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Pr ıloha c. 9 vyhlasky Ministerstva zemedelstvı c. 124/2001/Sb., kterou se

stanovı pozadavky na odber vzorku  a principy metod laboratornıho

zkousenı krmiv, doplnkovy ch latek a premixu  a zpu sob uchovavanı vzorku
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Prıloha c.9 k vyhlasce c. 124/2001 Sb.

Postupy pro laboratornı zkousenı krmiv, doplnkovy ch latek a premixu

Seznam postupu  chemicke ho zkousenı krmiv

Nazev postupu Oznacenı
postupu

1. Vlhkost, tekavÚ latky
1.1. Stanovenı obsahu vlhkosti v krmivech -A-

1.2. Stanovenı obsahu vlhkosti a týkavych la tek v tucıch -A-

1.3. Stanovenı obsahu vlhkosti a týkavych la tek v olejnatych semenech -A-

1.4. Stanovenı obsahu vlhkosti -B-

1.5. Stanovenı obsahu vlhkosti v olejıch a tucıch -B-

2. DusıkatÚ slouceniny
2.1. Stanovenı obsahu dusıkatych la tek -A-,-B-

7.1. Stanovenı obsahu dusıkatych la tek rozpustnych pu sobenım roztoku

pepsinu v kyseliný chlorovodıkove -A-,-B-

2.3. Stanovenı obsahu bılkovin -A-,-B-

2.4. Stanovenı obsahu aminokyselin -B-

2.5. Stanovenı obsahu mocoviny -A-,-B-

2.6. Stanovenı obsahu amoniaku v rybıch mouckach -A-,-B-

2.7. Stanovenı obsahu týkavych dusıkatych la tek -A-,-B-

2.8. Stanovenı aktivity ureazy v soji a jejıch produktech -A-,-B-

2.9. Ureazovy test -A-

2.10. Stanovenı obsahu biuretu -A-

2.11. Stanovenı obsahu hydroxyanalogu methioninu -A-

2.12. Stanovenı obsahu dusıkatych la tek rozpustnych pu sobenım pepsinu -B-

2.13. Stanovenı aktivity pepsinu -B-

2.14. Stanovenı obsahu methioninu -A-

2.15. Stanovenı obsahu tryptofanu -A-

2.16. Stanovenı obsahu tryptofanu -B-
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2.17. Stanovenı obsahu aminokyselin -A-

3. Tuk
3.1. Stanovenı obsahu tuku -A-

3.2. Stanovenı obsahu tuku v olejnatych semenech -A-

3.3. Stanovenı cısla kyselosti tuku -A-

3.4. Stanovenı obsahu lecitinu -A-

3.5. Stanovenı obsahu nerozpustnych necistot v tucıch a olejıch -A-

3.6. Stanovenı obsahu nezmydelnitelnych la tek v tucıch a olejıch -A-

3.7. Stanovenı peroxidove ho cısla -A-

3.8. Stanovenı obsahu oleje a tuku -B-

4. Polysacharidy
4.1. Stanovenı obsahu vlakniny -A-,-B-

5. BezdusıkatÚ latky vy tazkovÚ
5.1. Stanovenı obsahu skrobu -A-,-B-

5.3. Stanovenı obsahu cukru -A-,-B-

5.4. Stanovenı obsahu laktosy -A-,-B-

5.5. Stanovenı obsahu bezdusıkatych la tek vytazkovych vypoctem -A-

5.6. Stanovenı obsahu cukru  polarizacı -A-,-B-

5.7. Stanovenı obsahu redukujıcıch la tek v cukru a melase -A-

6. Popel
6.1. Stanovenı obsahu popele -A-,-B-

6.2. Stanovenı obsahu popele v tucıch -A-

6.3. Stanovenı obsahu nerozpustne ho podılu popele v kyseliný chlorovodıkove  -A-,-B-

6.4. Stanovenı obsahu popele nerozpustne ho v kyseliný chlorovodıkove -B-

7. Makroprvky
7.1. Stanovenı obsahu fosforu -A-,-B-

7.2. Stanovenı obsahu vapnıku -A-,-B-

7.3. Stanovenı obsahu horcıku -A-,-B-

7.4. Stanovenı obsahu draslıku -A-,-B-

7.5. Stanovenı obsahu sodıku -A-,-B-
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7.6. Stanovenı obsahu ve vodý rozpustnych chloridu -A-,-B-

7.7. Stanovenı obsahu celkovych uhlicitanu -A-,-B-

7.8. Stanovenı obsahu oxidu  kremıku, hlinıku, vapnıku a horcıku (ve vapencıch) -A-

7.9. Stanovenı celkove ho obsahu sıry -A-,-B-

7.10. Stanovenı obsahu vapnıku -B-

8. Mikroprvky
8.1. Stanovenı obsahu  mýdi, zeleza, manganu a zinku -A-

8.2.1 Stanovenı obsahu vapnıku, mýdi, zeleza, horcıku, manganu, draslıku, sodıku

a zinku -B-

8.3. Stanovenı obsahu zeleza, mýdi, manganu a zinku -B-

9. Kyselost
9.1. Stanovenı volne , vazane  a celkove  kyselosti vodnıho vyluhu -A-

9.2. Stanovenı kyselosti vodnıho vyluhu v mle cnych krmnych smýsıch -A-

10. Nezadoucı latky
10.1. Stanovenı obsahu kyanovodıku -B-

10.4. Stanovenı obsahu glukosinola tu  v repce -A-,-B-

10.5. Stanovenı obsahu 5-vinyl-2-thiooxazolidonu -A-,-B-

10.6. Stanovenı obsahu kyseliny erukove -A-

10.7. Stanovenı obsahu olova a kadmia -A-

10.8. Stanovenı obsahu ricinovych slupek -A-,-B-

10.9. Stanovenı obsahu fluoru -B-

10.10. Stanovenı obsahu rezidujı organochlorovych a organofosfa tovych pesticidu -B-

10.11. Stanovenı obsahu hexachlorbenzenu -B-

10.12. Stanovenı obsahu dusitanu -B-

10.13. Stanovenı obsahu rtuti -A-

10.14. Stanovenı obsahu aflatoxinu B1 -B-

10.15. Stanovenı obsahu arsenu -B-

10.16. Stanovenı obsahu gossypolu -B-

10.17. Stanovenı obsahu theobrominu -A-

11. Zkousenı silazı
11.1. Zkousenı jakosti silazı -A-,-B-
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1.1   Stanovenı obsahu vlhkosti v krmivech
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no. L 279,
20/12/71

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı vlhkosti v krmivech a premixech.

 Metoda je pouzitelna  pro stanovenı vlhkosti vsech druhu  krmiv s vyjimkou mle ka a mle cnych
vyrobku , urcenych k prımemu krmenı a olejnatych semen. Obsahuje modifikace pro stanovenı
vlhkosti v krmivech s obsahem mocoviny, tuku  a oleju , jakoz i smýsı s obsahem výtsıho
podılu minera lnıch la tek s obsahem krystalicke  vody.

2.   Princip

 Obsah vlhkosti se stanovı vazkový jako ±bytek po vysusenı vzorku pri (103 ť 2) °C,
u vlhkych nebo zvlasÚ  vyjmenovanych krmiv po predsusenı pri 50  az 60 °C za predepsanych
podmınek.

 Ve zvlastnıch prıpadech pri vysusenı za snızene ho tlaku pri 80 °C.

3.   Chemikalie

3.1   Pısek morsky

  U prava: Morsky pısek se nejprve vyvarı v kyseliný chlorovodıkove , zredýne  (1 + 3), a
 potom se propere vodou do negativnı reakce na chloridy.  Vyprany  pısek se vysusı po

dobu  6 az 8 hod pri 103  °C, potom prezıha  2 hod pri 550 °C a po  vychladnutı se
uchovava  ve vzorkovnici z neprodysne ho materia lu.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Susa rna elektricka  atmosfe ricka  s automatickou regulacı  teploty v mezıch ť 2 °C,
 s moznostı odvýtravanı a teplomýrem pro hodnoty teplot nejme ný do 150 °C

4.2   Susa rna elektricka  vakuova , umoznujıcı snızenı tlaku na  13 kPa, opatrena  termostatem,
 vakuovym cerpadlem, da le bu°   zarızenım pro zavadýnı horke ho vzduchu nebo

  vlozenym  desikantem (oxidem vapenatym - 300 g na 20 vzorku ) a s teplomýrem pro
 hodnoty teplot  nejme ný do 100  °C

4.3   Vysousecka  zhotovena   z  nekorodujıcıho  kovu nebo skla s dobre týsnıcım vıckem a
 plochou, ktera  umoznuje rozprostrıt  asi 0, 3 g vzorku na 1 cm2

4.4   Misky vysousecı s plochym dnem, vhodnych velikostı a z materia lu  odolnych vu ci
 teplotam do 100 °C a inertnım vu ci vlhkosti
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5.   Postup zkousky

5.1   Sucha  ci predsusena  krmiva (poznamka 8.1)

5.1.1   Do vysousecky (4.3), predem vcetný vıcka vysusene  (pri 103 °C po dobu 30 min) a po
ochlazenı v exsika toru zvazene  s presnostı nejme ný na 0,001 g, se odvazı asi 5 g (m2)
zkusebnıho vzorku se stejnou presnostı a vzorek se ve vysousecce rovnomýrný rozprostre.

5.1.2   Vysousecka (4.3) se vzorkem se vlozı do atmosfe ricke  susa rny (4.1), predem vyhra te
na teplotu (103 ť 2) oC, odklopı se vıcko a od okamziku, kdy vnitrnı prostor susa rny dosahne
opýt vyse uvedene  teploty, se susı po dobu 4 hod.

 Krmiva s aditivnım obsahem mocoviny (poznamka 8.2) se susı po dobu 6 hod. pri teplotý (75
ť 2) °C.

 Vzorky obilovin, obilne ho srotu, krupice a mouky se susı pri teplotý (130 ť 2)  °C) po dobu
2 hod.

 Vysousecky (4.3) se vkladajı do vyhra te  susa rny (4.1) dostatecný rychle, aby nedoslo
k výtsımu poklesu teploty. Do susa rny se vklada  jen takovy pocet vysousecek se vzorky, aby
na jednu pripadlo nejme ný asi 1000 cm3 prostoru. Po uplynutı predepsane  doby se vysousecka
(4.3) vyjme ze suca rny, priklopı vıckem a po vychladnutı v exsika toru se zvazı s presnostı
nejme ný na
 0,001 g (m3). Po odvazenı vysousecky (4.3) se provede kontrolnı test (poznamka 8.3) tak, ze
vysousecka (4.3) se vzorkem se vlozı opýt do susa rny (4.1) vyhra te  na teplotu (103 ť 2) °C a
susı odklopenym vıckem dalsı 2 hod. Po vyjmutı ze susa rny (4.1) se okamzitý priklopı
vıckem, ochladı v exsika toru a opýt zvazı s vyse uvedenou presnostı.

 Jestlize rozdıl mezi predeslym a tımto vazenım nepredstavuje vıce nez odpovıda  obsahu
vlhkosti 0,2 %, stanovenı je ukonceno a jako konecna  hmotnost se bere hmotnost v prvnım
vazenı (m3). Je-li rozdıl mezi obýma vazenımi vyssı nez vyse uvedena  hodnota, provede se
znovu stanovenı za snızene ho tlaku podle  5.2  (poznamka 8.4).

5.1.3   U krmiv tekutych, pastovitych nebo s vyssım obsahem tuku (nad 80 g/kg) se postupuje
nasledovný: Do vysousecky (4.3) se odvazı nejdrıve asi 5 az 10 g morske ho pısku (3.1) (podle
mıry mastne ho vzhledu vzorku), vlozı kra tka  sklenýna  tycinka, vysousecka (4.3) se vysusı (30
min. pri 130 °C) v susa rný (4.1) a po ochlazenı v exsika toru se vcetný tycinky zvazı
s presnostı nejme ný na 0,001 g.

 Do takto pripravene  vysousecky (4.3) se odvazı asi 10 g (m2) zkusebnıho vzorku, s vyse
uvedenou presnostı, vzorek se du kladný promıcha  s pıskem tak, aby nedoslo ke ztra tam
vzorku (ani pısku) a predsusı se nejprve 30 minut pri 60 ČC. Da le se postupuje podle 5.1.2.

5.2    Krmiva, jejichz vzorky nevyhovýly kontrolnımu testu

 Do vysousecky (4.3), predem vcetný vıcka vysusene  (pri 130 °C po dobu 30 min) a po
ochlazenı v exsika toru zvazene  s presnostı nejme ný na 0,001 g se odvazı asi 5 g (m2)
zkusebnıho vzorku se stejnou presnostı a vzorek se ve vysousecce rovnomýrný rozprostre.

 Vysousecka se vzorkem se vlozı do vakuove  susa rny (4.2), vyhra te  na 80 °C az 85 °C, vıcko
se odklopı a po uzavrenı susa rny se snızı tlak na 13 kPa. Vysousecky (4.3) se vkladajı do
susa rny (4.2) dostatecný rychle, aby nedoslo k podstatnemu snızenı teploty v susa rný.

Vzorek se susı bu°  za prıvodu horke ho, vysusene ho vzduchu nebo za prıtomnosti desikantu,
v mnozstvı asi 300 g na 20 vzorku . V druhem z uvedenych prıpadu  (desikant) se po dosazenı
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predepsane ho tlaku odpojı cerpadlo. Od okamziku, kdy teplota pri predepsanem tlaku dosahne
80 °C az 85 °C, se susı po dobu 4 hodiny. Po uplynutı te to doby se snızeny tlak vnitrnıho
prostoru susa rny (4.2) pomalu vyrovnava  s atmosfe rickym, po vyrovnanı tlaku  se susa rna (4.2)
otevre, vysousecka (4.3) se uzavre vıckem a vlozı do exsika toru, kde se ponecha  asi 45 min.
Potom se zvazı s presnostı nejme ný na 0,001 g (m3) a opýt vlozı do vakuove  susa rny (4.2),
vyhra te  na vyse uvedenou teplotu. Susı se dalsıch 30 minut a po ochlazenı v exsika toru se
znovu zvazı s vyse uvedenou presnostı. Dosousenı, ochlazovanı a vazenı vysousecky (4.3) se
vzorkem se opakuje tolikra t, pokud dvý po sobý nasledujıcı vazenı nevykazujı diferenci mensı
nez odpovıda  obsahu vlhkosti 0,2 %. Jako konecna  hmotnost vysusene ho vzorku (m3) se bere
poslednı, po nız jiz nenastal vyse uvedeny ±bytek hmotnosti.

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

 Hermeticky uzavrena  cast konecne ho vzorku odebrana  zvlasÚ  pro stanovenı pu vodnıho
obsahu vlhkosti, popr . prımo konecny vzorek zjevný zvlhly, se upravı co nejrychleji na
zkusebnı vzorek tak, aby nedoslo k podstatnemu ±bytku vlhkosti a okamzitý se odvazuje
zkusebnı vzorek.

 Z takto upravene ho zkusebnıho vzorku se odvazı asi 10 az 100 g (poznamka 8.5) s presnostı
nejme ný na 0,01 g az na 0,1 g (m0) do misky s plochym dnem (4.4), predem vysusene  (pri
60 °C az 70 °C) a po ochlazenı zvazene  s vyse uvedenou presnostı. Zkusebnı vzorek se
rovnomýrný rozprostre do vrstvy asi 10 mm a susı v atmosfe ricke  susa rný (4.1) pri teplotý
60 °C az 70 °C do dosazenı zdanlivý suche  hmoty (obsah vlhkosti 8,0 az 12,0 %).

 Potom se miska (4.4) se vzorkem vyjme, ponecha  po dobu asi 12 hod volný na vzduchu pri
teplotý laboratore za ±celem vyrovnanı vlhkosti s okolnı atmosfe rou (kondicionace), pricemz
se vzorek chranı pred rozptylenım ci zaprasenım nebo primısenım cizıch hmot a pak se zvazı
s presnostı nejme ný na 0,01  az 0,1 g (poznamka 8.5) (m1). Po zvazenı se ihned cely vzorek
rozemele a da le se postupuje podle 5.1 te to metody.

 Zrna obilovin s obsahem vlhkosti vyssım nez 17,0 % se odvazujı nesemlete , pouze hrubý
rozmýlnýne  v mnozstvı asi 50 g a s presnostı nejme ný na 0,01 g (m0) na misku vhodne
velikosti (4.4), predem vysusenou pri 130 °C po dobu 30 min. a po ochlazenı zvazenou se
stejnou presnostı, susı se v susa rný (4.1) pri 130 °C po dobu nejme ný 5 az 6 min. ve vrstvý asi
0,5 cm, potom se ponecha  pri laboratornı teplotý 2 h a zvazı se s presnostı nejme ný na 0,01 g
(m1). Po zvazenı se cely vzorek rozemele a da le se postupuje podle 5.1  pouze s tım rozdılem,
ze se vzorek susı pri teplotý (130 ť 2) °C po dobu 2 hod.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah vlhkosti v % (X) se vypocıta  podle vzorce:

6.1   Bez predsousenı (viz 5.1 a 5.2)

( )X m m
m

= −2 3
2

100.

6.2   S predsousenım (viz 5.3)
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X m m
m mo

= −






1 1001 3

2

.

.
.

kde   m0   je hmotnost navazky vzorku k predsousenı v g

        m1      hmotnost navazky predsusene ho vzorku po vyrovnanı  vlhkosti (kondicionaci) v g

        m2      hmotnost navazky vzorku pro susenı podle 6.1  a 6.2  v g

        m3      hmotnost navazky vzorku po vysusenı podle 6.1   a 6.2  v g

Obsah susiny v % (Y) se vypocıta  podle vzorce:

Y X= −100

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktera  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na desetiny %.

 Pokud jsou ostatnı slozky krmiva stanoveny pri rozdılnem obsahu vlhkosti, je nutne  je
prepocıtat na obsah vlhkosti v pu vodnım vzorku.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı pro
vsechny obsahy prekrocit 0,2 %.

8.   Poznamky

8.1   Krmiva s vyssım obsahem vlhkosti nez 17,0 % krmne  smýsi  s vyssım obsahem vlhkosti
nez 13,5 % a vsechna lisovana   krmiva se zkousejı podle 5.3 . Podle 5.1  se zkousejı vzorky
zdanlivý suche  ci predsusene .

8.2   Aditivnım obsahem mocoviny se rozumı obsah nad 5 g/kg.

8.3   Kontrolnı test se provadı za ±celem zjistýnı, zda býhem susenı vzorku nedochazı
k neprimýrenym ztra tam hmoty navıc  v du sledku prıpadnych chemickych reakcı, napr .
Maillardovy  apod.

 Zjistýnı uvedene  hodnoty ±bytku je du kazem nezadoucıch  zmýn. Pri kontrolnım testu
u tucnych vzorku  se doba susenı  zkracuje na 30 min. a ±bytek po susenı nema  byt vyssı, nez
odpovıda  obsahu vlhkosti 0,1 %.

8.4   Stanovenı za snızene ho tlaku prichazı v ±vahu zejme na u  krmiv, obsahujıcı vyssı obsah
sacharosy nebo laktosy nez  40 g/kg, jako jsou hydrolyzovatelne  produkty, sladove  klıcky,
susene  bramborove  zdrtky, ryby, cukerne  roztoky a krmne   smýsi, obsahujıcı vıce nez
250 g/kg minera lnıch solı, obsahujıcıch krystalicky vazanou vodu.

8.5   Hmotnost vzorku se volı podle predpokladane ho nebo odhadnute ho obsahu vlhkosti tak,
aby hmotnost predsusene ho vzorku  byla nejme ný 15 g. Presnost navazky vzorku se snizuje
s rostoucı hmotnostı  vzorku az na 0,1 g. Pokud se stanovenı vlhkosti spojuje s predsusenım
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vzorku  pri jeho prıpravý, pak se odvazuje takove  mnozstvı vzorku,  aby predsuseny vzorek
mýl hmotnost alespon 200 g.
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1.2   Stanovenı obsahu vlhkosti a týkavych la tek v tucıch

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda urcuje postup stanovenı vlhkosti a týkavych la tek v tucıch.

2.   Princip
Obsah vlhkosti a týkavych la tek se odparı susenım pri (103 ť 2) ČC a ±bytek hmotnosti se
stanovı vazkový.

3.   Chemikalie

3.1   Pısek morsky, suchy, cisty a vyzıhany nebo kremicity pısek  vyvareny v kyseliný
   chlorovodıkove , promyty, vysuseny,  prosa ty a vyzıhany.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Hlinıkova  vysousecka, prıp. hlinıkova  miska s vıckem

4.2   Susa rna atmosfe ricka  s termostatem

5.   Postup
Hlinıkova  vysousecka (4.1) s 15 az 20 g pısku (3.1) a kra tkou sklenýnou tycinkou se susı pri
130 ČC (asi 30 minut), vlozı se do exsika toru (2.2) a po vychladnutı se presný zvazı. Potom se
do nı presný navazı asi 3 g zkusebnıho vzorku s presnostı na 0,001 g a susı se v susa rný (4.3)
pri 105 ČC. Býhem susenı se obsah misky nýkolikra t promıcha  sklenýnou tycinkou.
U bytek hmotnosti se kontroluje poprve  za 1 h a da le v pu lhodinovych intervalech az do
dosazenı konstantnı hmotnosti.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah vlhkosti a týkavych la tek v % (X) se vypocte podle vzorce:

X m
m

=
100 1.

kde   m1  je  ±bytek hmotnosti v g
            m        hmotnost navazky vzorku v g

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktera  splnujı podmınku opakovatelnosti, a vyjadruje se s presnostı na desetiny %.

7.   Opakovatelnost
Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri obsahu:                   do 2 %                         10 % relativnıch
                                    nad 2 %                       0,2 % abs.
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1.3   Stanovenı obsahu vlhkosti a týkavych la tek v olejnatych  semenech

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda urcuje postup stanovenı obsahu vlhkosti a týkavych la tek v olejnatych
semenech.

2.   Princip
 Stanovenı obsahu vlhkosti a týkavych la tek se provadı bu°  z materia lu tak, jak byl zıskan
(cista  semena a necistoty) nebo pokud je to pozadovano ze samotnych cistych semen, susenım
pri teplotý (103 ť 2) ČC v susa rný pri atmosfe rickem tlaku do konstantnı hmotnosti, vazkový.

3.   Chemikalie

3.1   Pısek morsky, suchy, cisty a vyzıhany nebo kremicity pısek  vyvareny v kyseliný
 chlorovodıkove , promyty, vysuseny, prosa ty a vyzıhany.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Mlynek mechanicky, snadno cistitelny

4.2   Analyticke  vahy

4.3   Struhadlo mechanicke  nebo rucnı

4.4   Hlinıkova  vysousecka, nebo hlinıkova  miska s vıckem

4.5   Susa rna atmosfe ricka  s termostatem

5.   Postup

5.1   Prıprava vzorku

5.1.1   Pro zkousku se pouzije vzorek tak, jak byl zıskan nebo po odstranýnı necistot. Pokud
se pracuje se vzorkem, ze ktere ho byly predem odstranýny velke  neolejnate  castice, je nutno to
zohlednit pri vypoctu (viz. 6.2).

 V prıpadý semene kopry se vzorek upravuje mechanickym struhadlem cely nebo rucnım
struhadlem (4.3) v takovem mnozstvı, aby byl co nejvıce reprezentativnı. De lka castic mu ze
byt výtsı nez 2 mm, ale nema  byt výtsı nez 5 mm. Castice je nutno promıchat a zkousku
prove st bez prodlenı.

5.1.2   Semena strednı velikosti (podzemnice, soja apod.), kromý semen safloru (svýtlice
barvırska ), slunecnice a bavlnıku a s prilehlymi vlakny, se vzorek srotuje v mechanickem
mlynku (4.1), ktery byl pred pouzitım dobre vycistýn, tak dlouho dokud hlavnı rozmýr castic
neklesne pod 2 mm. Výtsı castice (priblizný jedna dvacetina vzorku) se vyradı, zbytek se
peclivý promıcha  a stanovenı vlhkosti a týkavych la tek se provede bez prodlenı.
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5.1.3   Mala  semena (len, repka, konopı apod.) stejný jako semena safloru, slunecnice ci
bavlnıku se zkousı bez predchozıho mletı (v pu vodnım stavu).

5.2   Vlastnı stanovenı

 Hlinıkova  vysousecka (4.4) se susı v susa rný (4.5) pri (103 ť 2) ČC (asi 1/2 h), vlozı se do
exsika toru a po vychladnutı se presný zvazı. Potom se do nı presný navazı bu° :

   a) asi 5 g nastrouhane ho vzorku (v prıpadý kopry) nebo rozemlete ho vzorku (v prıpadý
semen strednı velikosti s vyjimkou semen safloru, slunecnice cı bavlnıku s prilehlymi vlakny

   b) asi 5 az 10 g celych semen (v prıpadý malych semen a semen safloru, slunecnice ci
bavlnıku s prilehlymi vlakny).

 Vzorek se rovnomýrný rozprostre po celem dný misky (4.4) susı se v susa rný (4.5) pri (103 ť
2) ČC. Po 3 hodinach susenı (s vyjimkou semen bavlnıku s prilehlymi vlakny, ktera  se susı 12
az 16 hodin) se susa rna otevre, miska (4.4) se vzorkem se ihned uzavre vıckem a vlozı do
exsika toru. Jakmile miska (4.4) se vzorkem dosahne laboratornı teploty, presný se zvazı.
Miska bez vıcka se znovu vlozı do susa rny a cely postup s uzavrenım misky (4.4), chlazenım
a vazenım se opakuje po jedne  hodiný susenı za stejnych podmınek. Pokud je rozdıl mezi
dvýma vazenımi mensı nebo roven 0,005 g (pri navazce 5 g), povazuje se stanovenı za
ukoncene . Pokud je rozdıl výtsı, pokracuje se v susenı.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1   Obsah vlhkosti a týkavych la tek v % (X) se vypocte podle vzorce :

X m
m

=
100 1.

kde   m  je hmotnost navazky vzorku v g

         m1     ±bytek na hmotnosti v g

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktera  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se v % s presnostı na jedno desetinne
mısto.

6.2   Pokud byly ze vzorku pred zkouskou odstranýny velke  neolejnate  castice (viz. 5.1.1)
nasobı se vysledek zıskany podle 6.1 faktorem F

F Y
=

−( )100
100

kde Y  je  obsah odstranýnych velkych castic (necistot) ze  vzorku, tak jak byl zıskan v %.

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktera  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se v % s presnostı na jedno desetinne
mısto.
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7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı byt výtsı
nez 0,2 %
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2.1   Stanovenı obsahu dusıkatych la tek
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no.L 123,
29/05/72 a L 179, 22/07/93

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı obsahu dusıkatych la tek v krmivech.

 Metoda stanovenı dusıkatych la tek je pouzitelna  pro vsechny obsahy ve vsech druzıch krmiv
a nerozlisuje proteinovy a neproteinovy dusık. Neproteinovy dusık je nutno stanovit zvlasÚ
prıslusnymi metodami. Uzancnı faktor pro prepocet obsahu dusıku na dusıkate  la tky je "6,25"
(poznamka 8.1)

 Za podmınek te to metody se nestanovı dusık v dusicnanech, dusitanech, popr . azo- nebo
hydrazoslouceninach.

2.   Princip
 Dusıkate  la tky se stanovı titracný alkalimetricky (acidimetricky) po mineralizaci vzorku
horkou kyselinou sırovou za prıtomnosti katalyza toru prevedenım na sıran amonny,
vytýsnýnım amoniaku hydroxidem sodnym a jeho predestilovanım do kyseliny sırove  (borite ).

3.   Chemikalie

3.1   Katalyza tory: Oxid mýdnaty (CuO) nebo  Sıran mýdnaty, pentahydra t (CuSO4 .5 H2O)

3.2   Indika tory

Smýsny: 2,0 g methylove  cerveni a 1,0 g metyle nove  modri  se rozpustı v 1000 ml
 ethylalkoholu 96% a promıcha

Methylova  cerven: 0,30 g methylove  cerveni se rozpustı ve  100 ml ethylalkoholu 96% a
 promıcha

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

3.4   Kyselina sırova , roztok c(H2SO4) = 0,1 mol/l nebo  0,05 mol/l

3.5   Hydroxid sodny, roztok 400 g/l (h = 1,36 g/ml)

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

3.7   Kyselina borita , roztok 4 %

3.8   Sıran draselny, pevny

3.9   Sacharosa

3.10   Acetanilid (bod tanı 114 oC) s obsahem 10,36 % dusıku, tj.  64,75% dusıkatych la tek
  nebo podle  ±daju  vyrobce.

3.11   Tryptofan (bod tanı 282 °C), s obsahem 13,72 % dusıku, tj.  85,75 % dusıkatych la tek
  nebo podle ±daju  vyrobce.
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    Vsechny pouzite  chemika lie (mimo acetanilid a tryptofan) i zkusebnı pomu cky musı
byt  proste   dusıku.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Zarızenı mineralizacnı vhodne  konstrukce

4.2   Zarızenı destilacnı vhodne  konstrukce (poznamka 8.2)

4.3   Banky nebo tuby mineralizacnı vhodne  velikosti (banky se  doporucujı podle Kjeldahla 
 500 az 750 ml)

4.4   Papırek pH

4.5   Varna  týlıska (pemza granulovana , strıpky sklenýne  ci  porcelanove )

4.6   Odpýnovacı prostredek (napr . parafin ci silikonovy olej)

5.   Postup
 Do mineralizacnı banky nebo tuby (4.3) se odvazı asi 0,5 az 1 g (poznamka 8.3) zkusebnıho
vzorku s presnostı nejme ný na 0, 001 g, prida  se 10 g sıranu draselne ho (3.8) a jako
katalyza tor (3.1) primýrený navazce 0,3 az 0,4 g oxidu mý° nate ho nebo 0,9 az 1,2 g
pentahydra tu sıranu mý° nate ho. Potom se prida  konc. kyselina sırova  (3.3) v mnozstvı 25 ml,
zamıcha  a umıstı do mineralizacnıho zarızenı (4.1). Banka se umısÚ uje naklonýna  od 30 do
45 °C, tuba do mineralizacnıch bloku , kde je zarucen konstantnı ohrev, ve svisle  poloze.

 Potom se banka (tuba) (4.3) mırný zahrıva  tak, aby se zabranilo vzlınanı pýny do hrdla banky
a prıpadnemu ±niku vzorku z banky (tuby). Doporucuje se pred zaca tkem zahrıvanı pridat
mensı mnozstvı odpýnovacıho prostredku (4.6). V mırnem zahrıvanı s obcasnym
promıchanım se pokracuje tak dlouho, dokud zcela nevymizı pýna a veskera  hmota vzorku je
zkarbonizovana , az v podstatý do usta lenı varu kapaliny. Potom se intenzita zahrıvanı zvysı a
serıdı tak, aby vypary kyseliny sırove  kondenzovaly poblıze stredu hrdla banky a aby
nedochazelo k podstatnym zmýnam v objemu kyseliny i ulpıvanı castic vzorku na stýnach
banky (tuby). Býhem mineralizace nesmı dochazet k prehrıvanı stýn banky, ktere  nejsou ve
styku s kapalinou. Provadı-li se zahrıvanı banky plamenem, zabranuje se prehra tı stýn banky
umıstýnım banky na azbestovou sıÚ ku s otvorem, ktery odpovıda  hladiný kapaliny v bance.
Jakmile se kapalina stane zcela cirou (mu ze byt zabarvena barvou katalyza toru), pokracuje se
v ohrevu od tohoto okamziku jestý 2 hod. Potom se kapalina ponecha  temýr  zchladnout a
opatrný se zredı asi 75  az 100 ml vody (poznamka 8.4). V prıpadý, ze po zchladnutı roztok
ztuhne, prida  se výtsı mnozstvı vody (250 az 300 ml), castecný zahreje a promıchava  do
rozpustýnı tuhe ho zbytku. Nerozpustı-li se ani potom, je nutno stanovenı opakovat s výtsım
objemem kyseliny sırove  (3.3).

 Obsah mineralizacnı banky (tuby) (4.3) nebo jeho cast, po prevedenı do odmýrne  banky a
doplnýnı na presný definovany objem, se kvantitativný prevede do destilacnı banky, prida  se
pa r varnych týlısek a banka se umıstı do destilacnıho zarızenı (4.2). Do davkovacıho zarızenı
destilacnıho prıstroje (4.2) se odmýrı 100 ml vytýsnovacıho roztoku (3.5) a nakonec
k prestupnıku destilacnıho prıstroje (zarızenı) se umıstı predloha tak, aby konec prestupnıku
zasahoval asi 10 mm pod hladinu roztoku v predloze. Jako predloha se pouzije titracnı banka
vhodne ho objemu, do ktere  se prida  presný 25 ml odmýrne ho roztoku kyseliny sırove  (3.4)
nebo roztoku kyseliny borite  (3.7) (poznamka 8.5) a nýkolik kapek indika toru (3.2), nenı-li
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v navodu prıpadný pouzite ho destilacnıho zarızenı uvedeno jinak. Objem predlohy se vhodný
zredı vodou a po plynotýsnem uzavrenı destilacnıho prıstroje se z davkovacıho zarızenı
vypustı opatrný po castech vytýsnovacı roztok (3.5) do destilacnı banky a jejı obsah se zacne
zahrıvat. Destiluje se asi 30 minut, cımz objem v predloze dosahne asi 150 ml, nenı-li
navodem prıpadný pouzite ho destilacnıho zarızenı uvedeno jinak.

 Pred ukoncenım destilace se snızı predloha tak, aby konec prestupnıku byl nad hladinou
kapaliny v predloze a dalsı podıl destila tu se zkousı pH papırkem (4.4), zda jestý nevykazuje
alkalickou reakci. Nenı-li tomu tak, destilace se ukoncı a prestupnık se i vný oplachne do
predlohy.

 V opacnem prıpadý (reakce je alkalicka ) se bu°  destilace (dýleny mineraliza t) nebo cele
stanovenı musı opakovat s prodlouzenım doby destilace. Stejný tak je nutno destilaci (cele
stanovenı) opakovat, dojde-li k zalkalizovanı roztoku v predloze (zmýna zabarvenı indika toru
(3.1)), s pridanım výtsıho objemu kyseliny (3.4 nebo 3.7) do predlohy ci snızenım navazky
vzorku (podılu mineraliza tu).

Obsah titracnı banky se titruje ihned po skoncenı destilace (pokud to dovolujı podmınky
instrumentace doporucuje se titrovat jiz býhem destilace) odmýrnym roztokem hydroxidu
sodne ho (3.6) nebo odmýrnym roztokem kyseliny sırove  (3.4) (poznamka 8.6) te ze
koncentrace, ktera  byla pouzita do predlohy, do pravý vznikle  zmýny zabarvenı roztoku.

 Vedle toho se provede slepa  zkouska se vsemi pouzitymi chemika liemi ve stejnem mnozstvı,
jen namısto zkousene ho vzorku se prida  1,0 g sacharosy (3.9). V prıpadý na lezu dusıku ve
slepe  zkousce je nutno jeho mnozstvı od zjistýne ho pri analyze vzorku odecıst (viz vypocet).
Slepa  zkouska se provadı pri kazde  se rii stanovenı nebo pri zmýný jake koliv chemika lie.

 Pri kazde  zmýný chemika liı vcetný odmýrnych roztoku  se provadı kontrolnı test: stanovı se
obsah dusıku v presný definovane  slouceniný acetanilidu (3.10) nebo tryptofanu (3.11)
s prıdavkem 1,0 g sacharosy (3.9) a pri zachovanı stejne ho pracovnıho postupu jako u vzorku
i za pouzitı stejne ho mnozstvı a stejnych chemika liı i pomu cek. Pro snadno mineralizovatelne
materia ly se volı acetanilid (3.10), pro obtıznýji mineralizovatelne  tryptofan (3.11). Stanovenı
probıha  v poradku je-li shoda v mezıch 95 az 105  relat.%

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah dusıkatych la tek v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

6.1   pri jımanı destila tu do kyseliny sırove

X V V C
m

=
−6 2528 014 0 1 1, . , .( ).      (poznamka 8.1)

6.2   pri jımanı destila tu do kyseliny borite

X V V C
m

=
−6 2528 014 3 2 2, . , .( ).      (poznamka 8.1)

kde  V0   je    spotreba odmýrne ho roztoku hydroxidu sodne ho na  slepou zkousku v ml
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        V1          spotreba odmýrne ho roztoku hydroxidu sodne ho na  zkouseny vzorek v ml

        V2          spotreba odmýrne ho roztoku kyseliny sırove  na slepou  zkousku v ml

        V3          spotreba odmýrne ho roztoku kyseliny sırove  na zkouseny vzorek v ml

        C1          presna  koncentrace pouzite ho odmýrne ho roztoku  hydroxidu sodne ho v mol/l

        C2          presna  koncentrace pouzite ho odmýrne ho roztoku kyseliny sırove  v mol/l

        m           hmotnost alikvotnıho podılu navazky vzorku v g

        28,014   la tkove  mnozstvı dusıku, odpovıdajıcı pouzitemu  odmýrnemu roztoku kyseliny
 sırove

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti, a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky g /kg.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri 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 zvlastnı prıpady hodnocenı, nejde-li o stanovenı vyzivne  hodnoty, lze pouzıt
specia lnıch faktoru  mısto 6,25 a to:       5,75 pro obiloviny a mlynska  krmiva

6,37 pro mle ko a mle cne  vyrobky

6,00 pro zivocisne  moucky

5,61 pro klih

5,55 pro zelatinu

 Prepoctovy faktor je nutno vzdy s vysledkem uve st.

8.2   Vhodnym zarızenım mohou byt i automaticke  ci poloautomaticke  destilacnı prıstroje,
pokud splnujı podmınky kvantitativnıho predestilovanı amoniaku napr . Kjeltec, Kjeltec-auto.

8.3   Hmotnost vzorku se volı podle ocekavane ho obsahu dusıkatych  la tek tak, aby obsah byl
v rozmezı 0,125 az 1,25 g

8.4   Doporucuje se redit jestý castecný teply mineraliza t, aby  se zabranilo zpýtnemu
vykrystalizovanı solı, ktere  se hu re  rozpoustýjı. Zre° ovanı se musı provadýt velmi opatrný,
protoze je proti pravidlu m zre° ovanı roztoku  kyselin.

8.5   Jımanı destila tu do kyseliny borite  je mozne  jen v prıpadý,  ze teplota kondenza tu
nepresahne 25 °C (chlazenı) a pri obsahu dusıkatych la tek výtsım nez 400 g/kg se volı
polovicnı  hmotnost vzorku. Titrace se v tomto prıpadý provadı odmýrnym roztokem kyseliny
sırove .



18

8.6   Koncentrace kyseliny sırove  se volı podle ocekavane ho obsahu dusıkatych la tek ve
zkousenem vzorku a podle toho, zda  mineraliza t je destilovan cely nebo pouze jeho podıl.



19

2.2   Stanovenı obsahu dusıkatych la tek rozpustnych pu sobenım  roztoku
pepsinu v kyseliný chlorovodıkove
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no.L 123,
29/05/72

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı dusıkatych la tek rozpustnych pu sobenım
roztoku pepsinu v kyseliný chlorovodıkove  v krmivech.

 Metoda stanovenı je pouzitelna  pro vsechny obsahy a vsechny druhy krmiv, obsahujıcı tuto
slozku s vyjimkou krmiv s aditivnım obsahem mocoviny a krmiv minera lnıch. Metoda
nerozlisuje formy proteinove ho a neproteinove ho dusıku a ma -li byt neproteinovy dusık
vyloucen z vysledku stanovenı, musı byt jeho obsah stanoven prıslusnou metodou samostatný
a od stanovenı rozpustne ho dusıku odecten.

 I kdyz vysledek tohoto stanovenı do jiste  mıry vyjadruje mıru stravitelnosti krmiva, nema
zadnou prımou spojitost se stravitelnostı dusıkatych la tek "in vivo".

2.   Princip
 Dusıkate  la tky rozpustne  pu sobenım pepsinu v kyseliný chlorovodıkove  se stanovı titracný po
48  hod inkubaci vzorku s pepsinem pri 40 °C, nasledne  separaci od nerozpustne  casti a
urcenım obsahu dusıkatych la tek v rozpustne  casti metodou podle Kjeldahla.

3.   Chemikalie

3.1   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 7 mol/l

3.2   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl ) = 0,075 mol/l

3.3   Pepsin, s ovýrenou aktivitou 2000 j./g (Merck, obj. c. 7190) (poznamka 8.6)

3.4   Pepsin, inkubacnı roztok 400 j./l

  Prıprava: 0,200 g pepsinu (3.3) se rozpustı ve 1000 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove
 (3.2),

predem zahra te  na teplotu 40 °C, a roztok se promıcha . Roztok se pripravuje vzdy cerstvy

3.5   Diethylether (poznamka 8.1) nebo petrolether (frakce 40  az 60 °C) (poznamka 8.1)

3.6   Chemika lie pouzıvane  pro metodu 2.1   Stanovenı obsahu dusıkatych la tek

3.7   Odpýnovacı prostredek (napr . parafin ci silikonovy olej)

3.6 Katalyza tory: Oxid mý° naty (CuO) nebo sıran mý° naty, pentahydra t (CuSO4.5 H2O)

3.7   Indika tory:

  Smýsny: 2,0 g methylove  cerveni a 1,0 g methylenove  modri  se rozpustı v 1000 ml
 ethylalkoholu 96% a promıcha

  Methylova  cerven: 0,30 g methylove  cerveni se rozpustı ve  100 ml ethylalkoholu 96% a
promıcha



20

3.8   Kyselina sırova , koncentrovana  (h = 1.84 g/ml)

3.9   Kyselina sırova , roztok c(H2SO4) = 0,1 mol/l a 0,05 mol/l

3.10    Hydroxid sodny, roztok 400 g/l

3.11   Hydroxid sodny, roztok c(NaOH) = 0,2 mol/l a 0,1 mol/l

3.12   Kyselina borita , roztok 4 %

3.13   Sıran draselny, pevny

3.14   Sacharosa

3.15   Acetanilid (bod tanı 114 °C) s obsahem 10,36 % dusıku, tj.  64,75 % dusıkatych la tek
 nebo podle ±daju  vyrobce

3.16   Tryptofan (bod tanı 282 °C) s obsahem 13,72 % dusıku, tj.  85,75 % dusıkatych la tek
 nebo podle ±daju  vyrobce

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Termostat s automaticky regulovatelnou teplotou 40 ť 1 °C nebo lazen vodnı stejnych
 parametru

4.2   Odstredivka laboratornı s odstredivym zrychlenım do  5000 G, vybavena  kyvetami na
250 ml,

nejvhodnýji z plasticke   hmoty

4.3   Banka odmýrna  na 500 ml se sirokym hrdlem (podle  Stohlmanna) a za tkou

4.4   Zarızenı mineralizacnı vhodne  konstrukce (poznamka 8.2)

4.5   Zarızenı destilacnı vhodne  konstrukce

4.6   Banky nebo tuby mineralizacnı vhodne  velikosti (banky se  doporucujı podle Kjeldahla
 500 az 750 ml)

4.7   Papırek pH nebo lakmusovy

 Vsechny pouzite  chemika lie (mimo acetanilid a tryptofan) i zkusebnı pomu cky musı byt
proste  dusıku.

5.   Postup

5.1   Krmiva s obsahem tuku do 100 g/kg

 Odvazı se (2 ť 0,001) g zkusebnıho vzorku do odmýrne  banky na 500 ml a prida  se 450 ml
inkubacnıho roztoku pepsinu (3.4), predem zahra te ho na teplotu 40 °C (poznamka 8.2).
Inkubacnı roztok pepsinu (3.4) se pridava  po castech s pru býznym promıchavanım a pred
pridanım poslednıho prıdavku se du kladný promıcha , aby se rozrusila aglomerace zkousene ho
vzorku. Poslednım prıdavkem tohoto roztoku se oplachnou stýny banky, pak se zkontroluje
hodnota pH, ktera  ma  byt nejvyse 1,7 (poznamka 8.3). Banka se uzavre za tkou, vlozı do
termostatu nebo vodnı lazný (4.1) vyhra te  na 40 °C a pri te to teplotý necha  inkubovat po dobu
48 hod, pricemz se priblizný vzdy po 6, 24 a 32 hod promıcha . Býhem inkubace musı veskera
hmota zu stat ve styku s roztokem.
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Po 48 hodinach inkubace se banka z termostatu nebo vodnı lazný vyjme, prida  se 15 ml
roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.1), obsah se promıcha , vytemperuje na teplotu laboratore
(omezenı pu sobenı pepsinu), doplnı vodou po rysku a promıcha . Potom se filtruje suchym
stredný hustym filtrem do suche  kadinky (poznamka 8.4), pricemz prvnı podıl filtra tu se
nezachycuje.

 V casti filtra tu se stanovı dusıkate  la tky podle Prılohy 9, cast 2.1 Stanovenı dusıkatych la tek
s touto ±pravou:

 Odpipetuje se 100 az 250 ml filtra tu (poznamka 8.5) do Kjeldahlovy banky nebo
mineralizacnı tuby, prida  se opatrný kyselina sırova  (3.8) a katalyza tor (3.6) a po prıpadý i
odpýnovacı prostredek (3.17) a promıcha  se. Ponecha  se pri laboratornı teplotý pres noc. Pote
se banka vlozı do mineralizacnıho zarızenı (4.4), nejprve se intenzıvnýjsım zahrıvanım odparı
nadbytecna  voda a da le se postupuje stejný jako pri mineralizaci vzorku podle Prılohy 9, cast
2.1 Stanovenı dusıkatych la tek, pricemz doba mineralizace od vycerenı kapaliny se zkracuje
na 1 hod.

 Dalsı postup zkousky (mineralizace, destilace, titrace, vypocet) se provadı stejný jako pri
stanovenı dusıkatych la tek podle Prılohy 9, cast 2.1.

 Vedle toho se provede slepa  zkouska za pouzitı stejne ho postupu s vyjimkou pridanı
zkousene ho vzorku. Zjistýne  mnozstvı dusıkatych la tek touto zkouskou se od mnozstvı
celkove ho zjistýne ho pri stanovenı zkousene ho vzorku odecte.

5.2   Krmiva s obsahem tuku nad 100 g/kg

 Zkusebnı vzorek pripraveny podle 5.1 musı byt pred inkubacı alespon castecný odtucnýn.
Odtucnýnı se provede trojnasobnou dekantacı vzorku diethyletherem nebo petroletherem (3.5)
po davkach 10 az 15 ml, pricemz je nutno dba t, aby nedoslo ke ztra tam vzorku. Po poslednım
odlitı diethyletheru (petroletheru) se tento necha  ze vzorku volný odparit.

 Jiny zpu sob odtucnýnı lze prove st tak, ze zkouseny vzorek se odvazı na stredný husty filtr a
promyva  diethyletherem (petroletherem) (3.5) po davkach, jak vyse uvedeno a po odparenı
diethyletheru (petroletheru) z filtru se vzorek prevede kvantitativný do odmýrne  banky.

 Da le se postupuje podle 5.1.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah dusıkatych la tek rozpustnych pu sobenım roztoku pepsinu v kyseliný chlorovodıkove
v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

6.1   pri jımanı destila tu do kyseliny sırove

( )X
V V C

m
o=

−6 2528 014 1 1, . , . .

 Vo    je    spotreba odmýrne ho roztoku hydroxidu sodne ho na  slepou zkousku v ml

          V1          spotreba odmýrne ho roztoku hydroxidu sodne ho na  zkouseny vzorek v ml

C1          presna  koncentrace pouzite ho odmýrne ho roztoku  hydroxidu sodne ho v mol/l
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6.2   pri jımanı destila tu do kyseliny borite

( )X
6,25 . 28,014 . V V  . C

m
3 2 1=

−

kde    V2          spotreba odmýrne ho roztoku kyseliny sırove  na slepou  zkousku v ml

          V3          spotreba odmýrne ho roztoku kyseliny sırove  na zkouseny vzorek v ml

C2          presna  koncentrace pouzite ho odmýrne ho roztoku kyseliny sırove  v mol/l

          m           hmotnost alikvotnıho podılu navazky vzorku v g

         28,014 la tkove  mnozstvı dusıku, odpovıdajıcı pouzitemu  odmýrnemu roztoku
kyseliny sırove

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti, a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky g/kg.

 7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri 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 horlavinami  I.trıdy, proto pri jake koli
manipulaci s nimi je nezbytne   dodrzovat bezpecnostnı pravidla.

8.2   Inkubacnı roztok pepsinu se nesmı zahrıvat prımo, aby nedoslo k prıpadne  jeho
inaktivaci.

8.3   V prıpadý potreby se upravı pH roztokem kyseliny chlorovodıkove  (3.1), coz prichazı
v ±vahu zejme na u silný alkalickych krmiv.

8.4   U krmiv, kde by filtrace probıhala s pravdýpodobnostı obtızný nebo kde by nebylo
mozno zıskat zcela ciry roztok  (nerozpustne  castice prochazejıcı filtrem, napr . nýktere   druhy
kvasnic), se oddýlı nerozpustny podıl postupnym odstredýnım suspense. Pro stanovenı
dusıkatych la tek se pouzije supernatant.

8.5   Alikvotnı podıl filtra tu se volı s ohledem na predpokladany  obsah dusıkatych la tek a
koncentrace pouzitych odmýrnych  roztoku .

8.6   Je mozno pouzıt pepsin s komercný ovýrenou aktivitou.
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2.3   Stanovenı obsahu bılkovin

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı bılkovin v krmivech.

 Metoda je pouzitelna  pro vsechna krmiva organicke ho pu vodu.

2.   Princip
 Bılkoviny se stanovı titracný metodou podle Barnsteina po jejich oddýlenı od dusıkatych
la tek nebılkovine ho pu vodu vysrazenım mýdnatou solı.

3.   Chemikalie

3.1   Sıran mýdnaty, roztok 60 g/l

3.2   Hydroxid sodny, roztok 12 g/l

3.3   Chlorid barnaty, roztok 10 g/l

3.4   Hexakyanozeleznatan tetradraselny [K4Fe(CN)6], roztok  100 g/l

3.5   Katalyza tory: Oxid mýdnaty (CuO) nebo
 Sıran mýdnaty, pentahydra t (CuSO4 .5 H2O)

3.6   Indika tory
  Smýsny: 2,0 g methylove  cerveni a 1,0 g methylenove  modri  se rozpustı v 1000 ml
  ethylalkoholu 96% a promıcha

 Methylova  cerven: 0,30 g methylove  cerveni se rozpustı ve  100 ml ethylalkoholu 96% a
 promıcha

3.7   Kyselina sırova , konc. (h = 1,84  g/ml)

3.8   Kyselina sırova , roztok c(H2SO4) = 0,1 mol/l a 0,05 mol/l

3.9   Hydroxid sodny, roztok 400 g/l (h = 1,36  g/ml) 

3.10   Hydroxid sodny, roztok c(NaOH) = 0,2  mol/l a 0,1  mol/l

3.11   Kyselina borita , roztok 4 %

3.12   Sıran draselny, pevny

3.13   Sacharosa

3.14   Acetanilid (bod tanı 114 °C) s obsahem 10,36 % dusıku, tj.  64,75% dusıkatych la tek
 nebo podle ±daju  vyrobce

3.15   Tryptofan (bod tanı 282 °C) s obsahem 13,72 % dusıku, tj.  85,75% dusıkatych la tek
  nebo podle  ±daju  vyrobce

 Vsechny pouzite  chemika lie (mimo acetanilid a tryptofan) i zkusebnı pomu cky  musı
  byt proste  dusıku.



24

4.   Pr ıstroje a pomu cky
4.1   Lazen vodnı s termostatem

4.2   Odstredivka laboratornı vhodne  konstrukce

4.3   Zarızenı mineralizacnı vhodne  konstrukce

4.4   Zarızenı destilacnı vhodne  konstrukce

4.5   Banky nebo tuby mineralizacnı vhodne  velikosti (banky se  doporucujı podle Kjeldahla
 500 az 750 ml)

4.6   Papırek pH nebo lakmusovy

4.7   Varna  týlıska (pemza gran., strıpky sklenýne  ci porcelanove )

4.8   Odpýnovacı prostredek (napr . parafin ci silikonovy olej)

5.   Postup
 Asi 1 az 2 g zkusebnıho vzorku se odvazı s presnostı nejme ný na 0,001 g do kadinky na
400 ml, prida  100 ml horke  vody a zahreje k varu. Potom se prida  25 ml roztoku sıranu
mýdnate ho (3.1), prikryje hodinovym sklıckem a varı po dobu 2 min. Po skoncenı varu se za
sta le ho mıchanı pridava  po castech 25 ml roztoku hydroxidu sodne ho (3.2), obsah kadinky se
zredı 100 ml horke  vody, promıcha  a po usazenı srazeniny se filtruje dekantacı pres stredný
husty filtr, prosty dusıku. Promyva  se opýt dekantacı horkou vodou i po prevedenı srazeniny
na filtr, az jiz dalsı podıl filtra tu nedava  reakci na mý°  (roztok 3.4), resp. na sırany (roztok
3.3). Filtra t se da le nepouzije.

 U skrobnatych krmiv a krmiv, kde filtrace probıha  velmi obtızný, se pevny podıl oddýluje
odstredýnım (4.2) a promyva  opýt dekantacı horkou vodou do negativnı reakce dalsı
promyvacı kapaliny na mý°  (roztok 3.4) resp. sırany (roztok 3.3). Jinym zpu sobem usnadnýnı
filtrace je 30 min. zahrıvanı vyluhu na vodnı lazni (4.1) pri teplotý 60 °C, namısto varenı po
dobu 2 minut.

 Filtr se srazeninou se prevede do mineralizacnı banky (4.5), resp. srazenina se prevede
pomocı davky kyseliny sırove  (3.7) z centrifugacnı kyvety do mineralizacnı banky, pri
opatrnem zredýnı vodou.

 Da le se postupuje podle Prılohy 9, cast 2.1 Stanovenı dusıkatych la tek.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah bılkovin v g/kg (X) se vypocıta  jako obsah dusıkatych la tek podle vzorce:

6.1   pri jımanı destila tu do kyseliny sırove

X V V
m

=
−6 25 28 014 0 1, . , .( )

6.2   pri jımanı destila tu do kyseliny borite

X V V C
m

=
−6 25 28 014 3 2 2, . , .( ).
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kde  V0  je  spotreba odmýrne ho roztoku hydroxidu sodne ho na  slepou zkousku v ml

        V1      spotreba odmýrne ho roztoku hydroxidu sodne ho na  zkouseny vzorek v ml

        V2      spotreba odmýrne ho roztoku kyseliny sırove  na slepou  zkousku v ml

        V3      spotreba odmýrne ho roztoku kyseliny sırove  na zkouseny vzorek v ml

         C1      presna  koncentrace pouzite ho odmýrne ho roztoku  hydroxidu sodne ho  v mol/l

         C2      presna  koncentrace pouzite ho odmýrne ho roztoku kyseliny sırove  v mol/l
        m       hmotnost alikvotnıho podılu navazky vzorku v g

     28,014  la tkove  mnozstvı dusıku, odpovıdajıcı pouzitemu  odmýrnemu roztoku kyseliny
      sırove

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti, a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky g/kg.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.
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2.4   Stanovenı obsahu aminokyselin
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no. L 93/012.

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı obsahu aminokyselin v krmivech.

2.   Princip
Volne , nejcastýji pridane  aminokyseliny se ze vzorku vyextrahujı roztokem kyseliny
chlorovodıkove , extrakt se zahustı a obsah aminokyselin se stanovı metodou kapalinove
chromatografie.

Vazane  aminokyseliny je nejprve nutno uvolnit z bılkovinne ho retýzce. Peptidova  vazba mezi
aminokyselinami retýzce bılkoviny se hydrolyzuje vhodnym cinidlem a jednotlive
aminokyseliny se uvolnı do roztoku. Jako hydrolyzacnı cinidlo se pouzıva  roztok kyseliny
chlorovodıkove  pro stanovenı týchto aminokyselin: glycin, alanin, serin, threonin, valin,
isoleucin, leucin, lysin, arginin, kyselina asparagova , kyselina glutamova , fenylalanin, tyrosin,
histidin a prolin. Cystin (dvý molekuly cysteinu spojene  S-S vazbou) a methionin se nejprve
oxidujı smýsı kyseliny mravencı a peroxidu vodıku za vzniku kyseliny cysteove  a
methioninsulfonu a teprve pote  se retýzec bılkoviny hydrolyzuje. Vzhledem k nesta losti
tryptofanu v kyselem prostredı je pro jeho stanovenı nutno pouzıt hydrolyzu v alkalickem
prostredı hydroxidu barnate ho.

Z hydrolyza tu  vzorku se odstranı hydrolyzacnı cinidlo, kyselina chlorovodıkova  odparenım
resp. hydroxid barnaty vysrazenım jako sıran barnaty, a tyto se prevedou na definovany
objem.

Obsah aminokyselin se stanovı metodou kapalinove  chromatografie a vypocte porovnanım se
standardem.

3.   Chemikalie

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

3.2   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 6 mol/l,  (mozno pridat 0,1 % fenolu)

3.3   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 0,1 mol/l s 2 %  thiodiglykolu

3.4   Hydroxid barnaty oktahydra t (Ba(OH)2 .8 H2O) s minima lnım  obsahem CO2

3.5   Peroxid vodıku, roztok 30 %

3.6   Kyselina mravencı, 99 ť 1 %

3.7   Kyselina mravencı, 85 %

3.8   Ethylalkohol cisty 96 % (poznamka 8.1)

3.9   Isopropylalkohol (poznamka 8.1)
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3.10   Isopropylalkohol, roztok 12 %

3.11   Oktylalkohol cisty (poznamka 8.1)

3.12 Standardnı smýs aminokyselin (od vyrobce deklarovane  jako  standardy pro stanovenı
 aminokyselin). Navazujı-li se  jednotlive  aminokyseliny, susı se v exsika toru  minima lný 
 jeden tyden nad oxidem fosforecnym.

3.13   Kyselina 5-sulfosalicylova , roztok 60 g/l.

3.14   Dusık (me ný nez 10 mg kyslıku/kg) nebo jiny inertnı plyn

3.15   Thiodiglykol, koncentrovany.

3.16   Thiodiglykol, roztok 0,5 %

3.17   Citra t sodny, trihydra t

3.18   Fenol

3.19   Citronanovy "rozpoustýcı" tlumivy roztok o pH = 2,2
Prıprava: 19,61 g citronanu sodne ho (3.17), 5 ml thiodiglykolu (3.15), 1 g fenolu (3.18)

 a 16,5 ml kyseliny   chlorovodıkove   (3.1)  se  rozpustı  v  800 m vody,  pH se  upravı na
2,2, doplnı se do 1 litru a promıcha .

3.20   Sıran sodny bezvody (Na2SO4), roztok 91 g/l

3.21   Hydroxid sodny, roztok 100 g/l
Chemika lie predepsane  k jednotlivym  zpu sobu m  chromatografickych  stanovenı
aminokyselin v predepsane  cistotý.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Kapalinovy chromatograf vybaveny tımto prıslusenstvım:

4.1.1   Pumpy davkujıcı jak elucnı tlumive  roztoky, tak derivatizacnı cinidlo s presnostı 
ť0,5 %

4.1.2   Davkovacı zarızenı aÚ  manua lnı ci automaticke  s presnostı  2 %

4.1.3   Temperovany kolonovy system

4.1.4   Detekcnı system, pracujıcı s dostatecnou citlivostı a s  linea rnı odezvou na zmýnu
  koncentrace aminokyselin v  rozsahu býzný pouzıvanem

4.2  Termostat s automatickou regulacı teploty a nucenou cirkulacı vzduchu, nerezove  týleso,
 nebo

4.3   Autoklav nebo

4.4   Topna  plotna s automatickou regulacı teploty (prıkonu)

4.5   Odstredivka s rotorem na kyvety 100 a 200 ml

4.6   Odparka rotacnı vakuova

4.7   Vyvýva olejova  nebo vodnı s pojistnou lahvı

4.8   pH metr

4.9   System  s  inertnım  plynem  s  redukcnım  ventilem  a  trojcestnym  kohoutem  na
 promyvanı hydrolyza tu  plynem
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4.10   Sklenýne  nadobı:

4.11   Ampule sklenýna  150 ml s hrdlem pro zatavenı nebo ampule  sklenýna  s teflonovym
 uzavýrem.

4.12   Banky  varne   s  normalizovanym  zabrusem  (da le jen NZ)  29/32,  750 ml  a 1000 ml
 s delsım hrdlem

4.13   Banky varne  s NZ 29/32, 250, 500, 750 ml se zabrusovym  uzavýrem s jednocestnym
 kohoutem

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

4.15   Kelımek teflonovy uzavıratelny

4.16   Chladic zpýtny vzdusny NZ 29/32 de lky cca 75 cm

4.17   Filtracnı na levka se sklenýnou fritou s velikostı poru   15-40 Žm

4.18   Filtr membranovy

4.19   Vodnı lazen s termostatem

5.   Postup

5.1   U prava vzorku

 Navazuje se vzorek, pripraveny s nasledujıcı zmýnou: vzorek s obsahem vlhkosti vyssım nez
10,0 % az 15,0 % (podle druhu materia lu) je nutno predsusit pri teplotý, ktera  nepresahne
50 °C.

 U vzorku  s obsahem tuku vyssım nez 100 g/kg se provede odtucnýnı.

5.2   Prıprava hydrolyza tu

5.2.1   Hydrolyza v kyselem prostredı

5.2.1.1   Odvazı se takove  mnozstvı vzorku s presnostı nejme ný na 0,0001 g, aby obsahovalo
alespon 25 mg dusıku.

5.2.1.2   Kyselou hydrolyzu je mozno provadýt bu°  v uzavrenych sklenýnych ampulıch (4.11)
nebo ve varnych bankach s uzavýry s jednocestnym kohoutem (4.13) nebo ve varnych
bankach bez uzavrenı (4.12) pod zpýtnym chladicem (4.16).

5.2.1.3   Navazka vzorku se kvantitativný prevede do hydrolyzacnı banky nebo ampule (4.11),
prida  se dostatecny objem kyseliny chlorovodıkove  (3.2), cca 150 az 250 ml na jeden gram
navazky vzorku a krouzenım se obsah promısı. Pres trojcestny kohout (4.9), ktery ma  na jednu
cestu privedeno vakuum a na druhou inertnı plyn (3.14), se suspense vzorku zbavı strıdavym
prepınanım vakua a inertnıho plynu rozpustýne ho vzduchu. Pri hydrolyze pod zpýtnym
chladicem (4.16) nenı nutno rozpustýny vzduch ze vzorku odstranovat. Varnou banku (4.14) a
sklenýnou ampuli s teflonovym uzavýrem (4.11) je mozno uzavrıt vakuovanou; zatavitelna
ampule se na vodnı lazni zahreje na cca 100 °C a hrdlo se zatavı. Opatrnym krouzenım se
oplachnou vnitrnı stýny nadoby tak, aby na nich neulpýly castice vzorku.

5.2.1.4   Hydrolyzacnı nadoby se umıstı napr . do termostatu s nucenou cirkulacı vzduchu (4.2)
a po dosazenı teploty 110 °C - 115°C probıha  hydrolyza 23 hodin. Pri pouzitı varnych banýk,
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uzavrenych kohoutem (4.13) se doporucuje uzavýr pripevnit "klipsnou" a v poca tecnıch
stadiıch, cca 1 hod., pretlak par kyseliny chlorovodıkove  opatrný odpoustýt.

5.2.1.5   Hydrolyza pod zpýtnym chladicem (4.16) probıha  na topne  plotný (4.4) s takovym
prıkonem, aby se obsah banky zivý varil, coz odpovıda  bodu varu azeotropicke  smýsi voda -
kyselina chlorovodıkova , cca 110 °C.

5.2.1.6   Adekva tnı vytýzky aminokyselin poskytuje take  hydrolyza pri 145°C po dobu 4 hod.
Tento zpu sob je vhodne  provadýt v ampulıch (4.11) v autoklavu, z du vodu pretlaku.

5.2.1.7   Po ukoncenı hydrolyzy se obsah hydrolyzacnı banky nebo ampule kvantitativný
vodou prevede pres filtracnı na levku s fritou S3 (4.17) do odparovacı banky (4.14) s kulatym
dnem. Jemny sediment zanası fritu a vyznamný se podılı na zpomalenı filtrace, s vyhodou je
mozno pouzıt filtraci se snızenym tlakem ci filtrovat nejprve ciry supernatant po prirozene
sedimentaci a sediment prene st na fritu az pri promyvanı vodou.

5.2.1.8   Filtra t se odparı na rotacnı vakuove  odparce (4.6) za pouzitı olejove  ci vodnı vyvývy
(4.7), (nutno pouzıvat promyvacı lahev s hydroxidem sodnym pro olejovou vyvývu a
pojistnou lahev pro obý vyvývy) do sirupovite  konzistence pri teplotý max. 50 °C. Pri
odparenı do sucha vznikajı ztra ty jednak rozstrikem az do trubice odparky a jednak degradacı
samotnych aminokyselin. Sirupovity odparek se rozmıcha  v nýkolika ml isopropanolu (3.10) a
znovu odparı. Toto se opakuje jestý jednou.

5.2.1.9   Odparek se kvantitativný prevede do definovane ho objemu tlumivym roztokem
o pH 2,2 (3.19). Dalsı mozna  ±prava vzorku zavisı na pouzitem chromatografickem postupu.

5.2.2   Oxidativnı hydrolyza

5.2.2.1   Sirne  aminokyseliny se oxidujı smýsı peroxidu vodıku (3.5) a kyseliny mravencı (3.6)
(1 + 19) nebo peroxidu vodıku (3.5) a kyseliny mravencı (3.7) (1 + 9). Smýs se po smısenı
necha  sta t pri pokojove  teplotý 2 hodiny a pote  se umıstı do chladnicky pri teplotý 0 °C na
dobu 15 minut.

5.2.2.2   Vzorek navazeny s presnostı 0,0001 g, ktery obsahuje alespon 25 mg dusıku, se
kvantitativný prevede do varne  banky (4.12), prida  se 15 ml oxidacnı smýsi (viz 5.2.2.1) a po
opatrnem rozmıchanı se umıstı do chladnicky pri teplotý 0 °C az 4 °C na dobu 16 hod. Po te to
dobý se bu°

a) prida  prebytek kyseliny chlorovodıkove  nebo

 b) se prebytek oxidacnı smýsi odstranı bu°  za vakua nebo lyofilisacı.

5.2.2.3   K oxidovanemu vzorku se prida  nejprve opatrný 1 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.1)
a po vysumýnı dalsıch 100-150 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.2). Hydrolyza probıha  pod
zpýtnym chladicem (4.16) pri teplotý 110 °C po dobu 23 hodin. Da le se postupuje podle
5.2.1.7 .
5.2.2.4   K oxidovanemu vzorku se prida  60 ml ledove  deionisovane  vody. Na rotacnı
vakuove  odparce se obsah zahustı do sirupovite  konzistence pri teplotý max. 30 °C. Banka se
proplachne cca 30 minut inertnım plynem (3.14), prida  se 20 ml vody a znovu se odparı do
sirupovite  konzistence. Odparek se za tepla rozpustı ve 100-150 ml kyseliny chlorovodıkove
(3.2) a kvantitativný se dalsım podılem te to kyseliny  prevede  do  hydrolyzacnı  nadoby  tak,
aby  objem  kyseliny  odpovıdal  obsahu   uvedenem v 5.2.1.7.  K odstranýnı  pýnýnı mozno
pridat  oktylalkohol (3.11).  Dalsı  postup  hydrolyzy  je  totozny s postupem popsanym v
5.2.1.7 .
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5.2.2.5   K oxidovanemu vzorku se prida  60 ml ledove  deionisovane  vody. Suspense se
namrazı na stýny banky a vysusı mrazovou sublimacı. Lyofilisa t se rozpustı v malem objemu
kyseliny chlorovodıkove  (5.2) a kvantitativný prevede do hydrolyzacnı nadoby tak, aby objem
kyseliny (5.2) odpovıdal uvedenemu v 5.2.1.7 .Dalsı postup kysele  hydrolyzy je totozny s
postupem uvedenym v 5.2.1.7.

5.2.3   Hydrolyza v alkalickem prostredı

 Hydrolyza v alkalickem prostredı pro stanovenı tryptofanu se provadı v uzavıratelnych
nadobach, jejichz konstrukce umoznuje zvysenı vnitrnıho tlaku pri zahrevu. S vyhodou se
pouzıvajı teflonove  kelımky (4.15) opatrene  perforovatelnym septem.

 Do nadobky se odvazı 0,2 az 0,4 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na 0,0001 g a
smıcha  se 4 g hydroxidu barnate ho (3.4), pridajı se 4 ml vody a po uzavrenı se umıstı do
vroucı vodnı lazný (4.19) na 10 minut. Pote  se obsah nadobky 2 az 3kra t promyje inertnım
plynem (3.14) (pomocı pripojene ho vakua, pozor na pýnýnı, nutno pouzıvat pomale  zmýny
tlaku) a hydrolyzuje se pri teplotý 110 °C po dobu 17 hodin. Po ukoncenı hydrolyzy se
nadobky umıstı do teple  vody, aby obsah zu stal sta le tekuty, pri chladnutı rychle tuhne. Pred
otevrenım je nezbytne  opatrný perforovat septum injekcnı jehlou nebo pootevrıt kohout, aby
doslo k vyrovnanı pretlaku. Po otevrenı se ke vzorku pridajı 2 ml thiodiglykolu (3.15) a
priblizný 5 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.2), aby pH dosahlo hodnoty cca 2. Cely obsah
hydrolyzacnı nadobky se  kvantitativný prevede horkym roztokem thiodiglykolu (3.16), (max.
15 ml), do 50 ml odmýrne  banky, prida  se 25 ml roztoku sıranu sodne ho (3.20). Po
vychladnutı na teplotu 20 °C se objem doplnı vodou po rysku, promıcha  a srazenina sıranu
barnate ho se necha  sedimentovat, pote  se odstredı pri 1 000 G po dobu 30 minut. Ciry
supernatant je mozno pouzıt prımo k davkovanı pro vlastnı chromatograficke  stanovenı.

5.2.4   Extrakce volnych aminokyselin

 Do kuzelove  banky se odvazı 1 az 3 gramy zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na
0,0001 g a extrahuje se 100,0 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.3) trepanım nebo mıchanım po
dobu 1 hod. Pote  se suspense necha  sedimentovat nebo se pevny podıl odfiltruje.

 K 10 ml cire ho supernatantu nebo filtra tu se ve 100 ml bance za sta le ho mıchanı prida  5 ml
roztoku kyseliny sulfosalycilove  (3.13) a po 5 minutach se srazenina bılkovin odstranı
centrifugacı pri 15 000 G po dobu 15 minut nebo odfiltruje membranovym filtrem (4.18).

Supernatant nebo filtra t se kvantitativný prevede do odmýrne  banky definovane ho objemu, pH
se upravı roztokem hydroxidu sodne ho (3.21) na hodnotu 2.2 a doplnı po rysku a promıcha .

 Obsah aminokyselin se stanovı chromatograficky.

5.3   Chromatograficke  stanovenı aminokyselin

 Obsah jednotlivych aminokyselin se stanovı metodou kapalinove  chromatografie podle
navodu ke konkre tnımu kapalinovemu chromatografu (4.1) a za podmınek, odpovıdajıcım
pouzite  koloný (4.1.3). Kazdy vzorek se analyzuje dvakra t a v prıpadý relativnı odchylky výtsı
nez 5 % se stanovenı opakuje.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
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Vypocet obsahu jednotlivych aminokyselin se provede z pomýru ploch pıku  vzorku a
standardu o zname  koncentraci pri zohlednýnı redýnı vzorku pri prıpravý. Pri pouzıvanı
vnitrnıho standardu, napr . norleucinu nebo methioninsulfoxidu ci dalsı ninhydrinpozitivnı
la tky v prırodnım materia lu se nevyskytujıcı a s retencnım casem odlisnym od stanovovanych
aminokyselin, se nejprve plochy pıku  korigujı na plochu pıku vnitrnıho standardu. Plocha pıku
se vypocte jako nasobek vysky a sırky v poloviný vysky nebo se urcı planimetrickou metodou
nebo integracı pomocı integra toru.

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se jako:

 g aminokyseliny/ 16 g dusıku s presnostı na 0,1 g/16 g N

 g aminokyseliny/ 100 g aminokyselin s presnostı na 0,1  g/100 aminokyselin

  g aminokyseliny na 1 000 g (1 kg) susiny vzorku s presnostı na cele  jednotky

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi, provadýnymi na stejnem vzorku musı byt
maxima lný 5 % relat.

8.   Poznamky

8.1   Ethylalkohol, propylalkohol a oktylalkohol nebezpecnymi  horlavinami I. trıdy a proto
pri jake koli manipulaci s koncentrovanymi roztoky je nutno zachovavat bezpecnostnı
pravidla.
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2.5   Stanovenı obsahu mocoviny
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no. L 155,
12/07/71

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı mocoviny v krmivech s aditivnım obsahem
te to la tky.

2.   Princip
 Mocovina se stanovı po vycerenı vodnıho vyluhu vzorku Carresovymi cinidly a odfiltrovanı
nerozpustne ho zbytku, reakcı s p-dimethylaminobenzaldehydem spektofotometricky pri
vlnove  de lce 420 nm.

3.   Chemikalie

 3.1  p-Dimethylaminobenzaldehyd (da le jen DMAB), roztok

 Prıprava: 1,6 g DMAB se rozpustı v 100 ml ethylalkoholu,  prida  se 10 ml konc.
  kyseliny chlorovodıkove   a promıcha

 Skladovatelnost tohoto roztoku je nejvyse 15 dnı

3.2   Carresovo cinidlo I, roztok

 Prıprava: 21,90 g dihydra tu octanu zinecnate ho  (CH3CO2)2Zn .2H2O se rozpustı asi ve
 30 az 50 ml  vody, pridajı se 3 ml ledove  kyseliny octove  (CH3COOH), doplnı vodou na
 objem 100 ml a promıcha

3.3   Carresovo cinidlo II, roztok

 Prıprava: 10,60 g trihydra tu hexakyanozeleznatanu tetradraselne ho  [K4Fe(CN)6].3H2O
se

 rozpustı v 50 ml  vody, doplnı vodou na 100 ml a promıcha

3.4   Mocovina, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı presný  0,100 g mocoviny, rozpustı se
 ve vodý, doplnı vodou po rysku a promıcha .

1 ml tohoto standardnıho roztoku obsahuje 1 mg  mocoviny.

3.5   Uhlı aktivnı, ktere  neabsorbuje mocovinu (musı byt ovýreno)

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Spektrofotometr vhodne  konstrukce pro mýrenı pri vlnove   de lce 420 nm a kyvetou
 o opticke  de lce 10 mm

4.2   Mıchacı zarızenı s frekvencı otacenı asi 35 az 40 otacek za  minutu
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4.3   Lazen vodnı s automatickou regulacı teploty pri 20 °C

4.4   Zkumavky o rozmýrech 160 mm x 16 mm se zabrousenou za tkou.

5.   Postup

5.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

5.1.1   Do sady nejme ný 6 odmýrnych banýk na 100 ml se diferencovaný odpipetuje 1,0 ; 2,0 ;
3,0 ; (4,0 ;) 5,0 ; 7,0 ; 9,0 a 10,0 ml zakladnıho standardnıho roztoku mocoviny (3.4), kazda
z banýk se doplnı vodou po rysku a promıcha . Tyto zredýnýjsı standardnı roztoky odpovıdajı
obsahu m 10,0; 20,0; 30,0; (40,0); 50,0; 70,0; (90,0) a 100,0 Žg mocoviny v 1 ml.

5.1.2   Do sady nejme ný 6 zkumavek se odpipetuje z kazde ho zredýnýjsıho standardnıho
roztoku po 5 ml, da le se do kazde  zkumavky odpipetuje 5 ml DMAB (3.1), promıcha  a
ponecha  na vodnı lazni (4.3) 15 minut pri teplotý 20 ČC.

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

5.1.3   U takto pripravenych roztoku  se zmýrı absorbance v 10 mm kyvetý na
spektrofotometru (4.1) pri vlnove  de lce 420 nm proti kompenzacnımu roztoku (u vzorku  proti
slepemu roztoku), ktery obsahuje 5 ml DMAB + 5 ml vody.

 Z namýrenych hodnot absorbancı a jim odpovıdajıcım koncentracı se sestrojı kalibracnı graf
v Žg mocoviny/ml.

5.2   Vlastnı provedenı

5.2.1   Odvazı se asi 2 g zkusebnıho vzorku (poznamka 8.1) s presnostı nejme ný na 0,001 g do
odmýrne  banky na 500 ml, prida  se 400 ml vody a 1 g aktivnıho uhlı (3.5). Po promıchanı se
da le prida  5 ml Carresova cinidla I (3.2) a po opýtnem promıchanı 5 ml Carresova cinidla II
(3.3). Potom se odmýrna  banka s roztokem umıstı na mıchacı zarızenı (4.2) a mıcha  po dobu
30  minut. Pak se doplnı vodou po rysku, promıcha  a filtruje suchym filtrem do suche
kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje. Nenı-li roztok zcela ciry a bezbarvy,
stanovenı se opakuje s pridanım výtsıho mnozstvı aktivnıho uhlı (3.5) (poznamka 8.2).

 Do zkumavky se odpipetuje 5 ml cire ho filtra tu, prida  pipetou 5 ml roztoku DMAB (3.1),
promıcha  a ponecha  na vodnı lazni (4.3) pri teplotý 20 °C po dobu 15 minut.

5.2.2   Soubýzný se vzorkem se pripravı slepy roztok (blank) stejnym zpu sobem, jak vyse
uvedeno, s vyjimkou pridanı roztoku zkousene ho vzorku, mısto nýhoz se prida  stejne
mnozstvı vody.

5.2.3   Roztok vzorku se po vyjmutı z vodnı lazný (4.3) mýrı, jak je uvedeno v 5.1.3  proti
slepemu roztoku.

 Z kalibracnıho grafu se zjistı koncentrace mocoviny v Žg/ml.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah mocoviny v g /kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X C F
m

=
.
.100

kde   C   je   koncentrace mocoviny zjistýna  z kalibracnıho grafu  v Žg/ml
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        m         navazka zkusebnıho vzorku v g 

        F          faktor redýnı

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı pozadavky opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na 0,1 g/kg.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Pri obsahu mocoviny ve vzorku výtsım nez 30 g/kg se navazka  zkusebnıho vzorku
snizuje na 1 g nebo se zkouseny vzorek  redukuje redýnım tak, aby koncentrace mocoviny ve
zkusebnım  vzorku nebyla vyssı nez 50 mg/500 ml.

 Pri znacný nizsım obsahu mocoviny ve zkousenem vzorku se  hmotnost zkusebnıho vzorku
zvysı, ale tak, aby filtra t roztoku vzorku byl ciry a bezbarvy. Vypocet nutno upravit.

8.2   Prıdavek aktivnıho uhlı by nemýl presahnout 3 g.
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2.6   Stanovenı obsahu amoniaku v rybıch mouckach
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no. L 279,
20/12/71

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı amoniaku v rybıch mouckach. Je pouzitelna
pro obsahy amoniaku, vyjadrene  jako NH3 do 2 500 mg/kg.

2.   Princip
 Amoniak se stanovı titracný alkalimetricky ve vodnım vyluhu vzorku po vycerenı kyselinou
trichloroctovou, vytýsnýnı oxidem horecnatym a predestilovanım do kyseliny sırove .

3.   Chemikalie

3.1   Kyselina trichloroctova , roztok 200 g/l

3.2   Oxid horecnaty, pevny

3.3   Odpýnovacı prostredek (silikonovy olej a pod.)

3.4   Kyselina sırova , odmýrny roztok c(H2SO4) = 0,05 mol/l

3.5   Hydroxid sodny, odmýrny roztok c(NaOH) = 0,1 mol/l

3.6   Indika tor methylova  cerven

Prıprava: 0,30 g methylove  cervený se rozpustı ve 100 ml  ethylalkoholu 96 %

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Mixe r nebo mıchacka vhodne  konstrukce o 35 az 40 ot/min

4.2   Prıstroj destilacnı (pro prehanýnı vodnı parou)

5.   Postup
 Odvazı se asi 10 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na 0,001 g do banky mixe ru nebo
kadinky vhodne ho objemu, prida  se 100 ml vody a mixuje (mıcha ) po dobu 30 minut. Potom
se obsah prevede vodou do odmýrne  banky na 250 ml, prida  se 50 ml roztoku kyseliny
trichloroctove  (3.1), doplnı vodou po rysku a intenzıvný promıcha . Obsah se filtruje suchym
skladanym filtrem strednı hustoty do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se
nezachycuje.

Do destilacnı banky prıstroje (4.2) se odpipetuje alikvotnı podıl, podle ocekavane ho obsahu
amoniaku (obvykle 100 ml), zredı vodou asi na 200 ml a týsný pred destilacı se pridajı 2 g
oxidu horecnate ho (3.2), pa r kapek odpýnovacıho prostredku (3.3) (roztok musı byt alkalicky -
zkouska napr . pH papırkem) a destilacnı banka se pripojı k destilacnımu prıstroji (4.2).
Prestupnık prıstroje se ponorı do titracnı banky, do ktere  bylo pridano pipetou presný 25,0
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nebo 50,0 ml odmýrne ho roztoku kyseliny sırove  (3.4), a to asi 0,5 cm pod hladinu. Pak se
zapne destilace a destiluje se tak dlouho, az nadestiluje asi 150 ml destila tu. Býhem destilace
se dba , aby se neprehrıvaly stýny banky. Pred skoncenım destilace se predloha snızı tak, aby
prestupnık vycnıval nad hladinu a zkousı se reakce dalsıho destila tu napr . pH papırkem. Nenı-
li alkalicka , destilace se ukoncı, prestupnık se oplachne do predlohy a obsah predlohy se asi
2 minuty povarı (poznamka 8.1). Po ochlazenı se do predlohy prida  pa r kapek indika toru
methylove  cervený (3.6) a titruje se odmýrnym roztokem hydroxidu sodne ho (3.5) do pravý
vymizele ho cervene ho zabarvenı roztoku.

 Je-li reakce dalsıho destila tu jestý alkalicka , je nutno destilaci opakovat s mensım alikvotnım
podılem nebo prodlouzit dobu destilace. Vedle toho se provede slepa  zkouska se stejnym
postupem s vyjimkou pridanı alikvotnıho podılu filtra tu vzorku, mısto ktere ho se prida  stejny
objem vody.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah amoniaku, vyjadrene ho jako NH3  v mg/kg (X), se vypocıta  podle vzorce:

X C V
m

=
17103. . .

kde   V   je   rozdıl spotreb odmýrne ho roztoku hydroxidu sodne ho na  slepou zkousku a 
vzorek v ml

         C         presna  koncentrace odmýrne ho roztoku hydroxidu sodne ho v mol/l
         m         hmotnost alikvotnıho podılu zkusebnıho vzorku v g

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktera  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
10% relativnıch.

8.   Poznamky

8.1   Povarenı obsahu predlohy pred titracı je nutne  k rozlozenı  event. zbytku kyseliny
trichloroctove  na chloroform a oxid  uhlicity, ktere  se varem vypudı z roztoku.
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2.7   Stanovenı obsahu týkavych dusıkatych la tek
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no. L 279,
20/12/71

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı obsahu týkavych dusıkatych bazı,
vyjadrenych jako amoniak, v krmivech.

2.   Princip
 Vzorek se extrahuje vodou a roztok se vycerı a filtruje. Týkave  dusıkate  baze jsou uvolnýny
uhlicitanem draselnym a pomocı mikrodifuze jımany do roztoku kyseliny borite  a stanoveny
kyselinou sırovou titracný.

3.   Chemikalie

3.1   Kyselina trichloroctova , roztok 20%

3.2   Smýsny indika tor: 33 mg bromkresolove  zelený a 65 mg methylove  cervený se rozpustı 
 ve  100 ml 95 - 96% ethylalkoholu

3.3   Kyselina borita , roztok

 Prıprava: 10 g kyseliny borite  se rozpustı v 900 ml vody,  prida  se 10 ml indika toru (3.2) 
a  0,5 ml 4% roztoku  hydroxidu sodne ho a promıcha  se. Doplnı se vodou na 1 litr.

3.4   Uhlicitan draselny, nasyceny roztok

 Prıprava: 100 g uhlicitanu draselne ho se rozpustı ve 100 ml  horke  vody, necha  se
 vychladnout a zfiltruje se.

3.5   Kyselina sırova , odmýrny roztok c(H2SO4) = 0,01 mol/l

3.6   Glycerın

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Mıchacka s cca 35 - 40 ot/min

4.2   Sklenýna  nebo plastova  Conwayova miska o vnitrnım pru mýru  10 cm

4.3   Mikrobyreta s dýlenım 1/100 ml

5.   Postup
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 Do odmýrne  banky na 200 ml se navazı 10 g zkusebnıho vzorku s presnostı na 0,001 g, prida
se 100 ml vody a mıcha  se 30 minut. Prida  se 50 ml kyseliny trichloroctove  (3.1), objem se
upravı vodou na 200 ml, du kladný se protrepe a filtruje se pres skladany filtr. Do strednı casti
Conwayovy misky se napipetuje 1 ml kyseliny borite  (3.3) a do okolnıho prstence se
napipetuje 1 ml filtra tu (poznamka 8.1).

Rychle se prikapne do prstence s filtra tem roztok uhlicitanu draselne ho (3.4) a okamzitý se
vıcko zcela vzduchotýsný uzavre, pricemz k utýsnýnı se pouzije male  mnozstvı glycerınu
(3.7). Opatrnym otacenım v horizonta lnı roviný se roztok promıcha . Necha  se inkubovat
nejme ný 4 hodiny pri laboratornı teplotý nebo 1 hodinu pri 40 °C. Týkave  dusıkate  baze v
kyseliný borite  se ztitrujı odmýrnym roztokem kyseliny sırove  (3.5).

 Za roven se provadı slepy pokus za pouzitı stejne ho postupu bez pridanı filtra tu zkousene ho
vzorku.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah týkavych dusıkatych la tek, vyjadrenych jako amoniak v g/kg (X), se vypocıta  podle
vzorce:

X V C F
m

=
34 06, . . . .

kde   V   je    spotreba odmýrne ho roztoku kyseliny sırove  (3.5) v ml

        F          zre° ovacı faktor

        m         hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

        C         presna  koncentrace odmýrne ho roztoku kyseliny sırove  v mol/l

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky g /kg.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı
presahnout pri obsahu amoniaku:     do 10 g/kg                                         10% relat.

                       rovnem nebo vyssım nez 10 g/kg                1,0 g/kg

8.   Poznamky

8.1   Pokud obsah amoniaku presahne 60 g/kg, je nutno filtra t  redit.
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2.8   Stanovenı aktivity ureazy v produktech s obsahem soji
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no.L 155,
12/07/71

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı aktivity ureazy v produktech, ve kterych je
obsazena soja.

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

2.   Princip
 Aktivita ureazy se stanovı titracný alkalimetricky urcenım mnozstvı amoniaka lnıho dusıku,
uvolnýne ho z roztoku mocoviny 1 g  zkousene ho vzorku za 1 minutu pri teplotý 30 °C.

3.   Chemikalie

3.1   Kyselina chlorovodıkova , odmýrny roztok c(HCl) = 0,1 mol/l

3.2   Hydroxid sodny, odmýrny roztok c(NaOH) = 0,1 mol/l

3.3   Tlumivy roztok fosforecnanovy

 Prıprava: Do 1000 ml odmýrne  banky se odvazı 4,45 g dihydra tu hydrogenfosforecnanu
  sodne ho (Na2HPO4 . 2 H2O), 3,40 g  dihydrogenfosforecnanu draselne ho (KH2PO4),
  rozpustı se ve  vodý, doplnı vodou po rysku a promıcha .

3.4   Mocovina, roztok 30 g/l v tlumivem roztoku fosforecnanovem  o pH = 6,9 az 7,0 (vzdy
  cerstvý pripravenem)

4.   Pr ıstroje

4.1   pH metr vysoke  citlivosti na 0,02 pH s prıslusenstvım

4.2   Mıchacka elektromagneticka  s mıchade lky

4.3   Lazen vodnı s termostatem, umoznujıcım regulaci teploty na  30 °C presný

4.4   Zkumavky rozmýru  150 mm x 18 mm se zabrusem a za tkou

5.   Postup

 Do zkumavky se zabrusem (4.4) se odvazı asi 0,2 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný
na 0,001 g (poznamka 8.1), prida  se presný 10 ml roztoku mocoviny (3.4), ihned zaza tkuje a
intenzıvný protrepava . Potom se vlozı na vodnı lazen (4.3) vytemperovanou presný na 30 °C a
ponecha  na lazni 30 minut. Pak se ihned prida  presný 10 ml odmýrne ho roztoku kyseliny
chlorovodıkove  (3.1), ochladı rychle na 20 °C, obsah zkumavky se kvantitativný prevede do
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kadinky tak, ze se zkumavka vzdy vyplachne dvakra t 5 ml vody. Kadinka se umıstı na
elektromagnetickou mıchacku (4.2), pripojı elektrody pH-metru (4.1) a titruje odmýrnym
roztokem hydroxidu sodne ho (3.2) do hodnoty pH = 4,7 (V1).

 Vedle toho se provede slepa  zkouska tak, ze do zkumavky se odvazı 0,2 g vzorku s presnostı
na 0,001 g (zcela shodný jako u stanovenı ve vzorku), prida  se presný 10 ml odmýrne ho
roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.1) a 10 ml roztoku mocoviny (3.4) a smýs se rychle
ochladı v ledove  vodý, kde se ponecha  po dobu 30 minut. Pri dodrzenı týchto podmınek se
prevede obsah kvantitativný do kadinky a titruje za vyse uvedenych podmınek odmýrnym
roztokem hydroxidu sodne ho (3.2) do hodnoty pH = 4, 7 (V2).

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Aktivita ureazy v jednotkach aktivity (tj. mg amoniaka lnıho dusıku uvolnýne ho 1 g
zkousene ho vzorku za 1 minutu pri teplotý 30 °C) (X) se vypocıta  podle vzorce:

( )X
C V V

m
=

−14
30

2 1. .
.

kde   V1   je   spotreba odmýrne ho roztoku hydroxidu sodne ho pri  titraci zkousene ho vzorku  
            v ml

         V2        spotreba odmýrne ho roztoku hydroxidu sodne ho pri titraci slepe  zkousky v ml

         m         hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

         C          presna  koncentrace odmýrne ho roztoku hydroxidu sodne ho v mol/l

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na jedno desetinne  mısto.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Materia ly, obsahujıcı vıce nez 100 g/kg tuku, musı byt nejdrıve odtucnýny za studena
(napr . diethyletherem ci hexanem).
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2.9   Ureazovy test

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro zjistýnı stupný odhorcenı sojovych vyrobku .

2.   Princip
 Aktivita ureazy se stanovı titracný alkalimetricky urcenım mnozstvı amoniaka lnıho dusıku,
uvolnýne ho z roztoku mocoviny ureazou z 1 g zkousene ho vzorku za 1 minutu.

3.   Chemikalie

3.1   Kyselina sırova , odmýrny roztok c(H2SO4) = 0,01 mol/l

3.2   Hydroxid sodny, odmýrny roztok c(NaOH) = 0,02 mol/l

3.3   Mocovina, roztok 30 g/l

3.4   Indika tor: methylova  cerven, ethanolicky roztok 0.02 % nebo methylova  oranz (sodna
  su l), roztok  0.02 %

3.5   Glycerın

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Sklenýne  nebo plastove  Conwayovy misky, o vnitrnım pru mýru  10 cm

4.2   Mikrobyreta s dýlenım 1/100 ml

4.3   Termostat s automaticky regulovatelnou teplotou 30 °C

5.   Postup
 Do mezikruzı Conwayovy misky (4.1) se navazı 0,65 g zkusebnıho vzorku s presnostı
nejme ný 0,001 g. Vzorek se prelije 7 ml roztoku mocoviny (3.3) a opatrnym krouzenım se
promıcha . Do strednı casti Conwayovy misky (4.1) se napipetuje 5 ml odmýrne ho roztoku
kyseliny sırove  (3.1) a prida  se 1 az 2 kapky indika toru (3.4). Miska se okamzitý vzduchotýsný
uzavre pomocı vıckem, pricemz k utýsnýnı se pouzije male  mnozstvı glycerınu (3.5) a
ponecha  se 1 hodinu v klidu sta t pri  teplotý 30 °C.

 Po uplynutı te to doby se miska otevre a titracı odmýrnym roztokem hydroxidu sodne ho (3.2)
se stanovı mnozstvı nezreagovane  kyseliny sırove  (3.1).

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
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 Aktivita ureazy vyjadrena  v mnozstvı amoniaku v mg (X) uvolnýne ho z roztoku mocoviny
za 1 minutu pu sobenım 1 g zkousene ho vzorku pri teplotý  30  °C  se vypocıta  podle vzorce:

X C V V
m

=
−34 06

60
2 1, . .( )

.

kde    V1   je   spotreba odmýrne ho roztoku hydroxidu sodne ho (3.2) v ml

V2        objem odmýrne ho roztoku kyseliny sırove  (3.1), pipetovany do Conwayovy
    misky v ml

 C         presna  koncentrace odmýrne ho roztoku kyseliny sırove  v mol/l

m          hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

 1 ml odmýrne ho roztoku kyseliny sırove  (3.1) odpovıda   0,3406 mg amoniaku.

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na dvý desetinna  mısta.

7.    Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.
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2.10   Stanovenı obsahu biuretu

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı biuretu v mocoviný

2.   Princip
 Metoda je zalozena  na tvorbý barevne ho komplexu se sıranem mýdnatym v prıtomnosti
roztoku vınanu sodno-draselne ho v zasaditem prostredı a spektrofotometrickem mýrenı
absorbance vybarvene ho roztoku pri vlnove  de lce 540 nm.

3.   Chemikalie

 3.1   Sıran mýdnaty pentahydra t, roztok
  Prıprava: 15,0 g CuSO4 .5 H2O se rozpustı v odmýrne  bance o objemu 1000 ml a doplnı
 se po rysku.

3.2   Vınan sodno-draselny, roztok
 Prıprava: 50,8 g pentahydra tu vınanu sodno-draselne ho a  40,0 g hydroxidu sodne ho se
 rozpustı v odmýrne  bance o objemu 1000 ml, doplnı se po rysku a promıcha .

3.3   Biuret, standardnı roztok

 Prıprava: 2,000 g biuretu, vysusene ho 3 hodiny pri  (103 ± 2) ČC, se rozpustı v odmýrne
 bance objemu 1000 ml,  doplnı se po rysku a promıcha .

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Spektrofotometr vhodne  konstrukce pro mýrenı pri vlnove   de lce 540 nm a kyvetou
 o opticke  de lce 10 mm.

5.   Postup

5.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

5.1.1   Do sady  odmýrnych banýk na 100 ml se diferencovaný odpipetuje 0; 1,0 ; 5,0 ; 10,0 ;
20,0 ; 25,0 ; 30,0 ; 35,0  a 40,0 ml standardnıho roztoku biuretu (3.3), coz odpovıda  0; 2,0 ;
10,0 ; 20,0 ; 40,0 ; 50,0 ; 60,0 ; 70,0  a 80,0 mg biuretu. Potom se do kazde  banky prida  10 ml
roztoku vınanu sodno-draselne ho (3.2) a  10 ml roztoku sıranu mýdnate ho (3.1) a smýs se
necha  15 minut sta t pri teplotý (25 ± 1) °C. Po te to dobý se roztoky v bankach doplnı po
rysku, promıchajı a zmýrı se jejich absorbance proti  roztoku s nulovou koncentracı mocoviny.

 Z namýrenych hodnot absorbancı a jim odpovıdajıcım koncentracı se sestrojı kalibracnı graf
 v mg biuretu/ml.

5.2   Vlastnı provedenı
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5.2.1   Do odmýrne  banky na 200 ml se navazı asi 16 g zkusebnıho vzorku s presnostı
nejme ný  0,0002 g (poznamka 8.1), rozpustı se 50 ml vody, doplnı se po rysku, promıcha  a
zfiltruje pres dvojity skladany filtr strednı hustoty, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje.

 Potom se ctyri odmýrne  banky s objemem 100 ml oznacı cıslicemi I, II, III, a IV. Do odmýrne
banky I se odpipetuje 10 ml roztoku vınanu sodno-draselne ho (3.2), doplnı se vodou po rysku
a promıcha . Do odmýrne  banky II se odpipetuje 10 ml roztoku vınanu sodno-draselne ho (3.2)
a 10 ml roztoku sıranu mýdnate ho (3.1), doplnı se vodou po rysku a promıcha . Do odmýrne
banky III se odpipetuje 50 ml roztoku zkousene ho roztoku, 10 ml roztoku vınanu sodno-
draselne ho (3.2), doplnı se vodou po rysku a promıcha . Do odmýrne  banky IV se odpipetuje
50 ml roztoku zkousene ho roztoku, 10 ml roztoku vınanu sodno-draselne ho (3.2) a 10 ml
roztoku sıranu mýdnate ho (3.1), doplnı se vodou po rysku a promıcha .

 Odmýrne  banky se nechajı sta t 15 minut pri teplotý (25 ± 1) ČC. Po te to dobý se zmýrı
absorbance roztoku II proti roztoku I (A1) a absorbance roztoku IV proti roztoku III (A2).

 Hodnota A1 se odecte od A2 a podle vypoctene ho rozdılu se urcı podle kalibracnıho grafu
mnozstvı biuretu v mg.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah biuretu v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X m
m

=
200
50

2.
.

kde   m2  je   hmotnost biuretu odectena  z kalibracnıho grafu v mg

          m         hmotnost zkusebnıho vzorku v g

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı pozadavky opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na 0,1 g/kg.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
0,3 g/kg.

8.    Poznamky

8.1   Pri obsahu biuretu vzorku výtsım nez 15 g/kg se hmotnost  zkusebnıho vzorku snizuje na
8 g.
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2.11   Stanovenı obsahu alimetu (hydroxyanalogu D,L-methioninu)

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı alimetu v krmivech.

Pro ±cely te to metody se pouzıva  tato definice: Alimet je hydroxyanalogem esencia lnı
aminokyseliny D,L-methioninu. Chemicky se jedna  o 2-hydroxy-4-(methylthio) maselnou
kyselinu.

2.   Princip
Alimet se po extrakci vzorku smýsı (voda + acetonitril) a nasledne  hydrolyze stanovı metodou
vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie (da le jen HPLC) na reverznı fazi
 s pouzitım UV detekce.

Alimet se dodava  jako 88 %, vztazeno na obsah celkove  kyseliny, ovsem prakticky jde o smýs
mono, di, tri a oligomeru . Prıpravou vzorku pred nastrikem do HPLC se kvantitativný
hydrolyzou oligomery prevedou na monomer (da le jen MHA), jehoz obsah se stanovuje.

3.   Chemikalie

3.1   Methylalkohol cistoty HPLC (poznamka 8.1)

3.2   Acetonitril cistoty HPLC

3.3   Hydroxid draselny, roztok 500 g/l

3.4   Kyselina fosforecna , koncentrovana  (h = 1,69 g/ml)

3.5   Kyselina fosforecna , roztok c(H3PO4) = 0,03 mol/l

3.6   Voda destilovana  ci deionisovana , cistoty HPLC

3.7   Hydroxid sodny, roztok 500 g/l

3.8   Extrakcnı smýs: Acetonitril-voda, (10 + 90)

3.9   Mobilnı faze
Prıprava: 90 obj. dılu  roztoku kyseliny fosforecne  (3.5) se  smıcha  s 10 obj. dıly

 methylalkoholu (3.1) a prıpadný se  upravı pH roztokem hydroxidu sodne ho (3.7) na
 hodnotu 2,5.

3.10   Alimet, standardnı substance (jedna  se o tute z la tku   pouzıvanou pro vyrobu krmnych
 smýsı)

3.11   Alimet, standardnı roztok  
Prıprava: Do kadinky na 100 ml se odmýrı asi 30 ml extrakcnı smýsi (3.8) a opatrný
prida  takove  mnozstvı standardnı  substance alimetu (3.10), aby po kvantitativnım
prevedenı do odmýrne  banky na 100 ml, doplnýnı extrakcnı smýsı (3.8)  po rysku a
promıchanı, bylo dosazeno stejne  koncentrace MHA  jako je predpokladane
(deklarovane ) mnozstvı ve zkousenem  vzorku. Z tohoto standardnıho roztoku se 
pipetuje na prıpravu kalibracnıch roztoku .
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4   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Lazen ultrazvukova  nebo trepacka laboratornı

4.2   Odstredivka vhodne  konstrukce s prıslusenstvım

4.3   Prıstroj pro vysoko±cinnou kapalinovou chromatografii (da le  jen prıstroj HPLC)
 s prıslusenstvım (cerpadlo, kolona - reverznı faze C18, 250 x 4,5 - 10 Žm, injekcnı
 davkovacı  zarızenı - Rheodyne, UV detektor, popr . i databaze s integracnım softwarem,
 tiska rna ci jine  registracnı zarızenı.

5   Postup

5.1   Kalibrace a mýrenı

5.1.1   Prıprava kalibracnıho roztoku

 Do zkumavky se odpipetuje 3 ml standardnıho roztoku alimetu (3.11), prida  se 86 Žl roztoku
hydroxidu draselne ho (3.3) a protrepe. Potom se prida  86 Žl roztoku kyseliny fosforecne  (3.5)
a znovu protrepe. Pokud je treba, roztok se odstre° uje (4.2) pri 2 000 otacek/minutu po dobu
asi 5 minut a supernatant se filtruje suchym, stredný hustym filtrem do suche  kadinky,
pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje. Filtra t se nastrikuje do prıstroje HPLC (4.3).

5.1.2   Mýrenı

 Pracovnı podmınky:

 Teplota kolony                   teplota okolı

 Pru tok mobilnı faze            0,8 ml/min.

 Detekce                               UV, vlnova  de lka 214 nm

 Injektovany objem             20 Žl

 Retencnı cas                       16 min. (pri pouzitı  popsane  kolony)

 Po ekvilibraci kolony prıstroje HPLC (4.3) se nastrikuje kalibracnı roztok i roztok
zkousene ho vzorku dvakra t, pricemz odezvy po sobý jdoucıch nastriku  musı byt v toleranci
nejvyse 2 % a bazı odezvy je plocha pıku. Z kazde ho nastriku se porıdı chromatograficky
zaznam.

 Porovnanım odezev kalibracnıho roztoku, jeho koncentrace a roztoku zkousene ho vzorku se
zjistı koncentrace monome ru hydroxyanalogu alimetu (MHA) (poznamka 8.2).

5.2   Vlastnı provedenı (poznamka 8.3)

 Odvazı se takove  mnozstvı dobre zhomogenizovane ho zkusebnıho vzorku, aby po extrakci ve
100 ml extrakcnı smýsi (3.8) bylo dosazeno koncentrace mezi 30 az 50 Žg MHA v 1 ml.
Navazka zkusebnıho vzorku by nemýla poklesnout pod 1 g u premixu  a pod 10 g u krmnych
smýsı. Proto je nutno potrebne  extrakty na pozadovanou koncentraci prıpadný naredit.
Navazka vzorku se prevede do kuzelove  banky, prida  100 ml extrakcnı smýsi (3.8) a
vytrepava  v ultrazvukove  laznı nebo na mechanicke  trepacce (4.1) asi 10 minut, necha  se
usadit a do zkumavky se pipetuje 3 ml cire ho roztoku.

 Da le se postupuje podle 5.1.1 s vyjimkou pridanı standardnıho roztoku alimetu a 5.1.2.
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6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah alimetu vyjadrene ho jako monome r hydroxyanalogu (MHA) v mg/g (X) se vypocıta
podle vzorce (poznamka 8.2):

X C F
m

=
.
.103

kde  C  je  koncentrace MHA zjistýna  porovnanım odezev kalibracnıho roztoku a
       roztoku zkousene ho  vzorku v Žg/ml

           F             faktor redýnı

           m            navazka zkusebnıho vzorku v g

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky mg/g.

7   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8   Poznamky

8.1   Methylalkohol je nebezpecnou horlavinou I.trıdy a nebezpecnym jedem, proto je nutne
pri jake koli manipulaci s nım  zachovavat bezpecnostnı pravidla.

8.2   Je-li soucastı chromatograficke  sestavy integracnı a vypoctove  software, vypocıta  se
vysledek prımo z namýrenych  koncentracı.

8.3   Pri zkousenı krmnych smýsı je nutno pred kazdym dalsım  nastrikem zajistit, aby z
kolony da le nevychazely slozky,  jejichz retencnı casy jsou nýkdy dvoj az trojnasobný vyssı
nez retencnı cas MHA. Zmınýne  slozky mohou zaprıcinit  distorzi nasledne ho
chromatogramu. Vycistýnı kolony lze  zajistit bu°  dostatecný casovym odstupem mezi
jednotlivymi  nastriky, nebo proplachnutım kolony smýsı acetonitril-voda  (3.8).
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3.1   Stanovenı obsahu tuku
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no. L 279,
20/12/71

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı tuku (hexanove ho, petroletherove ho a
diethyletherove ho extraktu) v krmivech, nenı vhodna  pro stanovenı tuku v olejninach.

2.   Princip
 Tuk se stanovı vazkový bu°  prımou extrakcı vzorku prıslusnym extrakcnım cinidlem, nebo
po predbýzne  hydrolyze ve vzorku kyselinou chlorovodıkovou, naslednym oddestilovanım
extrakcnıho cinidla a vysusenım vyextrahovane ho tuku.

3.   Chemikalie

3.1   Extrakcnı cinidla (poznamka 8.1)

3.1.1   n-Hexan nebo petrolether obsahujıcı prevazný uhlovodıky  se sesti atomy uhlıku, ze
 kterych me ný nez 5 % destiluje  pod 50 °C a vıce nez 95 % mezi 50 °C az 70 °C,
 o bromovem  cısle mensım nez 1 a zbytkem po odparenı nejvyse  2 mg/100 ml

3.1.2   Diethylether bez obsahu peroxidu , zbytkem po odparenı  nejvyse 1 mg/100 ml

3.4   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 3 mol/l

3.5   Dusicnan strıbrny, roztok 10 g/l

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Prıstroj extrakcnı podle Soxhleta, nejme ný s 10 refluxnımi  cykly za 1 hod nebo podle
 Twisselmanna s pru tokem nejme ný  10 ml za min. (poznamka 8.2)

4.2   Zarızenı vyhrıvacı v bezpecnostnım provedenı

4.3   Patrony nebo tuby extrakcnı, tukuproste , velikosti podle  pouzite ho extrakcnıho prıstroje

4.4   Susa rna elektricka  s odvýtravanım a automaticky regulovatelnou teplotou

4.5   Banka extrakcnı se zabrusem, obsahu 250 ml

4.6   Filtracnı drÚ  (napr . Hydro-supercel)

4.7   Pemza  zrnita , tukuprosta

4.8   Vata obvazova , odtucnýna

4.9   Lazen vodnı s termostatem

5.   Postup
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5.1   Prıma  extrakce

5.1.1   Do extrakcnı patrony (tuby) (4.3) se odvazı asi 5 g zkusebnıho vzorku s presnostı
nejme ný na 0,001 g (poznamka 8.3) a shora utýsnı obvazovou vatou (4.8). Patrona (tuba) (4.3)
se vzorkem se vlozı do susa rny (4.4) a predsusı po dobu 2 hod. pri teplotý 95 °C az 98 °C.

5.1.2   Extrakcnı patrona (tuba) (4.3) vlozı do strednı casti extrakcnıho prıstroje (4.1), tato cast
se nasadı na extrakcnı banku (4.5), predem vysusenou (30 min. pri 95 °C az 98 °C) a po
ochlazenı v exsika toru zvazenou s vyse uvedenou presnostı. Do banky (4.5) se prida  potrebne
mnozstvı extrakcnıho cinidla (poznamka 8.4), banka (4.5) se umıstı na vyhrıvacı zarızenı
(4.2), napojı se na extraktor (4.1) a extrahuje se po dobu 6 hodin. Rychlost extrakce se upravı
tak, aby býhem jedne  hodiny doslo nejme ný k 10 pretoku m extrakcnıho cinidla (3.1), je-li
pouzit diskontinua lnı extraktor (Soxhlet), nebo minima lný 3 az 5 kapek kondenzujıcıho
extrakcnıho cinidla za sekundu, byl-li pouzit kontinua lnı pru tokovy extraktor (Twiselmann).
Po te to dobý se extrakce prerusı, oddestiluje se prevazna  cast extrakcnıho cinidla, zbytek se
necha  volný nebo na vodnı lazni (4.9) odparit, banka s extraktem se vysusı v susa rný (4.4) pri
teplotý 95 °C az 98 °C po dobu 1, 5 hod. a po ochlazenı v exsika toru se zvazı s presnostı
nejme ný na 0,001 g. Potom se banka s extraktem vlozı zpýt do susa rny (4.4) a pri vyse
uvedene  teplotý se susı jestý 30 minut, ochladı se v exsika toru a opýt zvazı s vyse uvedenou
presnostı. Rozdıly mezi prvnım a nasledujıcım vazenım by nemýly byt výtsı nez 1 mg. V
negativnım prıpadý (rozdıl je vyssı) je nutne  susenı a vazenı opakovat az bude docıleno vyse
uvedene ho rozdılu.

5.1.3   U krmiv s obsahem mocoviny nebo cukru  se odvazeny vzorek prevede na tukuprosty
nebo odtucnýny filtr, umıstýny ve filtracnı na levce a vzorek se postupný promyje asi 100 ml
vody, teple  asi 50 °C. Filtr s promytym vzorkem se vysusı v susa rný (4.4) pri 95 °C az 98 °C
za nejme ný 3 hod, potom se vlozı do extrakcnı tuby (patrony) (4.3), utýsnı smotkem obvazove
vaty (4.8) a da le se postupuje podle 5.1.2 .

 5.2   Extrakce po hydrolyze (poznamka 8.5)

 Odvazı se asi 2,5 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na 0,001 g nejle pe do kadinky na
400 ml, prida  se 100 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.4), nýkolik zrnek pemzy (4.7),
kadinka se prikryje hodinovym sklıckem a zahreje k mırnemu varu. Pri tomto mırnem varu se
varı asi 1 hod. za obcasne ho zamıchanı (asi celkem 6x), zejme na se dba  na to, aby castecky
vzorku neulpıvaly na stýnach kadinky a byly ve styku s roztokem. Potom se obsah zredı
vodou, ochladı a filtruje pres navlhceny dvojity stredný husty filtr (tukuprosty). Doporucuje se
pred filtracı pridat drÚ  (4.6). Pevna  cast vzorku na filtru se promyva  vodou az do negativnı
reakce dalsıho filtra tu na chloridy (s roztokem dusicnanu strıbrne ho (3.5) jiz netvorı zakal).
Filtr s pevnym zbytkem se vysusı napr . na hodinovem sklıcku v susa rný (4.4) pri teplotý 95 °C
az 98 °C po dobu nejme ný 3 hod., po vysusenı se prevede do extrakcnı patrony (tuby) (4.3) a
da le se postupuje podle 5.1.2.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah tuku v g/kg  (X) se vypocıta  podle vzorce:

X m m
mo

=
−103 2 1.
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kde   mo    je   hmotnost zkusebnıho vzorku v g

         m1         hmotnost prazdne  extrakcnı banky v g

         m2        hmotnost extrakcnı banky s extraktem v g

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky g/kg.

 V protokolu musı byt uvedeno pouzite  extrakcnı cinidlo.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı 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 horlavinami I.trıdy a proto pri
jake koli manipulaci s nimi je  nutne  dodrzovat bezpecnostnı pravidla.

8.2   Pro stanovenı tuku je mozno pouzıt i extrakcnıch poloautomatickych prıstroju , pokud
poskytujı vysledky zcela srovnatelne  v mezıch opakovatelnosti s uvedenou metodou.

8.3   Pro velmi nızke  obsahy tuku v krmivu se navazuje ±mýrný vıce, napr . 10 g.

8.4   Mnozstvı extrakcnıho cinidla se volı takove , aby u prıstroje diskontinua lný pru tokove ho
Soxhlet) dochazelo ke spolehlivemu prete kanı kondenza tu extrakcnıho cinidla.

 U kontinua lný pru tokove ho prıstroje (Twisselmann) se volı  priblizný 50 az 100 ml.

 Pri stanovenı tuku ve vzorku ±susku nebo s vyssım obsahem  podılem ±susku , se
nedoporucuje pouzıvat jako extrakcnı cinidlo diethylether, protoze vykazuje vyssı vysledky
nez hexan ci petrolether vlivem soucasne  extrakce rostlinnych  pigmentu  (chlorofyl aj).

8.5   Predbýzna  hydrolyza musı byt provedena u zivocisnych krmiv, glutenu, susenych
brambor, kvasnic nebo vypalku , odpadu z vyroby susenek, chleba, kuchynskych odpadku ,
mle cnych  krmiv (minima lný s obsahem 40% mle ka) a krmnych smýsı obohacenych tukem.
U saponofikovanych (stabilizovanych) tuku   se k hydrolyze pouzije 6 mol/l kyselina
chlorovodıkova  a  roztok po hydrolyze se pred filtracı vychladı v lednicce  asi na 4 ČC.
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3.2   Stanovenı obsahu tuku v olejnatych semenech
Do te to metody byla zapracovana doporucenı ISO TC34  569/1979

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı tuku (hexanove ho nebo petroletherove ho
extraktu) v olejnatych semenech.

2.   Princip
 Tuk ("olej") se stanovı vazkový po extrakci vzorku hexanem nebo petroletherem na vhodnem
zarızenı, oddestilovanı rozpoustýdla, vysusenı vyextrahovane ho tuku vzorku.

3.   Chemikalie

3.1   Extrakcnı cinidlo n-hexan nebo petrolether obsahujıcı prevazný uhlovodıky se sesti
 atomy uhlıku, ze kterych me ný nez  5 % destiluje pod 50 °C a vıce nez 95 % mezi 50 °C
 az  70 °C, o bromovem cısle mensım nez 1 a zbytkem po odparenı  nejvyse 2 mg/100 ml
 (poznamka 8.1)

3.2   Kyselina chlorovodıkova , koncentrovana

3.3   Plyn inertnı (dusık, oxid uhlicity)

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Extrakcnı zarızenı, vhodne  konstrukce, s extrakcnımi  bankami o objemu 200 az 500 ml

4.2   Zarızenı vyhrıvacı v bezpecnostnım provedenı

4.3   Patrony nebo tuby extrakcnı, tukuproste , velikosti podle  pouzite ho extrakcnıho prıstroje

4.4   Susa rna elektricka  vakuova  s odvýtravanım a automaticky regulovatelnou teplotou

4.5   Vata obvazova , odtucnýna

4.6   Pro bavlnıkova  semena s prilehlymi vlakny je pozadovano  dalsı zarızenı:

4.6.1   Susa rna elektricka  atmosfe ricka  s odvýtravanım a automatickou regulacı teploty (130 ť
  ± 2) ČC

4.6.2   Susa rna elektricka  atmosfe ricka  s odvýtravanım a automaticky regulovatelnou teplotou,
  schopna  vyhra t vzorek na  teplotu 115 ČC býhem 30 minut

4.6.3   Miska kovova  s plochym dnem o pru mýru 100 mm a vysce  priblizný 40 mm (tzv.
 vysousecka)

4.6.4   Keramicka  pore znı nadoba, cylindricka  o vnitrnım pru mýru  68 mm, vnýjsım pru mýru
 80 mm, vyskou 85 mm a tlousÚ kou  stýn i zakladny 6 mm
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5.   Postup

5.1   Prıprava vzorku

5.1.1   Pro zkousku se pouzije vzorek tak, jak byl zıskan nebo po odstranýnı necistot
(poznamka 8.4). Pokud se pracuje se vzorkem, ze ktere ho byly predem odstranýny velke
neolejnate  castice, je nutno to zohlednit pri vypoctu (viz. 6.4).

5.1.2   V prıpadý semene kopry se vzorek upravuje mechanickym struhadlem cely nebo
rucnım struhadlem v takovem mnozstvı, aby byl co nejvıce reprezentativnı. De lka castic mu ze
byt výtsı nez 2 mm, ale nema  byt výtsı nez 5 mm. Castice je nutno promıchat a zkousku
prove st bez prodlenı.

5.1.3   Semena strednı velikosti (podzemnice, soja apod.), kromý bavlnıku a s prilehlymi
vlakny, se vzorek srotuje v mechanickem mlynku, ktery byl pred pouzitım dobre vycistýn, tak
dlouho, dokud hlavnı rozmýr castic neklesne pod 2 mm. Výtsı castice (priblizný jedna
dvacetina vzorku) se vyradı, zbytek se peclivý promıcha  a stanovenı se provede bez prodlenı.

5.1.4   Bavlnıkova  semena s prilehlymi vlakny

 Do vysousecı misky (4.6.3) se navazı priblizný 60 g vzorku s presnostı 1 mg tak, jak byl
zıskan. Miska se semeny se vlozı do susa rny (4.6.1), predem vyhra te  na (130 ť 2) ČC a vzorek
se necha  pri te to teplotý susit 2 hodiny. Pote  se miska vyjme ze susa rny a necha  se
vychladnout na vzduchu asi 30 minut. Vysusena  semena se premıstı do pore znı keramicke
nadoby (4.6.4), jejız vnitrnı stýny byly predem pomocı pipety zvlhceny 1,5 ml kyseliny
chlorovodıkove  (3.2). Je treba dba t na to, aby se kyselina ±plný vstrebala a nevytvorila na
stýnach ulpıvajıcı kapky. Potom se nadoba prikryje hodinovym sklem a vlozı do susa rny
(4.6.2) a zahreje se býhem 30 minut na teplotu 115 ČC a pri te to se udrzuje dalsıch 30 minut.
Pote  se keramicka  nadoba (4.6.4) vyjme ze susa rny a necha  zchladit na vzduchu 1 hodinu.

 Semena se zvazı s presnostı 1 mg , rozemelou se na mechanickem mlynku jako v odstavci
5.1.3.

5.1.5   Mala  semena (len, repka, konopı, cocka apod.) se zkousı bez predchozıho mletı
(v pu vodnım stavu).

5.2   Vlastnı stanovenı prımou extrakcı

5.2.1   U materia lu  uvedenych v 5.1.2, 5.1.3 a 5.1.4 se do extrakcnı patrony (tuby) (4.3)
odvazı asi 10 g vzorku s presnostı 1 mg a shora se utýsnı obvazovou vatou (poznamka 8.2).
Navazka malych semen se nejprve rozdrtı v mechanickem mikrodrtici nebo v mlynku,
pricemz je treba da t pozor, aby byla rozdrcena vsechna semena. Rozdrcena  semena se
prenesou kvantitativný do extrakcnı patrony (tuby) (4.3), nejle pe pomocı spachtle a vatove ho
tamponu, namocene ho do pouzite ho extrakcnıho cinidla (3.1). Tımto tamponem se take  vytre
miska mikrodrtice nebo mlynku a shora se s nım utýsnı extrakcnı patrona (tuba) (poznamka
8.2).

 Pokud obsah týkavych la tek (vlhkost) presahuje 10 %, vlozı se patrona (tuba) se vzorkem do
susa rny (4.4) a predsusı se pri teplotý 80 °C tak, aby se obsah týkavych la tek snızil pod 10%.

5.2.2   Prvnı extrakce
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 Extrakcnı patrona (tuba) (4.3) se vzorkem se vlozı do strednı casti extrakcnıho prıstroje (4.1),
tato cast se nasadı na extrakcnı banku A, predem vysusenou (30 min .pri 80 °C) a po
ochlazenı v exsika toru zvazenou s vyse uvedenou presnostı. Do extrakcnı banky A se prida
potrebne  mnozstvı extrakcnıho cinidla (3.1), banka se umıstı na vyhrıvacı zarızenı (4.2),
napojı se na extraktor (4.1) a extrahuje se po dobu 4 hodin. Rychlost extrakce se upravı tak,
aby býhem jedne  hodiny doslo nejme ný k 10 pretoku m extrakcnıho cinidla, je-li pouzit
diskontinuelnı extraktor nebo minima lný 3 az 5 kapek kondenzujıcıho extrakcnıho cinidla za
sekundu, byl-li pouzit kontinua lnı pru tokovy extraktor. Po te to dobý se extrakce prerusı,
extrakcnı zarızenı se necha  vychladnout, vyjme se patrona (tuba) a v proudu vzduchu se necha
odparit výtsina rozpoustýdla.

5.2.3   Druha  extrakce

 Druha  a dalsı extrakce se provadı se vzorkem po prvnı extrakci.

 Vzorek se z patrony (tuby) (4.3) vysype do mikrodrtice a rozdrtı se co mozna  nejjemnýji
(poznamka 8.3). Takto upraveny vzorek se kvantitativný vsype zpýt do patrony (tuby) (4.3) a
ta se opýt vlozı do extrakcnıho zarızenı (4.1) a extrahuje dalsı dvý hodiny. K tomu ±celu se
pouzije stejna  extrakcnı banka A, obsahujıcı prvnı cast extraktu. Po dvou hodinach se
extrakce prerusı, extrakcnı zarızenı (4.1) se necha  vychladnout, opýt se vyjme patrona (tuba)
(4.3) a v proudu vzduchu se necha  odparit výtsina rozpoustýdla. Opakuje se drcenı jako po
prve  extrakci.

5.2.4   Tretı extrakce

 Vzorek se po druhe  extrakci a naslednem drcenı  vlozı zpýt do extrakcnı patrony (tuby) (4.3)
a tato se vlozı zpýt do extrakcnıho zarızenı (4.1). K zarızenı se pripojı extrakcnı banka B,
predem vysusena  (30 min. pri 80 °C) a po ochlazenı v exsika toru zvazena  s vyse uvedenou
presnostı. Do extrakcnı banky B se prida  potrebne  mnozstvı extrakcnıho cinidla, banka se
umıstı na vyhrıvacı zarızenı (4.2), napojı se na extraktor a extrahuje po dobu 2 hodin.

5.2.5   Odstranýnı extrakcnıho cinidla a vazenı tuku

 Výtsı cast rozpoustýdla z extrakcnıch banýk A a B se odparı na vyhrıvacım zarızenı (4.2),
poslednı stopy extrakcnıho cinidla se odstranı v susa rný (4.4) pri teplotý 95 °C az 98 °C po
dobu 1, 5 hod. Extrakcnı cinidlo je mozno odstranit take  proudem vzduchu nebo le pe
inertnıho plynu (3.3), zavadýne ho do banýk po kra tkych intervalech anebo snızenım tlaku v
bankach.

 Banky s vyextrahovanym tukem ("olejem") se nechajı vychladnout v exsika toru po dobu
nejme ný 1 hodinu a potom se zvazı s presnostı nejme ný na 0,001 g. Potom se banky s
extraktem vlozı zpýt do susa rny (4.4) a pri vyse uvedene  teplotý se susı jestý 10 minut, ochladı
se v exsika toru a opýt zvazı s vyse uvedenou presnostı. Pro obý banky platı, ze rozdıl mezi
dvýma vazenımi by nemýl byt výtsı nez 10 mg. V negativnım prıpadý (rozdıl je vyssı) je nutne
susenı a vazenı opakovat az bude docıleno vyse uvedene ho rozdılu.

 Pokud hmotnost vytýzku v bance B neprekrocı 10 mg, extrakce je dokoncena. V opacnem
prıpadý je nutno prove st dalsı extrakci po dobu dvý hodiny za stejnych podmınek je v
predchozıch extrakcıch s novou extrakcnı bankou, dokud mnozstvı vytýzku z poslednı
extrakce nenı nizsı nebo rovno 10 mg.

5.2.6   Stanovenı obsahu necistot
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 Vyextrahovany olej ma  byt cisty. Pokud nenı, je nutno urcit obsah necistot. K tomuto ±celu se
rozpustı olej v rozpoustýdle pouzitem k extrakci, zfiltruje se pres filtracnı papır, predem
vysuseny pri (103 ť 2) ČC do konstantnı hmotnosti a zvazeny s presnostı 1 mg. Filtr se jestý
nýkolikra t promyje cistym rozpoustýdlem (3.1), aby se zcela odstranil vyextrahovany tuk
("olej"). Filtr se vysusı pri (103 ť 2) ČC do konstantnı hmotnosti a zvazı s presnostı 1 mg.
K chlazenı a vazenı se pouzije vhodna  nadobka opatrena  vıckem.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1   Stanovenı obsahu tuku ("oleje") v semeni tak, jak bylo zkouseno

 Obsah oleje (tuku) v g/kg  (X) se vypocıta  podle vzorce:

X m
mo

= 103 1.

kde    m0   je   hmotnost zkusebnıho vzorku v g

          m1        soucet hmotnostı vyextrahovane ho tuku v bankach A a B po  susenı v g

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky g/kg.
Pokud nenı splnýna podmınka opakovatelnosti, opakuje se zkouska ve dvou jinych navazkach
vzorku. Pokud i v tomto prıpadý presahne rozdıl 0.4 g na 100 g vzorku, bere se za vysledek
aritmeticky pru mýr vsech ctyr  uskutecnýnych zkousek.

V protokolu musı byt uvedeno pouzite  extrakcnı cinidlo.

6.2   Stanovenı oleje pri oddýlenem rozboru cistych semen a necistot

 Vzorec uvedeny v 6.1 lze pouzıt take  pro vypocet obsahu oleje jak cistych semen tak i
necistot, tzn. kdyz byla cista  semena a necistoty zkousena oddýlený. V tomto prıpadý se obsah
oleje  v g/kg (Y) vypocte podle vzorce:

( )Y H
P H H

= −
−

1
1 2

310
.

kde   P   je   obsah necistot ve zkousenych semenech v g/kg

        H1       obsah oleje v cistych semenech v g/kg

         H2      obsah oleje v necistotach v g/kg

6.3   Stanovenı obsahu oleje v bavlnıkovych semenech s prilehlymi vlakny

 Obsah oleje (tuku) v g /kg  (Z) se vypocıta  podle vzorce:
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Z m m
m mo

= 103 1 3

2

. .
.

kde   m0   je   hmotnost zkusebnıho vzorku v g

        m1         soucet hmotnostı vyextrahovane ho tuku v bankach A a B po  susenı v g

        m2         hmotnost zkusebnıho vzorku (asi 60 g) pred prıpravou  podle 5.1.4 v g

        m3           hmotnost stejne ho zkusebnıho vzorku po provedene   prıpravý podle 5.1.4 a pred
drcenım v g

6.4   Stanovenı obsahu tuku ("oleje") v prıpadech, kdy byly velke  neolejnate  castice oddýleny
pred zkouskou

 Obsah oleje (tuku) v g /kg  (U) se vypocıta  podle vzorce:

U X N
=

−.10
10

3

3

kde   X   je    obsah tuku v semeni podle 6.1

         N         obsah velkych neolejnatych necistot predem oddýlenych  ze zkousene ho semene 
v  g/kg

6.5   Stanovenı obsahu tuku ("oleje") v podzemnici olejne

 Obsah oleje (tuku) v g /kg  (V) se vypocıta  podle vzorce:

( )V H H J I Io= −
+ +

1 2
1

310
.

kde   J   je   obsah jemnych castic zkusebnıho vzorku v g/kg

         I0       obsah olejnatych necistot v g/kg

         I1       obsah neolejnatych necistot v g/kg

        H1      obsah oleje v cistych semenech v g/kg

         H2     obsah oleje v necistotach v g/kg

6.6   Stanovenı obsahu oleje, korigovane ho na susinu

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

W X
S

=
−

. 100
100

kde    X    je   obsah oleje (tuku) v g/kg v semenech, tak jak byl  zıskan podle 6.1

          S          obsah vlhkosti a týkavych la tek v %
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 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti, a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky g/kg.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
hodnotu 4 g/kg.

8.   Poznamky

8.1   n-Hexan, petrolether i diethylether jsou nebezpecnymi horlavinami I.trıdy a proto pri
jake koli manipulaci s nimi je  nutne  dodrzovat bezpecnostnı pravidla.

8.2   Olejnata  semena mohou byt zkousena oddýlený takto:     a) cista  semena a necistoty

b) u podzemnice olejne  cista  semena, celkove  mnozstvı  jemnych castic, neolejnate  necistoty a
olejnate  necistoty.

8.3   V laboratorıch, ktere  neprovadı pravidelný rozbory  olejnatych semen a kde nenı
mikrodrtic dostupny, mu ze byt  mikrodrcenı nahrazeno rozetrenım na prasek tlouckem v trecı
misce.

Po ctyrech hodinach extrakce podle 5.1.2 se vyprazdnı obsah  tuby do trecı misky a prida  se
priblizný 10 g pısku, ktery  byl predem promyty kyselinou chlorovodıkovou (3.2) a nasledný
vysusen. Vzorek semene spolu s pıskem se potom roztıra  tlouckem co nejjemnýji  a  da le se
pokracuje ve zkousce  pole odstavce 5.1.3. Protoze je rucnı drcenı me ný ±cinne   nez
mechanicke  v mikrodrtici, je mnozstvı oleje zıskane   v bance B, ktera  obsahuje vysledek tretı
extrakce, temýr   vzdy vyssı nez 10 mg (zejme na v prıpadý semen, ktera  se  týzko extrahujı,
jako napr . kopra). Proto je du lezite  provadýt za sebou nasledujıcı extrakce, dokud mnozstvı
extrahovane ho oleje z poslednı extrakce nenı nizsı nez 10 mg, coz  mu ze byt vıce nez
5 extrakcı.

Drcenı v trecı misce nemu ze byt výtsinou pouzito v prıpadý  vıcenasobne ho rozboru, protoze
±nava pracovnıka laboratore  branı uspokojivemu rozdrcenı vıce vzorku  a extrakce oleje
z hrubý rozdrcene ho vzorku nemu ze byt dokonala .

8.4    Pokud je pozadovano urcenı obsahu oleje z cistych semen,  zkousı se tato semena
oddýlený od necistot a postupuje se  pritom jako u semen tak, jak byla zıskana. Pro urcenı
obsahu  oleje v necistotach  se provede zkouska  stejnym zpu sobem jako procista   semena.
Avsak v tomto  prıpadý: a) zkusebnı navazka ma  byt pouzita v mnozstvı 2 - 10 g               

 b) provadı se pouze jedna extrakce a to po dobu 4 hodin, kdy
 eventua lnı chyba vznikla  pri stanovenı obsahu  oleje v pu vodnım
 olejnatem semeni je zanedbatelna .

8.5    Slupky   slunecnicovych semen obsahujı urcite  mnozstvı vosku , ktere  jsou take
vyextrahovany   hexanem  podle shora  uvedenych   postupu ,  pokud  je  zkouska  provedena
na neopracovanych  semenech. Zkousenı  semen  slunecnice  beze  slupky nemu ze byt bran
v ±vahu zejme na pro zmýny v hmotnosti, zpu sobene   ru znym  obsahem  vlhkosti  v jadre
slunecnice býhem odstranovanı  slupky.

Pru myslový je olej castýji  zıskavan ze slunecnicovych  semen,  z nichz byly slupky
odstranýny, bu° to castecný nebo  ±plný. Proto je býzne  nebrat v ±vahu vosky ze slupek
extrahovane  hexanem.
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8.6   Pro stanovenı tuku je mozno pouzıt i extrakcnıch poloautomatickych prıstroju , pokud
poskytujı vysledky zcela srovnatelne  v mezıch opakovatelnosti s uvedenou metodou.

8.7   Mnozstvı extrakcnıho cinidla se volı takove , aby u prıstroje diskontinua lný pru tokove ho
dochazelo ke spolehlivemu  prete kanı kondenza tu extrakcnıho cinidla.

 U kontinua lný pru tokove ho prıstroje se volı priblizný 50 az  100 ml.
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3.3   Stanovenı cısla kyselosti tuku

1.   U cel a rozsah
 S ohledem na pu vod krmiva a podle zpu sobu, jakym byl tuk z krmiva vyextrahovan. jsou
uvedeny dvý zakladnı metody stanovenı.

 Tyto metody specifikujı podmınky pro stanovenı cısla kyselosti tuku v krmivech.

.   Princip
 Cıslo kyselosti tuku se stanovı titracný alkalimetricky, po rozpustýnı tukove ho extraktu
zıskane ho bez hydrolyzy vzorku resp. tuku samotne ho ve smýsi extrakcnı cinidlo -
ethylalkohol.

3.   Chemikalie

3.1   Extrakcnı cinidlo (poznamka 8.1)
3.1.1  n-Hexan nebo petrolether, obsahujıcı prevazný uhlovodıky  se sesti atomy uhlıku, ze

kterych me ný nez 5 % destiluje  pod 50 °C a vıce nez 95 % mezi 50 °C az 70 °C,
o bromovem  cısle mensım nez 1 a zbytkem po odparenı nejvyse 2 mg/100 ml nebo

3.1.2   Diethylether bez obsahu peroxidu  a zbytku po odparenı  nejvyse 1 mg/100 ml

3.2   Hydroxid draselny, odmýrny roztok c(KOH) = 0,1 mol/l nebo  0,05 mol/l

3.3   Smýs ethylalkohol - extrakcnı cinidlo (poznamka 8.1)

 Prıprava : Smısenım obou la tek v pomýru 1 + 1  a zneutralizovanım smýsi odmýrnym
 roztokem hydroxidu draselne ho (3.2)  na indika tor fenolftalein (3.4). Neutralizace se
 provadı  týsný pred pouzitım.

3.4   Indika tor acidobazicky, fenolftalein

 Prıprava: 1,0 g fenolftaleinu se rozpustı v odmýrne  bance  na 100 ml v 80 ml 96 %
  ethylalkoholu, doplnı vodou po rysku  a promıcha . 10 ml tohoto roztoku se odpipetuje do
  100 ml  odmýrne  banky, doplnı 96 % ethylalkoholem po rysku a promıcha .

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Prıstroj extrakcnı Soxhlet nebo Twiselmann (poznamka 8.2)

4.2   Zarızenı vyhrıvacı v bezpecnostnım provedenı

4.2   Patrony nebo tuby extrakcnı

4.3   Susa rna elektricka  s automaticky regulovatelnou teplotou  a s odvýtravanım a
teplomýrem
  nejme ný do 150 °C.

4.4   Banka extrakcnı se zabrusem

4.5   Miska trecı porcelanova



59

4.6   Pısek kremicity, tukuprosty

4.7   Vata obvazova , odtucnýna

4.8   Lazen vodnı s termostatem

5.   Postup

5.1   Tuk vyextrahovany podle Prılohy 9, cast 3.1 Stanovenı obsahu tuku (poznamka 8.3 a 8.4)
po vychladnutı a zvazenı (m), s presnostı nejme ný na 0,001 g, resp. tuk jako takovy odvazeny
se stejnou presnostı (m), se v extrakcnı bance (4.4) mırný zahreje a obsah se rozpustı v 25 ml
smýsi ethylalkohol-extrakcnı cinidlo (3.3). Po pridanı pa r kapek indika toru fenolftaleinu (3.4)
se titruje odmýrnym roztokem hydroxidu draselne ho (3.2) do pravý vznikle ho ru zove ho
zabarvenı roztoku, ktere  vydrzı alespon 1 minutu.

