Priprava pracovniho roztoku pro premixy dopliikovych latek

Do kulaté banky s plochym dnem na 250 ml se zabrusem navazi asi 100 mg vitaminu A
(3.11 nebo 3.12) a 150 mg vitaminu E (3.13), pricemz se dba na ustanoveni ¢l. 5.1, standard
se prevrstvi 10 ml ethylalkoholu (3.3) a dale se postupuje podle ¢l. 5.2 a 5.3. Kone¢ny objem
methanolového extraktu je 250 ml.

1 ml tohoto roztoku obsahuje vitamin A (retinol) - 200 U, vitamin E (tokoferal) - 0,6 mg.
5.6.2 Priprava kalibracniho roztoku a sestrojeni kalibra¢niho grafu
5.6.2.1 Priprava kalibracniho roztoku a sestrojeni kalibra¢niho grafu pro krmné smési

Do sady odmérnych banék na 50 ml se odpipetuje postupné 1,0 - 25-50- 75 a 10 ml
methanolového extraktu vitaminu A a vitaminu E, ziskaného podle ¢l. 5.5.1.1., doplni se
methylalkoholem (3.2) po znatku a promicha. Takto piipravené kalibra¢ni pracovni roztoky
odpovidaji koncentraci 3000 - 7500 - 15000 - 22500 a 30000 U/l vitaminu A (retinol) a 4,0 -
10 - 20 - 30 a40 mg/l vitaminu E (tokoferol). Takto pripraveny roztok se nastiikuje postupné
na kolonu HPLC o objemu nastiiku 50 nt .

Z pramérnych hodnot jim odpovidajicich ploch pikt se sestroji kalibracni graf.

5.6.2.2 Priprava kalibratniho roztoku a sestrojeni kalibracniho grafu pro premixy
doplnkovych latek

Do sady odmeérnych banék na 25 ml se odpipetuje postupné 1,0 - 2,0- 50 - 7,5a 10 ml
methanolového extraktu vitaminu A a vitaminu E, ziskaného podle ¢l. 5.5.1.2., doplni se
methylalkoholem (3.2) po znatku a promicha. Takto piipravené kalibraéni pracovni roztoky
odpovidaji koncentraci 16000 - 40000 - 60000 a 80000 1U/I vitaminu A (retinol) a 24 - 48 -
120 - 180 a 240 mg/l vitaminu E (tokoferol). Takto piipraveny roztok se nastrikuje postupné
na kolonu HPLC o objemu nastiiku 10 ni .

Z pramérnych hodnot jim odpovidajicich ploch pikt se sestroji kalibracni graf.

5.6.2.3 Priprava kalibratniho roztoku a sestrojeni kalibracniho grafu pro krmné smés a
suroviny s nizkym obsahem vitamina

Do sady odmérnych ban¢k na 100 ml se odpipetuje postupné 0,25 - 0,5 - 1,0 a 2,0 ml
methanolového extraktu vitaminu A a vitaminu E, ziskaného podle ¢l. 5.5.1.1., doplni se
methylalkoholem (3.2) po znatku a promicha. Takto piipravené kalibra¢ni pracovni roztoky
odpovidaji koncentraci 250 - 500 - 1500 a 3000 [U/I vitaminu A (retinol) a0,5- 1,0 - 2,0a4,0
mg/l vitaminu E (tokoferol). Takto piipraveny roztok se nastiikuje postupné na kolonu HPLC
0 objemu nastiiku 50 m .
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6. Vypocet

Obsah vitaminu A vyjadieny v IU/kg (X) a obsah vitaminu E v mg/kg (Y) se vypocita podle
VZOrce:

C.F
X(Y)=—-
m
kde C je koncentrace vitaminu odectena z kalibracni kiivky v 1U/l (retinol) nebo mg/|

(tokoferal)
m hmotnost zkusebniho vzorku v g
F redéni (zakoncentrovani) v ml

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se na celé jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 n-Hexan, methylalkohol i ethylalkohol jsou nebezpecnymi hotlavinami |.tfidy a proto pri
jakékoli manipulaci snimi je nutné dodrzovat bezpe¢nostni pravidla.

8.2 Fluorescencni detekce je vhodné pouzivat u vzorku, obsahuji ususky picnin a pridavana
barviva (carophyll). V tomto piipadé je nutné konecné koncentrace methylalkoholovych
extraktt upravit nakalibracni kiivku pro FF-detektor.
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4.3 Stanoveni obsahu vitaminu E

Stanoveni vitaminu E se provadi podle metody 4.1, kde je popsano stanoveni vitaminu A i E
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4.4 Stanoveni obsahu ptidaného vitaminu E

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni vitaminu E v premixech a v krmnych
smésich.

Pro ucely této metody se pouziva definice: Vitamin E je po chemické strance tokoferol
(2,5,7,8-tetra-methyl-2)4,8,12-trimethyltridecyl (-6-chromatol), sumarni vzorec Cyg HsoOs.

2. Princip

Pridany vitamin E (octan tokoferolu) se stanovi po extrakci vzorku diethyletherem resp.

hexanem piimo, resp. po pieCisténi na sloupci

oxidu hlinit¢ého, metodou plynové

chromatografie.

3. Chemikalie

31
3.2
3.3
34
35

3.6

n-Hexan (poznamka 8.1)

Diethylether (poznamka 8.1)

Oxid hlinity, aktivity I, (deaktivovany 7 % vody) (napi.Woelm N)
Octan tokoferolu, standardni substance vitaminu E se znamou u¢innosti

Vnitini standard (Squalan) pro premixy: presné 350 mg squalanu se rozpusti ve 250 ml
odmérné bance v n-hexanu (3.1), doplni jim po rysku a promicha.

Vnitini standard (Squalan) pro krmné smési: piesné 62,5 mg sgualanu se rozpusti ve
250 ml odmeérné baice v n-hexanu (3.1), doplni jim po rysku a promicha.

4. PFistroje a pomucky

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8

Chromatograf plynovy s prislusenstvim

Trubice chromatograficka o praméru 10 mm
Susarna laboratorni elektricka s termostatem
Zarizeni extrakéni (napr. typu Soxhlet nebo Soxtec)
Lazen vodni stermostatem

Trepacka laboratorni

Odparka vakuova, rotacni

Kolona chromatograficka sklenéna s nepolarni stacionarni fazi
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4.8.1 Predepsané parametry:
- napli kolony: SE-30, OV 1, OV 101, DC 200, SP 2 100

- nosi¢: Inerton pro plynovou chromatografii., nebo Chromosorb WAW-DMCS
100 /120 mesh nebo SUPELCOPORT 100/120 mesh a stacionarni fazi % SP 2 100

- nosny plyn: dusik, pratok 50 ml/min

- detektor: plameno-ionizacni FID

- teploty: nastiik 270 °C az 275 °C
termostat 245 °C az 270 °C
detektor 270 °C az 295 °C

5. Postup (poznamka 8.2)
5.1 Premixy

5.1.1 Odvazi se 10,00 g zkusebniho vzorku do extrakéni tuby, extrahuje na extrakénim
pristroji (4.4) (postup viz Priloha 9, cast 3.1) diethyletherem (3.2) po dobu 4 hod,
u poloautomatu Soxtec (4.4) 20 minut extrakce a 40 minut promyvani. Extrakt se odpaii na
odparce (4.7) do sucha a odparek se rozpusti ve 4,00 ml roztoku vnitiniho standardu (3.5).

5.1.2 Do nastaveného chromatografického pristroje (4.1) s predepsanymi parametry (4.8.1)
sedavkuje 1 ul pripraveného extraktu a poridi se chromatograficky zaznam.

5.1.3 Vedletoho se provede stanoveni korekéniho faktoru K:

Do odmérné banky na 25 ml se piesné odvazi 100,00 mg standardni substance octanu
tokoferolu (3.4) a 25 az 30 mg vnitiniho standardu squalanu (3.5), rozpusti v n-hexanu (3.1),
doplni jim po rysku a promicha. Do chromatografického pristroje (4.1) se davkuje 1 ul tohoto
roztoku a pofidi se chromatograficky zaznam za naprosto stejnych podminek jako
u zkouseného vzorku. Stanoveni korekéniho faktoru se provede 2 x ato vzdy pied stanovenim
kazdého vzorku.

5.2 Krmné smés

5.2.1 Podle piredpokladaného obsahu vitaminu E ve zkouseném vzorku se do zabrusové
banky na 250 ml odvazi s presnosti nggméne na 0,001 g takové mnozstvi zkusebniho vzorku,
aby navazeny vzorek obsahoval cca 1 mg vitaminu E. Do baiky se prida piesné 150 ml
n- hexanu (3.1), uzavie zatkou, umisti do vodni lazné (4.5) vyhiaté na50 °C az 60 °C na dobu
30 minut, pak se 10 minut vytiepava na trepacce (4.6). Obsah banky se piefiltruje stiedné
hustym filtrem do vhodné nadobky.

5.2.2 Chromatograficka trubice (4.2) se naplni do vysky asi 6 cm az 7 cm oxidem hlinitym
(3.3) na smotek obvazové vaty umistény na spodku sloupce. Na sloupec se prevede piesné
50 ml filtratu vzorku, €luuje se 2krat po 10 ml n-hexanu (3.1) do kulaté zabrusové barky na
250 ml a eluat se odpaii na vakuové odparce (4.7) do sucha. Odparek se rozpusti v 1 ml
vnitiniho standardu (3.6) a do pripraveného chromatografického pristroje (4.1) na predepsané
parametry se davkuje 1 pl.

399



5.2.3 Vedletoho se provede stanoveni korekéniho faktoru K:

Do zabrusové odmérné bainky na 25ml se piesné odvazi 6,25 mg vnitiniho standardu
squalanu (3.5) a 6,25 mg standardni substance octanu tokoferolu (3.4), doplni hexanem po
rysku a promicha. Davkuje se 1 ul tohoto roztoku a poridi chromatograficky zaznam za
naprosto stejnych podminek jako u zkouseného vzorku. Stanoveni korekéniho faktoru se
provede 3 x ato vzdy pred kazdym stanovenim ve vzorku.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku

6.1 Premixy

Obsah vitaminu E v mg/kg (X) se vypocita podle vzorce:

_1000.K. p;.m,

o pemy

kde pr je plochapiku standardu octanu tokoferolu (vitaminu E) ve zkouseném vzorku
v mm?

X

ps  plochapiku vnitiniho standardu squalanu (3.5) v mm?
m mnozstvi vnitiniho standardu squalanu piidaného k odparku v mg
Mo navazka zkusebniho vzorku v g
K korekéni faktor
Korekeni faktor (K) se vypocita podle vzorce:
100. p,.c;

pr-G.E;
kde Ct je koncentrace standardu octanu tokoferolu v mg/mi
Cs koncentrace vnitiniho standardu squalanu v mg/ml
Er ucinnost standardni substance octanu tokoferolu v %
Ps, pr Vizlegendavyse

Ze tii urceni korekéniho faktoru se vypocita aritmeticky pramér, ktery se dosadi do
vypoctového vzorce obsahu vitaminu E.

6.2 Krmné smési

Obsah vitaminu E v mg/kg (Y) se vypocita podle vzorce:

_3000.K. p;.m,

C peMmy

kde m, je mnozstvi vnitiniho standardu squalanu ptidaného k odparku v mg

Y
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Mo navazka zkusebniho vzorku v g

pr, Ps, K viz legendav 6.1, vypocet K viz 6.1

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost

7.1 Premixy

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stgjném vzorku nesmi pri
teoretickém obsahu vitaminu E 1,5 . 109 mg/kg piekrogit hodnotu Rp=88,2mg

7.2 Krmné smési

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stginém vzorku nesmi pri
teoretickém obsahu vitaminu E 20 mg/kg piekrocit hodnotu Ry = 2,15 mg

8. Poznamky

8.1 Diethylether a n-hexan jsou nebezpecnymi hotlavinami ttidy, proto je nutno pii jakékoli
manipulaci dodrzovat bezpe¢nostni pravidla.

8.2 Vyluhy zkouseného vzorku a kalibracni roztoky standardu se pripravuji tésné pied
vlastnim stanovenim.
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4.5 Stanoveni obsahu vitaminu E

Stanoveni vitaminu E se provadi podle metody 4.2 kde je popsano stanoveni vitaminu A i E.
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4.6 Stanoveni obsahu cholinu

1. U&d arozsah

Jsou uvedeny dvé rovnocenné metody, dosud rozhod¢i metoda spektrofotometricka a
perspektivni izotachoforeticka.

Tyto metody specifikuji podminky pro stanoveni cholinu v premixech.

Pro ucely této metody se pouziva tato definice: Cholin je vitagen blizky vitaminam skupiny B.
Jako pridavek pro fortifikaci krmiv se pouziva ve forme chloridu cholinu, coz je po chemické
strance hydroxyethyltrimethyl-amonium hydroxid, sumarniho vzorce CsH14CINO.

2. Princip

Cholin se stanovi spektrofotometricky po extrakci vzorku ethylalkoholem na zakladé reakce
acetonového komplexu s reineckatem amonnym v prostredi roztoku fosfore¢nanu sodného,
nebo na zakladé rozdilné pohyblivosti ionta v elektrickém poli metodou kapilarni
izotachoforézy.

3. Chemikalie
3.1 Pro metodu spektrofotometrickou

3.1.1 Reineckat amonny (diamo-tetrakis-isothiokyanatochromitan amonny), roztok 20 g/l
v ethylalkoholu (3.1.4)

3.1.2 Fosforecnan trisodny dodekahydrat (NagPO,4.12 H,0), nasyceny roztok (cca 298 g/l)
3.1.3 Aceton (zcelaciry nebo prefiltrovany stredné hustym filtrem) (poznamka 8.1)

3.1.4 Ethylalkohol 96 %, 2krat destilovany (poznamka 8.1)

3.1.5 Chlorid cholinu, standardni substance

3.1.6 Chlorid cholinu, zakladni standardni roztok

Priprava: Do odmérné banky na 100 ml se odvazi presné 0,2000 g standardni substance
chloridu cholinu (3.1.5) se 100 % ucinnosti ( nebo piepoctené mnozstvi natéinnost
100 %), rozpusti se ve vode, doplni vodou po rysku a promicha.

1 ml tohoto zakladniho standardniho roztoku obsahuje 2mg chloridu cholinu.
Uchovany pii teploté 4 °C je staly po dobu jednoho tydne.

3.1.7 Chlorid cholinu, pracovni standardni roztok

Priprava: Do odmeérné banky na 100 ml se odpipetuje 10 ml  zakladniho standardniho
roztoku chloridu cholinu (3.1.6), doplni vodou po rysku a promicha.
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1ml tohoto pracovniho standardniho roztoku obsahuje 0,2 mg chloridu cholinu.
Pripravuje se vzdy cerstvy.

3.2 pro metodu izotachoforetickou

3.2.1 Chlorid cholinu, standardni substance s ucinnosti nggméné 95 %, na mineralnim

NoSi¢i.

3.2.2 Chlorid cholinu, zakladni standardni roztok

Priprava: Do odmérné banky na 100 ml se odvazi presné 0,3000 g standardni substance
chloridu cholinu (3.2.1) 100 % ucinnosti ( nebo mnozstvi piepoétené na 100 %
ucinnost), rozpusti v redestilované vodeé (3.2.6), doplni touto po rysku a promicha.

1 ml tohoto zakladniho standardniho roztoku obsahuje 3 mg chloridu cholinu a pfi
uchovani zateploty 4 °C je staly jeden tyden.

3.2.3 Chlorid cholinu, pracovni standardni roztok

Priprava: Do odmérné banky na 100 ml se odpipetuje tolik zakladniho standardniho
roztoku chloridu cholinu (3.2.2), aby 1 ml tohoto roztoku obsahoval takové mnozstvi
cholinu, jako je predpokladany obsah v 1 ml vyluhu ze zkouseného vzorku.

Pripravuje se vzdy cerstvy.

3.24 Kyselina octova , roztok c(CH3CO.,H) = 0,1 mol/l, izotermicky piedestilovana
(poznamka 8.2)

3.2.5 Octan draselny, pevny
3.2.6 Vodaredestilovana
3.2.7 Vedouci el ektrolyt

Priprava: Do kadinky vhodného objemu se odvazi 0,491 g octanu draselného (3.2.5),
rozpusti v 950 ml redestilované vody (3.2.6), roztokem kyseliny octové (3.2.4) se
upravi pH na hodnotu 5,0 , kvantitativné prevede do odmeérné banky na 1 000 ml,
doplni se redestilovanou vodou (3.2.6) po rysku a promicha.

Uchovava se v chladni¢ce pri teploté 4 °C.
3.2.8 Koncovy e ektrolyt

Priprava: Do odmérné barnky na 1 000 ml se odméti piresné 100 ml roztoku kyseliny
octové (3.2.4), doplni redestilovanou vodou (3.2.6) po rysku a promicha.

Uchovava se v chladnic¢ce pii teploté 4 °C.

4. Pristroje a pomucky
4.1 Pro metodu spektrofotometrickou
4.1.1 Spektrofotometr vhodné konstrukce

4.1.2 Zarizeni pro filtraci za snizeného tlaku

404



4.1.3 Kelimek filtracni sklenény sfritou S;

4.1.4 Trepacka (horizontalni) laboratorni

4.2 Pro metodu izotachoforetickou

4.2.1 Analyzator izotachoforeticky se zapisovacem

4.2.2 Trepackalaboratorni vhodné konstrukce

5. Postup
5.1 Metoda spektrofotometricka
5.1.1 Sestrojeni kalibra¢niho grafu

5.1.1.1 Do kuzelovych ban¢k asi na 50 ml se diferencovan¢ odpipetuje 2,5; 50; 7,5a
10,0 ml pracovniho standardniho roztoku chloridu cholinu (3.1.7), kazda z banék se doplni na
objem asi 10 ml vodou, piida se pipetou 10 ml roztoku fosfore¢nanu sodného (3.1.2), 5ml
roztoku reineckatu amonného (3.1.1), dukladné se promicha a necha ustat na chladném misté
po dobu 30 minut.

5.1.1.2 Vznikla srazenina se odfiltruje za snizeného tlaku (4.1.2) filtracnim kelimkem (4.1.3)
a promyje se 2krat promyvacim roztokem reineckatu amonného, ptipraveného odpipetovanim
2ml roztoku reineckatu amonného (3.1.1) do 1000 ml vody. Po uplném odsati vody se
srazenina na filtru rozpusti max. 20 ml acetonu (3.1.3), filtrat se jima do pripojené baiky a
potom se kvantitativné pievede do odmeérné baiky na 25 ml (V3). Nakonec se odmérna banka
doplni po rysku acetonem (3.1.3) s promicha.

5.1.1.3 Absorbance roztoki se méti na spektrofotometru (4.1.1) v kyvetach o optické délce
10 mm, pii vinové délce 525 nm proti ¢istému acetonu (3.1.3).

5.1.1.4 Z nameienych hodnot absorbanci a jim odpovidgjicich koncentraci se sestroji
kalibracni graf.

5.1.2 Vlastni provedeni

5.1.2.1 Do kuzelové banky na 500 ml se odvazi, s piresnosti hegméné na 0,001 g, tolik
zkusebniho vzorku, aby navazka vzorku obsahovala asi 120 mg chloridu cholinu, provihéi se
piesné 10 ml ethylalkoholu (3.1.4) a vytiepava se na (horizontalni) trepacce (4.1.4) po dobu
10 minut. Pak se prida piesné 50 ml vody, zahiaté na 50 °C a vytiepava se dalsich 10 minut.
Po pridani dalsich presné 140 ml vody se vytemperuje, promicha a obsah banky se filtruje
suchym stiedné hustym filtrem do suché kadinky, pri¢emz prvni podil filtratu se nezachycuje.
Z ¢irého filtratu se odpipetuje 20 ml (V3) do kuzelové baiky na 50 ml, piida 20 ml roztoku
fosforecnanu sodného (3.1.2), 10 ml roztoku reineckatu amonného (3.1.1), dukladné se
promicha a ponecha ustat po dobu 30 minut na chladném misté.

5.1.2.2 Dale se postupuje podle 5.1.1.2 a 5.1.1.3. Nam¢iené mnozstvi chloridu cholinu se
Zjisti z kalibracniho grafu.

5.2 Metodaizotachoforeticka
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5.2.1 Do kuzelové baiky na 500 ml se odvazi piresné 5,000 g zkusebniho vzorku, piida se
piesné 250 ml redestilované vody (V1) (3.2.6) a vytiepava se po dobu 30 minut na tiepacce
(4.2.2). Filtruje se suchym hustym filtrem do suché kadinky, pricemz prvni podil filtratu se
nezachycuje.

Filtrat se fedi dale na pracovni koncentrace nasledovng:

Pri predpokladaném obsahu cholinu Zpusob fedéni Stupen fedéni
chloriduv mg/g
do 30 20 ml (V2) do 100 ml (V3) 5
nad 30 10 ml (V3) do 100 ml (V) 10

Redéni se provadi redestilovanou vodou (3.2.6).

Vlastni analyza se provede na piedseparacni koloné pro izotachoforetickou metodu obvyklou
technikou, poridi se ziznam a vyhodnoti.

Vedle toho se provede analyza vhodné nafedéného pracovniho standardniho roztoku cholinu
chloridu (3.2.3) analogickym zpisobem, jak vyse uvedeno.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
6.1 Metoda spektrofotometricka
Obsah chloridu cholinu v mg/kg (X) se vypocita podle vzorce:
_10°V,.Vv,.C
mvV,

X

kde C je mnozstvi chlorid cholinu zjisténé z kalibracniho grafu v mg

m navazka zkusebniho vzorku v g

Vi celkovy objem extrak¢niho cinidlav ml (200)

Vo pipetovany objem extraktu v ml

V3 objem, ve kterém je rozpusténa srazeninav ml
6.2 Metodaizotachoforeticka (poznamka 8.3)
Obsah chloridu cholinu v mg/kg (Y) se vypocita podle vzorce:

v 10°.C.L, V,V,
Ls.V,.m

kde C je koncentrace chloridu cholinu v pracovnim standardnim roztoku v mg

Lv délka zony zkouseného vzorku v mm

Ls délka zony standardniho roztoku cholinu v mm
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m navazka zkusebniho vzorku v g

Vi objem extrakéniho ¢inidlav mi
Vo pipetovany objem filtratu
V3 konecny objem v ml

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramer vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatel nosti a vyjadiuji se s presnosti na celé jednotky v mg/kg.

7. Opakovatelnost

7.1 Spektrofotometricka metoda
Nebyla dosud stanovena.

7.2 |zotachoforetické metody
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Aceton a ethylalkohol jsou nebezpecnymi hotflavinami |.tfidy a proto pri jakékoli
manipulaci snimi je nutné dodrzovat bezpecnostni pravidla

8.2 lzotermicka destilace se provadi tak, ze do vétsi nadobky (napt. prazdného exsikatoru)
slatkou, ktera se ma izotermicky predestilovat se vliozi mensi nadobka s redestilovanou
vodou, veétsi nadobka se hermeticky uzavie a necha volné stat asi 6 tydni. Potom se mensi
nadobka, obsahujici jiz izotermicky predestilovanou latku, vyjme a stanovi se koncentrace
pro dalsi pouziti.

8.3 Pro vyhodnoceni a vypocet obsahu cholinu lze, v pripadé pripojeni analyzatoru na
pocitag, pouzit vhodného programu.
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4.7 Stanoveni obsahu pantothenanu vapenatého

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni pantothenanu vapenatého v premixech.

2. Princip

Pantothenan vapenaty se stanovi na zakladé rastové odpovedi testovaciho mikroorganizmu
Saccharomyces carlsbergensis 4288 (ATCC 9080) difuzni plotnovou metodou.

3. Chemikalie
3.1 Pantothenan vapenaty, standardni substance o u¢innosti 100 %
3.2 Pantothenan vapenaty, zakladni standardni roztok

Priprava: 0,100 g standardni substance pantothenanu vapenatého (3.1) se odvazi do
100 ml odmérné barky, rozpusti se v tlumivém roztoku (3.4), doplni timtéz po rysku a
promicha.

