5010 — Odbor stétni spritvy lesi a myslivosti V Praze dne 11. 2. 1997
Cj. 194/97-5010 2

. Oblastni pléiny rozvoje lesi

Mmﬂuﬁmmﬁdﬂﬂﬂmﬂniﬁﬂdﬁh 1 zékona & 289/95 Sh., Dhﬁiﬁhuméﬂéndﬂpluﬁnlnﬂtaﬁthﬂkmﬁ{lmﬂﬂkan}mﬁﬂ \
zpracovin oblastnich plind rozvoje lesd. ;
.V roce 1997 budou zahfjeny préce na oblastnfch plinech rozvoje lesit pro pHirodnf lesnf oblasti:

1 — Krulné hory ' ; .

4 — Doupovské hory . :

T - Brdlltﬁwdmﬂu ;

13— Sumava -, . g R T 2 iy ; . 5.5

34 — Horpomoraysky tival
35 = Jihomoravské dvaly '
40 — Moravskoslezské Beskydy -
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Sb umﬂﬂoﬁhﬂdp&mﬁmﬁhﬁlomﬂhmﬁhﬂm

mmummkmmwvmmmmmmwmm-mm
uplatnit do 31. 8. 19Wummﬁmmm|mmmmmmwmwnuvn 117 05 Praba 1. )

* Ing. Viadimir Zatloukal v.r.
Feditel odboru
stitnf sprivy lesd a myslivosti -







Rada Stdinfho fondu .
trind regulace v rem&diistvi . ) i
&j. 1687/97 ' V Praze dne 21, 2, 1997

Zdsady regulace trhu pSenice potravindiské a Zita
ze sklizné roku 1997

V souladu s § 5 zdkona CNR & 472/1992 Sb, o Stétnim fondu tréni regulace v zemédélstvi (ddle jen,,,SFTR™), ve znénf zdkona CNR
€. 10/1993 Sb. a zdkona & 242/1995 Sb. a v souladu s &. 7, odst. 2, pis. b) Statutu Stétniho fondu trinf regulace v zemEdElstyf, schvile-
ného usnesenim viddy Ceskeé republiky & 128/ 1996, vydivé Rada SFTR tyto , Zdsady regulace trhu plenice potravindfské a %ita ze skliz-
nt toku 1997" (dflc jen , Zdsady'), _ - S

A) Interventnf nékup pienice potravingfské ze sklizné roku 1997

1. Pro hospodifsk{ rok 1997/98 se stanovuje miniméln{ (garantovand) cena pSenice pmwdl‘skﬁ kvalitativnich parametrd uréengch
v bodé 4 pro jednotlivé mésice takto: . . ! .

od zahdjeni sklizn 1997 a% do konce Hjna 1997 3900 Ké/t (plus DPH)

-

listopad 1997 ; 3930 K&/t (plus DPH)
prosinec 1997 - 3960 K&/t (plus DPH)
leden 1998 . 3990 K&/t (plus DPH)
finor 1998 . 4020 K/t (plus DPH)
bFezen 1998 4050 K/t (plus DPH)
duben 1998 4080 K&/t (plus DPH)
kvéten 1998 . 4110 K&/t (plus DPH)
terven 1998 4140 K&/t (plus DPH)

2. V¥ie uvedend miniméln{ (garantovand) cena je stanovena foo péstitel. -

3. Za minimalni tovanou) cenu bude pienici potravindtskou ddle uvedené kvality nakupovat SFTR v phpadé, % cena na vol-

ném tehu v jednotlivich vymezenjch asovich obdobich klesne pod jejl hranici. Posuzovin vivoje cen placenych pistitelim bude provi-
~ diéno na zikladé pramenu CSU — tfdennf ceny zemidlskfch virobki. Divodem pro zahdjent nikupi za minimélng {garantovanou) ce-
nu bude skutefnost, 2e primEmnd cena pienice pétravinfské vypottend jako aritmeticky primér t§dennich cen za tH po sob& jdouc tfd-
ny klesne pod hranici 95 % stanovené garantované ceny, . ' ;

4. Minimdln (garantovand) cena je stanovena pro plenici potravindfskou odpovidajict témio kyalitativafm parametrim:

vihkost : max. 14,0 %
objemovi hmotnost X min. 780,0 g/1
obsah phimési max, 6,0 %
obsah nefistot . max. 0,5 %
obsah lepku v sullin® min. 25,0 %

phdové Hslo (Haggbergovo &) - min. 220 see.
plenice musi bt zdravd bez Hvjch Skdded, zévadngch pachh a sndtf

Odbér vzorkil se providi podie CSN SO 950 (46 1024). Stanovent jednotiivich jakostnich znaki se provads z dévek (ze skiéd _
vzorkd = podnikové norma ZemEd&lského normalizatafho stfediska Praha PN — 185/93) dle CSN 46 1011, (SN 150 712
(46 1014) a CSN [SO 3093 (46 1018), Piimés celkem a nedistofy celkem se posuzujf podle CSN 46-1100-2. Pepotet vihkosfi a nefistot
na zikladn{ hodnoty uvedené v CSN 46 1100-2 se provédf postupem uvedenjm v CSN 46 1010. e

5. Minimdlni (garantovand) cena bude vyplacena pouze tém zemEdélskjm prvovirobeiim, kteH maji vypotiddny vyiidané oprivnéné
majetkové ndroky (restitutn( a transformataf), pokud jsou povinnou osobou ve smyslu zékona & 42/1992 Sb. v platném znénf, & zékona
L. 220/1991 Sb. v platném znénf. Seznam subjektlt s nevypotidanfmi majetkovimi néroky pfed zahdjenfm sklizné vyhotovi feditelé
tzemnich odborl Ministerstva zemed&lstvi CR a pFedajl je na SFTR. .