 Pri vyssı spotrebý odmýrne ho roztoku hydroxidu draselne ho (3.2) nez 15 ml (o koncentraci
0,1 mol/l) je nutno na kazdy dalsı spotrebovany ml odmýrne ho roztoku (3.2) pridat
pýtinasobne  mnozstvı smýsi ethylalkohol-extrakcnı cinidlo (3.3), aby se zabranilo hydrolyze
vznikajıcıho mydla.

5.2   U vzorku  mle cnych krmnych smýsı se postupuje nasledovný:

 Asi 10 g  zkusebnıho vzorku se odvazı s presnostı nejme ný na 0, 001 g do trecı misky (4.5),
obsah se mırný zvlhcı vodou a s postupný pridavanymi prıpravky vody po 1 az 10 ml se
rozetre na hustou kasi. Potom se prida  asi 10 g jemne ho kremicite ho pısku (4.6) a obsah trecı
misky (4.5) se kvantitativný vytıra  s postupnymi prıdavky extrakcnıho cinidla (3.1) (3 x
50 ml), pricemz po kazdem prıdavku se obsah vytıra  po dobu asi dvou minut. Po du kladnem
rozetrenı se extrakt filtruje rıdkym filtrem do predem vysusene  (1 hod pri 95 °C az 98 °C), v
exsika toru ochlazene  a s presnostı nejme ný na 0,001 g zvazene  extrakcnı banky (4.4).
Suspense se promyje nýkolikra t pouzitym extrakcnım cinidlem (3.1) do te ze extrakcnı banky
(4.4) a nakonec se prevazna  cast extrakcnıho cinidla (3.1) opatrný oddestiluje, zbytek se necha
odparit bu°  volný nebo na vroucı lazni (4.8). Banka se extraktem se vysusı pri teplotý 95 °C
az 98 °C v susa rný (4.3) do konstantnı hmotnosti (jednu az dvý hod) ochladı v exsika toru a
zvazı s presnostı nejme ný na 0,001 g.

Da le se postupuje podle odstavce 5.1 .

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Cıslo kyselosti tuku v mg  KOH na 1 g tuku (X) nebo v mmol na 1 g tuku (Y) se vypocıta
podle vzorcu :

X V C
m

=
. . ,56 11

Y V C
m

=
.

kde   V   je   spotreba odmýrne ho roztoku hydroxidu draselne ho v ml

        C         presna  koncentrace pouzite ho odmýrne ho roztoku hydroxidu  draselne ho v mol/l
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      m       hmotnost vyextrahovane ho tuku v g  nebo pri navazce  vzorku tuku hmotnost
 zkusebnıho vzorku v g (poznamka 8.4)

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı do hodnoty 10 mg KOH/1 g
na cela  cısla, resp. do hodnoty 0,2  mmol/ g na dvý desetinna  mısto a nad tuto hodnotu na
jedno desetinne  mısto.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku pro hodnoty
výtsı nez 4 mg KOH/g (resp. 0,07 mmol/g) nesmı prekrocit 15% relativnıch.

8.   Poznamky

8.1   n-Hexan, petrolether, diethylether i ethylalkohol jsou ne bezpecnymi horlavinami I. trıdy,
proto pri jake koli manipulaci  s nimi je nutne  prısný dodrzovat bezpecnostı pravidla.

8.2   Pro stanovenı (extrakci) tuku je mozne  pouzıt extrakcnıho  poloautomaticke ho prıstroje,
pokud poskytuje zcela srovnatelne  vysledky stanovenı tuku v mezıch opakovatelnosti (tuku)
s postupem uvedenym v Prıloze 9, cast 3.1 Stanovenı  obsahu tuku.

8.3   Tuk vyextrahovany po predbýzne  hydrolyze nelze ke stanovenı  cısla kyselosti tuku
pouzıt, je nutne  prove st prımou extrakci vzorku i za cenu, ze nebude kvantitativnı - vysledek
se vyjadruje bez ohledu na hmotnost zkusebnıho vzorku jen  na hmotnost vyextrahovane ho
tuku. S ohledem na nizsı vytýznost vyextrahovane ho tuku prımou extrakcı je vhodnýjsı volit
vyssı navazku vzorku (bez vazenı).

8.4   Pri stanovenı cısla kyselosti tuku v samotnem (napr . krmnem) tuku se vzorek prımo
odvazuje do vhodne  banky v mnozstvı asi 0,2 az 0,5 g s presnostı nejme ný na 0,001 g a da le
se postupuje jak uvedeno v te to metodý.
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3.4   Stanovenı obsahu lecithinu

1.   U cel a rozsah
 Metoda je urcena na stanovenı obsahu lecithinu v technickych a potravina rskych produktech.

2.   Princip
 Stanovı se obsah la tek rozpustnych v acetonu, obsah la tek nerozpustnych v benzenu nebo
toluenu a obsah vody s týkavymi la tkami a jejich soucet se odecte od 100.

3.   Chemikalie

3.1   Petrolether obsahujıcı prevazný uhlovodıky se sesti atomy  uhlıku, ze kterych me ný nez
 5 % destiluje pod 50 °C a vıce  nez 95 % mezi 50 °C az 70 °C, o bromovem cısle
mensım  nez  1 a zbytkem po odparenı nejvyse 2 mg/100 ml  (poznamka 8.1)

3.2   Aceton

3.3   Benzen nebo toluen (poznamka 8.1 a 8.2)

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Odstredivka (elektricka  nebo rucnı) s nadobkami se znackou  objemu 50 ml

4.2   Sklenýny filtracnı kelımek

4.3   Susa rna elektricka  s termostatem

4.4   Lazen vodnı s termostatem

5.   Postup

5.1   Stanovenı la tek rozpustnych v acetonu

 Vzorek se zahreje na 60 °C a du kladný se promıcha . Navazı se presný asi 2 g do vyta rovane
odstredivkove  nadobky se znackou 50 ml (4.1) a s tycinkou (poznamka 8.3).

 Po prıdavku 3 ml petroletheru (3.1) se smýs dobre promıcha  (mıcha  se asi 15 min), prida  se
15 ml acetonu (3.2), znovu se promıcha  a vlozı se do misky s ledovou vodou. Pridava  se
aceton (3.2), ochlazeny na 0 - 5 ČC, za du kladne ho mıchanı az ke znacce 50 ml. Po vyjmutı
tycinky se nadobka vlozı na 15 min do ledove  vodnı lazný a potom se jejı obsah odstre° uje 10
min dostatecnou rychlostı, az se roztok zcela vyjasnı. Acetonovy roztok se dekantuje do
vysusene  a zvazene  kadinky na 250 ml.

Odstredivkova  nadobka (4.1) se znovu doplnı acetonem (3.2) ke znacce 50 ml za du kladne ho
mıchanı a znovu se opakuje chlazenı, odstre° ovanı a dekantace. Potom se aceton (3.2) na
vodnı lazni odparı a zbytek rozpoustýdla (3.2) se odstranı proudem ciste ho horke ho vzduchu.
Susenı se provadı pri 105 ČC a po vychladnutı v exsika toru se vazı. Vazenı se opakuje, dokud
se nedosahne konstantnı hmotnosti.
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5.2   Stanovenı la tek nerozpustnych v benzenu nebo toluenu

 Navazı se 10 g dobre promıchane ho vzorku do kuzelovite  banky na 250 ml, prida  se 100 ml
benzenu nebo toluenu (3.3) a protrepava  se do rozpustýnı. Potom se filtruje sklenýnym
filtracnım kelımkem (4.2), predem vysusenym 1 hodinu pri 105 °C a zvazenym s presnostı
1 mg. Je-li filtrace obtızna , zmensı se navazka vzorku. Mısto sklenýne ho kelımku (4.2) lze
pouzıt papırove ho filtru, take  predem vysusene ho pri uvedene  teplotý a zvazene ho s presnostı
1 mg.

 Kuzelovita  banka se 2kra t vyplachne vzdy 25 ml benzenu (3.3) a zbytek v kelımku (4.2) se
za roven promyje. Kelımek (4.2) se vlozı do susa rny (4.3) a susı se 1 hodinu pri 105 ČC. Po
vychladnutı v exsika toru se kelımek zvazı s uvedenou presnostı.

5.3   Stanovenı vody a týkavych la tek

 Provadı se podle Prılohy 9,  metoda 3.2.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1   Obsah la tek rozpustnych v acetonu v g/kg (X) se vypocte podle vzorce:

X a
m

=
103.

kde   a   je   hmotnost extraktu v g

        m        hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

6.2   Obsah la tek nerozpustnych v benzenu v g/kg (Y) se vypocte

podle vzorce:

Y b
m

=
103.

kde   b   je   hmotnost nerozpustne ho zbytku v g,

        m        hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g.

6.3   Obsah lecithinu v g/kg (A) se vypocte podle vzorce:

 }{A X Y Z= − + +1000 10( . )

kde   X   je   mnozstvı la tek rozpustnych v acetonu v g/kg

        Y         mnozstvı la tek nerozpustnych v benzenu v g/kg

        Z         mnozstvı vody a týkavych la tek v %

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky g/kg.

7.   Opakovatelnost
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 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
10 g/kg

8.   Poznamky

8.1   Aceton, benzen, petrolether a toluen jsou nebezpecnymi horlavinami I.trıdy a proto pri
jake koli manipulaci s nimi je  nutne  dodrzovat bezpecnostnı pravidla.

8.2   Doporucuje se pouzıvat me ný toxicky toluen, s ohledem na  karcinogennı ±cinky
benzenu.

8.3   U výtsiny lecithinu  lze mısto odstredivkove  nadobky pouzıt  kadinky a vyluhovat i
dekantovat bez odstre° ovanı za  pouzitı filtrace.
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3.5   Stanovenı obsahu nerozpustnych necistot

1.   U cel a rozsah
    Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı obsahu nerozpustnych necistot
v zivocisnych a rostlinnych tucıch nebo olejıch.

 Nerozpustne  necistoty a cizı la tky, stanovene  za podmınek specifikovanych v te to metodý,
zahrnujı mechanicke  necistoty, minera lnı la tky, cukry, dusıkate  la tky, ru zne  pryskyrice,
vapenata  mydla, oxidovane  mastne  kyseliny, laktony mastnych kyselin a (castecný) alkalicka
mydla, mastne  kyseliny obsahujıcı hydroxylovou skupinu a jejich glyceridy (poznamka 8.1).

2.   Princip
 Nerozpustne  necistoty se stanovı rozpustýnım vzorku v pr ebytku n-hexanu nebo petroletheru
nebo diethyletheru filtracı zıskane ho roztoku a zvazenım vysusene ho filtru s nerozpustnymi
necistotami.

3.   Chemikalie

3.1   Petrolether nebo n-hexan, destilujıcı v rozsahu 30 az  60 ČC, s bromovym cıslem mensım
 nez 1. Pro obý rozpoustýdla  by odparek nemýl presahnout 0,002 g na 100 ml (poznamka

  8.2).

3.2   Diethylether bez obsahu peroxidu , zbytkem po odparenı  nejvyse 1 mg/100 ml
3.3   Kremelina cistýna , vyzıhana ; ztra ta pri 900 ČC (cerveny za r)  0,2 %

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Elektricka  susa rna s moznostı nastavenı (103 ť 2) ČC

4.2   Konicka  banka na 250 ml se sklenýnou zabrousenou za tkou

4.3   Filtracnı papır neobsahujıcı popel, (maxima lnı obsah popela  0,01 %), zadrzovacı
 schopnost 98 % pro castice velikosti  výtsı nez 2,5 mm nebo ekvivalentnı sklenýny filtr
 o pru mýru  120 mm a kovova  (nejle pe hlinıkova ) nebo sklenýna  nadoba  s dobre týsnıcım
 vıkem. (Alternativa k 4.5 pro vsechny produkty kromý kyselych oleju .)

4.4   Sklenýny filtracnı kelımek P16 (velikost poru  10 az 16 µm),  pru mýr 40 mm, objem 50 
ml  a odsavacka. (Alternativa k 4.3  pro vsechny produkty vcetný kyselych oleju .)

4.5   Zarızenı pro filtraci za snızene ho tlaku

5.   Postup
Do konicke  banky (4.2) se navazı, s presnostı 0,01 g, priblizný 20 g zkusebnıho vzorku.

Vysusı se filtracnı papır (4.3) a nadoba s vıckem nebo filtracnı kelımek (4.4) v susa rný (4.1)
nastavene  na 103 ČC. Po vychladnutı v exsika toru se zvazı s presnostı na 0,001 g.
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Do banky obsahujıcı navazeny vzorek se prida  200 ml n-hexanu nebo petroletheru (3.1) nebo
diethyletheru (3.2), banka se zaza tkuje a protrepe. Pro ricinovy olej mu ze byt mnozstvı
rozpoustýdla zvyseno, aby bylo usnadnýno stanovenı. Banka se necha  sta t pri 20 ČC po dobu
30 min.

Obsah banky se zfiltruje pres vysuseny a zvazeny filtracnı papır (4.3) ve vhodne  na levce, nebo
pres filtracnı kelımek (4.4). Je-li to nutne , lze pouzıt vakua (4.5). Filtracnı papır (4.3) nebo
kelımek (4.4) se promyje malym mnozstvım stejne ho rozpoustýdla, jake  bylo pouzito na
rozpustýnı vzorku, ale ve výtsım mnozstvı nez je nutne , aby konecny filtra t neobsahoval tuk
nebo olej. V prıpadý, ze jsou na filtru zachyceny nerozpustýne  tuky, ohreje se rozpoustýdlo na
teplotu max. 60 ČC.

Jestlize byl pouzit filtracnı papır (4.3), necha  se po jeho vyjmutı z na levky odparit na vzduchu
ve vhodne  nadobý výtsina rozpoustýdla, a potom se dokonale odstranı v susa rný (4.1) pri
103 ČC. Po vyjmutı ze susa rny (4.1) se nadoba uzavre vıkem, necha  se vychladnout
v exsika toru a zvazı se s presnostı na 0,001 g.

Jestlize je k filtraci pouzit kelımek (4.4), necha  se výtsina zbyvajıcıho rozpoustýdla odparit na
vzduchu a odstranýnı rozpoustýdla se dokoncı v susa rný (4.1) pri 103 ČC. Po vychladnutı
v exsika toru se kelımek zvazı s presnostı na 0,001 g.

Jestlize je pozadovano stanovenı obsahu organickych necistot, je nutne  pouzıt predem
vysuseny a zvazeny filtracnı papır (4.3), ktery neobsahuje popel. V tomto prıpadý by mýl byt
filtracnı papır (4.3) obsahujıcı nerozpustne  necistoty spa len a vypoctena  hmotnost popela by
mýla byt odectena od nerozpustnych necistot.

Jestlize se analyzujı kysele  oleje, pokryje se sklenýny kelımek kremelinou (3.3) podle
nasledujıcıho postupu. Ve 100 ml sklenýne  kadince se pripravı suspense obsahujıcı 2 g
kremeliny (3.2) a priblizný 30 ml petroletheru (3.1). Smýs se nalije do filtracnıho kelımku
(4.4) pri odsavanı (4.5), aby vznikla vrstva kremeliny na sklenýnem filtru. Pripraveny suchy
sklenýny filtracnı kelımek se vlozı na 1 h do susa rny (4.1) pri teplotý 103 ČC. Po vychladnutı v
exsika toru se kelımek zvazı s presnostı na 0,001 g.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1   Obsah nerozpustnych necistot vyjadreny v g/kg (X) se vypocte podle vzorce:

X m m
m

=
−103

2 1.( )

kde   m   je   hmotnost navazky  zkusebnıho vzorku v g

m1        hmotnost vysusene  nadoby s vıckem a filtracnım papırem nebo filtracnıho
   kelımku v g

m2         hmotnost vysusene  nadoby s vıckem a filtracnım papırem, obsahujıcım vysusene
            necistoty nebo filtracnıho  kelımku s vysusenymi necistotami v g.

6.2   Obsah organickych necistot vyjadreny v g/kg (Y) se vypocte podle vzorce

Y
m m
m

=
−103

2 3.( )
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kde   m   je   hmotnost navazky  zkusebnıho vzorku v g

         m2       hmotnost vysusene  nadoby s vıckem a filtracnım papırem, obsahujıcım vysusene
necistoty nebo filtracnıho  kelımku s vysusenymi necistotami v g.

         m3       hmotnost vysusene  nadoby s vıckem a spa lenym  filtracnım papırem s
necistotami nebo filtracnıho  kelımku s spa lenymi necistotami v g.

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se v g/kg s presnostı na jedno desetinne
mısto.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri 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 prıpadý, ze nenı zadoucı zahrnout mydla (zejme na vapenata   mydla) do nerozpustnych
necistot, je nezbytne  pouzıt jine   rozpoustýdlo a postup. V tomto prıpadý by mýla byt metoda
odsouhlasena smluvnımi stranami.

8.2   n-Hexan, petrolether i diethylether jsou nebezpecnymi horlavinami I.trıdy a proto pri
jake koli manipulaci s nimi je  nutne  dodrzovat bezpecnostnı pravidla.
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3.6    Stanovenı obsahu nezmydelnitelnych la tek

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje postup pro stanovenı nezmydelnitelne ho podılu v zivocisnych a
rostlinnych tucıch a olejıch extrakcı diethyletherem.

 Metoda nenı pouzitelna  pro vosky a dava  priblizne  vysledky pro urcite  tuky s vyssım
obsahem nezmydelnitelne ho podılu, napr . pro tuky pochazejıcı z morskych zivocichu .

2.   Princip
 Tuk nebo olej se zmydelnı varem s ethanolickym roztokem hydroxidu draselne ho pod
zpýtnym chladicem. Nezmydelnitelny podıl se vyextrahuje z roztoku mydla diethyletherem a
po oddestilovanı rozpoustýdla a vysusenı se zvazı zbytek (poznamka 8.6).

3.   Chemikalie

3.1   Diethylether, cerstvý predestilovany, bez peroxidu  a odparku (poznamka 8.1)

3.2   Aceton (poznamka 8.1)

3.3   Hydroxid draselny, ethanolicky roztok KOH

 Prıprava: 60 g hydroxidu draselne ho se rozpustı v 50 ml vody a doplnı se do 1000 ml
  96 %  ethylalkoholem. Roztok by  mýl byt bezbarvy nebo slamový zluty.

3.4   Hydroxid draselny, vodny roztok c(KOH) = 0,5 mol/l

3.5   Fenolftalein: ethanolicky (96%) roztok, c =10 g/l

3.6   Hydroxid draselny, odmýrny roztok c(KOH) = 0,1 mol/l

3.7   Ethylalkohol, roztok 65%, predem zneutralizovany do slabý ru zove ho zabarvenı
  v prıtomnosti fenolftaleinu (3.5) jako indika toru (poznamka 8.1)

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Banka s kulatym dnem se zabrusem na 250 ml nebo

 Banka s rovnym dnem na 500 ml

4.2   Zpýtny chladic se zabrusem vhodnym k pripojenı k bance (4.1)

4.3   Dýlicı na levky na 500 ml s kohoutem s polytetrafluoretylenovou  (teflonovou) za tkou

4.4   Vodnı lazen s termostatem

4.5   Susa rna s termostatem

5.   Postup
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5.1   Asi 5 g zkusebnıho vzorku se navazı s presnostı nejme ný 0,01 g do banky (4.1), prida  se
50 ml roztoku hydroxidu draselne ho (3.3) a nýkolik varnych kamınku . Zpýtny chladic (4.2) se
pripojı k bance a obsah se varı mırný 1 hodinu. Po prerusenı ohrevu se hornı castı chladice
prida  100 ml vody a obsah banky se promıcha  krouzivym pohybem (poznamka 8.2).

 Roztok se po ochlazenı prevede do 500 ml dýlicı na levky (4.3). Banka a varne  kamınky se
nýkolikra t proplachnou diethyletherem (3.1). Celkem se pouzije 100 ml diethyletheru a tento
roztok se preleje do dýlicı na levky. Po zaza tkovanı se du kladný protrepe po dobu 1 min za
obcasne ho uvolnýnı tlaku obracenım dýlicı na levky a opatrnym otevrenım kohoutu. Obsah se
necha  sta t, dokud nedojde k ±plnemu rozdýlenı na dvý vrstvy. Potom se spodnı vrstva
kvantitativný prevede do druhe  dýlicı na levky. Jestlize dojde k vytvorenı emulze, rozrazı se
prıdavkem male ho mnozstvı ethylalkoholu, koncentrovane ho hydroxidu draselne ho nebo
roztoku chloridu sodne ho.

 Vodný ethanolicky roztok mydla se extrahuje jestý dvakra t, pokazde  stejnym zpu sobem 100
ml diethyletheru (poznamka 8.3). Vsechny tri extrakty se spojı do jedne  dýlicı na levky,
obsahujıcı 40 ml vody. Etherove  extrakty se promyjı mırnym krouzenım dýlicı na levkou
(poznamka 8.4).

 Po ±plnem oddýlenı se spodnı vodna  vrstva vypustı. Etherovy roztok se promyje jestý dvakra t
40 ml vody pomocı silne ho trepanı a vodna  vrstva se po kazdem promytı odpustı. Pri kazdem
odpoustýnı promyvacı vodne  vrstvy se nechajı v dýlicı na levce 2 ml a obsah na levky se
promıcha  krouzenım kolem osy. Potom se vycka  nýkolik minut, dokud se zbyla  vodna  vrstva
nespojı. Po jejım vypustýnı se uzavre kohout, jakmile se etherovy roztok dotkne otvoru
v kohoutu. Nasledný se etherovy roztok promyje 40 ml roztoku hydroxidu draselne ho (3.4),
40 ml vody, znovu 40 ml roztoku hydroxidu draselne ho a potom nejme ný dvakra t 40 ml vody.

 V promyvanı se pokracuje dokud promyvacı voda jiz nedava  ru zove  zabarvenı po pridanı
kapky roztoku fenolftaleinu (3.5). Potom se etherovy roztok kvantitativný prevede co
nejrychleji hornım otvorem dýlicı na levky do 250 ml banky (4.3), predem vysusene  pri (103 ť
2) ČC v susa rný (4.5), ochlazene  a zvazene  s presnostı na 0,1 mg. Rozpoustýdlo se odparı na
vroucı vodnı lazni (4.4) (poznamka 8.5). Po prıdavku 5 ml acetonu (3.2) se dokonale odparı
týkave  rozpoustýdlo v mırnem proudu vzduchu, pri otacenı banky sikmo ponorene  do vroucı
vodnı lazný.

 Zbytek se susı v susa rný (4.5) pri (103 ť 2) ČC po dobu 15 minut v bance umıstýne  v temýr
vodorovne  poloze. Po ochlazenı v exsika toru se banka zvazı s presnostı na 0,1 mg. Susenı se
opakuje dokud ztra ta hmotnosti mezi dvýma naslednymi vazenımi nenı mensı nez 1,5 mg.

Jestlize nenı dosazeno konstantnı hmotnosti po trech opakovanych susenıch, je
nezmydelnitelny podıl pravdýpodobný znecistýn a stanovenı by se mýlo opakovat.

 Jestlize je pozadovana korekce na obsah volnych mastnych kyselin, rozpustı se zbytek po
zvazenı ve 4 ml diethyletheru (3.1), prida  se 20 ml ethylalkoholu (3.7) .Roztok se ztitruje
standardnım odmýrnym roztokem hydroxidu draselne ho (3.6) do stejne ho konecne ho
zabarvenı. Hmotnost volnych mastnych kyselin se vypocte jako kyselina olejova  a hmotnost
zbytku se upravı o tuto hodnotu.

5.2   Slepy pokus
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 Slepy pokus se provede za stejnych podmınek, se stejnym mnozstvım vsech cinidel, ale
vynecha  se navazka vzorku. Jestlize zbytek je výtsı nez 1,5 mg, je treba ovýrit postup a
pouzita  cinidla.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah nezmydelnitelne ho podılu, vyjadreny v g/kg (X), se vypocte podle vzorce:

X
m m m

m
=

− −103
1 2 3. ( )

kde   m   je   hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g,

         m1          hmotnost zbytku v g,

         m2          hmotnost zbytku zıskane ho pri slepem pokusu v g,

         m3        prıpadný hmotnost volnych mastnych kyselin v g (K),  ktera  se rovna :

K C V= 2 8, . .

kde   V   je   objem  odmýrne ho roztoku hydroxidu draselne ho (3.6) pouzite ho pri titraci v ml

         C         presna  koncentrace  odmýrne ho roztoku  hydroxidu draselne ho (3.6)  v mol/l.

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se v g/kg s presnostı na cele  jednotky

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri obsahu nezmydelnitelne ho podılu do:           50 g/kg                      0,5 g/kg

100 g/kg                     1 g/kg

8.   Poznamky

8.1   Aceton, diethylether  a ethylalkohol jsou nebezpecnymi horlavinami I.trıdy a proto pri
jake koli manipulaci s nimi je  nutne  dodrzovat bezpecnostnı pravidla.

8.2   Jestlize extrakce nezmydelnitelnych la tek je provadýna  s ohledem na dalsı stanovenı
tokoferolu , je nezbytny prıdavek pyrogalolu a extrakce by mýla byt rychle ukoncena (asi
býhem 30 min).

8.3   Pro dokonalejsı extrakci se extrahuje trikra t a vsechny  ctyri extrakty se spojı.

8.4   Prudke  trepanı v tomto stadiu mu ze zpu sobit vznik emulze.

8.5   Jestlize je k dispozici rotacnı vakuova  odparka, lze ji  pouzıt, zvlastý jestlize bude
nezmydelnitelny podıl da le  analyzovan.

8.6    Nezmydelnitelny podıl zahrnuje prırodnı lipidy, jako jsou  steroly, vyssı uhlovodıky a
alkoholy, alifaticke  a terpenicke  alkoholy, ale take  cizı organicke  la tky extrahovane
rozpoustýdlem a netýkave  pri 103 °C (napr . minera lnı oleje).
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3.7   Stanovenı peroxidove ho cısla
Do te to metody byla zapracovana doporucenı ISO TC34  3968-1977

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı peroxidove ho cısla v zivocisnych a
rostlinnych tucıch a olejıch.

 Peroxidove  cıslo je definovano jako mnozstvı la tek ve vzorku, vyjadrene  v milimolech
aktivnıho kyslıku na kg, ktere  oxidujı jodid draselny za predepsanych podmınek.

2.   Princip
 Peroxidove  cıslo se urcı reakcı chloroformove ho extraktu vzorku s jodidem draselnym
v roztoku kyseliny octove  a chloroformu a naslednou titracı uvolnýne ho jodu odmýrnym
roztokem thiosıranu sodne ho.

3.   Chemikalie

3.1   Chloroform, zbaveny kyslıku proudem ciste ho a suche ho  inertnıho plynu

3.2   Kyselina octova  ledova , zbavena  kyslıku proudem ciste ho a suche ho  inertnıho plynu.

3.3   Jodid draselny, cerstvý pripraveny nasyceny vodny roztok  neobsahujıcı jod a jodicnany
  (poznamka 8.1)

3.4   Thiosıran sodny, odmýrny roztok c(Na2S2O3) = 0,005 mol/l nebo 0,001 mol/l,
  standardizovany týsný pred pouzitım.

3.5   Roztok skrobu: 5 g rozpustne ho skrobu se promıcha  ve 30 ml  vody, tato smýs se prida
 do  1000 ml varıcı vody a varı se  3 min.

 Zadne  cinidlo (ani voda), pouzite  ke stanovenı, by nemýlo obsahovat rozpustýny kyslık.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Banka na 250 ml se zabrusem, opatrena  za tkou, predem vysusena  a naplnýna  cistym,
  suchym inertnım plynem (dusık, nebo  le pe oxid uhlicity)

4.2   Sklenýna  vazenka vhodne  velikosti podle mnozstvı vzorku

4.3   Byreta na 10 ml, dýlena  po 0,02 ml

 Vsechna pomu cky musı byt zbaveny redukcnıch a oxidacnıch la tek, zabrusy nesmı byt
  mazany tukem.
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5.   Postup
Stanovenı by mýlo byt provadýno v rozptylenem dennım svýtle nebo pri umýlem osvýtlenı.

5.1 Zkusebnı vzorek

Do banky (4.1) se navazı vzorek s presnostı na 0,001g podle predpokladanych hodnot
peroxidove ho cısla uvedenych v nasledujıcı tabulce. Vzorek mu ze byt navazen ve sklenýne
vazence (4.2), jestlize banka nemu ze byt zvazena prımo.

   Predpokladane  peroxidove  cıslo v mmol/kg                            Navazka vzorku v g

  0 - 6    5,0 - 2,0

 6 - 10    2,0 - 1,2

 10 - 15   1,2 - 0,8

 15 - 25   0,8 - 0,5

 25 - 45   0,5 - 0,3

5.2   Vlastnı stanovenı

 V prıpadý, ze byl vzorek navazen do vazenky (4.2), vlozı se vazenka obsahujıcı vzorek do
banky (4.1). Prida  se 10 ml chloroformu (5.1) a vzorek se rychle rozpustı zamıchanım. Pak se
prida  15 ml kyseliny octove  (3.2), potom 1 ml roztoku jodidu draselne ho (3.3) , banka (4.1) se
ihned uzavre, 1 min mıcha  a ponecha  sta t presný 5 min ve tmý pri teplotý 15 az 25 ČC. Prida
se priblizný 75 ml vody, bankou se prudce zamıcha  a po prıdavku nýkolika kapek skrobove ho
roztoku (3.5), jako indika toru, se titruje uvolnýny jod odmýrnym roztokem thiosıranu sodne ho
(3.4) pri pouzitı koncentrace 0.001 mol/l roztoku pro predpokladane  peroxidove  cıslo do 12,
nebo roztokem koncentrace 0.005 mol/l pro predpokladane  peroxidove  cıslo výtsı nez 12.

5.3   Slepy pokus

 Spolu s vlastnım stanovenım se provadı slepy pokus. Jestlize vysledky slepe ho pokusu
presahnou 0,1 ml roztoku thiosıranu sodne ho o koncentraci 0.005 mol/l (3.4), je treba
stanovenı opakovat s jinymi chemika liemi.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
    Peroxidove  cıslo, vyjadrene  v milimolech aktivnıho kyslıku (1/2 O2) na 1 kg vzorku (X) se
vypocte podle vzorce:

X C V V
m

=
−103

2 1. .( )

kde    V1    je    spotreba odmýrne ho roztoku thiosıranu sodne ho, pouzite ho pri  titraci slepe ho
 pokusu v ml

         V2          spotreba roztoku thiosıranu sodne ho, pouzite ho pri  titraci vzorku

          C         koncentrace pouzite ho roztoku thiosıranu sodne ho  v mol/l

         m          hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na jednu desetinu mmol/kg
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7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı
presahnout pri hodnotý   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

výtsı nez 6 mmol/kg                    1,0 mmol/kg

8.   Poznamky

8.1   Je nutno se presvýdcit, ze roztok je nasyceny podle prıtomnosti nerozpustýnych krystalu .
Roztok je nutno skladovat ve  tmý. Pred pouzitım je nutno ovýrit ±cinnost pridanım 2 kapek
skrobove ho roztoku (3.5) k 0,5 ml roztoku jodidu draselne ho ve 30 ml roztoku kyselina
octova  - chloroform  (3:2). Jestlize k vymizenı modre ho zabarvenı je treba vıce  nez jedne
kapky roztoku thiosıranu sodne ho o koncentraci  5 mmol/l, je nutno pripravit cerstvy roztok.

8.2   Peroxidove  cıslo mu ze byt take  vyjadreno v mikrogramech aktivnıho kyslıku na g
pomocı prepocıtavacıho faktoru:         1 milimol/kg = 16 mikrogramu /g
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3.8   Stanovenı obsahu tuku v olejnatych semenech

Do te to metody byla zapracovana doporucenı ISO TC34 569/1979

1. U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı tuku (hexanove ho nebo petroletherove ho
extraktu) v olejnatych semenech.

2. Princip
Tuk ("olej") se stanovı vazkový po extrakci vzorku hexanem nebo petroletherem na vhodnem
zarızenı, oddestilovanı rozpoustýdla a vysusenı vyextrahovane ho tuku vzorku.

3. Chemikalie

3.1 Extrakcnı cinidlo n-hexan nebo petrolether obsahujıcı prevazný uhlovodıky se sesti
atomy uhlıku, ze kterych me ný nez 5 % destiluje pod 50 °C a vıce nez 95 % mezi
50 °C az 70 °C, o bromovem cısle mensım nez 1 a se zbytkem po odparenı nejvyse
2 mg/100 ml (poznamka 9.1)

3.2 Kyselina chlorovodıkova , koncentrovana

3.3 Plyn inertnı (dusık, oxid uhlicity)

4. Pr ıstroje a pomu cky

4.1 Extrakcnı zarızenı, vhodne  konstrukce, s extrakcnımi bankami o objemu 200 az
500 ml

4.2 Zarızenı vyhrıvacı v bezpecnostnım provedenı

4.3 Patrony nebo tuby extrakcnı, tukuproste , velikosti podle pouzite ho extrakcnıho
prıstroje

4.4 Susa rna elektricka  vakuova  s odvýtravanım a automaticky regulovatelnou teplotou

4.5 Vata obvazova , odtucnýna

4.6 Pro bavlnıkova  semena s prilehlymi vlakny je pozadovano dalsı zarızenı:

4.6.1 Susa rna elektricka  atmosfe ricka  s odvýtravanım a automatickou regulacı teploty (130 ť
± 2) ČC

4.6.2 Susa rna elektricka  atmosfe ricka  s odvýtravanım a automaticky regulovatelnou
teplotou, schopna  vyhra t vzorek na teplotu 115 ČC býhem 30 minut

4.6.3 Miska kovova  s plochym dnem o pru mýru 100 mm a vysce priblizný 40 mm (tzv.
vysousecka)

4.6.4 Keramicka  pore znı nadoba, cylindricka  o vnitrnım pru mýru 68 mm, vnýjsım pru mýru
80 mm, vyskou 85 mm a tlousÚ kou stýn i zakladny 6 mm
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5.  Postup

5.1 Prıprava vzorku

5.1.1 Pro zkousku se pouzije vzorek tak, jak byl zıskan nebo po odstranýnı necistot
(poznamka 9.4). Pokud se pracuje se vzorkem, ze ktere ho byly predem odstranýny velke
neolejnate  castice, je nutno to zohlednit pri vypoctu (viz. 6.4).

5.1.2 V prıpadý semene kopry se vzorek upravuje mechanickym struhadlem cely nebo
rucnım struhadlem v takovem mnozstvı, aby byl co nejvıce reprezentativnı. De lka castic mu ze
byt výtsı nez 2 mm, ale nema  byt výtsı nez 5 mm. Castice je nutno promıchat a zkousku
prove st bez prodlenı.

5.1.3 Semena strednı velikosti (podzemnice, soja apod.), kromý bavlnıku a s prilehlymi
vlakny, se vzorek srotuje v mechanickem mlynku, ktery byl pred pouzitım dobre vycistýn, tak
dlouho, dokud hlavnı rozmýr castic neklesne pod 2 mm. Výtsı castice (priblizný jedna
dvacetina vzorku) se vyradı, zbytek se peclivý promıcha  a stanovenı se provede bez prodlenı.

5.1.4 Bavlnıkova  semena s prilehlymi vlakny

Do vysousecı misky (4.6.3) se navazı priblizný 60 g vzorku s presnostı 1 mg tak, jak byl
zıskan. Miska se semeny se vlozı do susa rny (4.6.1), predem vyhra te  na (130 ť 2) ČC a vzorek
se necha  pri te to teplotý susit 2 hodiny. Pote  se miska vyjme ze susa rny a necha  se
vychladnout na vzduchu asi 30 minut. Vysusena  semena se premıstı do pore znı keramicke
nadoby (4.6.4), jejız vnitrnı stýny byly predem pomocı pipety zvlhceny 1,5 ml kyseliny
chlorovodıkove  (3.2). Je treba dba t na to, aby se kyselina ±plný vstrebala a nevytvorila na
stýnach ulpıvajıcı kapky. Potom se nadoba prikryje hodinovym sklem a vlozı do susa rny
(4.6.2) a zahreje se býhem 30 minut na teplotu 115 ČC a pri te to se udrzuje dalsıch 30 minut.
Pote  se keramicka  nadoba (4.6.4) vyjme ze susa rny a necha  zchladit na vzduchu 1 hodinu.

Semena se zvazı s presnostı 1 mg , rozemelou se na mechanickem mlynku jako v odstavci
5.1.3.

5.1.5 Mala  semena (len, repka, konopı, cocka apod.) se zkousı bez predchozıho mletı
(v pu vodnım stavu).

5.2 Vlastnı stanovenı prımou extrakcı

5.2.1 U materia lu  uvedenych v 5.1.2, 5.1.3 a 5.1.4 se do extrakcnı patrony (tuby) (4.3)
odvazı asi 10 g vzorku s presnostı 1 mg a shora se utýsnı obvazovou vatou (poznamka 9.2).
Navazka malych semen se nejprve rozdrtı v mechanickem mikrodrtici nebo v mlynku,
pricemz je treba da t pozor, aby byla rozdrcena vsechna semena. Rozdrcena  semena se
prenesou kvantitativný do extrakcnı patrony (tuby) (4.3), nejle pe pomocı spachtle a vatove ho
tamponu, namocene ho do pouzite ho extrakcnıho cinidla (3.1). Tımto tamponem se take  vytre
miska mikrodrtice nebo mlynku a shora se s nım utýsnı extrakcnı patrona (tuba) (poznamka
9.2).

Pokud obsah týkavych la tek (vlhkost) presahuje 10 %, vlozı se patrona (tuba) se vzorkem do
susa rny (4.4) a predsusı se pri teplotý 80 °C tak, aby se obsah týkavych la tek snızil pod 10%.

5.2.2 Prvnı extrakce

Extrakcnı patrona (tuba) (4.3) se vzorkem se vlozı do strednı casti extrakcnıho prıstroje (4.1),
tato cast se nasadı na extrakcnı banku A, predem vysusenou (30 minut .pri 80 °C) a po
ochlazenı v exsika toru zvazenou s vyse uvedenou presnostı. Do extrakcnı banky A se prida
potrebne  mnozstvı extrakcnıho cinidla (3.1), banka se umıstı na vyhrıvacı zarızenı (4.2),
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napojı se na extraktor (4.1) a extrahuje se po dobu 4 hodin. Rychlost extrakce se upravı tak,
aby býhem jedne  hodiny doslo nejme ný k 10 pretoku m extrakcnıho cinidla, je-li pouzit
diskontinuelnı extraktor nebo minima lný 3 az 5 kapek kondenzujıcıho extrakcnıho cinidla za
sekundu, byl-li pouzit kontinua lnı pru tokovy extraktor. Po te to dobý se extrakce prerusı,
extrakcnı zarızenı se necha  vychladnout, vyjme se patrona (tuba) a v proudu vzduchu se necha
odparit výtsina rozpoustýdla.

5.2.3 Druha  extrakce

Druha  a dalsı extrakce se provadı se vzorkem po prvnı extrakci.

Vzorek se z patrony (tuby) (4.3) vysype do mikrodrtice a rozdrtı se co mozna  nejjemnýji
(poznamka 9.3). Takto upraveny vzorek se kvantitativný vsype zpýt do patrony (tuby) (4.3) a
ta se opýt vlozı do extrakcnıho zarızenı (4.1) a extrahuje dalsı dvý hodiny. K tomu ±celu se
pouzije stejna  extrakcnı banka A, obsahujıcı prvnı cast extraktu. Po dvou hodinach se
extrakce prerusı, extrakcnı zarızenı (4.1) se necha  vychladnout, opýt se vyjme patrona (tuba)
(4.3) a v proudu vzduchu se necha  odparit výtsina rozpoustýdla. Opakuje se drcenı jako po
prve  extrakci.

5.2.4 Tretı extrakce

Vzorek se po druhe  extrakci a naslednem drcenı vlozı zpýt do extrakcnı patrony (tuby) (4.3) a
tato se vlozı zpýt do extrakcnıho zarızenı (4.1). K zarızenı se pripojı extrakcnı banka B,
predem vysusena  (30 min. pri 80 °C) a po ochlazenı v exsika toru zvazena  s vyse uvedenou
presnostı. Do extrakcnı banky B se prida  potrebne  mnozstvı extrakcnıho cinidla, banka se
umıstı na vyhrıvacı zarızenı (4.2), napojı se na extraktor a extrahuje po dobu 2 hodin.

5.2.5 Odstranýnı extrakcnıho cinidla a vazenı tuku

Výtsı cast rozpoustýdla z extrakcnıch banýk A a B se odparı na vyhrıvacım zarızenı (4.2),
poslednı stopy extrakcnıho cinidla se odstranı v susa rný (4.4) pri teplotý 95 °C az 98 °C po
dobu 1, 5 hodiny. Extrakcnı cinidlo je mozno odstranit take  proudem vzduchu nebo le pe
inertnıho plynu (3.3), zavadýne ho do banýk po kra tkych intervalech anebo snızenım tlaku
v bankach.

Banky s vyextrahovanym tukem ("olejem") se nechajı vychladnout v exsika toru po dobu
nejme ný 1 hodinu a potom se zvazı s presnostı nejme ný na 0,001 g. Potom se banky s
extraktem vlozı zpýt do susa rny (4.4) a pri vyse uvedene  teplotý se susı jestý 10 minut, ochladı
se v exsika toru a opýt zvazı s vyse uvedenou presnostı. Pro obý banky platı, ze rozdıl mezi
dvýma vazenımi by nemýl byt výtsı nez 10 mg. V negativnım prıpadý (rozdıl je vyssı) je nutne
susenı a vazenı opakovat az bude docıleno vyse uvedene ho rozdılu.

Pokud hmotnost vytýzku v bance B neprekrocı 10 mg, extrakce je dokoncena. V opacnem
prıpadý je nutno prove st dalsı extrakci po dobu dvý hodiny za stejnych podmınek je
v predchozıch extrakcıch s novou extrakcnı bankou, dokud mnozstvı vytýzku z poslednı
extrakce nenı nizsı nebo rovno 10 mg.

5.2.6 Stanovenı obsahu necistot

Vyextrahovany olej ma  byt cisty. Pokud nenı, je nutno urcit obsah necistot. K tomuto ±celu se
rozpustı olej v rozpoustýdle pouzitem k extrakci, zfiltruje se pres filtracnı papır, predem
vysuseny pri (103 ť 2) ČC do konstantnı hmotnosti a zvazeny s presnostı 1 mg. Filtr se jestý
nýkolikra t promyje cistym rozpoustýdlem (3.1), aby se zcela odstranil vyextrahovany tuk
("olej"). Filtr se vysusı pri (103 ť 2) ČC do konstantnı hmotnosti a zvazı s presnostı 1 mg.
K chlazenı a vazenı se pouzije vhodna  nadobka opatrena  vıckem.
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6. Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1 Stanovenı obsahu tuku ("oleje") v semeni tak, jak bylo zkouseno

Obsah oleje (tuku) v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

om
mX 1310 ×=

kde m0 je hmotnost zkusebnıho vzorku v g

m1 soucet hmotnostı vyextrahovane ho tuku v bankach A a B po susenı v g

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti. Pokud nenı splnýna podmınka opakovatelnosti,
opakuje se zkouska ve dvou jinych navazkach vzorku. Pokud i v tomto prıpadý presahne
rozdıl 0,4 g na 100 g vzorku, bere se za vysledek aritmeticky pru mýr vsech ctyr
uskutecnýnych zkousek.

V protokolu musı byt uvedeno pouzite  extrakcnı cinidlo.

6.2 Stanovenı oleje pri oddýlenem rozboru cistych semen a necistot

Vzorec uvedeny v 6.1 lze pouzıt take  pro vypocet obsahu oleje jak cistych semen tak i
necistot, tzn. kdyz byla cista  semena a necistoty zkouseny oddýlený. V tomto prıpadý se obsah
oleje v g/kg (Y) vypocte podle vzorce:

( )
3

21
1 10

HHPHY −×
−=

kde P je obsah necistot ve zkousenych semenech v g/kg

H1 obsah oleje v cistych semenech v g/kg

H2 obsah oleje v necistotach v g/kg

6.3 Stanovenı obsahu oleje v bavlnıkovych semenech s prilehlymi vlakny

Obsah oleje (tuku) v g /kg (Z) se vypocıta  podle vzorce:

2

31310
mm
mm

Z
o ×

×
×=

kde m0 je hmotnost zkusebnıho vzorku v g

m1 soucet hmotnostı vyextrahovane ho tuku v bankach A a B po susenı v g

m2 hmotnost zkusebnıho vzorku (asi 60 g) pred prıpravou podle 5.1.4 v g

m3 hmotnost stejne ho zkusebnıho vzorku po provedene  prıpravý podle 5.1.4 a pred
drcenım v g

6.4 Stanovenı obsahu tuku ("oleje") v prıpadech, kdy byly velke  neolejnate  castice
oddýleny pred zkouskou.

Obsah oleje (tuku) v g /kg (U) se vypocıta  podle vzorce:

3

3

10
10 NXU −

×=
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kde X je obsah tuku v semeni podle 6.1

N obsah velkych neolejnatych necistot predem oddýlenych ze zkousene ho semene
v g/kg

6.5 Stanovenı obsahu tuku ("oleje") v podzemnici olejne .

Obsah oleje (tuku) v g /kg (V) se vypocıta  podle vzorce:

( ) 3
1

21 10
IIJHHV o ++

×−=

kde J je obsah jemnych castic zkusebnıho vzorku v g/kg

I0 obsah olejnatych necistot v g/kg

I1 obsah neolejnatych necistot v g/kg

H1 obsah oleje v cistych semenech v g/kg

H2 obsah oleje v necistotach v g/kg

6.6 Stanovenı obsahu oleje, korigovane ho na susinu.

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

S
XW

−
×=

100
100

kde X je obsah oleje (tuku) v g/kg v semenech, tak jak byl zıskan podle 6.1

S obsah vlhkosti a týkavych la tek v %

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti.

7. Opakovatelnost
Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
hodnotu 4 g/kg.

8. Reprodukovatelnost
Nestanovena.

9. Poznamky

9.1 n-hexan, petrolether i diethylether jsou nebezpecnymi horlavinami I.trıdy a proto pri
jake koli manipulaci s nimi je nutne  dodrzovat bezpecnostnı pravidla.

9.2 Olejnata  semena mohou byt zkousena oddýlený takto :

a) cista  semena a necistoty

b) u podzemnice olejne  cista  semena, celkove  mnozstvı jemnych castic, neolejnate
necistoty a olejnate  necistoty.
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9.3 V laboratorıch, ktere  neprovadı pravidelný rozbory olejnatych semen a kde nenı
mikrodrtic dostupny, mu ze byt mikrodrcenı nahrazeno rozetrenım na prasek tlouckem v trecı
misce.

Po ctyrech hodinach extrakce podle 5.1.2 se vyprazdnı obsah tuby do trecı misky a prida  se
priblizný 10 g pısku, ktery byl predem promyty kyselinou chlorovodıkovou (3.2) a nasledný
vysusen. Vzorek semen spolu s pıskem se potom roztıra  tlouckem co nejjemnýji a da le se
pokracuje ve zkousce podle odstavce 5.1.3. Protoze je rucnı drcenı me ný ±cinne  nez
mechanicke  v mikrodrtici, je mnozstvı oleje zıskane  v bance B, ktera  obsahuje vysledek tretı
extrakce, temýr  vzdy vyssı nez 10 mg (zejme na v prıpadý semen, ktera  se týzko extrahujı, jako
napr . kopra). Proto je du lezite  provadýt za sebou nasledujıcı extrakce, dokud mnozstvı
extrahovane ho oleje z poslednı extrakce nenı nizsı nez 10 mg, coz mu ze byt vıce nez
5 extrakcı.

Drcenı v trecı misce nemu ze byt výtsinou pouzito v prıpadý vıcenasobne ho rozboru, protoze
±nava pracovnıka laboratore branı uspokojivemu rozdrcenı vıce vzorku  a extrakce oleje
z hrubý rozdrcene ho vzorku nemu ze byt dokonala .

9.4 Pokud je pozadovano urcenı obsahu oleje z cistych semen, zkousı se tato semena
oddýlený od necistot a postupuje se pritom jako u semen tak, jak byla zıskana. Pro urcenı
obsahu oleje v necistotach se provede zkouska stejnym zpu sobem jako procista  semena.
Avsak v tomto prıpadý: a) zkusebnı navazka ma  byt pouzita v mnozstvı 2 - 10 g

b) provadı se pouze jedna extrakce a to po dobu 4 hodin, kdy
eventua lnı chyba vznikla  pri stanovenı obsahu oleje v pu vodnım
olejnatem semeni je zanedbatelna .

9.5 Slupky slunecnicovych semen obsahujı urcite  mnozstvı vosku , ktere  jsou take
vyextrahovany hexanem podle shora uvedenych  postupu , pokud je zkouska provedena na
neopracovanych semenech. Zkousenı semen slunecnice beze slupky nemu ze byt brano
v ±vahu zejme na pro zmýny v hmotnosti, zpu sobene  ru znym obsahem vlhkosti v jadre
slunecnice býhem odstranovanı slupky.

Pru myslový je olej castýji zıskavan ze slunecnicovych semen, z nichz byly slupky odstranýny,
bu° to castecný nebo ±plný. Proto je býzne  nebrat v ±vahu vosky ze slupek extrahovane
hexanem.

9.6 Pro stanovenı tuku je mozno pouzıt i extrakcnıch poloautomatickych prıstroju , pokud
poskytujı vysledky zcela srovnatelne  v mezıch opakovatelnosti s uvedenou metodou.

9.7 Mnozstvı extrakcnıho cinidla se volı takove , aby u prıstroje diskontinua lný
pru tokove ho dochazelo ke spolehlivemu prete kanı kondenza tu extrakcnıho cinidla.

U kontinua lný pru tokove ho prıstroje se volı priblizný 50 az 100 ml.
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4.1   Stanovenı obsahu vlakniny
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no.L 83,
30/07/73 a L 344, 26/11/92

1.   U cel a rozsah
 Jsou uvedeny dvý modifikace metody, pro manua lnı provedeni a pro instrumenta lnı pomocı
hydrolyzacnıch automatickych zarızenı. Metody jsou pouzitelne  pro vsechna krmiva, kde
obsah vlakniny je vyssı nez 10 g/kg.

2.   Princip
 Vlaknina se stanovı vazkový jako nezhydrolyzovatelny zbytek vzorku po 30 minutove
hydrolyze v roztoku kyseliny sırove , separaci pevne ho zbytku, nasledujıcı hydrolyze roztokem
hydroxidu draselne ho a po odectenı popela tohoto zbytku.

3.   Chemikalie

3.1   Kyselina sırova , roztok c(H2SO4) =(0,128 ť 0,05) mol/l

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

3.3   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 0,5 mol/l

3.4   Aceton nebo ethylalkohol (poznamka 8.1)

3.5   Odpýnovacı cinidlo: napr . oktylalkohol (poznamka 8.1)

3.6   Extrakcnı cinidlo: n-Hexan, diethylether ci petrolether s bodem varu 40 °C az 60 °C 
poznamka 8.1)

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Susa rna laboratornı s regulovatelnou teplotou, moznostı odvýtravanı a teplomýrem pro
 rozsahy teplot nejme ný do 150 °C

4.2   Pec muflova  s automatickou regulacı teploty s moznostı odvýtravanı a teplomýrem pro
 rozsahy teplot nejme ný do 650 °C

4.3   Nadobka hydrolyzacnı obsahu asi 600 ml s moznostı pripojenı  na vhodne  refluxnı
 zarızenım (vodny zpýtny chladic) (poznamka 8.2) nebo nadobka hydrolyzacnı obsahu asi
 600 ml (kadinka) s vyznacenym objemem na 200 ml

4.4   Varic elektricky nebo topna  deska s moznostı regulace zahrıvanı

4.5   Kelımek filtracnı kremenny ci sklenýny s pore znı vlozkou  (fritou) hustoty S1 nebo
 kelımek filtracnı porcelanovy

4.6   Miska spalovacı, platinova  (Pt-Ir), porcelanova  nebo kremenna

4.7   Zarızenı pro filtraci za snızene ho tlaku

4.8   Na levka filtracnı podle B¨chnera
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4.9   Sıto mlyna rske  (UHELON)

4.10   Papırky indika torove

4.11   Pro instrumenta lnı modifikaci navıc

4.11.1   Prıstroj hydrolyzacnı pro digesci vzorku  kyselinou sırovou a hydroxidem draselnym,
 opatrenou zarızenım pro filtraci kremennymi ci sklenýnymi filtracnımi kelımky za
 snızene ho tlaku a vyhrıvacım zarızenım (horka  jednotka)  a prıslusenstvım (filtracnı
 kelımky a pod.)

4.11.2   Prıstroj extrakcnı s filtracnım zarızenım (studena  jednotka)

5.   Postup

5.1   Manua lnı metoda

5.1.1   Do hydrolyzacnı nadobky (4.3) se odvazı presný 3,000 g zkusebnıho vzorku (m0).

5.1.2   Obsahuje-li vzorek vıce nez 10 g/kg tuku, odtucnı se prımo v hydrolyzacnı nadobce
dekantacı nýkolikanasobnym prıdavkem extrakcnıho cinidla (3.6) (poznamka 8.3).

5.1.3   Obsahuje-li krmivo vıce nez 20 g/kg vapnıku, prida  se opatrný za ±celem odstranýnı
prıpadnych uhlicitanu  100 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.3) a odstavı se asi na
5 minut. Potom se obsah promyje studenou vodou dekantacı tak, aby pevna  cast vzorku
zu stala beze ztra t v pu vodnı nadobce. Promyvacı kapalina se da le nepouzije; jen v prıpadý, ze
obsahuje zbytky  pevne ho podılu, filtruje se pres porcelanovy kelımek (4.5), ktery se potom
kvantitativný vyplachne do pu vodnı kadinky.

5.1.4   Pokud se odtucnovanı nebo odstranovanı uhlicitanu  neprovadı nebo po jejich
provedenı (v tom prıpadý se zkusebnı vzorek vysusı) se prida  200 ml roztoku kyseliny sırove
(3.1), nasadı refluxnı zarızenı (poznamka 8.2) a obsah nadobky se dostatecný rychle zahreje k
varu (poznamka 8.4). Je-li treba zabranit nezadoucımu pýnýnı a utajenemu varu, prida  se pa r
kapek odpýnovacıho cinidla (3.5) a varne  kulicky ci strıpky. Od okamziku, kdy se zacne obsah
hydrolyzacnı nadobky varit, se varı za konstantnıho objemu presný 30 minut. Potom se
vhodnym zpu sobem, napr . pres chladic, prida  50 ml studene  vody, chladic se sejme a obsah
hydrolyzacnı nadobky se filtruje za snızene ho tlaku pres B¨chnerovou na levku (4.8) s
vlozenym stredný hustym filtrem podlozenym mlyna rskym sıtem (4.9). Vlastnı filtrace se
provede tak, ze nejprve se filtracnı na levka naplnı vodou, filtr se upravı tak, aby zakryval
otvory na levky, asi po jedne  minutý se voda odsaje a obsah hydrolyzacnı nadobky (4.3) se
promyva  dekantacı horkou vodou a dekantacnı kapalina se vzdy po usazenı pevne ho podılu
sle va  na filtracnı na levku. Promyvanı a filtrace se provadı tak, aby co nejme ný pevne ho podılu
prislo na filtr v na levce. Promyva  se do negativnı reakce dalsıho podılu filtra tu na kyselinu
indika torovym papırkem (4.10). Prıpadny pevny podıl na filtru se vysusı acetonem (3.4) nebo
ethylalkoholem (3.4) a kvantitativný prevede do pu vodnı hydrolyzacnı nadobky (4.3) pomocı
horke ho roztoku hydroxidu draselne ho (3.2) (poznamka 8.5) v mnozstvı 200 ml .Potom se
prida  odpýnovacı cinidlo (3.5), nadobka se opatrı refluxnım zarızenım (poznamka 8.2) a opýt
zahreje dostatecný rychle k varu. Od okamziku poca tku varu se varı opýt presný 30 minut,
potom se var prerusı pridanım 50 ml studene  vody, napr . opatrný pres chladic, chladıcı
zarızenı se odpojı a obsah hydrolyzacnı nadobky se filtruje za snızene ho tlaku pres filtracnı
kelımek (4.5) (poznamka 8.6). Nezhydrolyzovany podıl se promyje nejprve 25 ml roztoku
kyseliny sırove  (3.1), potom malym mnozstvım horke ho roztoku kyseliny sırove  (3.1) a
nakonec horkou vodou do neutra lnı reakce dalsıho podılu filtra tu na kyselinu. Po promytı
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nezhydrolyzovane ho podılu acetonem (3.4) nebo ethylalkoholem (3.4) a nasledujıcım volnem
vysusenı se filtracnı kelımek (4.5) vysusı v susa rný (4.1) pri teplotý 130 °C po dobu 2 hod. Po
ochlazenı v exsika toru se kelımek zvazı s presnostı nejme ný na 0,001 g (m1). Pak se kelımek
vlozı do muflove  pece (4.2), vyhra te  na teplotu (550 ť 20) °C a spaluje 2 hod (poznamka 8.7),
ochladı se v exsika toru a opýt zvazı se stejnou presnostı (m2 ).

5.2   Instrumenta lnı metoda

 Do filtracnıho kelımku (4.5) hydrolyzacnıho prıstroje (4.11.1) se odvazı presný 1,000 g
zkusebnıho vzorku (m0) a je-li treba odtucnı se na extrakcnım prıstroji (studene  jednotce)
(4.11.2) tak, jak uvedeno v 5.1.2 .(poznamka 8.3) .Je-li treba odstranýnı uhlicitanu  (viz 5.1.3)
odstranı se v tomto odstavci popsanym zpu sobem.

 Pokud se odtucnovanı nebo odstranovanı uhlicitanu  neprovadı nebo po jejich provedenı
(v tomto prıpadý se zkusebnı vzorek vysusı) se kelımek (4.5) se zkusebnım vzorkem vlozı do
hydrolyzacnıho prıstroje (4.11.1) a priklopı se k týsnıcımu va lci s chladicem. Prida  se 150 ml
horke ho roztoku kyseliny sırove  (3.1) a pa r kapek odpýnovacıho cinidla (3.5), obsah se
dostatecný rychle zahreje k varu a intenzıvný se varı po dobu 30 minut. Potom se otevre
odpoustýcı ventil, obsah kapaliny se za pouzitı snızene ho tlaku (4.7) pres filtracnı kelımek
(4.5) odpustı a pevny podıl se promyje asi trikra t 30 ml horke  vody, vzdy po ±plnem
odpustýnı kapaliny z kelımku. Po uzavrenı a utýsnýnı se prida  150 ml horke ho roztoku
hydroxidu draselne ho (3.2), dostatecný rychle se obsah zahreje k varu (je-li treba prida  se jestý
odpýnovacı cinidlo (3.5)) a varı se intenzıvný po dobu 30 minut. Potom se opýt otevre
odpoustýcı ventil, kapalina se pres filtracnı kelımek (4.5) odpustı a pevny podıl se promyva ,
jak je uvedeno vyse po kysele   hydrolyze. Po vyjmutı kelımku se tento umıstı do extrakcnıho
prıstroje (studene  jednotky) (4.11.2) se promyje trikra t 25 ml acetonu (3.4) tak, ze dalsı davka
se vzdy prida  az po odtecenı predesle .

 Potom se kelımek vyjme, vysusı nejdrıve volný a pak v susa rný (4.1) pri teplotý 130 °C do
konstantnı hmotnosti. Po kazdem vysusenı a ochlazenı v exsika toru se vzdy rychle zvazı
s presnostı nejme ný na 0,001 g (m1). Pokud se hmotnost filtracnıho kelımku (4.5) se zbytkem
jiz podstatný nemýnı kelımek (4.5) se vlozı do muflove  pece (4.2), vyhra te  na teplotu 475 °C
az 500 °C a spaluje po dobu nejme ný 30 minut (poznamka 8.7). Potom se filtracnı kelımek
(4.5) ochladı v exsika toru a opýt odvazı se stejnou presnostı (m2).

 Vedle toho se provede slepa  zkouska se stejnym mnozstvım pridanych chemika liı jako
u zkousene ho vzorku, mimo tento zkouseny vzorek. Prıpadny pozitivnı na lez (výtsı nez 4 mg)
se od vysledku obsahu vlakniny odecte.

6.  Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah vlakniny v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X
m m
m

=
−103

1 2

0

.( )

kde   m1   je   hmotnost filtracnıho kelımku nebo filtru s vysusenym  hydrolyzovatelnym 
 zbytkem   v g

    m2   hmotnost filtracnıho kelımku s popelem nezhydrolyzovatelne ho zbytku nebo
                     hmotnost popele nezhydrolyzovatelne ho zbytku ve spalovacı misce v g
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         m0        hmotnost  navazky zkusebnıho vzorku v g

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnuji podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky g/kg.

 U vysledku stanovenı je nutno uve st, zda byl zıskan metodou manua lnı a nebo
instrumenta lnı.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri 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
horlavinami I. trıdy, je  nezbytne  pri jake koli manipulaci s nimi dodrzovat  bezpecnostnı
pravidla.

8.2   Jako refluxnı zarızenı se pouzije napr . i banka vhodne  velikosti s kulatym dnem,
naplnýna  asi 450 ml ledove  vody  popr . i  kouskem ledu, umıstýna  pri varenı na vrcholu
nadobky ve ktere  je provadýna hydrolyza.

8.3   Uvedenym zpu sobem se sice nemusı odstranit veskery tuk, ale  jeho obsah se snızı na
takovou hranici, ktera  jiz pri stanovenı nevadı.

 Je-li obsah tuku ve vzorku prılis vysoky nebo je-li obsazen  v krmivech, ktere  prımou
extrakcı nelze odtucnit (mle cne   krmne  smýsi, kvasnice apod.), je nutno prove st bu°
predbýznou extrakcı resp. odtucnýnı po kysele  hydrolyze.

8.4   Je mozne  pridat prımo i horky roztok kyseliny sırove  (3.1)  avsak v prıpadý, ze jsou
prıtomny ve vzorku uhlicitany  a nebylo provedeno jejich predbýzne  odstranýnı (viz 5.1.3),
nastane vzkypýnı roztoku a mozne  ztra ty vzorku. Nejvhodnýjsım zpu sobem je volit
kompromis, tj. pridavat ponýkud teplejsı roztok kyseliny po castech a roztok dostatecný rychle
zahra t k varu.

8.5   Uvedeny zpu sob je vhodny pro hydrolyzacnı prıstroje, kde  roztok hydroxidu draselne ho
se pouze pridava ; pro manua lnı  manipulaci je dost nebezpecny. V tomto prıpadý je
vyhodnýjsı prevedenı pevne ho podılu vzorku z filtru pomocı presný  100 ml horke  vody a po
jeho prevedenı se k obsahu v hydrolyzacnı nadobce prida  presný 100 ml horke ho roztoku
hydroxidu draselne ho dvojnasobne  koncentrace (0,46 mol/l).

8.6   Filtraci je mozno prove st i pres analyticky filtr prostou  filtracı; filtr vsak musı byt
predem vysusen, ochlazen  v exsika toru a zvazen s presnostı nejme ný na 0,001 g a jeho
hmotnost se musı od hmotnosti vysusene ho nezhydrolyzovatelne ho zbytku (m1) odecıst.
Spalovanı filtru s nezhydrolyzovanym zbytkem se provede v predem vysusene  (1 hod pri
550 °C) a po ochlazenı v exsika toru zvazene  spalovacı misky  s presnostı nejme ný na 0,001 g,
jejız hmotnost je nutne   rovnýz po spa lenı nezhydrolyzovane ho zbytku odecıst.

8.7   Sklenýne  filtracnı kelımky je nutne  pri spalovanı nezhydrolyzovane ho zbytku vkladat i
vyjımat z muflove  pece alespon  castecný vychladle , jinak kelımek praskne. Pro kremenne   a
porcelanove  kelımky toto omezenı neplatı.
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5.1   Stanovenı obsahu skrobu
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal of the European
Communities no. L 123, 29/05/72

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı celkove ho obsahu skrobu v krmivech
vcetný krmnych smýsı.

 Pro stanovenı obsahu skrobu v bramborach, vyrobcıch z brambor a krmiv s vysokym
obsahem laktosy jsou uvedeny prıslusne  modifikace.

 Metody nelze pouzıt pro krmiva s relativný vysokym obsahem polymeru  fruktosy, konkre tný
pro krmiva, obsahujıcı repne  rızky a bulvy, skrojky, jakoz i zdrtky týchto plodin, kvasnice a
krmiva bohata  na inulin.

2.   Princip
 Skrob se stanovı polarimetricky po hydrolyze vzorku kyselinou chlorovodıkovou a odstranýnı
bılkovin Carresovymi cinidly, zmýrenım opticke  otacivosti a provedenım korekce na opticky
aktivnı la tky rozpustne  ve smýsi ethylalkohol - voda.

3.   Chemikalie

3.1   Kyselina chlorovodıkova  roztok (HCl) = 7 mol/l

3.2   Kyselina chlorovodıkova  0,4215 % (c = 0,116 mol/l)

3.3   Kyselina chlorovodıkova  1,128 % (c = 0,312 mol/l) (koncentrace  musı byt stanovena
 tiracný 0,1 mol/l odmýrnym roztokem  hydroxidu sodne ho na indika tor 0,1 % roztok
 methylove  oranze  v 96 % ethylalkoholu - na 10 ml spotreba 30,94 ml presný  0,1 mol/l
 odmýrne ho roztoku hydroxidu sodne ho)

3.4   Kyselina sırova , roztok c(H2SO4) = 5 mol/l

3.5   Carresovo cinidlo I

 Prıprava: Do 100 ml odmýrne  banky se odvazı 21,9 g dihydra tu octanu zinecnate ho
 [Zn(CH3CO).2 H2O], prida  3 ml ledove  kyseliny octove  (CH3CO2H), asi 50 ml vody,
 rozpustı,  doplnı vodou po rysku a promıcha .

3.6   Carresovo cinidlo II

  Prıprava: 10,6 g trihydra tu hexakyanozeleznatanu draselne ho  [K4Fe(CN)6 . 3 H2O] se
  odvazı do odmýrne  banky na 100 ml,  po rozpustýnı ve vodý se doplnı vodou po rysku a

 promıcha .

3.7   Ethylalkohol, roztok 40 % (objemový) a zneutralizovany na  indika tor fenolftalein

4.   Pr ıstroje a pomu cky
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4.1   Polarimetr vhodne  konstrukce, s trubicı o de lce 200 mm

4.2   Lazen vodnı s termostatem

4.3   Banka varna  se zabrusem, na 250 ml

4.4   Banka odmýrna  Kohlrauschova, na 100 ml

4.5   Chladic vodnı zpýtny, se zabrusem

5.   Pracovnı postup

5.1   Stanovenı celkove  opticke  otacivosti

5.1.1   Do (Kohlrauschovy) odmýrne  banky se zabrusem (4.4) objemu 100 ml se odvazı
presný 2,500 g zkusebnıho vzorku, prida  25 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.3)
(poznamka 8.1 a 8.2), obsah se promıcha , dalsımi 25 ml te ze kyseliny (3.3) se oplachnou
prıpadný ulpýne  zbytky vzorku na stýnach banky, banka se promıcha  a vlozı do vroucı vodnı
lazný (4.2). Býhem prvnıch 3 minut se bankou ve vroucı vodnı lazni krouzı (poznamka 8.3),
aniz by se z lazný vyjmula a po 15 minutach se banka z vroucı vodnı lazný (4.2) vyjme. Prida
se asi 30 ml vody, obsah banky se rychle ochladı na laboratornı teplotu.

5.1.2   K obsahu odmýrne  banky se prida  5 ml Carresova cinidla I (3.5), obsah banky se po
dobu 1 minut promıchava , da le se prida  5 ml Carresova cinidla II (3.6) a znovu se 1 minutu
promıchava . Potom se banka vytemperuje, doplnı vodou po rysku a promıcha . Obsah se
filtruje suchym skladanym rıdkym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se
nezachycuje. Jestlize filtra t nenı zcela ciry, opakuje se pridanı Carresovych cinidel I (3.5) a II
(3.6) v dvojnasobnem mnozstvı.

Ciry filtra t se prevede do polarizacnı trubice a na polarimetru (4.1) se zmýrı opticka  otacivost.

5.2   Stanovenı opticke  otacivosti frakce rozpustne  v 40 % ethylalkoholu (korekce na obsah
opticky aktivnıch la tek)

5.2.1   Do (Kohlrauschovy) odmýrne  banky se zabrusem (4.4) objemu 100 ml se odvazı
presný 5,000 g zkusebnıho vzorku, prida  se 80 ml roztoku ethylalkoholu (3.7) banka se
uza tkuje a obsah se necha  vyluhovat po dobu 1 hod. pri laboratornı teplotý za obcasne ho
intenzıvnıho promıchavanı a to vzdy po 10 min., aby vzorek byl dostatecný prosycen
ethylalkoholem (poznamka 8.4). Po uplynutı te to doby se obsah banky doplnı roztokem
ethylalkoholu (3.7) po rysku a promıcha  co nejdu kladnýji. Filtruje se suchym skladanym
rıdkym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje.

5.2.2   Do varne  banky (4.3) se odpipetuje 50 ml tohoto filtra tu, prida  se presný 2,1 ml roztoku
kyseliny chlorovodıkove  (3.1) (poznamka 8.2), obsah banky se promıcha , na banku se nasadı
zpýtny chladic (4.5) a banka se vlozı do vroucı lazný (4.2) na 15 minut (poznamka 8.3). Po
te to dobý se banka vyjme, sejme se zpýtny chladic, ktery se vyplachne vodou do banky, banka
s roztokem se vytemperuje, obsah prevede do odmýrne  banky na 100 ml a da le se postupuje
podle 5.1.2.

5.2.3   Pri zkousenı brambor nebo produktu  z brambor se pri stanovenı korekce na obsah
opticky aktivnıch la tek postupuje nasledovný:

 Do odmýrne  banky na 250 ml se odvazı presný 12,500 g zkusebnıho vzorku, obsah banky se
doplnı po rysku a promıcha . Banka se ponecha  sta t pri laboratornı teplotý po dobu 1 hod. za
obcasne ho promıchanı. Potom se obsah banky filtruje suchym skladanym rıdkym filtrem do
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suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje. Presný 50 ml tohoto filtra tu se
odpipetuje do varne  banky na 250 ml a da le se postupuje podle 5.2.2 .

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah skrobu v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

( )X
P P

P
o

m

=
−2104. .

kde    P    je    ±hel otacenı, zjistýny postupem podle 5.1;

          P0        ±hel otacenı, zjistýny postupem podle 5.2

          Pm       mýrna  otacivost ciste ho skrobu ve [° . dm
2
/kg]

 Pro jednotlive  druhy skrobu platı nasledujıcı cıselne  hodnoty Pm :

185,9 pro ryzovy;

195,4 pro bramborovy;

 84,6 pro kukuricny;

182,7 pro psenicny;

181,5 pro jecny;

181,3 pro ovesny;

184,0 pro ostatnı, vyse neuvedene , nebo  slozena  krmiva;

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný uvedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky g/kg.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri obsahu:      nizsım nez 400 g/kg              4 g/kg

vyssım nez 400 g/kg                1 % relat.

8.   Poznamky:

8.1   Jestlize vzorek obsahuje vıce nez 60 g/kg uhlicitanu , vyjadrenych jako CaCO3, musı byt
predem rozrusen priblizný  ekvivalentnım mnozstvım (prıdavkem) roztoku kyseliny sırove
(3.4).

8.2   Pro stanovenı opticke  otacivosti v bramborach nebo vyrobkach z brambor se pouzije
roztok kyseliny chlorovodıkove   (3.2), ostatnı postup je stejny.

8.3   Mnozstvı vody ve vodnı lazni musı byt dostatecný velke , aby  voda zu stala vroucı i pri
manipulaci (mıchanı) s bankou.
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8.4   Obsahuje-li vzorek vysoky obsah laktosy, jako napr . praskove  nebo sbırane  mle ko, spojı
se Kohlrauschova banka (4.4)  po pridanı ethylalkoholu (3.7) se zpýtnym vodnım chladicem
(4.5) nebo vhodnym refluxnım zarızenım a obsah banky se  nejprve vyluhuje po dobu
30 minut na vodnı lazni pri teplotý 50 °C a teprve potom se po vytemperovanı doplnı
roztokem  ethylalkoholu (3.7) po rysku a promıcha . Filtruje se  suchym, stredný hustym
filtrem do suche  kadinky, pricemz  prvnı podıl filtra tu se nezachycuje.

Da le se postupuje podle 5.2.2 .
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5.1   Stanovenı obsahu skrobu
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal of the European
Communities no. L 123, 29/05/72

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı celkove ho obsahu skrobu v krmivech
vcetný krmnych smýsı.

 Pro stanovenı obsahu skrobu v bramborach, vyrobcıch z brambor a krmiv s vysokym
obsahem laktosy jsou uvedeny prıslusne  modifikace.

 Metody nelze pouzıt pro krmiva s relativný vysokym obsahem polymeru  fruktosy, konkre tný
pro krmiva, obsahujıcı repne  rızky a bulvy, skrojky, jakoz i zdrtky týchto plodin, kvasnice a
krmiva bohata  na inulin.

2.   Princip
 Skrob se stanovı polarimetricky po hydrolyze vzorku kyselinou chlorovodıkovou a odstranýnı
bılkovin Carresovymi cinidly, zmýrenım opticke  otacivosti a provedenım korekce na opticky
aktivnı la tky rozpustne  ve smýsi ethylalkohol - voda.

3.   Chemikalie

3.1   Kyselina chlorovodıkova  roztok (HCl) = 7 mol/l

3.2   Kyselina chlorovodıkova  0,4215 % (c = 0,116 mol/l)

3.3   Kyselina chlorovodıkova  1,128 % (c = 0,312 mol/l) (koncentrace  musı byt stanovena
 tiracný 0,1 mol/l odmýrnym roztokem  hydroxidu sodne ho na indika tor 0,1 % roztok
 methylove  oranze  v 96 % ethylalkoholu - na 10 ml spotreba 30,94 ml presný  0,1 mol/l
 odmýrne ho roztoku hydroxidu sodne ho)

3.4   Kyselina sırova , roztok c(H2SO4) = 5 mol/l

3.5   Carresovo cinidlo I

 Prıprava: Do 100 ml odmýrne  banky se odvazı 21,9 g dihydra tu octanu zinecnate ho
 [Zn(CH3CO).2 H2O], prida  3 ml ledove  kyseliny octove  (CH3CO2H), asi 50 ml vody,
 rozpustı,  doplnı vodou po rysku a promıcha .

3.6   Carresovo cinidlo II

  Prıprava: 10,6 g trihydra tu hexakyanozeleznatanu draselne ho  [K4Fe(CN)6 . 3 H2O] se
  odvazı do odmýrne  banky na 100 ml,  po rozpustýnı ve vodý se doplnı vodou po rysku a

 promıcha .

3.7   Ethylalkohol, roztok 40 % (objemový) a zneutralizovany na  indika tor fenolftalein
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4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Polarimetr vhodne  konstrukce, s trubicı o de lce 200 mm

4.2   Lazen vodnı s termostatem

4.3   Banka varna  se zabrusem, na 250 ml

4.4   Banka odmýrna  Kohlrauschova, na 100 ml

4.5   Chladic vodnı zpýtny, se zabrusem

5.   Pracovnı postup

5.1   Stanovenı celkove  opticke  otacivosti

5.1.1   Do (Kohlrauschovy) odmýrne  banky se zabrusem (4.4) objemu 100 ml se odvazı
presný 2,500 g zkusebnıho vzorku, prida  25 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.3)
(poznamka 8.1 a 8.2), obsah se promıcha , dalsımi 25 ml te ze kyseliny (3.3) se oplachnou
prıpadný ulpýne  zbytky vzorku na stýnach banky, banka se promıcha  a vlozı do vroucı vodnı
lazný (4.2). Býhem prvnıch 3 minut se bankou ve vroucı vodnı lazni krouzı (poznamka 8.3),
aniz by se z lazný vyjmula a po 15 minutach se banka z vroucı vodnı lazný (4.2) vyjme. Prida
se asi 30 ml vody, obsah banky se rychle ochladı na laboratornı teplotu.

5.1.2   K obsahu odmýrne  banky se prida  5 ml Carresova cinidla I (3.5), obsah banky se po
dobu 1 minut promıchava , da le se prida  5 ml Carresova cinidla II (3.6) a znovu se 1 minutu
promıchava . Potom se banka vytemperuje, doplnı vodou po rysku a promıcha . Obsah se
filtruje suchym skladanym rıdkym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se
nezachycuje. Jestlize filtra t nenı zcela ciry, opakuje se pridanı Carresovych cinidel I (3.5) a II
(3.6) v dvojnasobnem mnozstvı.

Ciry filtra t se prevede do polarizacnı trubice a na polarimetru (4.1) se zmýrı opticka  otacivost.

5.2   Stanovenı opticke  otacivosti frakce rozpustne  v 40 % ethylalkoholu (korekce na obsah
opticky aktivnıch la tek)

5.2.1   Do (Kohlrauschovy) odmýrne  banky se zabrusem (4.4) objemu 100 ml se odvazı
presný 5,000 g zkusebnıho vzorku, prida  se 80 ml roztoku ethylalkoholu (3.7) banka se
uza tkuje a obsah se necha  vyluhovat po dobu 1 hod. pri laboratornı teplotý za obcasne ho
intenzıvnıho promıchavanı a to vzdy po 10 min., aby vzorek byl dostatecný prosycen
ethylalkoholem (poznamka 8.4). Po uplynutı te to doby se obsah banky doplnı roztokem
ethylalkoholu (3.7) po rysku a promıcha  co nejdu kladnýji. Filtruje se suchym skladanym
rıdkym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje.

5.2.2   Do varne  banky (4.3) se odpipetuje 50 ml tohoto filtra tu, prida  se presný 2,1 ml roztoku
kyseliny chlorovodıkove  (3.1) (poznamka 8.2), obsah banky se promıcha , na banku se nasadı
zpýtny chladic (4.5) a banka se vlozı do vroucı lazný (4.2) na 15 minut (poznamka 8.3). Po
te to dobý se banka vyjme, sejme se zpýtny chladic, ktery se vyplachne vodou do banky, banka
s roztokem se vytemperuje, obsah prevede do odmýrne  banky na 100 ml a da le se postupuje
podle 5.1.2.

5.2.3   Pri zkousenı brambor nebo produktu  z brambor se pri stanovenı korekce na obsah
opticky aktivnıch la tek postupuje nasledovný:

 Do odmýrne  banky na 250 ml se odvazı presný 12,500 g zkusebnıho vzorku, obsah banky se
doplnı po rysku a promıcha . Banka se ponecha  sta t pri laboratornı teplotý po dobu 1 hod. za
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obcasne ho promıchanı. Potom se obsah banky filtruje suchym skladanym rıdkym filtrem do
suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje. Presný 50 ml tohoto filtra tu se
odpipetuje do varne  banky na 250 ml a da le se postupuje podle 5.2.2 .

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah skrobu v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

( )X
P P

P
o

m

=
−2104. .

kde    P    je    ±hel otacenı, zjistýny postupem podle 5.1;

          P0        ±hel otacenı, zjistýny postupem podle 5.2

          Pm       mýrna  otacivost ciste ho skrobu ve [° . dm
2
/kg]

 Pro jednotlive  druhy skrobu platı nasledujıcı cıselne  hodnoty Pm :

185,9 pro ryzovy;

195,4 pro bramborovy;

 84,6 pro kukuricny;

182,7 pro psenicny;

181,5 pro jecny;

181,3 pro ovesny;

184,0 pro ostatnı, vyse neuvedene , nebo  slozena  krmiva;

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný uvedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky g/kg.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri obsahu:      nizsım nez 400 g/kg              4 g/kg

vyssım nez 400 g/kg                1 % relat.

8.   Poznamky:

8.1   Jestlize vzorek obsahuje vıce nez 60 g/kg uhlicitanu , vyjadrenych jako CaCO3, musı byt
predem rozrusen priblizný  ekvivalentnım mnozstvım (prıdavkem) roztoku kyseliny sırove
(3.4).

8.2   Pro stanovenı opticke  otacivosti v bramborach nebo vyrobkach z brambor se pouzije
roztok kyseliny chlorovodıkove   (3.2), ostatnı postup je stejny.



90

8.3   Mnozstvı vody ve vodnı lazni musı byt dostatecný velke , aby  voda zu stala vroucı i pri
manipulaci (mıchanı) s bankou.

8.4   Obsahuje-li vzorek vysoky obsah laktosy, jako napr . praskove  nebo sbırane  mle ko, spojı
se Kohlrauschova banka (4.4)  po pridanı ethylalkoholu (3.7) se zpýtnym vodnım chladicem
(4.5) nebo vhodnym refluxnım zarızenım a obsah banky se  nejprve vyluhuje po dobu
30 minut na vodnı lazni pri teplotý 50 °C a teprve potom se po vytemperovanı doplnı
roztokem  ethylalkoholu (3.7) po rysku a promıcha . Filtruje se  suchym, stredný hustym
filtrem do suche  kadinky, pricemz  prvnı podıl filtra tu se nezachycuje.

Da le se postupuje podle 5.2.2 .
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5.3   Stanovenı obsahu cukru
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal of the European
Communities no. L 155, 12/07/71

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı cukru  v krmivech a je pouzitelna  pro
vsechna krmiva, vcetný krmnych smýsı a pro vsechny obsahy cukru .

2.   Princip
Cukry se stanovı titracný jodometricky postupem podle Luff-Schoorla po jejich extrakci 40 %
ethylalkoholem, vycerenı Carresovymi cinidly a po odparenı ethylalkoholu. Prımo redukujıcı
cukry se stanovı prımo, smýs prımo redukujıcıch a neredukujıcıch po hydrolyze a obsah
neredukujıcıch cukru  se urcı z jejich rozdılu, vypoctem.

3.   Chemikalie

3.1   Ethylalkohol 40 % (objemový), zneutralizovany na indika tor  fenolftalein

3.2   Ethylalkohol 80 % (objemový), zneutralizovany na indika tor  fenolftalein

3.3   Carresovo cinidlo I

Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı 21,9 g dihydra tu octanu zinecnate ho
[Zn(CH3CO2)2 . 2H2O], prida  3 ml ledove  kyseliny octove , asi 50 ml vody a po 
rozpustýnı  se doplnı vodou po rysku a promıcha .

3.4   Carresovo cinidlo II.

Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı 10,6 g trihydra tu hexakyanozeleznatanu
draselne ho [K4Fe(CN)6 . 3 H2O], prida  se asi  50 ml vody a po rozpustýnı se doplnı vodou
po rysku a promıcha .

3.5   Indika tor methylova  oranz, roztok 1 g/l

3.6   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 4 mol/l

3.7   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 0,1 mol/l

3.8   Kyselina sırova , roztok c(H2SO4) =  3 mol/l

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

3.10   Luff-Schoorlovo cinidlo

   Prıprava: 25,0 g pentahydra tu sıranu mý° nate ho  (CuSO4 . 5 H2O) se rozpustı ve
100 ml   vody  a promıcha   (roztok a).

 50,0 g monohydra tu kyseliny citronove  (C6H8O7 . H2O) se  rozpustı v 50 ml vody a
  promıcha    (roztok b).
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 143,8 g bezvode ho uhlicitanu sodne ho (Na2CO3) se rozpustı  ve 300 ml horke  vody,
   ochladı a  promıcha  (roztok c).

  Do roztoku c) se za neusta le ho mıchanı prida  roztok b) potom roztok a). Vznikla  smýs
        se  vytemperuje, doplnı vodou  na objem 1 000 ml a je-li treba filtruje suchym rıdkym
    filtrem do suche  nadobky.

 Koncentrace mýdi v tomto roztoku je priblizný 0,1 mol/l,  uhlicitanu sodne ho cca 2 mol/l
  a pH roztoku by mýlo byt  priblizný 9,4.

3.11   Thiosıran sodny, odmýrny roztok c(Na2S2O3) = 0,1 mol/l

3.12   Skrob, roztok 5 g/l

   Prıprava: Smýs 5 g rozpustne ho skrobu v 30 ml vody se prida  do 970 ml horke  vody,
    zahreje k varu a varı se  3 minuty. Po ochlazenı se prida  asi 10 mg jodidu rtuÚ nate ho

   (Hg I2), jako stabiliza toru.

3.13   Jodid draselny, roztok 300 g/l (vzdy cerstvy)

3.14   Isopentylalkohol (3-methylbutan-1-ol)

3.15   Pemza granulovana  (vyvarena  v kyseliný chlorovodıkove ,  promyta  vodou a vysusena )

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Trepacka (rotacnı) s 35 az 40 ot/min

4.2   Lazen vodnı s termostatem

4.3   Chladic zpýtny, vodnı se zabrusem

4.4   Banka varna  se zabrusem a kulatym dnem na 250 ml

5.   Postup
Do odmýrne  banky na 250 ml se odvazı asi 2,5 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na
0,001 g, prida  se 200 ml ethylalkoholu (3.1), banka se uzavre za tkou a extrahuje na trepacce
(4.1) pri laboratornı teplotý po dobu 1 hod. Potom se k obsahu v bance prida  5 ml Carresova
cinidla I (3.3), promıcha  se asi 1 min, da le se prida  5 ml Carresova cinidla II. (3.4) a opýt
promıcha  1 min. Po vytemperovanı se doplnı ethylalkoholem (3.1) po rysku, promıcha  a
filtruje suchym rıdkym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje.
Do kadinky na 600 ml se odpipetuje 200 ml, kadinka se umıstı na vroucı vodnı lazen (4.2) a
obsah se odparı asi na polovicnı objem za ±celem odstranýnı výtsiny ethyalkoholu. Obsah
kadinky se pak prevede horkou vodou do odmýrne  banky na 200 ml, vytemperuje, doplnı
vodou po rysku a promıcha . Je-li treba, prefiltruje se suchym stredný hustym filtrem do suche
kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje (zasobnı roztok).

Tento roztok se pouzije jak pro stanovenı prımo redukujıcıch cukru , tak i cukru  po hydrolyze.

5.1   Stanovenı prımo redukujıcıch cukru

Ze zasobnıho roztoku vzorku se odpipetuje do varne  banky (4.4) 25 ml (poznamka 8.1), da le
se pripipetuje presný 25 ml Luff-Schoorlova cinidla (3.10), prida  se pa r granulı pemzy (3.15),
varna  banka (4.4) se spojı se zpýtnym chladicem (4.3), obsah se býhem 2 minut uvede do
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mırne ho varu a varı se po dobu 10 minut. Potom se var prerusı, zpýtny chladic (4.3) se sejme
z banky (4.4) a oplachne do banky. Obsah banky se rychle ochladı tekoucı studenou
obycejnou vodou, prida  se 10 ml roztoku jodidu draselne ho (3.13) a okamzitý nato po
kapkach (poznamka 8.2) 25 ml roztoku kyseliny sırove  (3.8) a titruje se odmýrnym roztokem
thiosıranu sodne ho (3.11) az do pravý vznikle ho matný zlute ho zabarvenı roztoku. Potom se
pridajı asi 3 ml skrobove ho roztoku (3.12), cımz se roztok zbarvı modre a dotitruje se do
vymizenı tohoto zabarvenı, ktere  se jiz neobjevı po dobu 1 minuty.

Se stanovenım ve vzorku se provede soucasný slepa  zkouska: Do titracnı banky na 250 ml se
odpipetuje presný 25 ml Luff-Schoorlova cinidla (3.10) a 25 ml vody, prida  se 10 ml roztoku
jodidu draselne ho (3.13), 25 ml roztoku kyseliny sırove  (3.8) a titruje se jak uvedeno vyse.
Slepa  zkouska se provede dvojmo a vypocte se aritmeticky pru mýr.

5.2   Stanovenı redukujıcıch cukru  po hydrolyze

Ze zasobnıho roztoku, pripravene ho podle odstavce 5, se do odmýrne  banky na 100 ml
odpipetuje 50 ml tohoto roztoku, prida  se pa r kapek indika toru methylove  oranze (3.5), potom
opatrný po castech a za neusta le ho mıchanı, jako pri titraci, roztok kyseliny chlorovodıkove
(3.6) do pravý vznikle ho trvale cervene ho zabarvenı.

Pak se k obsahu banky prida  15 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.7), banka se vlozı do
vroucı vodnı lazný (4.2) a ponecha  tam presný 30 minut. Potom se rychle ochladı pod
proudem tekoucı studene  vody na 20 °C, prida  se 15 ml roztoku hydroxidu sodne ho (3.9),
doplnı vodou po rysku a promıcha . Z tohoto roztoku se odpipetuje 25 ml do varne  banky (4.4)
na 250 ml a da le se postupuje podle 5.1 .

U krmiv bohatych na melasu nebo takovych, ktera  nejsou zcela homogennı se odvazuje
vzorek o hmotnosti 20 g s presnostı nejme ný na 0,001 g do odmýrne  banky na 1 000 ml, prida
se asi 500 ml vody a necha  promıchavat na trepacce po dobu 1 hod. Carresova cinidla se
pridavajı, jak je uvedeno v  odstavci 5, ale ve ctyrnasobnem mnozstvı (po 20 ml), banka se
doplnı po rysku ethylalkoholem (3.2) a promıcha .

Da le se postupuje podle odstavce 5, pocınaje odpipetovanım casti a odparenım ethylalkoholu.

U melasy prımo a krmiv bohatych na cukry, ale výtsinou bez obsahu skrobu (napr . susene
nevyslazene  repne  rızky a pod.) se odvazuje asi 5 g vzorku s presnostı nejme ný na 0,001 g do
250 ml odmýrne  banky, prida  se 200 ml vody a promıchava  se na trepacce (4.1) po dobu
1 hod, je-li treba, i de le. Pridajı se Carresova cinidla, jak uvedeno v odstavci 5, doplnı se po
rysku vodou a promıcha .

Da le se postupuje podle odstavce 5 , pocınaje odpipetovanım casti a odparenım (je-li treba
 s ohledem na objem, ethylalkohol tam nenı).

 Pri stanovenı vcetný neredukujıcıch cukru  se postupuje podle odstavce 5.2 .

6.  Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
Obsah prımo redukujıcıch cukru  (X) nebo redukujıcıch cukru  po hydrolyze (Y) v g/kg se
vypocıta  podle vzorce:

X Y
m
m

( ) = 1

2
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Obsah neredukujıcıch cukru , vyjadreny jako obsah sacharosy v g/kg (Z) se vypocıta  podle
vzorce:

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

kde   m1   je   mnozstvı prıslusne ho prımo redukujıcıho (redukujıcıho cukru po hydrolyze)
     v mg, zjistýne ho z tabulky  1 na zakladý rozdılu spotreb odmýrne ho roztoku
     thiosıranu  sodne ho v ml pri titraci zkousene ho vzorku  a slepe  zkousky;

         m2           hmotnost alikvotnıho podılu navazky zkusebnıho vzorku v g

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na jednotky g/kg.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Obsah redukujıcıch cukru  v alikvotnım podılu nesmı byt vyssı nez 60 mg. Roztok musı
zu stat po 10 minutach varu  s Luff-Schoorlovym cinidlem jasný modry. V opacnem prıpadý
je nutno odpipetovat mensı alikvotnı podıl zasobnıho roztoku, ktery se upravı na objem 25 ml
vodou nebo se prizpu sobı  navazka zkusebnıho vzorku.

8.2   Pri prvnıch prıdavcıch kyseliny roztok silný pýnı. Doporucuje se pridat 1 ml
isopentylalkoholu (3.14), jiz pred varenım s Luff-Schoorlovym cinidlem. Kyselinu je nutno
pridavat po kapkach do te  doby, dokud roztok nenabude svýtle  hnýde  barvy, pak je mozne
pridat zbyvajıcı objem.

8.3   Za predpokladu vyjadrenı X a Y jako glukosa (fruktosa).
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Tabulka 1 Mnozstvı jednotlivy ch cukru  odpovıdajıcıch spotr ebe  odmernÚho roztoku

 Platı pro prıdavky 25 ml Luff-Schoorlova cinidla, odmýrny  roztok thiosıranu sodne ho presný
0,1 mol/l, dvouminutove   zahrıvanı a 10 minutove  varenı)

Objem
odmýr.roztoku
spotreba (ml)

Glukosa
Fruktosa
Invert (mg)

Laktosa

(mg)

Maltosa

(mg)

    1     2,4 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   48,4    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   Stanovenı obsahu laktosy
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal of the European
Communities no. L 155, 12/07/71

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı laktosy v krmivech. Metoda je pouzitelna
pro krmiva, obsahujıcı vıce nez 5 g laktosy v 1 kg.

2.   Princip
Laktosa spolu s ostatnımi cukry se vyextrahuje ze vzorku vodou, extrakt se vystavı
fermentacnımu ±cinku kvasinek Saccharomyces cerevisiae, ktere  ponechajı laktosu
v nezmýnýnem stavu. Po vycerenı Carresovymi cinidly se laktosa stanovı titracný
jodometricky podle Luff-Schoorla.

3.   Chemikalie

3.1   Kvasinka Saccharomyces cerevisiae, suspense

 Prıprava: 25 g cerstve ho drozdı se dokonale rozmıcha  ve  100 ml vody. Pripravenou
 suspensi je mozne  uchovavat nejvyse po dobu 1  tydne v chladnicce.

3.2   Luff-Schoorlovo cinidlo

 Prıprava: 25,0 g pentahydra tu sıranu mýdnate ho  (CuSO4 . 5 H2O) se rozpustı ve 100 ml
 vody a promıcha  (roztok a)

 50,0 g monohydra tu kyseliny citronove  (C6H8O7 . H2O) se  rozpustı v 50 ml  vody a
 promıcha  (roztok b)

143,8 g bezvode ho uhlicitanu sodne ho (Na2CO3) se rozpustı  v asi 300 ml horke
  vody, ochladı a promıcha  (roztok c)

Do roztoku c) se za neusta le ho mıchanı prida  roztok b)  a potom roztok a). Vznikla  smýs
 se vytemperuje, doplnı vodou na  objem 1 000 ml, promıcha  a filtruje rıdkym
 filtrem do suche   kadinky.

Koncentrace mýdi je priblizný 0,1 mol/l, uhlicitanu sodne ho  asi 2 mol/l a pH
 roztoku by mýlo byt priblizný 9,4.

3.3   Carresovo cinidlo I

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı 21,9 g dihydra tu octanu  zinecnate ho
 [Zn(CH3CO2)2 . 2 H2O], prida   3 ml ledove  kyseliny octove  (CH3CO2H), asi 50 ml vody
 a po  rozpustýnı se doplnı vodou po rysku a promıcha .

3.4   Carresovo cinidlo II
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 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı 10,6 g trihydra tu
 hexanokyanozeleznatanu draselne ho [K4Fe(CN)6 . 3  H2O], prida  se asi 50 ml vody a po
 rozpustýnı se doplnı  vodou po rysku a promıcha .

3.5   Pemza granulovana  (vyvarena  v HCl, promyta  vodou a  vysusena )

3.6   Jodid draselny nebo jodid sodny, roztok 300 g/l

3.7   Kyselina sırova , roztok c(H2SO4) = 3 mol/l

3.8   Thiosıran sodny, odmýrny roztok c(Na2S2O3) = 0,1 mol/l

3.9   Skrob, roztok 5 g/l

 Prıprava: Ke smýsi 5 g skrobu rozpustne ho ve vodý se 30 ml  vody se prida  do 970 ml
 horke  vody, zahreje k varu a varı  3 min. Po ochlazenı se prida  asi 10 mg jodidu
 rtuÚ nate ho  jako stabiliza toru.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Lazen vodnı s termostatem

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

5.   Postup
Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı asi 1 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na
0,001 g, prida  se 25 ml az 30 ml vody, banka se vlozı na 30 minut do vroucı vodnı lazný (4.1).
Potom se ochladı na teplotu priblizný 35 °C, prida  5 ml suspense kvasinek (3.1) (poznamka
8.1), obsah banky se promıcha  a vlozı do termostatu (4.2) o teplotý 38 °C az 40 °C na 2 hod.
Pak se ochladı na teplotu 20 °C, prida  2,5 ml Carresova cinidla I (3.3), asi 30 sekund se
promıchava , da le se prida  2,5 ml Carresova cinidla II (3.4), opýt se promıchava  30 sekund,
obsah banky se doplnı vodou po rysku a promıcha . Filtruje se suchym stredný hustym filtrem
do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje.

Do varne  banky s kulatym dnem a zabrusem obsahu 250 ml, se odpipetuje presný 25 ml
filtra tu (poznamka 8.2), presný 25 ml Luff-Schoorlova cinidla (3.2), prida  se pa r zrnek pemzy
(3.5), varna  banka se spojı se zpýtnym chladicem, obsah se uvede za 2 minuty do mırne ho
varu a za obcasne ho promıcha  se pri tomto mırnem varu zahrıva  10 minut. Po prerusenı varu
se zpýtny chladic sejme, oplachne do banky a obsah banky se okamzitý a rychle ochladı pod
tekoucı studenou vodou. Titruje se nejde le po 5 minutach. Týsný pred titracı se prida  10 ml
roztoku jodidu draselne ho (sodne ho) (3.6) a okamzitý nato po kapkach (poznamka 8.3) 25 ml
roztoku kyseliny sırove  (3.7) a titruje se odmýrnym roztokem thiosıranu sodne ho (3.8) do
pravý vznikle ho matný zlute ho zabarvenı, prida  se 3 ml roztoku skrobu (3.9), cımz se roztok
zbarvı modre, a dotitruje se do pravý vymizenı modre ho zabarvenı roztoku, ktere  se jiz znovu
neobjevı po dobu 1 minuty.

Soucasný se provede slepy pokus. Do titracnı banky na 250 ml se odpipetuje postupný presný
25 ml Luff-Schoorlova cinidla (3.2), 5 ml suspense kvasinek Saccharomyces cerevisiae (3.1),
25 ml vody, 10 ml roztoku jodidu draselne ho (sodne ho) (3.6) a 25 ml roztoku kyseliny sırove
(3.7) (bez zahrıvanı a varenı). Titruje se, jak uvedeno vyse. Slepy pokus se provede nejme ný
dvojmo a k vypoctu se bere pru mýr týchto spotreb.
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6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah laktosy v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X m
m

= 2

1

kde   m1  je  hmotnost alikvotnıho podılu navazky zkusebnıho  vzorku v g

         m2      mnozstvı laktosy odpovıdajıcı rozdılu spotreb odmýrne ho roztoku    thiosıranu
 sodne ho na vzorek a slepy pokus v mg (viz tabulka 1);

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky g/kg.

7.   Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Obsahuje-li vzorek vıce nez 400 g/kg zkvasitelnych cukru ,  v 1 kg krmiva, prida  se 10 ml
kvasnicne  suspense (3.1) (i v prıpadý slepe ho pokusu)

8.2   Odpipetovany podıl by mýl byt max. 25 ml a obsahovat max.  80 mg laktosy, nejle pe
v rozmezı 40 az 80 mg. Je-li toto  mnozstvı mensı, je treba upravit navazku zkusebnıho
vzorku,  pri mensım odpipetovanem podılu se objem doplnı na 25 ml  vodou.

8.3   Pri prvnıch prıdavcıch kyseliny roztok silný pýnı. K jeho  vyloucenı nebo omezenı je
proto mozne  jiz pred zahrıvanım  s Luff-Schoorlovym cinidlem pridat k roztoku 1 ml
izopentanolu. Kyselinu je nutno pridavat po kapkach do te  doby, dokud roztok nenabude
svýtle hnýde  barvy, pak teprve je mozne   pridat zbyvajıcı podıl kyseliny.
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Tabulka 1   Mnozstvı laktosy odpovıdajıcı spotr ebe odmernÚho  roztoku

 Platı pro prıdavek 25 ml Luff-Schoorlova cinidla, odmýrny  roztok thiosıranu sodne ho presný
0,1 mol/l, dvouminutove   zahrıvanı a 10 min. varenı.

Objem odmýrne ho roztoku
(spotreba)

Odpovıdajıcı mnozstvı
laktosy v mg

Diference

   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   Stanovenı obsahu cukru  polarimetricky

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı obsahu cukru  polarimetricky v krmnem
cukru, melase a mle ce.

2.   Princip
Pro stanovenı cukru  se vyuzıva  jejich schopnosti otacet rovinu polarizovane ho svýtla ±mýrný
druhu a obsahu cukru v roztoku.

3.   Chemikalie

3.1   Suche  ciridlo na vyslazene  rızky

 Prıprava: Promıcha  se jeden dıl jemný trene ho vapna s 25  dıly rozetrene ho neutra lnıho
  octanu olovnate ho

3.2   Herlesovo cinidlo I

 Prıprava: Do 1000 ml odmýrne  banky se odvazı 340 g  dusicnanu olovnate ho Pb(NO3)2,
  rozpustı ve vodý, doplnı po  rysku a promıcha

3.3   Herlesovo cinidlo II

 Prıprava: Do 1000 ml odmýrne  banky se odvazı 32 g hydroxidu  draselne ho (KOH),
   rozpustı, doplnı po rysku a promıcha .

3.4   Zasadity octan olovnaty, pevny

3.5   Kremelina

3.7   Kyselina octova , ledova

3.8   Fenolftalein, roztok indika toru

3.9   Zasadity octan olovnaty, zakladnı roztok

 Prıprava: Navazı se 600 g octanu olovnate ho (3.4) a 200  g oxidu olovnate ho, rozetre se
 ve 100 ml vody, zakryje  hodinovym sklem a na vodnı lazni se za obcasne ho zamıchanı
 zahrıva  tak dlouho, az zmizı barva oxidu. Prida  se asi  1 900 ml horke  vody tak, aby
 hustota roztoku byla 1,235  - 1, 240 g.cm-3. Roztok se promıcha  a necha  usta t.

3.10   Zasadity octan olovnaty, zredýny roztok

   Prıprava: Na 10 l vody se prida  150 ml zakladnıho roztoku  (3.9)

3.11   Kyselina chlorovodıkova , roztok

   Prıprava: 170 ml 37% kyseliny chlorovodıkove  se zredı  vodou na 1 l.

3.12   Hexakyanozeleznatan draselny trihydra t, roztok

 Prıprava: Navazı se 15 g hexakaynozeleznatanu draselne ho  [K4Fe(CN)6 .3 H2O],
 rozpustı  se ve vodý,doplnı  v  odmýrne  bance na 100 ml po rysku a promıcha .
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3.13   Sıran zinecnaty heptahydra t, roztok

 Prıprava: Navazı se 30 g sıranu zinecnate ho (ZnSO4.7H2O),  rozpustı se ve vodý, doplnı
 v odmýrne  bance na 100 ml po  rysku a promıcha .

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Cukrovarnicky polarimetr vhodne  konstrukce, s trubicı  o de lce 200 mm

4.2   Lazen vodnı s termostatem

5.   Postup

5.1   Rafinovany cukr

Do odmýrne  banky na 200 ml se navazı 2n mnozstvı zkusebnıho vzorku (poznamka 8.1)
s presnostı nejme ný 0,002 g, rozpustı se ve vodý a doplnı po rysku. Nenı-li roztok zcela ciry,
filtruje se papırovym filtrem. Prvnı podıl filtra tu se odlije a dalsı se polarizuje pri 20 °C
v polarizacnı trubici de lky 200 mm. Hodnota odectena  na polarimetru udava  prımo obsah
sacharosy v %.

5.2   Surovy a afinovany cukr

Do odmýrne  banky na 200 ml se navazı 2n mnozstvı zkusebnıho vzorku (poznamka 8.1)
s presnostı nejme ný 0,002 g, rozpustı se ve vodý, doplnı po rysku a promıcha . K roztoku se
prida  0,1 - 0,7 g zasadite ho octanu olovnate ho (3.4) a 0,5 g kremeliny (3.5). Po promıchanı se
filtruje zakrytym filtrem. Prvnı podıl filtra tu se odlije a dalsı se polarizuje pri 20 °C v
polarizacnı trubici de lky 200 mm. Hodnota odectena  na polarimetru (4.1) udava  prımo obsah
sacharosy v %.

5.3   Melasa - prıma  polarizace

Do odmýrne  banky na 200 ml se navazı 4n mnozstvı melasy 1:1 (poznamka 8.1) s presnostı
nejme ný 0,002 g, zneutralizuje se kyselinou octovou (3.7) na fenolftalein (3.8) a prıpadna
pýna se odstranı diethyletherem. Potom se k roztoku prida  40 ml Herlesova roztoku I (3.2),
promıcha  se mırnym krouzenım, prida  se dalsıch 40 ml Herlesova roztoku II (3.3) a znovu se
promıcha . Vycereny roztok se doplnı vodou temýr  po rysku a ponecha  se nejme ný 30 minut
sta t. Potom se doplnı po rysku, promıcha  a filtruje. Prvnı podıl filtra tu se odlije a dalsı se
polarizuje pri 20ČC v polarizacnı trubici de lky 200 mm. Hodnota odectena  na polarimetru
(4.1) udava  prımo obsah sacharosy v % (poznamka 8.2).

5.3.1     Melasa - polarizace po inverzi (hydrolyze)

Z filtra tu, zıskane ho pri stanovenı prıme  polarizace se odpipetuje 50 ml do 100 ml banky,
doplnı vodou po rysku a polarizuje. Vysledek se vynasobı dvýma.

Do dalsı 100 ml odmýrne  banky se odpipetuje 50 ml filtra tu, pripravene ho podle 5.3, prida  se
30 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.11) a vlozı se do vodnı lazný 70 °C teple . Teplota
uvnitr  banky (kontrola teplomýrem) se udrzuje presný 5 minut na hodnotý 67 - 69 °C. Potom
se banka rychle ochladı na 20 °C, teplomýr se vyjme a oplachne vodu do banky a obsah se
doplnı vodou po rysku, promıcha  a filtruje suchym filtrem strednı hustoty do suche  kadinky,
pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje. Je-li roztok prılis tmavy, odbarvı se pred doplnýnı
po rysku prıdavkem 0,2 g aktivnıho uhlı. Polarizuje se az po 20 minutach od doplnýnı roztoku
(poznamka 8.3).
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5.4   Cukrovarske  rızky cerstve

 Asi 0,5 kg cukrovarnickych rızku  se protlacı lisem (poznamka 8.5). Prvnıch 50 ml sÚ avy se
odlije a dalsıch 100 ml se cerı v misce asi 0,7 g zasadite ho octanu olovnate ho (3.4) prıpadný
suchym praskovym ciridlem (3.1). Po promıchanı se zfiltruje suchym filtrem strednı hustoty
do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje. Filtra t se polarizuje v
polarizacnı trubici 400 mm dlouhe .

5.5   Mle ko

 Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı 50 g zkusebnıho vzorku mle ka s presnostı nejme ný
0.005 g, prida  se 5 ml roztoku hexakyanozeleznatan draselne ho (3.12), promıcha , prida  5 ml
roztoku sıranu zinecnate ho a opýt du kladný promıcha . Banka se doplnı vodou po rysku a po
promıchanı filtruje suchym skladanym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu
se nezachycuje. Filtra t se polarizuje po vytemperovanı na 20 ČC v polarizacnı trubici de lky
200 mm pri 20 °C.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1   Stanovenı cukru v rafinovanem cukru

 Obsah sacharosy v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X S= 10.
kde   S   je   prımy polarimetricky na lez podle odstavce 5.1

6.2   Stanovenı cukru v surovem a afinovanem cukru

 Obsah sacharosy v g/kg (Y) se vypocıta  podle vzorce:

Y S= 10.

kde   S   je   prımy polarimetricky na lez podle odstavce 5.2

6.3   Stanovenı cukru v melase prımo

 Obsah sacharosy v g/kg (Z1) se vypocıta  podle vzorce:

Z S1 10= .

kde   S   je   prımy polarimetricky na lez podle odstavce 5.3

6.3.1   Stanovenı cukru v melase po inverzi

 Obsah sacharosy v g/kg (Z2)  se vypocıta  podle vzorce:

Z P I
t2

100
143 5 0 5

10=
−

−
.( )
, , .

.

kde    P   je    zdvojnasobeny prımy polarimetricky na lez (podle  odstavce 5.3.1)

I        zdvojnasobeny polarimetricky na lez po inverzi  (podle odstavce 5.3.1) (poznamka
          8.4)
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t        teplota zinvertovane ho roztoku pri polarizaci  ve ČC

6.4   Stanovenı cukru v cerstvych cukrovarnickych rızcıch

 Obsah sacharosy v g/kg (Q) se vypocıta  podle vzorce:

Q S= 0 1310, . .

kde S je prımy polarimetricky na lez podle odstavce 5.4

6.5   Stanovenı cukru v mle ce

 Obsah laktosy v g/kg (W1)nebo bezvode  laktosy (W2) se vypocıta  podle vzorce:

W K p F
m1

1100
=

. . .

nebo

W K p F
m2

2100
=

. . .

kde   K1   je   prepoctovy koeficient:  0,9518 pro polarimetricky na lez ve stupnıch kruhovych

0,32299 pro polarimetricky na lez ve stupnıch  Ventzkeho

0,3295 pro polarimetricky na lez v mezina rod.  stupnıch

K2        prepoctovy koeficient:  0,9042 pro polarimetricky na lez ve stupnıch kruhovych

0,3134 pro polarimetricky na lez ve stupnıch  Ventzkeho

0,3130 pro polarimetricky na lez v mezina rod. stupnıch

p          hodnota odectena  na polarimetru

m          hmotnost  navazky zkusebnıho  vzorku v g

F           faktor pro objemovou korekci na srazeninu  (poznamka 8.6)

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný uvedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky g/kg.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku pro vsechny
obsahy nesmı prekrocit 1 g/kg.

8.   Poznamky:

8.1   Norma lnım mnozstvım (1n) pri navazovanı cukrovarnickych  produktu  pro zkousky se
rozumı 26,026 g produktu, pokud se  pracuje s polarimetrem se stupnicı Ventzkeho nebo
26,000  g, pokud se pracuje s polarimetrem se mezina rodnı stupnicı  sacharimetrickou.
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8.2   Na vyskyt a mnozstvı rafinosy v melase je mozno usuzovat  dle vysledku  mezi prımou
polarizacı a stanovenım dle Clergeta.

8.3   Pouzıva  se trubice opatrene  teplomýrem, aby bylo mozno  odecıst teplotu.

8.4   Protoze hodnota I je vzdy zaporna , pricıta  se absolutnı  hodnota I k P

8.5   Pri susiný rızku  nad 10% je treba cukr stanovit bu°  horkou  nebo studenou digescı.

Horka  digesce: Do banky se odvazı 4n mnozstvı rozsekanych  a promıchanych rızku
s presnostı nejme ný 1 g, prida  se  presný 300 ml zasadite ho octanu olovnate ho (3.10). Banka
se  uzavre a digeruje 30 minut ve vodnı lazni pri 80 - 85 ČC pod  zpýtnym chladicem. Pote  se
banka ochladı, obsah se protrepe  a filtruje suchym skladanym filtrem do suche  kadinky,
pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje.. Filtra t se  polarizuje v trubici 400 mm dlouhe .
Polarimetricky na lez  vydýleny dvýma udava  prımo mnozstvı cukru ve vyslazenych  rızcıch v
%.

Studena  digesce: Odvazene , s presnostı nejme ný 1 g, 4n mnozstvı rozsekanych a
promıchanych rızku  se vlozı do  nadoby mixe ru, prida  se presný 300 ml zasadite ho octanu
olovnate ho (3.10) a mixuje se 3 minuty. Pote  se obsah  zfiltruje suchym skladanym filtrem do
suche  kadinky,  pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje. Filtra t se  polarizuje v trubici 400
mm dlouhe . Polarimetricky na lez  vydýleny dvýma udava  prımo mnozstvı cukru ve
vyslazenych  rızcıch v %.

8.6   Vzorce jsou stanoveny podle specificke  otacivosti  monohydra tu laktosy 52,53
kruhovych stupnu  pri 20ČC.

 Pri stanovenı laktosy v mle ce jine ho slozenı (ovcı, buvolı  apod.) nebo v mle cnych vyrobcıch
se zjistı objem srazeniny  a faktor F se vypocte podle vzorce:

F V v
V

=
−

kde    V   je   objem, na ktery bylo navazene  mnozstvı zredýno

         v         se vypocte podle vzorce:

v nava zka tuku bılkovin
=

+..( , .% , .% )1 08 1 55
100
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5.5   Stanovenı obsahu bezdusıkatych la tek vytazkovych

1.   U cel a rozsah
Tato metoda uvadı zpu sob vypoctu obsahu bezdusıkatych la tek vytazkovych z vysledku
stanovenı zakladnıch slozek krmiv, vlhkosti, dusıkatych la tek (N x 6,25), tuku, popele a
vlakniny (mocoviny a amoniaku).

2.   Princip
Obsah bezdusıkatych la tek vytazkovych se stanovı neprımo vypoctem, pomocı zjistýnych
obsahu  zakladnıch slozek krmiv stanovenych objektivnımi zkusebnımi metodami podle
Prılohy 9 jako zbytek do 1 000 g/kg.

Obsahuje-li zkousene  krmivo nezanedbatelny obsah mocoviny nebo amoniaka lnıho dusıku je
vypocet obsahu bezdusıkatych la tek vytazkovych zvlasÚ  modifikovany.

3.   Postup
Ve vzorku krmiva se stanovı obsahy vlhkosti, dusıkatych la tek, tuku, popele a vlakniny
(poprıpadý i mocoviny a amoniaka lnıho dusıku, jsou-li prıtomny) podle dılcıch metod
uvedenych v Prıloze 9.

4.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
Obsah bezdusıkatych la tek vytazkovych v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

 4.1   U krmiv bez obsahu mocoviny a amoniaka lnıho dusıku (poznamka 6.1)

X A B C D E= − + + + +1000 ( )

 4.2   U krmiv s nezanedbatelnym obsahem mocoviny a amoniaka lnıho dusıku (poznamka 6.1)

X A B C D E F G= − + + + + + +1000 1( )

kde   A  je   obsah vlhkosti v g/kg;

         B        obsah dusıkatych la tek v g/kg;

         B1      obsah dusıkatych la tek nativnıho pu vodu v g/kg  (viz 4.3 );

         C        obsah tuku v g/kg;

         D        obsah popele v g/kg;

         E         obsah vlakniny v g/kg;

         F         obsah mocoviny v g/kg;
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        G         obsah amoniaka lnıho dusıku, vyjadrene ho jako NH3  v g/kg (poznamka 6.2);

 4.3   Vypocet obsahu dusıkatych la tek nativnıho pu vodu

 Obsah dusıkatych la tek nativnıho (prirozene ho) pu vodu v g/kg  (B1) se vypocıta  podle
vzorce:

B B F G1 2 9125 51406= − −, . , .

5.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

6.   Poznamky

6.1   Nezanedbatelny obsah mocoviny se rozumı nad 5 g/kg; obdobný  i amoniaka lnıho dusıku
jako  NH3.

6.2   Vyjadrenı amoniaka lnıho dusıku jako NH3 nenı zcela spravne ,  protoze dusık jako NH3
se jako sta la  slozka v tomto obsahu  nevyskytuje; toto vyjadrenı je aproximacı. Se stoupajıcım
obsahem amoniaka lnıho dusıku roste i chyba stanovenı bezdusıkatych la tek vytazkovych,
proto pri znamem slozenı slouceniny, v nız je amoniaka lnı dusık prıtomen je spravnýjsı  jej
vyjadrovat v te to formý (NH4 

+  apod.).
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5.7   Stanovenı redukujıcıch la tek v cukru a melase

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı redukujıcıch la tek v cukru a melase a je
pouzitelna  pro surovy cukr, afinovany cukr a repnou melasu.

2.   Princip
Cukerny roztok se povarı s Ofnerovym roztokem a vylouceny oxid mý° ny se stanovı
jodometrickou titracı.

3.   Chemikalie

3.1   Octan olovnaty zasadity

3.2   Ofnerovo cinidlo  Prıprava: Navazı se 5.0 g pentahydra tu sıranu mý° nate ho,  10 g
  uhlicitanu sodne ho, 300 g vinanu sodnodraselne ho  a 50 g hydrogenfosforecnanu

sodne ho do odmýrne  banky na  1 000 ml, rozpustı se ve vodý a potom se vlozı na 2
hodiny do  vroucı vodnı lazný. Po uplynutı te to doby se roztok  ochladı, doplnı vodou po
rysku a  promıcha . Prida  se trochu  aktivnıho uhlı, promıcha  a filtruje (4.5) pres filtracnı
kelımek  (4.6).

Roztok se uchovava  ve tmave  lahvi se sklenýnou nebo gumovou  za tkou ve tmý
(poznamka 8.1).

3.3   Thiosıran sodny, odmýrny roztok c(Na2S2O3) = 0,01615 mol/l

 Prıprava: Navazı se 4,0 g pentahydra tu thiosıranu sodne ho,  rozpustı ve vodý, doplnı na
 500 ml a promıcha .

 Presna  koncentrace odmýrne ho roztoku se stanovı na  dvojchroman draselny.

3.4   Jod, odmýrny roztok c(I) = 0,01615 mol/l

 Prıprava: Navazı se 2,05 g jodu a 10 g jodidu draselne ho,  rozpustı ve vodý a doplnı na
 500 ml a promıcha .

 1 ml tohoto roztoku odpovıda  teoreticky 1 mg invertnıho  cukru. Presna  koncentrace
  odmýrne ho roztoku se kontroluje  odmýrnym roztokem thiosıranu o zname  koncentraci.

 Roztok se uchovava  ve tmave  lahvi se sklenýnou za tkou.

3.5   Skrob, roztok 5 g/l

 Prıprava: Smýs 5 g rozpustne ho skrobu v 30 ml vody se  prida  do 970 ml horke  vody,
 zahreje k varu a varı se  3 minuty. Po ochlazenı se prida  asi 10 mg jodidu rtuÚ nate ho
 (HgI2), jako stabiliza toru.

3.6   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = asi 1 mol/l

3.7   Hydrogenfosforecnan sodny, roztok
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 Prıprava: Navazı se 100 g dodekahydra tu  hydrogenfosforecnanu dvojsodne ho, rozpustı,
 doplnı na  1 000 ml a promıcha .

3.8   Aktivnı uhlı

3.9   Octan olovnaty neutra lnı, roztok

 Prıprava: Navazı se 350 g octanu olovnate ho, rozpustı  ve vodý, doplnı na 1 000 ml a
 promıcha .

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.2   Lazen vodnı

4.3   Chladic zpýtny, vodnı se zabrusem

4.4   Banka varna  se zabrusem a kulatym dnem na 250 ml

4.5   Zarızenı pro filtraci za snızene ho tlaku

4.6   Filtracnı kelımek sklenýny s fritou S2

5.   Postup

5.1   Surovy a afinovany cukr

Do odmýrne  banky na 200 ml se odvazı 50 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný 0,1 g,
rozpustı ve vodý, vycerı se pridanım asi 0.7 - 1.4 g zasadite ho octanu olovnate ho (3.1), doplnı
po rysku a promıcha . Filtruje se suchym stredný hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz
prvnı podıl filtra tu se nepouzije. Z filtra tu se odmýrı 160 ml do odmýrne  banky na 200 ml,
prida  se 15 - 20 ml roztoku hydrogenfosforecnanu sodne ho (3.7) a 1 g aktivnıho uhlı (3.8),
du kladný promıcha , doplnı se vodou po rysku, opýt promıcha  a po 15 minutach stanı se
filtruje suchym stredný hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se
nepouzije.. Z filtra tu se odpipetuje 50 ml do 300 ml kuzelove  banky, prida  se 50 ml Ofnerova
cinidla (3.2) a varne  kamınky a zahrıva  se tak, aby kapalina zacala vrıt za 4 - 5 minut. Roztok
se udrzuje v mırnem varu presný 5 minut. Po te to dobý se var prerusı, obsah banky se rychle
ochladı tekoucı studenou obycejnou vodou. Po nýkolika minutach se do ochlazene  tekutiny
prida  15 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.6) a ihned potom se prida  prebytek (5 - 20 ml)
roztoku jodu (3.4) a banka se uzavre za tkou. Obsah banky se obcas zamıcha , po dvou
minutach se prida  5 ml skrobove ho roztoku (3.5) a titruje se odmýrnym roztokem thiosıranu
sodne ho (3.3) do pravý vznikle ho odbarvenı roztoku (poznamka 8.2).

5.2   R epna  melasa

Navazı se 2n mnozstvı roztoku melasy 1:1 (poznamka 8.3) s presnostı 0.1 g do 200 ml
odmýrne  cukrovarnicke  banky, vycerı se 10 ml neutra lnıho octanu olovnate ho (3.9), doplnı
vodou po rysku, promıcha  a filtruje suchym stredný hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz
prvnı podıl filtra tu se nepouzije. Do odmýrne  banky na 200 ml se odpipetuje 153,7 ml filtra tu,
prida  se 20 ml roztoku hydrogenfosforecnanu sodne ho (3.7), doplnı vodou po rysku, promıcha
a prelije do kuzelove  banky na 300 - 400 ml. Pridajı se asi 4 g aktivnıho uhlı a nýkolik minut
se du kladný protrepava . Suspenze se necha  nejme ný 15 minut sta t, nacez se zfiltruje suchym
stredný hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nepouzije. Z filtra tu
se odpipetuje 50 ml do 300 ml kuzelove  banky, prida  se 50 ml Ofnerova cinidla (3.2) a varne
kamınky a zahrıva  se tak, aby kapalina zacala vrıt za 4 - 5 minut. Roztok udrzuje v mırnem



109

varu presný 7 minut, potom se var prerusı, obsah banky se rychle ochladı tekoucı studenou
obycejnou vodou. Po nýkolika minutach se k ochlazenemu roztoku prida  15 ml kyseliny
roztoku chlorovodıkove  (3.6) a ihned potom prebytek (5 - 20 ml) roztoku jodu (3.4) a banka
se uzavre za tkou. Obsahem banky se obcas zamıcha , po dvou minutach se prida  5 ml
skrobove ho roztoku (3.5) a titruje se odmýrnym roztokem thiosıranu sodne ho (3.3) do pravý
vznikle ho odbarvenı roztoku.

6.  Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1   Surovy a afinovany cukr

Obsah redukujıcıch la tek v surovem a afinovanem cukru (X) v g/kg se vypocıta  podle vzorce:

X V V V
V

=
− −1 2 3

3

0 02
2

, .
.

kde   V1   je    pridane  mnozstvı odmýrne ho roztoku jodu (3.4) v ml

  V2      pridane  mnozstvı odmýrne ho roztoku thiosıranu sodne ho (3.3) v ml

  V3      objem filtra tu, pouzite ho k redukci Ofnerova cinidla  v ml

6.2   R epna  melasa

 Obsah redukujıcıch la tek v melase (Y) v g/kg se vypocıta   podle vzorce:

X V V V
V

=
− −1 2 3

3

0 03, .

kde   V1   je    pridane  mnozstvı odmýrne ho roztoku jodu (3.4) v ml

  V2         pridane  mnozstvı odmýrne ho roztoku thiosıranu sodne ho  (3.3) v ml

  V3         objem filtra tu, pouzite ho k redukci Ofnerova cinidla  v ml

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na jednotky g/kg.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Po delsım stanı se vylucuje z roztoku oxid mý° ny a je proto  nutno pipetovat roztok vzdy
opatrný svrchu.

8.2   Pri vyssım obsahu redukujıcıch la tek, nez odpovıda  15 ml  odmýrne ho roztoku jodu je
treba stanovenı opakovat s primýrený nizsım mnozstvım pipetovane ho filtra tu. Rozdıl do
50 ml se doplnı vodou.

8.3   Roztok melasy 1:1 se pripravı naredýnım melasy 1:1 vodou.
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Pokud melasa neobsahuje krystaly cukru, navazı se do banky  200 g du kladný promıchane ho
vzorku s presnostı 0,1 g, prida   se 200 ml vody a vse se dovazı na 400 g. Banka se vlozı do
horke  vodnı lazný a v 5ti minutovych intervalech se obsah  banky promıchava . Rozpoustýnı je
dokonceno nejde le po 25  minutach. Zıskany roztok se po ochlazenı pouzıva  ke zkouskam.

Pokud jsou ve vzorku melasy krystalky prıtomny, je nutno  zvazit cely vzorek a pridat k nýmu
vahový stejne  mnozstvı  vody. Zahrıvanı a promıchavanı probıha  stejný jako u melasy  bez
cukru.

K prıpravý 1n roztoku melasy se navazı 26,026 g melasy 1:1.
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6.1   Stanovenı obsahu popela
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no.L 155,
12/07/71

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı popele v krmivech. Metoda je pouzitelna  pro
vsechna krmiva obsahujıcı vyhradný ci prevazný organickou slozku a pro vsechny obsahy.

2.   Princip

Popel se stanovı vazkový jako zbytek hmoty po zpopelnýnı pri teplotý 550 °C do konstantnı
hmotnosti za predepsanych podmınek.

3.   Chemikalie

3.1   Dusicnan amonny, roztok 200 g/l

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Pec muflova  elektricka  s termostatem, moznostı odvýtravanı  a teplomýrem pro rozsah 
 teplot nejme ný do 600 °C.

4.2   Susa rna laboratornı elektricka , s moznostı odvýtravanı, automatickou regulacı teploty a 
 teplomýrem pro rozsah teplot  nejme ný do 120 °C.

4.3   Kahan plynovy s regulacı plamene nebo topna  deska  elektricka

4.4   Miska spalovacı z platiny nebo ze slitiny Pt-Au event  Pt-Ir popr . jine ho vhodne ho
  materia lu odolne ho podmınkam  metody stanovenı a nepodle hajıcı v týchto podmınkach

 zmýnam.

 Pro vzorky druhu  krmiv, ktere  majı sklon ke vzdouvanı pri  karbonizaci se pouzijı misky
 s plochou nejme ný 30 cm2  a vyskou 35 mm.

4.5   Vodnı lazen

5.   Postup

5.1   Sucha  ci predsusena  krmiva (poznamka 8.3)

5.1.1    Odvazı se asi 5 g (poznamka 8.1) zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na 0,001 g
(m) do predem vyzıhane  (30 min. pri 550 °C) a po ochlazenı v exsika toru se stejnou presnostı
zvazene  spalovacı misky (4.4) (m0).

5.1.2   Navazka vzorku ve spalovacı misce (4.4) se umıstı na topnou desku nebo nad plynovy
kahan (4.3) s mırnym plamenem a zahrıva  do ±plne ho zuhelnatýnı vzorku. Potom se spalovacı
miska (4.4) se vzorkem vlozı do muflove  pece (4.1), predem vyhra te  na (550 ť 20) °C a
vzorek se spaluje pri te to teplotý po dobu 3 hod. Po uplynutı te to doby se spalovanı prerusı,
miska se vzorkem se vyjme a vizua lný posoudı na prıtomnost uhlıkatych castic. Jsou-li
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uhlıkate  castice prıtomny, spaluje se za stejnych podmınek jestý dalsı 1 hod a kontrola na
prıtomnost uhlıkatych castic se opakuje. Pokud i pote  jsou uhlıkate  castice prıtomny, necha  se
miska vychladnout, vzorek se zvlhcı nýkolika kapkami roztoku dusicnanu amonne ho (3.1)
(poznamka 8.2), miska se vysusı v susa rný (4.2) pri 103 °C do sucha a vlozı znovu do
muflove  pece (4.1) a pri teplotý (550 ť 20) °C se spaluje 1 hod. Pokud by ani toto opatrenı
nepomohlo, prida  se k vychladlemu popelu horka  voda a po zamıchanı se filtruje obsah
stredný hustym filtrem do suche  kadinky, tento filtra t se potom kvantitativný prevede do
pu vodnı misky a odparı do sucha. Filtr s nerozpustnym zbytkem se vlozı do stejne  misky a po
vysusenı se da le postupuje podle 5.1.2 .

5.1.3   Po skoncenı spalovanı, nejsou-li uhlıkate  castice prıtomny, se spalovacı miska (4.4)
s popelem ochladı v exsika toru a rychle se zvazı s presnostı nejme ný na 0,001 g (m2).

5.1.4   Pokud je jestý podezrenı na prıtomnost uhlıkatych castic, provede se dalsı spalovanı
popele vzorku za vyse uvedenych podmınek jestý po dobu 1 hod. a po vychladnutı v
exsika toru se opýt zvazı s vyse uvedenou presnostı. Nenı-li rozdıl mezi hmotnostmi prvnıho a
druhe ho vazenı výtsı nez 0,01 g je spalovanı skonceno, v opacnem prıpadý se spalovanı po
dobu 1 hod opakuje tak dlouho, az rozdıl mezi hmotnostmi je mensı ci rovny vyse
uvedenemu.

5.2   Krmne  tuky nebo oleje

 Do spalovacı misky (4.4), predem vyzıhane  (30 min. pri 550 °C) a po ochlazenı v exsika toru
zvazene  s presnostı nejme ný na 0,001 g (m0), se odvazı asi 25 g zkusebnıho vzorku se stejnou
presnostı, do vzorku vlozı nastrıhane  tenke  prouzky bezpopelne ho filtru, tyto se zapa lı a po
vyhorenı hlavnıho podılu tuku ci oleje se obsah misky zvlhcı vodou, vysusı a da le se
postupuje podle 5.1.2 .

5.3   Mle ko a tekute  mle cne  vyrobky

 Do spalovacı misky (4.4), predem vyzıhane  (30 min. pri 550 °C) a po ochlazenı v exsika toru
zvazene  s presnostı nejme ný na 0,001 g (m0), se odvazı asi 25 g zkusebnıho vzorku se stejnou
presnostı. Obsah misky se odparı na vodnı lazni (4.5) a pak vysusı pri (103 ť 2) ČC v susa rný
(4.2). Nasleduje pomale  zuhelnýnı nad mırnym plamenem (4.3). Popel se necha  vychladnout a
potom se do misky prida  10 ml horke  vody. Rozpustny podıl se odfiltruje pres bezpopelny
filtracnı papır a promyje malym mnozstvım horke  vody. Filtra t se uschova  a filtracnı papır se
vlozı zpýt do spalovacı misky  (4.4), vysusı a vyzıha  v muflove  peci (4.1) pri 500 - 550 ČC do
býla. Po vychladnutı se do misky prida  kvantitativný filtra t, ktery se odparı do sucha pri 130
°C a kra tce prezıha  pri 500 - 550 ČC. Miska se po vychladnutı v exsika toru rychle zvazı s
presnostı nejme ný na 0,001 g (m2).

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah popele v g /kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X m m
m m

=
−

−
1000 2 0

1 0

.( )

kde   m0   je   hmotnost prazdne  spalovacı misky v g 

         m1         hmotnost spalovacı misky se zkusebnım  vzorkem v g (= m0 + m)
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         m2           hmotnost  spalovacı misky se spa lenym  vzorkem v g 

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınky opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky g /kg.

7.   Opakovatelnost
Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri obsahu        do 30 g/kg                                 3 g/kg

 od 31  do 50 g/kg 10 relat.

 od 51  do 200 g/kg 5 g/kg

 od 201 do 400 g/kg 2,5 relat.

 nad 400 g/kg 10 g/kg

8.   Poznamky

8.1   U krmiv, ktere  majı tendenci se nadouvat se odvazuje pouze  2,5 g a pouzıvajı se misky
výtsıch rozmýru .

8.2   Dusicnan amonny se musı pridavat opatrný, aby se zamezilo  dispergovatelnosti popele
nebo tvorenı hrudek)

8.3   Popel ve vzorcıch melasy nebo surove ho cukru se stanovuje  konduktometricky, 
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6.2   Stanovenı obsahu popela v tucıch

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje metodu pro stanovenı popela, pouzitelnou pro vsechny zivocisne  a
rostlinne  tuky a oleje, vcetný kyselych tuku .

2.   Princip
Popel je anorganicky zbytek po zpopelnýnı za stanovenych podmınek. Vzorek tuku se spa lı
pri urcene  teplotý a zıskany zbytek se urcı vazkový.

3.   Chemikalie

3.1   Peroxid vodıku, roztok 10 % (v/v)

3.2   Uhlicitan amonny, pevny

4.   Pr ıstroje

4.1   Kelımek (nızky), nebo miska na 50 ml; prednost je davana  kremennym a platinovym

4.2   Vyhrıvana  deska nebo kahan

4.3   Muflova  pec s moznostı prace v rozmezı 500 az 600 ČC

4.4   Filtracnı papır, bezpopelny

4.5   Vodnı lazen s termostatem

4.6   Susa rna elektricka  atmosfe ricka  s automatickou regulacı  teploty v mezıch ť 2 °C,
  s moznostı odvýtravanı

5.   Postup

5.1   Surove  a rafinovane  tuky a oleje

5.1.1    Nejprve se vyzıha  kelımek nebo miska (4.1) v muflove  peci (4.3) nastavene  na 550 az
650 ČC, potom se ochladı v exsika toru a zvazı s presnostı na 1 mg.

S presnostı nejme ný na 10 mg se do kelımku nebo misky (4.1) navazı priblizný 10 g
zkusebnıho vzorku (poznamka 8.1). Opatrný se zahrıva  na vyhrıvane  desce nebo nad
plamenem kahanu (4.2) v digestori dokud se vzorek nevznıtı (poznamka 8.2).

Po ukoncenı spalovanı se kelımek nebo miska (4.1) premıstı do muflove  pece (4.3) nastavene
na 550 az 650 ČC. Pri te to teplotý se udrzuje 4 hodiny nebo po kratsı dobu, jestlize zbytek
neobsahujıcı uhlık je zıskan rychleji. Bezuhlıkaty zbytek se vyznacuje objevenım popele
cervenohnýde  (za prıtomnosti zeleza), nebo bıle  barvy, bez cernych castic zu stavajıcıch ve
zbytku.
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Jestlize vzorek nenı zbaven uhlıku po 4 hodinach, prida  se nýkolik kapek peroxidu vodıku
(3.1), vysusı se na vroucı vodnı lazni (4.5) a znovu se zahrıva  v muflove  peci (4.3), dokud
nenı uhlık odstranýn. Tento postup mu ze byt podle potreby opakovan.

Pokud zbytek jiz neobsahuje uhlık, necha  se miska nebo kelımek se zbytkem ochladit
v exsika toru a zvazı se s presnostı na 1 mg.

5.2   Kysele  oleje

5.2.1   Postupuje se podle odstavce 5.1.1, ale v prvnım kroku se kelımek nebo miska (4.1)
ohrıva  pri teplotý 500 az 550 ČC v muflove  peci (4.3). Po skoncenı spalovanı se kelımek nebo
miska (4.1) necha  vychladnout a zbytek se rozpustı ve vodý. Obsah kelımku nebo misky se
zfiltruje pres filtracnı papır (4.4), ktery neobsahuje popel, do kadinky.

5.2.2   Filtracnı papır (4.4) se zbytkem se vlozı do kelımku nebo misky (4.1) a susı se v
susa rný (4.6) pri 103 ť 2 Č C do ±plne ho vysusenı. Kelımek nebo miska (4.1) se premıstı na
vyhrıvanou desku nebo do plamene kahanu (4.2) a opatrný se zahrıva  podle bodu 5.1.1, dokud
nenı spalovanı ukonceno. Potom se zahrıva  v muflove  peci (4.3) pri teplotý 500 az 550 ČC,
dokud nezmizı castice uhlıku, nebo dokud dochazı ke zmýnam vzhledu zbytku. Jestlize zbytek
obsahuje uhlık, postupuje se podle odstavce 5.1.1.