1 ml tohoto roztoku obsahuje 1 000 pg pantothenanu vapenatého.
3.3 Pantothenan vapenaty, pracovni standardni roztok

Priprava: 10 ml zakladniho standardniho roztoku pantothenanu vapenatého (3.2) se
odpipetuje do odmeérné banky na 100 ml, doplni tlumivym roztokem (3.4) po rysku a
promicha.

1 ml tohoto roztoku obsahuje 100 pg pantothenanu vapenatého.
3.4 Tlumivy roztok octanovy o pH = 4,5 (Extrakeni ¢inidlo)

Priprava: Do 1 000 ml odmeérné banky se odvazi 5,0 g octanu sodného, piida 5 ml
kyseliny octové ledové, doplni redestilovanou vodou po rysku a promicha.

3.5 Testovaci mikroorganismus, kultura kmene Saccharomyces carlsbergensis 4228
Priprava: Jednou za 14 dni se kultura pieotkovava nasikmou udrzovaci padu (3.9.1),
inkubuje se pri teploté 30 °C po dobu 24 hod a uchovava se pii teploté 4 °C.

3.6 Inokulum
Priprava: Cerstva, maximalné 24 hod stara kultura uchovavana nasikmé plose se

v mnozstvi jedné klicky naockuje do 10ml inokulacni pudy (3.9.3) a inkubuje se
4 hod. pii teploté 30 °C. Z vyrostlé suspenze se pouziva 1 ml jako inokulum

k naoc¢kovani 80 ml testovaci pady, predem rozvarené a zchlazené nateplotu 40 °C.
Suspenze se uchovava pii teploté 4°C aje stala po dobu dvou dnu.
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Reaktivace kmene: Pri dlouhodobém pasazovani na pevnych pudach kvasinky ztraceji

svou specifickou citlivost na dany vitamin, proto se provadi jejich aktivace.

K reaktivaci kmene se pouziva inokulacni pady, do které se pridava pantothenan
vapenaty (3.1). Pida serozlije po 20 ml do kuzelovych banék na 100 ml a ockuje
jednou klickou kvasinky. Nékolikrat opakovanym pieockovanim ziska kmen opét
puvodni vlastnosti; reaktivuje se 1krat mési¢ne.

3.9 Zivné pudy
3.9.1 Udrzovaci pada

Priprava: Susena puda Malt-Extrakt-Agar "Oxoid" nebo polotuha agarova puda
Sladinkovy agar "SEVAC" sepripravi podle navodu vyrobce.

3.9.2 Testovaci pada

Priprava: Susena ptda pro stanoveni kyseliny pantothenové "SEVAC" v mnozstvi
80,0 g serozpusti ve 150 ml varici (redestilované) vody (3.10). Vedletoho sev 850 g
susené pudy rozvari 30,0 g agaru. Roztoky se smichaji, filtruji fidkym filtrem pH se
upravi na5,5 afiltrat serozdéli do ban¢k na 100 ml. Sterilizuje se v autoklavu

15 minut pii 0,05 MPa. Pida se uchovava pii teploté 4 °C.

3.9.3 Inokulatni pada

Priprava: Susena puda pro stanoveni kyseliny pantothenové "SEVAC" sev mnozstvi
12,0 g rozpusti v redestilované vodé (3.10) adoplni ji na1 000 ml. Pida se dalerozlije
do ban¢k po 10 ml, piida se pantothenan vapenaty (3.1) v mnozstvi 0,3 ug na10 mi
pudy a sterilizuje se v autoklavu po dobu 15 minut pii 0,05 MPa.

Pada se uchovava pri teploté 4 °C ajei pH ma byt 4,5.
3.9.4 Reaktivacni puda

Priprava: Inokulacni pada s pridavkem 0,1 ml pantothenanu vapenatého (3.1) nal ml
serozlije po 20 ml do bangk.

3.10 Redestilovana voda

4. Pristroje a pomucky

4.1 Plotny sklenéné 250 mm x 250 mm

4.2 Ramy kovové ¢tvercové

4.3 Podlozka vyrovnavaci regulovatel na

4.4 Vodovaha

4.5 Korkovrt

4.6 Autoklav

4.7 Odstredivka vhodné konstrukce s prislusenstvim
4.8 Termostat vhodné konstrukce
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4.9 Pipetapodle Pasteura
5. Postup

5.1 Odvazi se 1,000 g zkusebniho vzorku do kuzelové banky na 200 ml, suspenduje se 30 ml
extrak¢niho cinidla - tlumivého octanového roztoku (3.4) a potom se sterilizuje v autoklavu
(4.6) po dobu 15 minut pii 0,11 MPa. Po ochlazeni se piida 70 ml redestilované vody (3.10) a
promicha. Po pripadné apravé pH na 5,5 se odstiedi (4.7). S ohledem na predpokladany obsah
pantothenanu vapenatého ve zkouseném vzorku a navazku zkusebniho vzorku se provede
dalsi fedéni tak, aby vznikly testované koncentrace 4 : 2 : 1 s teoretickymi obsahy
pantothenanu vapenatého 2,500; 1,250; 0,625 pg/ml.

5.2 Vedle toho se pripravi z pracovniho standardniho roztoku (3.3) testacni koncentrace
2,500; 1,250 a 0,625 ug pantothenanu vapenatého v 1 ml, pricemz se k fedéni pouzije
redestilovana voda (3.10).

5.3 Na sterilni sklenénou plotnu (4.1) opatienou kovovym ramem (4.2) a umisténou ve
vodorovné poloze (vodovaha - 4.4) se vylije 100 ml testovaci puady (3.9.2) naotkované
testovaci kulturou. Po ztuhnuti agarové vrstvy se vyhloubi korkovrtem (4.5) dialky ve
vzdalenostech 25 az 30 mm od sebe a do nich se vnasi Pasteurovou pipetou jednotliva redéni
standardu (testaéni koncentrace) a zkouseného vzorku (testované koncentrace). Reddni
standardii se plni do tfi fad ve stiedu plotny, fedéni zkouseného vzorku odpovidajici
piislusnému fedéni standardu se pIni do tii fad po obou stranach testacnich koncentraci
standardi. Plotna (4.1) se inkubuje v termostatu (4.8) po dobu 16 az 18 hod pri teploté 30 °C.

5.4 Vzniklé rastové zony se méii ve dvou vzajemné kolmych rovinach posuvnym meétitkem
s presnosti na 0,1 mm.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
Obsah pantothenanu vapenatého v mg/g se vypocte podle Prilohy 10, ¢ast 7.1.

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér dvou soubézné provedenych stanoveni, které
splnuji podminku opakovatel nosti a vyjadiuje se s presnosti na jednotky mg/g.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.
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4.8 Stanoveni vitamina B4, B, aBg

1. U&d arozsah

Pro stanoveni vitaminiu B;, B » a Bg jsou uvedeny dvé metody a to metoda vysokoucinné
kapalinové chromatografie pro stanoveni vitamina B v krmnych smésich a samostatna metoda
vysokoucinné kapalinové chromatografie pro stanoveni vitaminta B v premixech.

2. Princip

Vitaminy B; (thiamin), B, (riboflavin) a Be (pyridoxin) (poznamka 8.1) se extrahuji ze
vzorku krmné smési vodou a po hydrolyze kyselinou chloristou se stanovi metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie (dale jen HPLC) s vyuzitim iontovych para na
reverzni fazi. Detekce vitaminu B, a Bg se provadi ptimo fluorimetricky, zatimco vitamin B,
se pied detekci ngjprve oxiduje derivatizacnim ¢inidlem v reakéni smyéce postkolonové
derivatizace.

V premixech se stanovi komplex vitamina B po extrakci zkusebniho vzorku za studena
extrakénim roztokem, metodou iontovych part nareverzni fazi s pouzitim UV detekce.

3. Chemikalie

3.1 Hexakyanozelezitan draselny [K3Fe(CN)g], pevny
3.2 Kysdinachlorovodikova, roztok c¢(HCI) = 0,1 mol/I
3.3 Kysdinachlorista 70 %

3.4 Kysdinafosforecna, koncentrovana

3.5 Acetonitril, ¢istoty HPLC

3.6 Amoniak, roztok 25 %

3.7 Hydroxid draselny, roztok c(KOH) = 6 mol/l

3.8 Hydroxid sodny, roztok 150 g/l

3.9 Cinidlo iontovych pari - roztok sodné soli kyseliny hexansulfonové (dale jen HSA Na)
3.10 Vitaminy B, B, a Be, standardni substance

3.11 Vitamin B3, zakladni standardni roztok

Priprava: Do odmérné banky na 250 ml se odvazi 25 mg standardni substance vitaminu
B1 (3.10) s presnosti nggméné na 0,1 mg, rozpusti v roztoku kyseliny chlorovodikové
(3.2), doplni po rysku a promicha.

1 ml tohoto zakladniho standardniho roztoku obsahuje 0,1 mg vitaminu B;. Roztok
uchovany v chladni¢ce je staly po dobu nékolika mésicu.
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3.12 Vitamin B, zdkladni standardni roztok

Priprava: Do odmérné barnky na 500 ml se odvazi 10 mg standardni substance vitaminu
B , (3.10) s piesnosti nggméne na 0,1 mg, rozpusti v roztoku kyseliny chlorovodikové
(3.2), doplni po rysku a promicha.

1 ml tohoto zakladniho standardniho roztoku obsahuje 0,02 mg vitaminu B,. Roztok
uchovany v chladni¢ce je staly po dobu nékolika mésicu.

3.13 Vitamin Bg, zakladni standardni roztok

Priprava: Do odmérné banky na 250 ml se odvazi 25 mg standardni substance vitaminu
Be (3.10) s presnosti nggméné na 0,1 mg, rozpusti v roztoku kyseliny chlorovodikové
(3.2), doplni po rysku a promicha.

1 ml tohoto zakladniho standardniho roztoku obsahuje 0,1 mg vitaminu Bg. Roztok
uchovany v chladni¢ce je staly po dobu nékolika mésicu.

3.14 Smesny pracovni standardni roztok vitamina B1, B, aBg

Priprava: Do kuzelové banky na 250 ml se odpipetuje:
2 ml zakladniho standardniho roztoku vitaminu B; (3.11)
10 ml zakladniho standardniho roztoku vitaminu B; (3.12)
2 ml zakladniho standardniho roztoku vitaminu Be (3.13)
piida se asi 50 ml vody a za michani 2 ml kyseliny chloristé (3.3).

Baika se zazatkuje, umisti na ttepacku (4.4) a protiepava se po dobu 30 minut. Pak se
za stalého michani piidava postupné roztok hydroxidu draselného (3.7) az roztok
dosahne pH 3,2 (poznamka 8.2), obsah bariky se kvantitativné prevede do odmérné
bariky na 100 ml, doplni mobilni fazi (3.15) po rysku a promicha. Dale se roztok

odstavi v chladni¢ce do druhého dne, aby se kvantitativné vysrazel chloristanovy iont ve
formé chloristanu draselného, tento se odfiltruje suchym hustym filtrem do suché
kadinky, piicemz prvni podil filtratu se nezachycuje. Z tohoto filtratu se odpipetuje 5mi

do odmeérné baiky na 10 ml, doplni se mobilni fazi (3.15) po rysku a promicha.
Konecna koncentrace tohoto smésného standardniho roztoku je pro:
vitaminB; 1,0 pg/ml
vitamin B> 1,0 ug/mi
vitaminBg 1,0 pg/ml
3.15 Mobilni faze (poznamka 8.7)

Priprava: V odmérné bance na 1 000 ml se smicha 95 ml acetonitrilu (3.5), 0,5 ml

amoniaku (3.6) a800 ml vody, doplni toutéz po rysku a promicha. Po rozpusténi se

piida 950 mg HSA Na(3.9) a po jeho rozpusténi se pH roztoku upravi kyselinou
fosforecnou (3.4) na hodnotu 2,85. 930 ml tohoto roztoku se doplni vodou na 1 000 ml,
promicha afiltruje presfiltr 0,45 um.

3.16 Derivatizacni roztok

Pripravac Do kadinky vhodného objemu se odvazi 0,59 hexakyanozelezitanu
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draselného (3.1), rozpusti v 50 ml vody a6 ml tohoto roztoku se piida do 100 ml
roztoku hydroxidu sodného (3.8).

3.17 Methylalkohol, HPLC grade

3.18 Kyselinaoctova, HPLC grade (h= 1,05 g/cm?)

3.19 Diethylamin, (C;Hs),NH, M, = 73,14 (dale jen DEA)
3.20 Extrakéni roztok

Priprava: Do odmérné barnky na 2000 ml se odlije 500 ml vody, navazi se 2,84 g 1-
HSA Na(3.4), piida se 40 ml kyseliny octové (3.2), 8 ml DEA (3.5) a po rozpusténi se
piida 500 ml methylalkoholu. Doplni se vodou po znatku a promicha. Pod pH  metrem se
upravi pH roztoku na hodnotu pH 3,70 kyselinou fosfore¢nou.

3.21 Mobilni faze

Priprava: V odmgérné bance na 2000 ml se v 500 ml vody rozpusti 2,84 g 1- HSA Na
(3.4), piida se 300 ml methanolu, 40 ml kyseliny octové (3.2) a8 ml DEA (3.5). Doplni
se vodou po zna¢ku a promicha. Pod pH metrem se upravi pH na hodnotu (3,70 + 0,025)
kyselinou fosforecnou.

3.22 Zakladni roztok komplexu vitaminu B

Priprava: Do odmérné banky na 250 ml se navazi 50,0 mg vitaminu B, B, aBg a
rozpusti sevevodé mirné zalkalizované hydroxidem draselnym, po rozpusténi se
doplni vodou po znactku a promicha.

1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,2 mg/ml vitaminu.

4. Pristroje a pomucky

4.1 Chromatograf kapalinovy vysokoucinny (dale jen pristroj HPLC) s prislusenstvim
(¢erpadlo, kolona - reverzni faze C18, 300 x 4,4 um, injektazni davkovaci zatizeni napr.
Rheodyne, UV detektor nebo fluorimetricky detektor - miizkovy typ s excitatnim a
emisnim monochromatorem , popr. datastanice sintegracnim software, tiskarna¢i jiné
registracni zarizeni

4.2 Pumpa derivatizacni

4.3 Smyckareakeni derivatizacni (doporucené parametry: délka 6 m, pramer kapilary
0,254 mm, material PEEK)

4.4 Trepackalaboratorni

4.5 Termostat vhodné konstrukce

4.6 pH metr

4.7 Odstredivka vhodné konstrukce s prislusenstvim
4.8 Membranovy filtr (0,45 nm)
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5. Postup (poznamka 8.3)
5.1 Premixy

Pri zpracovani vzorku se vyhneme prehrati vzorku béhem jeho homogenizace. Vzorek se
homogenizuje na ¢astice o velikosti 0,5 mm a mensi. Vzorek se nemele, ale pouze se roztira
v porcelanové misce. Homogenizace a uprava vzorku se provadi tésné pied jeho extrakci a
dalsim zpracovanim, aby se zabranilo ztratam vitaminu B. Roztoky vitaminu B se musi
chranit pred ptimym slunecnim svétlem a UV svétlem (roztoky se chrani hlinikovou folii nebo
se uchovavaji ve skle nebo v jiném materialu, které nepropousti UV -zarent).

5.1.1 Extrakce

Do koénické banky na 250 ml se navazi 5 g zkusebniho vzorku s presnosti 0,001 g, ptida se
100,0 ml extrakeniho roztoku (3.20), baika se uzavie zatkou a extrahuje se na laboratorni
tiepacce (4.4) po dobu 65 minut. Po extrakci se upravi pH smési na hodnotu 3,7 pod
pH-metrem (4.6) kyselinou fosforetnou (3.4) nebo DEA (3.19) (poznamka 8.2). Roztok se
filtruje pies suchy husty skladany filtr do suché podlozené zkumavky, piicemz prvni podil (asi
5 ml) se nepouzije.

Pred nastfikem na chromatografickou kolonu (4.1) se roztok filtruje pres membranovy filtr
(4.8) nebo se odstiedi na laboratorni odstiedivce (4.7) po dobu 2 minut pii 3500 ot/min.
5.1.2 Kalibrace

Do sady odmérnych banék na 50 ml se pipetuje postupné 1,0 - 2,0 - 5,0 a 10,0 ml zakladniho

roztoku vitaminu B (3.22) a doplni se extrakénim roztokem (3.20) po znacku a promicha,
¢imz se ziskaji kalibracni roztoky o koncentraci vitaminu B v mg/l 4,0 - 8,0 - 20,0 a 40,0. pH
tohoto roztoku se upravi pod pH metrem (4.6) na hodnotu pH 3,7 kyselinou fosfore¢nou
(poznamka 8.3).

Takto pripravené roztoky se nastrikuji postupné na chromatografickou kolonu vysoa¢inného
kapalinového chromatografu (4.1) o objemu nastiku 25 .

Z pramérnych hodnot jim odpovidajicich ploch pikt se sestroji kalibracni graf.
5.1.3 Vlastni stanoveni

Vlastni meieni, jak kalibracnich roztokt tak i extrakti zkusebnich vzorku, se provadi za
nasledujicich separaénich podminek chromatografického systému:

Teplota okoli
Pratok 1,2 ml/min
Detekce UV -programovatelny
Objem nastiiku 25m
AUFS 1,000
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Poradi eluce jednotlivych pikt a podminky detekce

VInova délka (nm) Cas eluce (min)
Vitamin Bg 291 nm 43
Vitamin B; 273 nm 8,2
Vitamin B, 267 nm 18,5

(poznamka 8.8)

5.2 Krmné smés
5.2.1 Kalibrace akontrolalinearni odezvy instalované instrumentace

Do odmérnych banék na 10 ml se diferencované odpipetuje 1,2, 4 a 5 ml smésného
pracovniho roztoku (3.14), doplni mobilni fazi (3.15) po rysku a promicha. Takto pfipravené
kalibracni roztoky vitamint B, B, a Bg predstavuji koncentrace 0,2, 0,4 a0,8 a1,0 ug/mil.

Kalibracni roztoky se pouziji pro kalibraci systému a pro kontrolu linearity odezev
instalované instrumentace.

Pracovni podminky:

Teplota kolony teplota okoli
Pratok mobilni faze 1,0 ml/min.
Detekce fluorimetricka (poznamka 8.6)
Objem nastiiku 125 pl
Pratok derivatizacniho roztoku v derivatiza¢ni 0,3 ml/min. (pti stanoveni vitaminu B 1)
smycce

Poradi eluce jednotlivych pikt a podminky detekce:

VInova délka (nm) Stérbina (nm) cas eluce
(min)
vitamin B, excitace 360 emise 435 excitace 20 emise 60 23
vitamin B> excitace 440 emise 565 excitace 20 emise 60 28
vitamin Bg excitace 295 emise 395 excitace 20 emise 60 8

Pri detekci vitaminu B; je nutno uvést v ¢innost derivatizacni smycku (4.3), ktera musi byt
termostatovana na teplotu 50 °C.

Kolona se nejprve uvede do rovnovahy az dosahne ustaleni zakladni linie pii daném pratoku
mobilni faze (3.15) a pak se nastiikuji jednotlivé roztoky a to v tomto doporuceném poradi:
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kalibracni standardni roztoky (viz 5.1.1), roztoky zkouseného vzorku. Na jeden nastiik se
stanovi vitaminy B, a Bg. Vitamin B; se stanovi na dalsi nastiik, kdy je v cinnosti
derivatizacni smycka (4.3). Kazdy nastiik , jak kalibracniho tak i roztoku zkouseného vzorku,
musi byt proveden dvakrat, pticemz prislusné odezvy musi byt v toleranci ngjvyse 2 %. Za
popsanych podminek (viz 5.1.2) se potidi chromatograficky zaznam.

Z nameienych hodnot ploch pika a jim odpovidajicich koncentraci kalibracnich roztoki se
sestroji kalibra¢ni graf (poznamka 8.4).
5.2.2 Vlastni provedeni

Do odmérné kuzelové banky na 250 ml se odvazi tolik zkusebniho vzorku s piesnosti
ngméné na 0,001 g, aby po extrakci, upravé pH a doplnéni mobilni fazi (3.15) na objem
100 ml, bylo dosazeno deklarovanych koncentraci priblizné v poloviné rozsahu pro vsechny
tiéi stanovované dozky (poznamka 8.5). K navazce vzorku se prida as 60 ml vody, za
promichavani jesté 2 ml kyseliny chloristé (3.3), banka se uzatkuje, umisti na trepacku (4.4) a
protiepava po dobu 30 minut. Pak se opatrn¢, za stalého michani, pridava roztok hydroxidu
draselného (3.8) az do dosazeni hodnoty pH 3,2. Obsah baiky se prevede do odmeérné banky
na 100 ml, doplni mobilni fazi po rysku a promicha. Baika s roztokem se umisti do druhého
dne v chladni¢ce, za ucelem kvantitativniho vysrazeni chloristanového iontu jako chloristan
draselny, potom se filtruje suchym, hustym filtrem do suché kadinky, pricemz prvni podil
filtratu se nezachycuje. Z tohoto filtratu se doplni odmérna bainka na 10 ml po rysku. Dale se
postupuje podlie 5.2.1.

Namétena koncentrace se zjisti z kalibracniho grafu (poznamka 8.4).

6. Vypocet a vyjadieni vysedku

Obsah jednotlivych vitaminta vyjadienych jako hydrochloridy v mg/kg (X) se vypocita podle
vzorce (poznamky 8.1 a 8.4):
X = C.F
m
kde Cj je koncentracejednotlivych vitamina zjisténa z kalibracniho grafu v pg/ml
F faktor redéni
m navazka zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

416



8.1 Vitamin Bg je v nativni formé pritomen v podobé pyrodoxinu, pyrodoxalu a
pyrodoxaminu. Uvedené slozky jsou v piirodnim materialu zastoupeny v rizném poméru,
piicemz vsechny formy jsou biologicky aktivni. Uvedena metoda stanovi pouze vitamin Bg
v podobé pyridoxinu. Vysledek je nutno interpretovat jako soucet obsahu pridaného vitaminu
Bs , ktery je pritomen ve form¢ pyridoxin hydrochloridu a nativniho obsahu pfitomného ve
formée pyridoxinu a hydrolyzou je na hydrochlorid pieveden.

8.2 Chromatograficky systém tvorby iontovych para je velmi citlivy na pH, které ovliviiuje
disociaci predevsim vitaminu B; a ktery se ve vodném roztoku chova jako baze.

8.3 Doporucuje se pracovat pri tlumeném svétle, protoze vsechny ti formy stanovovanych
latek jsou na svétle nestabilni.

8.4 Jeli soucasti chromatografické sestavy integracni a vypoctové software, vypocita se
obsah jednotlivych vitaminu primo z naméienych koncentraci.

8.5 Doporucuje se odvazovat nggméné 1 g zkusebniho vzorku. U vzorka s vyssim obsahem
stanovovanych slozek je tedy tieba koncentrace v poloviné rozsahu kalibraéniho grafu
dosahnout primérenym naredénim filtratu (viz 5.2) pied nastiikem do kolony.

8.6 Detekeni limity uvedené metody jsou: 0,05 ug/ml pro vitaminy By i By

0,01 ug/ml pro vitamin Be.
Vysledky stanoveni obsahu vitaminu B; a Bg jsou uvadény jako hydrochloridy.
8.7 Hodnota pH mobilni faze zavisi na pouzité chromatografické kolong.

8.8 Poradi aretencni ¢asy zavisi na podminkach chromatografického déleni a pouzité kolong.
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4.9 Stanoveni obsahu vitaminu B2

1. Ugd arozsah

Jsou uvadény dvé metody stanoveni vitaminu B, v premixech - fluorimetricka a diftzni
plotnova a jedna metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie (dale jen HPLC) pro
stanoveni vitaminu B, v premixech i krmnych smésich.

Pro ucely této metody se pouziva tato definice:

Vitamin B, je po chemické strance riboflavin, je jednim z vitamini B-komplexu. Tvori
zlutou, ve vodném roztoku siln¢ zlutozelené fluoreskujici latku a je velmi fotolabilni.

2. Princip

Vitamin B, v premixech se stanovi fluorimetricky v mirn¢ okyseleném prostiedi na zakladg¢
fluorescence pii vinové délce 440 nm nebo difazni plotnovou metodou na zakladé rastové
odpovedi testovaciho mikroorganizmu Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 (CCM 1825).