6. Dali{ podminkou pro vyplacenf minimélnf (garantovan€) ceny je vypoFéddnf zivazki vii stitu (dan, Fond nérodnfho majetku,
Pozemkovy fond, SFTR, Podptirny garanZnf rolnickf a lesnickg fond). Stav ve vypolfdsnf zévazk viti stdtu uvede péstite] v Sestném
prohldgen, které bude souddsti uzaviengeh smluv dle bodu 7) &sti A/ |, Zdsad®, S

7. Péstitel, kuer§ projevi aij;madodlvku phenice potravindiské do zisob SFTR po vyhléSen interventniho néikupu za minimélnf (ga-
rantovanou) cenu uzavie se SFTR smluvnl vztah, ;
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o mifnskymi mhuq

1. SFIR poskjtne mifn: mhhkdmnpudmlmkumdmfuhtnlshduﬂdchﬁd&ﬁﬁumbﬂpodpommuhm&hskhdmm

plenice potravindfské a fita ve viii diferencované podlc mésfce skutetného ndkupu od péstitele takto:

" pfi ndkupu ¥ lednu 1998 330 K&/t
pfi nikupu v Gnoru 1998 . 370 K&/t
phi nikupu v bfeznu 1998 410 K&N
phi ndkupu v dubnu 1998 450 K&/t
phi ndkupu v kviétnu 1998 490 K&/t
pH ni.kupu v tervou 1998 SO KEt

2 SmedapmtjmnmfmﬁﬁpndpummwwﬁiuMpommoﬂhmdcﬂsm tun a u Hita pmpw:mnﬁhké
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3. Podminky pro poskytnutf finangn{ podpory muﬁmﬂm skluimiul‘

a) finantnf podpora skladovini bude pulk}'muu pouze subjektiim, Hinhi;pl‘mhmﬁnmni upun‘jm v obchodnim rc]nﬂlm Je viro-
ba mifnskych virobka, .

b) mifnsks subjekt — Fadatel o podporu mm:p&ﬁtchm plenice potravindfské a $ita nq}pﬂadéji do 30. 4, 1997 kupnl smlouvy o do-
dives phnma potravindiské a fita s terminy dodévek v mésicich lednu 1998 a¥ tervou 1998 {dﬂ: smlouva o terminovich obcho-
déch).

' ¢) mlfnsk§ subjekt poskytne péstiteliim, akmfm;miwﬂmymhuwuunﬂmﬂﬂnbﬂmd@nﬂwﬂﬁmu 30, 4. 1997 zélohu na

-

muvevj:hﬂﬁﬂﬂﬂnlhmnp!mupmmm&hkhbm 4 to na mnostvi, na které byla uzavfena smlouva o terminovjch obcho-
dech, -

d) m.'ljmkjl subjekt zaplati phtlt:]ﬁm., s kterfmi md wzavfeny smlouvy o termisiovfich obchodech, po dodénf pienice potravindfské do-
hodnutou cenu, nejméné viak minimdlnf (garantovanou) cenu die Esti A) bod 1) téchto zdsad, po dodéind Zita cenu dohodnutou, & to
po odettent zdlob,

e) \'nmlnu*auurm[mvji'chobchudwhmimﬂmlfmkfmbgehﬂdtmkmkﬂmnlmqﬂﬂuﬁh

plenice potravindfskd:

vihkost ' max. 14,0 %
objemovd hmotnost min. 780,0 g/1
obsah pHmés{ max. 6,0 %
obsah nedistot max. 0,5 %
obsah lepku v sufiné min. 25,0 %
pédové Eislo (Haggbergovo) min, 220 sec.
#ito pro potravindfské dbely:

* ylhkost max. 14,0 %
objemovd hmotnost : min. 730 g/1
obsah piimis [ max, 6,0 %
obsah nelistot max. 0,5 %
pidové Hslo (Haggbergovo) min. 130 sec.

1) mluuwntmnlmvfch obchodech nebudou umr[rinyspesﬁmh lttcl‘fnumaj[vypoﬁdinj ﬂvﬂyvﬁhsmmmw
skytne mifnskfm subjekim SFTR.

4, Finanin{ podpora soukromého skladovini bude poskytnuta mifnskim subjektdm vybranfm ve vibérovém fizenl, § vybranfmi
mifnskymi subjekty uzavie SFTR smlouvu.
C) Nikop potravindfské plenice ze sklimé rokn 1997 :

1. V plipadé potfeby zahdji SFTR ndkup plenice potravinifské za trimf cenu.

Ing. Josef LUX
mistopfedseda viidy CR,
ministr zemédlstvi
a ptedseda Rady SFTR



Metodické postupy laboratorniho zkoudeni kemiv vyddvané pro titely vfkonu odborného dozoru Ustiedni-
ho kontrolniho a zkuiebniho dstave zemédélského v ndvaznosti na zdkon & 91/1996 Sh., o krmivech a vy-
hliZkn Ministerstva zem&dlstvi £ 222/1996 Sb., kterou se stanovi metody odbéru vzorki, metody labora-
torntho zkoudeni krmiv, doplikovfch ldtek a premixi a zpisob uchovivini vzorki podiéhajicich zkdze.

‘Obsah:

1. Metodické postupy laboratornho zkouSeni — k piloze & 10 vyhldtky & 222/1996 Sb.
2. Metodické postupy laboratorniho zkousenf — k pifloze & 11 vyhldSky & 222/1996 Sb.
3. Metodické postupy laboratorniho zkousenf — k pifloze &, 12 vyhldsky & 222/1996 Sb.

-

. Metodické postupy laboratorniho zkouSenf — k pHloze & 13 vyhléSky & 222/1996 Sb.