5.2.3   Filtra t zıskany podle bodu 5.2.1 se kvantitativný prevede do kelımku (4.1) a na vroucı
vodnı lazni (4.5) se odparı do sucha. K odparku se prida  0,5 az 2 g uhlicitanu amonne ho (3.2)
a zbytek se zıha  v muflove  peci (4.3) pri teplotý 500 az 550 ČC. Kelımek nebo miska se
zbytkem se necha  vychladnout v exsika toru a zvazı se s presnostı na 1 mg.

6.   Vy pocet
 Obsah popela vyjadreny v g/kg (X) se vypocte podle vzorce:

X m m
m

=
−1000 2 1.

kde   m   je   hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

  m1        hmotnost prazdne ho kelımku nebo misky v g

  m2           hmotnost kelımku nebo misky s popelem v g

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky g /kg.

Vysledek mensı nez 0,1 g/kg se uvadı jako "stopy".
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7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri obsahu popela:  do 1 g/kg 20% relat

 nad 1 g/kg 15% relat

8.   Poznamky

8.1   Pri nizsıch obsazıch popela mu ze byt pouzita výtsı navazka  pridanım 10 g casti po
poca tecnım spa lenı a pri vyssıch ob sazıch mu ze byt pouzita nizsı navazka. S naru stajıcı
navazkou oleje mu ze byt pouzit knot z filtracnıho papıru, ktery  neobsahuje popel, vlozeny do
oleje a zapa leny, zatımco olej  je zahrıvan na vyhrıvane  desce.

8.2   Poca tecnı ohrev mu ze byt proveden v otvoru muflove  pece  jestlize je pec umıstýna
v digestori.
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6.3   Stanovenı podılu popela nerozpustne ho v kyseliný  chlorovodıkove
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no.L 155,
12/07/71

1.   U cel a rozsah
Jsou uvedeny dva postupy stanovenı a to jednak pro jednoducha  organicka  krmiva a jednak
pro minera lnı, organominera lnı krmiva a krmiva, obsahujıcı nad 10 mg/kg nerozpustne ho
podılu popele v kyseliný chlorovodıkove .

Tyto metody specifikujı podmınky pro stanovenı nerozpustne ho podılu popele v kyseliný
chlorovodıkove . Metody jsou pouzitelne  pro vsechny obsahy.

2.   Princip
Nerozpustny podıl popele v kyseliný chlorovodıkove  se stanovı vazkový jako nerozpustna  cast
popele, zıskane ho spalovanı vzorku podle Prılohy 9, cast 6.1 Stanovenı popele, v kyseliný
chlorovodıkove  resp. prımo rozpoustýnım vzorku v kyseliný chlorovodıkove .

3.   Chemikalie

3.1   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 3 mol/l

3.2   Kyselina trichloroctova , roztok 200 g/l

3.3   Kyselina trichloroctova , roztok 10 g/l

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Pec muflova  elektricka  s termostatem, moznostı odvýtravanı  a teplomýrem pro rozsah
 teplot nejme ný do 600 °C

4.2   Susa rna laboratornı elektricka , s moznostı odvýtravanı, automatickou regulacı teploty a
 teplomýrem pro rozsah teplot  nejme ný do 120 °C.

4.3   Kahan plynovy s regulacı plamene nebo topna  deska  elektricka

4.4   Miska spalovacı z platiny nebo ze slitiny Pt-Au event  Pt-Ir popr . jine ho vhodne ho
 materia lu odolne ho podmınkam  metody stanovenı a nepodle hajıcı v týchto podmınkach
 zmýnam.

 Pro vzorky krmiv, ktere  majı sklon ke vzdouvanı pri karbonizaci se pouzijı misky
  s plochou nejme ný 30 cm2 a vyskou  35 mm.

4.5   Vodnı lazen s termostatem

5.   Postup

5.1   Krmiva s prevazný organickou slozkou
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5.1.1   Popel, zıskany pri stanovenı popele podle Prılohy 9, cast 6.1 Stanovenı popele, se
kvantitativný prevede pomocı 75 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.1) do kadinky na 250 ml
nebo 400 ml (podle mnozstvı pevne ho podılu), zahreje se pod hodinovym sklıckem na topne
desce ci varici (4.3) k varu a mırný se varı jestý 15 minut.

5.1.2   Jestý horky roztok se filtruje stredný hustym, bezpopelnym filtrem, zbytek na filtru se
promyje 2x az 3x 50 ml horke  vody do negativnı reakce na aciditu (pH papırek). Filtra t se da le
pro toto stanovenı nepouzije; mu ze se vyuzıt pro stanovenı makroprvku  (viz jejich stanovenı).
Promyty filtr s pevnym podılem se prevede do spalovacı misky (4.4), predem vyzıhane
(30 min.pri 550 °C) a po ochlazenı v exsika toru zvazene  s presnostı nejme ný na 0,001 (m0).
Miska s filtrem se vysusı v susa rný (4.2) pri teplotý 103 °C po dobu 30  minut a spaluje
v muflove  peci (4.1) pri teplotý 550 °C az 700 °C po dobu 30 minut. Potom se miska vyjme,
ochladı v exsika toru a zvazı s presnostı nejme ný na 0,001 g (m2).

5.2   Krmiva s prevazný minera lnı slozkou krmiva s obsahem nerozpustne ho podılu v kyseliný
chlorovodıkove  nad 10 g/kg

Odvazı se asi 5 g zkusebnıho vzorku, s presnostı nejme ný na 0.001 g (m1) do kadinky na
400 ml, prida  se 25 ml vody, opatrný 25 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.1) a necha
usta t dokud neustane sumýnı roztoku (vyvoj oxidu uhlicite ho). Pak se prida  dalsıch 50 ml
roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.1) a po odpýnýnı roztoku se kadinka s obsahem zahreje na
vroucı vodnı lazni (4.5) k varu. Varı se po dobu nejme ný 30 minut az do ±plne ho vycerenı
roztoku (zhydrolyzovanı skrobu).

Da le se postupuje podle  5.1.2

Pokud by filtrace chloridove ho vyluhu probıhala obtızný, je nutno stanovenı opakovat s nizsı
navazkou vzorku stejnym postupem, ale s tım rozdılem, ze namısto roztoku kyseliny
chlorovodıkove  (3.1) se pouzije roztok kyseliny trichloroctove  (3.2) a filtr se promyva
roztokem kyseliny trichloroctove  (3.3).

Spaluje se po dobu 3 hod.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
Obsah nerozpustne ho podılu popele v kyseliný chlorovodıkove  v g/kg (X) se vypocıta  podle
vzorce:

X m m
m

=
−1000 2 0

1

.( )

kde   m0   je   hmotnost prazdne  spalovacı misky v g

         m1           hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g 

         m2           hmotnost spalovacı misky se spa lenym zbytkem v g

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınky opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  g /kg.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri obsahu
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 do 10 g/kg                   1 g/kg

 od 11 do 50 g/kg         10 % rel.

 od 51 do 200 g/kg       5 g/kg

 od 201 do 400 g/kg     2,5 % rel

 nad 400 g/kg               10 g/kg
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6.4 Stanovenı obsahu popela
Metoda ES prevzata ze smýrnice komise 71/250/EHS (OJ L155, 12/7/1971)

1. U cel a rozsah
Tato metoda umoznuje urcit obsah popela v krmivech.

2. Princip
Vzorek sse zpopelnı pri 550ČC; popel se zvazı.

3. Chemikalie

3.1 Dusicnan amonny, 20 % roztok (w/v)

4. Pr ıstroje.

4.1 Topna  deska.

4.2 Elektricka  muflova  pec s termostatem.

4.3 Spalovacı kelımky z platiny nebo ze slitiny platiny a zlata (10 % Pt, 90 % Au) bu°
pravo±hle  (60 x 40 x 25 mm) nebo kulate  (pru mýr 60 „ 70 mm, vyska 20 „ 25 mm).

5. Postup.
Do spalovacıho kelımku, ktery byl predem vyzıhan a zvazen, se navazı 5 g ± 1 mg vzorku
(2,5 g v prıpadý la tek, ktere  majı tendenci zvýtsovat svu j objem). Kelımek se vlozı na topnou
desku a postupný ho zahrıvat az la tka zuhelnatı. Potom se kelımek vlozit do muflove  pece
zahra te  na 550ČC ± 5ČC. Pri te to teplotý se spaluje az vznikne bıly, lehce sedy nebo
nacervenaly popel, ktery se zda  byt prosty zuhelnatýlych castic. Kelımek se vlozı do
exsika toru, necha  se vychladnout a ihned se zvazı.

6. Vy pocet vy sledku .
Vypocte se hmotnost zbytku po odectenı hmotnosti kelımku (ta ry). Vysledek se vyjadrı jako
procento popela ve vzorku.

7. Poznamky.

7.1 Popel la tek, ktere  se obtızný zpopelnujı, se musı spalova t nejme ný po dobu trı hodin.
Po vychladnutı se prida  nýkolik kapek 20 % roztoku dusicnanu amonne ho (opatrný,
aby nedoslo k rozptylu popela anebo ke tvorenı hrudek). Po vysusenı v susa rný se
pokracuje ve spalovanı. Postup se opakovuje podle potreby az je zpopelnýnı ±plne .
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7.2. V prıpadý la tek, ktere  jsou rezistentnı na proces popsany v bodý 7.1, se postupuje
takto: Po spalovanı po dobu trı hodin se popel rozmıcha  v horke  vodý a prefiltruje se
pres maly, popela prosty filtr. Filtr s popelem se da le spaluje v origina lnım kelımku.
Filtra t se prevede do vychladle ho kelımku, odparı do sucha, opýt se spa lı a popel
zvazit.

7.3 V prıpadý stanovenı popela v olejıch a tucıch se presný navazı priblizný 25 g vzorku do
kelımku vhodne  velikosti. Zuhelnatı se zapa lenım vzorku prouzky popela proste ho
filtracnıho papıru. Po spa lenı se zvlhcı co nejmensım mnozstvım vody. Vysusı se a
spa lı podle popisu v bodu 5.
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7.1   Stanovenı obsahu celkove ho fosforu
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no.L 279,
20/12/71

1.   U cel a rozsah
Jsou uvedeny dva postupy stanovenı, spektrofotometricka  vcetný modifikace pro minera lnı a
kapalna  krmiva a vazkova , urcena  pro vyssı obsahy fosforu.

Tyto metody specifikuje podmınky pro stanovenı celkove ho obsahu fosforu v krmivech,
vcetný minera lnıch prısad.

Uvedene  postupy jsou pouzitelne  pro vsechna krmiva organicke ho i minera lnıho pu vodu a
vsechny obsahy fosforu.

2.   Princip
Fosfor se stanovı z chloridove ho vyluhu popele vzorku nebo po mineralizaci kyselinou
sırovou po reakci s molybda tovanada tovym cinidlem spektrofotometricky nebo po vysrazenı
chinolinovym cinidlem vazkový.

3.   Chemikalie

3.1   Metoda spektrofotometricka

3.1.1   Kyselina chlorovodıkova , roztok priblizný c(HCl) =  6 mol/l

3.1.2   Kyselina dusicna , koncentrovana  (65 - 68%) (h = 1,4 g/cm3)

3.1.3   Tetrahydra t heptamolybdenanu amonne ho [(NH4)6Mo7O24 . 4H2O]

3.1.4   Kyselina dusicna , roztoky 8,5%

3.1.5   Kyselina sırova , koncentrovana  (h = 1,84 g/cm3)

3.1.6   Amoniak, roztok 25 % (h = 0,91 g/cm3)

3.1.7   Uhlicitan vapenaty, pevny (fosforu prosty)

3.1.8   Molybda tovanada tove  cinidlo

 Prıprava: Do 1000 ml odmýrne  banky se odvazı 100 g tetrahydra tu heptamolybdenanu
  amonne ho (3.1.3) rozpustı se asi v 600 ml horke  vody, ochladı, prida   10 ml roztoku

 amoniaku, promıcha , po vytemperovanı doplnı  vodou po rysku a promıcha  (roztok I).

 Do jine  1 000 ml odmýrne  banky se odvazı 2,35 g vanadicnanu amonne ho (3.1.11),
 rozpustı se v asi 400 ml horke  vody, za sta le ho mıchanı se prida  pomalu 7 ml roztoku
 kyseliny dusicne  (3.1.2), vytemperuje, doplnı vodou po rysku a promıcha  (roztok II).

 V 1 000 ml odmýrne  bance se smıcha  200 ml roztoku I,  200 ml roztoku II, 134 ml
 kyseliny dusicne  (3.1.2), promıcha , vytemperuje, doplnı vodou po rysku a promıcha .

 Roztoky I a II jsou sta le , ale smıchany roztok se pripravuje vzdy cerstvy.
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3.1.9   Fosfor, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odvazı presný  4,3937 g
  dihydrogenfosforecnanu draselne ho (KH2PO4), predem vysusene ho (pri 103 °C,
  1 hod) a v exsika toru ochlazene ho, rozpustı ve vodý, vytemperuje, doplnı vodou po
   rysku a promıcha .

 1 ml tohoto zakladnıho standardnıho roztoku obsahuje teoreticky 1 mg fosforu.

3.1.10   Fosfor, pracovnı standardnı roztok

Prıprava: Do odmýrne  banky na 250 ml se odpipetuje presný 5 ml zakladnıho
 standardnıho roztoku fosforu (3.1.9),  doplnı vodou po rysku a promıcha .

1 ml tohoto pracovnıho standardnıho roztoku obsahuje  teoreticky 0,02 mg fosforu.

Zakladnı standardnı roztok se uchovava  v nadobce z plasticke  hmoty na temnem a
 chladnem mıstý, pracovnı standardnı roztok se pripravuje vzdy cerstvy.

3.1.11  Vanadicnan amonny NH4VO3

3.2   Metoda vazkova  navıc

3.2.1   Kyselina chlorovodıkova , zredýna  (1 +1)

3.2.2   Chinolin (neredýny)

3.2.3   Aceton (poznamka 8.1)

3.2.4   Chinolin-molybdenove  cinidlo

  Prıprava: Do kadinky asi na 400 ml se odvazı 70 g dihydra tu molybdenanu sodne ho
   (Na2MoO4 . 2 H2O ) a rozpustı se  ve 150 ml vody ( roztok A).

Do kadinky na 1 000 ml se odvazı 60 g monohydra tu kyseliny citronove
 (H3C6H5O7 . H2O), rozpustı ve 150 ml vody  a za ochlazovanı se opatrný prida  85 ml
 kyseliny dusicne   (3.1.2) (roztok B).

Do kadinky asi na 400 ml se 100 ml vody se prida  35 ml  kyseliny dusicne  (3.1.2),
5 ml chinolinu (3.2.2) a promıcha  se (roztok C).

Roztok A se za sta le ho mıchanı prida  k roztoku B a k te to  smýsi se prida  opýt za
 sta le ho mıchanı postupný roztok C.

Vysledna  smýs se ponecha  24 hod sta t. Potom se filtruje  pres sklenýny kelımek S4 bez
 promyvanı do odmýrne  banky  na 1 000 ml, prida  se 280 ml acetonu (3.2.3), doplnı po
  rysku a dobre promıcha .

V prıpadý, ze roztok je zakalen, opakuje se filtrace  stejnym kelımkem. Roztok se
 prechovava  na chladnem mıstý  a je sta ly 1 mýsıc.

3.2.5  Uhlı aktivnı, praskove

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Metoda spektrofotometricka
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4.1.1   Spektrofotometr vhodne  konstrukce pro mýrenı pri vlnove  de lce 430 mm a
  s prıslusenstvım

4.1.2   Lazen vodnı nebo pıskova

4.1.3   Zkumavky objemu 25 az 30 ml

4.1.4   Miska spalovacı z platiny nebo ze slitiny Pt-Au event  Pt-Ir popr . jine ho vhodne ho
  materia lu odolne ho podmınkam  metody stanovenı a nepodle hajıcı v týchto

podmınkach  zmýnam. Pro vzorky krmiv, ktere  majı sklon ke vzdouvanı  pri karbonizaci
se pouzijı misky s plochou nejme ný  30 cm2 a vyskou 35 mm.

4.1.5   Pec muflova  elektricka  s termostatem, moznostı odvýtravanı a teplomýrem pro rozsah
  teplot nejme ný do 600 °C

4.1.6   Banka podle Kjeldahla

4.2   Metoda vazkova

4.2.1   Zarızenı pro filtraci za snızene ho tlaku

4.2.2   Kelımek filtracnı sklenýny S4

4.2.3   Susa rna laboratornı elektricka , s moznostı odvýtravanı,  automatickou regulacı teploty
a  teplomýrem pro rozsah  teplot nejme ný do 120 °C.

4.2.4   Kahan plynovy s regulacı plamene nebo topna  deska elektricka

5.   Postup

5.1   Metoda spektrofotometricka  (poznamka 8.2)

5.1.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

5.1.1.1   Do pýti odmýrnych banýk na 50 ml se diferencovaný odpipetuje 0,0 ; 5,0 ; 10,0 ; 20,0
a 25,0 ml pracovnıho standardnıho roztoku fosforu (3.1.10), coz odpovıda  koncentracım
fosforu v 50 ml objemu 0,0; 0,1; 0,2; 0,4 a 0,5 mg.

5.1.1.2   Do kazde  odmýrne  banky se odpipetuje 10 ml molybda tovanada tove ho cinidla
(3.1.8), doplnı vodou po rysku a promıcha . Po 10  minutovem stanı pri laboratornı teplotý se
mýrı absorbance kazde ho roztoku v kyvetý opticke  de lky 10 mm pri vlnove  de lce 430 nm
proti roztoku s nulovym obsahem fosforu.

5.1.1.3   Z namýrenych hodnot absorbancı a jim odpovıdajıcım koncentracı se sestrojı
kalibracnı graf. Ve vyse uvedenych koncentracıch je kalibracnı graf zcela linea rnı.

5.1.2   Pracovnı postup pro krmiva organicke ho pu vodu, ktera  neobsahujı vapenate  nebo
horecnate  hydrogenfosforecnany

5.1.2.1   Do spalovacı misky (4.1.4) se odvazı asi 2,5 g zkusebnıho vzorku s presnostı
nejme ný na 0,001 g, prida  se 1 g uhlicitanu vapenate ho (3.1.7) (poznamka 8.3) a peclivý
promıcha  sklenýnou tycinkou, ktera  se kvantitativný zbavı vzorku do spalovacı misky
(uhlicitan vapenaty nevadı). Spalovacı miska (4.1.4) se vlozı do studene  muflove  pece (4.1.5)
a tato se pozvolna vyhreje na teplotu (550 ť 20) °C. Zpopelnuje se tak dlouho, az se zıska  bıly
nebo svýtle sedy popel (vizua lnı posouzenı), pricemz prıtomnost mensıho mnozstvı
uhlıkatych castic nevadı. Potom se spalovacı miska necha  vychladnout, obsah se zvlhcı
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vodou, prevede kvantitativný pomocı vody do kadinky obsahu asi 250 ml a pod sklıckem se
prida  postupný a opatrný tolik roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.1.1) az zcela ustane sumýnı
(vyvoj oxidu uhlicite ho). Pak se prida  jestý 10 ml roztoku te to kyseliny (3.1.1), kadinka se
umıstı na vyhra tou vodnı lazen nebo pıskovou lazen (4.1.2) a obsah se odparı opatrný do
sucha (eliminace oxidu kremicite ho). Po ochlazenı se odparek vylouzı 10 ml roztoku kyseliny
dusicne  (3.1.4), opýt se umıstı na vodnı ci pıskovou lazen (4.1.2), roztok se asi 5 minut povarı,
aniz by se odparil k suchu a pomocı horke  vody se prevede do odmýrne  banky na 500 ml. Po
vytemperovanı se doplnı vodou po rysku, promıcha  a filtruje suchym, stredný hustym filtrem
do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje (zasobnı roztok).

5.1.2.2   Do odmýrne  banky na 50 ml se odpipetuje, podle ocekavane ho obsahu fosforu ve
zkousenem vzorku, takove  mnozstvı zasobnıho roztoku, aby mnozstvı fosforu v ným
obsazene ho bylo max. 0,4 mg (poznamka 8.4).

Da le se postupuje podle  5.1.1.2 .

Mnozstvı fosforu se zjistı z kalibracnıho grafu.

Vedle toho se provede slepa  zkouska, za pouzitı stejne ho pracovnıho postupu a stejne ho
mnozstvı cinidel jako u zkousene ho vzorku, pouze mısto zasobnıho roztoku vzorku se prida
voda. Prıpadný zjistýne  mnozstvı fosforu u slepe  zkousky se od mnozstvı zjistýne ho
u zkousene ho vzorku odecte.

5.1.3   Minera lnı a kapalna  krmiva (poznamka 8.2)

Odvazı se asi 1 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na 0,001 g do 250 ml banky podle
Kjeldahla (4.1.6), prida  se 20 ml kyseliny sırove  (3.1.5), vzorek se du kladný necha  provlhnout
kyselinou tak, aby castecky vzorku neulpýly na stýnach banky, zahreje k varu a varı asi
10 minut. Pak se mırný ochladı, pridajı se 2 ml kyseliny dusicne  (3.1.2) a opýt se mırný
zahreje. Tento postup se opakuje pridanım ponýkud výtsıho mnozstvı kyseliny dusicne  (3.1.2)
az do zıskanı zcela bezbarve ho roztoku. Nakonec se roztok ochladı, prida  opatrný mensı
mnozstvı vody, promıcha  a takto castecný zredýny roztok se prevede horkou vodou
kvantitativný do odmýrne  banky na 500 ml. Po vytemperovanı se doplnı odmýrna  banka po
rysku vodou, promıcha  a filtruje suchym stredný hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz
prvnı podıl filtra tu se nezachycuje (zasobnı roztok).

Da le se postupuje podle  5.1.2.2 .

5.2   Metoda vazkova  (pro vyssı obsahy fosforu)

5.2.1   Krmiva organicke ho pu vodu

5.2.1.1   Do spalovacı misky (4.1.4) se odvazı asi 5 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný
na 0,001 g a obsah misky se pozvolna zpopelnı na elektricky vyhrıvane  desce ci plynovem
kahanu (4.2.4). Potom se spalovacı miska (4.1.4) vlozı do muflove  pece (4.1.5) vyhra te  na
teplotu (550 ť 20) °C a spaluje po dobu 3 hodin. Po uplynutı te to doby se miska vyjme,
ochladı a spa leny vzorek se vizua lný posoudı na prıtomnost uhlıkatych castic. Jsou-li jestý
prıtomny, spaluje se za vyse uvedenych podmınek jestý 1 hodinu. Po ochlazenı se popel mırný
zvlhcı vodou a pomocı kyseliny chlorovodıkove  (3.2.1) a vody se kvantitativný prevede do
kadinky na 250 ml. Celkove  mnozstvı roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.1.1) nema  byt vyssı
nez 75 ml. Potom se kadinka prikryje krycım sklıckem, obsah se uvede do varu a varı se asi
15 minut. Obsah kadinky se jestý za horka filtruje stredný hustym filtrem do odmýrne  banky
na 200 ml, promyva  horkou vodou, vytemperuje, doplnı vodou po rysku a promıcha  (zasobnı
roztok).
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5.2.1.2   Zasobnı roztok, pokud se ihned nezpracuje, se uchovava  v nadobce z plasticke
hmoty, avsak nejde le do 10 dnu .

5.2.1.3   Z tohoto zasobnıho roztoku se do kadinky obsahu asi 400 ml odpipetuje, podle
ocekavane ho obsahu fosforu ve zkousenem vzorku , takovy objem (poznamka 8.4) ktery
obsahuje asi 5 az 10 mg fosforu, prida  se 5 ml kyseliny dusicne  (3.1.2) a obsah roztoku pod
krycım sklıckem se mırný varı 5 min, po ochlazenı se upravı pridanım vody asi na 100 ml.
Potom se prida  50 ml chinolin - molybdenove ho cinidla (3.2.4) (sta le pod krycım sklıckem),
zahreje tak, aby do 10 minut nastal mırny var a varı presný 1 minutu. Potom se obsah kadinky
rychle ochladı pod tekoucı vodou za mıchanı krouzivymi pohyby a filtruje za snızene ho tlaku
(4.2.1) pres filtracnı sklenýny kelımek (4.2.2), predem vysuseny (1 hod. pri 250 °C nebo
2 hod. pri 200 °C), ochlazeny v exsika toru a zvazeny s presnostı nejme ný na 0,001 g. Vlastnı
filtrace se provede tak, ze nejprve se sle va  roztok nad srazeninou, pak se srazenina promyva
dekantacı asi 5 x po 25 ml vody a teprve potom se prevede na filtr. Filtr se srazeninou se
vysusı v susa rný (4.2.3) bu°  pri teplotý 250 °C po dobu 1 hodiny, nebo pri teplotý 200 °C po
dobu 2 hodin a po ochlazenı v exsika toru se zvazı s presnostı nejme ný na 0,001 g.

5.2.2   Krmiva minera lnıho pu vodu

Odvazı se asi 5 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na 0,001 g do kadinky obsahu asi
600 ml, kadinka se prikryje krycım sklıckem a prida  se postupný 100 ml roztoku kyseliny
chlorovodıkove  (3.1.1) za obcasne ho promıchanı. Po skoncenı bourlive  reakce (sumýnı) se
obsah uvede do mırne ho varu a varı pri tomto varu 15 minut. Potom se obsah mırný ochladı,
podle intenzity zbarvenı se prida  ±mýrne  mnozstvı aktivnıho uhlı (3.2.5) a jestý za tepla se
obsah kadinky filtruje rıdkym filtrem do odmýrne  banky na 500 ml, pricemz prvnı podıl
filtra tu se kvantitativný vra tı zpýt na filtr. Promyva  se horkou vodou, po vytemperovanı se
obsah banky doplnı po rysku a promıcha  (zasobnı roztok).

Da le se postupuje podle  5.2.1.3 .

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1   Metoda spektrofotometricka

Obsah celkove ho fosforu v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X C F
m

=
.
.103

0

  (poznamka 8.5)

 kde   C   je    mnozstvı fosforu zjistýne  z kalibracnıho grafu (po  prıpadnem odectu mnozstvı
 fosforu zjistýne  pri slepe   zkousce) v Žg/ml;

          F          faktor redýnı

         m0        hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

6.2   Metoda vazkova

 Obsah celkove ho fosforu v g/kg (Y) se vypocıta  podle vzorce:

X m
m

=
14 1

0

.   (poznamka 8.5)

kde   m1   je   hmotnost vysusene  srazeniny v g 

        m0         hmotnost alikvotnıho podılu zkusebnıho vzorku v g
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Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na 0,1 g/kg pro obsahy do
30 g/kg a na cele  jednotky g/kg pro obsahy nad 30 g/kg fosforu.

7.   Opakovatelnost

7.1   Metoda spektrofotometricka

Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri obsahu: do 50 g/kg 3 % relat.

 nad 50 g/kg 0,15 g/kg

7.2   Metoda vazkova

 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky:

8.1   Aceton je nebezpecna  horlavina I. trıdy a proto pri jake koli manipulaci s nı je nutno
zachovavat bezpecnostnı  pravidla.

8.2   Vyssı obsah fosforu, obvykle nad 30 g/kg, se stanovuje  vazkový.

8.3   Obsahuje-li zkouseny vzorek vapnık nebo horcık v nezanedbatelnem mnozstvı nenı treba
uhlicitan vapenaty pridavat.

8.4   Pokud byl proveden rozklad vzorku zpu sobem mokre  mineralizace kyselinou sırovou,
pak by koncentrace te to kyseliny  v objemu alikvotnıho podılu nemýla presahnout 0,15 mol/l.
Pipetovanı zvlasÚ  malych objemu  (pod 10 ml), zejme na dýlenymi pipetami se neprovadı.
R edýnı se proto volı postupne   a zasadný nedýlenymi pipetami.

8.5   Uvedeny vzorec pro vypocet fosforu vyjadrene ho v elementa rnı formý (P). Pro jina
vyjadrenı platı da le uvedene   prepocty:

 - jako P2O5 X .2,2915 

 - jako Na3PO4 X .5,2939 
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7.2    Stanovenı obsahu vapnıku
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no.L 155,
12/07/71

1.   U cel a rozsah
Jsou uvedeny ctyri postupy stanovenı, titracnı manganometricka , atomove  absorpcnı
spektrometrie, titracnı chelatometricka  (pro krmne  smýsi) a vazkova .

Tyto metody specifikuje podmınky pro stanovenı celkove ho obsahu vapnıku v krmivech,
krmnych smýsıch a premixech.

Metody umoznujı stanovenı vapnıku ve vsech druzıch krmiv od obsahu 0,5 g/kg.

2.   Princip
Vapnık se stanovı z chloridove ho vyluhu popele vzorku nebo u minera lnıch krmiv po
rozpustýnı vzorku v kyseliný chlorovodıkove  vysrazenım sÚ avelanem amonnym
z amoniaka lnıho prostredı a po izolaci sÚ avelanu vapenate ho a okyselenı titracný
manganometricky nebo vazkový jako sıran vapenaty nebo prımo po prıdavku lanthanite  soli
v kyselem prostredı metodou atomove  absorpcnı spektrometrie (AAS) pri vlnove  de lce
422,7 nm nebo prımo ze slabý alkalicke ho prostredı titracný chelatometricky (krmne  smýsi).

3.   Chemikalie

3.1   Metoda titracnı manganometricka

3.1.1   Kyselina chlorovodıkova , koncentrovana  (h = 1,17 g/cm3)

3.1.2   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = priblizný  6 mol/l

3.1.3   Kyselina dusicna , koncentrovana  (h = 1,4  g/cm3)

3.1.4   Kyselina sırova , roztok c(H2SO4) = 2 mol/l

3.1.5   Amoniak (h=0,91 g/cm3), roztok 5 %

3.1.6   SÚ avelan amonny, roztok 10 g/l

3.1.7   SÚ avelan amonny, nasyceny roztok pri 20 °C

3.1.8   Kyselina citronova , roztok 300 g/l

3.1.9   Chlorid amonny, roztok 50 g/l

3.1.10   Manganistan draselny, odmýrny roztok c(KMnO4) =  0,02 mol/l

3.1.11   Uhlicitan draselny, pevny

3.1.12   Uhlicitan sodny, pevny

3.1.13   Uhlı aktivnı

3.1.14   Indika tor bromkrezolova  zelen, ethanolicky roztok  0,4 g/l
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3.2   Metoda atomove  absorpcnı spektrometrie

3.2.1   Chlorid lanthanity, roztok 20 g/l

  Prıprava: 25 g oxidu lanthanite ho se odvazı do odmýrne   banky na 1000 ml, prida  se
 5 ml konc. kyseliny chlorovodıkove , po rozpustýnı se prida  male  mnozstvı vody,
  vytemperuje, doplnı vodou po rysku a promıcha .

3.2.2   Vapnık, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 1000 ml se odvazı presný  2,497 g uhlicitanu
vapenate ho, predem vysusene ho (1 hod  pri 103 °C) a v exsika toru ochlazene ho,
rozpustı se v 50 ml 6 mol/l roztoku kyseliny chlorovodıkove  , vytemperuje, doplnı po
rysku vodou a promıcha .

  1 ml tohoto roztoku obsahuje teoreticky 1 mg Ca.

3.2.3   Vapnık, pracovnı standardnı roztok

   Prıprava: Do odmýrne  banky na 250 ml se odpipetuje 10 ml  zakladnıho standardnıho
  roztoku vapnıku, prida  se nýkolik  kapek konc. kyseliny chlorovodıkove , doplnı vodou
  po rysku a promıcha .

           1 ml tohoto pracovnıho standardnıho roztoku obsahuje teoreticky 40 Žg Ca.

3.2.4    Acetyle n (poznamka 8.9)

3.3   Metoda titracnı chelatometricka

3.3.1   Hydroxid draselny, roztok c(KOH) = 1 mol/l

3.3.2   Hydroxid draselny, roztok c(KOH) = 5 mol/l

3.3.3   Disodna  su l kyseliny ethylendiaminotetraoctove  dihydra t, odmýrny  roztok c(chelaton 
  3)  =  0,05 mol/l

Prıprava: 18,61 g chelatonu se rozpustı vodou v odmýrne   bance na 1 000 ml, doplnı
vodou po rysku a promıcha .

3.3.4   Chlorid vapenaty, odmýrny roztok c(CaCl2) = 0,05 mol/l

3.3.5   Indika tor methylova  cerven, ethanolicky roztok 1 g/l

3.3.6   Indika tor fluorexon, smýs s pevnym dusicnanem draselnym  v pomýru 1 + 100

3.3.7   Hydroxid draselny, roztok c(KOH) = 2 mol/l

3.3.8   Disodna  su l kyseliny ethylendiaminotetraoctove  dihydra t, odmýrny  roztok c(chelaton 
  3)  =   0,02 mol/l

  Prıprava: 7,45 g chelatonu se rozpustı vodou v odmýrne   bance na 1 000 ml, doplnı
  vodou po rysku a promıcha .

3.3.9   Kyselina thioglykolova , roztok 10%

3.3.10   Indika tor smýsny

  Prıprava: V trecı misce se utre 1 g fluorexonu, 50 g  dusicnanu draselne ho, 0,2 g
   thymolftaleinu a 0,2 g murexidu.

3.3.11   Triethanolamin pro chelatometrii, roztok (1+1)
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4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Metoda titracnı manganometricka  a chelatometricka

4.1.1   Lazen vodnı s regulovatelnou teplotou

4.1.2   Kelımek filtracnı sklenýny s filtracnı vlozkou o porozitý S3 a S4

4.1.3   Zarızenı pro filtraci za snızene ho tlaku

4.1.4   Kelımek nebo miska spalovacı (porcelanova , kremenna , platinova )

4.2   Metoda atomove  absorpcnı spektrometrie

4.2.1   Spektrometr atomovy absorpcnı, vybaveny pro stanovenı  vapnıku s plamenem vzduch-
  acetyle n

4.2.2   Lazen pıskova  s regulovatelnou teplotou a teplomýrem pro  rozmezı teplot do 150 °C

4.2.3   Miska nebo kelımek spalovacı z platiny nebo ze slitiny  Pt-Au event. Pt-Ir popr . jine ho
 vhodne ho materia lu odolne ho podmınkam metody stanovenı a nepodle hajıcı v týchto

   podmınkach zmýnam.

 Pro vzorky krmiv, ktere  majı sklon ke vzdouvanı pri  karbonizaci se pouzijı misky
  s plochou nejme ný 30 cm2  a vyskou 35 mm.

4.2.4   Pec muflova  elektricka  s termostatem, moznostı odvýtravanı a teplomýrem pro rozsah
 teplot nejme ný do 600 °C

4.2.5   Kahan plynovy s regulacı plamene nebo topna  deska elektricka

5.   Postup zkousky

5.1   Metoda manganometricka  (titracnı) a metoda vazkova

5.1.1   Krmiva organicke ho pu vodu

5.1.1.1   Do spalovacı misky (4.1.4) se odvazı asi 5 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný
na 0,001 g (m) a vzorek se zpopelnı, jak je uvedeno v Prıloze 9, cast 6.1 Stanovenı popele,
v muflove  peci (4.2.4) pri (550 ť 20) °C.

5.1.1.2   Po ochlazenı popele se prida  40 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.1.1), mırný zahrıva  a
pomocı asi 60 ml vody se obsah kvantitativný prevede do kadinky na 250 ml. Pak se prida
nýkolik kapek kyseliny dusicne  (3.1.3), kadinka se prikryje hodinovym sklıckem, obsah se
zahreje k mırnemu varu a varı asi 30 minut. Pak se filtruje stredný hustym filtrem do odmýrne
banky na 250 ml, vytemperuje, doplnı vodou po rysku a promıcha  (zasobnı roztok).

5.1.1.3   Jsou-li v roztoku po povarenı prıtomny uhlıkate  castice, roztok se filtruje, jak je vyse
uvedeno, promyje roztokem kyseliny chlorovodıkove  (3.1.2), filtr se vra tı do spalovacı misky
(4.1.4) a spa lı v muflove  peci (4.2.4) pri (550 ť 20) °C az do ±plne ho vymizenı uhlıkatych
castic (vizua lnı posuzovanı) obvykle 3 az 5 hod. Potom se miska s popelem ochladı, pridajı se
2 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.1.2) a po zredýnı horkou vodou se obsah filtruje
stredný hustym filtrem do te ze odmýrne  banky. Po promytı filtru horkou vodou se obsah
banky vytemperuje, doplnı po rysku vodou a promıcha  (zasobnı roztok).

5.1.1.4   Do kadinky na 250 ml se odpipetuje alikvotnı podıl zasobnıho roztoku, obsahujıcı
podle predpokladane ho obsahu asi 10 az 40 mg vapnıku, prida  se 1 ml roztoku kyseliny



131

citronove  (3.1.8), 5 ml roztoku chloridu amonne ho (3.1.9), obsah kadinky se zredı asi na
100 ml vodou, kadinka priklopı hodinovym sklıckem a obsah se zahreje k varu. Pak se prida
asi 8 az 10 kapek roztoku indika toru bromkrezolove  zeleni (3.1.14) a 30 ml horke ho
nasycene ho roztoku sÚ avelanu amonne ho (3.1.7). Vznikne-li srazenina, rozpustı se nýkolika
kapkami kyseliny chlorovodıkove  (3.1.1) a obsah kadinky se pomalu za neusta le ho mıchanı
neutralizuje roztokem amoniaku (3.1.5) do pravý vznikle  zmýny zabarvenı indika toru (pH 4,4
az pH 4,6) a vzniku srazeniny sÚ avelanu vapenate ho. Kadinka se umıstı na vroucı vodnı lazen
(4.1.1) na dobu 30 minut a pak jestý na 1 hod necha  sta t pri laboratornı teplotý.

5.1.1.5   Obsah se filtruje za snızene ho tlaku (4.1.3) pres filtracnı kelımek (4.1.2) a to tak, ze
nejprve se sle va  roztok nad usazenou srazeninou, srazenina se promyva  dekantacı roztokem
sÚ avelanu amonne ho (3.1.6) a nakonec se prevede na filtr i srazenina. Tato se du kladný
promyje vodou do negativnı reakce dalsıho filtra tu na sÚ avelany ci chloridy a prımo na filtru
se rozpustı (poznamka 8.1) v 50 ml horke ho roztoku kyseliny sırove  (3.1.4) do titracnı banky
ci kadinky, kelımek se promyje horkou vodou jımanou do stejne  banky (kadinky) a nakonec se
obsah banky (kadinky) upravı vodou asi na 100 ml. Pak se obsah banky (kadinky) zahreje na
70 °C az 80 °C a ihned titruje po kapkach odmýrnych roztokem manganistanu draselne ho
(3.1.10) do pravý vznikle ho ru zove ho zabarvenı roztoku, ktere  setrva  alespon 1  minutu.

5.1.1.6   Krmiva obsahujıcı velmi nızke  obsahy vapnıku se zkousı az do vysrazenı sÚ avelanu
vapenate ho podle 5.1.1.1 az 5.1.1.4 a pak se srazenina odfiltruje hustym filtrem (papırovym),
promyje du kladný vodou do negativnı reakce na sÚ avelany ci chloridy, filtr se srazeninou se
vysusı, vlozı do spalovacıho kelımku ci misky (4.2.3), predem vysusene  (30 minut pri 550 °C)
a po ochlazenı v exsika toru zvazene  s presnostı nejme ný na 0,001 g, spa lı a vyzıha  v muflove
peci (4.2.4). Po zchladnutı se popel zkropı pa r kapkami roztoku kyseliny sırove  (3.1.4), odparı
na pıskove  lazni (4.2.2) do sucha, znovu kra tce vyzıha  v muflove  peci (4.2.4) pri (550 ť
20) °C °a po zchlazenı v exsika toru se zvazı s presnostı nejme ný na 0,001 g (m1).

5.1.2   Krmiva minera lnıho pu vodu

5.1.2.1   Do kadinky na 600 ml se odvazı asi 5 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na
0,001 g, vzorek se zvlhcı vodou a za obcasne ho promıchanı se prida  postupný 100 ml roztoku
kyseliny chlorovodıkove  (3.1.2). Po kazdem pridanı se kadinka prikryje hodinovym sklıckem.
Po zklidnýnı reakce se obsah kadinky uvede do varu a varı asi 15 minut. Po castecnem
zchlazenı se prida  podle intenzity zbarvenı roztoku aktivnı uhlı (3.1.13), promıcha  a filtruje
rıdkym filtrem do podlozene  odmýrne  banky na 500 ml. Filtr se promyje asi 200 ml horke
vody, obsah banky se vytemperuje, doplnı vodou po rysku a promıcha  (zasobnı roztok).

Da le se postupuje podle 5.1.1.4 .

5.1.2.2.   V prıpadý analyzy minera lnıch krmiv, jakymi jsou naprıklad hlinitovapenate  fosfa ty,
ktere  nejsou snadno rozpustne  v kyseliný chlorovodıkove  se postupuje nasledovný: Navazka
vzorku se smıcha  v platinovem kelımku (4.2.3) s pýtinasobnym mnozstvım smýsi uhlicitanu
sodne ho (3.1.12) a draselne ho (3.1.11) v pomýru 1 + 1 , opatrný zahrıva  na kahanu (4.2.5) az
se smýs roztavı. Po kra tkem tavenı se tavenina necha  vychladnout a opatrný se rozpustı
v roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.1.2), jak je uvedeno v 5.1.2.1 .Da le se pak postupuje
podle 5.1.2.1 .

5.2   Metoda spektrometricka  (AAS)

5.2.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

5.2.1.1   Nejme ný do 6 odmýrnych banýk na 100 ml se diferencovaný odpipetuje 0,0 ml;
5,0 ml; 10,0 ml; 15,0 ml; 20,0 ml a 25,0 ml pracovnıho standardnıho roztoku vapnıku (3.2.3),
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do kazde  z banýk se prida  20 ml roztoku chloridu lanthanite ho (3.2.1), doplnı vodou po rysku
a promıcha . Takto pripravene  roztoky odpovıdajıcı teoreticky koncentracım 0; 2,0; 4,0; 6,0;
8,0 a 10,0 Žg vapnıku v 1 ml (poznamka 8.2).

5.2.1.2   Absorbance kazde ho roztoku se mýrı na prıstroji pro atomovou absorpcnı
spektrometrii (4.2.1) pri vlnove  de lce 422,7 nm za pouzitı plamene acetyle n (3.2.4) - vzduch,
prıslusný serızene ho. Z namýrenych hodnot absorbancı a jim odpovıdajıcıch koncentracı
v Žg /ml se sestrojı kalibracnı graf.

5.2.2   Vlastnı provedenı

5.2.2.1   Zasobnı roztok zkousene ho vzorku se pripravı podle 5.1.1 , s tım rozdılem, ze roztok
po rozpoustýnı popela se odparı na pıskove  lazni (4.2.2) do sucha, pridajı se 2 ml 6 mol/l
kyseliny chlorovodıkove  (3.1.2), po rozpustýnı (ciry roztok) se zredı horkou vodou a filtruje
stredný hustym filtrem do 250 ml odmýrne  banky. Po vytemperovanı se doplnı vodou po
rysku a promıcha  (zasobnı roztok pro AAS).

5.2.2.2   Ze zasobnıho roztoku pro AAS, podle ocekavane ho obsahu vapnıku, se odpipetuje do
odmýrne  banky na 100 ml alikvotnı podıl  obsahujıcı asi 1 mg vapnıku (poznamka 8.3), prida
se 20 ml roztoku chloridu lanthanite ho (3.2.1), banka se doplnı vodou po rysku a promıcha .

Da le se postupuje podle 5.2.1.1  (sestrojenı kalibracnıho grafu).

5.2.2.3   Z hodnot namýrenych absorbancı se z kalibracnıho grafu zjistı odpovıdajıcı
koncentrace vapnıku.

5.2.2.4   Vedle toho se provede slepa  zkouska (blank) stejnym zpu sobem jako u vzorku (od
rozpoustýnı popele) s pouzitım stejnych chemika liı a ve stejnem mnozstvı jako u vzorku,
s vyjimkou zkusebnıho vzorku. Prıpadný namýrena  absorbance resp. jı odpovıdajıcı
koncentrace vapnıku se od zjistýne  u vzorku odecte.

5.3   Metoda titracnı chelatometricka  (pro krmne  smýsi)

Vzorek se zpracuje podle 5.1.1.1 a 5.1.1.2 prıpadný i 5.1.1.3 

5.3.1   Neprıma  chelatometrie

Ze zasobnıho roztoku se odpipetuje alikvotnı podıl (poznamka 8.3 a 8.4) do titracnı banky
vhodne ho obsahu, prida  se 50 ml vody, nýkolik kapek indika toru methylove  cerveni (3.3.5) a
obsah se neutralizuje roztokem hydroxidu draselne ho (3.3.1) do pravý vznikle  zmýny
zabarvenı indika toru. Potom se k obsahu titracnı banky prida  5 ml 5 mol/l roztoku hydroxidu
draselne ho (3.3.2), male  mnozstvı indika toru fluorexonu (3.3.6) az vznikne zretelna
fluorescence roztoku a z byrety se odmýrı presný 10 az 25 ml odmýrne ho roztoku chelatonu
(3.3.3) (poznamka 8.5). Prebytek odmýrne ho roztoku chelatonu se zpýtný titruje odmýrnym
roztokem chloridu vapenate ho (3.3.4) az do pravý vznikle  zelene  fluorescence titrovane ho
roztoku.

5.3.2   Prıma  chelatometrie

Ze zasobnıho roztoku se odpipetuje alikvotnı podıl (poznamka 8.7) do titracnı banky
vhodne ho obsahu, prida  se 50 ml vody, 0,2 ml kyseliny thioglykolove  (3.3.9), promıcha  se,
prida  se 1 ml roztoku triethanolaminu (3.3.11), promıcha  a obsah se neutralizuje roztokem
hydroxidu draselne ho (3.3.7) do pravý vznikle  zmýny zabarvenı roztoku. Potom se k obsahu
titracnı banky prida  5 ml roztoku hydroxidu draselne ho (3.3.7) a male  mnozstvı smýsne ho
indika toru (3.3.10) az vznikne zretelna  fluorescence roztoku. Za sta le ho mıchanı se titruje
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odmýrnym roztokem chelatonu 3 (3.3.8) az do vymizenı fluorescence titrovane ho roztoku
(poznamka 8.8).

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1.   Metoda titracnı manganometricka

 Obsah vapnıku v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X V C
m

=
20 04, . .             (poznamka 8.6)

kde   V  je  spotreba odmýrne ho roztoku manganistanu draselne ho  v ml 

         C      presna  koncentrace odmýrne ho roztoku manganistanu  draselne ho v mol/l

         m      hmotnost alikvotnıho podılu navazky zkusebnıho vzorku v g

6.2   Metoda vazkova  (jako sıran vapenaty)

 Obsah vapnıku v g/kg (Y) se vypocıta  podle vzorce:

Y m
m

=
294 4 1, .        (poznamka 8.6)

kde   m1  je  hmotnost vyvazene ho sıranu vapenate ho v g 

         m       hmotnost navazky zkusebnıho vzorku nebo jejı alikvotnı podıl  v g 

6.3   Metoda spektrometricka  (AAS)

 Obsah vapnıku v g/kg (Z) se vypocıta  podle vzorce:

Z C
m

=
10.

         (poznamka 8.6)

kde   C   je  koncentrace vapnıku zjistýna  z kalibracnıho grafu  (event. po odectenı slepe
    zkousky) v Žg/ml

         F          faktor redýnı zasobnıho roztoku

         m          hmotnost alikvotnıho podılu zkusebnıho vzorku v g

6.4   Metoda titracnı chelatometricka  - neprıma

 Obsah vapnıku v g/kg (Q) se vypocıta  podle vzorce:

( )Q
V C V C

m
=

−1 1 2 2 40 08
. .

. ,        (poznamka 8.6)

kde   V1   je   objem pridane ho nadbytku odmýrne ho roztoku chelatonu  v ml 

         V2        spotreba odmýrne ho roztoku chloridu vapenate ho v ml

         C1        presna  koncentrace odmýrne ho roztoku chelatonu  v mol/l
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         C2        presna  koncentrace odmýrne ho roztoku chloridu vapenate ho v mol/l

          m       hmotnost navazky alikvotnıho podılu zkusebnıho vzorku v g

6.5   Metoda titracnı chelatometricka  - prıma

 Obsah vapnıku v g /kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X V C
m

=
400 8, . .

kde   V   je   spotreba odmýrne ho roztoku chelatonu 3 pri titraci  v ml

         C        presna  koncentrace odmýrne ho roztoku chelatonu  v mol/l

         m        hmotnost navazky alikvotnıho podılu zkusebnıho vzorku v g

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı pro obsahy do 20 g/kg na
0,1 g/kg a pro obsahy nad 20 g/kg na cele  jednotky g/kg

7.   Opakovatelnost

7.1   Manganometricka  titracnı metoda

 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri obsahu:                    pod 50 g/kg                        1 g/kg

 nad 50 g/kg        2 % rel.

7.2   Vazkova  metoda

 Nebyla dosud stanovena.

7.3   Spektrometricka  metoda (AAS)

 Nebyla dosud stanovena.

7.4   Metoda titracnı chelatometricka

 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Rozpoustýnı sÚ avelanu vapenate ho lze prove st take  tak, ze  se cely filtracnı kelımek vlozı
do titracnı banky (kadinky), ale v tom prıpadý je bezpodmınecný nutne  zbavit zbytku  roztoku
sÚ avelanu amonne ho cely kelımek (i vný).

Pri vyssıch obsazıch horcıku ve zkousenem vzorku se provede  presrazenı sÚ avelanu
vapenate ho.

8.2   V prıpadý stanovenı vapnıku v minera lnıch krmivech, ktere  jsou bohate  na alkalicke
kovy se doporucuje rozpoustýt a redit  roztokem, ktery obsahuje sodıkove  (draslıkove ) ionty
v takovem pomýru, jako ma  zkouseny vzorek (matrice = zpresnýnı  vysledku ).

Uvedena  se rie roztoku  pro kalibraci je uvedena jako prıklad  a mu ze byt nahrazena jinou,
ktera  le pe vyhovuje pouzitemu  prıstroji.
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8.3 Pri pipetovanı znacný malych mnozstvı zasobnıho roztoku  (napr . 1  az 5 ml) se
doporucuje  redýnı  provadýt postupný  s výtsımi objemy roztoku a zasadný nedýlenou pipetou
(presnost).

8.4   Alikvotnı cast zasobnıho roztoku se volı s ohledem na ocekavany obsah vapnıku ve
zkousenem vzorku tak, aby odpovıdal  spotrebý pouzite ho odmýrne ho roztoku v jedne
poloviný objemu pouzite  byrety.

8.5   Po pridanı odmýrne ho roztoku chelatonu dojde k vymizenı  fluorescence a roztok nabude
ru zove ho zabarvenı. V prıpadý,  ze se tak nestane, je nutne  pridane  mnozstvı odmýrne ho
roztoku chelatonu 3 ±mýrný zvysit.

8.6   Uvedeny  vypocet  platı pro vyjadrenı obsahu vapnıku v elementa rnı formý (Ca). Pro jina
vyjadrenı platı uvedene   prepocty:

 - jako CaO X(Y,Z,Q)  .1,3992

   - jako CaCO3 X(Y,Z,Q)  .2,4972

8.7   Objem alikvotnıho podılu filtra tu se volı s ohledem na  predpokladany obsah vapnıku ve
vzorku, obvykle se pohybuje  v rozsahu 5 - 50 ml. Spotreba chelatonu 3 by nemýla presahnout
5 ml.

8.8   Fluorescence vymizı alespon po dobu 1 minuty.

8.9   Acetyle n je horlavym plynem, proto pri kazde  manipulaci s nım je nutne  dodrzovat
bezpecnostnı pravidla.
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7.3   Stanovenı obsahu horcıku
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no.L 83, 30/3/73

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı celkove ho obsahu horcıku v krmivech a
minera lnıch premixech. Metoda je vhodna  zejme na pro obsahy do 50 g/kg.

2.   Princip
Horcık se stanovı po mineralizaci vzorku (organicka  krmiva) nebo prımym rozpoustýnım
(minera lnı krmiva) z chloridove ho vyluhu prımo metodou atomove  absorbcnı spektrometrie
pri vlnove  de lce 285,2 nm.

3.   Chemikalie

3.1   Kyselina chlorovodıkova , koncentrovana  (h = 1,17 g/cm3)

3.2   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 9 mol/l

3.3   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 0,45 mol/l

3.4   Horcık kovovy v pascıch ci dra tkach, jako standardnı la tka

3.5   Sıran horecnaty heptahydra t (MgSO4 .7 H2O), jako standardnı  substance (alternativnı)

3.6   Horcık, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 1000 ml se odvazı 1,000 g  kovove ho horcıku (3.4),
 dokonale zbavene ho oxidu  nebo  10,143 g heptahydra tu sıranu horecnate ho (3.5), prida
 se 80 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.2), rozpustı, vytemperuje, doplnı vodou po
 rysku a promıcha .

 1 ml tohoto zakladnıho standardnıho roztoku obsahuje teoreticky 1 mg horcıku.

 Roztok se uchovava  v nadobce z plastu nejvyse 6 mýsıcu .

 Jako zakladnı standardnı roztok je mozno pouzıt i komercnı  roztok s deklarovanou
 (ovýrenou) koncentracı horcıku.

3.7   Chlorid strontnaty hexahydra t (SrCl2 . 6H2O) nebo dusicnan  strontnaty [Sr(NO3)2],
 roztok obsahujıcı 2,5 % Sr

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 1000 ml se odvazı 76,08 g hexahydra tu chloridu
 strontnate ho nebo 60,38 g dusicnanu  strontnate ho, rozpustı ve vodý, doplnı vodou po
 rysku  a promıcha .

3.8  Acetyle n (poznamka 8.3)

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Spektrometr absorpcnı atomovy vhodnych parametru
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4.2   Miska spalovacı (platinova , kremenna , porcelanova )

4.3   Pec muflova  s termostatem a teplomýrem nejme ný do 550 °C

4.4   Lazen vodnı s termostatem

4.5   Susa rna elektricka  s termostatem a teplomýrem nejme ný  do 105 °C

5.   Postup

5.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

5.1.1   Do sesti odmýrnych banýk na 100 ml se diferencovaný odpipetujı takova  mnozstvı
zakladnıho standardnıho roztoku horcıku (3.6), aby koncentrace horcıku odpovıdala
parametru m pouzite ho spektrometru (4.1) - podle navodu vyrobce prıstroje (poznamka 8.1).

5.1.2   Vedle toho se pripravı kontrolnı roztok tak, ze do odmýrne  banky na 100 ml se
odpipetuje takove  mnozstvı (napr . 50 ml) roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.3), aby konecna
koncentrace te to kyseliny nepresahla 0,4 mol/l.

5.1.3   Do kazde  z odmýrnych banýk se odpipetuje 10 ml roztoku chloridu (dusicnanu)
strontnate ho (3.7) a prida  tolik kyseliny chlorovodıkove  (3.2), aby vysledne  koncentrace te to
byla cca 0,4 mol/l, pricemz hodnota 0,4 mol/l se nesmı prekrocit. Pak se banka doplnı vodou
po rysku a promıcha . Mýrı se na prıstroji pro atomovou absorpcnı spektrometrii (4.1), po
nastavenı optima lnıch parametru  a nulove  hodnoty kontrolnım roztokem, pri vlnove  de lce
285,2 nm a za pouzitı plamene acetyle n (3.8) - vzduch.

5.1.4   Z namýrenych hodnot absorbancı a jim odpovıdajıcıch koncentracı se sestrojı
kalibracnı graf.

5.2   Vlastnı provedenı

5.2.1   Krmiva s prevazný organickou slozkou

5.2.1.1   Do spalovacı misky (4.2) se odvazı asi 5 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na
0,001 g, zkusebnı vzorek se spaluje v muflove  peci (4.3) pri teplotý 550 °C az do zıskanı
popele bez prıtomnosti uhlıkatych castic.

5.2.1.2   K vychladlemu popelu se prida  5 ml koncentrovane  kyseliny chlorovodıkove  (3.1),
na vodnı lazni (4.4) se odparı do sucha, vysusı jestý po dobu 1 hod. v susa rný (4.5) pri 103 °C
(premýna silika tu  na nerozpustnou formu) a vychladlemu odparku se prida  5 ml roztoku
kyseliny chlorovodıkove  (3.2). Po rozpustýnı za tepla se obsah prevede kvantitativný pomocı
horke  vody do odmýrne  banky na 250 ml, vytemperuje, doplnı vodou po rysku a promıcha .
Filtruje se suchym skladanym, stredný hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl
(asi 30 ml) filtra tu se nezachycuje (zasobnı roztok).

5.2.1.3   Z tohoto zasobnıho roztoku se odpipetuje alikvotnı podıl (poznamka 8.1), obsahujıcı
mnozstvı horcıku v mezıch kalibracnıho grafu, do odmýrne  banky na 100 ml a da le se
postupuje podle  5.1.3 .

Mnozstvı horcıku se zjistı z kalibracnıho grafu.

5.2.2   Krmiva s prevazný minera lnı slozkou

Postupuje se shodný jako v 5.2.1.1 .
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5.2.2.1   K vychladlemu popelu se prida  dostatecne  mnozstvı (15 az 30 ml) kyseliny
chlorovodıkove  (3.1), obsah se na vodnı lazni (4.4) odparı do sucha a jestý vysusı pri teplotý
103 °C v susa rný (4.5) za dobu 1 hod. Odparek se po vychladnutı rozpustı
v 10 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.2) za tepla a po rozpustýnı se obsah kvantitativný
prevede pomocı horke  vody do odmýrne  banky na 500 ml. Po vytemperovanı, doplnýnı po
rysku vodou a promıchanı se filtruje suchym, stredný hustym filtrem do suche  kadinky,
pricemz prvnı podıl filtra tu (asi 30 ml) se nezachycuje (zasobnı roztok).

Da le se postupuje podle  5.2.1.3 .

5.2.3   Krmiva s vylucný minera lnı slozkou

5.2.3.1   Do kadinky o obsahu asi 600 ml se odvazı asi 5 g zkusebnıho vzorku s presnostı
nejme ný na 0,001 g, prida  se 250 az 300 ml vody, 40 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove
(3.2), uvede se do varu a pri mırnem varu se udrzuje 30 minut. Potom se obsah kadinky
kvantitativný prevede pomocı horke  vody do odmýrne  banky na 500 ml, vytemperuje, doplnı
vodou po rysku a promıcha . Filtruje se suchym, skladanym, stredný hustym filtrem do suche
kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu (asi 30 ml) se nezachycuje (zasobnı roztok).

Za prıtomnosti sloucenin kremıku ve zkousenem vzorku se zkusebnı vzorek rozpustı
v dostatecnem mnozstvı (15 az 30 ml) kyseliny chlorovodıkove  (3.1). Da le se postupuje podle
5.2.2.1 (odparenı do sucha atd.).

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
Obsah horcıku v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X m
m

= 1     (poznamka 8.2)

kde   m1   je   mnozstvı horcıku zjistýne  z kalibracnıho grafu v mg 

         m         hmotnost navazky alikvotnıho podılu zkusebnıho vzorku v g 

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na desetiny g/kg pro obsahy
horcıku do 20 g/kg a na cele  jednotky g/kg pro obsahy horcıku nad 20 g/kg.

7.   Opakovatelnost
Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pro vsechny obsahy 5 % relat.

8.   Poznamky:

8.1   R edýnı standardnıho roztoku horcıku, popr . i zasobnıch roztoku  zkousene ho vzorku, je
nutno provadýt postupný tak, aby  nebylo pipetovano me ný nez 10 ml a pipety pouzıvat
vyhradný  nedýlene  (presnost).

8.2   Uvedeny vypocet platı pro vyjadrenı obsahu horcıku v elementa rnı formý (Mg). Pro jina
vyjadrenı platı da le uvedene   prepocty:
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 - jako MgO         X .1,658

 - jako MgCO3     X .3,469

8.3 Acetyle n je horlavym plynem, proto pri kazde  manipulaci s nım je nutne  dodrzovat
bezpecnostnı pravidla.
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7.4   Stanovenı obsahu draslıku
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no.L 155,
12/07/71

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı celkove ho obsahu draslıku v krmivech.

2.   Princip
Draslık se stanovı v chloridovem vyluhu po zpopelnýnı vzorku a za prıdavku chloridu cesne ho
a dusicnanu hlinite ho k eliminaci vlivu interferujıcıch la tek, metodou emisnı plamenove
spektrometrie.

3.   Chemikalie

3.1   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 6 mol/l

3.2   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 0,5 mol/l

3.3   Chlorid cesny (CsCl), pevny

3.4   Dusicnan hlinity nonahydra t [Al(NO3)3 . 9 H20], pevny

3.5   Chlorid draselny (KCl), bezvody

3.6   Tlumivy roztok

  Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odvazı 50 g chloridu cesne ho (3.3) a 250 g
  dusicnanu hlinite ho (3.4),  rozpustı se ve vodý, doplnı vodou po rysku a promıcha .  
  Uchovava  se v plastikovych nadobach.

3.7   Chlorid draselny, zakladnı standardnı roztok

  Prıprava: Do odmýrne  banky na 1000 ml se odvazı presný  1,907 g chloridu draselne ho
   (3.5), predem vysusene ho po  dobu 1 hod. pri 105 °C a v exsika toru ochlazene ho, prida

  se 300 ml vody, po rozpustýnı 5 ml kyseliny chlorovodıkove   (3.1), doplnı vodou po
  rysku a promıcha .

  1 ml tohoto standardnıho roztoku obsahuje 1,0 mg draslıku.  Uchovava   se
  v plastikovych   nadobach.

 Jako zakladnı standardnı roztok je mozno pouzıt i komercnı  roztok s deklarovanou
  (ovýrenou) koncentracı draslıku.

3.8   Chlorid draselny, pracovnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 250 ml se odpipetuje 10 ml  zakladnıho standardnıho
  roztoku (3.7), doplnı vodou po  rysku a promıcha .

 1 ml tohoto pracovnıho standardnıho roztoku obsahuje  0,04 mg draslıku. Pripravuje se
  vzdy cerstvy.
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4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Spektrometr plamenovy

4.2   Miska platinova , kremenna  ci porcelanova  (prıpadný opatrene   vıcky)

4.3   Pec muflova  s termostatem

5.   Postup

5.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

5.1.1   Do sady odmýrnych banýk na 100 ml se diferencovaný odpipetuje 5,0 ; 10,0 ; 15,0 ;
20,0  a 25,0 ml pracovnıho standardnıho roztok (3.8), coz odpovıda  koncentracım 0,2 ; 0,4;
0,6 ; 0,8  a 1,0 mg draslıku v 100 ml roztoku. Do kazde  z banýk se odpipetuje, vcetný dalsı
prazdne  banky (slepy roztok), 10 ml tlumive ho roztoku (3.6) (poznamka 8.1), 8 ml roztoku
kyseliny chlorovodıkove  (3.1), doplnı se vodou po rysku a promıcha .

5.1.2   Na plamenovem spektrometru (4.1) se nastavı potrebne  parametry a pri vlnove  de lce
763 nm se obvyklou technikou zmýrı hodnota kazde ho roztoku, pri nastavenı nulove  hodnoty
slepym roztokem.

5.1.3   Z namýrenych hodnot kalibracnıch roztoku  a jejich odpovıdajıcıch koncentracı se
sestrojı kalibracnı graf.

5.2   Vlastnı provedenı

5.2.1   Do spalovacı misky (4.2) se odvazı asi 10 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na
0,001 g a zpopelnı v muflove  peci (4.3) pri teplotý 450 °C po dobu 3 hod. Po ochlazenı se
popel prevede pomocı 250 az 300 ml vody a 60 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.1) do
odmýrne  banky na 500 ml a za ±celem vypuzenı oxidu uhlicite ho se banka s obsahem zahreje
na vroucı vodnı lazni na teplotu 90 °C ponecha  pri te to teplotý po dobu 2 hod. Po
vytemperovanı se doplnı vodou po rysku a promıcha . Filtruje se suchym stredný hustym
filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje.

5.2.2   Z tohoto filtra tu (zasobnı roztok) se odpipetuje alikvotnı cast, obsahujıcı podle
predpokladu max. 1 mg draslıku (viz tabulka 1) do odmýrne  banky na 100 ml, prida  se 10 ml
tlumive ho roztoku (3.6), (poznamka 8.1) doplnı roztokem kyseliny chlorovodıkove  (3.2) po
rysku a promıcha . Da le se postupuje podle 5.1.2.

Mnozstvı draslıku se zjistı z kalibracnıho grafu.

Obsahuje-li vzorek vyssı obsah draslıku, nez je uveden v tabulce 1, zredı se jestý pred
pridanım tlumive ho roztoku (3.6) a pouzije se takove  mnozstvı 6 mol/l roztoku kyseliny
chlorovodıkove  (3.1), aby vysledna  koncentrace kyseliny byla asi 0,5 mol/l.

Tabulka 1 : OdpipetovanÚ podıly pr i navazce zkusebnıho vzorku 10 g a zasobnıho
roztoku 500 ml)

Ocekavany obsah  draslıku v Zre° ovacı Alikvotnı cast  zasobnıho



142

g/kg faktor roztoku

do 1,0 50 ml

od 1,1 do 5,0 10 ml

od 5,1 do 10,0 5 ml

od 10,1 do 50,0 1:10 10 ml

od 50,1 do 100,0 1:10 5 ml

od 100,1 do 200 1:20 5 ml

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah draslıku v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X
m
m

= 1

0

    (poznamka 8.2)

kde   m1   je   mnozstvı draslıku, zjistýne  z kalibracnıho grafu v mg 

         m0        hmotnost navazky alikvotnıho podılu zkusebnıho vzorku v g

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na jedno desetinne  mısto
pro obsahy do 20 g/kg a na cele  jednotky g/kg pro obsahy nad 20 g/kg.

7.   Opakovatelnost
Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri obsahu       od 2 do 50 g/kg               10 % relat.

                    nad 50 g/kg                       5 g/kg

8.   Poznamky

8.1   Tlumivy roztok za ±celem eliminace interference rusivych  prvku  nenı nutne  vzdy
pridavat. Je nutne  si bezpecný ovýrit  prıpady ve kterych to nenı, nebo je treba.

8.2   Uvedeny vypocet platı pro vyjadrenı obsahu draslıku v elementa rnı formý (K). Pro
vyjadrenı jako K2O platı prepocet:  X . 1,205
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7.5   Stanovenı obsahu sodıku
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no.L 155,
12/07/71

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı celkove ho obsahu sodıku v krmivech.

2.   Podstata zkousky
Sodık se stanovı v chloridovem vyluhu po zpopelnýnı vzorku a za prıdavku chloridu cesne ho
a dusicnanu hlinite ho k eliminaci vlivu interferujıcıch la tek metodou emisnı plamenove
spektrometrie

3.   Chemikalie

3.1   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 6 mol/l

3.2   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 0,5 mol/l

3.3   Chlorid cesny (CsCl), pevny

3.4   Dusicnan hlinity nonahydra t [Al(NO3)3 . 9 H2O], pevny

3.5   Tlumivy roztok

  Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odvazı 50 g chloridu cesne ho (3.3) a
 250 g dusicnanu hlinite ho (3.4), rozpustı se ve vodý, doplnı vodou po rysku a promıcha .

        Uchovava  se v plastikovych nadobkach.

3.6   Chlorid sodny, bezvody

3.7   Chlorid sodny, zakladnı standardnı roztok

  Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odvazı presný  2,541 g chloridu
 sodne ho, predem vysusene ho (1 hod pri  105 °C) a v exsika toru ochlazene ho, prida  se asi
 300 ml vody, po rozpustýnı 5 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.1), doplnı po  rysku a
promıcha .

 1 ml tohoto zakladnıho standardnıho roztoku obsahuje 1 mg  sodıku. Roztok se uchovava
v plastikovych nadobkach.

 Jako zakladnı standardnı roztok je mozno pouzıt i komercnı  roztok s deklarovanou
 (ovýrenou) koncentracı sodıku.

3.8   Chlorid sodny, pracovnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 250 ml se odpipetuje 10 ml  zakladnıho standardnıho
 roztoku (3.7), doplnı vodou po  rysku a promıcha .
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 1 ml tohoto pracovnıho standardnıho roztoku obsahuje  0,04  mg sodıku. Pripravuje se
 vzdy cerstvy.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Spektrometr plamenovy

4.2   Miska spalovacı (platinova , kremenna , porcelanova )

4.3   Pec muflova  s termostatem

5.   Postup

5.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

5.1.1   Do sady odmýrnych banýk na 100 ml se odpipetuje diferencovaný 5,0 ; 10,0 ; 15,0 ;
20,0 a 25,0 ml pracovnıho standardnıho roztoku (3.8), coz odpovıda  koncentracım 0,2 ; 0,4 ;
0,6 ; 0,8  a 1,0 mg sodıku ve 100 ml. Do kazde  z banýk se odpipetuje 10 ml tlumive ho roztoku
(3.9), 8 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.1) vcetný do dalsı prazdne  (slepy roztok),
kazda  z banýk se doplnı vodou po rysku a promıcha .

5.1.2   Nastavı se potrebne  parametry plamenne ho spektrometru (4.1) a pri vlnove  de lce
589 nm se obvyklou technikou promýrı kazdy roztok, pri nastavenı nulove  hodnoty slepym
roztokem.

5.1.3   Z namýrenych hodnot standardu  a jim odpovıdajıcıch koncentracı se sestrojı kalibracnı
graf.

5.2   Vlastnı provedenı

Do spalovacı misky (4.2) se odvazı asi 10 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na
0,001 g, zpopelnı v muflove  peci (4.3) pri teplotý 450 °C za dobu 3 hod. (poznamka 8.1). Po
ochlazenı se popel prevede pomocı 250 az 300 ml vody a 60 ml roztoku kyseliny
chlorovodıkove  (3.1) do odmýrne  banky na 500 ml a za ±celem vypuzenı oxidu uhlicite ho se
banka s obsahem zahreje na vodnı lazni na teplotu 90 °C, ponecha  pri te to teplotý asi 2 hod,
pricemz se obcas promıcha . Po vytemperovanı a doplnýnı vodou po rysku se promıcha ,
filtruje suchym stredný hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se
nezachycuje.

Z tohoto filtra tu (zasobnı roztok) se odpipetuje do odmýrne  banky na 100 ml alikvotnı cast
obsahujıcı max. 1 mg sodıku (viz tabulka 1), prida  se 10 ml tlumive ho roztoku (3.5), doplnı
roztokem kyseliny chlorovodıkove  (3.2) po rysku a promıcha . Da le se postupuje podle 5.1.2 .

Mnozstvı sodıku se zjistı z kalibracnıho grafu.

Obsahuje-li vzorek vyssı obsah sodıku, nez je uvedeno v tabulce 1, zredı se vhodnym
zpu sobem pred pridanım tlumive ho roztoku (3.5). Pri redýnı se pouzije takove  mnozstvı
roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.1), aby vysledna  koncentrace kyseliny byla 0,5 mol/l.
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Tabulka 1: OdpipetovanÚ podıly zasobnıho roztoku pr i  navazce zkusebnıho vzorku 10 g
a zasobnıho roztoku 500 ml

Ocekavany obsah sodıku v
g/kg

Zre° ovacı faktor Alikvotnı podıl zasobnıho
roztoku v ml

do 1,0 - 50

od 1,1 do 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.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah sodıku v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X m
mo

= 1       (poznamka 8.2)

kde    m1    je    mnozstvı sodıku, zjistýne  z kalibracnıho grafu v mg 

          m0          hmotnost navazky alikvotnıho podılu zkusebnıho vzorku v g

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na jedno desetinne  mısto do
obsahu 20 g/kg a na cele  jednotky g/kg nad obsah 20 g/kg.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri obsahu:         od 2 g/kg do 50 g/kg               10 % relat.

   nad 50 g/kg                             5 g/kg

8.   Poznamky

8.1   Pri spalovanı je nutne  zabranit vznıcenı vzorku. Pro krmiva, obsahujıcı vıce nez 40 g/kg
sodıku se spaluje ve spalovacı misce opatrene  vıckem po dobu 2 hod. Po vychladnutı se prida
trochu vody, pomocı Pt dra tku se vytvorı kase, vysusı se a opýt 2 hod spaluje v misce zakryte
vıckem. Da le se  postupuje, jak uvedeno v 5.2 , vıcko se oplachne rovnýz  do  odmýrne  banky.
U krmiv, obsahujıcıch výtsinou minera lnı  slozky, se vzorek nespaluje, ale prımo v 50 ml
kyseliny  chlorovodıkove  (3.1) rozpoustı.

8.2   Uvedeny vypocet platı pro vyjadrenı obsahu sodıku v elementa rnı formý (Na). Pro
vyjadrenı jako NaHCO3 platı prepocet  X . 3,654 a jako Na2CO3 platı: X . 2,305
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7.6   Stanovenı obsahu ve vodý rozpustnych chloridu
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no.L 155,
12/07/71

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı ve vodý rozpustnych chloridu  v krmivech a
minera lnıch prısadach. Zvlastnı modifikace specifikuje podmınky pro stanovenı ve vodý
rozpustnych chloridu  v rybıch mouckach a v tepelný opracovanych krmivech (vylisky lnýnych
pokrutin ci srotu , slizovitych a koloidnıch materia lu  - napr . dextrin a pod.)

 Metoda vcetný modifikacı zahrnuje pouzitı pro vsechna krmiva a vsechny obsahy.

2.   Princip
Chloridy se stanovı z vodnıho vyluhu vzorku neprımou argentometrickou titracı podle
Volharda po vycerenı Carresovymi cinidly.

3.   Chemikalie

3.1   Kyselina dusicna  koncentrovana  (h = 1,4 g/cm3)

3.2   Dusicnan strıbrny, odmýrny roztok c(AgNO3 ) = 0,1 mol/l

 Prıprava: 16,989 g dusicnanu strıbrne ho, predem vysusene ho  2 hod pri teplotý 150 °C a
  ochlazene ho v exsika toru, se odvazı do odmýrne  banky na 1 000 ml, rozpustı ve vodý,

 doplnı  vodou po rysku a promıcha .

 Standardizace tohoto odmýrne ho roztoku se neprovadı.

3.3   Thiokyanatan amonny, odmýrny roztok c(NH4SCN) = 0,1 mol/l

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odvazı 7,612 g  thiokyanatanu amonne ho
 rozpustı ve vodý, doplnı  vodou po rysku a promıcha .

 Standardizuje se pomocı odmýrne ho roztoku dusicnanu strıbrne ho za pouzitı indikace
 sıranem zelezitoamonnym. Koncentrace se vyjadrı v mol/l s presnostı  nejme ný na 0,001.

3.4   Sıran zelezitoamonny dodekahydra t [NH4Fe(SO4)2 . 12 H12O] nasyceny roztok  (pri
  20 °C), jako indika tor

3.5   Carresovo cinidlo I

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı 21,9 g dihydra tu octanu zinecnate ho
 [Zn(CH3CO2)2 . H2O], prida  se  3 ml ledove  kyseliny octove  a po rozpustýnı se doplnı
 vodou  po rysku a promıcha .

3.6   Carresovo cinidlo II

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı 10,6 g trihydra tu
 hexakyanozeleznatanu draselne ho [K4Fe(CN)6 . 3 H2O],  prida  se asi 50 ml vody, po
 rozpustýnı se doplnı vodou po  rysku a promıcha .
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3.7   n-Hexan nebo diethylether (poznamka 8.1)

3.8   Aceton (poznamka 8.1)

3.9   Uhlı aktivnı, chloridu  proste  a neabsorbujıcı chloridy

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Lazen pıskova  nebo topna  deska

4.2   Trepacka nebo elektromagneticka  mıchacka vhodne  konstrukce

4.3   Odstredivka vhodnych parametru

5.   Postup
Do odmýrne  banky na 500 ml se odvazı asi 10 g zkusebnıho vzorku (poznamka 8.2)
s presnostı nejme ný na 0,001 g, prida  se asi 400 ml vody, promıcha , da le prida  5 ml Carresova
cinidla I (3.5), opýt promıcha , 5 ml Carresova cinidla II (3.6) (poznamka 8.3), asi 0,5 az 1 g
aktivnıho uhlı (3.9) a opýt du kladný promıcha . Odmýrna  banka se zaza tkuje, umıstı na
trepacku nebo elektromagnetickou mıchacku (4.2) a protrepava  (promıchava ) se 30 minut.
Pak se obsah banky doplnı vodou po rysku, promıcha  a filtruje suchym stredný hustym filtrem
do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje (zasobnı roztok) (poznamka
8.4).

Do titracnı banky ci kadinky vhodne ho objemu se odpipetuje alikvotnı podıl zasobnıho
roztoku, obsahujıcı nejvyse 100 mg chloridu , vyjadrenych jako chlorid sodny, je-li treba
doplnı se na objem 50 ml vodou, prida  5 ml kyseliny dusicne  (3.1), 20 ml roztoku sıranu
zelezitoamonne ho (3.4) jako indika toru (poznamka 8.5) a promıcha . Pred titracı se pridajı
2 kapky odmýrne ho roztoku thiokyanatanu amonne ho (3.3) prımo z byrety, ze ktere  bude
titrovano (jsou soucastı spotreby) a za sta le ho intensivnıho promıchavanı se prida  presný
z byrety prebytek odmýrne ho roztoku dusicnanu strıbrne ho (3.2) a to asi o 5 az 10 ml vıce, nez
je ekvivalentnı mnozstvı chloridu . Týsný pred zaca tkem titrace se jestý prida  5 ml n-hexanu
nebo diethyle teru (3.7) a du kladný znovu promıcha  (koagulace srazeniny). Prebytek
odmýrne ho roztoku dusicnanu strıbrne ho (3.2) (poznamka 8.5) se titruje odmýrnym roztokem
thiokyanatanu amonne ho (3.3) do pravý vznikle ho cervenohnýde ho zabarvenı roztoku, ktere
vydrzı asi 1 minutu (spotreba V1).

U vzorku  rybıch moucek se odvazuje asi 5 g vzorku s presnostı nejme ný na 0,001 g do
konicke  banky, prida  se asi 50 ml horke  vody, promıcha , da le prida  presný 50,0 ml odmýrne ho
roztoku dusicnanu strıbrne ho (3.2) a 20 ml kyseliny dusicne  (3.1). Banka se zakryje
hodinovym sklıckem, umıstı na pıskovou lazen nebo topnou desku (4.1), uvede do varu a po
dobu 15 minut se mırný varı. Potom se obsah banky ochladı, hodinove  sklıcko se oplachne
vodou do banky, vodou upravı objem asi na 50 ml, prida  5 ml sıranu zelezitoamonne ho (3.4)
jako indika toru a titruje se odmýrnym roztokem thiokyanatanu amonne ho (3.3) do pravý
vznikle ho cervenohnýde ho zabarvenı roztoku, ktere  vydrzı alespon 30 sekund (spotreba V1)
(poznamka 8.5).

Vedle toho se provede slepa  zkouska s pouzitım stejne ho mnozstvı pouzitych cinidel, zejme na
presný stejny prebytek odmýrne ho roztoku dusicnanu strıbrne ho, jako pri vlastnı analyze
vzorku (spotreba V2).
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6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
Obsah ve vodý rozpustnych chloridu  vyjadrenych jako chlorid sodny (NaCl) v g/kg (X) se
vypocıta  podle vzorce:

X V V C
m

=
−( ). . ,2 1 58 443

kde   V2   je    spotreba odmýrne ho roztoku thiokyanatanu amonne ho na  slepou zkousku v ml

         V1          spotreba odmýrne ho roztoku thiokyanatanu amonne ho na  vlastnı  vzorek v ml

         C           presna  koncentrace odmýrne ho roztoku thiokyanatanu  amonne ho v mol/l

         m           hmotnost navazky alikvotnıho podılu zkusebnıho vzorku

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na 0,5 g/kg do obsahu
10 g/kg a na 1 g/kg pro obsahy nad 10 g/kg.

7.  Opakovatelnost
Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri obsahu      do 10 g/kg               0,5 g/kg

                       nad 10 g/kg              5 % relat.

                       (rybı moucky 10 % relat.)

8.   Poznamky

8.1   Aceton, n-hexan a diethylether jsou nebezpecnymi horlavinami  I. trıdy, proto je nutne
pri jake koli manipulaci s nimi dodrzovat prıslusna  bezpecnostnı pravidla.

8.2   U krmiv s vyssım obsahem tuku nez 50 g/kg se navazka  zkusebnıho vzorku nejdrıve
odtucnı alespon castecný, promytım diethyletherem nebo n-hexanem dekantacı s odlitım
extrakcnıho cinidla.

8.3   U minera lnıch prısad a rybıch moucek se Carresova cinidla  ani aktivnı uhlı nepridavajı.

8.4   Vzorky tepelný opracovanych krmiv, lnýnych pokrutin a srotu   ci smýsı s jejich
prevaznym obsahem popr . koloidnı povahy  (dextrinovy skrob a pod.) se pred filtracı
odstre° ujı popr .  se filtruje dekantacı a 100 ml supernatantu nebo dekanta tu  se odpipetuje do
odmýrne  banky na 200 ml, doplnı acetonem  (3.8) po znacku, promıcha  a teprve nynı filtruje,
jak  v textu uvedeno.

8.5   Titraci lze te z prove st potenciometricky prımo odmýrnym  roztokem dusicnanu
strıbrne ho do potencia lu ekvivalencnıho  bodu, indikovane ho pomocı strıbrne  a
merkurosulfa tove   elektrody. Hodnota ekvivalencnıho bodu se urcı z pru býhu  titracnı krivky
pri modelovem stanovenı chloridu  (jako  inflexnı bod titracnı krivky). V tomto prıpadý se
neprovadı  slepa  zkouska, nepridava  se sıran zelezitoamonny a vypoctovy vzorec bude:
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X V C
m

= 3 1 58 443. . ,

kde   V3    je   spotreba odmýrne ho roztoku dusicnanu strıbrne ho  v ml

        C1        presna  koncentrace odmýrne ho roztoku dusicnanu  strıbrne ho v mol/l

        m         hmotnost navazky alikvotnıho podılu zkusebnıho vzorku
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7.7   Stanovenı obsahu celkovych uhlicitanu
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no.L 155,
12/07/71

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı uhlicitanu  v krmnych smýsıch. Metodou se
stanovı celkove  uhlicitany, s vyjimkou uhlicitanu  nerozlozitelnych kyselinou chlorovodıkovou
(napr . uhlicitanu  zeleza) a je pouzitelna  pro obsahy od 5 do 100 g/kg. Navıc umoznuje
modifikaci pro vyssı i nizsı obsahy pri zvlastnıch kalibracıch.

2.   Princip
Uhlicitany se stanovı po rozkladu vzorku kyselinou chlorovodıkovou a vznikly oxid uhlicity
se zmýrı v kalibrovane  trubici volumetricky nebo manometricky.

3.   Chemikalie

3.1   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 6 mol/l

3.2   Uhlicitan vapenaty, srazeny, pevny - standardnı la tka pro  kalibraci

3.3   Vzorek krmiva pro kalibraci, neobsahujıcı uhlicitany (napr .  obilnı srot a pod.) 
(poznamka 8.1)

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Prıstroj nebo zarızenı, umoznujıcı kvantitativnı rozklad  uhlicitanu  ve vzorku, v uzavrene
 reakcnı nadobce s vhodnym  davkovacım zarızenım a spojene  citlivym volumetrem nebo
 manometrem (vodnı sloupec a pod.)

5.   Postup

5.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

5.1.1   Do reakcnı nadobky (poznamka 8.2) prıstroje ci zarızenı pro stanovenı uhlicitanu  (4.1)
se odvazı 0,20 g uhlicitanu vapenate ho jako standardnı la tky, prida  se do 10 g vzorku krmiva
pro kalibraci a obsah se promıcha .

5.1.2   Pak se do reakcnı nadobky prida  50 ml vody (poznamka 8.3) a obsah se promıcha . Do
davkovacıho zarızenı prıstroje, ktere  bude plynotýsný spojeno s reakcnı nadobkou, se odmýrı
10 ml (poznamka 8.4) roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.1), davkovacı zarızenı se pripojı
k reakcnı nadobce a tato se pripojı k mýricımu zarızenı (4.1). Potom se pomalu, ale
neprerusovaný z davkovacıho zarızenı pripustı roztok kyseliny chlorovodıkove  (3.1) a kohout
davkovacıho zarızenı se ihned uzavre (poznamka 8.5). Reakcnı nadobou se intenzıvný trepe
bu°  prımo v ruce ale tak, aby se obsah reakcnı nadobky nezahrıval teplem dlaný, nebo
vhodnym trepacım zarızenım, az do okamziku, kdy dojde k usta lenı mýrene  hodnoty objemu
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(tlaku). Vycka  se jestý asi 2 minuty a zjistı se namýrena  hodnota. Potom se pomalu uvolnı
uzavýr reakcnı nadobky za ±celem vyrovnanı tlaku a nastavenı prıstroje na novy vzorek.

5.1.3   Stejny postup se provede s navazkami uhlicitanu vapenate ho (3.2) o hmotnostech
0,50 g; 0,70 g; 0,90 g a 1,00 g (poznamka 8.6), ktere  odpovıdajı obsahu m uhlicitanu  50 ; 70 ;
90 a 100 g/kg. Kazda  navazka se doplnı do 10,0 g vzorkem krmiva pro kalibraci (3.3).

Z namýrenych hodnot (objemu ci tlaku) a jim odpovıdajıcıch koncentracı odpovıdajıcıch
obsahu  se sestrojı kalibracnı graf.

5.2   Vlastnı provedenı

Do reakcnı nadobky prıstroje ci zarızenı pro stanovenı uhlicitanu  (4.1) se odvazı 10,00 g
zkusebnıho vzorku (poznamka 8.7) a da le se postupuje podle 5.1.2 .

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
Obsah veskerych uhlicitanu , vyjadrenych jako CaCO3 se zjistı prımo z kalibracnıho grafu
(poznamka 8.8).

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na jednotky g/kg.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Aby byl zarucen nulovy obsah uhlicitanu  je nutne  prove st  slepou zkousku za naprosto
stejnych podmınek (nezjistı se  zadny vyznamny vzru st objemu ci tlaku).

8.2   Pokud nenı dano samou konstrukcı prıstroje ci zarızenı, je  nutne  pouzıvat vzdy stejne
reakcnı nadobky, a to jak pro  kalibraci tak i vlastnı provedenı stanovenı nebo mıt k dispozici
nadobky, ktere  vu ci sobý nevykazujı zadne  rozdıly.  Je nutne  predem ovýrit.

8.3   Mnozstvı prıdavku vody se rıdı podle obsahu reakcnı nadobky  (pro uvazovany postup se
predpoklada  objem reakcnıch nadobek 200 ml) resp. podle navodu k prıstroji nebo zarızenı.

8.4   Mnozstvı pridane  kyseliny mu ze byt prıpadný odlisne  podle  navodu k pouzitemu
prıstroji ci zarızenı.

8.5   Uzavrenı prıvodu z davkovacıho zarızenı musı byt provedeno  dostatecný rychle, aby
vysledek nebyl zkreslen zmýnou objemu ci tlaku zvýtsenım reakcnıho prostoru. Doporucuje se
uzavrıt prıvod drıve nez vytece poslednı maly podıl kyseliny. Predevsım je nutno dodrzet
stejne  podmınky pri kalibraci i vlastnım provedenı

8.6   Uvedene  kalibracnı davky jsou prıkladem a majı byt voleny  podle navodu prıstroje ci
zarızenı pro stanovenı uhlicitanu   i s ohledem na obsahy uhlicitanu , ktere  budou stanovovany.

8.7   Uvedena  navazka zkusebnıho vzorku je urcena pro krmne   smýsi, obsahujıcı 20 g/kg az
70 g/kg uhlicitanu , vyjadrenych jako CaCO3 za predpokladu, ze mýricı zarızenı je pro  tyto
obsahy konstruovano a tuto navazku zkusebnıch vzorku   kalibrovano. Pro vyssı (nizsı) obsahy
se volı obvykle napr .  polovicnı (dvojnasobna ) navazka zkusebnıho vzorku i kalibrace za
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týchto podmınek. Pro indikacnı stanovenı vyssıch  obsahu  uhlicitanu , nez na ktere  je
provedena kalibrace se  odvazuje polovina (ctvrtina atd.) navazky zkusebnıho vzorku  a
doplnı se do 10,0 g vzorkem krmiva pro kalibraci. Vysledek se pak vynasobı dvýma (ctyrmi
atd.).

8.8   Pro vyjadrenı obsahu veskerych uhlicitanu  jako:

 NaHCO3 platı prepocet = X .0,8393,

 Na2CO3 platı prepocet = X .1,059

 MgCO3 platı prepocet = X .0,8424

 kde X je obsah veskerych uhlicitanu , vyjadrenych jako  CaCO3.
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7.8   Stanovenı oxidu  kremıku, hlinıku, vapnıku a horcıku (ve  vapencıch)

1.   U cel a rozsah
Metoda specifikuje podmınky pro stanovenı uvedenych oxidu  ve vapencıch.

2.   Princip
Nerozpustny zbytek po rozpoustýnı vzorku v kyseliný chlorovodıkove  se vytavı s uhlicitanem
sodnym, tavenina se vylouzı kyselinou chlorovodıkovou a po spojenı s pu vodnım filtra tem se
odparı do sucha. Vyloucena  srazenina se odfiltruje, spa lı, zvazı a po odkourenı s kyselinou
fluorovodıkovou a sırovou znovu zvazı. Obsah oxidu kremicite ho se urcı z rozdılu obou
vazenı.

Ve filtra tu po stanovenı oxidu kremicite ho se amoniakem vysrazı hydroxidy, ktere  se po
odfiltrovanı a spa lenı urcı vazkový jako oxidy amoniaka lnı skupiny.

Ve filtra tu po stanovenı oxidu  trojmocnych kovu  se chelatometrickou titracı stanovı oxid
vapenaty a suma oxidu  vapenate ho a horecnate ho.

3.   Chemikalie

3.1   Kyselina chlorovodıkova  (h = 1,17 g/cm3), zredýna  (1 + 1)

3.2   Kyselina dusicna  (h = 1,4 g/cm3), zredýna  (1 + 4)

3.3   Uhlicitan sodny, bezvody

3.4   Kyselina chlorovodıkova , roztok 1%

3.5   Kyselina sırova  (h = 1,84 g/cm3), zredýna  (1 + 4)

3.6   Kyselina fluorovodıkova  (h = 1,128 g/cm3), roztok 40%

3.7   Tetraboritan disodny, dekahydra t, pevny

3.8   Chlorid amonny, pevny

3.9   Kyselina dusicna , koncentrovana  (h = 1,4 g/cm3)

3.10   Amoniak (h=0,91 g/cm3), roztok 10%, prosty uhlicitanu

3.11   Methylova  cerven, ethanolicky roztok 0,5%

3.12   Dusicnan amonny, roztok 1%, neutralizovany amoniakem na  methylovou cerven

3.13   Hydroxid draselny, roztok 20%

3.14   Disodna  su l kyseliny etylendiaminotetraoctove  dihydra t, odmýrny roztok c(chelaton 3) 
=  0,05 mol/l

Prıprava: 18,62 g chelatonu 3 se rozpustı ve vodý a doplnı  v odmýrne  bance na 1000 ml
 a promıcha .

3.15   Fluorexon, rozetreny s pevnym chloridem draselnym v pomýru  (1 + 100)

3.16   Tlumivy roztok, pH 10
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  Prıprava: 350 ml 20% roztoku amoniaku se smıcha  s 54 g  chloridu amonne ho (3.8) a
 doplnı se prevarenou vodou na  1000 ml

3.17   Eriochromcern T, rozetrena  s pevnym chloridem draselnym  v pomýru (1+100)

3.18   Dusicnan sodny, pevny

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Vodnı nebo pıskova  lazen

4.2   Susa rna elektricka , s moznostı odvýtravanı, automatickou  regulacı teploty a teplomýrem
 pro rozsah teplot nejme ný do  120 °C.

4.3   Muflova  pec, elektricka  s termostatem, moznostı odvýtravanı  a teplomýrem pro rozsah
 teplot nejme ný do 600 °C.

4.4   Miska spalovacı z platiny nebo ze slitiny Pt-Au event Pt-Ir  popr . jine ho vhodne ho
 materia lu odolne ho podmınkam metody  stanovenı a nepodle hajıcı v týchto podmınkach
 zmýnam.

5.   Postup

5.1   Stanovenı oxidu kremicite ho

Do kadinky o objemu 600 ml se navazı asi 1 g zkusebnıho vzorku s presnostı 0,001 g, zakryje
se hodinovym sklem a pozvolna se pridava  50 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.1) a opatrný se
povarı 10 minut na pıskove  lazni (4.1). Po mırnem ochlazenı se prida  1 ml kyseliny dusicne
(3.2) a opýt se 5 minut povarı. Objem roztoku se doplnı asi na 150 ml, zahreje se k varu a po
ochlazenı se zfiltruje hustym filtrem (filtra t A).

Filtr s nerozpustýnym zbytkem se vysusı a spa lı ve spalovacı misce (4.4). Po vychladnutı se
zpopelnýny zbytek vytavı s 5 g uhlicitanu sodne ho (3.3) za pridanı 0,1 g dusicnanu sodne ho
(3.18). Býhem tavenı se obsah kelımku nýkolikra t promıcha  krouzivym pohybem. Po skoncenı
tavenı se obsah kelımku necha  vychladnout a tavenina se vylouzı horkou vodou v kadince. Po
rozpustýnı taveniny se kelımek vyjme a oplachne teplou vodou do kadinky. Roztok z kadinky
se spojı s filtra tem A, zakryje se hodinovym sklem a opatrný se prida  50 ml kyseliny
chlorovodıkove  (3.1) (roztok B). Kelımek se prezıhne, zbytky taveniny ulpýle  na stýnach se
rozpustı v kyseliný chlorovodıkove  (3.1) a pridajı se k roztoku B. Takto zıskany roztok se
zahreje, aby se vypudil oxid uhlicity a po oplachnutı hodinove ho skla se odparuje na vodnı
nebo pıskove  lazni (4.1) do sucha. Odparek se ovlhcı kyselinou chlorovodıkovou (3.1) a opýt
se odparı do sucha. Miska s odparkem se vlozı do susa rny (4.2), kde se ponecha  pu l hodiny pri
teplotý (110 ť 2) ČC. K odparku se jestý za tepla prida  30 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.1),
necha  se sta t 5 az 10 minut na teplem mıstý, pote  se prida  100 ml horke  vody a du kladný se
promıcha  sklenýnou tycinkou. Po desetiminutovem stanı se vyloucena  kyselina kremicita
odfiltruje filtrem strednı hustoty a filtra t se zachycuje do podstavene  kadinky. Zbytek na filtru
se promyje nejprve horkou kyselinou chlorovodıkovou (3.4) a potom horkou vodou.

Protoze jednım odparenım se zpravidla nevyloucı veskera  kyselina kremicita  kvantitativný, je
nutno filtra t znovu odparit do sucha. Da le se postupuje stejný jako pri prvnım odparovanı. Pro
druhou filtraci se pouzije huste ho filtru. Oba filtry s vyloucenou kyselinou kremicitou se vlozı
do spalovacı misky (4.4), vysusı se a spa lı v muflove  peci (4.3) pri teplotý (1100 ť 25) ČC po
dobu 2 hodin. Po vychladnutı v exsika toru se kelımek zvazı. Zıhanı a vazenı se opakuje,
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pokud se nedosahne konstantnı hmotnosti. Obsah kelımku se ovlhcı vodou, prida  se 0,5 ml
kyseliny sırove  (3.5), 15 ml kyseliny fluorovodıkove  (3.6) a odkourı se na pıskove  lazni (4.1)
do sucha. Odkourenı s kyselinou sırovou a fluorovodıkovou se jestý jednou opakuje. Kelımek
se zbytkem se opatrný vyzıha  na kahanu a po vychladnutı v exsika toru se zvazı. Rozdıl
hmotnosti pred a po odkurovanı odpovıda  obsahu oxidu kremicite ho.

5.1.1   Prıprava zasobnıho roztoku

Zbytek po odkourenı se vytavı se smýsı 0,5 g uhlicitanu sodne ho (3.3) a 0,1 g tetraboritanu
disodne ho (3.7). Tavenina se rozpustı v 10 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.1) a prida  se k
filtra tu po stanovenı oxidu kremicite ho. Filtra t se prevede do 500 ml odmýrne  banky, po
ochlazenı se doplnı vodou po rysku a promıcha . Tım se zıska  zasobnı roztok, ktery se pouzije
pro dalsı stanovenı.

5.2   Stanovenı oxidu  amoniaka lnı skupiny

Ze zasobnıho roztoku po oddýlenı kyseliny kremicite  se odpipetuje vhodne  mnozstvı do
kadinky. Zahustı se odparovanım na vodnı nebo pıskove  lazni (4.1) na objem 100 ml a pridajı
se 2 g chloridu amonne ho (3.8). Roztok se zahreje k varu, zoxiduje se nýkolika kapkami
kyseliny dusicne  (3.9) a kra tce se povarı. Jestý za tepla se srazı po kapkach roztokem
amoniaku (3.10) do zmýny zbarvenı indika toru methylove  cervený (3.11). Pridajı se 3 kapky
roztoku amoniaku (3.10) navıc. Roztok se ponecha  na teplem mıstý az se srazenina dokonale
vyloucı a usadı. Zfiltruje se filtrem strednı hustoty a promyje horkym roztokem dusicnanu
amonne ho (3.12), filtra t se jıma  do kadinky (pouzije se pri stanovenı oxidu vapenate ho a
horecnate ho). Srazenina se prımo na filtru rozpustı 20 ml teple  kyseliny chlorovodıkove  (3.1),
pricemz se filtra t zachycuje do kadinky, ve ktere  se provadýlo srazenı amoniakem. Filtr se
du kladný promyje teplou vodou a uschova . Filtra t se opýt zahustı na objem 100 ml a
hydroxidy se znovu vysrazı roztokem amoniaku (3.10). Srazenina hydroxidu  se zfiltruje
filtrem strednı hustoty a du kladný promyje teplym roztokem dusicnanu amonne ho (3.12), az
do vymizenı reakce na chloridove  ionty. Filtra t se jıma  do stejne  kadinky jako pri predchozı
filtraci. Filtr se srazeninou s filtrem po prvnım srazenı se vlozı do predem vyzıhane  a zvazene
spalovacı misky (4.4) vysusı se v susa rný (4.2), spa lı a vyzıha  v muflove  peci (4.3) pri (1100 ť
25) ČC do konstantnı hmotnosti. Po vychladnutı v exsika toru se zvazı.

Obsahuje-li vzorek male  mnozstvı oxidu  amoniaka lnı skupiny, pouzije se cely objem
zasobnıho roztoku po oddýlenı oxidu kremicite ho. Pro stanovenı oxidu  amoniaka lnı skupiny,
je mozno pouzıt te z filtra tu po stanovenı kyselinou nerozpustne ho podılu popele.

5.3   Stanovenı oxidu vapenate ho

Filtra t po stanovenı oxidu  amoniaka lnı skupiny se doplnı na definovany objem a z nýho se
odpipetuje alikvotnı podıl do vysoke  kadinky o obsahu 400 ml, zredı se vodou na 200 - 250
ml a za mıchanı se rychle zalkalizuje 20 ml hydroxidu draselne ho (3.13), uvede se do mırne ho
varu a po vypuzenı amoniaku se ochladı. Prida  se male  mnozstvı indika toru fluorexonu (3.15)
a titruje se na cernem podkladý roztokem chelatonu (3.14) pravý do vymizenı zlutozelene
fluorescence.

5.4   Stanovenı oxidu horecnate ho

Filtra t po stanovenı oxidu  amoniaka lnı skupiny se doplnı na definovany objem a z nýho se
odpipetuje alikvotnı podıl do vysoke  kadinky o obsahu 400 ml, zredı se vodou na 200 - 250
ml a za mıchanı se rychle zalkalizuje asi 20 ml tlumive ho roztoku (3.16) na pH 10. Z byrety se
prida  stejny objem roztoku chelatonu (3.14), jaky se spotreboval na titraci pri stanovenı oxidu
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vapenate ho. Prida  se male  mnozstvı indika toru eriochromcerni T (3.17) a titruje se roztokem
chelatonu z vınový cervene ho zabarvenı do kovový modre ho.

6.   Vy sledek

6.1   Obsah oxidu kremicite ho v g/kg (X) se vypocte podle vzorce:

X m m
m

=
−103 1

0

.

kde  m  je  hmotnost vyzıhane ho surove ho oxidu kremicite ho v g

        m1     hmotnost vyzıhane ho zbytku po odkourenı v g

        m0     hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

6.2   Obsah oxidu amoniaka lnı skupiny v g/kg (Y) se vypocte podle  vzorce:

Y m
m

= 103 1

0

.

kde   m1   je   hmotnost vyzıhanych oxidu  v g

         m0        hmotnost  alikvotnıho podılu navazky zkusebnıho vzorku v g

6.3   Obsah oxidu vapenate ho (Z) v g/kg se vypocte podle vzorce:

Z C V V
m V

=
56 08 2

3

, . . .
.

kde    V   je   spotreba odmýrne ho roztoku chelatonu 3 v ml

          C      presna  koncentrace odmýrne ho roztoku chelatonu 3  v mol/l

         V2     objem zasobnıho roztoku v ml

         V3     objem zasobnıho roztoku, pipetovany ke stanovenı v ml

         m       hmotnost alikvotnıho podılu navazky zkusebnıho vzorku v g

6.4   Obsah oxidu horecnate ho (U) v g/kg se vypocte podle vzorce:

( )U
C V V V
mV

=
−40 304 2 1

3

, . . .
.

kde    V   je   spotreba odmýrne ho roztoku chelatonu 3 podle bodu 5.3  v ml

         V1       spotreba odmýrne ho roztoku chelatonu 3 podle bodu 5.4  v ml

         C        presna  koncentrace odmýrne ho roztoku chelatonu 3  v mol/l

         V2      objem zasobnıho roztoku v ml

         V3      objem zasobnıho roztoku, pipetovany ke stanovenı v ml
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          m      hmotnost alikvotnıho podılu navazky zkusebnıho vzorku v g

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti, a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky nebo
desetiny g /kg.

7.   Opakovatelnost

7.1   Opakovatelnost pro stanovenı oxidu kremicite ho

Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
2 g/kg.

7.2     Opakovatelnost pro stanovenı oxidu  amoniaka lnı skupiny

Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri obsahu:

 do 10 g/kg                     0,7 g/kg

 od 10,1 do 25 g/kg        1,0 g/kg

 od 25,1 do 50 g/kg        1,5 g/kg

 od 50,1 do 100 g/kg      2,5 g/kg

 nad 100 g/kg                 4,0 g/kg

7.3   Opakovatelnost pro stanovenı oxidu vapenate ho

Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
4,5 g/kg.

7.4   Opakovatelnost pro stanovenı oxidu horecnate ho

Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri obsahu do 10 g/kg              1,5 g/kg

                  nad 10 g/kg            3 g/kg.
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7.9   Stanovenı celkove ho obsahu sıry

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı celkove ho obsahu sıry v krmivech. Je
vhodna  pro vsechny obsahy sıry v krmivech i krmnych smýsıch.

2.   Princip
 Sıra se stanovı vazkový po zpopelnýnı vzorku s prıdavkem dusicnanu horecnate ho a
vysrazenım jako sıran barnaty z chloridove ho vyluhu popele.

3.   Chemikalie

3.1   Kyselina chlorovodıkova , koncentrovana  (h=1,17 g/cm3)

3.2   Kyselina chlorovodıkova  (h=1,17 g/cm3), c(HCl) = 6 mol/l

3.3   Amoniak (h=0,91 g/cm3), zredýny (1 + 4)

3.4   Chlorid barnaty, roztok 100 g/l

3.5   Indika tor acidobazicky - Fenolova  cerven

  Prıprava: 0,1 g indika toru se rozpustı v 50 ml ethylalkoholu za slabe ho zahrıvanı a roztok
 se doplnı vodou na 100 ml.

3.6   Dusicnan horecnaty heptahyra t (Mg2NO3.7 H2O), roztok ethanolicky

  Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odvazı 360,0 g dusicnanu horecnate ho
 rozpustı se v ethylalkoholu a doplnı se jım po rysku a promıcha .

3.7   Dusicnan amonny (NH4NO3), pevny

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Miska odparovacı porcelanova  na 100 ml

4.2   Pec muflova  elektricka  s termostatem, moznostı odvýtravanı  a teplomýrem pro rozsah
 teplot nejme ný do 600 °C.

4.3   Susa rna laboratornı elektricka , s moznostı odvýtravanı, automatickou regulacı teploty a
 teplomýrem pro rozsah teplot  nejme ný do 120 °C.

4.4   Kahan plynovy s regulacı plamene nebo topna  deska  elektricka

4.5   Miska spalovacı z platiny nebo ze slitiny Pt-Au event.  Pt-Ir popr . jine ho vhodne ho
 materia lu odolne ho podmınkam  metody stanovenı a nepodle hajıcı v týchto podmınkach
 zmýnam.

5.   Postup
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 Do porcelanove  odparovacı misky (4.1) se odvazı asi 1 g zkusebnıho vzorku s presnostı
nejme ný na 0,001 g, prida  se 10 ml roztoku dusicnanu horecnate ho (3.6) a miska se na
10 minut odstavı. Potom se obsah misky vysusı v susa rný (4.3) pri 120 °C a zpopelnı v
muflove  peci (4.2) pri teplotý (450 ť 25) °C po dobu 4 hod (poznamka 8.1).

 Popel se ovlhcı vodou, prida  6 ml koncentrovane  kyseliny chlorovodıkove  (3.1), vyluh se
kra tce povarı a filtruje za horka stredný hustym filtrem do kadinky 400 ml. Promyje se asi
trikra t horkou vodou, filtra t se nýkolik minut povarı, zneutralizuje roztokem amoniaku (3.3)
na indika tor fenolovou cerven (3.5) do zmýny zabarvenı a potom upravı vodou na objem
200 ml. Tento roztok se zahreje k varu, prida  se 1 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.2), a
najednou 30 ml horke ho roztoku chloridu barnate ho (3.4) (poznamka 8.2).

 Po vysrazenı se roztok se srazeninou opýt na nýkolik minut zahreje a potom se ponecha  sta t
po nýkolik hodin, nejle pe do druhe ho dne. Srazenina se filtruje pres bezpopelny husty filtr
(poznamka 8.3) a promyva  horkou vodou az jiz novy prıru stek filtra tu nedava  pozitivnı reakci
na chloridy. Filtr se srazeninou se vysusı a spa lı ve spalovacı misce, predem vyzıhane  a po
ochlazenı v exsika toru zvazene  s presnostı nejme ný na 0,001 g, pri teplotý (550 ť 25) °C
v muflove  peci (4.2). Po spa lenı a ochlazenı v exsika toru se miska se srazeninou zvazı se
stejnou presnostı.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah sıry v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce

X m
mo

=
137 4, .

    (poznamka 8.4)

 kde     m    je    hmotnost vyvazky v g

            mo         hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr dvou soubýzný provedenych stanovenı, ktere
splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na 0,1 g/kg pro obsahy do 30 g/kg
a na cele  jednotky g/kg pro obsahy nad 30 g/kg sıry.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Pokud se zıska  sedy vyzıhany zbytek, prida  se po ochlazenı  ke zbytku krystalek
dusicnanu amonne ho a provede se prezıhanı pri uvedene  teplotý.

8.2   Pri obsahu sıry do 10 g/kg, postacuje pro vysrazenı 30 ml  roztoku chloridu barnate ho.

8.3   Pri filtraci se doporucuje pridat predem rozvarenou drÚ   bezpopelne ho filtracnıho papıru.

8.4   Uvedeny vzorec platı pro vypocet obsahu sıry, vyjadrene   v elementa rnı formý (S). Pro
jina  vyjadrenı platı da le uvedene  prepocty:        - jako SO2 . X .1,998
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 - jako SO3 . X .2,498

 - jako SO4 . X .2,997

kde X je obsah sıry v g/kg
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7.10 Stanovenı obsahu vapnıku
Metoda ES prevzata ze smýrnice komise 71/250/EHS (OJ L155, 12/7/1971)

1. U cel a rozsah
Metoda umoznuje urcit celkovy obsah vapnıku v krmivech.

2. Princip
                  Vapnık se mineralizuje na suche  cestý a popel se podrobı pu sobenı kyseliny chlorovodıkove

(solne ) a vapnık se vysrazı jako sÚ avelan vapenaty. Srazenina se rozpustı v kyseliný sırove  a
uvolnýna  kyselina sÚ avelova  se titruje, roztokem manganistanu draselne ho.

3. Chemikalie

3.1 Kyselina chlorovodıkova  (solna ), p. a., h : 1,14.

3.2 Kyselina dusicna , p. a., h: 1,40.

3.3 Kyselina sırova , p. a., h: 1,13.

3.4 Amoniak (cpavek), p. a., h: 0,98.

3.5 SÚ avelan amonny p. a., nasyceny roztok (za studena).

3.6 Kyselina citronova  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, odmýrny roztok 0,1 N=0,02 M.

4. Pr ıstroje.

4.1 Elektricka  muflova  pıcka se vzduchovou cirkulacı a termostatem.

4.2 Platinove , kremıkove  nebo porcelanove  misky na zıhanı.

4.3 Filtracnı sklenýne  kelımky, s porovitostı G4.

5. Postup.

Do spalovacı misky se navazı priblizný 5 g vzorku (v prıpadý potreby i vıce), ± 1 mg. Spauje
se pri teplotý 550ČC a popel se prenese do 250ml kadinky.

Prida  se 40 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.1), 60 ml vody a nýkolik kapek kyseliny dusicne
(3.2). Privede se k varu a udrzuje se v mırnem varu po dobu 30 minut. Ochladı se a roztok se
prelije do 250ml odmýrne  banky. Kadinka se vyplachne do odmýrne  banky, obsah banky se
doplnı vodou po rysku, promıcha  a zfiltruje.
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Do banky na 250 ml se odpituje takovy objem filtra tu, aby obsahoval 10-40 mg vapnıku
(podle predpokladane ho obsahu). Prida  se 1 ml roztoku kyseliny citronove  (3.6) a 5 ml
roztoku chloridu amonne ho (3.7).

Doplnı se vodou na priblizný 100 ml. Uvede se do varu, potom se prida  osm az deset kapek
roztoku bromkresolove  zelený (3.8) a 30 ml horke ho roztoku sÚ avelanu amonne ho (3.5).
Pokud se zacne tvorit srazenina, rozpustı se nýkolika kapkami kyseliny chlorovodıkove  (3.1).

Za sta le ho mıchanı se velmi pomalu neutralizuje cpavkem az se dosahne pH 4,4 „ 4,6, to
znamena  az indika tor zmýnı barvu. Kadinka se vlozı do lazný s varıcı vodou a ponecha  se tam
po dobu triceti minut tak, aby se vytvorena  srazenina mohla usadit. Kadinka se vyjme z vodnı
lazný, obsah se necha  hodinu usta t a pak se prefiltruje pres filtracnı kelımek G4.

Kadinka i kelımek se vymyvajı vodou az se prebytek sÚ avelanu amonne ho ±plný odstranýnı
(neprıtomnost chloridu ve vymyvacı vodý ukazuje, ze obý nadobky jsou dostatecný vymyty).

Srazenina na filtru se rozpustı v 50 ml horke  kyseliny sırove  (3.3). Kelımek se vyplachne
horkou vodou a filtra t se doplnı az na priblizný 100 ml. Teplota se zvysı na 70 „ 80ČC a titruje
se po kapkach odmýrnym roztokem manganistanu draselne ho (3.9) az se objevı ru zove
zabarvenı, ktere  setrva  jednu minutu.

6. Vy pocet vy sledku .
Jeden ml odmýrne ho roztoku manganistanu draselne ho (3.9) odpovıda  2,004 mg vapnıku.
Vysledek se vyjadrı jako procento ze vzorku.

7. Poznamky.

7.1 Pri velmi nızkem obsahu vapnıku postupovat takto:

SÚ avelan vapenaty se prefiltruje pres bezpopelny filtr. Po promytı se filtr vysusı a spa lı pri
teplotý 550ČC v platinovem kelımku. Zbytek po spa lenı se znovu rozpustı v nýkolika kapkach
kyseliny sırove  (3.3.), odparı se do sucha, znovu se spa lı pri teplotý 550ČC a nakonec se zvazı.
Jestlize W je vaha zıskane ho sıranu vapenate ho, alikvotnı podıl obsahu vapnıku = W . 0,2944.

7.2 Jestlize vzorek je slozen pouze z minera lnıch la tek, rozpoustı se v kyseliný
chlorovodıkove , bez predchozıho zpopelnýnı. V prıpadý la tek, jako napr . fosforecnan hlinito-
vapenaty, ktere  se v kyseliný nesnadno rozpoustýjı, musı se pred rozpoustýnım podrobit
alkalickemu tavenı : Vzorek se du kladný promıcha  v platinovem kelımku se smýsı
pýtinasobku jeho hmotnosti, skladajıcı se ze stejnych dılu  uhlicitanu draselne ho a uhlicitanu
sodne ho. Opatrný se zahrıva  az je smýs ±plný roztavena. Potom se vychladı a rozpustı
v kyseliný chlorovodıkove .

7.3 Jestlize ma  vzorek vysoky obsah horcıku, provede se presrazenı sÚ avelanu vapenate ho.
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8.1   Stanovenı obsahu  mýdi, zeleza, manganu a zinku

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı mýdi, zeleza, manganu a zinku v krmivech a
premixech. Uvedenymi metodami lze stanovit vsechny formy uvedenych prvku .

2.   Princip
Mý° , zelezo, mangan a zinek se stanovı v krmivech po zpopelnýnı, rozpustýnım popele
vzorku v kyseliný chlorovodıkove  (minera lnı premixy prımym rozpoustýnım v kyseliný
chlorovodıkove ) a mýrenım chloridove ho vyluhu metodou atomove  absorpcnı spektrometrie.

3.   Chemikalie

3.1   Kyselina chlorovodıkova  (h = 1,17 g/cm3), roztok c(HCl) = 3 mol/l

3.2   Kyselina chlorovodıkova  (h = 1,17 g/cm3), roztok c(HCl) = 0,3 mol/l

3.3   Kyselina chlorovodıkova  (h = 1,17 g/cm3), zredýna  (1 + 20)

3.4   Kyselina chlorovodıkova  (h = 1,17 g/cm3), roztok c(HCl) = 6 mol/l

3.5   Acetyle n, (poznamka 8.1)

3.6   Standardnı roztoky mýdi, zeleza, manganu a zinku

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odvazı pro

3.6.1   mý° : 3,929 g pentahydra t sıranu mý° nate ho (CuSO4 . 5H2O)

3.6.2   zelezo: 8,635 g dodekahydra tu sıranu zelezitoamonne ho  (NH4FeSO4 . 12H2O)

3.6.3   mangan: 4,388 g pentahydra tu sıranu manganate ho  (MnSO4.5H2O) nebo
4,060 g tetrahydra tu sıranu manganate ho  (MnSO4 . 4H2O)

3.6.4   zinek:     4,398 g heptahydra tu sıranu zinecnate ho  (ZnSO4.7H2O) nebo
 1,000 g granulovane ho zinku

  Navazene  soli (kovy) se rozpustı v roztoku kyseliny  chlorovodıkove  (3.2) a kazda
   z banýk se doplnı tımto  roztokem po rysku.

  Tyto standardnı roztoky obsahujı teoreticky 1,0 mg prıslusne ho prvku v 1 ml.
   Skutecny obsah prvku  ve standardnıch roztocıch se stanovı chelatometricky.

  Roztoky se uchovavajı v plastikovych nadobach.

 Jako zakladnı standardnı roztoky je mozno pouzıt  i komercnı roztoky s deklarovanou
  (ovýrenou) koncentracı  prvku.

3.7   Pracovnı standardnı roztok mýd

 Prıprava: Standardnı roztok mýdi se 10 kra t zredı kyselinou  chlorovodıkovou (3.2)
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4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Spektrometr absorpcnı atomovy vcetný prıslusenstvı

4.2   Lazen vodnı

4.3   Miska platinova , kremenna  ci porcelanova  (prıpadný opatrene   vıcky)

4.4   Pec muflova  s termostatem

5.   Postup

5.1   Prıprava kalibracnıch roztoku  (poznamka 8.2)

Do sady odmýrnych banýk na 1 000 ml se diferencovaný odpipetuje :

5.1.1   pro mý°

2,5; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 a 25,0 ml pracovnıho standardnıho roztoku mýdi (3.7), doplnı
roztokem kyseliny chlorovodıkove  (3.2) po rysku a promıcha . Tyto kalibracnı roztoky
obsahujı 0,25 mg az 2,5 mg mýdi v 1000 ml.

5.1.2   pro zelezo

2,0; 4,0; 6,0; 8,0 a 10,0 ml standardnıho roztoku zeleza (3.6.2), doplnı roztokem kyseliny
chlorovodıkove  (3.2) po rysku a promıcha . Tyto kalibracnı roztoky obsahujı 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 standardnıho roztoku manganu (3.6.3), doplnı po rysku roztokem
kyseliny chlorovodıkove  (3.2) a promıcha . Tyto kalibracnı roztoky obsahujı 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 standardnıho roztoku zinku (3.6.4), doplnı po rysku  roztokem
kyseliny chlorovodıkove  (3.2) a promıcha . Tyto kalibracnı roztoky obsahujı 0,5 mg az 2,5 mg
zinku v 1000 ml.

5.1.5   Sestrojenı kalibracnıch grafu

Kalibracnı roztoky (roztoky zkousene ho vzorku) se promýrı na atomovem absorpcnım
spektrometru (4.1) po nastavenı prıslusnych parametru  podle typu a navodu pouzite ho
prıstroje za pouzitı plamene acetyle n (3.5) - vzduch. Roztokem s nulovym obsahem
stanovovane ho prvku (3.2) se prıstroj nastavı na nulovou hodnotu a pro jednotlive  prvky se
pouzijı nasledujıcı vlnove  de lky :

 pro mý°  324,8 nm

 zelezo 248,3 nm

 mangan 279,5 nm

 zinek 213,8 nm

Ze zıskanych hodnot absorbancı a jim odpovıdajıcıch koncentracı se sestrojı prıslusne
kalibracnı grafy.
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5.2   Vlastnı provedenı v krmivech

5.2.1   Do spalovacı misky (4.3) se odvazı, podle predpokladane ho obsahu prvku , asi 5 g az
20 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na 0,001 g, zpopelnı za dostatecne ho prıstupu
vzduchu v muflove  peci (4.4) pri teplotý (550 ť 20) °C tak, jak je uvedeno v Prıloze 9, cast
6.1 Stanovenı popele.

5.2.2   Zıskany popel se po vychladnutı zvlhcı vodou, vylouzı 30 ml roztokem kyseliny
chlorovodıkove  (3.1), digeruje na vodnı lazni (4.2) (vroucı) po dobu 30 minut a pak filtruje
hustym filtrem do podlozene  odmýrne  banky na 200 ml. Zbytek na filtru se du kladný promyje
zredýnou kyselinou chlorovodıkovou (3.3).

5.2.3   Filtr se zbytkem se vysusı, zpopelnı za vyse uvedenych podmınek (asi po dobu
30 minut), obsah spalovacı misky se po vychladnutı vylouzı 20 ml teple ho roztoku kyseliny
chlorovodıkove  (3.1) a vyluh se filtruje hustym filtrem do te ze odmýrne  banky. Zbytek na
filtru se promyje 5kra t teplou zredýnou kyselinou chlorovodıkovou (3.3). Obsah odmýrne
banky se vytemperuje na laboratornı teplotu, doplnı vodou po rysku a promıcha . Podle
ocekavane ho obsahu jednotlivych prvku  se tento vyluh mýrı bu°  prımo, nebo po potrebnem
naredýnı pomocı roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.2). Da le se postupuje podle 5.1.5..

5.2.4   Namýrene  koncentrace prıslusne ho prvku se zjistı z prıslusne ho kalibracnıho grafu.

5.3   Vlastnı provedenı v minera lnıch premixech

Do kadinky vhodne ho obsahu se odvazı 5 g az 10 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na
0,001 g, prida  se 30 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.1) a da le se postupuje podle 5.2.2,
5.2.3 a 5.2.4.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
Obsah prıslusne ho prvku (mýdi, zeleza, manganu a zinku) v mg/kg (X) se vypocıta  podle
vzorce

X C F
m

=
200

0

. .

kde   C   je    koncentrace prıslusne ho prvku zjistýna  z prıslusne ho kalibracnıho grafu v  mg/l

        m0 hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

        F faktor redýnı

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti, a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Acetyle n ve smýsi se vzduchem je nebezpecna  horlavina I.  trıdy a proto pri jake koli
manipulaci s nimi je nutne   dodrzovat bezpecnostnı pravidla.
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8.2   Uvedene  koncentrace kalibracnıch roztoku  jsou jako prıklad.  Konkre tnı resenı zavisı na
pouzitem prıstroji, jeho  citlivosti a pod. Pri jinych nez uvedenych koncentracıch je  nutno
upravit vypoctovy vzorec.
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8.2   Stanovenı obsahu mýdi, zeleza, manganu, a zinku vcetný obsahu
vapnıku, horcıku, draslıku a sodıku

1.   U cel a rozsah
Tato metoda umoznuje stanovenı mikroprvku  zeleza, mýdi, manganu, zinku a makroprvku
vapnıku, sodıku, draslıku a horcıku v krmivech.

2.   Princip
Vzorek se prevede do roztoku kyselinou chlorovodıkovou, pokud je treba po zpopelnýnı pri
(550 ť 10) °C, prıpadný po odstranýnı kyslicnıku kremicite ho a uvedene  prvky se stanovı, po
vhodnem naredýnı, metodou atomove  absorpcnı spektrometrie.

3.   Chemikalie
U vodnı poznamky:

Pro prıpravu cinidel a analytickych roztoku  se pouzıva   voda, ktera  neobsahuje prvky, ktere
jsou stanovovany.  Takova  voda se zıska  bu°  dvojı destilacı v borosilika tove   nebo kremenne
destilacnı aparature nebo dvojım pru chodem  pres ionexovou kolonu.

Chemika lie musı minima lný p.a. cistoty a musı byt ovýreno,  ze neobsahujı stanovovane  prvky
slepym pokusem. Pokud je  treba musı byt pouzite  chemika lie precistýny.

Kromý standardu  uvedenych da le mohou byt pouzity obchodnı  standardy, pokud majı
zaruceny obsah (atest) a pred pouzitım byly zkontrolovany

3.1    Acetyle n (poznamka 8.1)

3.2   Kyselina chlorovodıkova  (HCl), koncentrovana  (h = 1,17 g/cm3)

3.3   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 6 mol/l

3.4   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 0,3 mol/l

3.5   Dusicnan lanthanity hexahydra t [La(NO3) 3 . 6H2O], roztok 133 g/l

Mohou byt pouzity i jine  soli lanthanu, pokud vysledna   koncentrace lanthanu v roztoku
 bude stejna

3.6   Chlorid cesny (CsCl), roztok 100 g/l

Mohou byt pouzity i jine  soli cesia, pokud vysledna  koncentrace cesia v roztoku bude
 stejna .

3.7   Standardnı roztoky mýdi, zeleza, manganu a zinku

Prıprava: Do odmýrne  banky 1000 ml se odmýrı 100 ml vody,  125 ml kyseliny
 chlorovodıkove  (3.2) a promıcha . Do stejne   banky se navazı:

392,9 mg pentahydra tu sıranu mý° nate ho  (CuSO4 . 5H2O),
 702,2 mg hexahydra tu sıranu zeleznatoamonne ho [(NH4)2Fe(SO4)2 . 6H2O]
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307,7 mg monohydra tu sıranu manganate ho (MnSO4 . H2O)
 439,8 mg heptahydra tu sıranu zinecnate ho (ZnSO4 . 7H2O).

Po rozpustýnı solı se banka doplnı vodou po rysku a roztok  se promıcha .
Standardnı roztok obsahuje 100 Žg uvedenych prvku  v 1 ml.

K prıpravý standardnıho roztoku se mohou pouzıt take   obchodnı standardy
s deklarovanou (ovýrenou) koncentracı  prvku.

3.8   Pracovnı standardnı roztoky mýdi, zeleza, manganu a zinku

Prıprava: Do odmýrne  na 100 ml se odpipetuje 20 ml  standardnıho roztoku (3.7), doplnı
se vodou po rysku a  promıcha .

Pracovnı standardnı roztok obsahuje 20 Žg uvedenych prvku   v 1 ml.

Pracovnı standardnı roztoky se pripravujı vzdy cerstve

3.9   Standardnı roztoky vapnıku, draslıku, horcıku a sodıku  Prıprava: Do odmýrne  banky
 1000 ml se navazı:

          1,907 g chloridu draselne ho (KCl)

 2,028 g heptahydra tu sıranu horecnate ho (MgSO4 . 7H2O)

 2,542 g chloridu sodne ho (NaCl)

Do kadinky se navazı 2,497 g uhlicitanu vapenate ho (CaCO3),  prida  se pomalu 50 ml
 kyseliny chlorovodıkove  (3.3)  a po skoncenı vyvoje kyslicnıku uhlicite ho se roztok

 povarı 5 minut na topne  desce. Po vychlazenı se roztok prevede do  odmýrne  banky
s navazenymi solemi draslıku, horcıku a  sodıku. Az se soli rozpustı, se banka doplnı
kyselinou chlorovodıkovou (3.4) po rysku a roztok se promıcha .

Standardnı roztok obsahuje 1 mg vapnıku, draslıku a sodıku  a 200 Žg horcıku v 1 ml.
K prıpravý standardnıho roztoku se mohou pouzıt take   obchodnı standardy
 s deklarovanou (ovýrenou) koncentracı  prvku.

3.10   Pracovnı standardnı roztoky vapnıku, draslıku, horcıku  a sodıku

Prıprava: Do odmýrne  na 250 ml se odpipetuje 25 ml  standardnıho roztoku (3.9), doplnı
 se kyselinou chlorovodıkovou (3.4) po rysku a promıcha .

Pracovnı standardnı roztok obsahuje 100 Žg vapnıku,  draslıku a sodıku a 20 Žg horcıku
 v 1 ml.

Pracovnı standardnı roztoky jsou sta le  jeden tyden a  skladujı se v polyetyle novych
 lahvıch.

3.11   Lanthanocesiovy slepy roztok

Prıprava: Do odmýrne  banky 100 ml se odmýrı 5 ml roztoku  dusicnanu lanthanite ho
(3.5), 5 ml roztoku chloridu  cesne ho, 5 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.3),

 doplnı se vodou po rysku a promıcha .

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Veskere  odmýrne  nadobı (vcetný pipet), ktere  se pouzije pri  prıpravý kalibracnıch
 roztoku  se musı pred pouzitım oplachnout kyselinou chlorovodıkovou (3.4)
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4.2   Platinove , kremıkove  nebo porcelanove  spalovacı kelımky  (hornı pru mýr 4 - 6 cm,
  spodnı  pru mýr 2 - 2,5 cm, vyska asi  5 cm) predem vyvarene  v kyseliný chlorovodıkove

 (3.3)

4.3   Elektricka  muflova  pec s automatickou kontrolou teploty  a zaznamem

4.4   Sklenýne  nadobı, borosilika tove , pred pouzitım vyvarene  v kyseliný chlorovodıkove  (3.3)

4.5   Elektricka  topna  deska nebo plynovy kahan

4.6   Vodnı lazen s moznostı regulace 95 ť 2 ČC

4.7   Atomovy absorpcnı spektrometr, vhodny pro mýrenı pri  uvedenych vlnovych de lkach,
  vybaveny plamenem vzduch-acetylen  a moznostı korekce pozadı

5.   Postup

5.1   Zjistýnı prıtomnosti organicke  hmoty

Lzicka se vzorkem se vlozı do plamene - pokud dojde k tanı, vzorek organickou hmotu
neobsahuje, pokud dojde ke zmýný barvy a tanı se neobjevı, vzorek organickou hmotu
obsahuje.

5.2   Spalovanı a prıprava roztoku pro analyzu

Do spalovacıho kelımku (4.2) se podle predpokladane ho obsahu prvku  navazı 1 - 5 g vzorku,
s presnostı 0,001 g.

Pokud vzorek obsahuje organickou hmotu postupuje se podle odstavce 5.2.1.

Pokud vzorek neobsahuje temýr  zadnou nebo zadnou organickou hmotu, postupuje se podle
odstavce 5.2.2.

5.2.1   Kelımek se vzorkem se zahrıva  na topne  desce nebo v plameni plynove ho kahanu az do
±plne ho zuhelnatýnı. Býhem zahrıvanı je nutno zabranit vzplanutı vzorku. Potom se kelımek
vlozı do muflove  pece (4.3), predehra te  15 minut na teplotu (550 ť 10) ČC a pri te to teplotý se
ponecha  3 hodin. Po vychladnutı se obsah kelımku ovhlcı 2 ml vody. Pokud jsou prıtomny
uhlıkate  castice, vysusı se kelımek na vodnı lazni (4.6) a spaluje se dalsı 2 hodiny pri teplotý
(550 ť 10) °C v muflove  peci (4.3). Znovu se necha  vychladnout a pridajı se 2 ml vody.

5.2.2   K obsahu kelımku se prida  pomalu a opatrný (mozny vyvoj kyslicnıku uhlicite ho) 10
ml kyseliny chlorovodıkove  (3.3). Potom se za sta le ho mıchanı pridava  po kapkach dalsı
kyselina chlorovodıkova  (3.3), dokud neustane pýnýnı. Roztok se obcasne ho mıchanı zahrıva
az do odparenı temýr  do sucha. Zbytek se rozpustı v 5 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.3) a
vznikly roztok se kvantitativný prevede do odmýrne  banky o objemu 100 ml. Po vychladnutı
se doplnı vodou po rysku.

5.3   Slepy pokus

Pro kazdou mýrenou se rii se pripravı slepy pokus (roztok) tak, ze se provedou operace 5.2,
5.2.1 a 5.2.2 s vyloucenım zkusebnıho vzorku.

5.4   Spektrometricke  stanovenı mýdi, zeleza, manganu a zinku

5.4.1   Podmınky mýrenı
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Atomovy absorpcnı spektrometr se nastavı podle instrukcı vyrobce, optimalizuje se pro
mýrenı acetylem-vzduch. Mýrenı se provadı pri nasledujıcıch vlnovych de lkach:

    Mý°  (Cu)   :     324.8 nm

   Zelezo (Fe):       248.3 nm

     Mangan (Mn):   279.5 nm

 Zinek (Zn) :         213.8 nm

5.4.2   Prıprava kalibracnıch krivky

Z pracovnıho standardnıho roztoku (3.8) se pripravı naredýnım kyselinou chlorovodıkovou
(3.4) se rie kalibracnıch roztoku  s odpovıdajıcı koncentracı.

Zmýrı se absorbance kalibracnıch roztoku  proti kyseliný chlorovodıkove  (3.4) a sestrojı se
kalibracnı krivka namýrenych hodnot proti odpovıdajıcımu obsahu mýdi, zeleza, manganu a
zinku.

5.4.3   Mýrenı zkousene ho roztoku

Absorbance zkousene ho roztoku se mýrı za stejnych podmınek jako absorbance kalibracnıch
roztoku  proti slepemu pokusu resp. kyseliný chlorovodıkove  (3.4). Pokud je treba redı se
zkousene  roztoky  kyselinou chlorovodıkovou (3.4), aby se zıskala absorbance lezıcı v
linea rnı casti kalibracnı krivky.

5.5   Spektrometricke  stanovenı vapnıku, horcıku, draslıku a sodıku

5.5.1   Podmınky mýrenı

Atomovy absorpcnı spektrometr se nastavı podle instrukcı vyrobce, optimalizuje se pro
mýrenı acetylem-vzduch. Mýrenı se provadı pri nasledujıcıch vlnovych de lkach:

   Vapnık (Ca):        422,6 nm

 Horcık (Mg):       285,2 nm

Draslık (K):        766,5 nm

Sodık (Na) :        589,6 nm

5.5.2   Prıprava kalibracnıch krivky

Do odmýrnych banýk na 100 ml se odpipetuje 5 ml dusicnanu lanthanite ho (3.5), 5 ml
chloridu cesne ho (3.6), 5 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.3) a vhodny objem pracovnıho
standardnıho roztoku (3.10)  a doplnı se po rysku.

Zmýrı se absorbance kalibracnıch roztoku  proti lanthanocesiovemu slepemu roztoku (3.11) a
sestrojı se kalibracnı krivka namýrenych hodnot proti odpovıdajıcımu obsahu vapnıku,
horcıku, draslıku a sodıku.

5.5.3   Mýrenı zkousene ho roztoku

Do odmýrne  banky na 100 ml se odpipetuje 5 ml dusicnanu lanthanite ho (3.5), 5 ml chloridu
cesne ho (3.6), 5 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.3) a vhodny objem zkousene ho roztoku a
doplnı se po rysku.

Take  ke slepemu  pokusu se pridava  5 ml dusicnanu lanthanite ho (3.5), 5 ml chloridu cesne ho
(3.6), 5 ml kyseliny chlorovodıkove   (3.3) a doplnı se na 100 ml.
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Absorbance naredýne ho zkousene ho roztoku se mýrı za stejnych podmınek jako absorbance
naredýnych kalibracnıch roztoku  proti  slepemu pokusu, resp. lanthancesiovemu slepemu
roztoku (3.11). Pokud je treba redı se zkousene  roztoky  lanthanocesiovym slepym roztokem
(3.11), aby se zıskala absorbance lezıcı  v linea rnı casti kalibracnı krivky.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah jednotlivych prvku  v mg/kg nebo g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X C F
m

=
.

kde   C   je   koncentrace prıslusne ho prvku, odectena  z  kalibracnıho grafu v mg/l nebo g/l

        F        faktor redýnı

        m       hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se pri obsahu:

10 - 100 mg/kg s presnostı na 1 mg

100 mg/kg - 1 g/kg s presnostı na 10 mg

1 g/kg - 10 g/kg s presnostı na 100 mg

10 g/kg - 100 g/kg s presnostı na 1 g.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı
prekrocit:       pro vapnık, zelezo, draslık, horcık a mangan    0,11 .X mg/kg
                       pro mý° , sodık a zinek                                    0,15 .X mg/kg

kde   X   je    vysledek stanovenı.

Uvedena  opakovatelnost platı pro obsahy:     vapnıku od 1 000 - 300 000 mg/kg

 mýdi 15 - 15 000 mg/kg

 zelezo 2 000 - 30 000 mg/kg

 horcık 1 000 - 110 000 mg/kg

 mangan 15 - 15 000 mg/kg

 sodık 2 000 - 250 000 mg/kg

 zinek 25 - 15 000 mg/kg

8. Poznamky

8.1 Acetyle n je nebezpecna  horlavina, proto je treba pri jake koli manipulaci s nım dodrzovat
bezpecnostnı pravidla
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8.3 Stanovenı obsahu mýdi, zeleza, manganu a zinku
Metoda  EU uvedena  v Official Journal no. L 206, 29/7/78

1. U cel a rozsah
Postup specifikuje podmınky pro stanovenı mýdi, zeleza, manganu a zinku v krmivech a
premixech. Dolnı mez stanovitelnosti je pro  zelezo : 20 mg/kg

mý° 10 mg/kg

horcık 20 mg/kg

zinek 20 mg/kg

2. Princip
Vzorek se prevede do roztoku kyselinou chlorovodıkovou po destrukci organicke  hmoty,
pokud je prıtomna. Obsah mýdi, zeleza, manganu a zinku se stanovı po vhodnem naredýnı
metodou atomove  absorpcnı spektrometrie (AAS).