Vitamin B, v premixech i krmnych smésich se stanovi po extrakci zkusebniho vzorku zatepla
zredénou kyselinou chloristou, jegji neutralizaci hydroxidem draselnym, a naslednou
enzymatickou hydrolyzou (takadiastasa), metodou iontovych part na reverzni fazi s pouzitim
fluorifotometrické detekce.

3 Chemikalie

3.1 Metoda fluorimetricka

3.1.1 Kyselinaoctova, ledova (CH3COOH) (h=1.05 g/ml)

3.1.2 Kysdlinachlorovodikova, roztok c(HCI) = 0,1 mol/I

3.1.3 Manganistan draselny (KMnQOy), roztok 30 g/l

3.1.4 Hydroxylamin hydrochlorid, roztok 30 g/l

3.1.5 Dithioni¢itan sodny, pevny

3.1.6 Octan sodny, trihydrat, roztok 100 g/l

3.1.7 Riboflavin, standardni substance vitaminu B, se znamou (ovérenou) ucinnosti
3.1.8 Vitamin By (riboflavin), zakladni standardni roztok

Priprava: Do kadinky se odvazi se presn¢ 40 mg standardni  substance riboflavinu
(3.1.7), oucinnosti 100 % nebo vypocitané mnozstvi nizsi ucinnosti, predem vysusené
(3hod pii teploté 100 °C) a v exsikatoru ochlazené. Prida se as 800 ml vody a 10 ml
ledové kyseliny octové (3.1.1). Po promichani se smés zahtiva navrouci vodni lazni
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(4.1.2) az do uplného rozpusténi, potom se ochladi a kvantitativné prevede do
odmérné baiky na 1 000 ml. Doplni se vodou po rysku a promicha.

Tento roztok standardu je staly nékolik mésici za predpokladu jeho ulozeni vetmé a
chladu.

Pred vlastnim stanovenim se pripravi pracovni standardni  roztok riboflavinu
ziedénim zakladniho standardniho roztoku na koncentraci 2 ug riboflavinu v 1 ml.

3.2 Metodadifazni plotnova

3.2.1 Kyselinasirova, roztok c(H.SO,) = 0,05 mol/l

3.2.2 Hydroxid sodny, roztok c(NaOH) = 0,1 mal/I

3.2.3 Octan sodny, roztok ¢c(CH3COONa) = 2,5 mol/I

3.2.4 Kyselinaoctova, roztok 10%

3.25 Vodaredestilovana

3.2.6 Riboflavin (vitamin B,) standardni substance se znamou ¢i ovérenou téinnosti
3.2.7 Vitamin B; (riboflavin), zakladni standardni roztok

Priprava: Odvazi se presné 0,05 g standardni substance riboflavinu (3.2.6) o ucinnosti
100 % nebo vypoctené mnozstvi nizsi acinnosti do odmérné barky na 500 ml,
rozpusti se v 10 ml roztoku hydroxidu sodného (3.2.2), po jeho rozpusténi se prida
8,5 ml roztoku kyseliny octové (3.2.4), doplni roztokem kyseliny sirové (3.2.1) po
rysku a promicha.

Tento zakladni standardni roztok ma koncentraci 0,1 mg riboflavinu v 1 ml. Je staly
v chladni¢ce po dobu 1 mésice.

Teésné pired pouzitim se fedi na testacni roztoky o koncentracich 2,1 a0,5 ug vitaminu
Bov1ml.

3.2.8 Fyziologicky roztok

Priprava: 8 g chloridu sodného se rozpusti ve vodé, doplni vodou na 1000 ml,
promicha a sterilizuje se 20 minut pii 121 °C.

3.2.9 Testovaci organismus Lactobacillus rhamnosus 7469 (CCM  1825)

Priprava: Kultura se uchovava nasikmé udrzovaci agarové pudg pii teploté 4 °C,
ngiméné jednou za 2 tydny se preockovava ainkubuje 48 hod pri teploté 37 °C.
3.2.10 Inokulum

Pripravas Ze sikmého agaru se suspenduji 1 az 2 klicky natéra testovaciho
mikroorganizmu (3.2.9) do sterilniho inkubacniho roztoku ainkubuje se 24 hod. pfi
teplote 37 °C. Pred pouzitim se kultura vyrostla v inkubacnim roztoku odstiedi,

supernatant se slije a kultura se pievede 5 ml izotonického roztoku (3.2.8) do

zkumavky. Tim se vylouci vliv standardni substance vitaminu B, pridaného do
inkuba¢niho roztoku.

3.2.11 Zivné pady
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3.2.11.1 Udrzovaci puda - susena puda Lactoagar Sevac

Priprava: Provede se bud’ podle navodu vyrobce nebo 5,7 g Lactoagaru se necha
botnat 15 minut ve vod¢é a potom se za varu rozpusti. Pii teploté 60 °C se doplni
horkou vodou na objem 100 ml, promicha, rozd¢li do zkumavek a pripravi se sikmé
agarové pudy. Hodnota pH po sterilizaci je 6,5 az 6,9

Rehydratovany agar |ze uchovavat v chladni¢ce po dobu 3 mésici.
3.2.11.2 Inokulacni puda

Priprava: Provede se bud’ podle navodu vyrobce, nebo 20 g susené pady se rozpusti

v 500 ml vody, piida se standardni roztok vitaminu B (3.2.7) tak, aby koncentrace

vitaminu B, v 1 ml byla0,1 pg, rozdéli se po 40 ml do kuzelovych ban¢k a
sterilizuje.

3.2.11.3 Testovaci puda

Priprava: Provede se podle navodu vyrobce nebo 46 g susené pudy se rozpusti
v malém mnozstvi horké vody, promicha se s 20 mg rozvaieného agaru a doplni
vodou na 1 000 ml. Rozdéluje se do kuzelovych banék na 100 ml sterilizuje

10 minut pri tlaku 0,05 MPa, pH po sterilizaci ma byt 6,2 az 6,8.

3.3 MetodaHPLC
3.3.1 Kyselinachlorista (HCIO,4), koncentrovana 70 %
3.3.1.1 Kysdinachlorista, ziedéna 0,2 mol/l

Priprava: V odmeérné bance na 2000 ml se v 1000 ml vody rozpusti 33,5 ml kyseliny
chloristé (3.1), promicha, vytemperuje na laboratorni teplotu, doplni se vodou po
znacku a promicha.

3.3.2 Hydroxid draselny, roztok ¢(KOH) =2 mal/Il

Priprava: V odmeérné bance na 1000 ml se rozpusti v 500 ml vody 112 g hydroxidu za
stalého chlazeni. Po rozpusténi se obsah odmeérné baiky doplni po znacku a promicha.

3.3.3 Kysedlinafosforezna (HsPO,), koncentrovana 85 % (h=1,7 g/cm?®)
3.3.4 Amoniak, vodny roztok (NH4OH), koncentrovany, (h=0,91 g/cm®)
3.3.5 Hydroxid sodny, ziedény roztok c(NaOH)=0,005 mol/I

3.3.6 Reagent iontovych paru (dale jen 1-HSA Na) - sodna sal kyseliny hexansulfonové,
CH3(CH3)sSO3Na, M = 188,22

3.3.7 Acetonitril, HPLC grade

3.3.8 Methylalkohol, HPLC grade

3.3.9 Kyselinaoctova, (h=1,05 g/lcm®), HPLC grade

3.3.10 Diethylamin, (CoHs),NH, M, = 73,14 (dalejen DEA)

3.3.11 Vitamin B, (rlboflaw n) , C17H20N406, M,=376,4
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3.3.11.1 Zikladni roztok vitaminu B,

Priprava: V odmérné bance na 250 ml se rozpusti v asi 150 ml hydroxidu sodného
(3.5) 50,0 mg riboflavinu, doplni roztokem hydroxidu sodného po znacku a
promicha.

1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,2 mg/ml vitaminu B,
3.3.11.2 Pracovni roztok pro krmné smési

Priprava: Do odmeérné banky na 100 ml se pipetuje 2 ml zakladniho roztoku
vitaminu By, doplni vodou po zna¢ku a promicha.

1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,004 mg vitaminu B,
3.3.12 Zied’'ovaci roztok

Priprava: Do odmérné barnky na 1000 ml se nalije 200 ml vody, piida se 400 mli
acetonitrilu (3.7), 0,5 ml roztoku amoniaku (3.4), rozpusti se 100 mg 1-HSA-Na
(3.6), doplni vodou po znatku a promicha. pH tohoto roztoku se upravi kyselinou
fosforecnou (3.3) na hodnotu (3,5 £ 0,05) (pH-metr).

3.3.13 Mobhilni faze

Priprava: V odmgérné baice na 1000 ml se ve 250 ml vody rozpusti 1,42 g 1-HSA Na

(3.6), piida se 150 ml methanolu (3.8), 20 ml kyseliny octové (3.9) a4 ml DEA
(3.10). Doplni se vodou po znacku a promicha. pH se upravi na hodnotu (3,70 + 0,05)
kyselinou fosforecnou (3.3).

3.3.14 Takadiastasa, 1,4 1U/mg, uchovavat do teploty 4 °C
3.3.15 Takadiastasa, 40 IU/mg, uchovavat do teploty 4 °C

4. Pristroje a pomucky

4.1 Metoda fluorimetricka

4.1.1 Fluorimetr opatieny zlutozelenym filtrem

4.1.2 Lazen vodni s regulovatelnou teplotou

4.1.3 Chladi¢ zpétny vodni

4.2 Metodadifazni plotnova

4.2.1 Plotny sklen¢né 360 mm x 360 mm nebo 250 mm x 250 mm
4.2.2 Ramy ¢tvercové kovové 340 mm x 340 mm nebo 200 mm x 200 mm
4.2.3 Odstredivka vhodné konstrukce

4.2.4 Korkovrt o praméru (8 £ 1)mm

4.2.5 Vodovaha

4.2.6 Podlozkavyrovnavaci regulovatelna
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4.2.7 Autoklav
4.2.8 Mikropipeta podle Pasteura
4.3 MetodaHPLC

4.3.1 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf [¢erpadlo, kolona Cqg - Nova-Pak 4 nm,

250x4,6 mm (Waters), 20 mm, injektazni davkovaci zarizeni (autosampler, Rheodyne),
FF detektor, data stanice s integracnim software, tiskarna nebo jiné registracni
zarizeni]
4.3.2 membranovy filtr (0,45 nm)

5. Postup (poznamka 8.2)
5.1 Metodafluorimetricka

5.1.1 Do kuzelové banky na 200 ml se zabrusem se odvazi piresné 2,000 g zkusebniho
vzorku, prida presné 50 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.1.2) vyluhuje na vodni lazni
(4.1.2) 85 °C teplé pod zpétnym chladicem (4.1.3) po dobu 30 minut za ¢astého michani, pak
se banka ochladi a opatrnym ptidavanim roztoku octanu sodného (3.1.6) se upravi na pH =
4,5. Prida se do obsahu presn¢ 100 ml vody, promicha a ponecha asi 1 hod. sedimentovat. Po
usazeni pevného podilu se obsah banky filtruje suchym hustym filtrem do suché kadinky,
pticemz prvni podil filtratu se nezachycuje. Do dalsi odmérné banky na 50 nebo 100 ml se
odpipetuje takovy objem filtratu, aby vysledna koncentrace vitaminu B, byla 0,15 az 30 ug
v 1 I. Tento roztok se pipetuje do dvou zkumavek (kadinek) v mnozstvi po 10 ml, do prvni
znich se prida presné 1 ml vody, do druhé se prida presné 1 ml pracovniho standardniho
roztoku riboflavinu (3.1.8), do obou pak 0,5ml roztoku kyseliny octové (3.1.1), po
promichani dale 0,25 ml roztoku manganistanu draselného (3.1.3) a znovu promicha. Presné
za 2min se prida 0,15 ml roztoku hydroxylamin hydrochloridu (3.1.4) a promicha, pticemz
roztok se musi do 15 sekund odbarvit. jinak je nutné pridat vice hydroxylaminu hydrochloridu
(3.1.4).

5.1.2 Intenzita fluorescence roztokt se proméii na fluorimetru (4.1.1). Primarni zateni je pri
vinové délce 440 + 5nm, sekundarni pri 520 nm. Potom se do obou roztokd prida malé
mnozstvi (ngjvyse 20 mg) dithionic¢itanu sodného (3.1.5), promicha se a za 20 sekund se méii
fluorescence. Namgétrena hodnota se odecte od hodnoty namérené pred pridanim dithionicitanu
sodného (3.1.5).

5.2 Metodadifazni plotnova

5.2.1 Do kuzelové bainky na 200 ml se zabrusem se odvazi 1 az 59 zkusebniho vzorku
spresnosti ngméné na 0,001 g, prida se presné 75 ml roztoku kyseliny sirové (3.2.1) a
extrahuje se na vodni lazni (4.1.2) pod zpétnym chladicem (4.2.8) pii 60 az 70 °C po dobu
30 minut. Po vychlazeni se prida presné 5 ml roztoku octanu sodného (3.2.3), 20 ml vody,
promicha a filtruje se suchym stredn¢ hustym filtrem do suché kadinky, pticemz prvni podil
filtratu se nezachycuje. Koncentrace vyluhu se ma pohybovat od 4 do 12 pg vitaminu B..
Vyluh se dale fedi vodou nateoretické koncentrace testovacich roztoki 2,1 a0,5 ugv 1 ml.
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5.2.2 Na sklené¢nou plotnu (4.2.1) vyrovnanou do vodorovné polohy (vodovaha (4.2.5))
opatienou kovovymi ramy (4.2.2) utésnénymi agarem se rozlije 75 ml rozehiatého a na teplotu
40 °C zchlazeného testovaciho agaru (3.2.11.3), ktery se naockoval 1 - 2 ml inokula (3.2.10).
Po ztuhnuti se vyhloubi korkovrtem (4.2.4) jamky vzdalené od sebe 25 az 30 mm. Do dvou
jamek ve stiedu plotny se plni mikropipetou (4.2.8) testacni roztoky standardu (3.2.7),
piislusné naredéné testované roztoky zkouseného vzorku se plni po obou stranach rovnéz do
2 jamek. Pak se plotna lehce zakryje dérovanym alobalem a inkubuje se 20 az 24 hod pfi
teplote 37 °C.

5.2.3 Vzniklé zény se méti ve dvou na sebe kolmych rovinach posuvnym meétitkem
spresnosti 0,1 mm a z naméienych hodnot se zjisti pramérné hodnoty rastovych zon
standardu i zkouseného vzorku.

5.3 MetodaHPLC
5.3.1 Extrakce

Do koénické banky na 250 ml se navazi 5 g zkusebniho vzorku s presnosti 0,001 g, prida se
100,0 ml kyseliny chloristé (3.3.1.1) a extrahuje se za ob¢asného michani natopném hnizde za
varu pod vodnim chladi¢em po dobu 60 minut. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se prida
10,0 ml roztoku hydroxidu draselného (3.3.2) tak, aby vysledné pH lezelo v oblasti pH 4,5 az
5,4 (poznamka 8.3), popripadé se pH upravi na tuto hodnotu kyselinou fosforecnou (3.3.3)
nebo amoniakem (3.3.4), piida se 5 g takadiastasy (3.3.14) nebo 250 mg takadiastasy (3.3.15),
uzavie se zatkou a hydrolyzuje se pri teploté¢ 45 °C po dobu 16 hodin za obcasného
promichani. Poté se obsah baiky vytemperuje na laboratorni teplotu, prida se 90,0 ml
zied’ovaciho roztoku (3.3.12), obsah baiiky se promicha a kyselinou fosfore¢nou (3.3.3) se
upravi pH na hodnotu pH (3,7 £ 0,05) (poznamka 8.1). Necha se stat asi dvé hodiny
v chladnic¢ce aby se vysrazel nerozpustny chloristan draselny (KClOy). Jesté studeny roztok se
filtruje pies suchy husty filtr do suché podlozené zkumavky, pri¢emz prvni podil (asi 5 ml) se
nepouzije.

Pred nastiikem na chromatografickou kolonu (4.3.1) se roztok filtruje pies membranovy filtr
(4.3.2) nebo se odstiedi nalaboratorni odstredivce (4.2.3) po dobu 2 minut pii 3500 ot/min.

5.3.2 Vlastni stanoveni

Vlastni meieni, jak kalibracnich roztokt tak i extrakti zkusebnich vzorku, se provadi za
nasledujicich separaénich podminek chromatografického systému:

Teplota okoli

Pratok 1,2 ml/min

Detektor Fluorescencni (I exc = 370 nm, | gy = 530 nm)
Objem nastiiku 20 m

GAIN 1000

Retenc¢ni ¢as 18,5 min
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5.3.3 Kalibrace

Do sady odmeérnych banék na 50 ml se pipetuje postupné 1,0 - 2,0 - 3,0 a 5,0 ml pracovniho
roztoku vitaminu B, (3.3.11.2), prida se 25,0 ml kyseliny chloristé (3.3.1.1), 2,5 ml roztoku
hydroxidu draselného (3.3.2) a zied'ovacim roztokem (3.3.12) se doplni po znatku a
promicha, ¢imz se dostane kalibracni kiivka o koncentraci vitaminu B, 0,08 - 0,16 - 0,24 -
0,4 mg/l. pH kalibra¢nich roztoka se upravi kyselinou fosforecnou (3.3.3) nebo hydroxidem
draselnym (3.3.2) na hodnotu pH = (3,70 + 0,05) (poznamka 8.1) a roztoky se nechgji
v ledni¢ce asi 2 hodiny, aby se vysrazel chloristan draselny.

Takto piipraveny roztok se nastrikuje postupné na chromatografickou kolonu HPLC (4.3.1)
0 objemu nastiiku 20 m.

Z pramérnych hodnot jim odpovidajicich ploch pikt se sestroji kalibracni graf.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku

6.1 Metoda fluorimetricka

Obsah vitaminu B, (X) v mg/kg se vypocita podle vzorce:
_ CF.,
(- 1y)m

kde Iy je intenzitafluoresence zkouseného vzorku

Ig intenzita fluorescence zkousené¢ho vzorku s pridanym standardem
C koncentrace srovnavaciho standardniho roztoku v ug/ml (= 2)

F faktor fedéni zkouseného vzorku

m hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminky opakovatelnosti a vyjadiuje se s piesnosti na jednotky mg/kg.

6.2 Metodadifuzni plotnova
Obsah vitaminu B, v mg/g (Y) se vypocte podle Prilohy 10, ¢ast 7.1.

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminky opakovatelnosti a vyjadiuje se s piesnosti na jednotky mg/kg.

6.3 MetodaHPLC
Obsah vitaminu B, vyjadieny v mg/kg (Z) se vypocita podle vzorce:
C.F

/= ——
m
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kde C je koncentrace riboflavinu odectena z kalibra¢niho grafu v mg
m hmotnost zkusebniho vzorku v g
F faktor redéni

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminky opakovatelnosti a vyjadiuje se s piesnosti na jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Chromatograficky systém tvorby iontovych para je velmi citlivy na pH, které ovliviuje
disociaci iontového paru. pH roztoku ma vliv na retencni ¢as riboflavinu, se stoupajicim pH
roste retenéni ¢as riboflavinu.

8.2 Doporucuje se pracovat pii tlumeném svétle, protoze riboflavin je na svétle nestabilni.

8.3 Pridavek 10,0 ml hydroxidu draselného k neutralizaci kyseliny chloristé se musi byt
vrozmezi 10,0 = 0,2 ml. Piidavek hydroxidu draseiného se predem ovéii titraci 100 ml
roztoku kyseliny chloristé (3.3.1.1) do hodnoty pH 5,0. V piipadé, Ze je spotieba mensi nebo
vétsi nez 10 ml, musi se koncentrace hydroxidu draselného upravit tak.
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4.10 Stanoveni obsahu vitaminu Bg

1. Ukel arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni vitaminu Bg v premixech.

Pro ucely této metody se pouziva tato definice : Vitamin Bg je po chemické strance smés
pyridoxinu, pyridoxalu a pyridoxaminu. Protoze jako standardni substance je pouzivan
hydrochlorid pyridoxinu , coz je (3-hydroxy-4,5-bis(hydroxymethyl)-2-methyl pyridin

hydrochlorid, sumarniho vzorce CgH12CINOs, je celkovy obsah vitaminu Bg vyjadiovan jako
hydrochlorid pyridoxinu. Vitamin Bg je znacné fotolabilni.

2. Princip

Vitamin Bg ve vsech jeho formach se stanovi na zakladé stimulacniho uc¢inku na rust
testovaciho mikroorganizmu kvasinky Saccharomyces carlsbergensis 4228 (ATCC 9080)
difuzni plotnovou metodou.

3. Chemikalie

3.1 Redestilovana voda

3.2 Vitamin Bg, pyridoxin hydrochlorid, standardni substance o znamé ucinnosti
3.3 Vitamin Bg, standardni roztok

Pripravac Do odmérné banky na 100 ml se odvazi 0,01g standardni substance
hydrochloridu pyridoxinu (3.2), rozpusti se v redestilované vodé (3.1), doplni toutéz po
rysku apromicha.

Tento standardni roztok obsahuje 100 pg vitaminu Bg vyjadieného jako hydrochlorid
pyridoxinu v 1 ml aje staly nejvyse po dobu jednoho tydne uchovany v tmavé lahvi pri
4°C.
Pri testovani se pripravi testacni koncentrace 0,500; 0,250 a 0,125 pg hydrochloridu
pyridoxinu (vitaminu Bg) v 1 ml.

3.4 Hydroxid sodny, roztok 30 g/200 ml.

3.5 Kysdinasirova, koncentrovana (h = 1,84 g/ml)

3.6 Kyselinasirova, roztok c(H2S04) = 0,22 mol/l

3.7 Testovaci mikroorganismus - kultura kmene Saccharomyces carlsbergensis. Kultura se
uchovava nasikmé agarové pudé pri teploté 4 °C ajednou za 14 dni se pieockovava a
nasledn¢ inkubuje 24 hod pii teplote 30 °C.

3.8 Inokulum
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Priprava: 20 ml inokulacni pudy (3.9.3) se naockuje jednou kli¢kou kultury testovaciho
mikroorganizmu (3.7) z udrzovaciho agaru ainkubuje se pii teploté 30 °C. Z vyrostlé
suspenze se pouziji 2 ml jako inokulum k nao¢kovani 100 ml testovaci pady (3.9.2),
ktera byla predem rozvarena a zchlazena nateplotu 40 °C.

Suspensi nutno uchovavat pri teploté 4 °C, pouzitelnost je jeden tyden od piipravy.
3.9 Zivné pady
3.9.1 Pudaudrzovaci Saccharomyces agar, susena

Priprava: Postupuje se podle navodu vyrobce, nebo 9,8 g pudy se necha botnat
15 minut v 80 ml redestilované vody (3.1) a pak se mirnym varenim rozpusti. Pri
teploté 60 °C se doplni redestilovanou vodou (3.1) na objem 100 ml, promicha a rozdéli do
zkumavek. Sterilizuje se 15 minut pri teploté 12 °C a po sterilizaci se necha utuhnout
v sikmé poloze. pH po sterilizaci ma byt 5 az 6.

3.9.2 Puadatestovaci
Priprava: Postupuje se podle navodu vyrobce.

Napt. 70 g susené pady Sevac pro stanoveni vitaminu Bg se rozpusti v malém mnozstvi
varici redestilované vody (3.1), slije apromicha s 25 az 30 g rozvareného agaru,
Zfiltruje sttedné hustym filtrem do odmérné barky na 1 000 ml, doplni po rysku
redestilovanou vodou (3.1) apromicha. Upravi se pH na 5,5 a obsah se rozdéli po
100 ml do ban¢k. Sterilizuje se po dobu 10 minut pii tlaku 0, 05 MPa.

Pada se uchovava pri teplote 4 °C.
3.9.3 Puadainokulacni

Priprava: Postupuje se podle navodu vyrobce nebo stejné jako u pady testovaci (3.9.2),
avsak bez agaru as pridavkem hydrochloridu pyridoxinu, ktery se pfida v mnozstvi
0,06 ug nal ml pudy ze standardniho roztoku vitaminu Bg (3.3). pH pudy ma byt 5,5.
Inokulacni pada se rozpipetuje po 20 ml do banék na 200 ml a sterilizuje se po dobu
10 minut pri tlaku 0,05 MPa.