L

. Ovéténf pesnosti michacich zafizenf

L




Pﬂstnp}' pro lahurammf zkﬂuﬁeni krmiv dnpliiknvf'th Idtek a premlxﬁ
-+ Seznam lmstupﬁ chemického zkouSent krmiv

Seznam ﬂp!ehﬁlch metod

Nézev pmlupu .
1 Stimuldtory rﬁstu

1.1 . - Stanoveni obsahu-avilamycinu-
1.2 Stanoven! obsahu avoparcinu

1.3 Stanovenf obsahu flavomycinu (flavosfolipol)
14 . Stanitweni nbsallu nlm:hhnimu

1.5 ; Smmvmi ulmhu mmnﬂnu

16 Sunm'ml obsahu momminu

1.7 Stanoven( ahuhu salinomycinu

18 Stanovenf obsahu salinomycinu

1.9 Stanoven{ obsahu tylosinu

1.10 Stanoven! obsahu ﬂrglmamymnu

1.11 Stanovenf obsahu zink bacitracinu difusd na agaru
1.12 Stanoveni obsahu zink bacitracinu -

2 Antikokeidika

2.1 Stanoveni obsahu amprolia

22 Stanovenf obsshu amprolia
23 Stanovenf obéahu diclazurilu
24 Stanoven{ obsahu lasalocidu

2.5 Stanoven{ ubu.hu maduramicinu

26 - Stanoveni obsihu metylbenzochdtu
2.7 Stanoven! obsahu narasinu

28 Stanoven{ obsahu narasinu

‘29 Stanovenf obsahu nikarbaziny
210 Stanovenf obsahu nikarbazinu
au Stanovenf obsahu robenidinu

C212 Stanovenf obsahy sulfachinoxalu
213 Stanovenf obsshu meticlorpindolu
214 Stanoveni obsahu mﬂidﬂl‘pfndﬁlu
215 Stanoveni obsahu kurasanu

2,16 Stanoveni obsahu salinomycinu



.17 Stanovenf obsahu monenzinu
218 Stanovenf cbsahu dinitolmidu
219  Stanovenf obsahu furazolidonu
220  Stanoveni obsshu decoquinty
S Stanoveni obsahu arprinocidu

222 Stanovenf obsahu ethopabitu

3 . Chemoterapeuntika

31 Stanovent obsahu dimetridazoly - b s, 2 % v |
32 Stanoveni obsabu dimetridazolu , {
3.3 'Stanovenf obsahu dimetridazolu ; o
4  Vitaminy

41  Stanovenf obsahu vitaminu A

4.2 Stanoven! obsahu vitamiou A

43 Stanovenf obsahu vitaniinu A

44 Stanovenf obsahu vitaminu E

45  Stanovenf obsshu pfidaného vitaminu E
46  Stanoven obsabu vitaminu E

4.7 Stanoveni Mu cholinu

4.8 Stanoveni obsahu panthotenanu viipenatého
49 Stanoveaf obsshu vitamiou By, By, By
4.10 Stmmmiuhuhu vitaminu B,

411  Stanovenf obsahu vitamiou B,

412 Stanovenf obsshu vitaminu B,

413 Stanovenf obsahu vitaminu C

4,14 Stanoveni obsahu vitaminu C

415 Stanoveni obsahu vitaminu K,

416  Stanoveni obsshu vitaminu Ky

5 Mikroelementy

5.1 . Stanovetii obsahu manganu, zinku, feleza a midi
52 Stanoveni obsahu kobaltu |

53 Stanovenl obsahu selemu

54 Stanoveni obsahu jodu
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' Vehikula a pojiva
- Stanovenf obsahu oxidu kfemigitého
* Stanoven obsahu oxidu hlinitého

Vipotty

Vyhodnocoviinf a vfpotet Wsledkh stanovea doplkovfch lfek difuza plotaiovoi metodon

Antioxidanty =

" Stanoven obssht ethoxychinu

Staniovenf obsahu BHT; BHA a galéty’

Barviva

Stanoven( obsahu .Ir.upunthlnu.

‘Stanovens obsabu nativaich a pHdangch karotenoidii

Staroven! obsahu kyseliny mravenéi
Stanovenf obsahu oxidu sifititého
Stanoven obsahu formaldehydu !

Zchutiovadla

Mikrobiotika
Stanovenf poftu edrodki bakterifl kmene Streptococcus
Stanoveni poftu zérodki bakterl kmene Bacillus



1.1 Stanoveni obsahu avilamycinu
L. Otel o rozsah

Tato metoda specifikuje podm[nl:}r pro stanoven! avilamycinu
v premixech a krmngch smésich

1. Princip

Avilamycin se stanovl difieni plotnovou metodou na zikladé
inhibitniho GEinku na rist testovactho mikroorganismu Micrococ-
cus luteus ATCC 10 240,

3. Chemikilie

3.1 Aceton (pozndmka 8.1)

3.2 Smés aceton—voda (1 + 1)

3.3 Avilamyein, zékladnf standardnf roztok s deklarovanou Gtin-
nostl

3.4 Avilamycin, zikladni standardnf roziok

PHprava: Do odmémé bafiky na 100 ml se odvi takové
mnokstvi standardni substance avilamycinu (3.3), s phesnosti
nejméné na 0,001 g, které s ohledem na deklarovanou G¢in-
nost vytvoll koncentraci avilamycinu Lmg v 1 mi. Rozpustf se
v acetonu (3. 1],dupluljlmpoqﬂuupmmhhi.

35 Avilamycin, kalibradaf standardni roztoky

Phiprava: Ze zikladniho roztoku avilamycing (3.4) se vhod-
mm“ﬂmmpz}wmﬂﬁm
o koncentracch 2,1 a 0,5 jg/ml (poznimka 8.2)

36 TW mikroorganismus  Micrococcus lutens  ATCC
1 L8

Phiprava a udrovénf kmene: Z4kladaf kmen je udrkovén pra-

videlnym pfeolkovinim na dikmém ovém agary,
inkubovén 18 a% 24 bodin pfi teploté 37 °C a uchovin phi te-
plow 4°C .