3. Chemikalie
U vodnı poznamka

Pro prıpravu chemika liı a reakcnıch a analytickych roztoku  se pouzıva  voda bez
stanovovanych kationtu , zıskana  bu°  dvojı destilacı v aparature z borosilika tove ho skla nebo
dvojitym pru chodem pred ionex. Chemika lie musı byt nejme ný analyticke  cistoty (p.a).
Neprıtomnost stanovovanych mikroelementu  musı byt ovýrovana slepym pokusem. Pokud je
to nezbytne , musı byt chemika lie precistýny.

Mısto da le popsanych standardnıch roztoku  mohou byt pouzıvany take  komercnı standardnı
roztoky. Mohou byt pouzıvany za predpokladu, ze majı deklarovane  obsahy a pred pouzitım
byly zkontrolovany.

3.1 Kyselina chlorovodıkova , ρ = 1,19

3.2 Kyseliny chlorovodıkova , roztok 6 mol/l

3.3 Kyselina chlorovodıkova , roztok 0,5 mol/l

3.4 Kyselina fluorovodıkova , roztok 38 „ 40% (v/v) s obsahem zeleza pod 10 mg/l
(vyjadreno jako sıran)

3.5 Kyselina sırova , ρ = 1,84

3.6 Peroxid vodıku (asi 100 objemu  kyslıku = 30% hmotnostnıch)

3.7 Zelezo, standardnı roztok 1 000 µg Fe / ml, pripraveny takto :

1 g zelezne ho dra tu se rozpustı v 200 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.2), prida  se 16 ml
peroxidu vodıku (3.6) a objem se upravı vodou na 1000 ml.

3.7.1 Zelezo, pracovnı standardnı roztok 100 µg/ml, pripraveny zredýnım standardnıho
roztoku (3.7) 1+9 vodou
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3.8 Mý° , standardnı roztok  1 000 µg Cu / ml, pripraveny takto :

1 g praskove  mýdi se rozpustı v 25 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.2), prida  se 5 ml
peroxidu vodıku (3.6) a objem se upravı vodou na 1000 ml.

3.8.1 Mý° , pracovnı standardnı roztok 10 µg/ml, pripraveny dvojnasobnym zredýnım
standardnıho roztoku (3.8) 1+9 vodou

3.9 Horcık, standardnı roztok  1 000 µg Mg / ml, pripraveny takto :

1 g praskove ho horcıku se rozpustı v 25 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.2) a objem se
upravı vodou na 1000 ml.

3.9.1 Horcık, pracovnı standardnı roztok 10 µg/ml, pripraveny dvojnasobnym zredýnım
standardnıho roztoku (3.8) 1+9 vodou

3.10 Zinek, standardnı roztok  1 000 µg Zn / ml, pripraveny takto :

1 g lıstku  nebo prouzku  kovove ho zinku se rozpustı v 25 ml kyseliny chlorovodıkove
(3.2) a objem se upravı vodou na 1000 ml.

3.10.1 Zinek, pracovnı standardnı roztok 10 µg/ml, pripraveny dvojnasobnym zredýnım
standardnıho roztoku (3.8) 1+9 vodou

3.11 Chlorid lanthanity, roztok pripraveny takto :

12 g oxidu lantanite ho se rozpustı v 150 ml vody, prida  se 100 ml kyseliny
chlorovodıkove  (3.2) a objem se upravı vodou na  1000 ml.

4. Pr ıstroje

4.1 Muflova  pec s teplotnı regulacı a zaznamem

4.2 Sklenýne  nadobı z odolne ho borosilika tove ho skla, doporucuje se pouzıvat pouze pro
stanovenı mikroelementu  (poznamka 10.1)

4.3 Spalovacı kelımky platinove  nebo kremenne

4.4 Atomovy absorpcnı spektrometr, vyhovujıcı pozadavku m metody na citlivost a
presnost v pouzitem rozsahu

5. Postup

5.1 Vzorky, obsahujıcı organickou hmotu

5.1.1 Spalovanı a prıprava roztoku pro analyzu

Do platinove ho nebo kremenne ho spalovacıho kelımku (4.3) se navazı 5 az 10 g vzorku
s presnostı 0,2 mg (poznamka 10.2), vysusı se v susa rný pri 105 °C a potom se kelımek vlozı
do studene  muflove  pece (4.1). Pec se uzavre (poznamka 10.3) a teplota se postupný zvysuje
býhem 90 minut na 450 az 475 °C. Tato teplota se udrzuje 4 az 16 hodin (napr . pres noc), aby
se odstranila karbonizovatelna  hmota. Potom se pec otevre a kelımek se necha  vychladnout
(poznamka 10.4).

Kelımek se vyplachne celkem 5 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.1) do kadinky. Kyselina se
pridava  pomalu a opatrný (mu ze dochazet k uvolnovanı CO2). Da le se po kapkach pridava
kyselina chlorovodıkova  (3.1), dokud neustane pýnýnı. Odparı se do sucha za obcasne ho
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promıchanı sklenýnou tycinkou. Ke zbytku se prida  dalsıch 15 ml kyseliny chlorovodıkove
(3.2) a asi 120 ml vody. Promıcha  se sklenýnou tycinkou, ktera  musı zu stat v kadince, kadinka
se prikryje hodinovym sklem. Uvede se do mırne ho varu a varı se dokud se popel rozpoustı.

Roztok se zfiltruje pres bezpopelny filtr a filtra t se jıma  do 250 ml odmýrne  banky. Kadinka a
filtr se promyjı 5ml horke  kyseliny chlorovodıkove  (3.2) a dvakra t vrıcı vodou. Odmýrna
banka se doplnı vodou po znacku (vysledna  koncentrace kyseliny je asi 0,5 mol/l).

Pokud se na filtru objevı zbytky uhlıkatych castic, vlozı se filtr zpýt do pece a znovu se
spaluje pri 450 az 475 °C. Toto spalovanı, ktere  vyzaduje obvykle pouze nýkolik hodin (asi 3
az 4 hodiny), je dokonceno pokud ma  popel bılou nebo prevazný bılou barvu. Popel se
rozpustı asi ve 2 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.1), odparı se k suchu a prida  se 5 ml kyseliny
chlorovodıkove  (3.2). Povarı se a roztok se zfiltruje do odmýrne  banky a banka se doplnı po
znacku (vysledna  koncentrace kyseliny je asi 0,5 mol/l).

Zelena  krmiva (cerstva  nebo susena ) mohou obsahovat velke  mnozstvı kremicitanu , ktere
mohou vazat mikroelementy a musı byt pro odstanýny.

U krmiv s vysokym obsahem kremicitanu  se postupuje podle 5.1.1 az k filtraci. Promyty filtr
s nerozpustnym zbytkem se umıstı do spalovacıho kelımku (4.3). Spaluje se v muflove  peci
(4.1) pri teplotý pod 550 °C do ±plne ho vymizenı uhlıkatych castic. Necha  se vychladnout,
prida  se nýkolik kapek vody a 10 az 15 ml kyseliny fluorovodıkove  (3.4) a potom se odparı do
sucha. Prida  se 5 kapek kyseliny sırove  (3.5) a zahrıva  se dokud vznikajı bıle  dymy. Po
pridanı 5 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.2) a asi 30 ml vody se roztok povarı a opýt zfiltruje
do te ze 250 ml odmýrne  banky a doplnı vodou po znacku (koncentrace kyseliny je asi
0,5 mol/l). Da le se postupuje podle bodu 5.1.2.2.

5.1.2 Spektrofotometricke  stanovenı

5.1.2.1 Prıprava kalibracnıch roztoku

Pro kazdy stanovovany prvek se pripravujı kalibracnı roztoky z pracovnıch standardnıch
roztoku, uvedenych v bodech 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 a 3.10.1. Vysledna  koncentrace kyseliny
chlorovodıkove  v kalibracnıch roztocıch je asi 0,5 mol/l a (v prıpadý zeleze, horcıku a zinku)
konecna  koncentrace chloridu lantanite ho v kalibracnıch roztocıch je 0,1% (w/v). Koncentrace
kalibracnıch roztoku  musı lezet v rozsahu citlivosti pouzite ho spektrometru. Da le uvedena
tabulka je prıkladem obvyklych kalibracnıch rozsahu , ktere  vsak zavisı na citlivosti pouzite ho
prıstroje. Je mozne  pouzıt i jiny rozsah koncentracı.

Zelezo

µg 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. chlorovodıkova  (3.2) (ml) 7 7 7 7 7 7 7

Roztok chloridu lantanite ho
(3.11) (ml)

10 10 10 10 10 10 10

Do odmýrne  banky na 100 ml se odpipetujı  mnozstvı roztoku  podle uvedene  tabulky a doplnı
se vodou po znacku.

Mý°

µg Cu / ml 0 0,1 0,2 0,4 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. chlorovodıkova  (3.2) (ml) 8 8 8 8 8 8 8

Do odmýrne  banky na 100 ml se odpipetujı  mnozstvı roztoku  podle uvedene  tabulky a doplnı
se vodou po znacku.

Horcık

µg Mg / ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

prac.std.roztok (3.8.1) (ml) 0 1 2 4 6 8 10

Kys. chlorovodıkova  (3.2) (ml) 7 7 7 7 7 7 7

Roztok chloridu lantanite ho
(3.11) (ml)

10 10 10 10 10 10 10

Do odmýrne  banky na 100 ml se odpipetujı  mnozstvı roztoku  podle uvedene  tabulky a doplnı
se vodou po znacku.

Zinek

µg Zn / ml 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8

prac.std.roztok (3.10.1) (ml) 0 0,5 1 2 4 6 8

Kys. chlorovodıkova  (3.2) (ml) 7 7 7 7 7 7 7

Roztok chloridu lantanite ho
(3.11) (ml)

10 10 10 10 10 10 10

Do odmýrne  banky na 100 ml se odpipetujı  mnozstvı roztoku  podle uvedene  tabulky a doplnı
se vodou po znacku.

5.1.2.2 Prıprava roztoku  pro vlastnı stanovenı

Pro stanovenı mýdi se roztoky pripravene  podle bodu 5.1.1 mohou pouzıt prımo. Pokud je
nutne  upravit koncentraci podle rozsahu kalibracnı krivky, je mozne  odpipetovat alikvotnı
podıl do 100 ml odmýrne  banky a doplnit ji po znacku 0,5 mol/l kyselinou chlorovodıkovou
(3.3)

Pro stanovenı zeleza, manganu a zinku se odpipetuje alikvotnı podıl roztoku pripravene ho
podle 5.1.1 do 100 ml odmýrne  banky, prida  se 10 ml roztoku chloridu lantanite ho (3.11) a
doplnı se po znacku 0,5 mol/l kyselinou chlorovodıkovou (3.3) (poznamka 10.5).

5.1.2.3 Slepy pokus

Slepy pokus musı zahrnovat vsechny predepsane  kroky uvedene ho postupu s vyloucenım
navazky zkusebnıho vzorku.

Kalibracnı roztok “0ë nesmı byt pouzit jako slepy pokus.

5.1.2.4 Mýrenı atomove  absorpce

Kalibracnı roztoky a roztoky zkousenych vzorku  se mýrı v oxidacnım plameni kyslık -
acetyle n pri nasledujıcıc vlnovych de lkach :

Zelezo 248,3 nm

Mý° 324,8 nm
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Mangan 279,5 nm

Zinek 213,8 nm

Kazde  mýrenı se provadı ctyrikra t.

5.2 Minera lnı krmiva

Pokud zkouseny vzorek neobsahuje organickou hmotu, nenı spalovanı nutne . Postupuje se
podle druhe ho odstavce bodu 5.1.1. Take  odparovanı s kyselinou flourovodıkovou mu ze byt
vynechano.

6. Vy pocet
Koncentrace prvku v mýrenem roztoku se vypocte z kalibracnı krivky a vysledek se vyjadrı
jako mg stanovovane ho mikroprvku v kilogramu vzorku.

7. Opakovatelnost
Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri obsahu mýdi, 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. Mez stanovitelnosti
Mez stanovitelnosti  pro stanovenı zeleza je 20 mg/kg, pro stanovenı mýdi je 10 mg/kg, pro
stanovenı manganu je 20 mg/kg, pro stanovenı zinku je 20 mg/kg.

10. Poznamky

10.1 Pri stanovenı mikroelementu  je du lezite  zabranit riziku kontaminace, zejme na u zinku,
mýdi a zeleza. Z tohoto du vodu musı byt veskere  pomu cky pouzite  pri tomto stanovenı proste
týchto prvku . Aby se snızilo obecne  riziko kontaminace, je vhodne  pracovat v bezprasne
atmosfe re na ±zkostlivý cistem zarızenı a s pýclivý umytym sklenýnym nadobım. Na
kontaminaci z ru znych zdroju  (ze sklenýne ho nadobı, chemika liı, prachu a podobný) je
zejme na citlive  stanovenı zinku.

10.2 Navazka vzorku na spalovanı se vypocte podle predpokladane ho obsahu mikroprvku
v krmivu ve vztahu k citlivosti prıstroje. U nýkterych krmiv je vzhledem k nızkemu obsahu
prvku nutne  zvysit navazku na 10 „ 20 g a snızit konecny objem roztoku na 100 ml.

10.3 Spalovanı musı byt provadýno v uzavrene  peci bez vhanýnı vzduchu nebo kyslıku.
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10.4 Teplota na teplomýru pece nesmı prekrocit 475 °C.

10.5 Prıtomnost velke ho mnozstvı fosforecnanu  interferuje pri stanovenı zeleza, manganu a
zinku. Tato interference se koriguje pridanım roztoku chloridu lantanite ho (3.11). Pokud je

pomýr hmotnosti 
P

MgCa + >2 mu ze byt pridavanı roztoku chloridu lanthanite ho do

kalibracnıch roztoku  i do roztoku vzorku vynechano.
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9.1   Stanovene  volne , vazane  a celkove  kyselosti vodnıho  vyluhu

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı volne , vazane  i celkove  kyselosti vodnıho
vyluhu. Je pouzitelna  pro vsechna krmiva.

2.   Princip
Volna  kyselost vodnıho vyluhu se stanovı prımo alkalimetrickou titracı vodnıho vyluhu
vzorku do hodnoty pH = 8,5 nebo na indika tor fenolftalein.

Vazana  kyselost vodnıho vyluhu se stanovı po uvolnýnı vazeb vnitrnı neutralizace
formaldehydem alkalimetrickou titracı do hodnoty pH = 8,5 nebo na indika tor fenolftalein.

Celkova  kyselost vodnıho vyluhu se urcı souctem vysledku  volne  a vazane  kyselosti vodnıho
vyluhu.

3.   Chemikalie

3.1   Hydroxid draselny, odmýrny roztok c(KOH) = 0,1 mol/l nebo

3.2   Hydroxid sodny, odmýrny roztok c(NaOH) = 0,1 mol/l  (poznamka 8.1)

3.3   Formaldehyd, roztok 10 %

3.4   Thymol, pevny

3.5   Indika tor fenolftalein 0,1% v ethylalkoholu

3.6   Voda destilovana , zneutralizovana  na pH = 8,5 nebo na indika tor fenolftalein

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   pH metr vhodne  konstrukce s prıslusenstvım (elektrody)

4.2   Mıchacka elektromagneticka  s mıchadlem

5.   Postup

5.1   Volna  kyselost

Do kadinky na 400 ml se odvazı presný 10,00 g zkusebnıho vzorku, pipetou prida  presný
200 ml vody (3.6), obsah kadinky se promıcha  a necha  volný vyluhovat pri laboratornı teplotý
po dobu 30 minut. Býhem te to doby se obsah kadinky nejme ný 3kra t promıcha . Pak se obsah
kadinky filtruje suchym rıdkym filtrem do suche  kadinky (poznamka 8.2), pricemz prvnı podıl
filtra tu se nezachycuje .

Z tohoto filtra tu (supernatantu), ktery je mozno konzervovat zrnkem thymolu (3.4), se
odpipetuje 100 ml do kadinky na 250 ml, kadinka se umıstı na elektromagnetickou mıchacku
(4.2), vlozı mıchadlo a za studena se titruje odmýrnym roztokem hydroxidu draselne ho (3.1)
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(poznamka 8.1) do pH = 8,5 nebo do pravý vznikle ho cervenofialove ho zabarvenı indika toru
fenolftaleinu (3.5), ktere  vydrzı alespon 30 sekund (spotreba V1).

5.2   Vazana  kyselost
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9.2   Stanovenı kyselosti vodnıho vyluhu v mle cnych krmnych  smýsıch

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı kyselosti vodnıho vyluhu v mle cnych
krmnych smýsıch. Je pouzitelna  pro vsechny druhy i obsahy kyselosti.

2.   Princip
Kyselost vodnıho vyluhu se stanovı ve vodnım vyluhu vzorku prımo alkalimetrickou titracı na
indika tor fenolftalein pomocı urcenı bodu ekvivalence srovnavacım roztokem kobaltnate  soli.

3.   Chemikalie

3.1   Hydroxid sodny, odmýrny roztok c(NaOH) = 0,1 mol/l

3.2   Sıran kobaltnaty heptahydra t (CoSO4 .7 H2O), srovnavacı  roztok 50 g/l

3.3   Indika tor fenolftalein, roztok 20 g/l ethylalkoholu 96 %

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Trepacka vhodne  konstrukce

4.2   Mikrobyreta s dýlenım po 0,05 ml

5.   Postup
Do 200 ml odmýrne  banky (se sirokym hrdlem) se odvazı asi 5 g zkusebnıho vzorku
s presnostı nejme ný na 0,001 g, vzorek se nejprve rozmıcha  s malym mnozstvım vody tak, aby
se netvorily hrudky, prida  se asi 100 ml vody a umıstı na trepacku (4.1) (poznamka 8.1), po
uza tkovanı banky se protrepava  10 minut, potom se sejme, doplnı vodou po rysku a promıcha .
Obsah se filtruje (poznamka 8.2) suchym stredný hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz
prvnı podıl filtra tu se nezachycuje .

Z tohoto filtra tu se odpipetuje do dvou titracnıch banýk po 50 ml, do jedne  z nich se prida
1 ml roztoku sıranu kobaltnate ho (3.2) (srovnavacı roztok), do druhe  2 ml indika toru
fenolftaleinu  (3.3) a ihned se titruje odmýrnym roztokem hydroxidu sodne ho (3.1) do pravý
vznikle ho zabarvenı, jake  ma  srovnavacı roztok, ktere  potrva  alespon 30 sekund.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
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 Kyselost vodnıho vyluhu v mmol/kg (X) nebo ve stupnıch °SH (Y) (poznamka 8.3) se
vypocıta  podle vzorce:

X V C
m

=
1000. .

Y V C
m

=
1000

2 5
. .

, .

kde    V   je    spotreba odmýrne ho roztoku hydroxidu sodne ho v ml

          C         presna  koncentrace odmýrne ho roztoku hydroxidu sodne ho v mol/l;

          m        hmotnost navazky alikvotnıho podılu zkusebnıho vzorku v g

Prepocet: °SH = 2,5 mmol/l

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cela  cısla.

7.   Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Vyluh je mozne  pripravit bez vytrepavanı na trepacce, jen  s obcasnym zamıchanım, ale
v tomto prıpadý po dobu 30 minut.

8.2   Filtrace potrebne ho mnozstvı by nemýla trvat de le nez  10 minut. Jinymi zpu soby
oddýlenı pevne ho podılu je nechat  tento usadit nebo jej odstredit a pipetovat peclivý potrebny
podıl, aby se nezvırila hladina.

8.3   V nýkterych soucasnych normach nebo predpisech se uvadı namısto jednotky "°SH"
jednotka "2,5 mmol/kg", ktera  je zcela  ekvivalentnı.
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Ke ztitrovanemu roztoku, podle 5.1, se prida  5 ml roztoku formaldehydu (3.3), týsný pred
pouzitım zneutralizovane ho na pH = 8,5 nebo na indika tor fenolftalein, pricemz pH
titrovane ho roztoku se snızı resp. dojde k odbarvenı roztoku.

Z opýt naplnýne  byrety se titruje odmýrnym roztokem hydroxidu draselne ho (3.1) (poznamka
8.1) do hodnoty pH = 8,5 nebo do pravý vznikle ho cervenofialove ho zbarvenı indika toru,
ktere  vydrzı alespon 30 sekund (spotreba V2).

Obý stanovenı musı byt provedena býhem 30 minut, pri konzervaci vyluhu thymolem tentyz
den.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1   Volna  kyselost vodnıho vyluhu v mg KOH/100 g vzorku (X) nebo v mmol/kg vzorku (Y)
se vypocıta  podle vzorce:

X V C
m

=
5611 1. .

Y V C
m

=
1000 1. .

6.2   Vazana  kyselost vodnıho vyluhu v mg KOH/100 g vzorku (X1) nebo v mmol/kg vzorku
(Y1) se vypocıta  podle vzorce:

X V C
m1

25611
=

. .

Y V C
m1

21000
=

. .

6.3   Celkova  kyselost vodnıho vyluhu v mg KOH/100 g (Z) nebo v mmol/kg vzorku (Z1) se
vypocıta  podle vzorce:

Z X X
Z Y Y

= +
= +

1

1 1

kde   V1    je    spotreba odmýrne ho roztoku hydroxidu draselne ho  (sodne ho) pri postupu
 podle 5.1 v ml

         V2             spotreba odmýrne ho roztoku hydroxidu draselne ho  (sodne ho) pri  postupu
 podle 5.2 v ml

         T  presna  koncentrace odmýrne ho roztoku hydroxidu draselne ho (sodne ho) mol/l

         m  hmotnost navazky alikvotnıho podılu zkusebnıho  vzorku v g (podle presný
 dodrzene  popsane  metodiky je to  polovina navazky zkusebnıho vzorku)

Prepocet:
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mgKOH gvzorku mmol kgvzorku

mmol kgvzorku mgKOH gvzorku
/ / . ,

/ /
,

100 5 611
100

5 611

=

=

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se na cele  jednotky.

7.   Opakovatelnost
Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pro vsechny obsahy 15 % relat.

8.   Poznamky

8.1   Pro titraci je mozno pouzıt i odmýrne ho roztoku hydroxidu  sodne ho, avsak vyjadrenı je
vzdy v mg KOH, resp. v mmol/kg

8.2   Pro obtızný filtrovatelna  krmiva nebo krmiva, jejichz castice se nezachytı filtracı, je
mozno oddýlit vyluh odstredýnım.
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10.1   Stanovenı kyseliny kyanovodıkove
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal of the European
Communities no. L 155, 12/07/71

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı kyseliny kyanovodıkove  volne
i vazane  v glukosinola tech v krmivech, zejme na v lnýnem semeni, maniokove  mouce a
v nýkterych druzıch bobu .

2.   Princip
 Vzorek se rozmıcha  ve vodý, kyselina kyanovodıkova  se uvolnı enzymaticky a vodnı parou
se predestiluje do okyselene ho roztoku dusicnanu strıbrne ho. Vznikly kyanid strıbrny se
oddýlı filtracı a zbyly dusicnan strıbrny se stanovı titracný thiokyanatanem amonnym.

3.   Chemikalie

3.1   Suspense sladkych mandlı

 Prıprava: 20 oloupanych mandlı se rozdrtı a rozmıcha  ve  100 ml vody 37 - 40 °C teple .
 Provede se ovýrenı, ze 10 ml  suspense neobsahuje zadnou kyselinu kyanovodıkovou,
 bu°  pomocı pikra tove ho papırku nebo se provede slepy pokus podle  zavýru odstavce 5.

3.2   Octan sodny, roztok 10% zneutralizovany na indika tor fenolftalein

3.3   Odpýnovacı emulze (napr . silikonovy olej)

3.4   Kyselina dusicna  HNO3, koncentrovana  (h=1,4 g/cm3)

3.5   Dusicnan strıbrny, odmýrny roztok c(AgNO3) = 0,02 mol/l

 Prıprava: 3,3978 g dusicnanu strıbrne ho, predem vysusene ho  2 hod pri teplotý 150 °C a
 ochlazene ho v exsika toru, se odvazı do odmýrne  banky na 1 000 ml,  rozpustı ve vodý,
 doplnı  vodou po rysku a promıcha .

3.6   Thiokyanatan amonny, odmýrny roztok c(NH4SCN) = 0,02 mol/l

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odvazı 1,5224 g  thiokyanatanu  amonne ho
 (NH4SCN), rozpustı ve vodý, doplnı  vodou po rysku a promıcha .

3.7   Sıran zelezitoamonny dodekahydra t [FeNH4(SO4)2].12 H2O, nasyceny roztok

3.8   Amoniak (h=0,91 g/cm3), roztok 10%

4.   Pr ıstroje a pomu cky
4.1   Termostat s regulacı teploty
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4.2   Destilacnı prıstroj na prehanýnı vodnı parou spojeny  s chladicem se zahnutym
 pripojenym kusem

4.3   Banka destilacnı 1000 ml s plochym dnem s kulatou sklenýnou  za tkou

4.4   Olejova  lazen

5.   Postup
 Do destilacnı banky (4.3) se navazı asi 20 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný 0,005 g,
prida  se 50 ml vody a 10 ml suspense sladkych mandlı (3.1). Banka se zaza tkuje a umıstı se na
16 hodin do termostatu (4.1) vyhra te ho na 38 °C. Po vyjmutı se banka ochladı, prida  se 80 ml
vody, 10 ml roztoku octanu sodne ho (3.2) a kapka odpýnovacı emulze (3.3).

 Banka se pripojı k destilacnımu prıstroji (4.2) a upevnı se do olejove  lazný (4.4) predem
vyhra te  na teplotu mırný nad 100 °C. Vydestiluje se 200 - 300 ml pri du kladnem prohanýnı
proudem vodnı pa ry a mırnem zahrıvanı olejovou laznı. Destila t se jıma  do 50 ml odmýrne ho
roztoku dusicnanu strıbrne ho (3.5) s 1 ml kyseliny dusicne  (3.4) v kuzelove  bance chranýne
pred svýtlem, pricemz konec chladice musı byt ponoren do jımacıho roztoku.

 Potom se obsah kuzelove  banky prevede kvantitativný do 500 ml odmýrne  banky, doplnı po
rysku vodou, promıcha  a filtruje suchym filtrem strednı hustoty do suche  kadinky, pricemz se
prvnı podıl filtra tu nezachycuje. (poznamka 8.1). Do titracnı banky se odpipetuje 250 ml
filtra tu, prida  se asi 1 ml roztoku sıranu zelezitoamonne ho (3.7) a prebytek odmýrne ho
roztoku dusicnanu strıbrne ho se stanovı titracı odmýrnym roztokem thiokyanatanu amonne ho
(3.6).

 Slepy pokus mu ze byt proveden, pokud je treba, podle stejne ho postupu, ale bez vlastnıho
vzorku.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah kyseliny kyanovodıkove  v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

 X C V C V
m

=
−54 06 1 1 2 2, .( . . )

kde    V1   je   alikvotnı objem  odmýrne ho roztoku dusicnanu strıbrne ho v ml

 V2        spotreba odmýrne ho roztoku thiokyanatanu amonne ho v ml

 C1            presna  koncentrace odmýrne ho roztoku dusicnanu strıbrne ho v mol/l

          C2        presna  koncentrace odmýrne ho roztoku thiokyanatanu  amonne ho v mol/l

          m        hmotnost navazky alikvotnıho podılu zkusebnıho vzorku v g

1 ml odmýrne ho roztoku dusicnanu strıbrne ho (3.5) odpovıda  0,54 mg kyseliny
kyanovodıkove  (HCN)

 Od obsahu kyseliny kyanovodıkove  ve vzorku se musı odecıst hodnota slepe ho pokusu
(pokud byl provadýn).
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 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se v g/kg s presnostı na jedno desetinne
mısto.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Pokud vzorek obsahuje velke  mnozstvı sıranu  (napr . fazole)  dochazı k tvorbý
nerozpustne ho sıranu strıbrne ho, ktery je  odfiltrovan spolecný s kyanidem strıbrnym a tım
dochazı ke  ztra tý odmýrne ho roztoku dusicnanu strıbrne ho (3.5).

 V takovem prıpadý se postupuje takto:

 Na srazeninu na filtru se pu sobı 50 ml roztoku amoniaku  (3.8), aby se rozpustil kyanid
strıbrny. Da le se filtr  promyje zredýnym amoniakem a ve filtra tu se stanovı obsah  strıbra a
prepocte se na dusicnan strıbrny (3.5).

 Obsah kyseliny kyanovodıkove  ve vzorku mu ze byt take  stanoven titracı okyselene ho
amoniaka lnıho filtra tu kyselinou  dusicnou.
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10.4   Stanovenı obsahu glukosinola tu  v repce

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı nejdu lezitýjsıch glukosinola tu  v semeni
repky.

2.   Princip
Glukosinola ty se extrahujı vrelou vodou z extrahovane ho repkove ho srotu za soucasne
inaktivace myrosinazy. Odparek extraktu se silyluje smýsı hexamethyldisilazanu a
trimethylchlorsilanu v prostredı pyridinu a silylovane  glukosinola ty se stanovı metodou
plynove  chromatografie.

3.   Chemikalie

3.1   Petrolether, obsahujıcı prevazný uhlovodıky se sesti atomy  uhlıku, ze kterych
 me ný nez 5 % destiluje pod 50 °C a vıce  nez 95 % mezi 50 °C az 70 °C,

  o bromovem cısle mensım nez  1 a zbytkem po odparenı nejvyse 2 mg/100 ml
  (poznamka 8.1)

3.2   Pyridin bezvody, predestilovany

3.3   Sinigrin ( Kalium myronat - napr . Serva kat.c. 35150 ) roztok 500 mg/100 ml

3.4   Hexamethyldisilazan pro plyn.chromatografii (da le jen HMDS)

3.5   Trimethylchlorsilan pro plyn.chromatografii (da le jen TMCS)

3.6   Dusık za rovka rensky

3.7   3% OV - 1 On Chromosorb W - HP 80/100 mesh

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Prıstroj extrakcnı podle Soxhleta, nejme ný s 10 refluxnımi  cykly za 1 hod nebo
 podle Twisselmanna s pru tokem nejme ný 10 ml za min. nebo automaticky

  extrakcnı prıstroj Soxtec (poznamka 8.1)

4.2   Plynovy chromatograf s prıslusenstvım

4.3   Susa rna elektricka  s odvýtravanım a automaticky regulovatelnou teplotou

4.4   Odstredivka ( zkumavkova  )

4.5   Vysokoobra tkovy mlynek ( trıstivy )

4.6   Silylacnı ampule

5.   Postup



188

5.1   Prıprava vzorku

Jestlize je vzorek semene repky vlhcı nez 7% je nutno jej vysusit pres noc v susa rný pri
teplotý 45 °C. Suchy vzorek semene se rozemele na trıstivem mlynku (4.5) tak, aby nejme ný
50% vzorku proslo sıtem s oky 0,2 mm.

5.2   Extrakce

5 - 10 g srotu repky se nasype do extrakcnı patrony a extrahuje petroletherem (3.1) po dobu
3 hodin. Vyextrahovany repkovy srot (repkova  mouka) se necha  volný vysusit na vzduchu
v digestori pres noc.

Do odstredivkove  zkumavky se navazı 100 mg odtucnýne ho repkove ho srotu a zkumavka se
vlozı do vodnı lazný teple  95 °C. Po jedne  minutý se do zkumavky prida  1 ml varıcı vody
(poznamka 8.2) a zkumavka se volný uzavre za tkou. Po dalsıch 2 minutach se do zkumavky
prida  1 ml vnitrnıho standardu sinigrinu (3.3) a extrahuje se dalsıch 25 minut. Potom se
zkumavka ochladı na laboratornı teplotu a odstredı (4.4) po dobu 3 minut pri 5000 -
6000 ot./min. Z cire ho extraktu se odpipetuje 0,5 ml do konicke  silylacnı ampule (4.6) a
odparı se do sucha pri 95 °C  proudem vzduchu. Dosusı se 20 minut v susa rný (4.3) pri teplotý
103 ť 2 °C.

5.3   Derivatizace

Do silylacnı ampule (4.6) s odparkem se prida  smýs 1 ml pyridinu (3.2), 0,4 ml HMDS (3.4) a
0,2 ml TMCS (3.5) a ampule se uzavre. Silyluje se nejme ný 120 min pri teplotý 120 °C
(poznamka 8.3) .

Po skoncenı silylace se zkumavka ochladı a po otevrenı se obsah rychle prelije do
odstredivkove  zkumavky a zaza tkuje. Odstre° uje se pri 6 000 ot/min po dobu 7 minut.
Vzorek se opatrný dekantuje do vzorkovnice k nastriku na chromatografickou kolonu.

5.4   Vlastnı proveden plynove  chromatografie

Obsah glukosinola tu  se stanovı metodou plynove  chromatografie podle navodu ke
konkre tnımu plynovemu chromatografu (4.2) a za podmınek, odpovıdajıcım pouzite  koloný

Kolona : Chromosorb W - HP - 80/100 mesh, 3% OV - 1

Dusık (3.6): 40 ml / min.

Vodık (3.8): 40 ml / min.

Vzduch : 400 ml / min.

Teplota : termostatu kolon : 232 °C ( isotherm. )

  nastrikove  komory : 270 °C

  detektoru : 290 °C

Nastrik : 1 - 3 Žl

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah glukosinola tu  v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X m P
P m

v

s

= 1

0

1000. .
.
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kde   m 1    je   navazka vnitrnıho standardu v mg

        Pv          soucet ploch jednotlivych glukosinola tu  ve vzorku

        Ps          ploch pıku vnitrnıho standardu

        m0          hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v mg

Pro prepocet obsahu glukosinola tu  v % na obsah glukosinola tu  v Žmol platı vzorec:

GSL mol GSL( ) , . (%)µ = 24 08

Znecistýnı semeny horcice se na chromatogramu projevı pıkem allylsinola tu a
4-hydroxybenzyl sinola tu. Prıtomnost allyl sinola tu se zjistı z nastriku vzorku bez pridanı
vnitrnıho standardu (sinigrin = allylsinola t). Pri vyhodnocenı vzorku s pridanym vnitrnım
standardem se musı od plochy pıku allyl sinola tu (vnitrnı standard + prıspývek znecistýnı)
odecıst plocha dana  znecistýnım.

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınky opakovatelnosti a vyjadruje se v g/kg s presnostı na cele  jednotky.

7.   Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Petrolether a vodık jsou nebezpecnymi horlavinami  I.trıdy a proto pri jake koli
manipulaci s nimi je nutne   dodrzovat bezpecnostnı pravidla.

8.2   Prıdavek 1 ml varıcı vody ke srotu ve zkumavce se provede  tak, aby nedoslo k ochlazenı
obsahu zkumavky pod 95  °C  a aby doslo k dokonalemu smocenı srotu ve vodý.

8.3   Silylacnı cinidlo je nutno pridavat jen k jednomu vzorku  casový tak, aby byla minima lný
vystavena atmosfe ricke   vlhkosti.
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10.5   Stanovenı obsahu 5-vinyl-2-thiooxazolidonu (goitrinu)

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı obsahu vinylthiooxazolidonu (da le jen
VOT) v krmivech.

Metoda stanovenı VOT je pouzitelna  pro obsahy od 200 mg/kg.

2.   Princip
Ze vzorku krmiva je enzymaticky uvolnýn 2-hydroxy-3-butenyl-isothiokyana t, ze ktere ho
vznika  VOT a ten se stanovı metodou plynove  nebo vysokotlake  kapalinove  chromatografie.

3.   Chemikalie

3.1   Petrolether, bod varu 40 - 60 ČC, bromove  cıslo nizsı nez 1 (poznamka 8.1)

3.2   Chloroform

3.3   Kyselina citronova  monohydra t, roztok 2,1 g/100 ml

3.4   Hydrogenfosforecnan disodny dodekahydra t (Na2HPO4 . 12H2O),  roztok 35,8 g/500 ml

3.5   Tlumivy roztok pH 7

 Prıprava: Smıcha  se 82,4 ml roztoku hydrogenfosforecnanu  disodne ho (3.4) a 17,6 ml
 roztoku kyseliny citronove  (3.3)

3.6   Bıla  horcice (Sinapis alba), nerozdrcena  semena, ne starsı  nez 2 roky

 Prıprava: Semena se pred pouzitım jemný umelou a extrahujı  se za studena
petroletherem  (3.1). Preparovana  mleta   horcice musı obsahovat aktivnı thioglukosidasu
(myrosinasu)  a  nesmı obsahovat vıce nez 500 mg VOT/kg

3.7   VOT, standardnı la tka

3.8   VOT, standardnı roztok

 Prıprava: Do 50 ml odmýrne  banky se navazı 25 mg VOT (3.7) s  presnostı nejme ný
 0,001 g a rozpustı se v chloroformu  (3.2). Banka se doplnı chloroformem po rysku a
 promıcha .

 1 ml tohoto roztoku obsahuje 500 Žg VOT

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Laboratornı mlynek nebo mixe r, vhodne  konstrukce

4.2   Vodnı lazen, nastavitelna  na 45 ČC

4.3   Odstredivka laboratornı s prıslusenstvım (kyvety o obsahu  100 ml, uzavıratelne  za tkou)
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4.4   Plynovy chromatograf s plamenoionizacnım detektorem. Nasledujıcı podmınky mohou
  slouzit jako vodıtko

4.4.1   Sloupec: sklenýny s vnitrnım pru mýrem 2-6 mm, de lka 1,5 -  2.5 m

4.4.2   Nosny materia l: vyprany v kyseliný a silanisovany - napr .  Gas Chrom Q nebo 
 Diatomine CLQ, zrnitost 80 - 100 mesh  (150-190 Žm) a 100-120 mesh (125-150 Žm)
 (poznamka 8.3)

4.4.3   Staciona rnı faze: 5% OV 17 (poznamka 8.2)

4.4.4   Teplota sloupce: 160-175 ČC

4.4.5   Nastrikovy blok: prımy nastrik do sloupce

4.4.6   Detektor: minima lný 20 ČC nad teplotou sloupce

4.4.7   Nosny plyn: dusık, pru tok 30 ml/min

4.5   Vysokotlaky kapalinovy chromatograf

4.5.1   Sloupec: nerezova  ocel, vnitrnı pru mýr 4,6 mm, de lka  15 cm

4.5.2   Napln sloupce: kremenny gel, pru mýrna  velikost castic 5Žm  napr . Partisil 5,
Lichrosorb  SI 60 nebo Spherisorb 5  (poznamka 8.4)

4.5.3   Mobilnı faze: smýs 2,2,4-trimethylpentan-ethylalkohol  4 + 1, rychlost pru toku
1 ml/min

4.5.4   Detektor: UV, pracovnı rozsah 255 nm

5.   Postup

5.1   Prıprava vzorku

Cast vzorku se semele tak, aby prosla beze zbytku pres sıto 1 mm a aby pri mletı nedoslo
k zahra tı vzorku. Stanovenı se musı prove st ihned po semletı.

5.2   Prıprava extraktu

Do odstre° ovacı kyvety (4.3) se navazı asi 2 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný 0,005
g. Pokud vzorek obsahuje vıce nez 50 g/kg tuku se prida  25 ml petroletheru (3.1), trepe se asi
2-3 minuty, odstredı se a vrchnı vrstva se odlije. Prida  se dalsıch 25 ml petroletheru,
rozmıcha , protrepe opýt 2-3 minuty a znovu odstredı, vrchnı vrstva se odlije a zbyle
rozpoustýdlo se odstranı proudem vzduchu. K odtucnýnemu vzorku (nebo pu vodnımu s
obsahem tuku nizsım nez 50 g/kg) v kyvetý se prida  15 ml tlumive ho roztoku (3.5) a 0,2 g bıle
horcice (3.6) navazene  s presnostı nejme ný 0,01 g. Kyveta se uzavre za tkou a du kladný se
protrepe. Potom se kyveta vlozı na 90 minut do vodnı lazný vyhra te  na 45 ČC (4.2).

Po te to dobý se kyveta vyjme a necha  vychladnout. Pipetou se do kyvety prida  40 ml
chloroformu (3.2), kyveta se dobre uzavre a obsah se protrepava  2 minuty. Kyveta se vlozı do
odstredivky (4.3) a odstre° uje se tak dlouho, az je kapalina nad sedimentem zcela cira . Cast
chloroformove  vrstvy se odebere do vysusene , dobre uzavıratelne  reagencnı lahvicky a
pouzije se da le k chromatograficke  analyze, ktera  se provede bezprostredný.
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5.3   Vlastnı stanovenı

5.3.1   Plynova  chromatografie

Do chromatografu se nastrıkne 5 Žl extraktu, zıskane ho podle odstavce 5.2 a porıdı se
chromatograficky zaznam. Zmýrı se plocha pıku VOT a koncentrace VOT v Žg/ml v extraktu
se stanovı pomocı kalibracnıho grafu.

5.3.2   Vysokotlaka  kapalinova  chromatografie

Na sloupec se nanesou 4Žl extraktu, zıskane ho podle odstavce 5.2 a porıdı se
chromatograficky zaznam. Zmýrı se plocha pıku VOT a koncentrace VOT v Žg/ml v extraktu
se stanovı pomocı kalibracnıho grafu.

5.4   Kalibracnı graf

5.4.1   Plynova  chromatografie

Do sady odmýrnych banýk na 25 ml se napipetuje 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 a 8,0 ml standardnıho
roztoku VOT (3.8), banky se doplnı po rysku chloroformem (3.2) a promıchajı. Tyto
kalibracnı roztoky obsahujı 20,0; 40,0; 80,0; 120,0 a 160,0 Žg VOT/ml. Do plynove ho
chromatografu se nastrikuje vzdy 5Žl kazde ho standardu a mýrı se plochy pıku . Kalibracnı
graf se sestavı vynesenım ploch pıku  proti koncentracım standardu  VOT.

5.4.2   Vysokotlaka  kapalinova  chromatografie

Kalibracnı standardnı roztoky se pripravı podle odstavce 5.4.1 a na sloupec se nanesou 4Žl
z kazde ho z nich. Zmýrı se plochy pıku  a kalibracnı graf se sestavı vynesenım ploch pıku  proti
koncentracım standardu  VOT.

5.5   Slepy pokus

Provede se podle odstavce 5.2, avsak bez prıdavku zkousene ho vzorku. Pri vypoctu se
hodnota slepe ho pokusu odecte od vysledku stanovenı.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah VOT v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X C
m

=
40.

kde    C    je    koncentrace VOT v Žg/ml, zjistýna  z kalibracnıho grafu

         m           hmotnost navazky zkusebnıho  vzorku v g

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky mg /kg.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky
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8.1   Petrolether je nebezpecnou horlavinou 1.trıdy a proto pri  jake koli manipulaci s nım je
nutno dodrzet bezpecnostnı  pravidla.

8.2   Alternativnı staciona rnı faze pro plynovou chromatografii  je EGSS - X. Nýktera  krmiva
vsak davajı na tomto sloupci za  uvedenych podmınek rusive  pıky.

8.3   Retencnı cas pri stanovenı plynovou chromatografiı pri  165 ČC pri pouzitı sloupce:

 1) 5% OV 17 na Diatomit CLQ 80-100 mesh je pro VOT 9 minut

 2) 1% EGSS-X na Diatomit CLQ 80-100 mesh je pro VOT 8 minut

8.4   Retencnı cas pro stanovenı vysokotlakou kapalinovou chromatografiı pri pouzitı sloupce
Lichrosorb SI 60 je pro VOT  7,5 minuty
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10.6
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   Stanovenı obsahu kyseliny erukove

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı kyseliny erukove  ve vsech druzıch
rostlinnych tuku  a oleju  ru zne ho stupný cistýnı. Obsah kyseliny erukove  ( kyselin cis, trans-11
dokosenove  a cis,trans 13-dokosenove ) je vyjadren jako hmotnostnı podıl mastnych kyselin C
22 : 1 z cele ho spektra mastnych kyselin ve vzorku.

2.   Princip
Metoda je zalozena na prevedenı triacylglycerolu  mastnych kyselin na methylestery mastnych
kyselin a nasledujıcım kvantitativnım stanovenı pomocı plynove  chromatografie po jejich
rozdýlenı na staciona rnı pola rnı naplni.

3.    Chemikalie

3.1   Dusık za rovka rensky, cistoty 99,99 % nebo jiny inertnı plyn

3.2   Vodık elektrolyticky, cistoty 99,5 % (poznamka 8.1)

3.3   Tlakovy vzduch podle pozadavku  vyrobce chromatografu

3.4   Standardnı smýs methylesteru  mastnych kyselin nebo repkovy  olej o znamem slozenı
  mastnych kyselin jako referencnı  materia l

3.5   Methylalkohol (CH3OH) neobsahujıcı vıce nez 0,5% vody  (poznamka 8.1)

3.6   Petrolether, obsahujıcı prevazný uhlovodıky se sesti atomy  uhlıku, ze kterych me ný nez
  5 % destiluje pod 50 °C a vıce  nez 95 % mezi 50 °C az 70 °C, o bromovem cısle

 mensım nez  1 a zbytkem po odparenı nejvyse 2 mg/100 ml (poznamka 8.1)

3.7   Sıran sodny bezvody ( Na2SO4), pevny

3.8   Hydroxid draselny, methanolicky roztok c(KOH) = 1 mol/l

3.9   Hydroxid draselny, methanolicky roztok c(KOH) = 0,5 mol/l

3.10   Kyselina sırova  (H2SO4), koncentrovana  (h = 1,84 g/cm3)

3.11   Methylova  oranz, roztok 0,5% v methylalkoholu

3.12   Chlorid sodny, nasyceny vodny roztok

3.13   Methylalkohola t sodny, roztok

  Prıprava: 1 g sodıku se rozpustı ve 100 ml methylalkoholu  (3.5) a promıcha

3.14   Kyselina chlorovodıkova , methanolicky roztok

Prıprava: Plynny chlorovodık uvolnýny prikapavanım 37%  kyseliny chlorovodıkove  do
koncentrovane  kyseliny sırove   (3.10) se vysusı probublavanım kyselinou sırovou a jıma
se  do methylalkoholu (3.5) pres malou obracenou na levku,  ktera  se pravý dotyka
hladiny methylalkoholu. Methanolicky  roztok chlorovodıku je sta ly a lze jej uchovavat
ve tmý ve sklenýne  lahvi neomezenou dobu.
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 Mısto methanolicke ho roztoku chlorovodıku lze pouzıt methanolicky roztok kyseliny
  sırove  c (H2SO4) = 0,5 mol/l.  Esterifikaci je nutno v tomto prıpadý prodlouzit na

    30 min   a je vhodne  odfiltrovat vzniklou srazeninu, nebo pouzıt  magneticke ho
   mıchadla.

3.15   Methylova  cerven, ethanolicky roztok 10 g/l

3.16   Hexan (poznamka 8.1)

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Plynovy chromatograf s plamenoionizacnım detektorem

4.2   Chromatograficka  kolona, sklenýna  nebo kovova , de lky 2 az  3,5 m o vnitrnım pru mýru 2
 az 4 mm

 Napln kolony: nosic pro plynovou chromatografii kysele  prany a silanizovany, zrnýnı
 0,16 az 0,20 mm s 5 az 10%  zakotvene  pola rnı faze polyesterove ho typu (napr .
 diethylenglykol ester kyseliny jantarove , ethylenglykol ester kyseliny adipove ,
 ethylenglykol ester kyseliny jantarove ,  ester butandioljantara tu, kyanosilikon apod.)

4.3   Davkovac pro plynovou chromatografii na 1 Žl, dýlenı  minima lný po 0,2 Žl

4.4   Elektricky varic nebo pıskova  lazen,

4.5   Dýlicı na levky na 125 ml

4.6   Destilacnı banka na 100 ml

4.7   Vodnı lazen

5.   Postup

5.1   Prıprava methylesteru

Pro prıpravu methylesteru  mastnych kyselin se pouzije jeden ze trı alternativnıch postupu :

5.1.1 Methanolyza triacylglycerolu  v alkalickem prostredı (poznamka 8.2)

Navazı se 2 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný 0,001 g do destilacnı banky (4.6), prida
se 20 ml methylalkoholu (3.5), 0,25 ml methanolicke ho roztoku hydroxidu draselne ho (3.8) a
varny kamınek. Po promıchanı se banka umıstı pod zpýtny chladic a obsah se uvede k varu na
varici nebo pıskove  lazni (4.4). Roztok se po nýkolika minutach vycerı a reakce  je  ukoncena
po 10 minutach. Banka se ochladı pod proudem tekoucı vody, obsah se prevede do dýlicı
na levky (4.5) a banka se vyplachne 20 ml petroletheru (3.6) take  do dýlicı na levky (4.5). Po
pridanı 20 ml vody se obsah dýlicı na levky protrepe, necha  nýkolik minut sta t pro oddýlenı
vrstev a spodnı vrstva se prepustı do druhe  dýlicı na levky (4.5), ve ktere  se extrahuje opýt 20
ml petroletheru (3.6). Spojene  petroletherove  extrakty se promyjı 3 kra t 20 ml vody,
petroletherova  vrstva se zfiltruje pres bezvody sıran sodny (3.7) do destilacnı banky (4.6) a
petrolether se oddestiluje.

Pro lepsı oddýlenı vrstev emulze lze pridat k destilovane  vodý 5 az 10 ml nasycene ho roztoku
chloridu sodne ho (3.12).

5.1.2   Zmydelnýnı s naslednou esterifikacı za prıtomnosti kyseliny sırove  (poznamka 8.3)
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Do destilacnı banky se navazı 2 g vzorku s presnostı nejme ný 0,001 g a prida  se 25 ml
methanolicke ho roztoku hydroxidu draselne ho (3.9). Obsah banky se zmydelnuje varem pod
zpýtnym chladicem za obcasne ho promıchanı 30 minut. Po vychladnutı se prida  nýkolik kapek
roztoku methylove  oranze (3.11) jako indika toru a obsah banky se titruje kyselinou sırovou
(3.10) do cervene ho zbarvenı. Navıc se prida  5 kapek kyseliny sırove  (3.10) a obsah se znovu
varı 30 minut pod zpýtnym chladicem. Po ochlazenı se prida  20 ml nasycene ho roztoku
chloridu sodne ho (3.12), obsah se prevede do dýlicı na levky na 250 ml a banka se vyplachne
do dýlicı na levky 50 ml petroletheru (3.6). Po protrepanı a rozdýlenı se spodnı vrstva prevede
do dalsı dýlicı na levky a extrahuje se znovu 50 ml petroletheru (3.6). Spojene  petroletherove
extrakty se promyjı 3 kra t 50 ml vody. Kyselinu sırovou je treba du kladný vymyt. Jejı
prıtomnost se zkousı na methylovou oranz (3.11). Estery se vysusı filtracı pres bezvody sıran
sodny (3.7). Petrolether se oddestiluje na vodnı lazni (4.7), nebo pomocı vakuove  rotacnı
odparky.

5.1.3   Neutralizace volnych mastnych kyselin a alkalicka  methanolyza triacylglycerolu
s naslednou esterifikacı mastnych kyselin (poznamka 8.4).

Do destilacnı banky (4.6) se navazı 2 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný 0,001 g, prida
se 20 ml roztoku methanola tu sodne ho (3.13) a varny kamınek. Smýs se varı pod zpýtnym
chladicem 10 minut, potom se ochladı, prida  se 25 ml methanolicke ho roztoku kyseliny
chlorovodıkove  (3.14) a obsah banky se znovu povarı pod zpýtnym chladicem 10 minut. Po
ochlazenı se prida  15 ml vody, obsah banky se prevede do dýlicı na levky na 250 ml, extrahuje
se 30 ml petroletheru (3.6) a po oddýlenı vrstev se vodnı faze prevede do dalsı dýlicı na levky,
ve ktere  se extrakce opakuje. Spojene  petroletherove  extrakty se promyjı 20 ml vody az do
neutra lnı reakce na methylovou cerven (3.15). Petroletherovy extrakt se vysusı filtracı pres
bezvody sıran sodny (3.7) a petrolether se odparı na vodnı lazni (4.7).

5.2   Vlastnı provedenı

Vzorek methylesteru se naredı hexanem (3.16) na priblizný 10%-nı roztok a do plynove ho
chromatografu (4.1) se nastrikuje 0,1 - 1,0 Žl.

Parametry kolony:

 napln:                10% DEGS on 80/100 mesh Chromosorb W AW nebo  jina  alternativnı

 kolona:              3 m x 4 mm - sklenýna , kovova

 mobilnı faze:      dusık (3.1) - 40 - 60 ml/min

 detektor:            FID - 50 °C nad teplotu kolony - vodık (3.2)  - 30 ml/min.

 nastrik:              20 az 50 °C nad teplotou kolony - vzduch 30 ml/min.

 kolona:                                    180 - 210 °C izotermnı analyza

 vyhodnocovacı zarızenı:            integra tor nebo pocıtac

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1   Kvalitativnı vyhodnocenı

Kvalitativnı vyhodnocenı se provede z retencnıch casu  standardu  cistych methylesteru  vyssıch
mastnych kyselin nebo jejich komercný dodavanych smýsı (Supelco, Fluka, Serva).

 6.2   Kvantitativnı vyhodnocenı
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Kvantitativnı vyhodnocenı se provede metodou vnitrnı normalizace, plocha jednotlivych
identifikovanych mastnych kyselin je ±mýrna  jejich procentickemu zastoupenı v celem jejich
spektru konkre tnıho vzorku. Vypocet je provadýn integra torem nebo pocıtacem.

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınky opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na desetiny % nebo cele
g/kg.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Petrolether, methylalkohol, hexan a vodık jsou nebezpecnymi horlavinami I.trıdy a proto
pri jake koli manipulaci s nimi je nutne  dodrzovat bezpecnostnı pravidla. Methanol je navıc
zvlastý nebezpecnym jedem.

8.2   Metodu lze pouzıvat pouze pro neutra lnı tuky a oleje.

8.3   Metodu lze pouzıvat pro kysele  oleje a tuky a volne  mastne   kyseliny.

8.4   Metodu lze pouzıvat pro kysele  oleje a tuky a mastne   kyseliny.
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10.7   Stanovenı obsahu kadmia a olova

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı kadmia a olova v krmivech. Metoda nenı
vhodna  pro minera lnı premixy, prısady a doplnky.

2.   Princip
Vzorek krmiva se mineralizuje na suche  cestý (poznamka 9.1) pri pomalem na ru stu teploty do
480 °C, popel se rozpustı v kyseliný dusicne  a jeho vyluh se mýrı metodou plamenne  atomove
absorpcnı spektrometrie nebo anodicke  rozpoustýcı voltametrie s predkoncentracı na visıcı
rtuÚ ove  kapkove  elektrodý.

3.   Chemikalie

3.1   Voda demineralizovana  (da le jen DEMI voda) s mýrnym odporem  min. 14 megaohmu

3.2   Kyselina dusicna , koncentrovana , cistoty p.p. nebo p.a.  redestilovana  v kremenne
 aparature pod bodem varu

3.3   Kyselina dusicna , 2% (mytı skla)

3.4   Kyselina dusicna , roztok c(HNO3) = 1 mol/l

 Prıprava : Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odmýrı 70 ml  koncentrovane  kyseliny
 dusicne  (3.2), doplnı se po rysku  DEMI vodou (3.1) a promıcha .

3.5   Kadmium, standardnı roztok o garantovane  koncentraci  1,0000 g/l

3.6   Olovo, standardnı roztok o garantovane  koncentraci 1,0000 g/l

3.7   Kyselina chlorovodıkova , koncentrovana

3.8   Kyselina chlorovodıkova , zredýna  (1 + 1)

3.9   Referencnı materia l certifikovany nebo internı , stejne ho  nebo podobne ho typu (matrice)
 jako zkouseny vzorek.

3.10   Dusık nebo argon, pozadovane  cistoty 99,9 %

3.11   Tlumivy roztok octanovy pH 4,6

 Prıprava: Do odmýrne  banky 1000 ml se odvazı 27,22 g trihydra tu octanu sodne ho
  (CH3COONa . 3 H2O), nejvyssı dostupne  cistoty, rozpustı ve vodý a promıcha . 98 ml
  tohoto 0,2  mol/l roztoku se smıcha  se 102 ml roztoku kyseliny octove   c(CH3COOH) 
=  0,2 mol/l, nejvyssı dostupne  cistoty.

3.12   Acetyle n (poznamka 9.9)

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Spektrometr absorpcnı atomovy s korekcı pozadı
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4.2   Deska topna  s regulovatelnou teplotou

4.3   Pec muflova  s regulovatelnou teplotou

4.4   Pipeta automaticka

4.5   Polarograficky analyza tor vhodne  konstrukce umoznujıcı praci v rezimu anodicke
 rozpoustýcı voltametrie s prıslusenstvım (staticka  kapkova  elektroda, souradnicovy
 zapisovac  nebo vyhodnocovacı software)

4.6   Mikropipeta

5.   Postup

5.1   Mineralizace vzorku.

Do sklenýne  nebo le pe kremenne  kadinky na 50 ml nebo do platinove  misky (poznamka 9.1)
se navazı priblizný 2 g zkusebnıho vzorku s presnostı 0,001 g. Soucasný se navazı v priblizný
stejnem mnozstvı paralelný dvakra t referencnı materia l (3.9) s podobnou matricı, jako
zkouseny vzorek. Do souboru se zaradı jestý nejme ný jeden slepy vzorek (viz 5.3.2.2).
Kadinky se prikryjı hodinovym sklıckem, vlozı na studenou topnou desku (4.2), jejız teplota
se postupný zvysuje po 50 °C za hodinu az do teploty 300 °C. Potom se kadinky vlozı studene
muflove  pece (4.3). Nastavı se teplota 300 °C a vzorky se ponechajı pri te to teplotý 1 hod.
Da le se teplota zvysuje o 50 °C za hodinu az do teploty 480 °C. Byl-li vzorek odvazen do
platinove  misky, vlozı se prımo do studene  muflove  pece (4.3) a teplota se zvysuje postupný
po 50 °C za hodinu az do teploty 480 °C (poznamka 9.2). Pri te to teplotý se vzorky ponechajı
minima lný 3 hodiny , nejle pe vsak pres noc. Barva popela se vizua lný posoudı. Pokud je jestý
cerna , ci tmavý seda , vlozı se vzorky zpýt do muflove  pece (4.3) a pokracuje se ve spalovanı.

Je-li jiz popel svýtle sedy, prida  se opatrný po stýnach nadobky 1,0 ml (v prıpadý výtsıho
mnozstvı popela 2,0 ml) koncentrovane  kyseliny dusicne  (3.2) a nadobky se vlozı na topnou
desku (4.2), ktera  se zahreje na teplotu nizsı, nez je bod varu (roztok nesmı vrıt) a
mineraliza ty se odparı do sucha. Potom se vlozı opýt do muflove  pece (4.3), kde se ponechajı
pri teplotý 480 °C po dobu 1 hod. Po vyjmutı z pece a vychladnutı se prida  podle mnozstvı
popela presný 10,0 az 20,0 ml roztoku kyseliny dusicne  (3.4), pridane  objemy se zaznamenajı,
obsah nadobky se promıcha  krouzivym pohybem a ponecha  sta t po dobu nejme ný 2 hod.
Býhem te to doby se nadobkou jestý nýkolikra t zamıcha  (poznamka 9.3). Mineraliza t se chranı
proti kontaminaci prechovavanım napr . v uzavrene  doze. Nakonec se mineraliza ty prelijı do
nadobek  (nejle pe plastovych) a uzavrou. Mineralizace i vlastnı mýrenı se provadýjı ve dvou
oddýlenych stopovych laboratorıch.

Da le se postupuje podle 5.2.2 nebo podle 5.3.2 .

5.2   Metoda plamenne  atomove  absorpcnı spektrometrie

5.2.1   Sestrojenı kalibracnıch grafu

5.2.1.1    Prıprava kalibracnıch roztoku  pro stanovenı kadmia:

Do odmýrne  banky na 100 ml se odpipetuje presný 5 ml standardnıho roztoku kadmia (3.5),
doplnı se roztokem kyseliny dusicne  (3.4) po rysku a promıcha . 1 ml tohoto roztoku obsahuje
0,050 mg kadmia.
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Do sady odmýrnych banýk na 250 ml se odpipetuje presný 0,0 ; 1,0 ; 2,0 ; 3,0 a 4,0 ml roztoku
kadmia s koncentracı 0,050 mg/ml, doplnı se po rysku roztokem kyseliny dusicne  (3.4) a
promıcha . Tato redýnı odpovıdajı koncentracım 0,0 ; 0,2 ; 0,4 ; 0,6 a 0,8 mg/l kadmia
(poznamka 9.4).

Kalibracnı roztoky se prevedou do plastovych nadobek a uzavrou. Uchovavajı se pri
laboratornı teplotý.

5.2.1.2   Prıprava kalibracnıch roztoku  pro stanovenı olova:

Do odmýrne  banky na 100 ml se odpipetuje presný 25 ml standardnıho roztoku olova (3.6),
doplnı se roztokem kyseliny dusicne  (3.4) po rysku a promıcha . 1 ml tohoto roztoku obsahuje
0,25 mg olova.

Do sady odmýrnych banýk na 250 ml se odpipetuje presný 0,0 ; 1,0 ; 1,5 ; 2,0 a 2,5 ml roztoku
olova s koncentracı 0,25 mg/ml, doplnı po rysku roztokem kyseliny dusicne  (3.4) a promıcha .
Tato redýnı odpovıdajı koncentracım 0,0; 1,0; 1,5; 2,0 a 2,5 mg/l olova (poznamka 9.4).

Kalibracnı roztoky se prevedou do plastikovych nadobek a uzavrou. Uchovavajı se pri
laboratornı teplotý.

5.2.2   Postup zkousky

Pred vlastnım mýrenım se prıstroj (4.1) optimalizuje na nejvyssı citlivost stanovovane ho
prvku. Postupuje se podle navodu (manua lu) konkre tnıho prıstroje. Mýrenı se provadı v
plameni s nızkym pru tokem acetylenu (3.12), s korekcı pozadı, pro kadmium pri vlnove  de lce
228,8 nm, pro olovo pri vlnove  de lce 217,0 nm.

Absorbance kazde ho kalibracnıho roztoku vcetný roztoku s nulovou koncentracı se mýrı
ctyrikra t (ctyri ctenı po 1,5 sekundove  integraci). Z namýrenych hodnot absorbancı a jim
odpovıdajıcıch hodnot koncentracı kalibracnıch roztoku  se sestrojı kalibracnı graf (poznamka
9.4). Stejnym zpu sobem se promýrı mineraliza t zkousene ho vzorku, referencnıho materia lu,
slepe ho vzorku a z namýrenych hodnot absorbance se zjistı odpovıdajıcı koncentrace pomocı
kalibracnıho grafu (poznamka 9.5).

5.3   Metoda anodicke  rozpoustýcı voltametrie

5.3.1   Prıprava roztoku  pro kalibraci

Vhodnym redýnım standardnıch roztoku  kadmia (3.5) a olova (3.6) se pripravı pracovnı
smýsny roztok týchto prvku  pro vyhodnocovanı vysledku  mýrenı metodou jednoho nebo dvou
standardnıch prıdavku  (poznamka 9.6).

5.3.2   Postup zkousky

5.3.2.1   Do polarograficke  nadobky (4.5) se odpipetuje presný 3 ml mineraliza tu zkousene ho
vzorku a prida  10 ml octanove ho tlumive ho roztoku (3.11). Tote z se provede s mineraliza tem
referencnıho materia lu a slepe ho vzorku. Po pýtiminutovem odstranovanı rozpustýne ho
kyslıku proudem dusıku (3.10) pri soucasnem promıchavanı roztoku se podle navodu
pouzıvane ho prıstroje (4.5) elektrolyticky vyloucı olovo i kadmium za predem definovanych



202

podmınek na visıcı rtuÚ ove  kapkove  elektrodý. Pote  se tyto prvky anodicky rozpustı pri
soucasnem casovem zaznamu pru býhu rozpoustýnı (poznamka 9.7).

Zaznam polarograficke  krivky se provadı nejme ný dvakra t vedle sebe. Potom se
k mineraliza tu m prida  vhodnym davkovacem urcite  mnozstvı smýsne ho roztoku kadmia a
olova. Po 1 minutovem promıchavanı roztoku a odstranovanı kyslıku proudem dusıku (3.10)
se opýt zaznamena  polarograficka  krivka. Tote z se opakuje s dalsım prıdavkem stejne ho
mnozstvı smýsne ho roztoku olova a kadmia o stejne  koncentraci.

K vyhodnocenı se pouzije zaznam s dostatecný rozlisenymi pıky olova a kadmia (poznamka
9.8). Mýrı se vyska pıku stanovovane ho prvku od upravene  zakladnı linie, ktera  prochazı
inflexnım bodem mezi pıkem olova a kadmia - tzv. metoda "peak-zero".

5.3.2.2   Vzhledem k citlivosti pouzite  voltametricke  metody se musı ovýrit hodnota "slepe ho
vzorku", kdy se zjistı kontaminace vzorku olovem a kadmiem v pru býhu mineralizace a
rozpoustýnı, jejich prıtomnost v pouzitych chemika liıch apod. Provadı se cely postup zkousky
bez zkusebnıho vzorku. Obsah olova a kadmia ve "slepem vzorku" se opýt vyhodnotı
prıdavkem standardu.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1   Matematicko-statisticke  vyhodnocenı vysledku

6.1.1   K vyjadrenı presnosti kalibracnıch metod se definujı limitnı hodnoty, ktere  souvisejı
s ±rovnı koncentrace, pro kterou je signa l jestý statisticky vyznamný odlisny od sumu.
V souvislosti s vyjadrenım presnosti a citlivosti kalibracnıch metod se definujı tri specificke
±rovný signa lu, kterymi se otestuje dosazena  citlivost prıstroje a jeho momenta lnı stav
vypoctem:

 - kriticka  ±roven yC

 - limita detekce yD

 - limita stanovenı yS

6.1.2   Da le je treba ovýrit spravnost vysledku  porovnanım zmýrene  a certifikovane  hodnoty
referencnıho materia lu.

6.1.3   Kriticka  ±roven yC predstavuje hornı mez 95 % intervalu spolehlivosti predikce
signa lu z kalibracnıho modelu pro absorbanci rovnou nule.

Pro kritickou ±roven yc platı vztah:

y y b x t s
n

x

x x
c

i

n= − + + +
−∑

. .
( )

1 1 2

2

1

                                 (1)

kde    y    je    aritmeticky pru mýr vsech absorbancı (pro voltametrickou metodu vyska
   jednotlivych pıku  v mm) kalibracnıch roztoku  vcetný roztoku s nulovou
   koncentracı;

         b          smýrnice kalibracnıho grafu;

         x          aritmeticky pru mýr vsech koncentracı kalibracnıch  roztoku ;
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         xi         jednotlive  koncentrace kalibracnıch roztoku ;

        t            kvantil Studentova rozdýlenı pri 95 % hladiný vyznamnosti a pro (n - 2) stupnu
   volnosti;

        n   pocet vsech absorbancı (pro voltametrickou metodu  vyska jednotlivych pıku
  v mm) v kalibraci;

        s           odhad smýrodatne  odchylky vsech absorbancı (pro  voltametrickou metodu vyska
  jednotlivych pıku  v mm)  v kalibraci podle vzorce

s
n

x xi

n

=
−

−∑
1

1
2

1
( )                                                       (1a)

Nad kritickou ±rovnı yc lze signa l odlisit od sumu.

  Koncentrace xc odpovıdajıcı hodnotý kriticke  ±rovný se urcı z kalibracnıho modelu pomocı
vztahu:

x
y y

b
xc

c=
−

+                                                                    (2)

Vyznam pouzitych symbolu  je uveden u vztahu (1).

6.1.4   Limita detekce yD odpovıda  hodnotý absorbance (vysce pıku), pro kterou je dolnı mez
95 % intervalu spolehlivosti predikce signa lu z kalibracnıho modelu rovna yC.

Pro linea rnı kalibracnı model se pouzıva  aproximace ve tvaru:

 y y t s
n

x

x x
d c

i

n= + + +
−∑

.
( )

1 1 2

2

1

                                       (3)

Vyznam pouzitych symbolu  je uveden u vztahu (1).

 Koncentrace odpovıdajıcı limitý detekce xD se pak vypocte podle vztahu:

x y y
b

xD
D=

−
+                                                                         (4)

Vyznam pouzitych symbolu  je uveden u vztahu (1).

 Limita detekce udava  absorbanci signa lu, ktera  jestý umoznuje detekci koncentrace. Velikost
xD udava  minima lnı koncentraci, kterou lze jestý s 95 % pravdýpodobnostı odlisit od nulove
hodnoty. Pocıta  se ze vsech ctyr  ctenı absorbancı kazde ho (i nulove ho) kalibracnıho roztoku.
Do vypoctu se zahrnujı vsechna mýrenı kalibracnıch roztoku  v celem pru býhu mýrenı
(poznamka 9.5).

6.1.5   Limita stanovenı yS je nejmensı hodnota signa lu, pro kterou je relativnı smýrodatna
odchylka predikce z kalibracnıho modelu dostatecný mala  a rovna cıslu C. Pro cıslo C se volı
obvykle velikost C = 0,1.
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 Pro linea rnı model se pouzıva  vztah ve tvaru:

y s
C n

x

x x
S

i

n= + +
−∑

1 1 2

2

1
( )

                                                     (5)

Vyznam pouzitych symbolu  je uveden u vztahu (1).

 Koncentrace odpovıdajıcı limitý stanovenı se vypocte podle vztahu:

x y y
b

xS
S=

−
+                                                                         (6)

6.1.6   K vypoctu obsahu prıslusne ho prvku ve zkousenem vzorku i referencnım materia lu lze
pristoupit teprve tehdy, je-li koncentrace prıslusne ho prvku ve zmýrenem referencnım
materia lu nad limitou detekce.

 Nejprve se vypocıta  absorbance (vyska pıku) limity detekce pomocı vztahu  (1) a (3) a
soucasný koncentrace limity detekce podle vztahu (4). Tato hodnota urcuje hranici, od ktere
vysledky mýrenı je mozne  pokladat za statisticky pru kazne . Vsechny koncentrace vzorku
nachazejıcı se pod touto hodnotou jiz nelze s 95% pravdýpodobnostı odlisit od nulove
hodnoty.

 Pro zjistýnı pouzitelnosti voltametricke  metody se pouzije metoda dvou standardnıch
prıdavku , kde zavislost vysky pıku na koncentraci je vlastný modifikovana  kalibracnı krivka,
ze ktere  lze metodami linea rnı regrese vypocıtat smýrnici a dalsı parametry. Pouzijı se vzorce
(1) az (4) k urcenı hodnoty kriticke  ±rovný yc a limity detekce yD 7.1. Pouze mısto hodnot
absorbancı se pro y dosadı vysky jednotlivych pıku  v mm.

6.2   Vypocet pro metodu atomove  absorpcnı spektrometrie

 Obsah kadmia (olova) v mg/kg se vypocte podle vzorce:

X C V
m

=
.

                                                                                     (7)

kde   X   je   obsah sledovane ho prvku v mg/kg

         c         koncentrace sledovane ho prvku v mg/l

        V         objem mineraliza tu v ml

        m         navazka vzorku v g

Vzorky s nizsımi koncentracemi nez je limita detekce je nutne  zmýrit citlivýjsı metodou, napr .
ETA AAS nebo voltametricky.

6.3   Vypocet pro voltametricke ho stanovenı

6.3.1   Obsah olova (kadmia) v mg/kg (X) metodou jedine ho standardnıho prıdavku se
vypocte podle vzorce:
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[ ]
X V C V h

m V V h V h
=

+ −
1000 1 1 2

3 2 1 3

. . . .
. ( ). .

                                                      (8)

kde   m   je   hmotnost zkusebnıho vzorku v g ;

        V1           mnozstvı kyseliny (3.4.) pouzite  k rozpoustýnı popele vzorku v ml;

        V3           mnozstvı roztoku mineraliza tu pipetovane ho do  polarograficke  nadobky v ml ;

        h          vyska pıku prıslusne ho prvku v mm ;

        V2        mnozstvı smýsne ho standardu pridane ho k roztoku  vzorku do polarograficke
  nadobky v ml ;

        C1        koncentrace prıslusne ho prvku v standardnım  prıdavku v mg/ml;

        h1        vyska pıku prıslusne ho prvku po prıdavku v mm;

6.3.2   Obsah olova (kadmia) metodou dvou standardnıch prıdavku  se urcı graficky podle
prıkladu 1.

Prıklad 1 Graficke  vyhodnocenı vysledku  obsahu olova a kadmia metodou dvou standardnıch
prıdavku  :

                                                                                                                              h2

                                                                                  h1

                                   hv

                 Cv                              C1                                                                         C2

kde   hv    je    vyska pıku Pb (Cd) ve vzorku (mm)
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        h1           vyska pıku Pb (Cd) po prvnım prıdavku (mm)

        h2           vyska pıku Pb (Cd) po druhem prıdavku (mm)

        C1              koncentrace Pb (Cd) v prvnım prıdavku (Žg/ml)

        C2              koncentrace Pb (Cd) ve druhem prıdavku (Žg/ml)

        CV             koncentrace Pb (Cd) ve vzorku (Žg/ml)

 Od vypoctene ho obsahu olova (kadmia) urcene ho metodou dvou standardnıch prıdavku  podle
(prıklad 1), nebo vypoctem podle vzorce (8) je nutno odecıst obsah olova (kadmia) ve "slepem
vzorku".

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provadýnych stanovenı,
ktery vyhovuje podmınkam 6.1 a vyjadruje se s presnostı na desetiny mg /kg.

7.   Zaverecny  protokol
 Zavýrecny protokol musı obsahovat tyto informace :

 - limitu detekce

 - vysledek analyzy certifikovane ho nebo internıho  referencnıho materia lu

 - deklarovanou hodnotu certifikovane ho nebo internıho  referencnıho materia lu

 - vysledky analyzovanych vzorku .

8.   Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

9.   Poznamky

9.1   Pro mineralizaci vzorku lze pouzıt i jine  nez popsane  zpu soby mineralizace. Nejedna  se
o uzancnı metodu. Spravnost  vysledku  se kontroluje internımi a certifikovanymi referencnımi
materia ly.

9.2   Platinove  misky nemajı stejne  dno. Prestup tepla u kazde   misky je jiny. Proto se vkladajı
do muflove  pece jiz na zaca tku mineralizace.

9.3   Jinou moznostı rozpoustýnı popele vzorku je pouzitı ultrazvukove  lazný.

9.4   K sestavenı kalibracnı krivky se pouzijı jen ty kalibracnı  roztoky, jejichz absorbance se
nachazejı v linea rnı oblasti  kalibracnıho grafu.

9.5   Pokud v pru býhu mýrenı dojde k vyraznemu poklesu absorbance  kalibracnıch roztoku , je
treba prıstroj zastavit a odstranit prıcinu tohoto stavu. Da le je treba znovu zmýrit tu  cast
vzorku , ktere  nasledovaly.

9.6   Pro býzne  obsahy kadmia a olova v krmivech vyhovuje koncentrace olova 2 Žg/ml,
koncentrace kadmia 1 Žg/ml a davkovany  objem 50 Žl. Koncentrace kadmia a olova je nutno
volit tak,  aby na ru st pıku vzorku s prıdavkem byl zhruba dvojnasobny  proti pıku samotne ho
vzorku.
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9.7   Doporucene  parametry mýrenı pri pouzitı  polarograficke ho analyza toru PA - 4 a staticke
kapkove   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 skutecne ho obsahu Cd a Pb)

 -RC 100

 -filter 0.2 s

 -presweep time 7 s

 -deposit time 120 s

 -system elektrod 3 elektrodovy system:

 -ref. el. - Ag/AgCl

 -pomocna  el. - Pt

 -drop size 80 ms

9.8   Pri pouzitı Ag/AgCl referencnı elektrody jsou priblizne  potencia ly pıku  pro kadmium pri
550 mV, pro olovo pri  400 mV.

9.9   Acetyle n je nebezpecna  horlavina I. trıdy a proto pri jake koli manipulaci s nım je nutne
dodrzovat bezpecnostnı pravidla.
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10.8   Stanovenı obsahu ricinovych slupek

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı obsahu ricinovych slupek

2.   Princip
Ricinove  slupky se uvolnı vyvarenım zkusebnıho vzorku v kyselem a alkalickem prostredı a
jejich obsah se stanovı vazkový.

3.   Chemikalie

3.1   Kyselina sırova  (h = 1,84 g/ml), zredýna  (1 + 9)

3.2   Hydroxid sodny, roztok 5 %

3.3   Peroxid vodıku, roztok 30 %

3.4   Kyselina dusicna  (h = 1,4 g/ml), roztok 5%

3.5   Kyselina dusicna  (h = 1,4 g/ml), roztok 40%

3.6   Chlorid draselny, pevny krystalicky

4.   Pr ıstroje

4.1   Ctvercova  miska

4.2   Mikroskop

4.3   Pinseta

5.   Postup
Do 1 000 ml kadinky se navazı 50 az 100 g pu vodnıho nebo hrubý namlete ho vzorku
s presnostı 0,1 g. Prida  se 200 az 600 ml roztoku kyseliny sırove  (3.1) a varı se 3 az 5 minut
(poznamka 8.1). Obsah kadinky se dekantuje obycejnou vodou, aby se odstranil hlavnı
rozvareny podıl.

Zbytek se pak varı 3 minuty s 200 az 400 ml roztoku hydroxidu sodne ho (3.2). Obsah kadinky
se sle va  na misku (4.1) a opýt se dekantuje obycejnou vodou.

Je-li zbytek tmavy, odbarvı se malym mnozstvım peroxidu vodıku (3.3), prıpadný se jestý
povarı s kyselinou dusicnou (3.4) a opýt dekantuje vodou.

Ricinove  slupky, ktere  jsou tmavý hnýde  (kompaktnı a stıpave ) se kvantitativný vyberou
pinsetou (4.3) na zvazene  sklıcko, vysusı a zvazı.

Jejich detailnı identifikace se provadı mikroskopicky (4.2) po kra tkem povarenı s 10 ml
kyseliny dusicne  (3.5) za prıdavku nýkolika krystalu  chloridu draselne ho (poznamka 8.2).
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6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
Obsah ricinovych slupek v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X m
m

=
1 2103

2

1

, . .

kde   m1    je   hmotnost navazky vzorku v g

        m2          hmotnost ricinovych slupek v mg

        1,2         prepocıtavacı koeficient na 20 % ztra ty ricinovych  slupek vylouzenım

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti, a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky mg /kg.

7.   Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Ma -li roztok snahu prekypýt, ochlazuje se vodou ze strıcky.

8.2   Doporucuje se pripravit si pro srovnanı ricinove  slupky,  ktere  byly podrobeny stejnym
operacım jako zkusebnı vzorek.
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10.9   Stanovenı obsahu fluoru
Tato metoda je uvedena v Official Methods of Analysis AOAC 975.08

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı fluoru v krmivech.

2.   Princip
 Fluor se stanovı iontový selektivnı elektrodou v chloridovem vyluhu krmiva.
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10.10   Stanovenı obsahu reziduı organochlorovych a  organofosfa tovych
pesticidu
Tato metoda je uvedena v Official Methods of Analysis AOAC 970.52

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı aldrinu, dieldrinu, DDT, DDE, TDE,
endrinu, heptachloru, hexachlorcyklohexanu a PCB v krmivech.

2.   Princip
 Rezidua pesticidu  a PCB se extrahujı z krmiv vhodnym rozpoustýdlem a v extraktu se stanovı
pomocı chromatografickych metod (papırova , tenkovrstevna  nebo plynova ).
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10.11   Stanovenı obsahu hexachlorbenzenu
Tato metoda je uvedena v Official Methods of Analysis AOAC 977.19

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı hexachlorbenzenu v tucıch.

2.   Princip
 Hexachlorbenzen se stanovı metodou plynove  chromatografie.
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10.12   Stanovenı obsahu dusitanu
Tato metoda je uvedena v Metoden Buch LUFA 4.10.1

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı dusitanu  v krmivech .

2.   Princip
 Vzorek krmiva se rozmıcha  ve zredýnem roztoku hydroxidu sodne ho o pH 8 a vznikla
suspenze se zahreje na 50 ČC. Po vycerenı roztoku sıranem zinecnatym se dusitany stanovı ve
filtra tu v pufrovanem roztoku fotometricky (diazotace kyselinou sulfanilovou a nasledna
kopulace s N-naftyl-1-etylendiamin dihydrochlorid).
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10.13   Stanovenı obsahu rtuti

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı rtuti v krmivech.

2.   Princip
RtuÚ  v krmivech se stanovı technikou generovanı par kovove  rtuti s naslednym zachycenım a
obohacenım na zlatem amalgama toru.

3.   Chemikalie

3.1  Kyselina dusicna  koncentrovana  (h = 1,4 g/ml) cistoty p.p.

3.2  RtuÚ  kovova  cistoty min. 99,99 %

3.3  Zakladnı roztok rtuti

Prıprava: 1,0000 g rtuti (3.2) se rozpustı ve 30 ml  kyseliny dusicne  (3.1) a doplnı se
v odmýrne  bance na 1000 ml demineralizovanou vodou po rysku.

1 ml pracovnıho roztoku obsahuje 1 mg rtuti.

3.4  Pracovnı roztok rtuti pro kalibraci prvnıho rozsahu

       Prıprava: Pro  kalibraci prvnıho rozsahu se  odpipetuje 5 ml zakladnıho roztoku rtuti (3.3)
do odmýrne  banky na 100 ml, prida  se 1 ml kyseliny dusicne  (3.1) a doplnı se
deionisovanou vodou po rysku. (Lze pouzıt i roztok o koncentraci 5 µg rtuti v 1 ml
z kalibrace druhe ho rozsahu.) Z tohoto naredýne ho roztoku se odpipetuje 0; 1; 2; 4; 6; 8 a
10 ml do odmýrnych banýk na 100 ml, do kazde  banky se prida  1 ml kyseliny dusicne
(3.1) a doplnı se deionisovanou vodou po rysku.

1 ml pracovnıho roztoku obsahuje 0,05;  0,1;  0,2;  0,3;  0,4 a 0,5 µg rtuti

Roztoky jsou sta le  pri uskladnýnı ve tmý minima lný 1 mýsıc.

3.5  Pracovnı roztok rtuti pro kalibraci druhe ho rozsahu

Prıprava: Pro  kalibraci druhe ho rozsahu se  odpipetuje 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 a 0,6 ml
 do odmýrnych banýk na 100 ml, do kazde  banky se prida  1 ml kyseliny dusicne  (3.1) a

doplnı se deionisovanou vodou po rysku.

1 ml pracovnıho roztoku obsahuje   1;  2;  3;  4;  5 a 6 µg rtuti

Roztoky jsou sta le  pri uskladnýnı ve tmý minima lný 1 tyden.

3.6  Kyslık (poznamka 8.1)

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1  Jedno±celovy atomovy absorpcnı spektrometr pro stanovenı rtuti (da le jen analyza tor)
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Veskere  pomu cky pouzıvane  pri mýrenı je nutno bezprostredný  pred pouzitım vyzıhat
v plameni do cervene ho za ru, aby se odstranila mozna  kontaminace z okolı.

5.   Postup

5.1  U prava vzorku

Representativnı mnozstvı konecne ho vzorku se zhomogenizuje rozetrenım v trecı misce.
Z tohoto upravene ho vzorku se navazuje podle ocekavane ho obsahu rtuti 0,05 az 0,1 g
s presnostı 0,0005 g do niklove  lodicky analyza toru.

5.2  Kalibrace analyza toru

Analyza tor (4.1) se uvede do provozu a nastavı se pracovnı parametry podle navodu vyrobce.

Pri kalibraci je nutno nejprve zrusit hodnoty prechazejıcı  kalibrace. Potom se provadı
kalibrace v obou rozsazıch tak dlouho, az je dosazeno usta lenı absorpcnıho signa lu. Rozdıl
absorbancı dvou po sobý nasledujıcıch kalibracı se nesmı lisit o vıce nez 5 % relat.

V pru býhu vlastnıho mýrenı vzorku  se kalibrace pravidelný opakuje.

5.3 Vlastnı postup zkousky

Niklova  lodicka s navazenym vzorkem se vlozı do podavace analyza toru a spustı se mýrıcı
cyklus. U kazde ho vzorku se provedou minima lný tri mýrenı, aby se vyloucila moznost
zkreslenı vysledku nedokonalym uvolnýnım rtuti z amalgamu.

6.   Vy pocet
Obsah rtuti v mg/kg se zjistı odectenım na displeji analyza toru.

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti, a vyjadruje se s presnostı na desetiny mg /kg.

7.   Opakovatelnost
Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
1,5 % relativnıch.
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10.14   Stanovenı obsahu aflatoxinu B1

Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no.L 102,
15/04/76, L 327, 13/11/92 a L 094, 13/04/94

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı aflatoxinu B1 v krmivech, vcetný tých, ktera
obsahujı slupky citrusu . Limit detekce je 1 Žg/kg.

2.   Princip
 Vzorek krmiva se extrahuje chloroformem, zıskany extrakt se zfiltruje a precistı na
Florisilove  koloný s naplnı C18. Konecne  rozdýlenı a stanovenı se provede technikou
vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie (HPLC), za pouzitı reveznı faze a postkolonove
derivatizace jodem a fluorescencnı detekce.
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10.15   Stanovenı obsahu arsenu
Tato metoda je uvedena v Official Methods of Analysis AOAC 986.15

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı arsenu v krmivech .

2.   Princip
 Ve vzorku se po rozkladu kyselinou dusicnou v uzavrenem systemu stanovı obsah arsenu
metodou atomove  absopcnı spektrometrie s hydridovou technikou.
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10.16   Stanovenı gossypolu
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal of the European
Communities no. L 123, 29/05/72

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı obsahu volne ho a celkove ho gossypolu a
chemicky prıbuznych sloucenin v koncentraci nad 20 ppm v bavlnıku a krmnych smýsıch,
ktere  bavlnık obsahujı.

2.   Princip
Gossypol se extrahuje bu°  za prıtomnosti 3-aminopropan-1-ol (pri stanovenı volne ho
gossypolu) nebo dimethyformamidu (pri stanovenı celkove ho gossypolu). Gossypol je reakcı
s anilinem preveden na gossypol-dianilin a absorbance roztoku je mýrena pri 440 nm.

3.   Chemikalie

3.1   Smýs propan-2-ol(da le jen propanol) a hexan, roztok (40:60) (poznamka 8.1)

3.2   Rozpoustýdlo A

  Prıprava: Do 1000 ml odmýrne  banky se nalije asi 500 ml  smýsi propanol - hexan  (3.1),
 2 ml 3-aminopropan-1-olu, 8 ml  ledove  kyseliny octove  a 50 ml vody.  Doplnı se po
 rysku  smýsı propanol - hexan (3.1) a promıcha .

 Rozpoustýdlo A je sta le  jeden tyden.

3.3   Rozpoustýdlo B

 Prıprava: Do 100 ml odmýrne  banky se napipetujı 2 ml  3-aminopropan-1-olu a 10 ml
 ledove  kyseliny octove . Vychladı se na laboratornı teplotu a doplnı se po rysku
 n,n dimethylformamidem a promıcha .

Rozpoustýdlo B je sta le  jeden tyden.

3.4   Anilin

 Prıprava: Pokud absorbance anilinu (slepy pokus) presahne  0,022 musı se anilin
 destilovat pres zinkovy prach, pricemz  nejme ný prvnıch 10 % destilovane  frakce se
 odlije. Pri skladovanı se v chladnicce, v tmave  zabrusove  lahvi vydrzı  tato chemika lie
 nýkolik mýsıcu

3.5   Gossypol, standardnı roztok A

 Prıprava: Do 250 ml odmýrne  banky se navazı 27.9 mg octanu gossypolu, rozpustı se,
 doplnı po rysku rozpoustýdlem A (3.2) a promıcha . Do dalsı 250 ml odmýrne  banky se
 odpipetuje 50 ml standardnıho roztoku, doplnı se rozpoustýdlem  A (3.2) po rysku a
 promıcha . Pred pouzitım se necha  hodinu  sta t pri laboratornı teplotý.

1 ml tohoto roztoku obsahuje 0.02 mg gossypolu.
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3.6   Gossypol standardnı roztok B

 Prıprava: Do 50 ml odmýrne  banky se navazı 27.9 mg octanu  gossypolu, rozpustı se,
  doplnı po rysku rozpoustýdlem  B (3.3) a promıcha .

 1 ml tohoto roztoku obsahuje 0.5 mg gossypolu.

 Gossypol standardnı roztok A a gossypol standardnı roztok B jsou sta le  24 hodin, pokud
 jsou chranýny pred svýtlem.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Trepacka laboratornı nebo mixe r priblizný 35 ot/min

4.2   Spektrofotometr s prıslusenstvım (kyveta o opticke  de lce 10  mm)

4.3   Lazen vodnı s termostatem

5.   Postup

5.1   Zkusebnı vzorek  Navazovane  mnozstvı zkusebnıho vzorku zavisı na predpokladanem
obsahu gossypolu. Je vhodnýjsı pracovat s malym mnozstvım zkusebnıho vzorku a co
nejvýtsım podılem filtra tu tak, aby obsah gossypolu byl dostatecny pro presne
spektrofotometricke  mýrenı.

Pro stanovenı volne ho gossypolu v bavlnıku by nemýla navazka presahnout 1 g, v krmnych
smýsıch mu ze byt 5 g. Ve výtsiný prıpadu  je vhodny podıl filtra tu 10 ml (mýl by obsahovat 50
- 100 Žg gossypolu).

Pro stanovenı celkove ho gossypolu by mýla byt navazka 0.5 - 5 g, takze 2 ml filtra tu by mýly
obsahovat 40 - 200 Žg gossypolu.

5.2   Sestrojenı kalibracnıho grafu

5.2.1   Volny gossypol

Do dvou rad po pýti odmýrnych bankach na 25 ml se odpipetuje diferencovaný 2,0 , 4,0 , 6,0 ,
8,0 a 10,0 ml standardnıho roztoku gossypolu A (3.5) a je-li treba doplnı se na presny objem
10 ml rozpoustýdlem A (3.2). Do jedne  rady banýk se obsahy doplnı smýsı propanol - hexan
(3.1) po rysku a promıchajı. Do druhe  rady banýk se odpipetuje presný po 2 ml anilinu (3.4),
banky se po dobu 30 minut zahrıvajı na vroucı vodnı lazni (4.3), po ochlazenı na laboratornı
teplotu se doplnı smýsı propanol - hexan (3.1) po rysku a promıchajı. Pak se ponechajı jednu
hodinu sta t.

5.2.1.1 Kalibracnı roztoky druhe  rady se mýrı na spektrofotometru (4.2) proti kalibracnım
roztoku m prvnı rady v kyvetach opticke  de lky 10 mm pri vlnove  de lce 440 nm.

Z namýrenych hodnot absorbancı a jim odpovıdajıcıch koncentracı se sestrojı kalibracnı graf.

5.2.2   Celkovy gossypol

Do pýti odmýrnych banýk na 50 ml se diferencovaný odpipetuje 2,0 , 4,0 , 6,0 , 8,0 a 10,0 ml
standardnıho roztoku gossypolu B (3.6), do seste  banky na 50 ml se odpipetuje 10 ml
rozpoustýdla B (3.3) a tımte z se doplnı je-li treba kalibracnı roztoky presný na objem 10 ml.
Banky se po dobu 30 minut zahrıvajı na vroucı vodnı lazni (4.3), po ochlazenı na laboratornı
teplotu se doplnı smýsı propanol - hexan (3.1) po rysku a promıchajı.
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Z kazde  z týchto odmýrnych banýk se odpipetuje do dvou rad odmýrnych banýk na 25 ml vzdy
po 2 ml týchto roztoku . Jedna rada týchto kalibracnıch roztoku  se doplnı smýsı propanol -
hexan (3.1) po rysku a obsahy se promıchajı. Do druhe  rady kalibracnıch roztoku  se prida
presný po 2 ml anilinu (3.4), banky se po dobu 30 minut zahrıvajı na vroucı vodnı lazni (4.3),
po ochlazenı na laboratornı teplotu se doplnı smýsı propanol - hexan (3.1) po rysku a
promıchajı. Pak se ponechajı sta t po dobu jedne  hodiny.

Da le se postupuje podle 5.2.1.1.

5.3   Vlastnı provedenı

5.3.1   Volny gossypol

5.3.1.1   Do sirokohrdle  kuzelove  banky na 250 ml na jejız dno bylo pridano drcene  sklo se
odvazı prıslusne  mnozstvı zkusebnıho vzorku (viz 5.1). Do te to banky se odpipetuje presný
50,0 ml rozpoustýdla A (3.2), banka se uzavre a vytrepava  nebo mixuje (4.1) po dobu jedne
hodiny. Pak se obsah banky filtruje suchym, stredný hustym filtrem do suche  kadinky,
pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje. Býhem filtrace se filtracnı na levka prikryje
hodinovym krycım sklem. Do dvou odmýrnych banýk (oznacı se A a B) na 25 ml se
odpipetuje 2 x presný stejny objem filtra tu, obsahujıcı s ohledem na ocekavany obsah
gossypolu ve zkousenem vzorku, 50 az 100 Žg gossypolu a pokud je treba, doplnı se na
rozpoustýdlem A (3.2) na objem presný 10 ml. Roztok v bance A se pak doplnı smýsı
propanol - hexan (3.1) po rysku a promıcha  (referencnı roztok A).

Do dalsıch dvou odmýrnych banýk na 25 ml (oznacı se C a D) se odpipetuje presný 10 ml
rozpoustýdla A (3.2). Banka C se doplnı smýsı propanol - hexan (3.1) a promıcha  (referencnı
roztok C). Do odmýrnych banýk B a D se odpipetuje presný po 2 ml anilinu (3.4), banky se
zahrıvajı po dobu 30 minut na vroucı vodnı lazni (4.3) (vybarvenı roztoku ), ochladı na
laboratornı teplotu, doplnı smýsı propanol - hexan (3.1) po rysku a promıchajı. Potom se
nechajı asi 1 hod. sta t.

5.3.1.2   Na spektrofotometru (4.2) se mýrı absorbance roztoku D proti C (slepy pokus) a
absorbance roztoku B proti roztoku A (vzorek) v kyvetach opticke  de lky 10 mm pri vlnove
de lce 440 nm. Od absorbance vzorku se odecte absorbance slepe ho pokusu a rozdıl
absorbancı (korigovana  absorbance = A)je zakladem vypoctu obsahu volne ho (celkove ho)
gossypolu. Mnozstvı gossypolu se zjistı bu°  pomocı specifickych absorbancnıch koeficientu
(viz 6.1), nebo z kalibracnıho grafu (viz 6.2).

5.3.2   Celkovy gossypol

Do odmýrne  banky na 50 ml se odvazı takove  mnozstvı zkusebnıho vzorku ktere  obsahuje,
s ohledem na ocekavany obsah gossypolu ve zkousenem vzorku, asi 1 az 3 mg gossypolu,
prida  se presný 10 ml rozpoustýdla B (3.3) (roztok vzorku). Do dalsı odmýrne  banky na 50 ml
se prida  presný 10 ml rozpoustýdla B (slepy pokus). Obý banky se zahrıvajı na vroucı vodnı
lazni (4.3) po dobu 30 minut, potom se ochladı na laboratornı teplotu a obý banky se doplnı
smýsı propanol - hexan (3.1) po rysku a promıchajı. Po 10 az 15 minutach (usazenı) se obsah
banýk filtruje suchym, stredný hustym filtrem do suchych kadinek, pricemz prvnı podıly
filtra tu  se nezachycujı (referencnı roztoky).

Do dvou odmýrnych banýk na 25 ml se z filtra tu roztoku vzorku odpipetuje presný po 2 ml
(oznacı se A a B) a z filtra tu slepe ho pokusu do dalsıch dvou odmýrnych banýk na 25 ml
rovnýz po 2 ml (oznacı se C a D). Roztok v bankach A a C se doplnı smýsı propanol - hexan
(3.1) po rysku a promıchajı. K roztoku  v bankach B a D se prida  presný po 2 ml anilinu (3.4),
banky se vlozı na 30 minut do vroucı vodnı lazný (4.3) (vybarvenı roztoku ), po ochlazenı na
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laboratornı teplotu se doplnı smýsı propanol - hexan (3.1) po rysku a promıchajı. Potom se
ponechajı asi 1 hodinu sta t.

Da le se postupuje podle 5.3.1.2.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1   Ze specifickych absorbancnıch koeficientu

 Obsah volne ho gossypolu (X), nebo celkove ho gossypolu (Y) v g/kg se vypocıta  podle
vzorcu :

X A
m F

=
1 2 5 0 0
6 2 5

.
. .

Y A
m F

=
1 2 5 0 0
6 0 0

.
. .

kde   A   je   korigovana  hodnota absorbance roztoku vzorku

        m         navazka zkusebnıho vzorku v g

        F          faktor redýnı

        625      specificky absorbancnı koeficient pro volny gossypol (A440 nm)

        600      specificky absorbancnı koeficient pro celkovy gossypol (A440 nm )

6.2   Z kalibracnıho grafu

 Obsah volne ho (celkove ho) gossypolu v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X m F
m

= 1

0

1 0 0 0. .

 kde   m1  je   mnozstvı gossypolu zjistýne  z kalibracnıho grafu  v mg

         m0          navazka zkusebnıho vzorku v g

         F             faktor redýnı

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  mg/kg.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri 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 horlavinami 1.trıdy,  proto pri jake koli manipulaci
s nimi je nutne  zachovavat  bezpecnostnı pravidla.
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10.17   Stanovenı theobrominu
Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal of the European
Communities no. L 155, 12/07/71

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı obsahu theobrominu v odpadech z vyroby
kakaa.

2.   Princip
Theobromin se extrahuje chloroformem. Extrakt se odparı do sucha, rozpustı ve vodý a necha
reagovat s roztokem dusicnanu strıbrne ho a uvolnýna  kyselina dusicna  se stanovı
akalimetrickou titracı.

3.   Chemikalie

3.1   Chloroform

3.2   Amoniak, koncentrovany (h = 0,91 g/cm3)

3.3   Sıran sodny bezvody (Na2SO4), pevny

3.4   Hydroxid sodny, odmýrny roztok c (NaOH) = 0,1 mol/l

3.5   Dusicnan strıbrny, odmýrny roztok c (AgNO3) = 0,1 mol/l

3.6   Fenolova  cerven, ethanolicky roztok 1%

3.7   Petrolether, b.v. 40-60 °C (poznamka 8.1)

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Kuzelova  banka 500 ml s plochym dnem a se zabrusovou za tkou

4.2   Destilacnı prıstroj na prehanýnı vodnı parou spojeny  s chladicem

5.   Postup
Do kuzelove  banky (4.1) se navazı asi 10 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný 0,01 g,
prida  se 270 ml chloroformu (3.1) a 10 ml amoniaku (3.2) (poznamka 8.3). Banka se uzavre a
trepe du kladný 5 minut. Prida  se 12 g bezvode ho sıranu sodne ho (3.3), opýt se trepe a necha
se do prıstıho dne usadit. Potom se obsah banky filtruje  do 500 ml kuzelove  banky a zbytek
na filtru se promyje 100 ml chloroformu (3.1). Rozpoustýdlo se oddestiluje a poslednı zbytky
se odparı na vodnı lazni. Extrakt se znovu rozpustı v 50 ml vody a zahreje k varu. Vychladı
se, zneutralizuje roztokem hydroxidu sodne ho (3.4) na fenolovou cerven (3.6). Da le se prida
20 ml roztoku dusicnanu strıbrne ho (3.5) a uvolnýna  kyselina dusicna  se titruje odmýrnym
roztokem hydroxidu sodne ho (3.4) do zmýny barvy indika toru (pH 7,4).
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6.   Vy pocet
 Obsah theobrominu v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X C V
m

=
180. .

kde      V   je   spotreba odmýrne ho roztoku hydroxidu sodne ho v ml

C       presna  koncentrace odmýrne ho roztoku hydroxidu sodne ho v mol/l

            m        hmotnost navazky alikvotnıho podılu zkusebnıho vzorku v g

1 ml odmýrne ho roztoku hydroxidu sodne ho (3.4) = 18 mg theobrominu

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se v g/kg s presnostı na jedno desetinne
mısto.

7.   Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Petrolether je nebezpecna  horlavina I.trıdy a proto pri  jake koli manipulaci s nım je nutne
dodrzovat bezpecnostnı  pravidla.

8.2   Velikost navazky vzorku se upravı tak, aby obsah theobrominu ve zkusebnım vzorku byl
maxima lný 80 mg.

8.3   Pokud materia l obsahuje vıce nez 8% tuku musı byt predem  odtucnýn 6 hodinovou
extrakcı petroletherem.
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 11.1   Zkousenı jakosti silazı

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro zkousenı jakosti konzervace silazovanych krmiv.
Uvedene  metody zkousenı jsou pouzitelne  pro vsechny druhy silazovanych krmiv.

2.   Princip
Pripravı se zakladnı vodnı vyluh vzorku silaze a z nýho chemickymi a fyzika lný-chemickymi
metodami stanovenı se zjisÚ ujı jednotlive  jakostnı znaky. Ostatnı zkousky se provadýjı ze
vzorku upravene ho podle 5.2.

3.2   Chemikalie

3.1   Toluen (poznamka 8.1)

3.2   Hydroxid draselny, odmýrny roztok c(KOH) = 0,1 mol/l

3.3   Formaldehyd, roztok 200 g/l, cerstvý zneutralizovany na  pH = 8,5 nebo indika tor
 fenolftalein

3.4   Uhlicitan draselny, roztok 20 g/l

3.5   Kyselina borita , roztok 20 g/l

3.6   Kyselina sırova , odmýrny roztok c(H2SO4) = 0,025 mol/l

3.7   Glycerın

3.8   Indika tor smýsny - methylova  cerven a metyle nova  modr

Prıprava: Smıchajı se stejne  objemy 0,2% ethanolicke ho roztoku methylove
cervený a 0,1% ethanolicke ho roztoku methylenove   modre, pripravene ho za slabe ho
zahrıvanı.

3.9   Chlorid amonny, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odvazı 3,1412 g  chloridu
 amonne ho, predem vysusene ho pri 103 °C (2 hodiny)  a v exsika toru ochlazene
 ho, rozpustı se ve vodý, toute z doplnı po rysku a promıcha .

 1 ml tohoto standardnıho roztoku obsahuje 1 mg amoniaku vyjadrene ho jako NH3

3.10   Methylisobutylketon (da le jen "MIBK") - vnitrnı standard

 Prıprava a uchovanı: MIBK redestilovany s bezvodym sıranem  sodnym se
 uchovava  na tmavem mıstý, ci v tmave  reagencnı  lahvi. Je neprıpustne  jej mıchat
 do zasoby s oxidacnım cinidlem sıranem cericitym.

3.11   Sıran cericity, roztok 100 g/l - oxidacnı cinidlo
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Prıprava: Do odmýrne  banky na 50 ml se odvazı 5,0 g tetrahydra tu sıranu cericite ho
(Ce(SO4)2 .4 H2O), prida  se 5 ml roztoku kyseliny sırove  o koncentraci asi c(H2SO4)  =
5 mol/l, promıcha , po rozpustýnı se doplnı vodou po rysku a opýt promıcha . Prıpadný
vznikla  srazenina po ustanı  jeden den se odfiltruje stredný hustym   filtrem. Roztok,
ktery  slouzı k oxidacı kyseliny mle cne  na acetaldehyd, je sta ly asi jeden mýsıc.

3.12   Sıran sodny, bezvody

3.13   Diethylether (poznamka 8.1)

3.14   Kyselina stearova

3.15   TWEEN-80 (sorbitanova  faze)

3.16   Kyselina fosforecna  , min 65 %

3.17   Prednapln chromatograficke  kolony - porovina (kremicity  nosic s 15 % kyseliny
 fosforecne )

  Prıprava: 100 g poroviny o zrnitosti 0,10 az 0,20 mm se  prelije 15 g kyseliny
 fosforecne  a promıcha . Dobre promıchana  smýs se susı pri teplotý 110 °C po  dobu 3 az
5 hodin.  Po vychladnutı se inkrust rozetre a plnı do  prachovnice. Prepara t je silný
hygroskopicky.

 Tato prednapln tvorı v de lce asi 4 cm zaca tek chromatograficke  kolony  (poznamka 8.2).

3.18   Naplný chromatograficke  kolony (poznamka 8.3)

      a) Chromosorb W-AW 8O/100s s 10 % SP-1200 a 1 % kyseliny  fosforecne

          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  stearove

Prıprava: 10% g Chromatonu o zrnitosti 0,200 az  0 250 mm se prelije asi 30 ml
smýsi toluen-diethylether  25 + 5 obsahujıcı 0,5  g TWEEN-80 a 1,0 g kyseliny
stearove . Zıskana  kasovita  hmota se velmi jemný  promıcha  a jakmile zacne tuhnout,
dosusı se v digestori  napr . infralampou. Konecne  dosusenı se provede pri  120 °C.

3.19   Kyselina chlorovodıkova , odmýrny roztok c(HCl) =  0,1 mol/l pripravena  izotermickou
 destilacı (poznamka 8.4)

3.20   Kyselina octova , odmýrny roztok c(CH3CO2H) = 0,1 mol/l  pripravena  izotermickou
 destilacı (poznamka 8.4)

3.21   Kyselina ε-amino-kapronova

3.22   Kyselina n-kapronova

3.23   Hydroxylethylcelulosa (da le jen  ëHECë), roztok 10 g/l nebo

3.24   Polyvinylalkohol (da le jen ëPVAë), roztok 10 g/l

3.25   1,1,1-tris-hydroxyaminomethan (da le jen "TRIS")

3.26   Voda redestilovana

3.27   Vedoucı elektrolyt
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  Prıprava: Do odmýrne  banky na 200 ml se odvazı 0,440 g kyseliny ε-amino-n-
 kapronove , pipetou odmýrı 20 ml odmýrne ho  roztoku kyseliny chlorovodıkove  a 10 ml
 roztoku HEC nebo  PVA. Odmýrna  banka se doplnı redestilovanou vodou po rysku a
 promıcha . Takto upraveny elektrolyt se prevede do kadinky na 400 ml a malymi
prıdavky  kyseliny ε-amino-n-kapronove  se upravı pomocı pH metru na hodnotu  4,50 ť
0,02. Potom se roztok prevede do nadobky z plasticke   hmoty a dobre uzavreny se
uchovava   v chladnicce.

3.28   Koncovy elektrolyt

  Prıprava: Do kadinky na 250 ml se pomocı male  pipety odvazı 0,11 az 0,12 g kyseliny
 n-kapronove , pipetou se odmýrı 100 ml redestilovane  vody, kadinka se umıstı na
 elektromagnetickou mıchacku, vlozı se mıchade lko a zapne ohrev.  Roztok se za
sta le ho mıchanı mırný zahrıva  az do ±plne ho  rozpustýnı kyseliny. Po ochlazenı na
laboratornı teplotu  se roztok malymi prıdavky TRISu pomocı pH metru upravı na
pH = 7,60 ť 0,02. Upraveny roztok se prevede do nadobky  z plasticke  hmoty a dobre
uzavreny se uchovava   v chladnicce.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Mixe r vhodne  konstrukce

4.2   pH-metr vhodne  konstrukce s prıslusenstvım pro potenciometrickou titraci

4.3   Mıchacka elektromagneticka  s mıchade lky

4.4   Byreta na 25 ml, dýlena  po 0,05 ml

4.5   Misky dle Conwaye z vhodne ho materia lu (sklo, plexisklo  a pod.), vnitrnıho
        pru mýru 100 mm, pru mýru vnitrnı casti  40 mm a hloubky misky 15 mm

4.6   Mikrobyreta na 2 a 5 ml

4.7   Chromatograf plynovy s vyhodnocovacım zarızenım

4.8   Kolona chromatograficka  s parametry

 - materia l sklo

 - de lka 240 cm

 - svýtlost 3 mm

 - detekce FID

 - nastrik 1 az 2 Žl

 - nosny plyn dusık

- pru tok plynu 35 ml/min

- teplota 175 °C az 188 °C (podle pouzite  naplný)

4.9   Mikrodavkovac na 5 Žl

4.10   Mikropipety 10 a 20 Žl

4.11   Lahvicky reagencnı na 10 ml s upravenym uzavýrem
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 U prava:  Do  sroubove ho  uzavýra lahvicky z plasticke  hmoty  se provrta  otvor
 o pru mýru 6 az 8 mm a utýsnı se vlozenım  kotoucku silikonove  pryze pod jeho uzavýr.
 Odbýr vzorku  k nastriku do kolony se provede mikrodavkovacem pres  vznikle
septum.

4.12   Prıstroj pro kapila rnı izotachofore zu vhodne  konstrukce  (da le jen "ITP analyza tor")

4.13   pH metr vhodne  konstrukce s prıslusenstvım

4.14   Nadobky z plasticke  hmoty na 100 a 250 ml

4.15   Konzistometr, prıstroj pro mýrenı stlacitelnosti s prıslusenstvım

5.   Postup

5.1   Odbýr vzorku  a jejich predanı ke zkousenı

Mimo obecne  zasady pro odbýr vzorku , kdy odebrane  vzorky silazı se hermeticky uzavırajı do
nepropustnych obalu  z inertnıch hmot (polyetyle n, polyvinylchlorid, sklo apod.) se musı
vzorky odebırat za takovych teplotnıch i casovych podmınek, aby býhem transportu do
laboratore, nemohlo dojıt ke kvalitativnım zmýnam.

Zapis o odbýru vzorku je nutno doplnit o nasledujıcı ±daje:

- zpu sob a technika sbýru porostu na silaz

- datum zaca tku a ukoncenı silazovanı

- de lka rezanky

- prıpadný pouzite  konzervacnı prısady nebo jina  aditiva  a jejich davkovanı

- zpu sob stlacovanı a zakrytı

- smyslove  posouzenı v mıstý odbýru

5.2   U prava vzorku pro zkousenı

Vzorek silaze se po prıjmu do zkusebnı laboratore smyslový posoudı. Po smyslovem
posouzenı se ihned na nepropustne  inertnı podlozce dokonale promıcha  a porezanım se upravı
na velikost castic pod 20 mm. Z takto upravene ho vzorku se po opýtnem promıchanı odebere
po mnozstvı pro stanovenı vlhkosti, jakosti konzervace, event. i pro stanovenı vyzivne
hodnoty (pro rızkove  silaze i pro stanovenı stlacitelnosti). Pokud ve vyjımanych prıpadech
nelze vzorek ihned upravit pro zkousenı, mu ze se uchovat v pu vodnım stavu nejvyse po dobu
24 hodin v chladnicce pri teplotý 3 °C az 5 °C, hermeticky uzavreny v inertnım obalu.

5.3   Prıprava vodnıho vyluhu silaze (zasobnı roztok)

Do nadobky mixe ru se odvazı (50 ť 0,1) g vzorku upravene ho podle 5.2, prida  se presný
450 ml vody, vlozı do mixe ru (4.1) a po dobu 4 minut se intenzıvný mixuje pri vysokych
otackach. U vzorku  silaze ze zavadnute  pıce se pred vlastnı mixacı necha  vzorek nasaknout po
dobu asi 5 minut pridanou vodou. Po provedene  mixaci se suspense filtruje suchym rıdkym
filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje.
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Pokud z casovych du vodu  nenı mozno vyluh da le zpracovat (pouzıt pro dalsı stanovenı),
konzervuje se prıdavkem 0, 5 ml toluenu (3.1) jiz pred filtracı. V prıpadý, ze nýktere  ze
stanovenı z tohoto vyluhu bude provedeno metodou plynove  chromatografie, nelze konzervaci
pouzıt. Vyluh se uchovava  v chladnicce a to nejde le do druhe ho dne.

Celkove  mnozstvı vyluhu se podle obsahu vlhkosti zkousene ho vzorku pohybuje výtsinou od
475 ml do 490 ml. Odchylka od 500 ml, uvazovanych pri vypoctech napr . silaznıch kyselin je,
vzhledem k charakteru zkousene ho materia lu a mnozstvı zkusebnıho vzorku pro prıpravu
vyluhu, v podstatý zanedbatelna  (poznamka 8.5).

Presne  stanovenı celkove ho mnozstvı vyluhu silaze v ml (X), po provedenem stanovenı
obsahu vlhkosti zkousene ho vzorku, se vypocıta  podle vzorce:

X mV
= +450

103

.

kde    V   je    obsah vlhkosti zkousene ho vzorku v g/kg

                      m hmotnost zkusebnıho vzorku v g

Pro vypocet vysledku  silaznıch kyselin se jako faktor F (faktor redýnı) dosadı bu°
X
20

   (exaktný), nebo

500
20

.K   (zpresnýnı) (poznamka 8.5)

5.4   Stanovenı hodnoty pH a formove  titrace

Aktivnı kyselost se stanovı jako pH vodnıho vyluhu silaze elektrometricky a hodnota
formolove  titrace se stanovı po ztitrovanı volne  kyselosti a pridanı formaldehydu titracný
alkalimetricky.

5.4.1   Provedenı

Do kadinky vhodne ho objemu se odpipetuje 100 ml filtra tu vodnıho vyluhu silaze,
pripravene ho podle 5.3, vlozı se elektrody pripojene  na pH-metr (4.2) a zmýrı se hodnota pH
s presnostı nejme ný na 0,1 pH.

Potom se kadinka se vyluhem umıstı na elektromagnetickou mıchacku (4.3), vhodı
mıchade lko a obsah kadinky se za sta le ho mıchanı titruje odmýrnym roztokem hydroxidu
draselne ho (3.2) do hodnoty pH = 8,5. Tato spotreba se nezaznamenava .

Ke ztitrovanemu roztoku se prida  10 ml cerstvý zneutralizovane ho roztoku formaldehydu
(3.3), pricemz hodnota pH poklesne, a za sta le ho mıchanı se z naplnýne  byrety opýt titruje
odmýrnym roztokem hydroxidu draselne ho (3.2) do hodnoty pH = 8,5 (spotreba V).

5.4.2   Vypocet a vyjadrenı vysledku

 Hodnota formolove  titrace, vyjadrena  jako NH3, v g/kg (Z) se vypocıta  podle vzorce:
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Z V C
m

=
17 03, . .

kde    V    je    spotreba odmýrne ho roztoku hydroxidu draselne ho v ml

          C          presna  koncentrace odmýrne ho roztoku hydroxidu draselne ho v mol/l

          m          hmotnost navazky alikvotnıho podılu zkusebnıho vzorku  v g

5.5   Stanovenı obsahu amoniaku a vypocet stupný proteolyzy

Amoniak uvolnýny ve slabý alkalickem prostredı ±cinkem uhlicitanu draselne ho se po dif±zi
v roztoku kyseliny borite  stanovı titracný acidimetricky.

Stupen proteolyzy se vypocıta  z obsahu amoniaku, hodnoty formolove  titrace, vyjadrene  jako
NH3 a obsahu dusıkatych la tek, vyjadrenych jako dusık.

5.5.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

Do sady odmýrnych banýk na 100 ml se diferencovaný odpipetuje 5,0 ; 10,0 ; 20,0 ; 30,0 ;
40,0  a 50 ml zakladnıho standardnıho roztoku chloridu amonne ho (3.9), coz v 10 ml
kalibracnıch roztoku  odpovıda  koncentracım 0,5 ; 1,0 ; 2,0 ; 3, 0 ; 4,0  a 5, 0 mg amoniaku
vyjadrene ho jako NH3. Kazda  z odmýrnych banýk se doplnı po rysku vodou a promıcha . Da le
se vsechny kalibracnı roztoky zpracujı podle 5.5.2.

Ze zıskanych spotreb odmýrne ho roztoku kyseliny sırove  (3.6) na kalibracnı roztoky a jim
odpovıdajıcıch koncentracı amoniaku se sestrojı kalibracnı graf.

5.5.2   Vlastnı provedenı

Do mezikruzı misky podle Conwaye (4.5) se odpipetuje 10 ml filtra tu vodnıho vyluhu silaze,
pripravene ho podle 5.3, resp. kalibracnıho roztoku, pripravene ho podle 5.5.1. Do strednı casti
misky se odpipetuje 3 ml roztoku kyseliny borite  (3.5) a do mezikruzı k odpipetovanemu
filtra tu vodnıho vyluhu (kalibracnıho roztoku) se odpipetuje 1 ml roztoku uhlicitanu
draselne ho (3.4), miska se rychle hermeticky uzavre vıckem, pricemz k utýsnýnı se pouzije
male  mnozstvı glycerınu (3.7). Po opatrnem promıchanı krouzenım (obsahy castı misky se
nesmýjı smıchat) se miska s obsahem ponecha  sta t pri laboratornı teplotý asi 12 hodin, nejle pe
pres noc. Potom se miska opatrný otevre, do strednı casti se prida  indika tor (3.8) a ihned
titruje odmýrnym roztokem kyseliny sırove  (3.6) do pravý vznikle  barevne  zmýny.

Ze zıskane  spotreby odmýrne ho roztoku kyseliny sırove  se zjistı z kalibracnıho grafu
odpovıdajıcı mnozstvı amoniaku, vyjadrene ho jako NH3.

5.5.3   Vypocet a vyjadrenı vysledku

Obsah amoniaku, vyjadrene ho jako NH3 v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X m
m

= 1

0

 Stupen proteolyzy v % (Y) se vypocıta  podle vzorce:
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( )Y
X Z

N S
=

+5147104, . . )
.

kde     Z    je     vysledek hodnoty formolove  titrace, zjistýne   podle 5.4, vyjadrene  jako
                        NH3 v g/kg

          m1           mnozstvı amoniaku, vyjadrene  jako NH3, zjistýne  z kalibracnıho grafu  v mg

          N          obsah dusıkatych la tek, stanovenych podle  prılohy 9, metoda 2.1 a vyjadrenych
   jako dusık v g/kg

           S            obsah susiny, stanoveny podle prılohy 9, metoda 1.1 v g/kg

           m0           hmotnost alikvotnıho podılu zkusebnıho vzorku, odebrane ho ke stanovenı v g

5.6   Stanovenı obsahu alkoholu

Alkoholy se stanovı z vodnıho vyluhu silaze metodou plynove  chromatografie. Uvedenym
zpu sobem lze stanovit i nizsı karboxylove  kyseliny, aceton a ±pravou podmınek i nizsı
ketony, aldehydy a estery, charakterizujıcı chuÚ ove  vlastnosti krmiva.

5.6.1   Provedenı

Do reagencnı lahvicky (4.11) se odpipetuje 2 ml vodnıho vyluhu silaze, pripravene ho podle
5.3, prida  se mikropipetou 10 Žl MIBK (3.10), uzavre a promıcha . Pokud je nutne  prıtomnou
kyselinu mle cnou preve st na acetaldehyd, coz se doporucuje s ohledem na prodlouzenı
zivotnosti chromatograficke  kolony (poznamka 8.6), prida  se 1 az 2 ml oxidacnıho cinidla
roztoku sıranu cericite ho (3.11). Po 15 minutach se provede nastrik do predem pripravene
kolony (4.8) a porıdı se chromatograficky zaznam (4.7).

Prıtomne  la tky eluujı v nasledujıcım poradı:  

   1. nızkovroucı estery, ketony a aldehydy("chuÚ ove  la tky")

   2. acetaldehyd (oxidacnı produkt kyseliny mle cne )

   3. ethylalkohol

   4. aceton

   5. n-propylalkohol

   6. kyselina mravencı (zaznam s detektorem FID ma lo  citlivy)

   7. kyselina octova

   8. n-butylalkohol

   9. kyselina propionova

  10. standard MIBK

  11. kyselina isomaselna

  12. kyselina n-maselna

  13. kyselina isovalerova

  14. kyselina n-valerova  (poznamka 8.7)
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5.6.2   Vypocet a vyjadrenı vysledku

Obsah ethylalkoholu, event. dalsıch la tek se provede metodou vnitrnıho standardu obvyklou
technikou.

5.7   Stanovenı obsahu silaznıch kyselin

Silaznı kyseliny se stanovı z pripravene ho filtra tu vodnıho vyluhu silaze prımo metodou
kapila rnı izotachofore zy zpu sobem srovnanı se standardem.

5.7.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

Do sady odmýrnych banýk na 100 ml se diferencovaný odpipetuje 0,5; 1,0; 3,0 ; 5,0 a 7,0 ml
odmýrne ho roztoku kyseliny octove  (3.20), coz odpovıda  koncentracım kalibracnıch roztoku
ve 100 ml 0,5 .10-3 mol/l az 7 .10-3  mol/l, kazda  z banýk se doplnı redestilovanou vodou
(3.26) po rysku a promıcha .

Pripravı se ITP analyza tor (4.12) pro mýrenı, podle prıslusne ho navodu k nýmu a jednotlive
kalibracnı roztoky (roztoky zkousene ho vzorku) se postupný davkujı pomocı davkovacıho
kohoutu na zaca tek separacnı kolony do rozhranı mezi vedoucı a koncovy elektrolyt. Odezva
migrace aniontu kyseliny octove  (jednotlivych kyselin) se zaznamenava  dvouliniovym
zapisovacem nebo jinym vhodnym registracnım zatızenım.

Tımto zpu sobem se provadı kalibrace pomocı roztoku kyseliny octove  (3.20). Prepocet na
ostatnı stanovovane  kyseliny, ktere  se v pouzitem elektrolytickem systemu dýlı v poradı
kyselina sÚ avelova , mravencı, pyrohroznova , mle cna , jantarova , octova , propionova , kyseliny
maselne  a valerove  je uveden v tabulce 1.

Z namýrenych vln linea rnıho zaznamu nebo vzda lenosti pıku  krivek diferencia lnıho zaznamu
a prıslusnych koncentracı kalibracnıch roztoku  se sestrojı graf (poznamka 8.8).

5.7.2   Vlastnı provedenı

Z filtra tu vodnıho vyluhu silaze, pripravene ho podle 5.3 se odpipetuje 20,0 ml do odmýrne
banky na 100 ml, doplnı redestilovanou vodou (3.26) po rysku a promıcha . Takto zredýny
vyluh se davkuje do ITP analyza toru (4.12) tak, jak je uvedeno v 5.7.1 a da le se postupuje
podle tohoto clanku.

Z namýrenych hodnot de lky vln z linea rnıho zaznamu nebo vzda lenostı pıku  krivek
diferencia lnıho zaznamu v mm se zjistı z kalibracnıho grafu koncentrace odpovıdajıcı
kyseliný octove  v mmol/l (C1).

5.7.3   Vypocet a vyjadrenı vysledku

 Obsah prıslusne  silaznı kyseliny v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X F M C C
K
r

r

=
. . .1 2

kde     F    je    redýnı filtra tu vodnıho vyluhu vzorku silaze
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          Mr        relativnı molekulova  hmotnost prıslusne  kyseliny  (viz tabulka 1)

          C1           koncentrace v mmol/l zjistýna  z kalibracnıho  grafu

    C2     koncentrace odmýrne ho roztoku kyseliny octove   v mol/l pouzite  pro
                       sestrojenı kalibracnıho grafu

          Kr                    prepoctovy faktor

Protoze pro kazdou kyselinu jsou hodnoty F, Mr, Kr, C konstantnı, pak vypoctovy vzorec
prejde na:

X C Fk= 10 1. .
kde     Fk        je   relativnı faktor uvedeny pro kazdou kyselinu  v tabulce 1

Poloha zon jednotlivych kyselin se urcı pomocı modelove  smýsi silaznıch kyselin, protoze
mimo nich se mohou v zaznamu objevit i jine  kyseliny jako napr . sırova  ci fosforecna  resp.
anionty týchto kyselin. Kazda  kyselina (aniont kyseliny) ma  v zaznamu vzdy stejnou polohu,
ktera  pro pracovnı soustavu charakterizuje relativnı vysku zony (viz tabulka 1).

Relativnı  faktor FK je konstantnı, pokud nebyla zmýnýna koncentrace filtra tu vodnıho vyluhu
vzorku silaze (napr . výtsım zredýnım).

 Tabulka 1 Tabelovane  hodnoty relativnı molekulove   hmotnosti, relativnıch faktoru  a zon
jednotlivych kyselin popr . elektrolytu

Kyselina Mr Kr Fk Relativnı
vy ska zo ny

Vedoucı
elektrolyt

- - - 0

sÚ avelova 90,036 1,525 0,29520 7,1

mravencı 46,026 0,885 0,26003 15,3

pyrohroznova 88,062 1,000 0,44031 23,5

mle cna 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
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maselna 88,104 1,000 0,40047 84,0

valerova 102,130 1,150 0,44404 90,5

Koncovy
elektrolyt

- - - 100,0

5.8  Stanovenı stupný stlacitelnosti rızkovych silazı

Stupen stlacitelnosti se stanovı po 15 minutovem zatızenı definovane ho mnozstvı vzorku
silaze na konzistometru za definovanych podmınek jako rozdıl vysek vrstvy pred a po
stlacenı.

5.8.1   Provedenı

Na zakladnı desku, umıstýnou na vodorovne  plose konzistometru (4.15) se vlozı podlozna
miska, va lec s dýrovanou prıckou a sklenýny va lec. Do tohoto sklenýne ho va lce se odvazı
(250 ť 1) g zkousene ho vzorku silaze, pripravene ho podle 5.2, zkusebnı vzorek se
rovnomýrný rozvrstvı po cele  plose dýrovane  prıcky, ktera  tvorı dno va lce. Vyska te to vrstvy
se zjistı na kalibrovane  straný va lce (d1). Potom se volný nasadı dýrovany pıst s vodıcı
tycinkou a vıcko, ktere  se prichytı pruzinami. Vodıcı tycinka se pridrzı tak, aby pıst byl prımo
nad zkousenym vzorkem a nasadı se obý zavazı. Pak se vodıcı tycinka se zavazım uvolnı a od
tohoto okamziku se pocıta  cas. Po 15 minutovem stlacovanı se proti spodnı hraný dýrovane ho
pıstu zjistı vyska hladiny stlacene ho zkousene ho vzorku (poznamka 8.9).

5.8.2   Vypocet a vyjadrenı vysledku

Stupen stlacitelnosti silaze v mm (X) se vypocıta  podle vzorce:

X d d= −1 2

kde     d1     je     vyska vrstvy nestlacene ho zkusebnıho vzorku v mm  s presnostı na 0,1 mm

          d2            vyska vrstvy zkusebnıho vzorku po stlacenı v mm  s presnostı na 0,1 mm

5.9   Stanovenı vyzivne  hodnoty

Vyzivna  hodnota silaze se stanovuje vypoctem z nalezenych hodnot obsahu dusıkatych la tek
(stanovenych podle Prılohy 9, cast 2.1), popele (stanovene ho podle Prılohy 9, cast 6.1),
vlakniny (stanovene  podle Prılohy 9, cast 4.1), BNLV (vypoctene  podle Prılohy 9, cast 5.5) a
obsahu vlhkosti - susiny (stanovene  podle Prılohy 9 , cast 1.1).

U obsahu vlhkosti - susiny se pro ±cely presnych bilancnıch pokusu  provadı korekce,
vzhledem k ±niku týkavych la tek za podmınek metody

Obsah korigovane  susiny v g/kg silaze se vypocıta  podle vzorcu : pro silaze do pH = 4,2 (X),
od pH = 4,3 do 4, 5 (Y) a nad pH = 4,5 (Z)
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X S F TSK KM NH A= + + + + +0 92 0 89 0 31 0 83 3, . , . , . , .

Y S F TSK KM NH A= + + + + +0 93 0 93 0 24 0 85 3, . , . , . , .

Z S F TSK KM NH A= + + + + +0 98 0 86 0 15 0 93 3, . , . , . , .

kde     S     je     obsah susiny v g/kg

          F              obsah kyseliny mravencı v g/kg

         TSK          soucet obsahu  týkavych silaznıch kyselin (octove ,  propionove , maselne ) 
 v g/kg

          KM          obsah kyseliny mle cne  v g/kg

          A              obsah alkoholu v g/kg

          NH3          obsah amoniaku, vyjadrene ho jako NH3 v g/kg

6. Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
Vysledkem kazde ho stanovenı je aritmeticky pru mýr dvou vysledku  soubýzný provedenych

stanovenı, ktere  splnujı podmınky opakovatelnosti a vyjadrujı se s presnostı u stanovenı:

 pH na 0,05

 hodnoty formolove  titrace     na 0,1

                            amoniaku jako NH3               na cele  jednotky

                            silaznıch kyselin                    na cele  jednotky

                             stlacitelnosti silazı                 na 0,1 mm

                             stupný proteolyzy                   na 0,01

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
u stanovenı :

 pH 0,05

                    hodnoty formolove  titrace               0,1

                    amoniaku jako NH3                         0,1

                    alkoholu                                          zatım neuvedena

                    silaznıch kyselin                             1,0

                    stlacitelnosti silazı                          zatım neuvedena

8.   Poznamky
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8.1   Toluen a diethylether jsou nebezpecne  horlaviny I. trıdy  a proto pri jake koli manipulaci
s nimi je nutne  dodrzovat  bezpecnostnı pravidla.

8.2   Prednapln je nutno vymýnit asi po 50 provedenych stanovenıch.

8.3   Jsou uvedeny alternativnı moznosti volby a) az d).

8.4   Izotermicka  destilace se provadı nasledovný: Do výtsı  prachovnice se zabrusem a
sirokym hrdlem nebo jine  prostorne  nadoby se zabrusem (napr . exsika tor bez naplný) se odlije
asi do 1/4 jejı vysky prıslusna  kyselina (la tka) a vlozı  do nı mensı nadobka do poloviny
naplnýna  redestilovanou vodou. Po uzavrenı vnýjsı nadoby se necha  sta t pri laboratornı teplotý
asi 14 dnı, pricemz dojde k dif±zi par kyseliny  (la tky) do redestilovane  vody. Po uplynutı te to
doby se  mensı nadobka s difundovanou kyselinou (la tkou) vyjme a jejı  koncentrace se urcı
titracný.

Tımto zpu sobem se pripravı prıslusna  kyselina (la tka) velmi  znacne  cistoty a z nı se
pripravujı pomocı redestilovane   vody potrebne  superciste  roztoky.

8.5   Pro urcite  zpresnýnı celkove ho mnozstvı vodnıho vyluhu silaze se 500 ml vynasobı pro
silaze koeficientem K = 0,98  a pro silaze ze zavadle  pıce koeficientem K = 0,95.

8.6   Tato oxidacnı ±prava mýnı prıtomnou kyselinu mle cnou na  acetaldehyd v prvnı casti
chromatograficke ho zaznamu.

Neprovede-li se oxidace kyseliny mle cne  na acetaldehyd,  eluuje se kyselina mle cna  v
nýkterych prıpadech az za kyselinou isovalerovou. Ostatnı prıtomne  la tky (alkoholy, aceton,
monokarboxylove  kyseliny) jsou v uvedenem oxidacnım  prostredı sta le  nejme ný 2 hodiny.

8.7   Eventuelný prıtomna  kyselina pyrohroznova  se objevuje na  chromatografickem zaznamu
pred kyselinou isomaselnou.

8.8   Kalibracnı graf ma  obecnou platnost, pokud nedojde k zadne   zmýný pracovnıch
podmınek. Dodrzenım pracovnıch podmınek se  rozumı zejme na:

    a) konstantnı prıprava a redýnı filtra tu vodnıho vyluhu  vzorku  silaze

  b) pouzitı stejne ho kapila rnıho systemu a prıstroje ITP

c) stejny zpu sob davkovanı (tj. konstantnı mnozstvı roztoku zkousene ho vzorku

identicky    davkovacı kohout)

  d) stejny elektrolyticky system (vedoucı a koncovy  elektrolyt)

    e) konstantnı hodnota hnacıho proudu

    f)  stejny zpu sob registrace zaznamu odezvy kyselin  (rychlost chodu zapisovace)

         g) stejny objem pri davkovanı roztoku vzorku i kalibracnıho roztoku

8.9   Veskera  odlisovana  sÚ ava a to jak nad hornı vrstvou pıstu,  tak i na podloznı misce se
mu ze odmýrit kalibrovanym va lcem  a zjistit objem odlisovane  sÚ avy, podle nýhoz lze
usuzovat  na fyzika lnı vlastnosti rızku , predevsım na stupen poutanı  vody resp. koloidnı
vlastnosti vody.
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Postupy laboratornıho zkousenı krmiv, doplnkovy ch

latek a premixu

II

Pr ıloha c. 10 vyhlasky Ministerstva zemedelstvı c. 124/2001/Sb., kterou se

stanovı pozadavky na odber vzorku  a principy metod laboratornıho

zkousenı krmiv, doplnkovy ch latek a premixu  a zpu sob uchovavanı vzorku
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Prıloha c.10 k vyhlasce 124/2001 Sb.