Uchovava se pri teploté 4 °C.

4. Pristroje a pomicky

4.1 Plotnasklenéna 250 mm x 250 mm

4.2 Ram ctvercovy 200 mm x 200 mm

4.3 Bankaodmérna na 100 ml podle Kohlrausche nebo Stifta
4.4 Korkovrt o praméru 8 + 0,1 mm

4.5 Autoklav

4.6 Vodovaha

4.7 Podlozka vyrovnavaci regulovatel na
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4.8 Termostat vhodné konstrukce
4.9 Lazen vodni stermostatem
4.10 Mikropipeta podle Pasteura

5. Postup (poznamka 8.2)

5.1 Do 250 ml extrakéni banky se odvazi 5,000 g zkusebniho vzorku (poznamka 8.1) a
suspenduje se v 75 ml roztoku kyseliny sirové (3.6). Potom se extrahuje na vodni lazni (4.9)
pii teploté 60 °C az 70 °C po dobu 30 minut. Po ochlazeni se doplni redestilovanou vodou
(3.1) na presn¢ 100 ml, promicha a filtruje suchym stiedné hustym filtrem do suché kadinky,
piicemz prvni podil filtratu se nezachycuje.

5.2 Koncentrace vitaminu Bg v tomto filtratu vyluhu je asi 2,5 az 5,0 ug na 1 ml. Vyluh je
mozno uchovavat pii teploté 4 °C nejvyse po dobu jednoho tydne.

5.3 Redéni roztoku vzorku se provadi redestilovanou vodou (3.1) na testované koncentrace
0,500; 0,250 a 0,125 pg vitaminu Bg v 1 ml.

5.4 Nadno plotny (4.1) opatiené kovovym ramem (4.2) avodorovné (4.6) umisténé se vylije
75 ml testovaci pudy (3.9.2) nao¢kované kulturou. Po ztuhnuti agarové vrstvy se korkovrtem
(4.4) vyhloubi jamky, vzdalené od sebe navzijem 2,5 az 3cm. Do téchto jamek se
mikropipetou (4.10) vnasi jednotliva testované koncentrace roztoku vzorku a testacni
koncentrace standardniho roztoku vitaminu Bg v mnozstvi asi 0,04 ml, ale ve vsech piipadech
naprosto shodng.

5.5 Testaéni roztoky standardu vitaminu Bg se plni do tii jamek ve stiedu plotny, po obou
stranach se pak plni naredéné roztoky zkouseného vzorku (testované koncentrace)
odpovidgjici piiblizné koncentracim standardniho testovaciho roztoku. Plotna (4.1) se
inkubuje pri teploté 30 °C po dobu 16 az 18 hodin. Vzniklé zony se odméii odpichovatkem ve
dvou po sobé kolmych rovinach.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku

Obsah vitaminu Bg v mg/kg se stanovi podle Prilohy 10, ¢ast 7.1.

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky
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8.1 Navazka zkusebniho vzorku i objem extrakéniho roztoku se voli s ohledem na
deklarovany obsah vitaminu Bg ve zkouseném vzorku tak, aby vysledna koncentrace vitaminu

Bs ve vyluhu bylav rozmezi 2,5 az 5 pg/ml.

8.2 Vyluhy zkouseného vzorku a kalibracni roztoky standardu se pripravuji tésné pied
vlastnim stanovenim.
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4.12 Stanoveni obsahu vitaminu A - metoda EU

Do této metody byla zapracovana doporuceni EU uvedena v Official Journal no L 083,
30/03/73.

1. U&d arozsah

Jsou uvedeny dva rovnocenné zpusoby stanoveni, pro nizsi obsahy do 2 000 mg/kg a
modifikace pro obsahy vyssi nez 2000 mg/kg. Tyto metody specifikuji podminky pro
stanoveni vitaminu A (retinolu) v krmivech, koncentratech a premixech. Mez stanovitel nosti
metody je 10000 m.j./kg pro vysoce pigmentovana krmiva a 4 000 m.j./kg pro ostatni
(poznamka 8.1).

2. Princip

Vzorek je hydrolyzovan za tepla hydroxidem draselnym v ethylalkoholu za piitomnosti
antioxidantu , smés je extrahovana 1,2 dichlorethanem, extrakt odpaien do sucha a po
rozpusténi odparku je roztok ¢istén pies chromatograficky sloupec oxidu hlinitého (poznamka
8.2).

Pro krmiva s obsahem do 200 000 m.j./kg je vitamin A stanovovan spektrofotometricky pii
vinové délce 610 nm po pievedeni na barevny komplex, pro krmiva s obsahem nad
200 000 m.j./kg spektrofotometricky primo v UV oblasti spektra pii vinové délce 325 nm.

3. Chemikalie

3.1 Obecn¢

3.1.1 Ethylalkohol 96 % (poznamka 8.3)

3.1.2 Askorban sodny, roztok 100 g/l

3.1.3 Dusik kysliku prosty

3.1.4 Hydroxid draselny, roztok 500 g/l

3.1.5 Hydroxid draselny, roztok c¢(KOH) = 0,1 mol/I
3.1.6 Hydroxid draselny, roztok c¢(KOH) = 0,5 mol/l
3.1.7 1,2-Dichlorethan

3.1.8 Petrolether (poznamka 8.3), bodu varu 30 az 50 OC, je-li tieba pretistény nasledovné:

100 ml petroletheru se v délici nalevce micha s davkami koncentrované kyseliny sirové
a oddéluje az kyselina zustane zcela bezbarva. Po odstranéni kyseliny se petrol ether
promyva postupné 500 ml vody, dvakrat po 250 ml roztoku hydroxidu sodného
(100 g/l) apak jesteé 3 x po 500 ml vody. Po poslednim odpusténi vodné vrstvy se prida
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aktivni uhli a bezvody siran sodny, ponecha stat 1 hod, zfiltruje se a piedestiluje
(poznamka 8.3).

3.1.9 Oxid hlinity, standardizovany podle Brockmanna

Priprava: Oxid hlinity se ziha po dobu 8 hod v muflové peci (4.6) pri teplote 750 °C,
ochladi v exsikatoru auchovava v nadobce z hnédého skla uzaviené zabrousenou
zatkou. Pred pouzitim se 10 g oxidu hlinitého ve vhodné nadobce zvlh¢i piesné 0,7 ml
vody, nadobka se uzatkuje anavrouci vodni lazni (4.1) se zahiiva po dobu 5 minut za
stalého michani. Po ochlazeni se prezkousi aktivita takto upraveného oxidu hlinitého
pomoci znamého mnozstvi retinolu (3.1.17) (asi 500 m.j.) podle postupu 5.3 a5.4
kontrolnim testem.

3.1.10 Oxid hlinity, basicky - stupen aktivity | (napi. od fy Woelm, Merck ¢i srovnatelné
kvality)

3.1.11 Diethylether (poznamka 8.3), peroxidii i stop vody zbaveny na sloupci s basickym
oxidem hlinitym (3.1.10). Na 250 ml diethyletheru se pouzije 25 g oxidu hlinitého.

3.1.12 Petrolether - diethylether, smési (96+4), (92+8), (88+12), (84+1) a(80+20)
(poznamka 8.3)

3.1.13 Sulfid sodny, roztok c(N&S) = 0,5 mol/l v 70% glycerinu

3.2 Pro krmivas obsahem vitaminu A pod 200 000 m.j./kg, navic

3.2.1 Benzen (poznamka 8.3)

3.2.2 Chloroform, specialné ¢istény

Uprava: Na sloupec asi 50 g basického oxidu hlinitého (3.1.10) se prevede 200 m
chloroformu v davkach po 50 ml, prvnich 50 ml se doporucuje znovu vratit na pratok
kolonou.

3.2.3 Chlorid antimonity, roztok - komplexotvorné ¢inidlo

Priprava: Asi 25 g chloridu antimonitého (SbCl 3),predem uchovaného v exsikatoru

(tedy vysusen¢ho) se smicha se 100 ml chloroformu (3.2.2) a v michani se pokracuje
az  je chlorid antimonity témét zcela rozpustén (maly nerozpustény zbytek nevadi). Do
této smeés se prida 2 ml acetanhydridu, promicha a ulozi do chladni¢ky uzavieny v nadobce

z hnédého skla zabrousenou zatkou. Takto uchované cinidlo je stabilni po dobu
nekolika tydna.

3.24 Retinol, standardni substance vitaminu A 0 znamé aktivit, overené
spektrof otometricky

3.2.5 Indikator fenolftalein
3.3 Pro krmiva (premixy, koncentraty) s obsahem nad 200 000 m.j. v 1 kg
3.3.1 Isopropylalkohol pro chromatografii
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4. PFistroje a pomucky

4.1 Spektrofotometr pro métreni ve viditelné i UV oblasti spektra s piislusenstvim (kyvety
optické délky 10 mm, sklenéné i kiemenné), popiipadé registracni typ

4.2 Odparkavakuova s piislusenstvim (banky s kulatym dnem rtizného obsahu)
4.3 Trubice chromatograficka, sklenéna vnitini pramér asi 13 mm, délka 300 mm
4.4 Lazen vodni stermostatem

4.6 Chladi¢ zpétny vodni, se zabrusem

4.7 Nalevky délici vhodnych obsaht

5. Postup (poznamka 8.4)

5.1 Navazky zkusebniho vzorku (s piesnosti nggméng na)

Koncentraty (obsahy nad 20 000 m.j./kg) 0,1az 1,09 (0,001g)

Premixy (obsahy mezi 400 az 20 000 m.j./kg) 3 az 5 g (0,001g)

Mineralni smési 10az 209 (0,01 g)

Krmiva (obsahy pod 400 m.j./kg 30g(0,19)

Navazuje se ve vsech piipadech do kuzelové banky se zabrusem obsahu 500 ml.
5.2 Hydrolyza a extrakce (poznamka 8.5)

Do kuzelové banky s odvazenym vzorkem se prida postupné 40 ml ethylalkoholu (3.1.1), 2
ml roztoku askorbanu sodného (3.12) (poznamka 8.6), 10 ml roztoku hydroxidu draselného
(3.1.4) a2 ml roztoku sirniku sodného (3.1.13), zahiiva se na vodni lazni (4.4) pri teploté 70
az 80 °C pod zpétnym chladicem (4.6) po dobu 30 minut. Potom se rychle ochladi proudem
studené vody. K hydrolyzatu se ptida 50 ml ethylalkoholu (3.1.1) a presné 100,0 ml
1,2 dichlorethanu (3.1.7), smés se intenzivné protiepe a po usazeni se kapalha ¢ast dekantuje
do délici nalevky. Po pridani 150 ml roztoku hydroxidu draselného (3.1.5) se vytiepava po
dobu 30 sekund a po oddéleni vrstev se spodni dichlorethanova vrstva odpusti do jiné délici
nalevky, prida 40 ml roztoku hydroxidu draseiného (3.1.6) a vytiepava opét po dobu 10
sekund. Po oddéleni vrstev se spodni dichlorethanova vrstva opét odpusti do dalsi délici
nalevky a postupné promyva 6 az 8 x po 40 ml vody, piicemz vzdy po oddéleni vrstev a
odpusténi se vodni vrstva zkousi na alkalickou reakci indikatorem fenolftalein. Po zjisténi
negativni reakce vodné vrstvy se extrakt zbavi poslednich zbytka vody pomoci ponoieni
prouzku filtratniho papiru. Alikvotni ¢ast filtratu se odpari na odparce (4.2) za snizeného
tlaku pii teploté 40 °C do sucha, odparek se rozpusti ihned v 5 ml petroletheru (3.1.8).

Dale se postupuje podle obsahu vitaminu A ve zkouseném vzorku.
5.2.1 Krmivasobsahem vitaminu A vyssim nez 20 000 m.j./kg

Roztok piipraveny podle 5.2 se prevede do odmeérné baiky na 50 ml, doplni petroletherem
(3.1.8) po rysku a promicha. Alikvotni podil obsahujici, s ohledem na ocekavany
(deklarovany) obsah vitaminu A ve zkouseném vzorku, asi 200 m.j. vitaminu A se odpipetuje
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do odparovaci banky a na odparce (4.2) se odpaii za snizeného tlaku do sucha. Odparek se
rozpusti v piesné 25,0 ml isopropylalkoholu (3.3.1) aroztok se méti na spektrofotometru (4.4)
v kifemennych kyvetach pii vinovych délkach 310, 325 a 334 nm (u registratniho typu se
potidi zaznam spektra od 310 do 334 nm). Maximum absorbce by mélo byt pii vinové délce
325 nm.

Pomér absorbanci A 310 : Azzs @ Aszs : Azxs musi byt 6 : 7 t.j. 0,857 s maximalni odchylkou
0,830 az 0,880. Neni-li tato podminka splnéna, precisti se extrakt pripraveny podle 5.2 na
chromatografickém sloupci podle 5.4 a postupuje se podle 5.2.2 jako u krmiv s obsahem
vitaminu A nizsim nez 20 000 m.j./kg (poznamka 8.7).

5.2.2 Krmivasobsahem vitaminu A nizsim nez 20 000 m.j./kg
5.2.2.1 Sestrojeni kalibra¢niho grafu

Do sady vhodnych nadobek se diferencované odvazi mnozstvi odpovidgjici 2,0; 4,0; 6,0; 8,0;
10,0; 12,0 a 15,0 m.j. standardni substance retinolu (3.2.4) s presnosti nggméné na 0,001 g. Do
kazdé nadobky se prida piesné 0,3 ml benzenu (3.2.1), po rozpusténi promicha, prida dale
piesné 3,0 komplexotvorného cinidla (3.2.3) a po promichani se kazdy roztok proméii na
spektrofotometru (4.1) ve sklenénych kyvetach pri vinové délce 610 nm.

Z nameienych hodnot absorbanci a jim odpovidajicich mnozstvi se sestroji kalibracni graf.
Kalibracni graf se pravidelné ovéiuje s cerstvé pripravenymi  kalibratnimi  roztoky i
komplexotvorného cinidla (3.2.3).

5.2.2.2 Vlastni provedeni

Z chromatografické trubice (4.3), umisténé vertikaln¢, se pripravi chromatograficky sloupec,
do néhoz se prevede 10 g oxidu hlinitého (3.1.9), piedbézné rozmichaného s petroletherem
(3.1.8) nakasi tak, aby sloupec byl asi 200 mm vysoky.

Na takto piipravenou kolonu se prevede roztok pripraveny podle 5.2 (poznamka 8.4) a
okamzit¢ se davkuje na kolonu 20 ml petroletheru (3.1.8). Eluce se provadi postupné
piidavanymi 10 ml davkami smési petrolether-diethylether (3.1.12) v poradi stoupajiciho
obsahu diethyletheru t.j. (96 + 4), (92 + 8), (88 + 12), (84+ 16) a (80 + 20) a to bud’ pod
tlakem shora kolony nebo snizenim tlaku na spodu kolony tak, aby pratok roztoku sloupcem
byl 2 az 3 kapky za sekundu. Pri eluci se sloupec v kratkych intervalech osvétluje rtut'ovou
lampou (4.5). Prvni je eluovan karotén (poznamka 8.8), retinol je uplné eluovan smési
(3.1.12) 80 + 20. Fluoreskujici zéna retinolu je zcela cisté oddélena od nasledujici zluté zony
xanthofylu. Frakce ve kterych je obsazen retinol se shromazdi do odparovaci banky a roztok
se na odparce (4.2) za snizeného tlaku odpaii do sucha. Odparek se rozpusti v piesné 2,0 ml
benzenu (3.2.1), po rozpusténi a promichani se z tohoto odpipetuje presné 0,3 ml do vhodné
nadobky, prida presné 3,0 ml komplexotvorného cinidla (3.2.3), piicemz se roztok zbarvi
modie. Presné¢ 30sekund po pridani komplexotvorného ¢inidla promichani se méfi
absorbance roztoku na spektrofotometru (4.1) ve sklenénych kyvetach pii vinové délce 610
nm. Mnozstvi vitaminu A v métreném roztoku se zjisti z kalibra¢niho grafu.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
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6.1 Krmiva s obsahem vitaminu A vyssim nez 20 000 m.j./kg (méfeni v UV oblasti - viz
5.2.1)

Obsah vitaminu A v m.j./g (X) se vypocita podle vzorce:

o AsAF

- ———— (poznamka 8.4)
m

kde Az je maximalni absorbance, ktera se nachazi mezi 323 nm az 327 nm vinové délky
Ao absorpeni koeficient pro vitamin A (retinol) (1 830)
F zired'ovaci koeficient

m hmotnost navazky zkusebniho vzorku

6.2 Krmivas obsahem vitaminu A nizsim nez 20 000 m.j./kg (méfeni ve viditelné oblasti)
Obsah vitaminu A v m.j./kg (Y) se vypocita podle vzorce:

1000.F.m
m
kde mj je mnozstvi vitaminu A v m,j. zjisténé z kalibracniho grafu

Y =

F zred’'ovaci koeficient
m hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
kter splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé m.j./kg.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit

pii obsahu:  do 75 000 m.j./kg 20 % relat.
od 75 000 do 150 000 m.j./kg 15000 m,j.
od 150 000 do 250 000 m.j./kg 10 % relat.
od 250 000 do 500 000 m.j./kg 25000 m,j.
nad 500 000 m.j./kg 5% relat.
8. Poznamky

8.1 1m.,j.=0,3ugretinolu

8.2 Pro krmiva s obsahem vitaminu A nad 20 000 m.j./kg je tento krok vyzadovan jen
v urcitych pripadech (viz poznamka 8.7)
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8.3 Ethylalkohol, petrolether, diethylether, benzen a isopropylalkohol jsou nebezpecnymi
hotlavinami |.tridy, proto pii jakékoli manipulaci s nimi je nezbytné dodrzovat bezpe¢nostni
pravidla. Zeména pripadna destilace (regenerace) téchto latek se provadi zahiivacim mediem
v bezpecnostnim provedeni.

8.4 Vsechny operace se provadéji pri tlumeném svétle, pokud mozno v nadobkach z
hnédého skla, nebo vhodné uzpasobenych proti praniku svétla

8.5 U mlécnych krmnych smési nebo v krmivech obsazenych surovin, které maji sklon ke
shlukovani ¢i botnani se davky ¢inidel uvedené v 5.2.1 zdvojnasobuji.

8.6 Pokud se hydrolyza provadi v dusikové atmosfére, roztok askorbatu sodného neni nutné
pridavat.

8.7 U krmiv s vitaminem A vyssim nez 20 000 m.j./kg se déleni na chromatografickém
sloupci provede jen v piipadé, pokud meéieni podle 5.2.1 nespliiuje tam uvedené pozadavky.
Jestlize se chromatografické déleni ukaze nezbytné, odebere se z roztoku piipraveného podle

5.2 aikvotni podil obsahujici, s ohledem na o¢ekavany (deklarovany) obsah vitaminu A ve
zkouseném vzorku, 500 m.j. vitaminu A a postupuje podle 5.2.2.2.

8.8 Obsah karoténu miize byt stanoven mérenim absorbance pii vinové délce 450 nm.
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5.1 Stanoveni obsahu manganu, zinku, zeleza a medi

Metoda je uvedena v metodickych postupech laboratorniho zkouseni k priloze ¢. 9 vyhlasky
¢. 124/2001 Sb., ¢ast 8. Mikroelementy
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5.2 Stanoveni obsahu kobaltu

1. U¢el arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu kobaltu v premixech a krmnych
smésich.

2. Princip

Vzorek se zpopelni pii 550 °C, popel se rozpusti v kyseling chlorovodikové a obsah kobaltu
se stanovi metodou atomové absorpéni spektrometrie.

3. Chemikalie

3.1 Kyselinachlorovodikova (h=1,17 g/lcm®) koncentrovana

3.2 Kyselinachlorovodikova (h=1,17 g/lcm®), roztok c(HCI) = 0,45 mol/l
3.3 Kyselinachlorovodikova (h=1,17 g/lcm®), roztok c(HCI) = 6 mol/I
3.4 Kyselinachlorovodikova (h=1,17 g/lcm®), roztok c(HCI) = 3 mol/I
35 Kyselinadusi¢na, koncentrovana (h=1,4 g/cm?)

3.6 Kyselinadusi¢na (h=1,4 g/cm®), ziedéna (1 + 1)

3.7 Kobalt, kov 99,9 % (Co), M, = 58,93 (napi. Fluka N0.60784)

3.7.1 Zakladni roztok kobaltu

Priloha: Ve vysoké kadince na 800 ml se v minimalnim objemu kyseliny dusi¢né (3.6)
rozpusti 0,500 g kovového kobaltu (3.7), po rozpusténi se roztok zahusti k suchu,
odparek se rozpusti ve vodé a prevede kvantitativné vodou do odmeérné barky na
500 ml, vytemperuje nalaboratorni teplotu, doplni kyselinou chlorovodikovou (3.2) po
znacku a promicha.

1 ml tohoto roztoku obsahuje 1,0 mg Co.

3.7.2 Pracovni roztok kobaltu: Do odmeérné banky na 250 ml se pipetuje 10,0 ml zakladniho
roztoku kobaltu (3.7.1), doplni se kyselinou chlorovodikovou (3.2) po znacku a
promicha.

1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,04 mg Co.

4. Pristrojea pomicky

4.1 Atomovy absorpéni spektrometr

4.2 Topna deska s regulovatelnou teplotou
4.3 Muflova pec s regulovatelnou teplotou
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4.4 Vodnilazen

45 Ultrazvukovi lazen

5. Postup
5.1 Sestrojeni kalibracni kiivky

Do sady odmeérnych ban¢k na 100 ml se postupné pipetuje 0,0 - 2,0- 5,0 - 10,0 - 15,0 - 20,0

a 25,0 ml pracovniho roztoku kobaltu (3.7.2), doplni kyselinou chlorovodikovou (3.2) po
znatku a promicha. Takto pripravena sada kalibracnich roztoku odpovida koncentraci 0,0 -
0,8-2,0-4,0-6,0-8,0a10,0 mg Co/l.

Podle typu pouzitého atomového absorbéniho spektrometru (4.1) s prislusné nastavenymi
parametry se prométi absorbance jednotlivych kalibracnich roztokt pii vinové délce
doporucenych parametra proti kontrolnimu roztoku. Ze ziskanych udaji se sestroji kalibracni
graf. Pri sestrojovani kalibra¢niho grafu se vyjadiuji hodnoty obsahu v mg/l.

Doporucené parametry:
Zhaveni lampy 5-6mA
plamen acetylen-oxid dusny
acetylen-vzduch

stechiometrie plamene oxidacni plamen

vinova délka (nm) Sitkastérbiny (nm)  optimalni rozsah (mg/l)

240,7 0,1-0,2 25-10

304,4 0,1-0,2 30 - 160
346,6 0,1-0,2 95 - 380
347,4 0,1-0,2 180 - 710

5.2 Vlastni stanoveni
5.2.1 Organicka krmiva

5 az 10 g zkusebniho vzorku se navazi s piesnosti 0,001 g do spalovaci misky predem
vyzihané po dobu 30 minut av exsikatoru ochlazené.

Spalovaci miska se zahiiva na topné desce (4.2) nebo na plynovém kahanu do zuhelnaténi
vzorku tak, aby se zabranilo vzplanuti vzorku atniku jednotlivych ¢astic. Potom se spalovaci
miska se vzorkem vlozi do muflové pece (4.3) piedem vyhiaté na 550 °C a vzorek se spaluje
po dobu 5 hodin adale tak dlouho, dokud popel neobsahuje ¢erné uhlikaté ¢astice.

Muze také postupovat timto zptisobem: spalovaci miska se vlozi do studené muflové pece
(4.3) ateplota se postupné zvysuje na teplotu 550 °C tak, aby se tato teplota dosahla béhem
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2 hodin apak se popel spaluje po dobu 5 hodin. Obsahuje-li po této dobé popel cerné uhlikaté
castice, po vychladnuti se zkropi as 2 ml vody, vysusi se v susarné a dale se spaluje
1 hodinu.