" PHptava inokulaZn( suspense: Kultura kmene, pleotkovand

den pfed viastnim stanovenim se pievede 5 ml fyziologického
roztoku (3.8) do sterdlaf skumavky, touto suspensl se naotku-

je rozehidtd Zivad pida ochlazend na teplotu 48 *C a opatrné -
promichd.

37 Zivnd pida pro viastnf testaci (testovact pada)
Slofenf: Pepton 6,0g :
" Extraki kvasnitng 15,0 g

Agar 15,0 g
Voda doplnit do 1 000 mi

Smés se upravi na pH = 6,0 a sterilizuje 15 minyy pfi 115°C

3.8 Fyriologicky roztok PHprava: 8 g chloridu sodného se rozpus-
tf ve vodé a doplaf aa 1000 ml. Sterilizuje se 20 minut phi
121°C,

4. Pistroje a pomicky

4.1 Plotna skiengnd 360 mm X 360 mm, nebo 250 mm X 250 mm
4.2 Rim kovov§ 340 mm X 340 mm, nebo 200 mm X 200 mm
4.3 Korkovrt o priméra 9 mm

4.4 Odstedivka laboratornd vhodné konstrukee s phistulenstvim
4.5 Termostat vhodné konstrukee

4.6 Trepalka laboratomi
4.7 Podlokki vyrovndvac! regulovatelnd
4.8 Vodoviha

4.9 Pipeta podie Pasteura

5 Postup
5.1 Premixy

5.1.1 Do kutelové bafiky na 500 ml se odvi# plesné 5,00 g zku-
Eebnfho vzorky, plidd se plesnk 200,0 ml sbetonu (3.1) 2 30 minut
se protiepdvd, Potom se extrakt nechd asi 30 minat usadit, Supet-
natant se rozedi smés{ actton—voda (3.2), s ohledem na obekdva-
nf (deklarovan§).obsah avilamycing ve ekoubeném veorku, na tes-
tovaci koncentrace 2,0, !ﬂaﬂjujlﬂmmﬂm](pmimh
8.2).

5.1.2 Na Sterilnf plotnu (4.1) opatfenou hwn'.rjm_ rémem (4.2),
utsnénim malfm mpodstvim agarové phdy a upravetou do vodo-
viihy (4.8), se nalije 300 ml nebo 60 ml (podle velikosti pouZité
plotny) rozehté testovaci pidy (3.7), ochlazené nd 40 *C a naot-
kovaoé vhodafm mnokstvim inokulatal suspense (3.6), Po utuh-
uuummva;wympmm{u}msmlmd do chiadnitky
a po jejim vyjmuti se v pravidelnych vedilenostech vyhloubd kor-
kovriem v pidé 9 X 9 nebo 6 X6 jamek. Do téchto janick se vnd-
Ecii testalnd koncentrace standardnfch rostokd (3.5) a testovingé.
roztoky rskouteného vzorkn Pastenrovich pipet. Kalibrag-
nf standardnf roztoky (testalnl koncentrace) se v&Zejf do 3 nebo
2 tad ve stfedu plotny (4.1), testované zkouSeného vzorku
odpovidajici pHslutné Koncentraci standardd po dbou strandch
plotay. Plotna (4,1) se inkubuje 16 aZ 18 hod. pfi teploté 37 °C.

Priméry veniklfch inhibitnich 26n se odmétujl posavngin mé-
Fitkem s pesnosti nejméné na 0,1 mm. Ze dskanych hodnot mife-
nf s¢ vypolte primémi hodnota velikosti inhibiEntch z6n jednotli- -
vich koncentracl pro standard i zkouleny veorek.

5.2 Krmné smisi

- Do kuZelové bailky na 500 ml se odvit{ plesné 40,00 g zkulch-

nﬂmmr‘tu,pfﬂiupiﬁnﬁﬁﬂﬂ,ﬂmlm{ﬁl}ndihupﬂ-
ﬂq:.ljapudhuﬂlm! Llas.1.2.

ﬁ.Vj‘pﬂHl‘!ﬁiﬂﬂiﬁdﬂﬁI
cmmumydnumg;t.uwpnﬁupndhmm 10, st

-T.L

Vjﬂedkmﬂmwﬂjnufhnu&ﬁf;nﬁn&vﬁﬁedhﬂdﬁmm—
bk provedenfich stanovent, které splifujl podminku opakova-
telnosti a vyjadiujf se s pfesnosti na jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost
7.1 Pro premixy

. Nebyla dosud stanovena.

7.2 Pro krmné smisd

Nebyla dosud stanovena,




_“-‘Fﬁﬂﬂiﬂ' R i Hing SitFot
* 8.1 Aceton je nebezpetnon hoHavinou Lifidy, proto pfi jukékoli -
bezpetnostaf pravidia.

manipulaci s nfm je nutné dodriovat b

" 8.2’ Vluhy Aoulenébo vzorka a kalibratnf roztoky standasdi se
phipravuji tésnd pfed vlastnfm stanovenim., - g

1.2 Stanovenf obsahu avoparcinu :
" Do této metody byld zapracovéna’ doporuteni BU uvedens
v omnd Joufnal no L.°257, 10/09/81 ' 3 :

1. Utel & rozsah % o T

Jsou uvedeny th zkubebni metody, z nichZ dvé jsou pro stanove-
nf avoparcinu v premixech bez i za pHtomnosti ionoforovfch anti-
kokeidik, jako napf. monenziny, lasalotidu, maduramicinu i dal-
“Hich obdobného charakteru. Tretf 2 metod je uvedena pro krmiva,

Tyto metody i]aa:ﬂ’lknjf pudmfnkf pro stanoveni avoparcinu
v premixech o krmivech. ,
2 prnp . _