Postupy pro laboratornı zkousenı krmiv, doplnkovy ch latek a premixu

Seznam postupu  chemicke ho zkousenı doplnkovych la tek, premixu  a krmnych smýsı s
doplnkovymi la tkami a premixy

Nazev postupu Oznacenı
postupu

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
------------------

1. Stimulatory ru stu
1.1. Stanovenı obsahu avilamycinu -A-

1.2. Stanovenı obsahu avoparcinu -A-

1.3. Stanovenı obsahu flavosfolipolu -A-

1.4. Stanovenı obsahu olachindoxu -B-

1.5. Stanovenı obsahu monensinu -A-

1.6. Stanovenı obsahu monensinu -A-

1.7. Stanovenı obsahu salinomycinu -A-

1.8. Stanovenı obsahu salinomycinu -A-

1.9. Stanovenı obsahu tylosinu -A-,-B-

1.10. Stanovenı obsahu virginiamycinu -A-,-B-

1.11. Stanovenı obsahu zinkbacitracinu -A-

1.12. Stanovenı obsahu zinkbacitracinu -B-

1.14. Stanovenı obsahu avoparcinu -B-

1.15. Stanovenı obsahu monensinu -B-

1.17. Stanovenı obsahu virginiamycinu -B-

2. Antikokciodika
2.1. Stanovenı obsahu amprolia -A-

2.2. Stanovenı obsahu amprolia -B-

2.3. Stanovenı obsahu diclazurilu -A-

2.4. Stanovenı obsahu lasalocidu -A-
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2.5. Stanovenı obsahu maduramicinu -A-

2.6. Stanovenı obsahu metylbenzocha tu -A-

2.7. Stanovenı obsahu narasinu -A-

2.8. Stanovenı obsahu narasinu -A-

2.9. Stanovenı obsahu nikarbazinu -B-

2.11. Stanovenı obsahu robenidinu -A- -B-

2.12. Stanovenı obsahu sulfachinoxalinu -B-

2.13. Stanovenı obsahu meticlorpindolu -A-

2.14. Stanovenı obsahu meticlorpindolu -B-

2.15. Stanovenı obsahu kurasanu -A-

2.16. Stanovenı obsahu salinomycinu - je uvedeno v Prıloze c.10, cast 1

2.17. Stanovenı obsahu monensinu - je uvedeno v Prıloze c.10, cast 1

2.18. Stanovenı obsahu dinitolmidu -B-

2.19. Stanovenı obsahu halofuginonu -B-

2.20. Stanovenı obsahu decoquina tu -B-

2.21. Stanovenı obsahu arprinocidu -B-

2.22. Stanovenı obsahu ethopaba tu -A-

2.23. Stanovenı obsahu lasalocidu -A-

3. Chemoterapeutika
3.1. Stanovenı obsahu dimetridazolu -A-

3.2. Stanovenı obsahu dimetridazolu -B-

4. Vitaminy
4.1. Stanovenı obsahu vitaminu A a vitaminu E -A-

4.2. Stanovenı obsahu vitaminu A a vitaminu E -A-

4.3. Stanovenı obsahu vitaminu E -A-

4.4. Stanovenı obsahu pridane ho vitaminu E -A-

4.5. Stanovenı obsahu vitaminu E -A-

4.6. Stanovenı obsahu cholinu -A-

4.7. Stanovenı obsahu pantothenanu vapenate ho -A-
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4.8. Stanovenı obsahu vitaminu B1, B2, B6 -A-

4.9. Stanovenı obsahu vitaminu B2 -A-

4.10. Stanovenı obsahu vitaminu B6 -A-

4.12. Stanovenı obsahu vitaminu A -B-

5. Mikroprvky
5.1 Stanovenı obsahu manganu, zinku, zeleza a mýdi - je uvedeno v prıloze c.9, cast 8 -A-

5.2. Stanovenı obsahu kobaltu -B-

5.3. Stanovenı obsahu selenu -B-

5.4. Stanovenı obsahu jodu -A-

6. Vehikula a pojiva
6.1. Stanovenı obsahu oxidu kremicite ho - je

uvedeno v prıloze c.9, cast 7 -A-

6.2. Stanovenı obsahu oxidu hlinite ho - je
uvedeno v prıloze c.9, cast 7 -A-

7. Vy pocty
7.1. Vyhodnocovanı a vypocet vysledku  stanovenı obsahu doplnkovych la tek pro

dif±znı plotnove  postupy -A-

8. Antioxidanty
8.1. Stanovenı obsahu etoxyquinu -B-

8.2. Stanovenı obsahu butylhydroxytoluenu, butylhydroxyanisolu a gala tu -B-

9. Barviva
9.1. Stanovenı obsahu kapsantinu -B-

9.2. Stanovenı obsahu nativnıch a pridanych karotenoidu -B-

10. Konzervanty
10.1. Stanovenı obsahu kyseliny mravencı -B-

10.2. Stanovenı obsahu oxidu siricite ho -B-

10.3. Stanovenı obsahu formaldehydu -A-
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11. Zchutnovadla
11.1. Stanovenı obsahu sacharinu -B-

12. Mikrobiotika
12.1. Stanovenı poctu za rodku  bakteriı kmene Streptococcus -B-

12.2. Stanovenı poctu za rodku  bakteriı kmene Bacillus -B-
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1.1 Stanovenı obsahu avilamycinu

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı avilamycinu v premixech a krmnych
smýsıch.

2.   Princip
 Avilamycin se stanovı dif±znı plotnovou metodou na zakladý inhibicnıho ±cinku na ru st
testovacıho mikroorganismu Micrococcus luteus ATCC 10 240.

3.   Chemikalie

3.1   Aceton (poznamka 8.1)

3.2   Smýs aceton - voda (1 + 1)

3.3   Avilamycin, zakladnı standardnı roztok s deklarovanou  ±cinnostı

3.4   Avilamycin, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı takove   mnozstvı standardnı substance
 avilamycinu (3.3), s presnostı nejme ný na 0,001 g, ktere  s ohledem na deklarovanou
 ±cinnost vytvorı koncentraci avilamycinu 1 mg v 1 ml.  Rozpustı se v acetonu (3.1),
 doplnı jım po rysku  a promıcha .

3.5   Avilamycin, kalibracnı standardnı roztoky

 Prıprava: Ze zakladnıho roztoku avilamycinu (3.4) se vhodnym zredýnım smýsı aceton-
 voda (3.2) pripravı tri roztoky  o koncentracıch 2, 1 a 0,5 Žg/ml (poznamka 8.2).

3.6   Testovacı mikroorganismus Micrococcus luteus ATCC 10 240

 Prıprava a udrzovanı kmene: Zakladnı kmen je udrzovan pravidelnym preockovanım na
 sikmem masopeptonovem agaru, inkubovan 18 az 24 hodin pri teplotý 37 °C a uchovan
 pri teplotý 4 °C

 Prıprava inokulacnı suspense: Kultura kmene, preockovana   den pred vlastnım
 stanovenım se prevede 5 ml fyziologicke ho  roztoku (3.8) do sterilnı zkumavky, touto
 suspensı se  naockuje rozehra ta  zivna  pu da ochlazena  na teplotu 48 °C  a opatrný
 promıcha .

3.7   Zivna  pu da pro vlastnı testaci (testovacı pu da)

 Slozenı:    Pepton 6,0 g

 Extrakt kvasnicny 15,0 g

 Agar 15,0 g

 Voda doplnit do 1 000 ml
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 Smýs se upravı na pH = 6,0 a sterilizuje 15 minut pri 115 °C

3.8   Fyziologicky roztok  Prıprava: 8 g chloridu sodne ho se rozpustı ve vodý a  doplnı na
 1 000 ml. Sterilizuje se 20 minut pri 121 ČC.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Plotna sklenýna  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 pru mýru 9 mm

4.4   Odstredivka laboratornı vhodne  konstrukce s prıslusenstvım

4.5   Termostat vhodne  konstrukce

4.6   Trepacka laboratornı

4.7   Podlozka vyrovnavacı regulovatelna

4.8   Vodovaha

4.9   Pipeta podle Pasteura

5.   Postup

5.1   Premixy

5.1.1   Do kuzelove  banky na 500 ml se odvazı presný 5,00 g zkusebnıho vzorku, prida  se
presný 200,0 ml acetonu (3.1) a 30 minut se protrepava . Potom se extrakt necha  asi 30 minut
usadit. Supernatant se rozredı smýsı aceton-voda (3.2), s ohledem na ocekavany (deklarovany)
obsah avilamycinu ve zkousenem vzorku, na testovacı koncentrace 2,0 , 1,0 a 0,5 Žg
avilamycinu v 1 ml (poznamka 8.2).

5.1.2   Na sterilnı plotnu (4.1) opatrenou kovovym ramem (4.2), utýsnýnym malym
mnozstvım agarove  pu dy a upravenou do vodovahy (4.8), se nalije 300 ml nebo 60 ml (podle
velikosti pouzite  plotny) rozehra te  testovacı pu dy (3.7), ochlazene  na 40 °C a naockovane
vhodnym mnozstvım inokulacnı suspense (3.6). Po utuhnutı agarove  pu dy se plotna (4.1)
vlozı na 1 hod. do chladnicky a po jejım vyjmutı se v pravidelnych vzda lenostech vyhloubı
korkovrtem v pu dý 9 x 9 nebo 6 x 6 jamek. Do týchto jamek se vnasejı testacnı koncentrace
standardnıch roztoku  (3.5) a testovane  roztoky zkousene ho vzorku pomocı Pasteurovych
pipet. Kalibracnı standardnı roztoky (testacnı koncentrace) se vnasejı do 3 nebo 2 rad ve
stredu plotny (4.1), testovane  roztoky zkousene ho vzorku odpovıdajıcı prıslusne  koncentraci
standardu  po obou stranach plotny. Plotna (4.1) se inkubuje 16 az 18 hod. pri teplotý 37 °C.

 Pru mýry vzniklych inhibicnıch zon se odmýrujı posuvnym mýrıtkem s presnostı nejme ný na
0,1 mm. Ze zıskanych hodnot mýrenı se vypocte pru mýrna  hodnota velikosti inhibicnıch zon
jednotlivych koncentracı pro standard i zkouseny vzorek.

5.2   Krmne  smýsi
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 Do kuzelove  banky na 500 ml se odvazı presný 40,00 g zkusebnıho vzorku, prida  se presný
200,0 ml acetonu (3.1) a da le se postupuje podle odstavce 5.1.1 a 5.1.2.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah avilamycinu v mg/kg se vypocıta  podle Prılohy 10, cast 7.1.

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadrujı se s presnostı na jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost

7.1  Pro premixy

 Nebyla dosud stanovena.

7.2  Pro krmne  smýsi

 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Aceton je nebezpecnou horlavinou I.trıdy, proto pri jake koli manipulaci s nım je nutne
dodrzovat bezpecnostnı  pravidla.

8.2   Vyluhy zkousene ho vzorku a kalibracnı roztoky standardu se  pripravujı týsný pred
vlastnım stanovenım.
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1.2   Stanovenı obsahu avoparcinu

Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no L 257,
10/09/81

1.   U cel a rozsah
Jsou uvedeny tri zkusebnı metody, z nichz dvý jsou pro stanovenı avoparcinu v premixech bez
i za prıtomnosti ionoforovych antikokcidik, jako napr . monenzinu, lasalocidu, maduramicinu i
dalsıch obdobne ho charakteru. Tretı z metod je uvedena pro krmiva.

Tyto metody specifikujı podmınky pro stanovenı avoparcinu v premixech a krmivech.

2.   Princip
Vzorek se rozpustı ve smýsi aceton-voda-kyselina chlorovodıkova  a avoparcin se stanovı na
zakladý inhibicnıho ±cinku na ru st testovacıho mikroorganismu Bacillus subtilis ATCC 6633,
mikrobiologicky dif±znı plotnovou metodou.

Za prıtomnosti ionoforovych antikokcidik se tyto odstranı predextrakcı vzorku
dichlormethanem.

3.   Chemikalie

3.1   Dichlormethan

3.2   Kyselina chlorovodıkova  (h = 1,17 g/ml), zredýna  1 + 9

3.3   Kyselina fosforecna  (H3PO4), koncentrovana  (h = 1,7 g/ml)

3.4   Aceton (poznamka 8.1)

3.5   Hydroxid sodny, roztok c(NaOH) = 2 mol/l

3.6   Sıran manganaty, tetrahydra t (MnSO4 .4 H2O), pevny

3.7   Hydrogenfosforecnan draselny (K2HPO4), pevny

3.8   Dihydrogenfosforecnan draselny (KH2PO4), pevny

3.9   Ethylalkohol - voda (1 + 4)

3.10   Fyziologicky roztok

 Prıprava: 8 g chloridu sodne ho se rozpustı ve vodý a  doplnı na 1 000 ml. Sterilizuje se
 20 minut pri 121 ČC.

3.11   Extrakcnı roztok

 Prıprava: 650 ml acetonu (3.4) se smıcha  s 325 ml vody  a 25 ml kyseliny
 chlorovodıkove  (3.2) a promıcha .
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3.12   Avoparcin sıran, standardnı substance s ovýrenou ci deklarovanou ±cinnostı

3.13   Avoparcin, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: Podle obsahu ±cinne  la tky se odvazı tolik standardnı substance sıranu
 avoparcinu (3.12) s presnostı  nejme ný na 0,001 g, aby vysledny roztok obsahoval
 presný 100 Žg avoparcinu v 1 ml. Odvazene  mnozstvı se prevede  pomocı
 fosforecnanove ho tlumive ho roztoku (3.15) do odmýrne  banky na 100 ml, po
 rozpustýnı se doplnı tımte z tlumivym roztokem po rysku a promıcha . Tento zakladnı
 standardnı roztok se uchovava  pri teplotý 5 °C a je sta ly po dobu  7 dnu .

3.14   Avoparcin, pracovnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odpipetuje 10 ml  zakladnıho standardnıho
 roztoku avoparcinu (3.13), doplnı  fosforecnanovym tlumivym roztokem (3.15) po

  rysku  a promıcha .

 1 ml tohoto pracovnıho roztoku obsahuje 10 Žg avoparcinu.  Pripravuje se cerstvy týsný
 pred zkousenım.

 Z tohoto roztoku se pripravı dalsım redýnım tlumivym fosforecnanovym roztokem
 (3.15) testacnı koncentrace 4 , 2 a  1 Žg v 1 ml (poznamka 8.2).

3.15   Tlumivy fosforecnanovy roztok

 Prıprava: 13,6 g dihydrogenfosforecnanu draselne ho (3.8)  se rozpustı v 950 ml vody a
 jeho pH se upravı kyselinou  fosforecnou (3.3) na hodnotu 4,5.

3.16   Zivne  pu dy:

3.16.1   Udrzovacı pu da

   Prıprava: Zivny agar c. 2 "Sevac" se pripravı podle  navodu vyrobce. Agar se pak
   rozdýlı po 7 az 9 ml do  zkumavek, tyto se uzavrou a sterilizujı 20 minut pri  teplotý
   121 °C. Po sterilizaci se necha  utuhnout v sikme   poloze.

3.16.2   Sporulacnı pu da

   Prıprava: Zivny agar c. 2 v mnozstvı 40 g se pripravı  podle navodu vyrobce, prida  se
  0,4 g sıranu manganate ho  (3.6) a do objemu 1 000 voda. Agar se pak rozdýlı po
  250 az 300 ml do Rouxovych lahvı (4.15) (nebo banýk na  500 ml) a sterilizuje
   20 minut pri teplotý 121 °C.

3.16.3   Testovacı pu da

 Prıprava: Odvazı se hydrogenfosforecnan draselny 0,7 g

  dihydrogenfosforecnan draselny 0,45 g

  glukoza 10,0 g

 kvasnicny autolyza t 2,5 g

 agar 18,0 g
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 Uvedene  la tky se rozmıchajı v 1 000 ml vody, pH se  upravı na hodnotu 6,0 a
 sterilizuje po dobu 20 minut pri  teplotý 121 °C. Sterilnı pu da se rozlije po 250 ml do
 predem vysterilizovanych kuzelovych banýk

3.16.4   Testovacı mikroorganismus Bacillus subtilis ATCC 6633  (CCM 1999)

  Udrzovanı kmene: Kultura se 1kra t mýsıcný preockovava  na  sikmy agar.   Inkubuje
  se 16 az 18 hodin pri teplotý  37 °C a uchovava  v chladnicce pri teplotý 5 °C.
  (poznamka 8.3).

 Prıprava sporove  suspense: Na ru st zakladnı kultury na sikmem agaru se smyje 3 ml
 fyziologicke ho roztoku  (3.10) a prenese se asepticky do Rouxovych lahvı  (4.15),
 obsahujıcıch sporulacnı pu du (3.16.2). Pomocı  sterilnıch sklenýnych kulicek se
 mikroorganismus rovnomýrný rozetre po povrchu agaru. Takto pripravene  Rouxovy
 lahve (4.15) se inkubujı pri teplotý 37 °C po dobu 7 az  10 dnı. Pak se provýrenım
 sporulace pod mikroskopem  (4.16) smyje narostla  kultura s povrchu 25 ml
 fyziologicke ho roztoku (3.10) centrifuguje, (4.3) k sedimentu  se prida  opýt 25 ml
 fyziologicke ho roztoku (3.10),  suspense se zahrıva  30 minut pri teplotý 65 °C a
 znovu centrifuguje (4.3). Toto promyvanı spor se opakuje  trikra t. Nakonec se
 suspense spor prevede do kuzelove   banky a zahrıva  se 30 minut pri teplotý 65 °C.
 Takto  pripravena  suspense spor predstavuje zakladnı inokulum,  ktere  uchovavano 
 pri teplotý 4 °C je pouzitelne  po dobu  6 mýsıcu .

 Koncentrace sporosuspense se urcuje experimenta lnı  testacı. Ma  byt takova , aby
 velikost inhibicnı zony pri  redýnı 4 Žg/ml byla 22 mm, coz odpovıda  asi 0,2 az
 0,3 ml sporosuspense na 100 ml agaru.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Prıstroj extrakcnı (napr . podle Soxhleta)

4.2   Lazen vodnı s regulovatelnou teplotou

4.3   Odstredivka laboratornı vhodne  konstrukce s prıslusenstvım  (centrifugacnı kyvety se
 za tkami)

4.4   Autoklav

4.5   Trepacka vhodne  konstrukce

4.6   Termostat

4.7   pH metr

4.8   Plotny sklenýne  360 mm x 360 mm nebo 250 mm x 250 mm

4.9   Ramy kovove  240 mm x 240 mm nebo 200 mm x 200 mm

4.10   Podlozka vyrovnavacı regulovatelna

4.11   Korkovrt o pru mýru 9 mm

4.12   Pipety podle Pasterura
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4.13   Patrony extrakcnı

4.14   Banka odparovacı na 500 ml

4.15   Lahve Rouxovy na 1 000 ml

4.16   Mikroskop vhodne  konstrukce

5.   Postup

5.1   Premixy

5.1.1   Za neprıtomnosti ionoforovych antikokcidik

5.1.1.1   Odvazı se prıslusne  mnozstvı (poznamka 8.4) zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný
na 0,001 g do kuzelove  banky vhodne  velikosti, suspenduje se ve 2/3 celkove ho objemu
extrakcnıho roztoku (3.11) (poznamka 8.4) a necha  se 30 min. volný sta t. Potom se pomocı
kyseliny chlorovodıkove  (3.2) upravı hodnota pH na 1,5 az 2 a obsah se extrahuje 30 minut na
trepacce (4.5). Po extrakci se upravı pomocı roztoku hydroxidu sodne ho (3.5) pH na hodnotu
4,5. Ve zbyle  1/3 extrakcnıho roztoku (3.11) se upravı pH na hodnotu 4,5 a po korekci na
pridana  mnozstvı kyseliny a hydroxidu se prida  do kuzelove  banky. Potom se pevny podıl
necha  usadit a supernatant se jednak bu°  odstredı (4.3) nebo prefiltruje suchym stredný
hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje. Tento
supernatant nebo filtra t se naredı pomocı tlumive ho fosforecnanove ho roztoku (3.15) na
testovacı koncentrace 4, 2 a 1 Žg avoparcinu v 1 ml (poznamka 8.6).

5.1.1.2   Na sterilnı sklenýnou plotnu (4.8) s kovovym ramem (4.9), ktera  je polozena  na
vyrovnavacı podlozce (4.10) a utýsnýna  malym mnozstvım agarove  pu dy (3.16.1) se vylije
60 ml rozehra te  testovacı pu dy (3.16.3), ochlazene  na 55 - 60 °C a naockovane  0 1 ml az
0,3 ml sporove  suspense (3.16.4). Po utuhnutı agarove  vrstvy se vlozı plotna (4.8) na 1 hodinu
do chladnicky. Potom se v pravidelnych vzda lenostech vyhloubı korkovrtem (4.11) v pu dý 6 x
6 jamek, do nichz se vnasejı jednotlive  testacnı koncentrace standardu 3.14) a testovane
koncentrace zkousene ho vzorku (viz 5.1.1.1) pomocı Pasteurovy pipety (4.12). Testacnı
roztoky standardu se plnı do dvou rad pod sebou ve stredu plotny a po obou stranach se plnı
do dvou rad testovane  koncentrace zkousene ho vzorku, odpovıdajıcı prıslusnemu redýnı
standardu. Plotna se zakryje dýrovanym alobalem a inkubuje se 16 az 18 hodin pri teplotý
37 °C. Pru mýry vzniklych inhibicnıch zon se odmýrujı posuvnym mýrıtkem s presnostı 0,1
mm. Ze zıskanych hodnot se vypocte pru mýrna  hodnota velikosti inhibicnıch zon jednotlivych
redýnı pro standard i zkouseny vzorek.

5.2.2   Za prıtomnosti ionoforovych antikokcidik

5.2.2.1  Nejprve se provede predbýzna  extrakce zkusebnıho vzorku. Do strednı casti
extrakcnıho prıstroje (4.1) se vlozı extrakcnı patrona (4.13) naplnýna  asi do poloviny
odvazenym vzorkem. Na vrchu se utýsnı smotkem extrahovane  vaty. Do extrakcnı banky se
odmýrı asi 250 ml dichlormethanu (3.1), banka se pripojı k extrakcnımu prıstroji (4.1) a cely
prıstroj se umıstı na vodnı lazni (4.2), vyhra te  a udrzovane  pri teplotý 50 °C. Dichlormethan
(3.1) po zahra tı destiluje a pomocı vodnıho chladice extrakcnıho prıstroje (4.1) kondenzuje do
strednı casti, kde je umıstýna patrona (4.13) se vzorkem. Po naplnýnı te to strednı casti
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dichlormethanem (3.1) tento pretece zpýt do extrakcnı banky a cely cyklus se opakuje. Toto se
necha  opakovat asi 5 kra t az 7 kra t. Pak se extrakcnı prıstroj (4.1) odstavı, patrona se vzorkem
se vyjme a necha  po dobu 24 hod. vysusit pri laboratornı teplotý.

 Da le se postupuje podle 5.1.1.1 a 5.1.1.2.

5.2   Krmiva

 Odvazı se asi 50 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na 0,01 g do kuzelove  banky, prida
se presný 100,0 ml extrakcnıho roztoku (3.11), banka se umıstı na trepacku (4.5) a obsah se
vytrepava  po dobu 30 minut. Potom se obsah banky prevede do centrifugacnı kyvety, tato se
vlozı na odstredivku (4.3) a odstredı. Z cire ho supernatantu se odpipetuje alikvotnı podıl tak,
aby vysledna  koncentrace, s ohledem na ocekavany (deklarovany) obsah avoparcinu
v zkousenem vzorku, byla asi 4 Žg/ml.  Z tohoto roztoku se pripravı testovane  koncentrace 2 ,
1 a 0,5 Žg avoparcinu v 1 ml (poznamka 8.6). R edýnı se provede pomocı tlumive ho roztoku
(3.15).

 Da le se postupuje podle 5.1.1.2.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah avoparcinu v mg/kg se vypocıta  podle Prılohy 10, cast 7.1.

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Aceton je nebezpecnou horlavinou I. trıdy, proto pri  jake koli manipulaci s nım je nutno
dodrzovat bezpecnostnı  pravidla.

8.2   Metoda ES uvadı pro krmiva koncentrace testacnıch roztoku   2, 1, 0.5 a  0,25 Žg/ml.

8.3   Metoda ES uvadı dobu inkubace pres noc a pri teplotý 30 oC.

8.4   Navazka zkusebnıho vzorku i objem extrakcnıho roztoku se  volı s ohledem na
deklarovany obsah avoparcinu ve zkousenem  vzorku tak, aby vysledna  koncentrace
avoparcinu ve vyluhu  byla minima lný 10 Žg/1 ml.

8.5   Metoda ES uvadı pro obsahy avoparcinu tyto hodnoty  opakovatelnosti

 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 zkousene ho vzorku a kalibracnı roztoky standardu se  pripravujı týsný pred
vlastnım stanovenım.
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1.3   Stanovenı obsahu flavomycinu (flavofosfolipolu)

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı flavomycinu v premixech

2.   Princip
 Flavomycin se stanovı na zakladý inhibicnıho ±cinku na ru st testovacıho mikroorganismu
Staphylococcus aureus ATCC 6538 dif±znı plotnovou metodou.

3.   Chemikalie

3.1   Ethylalkohol 96 % (poznamka 8.1)

3.2   Ethylalkohol-voda, smýs (1 + 1)

3.3   Medium antibioticke  c.1 (fa OXOID)

3.4   Agar c.1

3.5   Zivny agar c.2

3.6   Flavomycin, standardnı substance zname  aktivity

3.7   Flavomycin, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı tolik standardnı substance flavomycinu
 (3.6), s ohledem na deklarovanou ±cinnost, s presnostı nejme ný na 0,001 g tak, aby
 vysledna  koncentrace flavomycinu byla 1 mg v 1 ml. Odvazene   mnozstvı se rozpustı ve
 smýsi ethylalkohol-voda (3.2), doplnı touto smýsı po rysku a promıcha .

 Tento roztok je pri uchovanı v chladnicce sta ly po dobu  dvou mýsıcu .

3.8   Flavomycin, pracovnı standardnı roztok

 Prıprava: Zakladnı standardnı roztok (3.7) se naredı smýsı  ethylalkohol-voda na
 koncentraci 100 Žg/ml a da le vodou na  testacnı koncentrace 2, 1 a 0,5 Žg v 1 ml
 (poznamka 8.3).

3.9   Testovacı mikroorganismus Staphylococcus aureus ATCC 6538

 Uchovanı kmene: Ve zkumavkach na sikmem udrzovacım agaru  pri teplotý 5 °C, po
 trech tydnech se preockovava  a kultivace se provadı 24 hod. pri teplotý 37 °C .

 Prıprava suspenze k testovanı: Kultura kmene narostla  na  udrzovacım agaru se prevede
 5 ml fyziologicke ho roztoku  (3.10) do sterilnı zkumavky a touto suspensı (asi 3 ml) se
 naockuje rozehra ta  testovacı pu da pri teplotý 48 °C.
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3.10   Fyziologicky roztok  Prıprava: 8 g chloridu sodne ho se rozpustı ve vodý a  doplnı na
    1 000 ml. Sterilizuje se 20 minut pri 121 °C.

3.11   Udrzovacı agar pro uchovanı kmene

   Prıprava: Odvazı se 40 g zivne ho agaru c.2 (3.5), prida  se  1 000 ml horke  vody, za
   sta le ho mıchanı se zahrıva  az do  vycerenı roztoku. Rozlije se do zkumavek a sterilizuje
   20  minut pri teplotý 120 °C. Po sterilizaci se zkumavky  ulozı v sikme  poloze do
   ztuhnutı pu dy.

3.12   Zivna  pu da pro vlastnı testaci

 Prıprava: Odvazı se 30,5 g antibioticke ho media c.1 (3.3),  rozmıcha  se ve 1 000 ml
 horke  vody a sterilizuje 20 minut  pri teplotý 120 °C. Potom se sterilnı me dium rozlije
 do  predem vysterilizovanych kuzelovych banýk na 300 ml.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1    Plotna sklenýna  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    Podlozka vyrovnavacı regulovatelna

4.4    Korkovrt o pru mýru 9 mm

4.5    Termostat vhodne  konstrukce

4.6    Autoklav

4.7    Trepacka laboratornı

4.8    Vodovaha

4.9    Pipeta podle Pasteura

4.10    Lazen vodnı s termostatem

5.   Postup
 Do kuzelove  banky na 500 ml se odvazı asi 5 g zkusebnıho vzorku (poznamka 8.2)
s presnostı nejme ný na 0,001 g, zalije 200 ml smýsi ethylalkohol - voda (3.1) a zahrıva  na
vodnı lazni (4.10) vytemperovane  na 85 °C po dobu 15 minut. Potom se banka umıstı na
trepacku (4.7) a vytrepava  po dobu 15 minut, ochladı a roztok se prevede do odmýrne  banky
na 250 ml, doplnı smýsı ethylalkohol-voda (3.2) po rysku a promıcha . Filtruje se suchym,
stredný hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje. Z tohoto
filtra tu, s ohledem na ocekavany (deklarovany) obsah flavomycinu ve zkousenem vzorku, se
pripravı naredýnım smýsı ethylalkohol-voda (3.2) testovane  koncentrace 2 Žg , 1 Žg a 0,5 Žg
v 1 ml (poznamka 8.3).

 Naockovana  testovacı zivna  pu da (3.12), 70 ml nebo 300 ml - podle velikosti pouzite  plotny
(4.1), se rozlije na sklenýnou plotnu opatrenou ramem a utýsnýnou malym mnozstvım agaru
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(3.4), umıstýnou ve vodorovne  poloze (4.8). Po ztuhnutı vrstvy se plotna (4.1) ulozı na jednu
hodinu do chladnicky. Pak se v pravidelnych  vzda lenostech vyhloubı korkovrtem (4.4)
v pu dý 6 x 6 nebo 9 x 9 jamek, do nichz se vnasejı testacnı standardnı i testovane  koncentrace
zkousene ho vzorku pomocı Pasteurovy pipety (4.9). Testacnı koncentrace standardu se plnı do
dvou nebo trı rad u stredu plotny (4.1), testovane  koncentrace zkousene ho vzorku po obou
stranach plotny na strany odpovıdajıcı prıslusnym redýnım testacnıch koncentracı standardu.
Plotna (4.1) se inkubuje 16 az 18 hodin pri teplotý 37 °C. Pru mýry vzniklych zon se mýrı
s presnostı na 0,1 mm.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah flavomycinu v mg/kg se vypocıta  podle Prılohy 10, cast 7.1.

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadrujı se s presnostı na cele  jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Ethylalkohol je nebezpecnou horlavinou I.trıdy a proto pri  jake koli manipulaci s nım je
nutno dodrzovat bezpecnostnı  pravidla.

8.2   Navazka zkusebnıho vzorku se volı s ohledem na ocekavany  nebo deklarovany obsah
flavomycinu.

8.3   Vyluhy zkousene ho vzorku a kalibracnı roztoky standardu se  pripravujı týsný pred
vlastnım stanovenım.
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1.4 Stanovenı obsahu olachindoxu

1.   U cel a rozsah
 Jsou uvedeny dvý metody zkousenı, spektrofotometricka  (pro premixy) a metoda
vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie (da le jen HPLC) (pro premixy i krmne  smýsi)
(poznamka 8.1).

 Tyto metody specifikujı podmınky pro stanovenı olachindoxu v premixech a krmnych
smýsıch.

2.   Princip
 Olachindox se stanovı ve vodnem vyluhu vzorku u premixu  spektrofotometricky, nebo
extrakcı smýsı aceton-voda a vycerenı Carresovymi cinidly, nasledujıcım vytrepanı
petroletherem, v premixech a krmnych smýsıch metodou vysoko±cinne  kapalinove
chromatografie.

3.   Chemikalie

3.1   Pro metodu spektrofotometrickou (premixy)

3.1.1   Tlumivy roztok (Britton-Robinson)

  Prıprava: Odvazı se 4,90 g kyseliny fosforecne  (3.1.6),  2,40 g ledove  kyseliny octove
  (3.1.7), 2,474 g kyseliny  borite  (3.1.8), rozpustı se a doplnı na objem 1 000 ml.
  100 ml tohoto promıchane ho roztoku se smıcha  s 15 ml  roztoku hydroxidu sodne ho
   (3.1.9)

3.1.2   Olachindox, standardnı substance se znamou ±cinnostı

3.1.3   Olachindox, zakladnı standardnı roztok (poznamka 8.1)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 200 ml se odvazı 50 mg  standardnı substance
  olachindoxu (3.1.2) 100 % ±cinnosti  nebo prepoctene  mnozstvı nizsı ±cinnosti,
  rozpustı se  v upravene  vodý (3.1.4), doplnı toute z po rysku a promıcha .

  Pripravuje se vzdy cerstvy.

3.1.4   Upravena  voda (cerstvý prevarena  a ochlazena  destilovana   voda zbavena  oxidu
  uhlicite ho)

3.1.5   Olachindox, pracovnı standardnı roztok (poznamka 8.1)

 Prıprava: Zakladnı standardnı roztok olachindoxu (3.1.3)  se zredı 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   Kyselina fosforecna , 80 % (h=1,633 g/ml)

3.1.7   Kyselina octova , ledova  (h=1,050 g/ml)

3.1.8   Kyselina borita

3.1.9   Hydroxid sodny, roztok c(NaOH) = 2 mol/l

3.2   Pro metodu HPLC navıc (krmne  smýsi)

3.2.1   Aceton (poznamka 8.2)

3.2.2   Methylalkohol (poznamka 8.2)

3.2.3   Smýs aceton - voda (9 + 1)

3.2.4   Carresovo cinidlo I

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı 21.9 g dihydra tu octanu zinecnate ho
 [(CH3CO2)2Zn . 2 H2O], 3 g kyseliny octove  ledove  (3.1.7), doplnı vodou po rysku  a
  promıcha .

3.2.5   Carresovo cinidlo II

  Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı 10,6 g  trihydra tu
  hexakyanozeleznatanu draselne ho (K4Fe(CN)6 . 3 H2O), rozpustı ve vodý doplnı toute z
  po rysku  a promıcha .

3.2.6   Petrolether, bod varu 40 az 50oC (poznamka 8.2)

3.2.7   Kyselina octova , roztok 1 % (h=1,000 g/ml)

3.2.8   Mobilnı faze [smýs  kyseliny octove  (3.2.7) a  methylalkoholu (3.3.2)] (9 + 1)

3.2.9   Olachindox, standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı 25,0 mg  standardnı substance
 olachindoxu (3.1.2) 100 % ±cinnosti,  nebo prepoctene  mnozstvı nizsı ±cinnosti,
 rozpustı se  v asi 80 ml vody, doplnı toute z po rysku a promıcha .

 1 ml tohoto standardnıho roztoku obsahuje 0,25 mg  olachindoxu.

3.2.10   Dusık za rovka rensky, kyslıku prosty

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Pro metodu spektrofotometrickou

4.1.1   Spektrofotometr registracnı, vhodne  konstrukce s prıslusenstvım

4.1.2   Mıchacka elektromagneticka  s mıchade lky

4.2   Pro metodu HPCL navıc

4.2.1   Chromatograf kapalinovy vysoko±cinny (da le jen prıstroj  HPLC) s prıslusenstvım
  (kolona pro chromatografii na  reverznı fazi - napr .BONDAPACK C18, 10 Žm,
  300 mm x 3,9  mm - napr . WATERS)
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4.2.2   Trepacka mechanicka  laboratornı

4.2.3   Odparka vakuova , rotacnı

4.2.4   Filtr s fritou S4

4.2.5   Lazen vodnı s termostatem

4.2.6   Zarızenı pro filtraci za snızene ho tlaku

4.2.7   Odparovacı banka vhodne ho objemu

5.   Postup

5.1   Metoda spektrofotometricka  (premixy)

 Do odmýrne  banky na 200 ml se odvazı asi 1 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na
0,001 g, prida  se asi 100 ml upravene  vody (3.1.4) a intenzıvný se promıchava  na mıchacce
(4.1.2) pri laboratornı teplotý po dobu 15 minut. Potom se banka doplnı upravenou vodou
(3.1.4) po rysku, promıcha  a po 15 minutovem stanı se obsah banky filtruje suchym stredný
hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje. Z dalsıho podılu
filtra tu se odpipetuje alikvotnı podıl tak, aby koncentrace olachindoxu, s ohledem na
predpokladany (deklarovany) obsah ve zkousenem vzorku, byla v odmýrne  bance, do ktere  je
pipetovano, priblizný stejna  jako u pracovnıho standardnıho roztoku olachindoxu (3.1.5).
Zre° uje se vzdy jen upravenou vodou (3.1.4).

 Absorbance se mýrı na registracnım spektrofotometru (4.1.1) v rozmezı vlnovych de lek
333 nm az 400 nm. Za naprosto shodnych podmınek se mýrı absorbance pracovnıho
standardnıho roztoku olachindoxu (3.1.5).

5.2    Metoda vysoko±cinne  chromatografie (krmne  smýsi)

5.2.1   Kalibrace a mýrenı (poznamka 8.3)

 Do sady odmýrnych banýk na 100 ml se odpipetuje diferencovaný 1,0 ; 2,0 ; 3,0 ; 4,0 a 5,0 ml
standardnıho roztoku olachindoxu (3.2.9), doplnı vodou po rysku a promıcha . Tyto kalibracnı
roztoky odpovıdajı koncentracım 2,5 ; 5,0 ; 7,5 ; 10,0 a 15,0 Žg olachindoxu v 1 ml.

5.2.1.1 Pracovnı podmınky:

Teplota kolony teplota okolı

Pru tok mobilnı faze 2 ml/min.

Detekce UV vlnova  de lka 372 nm

Injektovany objem 20 Žl

 Retencnı cas (pri pouzite  koloný) 10 az 15 min.

5.2.1.2   Kalibracnı roztoky (resp. alikvotnı podıl roztoku zkousene ho vzorku) se nastrikujı na
kolonu a eluujı se pomocı mobilnı faze (3.2.8). Z vıce nastriku  a jimi provedenych
chromatografickych zaznamu  se zjistı pru mýrne  hodnoty pıku  olachindoxu  a to jak
u kalibracnıch roztoku  tak i roztoku zkousene ho vzorku. Zjistýne  hodnoty u kalibracnıch
roztoku  se pouzijı k sestrojenı kalibracnıho grafu.
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 Koncentrace roztoku zkousene ho vzorku se zjistı z kalibracnıho grafu.

5.2.2   Vlastnı provedenı

 Do kuzelove  banky na 250 ml se odvazı takove  mnozstvı zkusebnıho vzorku, ktere  obsahuje
podle predpokladane ho (deklarovane ho) obsahu olachindoxu ve zkousenem vzorku asi
0,5 mg olachindoxu, s presnostı nejme ný na 0,001 g, pricemz navazka zkusebnıho vzorku
musı byt nejme ný 2 g (prıpadna  ±prava na pozadovane  mnozstvı redýnım). Do banky se prida
presný 90,0 ml smýsi aceton-voda (3.2.3), banka se uzavre za tkou a po dobu dvou hodin se
intenzıvný protrepava  na trepacce (4.2.2). Pak se k suspensi prida  5 ml Carresova cinidla I
(3.2.4), promıcha  a 5 ml Carresova cinidla II (3.2.4). Po opýtnem promıchanı se suspenze
filtruje suchym filtrem strednı hustoty do suche  kadinky, pricemz prvnıch asi 10 ml se
nezachycuje. Z tohoto filtra tu se odpipetuje 50 ml do odparovacı banky (4.2.7) a roztok se na
odparce (4.2.3) odparı na objem asi 5 ml pri teplotý nejvyse 50 °C. Zbytek po odparenı se
pomocı 25 ml vody a 50 ml petroletheru (3.2.6) (poznamka 8.4) prevede do dýlıcı na levky na
100 ml a protrepe. Po oddýlenı fazı se spodnı vodna  faze prevede do druhe  dýlıcı na levky,
opýt se prida  50 ml petroletheru (3.2.6) a znovu protrepe. Vodnı faze se prevede do odmýrne
banky na 50 ml, probubla  dusıkem (3.2.10) a zahreje na vodnı lazni (4.2.5) pri teplotý
ponýkud nizsı nez 60 °C pro odstranýnı stop petroletheru. Po ochlazenı se odmýrna  banka
doplnı vodou po rysku, promıcha  a filtruje za snızene ho tlaku (4.2.6) pres filtr s fritou (4.2.4).

 Da le se postupuje podle odstavce 5.2.1.1 a 5.2.1.2.

6.    Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1   Metoda spektrofotometricka

 Obsah olachindoxu v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X A F C
A m

S

S

=
2103. . . .

.

kde    A   je    korigovana  hodnota absorbance zkousene ho vzorku

AS        korigovana  hodnota absorbance pracovnıho standardnıho roztoku olachindoxu

CS        koncentrace olachindoxu v pracovnım standardnım  roztoku v mg

F          faktor redýnı roztoku zkousene ho vzorku

m          hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

Korigovana  hodnota absorbance standardu i zkousene ho vzorku se urcı nasledovný:

 Ze zaznamu spektrofotometricke  krivky se zjistı (a to jak u standardu, tak i zkousene ho
vzorku) absorbance pri vlnove  de lce 333 nm (=A333), pri vlnove  de lce 400 nm (=A400) a pri
maximu absorpce (obvykle 375 nm = Amax) a korigovana  hodnota absorbance (AS) se vypocte
podle vzorce:
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A A A AS = − +max ( , . , . )0 6269 0 3731400 333

6.2   Metoda vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie

 Obsah olachindoxu v mg/kg (Y) se vypocıta  podle vzorce:

Y C
m

=
100.

kde    C   je   koncentrace olachindoxu v mýrenem roztoku zkousene ho vzorku v Žg/ml

m         hmotnost navazky alikvotnıho podılu zkusebnıho vzorku v g

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınky opakovatelnosti a vyjadrujı se s presnostı na cele  jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost

7.1   Pro premixy (spektrofotometricka  metoda)

Nebyla dosud stanovena.

7.2   Pro krmne  smýsi (metoda HPLC)

 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Roztoky olachindoxu jsou znacný fotolabilnı, proto se banky  obalujı hlinıkovou foliı a
pracuje se pri tlumenem svýtle.  Nelze rovnýz je uschovavat do druhe ho dne.

 Zaznam spektra v oblasti vlnovych de lek 333 az 500 nm lze  vyuzıt jako kvalitativnı du kaz
prıtomnosti olachindoxu ve  zkousenem vzorku. Posuzuje se charakteristicky pru býh a poloha
maxima ve srovnanı se zaznamem spektra standardu.

8.2   Petrolether a methylalkohol  jsou nebezpecnymi horlavinami I.trıdy, methylalkohol je
navıc nebezpecnym jedem, proto pri jake koli manipulaci s nimi  je nutne  dodrzovat
bezpecnostnı pravidla.

8.3   S ohledem k vysoke  fotolabilitý olachindoxu je nutne  zkousenı provadýt za omezene ho
prıstupu UV za renı.

8.4  Mısto petroletheru je mozno pouzıt hexan.
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1.5 Stanovenı obsahu monenzinu

1.   U cel a rozsah
Tento postup specifikuje podmınky pro stanovenı monenzinu v krmivech a premixech.

Pro ±cely te to metody se pouzıva  tato definice: Monenzin je fermentacnı produkt kmene
Streptomyces cinnamonensis a jeho sodna  su l, chemicke ho slozenı C36H61O11Na, se pouzıva
jako kokcidiostatikum.

2.   Princip
Obsah monensinu se stanovı na zakladý jeho inhibicnıho ±cinku na ru st testovacıho
mikroorganismus Bacillus subtilis CCM 1999 (ATCC 6633) dif±znım plotnovym postupem.

3.   Chemikalie

3.1   Ethylalkohol 96% (poznamka 9.1)

3.2   Extrakcnı roztok, ethylalkohol (3.1) - aceton - voda, smýs  (12 + 5 + 3) (poznamka 9.1)

3.3   R edıcı roztok, ethylalkohol (3.1) - voda, smýs (1 + 9)

3.4   Oxid hlinity, bazicky, pro sloupcovou chromatografii, grade  F 20

3.5   Sıran draselny, krystalicky

3.6   Monenzin, standardnı substance - sodna  su l monenzinu s ±cinnostı vyjadrenou v obsahu 
 ciste ho monenzinu.

 Origina lnı ampule se uchovavajı v temnu pri 5 °C.

3.7   Monenzin, zakladnı standardnı roztok

Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı takove  mnozstvı praskove  standardnı
substance monenzinu (3.6) s presnostı nejme ný na 0,001 g, tak, aby s ohledem na
deklarovanou ±cinnost byla koncentrace monenzinu - kyseliny 1 mg  v 1 ml. Prida  se asi
45 ml extrakcnıho roztoku (3.2) a po  rozpustýnı se doplnı (extrakcnım roztokem (3.2)
po rysku  a promıcha . Je sta ly 2 tydny pri teplotý 5 °C a v temnu.

3.8   Monenzin, pracovnı standardnı roztok (pro premixy)

Prıprava: Do odmýrne  banky na 250 ml se odpipetuje 20 ml  zakladnıho standardnıho
roztoku monenzinu (3.7), doplnı  redıcım roztokem (3.3) po rysku a promıcha . Z tohoto
roztoku se odpipetuje 20 ml do odmýrne  banky na 100 ml,  doplnı vodou po rysku a

 promıcha .

Pripravuje se vzdy cerstvy.

Tento roztok obsahuje 16 Žg monenzinu v 1 ml.
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3.9   Monenzin, pracovnı standardnı roztok (pro krmne  smýsi)

Prıprava: Do odmýrne  banky na 50 ml se odpipetuje 5 ml  zakladnıho standardnıho
roztoku monenzinu (3.7), doplnı  extrakcnım roztokem (3.2) po rysku a promıcha .
Pripravuje se vzdy cerstvy.

Tento roztok obsahuje 100 Žg monenzinu v 1 ml.

3.10   Chlorid sodny, pevny

3.11   Fyziologicky roztok

 Prıprava: 8,0 g chloridu sodne ho (3.10) se rozpustı, doplnı na 1000 ml a sterilizuje
 20 minut pri 121 °C

3.12   Testovacı mikroorganismus Bacillus subtilis CCM  1999 (ATCC 6633)

 Prıprava a udrzovanı kmene: Kultura se uchovava  na sikme   udrzovacı pu dý (3.14.2)
pri teplotý 5 °C a 1kra t mýsıcný  se preockovava . Po preockovanı se vzdy inkubuje po
dobu 24 h pri teplotý 37 °C v termostatu (4.6).

3.13   Sporova  suspenze testovacıho mikroorganismu

Prıprava sporove  suspenze: Kultura vyrostla  na sikmem  agaru se smyje asi 3 ml
fyziologicke ho roztoku (3.11)  a prenese se asepticky do Rouxovych lahvı (4.11),
obsahujıcıch sporulacnı pu du (3.14.1). Pomocı sterilnıch sklenýnych kulicek se
mikroorganismus rovnomýrný rozetre po  povrchu agaru. Takto pripravene  Rouxovy
lahve (4.11) se  inkubujı pri teplotý 37 °C po dobu 7 az 10 dnı. Sporulace  se ovýrı pod
mikroskopem (4.13) a potom se narostla  kultura smyje s povrchu 25 ml fyziologicke ho

 roztoku (3.11)  odstredı (4.7), k sedimentu se prida  opýt 25 ml fyziologicke ho
roztoku (3.11), suspenze se zahrıva  30 minut pri  teplotý 65 °C a znovu odstredı (4.7).
Toto promyvanı spor  se opakuje trikra t. Nakonec se suspenze spor prevede do
kuzelove  banky a zahrıva  se 30 minut pri teplotý 65 °C.  Takto pripravena  suspenze
spor predstavuje zakladnı inokulum, ktere  uchovavano pri teplotý 4 °C je pouzitelne
po dobu 6 mýsıcu .

Koncentrace sporosuspenze se urcuje experimenta lnı testacı. Ma  byt takova , aby
velikost inhibicnı zony pri redýnı  4 Žg/ml byla 22 mm, coz odpovıda  asi 0,2 az 0,3 ml
sporosuspenze na 100 ml agaru.

3.14   Zivne  pu dy

3.14.1   Sporulacnı pu da, zivny agar c. 2 suseny SEVAC

Prıprava: 40 g zivne ho agaru se rozpustı v 1 000 ml  teple  vody, prida  se 400 mg
sıranu manganate ho (3.15),  povarı se, rozdýlı po 250 ml do Rouxovych lahvı (4.11)
a sterilizuje 20 minut pri tlaku 0,05 MPa a teplotý  110 °C.

3.14.2   Udrzovacı pu da, zivna  agar c. 2 SEVAC

Prıprava: Stejna  jako u sporulacnı pu dy (3.14.1) kromý  prıdavku sıranu
manganate ho, pred sterilacı se rozdýlı do zkumavek po 7 az 9 ml a po sterilizaci se
necha  utuhnout v sikme  poloze.
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3.14.3   Testovacı pu da

Prıprava: 0,7 g hydrogenfosforecnanu draselne ho, 0,45 g  dihydrogenfosforecnanu
draselne ho 10,0 g glukosy,  15,0 g agaru (nebo Bacto-agaru Difco) a
2,5 g kvasnicne ho autolyza tu "SEVAC" se rozpustı v 1 000 ml vody, pH  upravı na
hodnotu 6,0 a rozlije po 300 ml do banýk na  500 ml. Sterilizuje se 15 minut pri
pretlaku 0,05 MPa.

3.15   Sıran manganaty, pevny

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Plotna sklenýna  360 mm x 360 mm nebo 250 mm x 250 mm

4.2   Ram ctvercovy kovovy o de lce vnitrnı hrany 340 mm nebo  200 mm

4.3   Korkovrt pru mýru 9 mm

4.4   Vodovaha

4.5   Podlozka vyrovnavacı regulovatelna

4.6   Termostat vhodnych parametru

4.7   Odstredivka vhodnych parametru  s prıslusenstvım

4.8   Lazen vodnı s termostatem

4.9   Trubice chromatograficka  s kohoutem, de lky 500 mm, vnitrnı  svýtlost 20 mm, bez frity

4.10   Vata AKUVER

4.11   Lahev Rouxova

4.12   Pipeta podle Pasteura

4.13   Laboratornı trepacka

4.14   Mikroskop vhodne  konstrukce

5.   Postup

5.1   Premixy

5.1.1   Odvazı se asi 2 g zkusebnıho vzorku s presnostı 0,001 g do kuzelove  banky na 250 ml,
prida  se presný 100 ml ethylalkoholu (3.1) (poznamka 9.2) a trepe se 15 minut na trepacce
(4.13). Potom se suspenze zfiltruje nebo odstredı.

Supernatant se naredı redıcım roztokem na testovacı koncentraci 8 ; 4 a 2 Žg monenzinu
v 1 ml (poznamka 9.4).

5.1.2   Paralelný se pripravı z pracovnıho standardnıho roztoku (3.8) redýnım vodou testacnı
koncentrace standardu  8 ; 4 a 2 Žg monenzinu v 1 ml.
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5.1.3   300 ml (70 ml) rozehra te  testovacı pu dy (3.14.3) zchlazene  asi na 60 °C se naockuje
sporovou suspensı (3.13). Naockovana  pu da se rozlije na plotnu (4.1) opatrenou ramem a
umıstýnou ve vodorovne  poloze (4.4). Po ztuhnutı agarove  vrstvy se plotna ulozı na 1 hodinu
do chladnicky. Pak se v pravidelnych vzda lenostech vyhloubı korkovrtem v pu dý 9 x 9 (6 x 6)
jamek, do nichz se vnasejı jednotlive  testovane  roztoky a kalibracnımi roztoky standardu
Pasteurovou pipetou (4.12). Standardy se plnı do 3 rad pod sebou ve stredu plotny, testovane
roztoky zkousene ho vzorku po obou stranach odpovıdajıcı koncentraci standardu. Plotna (4.1)
se inkubuje 16 az 18 hodin pri 37 °C.

Pru mýry vzniklych inhibicnıch zon se mýrı posuvnym mýrıtkem s presnostı 0,1 mm.

5.2   Krmne  smýsi

5.2.1   Odvazı se 10 az 20 g zkusebnıho vzorku s presnostı 0,01 g do kuzelove  banky na
250 ml, prida  se presný 100 ml ethylalkoholu (3.1) (poznamka 9.3) a necha  se volný
extrahovat 3 hodiny za obcasne ho promıchanı nebo pres noc v chladnicce. Po skoncenı
extrakce se roztok zfiltruje.

5.2.2   Prıprava chromatograficke  kolony : Na dno chromatograficke  trubice se vlozı maly
smotek vaty AKUVER (4.10), vsype se oxid hlinity (3.4), a to po nýkolika vrstvach, z nichz
kazda  se mırný stlacı, do vyse asi 7 cm. Potom se kvantitativný prevede na kolonu
25 ml filtra tu a necha  prote kat. Sloupec se promyva  dalsımi podıly extrakcnıho roztoku (3.2)
v davkach po 5 ml. Elua t se jıma  do odmýrne  banky na 50 ml, tato se doplnı extrakcnım
roztokem (3.2) po rysku a promıcha .

Da le se redýnım redıcım roztokem (3.3) pripravı testovacı koncentrace 8 ; 4 a 2 Žg monenzinu
v 1 ml (poznamka 9.4).

5.2.3   Vedle toho se pripravı standardnı kalibracnı roztoky: 20 az 25 ml pracovnıho
standardnıho roztoku (3.9) se prevede na chromatograficky sloupec (4.9) a eluuje stejný, jak
uvedeno v odstavci 5.2.2 .

5.2.4   300 ml (70 ml) rozehra te  pu dy (3.14.3) a zchlazene  asi na 60 °C se naockuje sporovou
suspensı (3.13). Naockovana  pu da se rozlije na plotnu (4.1) opatrenou ramem (4.2) utýsnýnym
malym mnozstvım agarove  pu dy a umıstýnou ve vodorovne  (4.4) poloze. Po ztuhnutı agaru se
ulozı plotna (4.1) na 1 hod do chladnicky. Pak se v pravidelnych vzda lenostech vyhloubı
v pu dý korkovrtem (4.3) 9 x 9 (6 x 6) jamek asi 25 az 30 mm od sebe, do kterych se vnasejı
jednotlive  testovane  roztoky a kalibracnı roztoky standardu . Standardy se plnı do 3 (2) rad pod
sebou ve stredu plotny, po obou stranach se plnı do 3 (2) rad testovane  roztoky zkousene ho
vzorku, odpovıdajıcı svou koncentracı prıslusnemu redýnı standardu. Plotna (4.1) se inkubuje
18 az 20 hod pri teplotý 37 °C v termostatu (4.6). Pru mýry vzniklych inhibicnıch zony se mýrı
posuvnym mýrıtkem s presnostı 0,1 mm.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
Obsah monenzinu v mg/kg se vypocıta  podle Prılohy 10, cast 7.1.

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na jednotky mg/kg.
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7.   Opakovatelnost
Nestanovena.

8. Reprodukovatelnost
Rozdıl mezi dvýma vysledky zkousek stejne ho vzorku provadýnymi ve dvou laboratorıch

nesmı prekrocit pri 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 horlavinami  I.trıdy, proto pri jake koli
manipulaci s nimi je nutno  dodrzovat bezpecnostnı pravidla.

9.2   Navazka zkusebnıho vzorku i objem extrakcnıho roztoku je  mozno upravit s ohledem na
deklarovany obsah monenzinu ve  zkousenem vzorku tak, aby vysledna  koncentrace
monenzinu ve  vyluhu byla minima lný 10 Žg/1 ml.

9.3   Maxima lnı hmotnost navazky krmne  smýsi je 40 g. Pokud pri  te to navazce nenı mozno
dosahnout pozadovane  koncentrace  monenzinu ve vyluhu 10 Žg/ml, je treba do postupu
zaradit  odparenı urcite ho mnozstvı filtra tu na vakuove  odparce pri  teplotý maxima lný 40 °C.
Odparek se rozpustı v extrakcnım  roztoku (3.2) a da le se postupuje podle bodu 5.2.2.

9.4   Vyluhy zkousene ho vzorku a kalibracnı roztoky standardu se  pripravujı týsný pred
vlastnım stanovenım.
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1.6 Stanovenı obsahu monensinu (salinomycinu a narasinu)

1. U cel a rozsah
Postup specifikuje podmınky pro stanovenı monensinu, salinomycinu a narasinu v krmivech a
premixech pro obsahy od 0,2 mg/kg u monensinu a od 1,5 mg/kg u salinomycinu  narasinu.

Pro ±cely te to metody se pouzıva  tato definice: monensin, salinomycin a narasin  jsou
ionofornı polyethericke  monokarboxylove  kyseliny (IPMA), suma rnıch vzorcu  :

Monensin sodna  su l- C36H61O11Na, volna  kyselina C36H62O11;
salinomycin sodna  su l - C42H69O11Na, volna  kyselina C42H70O11;
narasin - C43H72O11.

2. Princip
Obsah monensinu salinomycinu a narasinu se stanovı po extrakci vzorku smýsnym
rozpoustýdlem a precistýnı na pevne  fazi metodou vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie
na reverznı fazi s postkolonovou derivatizacı a UV detektorem.

3. Chemikalie a zkusebnı pomu cky

3.1 Voda, cistota HPLC

3.2 Methanol, CH3OH, cistota HPLC

3.3 Dichlormethan, CH2Cl2, hρ = 1,32 g.cm-3

3.4 Kyselina sırova , H2SO4, ρ = 1,83 g.cm-3 ,  cistota HPLC nebo ch.c.

3.5 Octan ethylnaty; cistoty > 99,5 %, C4H8O2,

3.6 Hexan; cistoty > 90 %, C6H14

3.7 Aceton; cistoty > 99,5 %, CH3COCH3

3.8 Kyselina octova , cistota HPLC, cistota 100 %, CH3COOH, h = 1,05 g.cm-3

3.9 Kyselina octova , roztok 5 %

Prıprava: V odmýrne  bance na 100  ml se smısı 70 ml vody a 5,0 ml kyseliny octove
(3.8), vytemperuje na laboratornı  teplotu, vodou se doplnı po znacku a promıcha .

3.10 Mobilnı faze

Prıprava: V odmýrne  bance na 1000 ml se smısı asi 925 ml methanolu (3.2) a 75,0 ml
kyseliny octove  (3.9), vytemperuje na laboratornı teplotu, doplnı methanolem (3.2) po
znacku a promıcha .

3.11 p-N,Nč-dimethylaminobenzaldehyd (p-DMBA), C9H11NO, napr . Sigma, D 8904, (light
sensitive)
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3.12 Derivatizacnı cinidlo

Prıprava: Do odmýrne  banky na 500 ml se odmýrı 250 ml methanolu (3.2), opatrný se
prida  15,0 ml kyseliny sırove  (3.4) (chlazenı !) a v te to smýsi se rozpustı 17,5 g p-
DMBA (3.11), ochladı se na laboratornı teplotu, doplnı methanolem (3.2) po znacku a
promıcha . Smýs se uchovava  v chladu (pri teplotý do 10 oC) a ve tmý. Stabilnı
maxima lný 21 dnı.

3.13 Monensin, sodna  su l, monohydra t, standardnı substance, cistota min. 89,9 %, napr .
Riedel-deHa n, VETRANAL, Cat.No. 61200.

3.14 Salinomycin, sodna  su l, hydra t, C42H69O11Na.2,5H2O, cistota min. 97 %, napr . Riedel-
deHa n, VETRANAL, Cat.No.40820,

nebo salinomycin, sodna  su l, bezvoda  forma, min. cistota 98%, napr . Hoechst.

3.15 Narasin, min. cistota 97 %, napr . Sigma, Cat.No. N-1271

3.16 Zakladnı roztok smýsny

Prıprava : Do odmýrne  banky na 100 ml se navazı postupný takove  mnozstvı
monensinu (3.13), salinomycinu (3.14) a narasinu (3.15), aby vysledna  koncentrace
odpovıdala 0,2 mg sodnych solı monensinu a salinomycinu a 0,2 mg narasinu v 1 ml.
Banka se doplnı methanolem (3.2) po znacku a promıcha .

3.17 Kolonky pro SPE 500 mg Silica, napr . Waters - Sep-Pak Plus Cartridges Silica,
WAT020520

3.18 Methanol, roztok 90 %

Prıprava : Do odmýrne  banky na 1000 ml se odmýrı 100,0 ml vody, prida  se 800 ml
neutra lnıho methanolu (3.2), promıcha , vytemperuje na laboratornı teplotu, doplnı
methanolem (3.2) po znacku a promıcha .

3.19 Extrakcnı roztok 20 % octanu ethylnate ho v hexanu

Prıprava : Do odmýrne  banky na 1000 ml se odmýrı 200 ml octanu ethylnate ho (3.5),
doplnı n-hexanem (3.6) po znacku a promıcha .

3.20 Promyvacı roztok pro SPE (5 % aceton v dichlormethanu)

Prıprava: Do odmýrne  banky na 250 ml se odmýrı 12,5 ml acetonu (3.7), doplnı
dichlormethanem (3.3) po znacku a promıcha .

3.21 Elucnı roztok pro SPE (8,0 % roztok methanolu v dichlormethanu)

Prıprava : Do odmýrne  banky na 500 ml se odmýrı 40,0 ml methanolu (3.2), doplnı
dichlormethanem (3.3) po znacku a promıcha .

3.22 Fosfa tovy tlumivy roztok : V odmýrne  bance na 1000 ml se rozpustı 0,2282 g
trihydra tu hydrogenfosforecnanu draselne ho K2HPO4.3H2O ve 300 ml vody a po
rozpustýnı se doplnı methanolem (3.2) po znacku a promıcha  (chlazenı).

4. Pr ıstroje
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4.1 Chromatograf kapalinovy vysoko±cinny (da le jen prıstroj  HPLC) s prıslusenstvım

4.2 Trepacka mechanicka  laboratornı

4.3 Koncentra tor vzorku

4.4 Ultrazvukova  lazen

4.5 Odstredivka laboratornı

4.6 Extrakcnı jednotka (napr . spe 12 J.T. Baker)

5. Postup
Vzorek se upravuje homogenizacı a mletım na castice o velikosti 1,0 az 0,5 mm tak, aby
se zabranilo prehra tı vzorku býhem homogenizace a srotovanı a ±prava vzorku se
provadı týsný pred jeho extrakcı a dalsım zpracovanım, aby se zabranilo ztra tam IPMA.
Roztoky IPMA se musı chranit pred prımym slunecnım svýtlem a UV svýtlem (roztoky
se chranı hlinıkovou foliı nebo se uchovavajı ve skle nebo v jinem materia lu, ktere
nepropoustı UV-za renı). Za umýle ho osvýtlenı jsou roztoky stabilnı.

5.1 Extrakce a precistýnı extraktu na pevne  fazi

Do konicke  banky na 250 ml se zabrusem se navazı takove  mnozstvı zkusebnıho vzorku, aby
obsahoval asi 0,1 az 100 mg IPMA s presnostı na 0,001 g (0,5 g pro zakladnı substance a
tritura ty, 5 g pro premixy doplnkovych la tek, 20 g az 30 g pro krmne  smýsi). Zkusebnı vzorek
tritura tu se prelije 200,0 ml methanolu (3.18), zkusebnı vzorek premixu se prelije 100,0 ml
methanolu (3.18) a zkusebnı vzorek krmne  smýsi se prelije 100,0 ml extrakcnıho roztoku
(3.19). Banka se uzavre za tkou a trepe se na laboratornı trepacce (4.2) 30 minut. Pote  se
filtruje suchym skladanym filtrem do suche  podlozene  nadoby, pricemz prvnıch 2 az 5 ml se
nepouzije.

5.1.1 Krmne  smýsi

Na extrakcnı jednotku (4.6) se nasadı kolonka Silica (3.17), kondicionuje se 4 ml extrakcnıho
roztoku (3.19) a pote  se na kolonku nanese takove  mnozstvı extraktu, aby vysledna
koncentrace lezela v rozmezı 3 az 25 mg/l, maxima lný vsak 5 ml extraktu zıskane ho podle 4.1
(poznamka 10.1). Extrakt se necha  vsaknout tak, aby nedoslo k vyschnutı kolonky, promyje se
2 kra t 4 ml promyvacıho roztoku (3.20) a pote  se IPMA eluuje do 10 ml vialky 8 ml elucnıho
roztoku (3.21). Elua t se odparı na koncentra toru vzorku  (4.3) pod proudem dusıku pri 50 oC,
odparek se zalije 2,0 az 5,0 ml fosfa tove ho pufru (3.22) tak, aby vysledna  koncentrace lezela
v rozmezı 4 az 40 mg/l. Extrakt se promıcha , rozpustı na ultrazvuku (4.4) (30 s) a
vytemperuje na laboratornı teplotu. Pred nastrikem na chromatografickou kolonu se extrakt
odstredı na laboratornı odstredivce (4.5) po dobu 5 minut pri 10 000 otackach za minutu

5.1.2 Tritura ty a premixy doplnkovych la tek

Podle deklarovane ho obsahu IPMA se extrakt zıskany podle 4.1 naredýnı fosfa tovym pufrem
(3.22) tak, aby vysledna  koncentrace lezela v oblasti kalibracnı krivky. Pred nastrikem na
chromatografickou kolonu se extrakt odstredı na laboratornı odstredivce (4.5) po dobu 3
minut pri 10000 ot./min.
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5.2 Stanovenı metodou HPLC

5.2.1 Chromatograficke  podmınky

Vlastnı mýrenı, jak kalibracnıch roztoku  tak i extraktu  zkusebnıch vzorku , se provadı za
nasledujıcıch separacnıch podmınek chromatograficke ho systemu .

Nasledujıcı podmınky jsou doporucene , mohou byt pouzity jine  podmınky, za predpokladu, ze
dajı rovnocenne  vysledky.

PozadovanÚ validacnı parametry pro separaci na analytickÚ kolone :

kapacitnı faktor k  ≥ 2,5

tailing faktor  tα ≤ 1,35

rozlisenı monensin B/monensin A - R ≥ 1,3
monensin A/salinomycin - R ≥ 1,5
salinomycin/narasin - R ≥ 1,5.

Kolona: C18-reverznı faze, Nova-Pak C18, 4 µm, 150 x 3,9 mm
nebo obdobna .

Mobilnı faze: viz 3.10, pri pouzitı alternativnı kolony se musı
mobilnı faze upravit tak, aby vyhovovala
pozadovanym validacnım parametru m.

Pru tok mobilnı faze: 0,6 ml/min

Teplota kolony: 38 oC nebo teplota okolı

Pru tok derivatizacnıho cinidla: 0,8 ml/min

Objem derivatizacnı smycky: 1000 µl

Vnitrnı pru mýr deriv. smycky 0,25 mm

Teplota derivat. postkolon. systemu: (90 „ 95) oC ± 2 oC

Detektor UV: 598 nm

Objem nastriku: 50 µl

RetTime: pro uvedenou kolonu pri

teplotý okolı (min) : monensin 4,8

salinomycin 5,6

narasin 6,5

Pru tok mobilnı faze, derivatizacnıho cinidla a teplota derivatizace musı byt zachovany.

5.3 Kalibrace

Do sady odmýrnych banýk na 25 ml se pipetuje 0,5; 1,0; 2,0 a 5,0 ml zakladnıho roztoku
IPMA (3.16), doplnı fosfa tovym tlumivym roztokem (3.22) po znacku a promıcha . Takto
naredýne  pracovnı roztoky odpovıdajı koncentraci 4,0; 8,0; 16,0 a 40,0 mg/l. Na



268

chromatografickou kolonu se nanası 50 µl  pracovnıho roztoku. Z pru mýrnych hodnot jim
odpovıdajıcıch ploch pıku  se sestrojı kalibracnı krivka.

6. Vy pocet

Obsah monensinu (XM) vyjadreny v mg/kg se rovna  souctu obsahu monensinu A a B, ktere  se
vypoctou podle vzorce:

a

P
M

M

M m

F
A
A

RVc
X A

B











×+×××

=

1

kde c je koncentrace monensinu A odectena  z kalibracnı krivky pro standard
monensinu A v  mg/l

ma hmotnost zkusebnıho vzorku v  g

V objem extraktu v  ml

R zre° ovacı faktor

FP korelacnı faktor pro mikrobiologickou aktivitu monensinu B; FP = 0,28

AMB plocha pıku monensinu B

AMA plocha pıku monensinu A

Obsah salinomycinu (XS) a narasinu (XN) vyjadreny v mg/kg se vypocte podle vzorce:

a
)N(S m

RVcX ××
=

kde c je koncentrace salinomycinu nebo narasinu odectena  z kalibracnı krivky v
mg/l

ma hmotnost zkusebnıho vzorku v  g

V objem extraktu v  ml

R zre° ovacı faktor

7. Opakovatelnost
Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri 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
Rozdıl mezi dvýma vysledky  zkousek stejne ho vzorku provadýnymi ve dvou laboratorıch

nesmı prekrocit pri 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.

Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 0,2 mg/kg.

9. Mez stanovitelnosti
Mez stanovitelnosti je 0,5 mg/kg pro monensin, 1,5 mg/kg pro salinomycin a narasin..

10. Poznamky

10.1 U vzorku  s obsahem IMPA pod 5 mg/kg se kolonka kondicionuje 5 ml extrakcnıho
roztoku (3.19) a pote  se na kolonku nanese 10 ml extraktu zıskane ho podle 4.1. Extrakt se
necha  vsaknout tak, aby nedoslo k vyschnutı kolonky, promyje se 2 kra t 6 ml promyvacıho
roztoku (3.20) a pote  se IPMA eluuje do 10 ml vialky 8 ml elucnıho roztoku (3.21). Da le se
postupuje stejný jako u krmnych smýsı.
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1.7 Stanovenı obsahu salinomycinu

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı salinomycinu v premixech a krmnych
smýsıch.

Pro ±cely te to metody se pouzıva  tato definice: Salinomycin je stimula tor ru stu a
antikokcidikum. Po chemicke  strance je to sodna  su l polyetheru kyseliny monokarboxylove ,
suma rnıho vzorce C42H69O11Na, produkovane  kmenem Streptomyces albus.

2.   Princip
 Salinomycin se stanovı na zakladý inhibicnıho ±cinku na ru st testovacıho mikroorganizmu
Bacillus subtilis ATCC 6633 dif±znı 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

 Prıprava: 8,0 g chloridu sodne ho (3.10) se rozpustı, doplnı  na 1000 ml a sterilizuje
20 minut pri 120 °C

3.5   Sıran manganaty (MnSO4), pevny

3.6   Oxid hlinity, bazicky pro sloupcovou chromatografii

3.7   Salinomycin, standardnı substance o zname  ±cinnosti

3.8   Salinomycin, zakladnı standardnı roztok (pro premixy  i krmne  smýsi)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı takove   mnozstvı standardnı substance
 salinomycinu (3.7), s ohledem  na deklarovanou ±cinnost, s presnostı nejme ný na
 0,001 g, ktere  vytvorı koncentraci salinomycinu 1 mg v 1 ml. Toto  vypoctene  a
 navazene  mnozstvı se rozpustı v 96 % ethylalkoholu (3.1), doplnı jım po rysku a 
1promıcha .

 Uchovava  se v chladnicce pri 4 °C a takto uchovan je roztok  stabilnı po dobu 14 dnı.

3.9   Salinomycin, pracovnı standardnı roztok

 Prıprava: Ze zakladnıho standardnıho roztoku salinomycinu  se vhodnym redýnım 25 %
ethylalkoholem (3.3) pripravı  testacnı koncentrace 4 ; 2 a 1 Žg v 1 ml (poznamka 8.3).
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3.10   Testovacı mikroorganismus Bacillus subtilis ATCC 6633 (CCM  1999)

 Prıprava a udrzovanı kmene: Zakladnı kmen je udrzovan  pravidelnym preockovanım
 na sikmem masopeptonovem agaru,  inkubovan pri teplotý 37 °C 18 az 24 hod a
 uchovavan pri  teplotý 4 °C.

3.11   Zivne  me dium c. 1 pro pýstovanı testacnıho kmene

 Slozenı: Pepton 6,0 g

Pankreat.hydrolyza t kaseinu  4,0 g

Extrakt kvasnicny 3,0 g

Extrakt masovy 1,5 g

Glukosa 1,0 g

Agar 12,0 g

 Voda doplnit do 1 000 ml Sterilizuje se 15 minut pri teplotý 121 °C.

3.12   Sporova  suspenze testovacıho mikroorganizmu

 Prıprava: Na ru st kultury na sikmem agaru se smyje 3 ml  fyziologicke ho roztoku (3.4) a
 prenese asepticky do Rouxovy lahve (4.11) obsahujıcı 300 ml zivne ho media c. 1
 (3.11), ke kteremu se pridalo 300 mg sıranu manganate ho  (3.5). Pomocı sterilnıch
 sklenýnych kulicek se mikroorganismus rovnomýrný rozestre po povrchu zivne ho

media.

 Takto pripravene  Rouxovy lahve (4.11) se inkubujı pri  teplotý 37 °C po dobu 7 az
10 dnı. Sporulace se ovýrı pod  mikroskopem (4.13) a potom se narostla  kultura smyje
s povrchu 25 ml fyziologicke ho roztoku (3.4) odstredı  (4.4), k sedimentu se prida  opýt 25 ml
fyziologicke ho  roztoku (3.4), suspenze se zahrıva  30 minut pri teplotý  65 °C a  znovu
odstredı (4.4). Toto promyvanı spor se  opakuje trikra t. Nakonec se suspenze spor prevede do
kuzelove  banky a zahrıva  se 30 minut pri teplotý 65 °C. Takto pripravena  suspenze spor
predstavuje zakladnı inokulum,  ktere  uchovavano pri teplotý 4 °C je pouzitelne  po dobu  6
mýsıcu .

 Koncentrace sporosuspenze se urcuje experimenta lnı testacı. Ma  byt takova , aby
velikost inhibicnı zony pri redýnı  4 Žg/ml byla 22 mm, coz odpovıda  asi 0,2 az 0,3 ml
sporosuspenze na 100 ml agaru.

3.13   Zivne  me dium c. 2 pro vlastnı testaci - testovacı pu da

 Slozenı: Hydrogenfosforecnan draselny (K2HPO4) 0,69 g

Dihydrogenfosforecnan draselny (KH2PO4) 0,45 g

Extrakt kvasnicny 2,5  g

Glukosa 10,0  g

Agar 12,0  g

 Voda doplnit do 1 000 ml  Sterilizuje se 15 minut pri teplotý 121 °C.
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4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Plotna sklenýna  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 pru mýru 9 mm

4.4   Odstredivka vhodne  konstrukce s prıslusenstvım

4.5   Termostat vhodne  velikosti

4.6   Trepacka laboratornı

4.7   Podlozka vyrovnavacı regulovatelna

4.8   Vodovaha

4.9   Pipety podle Pasteura

4.10   Trubice chromatograficka  s kohoutem, pru mýr 20 mm bez  frity

4.11   Lahev Rouxova na 1 000 ml

4.12   Mýrıtko posuvne

4.13   Mikroskop vhodne  konstrukce

5.   Postup

5.1  Premixy

5.1.1   Odvazı se asi 10 g zkusebnıho vzorku s presnostı 0,01 g do kuzelove  banky na 250 ml
(poznamka 8.2), prida  se presný 100 ml ethylalkoholu (3.2) a 30 minut se protrepava  na
trepacce (4.6). Filtruje se pres suchy stredný husty filtr do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl
filtra tu se nezachycuje. Filtra t se da le redı ethylalkoholem (3.3), s ohledem na ocekavany
(deklarovany) obsah salinomycinu ve zkousenem vzorku, na koncentrace 4 ; 2 a 1 Žg
salinomycinu v 1 ml (poznamka 8.3).

5.1.2   Testovacı plotna se pripravı nasledovný:

 Na sterilnı sklenýnou plotnu (4.1) s kovovym ramem (4.2) utýsnýnym malym mnozstvım
agarove  pu dy, upravenym do vodovahy (4.8), se nalije 60 nebo 300 ml (podle velikosti
pouzite  plotny) rozehra te  testovacı pu dy (zivne  me dium c. 2 - 3.13), ktera  je ochlazena na
teplotu 60 °C a naockovana vhodnym mnozstvım sporove  suspenze testovacıho
mikroorganizmu (3.12). Po utuhnutı agarove  vrstvy se plotna (4.1) vlozı na 1 hod. do
chladnicky. Potom se v pravidelnych vzda lenostech vyhloubı korkovrtem (4.3) v pu dý 6 x 6
nebo 9 x 9 jamek, do nich se vnasejı vzorky i standardy pomocı Pasteurovych pipet (4.9).
Testacnı koncentrace standardu (3.9) se plnı do trı nebo dvou rad ve stredu plotny, testovane
koncentrace vzorku (viz 5.1.1) po obou stranach plotny na strany odpovıdajıcı prıslusnemu
redýnı standardu. Plotny (4.1) se inkubujı 16 az 18 hod pri teplotý 37 °C. Pru mýry vzniklych
inhibicnıch zon se odmýrujı posuvnym mýrıtkem (4.12) s presnostı na 0,1 mm.
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5.2.  Krmne  smýsi

5.2.1   Do kuzelove  banky vhodne ho objemu (poznamka 8.2) se odvazı asi 10 g zkusebnıho
vzorku s presnostı nejme ný na 0,01 g (poznamka 8.2), prida  se urcene  presne  mnozstvı
(poznamka 8.2) ethylalkoholu (3.2) a 30 minut se vytrepava  na trepacce (4.6). Vznikla
suspenze se prevede na chromatografickou kolonu, ktera  je pripravena tak, ze do
chromatograficke  trubice (4.10) ve svisle  poloze se na dno vlozı smotek vaty, trubice se naplnı
do vysky asi 75 mm oxidem hlinitym (3.6). Elua t se da le redı ethylalkoholem (3.3) s ohledem
na ocekavany (deklarovany) obsah salinomycinu ve zkousenem vzorku, na koncentrace 4 ; 2 a
1 Žg salinomycinu v 1 ml (poznamka 8.3).

 Da le se postupuje podle 5.1.2 .

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah salinomycinu v mg/kg se vypocıta  podle Prılohy 10, cast 7.1

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost

7.1   Pro premixy

 Nebyla dosud stanovena.

7.2   Pro krmne  smýsi

 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Ethylalkohol je nebezpecnou horlavinou I. trıdy a proto  pri jake koli manipulaci s nım je
nutno dodrzovat bezpecnostnı pravidla

8.2   Navazka zkusebnıho vzorku i objem extrakcnıho roztoku se  volı s ohledem na
deklarovany obsah salinomycinu ve zkousenem vzorku tak, aby vysledna  koncentrace
salinomycinu ve  vyluhu byla 10 Žg/1 ml.

8.3 Vyluhy zkousene ho vzorku a kalibracnı roztoky standardu se  pripravujı týsný pred
vlastnım stanovenım.
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1.14   Stanovenı obsahu avoparcinu

Tato metoda je prekladem EU metody, uvedene  v Official Journal no L 257,10/09/81

1A.   U cel a rozsah
Tato metoda je urcena pro stanovenı avoparcinu v krmivech a premixech. Spodnı limit
stanovenı je 2 mg/kg (2 ppm). Prıtomnost polyetherovych antibiotik mu ze rusit stanovenı.

2A.   Princip
 Vzorek se extrahuje  smýsı aceton-voda-kyselina chlorovodıkova . Antibioticka  aktivita
extraktu se stanovı mýrenım difuze avoparcinu v agarovem me diu s naockovanym
mikroorganizmem Bacillus subtilis ATCC 6633. Difuze se projevuje tvorbou inhibicnıch zon
mikroorganizmu. Pru mýr týchto zon je povazovan za prımo ±mýrny logaritmu antibioticke
koncentrace v rozsahu pouzitych koncentracı.

3A.   Mikroorganismus Bacillus subtilis ATCC 6633 (CCM 1999)

3A.1  Udrzovanı kmene

Zkumavky se sikmym agarem  (4.1) se naockujı kulturou Bacillus subtilis a inkubujı se
pres noc pri teplotý 30 °C.  Pote  se zkumavky uchovavajı pri teplotý asi 4 °C. Preockovanı se
provadı jedenkra t mýsıcný.

3A.2 Prıprava sporove  suspenze (poznamka 10.1)

Na ru st zakladnı kultury na nadavno prirpavenem sikmem agaru (3.1) se smyje 2 - 3 ml
sterilnı vody. Pomocı te to suspenze se naockuje 300 ml kultivacnıho me dia (4.1) v Rouxový
lahvi a inkuboje se 3 - 5 dnu  pri 30 °C. Po mikroskopicke  kontrole sporulace  se smyje
narostla  kultura 15 ml ethanolu (4.2) a du kladný se promıcha . Takto  pripravena
suspenze mu ze byt uchovavana pri teplotý 4 °C alespon 5 mýsıcu .

4A. Kultivacnı mÚdia a chemikalie

4.1  Kultivacnı medium (poznamka 10.2)

Prıprava : Odvazı se 6 g peptonu
4 g tryptonu
3,0 g kvasnicne ho extraktu
1,5 g masove ho extraktu
1,0 g glukosy
15,0 g agaru,

doplnı se vodou do 1000 ml, pH se po sterilaci upravı na 6,5



275

4A.2 Ethylalkohol, 20% roztok

Prıprava : 200 ml ethylalkoholu se zredı 800 ml vody

4A.3 Kyselina chlorovodıkova  (h=1,19 g/ml)

4A.4 Hydroxid sodny, roztok c(NaOH) = 2 mol/l

4A.5 Tlumivy fosforecnanovy roztok, c = 2 mol/l

Prıprava :13,6 g dihydrogenfosforecnanu draselne ho (KH2PO4), voda do 1000 ml, pH se
upravı na hodnotu 4,5.

4A.6 Smýs aceton - voda - kyselina chlorovodıkova  (4.3) : 65 - 32,5 - 2,5

4A.7 Avoparcin sıran, standardnı substance s ovýrenou ci deklarovanou ±cinnostı

5A. Standardnı roztoky
Rozpustı se presný odvazene  mnozstvı asi 10 mg standardnı substance (4.7) ve

fosforecnanovem tlumivem roztoku a naredı se tımto tlumivym roztokem tak, aby vznikl
zasobnı roztok o koncentraci 100 µg avoparcinu v 1 ml. Uchovavan v uzavrene  lahvi
pri teplotý 4 °C je zasobnı roztok sta ly po dobu 7 dnu .

5A.1  Pro premixy

Postupnym redýnım zasobnıho roztoku (5) tlumivym roztokem (4.5) se zıskajı nasledujıcı
roztoky :

S8 4,0 µl/ml

S4 2,0 µl/ml

S2 1,0 µl/ml

S1 0,5 µl/ml

5A.2  Pro krmiva

S8 2,0 µl/ml

S4 1,0 µl/ml

S2 0,5 µl/ml

S1 0,25 µl/ml

6A. Prıprava extraktu a zkusebnıho roztoku

6A.1 Premixy

Odvazı se takove  mnozstvı  zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na 0,001 g, aby
obsahovalo 10 az 100 mg avoparcinu. Navazka se prenese do odmýrne  banky na 100 ml, prida
se 60 ml extrakcnı smýsi (4.6) a trepe se 15 minut na mechanicke  trepacce. Zkontroluje se pH
a pokud je treba, upravı se  pomocı kyseliny chlorovodıkove  (4.3) na hodnotu  2. Objem se
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upravı extrakcnı smýsı (4.6) po rysku, du kladný promıcha  a filtruje pres vhodny filrtacnı papır
(napr . Whatman c. 1), pricemz prvnıch 5 ml filtra tu se odlije. Z filtra tu se odpipetuje  vhodny
objem, pH se upravı pomocı hydroxidu sodne ho (4.4)  na hodnotu 4,5. Tento roztok se naredı
tlumivym roztokem (4.5) tak, aby se zıskal roztok o koncentraci 4 µl / ml (U8). Dalsım
postupnym redýnım (1+ 1) tlumivym roztokem se pripravı roztoky U4 (predpokladana
koncentrace 2 µl / ml), U2 (predpokladana  koncentrace 1 µl / ml) a U1 (predpokladana
koncentrace 0,5 µl / ml).

6A.2 Krmiva

Odvazı se 50 g  zkusebnıho vzorku  a trepe se  30 minut na mechanicke  trepacce se 100 ml
extrakcnı smýsi (4.6). Extrakt se vycerı centrifugacı v uzavrenych centrifugacnıch
zkumavkach a z nýho se odpipetuje vhodny objem (viz tabulka 1), pH se upravı pomocı
hydroxidu sodne ho (4.4)  na hodnotu 4,5. Tento roztok se naredı tlumivym roztokem (4.5) tak,
aby se zıskal roztok o koncentraci 2 µl / ml (U8) (tabulka 1). Dalsım postupnym redýnım (1 +
1) tlumivym roztokem se pripravı roztoky U4 (predpokladana  koncentrace 1 µl / ml), U2
(predpokladana  koncentrace 0,5 µl / ml) a U1 (predpokladana  koncentrace 0,25 µl / ml).

Tabulka 1

Predpokladany obsah avoparcinu mg/kg 5 7,5 10 15 20 40

navazka zkusebnıho vzorku v g (± 0,1) 50 50 50 50 50 50

objem extrakcnı smýsi (4.6) v ml 100 100 100 100 100 100

pipetovany objem vzcirene ho extraktu v ml 20 15 20 15 20 10

konecny objem U8 v ml 25 25 50 50 100 100

Ocekavana  koncentrace U8 v µg /ml 2 asi 2 2 asi 2 2 2

7A. Vlastnı postup

7A.1 Naockovanı zkusebnı pu dy

Zkusebnı pu da (4.1) se naockuje sporovou suspenzı (3.2) pri teplotý 50 - 60 °C. Pri predbýzne
zkousce na plotnach se zkusebnı pu dou (4.1) se stanovı mnozstvı sporove  suspenze, potrebne
pro zıskanı co nejvýtsıch a nejjasnýjsıch ihibicnıch zon s ru znymi koncentracemi avoparcinu.

7A.2 Prıprava ploten

Difuze do agaru je provadýna na plotný za pouzitı ctyr  koncentracı  standardnıho roztoku
avoparcinu (S8, S4, S2 a S1) a ctyr  koncentracı extraktu (µ8, µ4, µ2 a µ1). Na kazde  plotný
musı byt vsechny ctyri koncentrace standardnıho roztoku avoparcinu. Ke stanovenı se pouzije
plotna, na kterou je mozno do agaru vyhloubit nejme ný osm jamek o pru mýru 10 az 13 mm s
minima lnı vzda lenostı stredu  jamek 30 mm. Zkousku je vyhodne  provadýt na plotnach, ktere
sestavajı ze sklenýne  desky, opatrene  hlinıkovym nebo plastovym ramem, 200 mm v pru mýru
a 20 mm vysoky. Na plotnu se nalije takove  mnozstvı  me dia (4.1) naockovane ho podle 7.1,
aby se vytvorila stejnomýrna  vrstva o tlousÚ ce 2 mm (60 ml na plotnu o pru mýru 200 mm).
Plotna se necha  zchladnout ve vodorovne  poloze, vyhloubı se jamky a do kazde  jamky se se
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odpipetuje presne  mnozstvı antibioticke ho roztoku (0,10 az 0,15 ml podle pru mýru jamky).
Pro kazdy vzorek se opakuje zkouska nejme ný ctyrikra t s kazdou koncentracı, takze vysledek
zkousky se pocıta  z 32 inhibicnıch zon.

7A.3   Inkubace

Plotny se inkubujı pri teplotý 30 °C  16 - 18 hodin.

8A.   Vy pocet - viz OJ no L 257 z 10.9.1981

9A.   Opakovatelnost
Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri 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  Mu ze byt pouzita i jina  metoda, pokud poskytne podobnou sporovou suspenzi 

10A.2  Mu ze byt pouzito jake koli komercnı me dium podobne ho slozenı, pokud poskytuje
stejne  vysledky.
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1.15 Stanovenı obsahu monenzinu

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı monenzinu v premixech a krmnych
smýsıch.

Pro ±cely te to metody se pouzıva  tato definice: Monenzin je fermentacnı produkt kmene
Streptomyces cinnamonensis a jeho sodna  su l, chemicke ho slozenı C36H61O11Na, se pouzıva
jako kokcidiostatikum.

2.   Princip
 Monenzin se stanovı na zakladý jeho inhibicnıho ±cinku na testovacı mikroorganismus
Bacillus subtilis ATCC 6633 dif±znı plotnovou metodou.

3.   Chemikalie

3.1   Ethylalkohol 96% (poznamka 8.1)

3.2   Extrakcnı roztok, ethylalkohol (3.1) - aceton - voda, smýs  (12 + 5 + 3) (poznamka 8.1)

3.3   R edıcı roztok, ethylalkohol (3.1) - voda, smýs (1 + 9)

3.4   Oxid hlinity, bazicky, pro sloupcovou chromatografii, grade  F 20

3.5   Sıran draselny, krystalicky

3.6   Monenzin, standardnı substance - sodna  su l monenzinu s ±cinnostı vyjadrenou v obsahu 
 ciste ho monenzinu.

 Origina lnı ampule se uchovavajı v temnu pri 5 °C.

3.7   Monenzin, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı takove  mnozstvı praskove  standardnı
 substance monenzinu (3.6) s presnostı nejme ný na 0,001 g, tak, aby s ohledem na

deklarovanou ±cinnost byla koncentrace monenzinu - kyseliny 1 mg  v 1 ml. Prida  se asi
45 ml extrakcnıho roztoku (3.2) a po  rozpustýnı se doplnı (extrakcnım roztokem (3.2) po

 rysku  a promıcha . Je sta ly 2 tydny pri teplotý 5 °C a v temnu.

3.8   Monenzin, pracovnı standardnı roztok (pro premixy)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 250 ml se odpipetuje 20 ml  zakladnıho standardnıho
 roztoku monenzinu (3.7), doplnı  redıcım roztokem (3.3) po rysku a promıcha . Z tohoto
 roztoku se odpipetuje 20 ml do odmýrne  banky na 100 ml,  doplnı vodou po rysku a
 promıcha .

 Pripravuje se vzdy cerstvy.
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 Tento roztok obsahuje 16 Žg monenzinu v 1 ml.

3.9   Monenzin, pracovnı standardnı roztok (pro krmne  smýsi)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 50 ml se odpipetuje 5 ml  zakladnıho standardnıho
 roztoku monenzinu (3.7), doplnı  extrakcnım roztokem (3.2) po rysku a promıcha .

Pripravuje se vzdy cerstvy.

 Tento roztok obsahuje 100 Žg monenzinu v 1 ml.

3.10   Chlorid sodny, pevny

3.11   Fyziologicky roztok

 Prıprava: 8,0 g chloridu sodne ho (3.10) se rozpustı, doplnı na 1000 ml a sterilizuje
 20 minut pri 121 °C

3.12   Testovacı mikroorganismus Bacillus subtilis ATCC 6633 (CCM  1999)

 Prıprava a udrzovanı kmene: Kultura se uchovava  na sikme   udrzovacı pu dý (3.14.2) pri
 teplotý 5 °C a 1kra t mýsıcný  se preockovava . Po preockovanı se vzdy inkubuje po

dobu  24 h pri teplotý 37 °C v termostatu (4.6).

3.13   Sporova  suspenze testovacıho mikroorganismu

 Prıprava sporove  suspenze: Kultura vyrostla  na sikmem  agaru se smyje asi 3 ml
 fyziologicke ho roztoku (3.11)  a prenese se asepticky do Rouxovych lahvı (4.11),
 obsahujıcıch sporulacnı pu du (3.14.1). Pomocı sterilnıch sklenýnych kulicek se
 mikroorganismus rovnomýrný rozetre po  povrchu agaru. Takto pripravene  Rouxovy
 lahve (4.11) se  inkubujı pri teplotý 37 °C po dobu 7 az 10 dnı. Sporulace  se ovýrı pod
 mikroskopem (4.13) a potom se narostla  kultura smyje s povrchu 25 ml fyziologicke ho
 roztoku (3.11)  odstredı (4.7), k sedimentu se prida  opýt 25 ml fyziologicke ho roztoku
 (3.11), suspenze se zahrıva  30 minut pri  teplotý 65 °C a znovu odstredı (4.7). Toto
 promyvanı spor  se opakuje trikra t. Nakonec se suspenze spor prevede do  kuzelove
 banky a zahrıva  se 30 minut pri teplotý 65 °C.  Takto pripravena  suspenze spor
 predstavuje zakladnı inokulum, ktere  uchovavano pri teplotý 4 °C je pouzitelne  po

dobu  6 mýsıcu .

 Koncentrace sporosuspenze se urcuje experimenta lnı testacı. Ma  byt takova , aby
velikost  inhibicnı zony pri redýnı  4 Žg/ml byla 22 mm, coz odpovıda  asi 0,2 az 0,3 ml

 sporosuspenze na 100 ml agaru.

3.14   Zivne  pu dy

3.14.1   Sporulacnı pu da, zivny agar c. 2 suseny SEVAC

 Prıprava: 40 g zivne ho agaru se rozpustı v 1 000 ml  teple  vody, prida  se 400 mg
 sıranu manganate ho (3.15),  povarı se, rozdýlı po 250 ml do Rouxovych lahvı (4.11)  a
 sterilizuje 20 minut pri tlaku 0,05 MPa a teplotý  110 °C.

3.14.2   Udrzovacı pu da, zivna  agar c. 2 SEVAC
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 Prıprava: Stejna  jako u sporulacnı pu dy (3.14.1) kromý  prıdavku sıranu manganate ho,
 pred sterilacı se rozdýlı do zkumavek po 7 az 9 ml a po sterilizaci se necha  utuhnout
 v sikme  poloze.

3.14.3   Testovacı pu da

 Prıprava: 0,7 g hydrogenfosforecnanu draselne ho, 0,45 g  dihydrogenfosforecnanu
 draselne ho 10,0 g glukosy,  15,0 g agaru (nebo Bacto-agaru Difco) a

2,5 g kvasnicne ho autolyza tu "SEVAC" se rozpustı v 1 000 ml vody, pH  upravı na
hodnotu 6,0 a rozlije po 300 ml do banýk na  500 ml. Sterilizuje se 15 minut pri  pretlaku
0,05 MPa.

3.15   Sıran manganaty, pevny

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Plotna sklenýna  360 mm x 360 mm nebo 250 mm x 250 mm

4.2   Ram ctvercovy kovovy o de lce vnitrnı hrany 340 mm nebo  200 mm

4.3   Korkovrt pru mýru 9 mm

4.4   Vodovaha

4.5   Podlozka vyrovnavacı regulovatelna

4.6   Termostat vhodnych parametru

4.7   Odstredivka vhodnych parametru  s prıslusenstvım

4.8   Lazen vodnı s termostatem

4.9   Trubice chromatograficka  s kohoutem, de lky 500 mm, vnitrnı  svýtlost 2O mm, bez frity

4.10   Vata AKUVER

4.11   Lahev Rouxova

4.12   Pipeta podle Pasteura

4.13   Laboratornı trepacka

4.14   Mikroskop vhodne  konstrukce

5.   Postup

5.1   Premixy

5.1.1   Odvazı se asi 2 g zkusebnıho vzorku s presnostı 0,001 g do kuzelove  banky na 250 ml,
prida  se presný 100 ml ethylalkoholu (3.1) (poznamka 8.2) a trepe se 15 minut na trepacce
(4.13). Potom se suspenze zfiltruje nebo odstredı.

Supernatant se naredı redıcım roztokem na testovacı koncentraci 8 ; 4 a 2 Žg monenzinu
v 1 ml (poznamka 8.4).
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5.1.2   Paralelný se pripravı z pracovnıho standardnıho roztoku (3.8) redýnım vodou testacnı
koncentrace standardu  8 ; 4 a 2 Žg monenzinu v 1 ml.

5.1.3   300 ml (70 ml) rozehra te  testovacı pu dy (3.14.3) zchlazene  asi na 60 °C se naockuje
sporovou suspensı (3.13). Naockovana  pu da se rozlije na plotnu (4.1) opatrenou ramem a
umıstýnou ve vodorovne  poloze (4.4). Po ztuhnutı agarove  vrstvy se plotna ulozı na 1 hodinu
do chladnicky. Pak se v pravidelnych vzda lenostech vyhloubı korkovrtem v pu dý 9 x 9 (6 x 6)
jamek, do nichz se vnasejı jednotlive  testovane  roztoky a testacnı standardy Pasteurovou
pipetou (4.12). Standardy se plnı do 3 rad pod sebou ve stredu plotny, testovane  roztoky
zkousene ho vzorku po obou stranach odpovıdajıcı koncentraci standardu. Plotna (4.1) se
inkubuje 16 az 18 hodin pri 37 °C.

 Pru mýry vzniklych inhibicnıch zon se mýrı posuvnym mýrıtkem s presnostı 0,1 mm.

5.2   Krmne  smýsi

5.2.1   Odvazı se 10 az 20 g zkusebnıho vzorku s presnostı 0,01 g do kuzelove  banky na
250 ml, prida  se presný 100 ml ethylalkoholu (3.1) (poznamka 8.3) a necha  se volný
extrahovat 3 hodiny za obcasne ho promıchanı nebo pres noc v chladnicce. Po skoncenı
extrakce se roztok zfiltruje.

5.2.2   Prıprava chromatograficke  kolony : Na dno chromatograficke  trubice se vlozı maly
smotek vaty AKUVER (4.10), vsype se oxid hlinity (3.4), a to po nýkolika vrstvach, z nichz
kazda  se mırný stlacı, do vyse asi 7 cm. Potom se kvantitativný prevede na kolonu
25 ml filtra tu a necha  prote kat. Sloupec se promyva  dalsımi podıly extrakcnıho roztoku (3.2)
po davkach 5 ml. Elua t se jıma  do odmýrne  banky na 50 ml, tato se doplnı extrakcnım
roztokem (3.2) po rysku a promıcha .

Da le se redýnım redıcım roztokem (3.3) pripravı testovacı koncentrace 8 ; 4 a 2 Žg monenzinu
v 1 ml (poznamka 8.4).

5.2.3   Vedle toho se pripravı standardnı kalibracnı roztoky: 20 az 25 ml pracovnıho
standardnıho roztoku (3.9) se prevede na chromatograficky sloupec (4.9) a eluuje stejný, jak
uvedeno v odstavci 5.2.2 .

5.2.4   300 ml (70 ml) rozehra te  pu dy (3.14.3) a zchlazene  asi na 60 °C se naockuje sporovou
suspensı (3.13). Naockovana  pu da se rozlije na plotnu (4.1) opatrenou ramem (4.2) utýsnýnym
malym mnozstvım agarove  pu dy a umıstýnou ve vodorovne  (4.4) poloze. Po ztuhnutı agaru se
ulozı plotna (4.1) na 1 hod do chladnicky. Pak se v pravidelnych vzda lenostech vyhloubı
v pu dý korkovrtem (4.3) 9 x 9 (6 x 6) jamek asi 25 az 30 mm od sebe, do kterych se vnasejı
jednotlive  testovane  roztoky a testacnı roztoky standardu . Standardy se plnı do 3 (2) rad pod
sebou ve stredu plotny, po obou stranach se plnı do 3 (2) rad testovane  roztoky zkousene ho

vzorku, odpovıdajıcı svou koncentracı prıslusnemu resenı standardu. Plotna (4.1) se inkubuje
18 az 20 hod pri teplotý 37 °C v termostatu (4.6). Pru mýry vzniklych inhibicnıch zony se mýrı
posuvnym mýrıtkem s presnostı 0,1 mm.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
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 Obsah monenzinu v mg/kg se vypocıta  podle Prılohy 10, cast 7.1.

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost

7.1   Pro premixy

 Nebyla dosud stanovena.

7.2   Pro krmnÚ smesi

 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Ethylalkohol a aceton jsou nebezpecnymi horlavinami  I.trıdy, proto pri jake koli
manipulaci s nimi je nutno  dodrzovat bezpecnostnı pravidla.

8.2   Navazka zkusebnıho vzorku i objem extrakcnıho roztoku je  mozno upravit s ohledem na
deklarovany obsah monenzinu ve  zkousenem vzorku tak, aby vysledna  koncentrace
monenzinu ve  vyluhu byla minima lný 10 Žg/1 ml.

8.3   Maxima lnı hmotnost navazky krmne  smýsi je 40 g. Pokud pri  te to navazce nenı mozno
dosahnout pozadovane  koncentrace  monenzinu ve vyluhu 10 Žg/ml, je treba do postupu
zaradit  odparenı urcite ho mnozstvı filtra tu na vakuove  odparce pri  teplotý maxima lný 40 °C.
Odparek se rozpustı v extrakcnım  roztoku (3.2) a da le se postupuje podle bodu 5.2.2.

8.4   Vyluhy zkousene ho vzorku a kalibracnı roztoky standardu se  pripravujı týsný pred
vlastnım stanovenım.
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1.17   Stanovenı obsahu virginiamycinu

Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no L 015,
18/10/84

Tato metoda je prekladem metody EU uvedene  v Official Journal no L 015, 18/10/84

1A.   U cel a pouzitı

 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı 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
odstredı a naredı. Antibioticka  aktivita se stanovuje mýrenım difuze virginiamycinu v
agarovem me diu, naockovanem  mikroorganizmem  Micrococcus varians ATCC 9341.

3A.   Mikroorganismy

Testovacı mikroorganizmus Micrococcus varians ATCC 9341

 3A.1 Uchovanı kmene: Ve zkumavkach se sikmou zivnou pu dou (4.1) se provadı kultivace 
24 hodin pri teplotý 30 °C. Uchovava  se pri  teplotý asi 4 °C a kazdych 14 dnı se 
preockovava .

3A.2 Prıprava suspenze k testovanı (poznamka 10.2): Kultura kmene ze sikme  zivne  pu dy se 
prevede 2 - 3 ml  fyziologicke ho roztoku (4.3) do roztoku a touto suspenzı se naockuje 
250 ml  zivne  pu dy (4.1)  v Rouxový lahvi a inkubuje se 18 az 20 hodin pri 30° C.

Na ru st se prevede do 25 ml fyziologicke ho roztoku (4.3) opatrný se promıcha . Suspenze
se naredı v pomýru 1 : 10  fyziologickym roztokem (4.3). Propustnost suspenze pri 650
nm v 1 cm kyvetý proti fyziologickemu roztoku musı byt 75 %. Tato suspenze se mu ze
uchovavat jeden tyden pri 4 °C.

4A.   Zivna  media a chemika lie

4A.1 Zivna  pu da pro uchovavanı kmene a pro testovanı (poznamka  10.3)

Prıprava:  Odvazı se  6,0 g  masove ho peptonu
4,0 g tryptonu
3,0 g kvasnicne ho extraktu
1,5 g masove ho extraktu

Prıprava:  Odvazı se 1,0 g glukozy (3.7)
10 az 20 g agaru a
1 000 ml vody.
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Hodnota pH se upravı po sterilizaci na  hodnotu 6,5.

4A.2  Tlumivy roztok fosfa tovy o pH 6,0
Prıprava:  Odvazı se 2,00 g hydrogenfosforecnanu draselne ho (K2HPO4)

8,00 g dihydrogenfosforecnanu draselne ho (KH2PO4)

doplnit vodou na 1000 ml

4.A3 Fyziologicky roztok, 0,8 % roztok

Prıprava: 8 g chloridu sodne ho se rozpustı ve vodý,  doplnı na 1 000 ml a sterilizuje.

4A.4 Methanol

4A.5 Smýs fosforecnanove ho pufru (4.2) a methanolu (4.4)  -  80 : 20

4A.6 Methanolicky roztok Tween 80

Prıprava : 5 g Tween 80 se rozpustı v methanolu (4.4) a doplnı se tımto do 1000 ml.

4A.7 Virginiamycin, standardnı substance zname  aktivity.

5A. Standardnı roztoky

Rozpustı se presný odvazene  mnozstvı standardnı substance (4.7) v methanolu (4.4) a
zredı se methanolem tak, aby vysledna  koncentrace zasobnıho roztoku byla 1 000 Žg 
virginiamycinu v 1 ml.

Tento standardnı roztok ma  trvanlivost 5 dnu , je-li  uchovavan v uzavrene  lahvi pri
teplotý 4 °C.

Z tohoto zasobnıho roztoku se pripravujı postupnym redýnım fosforecnanovym
tlumivym rozotkem (4.5) nasledujıcı roztoky :

S8    1µg/ml

S4    0,5 µg/ml

S2    0,25 µg/ml

S1    0,125 µg/ml

6A.  Prıprava extraktu a zkusebnıch roztoku

6A.1  Extrakce

6A.1.1 Produkty s obsahem virginiamycinu do 100 mg/kg

Navazı se 50 g vzorku, prida  se 200 ml  extrakcnıho roztoku (4.6) a trepe se 30 minut. Necha
se usadit nebo se odstredı, odpipetuje se 20 ml supernatantu, ktery se odparı na rotacnı
vakuove  odparce pri teplotý do 40 °C  na konecny objem 5 ml. Odparek se zredı smýsı (4.5)
tak, aby vysledna  predpokladana  koncentrace byla 1 µg/ml (U8).

6A.1.2 Produkty s obsahem virginiamycinu nad 100 mg/kg
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Navazı se nejvyse 10 g vzorku, obsahujı 1 az 50 mg virginiamycinu prida  se 100 ml
extrakcnıho roztoku (4.6) a trepe se 30 minut. Suspeze se necha   usadit nebo se odstredı, a
supernatant  se zredı smýsı (4.5) tak, aby vysledna  predpokladana  koncentrace byla 1 µg/ml
(U8).

6A.2 Zkusebnı roztoky

Z roztoku U8 se pripravı  roztoky U4 (predpokladany obsah 0,5 µg/ml), U2 (predpokladany
obsah 0,25 µg/ml) a U1 (predpokladany obsah 0,125 µg/ml) postupnym redýnım (1+1) smýsı
(4.5).

7A. Postup zkousky

7A.1 Zaockovanı zkusebnıho media

Zkusebnı medium  (4.1) se zaockuje bakteria lnı suspenzı (3.2)Špri teplotý asi 50 °C. Mnozstvı
bakteria lnı suspenze potrebne  k vytvorenı dostatecný velkych a cirych ihibicnıch zon se
stanovı predchozımi zkouskami  s ru znymi koncentracemi virginiamycinu na plotnach s
mediem (4.1).

7A.2 Prıprava ploten

Difuze na agaru se provadı na plotnach se ctyrmi koncentracemi standardnıho roztoku (S1,
S2, S4 a S8) a ctyrmi koncentracemi zkusebnıho roztoku (U1, U2, U4 a U8). Vsechny ctyri
koncentrace standardu a zkusebnıho vzorku musı byt umıstýny na stejne  (jedne ) plotný. Proto
musı byt vybrany plotny dostatecný velke , aby bylo mozno na nich vytvorit alespon 8 jamek o
pru mýru 10 az 13 mm a vzda lenosti stredu  jednotlivych jamek alespon 30 mm. Zkouska mu ze
byt provadýna na sklenýne  plotný o pru mýru 200 mm, s hlinıkovym nebo plastovym okrajem
o vysce 20 mm. Na plotnu se nalije takove  mnozstvı me dia (4.1), zaockovane  podle 7.1, aby
vznikla vrstva asi 2 mm silna  ( 60 ml pro plotnu o pru mýru 200 mm). Po schladnutı se do
me dia vyhloubı jamky a do nich se odmýrı presny objem zkusebnıho a standardnıho roztoku
(0,10 az 0,15 ml do kazde  jamky, podle jejıho pru mýru). Kazda  koncentrace se davkuje
nejme ný ctyrikra t, takze kazde  stanovenı se urcuje vyhodnocenım 32 inhibicnıch zon.

7A.3 Inkubace

Plotny pripravene  podle predchozıho postupu se inkubujı 16 az 18 hodin pri 30 ±,2 °C.

8A. Vypocet

Pru mýry ihibicnıch zon se zmýrı s presnostı 0,1 mm a jejich pru mýry pro kazdou koncentraci
se zaznamenajı na semilogaritmicky papır (logaritmus koncentrace proti pru mýru ihibicnıch
zon). Do  grafu se zakreslı “nejvhodnýjsı prımkaë pro standard, ktera  prochazı vypoctenymi
body Sl a Sh. Stanovenı nejvhodnýjsıho bodu pro nejnizsı koncentraci standardu (S1) se
vypocte podle vzorce :

Sl = 7 . S1 + 4 . S2 + S4 - 2 . S8

Nejvhodnýjsı bod pro nejvyssı koncentraci standardu (Sh) se vypocte podle vzorce :
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Sh = 7 . S8 + 4 . S4 + S2 - 2 . S1

Stejný se do grafu  zakreslı “nejvhodnýjsı prımkaë pro vzorek, ktera  prochazı vypoctenymi
body Ul a Uh.  Nejvhodnýjsı body Ul a Uh pro vzorek se vypoctou podle stejnych vzorcu ,
mısto hodnot SX vsak dosadıme do vzorcu  hodnoty UX, kde X = 1,2,4,8.

Pokud neexistuje zadna  interferece jsou obý prımky rovnobýzne . V praxi je mozno povazovat
prımky za paralelnı, pokud se hodnoty Sh - Sl a Uh - Ul nelisı o vıce nez 10 % od jejich
pru mýrne  hodnoty. Pokud nejsou prımky paralelnı, je mozno vypusti hodnoty U1 a S1 nebo
U8 a S8 a vypocıst nejvhodnýjsı body podle nasledujıcıch vzorcu  :

Sl (Ul) = 5 . S1(U1) + 2 . S2 (U2) - S4 (U4) nebo Sl (Ul) = 5 . S2(U2) + 2 . S4 (U4) - S8 (U8)

Sh (Uh) = 5 . S4(U4) + 2 . S2 (U2) - S1 (U1) nebo Sh (Uh) = 5 . S8(U8) + 2 . S4 (U4) - S2
(U2)

I takto setstrojene  prımky musı splnovat podmınky rovnobýznosti. V zavýrecnem protokolu
musı byt uvedeno, ze vysledewk byl zıskan vypoctem ze trı koncentracı.

Pokud jsou prımky paralelnı, vypocte se logaritmus relativnı aktivity (log a) podle jednoho z
nasledujıcıch vzorcu .

Pro ctyri koncentrace

log a = (U1 +  U2  + U4 +  U8 - S1 - S2 - S4 - S8) / 0,602 . (U4 + U8 + S4 + S8 - U1 - U2 -
S1 - S2)

Pro tri koncentrace

log a = (U1 +  U2  + U4  - S1 - S2 - S4) / 0,401 . (U4 + S4  - U1 - S1) nebo

log a = (U2  + U4 +  U8  - S2 - S4 - S8) / 0,401 . (U8 + S8 - U2 - S2)

Aktivita vzorku odpovıda  aktivitý odpovıdajıcıho standardu (U8 = S8).

Pokud je aktivita mimo rozsah 0,5 az 2,0 je nutno opakovat zkousku s upravenym redýnım
koncentrace extraktu vzorku nebo, pokud to nenı mozne , standardu. Pokud nenı mozno
zadnym zpu sobem zıskat vysledek v uvedenem rozsahu je nutno takovy vysledek oznacit za
priblizny a je to nutno uve st na zavýrecnem protokolu.

Pokud zıskane  prımky nejsou paralelnı, je nutno stanovenı opakovat a pokud ani nynı nenı
dosazeno rovnobýznosti, musı byt stanovenı prohlaseno za neuspokojive .

Vysledek se vyjadruje v mg virginiamycinu na kg krmiva.

9A.   Opakovatelnost
Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri 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 odpovıda  1000 mezina rodnıch jednotek.

10A.2 Mohou byt pouzity i jine  metody prıpravy, za predpokladu, ze vznikne podobna
bakteria lnı suspenze.

10A.3  Mu ze byt pouzito i komercnı me dium podobne ho slozenı, pokud poskytuje stejne
vysledky
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2.1   Stanovenı obsahu amprolia

1.   U cel a rozsah
 Pro stanovenı amprolia v premixech jsou uvedeny tri metody, a to spektrofotometricka ,
izotachoforeticka  (poznamka 8.1) a metoda vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie pro
stanovenı v krmnych smýsıch. Tyto metody specifikujı podmınky pro stanovenı amprolia
v premixech a krmnych smýsıch (poznamka 8.3).

 Pro ±cely te to metody se pouzıva  tato definice:

Amprolium je antikokcidikum, ktere  se aplikuje v kombinaci s ethopaba tem (Amprol Plus).
Po chemicke  strance je to 1-[4-(amino-2-propyl-5-pyrimidinyl)methyl]-2-picolinium
hydrochlorid, suma rnıho vzorce C14H20N4Cl2.

2.   Princip
Amprolium se stanovı v ethanonolovem extraktu reakcı s acetylaminonitrothiazolem
v alkalickem prostredı po extrakci butylalkoholem spektrofotometricky  nebo  ve vodnem
vyluhu na zakladý rozdılne  pohyblivosti iontu  v elektrickem poli metodou ITP (premixy) nebo

po extrakci vzorku smýsı methylalkohol-voda, naslednou separacı la tek s vyssım retencnım
casem na SEP-PAK patronce "Alumina A", metodou vysoko±cinne  kapalinove
chromatografie na reverznı fazi s pouzitım UV detekce (premixy a krmne  smýsi)

3.   Chemikalie

3.1   Spektrofotometricka  metoda

3.1.1   Ethylalkohol 96 %, predestilovany, aldehydu  prosty (poznamka 8.2)

3.1.2   Acetylaminonitrothiazol, reakcnı cinidlo

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı presný  0,250 g
 acetylaminonitrothiazolu, po rozpustýnı v ethylalkoholu (3.1.1) se doplnı tımte z po 
 rysku a promıcha .

 Pripravuje se vzdy cerstvy a chranı se pred dennım  svýtlem.

3.1.3   Hydroxid sodny, roztok 200 g/l, uhlicitanu  prosty

Prıprava: Do odmýrne  banky na 1000 ml se odvazı 200,0 g hydroxidu sodne ho,
 rozpustı v cerstvý vyvarene  redestilovane  vodý (proste  oxidu uhlicite ho), doplnı toute z

po  rysku a promıcha .

  Uchovava  se pod kalciovym uzavýrem.

3.1.4   Amprolium, standardnı substance (doporucuje se origina l prepara t z dovozu s garancı  
 100 % ±cinnosti, ne starsı 3 let, popr . ovýreny o ±cinnosti  nejme ný 95 %).

 Chranı se peclivý pred dennım svýtlem a uchovava  se na  chladnem mıstý.
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3.1.5   Amprolium, zakladnı standardnı roztok  (poznamka  8.3)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı presný  100,0 mg standardnı
 substance amprolia (3.1.4) 100 %  ±cinnosti nebo prıslusný prepoctene  mnozstvı

substance  nizsı ovýrene  ±cinnosti, rozpustı v ethylalkoholu  (3.1.1), tımte z doplnı po
rysku a promıcha .

 1 ml tohoto zakladnıho standardnıho roztoku obsahuje  1 mg amprolia.

3.1.6   Amprolium, pracovnı standardnı roztok, (poznamka 8.3).

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 50 ml se odpipetuje 5 ml  zakladnıho standardnıho
  roztoku amprolia (3.1.5), doplnı  ethylalkoholem (3.1.1) po rysku a promıcha .

 1 ml tohoto pracovnıho standardnıho roztoku obsahuje  100 Žg amprolia.

3.1.7   Butylalkohol (poznamka 8.2)

3.2   Izotachoforeticka  metoda

3.2.1   Vedoucı elektrolyt (poznamka 8.4)

  Prıprava: Z izotermicky predestilovane ho amoniaku  (3.2.8) (poznamka 8.5) se pripravı
 roztok c(NH4OH) =  0,005 mol/l, upraveny na hodnotu pH = 5,3 izotermicky

(poznamka 8.5) predestilovanou kyselinou propionovou  (3.2.7) s prıdavkem 5 ml  
0,2 % methylcelulozy (3.2.6) do  100 ml roztoku.

3.2.2   Koncovy elektrolyt (poznamka 8.4)

 Prıprava: Kyselina octova , roztok c(CH3CO2H) = 0,005 mol/l  pripravena  z izotermicky
 (poznamka 8.5) destilovane  kyseliny octove .

3.2.3   Amprolium, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: (poznamka 8.3) Do odmýrne  banky na 100 ml se  odvazı presný
 0,050 g  standardnı substance amprolia  (3.1.4) s ±cinnostı 100 % nebo prepoctene
 mnozstvı substance o nizsı ±cinnosti, rozpustı ve vodý, toute z doplnı  po rysku a

promıcha .

 1 ml tohoto zakladnıho standardnıho roztoku obsahuje  0,5 mg amprolia.

 Pri uchovanı v chladu (asi pri 5 °C) je  roztok sta ly 1 mýsıc.

3.2.4   Amprolium, pracovnı standardnı roztok

 Prıprava: (poznamka 8.3) Do odmýrne  banky na 100 ml se  odpipetuje 5 ml zakladnıho
 standardnıho roztoku amprolia  (3.2.3), doplnı po rysku vodou a promıcha . Uvedene
 redýnı  je pro prıpad, kdy teoreticky obsah amprolia ve zkousenem  vzorku je

12,5 mg/g.

 1 ml tohoto pracovnıho standardnıho roztoku obsahuje  25 Žg amprolia. Pripravuje se
 vzdy cerstvy.  Obecný se pracovnı standardnı roztok pripravı tak, aby  s ohledem na

ocekavany obsah  ve zkousenem vzorku  (teorie) v jeho 1 ml bylo tolik amprolia jako v
1 ml  roztoku  zkousene ho vzorku.

3.2.5   Hydroxid draselny, pevny
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3.2.6   Methylceluloza

3.2.7   Kyselina propionova  (h = 0,99 g/ml)

3.2.8   Amoniak, koncentrovany (h = 0,89 g/ml)

3.3   Metoda vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie

3.3.1   Methylalkohol (poznamka 8.2) (HPLC grade)

3.3.2   Dioktylsodiumsulfosuccina t, (da le jen DOSS)

3.3.3   Chlorid vapenaty, dihydra t (CaCl2.2H2O)

3.3.4   Acetonitril (HPLC grade)

3.3.5   Diethylamin (da le jen DEA)

3.3.6   Kyselina octova  ledova  (h = 1,05 g/ml)

3.3.7   Amprolium, standardnı substance (poznamka 8.3)

3.3.8   Amprolium, zakladnı standardnı roztok (poznamka 8.3)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı presný 57  az 63 mg standardnı  
substance amprolia (3.3.7), prida  se  asi 80 ml extrakcnı smýsi (3.3.12) a po rozpustýnı   se
doplnı toute z po rysku a promıcha .

 1 ml tohoto zakladnıho standardnıho roztoku obsahuje 570  az 630 Žg amprolia.

3.3.9   Amprolium, pracovnı standardnı roztok

  Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odpipetuje 10 ml  zakladnıho standardnıho
 roztoku amprolia (3.3.8), doplnı  se extrakcnı smýsı (3.3.12) po rysku a promıcha .

 1 ml tohoto pracovnıho standardnıho roztoku obsahuje 57  az 63 Žg amprolia.

3.3.10   Amprolium, kalibracnı standardnı roztok

   Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odpipetuje 25 ml  pracovnıho standardnıho
   roztoku amprolia (3.3.9), doplnı  po rysku extrakcnı smýsı (3.3.12) a promıcha .

   Koncentrace tohoto kalibracnıho standardnıho roztoku je  priblizný 15 Žg
   amprolia/ml.

3.3.11   Mobilnı faze

 Pro optima lnı slozenı mobilnı faze pro pouzıvanou kolonu  (viz 4.3.1) se doporucuje
 empiricke  odvozenı slozenı mobilnı faze mıchanım slozek A a B tak, aby retencnı cas
 pıku amprolia odpovıdal kapacitnımu faktoru k = 10 az 16

   Chromatograficky system je velmi citlivy na elucnı sılu  mobilnı faze, ktera  pro danou
   kolonu musı byt vhodnym  nastavenım slozek A a B mobilnı faze optimalizovana.

Prakticky se postupuje takze se analyza spoustı nejprve pri pomýru A + B = 1 + 1
a pro dosazenı optima se tento  pomýr pozvolna mýnı tak, ze jeho zvysenı ve prospých
slozky A kapacitnı faktor zvysuje a naopak.
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Prıprava: Do dvou odmýrnych banýk (slozky A a B) na  1 000 ml se odvazı popr .
odmýrı pipetou (toto poradı je  nutno dodrzet):

 slozka A  slozka B

DOSS (3.3.2) (g)  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 dobre promıcha , po radnem rozpustýnı se  pridajı do kazde  banky 
   3 ml  DEA (3.3.5), doplnı vodou po  rysku a promıchajı.

3.3.12  Extrakcnı smýs

  Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odmýrı asi  200 ml smýsi methylalkohol-
  voda (2 + 1), prida  se  2,220 g DOSS (3.3.2), 1,470 g dihydra tu chloridu vapenate ho
  (3.3.3) a po rozpustýnı se doplnı po rysku vyse  uvedenou smýsı a promıcha .

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Spektrofotometricka  metoda

4.1.1   Spektrofotometr vhodne  konstrukce

4.1.2   Miska trecı s tlouckem

4.2   Izotachoforeticka  metoda

4.2.1   Analyza tor izotachoforeticky (ITP) se zapisovacem

4.2.2   pH metr

4.2.3   Trepacka (horizonta lnı)

4.2.4   Mıchacka elektromagneticka  s mıchade lky

4.3   Metoda vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie

4.3.1  Chromatograf kapalinovy vysoko±cinny s prıslusenstvım  (cerpadlo, kolona - reverznı
  fae C18, 250 x 4mm, 5 az  10Žm, injektaznı davkovacı zarızenı - Rheodyne, UV

 detektor, registracnı zarızenı)  popr . i tiska rna, datastanice s integracnım software

4.3.2   Strıkacka injekcnı polyetyle nova

4.3.3   Trubice sklenýna  o pru mýru 10 mm se z±zenym hrdlem na konci

4.3.4   Trepacka laboratornı vhodne  konstrukce

4.3.5   SEP-PAK patrona aluminia A
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5.   Postup (poznamka 8.11)

5.1   Metoda spektrofotometricka

5.1.1  Sestrojenı kalibracnıho grafu (poznamka 8.3)

  Do sady dýlıcıch na levek na 250 ml se diferencovaný odpipetuje 1,0 ; 2,0 ; 3,0; 4,0; 5,0 ml
pracovnıho standardnıho roztoku amprolia (3.1.6), objem se upravı na 20 ml roztokem
ethylalkoholu (3.1.1).   Do kazde  dýlıcı na levky se odpipetuje po 1 ml reakcnıho cinidla
roztoku acetylaminonitrothiazolu (3.1.2) a 6 ml roztoku hydroxidu sodne ho (3.1.3) (poznamka
8.6), na levka se du kladný protrepe a ponecha  asi 5 min v klidu. Potom se prida  presný po
50 ml roztoku hydroxidu sodne ho (3.1.3), 10 ml butylalkoholu (3.1.7) a intenzıvný protrepava
po dobu 1 minuty. Po rozdýlenı fazı se spodnı vodna  vrstva odpustı do dalsı dýlıcı  na levky na
250 ml a butanolova  vrstva se filtruje suchym rıdkym  papırovym filtrem do suche  odmýrne
banky na 50 ml. Tento postup se  opakuje - vodna  vrstva se protrepava  s 10 ml butanolu po
dobu 1 minuty a rozdýlenı vrstev po 10 minutach tak dlouho, az se odmýrna   banka na 50 ml
doplnı po znacku. Obsah odmýrne  banky se promıcha   a je-li obsah odmýrne  banky kalny,
filtruje se pres vrstvu bezvode ho sıranu sodne ho (nebo cisty suchy rıdky filtr).

  Podle pouzite ho spektrofotometru s prıslusný nastavenymi parametry se promýrı absorbance
roztoku v kyvetý o opticke  de lce 10 mm  pri vlnove  de lce 530 nm proti kontrolnımu roztoku.

 Z nalezenych hodnot absorbancı a znamych koncentracı se sestrojı  kalibracnı graf.

5.1.2   Vlastnı stanovenı (poznamka 8.1)

   Vzorek se zhomogenizuje ve trecı misce jemnym rozetrenım  vzorku. Do kuzelove  banky na
200 ml se odvazı asi 2 - 20 g zhomogenizovane ho zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na
0,001 g (poznamka 8.8), prida  se 100 ml ethylalkoholu (3.1.1) a po opakovanem promıchanı
se ponecha  30 minut  v temnu. Potom se banka trepe 60 minut na horizonta lnı trepacce a
necha  usadit. Extrakt se filtruje stredný hustym filtrem do odmýrne  banky na 100 ml. Pevny
podıl v kuzelove  bance se promıcha  s dalsımi 20 ml ethylalkoholu (3.1.1) a dekanta t se filtruje
do te ze odmýrne  banky. K pevnemu podılu v kuzelove  bance se prida  znovu o nýco me ný nez
10 ml ethylalkoholu (3.1.1), promıcha  a dekanta t se opýt filtruje do te ze odmýrne  banky,
pricemz se jım promyjı zejme na okraje filtru. Extrakt v odmýrne  bance se doplnı
ethylalkoholem (3.1.1) po rysku a po uzavrenı banky se du kladný promıcha .

Z tohoto roztoku se odpipetuje do 250 ml dýlıcı na levky takove  mnozstvı extraktu, aby obsah
amprolia neprekrocil 0,5 mg  a pipetovany objem se prıpadný doplnı na 10 ml ethylalkoholem
(3.1.1). Potom se prida  do dýlıcı na levky 50 ml hexanu (3.1.8) a obsah dýlıcı na levky se trepe
asi 1 minutu, pote  se prida  10  ml vody a obsah se intenzıvný trepe 1 minutu. Po rozdýlenı fazı
(asi 10 minut) se vodna  faze vypustı do dýlıcı na levky na 250 ml  a je-li zbarvena , vytrepe se
opýt s 50 ml hexanu (3.1.8). V opacnem prıpadý  se k obsahu dýlıcı na levky prida  10 ml
ethylalkoholu (3.1.1) a obsah dýlıcı na levky se promıcha  krouzivym pohybem, cımz se roztok
vyjasnı.  Prida  se 1 ml roztoku AANT (3.1.2) a 6 ml roztoku hydroxidu sodne ho  (3.1.3) a
trepe se intenzıvný po dobu 1 minuty. Dýlıcı na levka se  necha  asi 30 minut v klidu. Potom se
prida  50 ml hydroxidu sodne ho  (3.1..3) a 10 ml butanolu (3.1.7) a intenzıvný se trepe 1 min.
Po rozdýlenı fazı se spodnı vodna  vrstva odpustı do dalsı dýlıcı na levky na  250 ml a
butanolova  vrstva se filtruje suchym rıdkym papırovym  filtrem do suche  odmýrne  banky na
50 ml. Tento postup se opakuje  - vodna  vrstva se protrepava  s 10 ml butanolu (3.1.7) po dobu
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1 minuty  a rozdýlenı vrstev po 10 minutach tak dlouho, az se odmýrna  banka  na 50 ml doplnı
po znacku. Obsah odmýrne  banky se promıcha   a je-li obsah odmýrne  banky kalny, filtruje se
pres vrstvu bezvode ho sıranu sodne ho (nebo cisty suchy rıdky filtracnı papır).

 Podle pouzite ho spektrofotometru s prıslusný nastavenymi parametry se promýrı absorbance
roztoku v kyvetý o opticke  de lce 10 mm  pri vlnove  de lce 530 nm proti kontrolnımu roztoku.

  Mnozstvı amprolia se zjistı z kalibracnıho grafu.

5.2   Metoda kapila rnı izotachofore zy (poznamka 8.1)

5.2.1   Kalibrace

  Ze zakladnıho standardnıho roztoku amprolia (3.3.8) o koncentraci 0,5 mg/ml se pripravı
kalibracnı roztok tak, aby 1 ml tohoto kalibracnıho roztoku obsahoval priblizný tolik
amprolia, kolik je predpokladany obsah v 1 ml roztoku zkousene ho vzorku. Z tohoto
kalibracnıho roztoku (roztoku vzorku) se davkuje pomocı davkovacıho kohoutu do
predseparacnı kolony ITP prıstroje (4.2.1) (150 ŽA) a analyticke  kolony (20 ŽA), obvyklou
technikou a za naprosto stejnych podmınek, pri kalibraci i vlastnım provedenı. Porıdı se
derivacnı zaznam a z tohoto zaznamu pro kalibracnı roztok i roztok vzorku se zmýrı de lka zon
amprolia jako vzda lenost vrcholu  prıslusnych pıku  ve smýru casove  osy.

5.2.2   Vlastnı provedenı

   Asi 2 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na 0, 001 g se odvazı do kuzelove  banky na
200 ml, prida  se presný 100 ml vody a 30 minut se protrepava . Suspense se filtruje stredný
hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje Do odmýrne
banky na 100 ml se odpipetuje 10 ml cire ho filtra tu, doplnı vodou po rysku a promıcha .

 Da le se postupuje podle  5.2.1.

5.3   Metoda vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie (poznamka  8.3)

5.3.1   Kalibrace systemu

   Kalibracnı standardnı roztok amprolia (3.3.10) se nastrikuje do chromatograficke  kolony
vzdy mezi extraktem zkousene ho vzorku, a to vzdy dvakra t, pricemz odezvy po sobý jdoucıch
nastriku  musı byt v toleranci maxima lný 2 %. Bazı odezvy je plocha pıku. Pokud odezvy
nastriku  kalibracnıch standardnıch roztoku  nevykazujı zadny drift, je mozno jejich hodnoty
zpru mýrovat a na te to pru mýrne  hodnotý zalozit jednobodovou kalibraci. V opacnem prıpadý
je nutno pocıtat mnozstvı amprolia z namýrene  hodnoty plochy pıku jen na zakladý odezvy
nastriku  kalibracnıch standardnıch roztoku , ktere  bezprostredný predchazejı nastriku m
extraktu zkousene ho vzorku (poznamka 8.7).

   Pracovnı podmınky:

 teplota kolony  teplota okolı

 pru tok mobilnı faze  1,5 ml/min

 detekce UV, vlnova  de lka  270 nm
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 injektovany objem  20 Žl

 retencnı cas pri pouzitı popsane
chromatograficke  kolony

 asi 12/min;

 (ma  odpovıdat kapacitnımu  faktoru k = 10 az 15 viz 3.9.11 Mobilnı
faze

   Pri vyse uvedenych parametrech se porıdı chromatograficky zaznam a obvyklym zpu sobem
se zjistı koncentrace amprolia v kalibracnıch roztocıch i roztocıch zkousene ho vzorku
(poznamka 8.10).

5.3.2   Vlastnı provedenı

   Do konicke  banky na 250 ml se odvazı takove  mnozstvı zkusebnıho vzorku, zvlasÚ  peclivý
zhomogenizovane ho (poznamka 8.8), aby po extrakci bylo dosazeno takove  koncentrace
stanovovane  la tky, ktera  bude priblizný shodna  s koncentracı kalibracnıho standardnıho
roztoku, tj. asi 15 Žg/ml amprolia. Ke zkusebnımu vzorku se prida  presný 100 ml extrakcnı
smýsi (3.3.12), banka se uzavre za tkou a na trepacce (4.3.4) se vytrepava  asi 60 minut. Potom
se obsah banky necha  sedimentovat.

  Supernatant je nutno pred nastrikem do kolony chromatograficke ho prıstroje (4.3.1) zbavit
slozek, jejichz elucnı cas je vyssı, nez elucnı cas stanovovane ho analytu. Tato operace se
provede pripojenım patrony SEP-PAK (4.3.5) k polyetyle nove  strıkacce (4.3.2) o objemu asi
10 ml, do ktere  se odlije asi 8 az 10 ml supernatantu a jemný se protlacı pripojenou patronou
(4.3.5). Prvnı asi 3 ml se nezachycujı a dalsı podıl se pouzije k nastriku do kolony
chromatografu (4.3.1) (poznamka 8.9). Tato operace se neprovadı s kalibracnım standardnım
roztokem.

 Da le se postupuje podle 5.3.1 s tım, ze se vzdy postupný davkuje do chromatograficke  kolony
dvakra t kalibracnı standardnı roztok a dvakra t extrakt zkousene ho vzorku.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku (poznamka 8.10)

6.1   Spektrofotometricka  metoda

 Obsah amprolia v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X C
m

=
25103. .

kde    C    je    mnozstvı amprolia, zjistýne  z kalibracnıho grafu  v mg

 m          hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g 

6.2   Izotachoforeticka  metoda (premixy)

 Obsah amprolia v mg/kg (Y) se vypocıta  podle vzorce:

Y C h
h m

V=
2108

0

. . .
.
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kde    hv    je    de lka zony zkousene ho vzorku v mm

h0           de lka zony standardu v mm 

C            koncentrace standardu v mg /ml

m            hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g 

6.3   Metoda vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie

 Obsah amprolia ve zkousenem vzorku v mg/kg (Z) se vypocıta  podle vzorce:

Z C F
m

=
.

kde    C    je    koncentrace amprolia ve zkousenem vzorku, zjistýna   pomocı kalibracnıho
  standardnıho roztoku v Žg/ml

 F          faktor redýnı

 m         hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost

7.1   Spektrofotometricka  metoda

 Nebyla dosud stanovena.

7.2   Izotachoforeticka  metoda (premixy)

 Nebyla dosud stanovena.

7.3   Metoda vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie

 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   V prıpadý, ze nelze jednoznacný u dane ho zkousene ho vzorku  identifikovat zonu
amprolia,  je tato metoda pro zkousenı  amprolia nepouzitelna .

8.2   Ethylalkohol, methylalkohol i butylalkohol jsou nebezpecnymi  horlavinami I. trıdy,
(methylalkohol navıc nebezpecnym  jedem), proto je nutno pri jake koli manipulaci s nimi
zachovavat bezpecnostnı pravidla.

8.3   Vsechny vzorky, obsahujıcı amprolium je nutno chranit pred  prımym dennım svýtlem.

8.4   Vedoucı i koncovy elektrolyt pro premixy lze pouzıt v tomto  slozenı:

 Vedoucı elektrolyt :(roztok octanu amonne ho c(CH3CO2NH4)  = 0,01 mol/l)
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 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı 77,08 mg  bezvode ho octanu amonne ho,
rozpustı v redestilovane  vodý,  prida  se 5 ml roztoku 10 g/l PVA, doplnı po rysku
redestilovanou vodou a promıcha . Kyselinou octovou se popr . upravı  na pH = 5,1.

 Uchovava  se v plastove  nadobce v chladnu.

 Koncovy elektrolyt : (roztok beta-alaninu 0,01 mol/l)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı 90 az 100 mg  beta-alaninu, rozpustı se v
80 ml redestilovane   vody, pomocı kyseliny octove  se upravı pH na hodnotu 4,7 az 4,9, doplnı
redestilovanou vodou po  rysku a promıcha .

 Uchovava  se v chladnicce.

8.5   Izotermicka  destilace se provadı tak, ze do výtsı banky se  zabrusem se prilije prıslusna
kapalina k predestilovanı  a do nı vlozı mensı nadobka s redestilovanou vodou. Po  uzavrenı
vnýjsı nadoby se necha  14 dnı sta t, pricemz dojde  dif±zı kapalne  la tky k jejımu predestilovanı
do redestilovane  vody. Po te to dobý se nadobka s difundovanou kapalinou  (la tkou) vyjme a
jejı koncentrace se urcı titracný. Tımto  zpu sobem se zıska  la tka znacne  cistoty.

8.6   Prechod vybarvene ho komplexu do butylalkoholu nenı zcela  kvantitativnı, proto je
nutne  veskera  cinidla odmýrovat co  nejpresnýji a kalibracnı graf sestrojovat soucasný pri
analyze zkousene ho vzorku a za zcela shodnych podmınek.

8.7   Pokud pri analyze standardu dochazı ke zdvojovanı nebo distorzi pıku , mu ze to byt
nızkym kapacitnım faktorem [optimum  je 10 az 16 ( viz 3.3.12 - Mobilnı faze)].

V nýkterych prıpadech, pokud kolona nebyla po predchozıch  analyzach adekva tný
vyplachnuta, mu ze rovnýz dochazet k vyse popsanym zavadam. Pokud k tomu dojde, je treba
kolonu  proplachnout po dobu 20 min vodou, 0,2 mol/l roztokem kyseliny sÚ avelove , opýt
vodou a acetonitrilem, pri pouzitı linea rnıho gradientu eluce pro kazdy segment 20 min.
Optimalizovane  slozenı mobilnı faze výtsinou vyhovuje dane  chromatograficke  koloný po
celou dobu jejı zivotnosti.

 V prıpadý, ze je nutno "omladit" chromatografickou kolonu,  jestlize vycistýnı podle vyse
uvedene ho nebylo ±cinne ,  existuje poslednı moznost zachrany kolony tım, ze bude
proplachnuta po dobu 30 min. 0,2% roztokem sÚ avelanu sodne ho a da le 30 min vodou, obojı
pri pru toku 1,5 ml/min. Doporucuje se 20 az 30 minutovy gradient mezi zmýnou
proplachovacıch roztoku .

8.8   Navazka vzorku pri vyssı deklaraci obsahu amprolia ve zkousenem vzorku nesmı
poklesnout pod 2 g a pozadovana  koncentrace 15 Žg/ml se upravı vhodnym redýnım.

8.9   Pokud nenı k dispozici SEP-PAK patrona, je mozno pouzıt  tento nahradnı postup:

 Odvazı se 5 g upravene ho oxidu hlinite ho do sklenýne   trubice o pru mýru 10 mm, pri cemz
na jejı z±zeny konec se  vlozı chomacek vaty. Trubice se pouzije ve svisle  poloze  jako
sloupec a na jejı vrchnı vstup se 10 ml extraktu zkousene ho vzorku necha  samospadem
prote ci. Dalsı postup je  stejny jako pri pouzitı patrony.