K vychladlému popelu se prida 5 ml kyseliny chlorovodikové (3.1), odpaii se na vodni lazni
(4.4) k suchu a vysusi 1 hodinu v susarné. Vychladly odparek se pomoci 15 ml kyseliny
chlorovodikové (3.4) a horké vody prevede do odmérné barky na 100 ml a rozpousti se na
ultrazvukové lazni (4.5) po dobu 30 minut pii teploté cca 50 °C, potom se obsah odmérné
banky vytemperuje, doplni vodou po znactku a promicha. Obsah odmérné banky se filtruje
stiedné hustym filtrem do podlozené suché nadoby, piicemz prvni podil filtratu (asi 10 ml) se
nepouzije.

Dale se postupuje podle druhého odstavce ¢l. 5.1.

5.2.2 Mineralni krmiva

Do odmerné barky na 100 ml se navazi asi 2 g zkusebniho vzorku s presnosti 0,001 g, stény

se splachnou vodou (asi 5 ml) a prida se 80 ml kyseliny chlorovodikové (3.2) a5 ml kyseliny
dusi¢cné (3.5) a rozpousti se na ultrazvukové lazni (4.5) po dobu asi 30 minut pii teploté
50 °C. Po rozpusténi se obsah odmeérné banky vytemperuje na laboratorni teplotu a doplni
kyselinou chlorovodikovou (3.2) a promicha. Obsah odmérné banky se filtruje stiedné
hustym filtrem do podlozené suché nadoby, piicemz prvni podil filtratu (asi 10 ml ) se
nepouzije. Dale se postupuje podle druhého odstavce¢l. 5.1.

6. Vypocet
Obsah kobaltu vyjadieny v mg/kg (X) se vypocita podle vzorce:
x = Mm-F
m

kde m; je koncentrace kobaltu odectena z kalibra¢ni kiivky vyjadiena v mg/l
m hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g
F faktor redeni

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé mg/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena

8. Poznamky

8.1 Kalibratni graf je v horni ¢asti zaktiven v dasledku autoabsorpce a nékterych rusivych
vliva v plameni. Nerusi mnohonasobné obsahy Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Si a W. Pro analyzu
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v plameni acetylen-vzduch se doporucuje extrakce Co z prostiedi pH = 2 - 4 do
methylisobutylketonu.
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5.3 Stanoveni obsahu selenu.
Tato metoda je uvedenav Officia Methods of Analysis AOAC 986.15

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni selenu v krmivech.

2. Princip

Ve vzorku se po rozkladu kyselinou dusi¢nou v uzavieném systému stanovi obsah selenu
metodou atomové absopeni spektrometrie s hydridovou technikou.
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5.4 Stanoveni obsahu jodu

1. Uéd arozsah

Jsou uvedeny dvé metody stanoveni jodu v premixech - polarograficka atitracni jodometricka.

2. Princip

Celkovy obsah jodu se stanovi po suché mineralizaci bud’ oxidaci v akalickém prostiedi
bromnanem metodou diferencné pulzni polarografie navisici rtutové kapkové elektrodé

nebo po oxidaci na jodi¢nany
manganistanem draselnym a reakci s jodidem se uvolnény jod stanovi titraci thiosiranem
draselnym.

3. Chemikalie

3.1 Hydroxid draselny, alkoholicky roztok, 10 %, vzdy cerstvy
3.2 Hydroxid draselny, roztok c(KOH) = cca 0,01 mol/|

3.3 Kysdinasirova, roztok c(H,SO,) = cca 0,5 mol/l

3.4 Kysdinasirova, roztok c(H,SO,) = cca 0,005 mol/I

3.5 Hydroxid sodny, roztok c¢(NaOH) = cca 5 mal/l

3.6 Bromova voda, nasyceny roztok, ne starsi 30 dna

3.7 Bromnan sodny, roztok: 50 ml hydroxidu sodného (3.5) se smicha s50 ml bromové
vody (3.6)

3.8 Sifi¢itan sodny bezvody, nasyceny roztok
3.9 Zeatina, 0,25 % roztok

3.10 Siticitan sodny s zelatinou: 50 ml roztoku siti¢itanu sodného (3.8) se smicha s 50 ml
roztoku zelatiny (3.9). Pripravuje se vzdy éerstvy.

3.11 Jodid draselny (KI), standard
3.11.1 Zakladni roztok jodu

Priprava: V odmgérné baince na 1000 ml se rozpusti ve 750 ml vody 1,3082 g jodidu
draselného (3.11), vytemperuje nalaboratorni teplotu, doplni vodou po znacku a
promicha.

1 ml tohoto roztoku obsahuje 1 mg jédul.
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3.11.2 Pracovni roztok jodu

Priprava: Do odmérné barky na 100 ml se pipetuje 5,0 ml zakladniho roztoku jodu
(3.11.1), doplni vodou po znatku a promicha.

1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,05 mg jodul.
3.12 Ethylalkohol, 96%
3.13 Manganistan draselny, nasyceny roztok
3.14 Chlorid amonny, roztok 10 g/l
3.15 Hydroxid sodny, roztok 40 g/l
3.16 Thiosiran sodny, odmérny roztok c(Na,S,03.5H,0)=0,1 mal/I
3.17 Thiosiran sodny, odmérny roztok c(NaxS,03.5H,0)=0,01 mol/I
3.18 Indikator fenolftalein, ethanolicky roztok 0,1%
3.19 Kyselinachlorovodikova (h=1,17 g/cm?®, roztok c(HCl)=3 mol/I
3.20 Jodid draselny, krystalicky nebo roztok 100 g/l
3.21 Skrobovy indikator

Priprava: V 10 ml vody se rozpusti 2,0 g chloridu sodného, 2 g rozpustného skrobu a
suspenze se vlije do 80 ml vody a za michani se ochladi. Uchovava sev chladni¢ceaje
staly po dobu 10 dni.

4. PFistroje a pomucky
4.1 Polarograf, vhodné konstrukce
4.2 Vodni lazen steplotni regulaci

4.3 Muflova pec s regulovatelnou teplotou

5. Postup
5.1 Polarografické stanoveni jodu v premixech
511 Mineraizace

Do platinové misky se navazi 0,5 az 10 g zkusebniho vzorku (tj. takové mnozstvi, aby se
mnozstvi jodu pohybovalo v rozmezi 0,1 az 0,4 mg) s piesnosti na 0,001 g, rozmicha ses5 az
10 ml cerstvé pripraveného akoholického roztoku hydroxidu draselného (3.1). Mnozstvi
roztoku hydroxidu draselného musi byt takové, aby byl vzorek dokonale smocen a dobie se
promichal. Zkusebni vzorek se dokonale vysusi na vodni lazni (4.2) pii teploté 90 az 95 °C
(lazen nesmi varit) as 30 minut. Po vysuseni vzorku se platinova miska se zkusebnim
vzorkem umisti do studené muflové pece (4.3) a pozvolna se spaluje pii teploté 300 °C asi
30 minut. Poté se teplota zvysi na 520 °C a spaluje se jeste 1 hodinu.
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K vychladlému popelu se prida 15 az 20 ml horké vody, fadn¢ se promicha a pripadné kruty

se rozeprou tycinkou a popel se necha neiterovat asi 30 minut. Vyluh s nespalenym zbytkem
se prevede kvantitativné do odmeérné banky na 25 ml (objem mineraizatu lze upravit
odparenim na vodni lazni pii teploté 90 az 95 °C v platinové misce), po vytemperovani na
laboratorni teplotu se odmérna baiika doplni vodou po znatku a promicha. Nespaleny zbytek
se necha sedimentovat do druhého dne. Pro dalsi postup se pouzije pouze ¢iry mineralizat.

5.1.2 Vlastni méteni

Do dvou vysokych kadinek na 25 ml se pipetuje takové mnozstvi mineralizatu, které
obsahuje asi 0,03 az 0,04 mg jodu a do jedné kadinky se prida asi 0,6 az 0,8 ml pracovniho
roztoku jodu (3.11.2) a objem v obou kadinkach se upravi na 10 ml. Hodnota pH v obou
kadinkach se upravi (kontrola pH-metrem nebo na vodny roztok methylové ¢ervené) pomoci
roztoku (3.2, 3.3 nebo 3.4) na hodnotu pH 6,3. Objem v obou kadinkach se upravi na stegjny
objem vodou podle spotieby neutralizaénich roztokt. Objem v obou kadinkach musi byt vzdy
stejny. Pak se prida do kazdé kadinky 1 ml roztoku bromnanu sodného (3.7) a micha se 2 az
3 minuty. Pak se prida 1 ml roztoku siti¢itanu sodného (3.10) a po promichani se roztok
pievede do polarografické nadobky.

V takto pripraveném roztoku se po 10 minutovém probublavani dusikem a michani
polarografickym michadlem stanovuje obsahu jodu metodou diferen¢né pulzni polarografie na
visici rtut’ové kapkové el ektrodg.

Podminky metody:
modulacni amplituda 50 mV
Referencni elektroda argentchloridova
pomocha platinova
stabilizace kapky 2 minuty
potencial -800 az -1700 mV

Stejnym zptasobem se proméii slepy pokus.
5.2 Jodometrické stanoveni jodu v premixech
5.2.1 Mineraizace zkusebniho vzorku se provede podle postupu 5.1.1.

Popel se kvantitativné pievede horkou vodou do kadinky na 250 ml a povaii se. Vyluh se
Zfiltruje pies stiedné husty papirovy filtr do 250 ml kadinky a filtr se dukladné promyje
horkou vodou. Filtrat se zneutralizuje roztokem kyseliny chlorovodikové (3.19) na indikator
fenolftalein (3.18) a potom zalkalizuje roztokem hydroxidu sodného (3.15). K takto
upravenému filtratu se piida 1 - 2 ml roztoku manganistanu draselného (3.13) (poznamka 8.2)
ajesté 0,5 ml navic. Roztok se vari po pridani varnych kuli¢ek 5 minut. Potom se piidaji 2 ml
ethylalkoholu (3.12) a digeruje se na vodni lazni az do vysrazeni kysli¢niku manganicitého.
Roztok se Zfiltruje do titra¢ni banky (poznamka 8.3), zbytek na filtru se promyje 3 x 2 ml
horkého roztoku chloridu amonného (3.14). Po ochlazeni se piidaji 2 g jodidu draselného
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(3.20), 20 ml kyseliny chlorovodikové (3.19) a titruje se odmérnym thiosiranu sodného
(poznamka 8.4) na skrobovy indikator (poznamka 8.5).

6. Vypocet
6.1 Polarografické stanoveni
Obsah jodu vyjadieny v mg/kg (X) se vypocita podle vzorce
X = Corp-Hy V Vo
(Hs- Hy)Vo.m

kde Hx je vyskapolarografického piku zkusebniho vzorku v mm
Hs vyska polarografického piku zkusebniho vzorku po pridavku standardu v mm

Vsip  objem piidaného standardu v ml

Csrp  Koncentrace standardu v mg/I

Vp pipetovany objem mineralizatu do polarografické nadobky v ml
V konecny objem mineralizatu v ml

m hmotnost zkusebniho vzorku v g

Vydedek je aritmeticky pramér dvou paralenich stanoveni, které splnuji podminku
opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na 0,1 mg/kg.

6.2 Titratni jodometrické stanoveni

Obsah jodu vyjadieny v mg/kg (Y) se vypocita z mnozstvi spotiebovaného odmeérného
roztoku thiosiranu sodného podle nasledujicich vztahi:

1 ml 0,1 mol/I thiosiranu sodného (3.16) odpovida 2,77 mg K| nebo
1 ml 0,1 mol/I thiosiranu sodného (3.16) odpovida 2,50 mg Nal nebo
1 ml 0,1 mol/I thiosiranu sodného (3.16) odpovida 2,12 mg |

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena

8. Poznamky

8.1 Pri o¢ekavaném obsahu jodu do 100 mg/kg se voli navazkavzorku 10 g a pridava se 5 ml
roztoku hydroxidu draselného. Pri ocekavaném obsahu jodu od 100 do 1000 mg/kg se
navazuje 5 g vzorku a pridava 10 ml hydroxidu draselného. Pii o¢ekavaném obsahu jodu nad
1000 mg/kg se navazuje 1 g vzorku a pridava 10 ml hydroxidu draselného.
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Pokud vzorek neobsahuje zadny organicky material nebo ho obsahuje jen velmi maly podil.

8.2 Mnozstvi manganistanu draselného musi byt takové, aby se zoxidoval veskery jodid
draselny na jodi¢nan. Zbarveni typické pro manganistan draselny musi vydrzet minimalné
1,5 minuty, v pripadé, ze se objevi zabarveni typické pro kysli¢nik manganicity, je potiebné
Zvysit mnozstvi pridavaného manganistanu draselného.

8.3 Filtrat musi byt ¢iry, zakal svédci o pritomnosti kysliéniku manganicitého, ktery zvysuje
vysledek stanoveni.

8.4 P¥i obsahu jodu do 100 mg/kg se titruje odmérnym roztokem thiosiranu sodného (3.17),
pii obsahu nad 100 mg/kg odmérnym roztokem thiosiranu sodného (3.16).

8.5 Roztok skrobu je nutné piidat az tésn¢ pied koncem titrace.
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6.1 Stanoveni obsahu oxidu kiemigitého

Metoda je uvedena v metodickych postupech laboratorniho zkouseni k priloze ¢. 9 vyhlasky
¢. 124/2001 Sb., ¢ast 7. Makroelementy
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6.2 Stanoveni obsahu oxidu hlinitého

Metoda je uvedena v metodickych postupech laboratorniho zkouseni k priloze ¢. 9 vyhlasky
¢. 124/2001 Sb., ¢ast 7. Makroelementy
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7.1 Vyhodnocovani avypocet vysledki stanoveni doplikovych

latek difuzni plotnovou metodou

1. U&d arozsah

Tato metoda uvadi a specifikuje uzancné zavazny zpusob pro vyhodnocovani a vypocet
vysledka pii stanoveni obsahu dopliikovych latek v premixech a krmnych smésich plothovou
difuzni metodou.

2. Princip

Prameéry inhibi¢nich resp. stimulaénich zén, vzniklych pii stanoveni doplikovych latek
difazni plothovou metodou, se méii pomoci odpichovatka s presnosti nggméné na 0,1 mm.

Ze souboru takto ziskanych hodnot se vypocita aritmeticky pramér pro kazdou koncentraci
zkouseného vzorku i standardu.

3. Vypocet

Z praméru délek zon odmetrenych odpichovatkem se vypocita aritmeticky pramér pro kazdou
koncentraci zkouseného vzorku i standardu tj. pramérné hodnoty.

Z rozdilu souctu vyssi a nizsi pramérné hodnoty délky zon zkouseného vzorku a vyssi i nizsi
pramérné hodnoty délky zon standardu se vypocita parametr (V):

V=M+V,)- (§+S)
pri fedéni 2: 1 V=M+V,)- (§+S)
pri fedéni 4: 1 V=(V,+V)- (§+3)

Ze souctu rozdilu vyssi anizsi pramérné hodnoty délky zon zkouseného vzorku a vyssi i nizsi
pramérné hodnoty délky zon standardu se vypocita parametr (W):

pii fedéni 2 : 1 W=(V,-V,)+(5,-S)
pii fedéni 4 : 1 W=V,-V)+(S§-9)
Z parametra V aW se vypogcita aéinnost v % (X):
a) pii fedéni 2: 1 X, =antilogM,

\Y
kde M, =2+(0,301L—)

W

kde X; je ucinnostv % pri fedéni 2: 1
V, W parametry vypoctené pii fedéni 2 : 1

449



b) pri fedéni 4: 1 X, =antilog M,
\%
kde M, =2+ (0,602.—)
w

kde X, je ucinnostv % pii fedéni 4: 1
V,W parametry vypoctené pii fedéni 4: 1

Obsah doplnikové latky (ac¢innost) v mg/kg X se vypocita podle vzorce:
_BX
100
kde b je predpokladana acinnost v mg/kg
Xi  aritmeticky pramér X; a X,
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8.1 Stanoveni ethoxychinu
Tato metoda je prekladem z LUFA ¢. 15.2.1

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni ethoxychinu (1,2-dihydro-6-ethoxy-2,2,4-
trimethylchinolin) v krmivech.

2. Princip

Ethoxychin je ze vzorku extrahovan methylalkoholem a alikvotni podil extraktu je po ziedéni
vodou reextrahovan do petroletheru a ethoxychin je stanoven fluorimetricky.

3. Chemikalie

3.1 Methylalkohol (poznamka 8.1)

3.2 Petrolether, frakce s bodem varu 40 az 60 °C (poznamka 8.1)
3.3 Chlorid sodny (krystalicka forma)

3.4 Siran chininu - referencni roztok, 1 ug/ml v roztoku kyseliny sirové ¢( H,SO,4) =
0,05 mol/l

Priprava: Do odmérné barnky na 1 000 ml se odvazi 0,100 g siranu chininu, piedem
vysuseného pii teploté 120 °C po dobu 3 hod a ochlazeného v exsikatoru, rozpusti se
v 0,1 mol/l roztoku kyseliny sirové, doplni toutéz po rysku a promicha.

3.5 Ethoxychin, standardni substance
3.6 Ethoxychin, zakladni standardni roztok

Priprava: Do odmérné barnky na 100 ml se odvazi piesné 100,0 mg standardni substance
ethoxychinu (3.5), rozpusti sev petroletheru (3.2), doplni timtéz po rysku a promicha.
1 ml tohoto zakladniho standardniho roztoku obsahuje 1,0 mg ethoxychinu.

3.7 Ethoxychin, pracovni standardni roztok

Priprava: Do odmérné banky na 100 ml se odpipetuje 5 ml zakladniho standardniho
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8.2 Stanoveni obsahu BHA, BHT, galata

Tato metoda je uvedenav Journal of the Association of Official Analytical Chemists (Vol.66,
No.3, 1983)

1. U¢d arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni BHA, BHT, galatt v tucich.
Pro ucely této metody se pouziva tato definice:

BHA, BHT, galaty jsou antioxidanty. BHA je chemicky 2,(nebo 3)butyl-4-hydroxyanisol,
BHT 2,6-di-terc.butyl-4-methylfenol, dodecylgalat CigH300s, oktylgalat CisH20s,
propylgalat CioH120s5

2. Princip

Vzorek se rozpusti v hexanu a BHA, BHT, galaty se extrahuji acetonitrilem. Roztok po
zakoncentrovani se naredi isopropanolem a davkuje se do vysokoucinného kapalinového
chromatografu (dale jen HPLC) s pouzitim UV detekce pii 280 nm.

roztoku ethoxychinu (3.6), doplni petroletherem (3.2) po rysku a promicha.
1 ml tohoto pracovniho standardniho roztoku ethoxychinu obsahuje 50 ug ethoxychinu.

4. PFistroje a pomucky

4.1 Spektralni fluorimetr (spektrofotometr s fluorescencnim zarizenim) s prislusenstvim
(kremenné kyvety 10 mm)

4.2 Vataskelna
5. Postup
5.1 Sestrojeni kalibracniho grafu

5.1.1 Do odmérné banky na 100 ml se odpipetuje presné 5,0 ml pracovniho standardniho
roztoku ethoxychinu (3.7), doplni po rysku petroletherem (3.2) a promicha (kalibracni roztok
A). Z tohoto roztoku se odpipetuje do odmerné banky na 20 ml presn¢ 10,0 ml (kalibracni
roztok B) a do odmérné banky na 25 ml se odpipetuje presné 5,0 ml (kalibracni roztok C),
kazda z téchto ban¢k se doplni petroletherem (3.2) po rysku a promicha. Tyto kalibra¢ni
roztoky odpovidaji koncentracim ethoxychinu, A = 25 ug/ml, B = 1,25 ug/ml a
C=0,50 pg/ml.

5.1.2 Spektralni fluorimetr (4.1) s kyvetou naplnénou petroletherem (3.2) se nastavi na
nulovou hodnotu a s kyvetou naplnénou referencnim roztokem (3.4) se nastavi na hodnotu
100. M¢ii se fluorescence kalibracnich roztoka (A + B + C), resp. roztoku zkouseného vzorku
pii vinové délce buzeni 365 nm avinové délce méteni 460 nm.

452



5.1.3 Z namétenych hodnot absorbanci a jim odpovidajicim koncentraci se sestroji kalibracni
graf ug etoxychinuv 1 ml.

5.2 Vlastni provedeni

Do kadinky vhodného objemu se odvazi presné 10,0 g jemné mletého zkusebniho vzorku,
piida se 50 ml methylalkoholu (3.1), promicha a ponecha asi 10 minut ustat. Potom se roztok
s pevnym podilem dekantuje pres skelnou vatu (4.2) a filtrat se jima do odmérné banky na
250 ml. Zbytek v kadince se jesté 2 x promyje dekantaci 50 ml methylalkoholu (3.1) opét do
stegjné odmeérné banky, tato se doplni methylalkoholem (3.1) po rysku a promicha.

Do deélici nalevky na 250 ml se odpipetuje alikvotni podil 25 ml extraktu, piida 100 ml vody
a dobie promicha. Potom se pfida 50 ml petroletheru (3.2) a uzaviena délici nalevka se asi
1 minutu mirné protiepava. Po rozdéleni fazi (poznamka 8.2) se spodni vodna vrstva odpusti
do kadinky. Petroletherovy extrakt se prevede do druhé délici nalevky a do prvni délici
nalevky se prevede vodna vrstva z kadinky. Tato vodna vrstva se znovu extrahuje s 25 ml
petroletheru (3.2) a po rozdéleni se spodni vodna vrstva odpusti a dale se nepouzije. Ke
spojenym petroletherovym extraktim se piida 50 ml vody a po uzavieni se délici nalevka
lehce protiepe. Po oddéleni se spodni vodna vrstva odpusti a dale se nepouzije. Petroletherovy
extrakt se prevede do odmeérné barky na 100 ml, baika se doplni petroletherem(3.2) po rysku
apromicha. Dale se postupuje podle 5.1.2.

Koncentrace ethoxychinu se zjisti z kalibracniho grafu.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
Obsah ethoxychinu v mg/kg (X) se vypocita podle vzorce:
X = 100.C
m
kde C je koncentrace ethoxychinu zjisténa z kalibracniho grafu v pg/mi

m alikvotni podil navazky zkusebniho vzorku v g (pfi presném dodrzeni
postupu = 1)

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s presnosti na celé mg/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Methylalkohol a petrolether jsou nebezpecnymi hoilavinami |.téidy, methylalkohol je
navic nebezpetnym jedem, proto pri jakékoli manipulaci s témito je nutné zachovavat
bezpecnostni pravidla.
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8.2 Jeli k dispozici material bez detekovatelného obsahu ethoxychinu, potom je Iépe
provést kalibraci s pouzitim tohoto materialu. K tomu se pripravi modelové vzorky s obsahy
0 az 250 ug ethoxychinu v 1 g vzorku a postupuje se podle 5.2.

Sestrojeni kalibra¢niho grafu podle 5.1 se pouziva zvlaste pii kontrole technologie a
vysledky se pohybuji v piesnosti 97 az 98 %. Nad obsah 100 mg/kg se pouziva tento zptasob
vyhradné.
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9.1 Stanoveni kapsatinu v paprice
Tato metoda je preklad z LUFA ¢. 12.2.1

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni celkového obsahu barviva vyjadieného jako
kapsatin, prevazujiciho barviva papriky.

2. Princip

Kapsatin se stanovi po extrakci vzorku benzenem zpusobem podle Benedikta
spektrofotometricky.

3. Chemikalie

3.1 Benzen (poznamka 8.1)

4. Pristroje a pomucky

4.1 Spektrofotometr nebo fotokolorimetr vhodné konstrukce pro méieni pii vinové délce
496 nm s piislusenstvim (kyvety optické délky 10 mm)

4.2 Trepackavhodné konstrukce

4.3 Susarnalaboratorni pro teploty do 70 °C

4.4 Odstiedivka vhodné konstrukce

5. Postup

Malé mnozstvi rozemletého zkusebniho vzorku (papriky) se susi v tenké vrstvé v susarné
(4.3) pii 65 az 70 °C po dobu 2 hod a na laboratorni teplotu se ochladi v exsikatoru. Z tohoto
vysuseného vzorku se odvazi asi 0,25 g s piesnosti nggméné na 0,001 g do kuzelové bainky na
100 ml, ptida se presné¢ 50,0 ml benzenu (3.1) a na tiepacce (4.2) se vytiepava 30 minut.
Potom se necha ustat, popt. odstredi (4.4), a po usazeni pevného podilu se z ¢irého extraktu
nebo supernatantu se odpipetuje piesné 5,0 ml do odmérné baiky na 50 ml, doplni benzenem
(3.1) po rysku a promicha. Absorbance extraktu se méti na spektrofotometru (4.1) v 10 mm
kyveté proti benzenu (3.1) pii vinové délce 496 nm (poznamka 8.2).