' "Vabrek se'rozpiistl ve smisi acéton-voda-kyselinia chlorovodi-

‘kovii a avoparcin se stanovi na zéklad inhibitniho Gtinku na rist
testovaciho mikroorganismu Bacillus subtilis ATCC 6633, mikro-
biologicky difiéznl plotnovou metodou. _

Za ptomnosti ionoforovich antikokeidik se tyto odstrani
pledextrakef vzorku dichlormethancm. -

3. Chemikilie

- 31 Dichlormethan

32 Kysclina chlorovodikovs (h = 1,17 g/ml), zhedénd 1+ 9

3.3 Kysclina fosforeéad (H,PO,); koncentrovand (h = 1,7 g/
Jmly -

34 Aceton (poznfmka 8.1)

35 Hydroxid sodnf, roztok o(NaOH) = 2mol/l

36  Siran manganat, tetrabydrét (MaSO, . 4 H,0), pevng
37  Hydrogenfosforetnan draselng (K,HPO,), pevag

38 Dihydrogenfosforetnan draselng (KH,PO,), pevng

3.9 ° Ethylalkohol-voda (1 + 4)

310 Fyziologick roztok

PHprava: 8 g chlorida sodného se rozpust ve vodé a do-
pinf na 1 000 ml. Sterilizaje s¢ 20 minut pH 121 °C,

Extrakénf roziok

PHprava: 650 ml acetonu (3.4) se smichd s 325 ml vody
a 25 ml kyseliny chlorovodikové (3.2) a promichd.

Avoparcin siran, standardnf substance s ovifenou & de-
klarovanou Géinnost

Avoparcin, zdkladni standardnf roztok

Piiprava: Podle obsahu Géinné litky se odvi# tolik stan-
dardni substance siranu avoparciou (3.12) s pfesnosti nej-

11

312

KN k)

N

ménk na 0,001 g, aby visledny roztok obsahoval plesnd _
100 pg avoparcinu v ml, Odvilené mnostvi se plevede
pomoe! fosforetnanového thumivého roztoku (3.15) do
odimérné baiiky na 100 ml, po rozpultiof se doplnf timié:
tlumivim roztokem po rysku a promiché. Tento zdkladni
standardaf roztok se uchovévi pH teplotd 5 °C a je stél§ po
dobu 7 dnd. .

Ampardn;pmngmimudm!ui roztok:

. PHprava: Do odmEmé baiiky na 100 'ml se odpipetuje
10 ml zékladnfho standardnfho roztokw avoparcinu (3.13),
dopini fosforetnanovfm thumivfm roztokem (3.15) po
rysku a promichd. .

1 ml tohoto pracoynfho roztoku obsahuje 10 g avoparci-
nu. Plipravuje se Lerstvf tsné phed zkoulenim.

Z tohoto roztoku se pHipravi dalé{m Fedénfm tumivim fos-
forefnanovim roflokem (3.15) testalni koncentrace 4, 2
a1pgv Iml(pozndmka 8.2). - &

Tlumivy fosforeénanovg roztok !
Pliprava: 13,6 g dihydrogenfosforetnanu draselného (3.8)

se rozpusti v 950 ml vody a jeho pH s¢ upravi kyselinou
fosforetnou (3.3) na hodnotu 4,5,

316  Zivné pady:
3.16.1 Udrkovacl pida |

PHprava: Zivaf agar & 2 ,,Sevac” se plipravi podle névo-
du virobee, Agar se pak rozdEH po 7 ak 9 ml do zkumavek,
tyto se uzavFou a sterilizuji 20 minut pfi teplotd 121 *C. Po
sterilizaci se nechd utuhnout v Sikmé poloze. '

3.16.2 Sporulatnf pids

PHprava: Ziv§ agar & 2 v mnoZstv 40 gse plipravi podie

nivodu virobee, pfidd se 0,4 g sfranu manganatého (3.6)

a do objemu 1 000 mi voda, Agar se pak rozd&lf po 250 ad

300 ml do Rouxovfich 1&hvi (4.15) (nebo banék na 500 ml)

a sterilizuje 20 minut pi teploté 121 °C. ;
3.16.3 Testovac! phda

_Piiprava: Odvé# se hydrogenfosforenan draselng 0,7 g
dihydrogenfosforetnan drascing
045g '
glukdza 10,0 g ,
kvasnitng autolyzdt 2,5 g
agar 18,0 g

Uvedené litky se rozmichaji v 1 000 ml vody, pH se upravi
na hodnotu 6,0 a sterilizuje po dobu 20 minut pii teplotd
121 °C. Sterilnd piida se rozlije po 250 ml do pedem vyste-
rilizovangch kuZelovich banék

3,164 Testovaci mikroorganismus Bacillus subtilis ATOC 6633
(CCM 1999)

Udrkoviini kmene: Kultura se 1kedt mésiénd preolkovivd
na dikmy agar. Inkubuje se 16 a¥ 18 hodin pfi teploté 37 °C
a uchovévi v chiadniéee pfi teploté 5 °C. (pozndmka 8.3).

Pfiprava sporové suspense: Nirdst zikladn kultury na Sik-
mém agaru se smyje 3 ml fyziologického roztoku (3.10)
a plenese se asepticky do Rouxovich lihvi (4.15), obsahu-
jicich sporulatnl phdu (3.16.2). Pomoc sterilnich sklend-
nfich kulitek se mikroorganismus rovnom&mé rozetfe po
povechu agaru. Takto plipravené Rouxovy lihve (4.15) s
inkubuji phi teplot® 37 °C po dobu 7 aZ 10 dnf, Pak se pro-
vifenim sporulace pod mikroskopem (4.16) smyje narost-
14 kultura s povrchu 25 ml fyziologického roztoku (3.10)
centrifuguje, (4.3) k sedimentu se pfidé opét 25 ml fyziolo-
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gického roztoku (3.10), suspense s¢ zahfivi 30 minut pfi
teploté 65 °C a znovu centrifuguje (4.3). Toto prom§vénd
spor se opakuje tfikrdt. Nakonee se suspense spor plevede
do kuJelové baiiky a zahivi se 30 minut pfi teploté 65 °C,
Takto plipravend suspense spor pledstavuje zékladnf ino-
kulum, které uchovdvino pHi teplotd 4 °C je poutitelné po
dobu 6 mésicd.