 U prava oxidu hlinite ho:
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 Pouzije se acidicky oxid hlinity, 80 az 200 mesh, stupen  aktivity 1,. Tento sorbent se smıcha
s vodou v pomýru 5 ml  vody na 1 g. Po 30 minutach se zfiltruje stredný hustym  filtrem, na
filtru se promyje methylalkoholem a necha  vysusit, nejdrıve na vzduchu pri laboratornı teplotý
a pak pri  100 °C za snızene ho tlaku (asi 30 mm Hg sloupce).

8.10   Je-li soucastı chromatograficke  sestavy integracnı a vypoctove  software, vypocıtava  se
obsah amprolia ve zkousenem  vzorku z tohoto software prımo z namýrenych souboru .

8.11   Vyluhy zkousene ho vzorku a kalibracnı roztoky standardu se  pripravujı týsný pred
vlastnım stanovenım.

2.2   Stanovenı obsahu amprolia

Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no L 108,
22/04/74

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı amprolia v krmnych smýsıch a premixech.
Mez stanovitelnosti metody je 40 mg/kg (40 ppm).

2.   Princip
 Vzorek je extrahovan methylalkoholem, extrakt precistýn na sloupci oxidu hlinite ho a
pomocı 2,7-dihydroxynaftale nu, hexakyanozelezitanu draselne ho, kyanidu draselne ho a
hydroxidu sodne ho se vytvorı s amproliem komplex, ktery se stanovı spektrofotometricky pri
vlnove  de lce 530 nm.

3.   Chemikalie

3.1   Methylalkohol (poznamka 8.1)

3.2   Methylalkohol, roztok zredýny 2 + 1

3.3   Hexakyanozelezitan draselny, hexahydra t [K3Fe(CN)6 . 6 H2O],  roztok 2 g/l (tento
 roztok je stabilnı po dobu 2 tydnu )

3.4   Kyanid draselny, roztok 10 g/l (poznamka 8.2)

 (tento roztok je stabilnı po dobu 2 tydnu )

3.5   Hydroxid sodny, roztok 11,25 g/l

3.6   Hydroxid sodny, roztok v methylalkoholu

 Prıprava: Smıcha  se 15 ml roztoku hydroxidu sodne ho (3.5)  a 200 ml methylalkoholu
 (3.1)

3.7   2,7-Dihydroxynaftale n (da le jen DHN), roztok 25 mg/l v methylalkoholu

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odvazı 25 mg  DHN, rozpustı
  v methylalkoholu (3.1), doplnı jım po rysku  a promıcha .
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3.8   Komplexotvorne  cinidlo

 Prıprava: Do kuzelove  banky na 250 ml se zabrusem se odmýrı  90 ml roztoku DHN
 (3.7), 5 ml roztoku hexakyanozelezitanu  draselne ho (3.3) a du kladný promıcha . Potom
 se prida  5 ml  roztoku kyanidu draselne ho (3.4) (poznamka 8.2 !!), banka  se zaza tkuje a
 obsahem se velmi intenzivný protrepe (4.7).  Pak se roztok ponecha  usta t asi 30 az
 35 minut, prida  se  100 ml roztoku hydroxidu sodne ho (3.6), promıcha  a obsah se  filtruje
 filtracnım kelımkem (4.3) za mırný snızene ho tlaku  (4.2).

 Cinidlo se pouzıva  nejdrıve za 75 minut po filtraci.

3.9   Oxid hlinity (Al2O3) pro sloupcovou chromatografii

 Prıprava: 100 g oxidu hlinite ho se roztıra  v trecı misce  (4.9) s 500 ml vody po dobu
 30 minut, filtruje filtracnım  kelımkem (4.3) za mırný snızene ho tlaku (4.2), promyje  3 x
 50 ml methylalkoholu (3.1), vysusı odsavanım (4.2) a po  ustanı pres noc se vysusı pri
 teplotý 100 °C v susa rný  (4.10). Po vychladnutı v exsika toru se zkontroluje vytýznost
 urcite ho mnozstvı standardnıho roztoku amprolia  (3.11) podle postupu 5.1.2.
 Vysledkem zkousky musı byt  propustnost 96 az 104 %.

3.10   Amprolium, standardnı substance, bod tanı = 248 °C,  absorpcnı koeficient ve vodý pri
   vlnove  de lce 265 i 325 nm  = 11.103

3.11   Amprolium, zakladnı standardnı roztok

   Prıprava: Do odmýrne  banky na 500 ml se odvazı 50 mg standardnı substance amprolia
   (3.10) s presnostı nejme ný na  0,1 mg, rozpustı ve zredýnem methylalkoholu (3.2),
   doplnı  jım po rysku a promıcha .

3.12   Amprolium, pracovnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 50 ml se odpipetuje presný  10,0 ml zakladnıho
 standardnıho roztoku amprolia (3.11),  doplnı zredýnym methylalkoholem (3.2) po
  rysku  a promıcha .

    1 ml tohoto pracovnıho standardnıho roztoku obsahuje 20 Žg  amprolia.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Spektrofotometr vhodne  konstrukce s prıslusenstvım (kyvety  opticke  de lky 10 mm)

4.2   Zarızenı pro filtraci za snızene ho tlaku

4.3   Kelımek filtracnı, sklenýny se sintrem S3

4.4   Trubice chromatograficka  sklenýna , vnitrnı pru mýr 9 mm,  de lka 400 az 500 mm

4.5   Odstredivka laboratornı s prıslusenstvım (kyvety centrifugacnı na 25 ml s vıcky)

4.6   Mıchacka laboratornı

4.7   Trepacka laboratornı

4.8   Vata obvazova
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4.9   Miska trecı s kopistı

4.10   Susa rna laboratornı, vakuova

5.   Postup

5.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

5.1.1   Do sady centrifugacnıch kyvet (4.5) se odpipetuje diferencovaný 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 a
5,0 ml pracovnıho standardnıho  roztoku amprolia (3.12), prvnı ctyri se doplnı na objem 5 ml
zredýnym methylalkoholem (3.2). Do jedne  kyvety se odpipetuje 5 ml samotne ho zredýne ho
methylalkoholu (3.2) = kontrolnı roztok.

5.1.2   Do kazde  centrifugacnı kyvety (4.5) se odpipetuje presný 10,0 ml komplexotvorne ho
cinidla (3.8), po uzavrenı se kazda  promıcha  a ponecha  v klidu po dobu 18 minut. Potom se
vlozı do odstredivky (4.5), odstre° uje po dobu 3 minut a supernatant se dekantuje do vhodne
nadobky. Mýrı se ihned na spektrofotometru (4.1) v kyvetach o opticke  de lce 10 mm pri
vlnove  de lce 530 nm proti kontrolnımu roztoku.

5.1.3   Z namýrenych hodnot absorbancı a jim odpovıdajıcıch koncentracı se sestrojı
kalibracnı graf.

5.2   Vlastnı provedenı

5.2.1   Krmiva (krmne  smýsi) a premixy

 Do kuzelove  banky na 250 ml se zabrusem se odvazı asi 10 g zkusebnıho vzorku (pro
premixy 3 az 6 g) s presnostı nejme ný na 0,001 g, prida  se presný 100,0 ml zredýne ho
methylalkoholu (3.2), banka se zaza tkuje, vlozı na trepacku (4.7) a vytrepava  po dobu 60
minut. Potom se obsah banky zfiltruje suchym, stredný hustym filtrem do suche  kadinky,
pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje. Tento filtra t se, s ohledem na ocekavany
(deklarovany) obsah amprolia ve zkousenem vzorku, rozredı zredýnym methylalkoholem (3.2)
na roztok o koncentraci amprolia v rozmezı 5 az 15 Žg/ml.

 Na dno chromatograficke  trubice (4.4), vertika lný umıstýne , se vlozı smotek obvazove  vaty
(4.8) a na nı se udusa  5 g oxidu hlinite ho (3.9). Na tento sloupec se odpipetuje presný 25,0 ml
extraktu zkousene ho vzorku, extrakt se necha  volný prote ci sloupcem, prvnıch 5 ml elua tu se
nezachycuje a dalsıch 5,0 ml se odmýrı do centrifugacnı kyvety (4.5).

 Da le se postupuje podle 5.1.2.

 Mnozstvı amprolia se zjistı z kalibracnıho grafu.

5.2.2   Koncentra ty

 Do kuzelove  banky na 500 ml se zabrusem se odvazı asi 0,5 g zkusebnıho vzorku s presnostı
nejme ný na 0,001 g, prida  se presný 250 ml zredýne ho methylalkoholu (3.2) a po uza tkovanı
se vytrepava  na trepacce (4.7), nebo promıchava  na mıchacce (4.6) po dobu 60 minut. Potom
se obsah banky filtruje suchym, stredný hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl
filtra tu se nezachycuje. Do odmýrne  banky na 200 ml se odpipetuje presný 5,0 ml filtra tu,
doplnı zredýnym methylalkoholem (3.2) po rysku a promıcha . Do centrifugacnı kyvety (4.5)
se odmýrı presný 5,0 ml tohoto roztoku a da le se postupuje podle 5.1.2.
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 Mnozstvı amprolia se zjistı z kalibracnıho grafu.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1   Krmiva (krmne  smýsi) a premixy

 Obsah amprolia v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X C F
m

=
2104. . .

 kde    C    je    mnozstvı amprolia v mg zjistýne  z kalibracnıho grafu

    m          navazka zkusebnıho vzorku v g

    F           faktor redýnı

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  stanovenı dvou soubýzný provedenych
stanovenı, ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  mg/kg.

7.   Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky:

8.1   Methylalkohol je nebezpecnou horlavinou I.trıdy a zvlasÚ   nebezpecnym jedem, proto pri
jake koli manipulaci s nım je  nutne  dodrzovat bezpecnostnı pravidla.

8.2   Kyanid draselny je zvlasÚ  nebezpecnym jedem, proto pri  jake koli manipulaci s nım je
nezbytne  zachovavat bezpecnostnı pravidla, zejme na je nutne  neokyselovat jeho roztok  ci
la tku (vyvin prudce jedovate ho kyanovodıku).

8.3   V metodý ES jsou uvedeny nasledujıcı hodnoty opakovatelnosti :

Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı 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



301

2.3   Stanovenı obsahu diclazurilu

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı diclazurilu v premixech pro obsahy
20 mg/kg az 4 000 mg/kg.

Pro ±cely te to metody se pouzıva  tato definice:

Diclazuril je ±cinne  kokcidiostatikum. Chemicky se jedna  o 2, 6-dichloro-alfa- (4-
chlorofenyl)-4- (4,5-dihydro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2(3H)-yl) benzenacetonitril suma rnıho
vzorce C17H9Cl3N4O2 a molekulove  hmotnosti 407,64 .

2.   Princip
 Diclazuril se stanovı po extrakci vzorku okyselenym methylalkoholem a precistýnı na
kolonkach MegaBond Elut zpu sobem vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie (da le jen
metodou HPLC) metodou iontovych pa ru  na reverznı fazi s pouzitım UV detekce.

3.   Chemikalie

3.1   Voda destilovana , cistoty pro HPLC

3.2   Tetrabutylamonium hydrogensıran (da le jen TBAHS) - cinidlo  iontovych pa ru

3.3   Acetonitril, cistoty pro HPLC (da le jen ACN)

3.4   Methylalkohol, cistoty pro HPLC (poznamka 8.1)

3.5   n,n-Dimethylformamid (da le jen DMF)

3.6   Kyselina chlorovodıkova , koncentrovana  (h = 1,17 g/l)

3.7   Diclazuril, standardnı substance (Jansen Biotech - c.kat.  R 64 433) (poznamka 8.2)

3.8   Vnitrnı standard pro stanovenı diclazurilu (Jansen Biotech c.kat. R 62 646) (poznamka 
  8.2)

3.9   Diclazuril, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: V DMF se rozpustı takove  mnozstvı standardnı  substance diclazurilu (3.7),
 aby vysledna  koncentrace tohoto zakladnıho standardnıho roztoku v Žg/ml byla cıselný
 shodna  s deklarovanym obsahem diclazurilu ve zkousenem  vzorku v Žg/g (=DO).

3.10   Vnitrnı standard, zakladnı roztok

 Prıprava: V DMF se rozpustı takove  mnozstvı vnitrnıho  standardu (3.8), aby vysledna  
 koncentrace tohoto zakladnıho roztoku vnitrnıho standardu v Žg/ml byla cıselný shodna
 s deklarovanym obsahem diclazurilu ve zkousenem vzorku  v Žg/g (=DO).
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3.11   Referencnı pracovnı roztok

   Prıprava: Do odmýrne  banky o obsahu [DO/4] ml (poznamka  8.6) se odpipetuje presný
  1 ml zakladnıho standardnıho roztoku diclazurilu (3.9) a presný 1 ml zakladnıho roztoku
  vnitrnıho standardu (3.10), prida  se 3 ml vody (3.1)  a smýsı DMF (3.5) - voda (3.1)
   v pomýru (2 + 3) se doplnı  po rysku a promıcha .

3.12   Extrakcnı roztok methylalkoholu

   Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odpipetuje 5 ml  kyseliny chlorovodıkove
   (3.6), doplnı po rysku methylalkoholem (3.4) a promıcha .

3.13   Octan amonny (CH3CO2NH4), pevny

3.14   TBAHS, roztok c(TBAHS)= 0,01 mol/l

3.15   Mobilnı faze

  Prıprava: Slozka A = Do 1 000 ml roztoku TBAHS (3.14) se  odvazı 5 g octanu
   amonne ho (3.14) a promıcha .

   Slozka B = acetonitril (ACN)

   Slozka C = methylalkohol

   Pokud nenı k dispozici zarızenı pro terna rnı eluci  (poznamka 8.3), smıchajı se slozky
   A + B + C v pomýru (50  + 25 + 25)

4.   Pr ıstroje a pomu cky
4.1   Chromatograf kapalinovy vysoko±cinny (da le jen prıstroj  HPLC) s prıslusenstvım 

 (cerpadlo, kolona - reverznı faze,  injekcnı davkovacı zarızenı napr . Rheodyne, UV
detektor,  popr . i datastanice s integracnım softwarem a tiska rna ci  jine  registracnı
zarızenı

4.2   Kolona - reverznı faze C18, Hypersil ODS, 10 x 4,6 , 3 Žm

4.3   Trepacka laboratornı

4.4   Rotacnı vakuova  odparka

4.5   Banka odparovacı na 250 ml

5.   Postup

5.1   Prıprava vzorku k mýrenı

 Do kuzelove  banky na 500 ml se odvazı asi 1 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na
0,001 g, prida  se presný 1 ml zakladnıho roztoku vnitrnıho standardu (3.10) a presný 200 ml
extrakcnıho roztoku (3.12). Banka se zaza tkuje, vlozı na trepacku (4.3) a trepanım se vzorek
extrahuje po dobu asi 16 hod., nejle pe pres noc. Po ukoncenı extrakce se necha  pevna  cast
sedimentovat asi 10 minut a pak se z cire ho supernatantu odpipetuje presný [4000/ DO] ml
(poznamka 8.6) do odparovacı banky. Tato se vlozı na vakuovou odparku (4.4) a roztok se
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odparı pri teplotý 45 °C za snızene ho tlaku do sucha. Odparek se rozpustı v presný 2 ml DMF
(3.5) a pak se prida  jestý presný 3 ml vody (3.1).

 Takto pripraveny roztok se nastrikuje do kolony prıstroje HPLC

5.2   Pracovnı podmınky mýrenı

 Teplota kolony  teplota okolı, vyrovnana  po celou  dobu mýrenı

 Pru tok mobilnı faze  2 ml/min (lze upravit s ohledem  na tlakovou ztra tu)

 Detekce UV  280 nm , sıre pasma 4 nm

 Injektovany objem  20 Žl

 Retencnı cas  asi 16 min. pri pru toku 2 ml a  gradientove  terna rnı eluci

 asi 35 min. pri pru toku  1,4 ml/min., popsane  koloný  a izokratickem 
 rezimu

 Doporucuje se pouzıt guard kolony (apr . Tessek C18, 30 x  3,5 Žm)

 Rozsah  0,01 AUFS (poznamka 8.4)

5.3   Vlastnı mýrenı

 Pred nastrikem do kolony je nutno tuto po dobu 10 minut ekvilibrovat pri uvedenem pru toku
a slozenı mobilnı faze. Po usta lenı zakladnı linie se nastrikuje referencnı pracovnı roztok
(3.11) a potom roztok zkousene ho vzorku.

 Po ukoncenı kazde ho mýrenı pri izokratickem rezimu je nutne  kolonu proplachovat asi
10 minut slozkou mobilnı faze B (3.15) a dalsımu nastriku po proplachu musı predchazet
desetiminutova  ekvilibrace kolony pri stanovene n pru toku a stejnem slozenı mobilnı faze.

 Z kazde ho mýrenı se porıdı zaznam a ze zaznamu se odmýrujı pıky vnitrnıho standardu a
diclazurilu v referencnım roztoku i roztoku zkousene ho vzorku (poznamka 8.5).

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah diclazurilu v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce (poznamka 8.5):

X C F p p
p p

=
. . .

.
2 3

1 4

kde   p1   je   plocha (vyska) pıku diclazurilu v referencnım  roztoku v mm2  (mm)

  p2        plocha (vyska) pıku vnitrnıho standardu v referencnım roztoku v mm2  (mm)

  p3        plocha (vyska) pıku diclazurilu ve zkousenem  vzorku v mm2  (mm)

  p4       plocha (vyska) pıku vnitrnıho standardu ve zkousenem roztoku v mm2  (mm)

  C        koncentrace diclazurilu v referencnım roztoku  v Žg/ml

  F        multiplikacnı faktor, ktery se vypocte ze vztahu
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F V
m R

=
.

a

R
DO

=
4000

201.
   (poznamka 8.6)

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se na cele  jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Methylalkohol je nebezpecnou horlavinou I.trıdy a zvlasÚ   nebezpecnym jedem, proto pri
jake koli manipulaci s nım je  nutne  zachovavat bezpecnostnı pravidla.

8.2   Metodika je vyvinuta a vyzkousena specia lný s chemika liemi  od uvedene  firmy.

8.3   Je-li k dispozici zarızenı pro terna rnı eluci pak rezim  eluce se doporucuje nasledujıcı:

Linea rnı gradient

Cas (min)
 0 20  21  30  31  40

% slozky A mobilnı
faze

 60  40  0  0  60  60

% slozky B mobilnı
faze

 20  30  100  100  20  20

% slozky C mobilnı
faze

 20  30  0  0  20  20

8.4   AUFS = absorbance unit full scale (plna  vychylka v jednotkach absorbance)

8.5   Je-li k dispozici vypocetnı technika a prıslusne  vypoctove   software, vypocıta  se obsah
diclazurilu z hodnot mýrenı  prımo.

8.6   DO je deklarovany obsah diclazurilu ve zkousenem vzorku  v Žg/g.
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2.4  Stanovenı obsahu lasalocidu

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı lasalocidu v premixech a v krmnych
smýsıch.

Pro ±cely te to metody se pouzıva  tato definice:

Lasalocid, obchodnım nazvem AVATEC, je fermentacnı antikokcidum se sirokym spektrem
±cinnosti, polyetherovy produkt z fermentace Streptomyces lasaliensis.

2.   Princip
 Lasalocid se stanovı na zakladý inhibicnıho ±cinku na testovacı mikroorganismus Bacillus
subtilis ATCC 6633 dif±znı plotnovou metodou.

3.   Chemikalie

3.1   R edıcı roztok: smýs ethylalkohol 96% (3.2) - voda (1 + 9)

3.2   Ethylalkohol 96 %, 75 % a 20 % (objemový) (poznamka 8.1)

3.3   n-Hexan (poznamka 8.1)

3.4   Octan ethylnaty

3.5   Lasalocid, standardnı substance s ovýrenou ±cinnostı

3.6   Lasalocid, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 250 ml se odvazı 25,00 mg  standardnı substance
 lasalocidu (3.5) 100% ±cinnosti (pri  jine  ±cinnosti prepocet), rozpustı se ve 125 ml
 ethylalkoholu 96 % (3.2) doplnı vodou po rysku a promıcha .

 1 ml tohoto standardnıho roztoku obsahuje 100 Žg lasalocidu.

 Roztok uchovany pri teplotý 5 °C je sta ly po dobu 4 mýsıcu .

3.7   Lasalocid, pracovnı standardnı roztok

 Prıprava: Do 100 ml odmýrne  banky se odpipetuje 10 ml  zakladnıho standardnıho
 roztoku (3.6), doplnı vodou po rysku a promıcha .

 1 ml tohoto pracovnıho roztoku obsahuje 10 Žg lasalocidu.

 Pripravuje se vzdy cerstvy v case potreby.

3.8   Testovacı mikroorganismus Bacillus subtilis ATCC 6633 (CCM  1999)

 Uchovanı kmene: Kultura se 1kra t mýsıcný preockovava  na  sikmy agar (3.16), inkubuje
 se 16 az 24 hodin pri 37 °C  a uchovava  pri teplotý 5 °C v chladnicce.

 Prıprava sporove  suspenze: Kultura vyrostla  na sikmem agaru  se smyje asi 3 ml
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 fyziologicke ho roztoku (3.10) a prenese  se asepticky do Rouxovych lahvı (4.11),
 obsahujıcıch sporulacnı pu du (3.9.1). Pomocı sterilnıch sklenýnych kulicek se
 mikroorganismus rovnomýrný rozetre po povrchu agaru. Takto  pripravene  Rouxovy
 lahve (4.11) se inkubujı pri teplotý  37 °C po dobu 7 az 10 dnı. Sporulace se ovýrı pod
 mikroskopem (4.14) a potom se narostla  kultura smyje s povrchu  25 ml fyziologicke ho
 roztoku (3.10) odstredı (4.8), k sedimentu se prida  opýt 25 ml fyziologicke ho roztoku
 (3.10),  suspenze se zahrıva  30 minut pri teplotý 65 °C a znovu  odstredı (4.8). Toto 
 promyvanı spor se opakuje trikra t.  Nakonec se suspenze spor prevede do kuzelove

banky a zahrıva  se 30 minut pri teplotý 65 °C. Takto pripravena  suspenze  spor  predstavuje
zakladnı inokulum, ktere  uchovavano pri  teplotý 4 °C je pouzitelne  po dobu  6 mýsıcu .

 Koncentrace sporosuspenze se urcuje experimenta lnı testacı.  Ma  byt takova , aby
 velikost inhibicnı zony pri redýnı  4 Žg/ml byla 22 mm, coz odpovıda  asi 0,2 az 0,3 ml
 sporosuspenze  na 100 ml agaru.

3.9   Zivne  pu dy

3.9.1   Sporulacnı pu da, zivny agar c. 2, suseny Sevac

 Prıprava: 40,0 g zivne ho agaru (3.16) se pripravı podle  navodu vyrobce, prida  se
400 mg sıranu manganate ho  (3.11) do odmýrne  banky na 1 000 ml, doplnı vodou po  
rysku a promıcha . Po rozpustýnı se pu da rozdýlı do Rouxovych lahvı (4.11) a steriluje
20 minut pri tlaku  0,05 MPa, t = 115 °C

3.9.2   Udrzovacı pu da - zivny agar c. 2, suseny Sevac

 Prıprava: Provede se podle navodu vyrobce, rozdýlı se do  zkumavek po 7 az 9 ml,
 sterilizuje pri tlaku 0,05 MPa  a teplotý 115 °C po dobu 20 minut. Pak se necha  ve
 zkumavkach utuhnout v sikme  poloze.

3.9.3   Testovacı pu da

  Prıprava: 0,7 g hydrogenfosforecnanu draselne ho (3.12),  0,45 g dihydrogenfosforec
  nanu draselne ho (3.13), 10,0 g  glukosy (3.14), 18,0 g agaru (3.16) (nebo Bactoagaru
 Difco) a 2,5 g kvasnicne ho autolyza tu (3.15) se rozpustı  v 1 000 ml vody, pH se

upravı na hodnotu 6,0 a sterilizuje 15 minut pri tlaku 0,05 MPa, t = 110 °C.
  Sterilnı  pu da  se  rozlije po 300 ml do predem vysterilizovanych  kuzelovych banýk.

3.10   Fyziologicky roztok

 Prıprava: 8 g chloridu sodne ho se rozpustı ve vodý a  doplnı na 1000 ml. Sterilizuje se
 20 minut pri 121 ČC.

3.11   Sıran manganaty, monohydra t (MnSO4 .H2O)

3.12   Hydrogenfosforecnan draselny (K2HPO4)

3.13   Dihydrogenfosforecnan draselny (KH2PO4)

3.14   Glukosa

3.15   Kvasnicny autolyza t Sevac

3.16   Agar
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4.    Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Plotna sklenýna  360 mm x 360 mm nebo 250 mm x 250 mm

4.2   Odparka vakuova , rotacnı

4.3   Ram kovovy 340 mm x 340 mm nebo 200 mm x 200 mm

4.4   Korkovrt o pru mýru 9 mm

4.5   Vodovaha

4.6   Podlozka vyrovnavacı regulovatelna

4.7   Termostat

4.8   Odstredivka laboratornı s prıslusenstvım

4.9   Lazen vodnı s regulovatelnou teplotou

4.10   Trepacka (horizonta lnı)

4.11   Lahev Rouxova

4.12   Pipeta podle Pasteura

4.13   Banka odparovacı vhodne ho objemu

4.14   Mikroskop vhodne  konstrukce

5.   Postup

5.1   Premixy

 Do kuzelove  banky na 500 ml se zabrousenou za tkou se odvazı vypoctene  mnozstvı
(poznamka 8.2) zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na 0,01 g, prida  se presný 125 ml
ethylalkoholu 96 % (3.2) a po dobu 30 minut se extrahuje na (horizonta lnı) trepacce (4.10),
pak se prida  125 ml vody a promıcha . Filtruje se suchym stredný hustym filtrem do suche
kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje. Z tohoto filtra tu se pripravı testovane
roztoky o koncentracıch 8, 4 a 2 Žg/ml s pouzitım redıcıho roztoku.

 Na sterilnı sklenýnou plotnu (4.1) opatrenou ramem (4.2) utýsnýnym k plotný malym
mnozstvım agaru (3.16) a ulozenou ve vodorovne  poloze (4.5), se vylije 300 ml (60 ml) zivne
pu dy (3.9.1) do ktere  byla po rozehra tı a zchlazenı asi na 55 °C naockovana  sporova  suspenze
(3.8). Po ztuhnutı pu dy se plotna (4.1) ulozı na 1 hod do chladnicky pri teplotý 5 °C. Po
vyjmutı se korkovrtem (4.4) v pravidelnych vzda lenostech vytvorı v pu dý jamky v 9 radach a
9 sloupcıch.

 Z pracovnıho standardnıho roztoku lasalocidu (3.7) se naredýnım pomocı redıcıho roztoku
(3.1) pripravı testacnı roztoky o koncentracıch 8 , 4 a 2 Žg lasalocidu v 1 ml. Tyto se pomocı
Pasteurovy pipety (4.12) vnasejı do jamek ve stredu rady, po stranach se vnasejı testovane
roztoky zkousene ho vzorku podle odpovıdajıcıch koncentracı. Plotna (4.1) se inkubuje po
dobu 18 ť 2 hod. v termostatu (4.7) pri teplotý 37 °C. Pru mýry vzniklych inhibicnıch zon se
mýrı posuvnym mýrıtkem s presnostı na 0,1 mm.
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5.2   Krmne  smýsi

 Do kuzelove  banky na 500 ml se odvazı vypoctene  mnozstvı zkusebnıho vzorku s presnostı
nejme ný na 0,01 g ( poznamka 8.2), suspenduje v presný 250 ml octanu ethylnate ho (3.4),
banka se zaza tkuje a po dobu 30 minut se vytrepava  na (horizonta lnı) trepacce (4.10). Filtruje
se suchym stredný hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se
nezachycuje. Z tohoto filtra tu se odpipetuje presný 30 ml do odparovacı banky (4.13), necha
na odparce (4.2) odparit do sucha, odparek se rozpustı v 5 ml n-hexanu (3.3) prevede do dýlıcı
na levky vhodne ho objemu s 25 ml 75 % ethylalkoholu (3.2) a intenzıvný protrepava  1 minutu.
Pak se ponecha  asi 1 hod. usta t a ethylalkoholova  faze se odpustı do odmýrne  banky na 25 ml,
poprıpadý doplnı 75 % ethylalkoholem (3.2) po rysku a promıcha . Z tohoto roztoku se
pripravı testovacı roztoky o koncentracıch 0,5 ; 1 a 2 Žg lasalocidu v 1 ml, k redýnı se pouzije
20 % ethylalkohol (3.2).

 300 ml rozehra te  testovacı pu dy (3.9.3), zchlazene  na teplotu 70 °C, se naockuje 0,8 az 1 ml
sporove  suspenze (3.9.1), rozlije na plotnu (4.1) opatrenou ramem (4.3) utýsnýnym ke plotný
malym mnozstvım agaru (3.16) a umıstýnou ve vodorovne  poloze (4.5). Po ztuhnutı agarove
vrstvy se plotna (4.1) ulozı na 1 hod. do chladnicky, po jejım vyjmutı se v pravidelnych
vzda lenostech vyhloubı korkovrtem (4.4) 10 x 9 jamek.

 Z pracovnıho standardnıho roztoku lasalocidu (3.7) se naredýnım za pouzitı 20 % 
ethylalkoholu (3.2) pripravı testacnı roztoky o koncentracıch 0,5; 1 a 2 Žg v 1 ml. Pomocı
Pasteurovy pipety (4.12) se tyto testacnı roztoky vnasejı do jamek uprostred rady a do 2 rad
pod sebou. Po obou stranach se pak vnasejı testovane  roztoky zkousene ho vzorku podle
standardu m odpovıdajıcıch koncentracı. Plotna (4.1) se inkubuje 18 az 20 hodin pri teplotý
37 °C v termostatu (4.7). Pru mýry vzniklych inhibicnıch zon se odmýrujı posuvnym mýrıtkem
s presnostı na 0,1 mm.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah lasalocidu v mg/kg se vypocıta  podle Prılohy 10, cast 7.1.

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost

7.1   Pro premixy

 Nebyla dosud stanovena.

7.2   Pro krmne  smýsi

 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky
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8.1   Ethylalkohol a n-hexan jsou nebezpecnymi horlavinami I.  trıdy, proto je nutno pri
jake koli manipulaci s nimi  zachovavat bezpecnostnı pravidla.

8.2   U premixu  se hmotnost zkusebnıho vzorku volı s ohledem na  ocekavany obsah
lasalocidu ve zkousenem vzorku (teorie)  tak, aby vysledna  koncentrace zasobnıho roztoku
byla  100 Žg lasalocidu v 1 ml.

8.3   U krmnych smýsı se hmotnost zkusebnıho vzorku volı  s ohledem na ocekavany obsah
lasalocidu ve zkousenem vzorku  (teorie) tak, aby zasobnı roztok mýl koncentraci 7,5 Žg
lasalocidu v 1 ml. Tak napr . pri teoretickem obsahu lasalocidu ve vzorku 75 mg/kg se odvazı
20,0 g zkusebnıho vzorku.
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2.5   Stanovenı obsahu maduramicinu

1.   U cel a rozsah
 Jsou uvedeny dvý metody; pro premixy a modifikace pro krmne  smýsi.

 Tyto metody specifikujı podmınky pro stanovenı maduramicinu v premixech a krmnych
smýsıch.

Pro ±cely te to metody se pouzıva  tato definice:

Amonna  su l maduramicinu je monoglykosidnı polyetherove  ionoforove  antibiotikum,
suma rnıho vzorce C47H83NO17.

2.   Princip
 Maduramicin se stanovı po extrakci vzorku smýsı acetonitrilu s dichlormethanem,
derivatizaci dansylhydrazinem a naslednem procistýnı na florisilu metodou vysoko±cinne
kapalinove  chromatografie na reverznı fazi s pouzitım fluorimetricke  nebo UV detekce.

3.   Chemikalie

3.1   Helium kyslıku proste

3.2   Cinidlo derivatizacnı - Dansylhydrazin (napr . FLUKA) (da le  jen DH)

3.3   Acetonitril, cistoty HPLC (da le jen ACN)

3.4   Dichlormethan (da le jen DCM)

3.5   Tetrabutylamonium hydrogensulfa t (napr . ALDRICH) (da le jen  TBAHS)

3.6   Voda destilovana , cistoty pro HPLC

3.7   Smýs extrakcnı, ACN - DCM v pomýru (8 + 2)

3.8   Smýs elucnı, ACN - voda v pomýru (9 + 1)

3.9   Sıto molekula rnı, typ 3A, 8 - 12 mesh

3.10   Kyselina trichloroctova , roztok 150 g/l v acetonitrilu

 Uchovava  se v chladnicce nejvyse po dobu jednoho mýsıce.

3.12   Dansylhydrazin (da le jen DH)

3.13   Derivatizacnı cinidlo dansylhydrazin

 Prıprava: 0,380 DH (3.12) se odvazı do odmýrne  banky na  50 ml, rozpustı v ACN
 (3.3), doplnı tımte z po rysku  a dobre promıcha .

 1 ml tohoto cinidla obsahuje 7,6 mg DH.
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 Uchovava  se v chladnicce maxima lný po dobu 1 mýsıce

3.14   Mobilnı faze

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odvazı 0,220 g  TBAHS (3.5), rozpustı se
 ve 150 ml destilovane  vody (pro  HPLC) (3.6), doplnı acetonitrilem (3.3) po rysku a
 probubla  plynnym heliem (3.1) nebo deaeruje na ultrazvukove  lazni (4.9) asi 10 minut.

3.15   Maduramicin, standardnı substance o 100 % ±cinnosti

3.16   Maduramicin, zakladnı standardnı roztok

Prıprava: Do trı odmýrnych banýk na 100 ml se odvazı  postupný 0,0700, 0,1000  a
0,1300 g standardnı substance  maduramicinu (3.15) 100 % ±cinnosti nebo prepoctene
mnozstvı nizsı ±cinnosti, kazda  banka se doplnı acetonitrilem  (3.3) po rysku a
promıcha .

Tyto zakladnı standardnı roztoky obsahujı 0,7 ;1,0 a  1,3 mg maduramicinu v 1 ml.

3.17   Maduramicin, pracovnı standardnı roztok

 Prıprava: Do trı odmýrnych banýk na 100 ml se diferencovaný odpipetuje po 3 ml
z kazde ho ze zakladnıch standardnıch  roztoku  maduramicinu (3.16), kazda  z banýk se
doplnı  extrakcnı smýsı (3.7) po rysku a promıcha .

 Tyto pracovnı standardnı roztoky obsahujı 21,0 ; 30,0   a 39,0 Žg maduramicinu v 1 ml.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Chromatograf kapalinovy vysoko±cinny s prıslusenstvım  (cerpadlo, kolona - reverznı
 faze C18,250 x 4,5-10 Žm,  injektaznı davkovacı zarızenı - napr . typu Rheodyne, 
 fluorometricky detektor - mrızkovy typ s excitacnım a emisnım  monochroma torem nebo
 UV detektorem, popr . datastanice s integracnım software, tiska rna nebo jine  registracnı
  zarızenı) (da le jen prıstroj HPLC)

4.2   Trepacka laboratornı vhodne  konstrukce

4.3   Odparka vakuova  (pro krmne  smýsi)

4.4   Banka odparovacı vakuova  na 250 ml s kulatym dnem (pro  krmne  smýsi)

4.5   Mikropipeta o kapacitý 600 Žl s vymýnnymi nastavci

4.6   Patronka cisticı florisilova

4.7   Strıkacka injekcnı polyethylenova  na 5 ml

4.8   Zkumavka reakcnı s teflonovym uzavýrem na 10 ml

4.9   Lazen ultrazvukova  nebo plynne  helium

5. Postup (poznamka 8.2)

5.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu a kontrola linearity odezvy pouzite  instrumentace
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5.1.1   Pripravı se kalibracnı roztoky standardu tak, ze do trı odmýrnych banýk na 25 ml se
diferencovaný odpipetuje z kazde ho pracovnıho standardnıho roztoku maduramicinu (3.17) po
5 ml, kazda  z banýk se doplnı extrakcnı smýsı (3.7) po rysku a promıcha .

 Tyto kalibracnı roztoky obsahujı 4,2 ; 6,0 a 7,8 Žg maduramicinu v 1 ml. Tyto se da le
derivatizujı podle 5.2.2.

5.1.2   Pracovnı podmınky: teplota kolony teplota okolı

pru tok mobilnı faze 2,0 ml/min

detekce fluorimetricka :

vlnova  de lka excitacnı 224 nm

sıre pasma (band width) 2 nm

vlnova  de lka emisnı 515 nm

sıre pasma (band width) 40 nm

injektovany objem 50 Žl

retencnı cas (pri pouzitı popsane

kolony a pri uvedenych podmınkach asi 8-10 min

detekce UV: vlnova  de lka 224 nm

citlivost vhodna

 Kolona chromatografu se uvede do rovnovahy, az se dosahne usta lenı zakladnı linie pri
danem pru toku mobilnı faze (3.14) a pak se nastrikujı derivatizovane  (viz 5.2.2) kalibracnı
roztoky resp. roztok zkousene ho vzorku. Nastrikujı se vzdy dvakra t, pricemz odezvy nastriku
stejne ho roztoku musı byt v toleranci 2 %. Z kazde ho nastriku se porıdı chromatograficky
zaznam. Bazı odezvy je vyska pıku.

5.1.3   Z namýrenych hodnot vysek pıku  a jim odpovıdajıcıch koncentracı se sestrojı
kalibracnı graf (poznamka 8.1)

5.2   Premixy

5.2.1   Do konicke  banky na 500 ml se odvazı takove  mnozstvı zkusebnıho vzorku, s presnostı
nejme ný na 0,001 g, aby po extrakci vzorku popsanym zpu sobem bylo dosazeno priblizne
koncentrace zasobnıho roztoku zkousene ho vzorku 6 Žg maduramicinu v 1 ml (poznamka
8.3). K odvazenemu vzorku se prida  presný 50 ml dichlormethanu (3.4), banka se uzavre a na
laboratornı trepacce (4.2) se extrahuje vzorek po dobu 30 minut. Pak se prida  presný 200 ml
acetonitrilu (3.3), 3,0 g molekula rnıho sıta (3.9) a po uzavrenı banky se extrahuje na
laboratornı trepacce (4.2) dalsıch 30 minut. Pevna  cast vzorku se ponecha  dokonale usadit a
ciry supernatant se pipetuje k derivatizaci (poznamka 8.4) - zasobnı roztok zkousene ho
vzorku.

5.2.2   Derivatizace se provede odpipetovanım 600 Žl derivatizacnıho cinidla DH (3.13) a
1 200 Žl roztoku kyseliny trichloroctove  (3.10) do reakcnı zkumavky, prida  se 5 ml zasobnıho
roztoku zkousene ho vzorku (supernatantu), resp. kalibracnıho roztoku standardu (viz. 5.1.1),
banka se uzavre a po dobu 10 sekund se radný protrepava  (poznamka 8.4). Derivatizovany
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roztok se dekantuje do injekcnı strıkacky (4.7), spojene  s florisilovou patronou (4.6), necha  se
volný prote ci, pricemz elua t se da le nepouzije.

 Po protecenı derivatizovane ho roztoku se patrona promyje 5 kra t 3 ml acetonitrilu (3.3), pak
se profoukne pıstem injekcnı strıkacky (4.7), aby byla zbavena zbytku promyvacıho cinidla.
Injekcnı strıkacka (4.7) se odpojı od patrony (4.6), vytahne se pıst strıkacky (4.7) a tato se
znovu spojı s patronou (4.6). Zachycena  la tka na patroný se eluuje elucnı smýsı (3.8) do
odmýrne  banky na 5 ml az po doplnýnı po rysku. Po uzavrenı banky se dobre promıcha  a takto
zıskany elua t se nastrikuje do prıstroje HPLC (4.1).

 Da le se postupuje podle 5.1.2.

 Koncentrace maduramicinu se zjistı z kalibracnıho grafu.

5.3   Krmne  smýsi

 Do konicke  banky na 500 ml se odvazı takove  mnozstvı zkusebnıho vzorku, s presnostı
nejme ný na 0,001 g, aby po extrakci vzorku popsanym zpu sobem bylo dosazeno priblizne
koncentrace 6 Žg maduramicinu v 1 ml (poznamka 8.5). Napr . pri teoretickem obsahu 5 g/kg
se odvazuje presný 50,000 g vzorku. K odvazenemu vzorku se prida  presný 50 ml
dichlormethanu (3.4), banka se uzavre a na laboratornı trepacce (4.2) se vzorek extrahuje po
dobu 30 minut. Pak se prida  presný 200 ml acetonitrilu (3.3) a 15,0 g molekula rnıho sıta (3.9),
banka se znovu uzavre a na laboratornı trepacce (4.2) se extrahuje dalsıch 30 minut. Pevna
cast vzorku se necha  dokonale usadit a 60 ml cire ho supernatantu se odpipetuje do odparovacı
banky (4.4). Roztok se na vakuove  odparce (4.3) pri 40 °C odparı do sucha. Odparek se
rozpustı v 10 ml extrakcnı smýsi (3.7), cımz se dosahne priblizne  koncentrace 6 Žg
maduramicinu v 1 ml (poznamka 8.4) - zasobnı roztok zkousene ho vzorku.

 Da le se postupuje podle 5.2.2 a 5.1.2.

 Koncentrace maduramicinu se zjistı z kalibracnıho grafu (poznamka 8.1)

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah maduramicinu v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X C F
m

=
5. .

kde    C   je    koncentrace maduramicinu ve zkousenem vzorku zjistýna  z kalibracnıho grafu 
 v Žg/ml

 F          faktor redýnı

 m         navazka zkusebnıho vzorku v g 

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky v mg/kg.
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7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Je-li soucastı chromatograficke  sestavy integracnı a vypoctove  software, vypocıta  se
obsah maduramicinu z tohoto  software prımo z namýrenych hodnot.

8.2   Doporucuje se pracovat pri tlumenem svýtle.

8.3   Navazka zkusebnıho vzorku nema  byt nizsı nez 1 g. Pri  deklarovanem obsahu
maduramicinu v premixu napr . 1 mg/g se  odvazuje 1,5 g. Pokud byl deklarovan vyssı obsah
maduramicinu, je treba navazku zkusebnıho vzorku vyssı nez 1 g po  vytrepanı redit extrakcnı
smýsı (3.7) na pozadovanou  koncentraci priblizný 6 Žg/ml.

8.4   Vzorek po extrakci pred i po derivatizaci je stabilnı pri  teplotý 4 °C po dobu asi 8 hodin.

8.5   Navazka zkusebnıho vzorku nema  byt nizsı nez 25 g. Pokud  byl deklarovan vyssı obsah
maduramicinu, je treba navazku  zkusebnıho vzorku vyssı nez 25 g po vytrepanı redit
extrakcnı smýsı na pozadovanou koncentraci priblizný  6 Žg/ml.
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2.6   Stanovenı obsahu methylbenzocha tu

Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no L 329,
30/12/93

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı methylbenzocha tu v krmivech. Mez
stanovitelnosti je 1 mg/kg (1 ppm).

2.   Princip
 Methylbenzocha t je extrahovan ze vzorku methylalkoholickym roztokem methansulfonove
kyseliny, po precistýnı extrakcı dichlormethanem je izolovan na chromatografickem
ionexovem sloupci a znovu extrahovan dichlormethanem, nakonec stanoven metodou
vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie (da le jen HPLC) na reverznı fazi s UV detekcı.

3.   Chemikalie

3.1   Dichlormethan

3.2   Methylalkohol pro HPLC (poznamka 9.1)

3.3   Mobilnı faze

 Prıprava: 75 dılu  methylalkoholu (3.2) se smıcha  s 25 dıly  vody (3.10), smýs se filtruje
 membranovym filtrem 0,22 mm  (4.5) a odplynı napr . na ultrazvukove  lazni (4.7) po
 dobu 10 minut.

3.4   Kyselina methansulfonova , roztok 20 g/l v methylalkoholu(3.2)

3.5   Kyselina chlorovodıkova  (h=1,17 g/ml), zredýna  (1 + 9)

3.6   Iontomýnic Amberlit CG - 120 (Na), 100 - 200 mesh  - upraveny

 Prıprava: 100 g iontomýnice se smıcha  s 500 ml zredýne   kyseliny chlorovodıkove  (3.5),
 zahreje na topne  desce  (4.6) k varu za neusta le ho mıchanı a po ochlazenı se dekantuje.
 Filtruje se pres B¨chnerovu na levku (4.10.), do nız  byl vlozen stredný husty filtr, za
 mırný snızene ho 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 vysusı se
 prosavanım vzduchu pres filtracnı kolac.

 Uchovava  se v suchem stavu v uzavrene  nadobce.

3.7   Methylbenzocha t (7-benzyloxy-6-butyl-3-methoxykarbonyl-4--chinolon), standardnı
 substance nejvyssı cistoty

3.8   Methylbenzocha t, zakladnı standardnı roztok
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 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı 50 mg  standardnı substance
 methylbenzocha tu (3.7) s presnostı  nejme ný na 0,1 mg, rozpustı se v roztoku kyseliny
 methansulfonove  (3.4), doplnı toute z po rysku a promıcha .

3.9   Methylbenzocha t, pracovnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 50 ml se odpipetuje presný  5,0 ml zakladnıho
 standardnıho roztoku methylbenzocha tu  (3.8), doplnı methylalkoholem (3.2) po rysku a
 promıcha .

 1 ml tohoto pracovnıho standardnıho roztoku obsahuje 50 Žg  methylbenzocha tu.

3.10   Voda destilovana , cistoty pro HPLC

3.11   Krmivo bez obsahu methylbenzocha tu a rusıcıch la tek (slepy  vzorek), coz musı byt
 analyticky ovýreno (poznamka 9.2)

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Chromatograf kapalinovy vysoko±cinny (da le jen prıstroj  HPLC) s prıslusenstvım 
 (chromatograficka  kolona 300 mm  x 4 mm, C-18, 10 Žm ci ekvivalentnı typ, UV

detektor, popr .  detektor s diodovym polem pro rozsah 250 az 400 nm, datastanice  
s integracnım software a tiska rnou)

4.2   Odparka vakuova  rotacnı s prıslusenstvım ( odparovacı banka  na 500 ml s kulatym
dnem)

4.3   Trubice chromatograficka , sklenýna  250 mm x 15 mm, opatrena   na konci kohoutem a
 nadrzkou na 200 ml

4.4   Zarızenı pro filtraci za snızene ho tlaku

4.5   Filtry membranove  0,22 mm a 0,45 mm

4.6   Deska topna , elektricky vyhrıvana

4.7   Lazen ultrazvukova

4.8   Trepacka laboratornı

4.9   Vata skelna

4.10   Na levka B¨chnerova

5.   Postup

5.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

 Do sady odmýrnych banýk na 25 ml se diferencovaný odpipetuje 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 a 5,0 ml,
pracovnıho standardnıho roztoku methylbenzocha tu (3.9), kazda  z banýk se doplnı po rysku
mobilnı fazı (3.3) a promıcha . Tyto kalibracnı roztoky odpovıdajı koncentracım 2,0; 4,0; 6,0;
8,0 a 10 Žg methylbenzocha tu v 1 ml. Pripravujı se vzdy cerstve .

 Da le se postupuje podle 5.2.2.
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 Z namýrenych hodnot vysek (ploch) pıku  kalibracnıch roztoku  a jim odpovıdajıcıch
koncentracı se sestrojı kalibracnı graf.

5.2   Vlastnı provedenı

5.2.1   Do kuzelove  banky na 250 ml se odvazı asi 20 g zkusebnıho vzorku s presnostı
nejme ný na 0,01 g, prida  se presný 100,0 ml roztoku kyseliny methansulfonove  (3.4), banka se
uza tkuje, vlozı na trepacku (4.8) a vytrepava  po dobu 30 minut. Extrakt se filtruje suchym
stredný hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje. Do
dýlıcı na levky na 500 ml, obsahujıcı 100 ml zredýne  kyseliny chlorovodıkove  (3.5), se
odpipetuje presný 25,0 ml filtra tu extraktu, prida  100 ml dichlormethanu (3.1) a po dobu jedne
minuty se vytrepava . Po oddýlenı vrstev se dichlormethanova  vrstva odpustı do odparovacı
banky na 500 ml (4.2), k vodne  vrstvý se prida  dalsıch 40 ml dichlormethanu (3.1) a po
vytrepanı a oddýlenı vrstev se dichlormethanova  vrstva odpustı do stejne  odparovacı banky.
Extrakce dichlormethanem se provede jestý jednou s 40 ml a dichlormethanova  vrstva se po
oddýlenı opýt prevede do stejne  odparovacı banky. Odparovacı banka se spojenymi
dichlormethanovymi extrakty se vlozı na odparku (4.2) a za snızene ho tlaku a pri teplotý 40
°C se obsah odparı do sucha. Odparek se rozpustı ve 20 az 25 ml methylalkoholu (3.2), banka
se zaza tkuje a ponecha  na chromatograficke  dýlenı.

 Da le se pripravı chromatograficka  trubice (4.3) tak, ze se umıstı do vertika lnı polohy a na jejı
dno (u kohoutu) se vlozı smotek skelne  vaty (4.9). Vedle toho se pripravı suspenze 5 g
upravene ho iontomýnice (3.6) s 50 ml zredýne  kyseliny chlorovodıkove  (3.5), prevede se na
chromatografickou kolonu a necha  volný usadit. Roztok kyseliny nad hladinou iontomýnice se
odpustı a sloupec se promyva  vodou az jiz nový protekly elua t nedava  kyselou reakci (pH ci
lakmusovy papırek). Pak se prida  na sloupec 50 ml methylalkoholu (3.2) a necha  ste ci az po
hladinu iontomýnice.

 Na takto pripraveny sloupec se pomocı pipety prevede opatrný cely rozpustýny odparek
dichlormethanove ho extraktu, odparovacı banka se vyplachne 5 az 10 ml methylalkoholu
(3.2), pricemz vyplach se prevadı rovnýz na chromatograficky sloupec. Po vsaknutı do vrstvy
iontomýnice se sloupec promyje 50 ml methylalkoholu (3.2) pri rychlosti pru toku nejvyse
5 ml/min. Tento elua t se nezachycuje. Methylbenzocha t se eluuje ze sloupce 150 ml roztoku
kyseliny methansulfonove  (3.4), pricemz elua t se jıma  do dýlıcı na levky na 1 000 ml. Sloupec
se promyje 5 az 10 ml methylalkoholu (3.2) a vyplach se jıma  do te ze dýlıcı na levky. Do
dýlıcı na levky se prida  300 ml zredýne  kyseliny chlorovodıkove  (3.5), 130 ml dichlormethanu
(3.1), vytrepava  se jednu minutu a po oddýlenı vrstev se spodnı dichlormethanova  vrstva
odpustı do odparovacı banky na 500 ml (4.2). Extrakce vodne  vrstvy dichlormethanem (3.1)
se opakuje jestý 2 x davkami po 70 ml dichlormethanu (3.1) a dichlormethanove  vrstvy se
vzdy po oddýlenı odpustı do te ze odparovacı banky. Banka se spojenymi dichlormethanovymi
extrakty se vlozı na odparku (4.2) a obsah se za snızene ho tlaku pri teplotý 40 °C odparı do
sucha. Odparek se rozpustı asi v 5 ml methylalkoholu (3.2), prevede kvantitativný do odmýrne
banky na 10 ml, odparovacı banka se vyplachne 2 x malym mnozstvım (1 az 2 ml)
methylalkoholu (3.2), vyplachy se prevedou do te ze odmýrne  banky, banka se doplnı po rysku
methylalkoholem (3.2) a promıcha . Alikvotnı podıl obsahujıcı, s ohledem na ocekavany
(deklarovany) obsah methylbenzocha tu ve zkousenem vzorku a navazku vzorku, tolik
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methylbenzocha tu vyhovujıcıho rozsahu kalibracnıho grafu se filtruje membranovym filtrem
0,45 µm (4.5) a filtra t se nastrikuje na kolonu prıstroje HPLC.

5.2.2   Na prıstroji HPLC se nastavı potrebne  parametry: Pru tok 1 az 1,5 ml/min

Detekce UV 265 nm

Injektovany objem 20 az 50 Žl

 Da le se upravı stabilita chromatograficke ho systemu nýkolikanasobnym davkovanım jednoho
kalibracnıho roztoku (viz 5.1) obsahujıcıho 4 Žg methylbenzocha tu v 1 ml, az je dosazeno
nemýnnosti vysek ci ploch pıku  a je zvolen optima lnı retencnı cas.

 Kazdy z kalibracnıch roztoku  se nastrikuje do kolony prıstroje HPLC nýkolikra t a pro
kalibracnı graf se vezmou pru mýrne  hodnoty.

 Filtra t extraktu zkousene ho vzorku i modelove ho vzorku (krmiva bez obsahu
methylbenzocha tu s prıdavkem standardnıho roztoku methylbenzocha tu, viz 5.2.4) se
analyzuje za naprosto stejnych podmınek. Z kazde ho mýrenı se porıdı chromatograficky
zaznam (poznamka 9.3).

5.2.3   Koncentrace methylbenzocha tu se zjistı z vysek (ploch) chromatograficke ho zaznamu a
kalibracnıho grafu.

5.2.4   Vedle analyzy zkousene ho vzorku musı byt provedena analyza modelove ho vzorku
s krmivem bez obsahu methylbenzocha tu (3.11) s prıdavkem urcite ho mnozstvı
methylbenzocha tu. Vzorek se pripravı tak, ze k navazce vzorku krmiva bez obsahu
methylbenzocha tu (3.11) se prida  formou zakladnıho standardnıho roztoku methylbenzocha tu
(3.8) tolik methylbenzocha tu, ktere  je podobne  ocekavanemu (deklarovanemu) obsahu ve
zkousenem vzorku a jeho navazce. Po pridanı ke krmivu se vzorek promıcha , necha  volný asi
10 minut a pak se postupuje podle 5.2.1, 5.2.2 a 5.2.3.

 Zjistýny obsah methylbenzocha tu v tomto vzorku by mýl byt nejme ný 90 % teoreticke ho
(pridane ho).

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah methylbenzocha tu v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X C F
m

=
10. . (poznamka 9.3),

kde    C   je    koncentrace zjistýna  z kalibracnıho grafu v Žg/ml

F           faktor redýnı

m          hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınky opakovatelnosti, validace vysledku  (viz cl.8) a recovery testu (viz
5.2.4).

Vyjadruje se s presnostı na cele  mg/kg.
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7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri obsahu metylbenzocha tu od 4 do 20 mg/kg hodnotu 10 % relat.

8.   Validace vy sledku
 Mu ze byt provedena bu°  opakovanym mýrenım extraktu zkousene ho vzorku s prıdavkem
methylbenzocha tu, nebo porovnanım spekter extraktu zkousene ho vzorku a kalibracnıho
roztoku pomocı detektoru s diodovym polem (4.1)

8.1   Opakovane  stanovenı s prıdavkem methylbenzocha tu:

 K extraktu zkousene ho vzorku, zıskane ho podle 5.2.1, se prida  priblizný takove  mnozstvı
kalibracnıho roztoku methylbenzocha tu, jake  je ve zkousenem vzorku.

 Pık zkousene ho vzorku na chromatografickem zaznamu se od tohoto pıku mu ze lisit pouze
vyskou, nikoliv polohou. Rovnýz sırka pıku tohoto v jeho polovicnı vysce se mu ze lisit
nejvyse o 10 %.

8.2   Detekce pomocı detektoru s diodovym polem

 a/ Vlnove  de lky pri maxima lnı absorbaci zkousene ho vzorku i standardu na vrcholu pıku
chromatograficke ho zaznamu musı byt stejne  v mezıch rozlisovacı schopnosti detekcnıho
systemu. Pro detekci s diodovym polem je to obvykle 2 nm.

 b/ Mezi 250 az 400 nm, spektrum zkousene ho vzorku a standardu na vrcholu pıku
chromatogramu, nesmı byt rozdılne  pro tyto casti spektra v rozsahu 10 az 100 % relativnı
absorpce.

Tohoto krite ria je dosazeno, kdyz jsou zıskana stejna  maxima a neobjevı se mezi dvýma
spektry odchylka presahujıcı 15 % absorbance standardu.

 c/ Mezi 250 az 400 nm stoupanı, vrchol i klesanı absorbancnı krivky pıku zkousene ho vzorku
nesmı byt rozdılne  od ostatnıch v te to casti spektra v rozsahu 10 az 100 % relativnı
absorbance.

 Tohoto krite ria je dosazeno, kdyz jsou maxima stejna  a kdyz ve vsech bodech odchylka mezi
spektry nepresahuje 15 % absorbance spektra na vrcholu pıku.

 Jestlize jedno z týchto krite riı nenı splnýno, vysledek stanovenı nelze pokladat za pru kazny.

9.   Poznamky

9.1   Methylalkohol je nebezpecnou horlavinou I.trıdy a zvlasÚ   nebezpecnym jedem, proto pri
jake koli manipulaci s nım je  nutne  zachovavat bezpecnostnı pravidla.
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9.2   Pro ±cely te to metody krmivo bez obsahu methylbenzocha tu  by mýlo byt podobne ho
slozenı (typu) jako zkouseny vzorek  a nesmı obsahovat detekovatelne  mnozstvı
methylbenzocha tu.

9.3   Je-li prıstroj vybaven vypoctovou technikou a integracnım  software, provede se vypocet
prımou integracı.
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2.7 Stanovenı obsahu narasinu

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı narasinu v premixech a krmnych smýsıch.

Pro ±cely te to metody se pouzıva  tato definice:

Narasin je fermentacnı antikokcidikum, vykazujıcı siroke  spektrum ±cinku.

2.   Princip
 Narasin se stanovı na zakladý inhibicnıho ±cinku na ru stovy faktor testovacıho
mikroorganismu Bacillus subtilis ATCC 6633 dif±znı 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   Extrakcnı roztok, smýs ethylalkohol (3.1) - voda (90 + 10)

3.4   R edıcı roztok, smýs ethylalkohol (3.1) - voda (20 + 80)

3.5   Narasin, standardnı substance deklarovane  cistoty (uchovava   se pri teplotý 5 °C)

3.6   Narasin, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı, podle  obsahu ±cinne  la tky, takove
 mnozstvı standardnı substance  (3.6), aby vysledny roztok obsahoval 100 Žg narasinu
  v 1 ml.

 Odvazene  mnozstvı se rozpustı v 50 ml extrakcnıho roztoku  (3.3), doplnı jım po rysku a
 promıcha .

 Roztok je sta ly pri 5 °C po dobu 1 mýsıce.

3.7   Narasin, pracovnı standardnı roztok (pro premixy)

 Prıprava: R edýnım zakladnıho standardnıho roztoku (3.6)  redıcım roztokem (3.4) se
 pripravı koncentrace 4,0;  2,0 a  1,0 Žg v 1 ml.

 Tento roztok se pripravuje vzdy cerstvy.

3.8   Narasin, pracovnı standardnı roztok (pro krmne  smýsi)

 Prıprava: Odmýrı se presný 5,00 ml zakladnıho standardnıho  roztoku (3.6), smıcha
s 20,00 ml extrakcnıho roztoku (3.3)  potom se du kladný promıcha .

3.9   Testovacı mikroorganismus Bacillus subtilis ATCC 6633 (CCM  1999)
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 Uchovanı kmene: Na sikme  udrzovacı pu dý (3.11.2) pri teplotý 5 °C a jednou mýsıcný se
 preockovava . Po kazdem preockovanı se inkubuje po dobu 16 az 18 hod pri teplotý 

37 °C.

3.10   Sporova  suspenze testovacıho mikroorganismu

 Prıprava sporove  suspenze: Kultura vyrostla  na sikmem agaru  se smyje asi 3 ml
 fyziologicke ho roztoku (3.12) a prenese  se asepticky do Rouxovych lahvı (4.13),
 obsahujıcıch sporulacnı pu du (3.11.1). Pomocı sterilnıch sklenýnych kulicek se

mikroorganismus rovnomýrný rozetre po povrchu agaru. Takto  pripravene  Rouxovy
lahve (4.13) se inkubujı pri teplotý  37 °C po dobu 7 az 10 dnı. Sporulace se ovýrı pod

 mikroskopem (4.14) a potom se narostla  kultura smyje s povrchu  25 ml fyziologicke ho
 roztoku (3.12) odstredı (4.3), k sedimentu se prida  opýt 25 ml fyziologicke ho roztoku
 (3.12),  suspenze se zahrıva  30 minut pri teplotý 65 °C a znovu  odstredı (4.3). Toto
 promyvanı spor se opakuje trikra t.  Nakonec se suspenze spor prevede do kuzelove
 banky a zahrıva  se 30 minut pri teplotý 65 °C. Takto pripravena  suspenze  spor
  predstavuje zakladnı inokulum, ktere  uchovavano pri  teplotý 4 °C je pouzitelne  po
  dobu 6 mýsıcu .

 Koncentrace sporosuspenze se urcuje experimenta lnı testacı.  Ma  byt takova , aby  
velikost inhibicnı zony pri redýnı  4 Žg/ml byla 22 mm, coz odpovıda  asi 0,2 az 0,3 ml
 sporosuspenze na 100 ml agaru.

3.11   Zivne  pu dy

3.11.1   Sporulacnı pu da, zivny agar suseny c. 2 SEVAC

 Prıprava: 40 g zivne ho agaru se rozpustı podle navodu  vyrobce v odmýrne  bance na
 1 000 ml, prida  se 400 mg  sıranu manganate ho kryst. (3.13), doplnı do 1000 ml

vodou a promıcha . Pak se prelije do Rouxovych lahvı  (4.13) a sterilizuje 20 minut
v autoklavu (4.11) pri  pretlaku 0,05 MPa.

3.11.2   Testovacı pu da

 Prıprava: 0,7 g hydrogenfosforecnanu draselne ho 3.14),  0,45 g dihydrogenfosforec
 nanu draselne ho (3.15), 10,  00 g glukosy (3.16) 2,5 g kvasnicne ho autolyza tu

SEVAC  (3.17) a 18,0 g agaru podle CSL 2 (nebo Bacto-agar  Difco) se za horka  rozpustı v 1
000 ml vody, upravı se  pH na hodnotu 6,0 a rozlije se po 270 ml do  kuzelovych  banýk
na 500 ml a sterilizuje 15 minut pri pretlaku  0,05 MPa.

3.12   Fyziologicky roztok  Prıprava: 8 g chloridu sodne ho se rozpustı ve vodý a  doplnı na
 1000 ml. Sterilizuje se 20 minut pri 121 °C.

3.13   Sıran manganaty, monohydra t (MnSO4 .H2O), pevny

3.14   Hydrogenfosforecnan draselny (K2HPO4)

3.15   Dihydrogenfosforecnan draselny (KH2PO4)

3.16   Glukosa

3.17   Kvasnicny autolyza t Sevac
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4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Plotna sklenýna  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 laboratornı

4.4   Trepacka (horizonta lnı)

4.5   Pipety podle Pasteura

4.6   Lazen vodnı

4.7   Korkovrt o pru mýru 9 mm

4.8   Vodovaha

4.9   Podlozka vyrovnavacı regulovatelna

4.10   Termostat

4.11   Autoklav

4.12   Trubice chromatograficka  o pru mýru 19 mm, de lce 500 mm,  s kohoutem a bez frity

4.13   Lahev Rouxova

5.   Postup

5.1   Premixy

5.1.1   Do kuzelove  banky na 750 ml se zabrusem se odvazı presný 5,000 g zkusebnıho
vzorku, prida  se 350 ml extrakcnıho roztoku (3.3) (poznamka 8.2), banka se zaza tkuje, vlozı
na (horizonta lnı) trepacku (4.4) a extrahuje po dobu 30 minut nebo 2 hod v klidu za
obcasne ho promıchanı. Suspenze se filtruje stredný hustym filtrem do odmýrne  banky na
500 ml, filtr se promyje nýkolikra t extrakcnım roztokem (3.3), banka se jım doplnı po rysku a
promıcha  (poznamka 8.2).

 Z tohoto zasobnıho roztoku se pripravı testovacı roztoky o koncentracıch teoreticky s 1 , 2 a
4 Žg narasinu v 1 ml (poznamka 8.2).

5.1.2   Na plotnu (4.1), opatrenou ramem (4.2) utýsnýnym v dotyku s plotnou malym
mnozstvım agaru a ulozenou ve vodorovne  poloze (4.8), se vylije 270 ml testovacı pu dy
(3.11.2), predem rozehra te  a zchlazene  na teplotu 55 °C a naockovane  sporovou suspensı
(3.10). Po ztuhnutı se plotna ulozı na 1 hod do chladnicky pri teplotý 5 °C a pak se
v pravidelnych vzda lenostech vytvorı korkovrtem (4.7) jamky 9 rad po 9 sloupcıch, pro
vnasenı testovacıch i testacnıch roztoku . Testacnı roztoky standardu (viz 3.7) se vnasejı
Pasteurovou pipetou (4.5) do 3 rad pod sebou ve stredu plotny a testovacı roztoky zkousene ho
vzorku po stranach opýt do trı rad pod sebou a podle druhu jejich teoretickych koncentracı
k prıslusne  koncentraci testacnıho roztoku standardu. Plotna (4.1) se inkubuje 16 az 20 hod pri
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teplotý 37 °C v termostatu (4.10). Pru mýry vzniklych inhibicnıch zon se mýrı posuvnym
mýrıtkem s presnostı na 0,1 mm.

5.2   Krmne  smýsi

5.2.1   Do kuzelove  banky na 250 ml se zabrusem se odvazı presný 5,000 g zkusebnıho
vzorku, prida  20 ml extrakcnıho roztoku (3.3) a suspenduje se 3 hod za obcasne ho promıchanı
nebo 30 minut na trepacce (4.4) (poznamka 8.3). Pripravı se chromatograficka  kolona (4.12)
na jejız dno se vlozı maly smotek obvazove  vaty, vsype se oxid hlinity (3.2) po nýkolika
vrstvach, z nichz kazda  se mırný stlacı do vyse asi 70 mm. Suspenze zkousene ho vzorku se
vnese na kolonu a ponecha  prote kat. Elua t se jıma  do odmýrne  banky na 50 ml. Sloupec
kolony se promyva  podıly extrakcnıho roztoku (3.3) po 5 ml, pak se jım doplnı odmýrna
banka s elua tem po rysku a promıcha  (poznamka 8.3).

 Z tohoto roztoku se pripravı testovane  roztoky o koncentracıch 1; 2 a 4 Žg narasinu v 1 ml,
pricemz se redı vodou.

5.2.2   Testacnı roztoky standardu se pripravı tak, ze pracovnı standardnı roztok (3.8) se cely
zpracuje jako zkouseny vzorek pocınaje vnesenım na chromatografickou kolonu (4.12).
Vysledna  koncentrace tohoto standardnıho roztoku v 50 ml odmýrne  bance je 10 Žg narasinu
v 1 ml. Z tohoto roztoku redýnım vodou se pripravı testacnı roztoky o koncentracıch 1 ; 2 a
4 Žg narasinu v 1 ml, ktere  se vnasejı na plotnu (4.1).

5.2.3   Da le se postupuje podle 5.1.2 s tım rozdılem, ze se vyhloubı 10 kra t 9 jamek a
testovane  i testacnı roztoky se plnı do 2 rad.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah narasinu v mg/kg se vypocıta  podle Prılohy 10, cast 7.1.

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost

7.1   Pro premixy

 Nebyla dosud stanovena.

7.2   Pro krmne  smýsi

 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Ethylalkohol je nebezpecnou horlavinou I. trıdy, proto pri jake koli manipulaci s nım je
nutne  dodrzovat bezpecnostnı  pravidla.
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8.2   Navazka zkusebnıho vzorku i objem extrakcnıho roztoku se  volı s ohledem na
deklarovany obsah avoparcinu ve zkousenem  vzorku tak, aby vysledna  koncentrace
avoparcinu ve vyluhu  byla asi 70 Žg/1 ml.

8.3   Pri predpokladanem obsahu narasinu ve zkousenem vzorku  70 mg/kg by mýla byt
teoreticky koncentrace tohoto roztoku  7 Žg narasinu v 1 ml.
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2.8 Stanovenı obsahu monensinu (salinomycinu a narasinu)

1. U cel a rozsah
Postup specifikuje podmınky pro stanovenı monensinu, salinomycinu a narasinu v krmivech a
premixech pro obsahy od 0,2 mg/kg u monensinu a od 1,5 mg/kg u salinomycinu  narasinu.

Pro ±cely te to metody se pouzıva  tato definice: monensin, salinomycin a narasin  jsou
ionofornı polyethericke  monokarboxylove  kyseliny (IPMA), suma rnıch vzorcu  :

Monensin sodna  su l- C36H61O11Na, volna  kyselina C36H62O11;
salinomycin sodna  su l - C42H69O11Na, volna  kyselina C42H70O11;
narasin - C43H72O11.

2. Princip
Obsah monensinu salinomycinu a narasinu se stanovı po extrakci vzorku smýsnym
rozpoustýdlem a precistýnı na pevne  fazi metodou vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie
na reverznı fazi s postkolonovou derivatizacı a UV detektorem.

6. Chemikalie a zkusebnı pomu cky

3.1 Voda, cistota HPLC

3.3 Methanol, CH3OH, cistota HPLC

3.3 Dichlormethan, CH2Cl2, hρ = 1,32 g.cm-3

3.4 Kyselina sırova , H2SO4, ρ = 1,83 g.cm-3 ,  cistota HPLC nebo ch.c.

3.5 Octan ethylnaty; cistoty > 99,5 %, C4H8O2,

3.6 Hexan; cistoty > 90 %, C6H14

3.7 Aceton; cistoty > 99,5 %, CH3COCH3

3.8 Kyselina octova , cistota HPLC, cistota 100 %, CH3COOH, h = 1,05 g.cm-3

6.9 Kyselina octova , roztok 5 %

Prıprava: V odmýrne  bance na 100  ml se smısı 70 ml vody a 5,0 ml kyseliny octove
(3.8), vytemperuje na laboratornı  teplotu, vodou se doplnı po znacku a promıcha .

6.10 Mobilnı faze

Prıprava: V odmýrne  bance na 1000 ml se smısı asi 925 ml methanolu (3.2) a 75,0 ml
kyseliny octove  (3.9), vytemperuje na laboratornı teplotu, doplnı methanolem (3.2) po
znacku a promıcha .

3.11 p-N,Nč-dimethylaminobenzaldehyd (p-DMBA), C9H11NO, napr . Sigma, D 8904, (light
sensitive)
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3.13 Derivatizacnı cinidlo

Prıprava: Do odmýrne  banky na 500 ml se odmýrı 250 ml methanolu (3.2), opatrný se
prida  15,0 ml kyseliny sırove  (3.4) (chlazenı !) a v te to smýsi se rozpustı 17,5 g p-
DMBA (3.11), ochladı se na laboratornı teplotu, doplnı methanolem (3.2) po znacku a
promıcha . Smýs se uchovava  v chladu (pri teplotý do 10 oC) a ve tmý. Stabilnı
maxima lný 21 dnı.

3.13 Monensin, sodna  su l, monohydra t, standardnı substance, cistota min. 89,9 %, napr .
Riedel-deHa n, VETRANAL, Cat.No. 61200.

3.14 Salinomycin, sodna  su l, hydra t, C42H69O11Na.2,5H2O, cistota min. 97 %, napr . Riedel-
deHa n, VETRANAL, Cat.No.40820,

nebo salinomycin, sodna  su l, bezvoda  forma, min. cistota 98%, napr . Hoechst.

3.15 Narasin, min. cistota 97 %, napr . Sigma, Cat.No. N-1271

3.17 Zakladnı roztok smýsny

Prıprava : Do odmýrne  banky na 100 ml se navazı postupný takove  mnozstvı
monensinu (3.13), salinomycinu (3.14) a narasinu (3.15), aby vysledna  koncentrace
odpovıdala 0,2 mg sodnych solı monensinu a salinomycinu a 0,2 mg narasinu v 1 ml.
Banka se doplnı methanolem (3.2) po znacku a promıcha .

3.17 Kolonky pro SPE 500 mg Silica, napr . Waters - Sep-Pak Plus Cartridges Silica,
WAT020520

3.21 Methanol, roztok 90 %

Prıprava : Do odmýrne  banky na 1000 ml se odmýrı 100,0 ml vody, prida  se 800 ml
neutra lnıho methanolu (3.2), promıcha , vytemperuje na laboratornı teplotu, doplnı
methanolem (3.2) po znacku a promıcha .

3.22 Extrakcnı roztok 20 % octanu ethylnate ho v hexanu

Prıprava : Do odmýrne  banky na 1000 ml se odmýrı 200 ml octanu ethylnate ho (3.5),
doplnı n-hexanem (3.6) po znacku a promıcha .

3.23 Promyvacı roztok pro SPE (5 % aceton v dichlormethanu)

Prıprava: Do odmýrne  banky na 250 ml se odmýrı 12,5 ml acetonu (3.7), doplnı
dichlormethanem (3.3) po znacku a promıcha .

3.22 Elucnı roztok pro SPE (8,0 % roztok methanolu v dichlormethanu)

Prıprava : Do odmýrne  banky na 500 ml se odmýrı 40,0 ml methanolu (3.2), doplnı
dichlormethanem (3.3) po znacku a promıcha .

3.22 Fosfa tovy tlumivy roztok : V odmýrne  bance na 1000 ml se rozpustı 0,2282 g
trihydra tu hydrogenfosforecnanu draselne ho K2HPO4.3H2O ve 300 ml vody a po
rozpustýnı se doplnı methanolem (3.2) po znacku a promıcha  (chlazenı).

7. Pr ıstroje
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4.1 Chromatograf kapalinovy vysoko±cinny (da le jen prıstroj  HPLC) s prıslusenstvım

4.2 Trepacka mechanicka  laboratornı

4.3 Koncentra tor vzorku

4.4 Ultrazvukova  lazen

4.5 Odstredivka laboratornı

4.6 Extrakcnı jednotka (napr . spe 12 J.T. Baker)

8. Postup
Vzorek se upravuje homogenizacı a mletım na castice o velikosti 1,0 az 0,5 mm tak, aby
se zabranilo prehra tı vzorku býhem homogenizace a srotovanı a ±prava vzorku se
provadı týsný pred jeho extrakcı a dalsım zpracovanım, aby se zabranilo ztra tam IPMA.
Roztoky IPMA se musı chranit pred prımym slunecnım svýtlem a UV svýtlem (roztoky
se chranı hlinıkovou foliı nebo se uchovavajı ve skle nebo v jinem materia lu, ktere
nepropoustı UV-za renı). Za umýle ho osvýtlenı jsou roztoky stabilnı.

5.1 Extrakce a precistýnı extraktu na pevne  fazi

Do konicke  banky na 250 ml se zabrusem se navazı takove  mnozstvı zkusebnıho vzorku, aby
obsahoval asi 0,1 az 100 mg IPMA s presnostı na 0,001 g (0,5 g pro zakladnı substance a
tritura ty, 5 g pro premixy doplnkovych la tek, 20 g az 30 g pro krmne  smýsi). Zkusebnı vzorek
tritura tu se prelije 200,0 ml methanolu (3.18), zkusebnı vzorek premixu se prelije 100,0 ml
methanolu (3.18) a zkusebnı vzorek krmne  smýsi se prelije 100,0 ml extrakcnıho roztoku
(3.19). Banka se uzavre za tkou a trepe se na laboratornı trepacce (4.2) 30 minut. Pote  se
filtruje suchym skladanym filtrem do suche  podlozene  nadoby, pricemz prvnıch 2 az 5 ml se
nepouzije.

5.1.1 Krmne  smýsi

Na extrakcnı jednotku (4.6) se nasadı kolonka Silica (3.17), kondicionuje se 4 ml extrakcnıho
roztoku (3.19) a pote  se na kolonku nanese takove  mnozstvı extraktu, aby vysledna
koncentrace lezela v rozmezı 3 az 25 mg/l, maxima lný vsak 5 ml extraktu zıskane ho podle 4.1
(poznamka 10.1). Extrakt se necha  vsaknout tak, aby nedoslo k vyschnutı kolonky, promyje se
2 kra t 4 ml promyvacıho roztoku (3.20) a pote  se IPMA eluuje do 10 ml vialky 8 ml elucnıho
roztoku (3.21). Elua t se odparı na koncentra toru vzorku  (4.3) pod proudem dusıku pri 50 oC,
odparek se zalije 2,0 az 5,0 ml fosfa tove ho pufru (3.22) tak, aby vysledna  koncentrace lezela
v rozmezı 4 az 40 mg/l. Extrakt se promıcha , rozpustı na ultrazvuku (4.4) (30 s) a
vytemperuje na laboratornı teplotu. Pred nastrikem na chromatografickou kolonu se extrakt
odstredı na laboratornı odstredivce (4.5) po dobu 5 minut pri 10 000 otackach za minutu

5.1.2 Tritura ty a premixy doplnkovych la tek

Podle deklarovane ho obsahu IPMA se extrakt zıskany podle 4.1 naredýnı fosfa tovym pufrem
(3.22) tak, aby vysledna  koncentrace lezela v oblasti kalibracnı krivky. Pred nastrikem na
chromatografickou kolonu se extrakt odstredı na laboratornı odstredivce (4.5) po dobu 3
minut pri 10000 ot./min.
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5.2 Stanovenı metodou HPLC

5.2.1 Chromatograficke  podmınky

Vlastnı mýrenı, jak kalibracnıch roztoku  tak i extraktu  zkusebnıch vzorku , se provadı za
nasledujıcıch separacnıch podmınek chromatograficke ho systemu .

Nasledujıcı podmınky jsou doporucene , mohou byt pouzity jine  podmınky, za predpokladu, ze
dajı rovnocenne  vysledky.

PozadovanÚ validacnı parametry pro separaci na analytickÚ kolone :

kapacitnı faktor k  ≥ 2,5

tailing faktor  tα ≤ 1,35

rozlisenı monensin B/monensin A - R ≥ 1,3
monensin A/salinomycin - R ≥ 1,5
salinomycin/narasin - R ≥ 1,5.

Kolona: C18-reverznı faze, Nova-Pak C18, 4 µm, 150 x 3,9 mm
nebo obdobna .

Mobilnı faze: viz 3.10, pri pouzitı alternativnı kolony se musı
mobilnı faze upravit tak, aby vyhovovala
pozadovanym validacnım parametru m.

Pru tok mobilnı faze: 0,6 ml/min

Teplota kolony: 38 oC nebo teplota okolı

Pru tok derivatizacnıho cinidla: 0,8 ml/min

Objem derivatizacnı smycky: 1000 µl

Vnitrnı pru mýr deriv. smycky 0,25 mm

Teplota derivat. postkolon. systemu: (90 „ 95) oC ± 2 oC

Detektor UV: 598 nm

Objem nastriku: 50 µl

RetTime: pro uvedenou kolonu pri

teplotý okolı (min) : monensin 4,8

salinomycin 5,6

narasin 6,5

Pru tok mobilnı faze, derivatizacnıho cinidla a teplota derivatizace musı byt zachovany.

5.3 Kalibrace

Do sady odmýrnych banýk na 25 ml se pipetuje 0,5; 1,0; 2,0 a 5,0 ml zakladnıho roztoku
IPMA (3.16), doplnı fosfa tovym tlumivym roztokem (3.22) po znacku a promıcha . Takto
naredýne  pracovnı roztoky odpovıdajı koncentraci 4,0; 8,0; 16,0 a 40,0 mg/l. Na
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chromatografickou kolonu se nanası 50 µl  pracovnıho roztoku. Z pru mýrnych hodnot jim
odpovıdajıcıch ploch pıku  se sestrojı kalibracnı krivka.

6. Vy pocet

Obsah monensinu (XM) vyjadreny v mg/kg se rovna  souctu obsahu monensinu A a B, ktere  se
vypoctou podle vzorce:

a

P
M

M

M m

F
A
A

RVc
X A

B











×+×××

=

1

kde c je koncentrace monensinu A odectena  z kalibracnı krivky pro standard
monensinu A v  mg/l

ma hmotnost zkusebnıho vzorku v  g

V objem extraktu v  ml

R zre° ovacı faktor

FP korelacnı faktor pro mikrobiologickou aktivitu monensinu B; FP = 0,28

AMB plocha pıku monensinu B

AMA plocha pıku monensinu A

Obsah salinomycinu (XS) a narasinu (XN) vyjadreny v mg/kg se vypocte podle vzorce:

a
)N(S m

RVcX ××
=

kde c je koncentrace salinomycinu nebo narasinu odectena  z kalibracnı krivky v
mg/l

ma hmotnost zkusebnıho vzorku v  g

V objem extraktu v  ml

R zre° ovacı faktor

7. Opakovatelnost
Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri 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
Rozdıl mezi dvýma vysledky  zkousek stejne ho vzorku provadýnymi ve dvou laboratorıch

nesmı prekrocit pri 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.

Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 0,2 mg/kg.

9. Mez stanovitelnosti
Mez stanovitelnosti je 0,5 mg/kg pro monensin, 1,5 mg/kg pro salinomycin a narasin..

11. Poznamky

11.1 U vzorku  s obsahem IMPA pod 5 mg/kg se kolonka kondicionuje 5 ml extrakcnıho
roztoku (3.19) a pote  se na kolonku nanese 10 ml extraktu zıskane ho podle 4.1. Extrakt se
necha  vsaknout tak, aby nedoslo k vyschnutı kolonky, promyje se 2 kra t 6 ml promyvacıho
roztoku (3.20) a pote  se IPMA eluuje do 10 ml vialky 8 ml elucnıho roztoku (3.21). Da le se
postupuje stejný jako u krmnych smýsı.

2.9   Stanovenı obsahu nikarbazinu

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı nikarbazinu v premixech a krmnych
smýsıch. Nenı pouzitelna  za prıtomnosti komponentu  na bazi nitrosloucenin jako jsou
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furazolidon, nitrovin a obdobnych dalsıch nitrola tek, jakoz i pro obsahy nikarbazinu pod
50 mg/kg.

Pro ±cely te to metody se pouzıva  tato definice: Nikarbazin je antikokcidikum, po chemicke
strance je to 4,4λ-dinitrocarbanilid kondenza t s 4,6-dimethyl-2-hydroxypyrimidin v pomýru
1:1, suma rnıho vzorce C19H18N6O6.

2.   Princip
 Nikarbazin se stanovı spektrofotometricky po extrakci n-hexanem a chromatograficke
separaci v prostredı alkalicke ho roztoku chloridu draselne ho.

3.   Chemikalie

3.1   Nikarbazin, standardnı substance podle BVC II  (poznamka 8.1)

3.2   Nikarbazin, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: Presný 25,00 mg standardnı substance nikarbazinu  (3.1) se odvazı do odmýrne
 banky na 100 ml, rozpustı  v dimethylformamidu (3.5), doplnı tımte z po rysku  a

promıcha .

 1 ml tohoto zakladnıho roztoku obsahuje 0,25 mg  nikarbazinu.

3.3   Nikarbazin, pracovnı standardnı roztok (pro premixy)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odpipetuje 50 ml  zakladnıho standardnıho
 roztoku (3.2), doplnı dimethylformamidem (3.5) po rysku a promıcha .

 1 ml tohoto pracovnıho roztoku obsahuje 125 Žg nikarbazinu.

3.4   Nikarbazin, pracovnı standardnı roztok (pro krmne  smýsi)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 200 ml se odpipetuje 10 ml  zakladnıho standardnıho
 roztoku (3.2), doplnı dimethylformamidem (3.5) po rysku a promıcha .

 1 ml tohoto pracovnıho roztoku obsahuje 12,5 Žg  nikarbazinu.

3.5   Dimethylformamid (poznamka 8.2)

3.6   Oxid hlinity, bazicky pro sloupcovou chromatografii, stupen  aktivity I (poznamka 8.3)

3.7   Ethylalkohol 96 % aldehyduprosty, predestilovany (poznamka  8.4)

3.8   n-Hexan (poznamka 8.4)

3.9   Sıran sodny, bezvody a predsuseny

3.10   Hydroxid draselny, roztok c(KOH) = 5 mol/l

3.11   Chlorid draselny, roztok c(KCl) = 1 mol/l

3.12   Alkalicke  cinidlo
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 Prıprava: 10 ml roztoku hydroxidu draselne ho (3.10)  a 40 ml roztoku chloridu
 draselne ho (3.11) se smıcha   s 50 ml vody zbavene  oxidu uhlicite ho a promıcha .

Pripravuje se vzdy cerstvy.

3.13   Kompenzacnı cinidlo - chlorid draselny, roztok 75 g/l

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Trubice chromatograficka , de lky 250 mm a svýtlosti

        a) 25 mm s vlozkou ze slinute ho skla S2 (pro krmne  smýsi)

        b) 14 mm bez frity (pro premixy)

4.2   Spektrofotometr vhodne  konstrukce pro mýrenı pri 435 nm

4.3   Lampa UV s filtrem o vlnove  de lce 366 nm

4.4   Lazen vodnı s termostatem

4.5   Odstredivka s prıslusenstvım

4.6   Chladic zpýtny vodnı se zabrusem

5.   Postup (poznamka 8.5)

5.1   Premixy

5.1.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

5.1.1.1   Do odmýrnych banýk na 25 ml se diferencovaný odpipetuje 4,0 ; 5,0  a 6,0 ml
pracovnıho standardnıho roztoku (3.3), do kazde  z banýk se prida  asi 10 ml ethylalkoholu
(3.7), 5 ml alkalicke ho cinidla (3.12), doplnı se ethylalkoholem (3.7.) po rysku a promıcha .

5.1.1.2   Absorbance roztoku  se mýrı na spektrofotometru (4.2) pri vlnove  de lce 435 nm proti
samotnemu ethylalkoholu (3.7) v kyvetach opticke  de lky 10 mm

 Z namýrenych hodnot absorbancı a jim odpovıdajıcım koncentracı se sestrojı kalibracnı graf.

5.1.2   Vlastnı provedenı

5.1.2.1   Nejprve se pripravı sloupec v chromatograficke  trubici (4.1) tak, ze do z±zene  casti
trubice se zasune smotek obvazove  vaty a trubice se naplnı do jedne  tretiny obsahu
dimethylformamidem (3.5). Potom se postupný vnası 10 g oxidu hlinite ho (3.6) tak, aby byl
sta le pod hladinou dimethylformamidu. Po usazenı oxidu hlinite ho se na povrch sloupce
nanese asi 7 az 10 mm vrstva sıranu sodne ho (3.9).

5.1.2.2   Do zabrusove  kuzelove  banky na 250 ml se odvazı presný 1,000 g zkusebnıho
vzorku, prida  se presný 100 ml dimethylformamidu (3.5) a extrahuje se na vodnı lazni (4.4)
vyhra te  na 100 °C pod zpýtnym chladicem (4.6) po dobu 15 minut. Potom se obsah banky
ochladı na laboratornı teplotu a odstredı (4.5) pri 3 000 ot/min po dobu 5 minut, pricemz
supernatant se chranı pred dennım svýtlem.
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5.1.2.3   Na pripraveny sloupec v chromatograficke  trubici (4.1) se odpipetuje 5 ml
supernatantu a stýny trubice se oplachnou 1 ml dimethylformamidu (3.5), pridavanym z
pipety. Po nanesenı vzorku se prida  3kra t po 5 ml dimethylformamidu(3.5), pricemz soucasný
je nutno sledovat pomocı UV lampy (4.3) pohyb fluoreskujıcıch balastnıch la tek ve sloupci.
Dokud jsou tyto jestý v trubici prıtomny nelze prikrocit k vymyvanı ethylalkoholem (3.7),
nybrz dalsımi prıdavky dimethylformamidu (3.5) pokracovat ve vyvıjenı. Po ±plnem
odstranýnı balastnıch la tek (nenastava  jiz fluorescence) se na vrchol chromatograficke ho
sloupce (4.1) opatrný nanese presný 5 ml ethylalkoholu (3.7) za ±celem eluce. Prve  presný
3 ml elua tu se nepouzijı a pod trubici se podstavı odmýrna  banka na 25 ml. Eluce se obvykle
provede pridanım 5kra t po 5 ml ethylakoholu (3.7), pricemz pru chod nikarbazinu ve sloupci
se sleduje UV lampou (4.3), zda nejsou jestý prıtomny balastnı la tky. Po provedene  eluci se
odmýrna  banka odstavı, doplnı po rysku ethylalkoholem (3.7) a promıcha .

5.1.2.3.4   Potom se odpipetuje 5 ml roztoku do dalsı odmýrne  banky na 25 ml, prida  10 ml
ethylalkoholu (3.7), 5 ml alkalicke ho cinidla (3.12), doplnı po rysku ethylalkoholem (3.7) a
promıcha .

5.1.2.3.5   Da le se postupuje podle 5.1.1.2 , pricemz vlastnı mýrenı se provede 3kra t a
k vyhodnocenı se pouzije pru mýrna  hodnota.

5.1.2.3.6   Z namýrene  absorbance, resp. jejı pru mýrne  hodnoty se z kalibracnıho grafu zjistı
koncentrace nikarbazinu.

5.2   Krmne  smýsi

5.2.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

5.2.1.1   Do odmýrnych banýk na 25 ml se diferencovaný odpipetuje 10,0 ; 15,0  a 20,0 ml
pracovnıho standardnıho roztoku (pro krmne  smýsi) (3.4), do kazde  z odmýrnych banýk se
odpipetuje 5 ml alkalicke ho cinidla (3.12), doplnı se ethylalkoholem (3.7) po rysku a
promıcha .

5.2.1.2   Absorbance roztoku  se mýrı na spektrofotometru (4.2) pri vlnove  de lce 435 nm
v kyvetach opticke  de lky 10 mm proti samotnemu ethylalkoholu (3.7).

5.2.1.3   Z namýrenych hodnot absorbancı a jim odpovıdajıcım koncentracım se sestrojı
kalibracnı graf.

5.2.2   Vlastnı provedenı

5.2.2.1   Odvazı se asi 10 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný na 0,01 g do zabrusove
kuzelove  banky na 200 ml a extrahuje se 3kra t 25 ml n-hexanu (3.8), po odsta tı a usazenı
(banka se vzdy uzavre), se n-hexanovy extrakt odlije pres suchy rıdky filtr. Hexanovy extrakt
se da le nepouzije. Filtr s eventuelný ulpýlymi podıly se vlozı zpýt do banky, obsah banky se
vysusı na vroucı vodnı lazni (4.4), pak se prida  100 ml dimethylformamidu (3.5) a zahreje
k varu za obcasne ho promıchanı. Potom se odstavı, vytemperuje a odstre° uje se (4.5) 5 minut
pri 3 000 ot/min, pricemz supernatant se chranı pred dennım svýtlem. Supernatant prevede
kvantitativný do odmýrne  banky obsahu 100 ml, doplnı dimethylformamidem (3.5) po rysku a
promıcha .



336

5.2.2.2   Prıprava chromatograficke  trubice (4.1) se provede, jak uvedeno v 5.1.2.1, s tım
rozdılem, ze se pouzije trubice svýtlosti 25 mm s vlozkou ze slinute ho skla (4.1.a), nepridava
se smotek vaty a mnozstvı pouzite ho oxidu hlinite ho (3.6) je 17 g.

5.2.2.3   Na vrch pripravene ho sloupce se odpipetuje 25 ml supernatantu a postupný po
malych davkach (5 ml) se pridava  dimethylformamid (3.5) a to tak dlouho, pokud pod
za renım UV lampy (4.3) fluoreskujı balastnı la tky. Po ±plnem odstranýnı balastnıch la tek se
prida  5 ml ethylalkoholu (3.7). Prvnı 2-3 ml elua tu se nepouzijı a potom se pod trubici se
podstavı odmýrna  banka na 50 ml. Eluce se da le provadı ethylalkoholem (3.7), pricemz se
pru chod nikarbazinu trubicı neusta le sleduje pod UV lampou (4.3). Zhasejıcı zona
nikarbazinu postupuje sirsım pasmem a prochazı po zachycenı 22 az 25 ml elua tu. Obsah
odmýrne  banky se doplnı ethylalkoholem (3.7), a to bu°  pres sloupec (vymyvanı) nebo prımo,
po rysku a promıcha .

5.2.2.4   Z tohoto elua tu se odpipetuje 15 ml do odmýrne  banky na 25 ml, prida  se 5 ml
alkalicke ho cinidla (3.12), doplnı ethylalkoholem (3.7) po rysku a promıcha .

5.2.2.5   Vedle toho se pripravı kompenzacnı slepy roztok a to odpipetovanım 15 ml vlastnıho
(pro kazdy vzorek) elua tu do odmýrne  banky na 25 ml, prida  se 5 ml kompenzacnıho cinidla
(3.13), ethylalkoholem (3.7) se doplnı po rysku a promıcha . Tento roztok slouzı jako
srovnavacı pri mýrenı.

5.2.2.6   Absorbance roztoku se mýrı na spektrofotometru (4.2) pri vlnove  de lce 435 nm
v kyvetach opticke  de lky 10 mm proti kompenzacnımu slepemu roztoku (viz 5.2.2.5).

 Z namýrene  hodnoty absorbance se z kalibracnıho grafu zjistı koncentrace nikarbazinu.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah nikarbazinu v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X C F
m

=
1000. .

kde    C    je    mnozstvı nikarbazinu ve zkousenem vzorku zjistýne   z kalibracnıho grafu v mg

m           navazka zkusebnıho vzorku v g

F           faktor redýnı (pro presný dodrzeny postup pro  premixy = 2,5 a pro krmne
     smýsi = 5 000)

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost

7.1   Premixy
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 Nebyla dosud stanovena.

7.2   Krmne  smýsi

 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Standardnı substance nikarbazin musı vykazovat maximum  absorbance pri vlnove  de lce
366 nm, pricemz  E1%

10mm =  890 ť 5 %

8.2   Dimethylformamid s roztokem hydroxidu sodne ho 100 g/l  v ethylalkoholu (50 % v/v)
nesmı davat barevnou reakci.

8.3   Oxid hlinity musı vyhovovat nasledujıcım testu: Do zabrusove  banky na 250 ml se vsype
10 g oxidu hlinite ho, prida  se  100 ml vody a silný vytrepava  po dobu 2 minut. Po ustanı se
zmýrı pH vyluhu; ma  byt v rozmezı 10,0 az 10,5 pH.

8.4   Ethylalkohol 96 %, n-hexan jsou nebezpecnymi horlavinami I.  trıdy, proto pri jake koli
manipulaci je nutne  dodrzovat  bezpecnostnı pravidla.

 Veskery pouzity n-hexan je po regeneraci mozno znovu pouzıt.

8.5   Vyluhy zkousene ho vzorku a kalibracnı roztoky standardu se  pripravujı týsný pred
vlastnım stanovenım.
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2.11   Stanovenı obsahu robenidinu

Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no L 329,
30/12/93.

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı robenidinu v premixech a krmivech
(poznamka 9.1)

Pro ±cely te to metody se pouzıva  tato definice: Robenidin je kokcidiostatikum ±cinne  na
nýktere  druhy Eimeriı. Po chemicke  strance je to 1,3-bis-(p-chlorbenzilidenamino)guanidin
hydrochlorid.

2.   Princip
 Robenidin se stanovı po extrakci vzorku okyselenym methylalkoholem, jeho precistýnı na
chromatograficke  koloný s oxidem hlinitym, metodou vysoko±cinne  kapalinove
chromatografie (HPLC) na reverznı fazi s pouzitım UV detekce.

3.   Chemikalie

3.1   Oxid hlinity acidicky, stupen aktivity I

3.2   Dihydrogenfosforecnan draselny (KH2PO4) bezvody

3.3   Hydrogenfosforecnan sodny, dodekahydra t (Na2HPO4.12 H2O)  nebo bezvody 
 (Na2HPO4)

3.4   Acetonitril, cistoty pro HPLC

3.5   Kyselina chlorovodıkova , koncentrovana  (h = 1,17 g/ml)

3.6   Methylalkohol, okyseleny roztok (poznamka 9.2)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 500 ml se odmýrı 4 ml konc.  kyseliny chlorovodıkove
 (3.5), doplnı po rysku methylalkoholem a promıcha

3.7   Mobilnı faze

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı 0,34 g  dihydrogenfosforecnanu
draselne ho (3.2), rozpustı se ve  vodý toute z doplnı po rysku a promıcha  (Roztok A).

 Do dalsı odmýrne  banky na 100 ml se odvazı 0,355 g bezvode ho hydrogenfosforecnanu
  sodne ho nebo 0,896 g dodekahydra tu  (. 12 H2O) (3.3), rozpustı ve vodý, toute z doplnı
 po rysku  a promıcha  (Roztok B).

 Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odmýrı 650 ml acetonitrilu  (3.4), asi 200 ml vody,
 50 ml roztoku A, 50 ml roztoku B,  doplnı po rysku a promıcha . Dearuje se
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 probublavanım heliem  (3.11) po dobu asi 10 minut. Deaerovat je mozno i
 v ultrazvukove  lazni (4.6) po dobu 15 minut.

3.8   Robenidin, standardnı substance o 100 % nebo zname   ±cinnosti

3.9   Robenidin, zakladnı standardnı roztok (poznamka 9.3)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı presný  40 mg standardnı substance
 robenidinu (3.8) 100 % ±cinnosti  nebo vypoctene  mnozstvı o nizsı zname  ±cinnosti,
 rozpustı  v okyselenem methylalkoholu 3.6), doplnı tımte z po rysku  a promıcha .

 1 ml tohoto zakladnıho standardnıho roztoku obsahuje  400 Žg robenidinu.

3.10   Robenidin, pracovnı standardnı roztok (poznamka 9.3)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 200 ml se odpipetuje 5 ml  zakladnıho standardnıho
 roztoku robenidinu (3.9), doplnı  mobilnı fazı (3.7) po rysku a promıcha .

 1 ml tohoto pracovnıho standardnıho roztoku obsahuje  10 Žg robenidinu.

3.11   Helium

3.12   Krmivo bez obsahu robenidinu i rusıcıch la tek - modelovy  vzorek (poznamky 9.4 a 
 9.10)

4   Pr ıstroje a pomu cky

4.1.  Chromatograf kapalinovy vysoko±cinny s prıslusenstvım  (da le jen HPLC), cerpadlo, 
 kolona - reverznı faze C 18, 250  x 4,5-10 Žm, napr . injektaznı kohout napr . Rheodyne
 popr .  i datastanice s integracnım software a tiska rna (poznamka  9.5).

4.2   Odparka vakuova , rotacnı

4.3   Trepacka laboratornı

4.4   Kolona chromatograficka , sklenýna , opatrena  ve spodu uzavıracım kohoutem, pru mýru 
 10 az 15 mm, de lka 250 mm (poznamka  9.6)

4.5   Banka odparovacı s kulatym dnem, obsahu 250 ml

4.6   Vata skelna

5.   Postup (poznamka 9.12)

5.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

5.1.1   Do 5 odmýrnych banýk na 50 ml se diferencovaný odpipetuje 15,0 ; 20,0 ; 25,0 ; 30,0  a
35,0 ml pracovnıho standardnıho roztoku robenidinu (3.10), kazda  z odmýrnych banýk se
doplnı mobilnı fazı (3.7) po rysku a promıcha . Tyto kalibracnı roztoky reprezentujı
koncentrace 3,0 ; 4,0 ; 5,0 ; 6,0 a 7, 0 Žg robenidinu v 1 ml.

5.1.2   Do kolony prıstroje pro HPLC (4.1) se davkuje kazdy roztok, kalibracnı (standard) i
zkouseny vzorek, dvakra t po ekvilibraci kolony, pricemz odezvy po sobý jdoucıch nastriku
te hoz vzorku musı byt v toleranci nejvyse 2 %. Vlastnı mýrenı se provede za nasledujıcıch
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parametru : teplota kolony teplota okolnı atmosfe ry

pru tok mobilnı faze 1,5 ml/min

detekce vlnova  de lka 347 nm (poznamka 9.7)

injektovany objem 20 Žl

retencnı cas (pro kolonu 250 x 4) asi 10 minut;

5.1.3   Kolona se uvede do rovnovahy az dosahne usta lenı zakladnı linie pri pru toku mobilnı
faze (3.7) na vyse uvedenou hodnotu, pak se davkuje kalibracnı, resp. roztok zkousene ho
vzorku a za vyse uvedenych parametru  se porıdı zaznam.

5.1.4   Z ±daju  prıslusnych odezev a jim odpovıdajıcım koncentracım se sestrojı kalibracnı
graf. Bazı odezvy je plocha pıku.

5.2    Vlastnı provedenı

5.2.1   Do kuzelove  banky na 500 ml se odvazı takove  mnozstvı dobre zhomogenizovane ho
zkusebnıho vzorku, ktere  by obsahovalo, podle predpokladane ho obsahu robenidinu ve
zkousenem vzorku (teorie), 1 mg robenidinu (poznamka 9.8). Potom se do odmýrne  banky
prida  presný 200 ml okyselene ho methylalkoholu (3.6), banka se uza tkuje a vytrepava  se na
trepacce (4.3) po dobu 30 minut. Po du kladnem usazenı pevne ho podılu vzorku se extrakt
prefiltruje suchym rıdkym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se
nezachycuje. Tento zasobnı roztok zkousene ho vzorku ma  predpokladanou koncentraci 5 Žg
robenidinu v 1 ml.

5.2.2   Chromatograficka  predcisÚ ovacı kolona se pripravı tak, ze na dno te to
chromatograficke  trubice (4.4) umıstýne  ve vertika lnı poloze se vlozı smotek skelne  vaty
(4.6), upýchuje a nı se nasype 11 g oxidu hlinite ho (3.1) a to pokud mozno tak, aby napln
kolony nebyla prılis vystavena volne  atmosfe re. Na pripravenou kolonu se odpipetuje 5 ml
zasobnıho roztoku zkousene ho vzorku, necha  se ±plný vsaknout do naplný kolony a eluuje se
z kolony 100 ml methylalkoholu (3.6) do odparovacı banky s kulatym dnem (4.5) pri pru toku
2 az 3 ml/min. Banka se pak vlozı do odparky (4.2) a obsah se necha  pri teplotý 40 °C odparit
do sucha. Odparek se rozpustı v presný odmýrenych 5 ml mobilnı faze (3.7). Pred nastrikem
do kolony prıstroje (4.1) se doporucuje roztok odstredit (4.7) z du vodu mozne  kontaminace
casticemi oxidu hlinite ho v sedimentu.

 Da le se postupuje podle 5.1.2 .

5.2.3   Za ±celem ovýrenı dodrzenı spravne ho postupu (poznamka 9.9) musı byt provedena
zkouska s modelovym vzorkem (recovery test): K navazce vzorku krmiva bez
detekovatelne ho obsahu robenidinu (3.12) se prida  formou zakladnıho standardnıho roztoku
robenidinu (3.9) takove  mnozstvı robenidinu, s ohledem na ocekavany (deklarovany) obsah
robenidinu ve zkousenem vzorku, jake  je obsazeno v navazce zkousene ho vzorku. Toto
mnozstvı se prida  k prıslusne  navazce krmiva bez obsahu robenidinu (3.12), na kterou bylo
vypocteno (navazka se volı stejna  jako u zkousene ho vzorku), promıcha  a po 10 minutach se
postupuje podle 5.2.1.

5.2.4   Koncentrace robenidinu v roztoku zkousene ho vzorku se zjistı z kalibracnıho grafu
(poznamka 9.10).
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6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah robenidinu v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce (poznamka 9.10):

X C F
m

=
.

 kde    C    je     koncentrace robenidinu, zjistýna  z kalibracnıho  grafu v Žg/ml

 F            faktor redýnı

 m           navazka zkusebnıho vzorku v g

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena (poznamka 9.11).

8.   Validace vy sledku (poznamka 9.10)

 Mu ze byt provedena bu°  opakovanym nastrikem extraktu zkousene ho vzorku s prıdavkem
robenidinu do kolony prıstroje HPLC a porovnanım pıku  tohoto a zkousene ho vzorku, nebo
detekce pomocı detektoru s diodovym polem a srovnanım spekter extraktu zkousene ho vzorku
a kalibracnıho roztoku robenidinu.

 a/ Opakovanym stanovenım (co-chromatography) s prıdavkem robenidinu:

 K extraktu zkousene ho vzorku zıskane ho podle 5.2.1  a 5.2.2 se prida  priblizný takove
mnozstvı kalibracnıho  roztoku robenidinu (viz 5.1.1), jake  je ve zkousenem vzorku.

 Oproti pıku zkousene ho vzorku se v chromatografickem  zaznamu mohou pıky robenidinu
lisit pouze vyskou, nikoliv  polohou. Rovnýz sırky pıku  v jejich polovicnı vysce se mohou
lisit o 10 %.

 b/ Detekcı pomocı detektoru s diodovym polem:  v chromatografickem zaznamu se

 ba/ Vlnove  de lky pri maxima lnı absorpci zkousene ho vzorku  i standardnıho spektra na
vrcholu pıku musı byt stejne   v mezıch rozlisovacı schopnosti detekcnıho systemu. Pro
detekci s diodovym polem je to obvykle 2 nm.

 bb/ Mezi vlnovymi de lkami 250 a 400 nm spektrum zkousene ho  vzorku i standardu na
vrcholu pıku nesmı byt rozdılne   pro tyto casti spektra v rozsahu 10 az 100 % relativnı
absorbance.

 Tohoto krite ria je dosazeno, kdyz jsou zıskana stejna   maxima a mezi dvýma spektry se
neobjevı odchylka presahujıcı 15 % absorbance standardu.
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 bc/ Mezi vlnovymi de lkami 250 az 400 nm stoupanı, vrchol  i klesanı krivky absorbance pıku
extraktu zkousene ho  vzorku nesmı byt rozdılne  od ostatnıch v te to casti  spektra v rozsahu 10
az 100 % relativnı absorbance.

 Tohoto krite ria je dosazeno, kdyz jsou maxima stejna   a kdyz ve vsech bodech odchylka
neprevysuje o 15 %  absorbance spektra na vrcholu pıku.

 Jestlize jednoho z týchto krite riı nenı dosazeno vysledek stanovenı nemu ze byt zcela
pru kazny.

9.   Poznamky

9.1   Metoda ES uvadı mez stanovitelnosti 5 mg/kg (5 ppm)

9.2   Methylalkohol je nebezpecnou horlavinou I. trıdy a zvlasÚ   nebezpecnym jedem. Proto
pri jake koli manipulaci s nım az  do jeho ±plne  asanace je nutno zachovavat bezpecnostnı
pravidla.

9.3   Robenidin je citlivy na dennı svýtlo, proto je treba nevystavovat zadny roztok jej
obsahujıcı prımemu dennımu  za renı.

9.4   Pro ±cely te to metody by jako krmivo bez obsahu robenidinu  mýlo byt podobne ho typu
jako zkouseny vzorek a nemýlo by  obsahovat detekovatelne  mnozstvı robenidinu.

9.5   Metoda ES uvadı jestý detektor s diodovym polem

9.6   Metoda ES uvadı materia l trubice jantarove  sklo

9.7   Metoda ES uvadı vlnovou de lku 347 nm

9.8   Z du vodu reprezentativnosti vzorku se nedoporucuje navazovat  me ný nez 1 g. Extrakt je
nutno vhodný naredit methylalkoholem tak, aby 1 ml zasobnıho roztoku zkousene ho vzorku
obsahoval teoreticky 5 Žg robenidinu.

9.9   Prevzato z metody ES

9.10   Je-li soucastı prıslusenstvı prıstroje HPLC vypoctova   technika s integracnım software s
programem pro prıme   vypocty vypocıtava  se obsah pomocı tohoto prımo.

9.11   Metoda ES uvadı pro obsahy nad 15 mg/kg 10 % relat. zkousene ho vzorku obsahoval
teoreticky 5 Žg robenidinu v 1 ml.

9.12   Vyluhy zkousene ho vzorku a kalibracnı roztoky standardu se  pripravujı týsný pred
vlastnım stanovenım.
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2.12 Stanovenı sulfaquinoxalinu

Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no. L 032,
05/02/75.

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı sulfaquinoxalinu v premixech a krmnych
smýsıch. Mez stanovitelnosti je 20 mg/kg.

 Stanovenı rusı ostatnı sulfonamidy a kyselina arsanilova  (C6H8AsNO3).

 Pro ±cely te to metody se pouzıva  tato definice: Sulfaquinoxalin je po chemicke  strance (4-
amino-N-2-quinoxalinyl-benzensulfonamid).

2.   Princip
 Sulphoquinoxalin se stanovı po extrakci vzorku dimethyformamidem s chloroformem a po
jeho alkalicke  hydrolyze diazotaci a kopulaci n-2-aminoethyl-1-naftylaminem,
spektrofotometricky pri vlnove  de lce 545 nm.

3.   Chemikalie

3.1   N,N-dimethylformamid

3.2   Chloroform

3.3   Ethylalkohol (poznamka 8.1)

3.4   Alkalicke  hydrolyzacnı cinidlo

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 500 ml se odvazı 10 g hydroxidu sodne ho a 25 g
 chloridu sodne ho, rozpustı ve vodý,  doplnı toute z po rysku a promıcha .

3.5   Kyselina chlorovodıkova , koncentrovana  (h = 1,17 g/ml)

3.6   Dusitan sodny, roztok 1 g/l (pripravuje se vzdy cerstvy)

3.7   Sulfama t amonny, roztok 5 g/l (pripravuje se vzdy cerstvy)

3.8   N-2-aminoethyl-1-naphtylamin dihydrochlorid, roztok 1 g/l  (da le jen ANC)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı 100 mg ANC,  rozpustı v 1 % roztoku
 kyseliny chlorovodıkove , doplnı  toute z po rysku a promıcha . Pripravuje se vzdy cerstvy.

3.9   Sulfaquinoxalin, standardnı substance

3.10   Sulfaquinoxalin, standardnı roztok

Prıprava: Do odmýrne  banky na 500 ml se odvazı 250 mg  standardnı substance
sulphoquinoxalinu (3.9) s presnostı  nejme ný na 0,1 mg, rozpustı se v 50 ml roztoku
hydroxidu  sodne ho ( 25 ml 0,1 mol/l roztoku hydroxidu sodne ho +  25 ml vody ),
doplnı vodou po rysku a promıcha .
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Do odmýrne  banky na 100 ml se odpipetuje 5 ml tohoto  roztoku, doplnı vodou po rysku
a promıcha .

1 ml tohoto zredýnýjsıho standardnıho roztoku obsahuje  25 Žg sulfaquinoxalinu.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Banka kuzelova  se zabrousenou za tkou, objemu 250 ml

4.2   Trepacka laboratornı

4.3   Kelımek filtracnı sklenýny S3

4.4   Na levka dýlıcı na 250 ml

4.5   Zarızenı pro filtraci za snızene ho tlaku

4.6   Zkumavky 150 mm x 25 mm

4.7   Lazen vodnı s termostatem

4.8   Spektrofotometr vhodne  konstrukce s kyvetami o opticke   de lce 20 mm

5.   Postup

5.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

5.1.1    Do sady odmýrnych banýk na 100 ml se diferencovaný odpipetuje presný 2 , 4 , 6 , 8 a
10 ml zredýnýjsıho standardnıho roztoku sulfaquinoxalinu (3.10), do kazde  z banýk se
pripipetuje 8 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.5), doplnı vodou po rysku a promıcha . Tyto
roztoky obsahujı 50, 100, 150, 200 a 250 Žg sulfaquinoxalinu ve 100 ml. Z týchto roztoku
standardu se odpipetuje po 10 ml do zkumavek (4.6), prida  se po 1 ml ANC a obsah
zkumavek se promıcha . Tyto kalibracnı roztoky obsahujı 5, 10, 15, 20 a 25 Žg
sulfaquinoxalinu.

5.1.2   Absorbance kazde ho roztoku se mýrı na spektrofotometru (4.8) v kyvetach opticke
de lky 20 mm pri vlnove  de lce 545 nm proti vodý jako slepemu roztoku.

5.1.3   Z namýrenych hodnot absorbancı a jim odpovıdajıcıch koncentracı se sestrojı
kalibracnı graf.

5.2   Vlastnı provedenı

 Do kuzelove  banky 250 ml (4.1) se odvazı s presnostı nejme ný na 0,001 g takove  mnozstvı
zkusebnıho vzorku, aby obsahovalo mezi 0,25 az 1,25 mg sulfaquinoxalinu. K navazce
vzorku se prida   20 ml N,N-dimethylformamidu (3.1), promıcha  se banka se vlozı na vroucı
vodnı lazen (4.7) na dobu 20 minut a po ochlazenı proudem studene  vody se prida  60 ml
chloroformu (3.2). Banka se zaza tkuje, vlozı se na trepacku (4.2) a vytrepava  po dobu
30 minut. Pak se obsah banky zfiltruje pres filtracnı kelımek (4.3) pod mırný snızenym tlakem
(4.5), banka se vyplachne a filtr promyje 4 x 5 ml chloroformu (3.2). Filtra t se kvantitativný
prevede do dýlıcı na levky (4.4) a filtr se jestý promyje do te to dýlıcı na levky 50 ml
chloroformu (3.2). Zbytek na filtru se da le nepouzije.
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 Do dýlıcı na levky (4.4) s extraktem vzorku se prida  50 ml alkalicke ho hydrolyzacnıho cinidla
(3.4) a 5 ml ethylalkoholu (3.3), du kladný se promıcha  tak, aby se zabranilo vzniku emulze a
to bu°  pomalym prevracenım dýlıcı na levky asi 20 x, nebo mırnym krouzenım podle pode lne
osy. Po oddýlenı vrstev, coz trva  obvykle asi 15 minut, se odpustı spodnı vrstva do jine  dýlıcı
na levky a hornı vodna  vrstva se prevede do odmýrne  banky na 250 ml. Spodnı chloroformova
vrstva se reextrahuje trikra t vzdy 50 ml alkalicke ho hydrolyzacnıho cinidla (3.4), pricemz
kazda  z vodnıch vrstev se pridava  do te ze odmýrne  banky (viz vyse). Tato odmýrna  banka se
pak doplnı vodou po rysku a promıcha . Z tohoto roztoku se odpipetuje 25 ml do odmýrne
banky na 50 ml, prida  se presný 5 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.5), doplnı vodou po rysku a
promıcha . Pokud je treba, filtruje se suchym stredný hustym filtrem do suche  kadinky,
pricemz prvnıch 15 ml filtra tu se nezachycuje.

 Po 10 ml roztoku (filtra tu) se prevede do dvou zkumavek (4.6) a do kazde  ze zkumavek se
prida  po presný 2 ml roztoku dusitanu sodne ho (3.6), promıcha , po 3 minutach stanı jestý
presný po 2 ml roztoku sulfama tu amonne ho (3.7) a opýt promıcha . Do prvnı ze zkumavek se
prida  pipetou presný 1 ml roztoku ANC (3.8), do druhe  presný 1 ml vody a obsahy zkumavek
se opýt du kladný promıchajı.

 Kazda  ze zkumavek se uzavre pryzovou za tkou, opatrenou otvorem s trubickou pro odvod
plynu, nebo podobnym zarızenım, a pomocı mırný snızene ho tlaku (4.5) se odsaje rozpustýny
dusık.

 Da le se postupuje podle 5.1.2.

 Z rozdılu hodnot absorbancı roztoku  s roztokem ANC a bez nýj se zjistı mnozstvı
sulfaquinoxalinu z kalibracnıho grafu.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah sulfaquinoxalinu v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X C
m

=
50.

kde    C    je     mnozstvı sulfaquinoxalinu zjistýne  z kalibracnıho grafu v mg

m            navazka zkusebnıho vzorku v g

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  mg/kg.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri teoretickem obsahu sulfaquinoxalinu:     20 az 100 mg/kg 10 mg/kg

100 az 5 000 mg/kg 10 % relat.

5 000 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 horlavinou I.trıdy a proto pri  jake koli manipulaci s nım je
nutne  dodrzovat bezpecnostnı  pravidla.
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2.13   Stanovenı obsahu meticlorpindolu

1.   U cel a rozsah
 Jsou zde uvedeny tri metody stanovenı, spektrofotometricka  pro premixy, metoda
vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie pro premixy a jejı modifikace pro krmne  smýsi.

 Tyto metody specifikujı podmınky pro stanovenı meticlorpindolu v premixech a krmnych
smýsıch.

 Pro ±cely týchto metod se pouzıva  nasledujıcı definice:

Meticlorpindol (clopidol, coyden) je chemicke  antikokcidikum o slozenı 2,6-di-methyl-3,5-
dichlorhydroxypyridin (nebo 3,5-dichlor-2,6-dimethyl-4-pyridinol), suma rnıho vzorce
C7H7Cl2NO.

2.   Princip
 Meticlorpindol se stanovı po extrakci vzorku ethylalkoholem, za prıtomnosti antioxidantu
predextrakcı n-hexanem, spektrofotometricky porovnanım se standardem nebo

 po extrakci vzorku smýsı methylalkoholu a hydroxidu amonne ho metodou vysoko±cinne
kapalinove  chromatografie.

3.   Chemikalie

3.1   Spektrofotometricka  metoda

3.1.1   Ethylalkohol cisty 96%, zvlasÚ  denaturovany 1 % hexanu  (poznamka 8.1)

3.1.2   n-Hexan (poznamka 8.1)

3.1.3   Meticlorpindol, standardnı substance nebo premix Lerbec o zname   ±cinnosti resp.
   koncentraci meticlorpindolu

3.1.4   Meticlorpindol, zakladnı standardnı roztok

  Prıprava: Do odmýrne  banky na 200 ml se odvazı 30 mg  standardnı substance
  meticlorpindolu o 100 % ±cinnosti (3.1.3)  s presnostı 0,1 mg nebo prepoctene
 mnozstvı  substance  o nizsı ±cinnosti, rozpustı se ve 150 ml ethylalkoholu  (3.1.1),
 doplnı jım po  rysku a promıcha .

 1 ml tohoto zakladnıho standardnıho roztoku obsahuje  0,15 mg meticlorpindolu.

3.1.5   Meticlorpindol, pracovnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 50 ml se odpipetuje 25,0 ml  zakladnıho standardnıho
 roztoku meticlorpindolu (3.1.4), doplnı  ethylalkoholem (3.1.1) po rysku a promıcha .

 1 ml tohoto pracovnıho roztoku obsahuje 75 Žg meticlorpindolu.

3.2   Metoda vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie (HPLC)
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3.2.1   Methylalkohol (poznamka 8.1)

3.2.2   Methylalkohol, cistoty pro HPLC (da le jen HPLC)  (poznamka 8.1)

3.2.3   Dihydrogenfosforecnan draselny KH2PO4, pevny

3.2.4   Dihydrogenfosforecnan sodny NaH2PO4, pevny

3.2.5   Meticlorpindol, standardnı substance o 100 % ±cinnosti

3.2.6   Meticlorpindol, zakladnı standardnı roztok

  Prıprava: Do odmýrne  banky na 200 ml se odvazı 50 mg  standardnı substance  
meticlorpindolu (3.2.5) s presnostı 0,1  mg, rozpustı v methylalkoholu (3.2.1), doplnı   jım
po  rysku a promıcha .

 1 ml tohoto zakladnıho standardnıho roztoku obsahuje  250 Žg meticlorpindolu.

3.2.7   Meticlorpindol, pracovnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odpipetuje 10 ml  zakladnıho standardnıho
 roztoku meticlorpindolu (3.2.6), doplnı  se methylalkoholem (3.2.1) po rysku a

promıcha .

 1 ml tohoto pracovnıho standardnıho roztoku obsahuje  25 Žg meticlorpindolu.

3.2.8   Tlumivy roztok o pH = 6,75

  Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odvazı 0,91 g  dihydrogenfosforecnanu
  draselne ho (3.2.3) a 0,95 g  dihydrogenfosforecnanu sodne ho (3.2.4), rozpustı asi ve
  100 ml vody, doplnı vodou po rysku a promıcha .

3.2.8   Mobilnı faze

 Prıprava: Smıcha  se 2,5 dılu  methylalkoholu (HPLC) (3.2.2)  se 7,5 dıly tlumive ho
 roztoku (3.2.8) a promıcha .

3.2.9   Amoniak (NH3), koncentrovany (h=0,91 g/ml)

3.2.10   Amoniaka lnı methylalkohol, roztok

   Prıprava: Smıcha  se 5 ml amoniaku (3.2.9) a 95 ml methylalkoholu (3.2.1)

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Spektrofotometricka  metoda

4.1.1   Spektrofotometr registracnı s prıslusenstvım pro mýrenı  v UV oblasti spektra a
   s kremennymi kyvetami opticke   de lky 10 mm

4.1.2   Trepacka ultrazvukova

4.2   Metoda vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie

4.2.1   Chromatograf kapalinovy chromatograf s prıslusenstvım  (cerpadlo, kolona - reverznı
 faze C 18, 250 x 4, 5 az 10 Žm,  injektaznı davkovacı zarızenı Rheodyne, UV
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detektor) popr .  datastanice s integracnım softwarem, tiska rna nebo jine   registracnı
zarızenı.

4.2.2   Lazen ultrazvukova

4.2.3   Odstredivka laboratornı s prıslusenstvım

5.   Postup (poznamka 8.5)

5.1   Premixy

5.1.1   Metoda spektrofotometricka  (poznamka 8.3)

 Do kuzelove  banky na 500 ml, se zabrusem se odvazı asi 1,5 g vzorku s presnostı nejme ný na
0,001 g. Za prıtomnosti antioxidantu ve zkousenem vzorku se provede odextrahovanı
kurasanu n-hexanem (3.1.2) a to dekantacı vzorku s 50 ml.

 Ke vzorku se prida  200 ml ethylalkoholu (3.1.1), banka se zaza tkuje, vlozı na ultrazvukovou
trepacku (4.1.2) a vytrepava  po dobu 10 minut (poznamka 8.4). Obsah banky se zfiltruje
stredný hustym filtrem do odmýrne  banky na 250 ml, filtr promyje ethylalkoholem (3.1.1)
vcetný vyplachu pu vodnı banky, doplnı jım po rysku a promıcha . Z tohoto roztoku se
odpipetuje 5 ml do odmýrne  banky na 50 ml, doplnı ethylalkoholem (3.1.1) po rysku a
promıcha .

 Mýrı se na registracnım spektrofotometru (4.1.1) od vlnove  de lky 230 do 330 nm v 10 mm
kyvetach proti ethylalkoholu (3.1.1) a zaznam se vyhodnotı zpu sobem uvedenym v 6.1.
Maximum absorbce by mýlo byt pri vlnove  de lce 270 nm.

 Stejnym zpu sobem a za naprosto shodnych podmınek se mýrı pracovnı standardnı roztok
meticlorpindolu (3.1.5).

5.1.2   Metoda vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie (HPLC)

5.1.2.1   Kalibrace

 Do kolony HPLC chromatografu (4.2.1) se nastrikuje postupný pracovnı (kalibracnı)
standardnı roztok (3.2.6) i roztok zkousene ho vzorku po ekvilibraci kolony vzdy dvakra t,
pricemz odezvy po sobý jdoucıch prıslusnych nastriku  musı byt v toleranci nejme ný 2 %. Bazı
odezvy je plocha prıslusne ho pıku.

 Pracovnı podmınky:  teplota kolony teplota okolnı atmosfe ry

 pru tok mobilnı faze 1 ml/min

 detekce vlnova  de lka 265 nm UV spektra

 injektovany objem 20 Žl

 retencnı cas (pro popsanou kolonu) asi 4,5 min

 Zkouseny vzorek i pracovnı (kalibracnı) standard musı byt zkouseny za naprosto shodnych
podmınek.

5.1.2.2   Vlastnı provedenı
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 Do kuzelove  banky na 250 ml se odvazı takove  mnozstvı vzorku s presnostı nejme ný na
0,001 g, aby mnozstvı meticlorpindolu, podle predpokladane ho obsahu ve zkousenem vzorku
(teorie), bylo asi 2500 Žg. Prida  se presný 100 ml amoniaka lnıho roztoku methylalkoholu
(3.2.10) a extrahuje se na ultrazvukove  lazni (4.2.2) po dobu 30 minut, pricemz je nutno
obsah býhem extrakce nýkolikra t rucný rozmıchat (poznamka 8.4). Banka se odstavı a
ponecha  v klidu, aby pevna  cast vzorku sedimentovala nebo se sedimentace urychlı
odstredýnım (4.2.3). Z cire ho supernatantu zkousene ho vzorku se odpipetuje 10 ml do
odparovacı banky a pri 40 °C se odparı do sucha. Odparek se rozpustı v 10 ml mobilnı faze.
Zıskany roztok se pouzije prımo k nastriku do chromatograficke  kolony.

 Pracovnı (teoreticka ) koncentrace tohoto roztoku zkousene ho vzorku je asi 25 Žg
meticlorpindolu v 1 ml.

 Da le se postupuje podle 5.1.2.1. Koncentrace meticlorpindolu v roztoku zkousene ho vzorku
se zjistı porovnanım prıslusne  odezvy roztoku zkousene ho vzorku s odezvou pracovnıho
standardnıho roztoku meticlorpindolu (3.2.7) (poznamka 8.2).

5.2   Krmne  smýsi (metoda vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie  HPLC)

5.2.1   Kalibrace

 Postupuje se zcela shodný, jak je uvedeno v 5.1.2.1.

5.2.2   Vlastnı provedenı

 Postupuje se shodný, jak je uvedeno v 5.1.2.2.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1   Metoda spektrofotometricka

 Obsah meticlorpindolu v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X A C
A m

K

S

=
1000. .

.

kde   m   je   hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

C        koncentrace meticlorpindolu v 50 ml kalibracnıho roztoku  standardu, s ohledem
  na  ±cinnost standardnı substance  meticlorpindolu v mg

 AS     korigovana  hodnota absorbance roztoku pracovnıho  standardu

 AK     korigovana  hodnota absorbance roztoku zkousene ho  vzorku

 Korigovane  hodnoty absorbancı zkousene ho vzorku i standardu se vypocıtajı ze
spektrofotometricke ho zaznamu graficky: Body, urcene  minima lnımi absorbancemi pred a po
absorbanci maxima se spojı prımkou a od bodu, kde tato prımka protne kolmici spustýnou
z bodu maxima absorbance, se mýrı k bodu absorbance maxima korigovana  hodnota
absorbance.

6.2   Metoda HPLC
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 Obsah meticlorpindolu v mg/kg (Y) se vypocıta  podle vzorce (poznamka 8.2):

Y C F
m

=
.

kde    C    je    koncentrace meticlorpindolu ve zkousenem vzorku, zjistýna   porovnanım
  odezvy zkousene ho vzorku a pracovnıho  (kalibracnıho) standardnıho roztoku
  v Žg/ml

F            faktor redýnı

m           hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost

7.1   Premixy

7.1.1   Metoda spektrofotometricka

 Nebyla dosud stanovena.

7.1.2   Metoda HPLC

 Nebyla dosud stanovena.

7.2   Krmne  smýsi (metoda HPLC)

 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Ethylalkohol, methylalkohol a n-hexan jsou nebezpecnymi  horlavinami I. trıdy,
methylalkohol je vedle toho i zvlasÚ   nebezpecnym jedem, proto je nutno pri jake koli
manipulaci  s nimi az do ±plne  asanace zachovavat bezpecnostnı pravidla.

8.2   Je-li soucastı chromatograficke  sestavy (prıslusenstvı) integracnı a vypoctove  software,
vypocıtavajı se hledane  koncentrace a obsah prımo zpracovanım namýrenych souboru .

8.3   Spektrofotometricka  metoda stanovenı meticlorpindolu nenı  pouzitelna , pokud je
soucasný ve vzorku prıtomen  metylbenzocha t, protoze vysledek analyzy je vyssı cca o 5%.

8.4   Pri extrakci vzorku nelze pouzıvat mechanickou trepacku,  protoze vzhledem k nızke
rozpustnosti meticlorpindolu v ethylalkoholu nenı tımto zpu sobem extrakce ±cinna  a snizuje
vysledek analyzy minima lný o 10%.

8.4 Vyluhy zkousene ho vzorku a kalibracnı roztoky standardu se  pripravujı týsný pred
vlastnım stanovenım.
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2.14   Stanovenı meticlorpindolu

Tato metoda je preklad z LUFA c.14.5.1 resp. 14.5.2.

1. U cel a rozsah
 Pro stanovenı meticlorpindolu jsou uvedeny dvý metody a to pro stanovenı v premixech a
krmnych smýsıch. Tyto metody specifikujı podmınky pro stanovenı meticlorpindolu (3, 5-
dichlor-2, 6-dimethyl-4-pyridinol) v premixech a krmivech. Mez stanovitelnosti pro krmne
smýsi je 30 mg/kg.

2.   Princip
 Meticlorpindol se stanovı:

  a) v premixech po extrakci vzorku zredýnym hydroxidem sodnym, odfiltrovanı a zredýnı
alikvotnıho podılu kyselinou octovou spektrofotometricky pri vlnovych de lkach 267, 297 a
327 nm.

 b) v krmnych smýsıch po extrakci smýsı methylalkohol-chloroform-amoniak, odparenı
extraktu a rozpustýnı chloroformem a precistýnı na sloupci oxidu hlinite ho i nasledný na
sloupci iontomýnice, spektrofotometricky pri vlnovych de lkach 267, 297 a 327 nm s ohledem
na korekci pozadı.

3.   Chemikalie

3.1   Obecný

3.1.1   Meticlorpindol, standardnı substance (fa Chemical Company  Nederland, NV.,
  Terneuzen, Niederlande)

3.1.2   Hydroxid sodny, roztok 20 g/l

3.1.3   Kyselina octova , priblizný 40 % (h = 1,05 g/ml)

3.2   Pro krmne  smýsi navıc

3.2.1   Oxid hlinity, neutra lnı (stupen aktivity II)

  Prıprava: 60 g oxidu hlinite ho, stupný aktivity I, se  smısı s 1,8 g vody a silný
  protrepava  po dobu 20 minut.  Uchovava  se v uzavrene  nadobý a ve tmý.

3.2.2   Methylalkohol (poznamka 8.1)

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)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odpipetuje  800 ml methylalkoholu (3.2.2),
 doplnı po rysku vodou  a promıcha .
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3.2.6   Extrakcnı smýs methylalkohol-chloroform-amoniak

 Prıprava: 50 ml methylalkoholu (3.2.2) se smısı s 50 ml  chloroformu (3.2.3) a 30 ml
  roztoku amoniaku (3.2.4).  Pripravuje se vzdy cerstvy.

3.2.7   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 6 mol/l

3.2.8   Octan sodny, trihydra t (CH3CO2Na .3 H2O), roztok 100 g/l

3.2.9   Iontomýnic DOWEX, typ anex-Cl, 100 az 200 mesh, nejcistsı  (napr . fa Serva,
   Feinbiochemica Heidelberg)

 Prıprava: (z predpisu fy DOW Chemical Company - prevedenı  do aceta tove  formy). Ve
 3 000 ml kadince se zahrıva  350  g ionexu s 1 000 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove
 (3.2.7) po dobu 2 az 3 hodin na vroucı vodnı lazni  (4.2.4), potom se zfiltruje

B¨chnerovou na levkou 4.2.5)  a promyva  do negativnı reakce na chloridy (dusicnan
strıbrny - 3.2.10). Potom se ionexem naplnı sklenýna   trubice (4.2.8) a sloupec se promyva
roztokem octanu  sodne ho (3.2.8) tak dlouho az odte kajıcı kapalina nedava  reakci na
chloridy (dusicnan strıbrny - 3.2.10), prıpadný  jen slaby zakal. Pak se odsaje,  promyje asi
3 l vody,  prevede opýt do 3 000 ml kadinky a zahrıva  na vroucı  vodnı  lazni (4.2.4) po
dobu 3 hodin s 1 000 ml kyseliny  octove  (3.1.3). Opýt se zfiltruje, jak  vyse uvedeno,  a
promyva  do negativnı reakce na chloridy (dusicnan  strıbrny - 3.2.10).

 Uchovava  se pod vodou.

3.2.10   Dusicnan strıbrny, roztok 10 g/l

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Obecný

4.1.1   Spektrofotometr vhodne  konstrukce s prıslusenstvım  (kremenna  kyveta o opticke  
  de lce 10 mm)

4.2   Pro krmne  smýsi navıc

4.2.1   Trubice chromatograficka , sklenýna , dlouha  300 mm  (pocıtano bez zasobnıku), vnitrnı
  pru mýr 20 mm, na hornım  konci opatrena  zasobnıkem o obsahu 250 ml, na spodnım
  konci opatrena  4 mm kohoutem.

4.2.2   Trubice chromatograficka , sklenýna , dlouha  100 mm (pocıtano bez zasobnıku), vnitrnı
  pru mýr 13 mm, na hornım  konci opatrena  zasobnıkem o obsahu 125 ml, na spodnım
  konci opatrena  2 mm kohoutem nad nımz je frita S2.

4.2.3   Trepacka

4.2.4   Lazen vodnı

4.2.5   Na levka B¨chnerova

4.2.6   Odstredivka vhodne  konstrukce

4.2.7   Vata skelna

4.2.8   Trubice sklenýna , dlouha  50 mm, zakoncena  fritou S0
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5.   Postup (poznamka 8.3)

5.1   Premixy

5.1.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

 Do odmýrne  banky na 500 ml se navazı 125 mg standardnı substance meticlorpindolu (3.1.1)
s presnostı nejme ný 0,001 g, rozpustı se v 25 ml roztoku hydroxidu sodne ho (3.1.2), doplnı
vodou po rysku a promıcha .

 Do sady odmýrnych banýk na 250 ml se odpipetuje diferencovaný 1 az 15 ml tohoto roztoku,
doplnı po rysku kyselinou octovou (3.1.3) a promıcha . Tyto kalibracnı roztoky obsahujı 1 az
15 Žg meticlorpindolu v 1 ml.

 Absorbance pripravenych roztoku  se mýrı na spektrofotometru (4.1.1) v 10 mm kremennych
kyvetach pri vlnove  de lce 267 nm proti kyseliný octove  (3.1.3).

 Z namýrenych hodnot absorbancı a jim odpovıdajıcıch koncentracı se sestrojı kalibracnı graf.

5.1.2   Vlastnı provedenı

 Do odmýrne  banky na 1 000 ml (V1) se odvazı asi 1 g zkusebnıho vzorku s presnostı nejme ný
na 0,001 g, prida  se 50 ml roztoku hydroxidu sodne ho (3.1.2) a ponecha  se 10 minut sta t
s obcasnym promıchanım. Potom se doplnı vodou po rysku a promıcha . Filtruje se stredný
hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje. Do odmýrne
banky na 250 ml (V3) se odpipetuje 10 ml filtra tu (V2), doplnı kyselinou octovou (3.1.3) po
rysku a promıcha .

 Mýrı se absorbance na spektrofotometru (4.1.1) v 10 mm kremennych kyvetach pri vlnovych
de lkach 267, 297 a 327 nm proti kyseliný octove  (3.1.3). Absorbance tohoto vzorku namýrena
pri 267 nm se koriguje (poznamka 8.2) na pozadı podle vzorce:

A A A Akor = + −267 327 2972
a koncentrace meticlorpindolu se zjistı z kalibracnıho grafu.