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
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Obsah celkového obsahu barviva, vyjadieného jako kapsatin v g/kg (X) se vypocita podle
vZorce:

X=20.C
kde C je koncentrace zjisténa z tabulky ¢.1

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminku opakovatel nosti a vyjadiuje se s presnosti na 0,1 g/kg.

Tabulka ¢.1
Absorbance (k) K oncentrace kapsatinu v mg/100 ml k/iC
0,2 0,101 1,98
0,3 0,153 1,96
0,4 0,205 1,95
0,5 0,257 1,95
0,6 0,310 1,94
0,7 0,363 1,93
0,8 0,416 1,92
09 0,469 1,92
1,0 0,522 1,92
11 0,575 1,92

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Benzen je nebezpetnou hoilavinou I.tfidy, proto pii jakékoli manipulaci s nim je nutno
zachovavat bezpecnostni pravidla

8.2 Maodifikaci této metody (André) se lze vyhnout méreni ve strmé ¢asti absorpéni kiivky
(496 nm) a meéti se absorbance Vv isobestickém bodu karotenoidu papriky pii vinové délce
477 nm. Vysledky se pak pocitaji s ohledem na specifickou absorbanci kapsatinu v benzenu
A1, = 1826 a spektrofotometr se kalibruje podle Basslera navrzenym roztokem chloridu
kobaltnatého a dvojchromanu draselného:

Ve 100 ml odmeérné bace se rozpusti 1,3500 g hexahydratu chloridu kobaltnatého (CoCl..
6 H,0) a 0,0125 g dvojchromanu draselného (K,Cr.07) v 5 % kyseling sirové, doplni toutéz
po rysku a promicha. Absorbance tohoto kalibratniho roztoku se méii pii vinové délce
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477 nm proti 5 % kyseliné sirové v 10 mm kyvetach a ma byt 0,315 s piesnosti 0,002. P¥i
vyssich odchylkach se zavadi faktor

0315
A

kde A je naméiena absorbance kalibracniho roztoku

f

Timto faktorem se vysledky stanoveni nasobi. Tato modifikace vsak vykazuje ponékud vyssi
vysledky proti nemodifikované metode.
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9.2 Stanoveni obsahu nativnich a pridanych karotenoida
Tato metoda je preklad z LUFA ¢. 12.3.1

1. U&d arozsah

Jsou uvedeny dvé metody. Jedna z nich (A) specifikuje podminky pro stanoveni estert
kyseliny apo-karotinové, citranaxantinu a kantaxantinu, druha (B) specifikuje podminky pro
stanoveni karotenu, veskerych xantofyla, luteinu a zeaxantinu.

2. Princip
Metoda A:

Vzorek je fermentovan a extrahovan chloroformem. V tomto extraktu jsou obsazeny estery
kyseliny apo-karotinové, citranaxantin a kantaxantin. Extrakt pro stanoveni karotend, esteri
kyseliny apo-karotinové a citranaxantinu je reextrahovan do hexanu a délenim na sloupci
oxidu hlinitého jsou ziskany frakce esteri kyseliny apo-karotinové (I) a citranaxantinu (1),
vhnichz se estery kyseliny apo-karotinové a citranaxantin stanovi spektrofotometricky.
Karotenova frakce se nepouzije.

Pro stanoveni kantaxantinu v samotnych krmivech se chloroformovy extrakt zmydeliiuje a na

sloupci oxidu hlinitého se oddéli od karotenu. Zbyvajici piitomné karotenoidy jsou oddéleny
pomoci chromatografie na tenké vrstvé (dale jen "TLC") a kantaxantin je stanoven
spektrofotometricky.

Metoda B:

Vzorek je po zmydelnéni extrahovan diethyletherem, alikvotni ¢ast extraktu je reextrahovana
do hexanu a na sloupci oxidu hlinitého je rozdélena do dvou frakci.

Frakce | obsahuje alfa, beta a gama karoteny, které se stanovi piimo spektrofotometricky.

Mezifrakce obsahujici castecné estery kyseliny apo-karotinové a caste¢né i citranaxantin se
dale nepouzije.

Frakce Il obsahuje kantaxantin, veskeré xantofily, lutein a zeaxantin. V této frakci se ngjprve
spektrofotometricky zméii karoteny a nekorigované xantofyly, pak se alikvotni ¢ast této
frakce extrahuje hexanem a po oddéleni s Hyflo-supergelem nebo s Dicalit-magnesiem se
stanovi lutein a zeaxantin spektrofotometricky. U celkovych xantofylu se provede korekce.

3. Chemikalie
3.1 Pepsin (napi. od fy Siegfried, Zofingen, Swiss¢. kat. 226780)
3.2 Trypsin, aktivity 1 : 3000 NF XI (napt. od fy Serva, Heidelberg ¢.kat.31855)

3.3 Fermentagni smés
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Priprava: 5 g pepsinu (3.1) a5 g trypsinu (3.2) se rovnomerné rozetie v tieci misce a
promicha.

3.4 Amoniak, ziedény (1 + 1)

3.5 Kysdinachlorovodikova 37%, ziedéna (1 + 1)
3.6 Chloroform

3.7 Siran sodny, vyzihany

3.8 n-Hexan (poznamka 8.1)

3.9 Oxid hlinity 12 % deaktivovany

Priprava: Oxid hlinity neutralni (aktivity I) se vyziha pii 750 °C asi 2 az 3 hod., ochladi
v exsikatoru. Pred pouzitim se protiepe s 12 % vody a prevede do uzaviené nadoby.

3.10 Diethylether (3.22) 2 % v hexanu (3.8) (poznamka 8.1)

Priprava: Do odmérné barnky na 1000 ml se odpipetuje 20 ml diethyletheru (3.22),
doplni n-hexanem (3.8) po rysku a promicha.

3.11 Diethylether 5 % v hexanu (poznamka 8.1)

Priprava: Do odmérné banky na 1000 ml se odpipetuje 50 ml diethyletheru (3.22),
doplni n-hexanem (3.8) po rysku a promicha.

3.12 Diethylether 10 % v hexanu (poznamka 8.1)

Priprava: Do odmérné barnky na 1000 ml se odpipetuje 100 ml diethyletheru (3.22),
doplni n-hexanem (3.8) po rysku a promicha.

3.13 Chloroform (3.4) - aceton (3.30), smés (1 + 1)
3.14 Cyklohexan (poznamka8.1)

3.15 Deskapro chromatografii natenké vrstvé (TLC) svrstvou sikagelu 60 Fpsy, Silavrstvy
0,25 mm

3.16 Citranaxantin (pro kvalitativni pouziti jako okragjovy standard pro TLC)

Pripravac Do odmgérné banky na 50 ml se odvazi 500 mg 10%  koncentratu
citranaxantinu (komeréni vyrobek), piidaji se 2 ml ziedéného amoniaku (3.4), na
Spicku noze fermentacni smési (3.3), banka se promicha a umisti na 10 minut na vodni lazen
(4.4) vytemperovanou na 50 °C. Po ochlazeni se piida 25 ml chloroformu (3.6), baika se

uzavie, vlozi na trepacku (4.2) avytiepava se po dobu 30 minut. Pak se doplni
chloroformem (3.6) po rysku, promicha afiltruje suchym stredn¢ hustym filtrem do suché
kadinky aprvni podil filtratu se nezachycuje. Z filtratu se odpipetuje 5 ml do odmérné

banky na 50 ml, doplni chloroformem (3.6) po rysku a promicha.
Tento roztok obsahuje 100 pg citranaxantinu v 1 ml.

3.17 Kantaxantin (pro kvalitativni pouziti jako okrajovy standard pro TLC)
Priprava: shodna s 3.16 - navazka z 10 % koncentratu kantaxantinu.

1 ml roztoku obsahuje 100 ug kantaxantinu.
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3.18 Ethylalkohol bezvody (poznamka 8.1)

3.19 Hydroxid draselny, roztok 50 g/100 ml

3.20 Petrolether, frakce o bodu varu 40 - 60 °C (poznamka 8.1)
3.21 Hydrochinon pevny

3.22 Diethylether peroxidi prosty (poznamka 8.1)

3.23 Vodadestilovana, nasycena diethyletherem

Priprava: Asi 200 ml diethyletheru (3.22) se v délici nalevce vytiepava po dobu asi
2 minut se 700 ml destilované vody a spodni faze se pouzije k analyze.

3.24 Oxid horecnaty pro chromatografii (napi. Serva)
3.25 Hyflo-super-gel nebo Dicalit
3.26 Aceton 10 % v hexanu (poznamka 8.1)

Priprava: Do odmérné banky na 1 000 ml se odméti 100 ml acetonu (3.30), doplni po
rysku n-hexanem (3.8) a promicha.

3.27 Aceton 20 % v hexanu (poznamka 8.1)

Priprava: Do odmérné barnky na 1 000 ml se odméti 200 ml acetonu (3.30), doplni po
rysku n-hexanem (3.8) a promicha.

3.28 Aceton 30 % v hexanu (poznamka 8.1)

Priprava: Do odmérné banky na 1 000 ml se odméti 300 ml acetonu (3.30), doplni po
rysku n-hexanem (3.8) a promicha.

3.29 Vyvijeci smés dichlormethan-hexan-diethylether (4 + 4 + 2)
3.30 Aceton (poznamka 8.1)

3.31 Ethylalkohol-benzen, smés (1 + 1) (poznamka 8.1)

3.32 Dusik

4. PFistroje a pomucky

4.1 Spektrofotometr registracni s piislusenstvim (kyvety o optické délce 10 mm)
4.2 Trepackavhodné konstrukce

4.3 Odparkarotacni

4.4 Lazen vodni stermostatem

4.5 Trubice chromatograficka, délka 300 mm, pramér 20 mm, s vytazenou spickou, fritou a
vypoustécim kohoutem

4.6 Kelimek filtratni o porozité 4 (Sy)

4.7 Zaktizeni pro filtraci za snizeného tlaku
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4.8 Odstiedivka laboratorni
4.9 Chladi¢ zpétny, vodni se zabrusem
410 Vataobvazova

4.11 Banky odparovaci s kulatym dnem a zabrusem, obsahu 1 000, 250 a 100 ml ase
zarizenim pro piivod plynu

4.13 Mikrodavkovag
414 Lzickamalad auzka

5. Postup
5.1 Metoda A - stanoveni esteri kyseliny apo-karotinové, citranaxantinu a kantaxantinu

Do odparovaci barky (4.12) na 1 000 ml se odvazi takové mnozstvi zkusebniho vzorku, aby

s ohledem na deklarovany obsah obsahovalo asi 25 az 300 pg esteri kyseliny apo-karotinové,
citranaxantinu nebo kantaxantinu, pfida se 100 ml vody, na spi¢ku noze fermentacni smesi
(3.3) a 3 ml zredéného amoniaku (3.4). Po promichani se barnka umisti na odparku (4.3) a
ponecha pii mirnych otackach ve vodni lazni (4.4) vytemperované na 50 °C po dobu
30 minut. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se piidava ziedéna kyselina chlorovodikova
(3.5), az smés dosahne pH=3 (pH papirek). Dale se prida presné 200 ml chloroformu (3.6)
(V1), baitka se zazatkuje a po dobu 30 minut se vytiepava na tiepacce (4.2). Cast této smési se
pak odstredi na odstiedivce (4.8), vodni faze se opatrné odsge a dale nepouzije,
chloroformova faze (alikvotni podil) se filtruje sttedné hustym filtrem, naplnénym siranem
sodnym (3.7) do suché kadinky, piicemz prvni podil filtratu se nezachycuije.

5.1.1 Pro stanoveni esterti kyseliny apo-karotinové a citranaxantinu se odpipetuje piresny
alikvotni podil filtratu chloroformového extraktu, ktery obsahuje asi 6 az 50 pug karotenoidi
(V2) (napi. 25 ml) do odparovaci baiky (4.12) na 250 ml, tato se umisti na odparku (4.3) a
pod piivodem dusiku (3.32) se obsah odpati do sucha. Odparek se rozpusti v 5,0 ml n-hexanu
(3.8).

Chromatograficky sloupec se pripravi tak, ze chromatograficka trubice (4.5) se umisti ve
vertikalni poloze, na vypustni uzaveér se vlozi smotek vaty (4.10), trubice se naplni n-hexanem
(3.8) a do ni se prevede takové mnozstvi deaktivovaného oxidu hlinitého (3.9), aby
sedimentovalo ve vysce as 80 mm. Hexan se pak odpusti az k vrcholu sloupce oxidu
hlinitého.

Na takto piipraveny sloupec se pievede cely hexanovy extrakt vzorku, piicemz barnka, ve
které byl extrakt, se nggméné 4 x vyplachne po 10 ml n-hexanu (3.8) a vyplach se vzdy
pievede rovnéz na sloupec. Ze spodu vytékajici kapalina (hexan) se dale pro stanoveni
nepouzije. Potom se na sloupec pievede asi 5 x po 10 ml 2 % diethyletheru v hexanu (3.10),
pratok se jima do odparovaci banky (4.12) na 250 ml, ¢imz se citranaxantin a kantaxantin
v horni ¢asti sloupce pomalu rozdéluje, zatimco estery kyseliny apo-karotinové postupuiji
sloupcem dolu. Nyni se na sloupec prevede 5 x po 10 ml 5 % diethyletheru v hexanu (3.11).
Protoze estery kyseliny apo-karotinové musi byt kvantitativné eluovany, k ¢emuz 50 ml 5 %
diethyletheru v hexanu nékdy nedostacuje, je nutno postup eluce vizualné kontrolovat.
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V piipadé, ze eluce esteri kyseliny apo-karotinové neni u konce, pridavky po 10 ml 5 %
diethyletheru v hexanu (3.11) se opakuji az se tak stane. Pritok se jima do stale stejné banky
(Frakce), obsahujici kvantitativné estery kyseliny apo-karotinové.

Potom se pod sloupec podstavi dalsi odparovaci barka (4.12) na 250 ml, na sloupec se
pievadi 5 x po 10 ml 10 % diethyletheru v hexanu (3.12) ajima se citranaxantin (Frakce Il).

Frakce | se na odparce (4.3) a vodni lazni (4.4), vytemperované na 50 OC pod piivodem
dusiku (3.32) odpari do sucha a odparek se ihned rozpusti v presné 0,5 ml chloroformu (3.6)
(V3), prida se presné 50,0 ml cyklohexanu (3.14) (V4). Pri navazce vzorku obsahujici 25 az
100 pg estert kyseliny apo-karotinové se prida jen 10,0 ml (V4). Po rozpusténi a promichani
se méti na spektrofotometru (4.1) od 600 do 400 nm v 10 mm kyvetach proti cyklohexanu
(3.14) jako slepému pokusu.

Maximum absorbance ma byt u 446 nm.

5.1.2 Frakce Il serovnéz za stejného postupu a podminek jako Frakce | (viz 5.1.1) odpati do
sucha, odparek se rozpusti v presn¢ 0,5 ml chloroformu (3.6) (V3), prida se presné 50,0 ml
hexanu (3.8) (V4). Pfi navazce vzorku obsahujici 25 az 100 ug citranaxantinu se prida jen
100ml (V4). Po rozpustéeni a promichani se méii koncentrace citranaxantinu na
spektrofotometru (4.1) v 10 mm kyvetach od 600 do 400 nm proti hexanu (3.8) jako slepému
pokusu.

Maximum absorbance ma byt u 468 nm.

5.1.3 Pro stanoveni kantaxantinu se odebere presny alikvotni podil filtratu ziskaného podle
5.1, ktery obsahuje asi 6 az 50 pg kantaxantinu (V) (napi. 25 ml) do odparovaci banky (4.12)
na 250 ml, tato se umisti na odparku (4.3) a obsah se pod privodem dusiku (3.32) odpati do
sucha. Odparek se rozpusti v 60 ml ethylalkoholu (3.18), piida se 10 ml roztoku hydroxidu
draselného (3.19), 10 ml petroletheru (3.20), na spicku noze hydrochinonu (3.21) a po
promichani se zahtiva pod zpétnym chladicem (4.9) na vodni lazni (4.4) pii teplot¢ 70 az
80 °C po dobu 30 minut. Obsah banky se po vychladnuti prevede do délici nalevky, banka se
vyplachne 100 ml diethyletheru (3.22) a vyplach se prevadi rovnéz do téze délici nalevky.
Smés se opatrné promicha s diethyletherovou fazi, pricemz pred vlastni extrakci je nutno
délici nalevku nekolikrat odvzdusnit. Kdyz jiz nevznika pretlak délici nalevkou se siing
protfepe. Po uplném oddéleni fazi se spodni vodna faze odpusti do druhé délici nalevky a
znovu se prida do ni 100 ml diethyletheru (3.22), extrakce se opakuje, jak vyse uvedeno a pak
jeste jednou. Vodni faze se potom odpusti a dale se nepouzije.

Diethyletherové faze se spoji a nggméné 3 x promyji vzdy po 100 ml vody do neutralni reakce
(pH papirek). Potom se diethyletherovy extrakt prevede do odparovaci bainky (4.12) na
250 ml, tato se umisti na odparku (4.3) a obsah se odpari za ptivodu dusiku (3.32) pri teploté
30 °C do sucha. Odparek se rozpusti v piesné 0,5 ml n-hexanu (3.8).

Chromatograficky sloupec se pripravi steginé, jak je uvedeno v 5.1.1, na sloupec se pievede
cely hexanovy extrakt vzorku, pricemz banka, ve které byl rozpustén odparek, se 4 x
vyplachne po 10 ml n-hexanu (3.8) a vyplach se vzdy prevede na sloupec. Ze spodu vytékajici
kapalina (hexan) se dale pro stanoveni nepouzije. Potom se na sloupec prevede 5 x po 10 ml
smési chloroform-aceton (3.13) a eluat se jima do odparovaci banky (4.2) na 250 ml. Tato
frakce obsahuje veskery kantaxantin s malym podilem esteri kyseliny apo-karotinové a
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citranaxantinu. Odparovaci baika s chloroform-acetonovym extraktem se umisti na odparku
(4.3) a obsah se pod piivodem dusiku (3.32) odpati do sucha. Odparek se rozpusti v piesné
2,0 ml chloroformu (3.6) (V3). Pii obsahu 6 az 30 png kantaxantinu v navazce se prida pouze
1,0 ml chloroformu (V3). Roztok V3 ma obsahovat 30 az 100 ug kantaxantinu. Z tohoto
roztoku se rychle (ztraty odparenim) nanese mikrodavkovacem (4.13) presné 0,5 ml (V4) na
desku TLC (3.15), nebo aby se zamezilo ztratam pii odparovani je mozno odparek rozpustit
vzdy v 1 ml chloroformu a celé mnozstvi prevést na desku, piicemz banku jesté vicekrat
vyplachnout malym mnozstvim chloroformu a vsechno prevést na desku. Natéto desce (3.15)
se nanese po 0,02 ml citranaxantinového (3.16) a kantaxantinového (3.17) extraktu, jako
okrajové standardy avyvijeci smési (3.29).

Okrajovy standard citranaxantinu tvori dvé zoény cis-citranaxantinu (oranzovou) nad silné
rudé zbarvenou zonou trans-citranaxantinu.

Kantaxantin jako okragjovy standard ukazuje pod citranaxantinovou zonou slabé Zlutou cis-
kantaxantinovou a piimo pod ni silné ¢erven¢ zbarvenou trans-kantaxantinovou zonu.

Zmydelnénim vznika treti razova zona, ktera lezi pres ¢ervenou zonu trans-axantinu. Tri
kantaxantové zony se dohromady seskrabou do malé odparovaci baiky (4.12) arozpusti s 3 X
po 10 ml (event. i vice - vizualni kontrola) smési chloroform-aceton (3.13). Eluat se na
odparce (4.3) a vodni lazni (4.4) pri teplot¢ 50 °C pod piivodem dusiku (3.31) odpaii do
sucha, rychle se rozpusti v piesné 0,5 ml chloroformu (3.6), piida se piesné 10 ml popi. 5,0 ml
cyklohexanu (3.14) (Vs) améii se na spektrofotometru (4.1) v 10 mm kyvetach od 600 do 400
nm proti cyklohexanu (3.14) jako slepému roztoku.

Maximalni absorbce ma byt pii vinové délce 470 nm.
5.2 MetodaB - stanoveni karotent, xantofylu, luteinu a zeaxantinu

Do zmydelniovaci banky (4.12) na 250 ml se odvazi takové mnozstvi zkusebniho vzorku,
ktery obsahuje s ohledem na ocekavany obsah ve zkouseném vzorku 200 az 400 pug obsahu
celkovych xantofylu. Pri obsahu celkovych xantofylt ve vzorku 1 az 5 mg/kg se navazuje tak,
aby mnozstvi xantofylti v navazce bylo asi 30 az 150 ug. K navazce vzorku se prida 60 ml
ethylalkoholu (3.18), 10 ml roztoku hydroxidu draseiného (3.19), 10 ml petroletheru (3.20)
s ptidavkem na $pi¢ku noze hydrochinonu (3.21) a zmydelnuje se pod zpétnym chladi¢em
(4.9) na vodni lazni (4.4) vytemperované na 70 - 80 °C pod dusikem (3.31) a za ob¢asného
zamichani 30 minut. Po ochlazeni pod tekouci vodou se zmydelnéna smes prevede pomoci
100 ml vody do délici nalevky na 500 ml, piida se presné 250 ml diethyletheru (3.22), opatrné
promichava po dobu 5 minut a potom siln¢ protiepe. Objem této smési se odméii (V). Po
oddéleni fazi se odpipetuje presné 100 ml ¢iré diethyletherové faze (Vap), pievede do dalsi
délici nalevky na 500 ml vodou nasycenou diethyletherem (3.23) a touto se opatrné promyva
az do negativni reakce na akalie (pH papirek). Mezitim se necha pivodni uzaviena délici
nalevka ustat do uplného oddéleni vodné faze a zméii se objemy jak vodné (Vw), tak i
zbyvajici diethyletherové (Vrp) faze. Nakonec se zjisti objem odebraného alikvotniho podilu
diethyletherové faze (Vaip) a zbyvajici objem této faze (Vrp), Coz se ma rovnat celkovému
objemu diethyletherové faze (Vgp). Potom musi platit:

V=Vp+Vw
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Alikvotni podil diethyletherové faze vymyty do negativni reakce se smisi s 50,0 ml
petroletheru (3.20) aas po 5 minutach se oddéli v délici nalevce zbytky oddélené vody. Tento
extrakt se prevede do odparovaci baiky (4.12) na 250 ml, na rotacni odparce (4.3) a vodni
lazni (4.4) vytemperované na 50 °C se pod atmosférou dusiku (3.31) odpati do sucha. Jsou-li
v bance jeste zietelné zbytky vody piida se malé mnozstvi smési ethylalkohol-benzen (3.32) a
znovu se odpati. Odparek se rozpusti v piesné 0,5 ml n-hexanu (3.8).

Chromatograficky sloupec se pripravi tak, ze se do chromatografické trubice (4.4), umisténé
ve vertikalni poloze, vlozi k vytoku z trubice smotek vaty (4.10), pri uzavieném kohoutu se
trubice zcela naplni n-hexanem (3.8) a vsype se oxid hlinity (3.9) tak, aby sloupec po
sedimentaci byl do vysky 80 mm. Pak se n-hexan vypusti az po vrch sloupce, pricemz vytekly
hexan se pro dalsi stanoveni dale nepouzije.

Na takto piipraveny sloupec se pievede 5,0 ml hexanového extraktu vzorku, pod sloupec se
podstavi odparovaci baika (4.12) na 250 ml aeluuji se karoteny (Frakcel).