Koncenirace sporosuspense se urfuje e.perimentdlnf tes-
tacl, Mé bt takovd, aby velikost inhibiénf zény pHi Fedéni
4 pg/ml byla 22 mm, co? odpovidd asi 0,2 a% 0,3 ml spora-
suspense na 100 ml agaru,

4. Pifstroje a pomsiicky

4.1 PHstroj extrakini (napf. podle Soxhleta)

4.2 Lézeii vodnf s regulovatelnou teplotou

43 Odstfedivka laboratornf vhodné konstrukee s phsluién-
stvim (centrifugalnf kyvety se zitkami)

44 Auvtokliy

4.5 Tiepatka vhodné konstrukee

4.6 Termostat

4.7  pH metr

‘4.8 Plotny skleafné 360 mm X 360 mm nebo 250 mm'X
X250 mm :

4.9 Rimy kovové 240 mm X 240 mm nebo 200 mim X 200 mm
4.10 Podlokka vyrovndvacf regulovatelnd
4.11 Korkovrt o priméru 9 mm
4,12 Pipety podle Pasterura
4,13 Patrony extrakéni
4.14 Baitka odpafovacf na 500 ml
415 Léhve Rouxovy na 1 000 ml
4.16 Mikroskop vhodné konstrukce

5. Postup
51 Premixy
S.1.1 Za neptitomnosti ionoforovich antikokcidik

SLL1 OdvéH se piisluiné mnokstvl (pozndmka 8.4) zkulebnho

vzorku s plesnostf nejméné na 0,001 g do kuzelové baiiky vhodné
velikosti, suspenduje se ve 2/3 celkového objemu extrakéntho roz-
toku (3.11) (pozndmka 8.4) a nechd se 30 min, volnd stét. Potom'
se.pomoct kyseliny chlorovodikové (3.2) upravi hodnota pH na
1,5 aZ 2 a obsah se extrahuje 30 minut na thepatee (4.5). Po ex-
trakel se uprayf pomoci roztoku hydroxidu sodnéhio (3.5) pH na
hodnotu 4,5. Ve zhylé 1/3 extrakéniho roztoku (3,11) se upravi
pH nahndnmu4,51poko:_eldmpﬁdln$,mn.u§.m-[krnuny
a hydroxidu se pfidd do kuZelové batiky. Potom se pevag podil ne-
chii usadit & supernatant se jednak bud odstbedf {4.3) nebo prefil-
truje suchfm stfednd hustfm filtrem do suché kddinky, pfitem?
prval podil filtrétu se nezachycuje. Tento supernatant nebo filtrit
s¢ nafedf pomocf tlumivého fosforefnanového roztoku (3.15) na
testovacl koncentrace 4, 2 a 1 ug avoparcinu v 1 ml (pozndmka
8.6). e -

S.L.12 Na sterilnf sklenénou plotnu (4.8) s kovovim rdmem
'(4.9), kterd je poloZend na vyrovndvacl podiofce {4.10) a utés-
nénd malfm mnokstvim agarové phdy (3.16.1) se vylije 60 ml

. patrona (4,13) naplnénd asi do poloviny odvie
| (4.13) naplnénd asi do ¥y nym

rozehlité testovact pidy (3.16.3), ochlazené na 55—60 °C a nact-
kované 0,1 ml a 0,3 ml spérové suspense (3.16.4). Po utuhnuti
agarové vrstvy se vioH plotna (4.8) na 1 hodinu do chladnibky. Po-
tom se v pravidelngch vzddlenostech vyhloubf korkovriem (4,11)
v piidé 6 X 6 jamek, do nichZ se vodlejl jednotlivé testani koncen-
trace standardu 3.14) a testované koncentrace zkouSeného viorku -
(viz 5.1.1.1) pomoci Pasteurovy pipety (4.12). Testataf roztoky
standardu se pinf do dvou fad pod sebou ve stiedu plotay a po
obou strandch se plnf do dvou fad testované koncentrace zkoute-
ného-vzorku, odpovidajici pislulnému Fedénf standardu. Plotna
se zakryje dérovanym alobalem a inkubuje se 16 a% 18 hodin pfi te-
ploté 37 °C. Prixnéry vzniklfich inhibitnich 26 se odm&Hiji posuy-
nym mfitkem s plesnostf 0,1 mm. Ze ziskangch hodnot se vypot-
te priimémd hodnota velikosti inhiviénich 26n jednotlivich fedénf
pro standard i zkouleny vzorek. - :

5.2.2 Za phtomnosti ionoforovjch antikokeidik

5.2.2.1 Nejprve se provede predb&nd extrakce zkufebntha vzor-
ku. Do stfednf Zdsti extrakénthe pHstroje (4.1) se vioH extrakinf
vzorkem, Na
vrehu se uidsni smotkem vaty. Do extrikEni bafiky se
odmiif asi 250 m! dichlormethanu (3.1), bafiks se pHpojf k cx-
trakiénfmu pistroji (4.1) a cel§ pHstroj se'umfsti na vodni Ifznj
(4.2), vyhHité a udrfované pH teploté 50 *C. Dichlormethan {3.1)

po zahkitf destiluje & pomocl vodniho chladite extrakénfho pi-

stroje (4.1) kondenzuje do stfedni &sti, kde je umifsténa patrona
(4.13) se vzorkem. Po naplnéni této sthednf &sti dichlormethanem
(3.1) tento pletete zp&t do extrakéni bafiky a celf cyklus se opaku-
je. Toto se nechf opakovat asi Skrét a2 Tkrét, Pak se exteakinf pH-
stroj (4.1) odstavi, patrond se vzorkeni se vyjme a neché po dobu
24 hod. vysulit phi laboratornf teploté, :