5.2   Krmne  smýsi

5.2.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

 Provede se podle 5.1.1.

5.2.2   Vlastnı provedenı

 Do kuzelove  banky se zabrusem, obsahu asi 250 ml se odvazı asi 10 g zkusebnıho vzorku
s presnostı nejme ný na 0,01 g, rozpustı se v presný 100,0 ml extrakcnı smýsi (V1) (3.2.6),
banka se zaza tkuje a obsah se vytrepava  po dobu 20 minut. Potom se bu°  necha  20 minut
usta t, nebo se odstredı (4.2.6) pri 4 000 ot/min. Do kadinky vhodne ho obsahu se odpipetuje
50 ml cire ho roztoku nebo supernatantu (V2) a odparı na vroucı vodnı lazni (4.2.4) asi  na
5 ml, prida  se 15 ml methylalkoholu (3.2.2), zahreje kra tce k varu a smıcha  se 150 ml
chloroformu (3.2.3) (roztok 1).

 Da le se pripravı sloupec oxidu hlinite ho. Na dno chromatograficke  trubice (4.2.1) se vlozı
smotek skelne  vaty (4.2.7), trubice se umıstı ve vertika lnı poloze a naplnı 60 g oxidu hlinite ho
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stupný aktivity II (3.2.1). Na oxid hlinity se vlozı opýt smotek skelne  vaty (4.2.7) do vyse asi
3 cm a sloupec se prolije 100 ml chloroformu (3.2.3). Protekly chloroform se da le ke
stanovenı nepouzije.

 Na pripraveny sloupec oxidu hlinite ho se prevede kvantitativný roztok 1, necha  se zte ci az
jeho hladina dosahne po okraj vrchnıho smotku skelne  vaty. Kadinka od roztoku 1 se
vyplachne 50 ml chloroformu (3.2.3) a vyplach se prevede rovnýz na sloupec. Tato operace se
opakuje jestý 2 x vzdy s 50 ml chloroformu (3.2.3) a vyplach po vytoku ze sloupce se pro
stanovenı da le nepouzije. Da le se stejna  kadinka vyplachne jestý 110 ml methylalkoholu
(3.2.5) a opýt prevede na sloupec oxidu hlinite ho. Prvnıch 30 ml protekle ho mnozstvı se da le
nepouzije a dalsıch 70 az 80 ml, ktere  obsahujı meticlorpindol se jıma  do kadinky. Poslednı
zbytky methylalkoholicke ho extraktu se vytlacı ze sloupce stlacenym vzduchem do te ze
kadinky (roztok 2).

 Da le se pripravı ionexovy sloupec. Do chromatograficke  trubice (4.2.2), umıstýne  ve
vertika lnı poloze se prevede tolik iontomýnice DOWEXu (3.2.9), az je trubice naplnýna do
vysky 6 cm. Pak se na ionex vlozı smotek skelne  vaty (4.2.7) a sloupec se promyje nejprve
50 ml kyseliny octove  (3.1.3) potom 3 x vzdy po 35 ml methylalkoholu (3.2.5).

 Na takto pripraveny sloupec se prevede roztok 2 a necha  se zte ci az k hornı hladiný 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 vyte kajıcı ze sloupce se da le nepouzije. Meticlorpindol se
eluuje nejprve 50 ml a potom 48 ml kyseliny octove  (3.1.3), elua t se jıma  v odmýrne  bance
(V3) (pro obsahy meticlorpindolu do 150 mg/kg na 100 ml, pro vyssı obsahy na 200 ml)
doplnı kyselinou octovou (3.1.3) po rysku a promıcha . Mýrı se na spektrofotometru (4.1.1)
v kremennych kyvetach pri vlnovych de lkach 265, 297 a 327 nm proti kyseliný octove  (3.1.3).
Namýrena  hodnota absorbance se koriguje na pozadı nasledovný: Hodnoty absorbance
roztoku zkousene ho vzorku pri vlnovych de lkach 297 a 327 nm se vynesou do systemu
souradnic (dılky stupnice proti vlnove  de lce) a zıskane  body se spojı prımkou ktera  se
prodlouzı az k hodnotý vlnove  de lky 267 nm a u prıslusne ho dılku stupnice se zjistı jejı
hodnota. Hodnota absorbance roztoku zkousene ho vzorku pri vlnove  de lce 265 nm se vynese
do te hoz systemu souradnic grafu. Rozdıl v dılcıch stupnice te to hodnoty a zjistýne
z prodlouzene  prımky odpovıda  hodnotý pozadı. Tato hodnota se zjistı z kalibracnıho grafu a
odpovıdajıcı hodnota koncentrace se odecıta  z pu vodný zjistýne  (korigovana  hodnota).

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1   Premixy

 Obsah meticlorpindolu v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X C V V
mV

=
. .
.
1 3

2

kde  C  je  koncentrace meticlorpindolu v Žg zjistýna   podle korigovane  absorbance 
 kalibracnıho  grafu

 V1     objem odmýrne  banky k prıpravý vyluhu v ml
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 V2     pipetovany objem filtra tu v ml

 V3     konecny objem roztoku zkusebnıho vzorku v ml

 m      hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

6.2   Krmne  smýsi

 Obsah meticlorpindolu v mg/kg (Y) se vypocıta  podle vzorce:

Y C V V
mV

=
. .

.
1 3

2

      kde    C   je   koncentrace meticlorpindolu v Žg zjistýne  podle  korigovane  absorbance
 (odecet pozadı) z kalibracnıho grafu

  V1       objem extrakcnı smýsi

  V2       pipetovany objem filtra tu

  V3       objem odmýrne  banky v ml, do ktere  byl jıman  elua t

    m        hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  mg/kg.

7.   Opakovatelnost

7.1   Pro premixy

 Nebyla dosud stanovena.

7.2   Pro krmne  smýsi

 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri teoretickem 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.trıdy a zvlasÚ   nebezpecnym jedem, proto pri
jake koli manipulaci s nım je  nezbytne  zachovavat bezpecnostnı pravidla.

8.2   Hodnoty absorbance pro vehikulum (balastnı la tky) premixu   jsou velmi nepatrne  a majı
linea rnı zavislost na vlnovych  de lkach 267 a 327 nm. Meticlorpindol ma  silnou absorbanci
pri vlnove  de lce 267 nm, zatımco pri 297 a 327 nm prakticky  nulovou. Namýrene  absorbance
pri 267 nm mohou byt korigovany s ohledem na absorbanci vehikula pri stejne  vlnove  de lce
(267 nm) podle uvedene  rovnice.
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8.3   Vyluhy zkousene ho vzorku a kalibracnı roztoky standardu se  pripravujı týsný pred
vlastnım stanovenım.
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2.15   Stanovenı obsahu kurasanu

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı kurasanu v premixech.

2.   Princip
 Kurasan se stanovı po predextrakci ethylalkoholem a extrakcı hexanem z chloridove ho
vyluhu, spektrofotometricky v UV oblasti pri vlnove  de lce 361 nm.

3.   Chemikalie

3.1   n-Hexan, spektra lný cisty (poznamka 8.1)

3.2   Hydroxid sodny, roztok c(NaOH)= 2 mol/l

3.3   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 1 mol/l

3.4   Sıran sodny, bezvody (vyzıhany)

3.5   Ethylalkohol 96% (poznamka 8.1)

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Spektrofotometr pro mýrenı v UV oblasti spektra

5.   Postup (poznamka 8.2)

5.1   Do kuzelove  banky na 100 ml se zabrusem se odvazı asi 2 g zkusebnıho vzorku
s presnostı nejme ný na 0,001 g a prida  se 10 ml ethylalkoholu (3.5). Banka se uzavre za tkou a
vytrepava . Po usazenı se ethylalkohol odlije, prida  se znovu 10 ml ethylalkoholu (3.5) a opýt
vytrepava . Toto se provede jestý 2kra t, vzdy po vytrepanı a usazenı vzorku se ethylalkohol
odlije a da le se nepouzije. Ke vzorku v bance se prida  20 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove
(3.3) a po zaza tkovanı banky se vytrepava  a vyluh se filtruje suchym stredný hustym filtrem
do odmýrne  banky na 100 ml. Extrakce vzorku 20 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.3)
se provede jestý 2kra t vyluh se po usazenı pevne ho podılu vzdy slije pres filtr do stejne
100 ml odmýrne  banky. Tato se doplnı roztokem kyseliny chlorovodıkove  (3.3) po rysku a
promıcha . Z tohoto zasobnıho roztoku se odpipetuje 10 ml do dýlıcı na levky na 100 ml,
pridajı 4 ml roztoku hydroxidu sodne ho (3.2), 10 ml n-hexanu (3.1) a vytrepava . Po oddýlenı
fazı se vodna  faze odpustı do dalsı dýlıcı na levky a hexanova  faze se filtruje pres suchy,
stredný husty filtr, na nýmz je tenka  vrstva sıranu sodne ho (3.4), do odmýrne  banky na 50 ml.
K vodne  fazi se prida  opýt 10 ml n-hexanu (3.1) a znovu vytrepava , po oddýlenı se opýt vodna
vrstva odpustı do pu vodnı dýlıcı na levky, hexanova  vrstva se filtruje do stejne  50 ml odmýrne
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banky. Prıdavek 10 ml n-hexanu (3.1) k vodne  vrstvý, vytrepanı a filtrace hexanove ho
extraktu se provede jestý jednou a spojene  hexanove  extrakty se doplnı v 50 ml odmýrne
bance po rysku n-hexanem (3.1) a promıchajı.

5.2   Absorbance se mýrı na spektrofotometru (4.1) pri vlnove  de lce 361 nm v kyvetach
10 mm oproti cistemu n-hexanu (3.1).

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah kurasanu v mg/g (X) se vypocıta  podle vzorce:

X A
A m

=
106

1

.
.

kde   A   je   absorbance namýrena  pri vlnove  de lce 361 nm

 m         alikvotnı podıl navazky zkusebnıho vzorku v g

 A1       absorpcnı koeficient kurasanu (152,26)

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se na cele  jednotky mg/g.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Ethylalkohol a n-hexan jsou nebezpecnymi horlavinami I.  trıdy, proto pri jake koli
manipulaci je nutne  dodrzovat  bezpecnostı pravidla.

8.2   Vyluhy zkousene ho vzorku a kalibracnı roztoky standardu se  pripravujı týsný pred
vlastnım stanovenım.
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2.16 Stanovenı obsahu salinomycinu

Metoda je uvedena v metodach pro zkousenı stimula toru  ru stu pod cıslem v Prıloze c. 10.
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2.17 Stanovenı obsahu monenzinu

Metoda je uvedena v metodach pro zkousenı stimula toru  ru stu v Prıloze c. 10.
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2.18   Stanovenı obsahu dinitolmidu

Tato metoda je preklad z Official Journal no L 108, 22/04/74

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı dinitolmidu (3, 5-dinitro-o-toluenamid)
v krmivech, premixech a koncentra tech. Stanovenı je ruseno nitrofuranovymi deriva ty. Mez
stanovitelnosti je 40 mg/kg.

2.   Princip
 Dinitolmid se stanovı po extrakci vzorku acetonitrilem, vycistýnı extraktu na sloupci oxidu
hlinite ho, odparenı alikvotnıho podılu do sucha a rozpustýnı odparku v dimethylformamidu.
Po vytvorenı komplexu reakcı s ethylendiaminem se mýrı spektrofotometricky pri vlnove
de lce 560 nm.

3.   Chemikalie

3.1   Acetonitril 85 %

 Prıprava: Pred pouzitım se smıcha  850 ml ciste ho acetonitrilu a 150 ml vody, destiluje se
a jıma  se frakce vroucı  mezi 75 az 77 °C.

3.2   Oxid hlinity pro sloupcovou chromatografii

 Prıprava: Oxid hlinity se zıha  po dobu 2 hod. pri teplotý  750 °C, ochladı v exsika toru a
 uchovava  v nadobce z hnýde ho  skla a se zabrousenou za tkou. Pred pouzitım se ve

vhodne   nadobce z hnýde ho skla zvlhcı tak, ze se smıcha  10 g oxidu  hlinite ho a 7 ml
vody, nadobka se zaza tkuje, zahrıva  po  dobu 5 minut na vroucı vodnı lazni (4.5) za
intensivnıho  trepanı a pak se za sta le ho trepanı necha  vychladnout.  Aktivita oxidu
hlinite ho se zkousı stanovenım zname   koncentrace standardnıho roztoku dinitolmidu
(3.6).  Vytýznost zkousky musı byt 100 ť 2 %.

3.3   N, N-dimethylformamid 95 %

 Prıprava: Smıcha  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), standardnı substance  Bod tanı: 177 °C

 Absorpcnı koeficient v N,N-dimethyl- formamidu pri vlnove   de lce 266 nm = 10,1 .103

3.6   Dinitolmid, standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 200 ml se odvazı 40 mg standardnı substance
 dinitolmidu  (3.5) s presnostı nejme ný na  0,1 mg, rozpustı v acetonitrilu (3.1), doplnı
 tımte z po  rysku a promıcha .
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 Z tohoto roztoku se odpipetuje presný 20,0 ml do odmýrne   banky na 100 ml, doplnı
 acetonitrilem (3.1) po rysku a promıcha .

 1 ml tohoto standardnıho roztoku obsahuje 40 Žg  dinitolmidu.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Spektrofotometr vhodne  konstrukce s prıslusenstvım (kyvety  o opticke  de lce 10 mm)

4.2   Chladic zpýtny, vodnı se zabrusem

4.3   Kelımek filtracnı sklenýny s fritou, pru mýr 60 mm, porosita  S 3
4.4   Zarızenı na filtraci za snızene ho tlaku

4.5   Lazen vodnı s termostatem na 50 °C

5.   Postup
 Do kuzelove  banky se zabrousenou za tkou, obsahu 250 ml, se odvazı pro koncentra ty a
premixy asi 1 g a pro krmiva asi 10 g zhomogenizovane ho zkusebnıho vzorku s presnostı
nejme ný na 0,1 mg, prida  se 65 ml acetonitrilu (3.1), promıcha , nasadı zpýtny chladic (4.2) a
vlozı na vodnı lazen (4.4) 50 °C teplou. Zahrıva  se po dobu 30 minut za sta le ho trepanı,
potom se ochladı pod proudem studene  vody, prida  se 20 g oxidu hlinite ho (3.2), protrepava
se po dobu 3 minut a necha  usta t.

 Roztok s oxidem hlinitym (3.2) se filtruje za snızene ho tlaku tak, ze se nejdrıve slije ciry
roztok, pak se prevede na kelımek i oxid hlinity pomocı nýkolika ml acetonitrilu (3.1) a
kapalina se z kelımku odsaje do pripojene  banky. Po uvolnýnı snızene ho tlaku se suspenduje
filtracnı kolac nýkolika ml acetonitrilu (3.1) a znovu odsaje do te ze banky. Tato operace se
opakuje tolikra t, dokud obsah v bance nedosahne asi 90 ml. Obsahu banky se pomocı
acetonitrilu kvantitativný prevede do odmýrne  banky na 100 ml (V1). Potom se obsah banky
doplnı acetonitrilem (3.1) po rysku a promıcha . Jestlize je treba roztok redit, pak se odpipetuje
potrebny alikvotnı podıl (V3) obsahujıcı, s ohledem na ocekavany obsah dinitolmidu ve
zkousenem vzorku, 5 az 15 mg dinitolmidu v 1 ml a redı se acetonitrilem (3.1) - zasobnı
roztok (V4).

Ze zasobnıho roztoku (V1 nebo V4) se odpipetuje do trı kadinek (a,b,c) po 4 ml (V2). Do jedne
z kadinek (c) se prida  1 ml standardnıho roztoku dinitolmidu (3.6), pak se vsechny tri kadinky
umıstı na vodnı lazen (4.5), ohra tou na 50 °C, tato se umıstı pod dobre tahnoucı odtah a
roztoky se odparı do sucha v proudu suche ho vzduchu. Pak se tyto kadinky ochladı na teplotu
laboratore. Do jedne  kadinky (a) se prida  presný 10,0 ml dimethylformamidu (3.3), do
ostatnıch dvou (b, c) pak presný po 2,0 ml dimethylformamidu (3.3), ponechajı se po nýkolik
minut reagovat, pri mırnem promıchavanı az do ±plne ho rozpustýnı sedliny. Potom se prida
do kadinek (b, c) presný 8,0 ml diaminoethanu (3.4) a obsahy se promıchajı. Presný za
5 minut po pridanı diaminoethanu se mýrı absorbance vsech trı roztoku  na spektrofotometru
(4.1) pri vlnove  de lce 560 nm proti dimethylformamidu (3.3).
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 6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah dinitolmidu v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X A A C V V
A A m V V
b a

c b

=
−
−

( ). . .
.( ). . .

1 4

2 32

kde   Aa   je   absorbance roztoku a (blank)

 Ab             absorbance roztoku b (vzorek)

 Ac            absorbance roztoku c ( s prıdavkem standardu)

 m          hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

 V1            objem zasobnıho roztoku v ml

 V2            pipetovany objem zasobnıho roztoku v ml

 V3            pipetovany objem pro redýnı v ml

 V4           objem redýne ho zasobnıho roztoku v ml

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr dvou soubýzný provedenych stanovenı, ktere
splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  mg/kg.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri teoretickem 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   Stanovenı halofuginonu v krmny ch smesıch

1. U C EL A ROZSAH

Tento postup specifikuje podmınky pro stanovenı halofuginonu v krmnych smýsıch 

a premixech. Halofuginon je vysoce ±cinne  kokcidiostatikum, ktere  se pouzıva  v chovech

brojleru , kuric a kru t. U cinna  la tka halofuginon je dodavana firmou Hoechst-Roussel Vet 

pod komercnım nazvem Stenorol, ktery obsahuje 0,6% halofuginonu. Doporucena  davka je 

3 mg ±cinne  la tky halofuginonu/kg krmne  smýsi, tj. 500g Stenorolu/tunu krmne  smýsi.

2. PRINCIP

Halofuginon je po chemicke  strance 7-bromo-6-chloro-3-[3-(3-hydroxy-2-piperidinyl)-

2oxopropyl]-4(3H)-quinazolinon  Suma rnı vzorec C16 H17 Br Cl N 3 O3

Mr. = 414,7 g.mol-1.Halofuginon je extrahovan prımo do mobilnı faze a stanoven metodou

HPLC s UV detekcı,.pri vlnove  de lce λ = 241 nm.

3. CHEMIKA LIE

3.1   Acetonitril HPLC grade

3.2  0,5 M octanovy pufr. Prıprava octanove ho pufru: 38,8 g octanu amonne ho se rozpustı

v 800 ml vody, prida  se 60 ml kyseliny octove  (3.6) a po vytemperovanı se doplnı do 

         1000 ml vodou

3.3   Mobilnı faze: acetonitril (3.1) + octanovy pufr (3.2 ) + voda (220+390+390, V+V+V)

3.4   Halofuginon bromid ,standardnı substance No.7SL0047,  99,97% ±cinne  la tky

Halofuginon-zakladnı roztok: Do odmýrne  banky na 50 ml se navazı 0,051 g

halofuginonu,  rozpustı se v octanovem pufru, doplnı po znacku a promıcha  se.
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1 ml obsahuje 1,02 mg halofuginonu

3.5  Octan amonny p.a.

3.6  Kyselina octova , ρ = 1,05 g.cm-3,HPLC grade

4. PRISTROJE A POMÝCKY

4.1  Vysoko±cinny kapalinovy chromatograf s UV detekcı

4.2  Ultrazvukova  lazen

4.3   Laboratornı trepacka

5. PRACOVNI POSTUP

Pri zpracovanı vzorku (mechanicke  ±pravý) je nutne  se  vyhnout prehra tı vzorku

býhem jeho homogenizace. Vzorek se homogenizuje na castice 1,0 mm a mensı.

Homogenizace a ±prava vzorku se provadı týsný pred jeho extrakcı a dalsım zpracovanım, aby

se zabranilo prıpadnym ztra tam halofuginonu.

5.1 Extrakce

Do konicke  banky na 250 ml se zabrusem se navazı 1 az 25 g zkusebnıho vzorku

(minima lný 0,3mg ±cinne  la tky), prida  se 100 ml mobilnı faze (3.3), banka se uzavre za tkou

se zabrusem. Obsah banky se promıcha  a extrahuje na laboratornı trepacce po dobu 30 minut.

Po te to extrakci nasleduje dalsı extrakce, a to po dobu 10 minut pri 65Č C v ultrazvukove

lazni. Obsah banky se ochladı na laboratornı teplotu, necha  se usta t a extrakt se filtruje pres

suchy husty skladany papırovy filtr do suche  podlozene  nadoby. Prvnıch 5 ml filtra tu 
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se nepouzije. Po prıpadnem naredýnı filtra tu na koncentraci halofuginonu asi 5 - 50 µg/ml

(podle kalibracnı krivky), se extrakt odstredı na laboratornı odstredivce po dobu 5 minut 

pri 5000 ot/min a pouzije se k nastriku na chromatografickou kolonu.

5.2 Kalibrace

Pripravı se rada kalibracnıch roztoku  naredýnım zakladnıho roztoku halofuginonu 

na koncentrace napr . 2,0 „ 4,0 „ 10,0 „ 20,0 „ 40,0 µg/ml. Kalibracnı roztoky halofuginonu 

se po ekvilibraci nastrikujı na chromatografickou kolonu a ze zıskanych pru mýrnych ploch

jim odpovıdajıcım pıku m se sestrojı  kalibracnı krivka.

5.3 Stanovenı metodou HPLC

Vlastnı mýrenı, jak kalibracnıch roztoku  tak i zkusebnıch vzorku  , se provadı 

za nasledujıcıch separacnıch podmınek chromatograficke ho systemu:

Kolona: C18 „ reverznı faze, Hypersil ODS, 5µm, 4,0 x 125 mm (Hewlett Packard)

Mobilnı faze: viz 3.3

Teplota: 30ČC

 Pru tok: 1,7 ml/min

 UV detektor, vlnova  de lka μ = 241nm

 Objem nastriku: 25µl

RetTime: cca 4,9 min (pro uvedenou kolonu)

RunTime: cca 8,0 min (pro uvedenou kolonu)
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6. VYPOC ET

Obsah halofuginonu  (X) v mg/kg se vypocıta  podle vzorce:

X = c.V.R / m

kde:

c - je koncentrace halofuginonu  odectena  z kalibracnı krivky v µg/ml

V - je objem extrakcnıho cinidla v ml

   R - je redýnı

m - je hmotnost zkusebnıho vzorku v g

7. STATISTICKE U DAJE

opakovatelnost analyticke  metody: 10,67 mg/kg, pri obsahu 600mg/kg

mez detekce (z kalibracnı krivky):  1,6676 µg/ml

mez stanovitelnosti (z kalibracnı krivky): 3,00367 µg/ml
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2.20   Stanovenı obsahu decoquinatu

Tato metoda je uvedena v Official Methods of Analysis AOAC 969.55

U cel, rozsah a princip
 Postup specifikuje podmınky pro stanovenı obsahu decoquina tu v premixech a krmnych
smýsıch.

Vzorek  se extrahuje  methanolickym roztokem chloridu vapenate ho a obsah decoquinatu se
stanovı  fluorometricky.
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2.21   Stanovenı obsahu arprinocidu

Tato metoda je uvedena v Merck Sharp and Dohme Research Laboratories.

U cel, rozsah a princip
 Postup specifikuje podmınky pro stanovenı obsahu arprinocidu v premixech a krmnych
smýsıch.

Vzorek  se extrahuje chloroformem a obsahu arprinocidu se stanovı metodou vysoko±cinne
kapalinove  chromatografie s UV detekcı pri 254 nm.
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2.22   Stanovenı obsahu ethopaba tu

Tato metoda je uvedena v Official Methods of Analysis AOAC 964.29

U cel, rozsah a princip
 Postup  specifikuje podmınky pro stanovenı ethopaba tu v krmivech.

Obsah ethopaba tu se stanovı po extrakci vzorku smýsı methylalkohol-voda a precistýnım
chromatografiı na pevne  fazi metodou vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie  s pouzitım
UV detekce pri 280 nm.
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2.23   Stanovenı obsahu lasalocidu

1. U C EL A ROZSAH

Postup specifikuje podmınky pro stanovenı lasalocidu v premixech a krmnych

smýsıch.

Jde o ionophornı antibiotikum (antikokcidikum) produkovane  Streptomyces lasaliensis.

2. PRINCIP

Lasalocid je extrahovan extrakcnım smýsnym rozpoustýdlem (pro obsah výtsı nez

10 mg/kg) nebo smýsnym rozpoustýdlem hexan-octan ethylnaty (pro obsah mensı nez

10 mg/kg). V prıpadý obsahu mensıho nez 10 mg/kg je extrakt precistýn na pevne  fazi (silica)

a takto precistýny extrakt je rozpustýn v definovanem objemu mobilnı faze. Lasalocid je

separovan na chromatograficke  koloný s reverznı fazı C18  a detekovan 

na fluorescencnım detektoru pri excitacnı vlnove  de lce 310 nm a emisnı vlnove  de lce 

λ = 419 nm.

3. CHEMIKA LIE

3.1 Octan sodny trihydra t, CH3COONa.3H2O, Mr = 136,08 g.mol-1

3.2 Kyselina octova , ρ = 1,05 g.cm-3, HPLC grade

3.3 Methanol, HPLC grade

3.4 Kyselina fosforecna  p.a., H3PO4 85 %, ρ = 1,71 g.cm-3

3.5 Octan ethylnaty p.a., cistoty > 99,5 %, C4H8O2, Mr = 88,11 g.mol-1

3.6 n-hexan p.a., cistoty > 90 %, C6H14, Mr = 86,18 g.mol-1

3.7 Dichlormethan p.a, CH2Cl2 , Mr = 84,93 g.mol-1, ρ = 1,32 g.cm-3

3.8 Extrakcnı roztok I: Do odmýrne  banky na 1000 ml se odmýrı 200 ml octanu

ethylnate ho (3.5), doplnı n-hexanem (3.6) po znacku a promıcha .
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3.9 Extrakcnı roztok II: Do odmýrne  banky na 1000 ml se odmýrı 10 ml kyseliny

fosforecne  (3.4), prida  se 150 ml vody a doplnı se methanolem po znacku a promıcha .

3.10 Pufr octanovy: Do kadinky na 1 000 ml se navazı 3,402 g octanu sodne ho trihydra tu

(3.1), prida  se 900 ml vody a 5,0 ml kyseliny octove  (3.2) na pH-metru se upravı

kyselinou fosforecnou (3.4) na pH = 2,0, prevede se do odmýrne  banky na 1000 ml,

doplnı vodou po znacku a promıcha .

3.11 Mobilnı faze: V odmýrne  bance na 1000 ml se smıcha  200,0 ml pufru (3.10) a prida   se

asi 700 ml methanolu (3.3), vytemperuje se na laboratornı teplotu a doplnı

methanolem po znacku.

3.12 Lasalocid A, natriumsalz, C34H53O8Na, Mr = 612,78 g.mol-1, Riedel-deHa n,

VETRANAL, Cat.No.46371, cistota min. 98 %

3.12.1 Zakladnı standardnı roztok lasalocidu: Do odmýrne  banky na 250 ml se navazı

0,0255 g standardnı substance lasalocidu (3.12), doplnı methanolem po znacku 

a promıcha  se.

                                     1 ml obsahuje 0,1 mg lasalocidu

3.13 Elucnı roztok pro SPE: Do odmýrne  banky na 500 ml se odmýrı 50,0 ml methanolu

(3.3), doplnı dichlormethanem (3.7) po znacku a promıcha  se.

4. PRISTROJE A POMÝCKY

4.1 Vysoko±cinny kapalinovy chromatograf s FF detekcı

4.2 Laboratornı trepacka

4.3 Koncentra tor vzorku

4.4 Ultrazvukova  lazen

4.5 Patrony Silica pro SPE, napr . Waters-Seppak Plus Cartridges Silica WAT020520

5. POSTUP
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Vzorek se upravuje homogenizacı a mletım na castice o velikosti 1,0 az 0,5 mm tak,

aby se zabranilo prehra tı vzorku býhem homogenizace a srotovanı a ±prava vzorku 

se provadı týsný pred jeho extrakcı a dalsım zpracovanım, aby se zabranilo ztra tam lasalocidu.

Roztoky a extrakty lasalocidu se musı chranit pred prımym slunecnım svýtlem a UV svýtlem.

Za umýle ho osvýtlenı jsou roztoky stabilnı.

5.1 Extrakce

5.1.1 Extrakce pr i obsahu lasalocidu > 10 mg/kg (krmnÚ smesi a premixy)

Do konicke  banky na 250 ml se zabrusem se navazı takove  mnozstvı zkusebnıho

vzorku, aby obsahoval asi 1 az 20 mg lasalocidu s presnostı na 0,001 g „ 5 g pro tritura ty a

premixy doplnkovych la tek, 25 g pro krmne  smýsi. Zkusebnı vzorek se prelije podle obsahu

lasalocidu 100,0 ml az 200 ml extrakcnıho roztoku II (3.9; viz tabulka c.1, 2), banka se uzavre

za tkou a trepe se na laboratornı trepacce 30 minut. Pote  se filtruje suchym skladanym filtrem

do suche  podlozene  nadoby, pricemz prvnıch 5 ml se nepouzije.

5.1.2 Extrakce pr i obsahu lasalocidu < 10 mg/kg

Do konicke  banky  na 250 ml se zabrusem se navazı 45 g zkusebnıho vzorku.

Zkusebnı vzorek se prelije 150,0 ml extrakcnı smýsi I (3.8), banka se uzavre za tkou 

a trepe se na laboratornı trepacce 30 minut. Pote  se filtruje suchym skladanym filtrem

do suche  podlozene  nadoby, pricemz prvnıch 5 ml se nepouzije.

5.2 R edýnı extraktu

5.2.1 KrmnÚ smesi

Podle tabulky c. 1 se extrakt zkusebnıho vzorku zıskany podle cl. 5.1.1 naredı mobilnı

fazı (3.11) na pozadovanou vyslednou koncentraci a pred nastrikem 
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na chromatografickou kolonu se roztok odstredı na laboratornı odstredivce po dobu 

3 minut pri 5000 ot/min.

     Tab. c. 1 R edýnı extraktu krmnych smýsı

Obsah (mg/kg) Objem extrakcnıho

cinidla (ml)

R edýnı R Zpu sob redýnı

(ml/ml)

Faktor redýnı

F

od 10 do 50 100 1 - 0,25

od 50 do 150 100 2,5 10/25 0,1

od 150 do 300 100 5 5/25 0,05

5.2.2 Premixy doplnkovy ch latek

Podle deklarovane ho obsahu lasalocidu se extrakt zıskany podle cl. 5.1.1 naredı

mobilnı fazı (3.11) na vyslednou koncentraci asi 10 mg/l podle tab. c. 2.

     Tab. c. 2.  R edýnı extraktu premixu  dopnkovych la tek

Obsah (mg/kg) Objem

extrakcnıho

cinidla (ml)

R edýnı R Zpu sob redýnı

(ml/ml)

Faktor redýnı

F

od 300 do 1 000 100   5 5/25 0,01

od 1 000 do 5 000 100 25 1/25 0,002

od 5 000 do 10 000 100 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 1/25 à 1/10 0,0001

od 100 000 do 150

000

250 625 1/25 à 1/25 0,000032

> 150 000 250 - na koncentraci

10 mg/l

-
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Pred nastrikem na chromatografickou kolonu se roztok odstredı na laboratornı ods-

tredivce po dobu 3 minut pri 5000 ot/min.

5.2.3 Stanovenı obsahu lasalocidu pro obsahy < 10 mg/kg

Na extrakcnı jednotku se nasadı patrona Silica pro SPE (4.5), kondicionuje se 5 ml

extrakcnıho roztoku I (3.8) a pote  se na patronu nanese 10,0 ml hexan-octan ethylnate ho

extraktu zıskane ho podle cl. 5.1.2. Extrakt se necha  vsaknout tak, aby nedoslo k vyschnutı

patrony, promyje se 3kra t 5 ml dichlormethanu (3.7) a pote  se lasalocid eluuje do 10 ml vialky

3kra t 3 ml elucnıho roztoku (3.13). Elua t se odparı na koncentra toru vzorku  pod proudem

dusıku pri teplotý 55 ČC, odparek se rozpustı ve 2,0 ml mobilnı faze (3.11), promıcha , rozpustı

na ultrazvuku (30 s) a vytemperuje na laboratornı teplotu.  Pred nastrikem na

chromatografickou kolonu se extrakt odstredı na laboratornı odstredivce po dobu 3 minut pri

5000 ot/min.

5.3 Kalibrace

Do sady odmýrnych banýk na 25 ml se pipetuje 0,5 - 1,0  - 2,0 a 4,0 ml zakladnıho

standardnıho roztoku lasalocidu (3.12.1), doplnı mobilnı fazı (3.11) po znacku a promıcha .

Takto naredýne  pracovnı roztoky odpovıdajı koncentraci 2,0 - 4,0 -8,0 a 16,0 mg/l. Na

chromatografickou kolonu se nanası 5 µl  pracovnıho roztoku. Z pru mýrnych hodnot jim

odpovıdajıcıch ploch pıku  se sestrojı kalibracnı krivka.

5.4. ChromatografickÚ podmınky HPLC stanovenı

Vlastnı mýrenı, jak kalibracnıch roztoku  tak i extraktu  zkusebnıch vzorku , se provadı

za nasledujıcıch separacnıch podmınek chromatograficke ho systemu:

Kolona: Nova-Pak C18,4 µm, 150 x 3,9 mm , nebo Symmetry Shield RP 18 5Ým,

  4,6 x 250 mm  fy Waters
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Mobilnı faze: viz 3.11

Pru tok: 1 ml/min

Teplota: 38 oC nebo okolı

FL-detektor: EX: 310 nm  EM: 419 nm

Objem nastriku: 5 µl

Retencnı cas: 6,2 min, resp. 19,0 min (pro uvedene  kolony a teplotu okolı)

Run Time: 10,0 min resp. 25,0 min (pro uvedene  kolony a teplotu okolı)

6. VYPOCET

Obsah lasalocidu (X) vyjadreny v mg/kg se vypocıta  podle vzorce:

 kde c je koncentrace lasalocidu odectena  z kalibracnı krivky v mg/l

      ma   hmotnost zkusebnıho vzorku v g

      V objem extrakcnıho cinidla v ml

      R redýnı, resp. zakoncentrovanı

7. STATISTICKE U DAJE

Validacnı parametr Validacnı hodnota

do 200 mg/kg

(krmne  smýsi)

Nad 200 mg/kg

(premixy)

Opakovatelnost 6,7 % relat. 5,3 % relat

Spravnost Spravnost metody prokazana

X c V R
ma

=
. .
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Linearita Linearita metody prokazana

Rozsah 0,9 „ 10 000 mg/kg

Mez detekce 0,4 mg/kg

Mez stanovitelnosti 0,9 mg/kg

Citlivost 7459,91

Nejistota 8,2 % relat. 6,3 % relat
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3.1   Stanovenı dimetridazolu

 1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı obsahu dimetridazolu v premixech a
krmnych smýsıch.

   Dimetridazol se pouzıva  jako chemotherapeutikum. Po chemicke  strance se jedna  o 1,2-
dimethyl-5-nitro-imidazol (suma rnıho vzorce C5H7N3O2, Mr  = 141,1).

2.   Princip
Obsah dimetridazolu  se stanovı  po extrakci ze vzorku smýsnym rozpoustýdlem
methylalkohol-voda (v premixech doplnkovych la tek) a precistýnım extraktu metodou SPE
(v krmnych smýsıch), metodou RP-HPLC na C18 s UV detekcı pri vlnove  de lce 309 nm.

3.   Chemikalie

3.1   Extrakcnı roztok, methylalkohol + voda (9+1)

3.2   Elucnı roztok, voda + acetonitril (7+3)

3.3   Dimetridazol (da le jen DMT), zakladnı la tka

3.3.1   Dimetridazol, zakladnı roztok:

  Prıprava   Do odmýrne  banky na 200 ml se navazı asi 100 mg dimetridazolu  (2.3),
  rozpustı v asi 180 ml extrakcnıho roztoku (2.1) na ultrazvukove  lazni a po rozpustýnı a
  vytemperovanı na laboratornı teplotu se doplnı vodou po znacku a promıcha .

  1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,5 mg DMT.

4. Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Chromatograf kapalinovy vysoko±cinny (da le jen HPLC) s prıslusenstvım (cerpadlo,
 kolona-reverznı faze, injekcnı davkovacı zarızenı, UV detektor, popr . i datastanice

s integracnım sotwarem a tiska rna ci jine  registracnı zarızenı

4.2   Kolona reverznı faze C18,  NovaPak 4 µm, 150 x 3,9 mm

4.3   Kolonka SPE, Alumina B Cartridges

4.4   Laboratornı trepacka

4.5   Membranovy filtr 0,45 µm

4.6   Laboratornı odstredivka
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5.   Postup

5.1 Extrakce a separace na pevnÚ fazi
 Do konicke  banky na 250 ml se zabrusem se navazı takove  mnozstvı zkusebnıho vzorku
(nejme ný 2 g zkusebnıho vzorku, nejvıce 20 g), aby po extrakci a naslednym redýnım byla
koncentrace dimetridazolu 10 az 25 mg/l (pro premixy doplnkovych la tek 2 g, pro krmne
smýsi 15 g). Pak se prida  presný 100,0 ml extrakcnı smýsi (2.1) a konicka  banka se uzavre
za tkou se zabrusem. Obsah se promıcha  a extrahuje na laboratornı  trepacce (4.4) po dobu
60 minut. Pote  se obsah banky necha  usta t, a extrakt se filtruje pres suchy husty skladany
papırovy filtr do suche  podlozene  nadoby. Prvnıch 5 ml filtra tu se nepouzije. Je-li treba,
extrakt se naredı na pozadovanou koncentraci extrakcnım roztokem (2.1) podle tabulky 1.

 Pri analyze krmnych smýsı se odstranı balastnı la tky extrakcı na pevne  fazi. Kolonka SPE
(4.3) se pripojı k polyetyle nove  injekcnı strıkacce o objemu 5 ml, do ktere  se odlije asi 3 ml
extraktu zıskane ho podle prvnıho odstavce cl. 5.1. Na kolonku se nadavkuje asi 1 ml extraktu
se necha  20 sekund kondicionovat a pak se extrakt pomalu protlacı pripojenou kolonkou.
Prvnı podıl extraktu (0,1 ml) se nezachycuje a dalsı podıl se pouzije k nastriku na
chromatografickou kolonu (4.2).

   Pred nastrikem na chromatografickou kolonu se vlastnı extrakt (3.1) filtruje pres
membranovy filtr (4.5) nebo se odstredı na laboratornı odstredivce (4.6) pri 3000 ot/min. Na
chromatografickou kolonu se nastrikuje objem 10 µl  extraktu.

Tabulka A.  Redenı premixu  doplnkovy ch latek

Obsah [mg/kg] Redenı Zpu sob r edenı [ml/ml]

do 1500 2,5 10/25

od  1500   do   7500 12,5 2/25

od  7500   do 15 000 25 1/25

od 15 000 do 30 000 50 0,5/25

vıce jak 30 000 100 1/50

   3.2 Vlastnı mer enı
   Vlastnı mýrenı, jak kalibracnıch roztoku  tak i extraktu  zkusebnıch vzorku , se provadı za
nasledujıcıch separacnıch podmınek chromatograficke ho systemu:

Pru tok  0,75 ml/min

 Teplota  okolı

 UV-detektor  309 nm

 AUFS  1,000

Objem nastriku  10 µl

 Retencnı cas  asi 2,4 min (pro
uvedenou kolonu)
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5.3 Kalibrace
   Do sady odmýrnych banýk na 50 ml se postupný pipetuje 1,0 - 1,5 - 2,0 a 2,5 ml zakladnıho
roztoku DMT (2.3.1), odmýrne  banky se doplnı extrakcnı smýsı (2.1) po znacku a promıchajı.
Zıska  se sada pracovnıch roztoku  o koncentraci 10 - 15 - 20 a 25 mg/l DMT.

   Pracovnı roztoky dimetridazolu (10 µl) se po ustavenı rovnovahy na koloný nastrikujı na
chromatografickou kolonu   (4.2) a ze zıskanych pru mýrnych ploch jim odpovıdajıcım pıku m
se sestrojı kalibracnı graf.

6. Vy pocet
   Obsah dimetridazolu (X) v mg/kg se vypocıta  podle vzorce:

X C R V
m RC

=
. .
.

kde   C    je    koncentrace dimetridazolu odectena  z kalibracnı krivky v mg/l

            V           objem extraktu v ml

             R          redýnı

             Re        recovery (0,99)

             m         hmotnost zkusebnıho vzorku v g

7. Opakovatelnost
 Nebyla zatım stanovena
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3.2   Stanovenı obsahu dimetridazolu

Tato metoda je uvedena v LUFA c. 14.6.1

U cel, rozsah a princip
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı dimetridazolu  v krmnych smýsıch.

Obsah dimetridazolu se stanovı po extrakci vzorku methylalkoholem a precistýnı
chromatografiı na pevne  fazi spektrofotometricky
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4.1   Stanovenı obsahu vitaminu A a vitaminu E

1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı vitaminu A a vitaminu E vedle sebe a to jak
v krmnych smýsıch, tak v premixech.

Vitamin A patrı do skupiny vitaminu  rozpustnych v tucıch. V premixech je davkovan ve
formý stabilnıho esteru palmita tu nebo aceta tu. Pracovnım postupem je vitamin A preveden
na volny alkohol, ktery se v podobý all-trans (izomer s nejvyssı biologickou ±cinnostı) + cis
izomeru stanovı metodou HPLC.

Vitamin E patrı rovnýz do skupiny vitaminu  rozpustnych v tucıch. Do premixu  je davkovan ve
formý alfa-tokoferol aceta tu, ktery se pracovnım postupem prevede na alfa-tokoferol, ktery se
stanovı metodou HPLC.

2.   Princip
Zkusebnı vzorek se zmydelnı ethanolickym roztokem hydroxidu draselne ho a uvolnýne
vitaminy A a E se extrahujı  na pevne  fazi.

Elua t z pevne  faze se prımo davkuje do systemu HPLC a stanovı na prıme  fazi metodou
externıho standardu pomocı UV detekce ( vitamin A ) nebo FF detekce ( vitamin E ).

3. Chemikalie

3.1  Ethylalkohol, absolutnı  (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 pripravovat denný cerstvy

3.6  Sulfid sodny dekahydra t (Na2S .10 H2O) (poznamka 8.2)

3.7  Alkalicky roztok sulfidu sodne ho

Prıprava: 112 g  sulfidu sodne ho (3.6) se rozpustı v 1000 ml roztoku  hydroxidu
 draselne ho (3.4)

3.8  Buthylhydroxytoluen (da le jen BHT) (poznamka 8.2)

3.9  Standard vitaminu A (all-trans-retinol palmita t)

3.10 Standard vitaminu E (DL-alfa-tokoferol)

3.11  Mobilnı faze



384

  Prıprava : smýs 96,5 % cyklohexan + 3,5 % ethylalkohol absolutnı (V/V)

3.12  Prıprava zakladnıch standardnıch roztoku

3.12.1  Zakladnı standardnı roztok vitaminu A

Navazı se tolik standardnı substance vitaminu  A (3.9), aby se  do prace vzalo
50000 m.j. Toto mnozstvı se zmydelnı a extrahuje podle postupu 5.1 Zıska  se zakladnı
standardnı roztok vitaminu A o koncentraci cca 66 m.j./ml.

Skutecna  koncentrace vitaminu A v zakladnım standardnım roztoku se zjistı
spektrofotometricky promýrenım absorbance proti cyklohexanu pri vlnove  de lce
325 nm. (v cyklohexanu ma  koncentrace vitaminu A 33333 m.j./ml absorbanci 1735,
tedy koncentrace10 m.j./ml by mýla vykazat absorbanci 0,5205).

Zıskany zakladnı standardnı roztok se uchovava  v odmýrce z tmave ho skla v lednicce
(poznamka 8.11).

3.12.2  Zakladnı standardnıho roztoku vitaminu E

Navazı se presný cca 50 mg DL alfa-tokoferolu (3.10) do 100 ml odmýrky a doplnı po
znacku cyklohexanem. Tento zakladnı standardnı roztok ma  koncentraci cca 500

µg/ml.

Skutecnou koncentraci vitaminu E v zasobnım roztoku, lze kontrolovat
spektrofotometrickym mýrenım pri vlnove  de lce 292 nm proti cyklohexanu.
(v cyklohexanu ma  koncentrace vitaminu E 50 µg/ml absorbanci 0,420).

Zıskany zakladnı standardnı roztok se uchovava  v odmýrce z tmave ho skla v lednicce
(poznamka 8.11).

3.12.3  Pracovnı standardnı roztoky vitaminu  A a E

Pracovnı standardnı roztoky se pripravujı redýnım zakladnıho standardnıho roztoku
(3.12.1 nebo 3.12.2 tak, aby z nich pripravene  kalibracnı koncentrace pro nastrik do
HPLC systemu dosahovaly priblizný hodnot, ktere  odpovıdajı koncentracım vzniklym 
zpracovanım vzorku.

Koncentrace pracovnıch standardnıch roztoku  se doporucujı pro:

 vitamin A   0,045 az10 m.j./ml (max.15 m.j./ml)

 vitamin E:   1,5 az 50 µg/ml (max. 80 µg/ml).

Pri soucasnem stanovenı vitaminu A a E v jednom nastrku je mozno pripravit smýsny
pracovnı standardnı roztok.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1  Vysoko±cinny kapalinovy chromatograf [cerpadlo, kolona prıma  faze Si, napr . Tessek 
150 x 3, 5 µm, injektaznı davkovacı zarızenı (autosampler, rheodyne), UV nebo FF
detektor (poznamka 8.10), data stanice s integracnım software, tiska rna nebo jine

registracnı zarızenı]
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4.2  Wagnerovo kolo nebo vodnı lazen s mıchanım

4.3  kolony EXTRELUT (MERCK, kat.c. 11737)

5. Postup (poznamka 8.4)

5.1  Prıprava vzorku

Podle predpokladane ho obsahu vitaminu A se navazı dobre rozemlety a zhomogenizovany
zkusebnı vzorek podle nasledujıcı tabulky :

deklarovane  mnozstvı vitaminu A (m.j./kg)  navazka vzorku  (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)

 Mletı se provede týsný pred zpracovanım a to tak, aby pri ným nedoslo k zahra tı vzorku.

5.2  Zmydelnýnı :

K navazenemu vzorku ve zmydelnovacı bance se prida  130 ml ethylalkoholu (3.1), 30 ml
roztoku (3.7), da le 1 g kyseliny askorbove  (3.5) a na spicku noze BHT  (3.8) (poznamka 8.2).

Zmydelnovanı probıha  za sta le ho mıchanı pod zpýtnym chladicem v atmosfe re dusıku pri
teplotý 80 °C po dobu 30 minut (poznamka 8.7). Po uplynutı te to doby se banka vyjme z
vodnı lazný a necha  se pod zpýtnym chladicem ochladit na laboratornı teplotu. V prıpadý
potreby se vychladly obsah banky zfiltruje pres skladany filtr ( prvnıch 10 ml vylijeme do
odpadu ).

5.3  Extrakce :

Pipetuje se 40 ml filtra tu a doplnı do 50 ml odmýrne  banky  roztokem kyseliny askorbove
(3.5.1). Po radnem promıchanı eventuelný vznikle  emulze se pipetuje 15 ml na kolonu
EXTRELUT. Po 15 minutach se zakotvena  organicka  faze vymyje cyklohexanem. Elua t se
jıma  do 50 ml odmýrne  banky po rysku a takto pripraveny vzorek se prımo davkuje do HPLC
systemu. (Vsechny operace je nutne  provadýt za omezene ho prıstupu svýtla).

5.4   Vlastnı postup

Z pracovnıch standardnıch roztoku  se naredýnım asi na 70, 100 a 130% vypoctene  nastrikove
koncentrace vzorku sestrojı trıbodovy kalibracnı graf, kde plocha pıku  je ±mýrna  koncentraci
standardu .

Predpokladana  nastrikova  koncentrace  vitaminu A (E) ve (ze) vzorku se vypocte podle
vztahu:

C D m= −1 510 3, . . .
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kde    C   je   predpokladana  nastrikova  koncentrace (vit A - m.j./ml, vit E - µg/ml)

         D        deklarovana  hodnota  (vit A - m.j./g, vit E - µg/g)

         m        hmotnost navazky zkusebnıho vzorku  v g

Do kapalinove ho chromatografu se po ustavenı rovnovahy kolony nastrikuje standard i vzorek
dvakra t, pricemz odezvy po sobý jdoucıch prıslusnych nastriku  se nesmı lisit o vıce nez 2 %.

Doporucene   podmınky pro analyzu :

teplota kolony  teplota okolı

pru tok mobilnı faze  0.9 ml/min

injektovany objem  20 µl

kolona  napr . Tessek 150 x 3, 5 µm (prıma  faze Si)

retencnı cas  pri popsane  koloný vitamin A=3,7 min,

retencnı cas vitamin E = 1,6 min )

detekce :

 UV  s.p.   FF exc.  s.p.  FF em.  s.p.

vit A  325 nm 2-5 nm    325 nm 20 nm 480 nm 40 nm

vit E  292 nm 2-5 nm   292 nm  2 nm  330 nm 40 nm

(poznamka 8.8)

6. Vy pocet
Obsah vitaminu A a vitaminu E (poznamka 8.5) se ve zkousenem vzorku se v m.j./kg resp.
mg/kg se vypocte podle vzorce :

X C
m

=
666 667 1, .

kde   C1  je  koncentrace prıslusne ho solutu zjistýna  z kalibrace metodou vnýjsıho standardu 
 (m.j./l, resp. µg/ml)

m      hmotnost navazky zkousene ho vzorku v g

Vysledek analyzy je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti.

7. Opakovatelnost
 Nebyla zatım stanovena
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8.   Poznamky

8.1   Cyklohexan, ethylalkohol jsou nebezpecnymi horlavinami I.trıdy a proto pri jake koli
manipulaci s nimi je  nutne  dodrzovat bezpecnostnı pravidla.

8.2   Kyselina askorbova  a BHT se pridavajı jako antioxidanty a Na2S pro vazanı týzkych
kovu .

8.3   Uvedeny vzorec platı, pouze pokud se pouzity pracovnı postup nelisı od popsane  metody.

Dalsı prıklad volby navazky a vypoctu nastrikovych koncentracı  pro :  a) krmne  smýsi

 Vzorek ma  deklarovanou hodnotu vitaminu A 5 000 m.j./kg a vitaminu E 30 000 mg/kg.
Podle tabulky (5.1) se navazı 30 g vzorku. Dosazenım do vzorce pro C (5.3), se zıska  pro
vitamin A hodnota nastrikove  koncentrace C = 0,225 m.j./ml a pro vitamin E hodnota
nastrikove  koncentrace C = 1,35 µg/ml.

b) premixy

 Vzorek ma  deklarovanou hodnotu vitaminu A 1400 000 m.j./kg a vitaminu  E
3 000 000 mg/kg. Podle tabulky (5.1) se  navazı 5 g vzorku. Dosazenım do vzorce pro C (5.3),
se zıska  pro vitamin A hodnota  nastrikove  koncentrace C = 10,05 m.j./ml a pro vitamin E
hodnota nastrikove  koncentrace C = 22,5 µg/ml.

8.4  Vsechny operace je nutne  provadýt za omezene ho prıstupu svýtla.

8.5  Vysledek stanovenı obsahu vitaminu A je treba interpretovat jako obsah all-trans a cis
izomeru.

Vysledek stanovenı obsahu vitaminu E je treba interpretovat jako celkovy obsah alfa-
tokoferolu. Kromý te to modifikace se jestý mu ze vitamin E v prırodnıch materia lech (tj.
surovinach) vyskytovat v podobý beta, gama i delta tokoferolu, nebo i alfa, beta, gama, delta
tokotrienolu. Tyto nativnı obsahy jsou vsak velmi nızke  a jejich zastoupenı je v ru znych
materia lech ru zne . Z teoreticke ho hlediska vsak je nutno na tento fakt upozornit.

8.6  Jestlize se pri deklarovane  hodnotý 1 000 - 4 000 m.j./kg vitaminu A paralelnı vysledky
lisı navza jem o vıce jak 2 %, je doporuceno zvysit navazku na 60 g vzorku a zdvojnasobit
mnozstvı vsech pouzitych chemika liı pri zmydelnovanı vzorku.

8.7  Saponifikaci je mozne  provadýt pres noc ( min. 12 hod. ) za norma lnı teploty v
uzavrenych Erlenmayrovych bankach uchycenych v rotacnı mıchacce ( tzn. Wagnerovo kolo ).
Dosahneme tım mensıho rozptylu vysledku .

8.8  BHT ( buthylhydroxytoluen ) ma  velmi podobne  podmınky FF detekce jako alfa -
tokoferol (excitacnı vln. de lka 283 nm, emisnı vln. de lka 310 nm ). Pri spravnych podmınkach
chromatografie ( predevsım kvalita kolony ) je peak BHT separovan ( retecnı cas je nizsı nez
u vitaminu E ). V prıpadý spatne  separace mu ze nastat stav, kdy retencnı casy BHT a
vitaminu E jsou shodne , coz samozrejmý vede k nespravnym vysledku m.

8.10  UV detektor a FF detektor jsou zapojeny v se rii, coz umoznuje stanovenı vit. A i vit. E
na jeden nastrik.

8.11 Zakladnı standardnı roztok  nenı treba vzdy pripravovat cerstvy, protoze"slabnutı"
standardu lze spektrofotometricky sledovat. S aktualizovanou hodnotou se pocıta  ve vypoctu.
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4.2  Stanovenı obsahu  vitaminu A a vitaminu E.

 1.   U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje postup stanovenı obsahu vitaminu A  a E v premixech a krmnych
smýsıch. Metodou se stanovı vitamin A v kompletnıch krmivech i premixech doplnkovych
la tek od obsahu nad 800 m.j./kg a vitamin E v kompletnıch krmivech i premixech
doplnkovych la tek od obsahu nad 2,5 mg/kg.

   U cinnou formou vitaminu A obecne ho vzorce C16H23 - R je retinol a neoretinol (R = CH3-
C=CH-CH2OH), kdy retinol je all-trans isomer a neoretinol je cis,trans-isomer a jsou esterový
vazany na mastne  kyseliny (tyto dvý formy prevazujı jako nativnı vitamin A). Obsah vitaminu
A se vyjadruje v mezina rodnıch jednotkach, ve zkratce m.j.(international unit I.U.) retinolu
(vitamin A) na kg. Mezina rodnı jednotka vitaminu A (m.j., IU) odpovıda  aktivitý 0,3 µg
retinolu (all-trans-vitamin -A-alkoholu) coz odpovıda  0,344 µg aceta tu vitaminu A coz
odpovıda  0,550 µg palmita tu vitaminu A.

   Vitamin E je DL-α-tokoferol suma rnıho vzorce C29H50O2. Obsah vitaminu E se vyjadruje
v mg/kg, pricemz 0,91 mg DL-α-tokoferolu odpovıda  1,0 mg DL-aceta tu tokoferolu (pomýr
rel. molekulovych hmotnostı tokoferolu/aceta tu tokoferolu = 430,7/472,8).

 2. Princip

   Zkusebnı vzorek se zmydelnı alkalickym hydroxidem a vitamin A a vitamin E se extrahuje
do organicke ho rozpoustýdla. Extrakt se zakoncentruje a odparek se rozpustı v
methylalkoholu, je-li nutne , naredı se na pozadovanou koncentraci. Obsah vitaminu A se
stanovı HPLC metodou s UV detekcı pri vlnove  de lce 325 nm nebo fluorescencnı detekcı pri
vlnovych de lkach Ex: 325 nm, Em: 480 nm. Separacnı podmınky (pru tok mobilnı faze a sıla
elucnıho roztoku) se nastavı takove , aby nedochazelo dýlenı cis a trans isomeru  vitaminu A.
Obsah vitaminu E se stanovı HPLC metodou s UV detekcı pri vlnove  de lce 292 nm nebo
fluorescencnı detekcı pri vlnovych de lkach Ex: 295 nm, Em: 330 nm.    V prıpadý pouzitı
programovatelne ho UV detektoru se zjisÚ uje obsah vitaminu A i vitaminu E v jedinem
nastriku.

 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   Kyselina askorbova ,

3.6   Hydrochinon pevny, C6H6O2, Mr = 110,11

3.7   Sıran sodny, bezvody

3.8   Indika tor fenolftalein, roztok 0,1 %

 Prıprava: 1 g fenolftaleinu se rozpustı v 80 ml ethylalkoholu a doplnı vodou na 100 ml.
 Takto pripraveny roztok se zredı 10kra t.

3.9   Elucnı roztok

 Prıprava: methylalkohol - voda (98 + 2), pomýr se musı upravit tak, aby odpovıdal
pouzite  koloný a aby nedochazelo k separaci cis- a trans - isomeru  vitaminu A.

3.10   Dusık, za rovka rensky, prosty kyselych la tek a plynu

3.11   All-trans-vitamin-A-aceta t

3.12   All-trans-vitamin-A-palmita t, asi  500 000 IU/g

3.13   DL-α-tokoferol-aceta t, asi 1360 IU/g

3.14   Chlorid sodny, nasyceny roztok v 35 % ethylalkoholu (3.3.1)

3.15   Kyselina chlorovodıkova , zredýna , c(HCl)=1 mol/l

4. Pr ıstroje a pomu cky

4.1 Vysoko±cinny kapalinovy chromatograf (cerpadlo, kolona: C18 Nova-Pak 4 µm,
150x3,9 mm (Waters) nebo Nova-Pak 4 µm, 250x4,6 mm (Waters), UV nebo FF-detektor,
casový programovatelny s programovatelnou  vlnovou de lkou: retinol - 325 nm tokoferol -
292 nm, davkovacı zarızenı, datastanice s integracnım software)

4.2   Vodnı lazen s regulovatelnou teplotou

4.3   Rotacnı vakuova  odparka

4.4   Membranovy filtr  0,45 µm

4.5   Laboratornı odstredivka

5.   Postup

5.1   Prıprava vzorku a prace se vzorky

   Roztoky vitaminu A i vitaminu E se musı chranit pred prımym slunecnım svýtlem a UV
svýtlem, jsou citlive  na oxidacnı a kysele  la tky (roztoky se chranı hlinıkovou foliı nebo se
uchovavajı ve skle nebo v jinem materia lu, ktere  nepropoustı UV-za renı). Pri zpracovanı
vzorku je nutno se vyhnout prehra tı vzorku býhem jeho homogenizace. Vzorek se
homogenizuje na castice o velikosti 0,5 mm a mensı. Pokud mozno, vzorek se nemele, ale
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pouze se roztıra  v porcelanove  misce. Homogenizace a ±prava vzorku se dýje týsný pred jeho
zmydelnýnım a dalsım zpracovanım, aby se zabranilo ztra tam retinolu a tokoferolu.

5.2 Zmydelnýnı vzorku

   Podle obsahu vitaminu A a vitaminu E se do kulate  banky s plochym dnem na 250 nebo
500 ml se zabrusem navazı 1 az 5 g (premixy doplnkovych la tek) nebo 15 az 20 g (krmne
smýsi) zkusebnıho vzorku s presnostı na 0,01 g a zalije se 25 ethylalkoholu (3.3). V prıpadý,
ze vzorek nenı dostatecný smoceny, prida  se jestý 5 ml ethylalkoholu ( 3.3.1). Postupný se
prida  750 mg kyseliny askorbove  (3.5), 500 mg pevne ho hydrochinonu (3.6) a 75 ml roztoku
hydroxidu draselne ho (pro premixy doplnkovych la tek 3.4.1, pro krmne  smýsi 3.4.2). Na
banku se nasadı zpýtny chladic a po pýtiminutovem odstranovanı rozpustýne ho kyslıku
proudem dusıku (3.10) se banka ponorı do vodnı lazný (4.2) a obsah banky se zmydelnuje po
dobu 30 minut (premixy doplnkovych la tek) nebo 60 minut (krmne  smýsi) pri teplotý 80 °C za
sta le ho mıchanı. Po ukoncenı zmydelnýnı se zpýtny chladic oplachne 30 ml roztoku
ethylalkoholu (3.3.1), prida  se 34 ml vody a obsah banky se ochladı na laboratornı teplotu.

5.3 Extrakce

   Do dýlıcı na levky na 500 ml se prida  15 ml nasycene ho roztoku chloridu sodne ho (3.14) a
zmydelnýny roztok se prevede do dýlıcı na levky tak, aby pevny podıl zu stal v bance. Pevny
podıl v bance se vyplachne 30 ml nasycene ho roztoku chloridu sodne ho (3.14) a kapalina se
prevede do dýlıcı na levky.  K pevnemu podılu ve zmydelnovacı bance se prida  60 ml hexanu
(3.1) a krouzivym pohybem se promıcha . Po usazenı sedliny se hexanovy podıl prevede do
dýlıcı na levky k vodno-ethanolicke  fazi, dýlıcı na levky se uzavre a trepe po dobu 30 sekund.
Obý faze se nechajı asi 2 - 5 minut rozdýlit. Pri spatnem dýlenı obou fazı se mu ze do dýlıcı
na levky pridat asi 5 ml roztoku ethylalkoholu (3.3.1) k rozrusenı vznikle  emulze. Extrakce
vodne  faze s hexanem se provadı jestý dvakra t a to tak, ze se vodna  faze extrahuje nejprve s
50 ml hexanu (3.1) a pote  opýt s 50 ml hexanu, pricemz po rozdýlenı fazı (viz vyse) se
hexanove  extrakty spojujı v dýlıcı na levce na 250 ml. K oplachovanı za tky dýlıcı na levky se
pouzıva  roztok ethylalkoholu (3.3.1). V prıpadý obsahu tuku nad 30 g/kg se extrakce opakuje
4kra t, pro obsahy tuku nad 70 g/kg se extrakce opakuje 5kra t a hexanove  extrakty se spojujı v
dýlıcı na levce na 500 ml. Spojene  extrakty se proplachnou 50 ml vody, pricemz se dýlıcı
na levkou otacı tak, aby nedochazelo k tvorbý emulze. Potom se extrakt proplachne 2kra t 100
ml vody, pricemz se dýlıcı na levkou vzdy kra tce krouzı, tak dlouho, az je promyvacı voda
neutra lnı (po pridanı roztoku fenolftaleinu (3.8) zu stava  roztok bezbarvy).

5.4  U prava hexanove ho extraktu

5.4.1 Krmne  smýsi a premixy doplnkovych la tek (varianta A)

   Extrakt se filtruje do varne  banky s kulatym dnem na 250 ml nebo 500 ml pres suchy
skladany papırovy filtr s vrstvou sıranu sodne ho (3.7). Na levka i filtr se proplachnou 50 ml
hexanu (3.1). Obsah banky se odparı na rotacnı vakuove  odparce (4.3) za snızene ho tlaku pri
teplotý 55 oC temýr  az k suchu. Varna  banka se sejme a zbyvajıcı roztok se odparı k suchu po
proudem dusıku (3.10). Odparek se rozpustı v definovanem mnozstvı methylalkoholu (3.2),
viz tabulka 1 a tabulka 2.
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      Tabulka B Hmotnost zkusebnıho vzorku a objem methylalkoholovÚho extraktu

Zkusebnı vzorek Hmotnost (g) Objem extraktu (ml)
Mle cne  krmne  smýsi 10 25

Krmne  smýsi s obsahem retinolu
do 8000 m.j./kg

15 10

Krmne  smýsi s obsahem retinolu
od 8000 do 12 000 m.j./kg vcetný

15 15

Krmne  smýsi s obsahem retinolu
nad 12 000 m.j./kg

15 25

Premixy doplnkovych la tek 5 25

      Tabulka C Redenı premixu  doplnkovy ch latek z methylalkoholickÚho extraktu

Obsah vitaminu A (1000 m.j./kg) Redenı Zpu sob r edenı (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

vıce jak 6000 50 1/50

5.4.2 Premixy doplnkovych la tek  (varianta B)

   Extrakt se filtruje do odmýrne  banky  na 200 ml pres suchy skladany papırovy filtr s vrstvou
sıranu sodne ho (3.7). Na levka i filtr se proplachnou 20 ml hexanu (3.1) a odmýrna  banka se
doplnı hexanem po znacku a promıcha .  Podle tabulky 3 se obsah odmýrne  banky naredı na
pozadovanou koncentraci tak, ze hexanovy extrakt se pipetuje do varne  banky s kulatym dnem
na 250 ml a obsah banky se odparı na rotacnı vakuove  odparce za snızene ho tlaku pri teplotý
55 oC temýr  az k suchu. Varna  banka se sejme a zbyvajıcı roztok se odparı k suchu po
proudem dusıku (3.10). Odparek se rozpustı ve 25 ml methylalkoholu.

Tabulka D Redenı (zakoncentrovanı) premixu  doplnkovy ch latek hexanovÚho extraktu

Obsah vitaminu A (1000 m.j./kg) Redenı
/Zakoncentrovanı

Zpu sob r edenı
/zakoncentrovanı (ml/ml)

do 250 0,25 100/25
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Tabulka E Redenı (zakoncentrovanı) premixu  doplnkovy ch latek hexanovÚho extraktu -
pokracovanı

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 2/25

od 55 000 do 100 000 25 1/25

vıce jak 100 000 50 0,5/25

5.4.3 Krmne  smýsi a premixy doplnkovych la tek v prıtomnosti robenidinu

   V prıpadý obsahu robenidinu v premixech doplnkovych la tek se robenidin extrahuje
kyselinou chlorovodıkovou (3.15).  Podle tabulky 3 se do dýlıcı na levky na 250 ml pipetuje
definovane  mnozstvı hexanove ho extraktu, v prıpadý nutnosti se objem hexanove  faze upravı
na cca 10 ml hexanem (pro obsahy vitaminu A nad 8 000 000 m.j./kg) a prida  se 20 ml
kyseliny chlorovodıkove  (3.15). Obsah se protrepe, po rozdýlenı fazı se vodna  faze odpustı a
extrakce se provede jestý 2kra t s 20 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.15). Po odpustýnı
poslednıho podılu vodne  faze se obsah dýlıcı na levky promyje 3kra t 100 ml vody do
odstranýnı kysele  reakce, hexanova  faze se prefiltruje pres vrstvu sıranu sodne ho. (3.7) do
varne  banky s kulatym dnem na 250 ml, pricemz filtr s vrstvou sıranu sodne ho i dýlıcı na levky
se proplachnou 20 ml hexanu, obsah banky se odparı na rotacnı vakuove  odparce za snızene ho
tlaku pri teplotý 55 oC temýr  az k suchu. Varna  banka se sejme a zbyvajıcı roztok se odparı k
suchu po proudem dusıku (3.10). Odparek se rozpustı ve 25 ml methylalkoholu.

   V prıpadý obsahu robenidinu v krmnych smýsıch se postupuje podle cl. 5.3, pricemz se
extrakt filtruje do varne  banky s kulatym dnem na 250 ml nebo 500 ml pres suchy skladany
papırovy filtr s vrstvou sıranu sodne ho (3.7). Na levka i filtr se proplachnou 50 ml hexanu
(3.1). Obsah banky se odparı na rotacnı vakuove  odparce za snızene ho tlaku pri teplotý 55 oC
na objem asi 10 ml extraktu, obsah se hexanem kvantitativný prevede zpýt do  dýlıcı na levky
na 250 ml a da le se postupuje podle prvnıho odstavce cl. 5.4.3. Odparek se rozpustı
v definovanem mnozstvı methylalkoholu podle tabulky 1.

   Pred nastrikem na chromatografgickou kolonu se roztok filtruje pres membranovy filtr (4.4)
nebo se odstredı na laboratornı odstredivce (4.5) po dobu 2 minut pri 2000 ot/min.  Objem
nastriku methylalkoholove ho extraktu na chromatografickou kolonu pro krmne  smýsi je 50 µl,
pro premixy doplnkovych la tek 10 µl.
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5.5 Stanovenı metodou HPLC

   Vlastnı mýrenı, jak kalibracnıch roztoku  tak i extraktu  zkusebnıch vzorku , se provadı za
nasledujıcıch separacnıch podmınek chromatograficke ho systemu:

Teplota kolony  teplota okolı

Pru tok  1 ml/min

Kolona  C18 a)Nova-Pak 4 µm, 150x3,9 mm (Waters)
nebo b)Nova-Pak 4 µm, 250x4,6 mm
(Waters)

Injektovany objem  krmne  smýsi 50 µl premixy 10µl

Detektor  UV a FF (poznamka 8.2)

AUFS  1,000

Retencnı cas  pro kolonu a) Retinol 2,1 min Tokoferol
 5,6 min

 pro kolonu   b) Retinol 4,3 min Tokoferol
13,6 min

Tabulka F C asovÚ zmeny vlnovy ch dÚlek UV-detektoru

Chromatograficka kolona 250 mm             Chromatograficka kolona 150 mm

FF-detektor, casove programovatelny  s programovatelnou  vlnovou dČ lkou:

Tabulka G C asovÚ zmeny vlnovy ch dÚlek FF-detektoru

Chromatograficka kolona 250 mm             Chromatograficka kolona 150 mm

5.6 Kalibrace

5.6.1 Prıprava pracovnıho roztoku

C as (min) Vlnova dČ lka (nm)

0,0 325

6,0 292

C as (min) Vlnova dČ lka (nm)

0,0 325

4,0 292

C as (min) Vlnova dČ lka (nm)

Ex/Em

0,0 325/480

4,0 295/330

C as (min) Vlnova dČ lka (nm)

Ex/Em

0,0 325/480

6,0 295/330



394

5.6.1.1 Prıprava pracovnıho roztoku pro krmne  smýsi

   Do kulate  banky s plochym dnem na 250 ml se zabrusem navazı asi 75 mg vitaminu A (3.11
nebo 3.12) a 50 mg vitaminu E (3.13), pricemz se dba  na ustanovenı cl. 5.1, standard se
prevrstvı 10 ml ethylalkoholu (3.3) a da le se postupuje podle cl. 5.2 a 5.3. Konecny objem
methylalkoholove ho extraktu je 250 ml.

 1 ml tohoto roztoku obsahuje vitamin A (retinol)- 150 IU, vitamin E (tokoferol) - 0,2 mg.

5.6.1.2 Prıprava pracovnıho roztoku pro premixy doplnkovych la tek

   Do kulate  banky s plochym dnem na 250 ml se zabrusem navazı asi 100 mg vitaminu A
(3.11 nebo 3.12) a 150 mg vitaminu E (3.13), pricemz se dba  na ustanovenı cl. 5.1, standard
se prevrstvı 10 ml ethylalkoholu (3.3) a da le se postupuje podle cl. 5.2 a 5.3. Konecny objem
methanolove ho extraktu je 250 ml.

 1 ml tohoto roztoku obsahuje vitamin A (retinol) - 200 IU, vitamin E (tokoferol) - 0,6 mg.

5.6.2 Prıprava kalibracnıho roztoku a sestrojenı kalibracnıho grafu

5.6.2.1 Prıprava kalibracnıho roztoku a sestrojenı kalibracnıho  grafu pro krmne  smýsi

 Do sady odmýrnych banýk na 50 ml se odpipetuje postupný 1,0 - 2,5 - 5,0 - 7,5 a 10 ml
methanolove ho extraktu vitaminu A a vitaminu E, zıskane ho podle cl. 5.5.1.1., doplnı se
methylalkoholem (3.2) po znacku a promıcha . Takto pripravene  kalibracnı pracovnı roztoky
odpovıdajı koncentraci 3000 - 7500 - 15000 - 22500 a 30000 IU/l vitaminu A (retinol) a 4,0 -
10 - 20 - 30 a 40 mg/l vitaminu E (tokoferol). Takto pripraveny roztok se nastrikuje postupný
na kolonu HPLC o objemu nastriku 50 µl .

   Z pru mýrnych hodnot jim odpovıdajıcıch ploch pıku  se sestrojı kalibracnı graf.

5.6.2.2 Prıprava kalibracnıho roztoku a sestrojenı kalibracnıho grafu pro premixy
doplnkovych la tek

   Do sady odmýrnych banýk na 25 ml se odpipetuje postupný 1,0 - 2,0 - 5,0 - 7,5 a 10 ml
methanolove ho extraktu vitaminu A a vitaminu E, zıskane ho podle cl. 5.5.1.2., doplnı se
methylalkoholem (3.2) po znacku a promıcha . Takto pripravene  kalibracnı pracovnı roztoky
odpovıdajı koncentraci 16000 - 40000 - 60000 a 80000 IU/l vitaminu A (retinol) a 24 - 48 -
120 - 180 a 240 mg/l vitaminu E (tokoferol). Takto pripraveny roztok se nastrikuje postupný
na kolonu HPLC o objemu nastriku 10 µl .

   Z pru mýrnych hodnot jim odpovıdajıcıch ploch pıku  se sestrojı kalibracnı graf.

5.6.2.3 Prıprava kalibracnıho roztoku a sestrojenı kalibracnıho grafu pro krmne  smýsi a
suroviny s nızkym obsahem vitaminu

   Do sady odmýrnych banýk na 100 ml se odpipetuje postupný 0,25 - 0,5 - 1,0 a 2,0 ml
methanolove ho extraktu vitaminu A a vitaminu E, zıskane ho podle cl. 5.5.1.1., doplnı se
methylalkoholem (3.2) po znacku a promıcha . Takto pripravene  kalibracnı pracovnı roztoky
odpovıdajı koncentraci 250 - 500 - 1500 a 3000 IU/l vitaminu A (retinol) a 0,5 - 1,0 - 2,0 a 4,0
mg/l vitaminu E (tokoferol). Takto pripraveny roztok se nastrikuje postupný na kolonu HPLC
o objemu nastriku 50 µl .
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6. Vy pocet
   Obsah vitaminu A vyjadreny v IU/kg (X) a obsah vitaminu E v mg/kg (Y) se vypocıta  podle
vzorce:

X Y C F
m

( ) .
=

kde   C   je   koncentrace vitaminu odectena  z kalibracnı krivky v IU/l  (retinol) nebo mg/l   
(tokoferol)

m        hmotnost zkusebnıho vzorku v g

 F        redýnı (zakoncentrovanı) v ml

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se na cele  jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1  n-Hexan, methylalkohol i ethylalkohol jsou nebezpecnymi horlavinami I.trıdy a proto pri
jake koli manipulaci s nimi je  nutne  dodrzovat bezpecnostnı pravidla.

8.2  Fluorescencnı detekce je vhodne  pouzıvat u vzorku , obsahujı ±susky pıcnin a pridavana
barviva (carophyll). V tomto prıpadý je nutne  konecne  koncentrace methylalkoholovych
extraktu  upravit na kalibracnı krivku pro FF-detektor.
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4.3 Stanovenı obsahu vitaminu E

Stanovenı vitaminu E se provadı podle  metody 4.1, kde je popsano stanovenı vitaminu A i E
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4.4  Stanovenı obsahu pridane ho vitaminu E

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı vitaminu E v premixech a v krmnych
smýsıch.

Pro ±cely te to metody se pouzıva  definice: Vitamin E je po chemicke  strance tokoferol
(2,5,7,8-tetra-methyl-2)4,8,12-trimethyltridecyl (-6-chromatol), suma rnı vzorec C29 H50O2.

2.   Princip
 Pridany vitamin E (octan tokoferolu) se stanovı po extrakci vzorku diethyletherem resp.
hexanem prımo, resp. po precistýnı na sloupci oxidu hlinite ho, metodou plynove
chromatografie.

3.   Chemikalie

3.1   n-Hexan (poznamka 8.1)

3.2   Diethylether (poznamka 8.1)

3.3   Oxid hlinity, aktivity I, (deaktivovany 7 % vody)  (napr .Woelm N)

3.4   Octan tokoferolu, standardnı substance vitaminu E se znamou  ±cinnostı

3.5   Vnitrnı standard (Squalan) pro premixy: presný 350 mg  squalanu se rozpustı ve 250 ml 
 odmýrne  bance v n-hexanu  (3.1), doplnı jım po rysku a promıcha .

3.6   Vnitrnı standard (Squalan) pro krmne  smýsi: presný 62,5 mg  squalanu se rozpustı ve
 250 ml odmýrne  bance v n-hexanu  (3.1), doplnı jım po rysku a promıcha .

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Chromatograf plynovy s prıslusenstvım

4.2   Trubice chromatograficka  o pru mýru 10 mm

4.3   Susa rna laboratornı elektricka  s termostatem

4.4   Zarızenı extrakcnı (napr . typu Soxhlet nebo Soxtec)

4.5   Lazen vodnı s termostatem

4.6   Trepacka laboratornı

4.7   Odparka vakuova , rotacnı

4.8   Kolona chromatograficka  sklenýna  s nepola rnı staciona rnı  fazı
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4.8.1   Predepsane  parametry:

- napln kolony: SE-30, OV 1, OV 101, DC 200, SP 2 100

- nosic: Inerton pro plynovou chromatografii., nebo Chromosorb  WAW-DMCS
   100 /120 mesh nebo SUPELCOPORT  1O0/120 mesh a staciona rnı fazı % SP 2 100

- nosny plyn: dusık, pru tok 50 ml/min

- detektor:  plameno-ionizacnı FID

- teploty:    nastrik 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   Odvazı se 10,00 g zkusebnıho vzorku do extrakcnı tuby, extrahuje na extrakcnım
prıstroji (4.4) (postup viz Prıloha 9, cast 3.1) diethyletherem (3.2) po dobu 4 hod,
u poloautomatu Soxtec (4.4) 20 minut extrakce a 40 minut promyvanı. Extrakt se odparı na
odparce (4.7) do sucha a odparek se rozpustı ve 4,00 ml roztoku vnitrnıho standardu (3.5).

5.1.2   Do nastavene ho chromatograficke ho prıstroje (4.1) s predepsanymi parametry (4.8.1)
se davkuje 1 Žl pripravene ho extraktu a porıdı se chromatograficky zaznam.

5.1.3   Vedle toho se provede stanovenı korekcnıho faktoru K:

 Do odmýrne  banky na 25 ml se presný odvazı 100,00 mg standardnı substance octanu
tokoferolu (3.4) a 25 az 30 mg vnitrnıho standardu squalanu (3.5), rozpustı v n-hexanu (3.1),
doplnı jım po rysku a promıcha . Do chromatograficke ho prıstroje (4.1) se davkuje 1 Žl tohoto
roztoku a porıdı se chromatograficky zaznam za naprosto stejnych podmınek jako
u zkousene ho vzorku. Stanovenı korekcnıho faktoru se provede 2 x a to vzdy pred stanovenım
kazde ho vzorku.

5.2   Krmne  smýsi

5.2.1   Podle predpokladane ho obsahu vitaminu E ve zkousenem vzorku se do zabrusove
banky na 250 ml odvazı s presnostı nejme ný na 0,001 g takove  mnozstvı zkusebnıho vzorku,
aby navazeny vzorek obsahoval cca 1 mg vitaminu E. Do banky se prida  presný 150 ml
n- hexanu (3.1), uzavre za tkou, umıstı do vodnı lazný (4.5) vyhra te  na 50 °C az 60 °C na dobu
30 minut, pak se 10 minut vytrepava  na trepacce (4.6). Obsah banky se prefiltruje stredný
hustym filtrem do vhodne  nadobky.

5.2.2   Chromatograficka  trubice (4.2) se naplnı do vysky asi 6 cm az 7 cm oxidem hlinitym
(3.3) na smotek obvazove  vaty umıstýny na spodku sloupce. Na sloupec se prevede presný
50 ml filtra tu vzorku, eluuje se 2kra t po 10 ml n-hexanu (3.1) do kulate  zabrusove  banky na
250 ml a elua t se odparı na vakuove  odparce (4.7) do sucha. Odparek se rozpustı v 1 ml
vnitrnıho standardu (3.6) a do pripravene ho chromatograficke ho prıstroje (4.1) na predepsane
parametry se davkuje 1 Žl.
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5.2.3   Vedle toho se provede stanovenı korekcnıho faktoru K:

 Do zabrusove  odmýrne  banky na 25 ml se presný odvazı 6,25 mg vnitrnıho standardu
squalanu (3.5) a 6,25 mg standardnı substance octanu tokoferolu (3.4), doplnı hexanem po
rysku a promıcha . Davkuje se 1 Žl tohoto roztoku a porıdı chromatograficky zaznam za
naprosto stejnych podmınek jako u zkousene ho vzorku. Stanovenı korekcnıho faktoru se
provede 3 x a to vzdy pred kazdym stanovenım ve vzorku.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1   Premixy

 Obsah vitaminu E v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X K p m
p m

T s

S

=
1000

0

. . .
.

kde    pT   je   plocha pıku standardu octanu tokoferolu (vitaminu E) ve zkousenem vzorku 
 v mm2

 pS        plocha pıku vnitrnıho standardu squalanu (3.5)  v mm2

 ms        mnozstvı vnitrnıho standardu squalanu pridane ho  k odparku v mg 

 m0        navazka zkusebnıho vzorku v g 

 K         korekcnı faktor

 Korekcnı faktor (K) se vypocıta  podle vzorce:

X p c
p C E

s T

T s T

=
100. .

. .

kde     CT    je   koncentrace standardu octanu tokoferolu v mg /ml

 CS          koncentrace vnitrnıho standardu squalanu v mg/ml

 ET          ±cinnost standardnı substance octanu tokoferolu  v %

 pS,  pT    viz legenda vyse

Ze trı urcenı korekcnıho faktoru se vypocıta  aritmeticky pru mýr, ktery se dosadı do
vypoctove ho vzorce obsahu vitaminu E.

6.2   Krmne  smýsi

 Obsah vitaminu E v mg/kg (Y) se vypocıta  podle vzorce:

Y K p m
p m

T

S

=
3000 2

0

. . .
.

kde    m2     je    mnozstvı vnitrnıho standardu squalanu pridane ho  k odparku v mg 
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m0            navazka zkusebnıho vzorku v g 

 pT, pS, K  viz legenda v 6.1, vypocet K viz 6.1

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost

7.1   Premixy

 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı pri
teoretickem obsahu vitaminu E 1,5 . 105 mg/kg prekrocit hodnotu Rp = 88,2 mg

7.2   Krmne  smýsi

 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı pri
teoretickem obsahu vitaminu E 20 mg/kg prekrocit hodnotu Rp = 2,15 mg

8.   Poznamky

8.1   Diethylether a n-hexan jsou nebezpecnymi horlavinami trıdy,  proto je nutno pri jake koli
manipulaci dodrzovat bezpecnostnı pravidla.

8.2   Vyluhy zkousene ho vzorku a kalibracnı roztoky standardu se  pripravujı týsný pred
vlastnım stanovenım.
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4.5  Stanovenı obsahu vitaminu E

Stanovenı vitaminu E se provadı podle  metody 4.2 kde je popsano stanovenı vitaminu A i E.
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4.6  Stanovenı obsahu cholinu

1.   U cel a rozsah
 Jsou uvedeny dvý rovnocenne  metody, dosud rozhodcı metoda spektrofotometricka  a
perspektivnı izotachoforeticka .

 Tyto metody specifikujı podmınky pro stanovenı cholinu v premixech.

Pro ±cely te to metody se pouzıva  tato definice: Cholin je vitagen blızky vitaminu m skupiny B.
Jako prıdavek pro fortifikaci krmiv se pouzıva  ve formý chloridu cholinu, coz je po chemicke
strance hydroxyethyltrimethyl-amonium hydroxid, suma rnıho vzorce C5H14ClNO.

2.   Princip
 Cholin se stanovı spektrofotometricky po extrakci vzorku ethylalkoholem na zakladý reakce
acetonove ho komplexu s reinecka tem amonnym v prostredı roztoku fosforecnanu sodne ho,
nebo na zakladý rozdılne  pohyblivosti iontu  v elektrickem poli metodou kapila rnı
izotachofore zy.

3.   Chemikalie

3.1   Pro metodu spektrofotometrickou

3.1.1   Reinecka t amonny (diamo-tetrakis-isothiokyana tochromitan  amonny), roztok 20 g/l 
 v ethylalkoholu (3.1.4)

3.1.2   Fosforecnan trisodny dodekahydra t (Na3PO4.12 H2O),  nasyceny roztok (cca 298 g/l)

3.1.3   Aceton (zcela ciry nebo prefiltrovany stredný hustym  filtrem) (poznamka 8.1)

3.1.4   Ethylalkohol 96 %, 2kra t destilovany (poznamka 8.1)

3.1.5   Chlorid cholinu, standardnı substance

3.1.6   Chlorid cholinu, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı presný  0,2000 g standardnı substance
 chloridu cholinu (3.1.5)  se 100 % ±cinnosti ( nebo prepoctene  mnozstvı na ±cinnost
 100 %), rozpustı se ve vodý, doplnı vodou po rysku  a promıcha .

 1 ml tohoto zakladnıho standardnıho roztoku obsahuje  2 mg chloridu cholinu.
 Uchovany pri teplotý 4 °C je sta ly  po dobu jednoho tydne.

3.1.7   Chlorid cholinu, pracovnı standardnı roztok

  Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odpipetuje 10 ml  zakladnıho standardnıho
  roztoku chloridu cholinu (3.1.6),  doplnı vodou po rysku a promıcha .
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 1 ml tohoto pracovnıho standardnıho roztoku obsahuje  0,2 mg chloridu cholinu.
   Pripravuje se vzdy cerstvy.

3.2   pro metodu izotachoforetickou

3.2.1   Chlorid cholinu, standardnı substance s ±cinnostı nejme ný  95 %, na minera lnım  
nosici.

3.2.2   Chlorid cholinu, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı presný  0,3000 g standardnı substance
 chloridu cholinu (3.2.1)  100 % ±cinnosti ( nebo mnozstvı prepoctene  na 100 %

±cinnost), rozpustı v redestilovane  vodý (3.2.6), doplnı  touto po rysku a promıcha .

 1 ml tohoto zakladnıho standardnıho roztoku obsahuje  3 mg chloridu cholinu a pri
 uchovanı za teploty 4 °C je  sta ly jeden tyden.

3.2.3   Chlorid cholinu, pracovnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odpipetuje tolik  zakladnıho standardnıho
 roztoku chloridu cholinu (3.2.2),  aby 1 ml tohoto roztoku obsahoval takove  mnozstvı
 cholinu, jako je predpokladany obsah v 1 ml vyluhu ze  zkousene ho vzorku.

 Pripravuje se vzdy cerstvy.

3.2.4   Kyselina octova  , roztok c(CH3CO2H) = 0,1 mol/l, izotermicky predestilovana
  (poznamka 8.2)

3.2.5   Octan draselny, pevny

3.2.6   Voda redestilovana

3.2.7   Vedoucı elektrolyt

 Prıprava: Do kadinky vhodne ho objemu se odvazı 0,491 g  octanu draselne ho (3.2.5),
 rozpustı v 950 ml redestilovane  vody (3.2.6), roztokem kyseliny octove  (3.2.4) se

upravı pH na hodnotu 5,0 , kvantitativný prevede do  odmýrne  banky na 1 000 ml,
doplnı se redestilovanou vodou  (3.2.6) po rysku a promıcha .

 Uchovava  se v chladnicce pri teplotý 4 °C.

3.2.8   Koncovy elektrolyt

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odmýrı presný  100 ml roztoku kyseliny
 octove  (3.2.4), doplnı redestilovanou vodou (3.2.6) po rysku a promıcha .

 Uchovava  se v chladnicce pri teplotý 4 °C.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Pro metodu spektrofotometrickou

4.1.1   Spektrofotometr vhodne  konstrukce

4.1.2   Zarızenı pro filtraci za snızene ho tlaku
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4.1.3   Kelımek filtracnı sklenýny s fritou S3

4.1.4   Trepacka (horizonta lnı) laboratornı

4.2   Pro metodu izotachoforetickou

4.2.1   Analyza tor izotachoforeticky se zapisovacem

4.2.2   Trepacka laboratornı vhodne  konstrukce

5.   Postup

5.1   Metoda spektrofotometricka

5.1.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

5.1.1.1   Do kuzelovych banýk asi na 50 ml se diferencovaný odpipetuje 2,5 ; 5,0 ; 7,5 a
10,0 ml pracovnıho standardnıho roztoku chloridu cholinu (3.1.7), kazda  z banýk se doplnı na
objem asi 10 ml vodou, prida  se pipetou 10 ml roztoku fosforecnanu sodne ho (3.1.2), 5 ml
roztoku reinecka tu amonne ho (3.1.1), du kladný se promıcha  a necha  usta t na chladnem mıstý
po dobu 30 minut.

5.1.1.2   Vznikla  srazenina se odfiltruje za snızene ho tlaku (4.1.2) filtracnım kelımkem (4.1.3)
a promyje se 2kra t promyvacım roztokem reinecka tu amonne ho, pripravene ho odpipetovanım
2 ml roztoku reinecka tu amonne ho (3.1.1) do 1 000 ml vody. Po ±plnem odsa tı vody se
srazenina na filtru rozpustı max. 20 ml acetonu (3.1.3), filtra t se jıma  do pripojene  banky a
potom se kvantitativný prevede do odmýrne  banky na 25 ml (V3). Nakonec se odmýrna  banka
doplnı po rysku acetonem (3.1.3) s promıcha .

5.1.1.3   Absorbance roztoku  se mýrı na spektrofotometru (4.1.1) v kyvetach o opticke  de lce
10 mm, pri vlnove  de lce 525 nm proti cistemu acetonu (3.1.3).

5.1.1.4   Z namýrenych hodnot absorbancı a jim odpovıdajıcıch koncentracı se sestrojı
kalibracnı graf.

5.1.2    Vlastnı provedenı

5.1.2.1   Do kuzelove  banky na 500 ml se odvazı, s presnostı nejme ný na 0,001 g, tolik
zkusebnıho vzorku, aby navazka vzorku obsahovala asi 120 mg chloridu cholinu, provlhcı se
presný 10 ml ethylalkoholu (3.1.4) a vytrepava  se na (horizonta lnı) trepacce (4.1.4) po dobu
10 minut. Pak se prida  presný 50 ml vody, zahra te  na 50 °C a vytrepava  se dalsıch 10 minut.
Po pridanı dalsıch presný 140 ml vody se vytemperuje, promıcha  a obsah banky se filtruje
suchym stredný hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje.
Z cire ho filtra tu se odpipetuje 20 ml (V2) do kuzelove  banky na 50 ml, prida  20 ml roztoku
fosforecnanu sodne ho (3.1.2), 10 ml roztoku reinecka tu amonne ho (3.1.1), du kladný se
promıcha  a ponecha  usta t po dobu 30 minut na chladnem mıstý.

5.1.2.2   Da le se postupuje podle 5.1.1.2 a 5.1.1.3. Namýrene  mnozstvı chloridu cholinu se
zjistı z kalibracnıho grafu.

5.2   Metoda izotachoforeticka
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5.2.1   Do kuzelove  banky na 500 ml se odvazı presný 5,000 g zkusebnıho vzorku, prida  se
presný 250 ml redestilovane  vody (V1) (3.2.6) a vytrepava  se po dobu 30 minut na trepacce
(4.2.2). Filtruje se suchym hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se
nezachycuje.

Filtra t se redı da le na pracovnı koncentrace nasledovný:

Pri predpokladanem obsahu cholinu
chloridu v mg /g

   Zpu sob redýnı  Stupen redýnı

do 30  20 ml (V2) do 100 ml (V3)  5 

nad 30  10 ml (V2) do 100 ml (V3)  10 

R edýnı se provadı redestilovanou vodou (3.2.6).

 Vlastnı analyza se provede na predseparacnı koloný pro izotachoforetickou metodu obvyklou
technikou, porıdı se zaznam a vyhodnotı.

 Vedle toho se provede analyza vhodný naredýne ho pracovnıho standardnıho roztoku cholinu
chloridu (3.2.3) analogickym zpu sobem, jak vyse uvedeno.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1   Metoda spektrofotometricka

 Obsah chloridu cholinu v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X V V C
m V

=
103

1 3

2

. . .
.

kde    C    je    mnozstvı chlorid cholinu zjistýne  z kalibracnıho  grafu v mg

m           navazka zkusebnıho vzorku v g 

V1              celkovy objem extrakcnıho cinidla v ml (200)

V2              pipetovany objem extraktu v ml

V3         objem, ve kterem je rozpustýna srazenina v ml

6.2   Metoda izotachoforeticka  (poznamka 8.3)

 Obsah chloridu cholinu v mg/kg (Y) se vypocıta  podle vzorce:

Y C L V V
L V m

V

S

=
103

1 3

2

. . . .
. .

kde    C    je    koncentrace chloridu cholinu v pracovnım standardnım roztoku v mg

LV         de lka zony zkousene ho vzorku v mm

LS       de lka zony standardnıho roztoku cholinu v mm
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m          navazka zkusebnıho vzorku v g 

V1         objem extrakcnıho cinidla v ml

V2         pipetovany objem filtra tu

V3         konecny objem v ml

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadrujı se s presnostı na cele  jednotky v mg/kg.

7.   Opakovatelnost

7.1   Spektrofotometricka  metoda

Nebyla dosud stanovena.

7.2   Izotachoforeticke  metody

 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Aceton a ethylalkohol jsou nebezpecnymi horlavinami  I.trıdy a proto pri jake koli
manipulaci s nimi je nutne   dodrzovat bezpecnostnı pravidla.

8.2   Izotermicka  destilace se provadı tak, ze do výtsı nadobky  (napr . prazdne ho exsika toru)
s la tkou, ktera  se ma  izotermicky predestilovat se vlozı mensı nadobka s redestilovanou
vodou, výtsı nadobka se hermeticky uzavre a necha  volný  sta t asi 6 tydnu . Potom se mensı
nadobka, obsahujıcı jiz  izotermicky predestilovanou la tku, vyjme a stanovı se koncentrace
pro dalsı pouzitı.

8.3   Pro vyhodnocenı a vypocet obsahu cholinu lze, v prıpadý  pripojenı analyza toru na
pocıtac, pouzıt vhodne ho programu.
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4.7  Stanovenı obsahu pantothenanu vapenate ho

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı pantothenanu vapenate ho v premixech.

2.   Princip
 Pantothenan vapenaty se stanovı na zakladý ru stove  odpovýdi testovacıho mikroorganizmu
Saccharomyces carlsbergensis 4288 (ATCC 9080) dif±znı plotnovou metodou.

3.   Chemikalie

3.1   Pantothenan vapenaty, standardnı substance o ±cinnosti  100 %

3.2   Pantothenan vapenaty, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: 0,100 g standardnı substance pantothenanu vapenate ho (3.1) se odvazı do
100 ml odmýrne  banky, rozpustı se  v tlumivem roztoku (3.4), doplnı tımte z po rysku  a
promıcha .

 1 ml tohoto roztoku obsahuje 1 000 Žg pantothenanu vapenate ho.

3.3   Pantothenan vapenaty, pracovnı standardnı roztok

 Prıprava: 10 ml zakladnıho standardnıho roztoku pantothenanu vapenate ho (3.2) se
odpipetuje do odmýrne  banky na  100 ml, doplnı tlumivym roztokem (3.4) po rysku a
promıcha .

 1 ml tohoto roztoku obsahuje 100 Žg pantothenanu vapenate ho.

3.4   Tlumivy roztok octanovy o pH = 4,5 (Extrakcnı cinidlo)

 Prıprava: Do 1 000 ml odmýrne  banky se odvazı 5,0 g octanu  sodne ho, prida  5 ml
kyseliny octove  ledove , doplnı redestilovanou vodou po rysku a promıcha .

3.5   Testovacı mikroorganismus, kultura kmene Saccharomyces  carlsbergensis 4228

 Prıprava: Jednou za 14 dnı se kultura preockovava  na sikmou  udrzovacı pu du (3.9.1),
 inkubuje se pri teplotý 30 °C po  dobu 24 hod a uchovava  se pri teplotý 4 °C.

3.6   Inokulum

 Prıprava: Cerstva , maxima lný 24 hod stara  kultura uchovavana  na sikme  plose se
v mnozstvı jedne  klicky naockuje do  10 ml inokulacnı pu dy (3.9.3) a inkubuje se

 4 hod. pri  teplotý 30 °C. Z vyrostle  suspenze se pouzıva  1 ml jako inokulum
 k naockovanı 80 ml testovacı pu dy, predem rozvarene  a zchlazene  na teplotu 40 °C.
 Suspenze se uchovava  pri  teplotý 4°C a je sta la  po dobu dvou dnu .
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 Reaktivace kmene:  Pri dlouhodobem pasazovanı na pevnych pu dach kvasinky ztracejı
 svou specifickou citlivost na dany vitamin, proto se  provadı jejich aktivace. 
 K reaktivaci kmene se pouzıva  inokulacnı pu dy, do ktere  se  pridava  pantothenan

vapenaty (3.1). Pu da se rozlije po  20 ml do kuzelovych banýk na 100 ml a ockuje
jednou klickou  kvasinky. Nýkolikra t opakovanym preockovanım zıska  kmen  opýt
pu vodnı vlastnosti; reaktivuje se 1kra t mýsıcný.

3.9   Zivne  pu dy

3.9.1   Udrzovacı pu da

   Prıprava: Susena  pu da Malt-Extrakt-Agar "Oxoid" nebo  polotuha  agarova  pu da
    Sladinkovy agar "SEVAC" se pripravı  podle navodu vyrobce.

3.9.2   Testovacı pu da

  Prıprava: Susena  pu da pro stanovenı kyseliny pantothenove   "SEVAC" v mnozstvı
   80,0 g se rozpustı ve 150 ml varıcı  (redestilovane ) vody (3.10). Vedle toho se v 850 g
   susene   pu dy rozvarı 30,0 g agaru. Roztoky se smıchajı, filtrujı  rıdkym filtrem pH se
  upravı na 5,5 a filtra t se rozdýlı  do banýk na 100 ml. Sterilizuje se v autoklavu  

15 minut  pri 0,05 MPa. Pu da se uchovava  pri teplotý 4 °C.

3.9.3   Inokulacnı pu da

 Prıprava: Susena  pu da pro stanovenı kyseliny pantothenove   "SEVAC" se v mnozstvı
 12,0 g rozpustı v redestilovane   vodý (3.10) a doplnı jı na 1 000 ml. Pu da se da le rozlije
 do banýk po 10 ml, prida  se pantothenan vapenaty (3.1)  v mnozstvı 0,3 Žg na 10 ml
 pu dy a sterilizuje se v autoklavu po dobu 15 minut pri 0,05 MPa.

 Pu da se uchovava  pri teplotý 4 °C a jejı pH ma  byt 4,5.

3.9.4   Reaktivacnı pu da

 Prıprava: Inokulacnı pu da s prıdavkem 0,1 ml pantothenanu  vapenate ho (3.1) na 1 ml
 se rozlije po 20 ml do banýk.

3.10   Redestilovana  voda

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Plotny sklenýne  250 mm x 250 mm

4.2   Ramy kovove  ctvercove

4.3   Podlozka vyrovnavacı regulovatelna

4.4   Vodovaha

4.5   Korkovrt

4.6   Autoklav

4.7   Odstredivka vhodne  konstrukce s prıslusenstvım

4.8   Termostat vhodne  konstrukce
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4.9   Pipeta podle Pasteura

5.   Postup

5.1   Odvazı se 1,000 g zkusebnıho vzorku do kuzelove  banky na 200 ml, suspenduje se 30 ml
extrakcnıho cinidla - tlumive ho octanove ho roztoku (3.4) a potom se sterilizuje v autoklavu
(4.6) po dobu 15 minut pri 0,11 MPa. Po ochlazenı se prida  70 ml redestilovane  vody (3.10) a
promıcha . Po prıpadne  ±pravý pH na 5,5 se odstredı (4.7). S ohledem na predpokladany obsah
pantothenanu vapenate ho ve zkousenem vzorku a navazku zkusebnıho vzorku se provede
dalsı redýnı tak, aby vznikly testovane  koncentrace 4 : 2 : 1 s teoretickymi obsahy
pantothenanu vapenate ho 2,500; 1,250; 0,625 Žg/ml.

5.2   Vedle toho se pripravı z pracovnıho standardnıho roztoku (3.3) testacnı koncentrace
2,500; 1,250 a 0,625 Žg pantothenanu vapenate ho v 1 ml, pricemz se k redýnı pouzije
redestilovana  voda (3.10).

5.3   Na sterilnı sklenýnou plotnu (4.1) opatrenou kovovym ramem (4.2) a umıstýnou ve
vodorovne  poloze (vodovaha - 4.4) se vylije 100 ml testovacı pu dy (3.9.2) naockovane
testovacı kulturou. Po ztuhnutı agarove  vrstvy se vyhloubı korkovrtem (4.5) du lky ve
vzda lenostech 25 az 30 mm od sebe a do nich se vnası Pasteurovou pipetou jednotliva  redýnı
standardu (testacnı koncentrace) a zkousene ho vzorku (testovane  koncentrace). R edýnı
standardu  se plnı do trı rad ve stredu plotny, redýnı zkousene ho vzorku odpovıdajıcı
prıslusnemu redýnı standardu se plnı do trı rad po obou stranach testacnıch koncentracı
standardu . Plotna (4.1) se inkubuje v termostatu (4.8) po dobu 16 az 18 hod pri teplotý 30 °C.

5.4  Vznikle  ru stove  zony se mýrı ve dvou vza jemný kolmych rovinach posuvnym mýrıtkem
s presnostı na 0,1 mm.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah pantothenanu vapenate ho v mg/g se vypocte podle Prılohy 10, cast 7.1.

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr dvou soubýzný provedenych stanovenı, ktere
splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na jednotky mg/g.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.
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4.8   Stanovenı vitaminu  B1, B2 a B6

1.   U cel a rozsah
 Pro stanovenı vitaminu  B1, B 2 a B6 jsou uvedeny dvý metody a to metoda vysoko±cinne
kapalinove  chromatografie pro stanovenı vitaminu  B v krmnych smýsıch a samostatna  metoda
vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie pro stanovenı vitaminu  B v premixech.

2.   Princip
 Vitaminy B1 (thiamin), B2 (riboflavin) a B6 (pyridoxin) (poznamka 8.1) se extrahujı ze
vzorku krmne  smýsi vodou a po hydrolyze kyselinou chloristou se stanovı metodou
vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie (da le jen HPLC) s vyuzitım iontovych pa ru  na
reverznı fazi. Detekce vitaminu B2 a B6 se provadı prımo fluorimetricky, zatımco vitamin B1
se pred detekcı nejprve oxiduje derivatizacnım cinidlem v reakcnı smycce postkolonove
derivatizace.

V premixech se stanovı komplex vitaminu  B po extrakci zkusebnıho vzorku za studena
extrakcnım roztokem, metodou iontovych pa ru  na reverznı fazi s pouzitım UV detekce.

3.   Chemikalie

3.1   Hexakyanozelezitan draselny [K3Fe(CN)6], pevny

3.2   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 0,1 mol/l

3.3   Kyselina chlorista  70 %

3.4   Kyselina fosforecna , koncentrovana

3.5   Acetonitril, cistoty 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 pa ru  - roztok sodne  soli kyseliny hexansulfonove  (da le jen HSA Na)

3.10   Vitaminy B1, B2 a B6, standardnı substance

3.11   Vitamin B1, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 250 ml se odvazı 25 mg standardnı substance vitaminu
 B1 (3.10) s presnostı nejme ný na  0,1 mg, rozpustı v roztoku kyseliny chlorovodıkove
 (3.2),  doplnı po rysku a promıcha .

 1 ml tohoto zakladnıho standardnıho roztoku obsahuje  0,1 mg vitaminu B1. Roztok
 uchovany v chladnicce je sta ly  po dobu nýkolika mýsıcu .
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3.12   Vitamin B2, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 500 ml se odvazı 10 mg standardnı substance vitaminu
 B 2 (3.10) s presnostı nejme ný na  0,1 mg, rozpustı v roztoku kyseliny chlorovodıkove
 (3.2),  doplnı po rysku a promıcha .

1 ml tohoto zakladnıho standardnıho roztoku obsahuje  0,02 mg vitaminu B2. Roztok
 uchovany v chladnicce je sta ly  po dobu nýkolika mýsıcu .

3.13   Vitamin B6, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 250 ml se odvazı 25 mg standardnı substance vitaminu
 B6 (3.10) s presnostı nejme ný na  0,1 mg, rozpustı v roztoku kyseliny chlorovodıkove
 (3.2),  doplnı po rysku a promıcha .

 1 ml tohoto zakladnıho standardnıho roztoku obsahuje  0,1 mg vitaminu B6. Roztok
 uchovany v chladnicce je sta ly  po dobu nýkolika mýsıcu .

3.14   Smýsny pracovnı standardnı roztok vitaminu  B1, B2 a B6

 Prıprava: Do kuzelove  banky na 250 ml se odpipetuje:
 2 ml zakladnıho standardnıho roztoku vitaminu B1 (3.11)
 10 ml zakladnıho standardnıho roztoku vitaminu B2 (3.12)
 2 ml zakladnıho standardnıho roztoku vitaminu B6 (3.13)

 prida  se asi 50 ml vody a za mıchanı 2 ml kyseliny chloriste  (3.3).

 Banka se zaza tkuje, umıstı na trepacku (4.4) a protrepava   se po dobu 30 minut. Pak se
 za sta le ho mıchanı pridava   postupný roztok hydroxidu draselne ho (3.7) az roztok 
 dosahne pH 3,2 (poznamka 8.2), obsah banky se kvantitativný prevede do odmýrne
 banky na 100 ml, doplnı mobilnı fazı  (3.15) po rysku a promıcha . Da le se roztok

odstavı v chladnicce do druhe ho dne, aby se kvantitativný vysrazel  chloristanovy iont  ve
formý chloristanu draselne ho, tento  se odfiltruje suchym hustym filtrem do suche
kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje. Z tohoto  filtra tu se odpipetuje  5 ml
do odmýrne  banky na 10 ml,  doplnı se mobilnı fazı (3.15) po rysku a promıcha .

 Konecna  koncentrace tohoto smýsne ho standardnıho roztoku  je pro:

 vitamin B1         1,0 Žg/ml

 vitamin B2           1,0 Žg/ml

 vitamin B6          1,0 Žg/ml

3.15   Mobilnı faze (poznamka 8.7)

 Prıprava: V odmýrne  bance na 1 000 ml se smıcha  95 ml  acetonitrilu (3.5), 0,5 ml
 amoniaku (3.6) a 800 ml vody,  doplnı toute z po rysku a promıcha . Po rozpustýnı se
 prida   950 mg HSA Na (3.9) a po jeho rozpustýnı se pH roztoku  upravı kyselinou

fosforecnou (3.4) na hodnotu 2,85. 930 ml  tohoto roztoku se doplnı vodou na  1 000 ml,
promıcha   a filtruje pres filtr 0,45 Žm.

3.16   Derivatizacnı roztok

 Prıprava: Do kadinky vhodne ho objemu se odvazı 0,5 g  hexakyanozelezitanu
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 draselne ho (3.1), rozpustı v 50 ml vody  a 6 ml tohoto roztoku se prida  do 100 ml
roztoku hydroxidu  sodne ho (3.8).

3.17   Methylalkohol, HPLC grade

3.18   Kyselina octova , HPLC grade (h= 1,05 g/cm3)

3.19   Diethylamin, (C2H5)2NH, Mr = 73,14 (da le jen DEA)

3.20   Extrakcnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 2000 ml se odlije 500 ml  vody, navazı se 2,84 g  1-
HSA Na (3.4), prida  se 40 ml kyseliny  octove  (3.2), 8 ml DEA (3.5) a po rozpustýnı  se
prida  500 ml methylalkoholu. Doplnı se vodou po znacku a promıcha . Pod pH  metrem se
upravı pH roztoku na hodnotu pH 3,70 kyselinou fosforecnou.

3.21   Mobilnı faze

  Prıprava: V odmýrne  bance na 2000 ml se v 500 ml vody rozpustı 2,84 g 1- HSA Na
  (3.4), prida  se 300 ml methanolu, 40 ml  kyseliny octove  (3.2) a 8 ml DEA (3.5). Doplnı
  se vodou po znacku a promıcha . Pod pH metrem se upravı pH na hodnotu (3,70 ± 0,025)
  kyselinou fosforecnou.

3.22  Zakladnı roztok komplexu vitaminu B

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 250 ml  se navazı 50,0 mg vitaminu B1, B2 a B6 a
rozpustı  se ve vodý  mırný zalkalizovane  hydroxidem draselnym, po rozpustýnı se
doplnı vodou po znacku a promıcha .

 1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,2 mg/ml vitaminu.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Chromatograf kapalinovy vysoko±cinny (da le jen prıstroj  HPLC) s prıslusenstvım 
(cerpadlo, kolona - reverznı faze C18,  300 x 4,4 Žm, injektaznı davkovacı zarızenı napr .
 Rheodyne, UV detektor nebo  fluorimetricky detektor - mrızkovy typ s excitacnım  a
 emisnım monochroma torem , popr . datastanice s integracnım  software, tiska rna ci jine
 registracnı zarızenı

4.2   Pumpa derivatizacnı

4.3   Smycka reakcnı derivatizacnı (doporucene  parametry: de lka  6 m, pru mýr kapila ry 
 0,254 mm, materia l PEEK)

4.4   Trepacka laboratornı

4.5   Termostat vhodne  konstrukce

4.6   pH metr

4.7   Odstredivka vhodne  konstrukce s prıslusenstvım

4.8   Membranovy filtr (0,45 µm)
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5.   Postup (poznamka 8.3)

5.1 Premixy
 Pri zpracovanı vzorku se vyhneme prehra tı vzorku býhem jeho homogenizace. Vzorek se
homogenizuje na castice o velikosti 0,5 mm a mensı. Vzorek se nemele, ale pouze se roztıra
v porcelanove  misce. Homogenizace a ±prava vzorku se provadı týsný pred jeho extrakcı a
dalsım zpracovanım, aby se zabranilo ztra tam vitaminu B. Roztoky vitaminu B se musı
chranit pred prımym slunecnım svýtlem a UV svýtlem (roztoky se chranı hlinıkovou foliı nebo
se uchovavajı ve skle nebo v jinem materia lu, ktere  nepropoustı UV-za renı).

5.1.1 Extrakce
 Do konicke  banky na 250 ml se navazı 5 g zkusebnıho vzorku s presnostı 0,001 g, prida  se
100,0 ml extrakcnıho roztoku (3.20), banka se uzavre za tkou a extrahuje se na laboratornı
trepacce (4.4) po dobu 65 minut. Po extrakci se upravı pH smýsi na hodnotu 3,7 pod
pH-metrem (4.6) kyselinou fosforecnou (3.4) nebo DEA (3.19) (poznamka 8.2). Roztok se
filtruje pres suchy husty skladany filtr do suche  podlozene  zkumavky, pricemz prvnı podıl (asi
5 ml) se nepouzije.

 Pred nastrikem na chromatografickou kolonu (4.1) se roztok filtruje pres membranovy filtr
(4.8) nebo se odstredı na laboratornı odstredivce (4.7) po dobu 2 minut pri 3500 ot/min.

5.1.2 Kalibrace
 Do sady odmýrnych banýk na 50 ml se pipetuje postupný 1,0 - 2,0 - 5,0 a 10,0 ml zakladnıho
roztoku vitaminu B (3.22) a doplnı se extrakcnım roztokem (3.20) po znacku a promıcha ,
cımz se zıskajı kalibracnı roztoky o koncentraci vitaminu B v mg/l 4,0 - 8,0 - 20,0 a 40,0. pH
tohoto roztoku se upravı pod pH metrem  (4.6) na hodnotu pH 3,7 kyselinou fosforecnou
(poznamka 8.3).

 Takto pripravene  roztoky se nastrikujı postupný na chromatografickou kolonu vyso±cinne ho
kapalinove ho chromatografu (4.1) o objemu nastriku 25 µl.

 Z pru mýrnych hodnot jim odpovıdajıcıch ploch pıku  se sestrojı kalibracnı graf.

 5.1.3 Vlastnı stanovenı
 Vlastnı mýrenı, jak kalibracnıch roztoku  tak i extraktu  zkusebnıch vzorku , se provadı za
nasledujıcıch separacnıch podmınek chromatograficke ho systemu:

Teplota  okolı

Pru tok  1,2 ml/min

Detekce  UV-programovatelny

Objem nastriku  25 µl

 AUFS  1,000
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Poradı eluce jednotlivych pıku  a podmınky detekce

 Vlnova  de lka (nm) Cas eluce (min)

Vitamin B6 291 nm   4,3

Vitamin B1 273 nm   8,2

Vitamin B2 267 nm  18,5

(poznamka 8.8 )

5.2   KrmnÚ smesi

5.2.1   Kalibrace a kontrola linea rnı odezvy instalovane   instrumentace

Do odmýrnych banýk na 10 ml se diferencovaný odpipetuje 1, 2, 4 a 5 ml smýsne ho
pracovnıho roztoku (3.14), doplnı mobilnı fazı (3.15) po rysku a promıcha . Takto pripravene
kalibracnı roztoky vitaminu  B1, B2 a B6 predstavujı koncentrace 0,2, 0,4 a 0,8 a 1,0 Žg/ml.

 Kalibracnı roztoky se pouzijı pro kalibraci systemu a pro kontrolu linearity odezev
instalovane  instrumentace.

 Pracovnı podmınky:

Teplota kolony teplota okolı

 Pru tok mobilnı faze 1,0 ml/min.

 Detekce fluorimetricka  (poznamka 8.6)

 Objem nastriku 125 Žl

Pru tok derivatizacnıho roztoku v derivatizacnı
smycce

 0,3 ml/min. (pri stanovenı vitaminu B 1)

Poradı eluce jednotlivych pıku  a  podmınky detekce:

 Vlnova  de lka (nm)  stýrbina (nm)  cas eluce
(min)

 vitamin B1  excitace 360  emise 435 excitace 20  emise 60  23

 vitamin B2  excitace 440  emise 565 excitace 20  emise 60  28

 vitamin B6  excitace 295  emise 395 excitace 20  emise 60  8

 Pri detekci vitaminu B1 je nutno uve st v cinnost derivatizacnı smycku (4.3), ktera  musı byt
termostatovana na teplotu 50 °C.

Kolona se nejprve uvede do rovnovahy az dosahne usta lenı zakladnı linie pri danem pru toku
mobilnı faze (3.15) a pak se nastrikujı jednotlive  roztoky a to v tomto doporucenem poradı:
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kalibracnı standardnı roztoky (viz 5.1.1), roztoky zkousene ho vzorku. Na jeden nastrik se
stanovı vitaminy B2 a B6. Vitamin B1 se stanovı na dalsı nastrik, kdy je v cinnosti
derivatizacnı smycka (4.3). Kazdy nastrik , jak kalibracnıho tak i roztoku zkousene ho vzorku,
musı byt proveden dvakra t, pricemz prıslusne  odezvy musı byt v toleranci nejvyse 2 %. Za
popsanych podmınek (viz 5.1.2) se porıdı chromatograficky zaznam.

  Z namýrenych hodnot ploch pıku  a jim odpovıdajıcıch koncentracı kalibracnıch roztoku  se
sestrojı kalibracnı graf (poznamka 8.4).

5.2.2   Vlastnı provedenı

 Do odmýrne  kuzelove  banky na 250 ml se odvazı tolik zkusebnıho vzorku s presnostı
nejme ný na 0,001 g, aby po extrakci, ±pravý pH a doplnýnı mobilnı fazı (3.15) na objem
100 ml, bylo dosazeno deklarovanych koncentracı priblizný v poloviný rozsahu pro vsechny
tri stanovovane  slozky (poznamka 8.5). K navazce vzorku se prida  asi 60 ml vody, za
promıchavanı jestý 2 ml kyseliny chloriste  (3.3), banka se uza tkuje, umıstı na trepacku (4.4) a
protrepava  po dobu 30 minut. Pak se opatrný, za sta le ho mıchanı, pridava  roztok hydroxidu
draselne ho (3.8) az do dosazenı hodnoty pH 3,2. Obsah banky se prevede do odmýrne  banky
na 100 ml, doplnı mobilnı fazı po rysku a promıcha . Banka s roztokem se umıstı do druhe ho
dne v chladnicce, za ±celem kvantitativnıho vysrazenı chloristanove ho iontu jako chloristan
draselny, potom se filtruje suchym, hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl
filtra tu se nezachycuje. Z tohoto filtra tu se doplnı odmýrna  banka na 10 ml po rysku. Da le se
postupuje podle 5.2.1.

 Namýrena  koncentrace se zjistı z kalibracnıho grafu (poznamka 8.4).

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah jednotlivych vitaminu  vyjadrenych jako hydrochloridy v mg/kg (X) se vypocıta  podle
vzorce (poznamky 8.1 a 8.4):

X C F
m
i=
.

kde    Ci    je     koncentrace jednotlivych vitaminu  zjistýna   z kalibracnıho grafu v Žg/ml

 F             faktor redýnı

 m            navazka zkusebnıho vzorku v g

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky
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8.1   Vitamin B6 je v nativnı formý prıtomen v podobý pyrodoxinu,  pyrodoxalu a
pyrodoxaminu. Uvedene  slozky jsou v prırodnım  materia lu zastoupeny v ru znem pomýru,
pricemz vsechny formy  jsou biologicky aktivnı. Uvedena  metoda stanovı pouze  vitamin B6
v podobý pyridoxinu. Vysledek je nutno interpretovat jako soucet obsahu  pridane ho vitaminu
B6 , ktery je  prıtomen ve formý pyridoxin hydrochloridu a nativnıho  obsahu prıtomne ho ve
formý pyridoxinu a hydrolyzou je na  hydrochlorid preveden.

8.2   Chromatograficky system tvorby iontovych pa ru  je velmi  citlivy na pH, ktere  ovlivnuje
disociaci predevsım vitaminu  B1 a ktery se ve vodnem roztoku chova  jako baze.

8.3   Doporucuje se pracovat pri tlumenem svýtle, protoze vsechny  tri formy stanovovanych
la tek jsou na svýtle nestabilnı.

8.4   Je-li soucastı chromatograficke  sestavy integracnı a vypoctove  software, vypocıta  se
obsah jednotlivych vitaminu   prımo z namýrenych koncentracı.

8.5   Doporucuje se odvazovat nejme ný 1 g zkusebnıho vzorku.  U vzorku  s vyssım obsahem
stanovovanych slozek je tedy  treba koncentrace v poloviný rozsahu kalibracnıho grafu
dosahnout primýrenym naredýnım filtra tu (viz 5.2) pred  nastrikem do kolony.

8.6   Detekcnı limity uvedene  metody jsou:     0,05 Žg/ml pro vitaminy B1 i B2

  0,01 Žg/ml pro vitamin B6.

 Vysledky stanovenı obsahu vitamınu B1 a B6 jsou uvadýny  jako hydrochloridy.

8.7   Hodnota pH mobilnı faze zavisı na pouzite  chromatograficke   koloný.

8.8  Poradı a retencnı casy zavisı na podmınkach chromatograficke ho dýlenı a pouzite  koloný.
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4.9  Stanovenı obsahu vitaminu B2

1.   U cel a rozsah
 Jsou uvadýny dvý metody stanovenı vitaminu B2 v premixech - fluorimetricka  a dif±znı
plotnova  a jedna  metoda vysoko±cinne  kapalinove  chromatografie (da le jen HPLC) pro
stanovenı vitaminu B2 v premixech i krmnych smýsıch.

Pro ±cely te to metody se pouzıva  tato definice:

Vitamin B2 je po chemicke  strance riboflavin, je jednım z vitaminu  B-komplexu. Tvorı
zlutou, ve vodnem roztoku silný zlutozelený fluoreskujıcı la tku a je velmi fotolabilnı.

2.   Princip
 Vitamin B2 v premixech se stanovı fluorimetricky v mırný okyselenem prostredı na zakladý
fluorescence pri vlnove  de lce 440 nm nebo dif±znı plotnovou metodou na zakladý ru stove
odpovýdi testovacıho mikroorganizmu Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 (CCM 1825).

Vitamin B2 v premixech i krmnych smýsıch se stanovı po extrakci zkusebnıho vzorku za tepla
zredýnou kyselinou chloristou, jejı neutralizacı hydroxidem draselnym, a naslednou
enzymatickou hydrolyzou (takadiastasa), metodou iontovych pa ru  na reverznı fazi s pouzitım
fluorifotometricke  detekce.

3   Chemikalie

3.1   Metoda fluorimetricka

3.1.1   Kyselina octova , ledova  (CH3COOH) (h=1.05 g/ml)

3.1.2   Kyselina chlorovodıkova , roztok c(HCl) = 0,1 mol/l

3.1.3   Manganistan draselny (KMnO4), roztok 30 g/l

3.1.4   Hydroxylamin hydrochlorid, roztok 30 g/l

3.1.5   Dithionicitan sodny, pevny

3.1.6   Octan sodny, trihydra t, roztok 100 g/l

3.1.7   Riboflavin, standardnı substance vitaminu B2 se znamou  (ovýrenou) ±cinnostı

3.1.8   Vitamin B2 (riboflavin), zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: Do kadinky se odvazı se presný 40 mg standardnı  substance riboflavinu 
(3.1.7), o ±cinnosti 100 % nebo  vypocıtane  mnozstvı nizsı ±cinnosti, predem vysusene
(3 hod pri teplotý 100 °C) a v exsika toru ochlazene .  Prida  se asi 800 ml vody a 10 ml

  ledove  kyseliny octove   (3.1.1). Po promıchanı se smýs zahrıva  na vroucı vodnı  lazni
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  (4.1.2) az do ±plne ho rozpustýnı, potom se ochladı  a kvantitativný prevede do
odmýrne   banky na 1 000 ml.  Doplnı se vodou po rysku a promıcha .

 Tento roztok standardu je sta ly nýkolik mýsıcu  za predpokladu jeho ulozenı ve tmý a
  chladu.

Pred vlastnım stanovenım se pripravı pracovnı standardnı  roztok riboflavinu
  zredýnım zakladnıho standardnıho roztoku na koncentraci 2 Žg riboflavinu   v 1 ml.

3.2   Metoda dif±znı plotnova

3.2.1   Kyselina sırova , roztok c(H2SO4) = 0,05 mol/l

3.2.2   Hydroxid sodny, roztok c(NaOH) = 0,1 mol/l

3.2.3   Octan sodny, roztok c(CH3COONa) = 2,5 mol/l

3.2.4   Kyselina octova , roztok 10%

3.2.5   Voda redestilovana

3.2.6   Riboflavin (vitamin B2) standardnı substance se znamou ci  ovýrenou ±cinnostı

3.2.7   Vitamin B2 (riboflavin), zakladnı standardnı roztok

  Prıprava: Odvazı se presný 0,05 g standardnı substance riboflavinu (3.2.6) o ±cinnosti
  100 % nebo vypoctene  mnozstvı  nizsı ±cinnosti do odmýrne  banky na 500 ml,

 rozpustı  se  v 10 ml roztoku hydroxidu sodne ho (3.2.2), po jeho rozpustýnı se prida
8,5  ml roztoku kyseliny octove  (3.2.4), doplnı roztokem kyseliny sırove  (3.2.1) po
rysku a  promıcha .

 Tento zakladnı standardnı roztok ma  koncentraci 0,1 mg riboflavinu v 1 ml. Je sta ly
  v chladnicce po dobu 1 mýsıce.

 Týsný pred pouzitım se redı na testacnı roztoky o koncentracıch 2,1 a 0,5 Žg vitaminu
  B2 v 1 ml.

3.2.8   Fyziologicky roztok

 Prıprava: 8 g chloridu sodne ho se rozpustı ve vodý, doplnı vodou na 1000 ml,
  promıcha  a sterilizuje se 20 minut pri  121 ČC.

3.2.9   Testovacı organismus Lactobacillus rhamnosus 7469 (CCM  1825)

 Prıprava: Kultura se uchovava  na sikme  udrzovacı agarove   pu dý pri teplotý 4 °C,  
nejme ný jednou za 2 tydny se preockovava  a inkubuje 48 hod pri teplotý 37 °C.

3.2.10   Inokulum

 Prıprava: Ze sikme ho agaru se suspendujı 1 az 2 klicky na týru  testovacıho
  mikroorganizmu (3.2.9) do sterilnıho inkubacnıho roztoku a inkubuje se 24 hod. pri
  teplotý 37 ČC.  Pred pouzitım se kultura vyrostla  v inkubacnım roztoku odstredı,
   supernatant se slije a kultura se prevede 5 ml izotonicke ho roztoku (3.2.8) do  

zkumavky. Tım se vyloucı vliv  standardnı substance vitaminu B2 pridane ho do   
inkubacnıho  roztoku.

3.2.11   Zivne  pu dy
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3.2.11.1   Udrzovacı pu da - susena  pu da Lactoagar Sevac

 Prıprava: Provede se bu°  podle navodu vyrobce nebo 5,7 g  Lactoagaru se necha
 botnat 15 minut ve vodý a potom se za  varu rozpustı. Pri teplotý 60 °C se doplnı

horkou vodou na  objem 100 ml, promıcha , rozdýlı do zkumavek a pripravı se sikme
agarove  pu dy. Hodnota pH po sterilizaci je 6,5 az 6,9

 Rehydratovany agar lze uchovavat v chladnicce po dobu 3 mýsıcu .

3.2.11.2   Inokulacnı pu da

  Prıprava: Provede se bu°  podle navodu vyrobce, nebo 20 g susene  pu dy se rozpustı
  v 500 ml vody, prida  se standardnı  roztok vitaminu B2 (3.2.7) tak, aby koncentrace
  vitaminu B2  v 1 ml byla 0,1 Žg, rozdýlı se po 40 ml do kuzelovych banýk  a  

sterilizuje.

3.2.11.3   Testovacı pu da

  Prıprava: Provede se podle navodu vyrobce nebo 46 g susene   pu dy se rozpustı
  v malem mnozstvı horke  vody, promıcha  se  s 20 mg rozvarene ho agaru a doplnı
  vodou na 1 000 ml. Rozdýluje se do kuzelovych banýk na 100 ml sterilizuje

10 minut  pri tlaku 0,05 MPa, pH po sterilizaci ma  byt 6,2 az 6,8.

3.3   Metoda HPLC

3.3.1   Kyselina chlorista  (HClO4), koncentrovana  70 %

3.3.1.1   Kyselina chlorista , zredýna  0,2 mol/l

  Prıprava: V odmýrne  bance na  2000 ml se v 1000 ml vody rozpustı 33,5 ml kyseliny
  chloriste   (3.1), promıcha , vytemperuje na laboratornı teplotu, doplnı  se vodou po
  znacku a promıcha .

3.3.2   Hydroxid draselny, roztok c(KOH) = 2 mol/l

 Prıprava: V odmýrne  bance na 1000 ml  se rozpustı v 500 ml vody 112 g hydroxidu za
 sta le ho chlazenı.  Po rozpustýnı se obsah odmýrne  banky doplnı po znacku a promıcha .

3.3.3   Kyselina fosforecna  (H3PO4), koncentrovana  85 % (h=1,7 g/cm3)

3.3.4   Amoniak, vodny roztok (NH4OH), koncentrovany, (h=0,91 g/cm3)

3.3.5   Hydroxid sodny, zredýny roztok c(NaOH)=0,005 mol/l

3.3.6   Reagent iontovych pa ru  (da le jen 1-HSA Na) - sodna  su l kyseliny hexansulfonove , 
    CH3(CH2)5SO3Na, Mr = 188,22

3.3.7   Acetonitril, HPLC grade

3.3.8   Methylalkohol, HPLC grade

3.3.9   Kyselina octova , (h=1,05 g/cm3), HPLC grade

3.3.10   Diethylamin, (C2H5)2NH, Mr = 73,14  (da le jen DEA)

3.3.11   Vitamin B2  (riboflavin) , C17H20N4O6, Mr = 376,4
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3.3.11.1   Zakladnı roztok vitaminu B2

  Prıprava: V odmýrne  bance na 250 ml se rozpustı v asi 150 ml hydroxidu sodne ho
  (3.5) 50,0 mg riboflavinu,  doplnı roztokem hydroxidu sodne ho po znacku a

 promıcha .

  1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,2 mg/ml vitaminu B2

3.3.11.2   Pracovnı roztok pro krmne  smýsi

  Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se pipetuje  2 ml zakladnıho roztoku
 vitaminu B2, doplnı vodou po znacku  a promıcha .

 1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,004 mg vitaminu B2

3.3.12   Zre° ovacı roztok

  Prıprava: Do odmýrne  banky na 1000 ml se nalije 200 ml  vody, prida  se 400 ml
  acetonitrilu (3.7), 0,5 ml roztoku amoniaku (3.4), rozpustı se 100 mg 1-HSA-Na
 (3.6), doplnı vodou po znacku  a promıcha . pH tohoto roztoku se upravı kyselinou
 fosforecnou (3.3) na hodnotu (3,5 ±  0,05) (pH-metr).

3.3.13   Mobilnı faze

 Prıprava: V odmýrne  bance na 1000 ml se ve 250 ml vody rozpustı 1,42 g 1-HSA Na
 (3.6), prida  se 150 ml methanolu (3.8),  20 ml kyseliny octove  (3.9) a 4 ml DEA

(3.10). Doplnı se vodou  po znacku a promıcha . pH se upravı na hodnotu  (3,70 ±   0,05)
kyselinou fosforecnou (3.3).

3.3.14   Takadiastasa, 1,4 IU/mg, uchovavat do  teploty 4 °C

3.3.15   Takadiastasa, 40 IU/mg, uchovavat do  teploty 4 °C

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Metoda fluorimetricka

4.1.1   Fluorimetr opatreny zlutozelenym filtrem

4.1.2   Lazen vodnı s regulovatelnou teplotou

4.1.3   Chladic zpýtny vodnı

4.2   Metoda dif±znı plotnova

4.2.1   Plotny sklenýne  360 mm x 360 mm nebo 250 mm x 250 mm

4.2.2   Ramy ctvercove  kovove  340 mm x 340 mm nebo 200 mm x 200 mm

4.2.3   Odstredivka vhodne  konstrukce

4.2.4   Korkovrt o pru mýru (8 ť 1)mm

4.2.5   Vodovaha

4.2.6   Podlozka vyrovnavacı regulovatelna
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4.2.7   Autoklav

4.2.8   Mikropipeta podle Pasteura

4.3   Metoda HPLC

4.3.1  Vysoko±cinny   kapalinovy chromatograf [cerpadlo, kolona C18 - Nova-Pak 4 µm,
250x4,6 mm (Waters), 20 µm, injektaznı davkovacı zarızenı (autosampler, Rheodyne),
FF detektor, data stanice s integracnım software, tiska rna nebo jine  registracnı

zarızenı]

4.3.2 membranovy filtr (0,45 µm)

5.   Postup (poznamka 8.2)

5.1   Metoda fluorimetricka

5.1.1   Do kuzelove  banky na 200 ml se zabrusem se odvazı presný 2,000 g zkusebnıho
vzorku, prida  presný 50 ml roztoku kyseliny chlorovodıkove  (3.1.2) vyluhuje na vodnı lazni
(4.1.2) 85 °C teple  pod zpýtnym chladicem (4.1.3) po dobu 30 minut za caste ho mıchanı, pak
se banka ochladı a opatrnym pridavanım roztoku octanu sodne ho (3.1.6) se upravı na pH =
4,5. Prida  se do obsahu presný 100 ml vody, promıcha  a ponecha  asi 1 hod. sedimentovat. Po
usazenı pevne ho podılu se obsah banky filtruje suchym hustym filtrem do suche  kadinky,
pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje. Do dalsı odmýrne  banky na 50 nebo 100 ml se
odpipetuje takovy objem filtra tu, aby vysledna  koncentrace vitaminu B2 byla 0,15 az 30 Žg
v 1 l. Tento roztok se pipetuje do dvou zkumavek (kadinek) v mnozstvı po 10 ml, do prvnı
z nich se prida  presný 1 ml vody, do druhe  se prida  presný 1 ml pracovnıho standardnıho
roztoku riboflavinu (3.1.8), do obou pak 0,5 ml roztoku kyseliny octove  (3.1.1), po
promıchanı da le 0,25 ml roztoku manganistanu draselne ho (3.1.3) a znovu promıcha . Presný
za 2 min se prida  0,15 ml roztoku hydroxylamin hydrochloridu (3.1.4) a promıcha , pricemz
roztok se musı do 15 sekund odbarvit. jinak je nutne  pridat vıce hydroxylaminu hydrochloridu
(3.1.4).

5.1.2   Intenzita fluorescence roztoku  se promýrı na fluorimetru (4.1.1). Prima rnı za renı je pri
vlnove  de lce 440 ť 5 nm, sekunda rnı pri 520 nm. Potom se do obou roztoku  prida  male
mnozstvı (nejvyse 20 mg) dithionicitanu sodne ho (3.1.5), promıcha  se a za 20 sekund se mýrı
fluorescence. Namýrena  hodnota se odecte od hodnoty namýrene  pred pridanım dithionicitanu
sodne ho (3.1.5).

5.2   Metoda dif±znı plotnova

5.2.1   Do kuzelove  banky na 200 ml se zabrusem se odvazı 1 az 5 g zkusebnıho vzorku
s presnostı nejme ný na 0,001 g, prida  se presný 75 ml roztoku kyseliny sırove  (3.2.1) a
extrahuje se na vodnı lazni (4.1.2) pod zpýtnym chladicem (4.2.8) pri 60 az 70 °C po dobu
30 minut. Po vychlazenı se prida  presný 5 ml roztoku octanu sodne ho (3.2.3), 20 ml vody,
promıcha  a filtruje se suchym stredný hustym filtrem do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl
filtra tu se nezachycuje. Koncentrace vyluhu se ma  pohybovat od 4 do 12 Žg vitaminu B2.
Vyluh se da le redı vodou na teoreticke  koncentrace testovacıch roztoku  2,1 a 0,5 Žg v 1 ml.
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5.2.2   Na sklenýnou plotnu (4.2.1) vyrovnanou do vodorovne  polohy (vodovaha (4.2.5))
opatrenou kovovymi ramy (4.2.2) utýsnýnymi agarem se rozlije 75 ml rozehra te ho a na teplotu
40 °C zchlazene ho testovacıho agaru (3.2.11.3), ktery se naockoval 1 - 2 ml inokula (3.2.10).
Po ztuhnutı se vyhloubı korkovrtem (4.2.4) jamky vzda lene  od sebe 25 az 30 mm. Do dvou
jamek ve stredu plotny se plnı mikropipetou (4.2.8) testacnı roztoky standardu (3.2.7),
prıslusne  naredýne  testovane  roztoky zkousene ho vzorku se plnı po obou stranach rovnýz do
2 jamek. Pak se plotna lehce zakryje dýrovanym alobalem a inkubuje se 20 az 24 hod pri
teplotý 37 °C.

5.2.3   Vznikle  zony se mýrı ve dvou na sebe kolmych rovinach posuvnym mýrıtkem
s presnostı 0,1 mm a z namýrenych hodnot se zjistı pru mýrne  hodnoty ru stovych zon
standardu i zkousene ho vzorku.