Potom se pod sloupcem vymeéni odparovaci banka za kuzelovou baiku na 300 ml a na
sloupec se davkuje 5 x po 10 ml 2 % diethyletheru v hexanu (3.10), tim se oddéli zbyvajici
podily citranaxantinu a kantaxantinu. Podily neaplné zmydelnéného esteru kyseliny
apokarotinové se eluuji davkami 5 x po 10 ml 5 % diethyletheru v hexanu (3.11). Dale se
eluuji podily citranaxantinu davkami 5 x po 10 ml 10 % diethyletheru v hexanu (3.12).
Jakmile klesne posledni davka tohoto k povrchu sloupce, tento podil eluatu se k dalsimu
stanoveni nepouzije, pod sloupec se podstavi dalsi odparovaci baika (4.12) na 250 ml a na
sloupec se davkuje 5 x po 10 ml sm¢si chloroform-aceton (3.13) a pak asi 3 x po 10ml
ethylalkoholu (3.18). Po proteceni celého objemu kapaliny se barika umisti na rotacni odparku
(4.3) a na vodni lazni (4.4), vytemperované na 50 °C pod privodem dusiku (3.31) se obsah
odpaii do sucha. Odparek se rozpusti v 50 ml ethylalkoholu (3.18) (Vaik) (Frakcel).

5.2.1 Hexanovy eluat Frakce | se narotacni odparce (4.3) avodni lazni (4.4) vytemperované
na 50 °C a pod privodem dusiku (3.31) odpati do sucha. Odparek se rozpusti bud’ v piesné
50 ml (¢i jiném obsahu) n-hexanu (3.8) (V4) a méti na spektrofotometru (4.1) v 10 mm kyveté
od 600 do 400 nm proti n-hexanu (3.8) jako slepému roztoku.

Maximum absorbance ma byt pii 450 nm (alfa a beta karoten).

5.2.2 Frakce Il rozpusténa v presné 50 ml popr. 20 ml ethylalkoholu (3.18) se méii na
spektrofotometru (4.1) od 600 do 400 nm v 10 mm kyveté proti ethylalkoholu jako slepému
roztoku.

Maximum absorbance ma byt pii 450 nm (nekorigované xantofyly).

5.2.3 Z frakce Il rozpusténé v 50 (20) ml ethylalkoholu (3.18) (Vaik) Se odpipetuje piresné 25
popi. 10 ml do odparovaci baiky (4.12) na 100 ml, odpaii se na odparce (4.3) a vodni lazni
(4.4) pii 50 °C pod ptivodem dusiku (3.31) do sucha. Odparek se rozpusti v 5 ml n-hexanu
(32.8) (Vmgo)-

Ke 20 g oxidu hore¢natého (3.23) se prida 10 g Hyflo-supergelu (3.25) a dobie se promicha
shexanem (3.8). Tato suspenze se prevede do chromatografické trubice (4.5), umisténé ve
vertikalni poloze, najgjiz dno bylo vlozeno malé mnozstvi morského pisku (4.11). Po usazeni
se hexan odpusti az k povrchu sedimentu. Vytekla kapalina se pro stanoveni dale nepouzije.
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Na tento sloupec se prevede hexanovy extrakt vzorku (Vwmgo), pod sloupec se podstavi
kuzelova bainka na 300 ml a otevie vypustni kohout. Po vypusténi hexanového extraktu az
k povchu sloupce se sloupec promyje postupné davkami 3 x po 10 ml n-hexanu (3.8), 15 ml
10% acetonu v hexanu (3.26), 15 ml 20 % acetonu v hexanu (3.27) a 30 az 40 ml 30%
acetonu v hexanu (3.28). Promyvani sloupce se pierusi, kdyz od vrcholu sloupce jsou vizualné
zietelné zony v poradi zeaxantin, lutein a kantaxantin. Protekla kapalina se dale pro stanoveni
nepouzije.

Potom se sloupec od shora pripousténym dusikem (3.31) pii otevieném kohoutu trubice zcela
vysusi. Na vrchu sloupce se zbytkové zbarvené zény malou lzickou (4.14) ¢i vhodnym
nastrojem odstrani a dale nepouziji. Pak se pomoci tlaku dusiku (3.31), privadéného do spodu
trubice vytlati sloupec, ae jen tak daleko az lze lzickou (4.14) odebrat ¢ast sloupce
obsahujiciho zeaxantin a tato cast se prenese do kadinky na 100 ml. Dale se obdobnym
zpusobem vytlaci ¢ast sloupce obsahujici lutein do dalsi kadinky na 100 ml. Obsah kazdé
z kadinek se smisi s malym mnozstvim ethylalkoholu (3.18), promicha, prevede na filtracni
kelimek (4.6) usazeny v zatizeni pro filtraci za snizeného tlaku (4.7) do néhoz je vlozena
odparovaci bainka na 100 ml a obsah kazdé z kadinek se filtruje za mirné snizeného tlaku,
promyva ethylalkoholem (3.18) az jiz vytéka ciry a bezbarvy promyvaci roztok. K tomu je
zpravidla potieba 30 az 40 ml.

Oba ethylalkoholové eluaty se odpaii na rotacni odparce (4.3) avodni lazni (4.4) 50 °C teplé
pod privodem dusiku (3.31) do sucha. Kazdy odparek se rozpusti v piesné 25 ml popt. 10 ml
ethylalkoholu (3.18) (V) a méfi se na spektrofotometru (4.1) od 600 do 400 nm v 10 mm

kyveté proti ethylalkoholu (3.18) jako slepému roztoku.
Maximalni absorbance ma byt pri 445 nm pro lutein 2450 nm pro zeaxantin.

6. Vypocet a vyjadieni vysedku
6.1 Obsah esteru kyseliny apo-karotinové vyjadieny jako ester kyseliny beta-apo-8-
karotinové v mg/kg (X) se vypocita podle vzorce:
_ 10000.AV,.(V; +V,)
2540V,.m

kde A je absorbance cyklohexanového extraktu vzorku (viz 5.1.1) pii vinové délce
446 nm (v maximu)

Vi  objem chloroformu pridaného k navazce vzorku v ml (200 ml)

V,  objem odpipetovaného alikvotniho podilu chloroformového extraktu v ml (presné
podle postupu 25 ml)

V3  objem chloroformu v némz byl rozpustén odparek v ml (0,5 ml)
V4 piidavek cyklohexanu k rozpusténému odparku v ml (50 nebo 10 ml)
2540 absorpéni koeficient esteru kyseliny apo-karotinové

m navazka zkusebniho vzorku v g
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6.2 Obsah citranaxantinu v mg/kg (Y) se vypocita podle vzorce:
v = 10000. A.V,.(V; +V,)

2745V,.m

kde A je absorbance hexanového extraktu vzorku pii vinové délce 468 nm (v maximu)
Vi vizad 6.1
\ vizad 6.1
V3 vizad 6.1

V,  pridavek hexanu k rozpusténi odparku v ml (50 nebo 10 ml)
2745 absorpéni koeficient citranaxantinu
m navazka zkusebniho vzorku v g (viz ad 6.1)
6.3 Obsah kantaxantinu v mg/kg (Y) se vypocita podle vzorce:
7= 10000. AV, .V,.(V; +V;)

2000V, .V,.m
kde A je absorbance cyklohexanového extraktu vzorku (5.1.3) pii vinové délce 470 nm
(v maximu)
Vi vizad 6.1
\2 vizad 6.1

V3 objem chloroformu k rozpusténi odparku v ml
V4,  objem preneseny na TLC desku v ml (2 nebo 1)
2000 absorpeni koeficient citranaxantinu
Vs  objemk V piidaného cyklohexanu v ml (10 nebo 5 ml)
m navazka zkusebniho vzorku v g (viz ad 6.1)
6.4 Obsah alfa, beta a gama karotenu v mg/kg (W) se vypocita podle vzorce:
_ 10000. AV,, Vgp

2500. A, p-m
kde A je absorbance hexanového extraktu vzorku (5.2.1) pii vinové délce 450 nm
(Vv maximu)
Vy objem hexanu, ve kterém byl rozpustén odparek po chromatografickém déleni

v ml (50 ¢i jiny objem)

Vep  celkovy objem diethyletherové faze po zmydelnéni v ml (po uplném oddélent)
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Vap daikvotni podil diethyletherové faze po zmydelnéni prevedeného do délici
nalevky v ml (100)

2500 absorpeni koeficient karotent
m navazka zkusebniho vzorku v g (viz ad 6.1)
6.5 Celkovy obsah xantofylt v mg/kg (N) se vypocita podle vzorce:

_ 10000. AVgp .V«
2500.A,p-Mm

- 20,65 (poznamka8.2)

kde A je absorbance ethanolického extraktu vzorku (5.2.2) pri vinové délce 450 nm
(Vv maximu)

Ve Vizad6.4

Vap Vizad6.4

V axk  Objem ethylalkoholu k rozpusténi frakce Il v ml (50 nebo 20)
2500 absorpéni koeficient xantofyla

m navazka zkusebniho vzorku v g (viz ad 6.1)
Z obsah kantaxantinu v mg/kg (viz ad 6.3)
6.6 Obsah luteinu v mg/kg (L) se vypocita podle vzorce:

_10000. AV,.V 5 Vep
2560. Ao VoM

kde A je absorbance ethanolického extraktu vzorku (5.2.3) pii vinové délce 445 nm

(Vv maximu)

Va  objem ethylalkoholu narozpusténi odparku po chromatografickém déléni v ml
(25 nebo 10)

Vak Vizad6.5

Vep Vizad 6.4

Vap Vizad6.4

Vmgo objem alikvotniho podilu z frakce Il v ml (25 nebo 10)
2560 absorpeni koeficient luteinu

m navazka zkusebniho vzorku v g (viz ad 6.1)
6.7 Obsah zeaxantinu v mg/kg (C) se vypocita podle vzorce:

_10000. AV, Vs Vo
2350. Ao Vap-M
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kde A je absorbance ethanolického extraktu vzorku (5.2.3) pii vinové délce 450 nm
(Vv maximu)

2350 absorpéni koeficient zeaxantinu
Va jakov 6.6

V alk vizad 6.5 Vb vizad 6.4
Vaip vizad 6.4

m navazka zkusebniho vzorku v g (viz ad 6.1)

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledkt dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splnuji podminky opakovatelnosti a vyjadiuji se s presnosti na 0,1 mg/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznamky

8.1 Hexan, diethylether, cyklohexan, ethylalkohol, petrolether, aceton a jegich vzajemné
smési jsou nebezpecnymi hoilavinami |.tiidy, a proto pii jakékoli manipulaci s nimi je
nezbytné zachovavat bezpecnostni pravidla.

8.2 Podle prvni ¢asti vzorce se vypocita celkovy obsah xantofylt (nekorigovany), od néhoz
se musi odecist stanoveny obsah kantaxantinu, ktery se vynasobi faktorem 0,65. Tento faktor
zohlednuje vztah absorbance kantaxantinu v cyklohexanu pii 470 nm k absorbanci
v ethylalkoholu pti 450 nm.
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10.1 Stanoveni obsahu kyseliny mravenci

Tato metoda je uvedena v Methodenbuch- Chemische Untersuchung LUFA
(Landwirtschaftlicher Untersuchungs und Forschungs Anstalen) ¢. 18.4

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni kyseliny mravenci v silazich.

2. Princip

Kyselina mraven¢i se stanovuje metodou podle Fuchse. Té¢kavé kyseliny, vydestilované ze
vzorku se podrobi reakci s manganistanem draselnym. Kyselina mravenci je jako jedinna
oxidovana v neutralnim nebo dlabé alkalickém prostiedi. Rusivé sozky jako aldehydy a
aceton, které také prechazi do destilatu, jsou odstranény odparenim neutralizovaného roztoku
pied titraci mangani stanem.
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10.2 Stanoveni obsahu kydli¢niku sifi¢itého
Tato metoda je uvedenav Officia Methods of Analysis AOAC 987.04

1. Utd arozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni kysli¢niku siti¢itého v krmivech.

2. Princip

Kydli¢nik sifi¢ity se uvolni po okyseleni vzorku krmiva proudem dusiku a jima se do roztoku
elektrolytu. Obsah kydli¢niku sifitého se stanovi metodou diferencni pulzni polarografie.
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10.3 Stanoveni obsahu formaldehydu
Tato metoda je uvedenav publikaci Laboratorni piirucka analyzy potravin, SNTL 1977

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni formaldehydu v krmivech.

2. Princip

Ze vzorku se po okyseleni kyselinou fosfore¢nou izoluje formaldehyd destilaci s vodni parou
a formaldehyd se v destilatu stanovi po reakci s kyselinou chromotropovou fotometricky pri
570 nm.
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11.1 Stanoveni obsahu sacharinu
Tato metoda je uvedenav Officia Methods of Analysis AOAC 980.18

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni sacharinu v krmivech.

2. Princip

Sacharin se extrahuje z vodného roztoku krmiva, po precisténi na kolon¢ s Celitem 545,
chloroformem. Chloroform se odpaii za laboratorni teploty a zbytek po odpareni se ziedi
roztokem hydroxidu sodného a obsah sacharinu se stanovi metodou diferencéni pulzni
polarografie.
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12.1 Stanoveni obsahu bakterii kmene Entorococcus (Streptococcus)

Tato metoda je uvedena v Methode der Bayerischen Landesanstalt fiir Ernahrung MSf - V 4 -
95.

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni poctu zarodka streptokoka skupiny D
v koncentratech, premixech, mineralnich krmivech a krmnych smésich.

2. Princip

Stanoveni obsahu bakterii kmene Streptococcus je provadéno na selektivnich zivnych padach
podle Slanetze a Bartleye. Jako referencni pada se pii stanoveni pouziva dalsi selektivni puda
(napt. KF agar) nebo u koncentrati vhodna neselektivni puda. Nao¢kované pady misky jsou
kultivovany pii 37 °C + 1 °C arast a pocty kolonii jsou vyhodnocovany po dvou a ¢tyidenni
kultivaci.
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12.1 Stanoveni obsahu bakterii kmene Bacillus
Tato metoda je uvedena v Bio Systems, postup 205-08.

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni pocétu zarodki bakterii kmene Bacillus
v krmivech.

2. Princip

Vzorek se homogenizuje ve sterilnim zied’'ovacim roztoku, ze kterého se pripravi dalsi
potiebna fedéni. Stanoveni pocétu zarodkt bakterii kmene Bacillus se provadi anaerobni
kutivaci na krevnim agaru pri 37 °C. Pocty kolonii, charakteristické pro dané mikroorganismy,
se odecitaji po 18 - 24 hodinach.
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Postupy laborator nino zkouseni krmiv, doplikovych

latek a premixu

Priloha ¢. 11 az 13 vyhlasky Ministerstva zemédélstvi ¢. 124/2001/Sh.,
kterou se stanovi pozadavky na odbér vzorka a principy metod
laboratorniho zkouseni krmiv, dopliikovych latek a premixa a zpiasob

uchovavani vzor ki
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Priloha €. 11 k vyhlasce ¢. 124/2001 Sb.

Postupy pro laborator ni zkouseni krmiv, dopliikovych latek a premixa

Seznam postupi fyzikalniho zkouseni kr miv

Nazev postupu
Stanoveni odrolu lisovanych krmiv

1
2  Stanoveni zrnitosti

3  Stanoveni feromagnetickych primesi
4

Stanoveni délky a praméru granuli
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1. Stanoveni odrolu lisovanych krmiv

1. Ugd arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni odrolu u granulovanych krmiv. Metoda je
pouzitelna pro vsechny druhy krmiv a premixu.

2. Princip
Odrol se stanovi jako sypky podil po oddéleni granuli na predepsaném situ, vazkove.

3. PFistroje a pomucky

3.1 Pristroj prosévaci horizontalni, vhodné konstrukce, s primocarym pohybem a regulaci
poc¢tu kmitd a ¢asu, opatieny sadou sit o délce ramu 430 mm, sifce 150 mm avysce 20 mm

3.2 Utredn¢ ovérena sita s draténou a plechovou piepazkou, se étvercovymi otvory

prameér granuli v mm délka strany otvort v mm
21az35 2,0 (draténa prepazka)
3,6 az 6,5 3,15 (plechova prepazka)
6,6 az 10,0 6,3 (plechova prepazka)
nad 10,0 8,0 (plechova prepazka)
4. Postup

Odvazi se 600 az 700 g konecného vzorku s presnosti nggméné na 0,1 g na sito,
odpovidgjici praméru granuli zkouseného vzorku. Po upevnéni sita do prosévaciho pristroje se
vzorek proséva po dobu 2 minut pii 120 kmitech/min.

Propad sitem se kvantitativné prevede na vhodnou podlozku a zvazi se s presnosti nggméné
na0,1g.

5. Vypocet a vyjadieni vysledkua
Odrol v g/lkg (X) se vypocita podle vzorce :
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kde m; je hmotnost propaduv g
m hmotnost zkusebniho vzorku v g

Vydedkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledka dvou soubézné provedenych
stanoveni, které spliuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s piesnosti na celé jednotky

a/kg.

6. Opakovatelnost
Zatim neni stanovena
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2. Stanoveni zrnitosti.

1. Ugd arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni zrnitosti sypkych krmiv. Metoda je
pouzitelna pro vsechny druhy krmiv a premixa.

2. Princip

Zrnitost se stanovi jako hmotnostni podily ¢astic raznych velikosti prosévaci zkouskou
konecného vzorku na predepsanych sitech, vazkove.

3. PFistroje a pomucky
3.1 Sadasit

Nejcastéji pouzivana sita jsou sita 0 praméru 200 mm, s kruhovymi otvory nebo s draténou
tkaninou se ¢tvercovymi  oky, s délkou strany 2,8 mm, 2,0 mm, 1,0 mm, 0,5 mm a 0,2 mm.
Sita musi byt Gredné ovérena.

3.2 Prosévadlo mechanické, vhodné konstrukce (napt. typ AP 2).

4. Postup

Odvazi se 100,0 g kone¢ného vzorku na horni sito prosévadla (poznamka 7.1), na které byla
predem naskladana potiebna sita v poradi od sita s nevétsimi otvory (nahore) k sitim
s mensimi otvory (dolt) a proséva se 120 sekund pii 120 ot/min. Podily na jednotlivych sitech
nebo propad sitem s ngimensimi otvory se kvantitativné presypou na vhodné podlozky a zvazi
s presnosti nggméné na 0,1 g.

5. Vypocet a vyjadieni vysledkua
Podil na prislusném sité (propad sitem) v g/kg (X) se vypocita podle vzorce :

_10°m
m

X

kde m; je hmotnost podiluvzorku naprislusném sité (propadu piislusnym sitem) v g
m hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g

Vydedkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledka dvou soubézné provedenych
stanoveni (poznamka 8.2), které spliuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s piesnosti
do hodnoty 20 g/kg na celé jednotky g/kg a nad hodnotu 20 g/kg na desitky g/kg.
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6. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena

7. Poznamky

7.1 Pokud jsou v krmivu ptitomna cela zrna obilovin nebo jiné abnormalné velké castice, je
nutno odebrat ke zkouseni cely, nedéleny laboratorni vzorek. V tomto piipadé se soubézné
stanoveni neprovadi.
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3. Stanoveni ferromagnetickych primési

1 Uke arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni ferromagnetickych piimési. Metoda je
pouzitelna pro vsechny druhy krmiv a premixu.

2. Princip

Ferromagnetické primési se stanovi na zakladé svych magnetickych vlastnosti, separaci ze
vzorku krmiva magnetem, vazkove.

3. Pristroje a pomicky

3.1 Sito skruhovym ramem adélkou strany ok 0,2 mm (aifedné ovérené)
3.2 Prosévadlo mechanické, vhodné konstrukce (napi. typ AP 2)

3.3 Magnet permanentni

3.4 Foliez plastické hmoty, vhodného rozméru + sklenéna podlozka

3.5 Meéfitko s presnosti nggméne na 0,2 mm

4. Pracovni postup

Odvazi se 100,0 g kone¢ného vzorku (poznamka 7.1) na sito (2.1) a proséva se bud’ na
prosévacce (2.2) asi 120 sekund pii 120 ot/min., nebo ru¢ng, za piedpokladu, ze sito je
opatreno vikem i dnem. Ru¢ni prosévani se provadi krouzivym pohybem po dobu rovnéz
120 sekund. Zbytek na sit¢ se nasype na sklenénou podlozku, rozhrne do vrstvy vysky asi
10 mm.

Pak se vezme magnet (2.3), obali se folii z plastické hmoty (2.4) a ve velmi blizké
vzdalenosti od vrstvy vzorku se projizdi magnetem (2.3) nad vrstvou vzorku, a to postupné
nad celou jeji plochou, v obou na sebe kolmych smérech. Pri projizdéni se magnetem (2.3)
lehce pootaci. V prostoru piipravené odvazovacky, zcela suché a zvazené s presnosti na 0,1 g,
se z magnetu opatrné sejme folie z plastické hmoty (2.4) tak, aby piimési z magnetu (2.3) se
vysypaly kvantitativné do odvazovatky. Tato se pak zvazi s vyse uvedenou presnosti
(poznamka 7.2).

5. Vypocet
Obsah ferromagnetickych piimési v g/kg (X) se vypocita podle vzorce :
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3 -
o - 10°(m, - m)

m,
kde my je hmotnost vzorkuv g
my hmotnost prazdné odvazovacky
my hmotnost odvazovacky s piimeési v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych
stanoveni a vyjadiuje se s presnosti najednotky g/kg.

6. Opakovatelnost
Zatim neni stanovena

7. Poznamky

7.1 U lisovanych smeési se vzorek nejdiive podrti na ¢astice velikosti max. 2,0 mm.

7.2 Je-li pozadavek na rozmér téchto primesi, alespon nejvétsich, zmeri se ngjvetsi castice
(délka, sitka) metitkem a zjisti se, zda jsou pritomny castice vétsi nez 1,0 mm.
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4. Stanoveni délky a praméru granuli

1. U&d arozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni délky a praméru granulovanych krmiv.
Metoda je pouzitelna pro vsechny druhy krmiv a premixa.

2. Princip

Pramér adélka granuli se zjisti jako pramér métreni uréitého poctu granuli, které se ve svém
prameéru vyrazné nelisi (ngde o smés granuli vyrobenych na matricich riaznych prameéra).

3. Pristroje a pomucky

3.1 Posuvné meritko s presnosti méreni na 0,1 mm

4, Postup

Ze vzorku se vybere 100 vzhledové neporusenych granuli (bez zlomku), které maji tvar
valetku a vyrazné se nelisi ve svém praméru a z téchto se vybere nahodné 20 granuli pro
vlastni méfeni. U vybranych granuli se posuvnym mgtitkem zméii jejich prameér a délka.

5. Vypocet a vyjadieni vysedki

Velikost granuli, tj. pramér a délka v mm (X, Xp) se vypocita jako aritmeticky pramér ze
souc¢tu namerenych hodnot podle vzorce :

kde X1,X2,X3..XN jsou jednotlivé hodnoty praiméru nebo délkyméienych granuli v mm
n je  pocet mereni praméru nebo délky (obvykle 20)

Vysledkem stanoveni je aritmeticky pramér vysledki dvou soubézné provedenych
stanoveni, které spliuji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s piresnosti na celé jednotky
mm.

6. Opakovatelnost
Zatim neni stanovena
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Priloha ¢. 12 k vyhlasce €. 124/2001 Sb.

Postupy pro laboratorni zkouseni krmiv, dopliikovych latek a
premixu

Seznam postupid smyslového zkouseni kr miv

Nazev postupu
1 Posuzovani barvy, struktury a konzistence

Posuzovani pachu
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1. Posuzovani barvy, struktury a konzistence

Barva, struktura a konzistence se posuzuje vyhradné za dobrého denniho svétlav konecném
vzorku krmiva. Vzorek se rozprostie na bilé podlozce (napi. filtracni papir), pritlaci do
kompaktni vrstvy a prohlizi bud® pouhym okem nebo pomoci lupy. Posuzuji se zeiména
odchylky od barvy typické pro dané krmivo. U krmnych smési se posuzuje barva
s prihlédnutim k zastoupeni obsazenych surovin.

U struktury a konzistence se posuzuje zejména neporuseni puvodniho stavu a kvalita
opracovani jednotlivych surovin (ostré slupky, kosti, cela zrna, dslepené hrudky 4q).),
u lisovanych smési se posuzuje, zda granule jsou stejné barvy a prameru.
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2. Posuzovani pachu

U celych semen (obiloviny, lusténiny a.) se pach posuzuje v celém zrnu a v jadie (po
rozemleti). U ostatnich krmiv, dopliikovych latek a premixa se pach posuzuje v pavodnim
stavu kone¢ného vzorku, ktery v pripadé potieby miaze byt jesté hrubé podrcen v treci misce.
Posuzuje se druh aintenzita pachu v pavodnim stavu a po slabém zahrati (nejlépe na susarng)
v kadince, prikryté hodinovym sklem.
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Priloha ¢. 13 k vyhlasce €. 124/2001 Sb.