Diile se postupuje podle 5.1.1.1a 5.1.1.2,
5.2 Krmiva & ; ) ;
OdvéH se asi 50 g zkulebniho vzorku s plesnostf nejméné na
0,01 g do kuZelové baitky, pfidd se pfesné 100,0 ml extrakénfho
l'mmku{3.11],h&ﬁhi¢um§ﬁiuﬂm&iu{d.5)auﬁﬂhmwﬂu—

. pévii po dobu 30 minut. Potom se obsah bafiky pFevede do centri- -

fugn&nf kyvety, tato se vioki na odstfedivku (4.3) a odsthedt. Z &-
rého supernatantu se odpipetuje alikvotni podit tak, aby vislednd
koncentrace, s ohledem na ofckfvany (deklarovan§) obsah avo:
parcinu v zkouleném vzorku, byla asi 4 pg/ml. Z tohoto rozioku

“se phipravi testované koncentrace 2, 14 0,5 g avoparcinu v 1 ml

[‘pn:;ﬁmh 8.6). Redénf se provede pomoci tlumivého roztoku
(3.15). . Yy '

 Diile se postupuje podie 5.1.1.2.

6. Vipotet a vyjidicaf visledkn

. Obsah avoparcinu v mg/kg se vypolitd podie Pilohy 10, &bst
.l" i - e

Visledkem stanovenf je aritmetick§ primér vfsledki dvou sou-
béind provedenfch stanovenf, které splfiuji podminku opakova-
telnw!llﬂjldhlkse!pi‘mdsﬁnajadﬂalkymyk& ;O
7. Opakovatelnosi

Nebyla dosud stmvcm.

8, Pozndmky-

8.1 Aceton je nebezpetnou hoHavinou I, thdy, proto pi jakékoli
manipulaci s nim je nutno dodrfovat bezpetnostnf pravidia, .




8.2 M:mdnEUwﬁdlpmknmmknumntrwemnichmm
2,1,0,5a0,25 pg/ml. . -

' 8.3 Metods EU uvfdf dobu inkubace ples noc a pl teploté 30 °C.

M Naviika zku.ﬂphu::i‘hn \rmrkul objem, extrakéntho roztoku se
voli s ohledem na deklarovang obsah avoparcinu ve zkoubeném
veorku tak, aby vislednd k_uumutm:e “upnrclnu ve !ri'luhu byla
minimélnd 10 pg/t ml. © -+

‘8,5 Métoda EU wﬁdl‘ pru obsahy avoparcinu tyto 'mdmljr opa-
kovatelnosti -~

od 2 do 10 mg/kg 2 mg/kg
0d 10 do 20 mg/kg 20 % relat,
od 25 do 50 mg/kg 5 mg/kg
nad 50 mg/ kg 10 % rela.

8.6 V{luhy Mﬂhumlunkmmﬁymu 5
pHpravuji tésni prf'cr.'l vlastnim utmwm[m '

1.3 StanenI ubsnhu ﬂummy&nu
(flavofosfolipolu)

1. Utel a rozsah

Tato metoda spmﬁlujn podminky pro stanoven{ ﬂamm}-tlnu
v premixech

2. Prinéip

Flavomycin se stanovi na ziklad® inhibitntho d&inku na rist tes-
tovaciho mikroorganismu Staphylococcus aurous A’I‘OC 6338 di-
fiiznf plotnovou metodou,

3. Chemikile

3.1 Ethylalkohol 96 % (pozndmka 8.1)

3.2 Ethylalkohol-voda, smés (1 + 1)

3.3 Medium antibiotické &1 (fa OXOID)

34 Agardl -

35 Zivng agar &2

3.6 Flavomycin, standardnf substance zndmé aktivity

3.7 Flavomycin, zikladn standardn roztok
PHiptava: Do odm&mé bafiky na 100 ml se odvaH tolik stan-
dardnf substance flavomycinu {3.6), s obledem na deklaro-
vanou Glinnost, § pfesnosti nejméné na 0,001 g tak, aby vi-
sledni koncentrace flavomycinu byla 1 mg v 1 ml, OdviZené

mndidstvi se rozpustl ve smisl ethylalkohol—voda (3.2), do-
plnf toute smésl po rysku @ promichd,

Tento roztok je pH uchovini v chladnitee stil§ po dobu dvou
mesici, ' .

3.8 Flavomycin, pracovni standardnf roztok &

Ptiprava: Zkladni stindardni roztok (3.7) se nafedf smésf
ethylalkohol—~voda na koncentraci 100 pg/ml-a dile vodou
nz testadni koncentrace 2, 1 40,5 pg v 1 ml (pozndmka 8.3),

Testovac mikroorganismus Staphylococcus aureus ATCC
6538

Uchovénl kmene: Ve zkumavkdch na %kmém udckovacim

agaru pfi teploté 5°C, po tfech tfdnech sc pleotkovivi
a kultivace se provdd{ 24 hod. pfi teplotd 37 °C.

39

Piiprava sospenze k testovini: Kultura kmene narostld na
udrtovacim agaru se pfevede 5 ml fyziologického roztoku
(3.10) do steriln{-zkumavky a touto suspens{ (asi 3 ml) se na-
olkuje rozehtd testovacl pida phi teploté 48 °C.

3.10 Fyzologicky roztok PHprava; 8 g chloridu sodného se roz-
puﬂlwvodhdoptu!ntlﬂm}m%.&enﬂnuoscmminmph
121°%C

3.11 Udrfovaci agar pro uchovéni kmene

‘PHprava: Odvii se 40 g Hvného-agaru & 2 (3.5), plidd se
*1 000 ml horké vody, za stdlého michdni se zahivd a2 do vy-
tefenl roztoku, Rozlije se db zkumavek a sterilizuje 20 minut
pli teplotd 120 °C, Po sterilizact s¢ skumavky. uloH v Sikm¢
poloze do ziuhnutf pidy.