5.3   Metoda HPLC

5.3.1 Extrakce

 Do konicke  banky na 250 ml se navazı 5 g zkusebnıho vzorku s presnostı 0,001 g, prida  se
100,0 ml kyseliny chloriste  (3.3.1.1) a extrahuje se za obcasne ho mıchanı na topnem hnızdý za
varu pod vodnım chladicem po dobu 60 minut. Po ochlazenı na laboratornı teplotu se prida
10,0 ml roztoku hydroxidu draselne ho (3.3.2) tak, aby vysledne  pH lezelo v oblasti pH 4,5 az
5,4 (poznamka 8.3), poprıpadý se pH upravı na tuto hodnotu kyselinou fosforecnou (3.3.3)
nebo amoniakem (3.3.4), prida  se 5 g takadiastasy (3.3.14) nebo 250 mg takadiastasy (3.3.15),
uzavre se za tkou a hydrolyzuje se pri teplotý 45 °C po dobu 16 hodin za obcasne ho
promıchanı. Pote  se obsah banky vytemperuje na laboratornı teplotu, prida  se 90,0 ml
zre° ovacıho roztoku (3.3.12), obsah banky se promıcha  a kyselinou fosforecnou (3.3.3) se
upravı pH na hodnotu pH (3,7 ± 0,05) (poznamka 8.1). Necha  se sta t asi dvý hodiny
v chladnicce aby se vysrazel nerozpustny chloristan draselny (KClO4). Jestý studeny roztok se
filtruje pres suchy husty filtr do suche  podlozene  zkumavky, pricemz prvnı podıl (asi 5 ml) se
nepouzije.

 Pred nastrikem na chromatografickou kolonu (4.3.1) se roztok filtruje pres membranovy filtr
(4.3.2) nebo se odstredı na laboratornı odstredivce (4.2.3) po dobu 2 minut pri 3500 ot/min.

5.3.2 Vlastnı stanovenı

 Vlastnı mýrenı, jak kalibracnıch roztoku  tak i extraktu  zkusebnıch vzorku , se provadı za
nasledujıcıch separacnıch podmınek chromatograficke ho systemu:

Teplota  okolı

 Pru tok  1,2 ml/min

 Detektor  Fluorescencnı (λEXC = 370 nm, λEM = 530 nm)

 Objem nastriku  20 µl

 GAIN  1000

 Retencnı cas  18,5 min
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5.3.3 Kalibrace

 Do sady odmýrnych banýk na 50 ml se pipetuje postupný 1,0 - 2,0 - 3,0 a 5,0 ml pracovnıho
roztoku vitaminu B2 (3.3.11.2), prida  se 25,0 ml kyseliny chloriste  (3.3.1.1), 2,5 ml roztoku
hydroxidu draselne ho (3.3.2) a zre° ovacım roztokem (3.3.12) se doplnı po znacku a
promıcha , cımz se dostane kalibracnı krivka o koncentraci vitaminu B2 0,08 - 0,16 - 0,24 -
0,4 mg/l. pH kalibracnıch roztoku  se upravı kyselinou fosforecnou (3.3.3) nebo hydroxidem
draselnym (3.3.2) na hodnotu pH = (3,70 ± 0,05) (poznamka 8.1) a roztoky se nechajı
v lednicce asi 2 hodiny, aby se vysrazel chloristan draselny.

 Takto pripraveny roztok se nastrikuje postupný na chromatografickou kolonu HPLC  (4.3.1)
o objemu nastriku 20 µl.

 Z pru mýrnych hodnot jim odpovıdajıcıch ploch pıku  se sestrojı kalibracnı graf.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1   Metoda fluorimetricka

 Obsah vitaminu B2 (X) v mg/kg se vypocıta  podle vzorce:

X C F I
I I m

V

S V

=
−
. .

( ). ;

kde Iv   je    intenzita fluoresence zkousene ho vzorku

Is          intenzita fluorescence zkousene ho vzorku s pridanym standardem

C           koncentrace srovnavacıho standardnıho roztoku v Žg/ml  (= 2)

F            faktor redýnı zkousene ho vzorku

m           hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınky opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na jednotky mg/kg.

6.2   Metoda dif±znı plotnova

 Obsah vitaminu B2 v mg/g (Y) se vypocte podle Prılohy 10, cast 7.1.

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınky opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na jednotky mg/kg.

6.3   Metoda HPLC

Obsah vitaminu B2 vyjadreny v mg/kg (Z) se vypocıta  podle vzorce:

Z C F
m

=
.
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kde    C   je   koncentrace riboflavinu odectena  z kalibracnıho grafu v mg

m hmotnost zkusebnıho vzorku v g

F faktor redýnı

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınky opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Chromatograficky system tvorby iontovych pa ru  je velmi citlivy na pH, ktere  ovlivnuje
disociaci iontove ho pa ru. pH roztoku ma  vliv na retencnı cas riboflavinu, se stoupajıcım pH
roste retencnı cas riboflavinu.

8.2   Doporucuje se pracovat pri tlumenem svýtle, protoze riboflavin je na svýtle nestabilnı.

8.3  Prıdavek 10,0 ml hydroxidu draselne ho k neutralizaci kyseliny chloriste  se musı byt
v rozmezı 10,0 ± 0,2 ml. Prıdavek hydroxidu draselne ho se predem ovýrı titracı 100 ml
roztoku kyseliny chloriste  (3.3.1.1) do hodnoty pH 5,0. V prıpadý, ze je spotreba mensı nebo
výtsı nez 10 ml, musı se koncentrace hydroxidu draselne ho upravit tak.
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4.10   Stanovenı obsahu vitaminu B6

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı vitaminu  B6 v premixech.

Pro ±cely te to metody se pouzıva  tato definice : Vitamin B6 je po chemicke  strance smýs
pyridoxinu, pyridoxalu a pyridoxaminu. Protoze jako standardnı substance je pouzıvan
hydrochlorid pyridoxinu , coz je (3-hydroxy-4,5-bis(hydroxymethyl)-2-methylpyridin

hydrochlorid, suma rnıho vzorce C8H12ClNO3, je celkovy obsah vitaminu B6 vyjadrovan jako
hydrochlorid pyridoxinu. Vitamin B6 je znacný fotolabilnı.

2.   Princip
 Vitamin B6 ve vsech jeho formach se stanovı na zakladý stimulacnıho ±cinku na ru st
testovacıho mikroorganizmu kvasinky Saccharomyces carlsbergensis 4228 (ATCC 9080)
dif±znı plotnovou metodou.

3.   Chemikalie

3.1   Redestilovana  voda

3.2   Vitamin B6, pyridoxin hydrochlorid, standardnı substance  o zname  ±cinnosti

3.3   Vitamin B6, standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı 0,01 g standardnı substance
 hydrochloridu pyridoxinu (3.2), rozpustı  se v redestilovane  vodý (3.1), doplnı toute z po
 rysku  a promıcha .

 Tento standardnı roztok obsahuje 100 Žg vitaminu B6  vyjadrene ho jako hydrochlorid
 pyridoxinu v 1 ml a je sta ly  nejvyse po dobu jednoho tydne uchovany v tmave  lahvi pri 
 4 °C.

 Pri testovanı se pripravı testacnı koncentrace 0,500;  0,250 a 0,125 Žg hydrochloridu
 pyridoxinu (vitaminu B6)  v 1 ml.

3.4   Hydroxid sodny, roztok 30 g/200 ml.

3.5   Kyselina sırova , koncentrovana  (h = 1,84 g/ml)

3.6   Kyselina sırova , roztok c(H2S04) = 0,22 mol/l

3.7   Testovacı mikroorganismus - kultura kmene Saccharomyces  carlsbergensis. Kultura se 
 uchovava  na sikme  agarove  pu dý  pri teplotý 4 °C a jednou za 14 dnı se preockovava   a
 nasledný inkubuje 24 hod pri teplotý 30 °C.

3.8   Inokulum
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 Prıprava: 20 ml inokulacnı pu dy (3.9.3) se naockuje jednou  klickou kultury testovacıho
 mikroorganizmu (3.7) z udrzovacıho agaru a inkubuje se pri teplotý 30 °C. Z vyrostle
  suspenze se pouzijı 2 ml jako inokulum k naockovanı 100 ml  testovacı pu dy (3.9.2),
 ktera  byla predem rozvarena  a zchlazena na teplotu 40 °C.

 Suspensi nutno uchovavat pri teplotý 4 °C, pouzitelnost je  jeden tyden od prıpravy.

3.9   Zivne  pu dy

3.9.1   Pu da udrzovacı Saccharomyces agar, susena

 Prıprava: Postupuje se podle navodu vyrobce, nebo 9,8 g  pu dy se necha  botnat
15 minut v 80 ml redestilovane  vody  (3.1) a pak se mırnym varenım rozpustı. Pri
teplotý 60 °C se doplnı redestilovanou vodou (3.1) na objem  100 ml, promıcha  a rozdýlı do
zkumavek. Sterilizuje se  15 minut pri teplotý 12 °C a po sterilizaci se necha   utuhnout
v sikme  poloze. pH po sterilizaci ma  byt 5 az 6.

3.9.2   Pu da testovacı

 Prıprava: Postupuje se podle navodu vyrobce.

 Napr . 70 g susene  pu dy Sevac pro stanovenı vitaminu B6 se  rozpustı v malem mnozstvı
 varıcı redestilovane  vody  (3.1), slije a promıcha  s 25 az 30 g rozvarene ho agaru,
 zfiltruje stredný hustym filtrem do odmýrne  banky na  1 000 ml, doplnı po rysku

redestilovanou vodou (3.1)  a promıcha . Upravı se pH na 5,5 a obsah se rozdýlı po
100 ml do banýk. Sterilizuje se po dobu 10 minut pri  tlaku 0, 05 MPa.

 Pu da se uchovava  pri teplotý 4 °C.

3.9.3   Pu da inokulacnı

 Prıprava: Postupuje se podle navodu vyrobce nebo stejný  jako u pu dy testovacı (3.9.2),
 avsak bez agaru  a s prıdavkem hydrochloridu pyridoxinu, ktery se prida   v mnozstvı 
 0,06 Žg na 1 ml pu dy ze standardnıho roztoku  vitaminu B6 (3.3). pH pu dy ma  byt 5,5.
 Inokulacnı pu da se  rozpipetuje po 20 ml do banýk na 200 ml a sterilizuje se  po dobu
 10 minut pri tlaku 0,05 MPa.

 Uchovava  se pri teplotý 4 °C.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Plotna sklenýna  250 mm x 250 mm

4.2   Ram ctvercovy 200 mm x 200 mm

4.3   Banka odmýrna  na 100 ml podle Kohlrausche nebo Stifta

4.4   Korkovrt o pru mýru 8 ť 0,1 mm

4.5   Autoklav

4.6   Vodovaha

4.7   Podlozka vyrovnavacı regulovatelna
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4.8   Termostat vhodne  konstrukce

4.9   Lazen vodnı s termostatem

4.10   Mikropipeta podle Pasteura

5.   Postup (poznamka 8.2)

5.1   Do 250 ml extrakcnı banky se odvazı 5,000 g zkusebnıho vzorku (poznamka 8.1) a
suspenduje se v 75 ml roztoku kyseliny sırove  (3.6). Potom se extrahuje na vodnı lazni (4.9)
pri teplotý 60 °C az 70 °C po dobu 30 minut. Po ochlazenı se doplnı redestilovanou vodou
(3.1) na presný 100 ml, promıcha  a filtruje suchym stredný hustym filtrem do suche  kadinky,
pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje.

5.2   Koncentrace vitaminu B6 v tomto filtra tu vyluhu je asi 2,5 az 5,0 Žg na 1 ml. Vyluh je
mozno uchovavat pri teplotý 4 °C nejvyse po dobu jednoho tydne.

5.3   R edýnı roztoku vzorku se provadı redestilovanou vodou (3.1) na testovane  koncentrace
0,500; 0,250 a 0,125 Žg vitaminu B6 v 1 ml.

5.4   Na dno plotny (4.1) opatrene  kovovym ramem (4.2) a vodorovný (4.6) umıstýne  se vylije
75 ml testovacı pu dy (3.9.2) naockovane  kulturou. Po ztuhnutı agarove  vrstvy se korkovrtem
(4.4) vyhloubı jamky, vzda lene  od sebe navza jem 2,5 az 3 cm. Do týchto jamek se
mikropipetou (4.10) vnası jednotliva  testovane  koncentrace roztoku vzorku a testacnı
koncentrace standardnıho roztoku vitaminu B6 v mnozstvı asi 0,04 ml, ale ve vsech prıpadech
naprosto shodný.

5.5  Testacnı roztoky standardu vitaminu B6 se plnı do trı jamek ve stredu plotny, po obou
stranach se pak plnı naredýne  roztoky zkousene ho vzorku (testovane  koncentrace)
odpovıdajıcı priblizný koncentracım standardnıho testovacıho roztoku. Plotna (4.1) se
inkubuje pri teplotý 30 °C po dobu 16 az 18 hodin. Vznikle  zony se odmýrı odpichova tkem ve
dvou po sobý kolmych rovinach.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah vitaminu B6 v mg/kg se stanovı podle Prılohy 10, cast 7.1.

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na jednotky mg/kg.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky
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8.1   Navazka zkusebnıho vzorku i objem extrakcnıho roztoku se  volı s ohledem na
deklarovany obsah vitaminu B6 ve zkousenem  vzorku tak, aby vysledna  koncentrace vitaminu
B6 ve vyluhu  byla v rozmezı 2,5 az 5 Žg/ml.

8.2   Vyluhy zkousene ho vzorku a kalibracnı roztoky standardu se  pripravujı týsný pred
vlastnım stanovenım.
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4.12   Stanovenı obsahu vitaminu A - metoda EU

Do te to metody byla zapracovana doporucenı EU uvedena  v Official Journal no L 083,
30/03/73.

1.   U cel a rozsah
 Jsou uvedeny dva rovnocenne  zpu soby stanovenı, pro nizsı obsahy do 2 000 mg/kg a
modifikace pro obsahy vyssı nez 2 000 mg/kg. Tyto metody specifikujı podmınky pro
stanovenı vitaminu A (retinolu) v krmivech, koncentra tech a premixech. Mez stanovitelnosti
metody je 10 000 m.j./kg pro vysoce pigmentovana  krmiva a 4 000 m.j./kg pro ostatnı
(poznamka 8.1).

2.   Princip
 Vzorek je hydrolyzovan za tepla hydroxidem draselnym v ethylalkoholu za prıtomnosti
antioxidantu , smýs je extrahovana 1,2 dichlorethanem, extrakt odparen do sucha a po
rozpustýnı odparku je roztok cistýn pres chromatograficky sloupec oxidu hlinite ho (poznamka
8.2).

 Pro krmiva s obsahem do 200 000 m.j./kg je vitamin A stanovovan spektrofotometricky pri
vlnove  de lce 610 nm po prevedenı na barevny komplex, pro krmiva s obsahem nad
200 000 m.j./kg spektrofotometricky prımo v UV oblasti spektra pri vlnove  de lce 325 nm.

3.   Chemikalie

3.1   Obecný

3.1.1   Ethylalkohol 96 % (poznamka 8.3)

3.1.2   Askorban sodny, roztok 100 g/l

3.1.3   Dusık kyslıku prosty

3.1.4   Hydroxid draselny, roztok 500 g/l

3.1.5   Hydroxid draselny, roztok c(KOH) = 0,1 mol/l

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  treba precistýny nasledovný:

 100 ml petroletheru se v dýlıcı na levce mıcha  s davkami  koncentrovane  kyseliny sırove
a  oddýluje az kyselina  zu stane zcela bezbarva . Po odstranýnı kyseliny se petrolether

 promyva  postupný 500 ml vody, dvakra t po 250 ml  roztoku hydroxidu sodne ho  
(100 g/l) a pak jestý 3 x po  500 ml vody. Po poslednım odpustýnı vodne  vrstvy se prida
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  aktivnı uhlı a bezvody sıran sodny, ponecha  sta t 1 hod,  zfiltruje se a predestiluje
 (poznamka 8.3).

3.1.9   Oxid hlinity, standardizovany podle Brockmanna

 Prıprava: Oxid hlinity se zıha  po dobu 8 hod v muflove   peci (4.6) pri teplotý 750 °C,
 ochladı v exsika toru  a uchovava  v nadobce z hnýde ho skla uzavrene  zabrousenou
 za tkou. Pred pouzitım se 10 g oxidu hlinite ho ve vhodne   nadobce zvlhcı presný 0,7 ml
 vody, nadobka se uza tkuje  a na vroucı vodnı lazni (4.1) se zahrıva  po dobu 5 minut  za
 sta le ho mıchanı. Po ochlazenı se prezkousı aktivita  takto upravene ho oxidu hlinite ho
 pomocı zname ho mnozstvı  retinolu (3.1.17) (asi 500 m.j.) podle postupu 5.3 a 5.4 
 kontrolnım testem.

3.1.10   Oxid hlinity, basicky - stupen aktivity I (napr . od fy  Woelm, Merck ci srovnatelne  
 kvality)

3.1.11   Diethylether (poznamka 8.3), peroxidu  i stop vody zbaveny na sloupci s basickym 
 oxidem hlinitym (3.1.10). Na  250 ml diethyletheru se pouzije 25 g oxidu hlinite ho.

3.1.12   Petrolether - diethylether, smýsi (96+4), (92+8), (88+12),  (84+1) a (80+20) 
 (poznamka 8.3)

3.1.13   Sulfid sodny, roztok c(Na2S) = 0,5 mol/l v 70% glycerinu

3.2   Pro krmiva s obsahem vitaminu A pod 200 000 m.j./kg, navıc

3.2.1   Benzen (poznamka 8.3)

3.2.2   Chloroform, specia lný cistýny

 U prava: Na sloupec asi 50 g basicke ho oxidu hlinite ho  (3.1.10) se prevede 200 ml
 chloroformu v davkach po  50 ml, prvnıch 50 ml se doporucuje znovu vra tit na pru tok 
 kolonou.

3.2.3   Chlorid antimonity, roztok - komplexotvorne  cinidlo

 Prıprava: Asi 25 g chloridu antimonite ho (SbCl3),predem  uchovane ho v exsika toru
 (tedy vysusene ho) se smıcha  se  100 ml chloroformu (3.2.2) a v mıchanı se pokracuje

az  je  chlorid antimonity temýr  zcela rozpustýn (maly nerozpustýny zbytek nevadı). Do
te to  smýsi se prida  2 ml acetanhydridu, promıcha  a ulozı do chladnicky uzavreny  v nadobce

 z hnýde ho skla zabrousenou za tkou. Takto  uchovane  cinidlo je stabilnı po dobu
nýkolika  tydnu .

3.2.4   Retinol, standardnı substance vitaminu A o zname   aktivitý, overene
spektrofotometricky

3.2.5   Indika tor fenolftalein

3.3   Pro krmiva (premixy, koncentra ty) s obsahem nad  200 000 m.j. v 1 kg

3.3.1   Isopropylalkohol pro chromatografii
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4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Spektrofotometr pro mýrenı ve viditelne  i UV oblasti  spektra s prıslusenstvım (kyvety 
 opticke  de lky 10 mm,  sklenýne  i kremenne ), poprıpadý registracnı typ

4.2   Odparka vakuova  s prıslusenstvım (banky s kulatym dnem  ru zne ho obsahu)

4.3   Trubice chromatograficka , sklenýna  vnitrnı pru mýr asi  13 mm, de lka 300 mm

4.4   Lazen vodnı s termostatem

4.6   Chladic zpýtny vodnı, se zabrusem

4.7   Na levky dýlıcı vhodnych obsahu

5.   Postup (poznamka 8.4)

5.1   Navazky zkusebnıho vzorku (s presnostı nejme ný na)

Koncentra ty (obsahy nad 20 000 m.j./kg) 0,1 az 1,0 g (0,001g)

Premixy (obsahy mezi 400 az 20 000 m.j./kg) 3 az 5 g (0,001g)

Minera lnı smýsi 10 az 20 g (0,01 g)

Krmiva (obsahy pod 400 m.j./kg  30 g (0,1 g)

 Navazuje se ve vsech prıpadech do kuzelove  banky se zabrusem obsahu 500 ml.

5.2   Hydrolyza a extrakce (poznamka 8.5)

 Do kuzelove  banky s odvazenym vzorkem se prida  postupný 40 ml ethylalkoholu (3.1.1), 2
ml roztoku askorbanu sodne ho (3.12) (poznamka 8.6), 10 ml roztoku hydroxidu draselne ho
(3.1.4) a 2 ml roztoku sirnıku sodne ho (3.1.13), zahrıva  se na vodnı lazni (4.4) pri teplotý 70
az 80 °C pod zpýtnym chladicem (4.6) po dobu 30 minut. Potom se rychle ochladı proudem
studene  vody. K hydrolyza tu se prida  50 ml ethylalkoholu (3.1.1) a presný 100,0 ml
1,2 dichlorethanu (3.1.7), smýs se intenzivný protrepe a po usazenı se kapalna  cast dekantuje
do dýlıcı na levky. Po pridanı 150 ml roztoku hydroxidu draselne ho (3.1.5) se vytrepava  po
dobu 30 sekund a po oddýlenı vrstev se spodnı dichlorethanova  vrstva odpustı do jine  dýlıcı
na levky, prida  40 ml roztoku hydroxidu draselne ho (3.1.6) a vytrepava  opýt po dobu 10
sekund. Po oddýlenı vrstev se spodnı dichlorethanova  vrstva opýt odpustı do dalsı dýlıcı
na levky a postupný promyva  6 az 8 x po 40 ml vody, pricemz vzdy po oddýlenı vrstev a
odpustýnı se vodnı vrstva zkousı na alkalickou reakci indika torem fenolftalein. Po zjistýnı
negativnı reakce vodne  vrstvy se extrakt zbavı poslednıch zbytku  vody pomocı ponorenı
prouzku filtracnıho papıru. Alikvotnı cast filtra tu se odparı na odparce (4.2) za snızene ho
tlaku pri teplotý 40 °C do sucha, odparek se rozpustı ihned v 5 ml petroletheru (3.1.8).

 Da le se postupuje podle obsahu vitaminu A ve zkousenem vzorku.

5.2.1   Krmiva s obsahem vitaminu A vyssım nez 20 000 m.j./kg

 Roztok pripraveny podle 5.2 se prevede do odmýrne  banky na 50 ml, doplnı petroletherem
(3.1.8) po rysku a promıcha . Alikvotnı podıl obsahujıcı, s ohledem na ocekavany
(deklarovany) obsah vitaminu A ve zkousenem vzorku, asi 200 m.j. vitaminu A se odpipetuje
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do odparovacı banky a na odparce (4.2) se odparı za snızene ho tlaku do sucha. Odparek se
rozpustı v presný 25,0 ml isopropylalkoholu (3.3.1) a roztok se mýrı na spektrofotometru (4.4)
v kremennych kyvetach pri vlnovych de lkach 310, 325 a 334 nm (u registracnıho typu se
porıdı zaznam spektra od 310 do 334 nm). Maximum absorbce by mýlo byt pri vlnove  de lce
325 nm.

 Pomýr absorbancı A 310 : A325 a A334 : A325 musı byt 6 : 7 t.j. 0,857 s maxima lnı odchylkou
0,830 az 0,880. Nenı-li tato podmınka splnýna, precistı se extrakt pripraveny podle 5.2 na
chromatografickem sloupci podle 5.4 a postupuje se podle 5.2.2 jako u krmiv s obsahem
vitaminu A nizsım nez 20 000 m.j./kg (poznamka 8.7).

5.2.2   Krmiva s obsahem vitaminu A nizsım nez 20 000 m.j./kg

5.2.2.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

 Do sady vhodnych nadobek se diferencovaný odvazı mnozstvı odpovıdajıcı 2,0; 4,0; 6,0; 8,0;
10,0; 12,0 a 15,0 m.j. standardnı substance retinolu (3.2.4) s presnostı nejme ný na 0,001 g. Do
kazde  nadobky se prida  presný 0,3 ml benzenu (3.2.1), po rozpustýnı promıcha , prida  da le
presný 3,0 komplexotvorne ho cinidla (3.2.3) a po promıchanı se kazdy roztok promýrı na
spektrofotometru (4.1) ve sklenýnych kyvetach pri vlnove  de lce 610 nm.

 Z namýrenych hodnot absorbancı a jim odpovıdajıcıch mnozstvı se sestrojı kalibracnı graf.
Kalibracnı graf se pravidelný ovýruje s cerstvý pripravenymi kalibracnımi roztoky i
komplexotvorne ho cinidla (3.2.3).

5.2.2.2   Vlastnı provedenı

 Z chromatograficke  trubice (4.3), umıstýne  vertika lný, se pripravı chromatograficky sloupec,
do nýhoz se prevede 10 g oxidu hlinite ho (3.1.9), predbýzný rozmıchane ho s petroletherem
(3.1.8) na kasi tak, aby sloupec byl asi 200 mm vysoky.

 Na takto pripravenou kolonu se prevede roztok pripraveny podle 5.2 (poznamka 8.4) a
okamzitý se davkuje na kolonu 20 ml petroletheru (3.1.8). Eluce se provadı postupný
pridavanymi 10 ml davkami smýsi petrolether-diethylether (3.1.12) v poradı stoupajıcıho
obsahu diethyletheru t.j. (96 + 4), (92 + 8), (88 + 12), (84 + 16) a (80 + 20) a to bu°  pod
tlakem shora kolony nebo snızenım tlaku na spodu kolony tak, aby pru tok roztoku sloupcem
byl 2 az 3 kapky za sekundu. Pri eluci se sloupec v kra tkych intervalech osvýtluje rtuÚ ovou
lampou (4.5). Prvnı je eluovan karote n (poznamka 8.8), retinol je ±plný eluovan smýsı
(3.1.12) 80 + 20. Fluoreskujıcı zona retinolu je zcela cistý oddýlena od nasledujıcı zlute  zony
xanthofylu. Frakce ve kterych je obsazen retinol se shromazdı do odparovacı banky a roztok
se na odparce (4.2) za snızene ho tlaku odparı do sucha. Odparek se rozpustı v presný 2,0 ml
benzenu (3.2.1), po rozpustýnı a promıchanı se z tohoto odpipetuje presný 0,3 ml do vhodne
nadobky, prida  presný 3,0 ml komplexotvorne ho cinidla (3.2.3), pricemz se roztok zbarvı
modre. Presný 30 sekund po pridanı komplexotvorne ho cinidla promıchanı se mýrı
absorbance roztoku na spektrofotometru (4.1) ve sklenýnych kyvetach pri vlnove  de lce 610
nm. Mnozstvı vitaminu A v mýrenem roztoku se zjistı z kalibracnıho grafu.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
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6.1   Krmiva s obsahem vitaminu A vyssım nez 20 000 m.j./kg (mýrenı v UV oblasti - viz
5.2.1)

 Obsah vitaminu A v m.j./g (X) se vypocıta  podle vzorce:

X
A A F

m
− 325 0. .

 (poznamka 8.4)

kde   A325   je   maxima lnı absorbance, ktera  se nachazı mezi  323 nm az 327 nm vlnove  de lky

A0          absorpcnı koeficient pro vitamin A (retinol)  (1 830)

F            zre° ovacı koeficient

m            hmotnost navazky zkusebnıho vzorku

6.2   Krmiva s obsahem vitaminu A nizsım nez 20 000 m.j./kg (mýrenı ve viditelne  oblasti)

 Obsah vitaminu A v m.j./kg (Y) se vypocıta  podle vzorce:

Y F m
m

=
1000 1. .

kde    m 1   je    mnozstvı vitaminu A v m.j. zjistýne  z kalibracnıho grafu

 F            zre° ovacı koeficient

 m           hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
kter splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  m.j./kg.

7.   Opakovatelnost
 Rozdıl mezi dvýma paralelnımi stanovenımi provadýnymi na stejnem vzorku nesmı prekrocit
pri obsahu: do 75 000 m.j./kg 20 % relat.

od 75 000 do 150 000 m.j./kg 15 000 m.j.

od 150 000 do 250 000 m.j./kg 10 % relat.

od 250 000 do 500 000 m.j./kg 25 000 m.j.

nad 500 000 m.j./kg 5 % relat.

8.   Poznamky

8.1   1 m.j.= 0,3 Žg retinolu

8.2   Pro krmiva s obsahem vitaminu A nad 20 000 m.j./kg je tento  krok vyzadovan jen
v urcitych prıpadech (viz poznamka 8.7)
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8.3   Ethylalkohol, petrolether, diethylether, benzen a isopropylalkohol jsou nebezpecnymi
horlavinami I.trıdy, proto pri  jake koli manipulaci s nimi je nezbytne  dodrzovat bezpecnostnı
pravidla. Zejme na prıpadna  destilace (regenerace)  týchto la tek se provadı zahrıvacım mediem
v bezpecnostnım  provedenı.

8.4   Vsechny operace se provadýjı pri tlumenem svýtle, pokud  mozno v nadobkach z
hnýde ho skla, nebo vhodný uzpu sobenych  proti pru niku svýtla.

8.5   U mle cnych krmnych smýsı nebo v krmivech obsazenych surovin, ktere  majı sklon ke
shlukovanı ci botnanı se davky  cinidel uvedene  v 5.2.1 zdvojnasobujı.

8.6   Pokud se hydrolyza provadı v dusıkove  atmosfe re, roztok askorba tu sodne ho nenı nutne
pridavat.

8.7   U krmiv s vitaminem A vyssım nez 20 000 m.j./kg se dýlenı na chromatografickem
sloupci provede jen v prıpadý, pokud  mýrenı podle 5.2.1 nesplnuje tam uvedene  pozadavky.
Jestlize se chromatograficke  dýlenı ukaze nezbytne , odebere se  z roztoku pripravene ho podle
5.2 alikvotnı podıl obsahujıcı, s ohledem na ocekavany (deklarovany) obsah vitaminu A  ve
zkousenem vzorku, 500 m.j. vitaminu A a postupuje podle  5.2.2.2.

8.8   Obsah karote nu mu ze byt stanoven mýrenım absorbance pri  vlnove  de lce 450 nm.
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5.1  Stanovenı obsahu manganu, zinku, zeleza a mýdi

Metoda je uvedena v metodickych postupech laboratornıho zkousenı k prıloze c. 9  vyhlasky
c. 124/2001 Sb., cast 8. Mikroelementy
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5.2  Stanovenı obsahu kobaltu

1. U cel a rozsah
Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı obsahu kobaltu v premixech a krmnych
smýsıch.

2. Princip

Vzorek se zpopelnı pri 550 °C, popel se rozpustı v kyseliný chlorovodıkove  a obsah kobaltu
se stanovı metodou atomove  absorpcnı spektrometrie.

3.   Chemikalie

3.1   Kyselina chlorovodıkova  (h=1,17 g/cm3) koncentrovana

3.2   Kyselina chlorovodıkova  (h=1,17 g/cm3), roztok  c(HCl) = 0,45 mol/l

3.3   Kyselina chlorovodıkova  (h=1,17 g/cm3), roztok c(HCl) = 6 mol/l

3.4   Kyselina chlorovodıkova  (h=1,17 g/cm3), roztok c(HCl) = 3 mol/l

3.5   Kyselina dusicna , koncentrovana  (h=1,4 g/cm3)

3.6   Kyselina dusicna  (h=1,4 g/cm3), zredýna  (1 + 1)

3.7   Kobalt, kov 99,9 % (Co), Mr = 58,93  (napr . Fluka No.60784)

3.7.1   Zakladnı roztok kobaltu

  Prıloha: Ve vysoke  kadince na 800 ml se v minima lnım objemu kyseliny dusicne  (3.6)
  rozpustı 0,500 g kovove ho kobaltu (3.7), po rozpustýnı se roztok zahustı k suchu,
  odparek se rozpustı ve vodý a prevede kvantitativný vodou do odmýrne  banky na

 500 ml, vytemperuje na laboratornı teplotu, doplnı kyselinou chlorovodıkovou (3.2) po
 znacku a promıcha .

    1 ml tohoto roztoku obsahuje 1,0 mg Co.

3.7.2   Pracovnı roztok kobaltu: Do odmýrne  banky na 250 ml se pipetuje 10,0 ml zakladnıho
  roztoku kobaltu (3.7.1), doplnı se kyselinou chlorovodıkovou (3.2) po znacku a  

promıcha .

  1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,04 mg Co.

4.   Pr ıstroje a  pomu cky

4.1   Atomovy absorpcnı spektrometr

4.2   Topna  deska s regulovatelnou teplotou

4.3   Muflova  pec s regulovatelnou teplotou
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4.4   Vodnı lazen

4.5    Ultrazvukova  lazen

5. Postup

5.1 Sestrojenı kalibracnı krivky

 Do sady odmýrnych banýk na 100 ml se postupný pipetuje 0,0  - 2,0 - 5,0 - 10,0 - 15,0 - 20,0
a 25,0 ml pracovnıho roztoku kobaltu (3.7.2), doplnı kyselinou chlorovodıkovou (3.2) po
znacku  a promıcha . Takto pripravena  sada kalibracnıch roztoku  odpovıda   koncentraci 0,0 -
0,8 - 2,0 - 4,0 - 6,0 - 8,0 a 10,0 mg Co/l.

 Podle typu pouzite ho atomove ho absorbcnıho spektrometru (4.1) s prıslusný nastavenymi
parametry se promýrı absorbance jednotlivych kalibracnıch roztoku  pri vlnove  de lce
doporucenych parametru  proti  kontrolnımu roztoku. Ze zıskanych ±daju  se sestrojı kalibracnı
graf. Pri sestrojovanı kalibracnıho grafu se vyjadrujı hodnoty obsahu v mg/l.

 Doporucene  parametry:

zhavenı lampy  5 - 6 mA

 plamen  acetylen-oxid dusny

 acetylen-vzduch

 stechiometrie plamene  oxidacnı plamen

   vlnova  de lka (nm)   sırka stýrbiny (nm)   optima lnı rozsah   (mg/l)

   240,7  0,1-0,2  2,5 - 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 Vlastnı stanovenı

5.2.1 Organicka  krmiva

 5 az 10 g zkusebnıho vzorku se navazı s presnostı 0,001 g do spalovacı misky predem
vyzıhane  po dobu 30 minut a v exsika toru ochlazene .

 Spalovacı miska se zahrıva  na topne  desce  (4.2) nebo na plynovem kahanu do zuhelnatýnı
vzorku tak, aby se zabranilo vzplanutı vzorku  a ±niku jednotlivych castic. Potom se spalovacı
miska se vzorkem  vlozı do muflove  pece (4.3) predem vyhra te  na 550 °C a vzorek se spaluje
po dobu 5 hodin a da le tak dlouho, dokud popel neobsahuje cerne  uhlıkate  castice.

 Mu ze take  postupovat tımto zpu sobem: spalovacı miska se vlozı do  studene  muflove  pece
(4.3) a teplota se postupný zvysuje na teplotu  550 °C tak, aby se tato teplota dosahla býhem



439

2 hodin a pak se popel  spaluje po dobu 5 hodin. Obsahuje-li po te to dobý popel cerne  uhlıkate
castice, po vychladnutı se zkropı asi 2 ml vody, vysusı se  v susa rný a da le se spaluje
1 hodinu.

 K vychladlemu popelu se prida  5 ml  kyseliny chlorovodıkove  (3.1), odparı se na vodnı lazni
(4.4) k suchu a vysusı 1 hodinu v susa rný.  Vychladly odparek se pomocı 15 ml kyseliny
chlorovodıkove  (3.4)  a horke  vody prevede do odmýrne  banky na 100 ml a rozpoustı se na
ultrazvukove  lazni (4.5) po dobu 30 minut pri teplotý cca 50 °C, potom se  obsah odmýrne
banky vytemperuje, doplnı vodou po znacku a promıcha .  Obsah odmýrne  banky se filtruje
stredný hustym filtrem do podlozene   suche  nadoby, pricemz prvnı podıl filtra tu (asi 10 ml) se
nepouzije.

 Da le se postupuje podle druhe ho odstavce cl. 5.1.

 5.2.2 Minera lnı krmiva

 Do odmýrne  banky na 100 ml se navazı asi 2 g zkusebnıho vzorku s presnostı 0,001 g,  stýny
se splachnou vodou (asi 5 ml) a prida  se 80 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.2) a 5 ml kyseliny
dusicne  (3.5) a rozpoustı se na  ultrazvukove  lazni (4.5) po dobu asi 30 minut pri teplotý
50 °C. Po rozpustýnı se obsah odmýrne  banky vytemperuje na laboratornı teplotu  a doplnı
kyselinou chlorovodıkovou (3.2) a promıcha . Obsah odmýrne   banky se filtruje stredný
hustym filtrem do podlozene  suche  nadoby,  pricemz prvnı podıl filtra tu (asi 10 ml ) se
nepouzije.  Da le se postupuje podle druhe ho odstavce cl. 5.1.

6. Vy pocet
 Obsah kobaltu  vyjadreny v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X m F
m

= 1.

kde    m 1   je   koncentrace kobaltu odectena  z kalibracnı krivky vyjadrena  v mg/l

 m          hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

 F          faktor redýnı

Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  mg/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena

8. Poznamky

8.1   Kalibracnı graf je v hornı casti zakriven v du sledku autoabsorpce  a nýkterych rusivych
vlivu  v plameni. Nerusı mnohonasobne  obsahy  Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Si a W. Pro analyzu
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v plameni acetylen-vzduch  se doporucuje extrakce Co z prostredı pH = 2 - 4 do
methylisobutylketonu.
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5.3   Stanovenı obsahu selenu.

Tato metoda je uvedena v Official Methods of Analysis AOAC 986.15

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı selenu v krmivech.

2.   Princip
 Ve vzorku se po rozkladu kyselinou dusicnou v uzavrenem systemu stanovı obsah selenu
metodou atomove  absopcnı spektrometrie s hydridovou technikou.
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5.4 Stanovenı obsahu jodu

 1.   U cel a rozsah
Jsou uvedeny dvý metody stanovenı jodu v premixech - polarograficka  a titracnı jodometricka .

2.   Princip
Celkovy obsah jodu se stanovı  po suche  mineralizaci bu°  oxidacı v alkalickem prostredı
bromnanem metodou  diferencný pulznı polarografie na visıcı rtuÚ ove  kapkove  elektrodý

nebo po oxidaci na jodicnany
manganistanem draselnym a  reakci s jodidem  se uvolnýny jod stanovı titracı thiosıranem
draselnym.

 3.   Chemikalie

3.1   Hydroxid draselny, alkoholicky roztok, 10 %, vzdy cerstvy

3.2   Hydroxid draselny, roztok c(KOH) = cca 0,01 mol/l

3.3   Kyselina sırova , roztok c(H2SO4) = cca 0,5 mol/l

3.4   Kyselina sırova , roztok c(H2SO4) = cca 0,005 mol/l

3.5   Hydroxid sodny, roztok c(NaOH) = cca 5 mol/l

3.6   Bromova  voda, nasyceny roztok, ne starsı 30 dnu

3.7   Bromnan sodny, roztok: 50 ml hydroxidu sodne ho (3.5) se smıcha   s 50 ml bromove
  vody (3.6)

3.8   Siricitan sodny bezvody, nasyceny roztok

3.9   Zelatina, 0,25 % roztok

3.10   Siricitan sodny s zelatinou: 50 ml roztoku siricitanu sodne ho  (3.8) se smıcha  s 50 ml
 roztoku zelatiny (3.9). Pripravuje se  vzdy cerstvy.

3.11   Jodid draselny (KI), standard

3.11.1   Zakladnı roztok jodu

 Prıprava: V odmýrne  bance na 1000 ml se rozpustı  ve 750 ml vody 1,3082 g jodidu
 draselne ho (3.11), vytemperuje  na laboratornı teplotu, doplnı vodou po znacku a
 promıcha .

 1 ml tohoto roztoku obsahuje 1 mg jodu.
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3.11.2   Pracovnı roztok jodu

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se pipetuje  5,0 ml zakladnıho  roztoku jodu
 (3.11.1), doplnı vodou po znacku  a promıcha .

 1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,05 mg jodu.

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   Thiosıran sodny, odmýrny roztok c(Na2S2O3.5H2O)=0,1 mol/l

3.17   Thiosıran sodny, odmýrny roztok c(Na2S2O3.5H2O)=0,01 mol/l

3.18    Indika tor fenolftalein, ethanolicky roztok 0,1%

3.19   Kyselina chlorovodıkova  (h=1,17 g/cm3, roztok c(HCl)=3 mol/l

3.20   Jodid draselny, krystalicky nebo roztok 100 g/l

3.21   Skrobovy indika tor

 Prıprava: V 10 ml vody se rozpustı 2,0 g chloridu sodne ho, 2 g rozpustne ho skrobu a 
 suspenze se vlije do 80 ml vody a za mıchanı se ochladı. Uchovava  se v chladnicce a je
 sta ly po dobu 10 dnı.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Polarograf, vhodne  konstrukce

4.2   Vodnı lazen s teplotnı regulacı

4.3   Muflova  pec s regulovatelnou teplotou

 5.   Postup

5.1   Polarograficke  stanovenı jodu v premixech

5.1.1   Mineralizace

 Do platinove  misky se navazı 0,5 az 10 g zkusebnıho vzorku (tj. takove  mnozstvı, aby se
mnozstvı jodu pohybovalo v rozmezı 0,1 az 0,4 mg) s presnostı na 0,001 g, rozmıcha  se s 5 az
10 ml cerstvý pripravene ho alkoholicke ho roztoku hydroxidu draselne ho (3.1). Mnozstvı
roztoku hydroxidu draselne ho musı byt takove , aby byl vzorek dokonale smocen a dobre se
promıchal. Zkusebnı vzorek se dokonale vysusı na vodnı lazni (4.2) pri teplotý 90 az 95 °C
(lazen nesmı varit) asi 30 minut. Po vysusenı vzorku se platinova  miska se zkusebnım
vzorkem umıstı do studene  muflove  pece (4.3) a pozvolna se spaluje pri teplotý 300 °C asi
30 minut. Pote  se teplota zvysı na 520 °C a spaluje se jestý 1 hodinu.
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 K vychladlemu popelu se prida  15 az 20 ml horke  vody, radný se promıcha  a prıpadne  kruty
se rozeprou tycinkou a popel se necha  neiterovat asi 30 minut. Vyluh s nespa lenym zbytkem
se prevede kvantitativný do odmýrne  banky na 25 ml (objem mineraliza tu lze upravit
odparenım na vodnı lazni pri teplotý 90 az 95 °C v platinove  misce), po vytemperovanı na
laboratornı teplotu se odmýrna  banka doplnı vodou po znacku a promıcha . Nespa leny zbytek
se necha  sedimentovat do druhe ho dne. Pro dalsı postup se pouzije pouze ciry mineraliza t.

5.1.2 Vlastnı mýrenı

 Do dvou vysokych kadinek na 25 ml se pipetuje takove  mnozstvı mineraliza tu, ktere
obsahuje asi 0,03 az 0,04 mg jodu a do jedne  kadinky se prida  asi 0,6 az 0,8 ml pracovnıho
roztoku jodu (3.11.2) a objem v obou kadinkach se upravı na 10 ml. Hodnota pH v obou
kadinkach se upravı  (kontrola pH-metrem nebo na vodny roztok methylove  cervený) pomocı
roztoku (3.2, 3.3 nebo 3.4) na hodnotu pH 6,3. Objem v obou kadinkach se upravı na stejny
objem vodou podle spotreby neutralizacnıch roztoku . Objem v obou kadinkach musı byt vzdy
stejny. Pak se prida  do kazde  kadinky 1 ml roztoku bromnanu sodne ho (3.7) a mıcha  se 2 az
3 minuty. Pak se prida  1 ml roztoku siricitanu sodne ho (3.10) a po promıchanı se roztok
prevede do polarograficke  nadobky.

 V takto pripravenem roztoku se po 10 minutovem probublavanı dusıkem a mıchanı
polarografickym mıchadlem stanovuje obsahu jodu metodou diferencný pulznı polarografie na
visıcı rtuÚ ove  kapkove  elektrodý.

 Podmınky metody:

modulacnı amplituda  50 mV

 Referencnı elektroda  argentchloridova

 pomocna  platinova

 stabilizace kapky  2 minuty

 potencia l  -800 az -1700 mV

 Stejnym zpu sobem se promýrı slepy pokus.

5.2   Jodometricke  stanovenı jodu v premixech

5.2.1   Mineralizace  zkusebnıho vzorku se provede podle postupu 5.1.1.

 Popel se kvantitativný prevede horkou vodou do kadinky na 250 ml a povarı se. Vyluh se
zfiltruje pres stredný husty papırovy filtr do 250 ml kadinky a filtr se du kladný promyje
horkou vodou. Filtra t se zneutralizuje roztokem kyseliny chlorovodıkove  (3.19) na indika tor
fenolftalein (3.18) a potom zalkalizuje roztokem hydroxidu sodne ho (3.15). K takto
upravenemu filtra tu se prida  1 - 2 ml roztoku manganistanu draselne ho (3.13) (poznamka 8.2)
a jestý 0,5 ml navıc. Roztok se varı po pridanı varnych kulicek 5 minut. Potom se pridajı 2 ml
ethylalkoholu (3.12) a digeruje se na vodnı lazni az do vysrazenı kyslicnıku manganicite ho.
Roztok se zfiltruje do titracnı banky (poznamka 8.3), zbytek na filtru se promyje 3 x 2 ml
horke ho roztoku chloridu amonne ho (3.14). Po ochlazenı se pridajı 2 g jodidu draselne ho
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(3.20), 20 ml kyseliny chlorovodıkove  (3.19) a titruje se odmýrnym thiosıranu sodne ho
(poznamka 8.4) na skrobovy indika tor (poznamka 8.5).

6. Vy pocet

6.1   Polarograficke  stanovenı

Obsah jodu  vyjadreny v mg/kg  (X) se vypocıta  podle vzorce

X C H V V
H H V m

STD X STD

S X P

=
−
. . .

( ). .

kde   HX   je   vyska polarograficke ho pıku zkusebnıho vzorku v mm

HS          vyska polarograficke ho pıku zkusebnıho vzorku po prıdavku standardu v mm

VSTD       objem pridane ho standardu v ml

CSTD       koncentrace standardu v mg/l

VP              pipetovany objem mineraliza tu do polarograficke  nadobky  v ml

V            konecny objem mineraliza tu v ml

m            hmotnost zkusebnıho vzorku v g

 Vysledek je aritmeticky pru mýr dvou paralelnıch stanovenı, ktere  splnujı podmınku
opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na 0,1 mg/kg.

6.2 Titracnı jodometricke  stanovenı

Obsah jodu  vyjadreny v mg/kg  (Y) se vypocıta  z mnozstvı spotrebovane ho odmýrne ho
roztoku thiosıranu sodne ho podle nasledujıcıch  vztahu :

1 ml 0,1 mol/l thiosıranu sodne ho (3.16) odpovıda  2,77 mg KI nebo

1 ml 0,1 mol/l thiosıranu sodne ho (3.16) odpovıda  2,50 mg NaI nebo

1 ml 0,1 mol/l thiosıranu sodne ho (3.16) odpovıda  2,12 mg I

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena

8. Poznamky

8.1   Pri ocekavanem obsahu jodu do 100 mg/kg se volı navazka vzorku 10 g a pridava  se 5 ml
roztoku hydroxidu draselne ho. Pri ocekavanem obsahu jodu od 100 do 1000 mg/kg se
navazuje 5 g vzorku a pridava  10 ml hydroxidu draselne ho. Pri ocekavanem obsahu jodu nad
1000 mg/kg se navazuje 1 g vzorku a pridava  10 ml hydroxidu draselne ho.
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Pokud vzorek neobsahuje zadny organicky materia l nebo ho obsahuje jen velmi maly podıl.

8.2   Mnozstvı manganistanu draselne ho musı byt takove , aby se zoxidoval veskery jodid
draselny na jodicnan. Zbarvenı typicke  pro manganistan draselny musı vydrzet minima lný
1,5 minuty, v prıpadý, ze se objevı zabarvenı typicke  pro kyslicnık manganicity, je potrebne
zvysit mnozstvı pridavane ho manganistanu draselne ho.

8.3   Filtra t musı byt ciry, zakal svýdcı o prıtomnosti kyslicnıku manganicite ho, ktery zvysuje
vysledek stanovenı.

8.4    Pri obsahu jodu do 100 mg/kg se titruje odmýrnym roztokem thiosıranu sodne ho (3.17),
pri obsahu nad 100 mg/kg odmýrnym roztokem thiosıranu sodne ho (3.16).

8.5   Roztok skrobu je nutne  pridat az týsný pred koncem titrace.
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6.1  Stanovenı obsahu oxidu kremicite ho

Metoda je uvedena v metodickych postupech laboratornıho zkousenı k prıloze c. 9  vyhlasky
c. 124/2001 Sb., cast 7. Makroelementy
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6.2  Stanovenı obsahu oxidu hlinite ho

Metoda je uvedena v metodickych postupech laboratornıho zkousenı k prıloze c. 9  vyhlasky
c. 124/2001 Sb., cast 7. Makroelementy
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7.1   Vyhodnocovanı a vypocet vysledku  stanovenı doplnkovych

 la tek dif±znı plotnovou metodou

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda uvadı a specifikuje uzancný zavazny zpu sob pro vyhodnocovanı a vypocet
vysledku  pri stanovenı obsahu doplnkovych la tek v premixech a krmnych smýsıch plotnovou
dif±znı metodou.

2.   Princip
 Pru mýry inhibicnıch resp. stimulacnıch zon, vzniklych pri stanovenı doplnkovych la tek
dif±znı plotnovou metodou, se mýrı pomocı odpichova tka s presnostı nejme ný na 0,1 mm.

 Ze souboru takto zıskanych hodnot se vypocıta  aritmeticky pru mýr pro kazdou koncentraci
zkousene ho vzorku i standardu.

3.   Vy pocet
 Z pru mýru de lek zon odmýrenych odpichova tkem se vypocıta  aritmeticky pru mýr pro kazdou
koncentraci zkousene ho vzorku i standardu tj. pru mýrne  hodnoty.

 Z rozdılu souctu vyssı a nizsı pru mýrne  hodnoty de lky zon zkousene ho vzorku a vyssı i nizsı
pru mýrne  hodnoty de lky zon standardu se vypocıta  parametr (V):

V V V S S= + − +( ) ( )1 2 4 2

 pri redýnı 2 : 1 V V V S S= + − +( ) ( )1 2 4 2

pri redýnı 4 : 1 V V V S S= + − +( ) ( )4 1 4 1

Ze souctu rozdılu  vyssı a nizsı pru mýrne  hodnoty de lky zon zkousene ho vzorku a vyssı i nizsı
pru mýrne  hodnoty de lky zon standardu se vypocıta  parametr (W):

 pri redýnı 2 : 1 W V V S S= − + −( ) ( )4 2 4 2

 pri redýnı 4 : 1 W V V S S= − + −( ) ( )4 1 4 1

 Z parametru  V a W se vypocıta  ±cinnost v % (X):

a) pri redýnı 2 : 1 X anti M1 1= log

kde M V
W1 2 0 301= + ( , . )

kde     X1   je    ±cinnost v % pri redýnı 2 : 1

 V, W    parametry vypoctene  pri redýnı 2 : 1
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b) pri redýnı 4 : 1 X anti M2 2= log

kde M V
W2 2 0 602= + ( , . )

kde   X2   je   ±cinnost v % pri redýnı 4 : 1

V, W    parametry vypoctene  pri redýnı 4 : 1

 Obsah doplnkove  la tky (±cinnost) v mg/kg X se vypocıta  podle vzorce:

X b X i=
.
100

kde    b   je   predpokladana  ±cinnost v mg/kg

Xi       aritmeticky pru mýr X1 a X2
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8.1   Stanovenı ethoxychinu

Tato metoda je prekladem z LUFA c. 15.2.1

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı ethoxychinu (1,2-dihydro-6-ethoxy-2,2,4-
trimethylchinolin) v krmivech.

2.   Princip
 Ethoxychin je ze vzorku extrahovan methylalkoholem a alikvotnı podıl extraktu je po zredýnı
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   Sıran chininu - referencnı roztok, 1 Žg/ml v roztoku kyseliny sırove  c( H2SO4) = 
 0,05 mol/l

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odvazı 0,100 g  sıranu chininu, predem
 vysusene ho pri teplotý 120 °C po dobu 3 hod a ochlazene ho v exsika toru, rozpustı se
 v 0,1 mol/l roztoku kyseliny sırove , doplnı toute z po rysku  a promıcha .

3.5   Ethoxychin, standardnı substance

3.6   Ethoxychin, zakladnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odvazı presný  100,0 mg standardnı substance
 ethoxychinu (3.5), rozpustı  se v petroletheru (3.2), doplnı tımte z po rysku a promıcha .
 1 ml tohoto zakladnıho standardnıho roztoku obsahuje 1,0 mg  ethoxychinu.

3.7   Ethoxychin, pracovnı standardnı roztok

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 100 ml se odpipetuje 5 ml  zakladnıho standardnıho
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8.2   Stanovenı obsahu BHA, BHT, gala tu

Tato metoda je uvedena v Journal of the Association of Official Analytical Chemists (Vol.66,
No.3, 1983)

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı BHA, BHT, gala tu  v tucıch.

Pro ±cely te to metody se pouzıva  tato definice:

BHA, BHT, gala ty jsou antioxidanty. BHA je chemicky 2,(nebo 3)butyl-4-hydroxyanisol,
BHT 2,6-di-terc.butyl-4-methylfenol, dodecylgala t C19H30O5, oktylgala t C15H22O5,
propylgala t C10H12O5.

2.   Princip
 Vzorek se rozpustı v hexanu a BHA, BHT, gala ty se extrahujı acetonitrilem. Roztok po
zakoncentrovanı se naredı isopropanolem a davkuje se do vysoko±cinne ho kapalinove ho
chromatografu (da le jen HPLC) s pouzitım UV detekce pri 280 nm.

  roztoku ethoxychinu (3.6), doplnı  petroletherem (3.2) po rysku a promıcha .

 1 ml tohoto pracovnıho standardnıho roztoku ethoxychinu  obsahuje 50 Žg ethoxychinu.

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Spektra lnı fluorimetr (spektrofotometr s fluorescencnım  zarızenım) s prıslusenstvım
 (kremenne  kyvety 10 mm)

4.2   Vata skelna

5.   Postup

5.1   Sestrojenı kalibracnıho grafu

5.1.1   Do odmýrne  banky na 100 ml se odpipetuje presný 5,0 ml pracovnıho standardnıho
roztoku ethoxychinu (3.7), doplnı po rysku petroletherem (3.2) a promıcha  (kalibracnı roztok
A). Z tohoto roztoku se odpipetuje do odmýrne  banky na 20 ml presný 10,0 ml (kalibracnı
roztok B) a do odmýrne  banky na 25 ml se odpipetuje presný 5,0 ml (kalibracnı roztok C),
kazda  z týchto banýk se doplnı petroletherem (3.2) po rysku a promıcha . Tyto kalibracnı
roztoky odpovıdajı koncentracım ethoxychinu, A = 2,5 Žg/ml, B = 1,25 Žg/ml a
C = 0,50 Žg/ml.

5.1.2   Spektra lnı fluorimetr (4.1) s kyvetou naplnýnou petroletherem (3.2) se nastavı na
nulovou hodnotu a s kyvetou naplnýnou referencnım roztokem (3.4) se nastavı na hodnotu
100. Mýrı se fluorescence kalibracnıch roztoku  (A + B + C), resp. roztoku zkousene ho vzorku
pri vlnove  de lce buzenı 365 nm a vlnove  de lce mýrenı 460 nm.
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5.1.3   Z namýrenych hodnot absorbancı a jim odpovıdajıcım koncentracı se sestrojı kalibracnı
graf Žg etoxychinu v 1 ml.

5.2   Vlastnı provedenı

 Do kadinky vhodne ho objemu se odvazı presný 10,0 g jemný mlete ho zkusebnıho vzorku,
prida  se 50 ml methylalkoholu (3.1), promıcha  a ponecha  asi 10 minut usta t. Potom se roztok
s pevnym podılem dekantuje pres skelnou vatu (4.2) a filtra t se jıma  do odmýrne  banky na
250 ml. Zbytek v kadince se jestý 2 x promyje dekantacı 50 ml methylalkoholu (3.1) opýt do
stejne  odmýrne  banky, tato se doplnı methylalkoholem (3.1) po rysku a promıcha .

 Do dýlıcı na levky na 250 ml se odpipetuje alikvotnı podıl 25 ml extraktu, prida  100 ml vody
a dobre promıcha . Potom se prida  50 ml petroletheru (3.2) a uzavrena  dýlıcı na levka se asi
1 minutu mırný protrepava . Po rozdýlenı fazı (poznamka 8.2) se spodnı vodna  vrstva odpustı
do kadinky. Petroletherovy extrakt se prevede do druhe  dýlıcı na levky a do prvnı dýlıcı
na levky se prevede vodna  vrstva z kadinky. Tato vodna  vrstva se znovu extrahuje s 25 ml
petroletheru (3.2) a po rozdýlenı se spodnı vodna  vrstva odpustı a da le se nepouzije. Ke
spojenym petroletherovym extraktu m se prida  50 ml vody a po uzavrenı se dýlıcı na levka
lehce protrepe. Po oddýlenı se spodnı vodna  vrstva odpustı a da le se nepouzije. Petroletherovy
extrakt se prevede do odmýrne  banky na 100 ml, banka se doplnı petroletherem(3.2) po rysku
a promıcha . Da le se postupuje podle 5.1.2.

 Koncentrace ethoxychinu se zjistı z kalibracnıho grafu.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
 Obsah ethoxychinu v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X C
m

=
100.

kde     C   je   koncentrace ethoxychinu zjistýna  z kalibracnıho  grafu v Žg/ml

  m      alikvotnı podıl navazky zkusebnıho vzorku v g (pri presnem dodrzenı
                postupu = 1)

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  mg/kg.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Methylalkohol a petrolether jsou nebezpecnymi horlavinami  I.trıdy, methylalkohol je
navıc nebezpecnym jedem, proto  pri jake koli manipulaci s týmito je nutne  zachovavat
bezpecnostnı pravidla.
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8.2   Je-li k dispozici materia l bez detekovatelne ho obsahu  ethoxychinu, potom je le pe
prove st kalibraci s pouzitım  tohoto materia lu. K tomu se pripravı modelove  vzorky  s obsahy
0 az 250 Žg ethoxychinu v 1 g vzorku a postupuje  se podle 5.2.

 Sestrojenı kalibracnıho grafu podle 5.1 se pouzıva  zvlastý  pri kontrole technologie a
vysledky se pohybujı v presnosti  97 az 98 %. Nad obsah 100 mg/kg se pouzıva  tento zpu sob
vyhradný.
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9.1   Stanovenı kapsatinu v paprice

Tato metoda je preklad z LUFA c. 12.2.1

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı celkove ho obsahu barviva vyjadrene ho jako
kapsatin, prevazujıcıho barviva papriky.

2.   Princip
 Kapsatin se stanovı po extrakci vzorku benzenem zpu sobem podle Benedikta
spektrofotometricky.

3.   Chemikalie

3.1   Benzen (poznamka 8.1)

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Spektrofotometr nebo fotokolorimetr vhodne  konstrukce pro  mýrenı pri vlnove  de lce
496  nm s prıslusenstvım (kyvety  opticke  de lky 10 mm)

4.2   Trepacka vhodne  konstrukce

4.3   Susa rna laboratornı pro teploty do 70 °C

4.4   Odstredivka vhodne  konstrukce

5.   Postup

 Male  mnozstvı rozemlete ho zkusebnıho vzorku (papriky) se susı v tenke  vrstvý v susa rný
(4.3) pri 65 az 70 °C po dobu 2 hod a na laboratornı teplotu se ochladı v exsika toru. Z tohoto
vysusene ho vzorku se odvazı asi 0,25 g s presnostı nejme ný na 0,001 g do kuzelove  banky na
100 ml, prida  se presný 50,0 ml benzenu (3.1) a na trepacce (4.2) se vytrepava  30 minut.
Potom se necha  usta t, popr . odstredı (4.4), a po usazenı pevne ho podılu se z cire ho extraktu
nebo supernatantu se odpipetuje presný 5,0 ml do odmýrne  banky na 50 ml, doplnı benzenem
(3.1) po rysku a promıcha . Absorbance extraktu se mýrı na spektrofotometru (4.1) v 10 mm
kyvetý proti benzenu (3.1) pri vlnove  de lce 496 nm (poznamka 8.2).

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
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 Obsah celkove ho obsahu barviva, vyjadrene ho jako kapsatin v g/kg (X) se vypocıta  podle
vzorce:

 X = 20 .C

 kde   C   je    koncentrace zjistýna  z tabulky c.1

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na 0,1 g/kg.

 Tabulka c.1

Absorbance (k) Koncentrace kapsatinu v mg/100 ml   k/C

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

 0,9 0,469  1,92

 1,0 0,522  1,92

 1,1 0,575  1,92

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Benzen je nebezpecnou horlavinou I.trıdy, proto pri  jake koli manipulaci s nım je nutno
zachovavat bezpecnostnı  pravidla.

8.2   Modifikacı te to metody (Andre ) se lze vyhnout mýrenı ve  strme  casti absorpcnı krivky
(496 nm) a mýrı se absorbance  v isobestickem bodu karotenoidu papriky pri vlnove  de lce
477 nm. Vysledky se pak pocıtajı s ohledem na specifickou  absorbanci kapsatinu v benzenu
A1%

1cm  = 1826 a spektrofotometr se kalibruje podle Basslera navrzenym roztokem chloridu
kobaltnate ho a dvojchromanu draselne ho:

 Ve 100 ml odmýrne  bance se rozpustı 1,3500 g hexahydra tu  chloridu kobaltnate ho (CoCl2.
 6 H2O) a 0,0125 g dvojchromanu draselne ho (K2Cr2O7) v 5 % kyseliný sırove , doplnı  toute z
po rysku a promıcha . Absorbance tohoto kalibracnıho  roztoku se mýrı pri vlnove  de lce
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477 nm proti 5 % kyseliný  sırove  v 10 mm kyvetach a ma  byt 0,315 s presnostı 0,002.  Pri
vyssıch odchylkach se zavadı faktor

f
A

=
0 315,

kde   A   je   namýrena  absorbance kalibracnıho roztoku

Tımto faktorem se vysledky stanovenı nasobı. Tato modifikace  vsak vykazuje ponýkud vyssı
vysledky proti nemodifikovane   metodý.
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9.2   Stanovenı obsahu nativnıch a pridanych karotenoidu

Tato metoda je preklad z LUFA c. 12.3.1

1.   U cel a rozsah
 Jsou uvedeny dvý metody. Jedna z nich (A) specifikuje podmınky pro stanovenı esteru
kyseliny apo-karotinove , citranaxantinu a kantaxantinu, druha  (B) specifikuje podmınky pro
stanovenı karotenu , veskerych xantofylu , luteinu a zeaxantinu.

2.   Princip
 Metoda A:

 Vzorek je fermentovan a extrahovan chloroformem. V tomto extraktu jsou obsazeny estery
kyseliny apo-karotinove , citranaxantin a kantaxantin. Extrakt pro stanovenı karotenu , esteru
kyseliny apo-karotinove  a citranaxantinu je reextrahovan do hexanu a dýlenım na sloupci
oxidu hlinite ho jsou zıskany frakce esteru  kyseliny apo-karotinove  (I) a citranaxantinu (II),
v nichz se estery kyseliny apo-karotinove  a citranaxantin stanovı spektrofotometricky.
Karotenova  frakce se nepouzije.

 Pro stanovenı kantaxantinu v samotnych krmivech se chloroformovy extrakt zmydelnuje a na
sloupci oxidu hlinite ho se oddýlı od karotenu . Zbyvajıcı prıtomne  karotenoidy jsou oddýleny
pomocı chromatografie na tenke  vrstvý (da le jen "TLC") a kantaxantin je stanoven
spektrofotometricky.

 Metoda B:

 Vzorek je po zmydelnýnı extrahovan diethyletherem, alikvotnı cast extraktu je reextrahovana
do hexanu a na sloupci oxidu hlinite ho je rozdýlena do dvou frakcı.

Frakce I obsahuje alfa, beta a gama karoteny, ktere  se stanovı prımo spektrofotometricky.

Mezifrakce obsahujıcı castecný estery kyseliny apo-karotinove  a castecný i citranaxantin se
da le nepouzije.

Frakce II obsahuje kantaxantin, veskere  xantofily, lutein a zeaxantin. V te to frakci se nejprve
spektrofotometricky zmýrı karoteny a nekorigovane  xantofyly, pak se alikvotnı cast te to
frakce extrahuje hexanem a po oddýlenı s Hyflo-supergelem nebo s Dicalit-magnesiem se
stanovı lutein a zeaxantin spektrofotometricky. U celkovych xantofylu  se provede korekce.

3.   Chemikalie

3.1   Pepsin (napr . od fy Siegfried, Zofingen, Swiss c. kat.  226780)

3.2   Trypsin, aktivity 1 : 3 000 NF XI (napr . od fy Serva,  Heidelberg c.kat.31855)

3.3   Fermentacnı smýs
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 Prıprava: 5 g pepsinu (3.1) a 5 g trypsinu (3.2) se rovnomýrný rozetre v trecı misce a
  promıcha .

3.4   Amoniak, zredýny (1 + 1)

3.5   Kyselina chlorovodıkova  37%, zredýna  (1 + 1)

3.6   Chloroform

3.7   Sıran sodny, vyzıhany

3.8   n-Hexan (poznamka 8.1)

3.9   Oxid hlinity 12 % deaktivovany

 Prıprava: Oxid hlinity neutra lnı (aktivity I) se vyzıha  pri  750 °C asi 2 az 3 hod., ochladı
 v exsika toru. Pred pouzitım  se protrepe s 12 % vody a prevede do uzavrene  nadoby.

3.10   Diethylether (3.22) 2 % v hexanu (3.8) (poznamka 8.1)

  Prıprava: Do odmýrne  banky na 1000 ml se odpipetuje 20 ml  diethyletheru (3.22),  
doplnı n-hexanem (3.8) po rysku  a promıcha .

3.11   Diethylether 5 % v hexanu (poznamka 8.1)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 1000 ml se odpipetuje 50 ml  diethyletheru (3.22),
 doplnı n-hexanem (3.8) po rysku  a promıcha .

3.12   Diethylether 10 % v hexanu (poznamka 8.1)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 1000 ml se odpipetuje 100 ml  diethyletheru (3.22),
 doplnı n-hexanem (3.8) po rysku  a promıcha .

3.13   Chloroform (3.4) - aceton (3.30), smýs (1 + 1)

3.14   Cyklohexan (poznamka 8.1)

3.15   Deska pro chromatografii na tenke  vrstvý (TLC) s vrstvou  sikagelu 60 F254, sıla vrstvy
 0,25 mm

3.16   Citranaxantin (pro kvalitativnı pouzitı jako okrajovy  standard pro TLC)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 50 ml se odvazı 500 mg 10 %  koncentra tu
 citranaxantinu (komercnı vyrobek), pridajı se  2 ml zredýne ho amoniaku (3.4), na

spicku noze fermentacnı  smýsi (3.3), banka se promıcha  a umıstı na 10 minut na  vodnı lazen
(4.4) vytemperovanou na 50 °C. Po ochlazenı se  prida  25 ml chloroformu (3.6),  banka se
uzavre, vlozı na  trepacku (4.2) a vytrepava  se po dobu 30 minut. Pak se   doplnı
chloroformem (3.6) po rysku, promıcha  a filtruje  suchym stredný hustym  filtrem do suche
kadinky a prvnı  podıl filtra tu se nezachycuje. Z filtra tu se odpipetuje   5 ml do odmýrne
banky na 50 ml, doplnı chloroformem (3.6)  po rysku a promıcha .

 Tento roztok obsahuje 100 Žg citranaxantinu v 1 ml.

3.17   Kantaxantin (pro kvalitativnı pouzitı jako okrajovy  standard pro TLC)

 Prıprava: shodna  s 3.16 - navazka z 10 % koncentra tu  kantaxantinu.

 1 ml roztoku obsahuje 100 Žg 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 peroxidu  prosty (poznamka 8.1)

3.23   Voda destilovana , nasycena  diethyletherem

 Prıprava: Asi 200 ml diethyletheru (3.22) se v dýlıcı na levce vytrepava  po dobu asi
 2 minut se 700 ml destilovane   vody a spodnı faze se pouzije k analyze.

3.24   Oxid horecnaty pro chromatografii (napr . Serva)

3.25   Hyflo-super-gel nebo Dicalit

3.26   Aceton 10 % v hexanu (poznamka 8.1)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odmýrı 100 ml  acetonu (3.30), doplnı po
 rysku n-hexanem (3.8) a promıcha .

3.27   Aceton 20 % v hexanu (poznamka 8.1)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odmýrı 200 ml  acetonu (3.30), doplnı po
 rysku n-hexanem (3.8) a promıcha .

3.28   Aceton 30 % v hexanu (poznamka 8.1)

 Prıprava: Do odmýrne  banky na 1 000 ml se odmýrı 300 ml  acetonu (3.30), doplnı po
 rysku n-hexanem (3.8) a promıcha .

3.29   Vyvıjecı smýs dichlormethan-hexan-diethylether (4 + 4 + 2)

3.30   Aceton (poznamka 8.1)

3.31   Ethylalkohol-benzen, smýs (1 + 1) (poznamka 8.1)

3.32   Dusık

4.   Pr ıstroje a pomu cky

4.1   Spektrofotometr registracnı s prıslusenstvım (kyvety o opticke  de lce 10 mm)

4.2   Trepacka vhodne  konstrukce

4.3   Odparka rotacnı

4.4   Lazen vodnı s termostatem

4.5   Trubice chromatograficka , de lka 300 mm, pru mýr 20 mm,  s vytazenou spickou, fritou a 
vypoustýcım kohoutem

4.6   Kelımek filtracnı o porozitý 4 (S4)

4.7   Zarızenı pro filtraci za snızene ho tlaku
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4.8   Odstredivka laboratornı

4.9   Chladic zpýtny, vodnı se zabrusem

4.10   Vata obvazova

4.11   Banky odparovacı s kulatym dnem a zabrusem, obsahu 1 000, 250 a 100 ml a se 
 zarızenım pro prıvod plynu

4.13   Mikrodavkovac

4.14   Lzicka mala  a ±zka

5.   Postup

5.1   Metoda A - stanovenı esteru  kyseliny apo-karotinove , citranaxantinu a kantaxantinu

 Do odparovacı banky (4.12) na 1 000 ml se odvazı takove  mnozstvı zkusebnıho vzorku, aby
s ohledem na deklarovany obsah obsahovalo asi 25 az 300 Žg esteru  kyseliny apo-karotinove ,
citranaxantinu nebo kantaxantinu, prida  se 100 ml vody, na spicku noze fermentacnı smýsi
(3.3) a 3 ml zredýne ho amoniaku (3.4). Po promıchanı se banka umıstı na odparku (4.3) a
ponecha  pri mırnych otackach ve vodnı lazni (4.4) vytemperovane  na 50 °C po dobu
30 minut. Po ochlazenı na laboratornı teplotu se pridava  zredýna  kyselina chlorovodıkova
(3.5), az smýs dosahne pH=3 (pH papırek). Da le se prida  presný 200 ml chloroformu (3.6)
(V1), banka se zaza tkuje a po dobu 30 minut se vytrepava  na trepacce (4.2). Cast te to smýsi se
pak odstredı na odstredivce (4.8), vodnı faze se opatrný odsaje a da le nepouzije,
chloroformova  faze (alikvotnı podıl) se filtruje stredný hustym filtrem, naplnýnym sıranem
sodnym (3.7) do suche  kadinky, pricemz prvnı podıl filtra tu se nezachycuje.

5.1.1    Pro stanovenı esteru  kyseliny apo-karotinove  a citranaxantinu se odpipetuje presny
alikvotnı podıl filtra tu chloroformove ho extraktu, ktery obsahuje asi 6 az 50 Žg karotenoidu
(V2) (napr . 25 ml) do odparovacı banky (4.12) na 250 ml, tato se umıstı na odparku (4.3) a
pod prıvodem dusıku (3.32) se obsah odparı do sucha. Odparek se rozpustı v 5,0 ml n-hexanu
(3.8).

 Chromatograficky sloupec se pripravı tak, ze chromatograficka  trubice (4.5) se umıstı ve
vertika lnı poloze, na vypustnı uzavýr se vlozı smotek vaty (4.10), trubice se naplnı n-hexanem
(3.8) a do nı se prevede takove  mnozstvı deaktivovane ho oxidu hlinite ho (3.9), aby
sedimentovalo ve vysce asi 80 mm. Hexan se pak odpustı az k vrcholu sloupce oxidu
hlinite ho.

 Na takto pripraveny sloupec se prevede cely hexanovy extrakt vzorku, pricemz banka, ve
ktere  byl extrakt, se nejme ný 4 x vyplachne po 10 ml n-hexanu (3.8) a vyplach se vzdy
prevede rovnýz na sloupec. Ze spodu vyte kajıcı kapalina (hexan) se da le pro stanovenı
nepouzije. Potom se na sloupec prevede asi 5 x po 10 ml 2 % diethyletheru v hexanu (3.10),
pru tok se jıma  do odparovacı banky (4.12) na 250 ml, cımz se citranaxantin a kantaxantin
v hornı casti sloupce pomalu rozdýluje, zatımco estery kyseliny apo-karotinove  postupujı
sloupcem dolu . Nynı se na sloupec prevede 5 x po 10 ml 5 % diethyletheru v hexanu (3.11).
Protoze estery kyseliny apo-karotinove  musı byt kvantitativný eluovany, k cemuz 50 ml 5 %
diethyletheru v hexanu nýkdy nedostacuje, je nutno postup eluce vizua lný kontrolovat.
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V prıpadý, ze eluce esteru  kyseliny apo-karotinove  nenı u konce, prıdavky po 10 ml 5 %
diethyletheru v hexanu (3.11) se opakujı az se tak stane. Pru tok se jıma  do sta le stejne  banky
(Frakce I), obsahujıcı kvantitativný estery kyseliny apo-karotinove .

 Potom se pod sloupec podstavı dalsı odparovacı banka (4.12) na 250 ml, na sloupec se
prevadı 5 x po 10 ml 10 % diethyletheru v hexanu (3.12) a jıma  se citranaxantin (Frakce II).

 Frakce I se na odparce (4.3) a vodnı lazni (4.4), vytemperovane  na 50 oC pod prıvodem
dusıku (3.32) odparı do sucha a odparek se ihned rozpustı v presný 0,5 ml chloroformu (3.6)
(V3), prida  se presný 50,0 ml cyklohexanu (3.14) (V4). Pri navazce vzorku obsahujıcı 25 az
100 Žg esteru  kyseliny apo-karotinove  se prida  jen 10,0 ml (V4). Po rozpustýnı a promıchanı
se mýrı na spektrofotometru (4.1) od 600 do 400 nm v 10 mm kyvetach proti cyklohexanu
(3.14) jako slepemu pokusu.

 Maximum absorbance ma  byt u 446 nm.

5.1.2   Frakce II se rovnýz za stejne ho postupu a podmınek jako Frakce I (viz 5.1.1) odparı do
sucha, odparek se rozpustı v presný 0,5 ml chloroformu (3.6) (V3), prida  se presný 50,0 ml
hexanu (3.8) (V4). Pri navazce vzorku obsahujıcı 25 az 100 Žg citranaxantinu se prida  jen
10,0 ml (V4). Po rozpustýnı a promıchanı se mýrı koncentrace citranaxantinu na
spektrofotometru (4.1) v 10 mm kyvetach od 600 do 400 nm proti hexanu (3.8) jako slepemu
pokusu.

 Maximum absorbance ma  byt u 468 nm.

5.1.3   Pro stanovenı kantaxantinu se odebere presny alikvotnı podıl filtra tu zıskane ho podle
5.1, ktery obsahuje asi 6 az 50 Žg kantaxantinu (V2) (napr . 25 ml) do odparovacı banky (4.12)
na 250 ml, tato se umıstı na odparku (4.3) a obsah se pod prıvodem dusıku (3.32) odparı do
sucha. Odparek se rozpustı v 60 ml ethylalkoholu (3.18), prida  se 10 ml roztoku hydroxidu
draselne ho (3.19), 10 ml petroletheru (3.20), na spicku noze hydrochinonu (3.21) a po
promıchanı se zahrıva  pod zpýtnym chladicem (4.9) na vodnı lazni (4.4) pri teplotý 70 az
80 °C po dobu 30 minut. Obsah banky se po vychladnutı prevede do dýlıcı na levky, banka se
vyplachne 100 ml diethyletheru (3.22) a vyplach se prevadı rovnýz do te ze dýlıcı na levky.
Smýs se opatrný promıcha  s diethyletherovou fazı, pricemz pred vlastnı extrakcı je nutno
dýlıcı na levku nýkolikra t odvzdusnit. Kdyz jiz nevznika  pretlak dýlıcı na levkou se silný
protrepe. Po ±plnem oddýlenı fazı se spodnı vodna  faze odpustı do druhe  dýlıcı na levky a
znovu se prida  do nı 100 ml diethyletheru (3.22), extrakce se opakuje, jak vyse uvedeno a pak
jestý jednou. Vodnı faze se potom odpustı a da le se nepouzije.

Diethyletherove  faze se spojı a nejme ný 3 x promyjı vzdy po 100 ml vody do neutra lnı reakce
(pH papırek). Potom se diethyletherovy extrakt prevede do odparovacı banky (4.12) na
250 ml, tato se umıstı na odparku (4.3) a obsah se odparı za prıvodu dusıku (3.32) pri teplotý
30 °C do sucha. Odparek se rozpustı v presný 0,5 ml n-hexanu (3.8).

 Chromatograficky sloupec se pripravı stejný, jak je uvedeno v 5.1.1, na sloupec se prevede
cely hexanovy extrakt vzorku, pricemz banka, ve ktere  byl rozpustýn odparek, se 4 x
vyplachne po 10 ml n-hexanu (3.8) a vyplach se vzdy prevede na sloupec. Ze spodu vyte kajıcı
kapalina (hexan) se da le pro stanovenı nepouzije. Potom se na sloupec prevede 5 x po 10 ml
smýsi chloroform-aceton (3.13) a elua t se jıma  do odparovacı banky (4.2) na 250 ml. Tato
frakce obsahuje veskery kantaxantin s malym podılem esteru  kyseliny apo-karotinove  a
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citranaxantinu. Odparovacı banka s chloroform-acetonovym extraktem se umıstı na odparku
(4.3) a obsah se pod prıvodem dusıku (3.32) odparı do sucha. Odparek se rozpustı v presný
2,0 ml chloroformu (3.6) (V3). Pri obsahu 6 az 30 Žg kantaxantinu v navazce se prida  pouze
1,0 ml chloroformu (V3). Roztok V3 ma  obsahovat 30 az 100 Žg kantaxantinu. Z tohoto
roztoku se rychle (ztra ty odparenım) nanese mikrodavkovacem (4.13) presný 0,5 ml (V4) na
desku TLC (3.15), nebo aby se zamezilo ztra tam pri odparovanı je mozno odparek rozpustit
vzdy v 1 ml chloroformu a cele  mnozstvı preve st na desku, pricemz banku jestý vıcekra t
vyplachnout malym mnozstvım chloroformu a vsechno preve st na desku. Na te to desce (3.15)
se nanese po 0,02 ml citranaxantinove ho (3.16) a kantaxantinove ho (3.17) extraktu, jako
okrajove  standardy a vyvıjecı smýsi (3.29).

 Okrajovy standard citranaxantinu tvorı dvý zony cis-citranaxantinu (oranzovou) nad silný
rudý zbarvenou zonou trans-citranaxantinu.

 Kantaxantin jako okrajovy standard ukazuje pod citranaxantinovou zonou slabý zlutou cis-
kantaxantinovou a prımo pod nı silný cervený zbarvenou trans-kantaxantinovou zonu.

 Zmydelnýnım vznika  tretı ru zova  zona, ktera  lezı pres cervenou zonu trans-axantinu. Tri
kantaxantove  zony se dohromady seskrabou do male  odparovacı banky (4.12) a rozpustı s 3 x
po 10 ml (event. i vıce - vizua lnı kontrola) smýsi chloroform-aceton (3.13). Elua t se na
odparce (4.3) a vodnı lazni (4.4) pri teplotý 50 °C pod prıvodem dusıku (3.31) odparı do
sucha, rychle se rozpustı v presný 0,5 ml chloroformu (3.6), prida  se presný 10 ml popr . 5,0 ml
cyklohexanu (3.14) (V5) a mýrı se na spektrofotometru (4.1) v 10 mm kyvetach od 600 do 400
nm proti cyklohexanu (3.14) jako slepemu roztoku.

 Maxima lnı absorbce ma  byt pri vlnove  de lce 470 nm.

5.2   Metoda B - stanovenı karotenu , xantofylu , luteinu a  zeaxantinu

 Do zmydelnovacı banky (4.12) na 250 ml se odvazı takove  mnozstvı zkusebnıho vzorku,
ktery obsahuje s ohledem na ocekavany obsah ve zkousenem vzorku 200 az 400 Žg obsahu
celkovych xantofylu . Pri obsahu celkovych xantofylu  ve vzorku 1 az 5 mg/kg se navazuje tak,
aby mnozstvı xantofylu  v navazce bylo asi 30 az 150 Žg. K navazce vzorku se prida  60 ml
ethylalkoholu (3.18), 10 ml roztoku hydroxidu draselne ho (3.19), 10 ml petroletheru (3.20)
s prıdavkem na spicku noze hydrochinonu (3.21) a zmydelnuje se pod zpýtnym chladicem
(4.9) na vodnı lazni (4.4) vytemperovane  na 70 - 80 °C pod dusıkem (3.31) a za obcasne ho
zamıchanı 30 minut. Po ochlazenı pod tekoucı vodou se zmydelnýna  smýs prevede pomocı
100 ml vody do dýlıcı na levky na 500 ml, prida  se presný 250 ml diethyletheru (3.22), opatrný
promıchava  po dobu 5 minut a potom silný protrepe. Objem te to smýsi se odmýrı (V). Po
oddýlenı fazı se odpipetuje presný 100 ml cire  diethyletherove  faze (VAID), prevede do dalsı
dýlıcı na levky na 500 ml vodou nasycenou diethyletherem (3.23) a touto se opatrný promyva
az do negativnı reakce na alka lie (pH papırek). Mezitım se necha  pu vodnı uzavrena  dýlıcı
na levka usta t do ±plne ho oddýlenı vodne  faze a zmýrı se objemy jak vodne  (VW), tak i
zbyvajıcı diethyletherove  (VRD) faze. Nakonec se zjistı objem odebrane ho alikvotnıho podılu
diethyletherove  faze (VAID) a zbyvajıcı objem te to faze (VRD), coz se ma  rovnat celkovemu
objemu diethyletherove  faze (VGD). Potom musı platit:

 V = V D + VW
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 Alikvotnı podıl diethyletherove  faze vymyty do negativnı reakce se smısı s 50,0 ml
petroletheru (3.20) a asi po 5 minutach se oddýlı v dýlıcı na levce zbytky oddýlene  vody. Tento
extrakt se prevede do odparovacı banky (4.12) na 250 ml, na rotacnı odparce (4.3) a vodnı
lazni (4.4) vytemperovane  na 50 °C se pod atmosfe rou dusıku (3.31) odparı do sucha. Jsou-li
v bance jestý zretelne  zbytky vody prida  se male  mnozstvı smýsi ethylalkohol-benzen (3.32) a
znovu se odparı. Odparek se rozpustı v presný 0,5 ml n-hexanu (3.8).

 Chromatograficky sloupec se pripravı tak, ze se do chromatograficke  trubice (4.4), umıstýne
ve vertika lnı poloze, vlozı k vytoku z trubice smotek vaty (4.10), pri uzavrenem kohoutu se
trubice zcela naplnı 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 vypustı az po vrch sloupce, pricemz vytekly
hexan se pro dalsı stanovenı da le nepouzije.

 Na takto pripraveny sloupec se prevede 5,0 ml hexanove ho extraktu vzorku, pod sloupec se
podstavı odparovacı banka (4.12) na 250 ml a eluujı se karoteny (Frakce I).

 Potom se pod sloupcem vymýnı odparovacı banka za kuzelovou banku na 300 ml a na
sloupec se davkuje 5 x po 10 ml 2 % diethyletheru v hexanu (3.10), tım se oddýlı zbyvajıcı
podıly citranaxantinu a kantaxantinu. Podıly ne±plný zmydelnýne ho esteru kyseliny
apokarotinove  se eluujı davkami 5 x po 10 ml 5 % diethyletheru v hexanu (3.11). Da le se
eluujı podıly citranaxantinu davkami 5 x po 10 ml 10 % diethyletheru v hexanu (3.12).
Jakmile klesne poslednı davka tohoto k povrchu sloupce, tento podıl elua tu se k dalsımu
stanovenı nepouzije, pod sloupec se podstavı dalsı odparovacı banka (4.12) na 250 ml a na
sloupec se davkuje 5 x po 10 ml smýsi chloroform-aceton (3.13) a pak asi 3 x po 10 ml
ethylalkoholu (3.18). Po protecenı cele ho objemu kapaliny se banka umıstı na rotacnı odparku
(4.3) a na vodnı lazni (4.4), vytemperovane  na 50 °C pod prıvodem dusıku (3.31) se obsah
odparı do sucha. Odparek se rozpustı v 50 ml ethylalkoholu (3.18) (VAIK) (Frakce II).

5.2.1   Hexanovy elua t Frakce I se na rotacnı odparce (4.3) a vodnı lazni (4.4) vytemperovane
na 50 °C a pod prıvodem dusıku (3.31) odparı do sucha. Odparek se rozpustı bu°  v presný
50 ml (ci jinem obsahu) n-hexanu (3.8) (V4) a mýrı na spektrofotometru (4.1) v 10 mm kyvetý
od 600 do 400 nm proti n-hexanu (3.8) jako slepemu roztoku.

 Maximum absorbance ma  byt pri 450 nm (alfa a beta karoten).

5.2.2   Frakce II rozpustýna  v presný 50 ml popr . 20 ml ethylalkoholu (3.18) se mýrı na
spektrofotometru (4.1) od 600 do 400 nm v 10 mm kyvetý proti ethylalkoholu jako slepemu
roztoku.

 Maximum absorbance ma  byt pri 450 nm (nekorigovane  xantofyly).

5.2.3   Z frakce II rozpustýne  v 50 (20) ml ethylalkoholu (3.18) (VAIK) se odpipetuje presný 25
popr . 10 ml do odparovacı banky (4.12) na 100 ml, odparı se na odparce (4.3) a vodnı lazni
(4.4) pri 50 °C pod prıvodem dusıku (3.31) do sucha. Odparek se rozpustı v 5 ml n-hexanu
(32.8) (VMgO).

 Ke 20 g oxidu horecnate ho (3.23) se prida  10 g Hyflo-supergelu (3.25) a dobre se promıcha
s hexanem (3.8). Tato suspenze se prevede do chromatograficke  trubice (4.5), umıstýne  ve
vertika lnı poloze, na jejız dno bylo vlozeno male  mnozstvı morske ho pısku (4.11). Po usazenı
se hexan odpustı az k povrchu sedimentu. Vytekla  kapalina se pro stanovenı da le nepouzije.
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 Na tento sloupec se prevede hexanovy extrakt vzorku (VMgO), pod sloupec se podstavı
kuzelova  banka na 300 ml a otevre vypustnı kohout. Po vypustýnı hexanove ho extraktu az
k povchu sloupce se sloupec promyje postupný 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). Promyvanı sloupce se prerusı, kdyz od vrcholu sloupce jsou vizua lný
zretelne  zony v poradı zeaxantin, lutein a kantaxantin. Protekla  kapalina se da le pro stanovenı
nepouzije.

Potom se sloupec od shora pripoustýnym dusıkem (3.31) pri otevrenem kohoutu trubice zcela
vysusı. Na vrchu sloupce se zbytkove  zbarvene  zony malou lzickou (4.14) ci vhodnym
nastrojem odstranı a da le nepouzijı. Pak se pomocı tlaku dusıku (3.31), privadýne ho do spodu
trubice vytlacı sloupec, ale jen tak daleko az lze lzickou (4.14) odebrat cast sloupce
obsahujıcıho zeaxantin a tato cast se prenese do kadinky na 100 ml. Da le se obdobnym
zpu sobem vytlacı cast sloupce obsahujıcı lutein do dalsı kadinky na 100 ml. Obsah kazde
z kadinek se smısı s malym mnozstvım ethylalkoholu (3.18), promıcha , prevede na filtracnı
kelımek (4.6) usazeny v zarızenı pro filtraci za snızene ho tlaku (4.7) do nýhoz je vlozena
odparovacı banka na 100 ml a obsah kazde  z kadinek se filtruje za mırný snızene ho tlaku,
promyva  ethylalkoholem (3.18) az jiz vyte ka  ciry a bezbarvy promyvacı roztok. K tomu je
zpravidla potreba 30 az 40 ml.

 Oba ethylalkoholove  elua ty se odparı na rotacnı odparce (4.3) a vodnı lazni (4.4) 50 °C teple
pod prıvodem dusıku (3.31) do sucha. Kazdy odparek se rozpustı v presný 25 ml popr . 10 ml
ethylalkoholu (3.18) (VA) a mýrı se na spektrofotometru (4.1) od 600 do 400 nm v 10 mm
kyvetý proti ethylalkoholu (3.18) jako slepemu roztoku.

 Maxima lnı absorbance ma  byt pri 445 nm pro lutein a 450 nm pro zeaxantin.

6.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku

6.1   Obsah esteru kyseliny apo-karotinove  vyjadreny jako ester kyseliny beta-apo-8-
karotinove  v mg/kg (X) se vypocıta  podle vzorce:

X A V V V
V m

=
+10000

2540
1 3 4

2

. . .( )
. .

kde   A   je   absorbance cyklohexanove ho extraktu vzorku  (viz 5.1.1) pri vlnove  de lce
  446 nm (v maximu)

  V1       objem chloroformu pridane ho k navazce vzorku v ml (200 ml)

  V2       objem odpipetovane ho alikvotnıho podılu chloroformove ho extraktu v ml (presný
         podle postupu 25 ml)

  V3        objem chloroformu v nýmz byl rozpustýn odparek  v ml (0,5 ml)

  V4          prıdavek cyklohexanu k rozpustýnemu odparku v ml (50 nebo 10 ml)

  2540    absorpcnı koeficient esteru kyseliny apo-karotinove

  m         navazka zkusebnıho vzorku v g
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6.2   Obsah citranaxantinu v mg/kg (Y) se vypocıta  podle vzorce:

Y A V V V
V m

=
+10000

2745
1 3 4

2

. . .( )
. .

kde  A  je  absorbance hexanove ho extraktu vzorku pri  vlnove  de lce 468 nm (v maximu)

 V1        viz ad 6.1

 V2        viz ad 6.1

 V3        viz ad 6.1

 V4 prıdavek hexanu k rozpustýnı odparku v ml (50 nebo 10 ml)

 2745 absorpcnı koeficient citranaxantinu

 m navazka zkusebnıho vzorku v g (viz ad 6.1)

6.3   Obsah kantaxantinu v mg/kg (Y) se vypocıta  podle vzorce:

Z A V V V V
V V m

=
+10000

2000
1 3 5 6

2 4

. . . .( )
. . .

kde   A   je   absorbance cyklohexanove ho extraktu vzorku  (5.1.3) pri vlnove  de lce 470 nm 
  (v maximu)

  V1        viz ad 6.1

  V2        viz ad 6.1

  V3        objem chloroformu k rozpustýnı odparku v ml

  V4  objem preneseny na TLC desku v ml (2 nebo 1)

        2000   absorpcnı koeficient citranaxantinu

 V5       objem k V pridane ho cyklohexanu v ml (10 nebo  5 ml)

 m        navazka zkusebnıho vzorku v g (viz ad 6.1)

6.4   Obsah alfa, beta a gama karotenu v mg/kg (W) se vypocıta   podle vzorce:

W A V V
A m

H GD

AID

=
10000

2500
. . .
. .

kde    A    je    absorbance hexanove ho extraktu vzorku (5.2.1) pri vlnove  de lce 450 nm 
    (v maximu)

   VH         objem hexanu, ve kterem byl rozpustýn odparek  po chromatografickem dýlenı
 v ml (50 ci jiny  objem)

   VGD      celkovy objem diethyletherove  faze po zmydelnýnı v ml (po ±plnem oddýlenı)
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   VAID     alikvotnı podıl diethyletherove  faze po zmydelnýnı prevedene ho do dýlıcı
    na levky    v ml (100)

   2500    absorpcnı koeficient karotenu

   m         navazka zkusebnıho vzorku v g (viz ad 6.1)

6.5   Celkovy obsah xantofylu  v mg/kg (N) se vypocıta  podle  vzorce:

N A V V
A m

ZGD AIK

AID

= −
10000

2500
0 65. . .

. .
. ,   (poznamka 8.2)

 kde   A   je   absorbance ethanolicke ho extraktu vzorku  (5.2.2) pri vlnove  de lce 450 nm
(v maximu)

V GD     viz ad 6.4

V AID    viz ad 6.4

V AIK    objem ethylalkoholu k rozpustýnı frakce II  v ml (50 nebo 20)

2500     absorpcnı koeficient xantofylu

m          navazka zkusebnıho 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 vypocıta  podle vzorce:

L A V V V
A V m

A AIK GD

MgO AID

=
10000

2560
. . . .
. . .

 kde    A   je   absorbance ethanolicke ho extraktu vzorku  (5.2.3) pri vlnove  de lce 445 nm
  (v maximu)

VA       objem ethylalkoholu na rozpustýnı odparku po  chromatografickem dýlýnı v ml
  (25 nebo 10)

VAIK    viz ad 6.5

VGD viz ad 6.4

VAID    viz ad 6.4

VMgO   objem alikvotnıho podılu z frakce II v ml (25  nebo 10)

2560   absorpcnı koeficient luteinu

m navazka zkusebnıho vzorku v g (viz ad 6.1)

6.7   Obsah zeaxantinu v mg/kg (C) se vypocıta  podle vzorce:

C A V V V
A V m

A AIK GD

MgO AID

=
10000

2350
. . . .
. . .
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kde   A   je    absorbance ethanolicke ho extraktu vzorku  (5.2.3) pri vlnove  de lce 450 nm 
(v maximu)

2350    absorpcnı koeficient zeaxantinu

VA        jako v 6.6

VAIK     viz ad 6.5  VGD    viz ad 6.4

VAID     viz ad 6.4

m          navazka zkusebnıho vzorku v g (viz ad 6.1)

 Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych stanovenı,
ktere  splnujı podmınky opakovatelnosti a vyjadrujı se s presnostı na 0,1 mg/kg.

7.   Opakovatelnost
 Nebyla dosud stanovena.

8.   Poznamky

8.1   Hexan, diethylether, cyklohexan, ethylalkohol, petrolether,  aceton a jejich vza jemne
smýsi jsou nebezpecnymi horlavinami I.trıdy, a proto pri jake koli manipulaci s nimi je
nezbytne  zachovavat bezpecnostnı pravidla.

8.2   Podle prvnı casti vzorce se vypocıta  celkovy obsah xantofylu  (nekorigovany), od nýhoz
se musı odecıst stanoveny obsah  kantaxantinu, ktery se vynasobı faktorem 0,65. Tento faktor
zohlednuje vztah absorbance kantaxantinu v cyklohexanu pri  470 nm k absorbanci
v ethylalkoholu pri 450 nm.
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10.1   Stanovenı obsahu kyseliny mravencı

 Tato metoda je uvedena v Methodenbuch- Chemische Untersuchung LUFA
(Landwirtschaftlicher Untersuchungs und Forschungs Anstalen)  c. 18.4

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı kyseliny mravencı v silazıch.

2.   Princip
 Kyselina mravencı se stanovuje metodou podle Fuchse. Týkave  kyseliny, vydestilovane  ze
vzorku se podrobı reakci s manganistanem draselnym. Kyselina mravencı je jako jedinna
oxidovana v neutra lnım nebo slabý alkalickem prostredı. Rusive  slozky jako aldehydy a
aceton, ktere  take  prechazı do destila tu, jsou odstranýny odparenım neutralizovane ho roztoku
pred titracı manganistanem.
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10.2   Stanovenı obsahu kyslicnıku siricite ho

Tato metoda je uvedena v Official Methods of Analysis AOAC 987.04

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı kyslicnıku siricite ho v krmivech.

2.   Princip
 Kyslicnık siricity se uvolnı po okyselenı vzorku krmiva proudem dusıku a jıma  se do roztoku
elektrolytu. Obsah kyslicnıku sirite ho se stanovı metodou diferencnı pulznı polarografie.
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10.3   Stanovenı obsahu formaldehydu

Tato metoda je uvedena v publikaci Laboratornı prırucka analyzy potravin, SNTL 1977

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı formaldehydu v krmivech.

2.   Princip
 Ze vzorku se po okyselenı kyselinou fosforecnou izoluje formaldehyd destilacı s vodnı parou
a formaldehyd se v destila tu stanovı po reakci s kyselinou chromotropovou fotometricky pri
570 nm.
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11.1   Stanovenı obsahu sacharinu

Tato metoda je uvedena v Official Methods of Analysis AOAC 980.18

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı sacharinu v krmivech.

2.   Princip
 Sacharin se extrahuje z vodne ho roztoku krmiva, po precistýnı na koloný s Celitem 545,
chloroformem. Chloroform se odparı za laboratornı teploty a zbytek po odparenı se zredı
roztokem hydroxidu sodne ho a obsah sacharinu se stanovı metodou diferencnı pulznı
polarografie.
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12.1 Stanovenı obsahu bakteriı kmene Entorococcus (Streptococcus)

Tato metoda je uvedena v Methode der Bayerischen Landesanstalt f r̈ Ern§hrung MSf - V 4 -
95.

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı poctu za rodku  streptokoku  skupiny D
v koncentra tech, premixech, minera lnıch krmivech a krmnych smýsıch.

2.   Princip
 Stanovenı obsahu bakteriı kmene Streptococcus je provadýno na selektivnıch zivnych pu dach
podle Slanetze a Bartleye. Jako referencnı pu da se pri stanovenı pouzıva  dalsı selektivnı pu da
(napr . KF agar) nebo u koncentra tu  vhodna  neselektivnı pu da. Naockovane  pu dy misky jsou
kultivovany pri 37 ČC ť 1 ČC a ru st a pocty koloniı jsou vyhodnocovany po dvou a ctyrdennı
kultivaci.
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12.1 Stanovenı obsahu bakteriı kmene Bacillus

Tato metoda je uvedena v Bio Systems, postup 205-08.

1.   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı poctu za rodku  bakteriı kmene Bacillus
v krmivech.

2.   Princip
 Vzorek se homogenizuje ve sterilnım zre° ovacım roztoku, ze ktere ho se pripravı dalsı
potrebna  redýnı. Stanovenı poctu za rodku  bakteriı kmene Bacillus se provadı anaerobnı
kutivacı na krevnım agaru pri 37 ČC. Pocty koloniı, charakteristicke  pro dane  mikroorganismy,
se odecıtajı po 18 - 24 hodinach.
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Postupy laboratornıho zkousenı krmiv, doplnkovy ch

latek a premixu

III

Pr ıloha c. 11 az 13 vyhlasky Ministerstva zemedelstvı c. 124/2001/Sb.,

kterou se stanovı pozadavky na odber vzorku  a principy metod

laboratornıho zkousenı krmiv, doplnkovy ch latek a premixu  a zpu sob

uchovavanı vzorku
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Pr ıloha c. 11 k vyhlasce c. 124/2001 Sb.

Postupy pro laboratornı zkousenı krmiv, doplnkovy ch latek a premixu

 Seznam postupu  fyzikalnıho zkousenı krmiv

Nazev postupu

1  Stanovenı odrolu lisovanych krmiv

2  Stanovenı zrnitosti

3  Stanovenı feromagnetickych prımýsı

4 Stanovenı de lky a pru mýru granulı
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1.   Stanovenı odrolu lisovanych krmiv

1.   U cel a rozsah
    Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı odrolu u granulovanych krmiv. Metoda je
pouzitelna  pro vsechny druhy krmiv a premixu .

2.   Princip
    Odrol se stanovı jako sypky podıl po oddýlenı granulı na predepsanem sıtu, vazkový.

3.   Pr ıstroje a pomu cky

3.1   Prıstroj prose vacı horizonta lnı, vhodne  konstrukce,  s prımocarym pohybem a regulacı
poctu kmitu  a casu, opatreny sadou sıt o de lce ramu 430 mm, sırce 150 mm a vysce  20 mm

3.2   U redný ovýrena  sıta s dra týnou a plechovou prepazkou, se  ctvercovymi otvory

 pru mýr granulı v mm  de lka strany otvoru  v mm

 2,1 az 3,5  2,0 (dra týna  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
    Odvazı se 600 az 700 g konecne ho vzorku s presnostı nejme ný na 0,1 g na sıto,
odpovıdajıcı pru mýru granulı zkousene ho vzorku. Po upevnýnı sıta do prose vacıho prıstroje se
vzorek prose va  po dobu 2 minut pri 120 kmitech/min.

    Propad sıtem se kvantitativný prevede na vhodnou podlozku a zvazı se s presnostı nejme ný
na 0,1 g.

5.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
Odrol v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce :

X X X X X X
nD

N( )
.....

=
+ + + +1 2 3
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kde    m1    je   hmotnost propadu v g

          m           hmotnost zkusebnıho vzorku v g

    Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych
stanovenı, ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky
g/kg.

6.   Opakovatelnost
 Zatım nenı stanovena
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2.   Stanovenı zrnitosti.

1.   U cel a rozsah
    Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı zrnitosti sypkych krmiv. Metoda je
pouzitelna  pro vsechny druhy krmiv a premixu .

2.   Princip
    Zrnitost se stanovı jako hmotnostnı podıly castic ru znych velikostı prose vacı zkouskou
konecne ho vzorku na predepsanych sıtech, vazkový.

3.   Pr ıstroje a pomu cky

3.1   Sada sıt

 Nejcastýji pouzıvana  sıta jsou sıta o pru mýru 200 mm,  s kruhovymi otvory nebo s dra týnou
tkaninou se ctvercovymi  oky, s de lkou strany 2,8 mm, 2,0 mm, 1,0 mm, 0,5 mm a 0,2  mm.
Sıta musı byt ±redný ovýrena .

3.2   Prose vadlo mechanicke , vhodne  konstrukce (napr . typ AP 2).

4.   Postup
    Odvazı se 100,0 g konecne ho vzorku na hornı sıto prose vadla (poznamka 7.1), na ktere  byla
predem naskladana potrebna  sıta v poradı od sıta s nejvýtsımi otvory (nahore) k sıtu m
s mensımi otvory (dolu ) a prose va  se 120 sekund pri 120 ot/min. Podıly na jednotlivych sıtech
nebo propad sıtem s nejmensımi otvory se kvantitativný presypou na vhodne  podlozky a zvazı
s presnostı nejme ný na 0,1 g.

5.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
    Podıl na prıslusnem sıtý (propad sıtem) v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce :

X m
m

=
103

1.

kde    m1    je    hmotnost podılu vzorku na prıslusnem sıtý  (propadu prıslusnym sıtem) v g

          m            hmotnost navazky zkusebnıho vzorku v g

    Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych
stanovenı (poznamka 8.2), ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı
do hodnoty 20 g/kg na cele  jednotky g/kg a nad hodnotu 20 g/kg na desıtky g/kg.
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6.   Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena

7.   Poznamky

7.1   Pokud jsou v krmivu prıtomna cela  zrna obilovin nebo jine   abnorma lný velke  castice, je
nutno odebrat ke zkousenı  cely, nedýleny laboratornı vzorek. V tomto prıpadý se soubýzne
stanovenı neprovadı.
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3.   Stanovenı ferromagnetickych prımýsı

1   U cel a rozsah
 Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı ferromagnetickych prımýsı. Metoda je
pouzitelna  pro vsechny druhy krmiv a premixu .

2.   Princip
    Ferromagneticke  prımýsi se stanovı na zakladý svych magnetickych vlastnostı, separacı ze
vzorku krmiva magnetem, vazkový.

3.   Pr ıstroje a pomu cky

3.1   Sıto s kruhovym ramem a de lkou strany ok 0,2 mm (±redný  ovýrene )

3.2   Prose vadlo mechanicke , vhodne  konstrukce (napr . typ AP 2)

3.3   Magnet permanentnı

3.4   Folie z plasticke  hmoty, vhodne ho rozmýru + sklenýna   podlozka

3.5   Mýrıtko s presnostı nejme ný na 0,2 mm

4.   Pracovnı postup
    Odvazı se 100,0 g konecne ho vzorku (poznamka 7.1) na sıto (2.1) a prose va  se bu°  na
prose vacce (2.2) asi 120 sekund pri 120 ot/min., nebo rucný, za predpokladu, ze sıto je
opatreno vıkem i dnem. Rucnı prose vanı se provadı krouzivym pohybem po dobu rovnýz
120 sekund. Zbytek na sıtý se nasype na sklenýnou podlozku, rozhrne do vrstvy vysky asi
10 mm.

    Pak se vezme magnet (2.3), obalı se foliı z plasticke  hmoty (2.4) a ve velmi blızke
vzda lenosti od vrstvy vzorku se projızdı magnetem (2.3) nad vrstvou vzorku, a to postupný
nad celou jejı plochou, v obou na sebe kolmych smýrech. Pri projızdýnı se magnetem (2.3)
lehce pootacı. V prostoru pripravene  odvazovacky, zcela suche  a zvazene  s presnostı na 0,1 g,
se z magnetu opatrný sejme folie z plasticke  hmoty (2.4) tak, aby prımýsi z magnetu (2.3) se
vysypaly kvantitativný do odvazovacky. Tato se pak zvazı s vyse uvedenou presnostı
(poznamka 7.2).

5.   Vy pocet
    Obsah ferromagnetickych prımýsı v g/kg (X) se vypocıta  podle vzorce :
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X m m
m

=
−103

2 1

0

.( )

kde    m0   je   hmotnost vzorku v g

m1         hmotnost prazdne  odvazovacky

m2         hmotnost odvazovacky s prımýsı v g

    Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych
stanovenı a vyjadruje se s presnostı na jednotky g/kg.

6.   Opakovatelnost
 Zatım nenı stanovena

7.   Poznamky

7.1   U lisovanych smýsı se vzorek nejdrıve podrtı na castice  velikosti max. 2,0 mm.

7.2 Je-li pozadavek na rozmýr týchto prımýsı, alespon  nejvýtsıch, zmýrı se nejvýtsı castice
(de lka, sırka)  mýrıtkem a zjistı se, zda jsou prıtomny castice výtsı nez  1,0 mm.
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4.   Stanovenı dÚlky a pru meru granulı

1.   U cel a rozsah
    Tato metoda specifikuje podmınky pro stanovenı de lky a pru mýru granulovanych krmiv.
Metoda je pouzitelna  pro vsechny druhy krmiv a premixu .

2.   Princip
    Pru mýr a de lka granulı se zjistı jako pru mýr mýrenı urcite ho poctu granulı, ktere  se ve svem
pru mýru vyrazný nelisı (nejde o smýs granulı vyrobenych na matricıch ru znych pru mýru ).

3.   Pr ıstroje a pomu cky

3.1   Posuvne  mýrıtko s presnostı mýrenı na 0,1 mm

4.   Postup
    Ze vzorku se vybere 100 vzhledový neporusenych granulı (bez zlomku ), ktere  majı tvar
va lecku a vyrazný se nelisı ve svem pru mýru a z týchto se vybere nahodný 20 granulı pro
vlastnı mýrenı. U vybranych granulı se posuvnym mýrıtkem zmýrı jejich pru mýr a de lka.

5.   Vy pocet a vyjadr enı vy sledku
Velikost  granulı, tj. pru mýr a de lka v mm  (X, XD) se vypocıta  jako aritmeticky pru mýr ze
souctu namýrenych hodnot podle vzorce :

X X X X X X
nD

N( )
.....

=
+ + + +1 2 3

kde    X1,X2,X3...XN    jsou   jednotlive  hodnoty pru mýru nebo de lkymýrenych granulı v  mm
          n                         je       pocet mýrenı pru mýru nebo de lky (obvykle 20)

    Vysledkem stanovenı je aritmeticky pru mýr vysledku  dvou soubýzný provedenych
stanovenı, ktere  splnujı podmınku opakovatelnosti a vyjadruje se s presnostı na cele  jednotky
mm.

6.   Opakovatelnost
 Zatım nenı stanovena
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Pr ıloha c. 12 k vyhlasce c. 124/2001 Sb.

Postupy pro laboratornı zkousenı krmiv, doplnkovy ch latek a
premixu

 Seznam postupu  smyslovÚho zkousenı krmiv

Nazev postupu

1  Posuzovanı barvy, struktury a konzistence

2  Posuzovanı pachu
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1.   Posuzovanı barvy, struktury a konzistence

    Barva, struktura a konzistence se posuzuje vyhradný za dobre ho dennıho svýtla v konecnem
vzorku krmiva. Vzorek se rozprostre na bıle  podlozce (napr . filtracnı papır), pritlacı do
kompaktnı vrstvy a prohlızı bu°  pouhym okem nebo pomocı lupy. Posuzujı se zejme na
odchylky od barvy typicke  pro dane  krmivo. U krmnych smýsı se posuzuje barva
s prihle dnutım k zastoupenı obsazenych surovin.

    U struktury a konzistence se posuzuje zejme na neporusenı pu vodnıho stavu a kvalita
opracovanı jednotlivych surovin (ostre  slupky, kosti, cela  zrna, slepene  hrudky aj.),
u lisovanych smýsı se posuzuje, zda granule jsou stejne  barvy a pru mýru.
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2.   Posuzovanı pachu

    U celych semen (obiloviny, lustýniny aj.) se pach posuzuje v celem zrnu a v jadre (po
rozemletı). U ostatnıch krmiv, doplnkovych la tek a premixu  se pach posuzuje v pu vodnım
stavu konecne ho vzorku, ktery v prıpadý potreby mu ze byt jestý hrubý podrcen v trecı misce.
Posuzuje se druh a intenzita pachu v pu vodnım stavu a po slabem zahra tı (nejle pe na susa rný)
v kadince, prikryte  hodinovym sklem.
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Pr ıloha c. 13 k vyhlasce c. 124/2001 Sb.

Postupy pro laboratornı zkousenı krmiv, doplnkovy ch latek a
premixu

 Seznam postupu  specialnıho zkousenı krmiv

Nazev postupu

1  Mikroskopie krmiv

2  Stanovenı sku dcu  v obilovinach, lustýninach a olejninach

3  Stanovenı sku dcu  v krmnych smýsıch

4  Stanovenı snýtivosti psenice

5  Stanovenı druhove  cistoty, necistot a skodlivych necistot
u obilovin, lustýnin a olejnin

6. Podmınky pro mikroskopicke  stanovenı, identifikaci nebo urcovanı slozek zivocisne ho
pu vodu v krmivech.
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1.   Mikroskopie krmiv

    Slouzı k identifikaci jednotlivych druhu  krmiv a k urcenı prıtomnosti semen a plodu ,
uvedenych jako nezadoucı la tky v prıloze c. 3 vyhl. MZ CR c. 194./1996 Sb., kterou se
provadı zakon o krmivech.

    Provadı se z konecne ho vzorku, jemný rozetrene ho v trecı misce. Krmiva s vyssım obsahem
tuku se pred dalsı ±pravou musı odtucnit. Do kadinky 400 ml dame asi 5 g rozetrene ho
vzorku, pridame 15 ml 5% H2SO4 a 150 ml destilovane  vody. Za sta le ho mıchanı zvolna
varıme 7 minut. Pak doplnıme destilovanou vodou po okraj kadinky a nechame usta t. Asi po
60 minutach opatrný slijeme kapalinu nad sedlinou. Pridame 210 ml 5% KOH a doplnıme
destilovanou vodou na pu vodnı objem. Varıme opýt 7 minut za obcasne ho promıchanı. Po
ukoncenı varu doplnıme destilovanou vodou a nechame asi 60 minut usta t. Dekantaci
provedeme 3x. U zivocisnych moucek varıme pouze s 5 ml 5% KOH + 150 ml destilovane
vody 2 - 5 minut. Vzorek je pripraven k mikroskopickemu vysetrenı (poznamka 1).
Nejvhodnýjsı zvýtsenı je 200 - 300 x.

Poznamka 1

 Bunýcne  struktury se posuzujı podle vlastnıch prepara tu ,  pripravenych z jednotlivych druhu
krmiv, pripravenych pro tyto  ±cely tak, aby nebyly znecistýny jinymi krmivy.
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2.   Stanovenı sku dcu  v obilovinach, lusteninach a olejninach.

1.   Podstata zkousky
    Zivı sku dci se zjisÚ ujı po prosa tı vzorku v propadu, popr . v podılu na sıtý bu°  pouhym
okem, popr . pomocı lupy nebo stereoskopickym mikroskopem

2.   Pr ıstroje a pomu cky

2.1   Sıta s dra týnymi tkaninami se ctvercovymi oky s de lkou  strany oka 1 mm, popr . 2,8 mm

2.2   Petriho misky pru mýru nejme ný 80 mm

2.3   Pinseta mýkka

2.4   Lupa, zvýtsujıcı 6x a 10x nebo stereoskopicky mikroskop  (zvýtsenı 10x a vıce)

2.5   Mechanicke  prose vadlo vhodne  konstrukce

2.6   Mikroskop (zvýtsenı 80x a vıce)

2.7   Podloznı a krycı sklıcka

2.8   Podlozka s mezikruzımi k odecıtanı poctu sku dcu

3.    Chemikalie

3.1   Etanol denaturovany 1 % benzınu

3.2   Konzervacnı tekutina s obsahem chlorhydra tu (C2H3Cl 3O2 +  CCl3CHO)

4.   Postup

4.1   Ke zjistýnı skladistnıch sku dcu  se konecny vzorek proseje sıtem (2.1) o pru mýru ci de lce
strany nejme ný 30 cm, s kruhovymi nebo ctvercovymi otvory o pru mýru ci de lce strany oka
2,2 mm az 2,5 mm (popr . podle druhu vyrobku i s mensımi otvory sıta).

    Vzorek se vysype na sıto (2.1) po castech; kazda  cast se prose va  krouzivym pohybem asi
1 minutu a z kazde ho dılcıho propadu se stanovı pocet zivych brouku  a urcı se jejich druh.
Jednotlive  druhy se scıtajı oddýlený. K mrtvym brouku m se neprihlızı. Pri prose vanı se brouci
nýkdy zdajı zdanlivý mrtvymi. Jejich zivotnost se zjisÚ uje tak, ze se scıta  za 15 az 20 sekund
po prosetı anebo se na brouky, kterı neprojevujı znamky zivota nýkolikra t dychne. Je-li teplota
zrna nizsı nez 10 °C, ohrıva  se zıskany propad obsahujıcı brouky po 10 az 20 minut pri teplotý
20 az 30 °C. Potom se brouci, kterı projevı znamky zivota pripoctou k zivym brouku m.
Zjistýny celkovy pocet zivych brouku  ze zkousene ho vzorku se prepocte na 1 kg zrna. Propad
se pouzije take  ke stanovenı roztocu  (podle odstavce 4.5).
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4.2   Pri zjisÚ ovanı pilousu  se stanovı stupen napadenı podle poctu zivych brouku  prepoctem
ze zkusebnıho vzorku na 1 kg zrna podle tab. 1. Pri III. stupni (silne  napadenı) se musı v
rozboru uve st i pocet zivych pilousu  v 1 kg zrna (viz tab. 1).

 Tab. 1

   Stupen napadenı   Pocet zivych pilousu  na 1 kg

I. vyskyt   nejvyse 2 brouci

   II. napadenı   3 az 5 brouku

   III. silne  napadenı    nad 5 brouku

4.3   Pri zjisÚ ovanı ostatnıch brouku  napr .:

lesak skladistnı (Oryzaephilus surinamensis L.),

lesak moucny (Laemophlocus ferrugineus Steph.),

potemnık skladistnı (Tribolium confusum Jacq.),

potemnık moucny (Tenebrio molitor L.),

kornatec skladistnı (Tenebrioides mauritanicus L.),

cervotoc spıznı - chlebovy (Stegebium paniceum L.),

vrtavec zhoubny (Ptinus fur L.),

korovnık obilnı (Rhizopeltha dominica F.),

poprıpadý cele  rady dalsıch druhu , v praxi zname  pod nazvy pısivky, maloclenci, trojatci
apod. se neuvadı stupen napadenı, ale jen zjistýny druh a pocet zivych brouku  na 1 kg zrna
(semen).

4.4   Pri zjisÚ ovanı napadenı zrna (semen) housenkami napr .:

zavıjece moucne ho (Anogasta k¨kniella Scott),

zavıjece skladistnıho (Ephestia elutella H¨bner),

zavıjece paprikove ho (Plodian interpunctella H¨bner),

mola obilnıho (Tinea granella L.),

makadlovky obilne  (Sitotroga cerealella Olivier) aj.

se rozprostre konecny vzorek na stu l, pokryty hladkym, tmavym, nejle pe cernym papırem, do
nızke  vrstvy a du kladný se prohle dne. Pri zjisÚ ovanı zivych housenek se neprihlızı k jejich
druhu, ale jejich celkovy pocet se prepocte na 1 kg zrna (semen). Zjistı-li se ve vzorku pouze
zamotky molu  (smotky), uvede se toto zjistýnı v rozboru.

4.5   Stupen napadenı zrna (semen) roztoci se stanovı jednak podle mnozstvı roztocu  ve
vzorku a jednak podle pachu zrna nebo semene. Zrna nebo semena silný napadena  skodlivymi
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roztoci majı charakteristicky pach. Ke stanovenı mnozstvı roztocu  se rovnomýrný rozprostre
propad sıtem, zıskany pri stanovenı sku dcu  (zjisÚ ovanı roztocu  a pilousu  je soucasne ), do
nızke  vrstvy na Petriho misce (2.2) o pru mýru nejme ný 10 cm a ihned se provede stanovenı.
Petriho miska (2.2) musı byt podlozena cernym papırem.

Pouhym okem nebo lupou (2.4) 6 az 10kra t zvýtsujıcı je nutno odhadnout, zda pohyblivych
stadiı roztocu  je me ný nebo vıce nez 50. V prvem prıpadý se pocıtajı roztoci jednotlivý, ve
druhem prıpadý se nahradı cerny podkladovy papır podlozkou (2.8), odpovıdajıcı vnýjsım
pru mýrem pru mýru Petriho misky, na ktere  se provadı soucet. Na te to podlozce je
10 mezikruzı, mezi nimiz je vyznaceno 10 cernych polıcek, tvorıcıch 1/30 obsahu vsech
mezikruzı (viz obr. 1).

 obr. 1

    Soucet roztocu , jejichz pocet je výtsı nez 50 a mnohdy nezjistitelný velky, se provadı na
týchto cernych polıckach a konecny soucet vsech roztocu , nachazejıcıch se na cernych
polıckach, se nasobı triceti; tım se vypocıta  celkovy pocet roztocu  v propadu vzorku. Roztoce
nutno v tomto prıpadý zjisÚ ovat pouze lupou (2.4) alespon 10kra t zvýtsujıcı anebo pod
mikroskopem, popr . binokula rnı lupou.

    Je-li propadu prılis mnoho, takze se na Petriho misku (2.2) rovnomýrný neda  rozprostrıt, je
mozno pouzıt jen urcitou cast propadu a vysledek prepocıtat na celkove  mnozstvı propadu. Po
zjistýnı poctu skodlivych roztocu  ve vzorku se stanovı stupen napadenı podle tab. 2, pricemz k
vyskytu dravych roztocu  do 500 kusu  na 1 kg se neprihlızı.

    Zjistı-li se charakteristicky pach po roztocıch pri nizsım vyskytu jedincu  nez 50 na 1 kg,
zaradı se dodavka do III. stupný.

    Vysledek se uvadı poctem sku dcu  na 1 kg a to v celych cıslech.

Tab. 2

Stupen napadenı  Znaky
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I. vyskyt pocet skodlivych roztocu   do 50 na 1 kg  zrno bez pachu

II. napadenı pocet skodlivych roztocu   nad 50 na 1 kg  zrno bez pachu

III. silne  napadenı pocet skodlivych roztocu   nad 50 na 1 kg  zrno s charakteristickym
pachem po roztocıch

 Rozeznavanı roztocu  - viz obr. 2a), 2b), 2c).

 Obr. 2a) - roztoc moucny (Acarus siro L.)

 Obr. 2b) - roztoc nicivy (Glycyphagus destrictor Schr.)

 Obr. 2c) - roztoc dravy (Cheyletus eruditus Schr.)
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3.   Stanovenı sku dcu  v krmny ch smesıch

1.   Podstata zkousky

    Zivı sku dci se zjisÚ ujı po prosa tı vzorku v propadu, popr . v podılu na sıtý bu°  pouhym
okem, popr . pomocı lupy nebo stereoskopickym mikroskopem

2.   Pr ıstroje a pomu cky

2.1   Sıta s dra týnymi tkaninami se ctvercovymi oky s de lkou  strany oka 1 mm, popr . 2,8 mm

2.2   Petriho misky pru mýru nejme ný 80 mm

2.3   Pinseta mýkka

2.4   Lupa, zvýtsujıcı 6x a 10x nebo stereoskopicky mikroskop  (zvýtsenı 10x a vıce)

2.5   Mechanicke  prose vadlo vhodne  konstrukce

2.6   Mikroskop (zvýtsenı 80x a vıce)

2.7   Podloznı a krycı sklıcka

3.    Chemikalie

3.1   Etanol denaturovany 1 % benzınu

3.2   Konzervacnı tekutina s obsahem chlorhydra tu (C2H3Cl 3O2 +  CCl3CHO)

4.   Postup zkousky

4.1   Obecný

    Pri rozbalenı konecne ho vzorku je treba výnovat pozornost typickemu sladkostiplavemu,
nasladle dusivemu pachu, typickemu po roztocıch. Pri vysypanı vzorku je nutno dba t na to, ze
napr . roztoci a cela  rada ostatnıch sku dcu  (brouci) se obycejný hromadı pod uzavýrem obalu.
Pri silnýjsım napadenı, hlavný brouky, je mozno zjistit jejich prıtomnost pri rozbalenı vzorku.

    Pri podezrenı na prıtomnost výtsıch sku dcu  (housenky molu , ktere  vytva rejı typicke
zamotky, nebo nýktere  výtsı druhy brouku ) se vysype postupný vzorek na tmavou podlozku a
pinsetou (2.3) se vybırajı housenky a zamotky. Jinak lze vzorek presıt 2,8 mm sıtem (2.1), na
kterem tyto zamotky zu stanou. Prose va  se rucný. U lisovanych smýsı je nutno se nejdrıve
presvýdcit, zda nejsou jednotlive  granule vyhlodany, popr . zda uvnitr  neobsahujı larvy.

4.2   Sypke  smýsi    

100 g konecne ho vzorku se proseje sıtem (2.1) o de lce strany oka 1 mm a pa tra  se v propadu i
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v podılu na sıtý po sku dcıch. Nýktere  druhy se stavı zpoca tku mrtvymi, proto je nutne  pa tranı
po kra tke  dobý opakovat. Pinsetou (2.3) se tito sku dci vybırajı a vhazujı do kadinky
s etanolem (3.1).

4.3   Lisovane  smýsi

    Po vizua lnım presetrenı se prose va  100 g konecne ho vzorku na mechanickem prose vadle
120 sekund sıtem 1 mm (2.1) a v propadu se pa tra  po sku dcıch jako ve vzorku sypke  smýsi.
Zjistýnı dvou jedincu  te hoz druhu sku dcu  ve vzorku se povazuje za vyskyt. Tote z platı
v prıpadý zjistýnych housenek nebo zamotku . Toto stanovenı je shodne  pro smýsi sypke  a
lisovane .

4.4   ZjisÚ ovanı roztocu

     Typicky pach po roztocıch prokazuje prıtomnost vıce nez 2. stupný napadenı. Prıtomnost
roztocu  se zjisÚ uje v propadu konecne ho vzorku sıtem o pru mýru oka 1 mm (2.1) tak, ze se
vysype na Petriho misku (2.2), kde se urovna  do tenkych vrstev. Naplnýne  misky se opatrný
nahrejı na teplotu 20 az 30 °C a pomocı lupy (2.4) zvýtsujıcı 10x nebo stereoskopickym
mikroskopem (2.4) se zjisÚ uje prıtomnost roztocu  (pohyb). Po ovýrenı zjistýnych na lezu  se
propad vysype na vıcka Petriho misky (2.2), urovna  a prikryje dnem te to misky (2.2) a po vıce
nez 1 hodiný, jsou-li tyto misky uchovany pri vyse uvedene  teplotý, zjistı se v prıpadý
prıtomnosti roztocu  typicke  cesticky, patrne  pouhym okem. Stanovenı se provadı ctyrikra t;
nejvyssı a nejnizsı hodnota na lezu se neuvazuje. Soucet dvou zbyvajıcıch stanovenı se
prepocıta  na 1 kg smýsi.

    Zjistýnı roztocu  ve 100 g vzorku v poctu do 200 jedincu  odpovıda  vyskytu 1. stupný.
Zjistýnı me ný nez 3 jedincu  se nepoklada  za vyskyt. Na lez dravych roztocu  zjistýny vysledek
neovlivnuje.

     Pro urcenı druhu  roztocu  je nutno zhotovit mikroskopicke  prepara ty prenesenım male ho
mnozstvı smýsi s roztoci do kapky vhodne  konzervacnı tekutiny (3.2) na podloznı sklıcka
(2.7).

    Prepara t se pozoruje pod mikroskopem (2.6) pri zvýtsenı 80nasobnem a vyssım.
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4.   Stanovenı snetivosti psenice

 Za snýtivou se povazuje psenice, ktera  obsahuje zrna napadena  snýtı, snýtive  kulicky,
prıpadný vykazuje pach po snýti.

 Konecny vzorek se vysype na svýtlou podlozku a smyslový se posuzuje zamazanı zrn
sporami snýti, vyskyt snýtivych kulicek a pachu po snýti. Jestlize vzorek vykazuje kterykoliv
z uvedenych znaku , oznacı se psenice za snýtivou.
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5.  Stanovenı druhovÚ cistoty, necistot a skodlivy ch necistot  u obilovin,
lustenin a olejnin

1.   Podstata zkousky
    Mechanicky a rucný nebo jenom rucný se oddýlı z neupravene ho vzorku necistoty, skodlive
necistoty a zrna jinych druhu  kulturnıch plodin.

     Pro ±cely te to metody se rozumı :

Druhova  cistota - procenticky podıl hmotnosti zrn, zbavenych necistot, z celkove  hmotnosti
zkusebnıho vzorku (mimo zrna, ktera  patrı do necistot),

Necistoty - nepouzitelne  nebo nezadoucı slozky zkusebnıho vzorku napr . :

- casti ste bel, lodyh, stonku , listu , klasu , klasku , lat,  lichoklasu , oklasku , okolıku , plev,
slupek, lusku , tobolek,  ±boru , makovic, stýtin, osin, castice dreva, papıru, umýlych  hmot
apod.,

- semena plevelu ,

- zelena  nebo nevyzra la  zrna nebo zrna v mle cne  zralosti  obilovin, lustýnin a olejnin,

- zrna se zcela porusenym endospermem zaparenım, zuhelnatýnım,  ztrouchnivýnım
(endosperm je drobivy) nebo zrna bez endospermu

 (vyzrana , zaschla ) nebo zrna hlucha ,

- anorganicke  necistoty (zemina, kame nky, prach, kovove  nebo  sklenýne  castice aj.),

- propad sıtem s kruhovymi otvory o pru mýru 2 mm u obilovin a  kukurice

- zrna zjevný smyslový posouditelna  jako plesniva

- skodlive  necistoty

Skodlive  necistoty - jedovata  a zdravı skodliva  semena plevelu , zejme na koukol polnı
(Agrostemma githago L.), hlavacek letnı (Adonis aestivalis L.), cernys rolnı (Melampyrum
arvense L.), kokrhel (Rhinanthus L.), sverep stoklasa (Bromus secalinus L.), jılek mamivy
(Lolium temulentum L.), skocec obecny (Ricinus L.), svızele (zejme na Galium mollugo L.,
Galium verum L., Galium cruciata L., Galium vernum scop. a Galium aparine), da le
rozmnozovacı cibulky planý rostoucıch cesneku  - cesnek kulovity (Allium rotundum L.),
cesnek kulatohlavy (Allium sphaerocephalum L.), cesnek polnı (Allium vineale L.), da le
namel, zrna napadena  ha° a tkem psenicnym (Tylenchus tritici Bauer), chlamydospory snýti
mazlave  (rod Tilletia), hlızenky - sklerocie bıle  hniloby (Sclerotinia sclerotiorum Lib.)
San.et.Tod.

2.   Zkusebnı pomu cky
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2.1   Prose vacı prıstroj s upınacı plochou a trmeny pro jedno  sıto se dnem a vıkem o vnýjsıch
rozmýrech (mimo vıko) 170  x 450 x 50 mm s prıpustnou odchylkou ť 10 mm. Pohyb upınacı
desky a sıt musı byt prımocary s vratnym pohybem  a amplitudou 25 mm ť 5 mm a frekvencı
310 kmitu  za minutu  ť 10 kmitu .

2.2   Oddýlovacı prepazka (trıdicı sıto) je o rozmýrech 150  x 430 mm s prıpustnou odchylkou
u obou rozmýru  ť 0,4 mm.  Doporuceny materia l je plech z korozivzdorne  oceli nebo  tvrzene
mosazi o tlousÚ ce 0,8 az 1,2 mm. Vzda lenost  rovnobýznych stran (tecen) otvoru  od
pode lnych stran  oddýlovacı prepazky je 6 mm (prıpustna  odchylka ť 0,2 mm),  od kratsıch
stran 10 mm (prıpustna  odchylka ť 0,2 mm).  Vzda lenost mezi otvory v radach a mezi radami
je rovnomýrna   po cele  plose oddýlovacı prepazky.

 Oddýlovacı prepazka ma  kruhove  otvory o pru mýru 2 mm  s prıpustnou odchylkou ť 0,06
mm, s poctem otvoru  v radý  17 a poctem rad 104. Usporadanı otvoru  mezi radami je  v
pode lnych radach strıdave .

 Luby (ramecek) trıdicıho sıta musı byt z hlinıku nebo  tvrde ho dreva s povrchovou ±pravou.

3.   Postup zkousky

3.1   Hmotnost navazky zkusebnıho vzorku

Materia l navazka

   kukurice, bob konsky   200 g

psenice, zito, jecmen, cirok, soja, slunecnice,      tritikale, oves
nahy, hrach, lupina sladka ,      peluska jarnı, vikev jarnı

  100 g

oves sety, pohanka obecna , svýtlice barvırska    50 g

proso, moha r, cumıza, konopı, krambe, lesknice    25 g

lnýne  semeno, repka   10 g

mak   2 g

3.2   Vlastnı zkouska

    Dýlicem vzorku  se z upravene ho konecne ho vzorku vydýlı cast, ze ktere  se navazı zkusebnı
vzorky s presnostı na 0,1 g.

 Je-li pro stanovenı necistot urceno uzitı sıtove ho trıdýnı (propad sıtem 2 mm), prose va  se
zkusebnı vzorek mechanicky prose vacım prıstrojem (2.1) po dobu 2 minut. Potom se ze
zbytku na sıtý oddýlujı necistoty a samostatný zrna jinych druhu  kulturnıch plodin.

 Pokud nenı stanoveno pro trıdýnı uzitı sıta, vybırajı se z cele ho zkusebnıho vzorku necistoty a
samostatný zrna jinych druhu  kulturnıch plodin. Oddýlene  podıly necistot a kulturnıch plodin
se vazı.

 Po odvazenı necistot se z cele  hmotnosti vybırajı jednotlive  druhy skodlivych necistot, a to
kazdy druh oddýlený. Po oddýlenı jednotlivych druhu  skodlivych necistot se podıly zvazı.
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 Z celkove ho obsahu necistot se uvadı zvlasÚ  obsah skodlivych necistot celkem, z toho
jednotlivych druhu .

4.   Vy pocet

4.1    Druhova  cistota  v % (X) se vypocte podle vzorce :

X m m m
m

=
− +0 1 2

0

100( ) .

kde    m0   je   hmotnost navazky  zkusebnıho vzorku v g

m1             hmotnost necistot celkem v g

m2         hmotnost jinych druhu  kulturnıch plodin v g

4.2   Obsah necistot v % (Y) se vypocte podle vzorce:

Y m
m

= 1

0

100.

kde    m0   je   hmotnost navazky  zkusebnıho vzorku v g

m1             hmotnost necistot celkem v g

4.3    Obsah skodlivych necistot v % (Z) se vypocte podle vzorce:

Z m m m m
m

X=
+ + +1 2 3

0

100.

kde    m0   je       hmotnost navazky  zkusebnıho vzorku v g

m1 az mX  hmotnost jednotlivych druhu  skodlivych  necistot v g

4.4   Obsah jednotlivych druhu  skodlivych necistot (Q) v % se vypocte podle vzorce:

Q m
m

= 1

0

100.

kde    m0   je   hmotnost navazky  zkusebnıho vzorku v g

m1             hmotnost jednoho druhu skodlivych necistot v g

     Vysledky se zaokrouhlujı a uvadýjı na jedno desetinne  mısto.
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6. Podmınky pro mikroskopickÚ stanovenı, identifikaci nebo urcovanı slozek
zivocisnÚho pu vodu v krmivech.

U cel, rozsah a princip

Tyto podmınky jsou urceny pro stanovenı slozek zivocisne ho pu vodu (definovanych jako
produkty zpracovanı týl nebo castı týl savcu , ptaku  a ryb) v krmivech, provadýne  pomocı
mikroskopicke ho zkousenı v ramci systemu koordinovane ho inspekcnıho programu v oblasti
vyzivy zvırat v souladu s �16 zakona c. 91/1996 Sb., o krmivech, ve znýnı pozdýjsıch
predpisu .

Postupy provadýne  podle te to Prılohy jsou pouzıvany k provadýnı odborne ho dozoru a
zkousenı krmiv. Ke zlepsenı urcenı urcitych typu  zivocisnych konstituentu  nebo urcenı
pu vodu zivocisne  slozky mohou byt pouzity v dalsı zkousce upravene  nebo alternativnı
metody. Pri zkousenı urcitych specifickych zivocisnych konstituentu  jako napr . plasma nebo
kosti v tuku (viz. take  bod 9) mohou byt take  pouzity dalsı postupy za predpokladu, ze tyto
analyzy budou provedeny jako doplnýk k analyzam uvadýnym v koordinacnım inspekcnım
programu.

Citlivost stanovenı v krmivech mu ze byt v zavislosti na pu vodu slozek zivocisne ho pu vodu
velmi nızka  „ 0,01 %.

K identifikaci se pouzije vhodný upraveny reprezentativnı vzorek, odebrany podle postupu
uvedene ho v � 1 az 6. Da le uvedeny postup je vhodny pro krmiva s nızkym obsahem
vlhkosti. Krmiva s vyssım obsahem vlhkosti nez 14 % musı byt predem predsusena.
Zejme na nýktera  krmiva a krmne  suroviny (napr . tuky a oleje) vyzadujı uvedenou ±pravu.
Slozky zivocisne ho pu vodu jsou identifikovany na zakladý typickych, mikroskopicky
identifikovatelnych charakteristik (napr . svalovych vlaken nebo jinych castı masa,
chrupavek, kostı, rohu , chlupu , stýtin, krve, perı, vajecnych skorapek, rybıch kostı, supin).
Identifikace musı byt provedena jak v sıtove  frakci, tak v koncentrovanem sedimentu
vzorku.ë.