Postupy pro laboratorni zkouseni krmiv, dopliikovych latek a
premixu

Seznam postupu specialniho zkouseni kr miv

Néazev postupu
Mikroskopie krmiv

Stanoveni skadct v obilovinach, lusténinach a oleninach
Stanoveni skadci v krmnych smeésich
Stanoveni snétivosti psenice

a b~ W N

Stanoveni druhové cistoty, necistot a skodlivych necistot
u obilovin, lusténin aolgnin

6. Podminky pro mikroskopické stanoveni, identifikaci nebo urcovani slozek zivocisného
ptivodu v krmivech.
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1. Mikroskopie krmiv

Slouzi k identifikaci jednotlivych druhi krmiv a k ur¢eni pritomnosti semen a plodu,
uvedenych jako nezadouci latky v piiloze &. 3 vyhl. MZ CR ¢&. 194./1996 Sbh., kterou se
provadi zakon o krmivech.

Provadi se z kone¢ného vzorku, jemné rozetieného v treci misce. Krmiva s vyssim obsahem
tuku se pied dalsi upravou musi odtucnit. Do kadinky 400 ml dame asi 5 g rozetieného
vzorku, piidame 15 ml 5% H,SO, a 150 ml destilované vody. Za stalého michani zvolna
varime 7 minut. Pak doplnime destilovanou vodou po okra kadinky a nechame ustat. Asi po
60 minutach opatrné dlijeme kapalinu nad sedlinou. Pfidame 210 ml 5% KOH a doplnime
destilovanou vodou na puvodni objem. Varime opét 7 minut za ob¢asného promichani. Po
ukonéeni varu doplnime destilovanou vodou a nechaime asi 60 minut ustat. Dekantaci
provedeme 3x. U zivoc¢isnych moucek varime pouze s 5 ml 5% KOH + 150 ml destilované
vody 2 - 5 minut. Vzorek je pripraven k mikroskopickému vysetireni (poznamka 1).
Nejvhodngjsi zvétseni je 200 - 300 X.

Poznamka 1

Bunééné struktury se posuzuji podle viastnich preparatt, piipravenych z jednotlivych druhia
krmiv, ptipravenych pro tyto ucely tak, aby nebyly znecistény jingmi krmivy.
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2. Stanoveni skidca v obilovinach, lusténinach a olg ninach.

1. Podstata zkousky

Zivi skadci se zjistuji po prosati vzorku v propadu, popt. v podilu na sité bud’ pouhym
okem, popi. pomoci lupy nebo stereoskopickym mikroskopem

2. P¥istroje a pomicky

2.1 Sitasdraténymi tkaninami se ¢tvercovymi oky s délkou strany oka 1 mm, popi. 2,8 mm
2.2 Petriho misky praméru nggméné 80 mm

2.3 Pinsetamekka

2.4 Lupa, zvétsujici 6x a 10x nebo stereoskopicky mikroskop (zvétseni 10x avice)

2.5 Mechanické prosévadlio vhodné konstrukce

2.6 Mikroskop (zvétseni 80x avice)

2.7 Podlozni akryci sklicka

2.8 Podlozkas mezikruzimi k odecitani poctu skadca

3. Chemikalie
3.1 Etanol denaturovany 1 % benzinu
3.2 Konzervacni tekutina s obsahem chlorhydratu (C,H3sCl 30, + CCI3CHO)

4, Postup

4.1 Ke zjisteni skladistnich skadca se konecny vzorek proseje sitem (2.1) o prameéru ¢i délce
strany nggmén¢ 30 cm, s kruhovymi nebo ¢tvercovymi otvory o praméru ¢i délce strany oka
2,2 mm az 2,5 mm (popt. podle druhu vyrobku i s mensimi otvory sita).

Vzorek se vysype na sito (2.1) po ¢astech; kazda ¢ast se proséva krouzivym pohybem asi
1 minutu a z kazdého dil¢iho propadu se stanovi pocet zivych brouki a urci se jegjich druh.
Jednotlivé druhy se stitaji oddélené. K mrtvym broukam se neprihlizi. Pri prosévani se brouci
nekdy zdaji zdanlive mrtvymi. Jgjich zivotnost se zjistuje tak, ze se stita za 15 az 20 sekund
po proseti anebo se na brouky, ktefi neprojevuji znamky zivota nékolikrat dychne. Je-li teplota
zrnanizsi nez 10 °C, ohtiva se ziskany propad obsahujici brouky po 10 az 20 minut pii teploté
20 az 30 °C. Potom se brouci, ktefi projevi znamky zivota pripo¢tou k zivym broukam.
Zjisteny celkovy pocet zivych brouki ze zkouseného vzorku se piepocte na 1 kg zrna. Propad
se pouzije také ke stanoveni rozto¢u (podle odstavce 4.5).
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4.2 Pxi zjistovani pilousi se stanovi stupen napadeni podle poctu zivych brouki prepoctem

ze zkusebniho vzorku na 1 kg zrna podle tab. 1. Pri Ill. stupni (silné napadeni) se musi v
rozboru uvést i pocet zivych pilousi v 1 kg zrna (viz tab. 1).
Tab. 1
Stupen napadeni Pocet zivych pilousi na 1 kg
. vyskyt nejvyse 2 brouci
I1. napadeni 3 az 5 brouku
I11. silné napadeni nad 5 brouki

4.3 PXi zjistovani ostatnich brouka napt.:

lesak skladistni (Oryzaephilus surinamensisL.),
lesak mou¢ny (Laemophlocus ferrugineus Steph.),
potemnik skladistni (Tribolium confusum Jacq.),
potemnik moucny (Tenebrio molitor L.),

kornatec skladistni (Tenebrioides mauritanicusL.),
cervoto¢ spizni - chlebovy (Stegebium paniceum L.),
vrtavec zhoubny (Ptinus fur L.),

korovnik obilni (Rhizopeltha dominicaF.),

popiipadé celé fady dalsich druht, v praxi znamé pod nazvy pisivky, maloclenci, trojatci
apod. se neuvadi stupen napadeni, ale jen zjistény druh a pocet Zivych brouki na 1 kg zrna
(semen).

4.4 Pxi zjistovani napadeni zrna (semen) housenkami napr.:
zavijece moucného (Anogasta kiikniella Scott),

zavijece skladistniho (Ephestia elutella Hiibner),

zavijece paprikového (Plodian interpunctella Hiibner),
molaobilniho (TineagranellaL.),

makadlovky obilné (Sitotroga cerealellaOlivier) g.

se rozprostie konecny vzorek na stal, pokryty hladkym, tmavym, nejlépe ¢ernym papirem, do
nizké vrstvy a dukladné se prohlédne. Pri zjistovani zivych housenek se neprihlizi k jejich
druhu, ae jgich celkovy pocet se piepocte na 1 kg zrna (semen). Zjisti-li se ve vzorku pouze
zamotky molt (smotky), uvede se toto zjisténi v rozborul.

4.5 Stupen napadeni zrna (semen) rozto¢i se stanovi jednak podle mnozstvi rozto¢u ve
vzorku ajednak podle pachu zrna nebo semene. Zrna nebo semena silné napadena skodlivymi
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roztoci maji charakteristicky pach. Ke stanoveni mnozstvi roztoci se rovnomérné rozprostie
propad sitem, ziskany pii stanoveni skudca (zjistovani roztoca a pilousi je soucasné), do
nizké vrstvy na Petriho misce (2.2) o praméru nggméné 10 cm aihned se provede stanoveni.
Petriho miska (2.2) musi byt podlozena cernym papirem.

Pouhym okem nebo lupou (2.4) 6 az 10krat zvétsujici je nutno odhadnout, zda pohyblivych
stadii roztoct je méné nebo vice nez 50. V prvém piipadé se pocitgji roztoci jednotlive, ve
druhém piipadé se nahradi ¢erny podkladovy papir podlozkou (2.8), odpovidajici vnéjsim
praimérem praméru Petriho misky, na které se provadi soucet. Na této podlozce je
10 mezikruzi, mezi nimiz je vyznateno 10 ¢ernych policek, tvoricich 1/30 obsahu vsech
mezikruzi (viz obr. 1).

obr.1

Soucet roztocu, jeichz pocet je vétsi nez 50 a mnohdy nezjistitelné velky, se provadi na
téchto cernych polickach a kone¢ny soucet vsech rozto¢u, nachazejicich se na ¢ernych
poli¢kach, se nasobi tFiceti; tim se vypocita celkovy pocet roztocta v propadu vzorku. Roztoce
nutno v tomto piipadé zjistovat pouze lupou (2.4) alespon 10krat zvétsujici anebo pod
mikroskopem, popi. binokularni lupou.

Je-li propadu piilis mnoho, takze se na Petriho misku (2.2) rovnomérné neda rozprostiit, je
mMozno pouzit jen ur¢itou ¢ast propadu a vysledek prepocitat na celkové mnozstvi propadu. Po
zjisténi poctu skodlivych roztoct ve vzorku se stanovi stupen napadeni podle tab. 2, piicemz k
vyskytu dravych roztoca do 500 kusi na 1 kg se nepiihlizi.

Zjisti-li se charakteristicky pach po rozto¢ich pii niz§im vyskytu jedinci nez 50 na 1 kg,
zaradi se dodavkado I11. stupné.

Vysledek se uvadi poétem skadci na 1l kg ato v celych ¢islech.

Tab. 2

Stupen napadeni Znaky
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. vyskyt pocet Skodlivych rozto¢iu do 50 na 1 kg zrno bez pachu

I1. napadeni pocet Skodlivych rozto¢u nad 50 na 1 kg zrno bez pachu

[1l. silné napadeni | pocet skodlivych roztoca nad 50 na 1 kg zrno s charakteristickym
pachem po roztocich

Rozeznavani roztocu - viz obr. 2a), 2b), 2¢).

Obr. 2a) - rozto¢ mou¢ny (Acarussiro L.)

Obr. 2b) - rozto¢ ni¢ivy (Glycyphagus destrictor Schr.)
Obr. 2c) - rozto¢ dravy (Cheyletus eruditus Schr.)
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3. Stanoveni skadci v krmnych smésich

1. Podstata zkousky

Zivi skadci se zjistuji po prosati vzorku v propadu, popt. v podilu na sité bud’ pouhym
okem, popt. pomoci lupy nebo stereoskopickym mikroskopem

2. PFistroje a pomucky

2.1 Sitasdraténymi tkaninami se ¢tvercovymi oky sdélkou strany oka 1 mm, popt. 2,8 mm
2.2 Petriho misky praméru nggméne 80 mm

2.3 Pinseta mekka

2.4 Lupa, zvétsujici 6x a 10x nebo stereoskopicky mikroskop (zvétseni 10x avice)

2.5 Mechanické prosévadlo vhodné konstrukce

2.6 Mikroskop (zvétseni 80x avice)

2.7 Podlozni akryci sklicka

3. Chemikalie
3.1 Etanol denaturovany 1 % benzinu
3.2 Konzervacni tekutina s obsahem chlorhydratu (C,H3Cl 30, + CCIz;CHO)

4. Postup zkousky
4.1 Obecn¢

Pti rozbaleni kone¢ného vzorku je tieba vénovat pozornost typickému sladkostiplavému,
nasladle dusivému pachu, typickému po roztocich. Pri vysypani vzorku je nutno dbat nato, ze
napt. rozto¢i a cela rada ostatnich skuadca (brouci) se obyéejné hromadi pod uzavérem obalu.
Pri silngjsim napadeni, hlavné brouky, je mozno zjistit jgjich pritomnost pii rozbaleni vzorku.

Pfi podezieni na pritomnost vétsich skadct (housenky mold, které vytvareji typické
zamotky, nebo nekteré vétsi druhy broukii) se vysype postupné vzorek na tmavou podlozku a
pinsetou (2.3) se vybiraji housenky a zamotky. Jinak |ze vzorek presit 2,8 mm sitem (2.1), na
kterém tyto zamotky zustanou. Proséva se rucné. U lisovanych smeési je nutno se nejdiive
presvedcit, zda nejsou jednotlivé granule vyhlodany, popt. zda uvniti neobsahuji larvy.

4.2 Sypké smesi
100 g konecného vzorku se prosgje sitem (2.1) o délce strany oka 1 mm a patra se v propadu i
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v podilu na sité po skudcich. Nekteré druhy se stavi zpocatku mrtvymi, proto je nutné patrani
po kratké dobé opakovat. Pinsetou (2.3) se tito skadci vybirgi a vhazuji do kadinky
setanolem (3.1).

4.3 Lisované smési

Po vizualnim piesetieni se proséva 100 g konecného vzorku na mechanickém prosévadie
120 sekund sitem 1 mm (2.1) a v propadu se patra po skudcich jako ve vzorku sypké smési.
Zjisténi dvou jedinci téhoz druhu skadct ve vzorku se povazuje za vyskyt. Totéz plati
v pripadé zjisténych housenek nebo zamotki. Toto stanoveni je shodné pro smés sypké a
lisované.

4.4 Zjistovani roztocu

Typicky pach po rozto¢ich prokazuje pritomnost vice nez 2. stupné napadeni. Pritomnost
roztocu se zjistuje v propadu konecného vzorku sitem o praméru oka 1 mm (2.1) tak, ze se
vysype na Petriho misku (2.2), kde se urovna do tenkych vrstev. Naplnéné misky se opatrné
nahigji na teplotu 20 az 30 °C a pomoci lupy (2.4) zvétsujici 10x nebo stereoskopickym
mikroskopem (2.4) se zjistuje piitomnost rozto¢u (pohyb). Po ovéreni zjisténych nalezt se
propad vysype na vi¢ka Petriho misky (2.2), urovna a piikryje dnem této misky (2.2) a po vice
nez 1 hoding, jsou-li tyto misky uchovany pii vyse uvedené teploté, zjisti se v pripadé
piitomnosti roztoca typické cesticky, patrné pouhym okem. Stanoveni se provadi ¢tyiikrat;
nevyssi a ngnizsi hodnota nalezu se neuvazuje. Soucet dvou zbyvajicich stanoveni se
piepocita na 1 kg smeési.

Zjisténi roztoca ve 100 g vzorku v poctu do 200 jedinct odpovida vyskytu 1. stupné.
Zjisteni méné nez 3 jedinca se nepoklada za vyskyt. Nalez dravych roztoct zjistény vysledek
neovliviuje.

Pro ur¢eni druhi roztoca je nutno zhotovit mikroskopické preparaty prenesenim malého

mnozstvi smési s roztoci do kapky vhodné konzervacni tekutiny (3.2) na podlozni sklicka
(2.7).

Preparat se pozoruje pod mikroskopem (2.6) pri zvétseni 80nasobném a vyssim.
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4. Stanoveni snétivosti psenice

Za snétivou se povazuje psenice, ktera obsahuje zrna napadena snéti, snétivé kulicky,
pripadné vykazuje pach po snéti.

Konecny vzorek se vysype na svétlou podlozku a smyslové se posuzuje zamazani zrn
sporami snéti, vyskyt snétivych kulicek a pachu po snéti. Jestlize vzorek vykazuje kterykoliv
z uvedenych znaki, 0znaci se psenice za snétivou.
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5. Stanoveni druhové ¢istoty, necistot a skodlivych necistot u obilovin,
lusténin a olgnin

1. Podstata zkousky

Mechanicky arucné nebo jenom rucné se oddéli z neupraveného vzorku necistoty, skodlivé
necistoty a zrnajinych druht kulturnich plodin.

Pro ucely této metody se rozumi :

Druhova cistota - procenticky podil hmotnosti zrn, zbavenych necistot, z celkové hmotnosti
zkusebniho vzorku (mimo zrna, ktera patii do necistot),

Necistoty - nepouzitelné nebo nezadouci slozky zkusebniho vzorku napr. :

- cadti stébel, lodyh, stonkd, lista, klash, klaska, lat, lichoklasd, oklaski, okolikd, plev,
slupek, luskd, tobolek, ubort, makovic, stétin, osin, castice dieva, papiru, umélych hmot
apod.,

- semena plevelt,

- zelena nebo nevyzrala zrnanebo zrnav mlécné zralosti obilovin, lusténin aolgnin,

- zrna se zcela porusenym endospermem zaparenim, zuhelnaténim,  ztrouchnivénim
(endosperm je drobivy) nebo zrna bez endospermu

(vyzrana, zaschla) nebo zrna hlucha,

- anorganické necistoty (zemina, kaménky, prach, kovové nebo sklenéné castice g).),

- propad sitem s kruhovymi otvory o priméru 2 mm u obilovin a kukurice

- zrna zjevné smyslové posouditelna jako plesniva

- Skodlivé necistoty

Skodlivé negistoty - jedovatd a zdravi skodliva semena pleveli, zejména koukol polni
(Agrostemma githago L.), hlavacek letni (Adonis aestivalis L.), ¢ernys rolni (Melampyrum
arvense L.), kokrhel (Rhinanthus L.), svefep stoklasa (Bromus secalinus L.), jilek mamivy
(Lolium temulentum L.), skocec obecny (Ricinus L.), svizele (zggména Galium mollugo L.,
Galium verum L., Galium cruciata L., Galium vernum scop. a Galium aparine), dale
rozmnozovaci cibulky plan¢ rostoucich cesnekii - ¢esnek kulovity (Allium rotundum L.),
cesnek kulatohlavy (Allium sphaerocephalum L.), ¢esnek polni (Allium vineale L.), dale
namel, zrna napadena had’atkem psenicnym (Tylenchus tritici Bauer), chlamydospory snéti
mazlavé (rod Tilletia), hlizenky - sklerocie bilé hniloby (Sclerotinia sclerotiorum Lib.)
San.et. Tod.

2. Zkusebni pomiicky
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2.1 Prosévaci pristroj s upinaci plochou a timeny pro jedno sito se dnem avikem o vnéjsich
rozmérech (mimo viko) 170 x 450 x 50 mm s piipustnou odchylkou = 10 mm. Pohyb upinaci
desky a sit musi byt primoc¢ary s vratnym pohybem aamplitudou 25 mm + 5 mm a frekvenci
310 kmiti zaminutu + 10 kmitu.

2.2 Oddélovaci prepazka (téidici sito) je o rozmérech 150 x 430 mm s pripustnou odchylkou
u obou rozmeéra + 0,4 mm. Doporuceny material je plech z korozivzdorné oceli nebo tvrzené
mosazi o tloustce 0,8 az 1,2 mm. Vzdalenost rovnobéznych stran (tecen) otvora od
podélnych stran oddélovaci piepazky je 6 mm (piipustna odchylka + 0,2 mm), od kratsich
stran 10 mm (piipustna odchylka + 0,2 mm). Vzdalenost mezi otvory v fadach a mezi fadami
jerovnomeérna po celé plose oddélovaci prepazky.

Oddeélovaci prepazka ma kruhové otvory o praméru 2 mm s piipustnou odchylkou + 0,06
mm, s po¢tem otvora v fadé 17 a poctem fad 104. Usporadani otvori mezi fadami je v
podélnych fadach stiidavé.

Luby (ramecek) tidiciho sita musi byt z hliniku nebo tvrdého dieva s povrchovou apravou.

3. Postup zkousky

3.1 Hmotnost navazky zkusebniho vzorku

Material navazka
kukutice, bob konsky 200g
psenice, zito, je¢men, ¢irok, soja, slunecnice,  tritikale, oves 100g
nahy, hrach, lupinasladka, peluskajarni, vikev jarni
oves sety, pohanka obecna, svétlice barviiska 509
proso, mohar, ¢umiza, konopi, krambe, lesknice 259
Inéné semeno, fepka 10g
mak 29

3.2 Vlastni zkouska

Délicem vzorka se z upraveného konecného vzorku vydéli ¢ast, ze které se navazi zkusebni
vzorky s presnosti na0,1 g.

Je-li pro stanoveni neCistot uréeno uziti sitového tiidéni (propad sitem 2 mm), proséva se
zkusebni vzorek mechanicky prosévacim piistrojem (2.1) po dobu 2 minut. Potom se ze
Zbytku na sité oddéluji necistoty a samostatné zrna jinych druhta kulturnich plodin.

Pokud neni stanoveno pro tiidéni uziti sita, vybirgji se z celého zkusebniho vzorku necistoty a
samostatné zrna jinych druht kulturnich plodin. Oddélené podily necistot a kulturnich plodin
Se vazi.

Po odvazeni necistot se z celé hmotnosti vybirgji jednotlivé druhy skodlivych necistot, a to
kazdy druh odd¢lené. Po oddéleni jednotlivych druha skodlivych necistot se podily zvazi.
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Z celkového obsahu necistot se uvadi zvlast obsah Skodlivych negistot celkem, z toho
jednotlivych druhd.

4, Vypocet
4.1 Druhova ¢istota v % (X) se vypocte podle vzorce :

m

kde my je hmotnost navazky zkusebniho vzorkuv g

m; hmotnost necistot celkem v g
my hmotnost jinych druht kulturnich plodinv g

4.2 Obsah negistot v % (YY) se vypocte podle vzorce:

vy=" 100
m,

kde my je hmotnost navazky zkusebniho vzorkuv g
m; hmotnost necistot celkem v g

4.3 Obsah skodlivych necistot v % (Z) se vypocte podle vzorce:

z=MTMTMTM 400
m
kde my je  hmotnost navazky zkusebniho vzorkuv g

my, az my hmotnost jednotlivych druhi skodlivych necistot v g

4.4 Obsah jednotlivych druht skodlivych necistot (Q) v % se vypocte podle vzorce:

o=" 100
m,

kde mg je hmotnost navazky zkusebniho vzorkuv g

my hmotnost jednoho druhu skodlivych necistot v g

Vysledky se zaokrouhluji a uvadéji najedno desetinné misto.
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6. Podminky pro mikroskopické stanoveni, identifikaci nebo uréovani slozek
Zivocisného pavodu v krmivech.

Ukel, rozsah a princip

Tyto podminky jsou uréeny pro stanoveni slozek zivocéisného pivodu (definovanych jako
produkty zpracovani tél nebo ¢asti tél savci, ptaka a ryb) v krmivech, provadéné pomoci
mikroskopického zkouseni v ramci systému koordinovaného inspekéniho programu v oblasti
vyzivy zvifat v souladu s§16 zakona ¢. 91/1996 Sh., o krmivech, ve znéni pozdgjsich
piredpisa.

Postupy provadéné podle této Prilohy jsou pouzivany k provadéni odborného dozoru a
zkouseni krmiv. Ke zlepseni uréeni urcitych typa zivocisnych konstituenta nebo urceni
puvodu zivocisné slozky mohou byt pouzity v dalsi zkousce upravené nebo alternativni
metody. Pii zkouseni urcitych specifickych zivog¢isnych konstituentti jako napi. plasma nebo
kosti v tuku (viz. také bod 9) mohou byt také pouzity dalsi postupy za predpokladu, Ze tyto
analyzy budou provedeny jako doplnék k analyzam uvadénym v koordina¢nim inspekénim
programul.

Citlivost stanoveni v krmivech muze byt v zavidosti na ptivodu slozek zivocisného pivodu
velmi nizka — 0,01 %.

K identifikaci se pouzije vhodné upraveny reprezentativni vzorek, odebrany podle postupu
uvedeného v § 1 az 6. Dale uvedeny postup je vhodny pro krmiva snizkym obsahem
vihkosti. Krmiva svyssim obsahem vihkosti nez 14 % musi byt predem predsusena.
Zeiména nektera krmiva a krmné suroviny (napi. tuky a olgje) vyzaduji uvedenou apravu.
Slozky zivoc¢isného puvodu jsou identifikovany na zakladé typickych, mikroskopicky
identifikovatelnych charakteristik (napf. svalovych vlaken nebo jinych ¢asti masa,
chrupavek, kosti, roha, chlupt, stétin, krve, pefi, vajecnych skorapek, rybich kosti, supin).
Identifikace musi byt provedenajak v sitové frakci, tak v koncentrovaném sedimentu
vzorku.*.
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