312 Zivnk pada pro viastaf testaci

PHprava: Ddt’iﬂuﬁﬂjgmubwdckéhumadilﬁ. 1(3.3),
rozmiché se ve 1 000 ml horké vody & sterilizuje 20 minut pfi
teploté 120 °C, Potom se éterilnf médium rozlije do pfedem
vysterilizovangch kufelovich banék na 300 ml,

4. Phistrofe a pomiicky

4.1 FIDtnl:klm&iiSﬁGmmKSﬁﬂmmnabo!Sﬂmmx
¥ 250 mm -
mmﬂMmmXﬁﬂmmmNBmmxmmm
PodloZka vyrovndvacl regulovatelnd
Korkovrt 0 priméru 9 mm

Termostat vhodné konstrukee

4.2
4.3
4.4

4.5

4.6  Autokliy

4.7 Tiepatka laboratora

4.8 Vodoviha

4.9 Pipeta podie Pasteura
4,10 Lézeh vodni s termostatem

5. Postup

Do knZelové bafky na 500 ml se odvi#i asl 5 g zkulebniho veor-
ku (pozndmka 8.2) s pfesnost! ngjrménd na 0,001 g, zalije 200 ml ,
smisl ethylalkohol—voda (3.1) a zahfivé na vodnf lézni (4.10) vy-
temperované na 85 °C po dobu 15 minut, Potom se baika umfsti
na thepadku (4.7) a vytfepivi po dobu-15 minuy, ochladi a roztok
s¢ plevede do odmiémé bafky na 250 ml, doplni smésl ethylalko-
hol—voda (3.2) po rysku a promiché. Filtruje se suchym, stfedn’
hustym filtrem do suché kddinky, plitem# prvni podil filtrétu se
nezachyeuje. Z tohoto filtritu, s ohledem na olekdvang (deklaro-
vanf) obsah flavomycinu ve zkoudeném vzorku, se plipravl nafe-
dénim smisf ethylalkohol=voda (3.2) testované Imu:unm?.ug.
Lpga 0,5 ug v 1 mi (pozndmka 8.3)..

Naotkovand testovaci $ivnd pida (3.12), 70 ml nebo 300 ml —
podie velikosti pouZité plotny (4.1), se roalije na sklenénou plotnu
opatfencu rimem a utdsnEnow malfm mnoZstvim agaru (3.4),
umisténou ve vodorovné poloze (4.8). Po ztuhnutf vrstvy se plotna
(4.1) uloH na jednu hodinu do chladnifky. Pak se v pra
vadilenostech vyhloubf korkovrtem (4.4) v piide 6 X 6 nebo 9 X
* 9 jamek, do nich¥ se vniseil testalnl standardnf i testované kon-
centrace zkoudeného vzorku pomoti Pasteurovy pipety (4.9). Tes-
tatni koncentrace standardu se pini do dvou nebo tH Fad u stfedu
plotny (4.1), testované koncentrace zkouSéného vzorku po obou
stranfich plotny na strany odpovidajici pHsiulngm fedénim testad-



nfeh koncentrac standardu, Plotna (4.1) se inkubuje 16 a% 18 ho-
din pfi teploté 37 °C. Praméry vznikifch 26n se méH s presnosti na
0,1 mm,

6. Vfpotet a vyjédient vésledku

Obsah flavomycinu v mg/kg se vypolitd pt;dle Philohy 10, tast
7.1

Yizledkem stanovenl je aritmeticky primér visledkd dvou sou-
biiné provedenyeh stanoven, které splitujf podminku opakova-
telnosti a vyjadiuji se s pfesnosti na eelé jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost
Mebyla dosud stanovena.
8. Pomfmky
8.1 Ethylalkohol je nebezpefnou hoflavinou L. tfidy a proto pfija-
kékoll manipulaci s nim je nutno dodriovat bezpetnostnf pravidla.

8.2 Navizka zkulebnfho vzorkn se volf s ohledem na otekdvang
ncbo deklarovany obsah flavomycinu, x "

8.3 Viluhy zkoufeného veorku a kalibraini roztoky ltﬂ.';_ﬁlrdu se
pHipravujf tésn& phed vlastnim stanovenim.

1.4 Stanovenf obsahu olachindoxu

1. Ukel a roesah .

Jsou uvedény dvé metody zkouléni, spektrofotometrické (pro

premixy) a metoda vysokotitinné kapalinové chromatografie (dile -

jen HFLC) (pro premixy | kemné émiﬁ]ltp_ulmﬁm!u 8.1).

Tyto metody specifikujl podmfnky pro stanoven!-olachindoxu : _
2 © 327 Kyselina octovi, roztok 1% (h = 1,000 g/ml)

v premixech a krmngch smésfch,

2. Princip

Olachindox se stanovi ve vodném vfluhu vzorku u premixd
» nebo extrakef smésf aceton-voda a vyEefenf

Carresovimi Einidly, nésledujicim vytfepdnf petroletherem, v pre-

mixech a krmnfch smésfch metodou vysokodtinné kapalinové
chromatografie, ;

© 3, Chemikdlie
31 Pro metodu spai:lmfﬂmmul.ﬁckm (premixy)

311 Tumivy roztok (Britton-Robinson)

PHiprava: Odvédi se 4,90 g kyseliny fosforetné (3.1.6),
2,40 g ledové kyseliny octové (3.1.7), 2,474 g kyséliny bo-
rité (3.1.8); rozpusti se a dopln{ na objem 1 000 ml. 100 m!
tohoto promichaného roztoku se smichd s 15 ml roztoku
hydroxidu sodného (3.1.9)

3.1.2 Olachindox, standardnf substance se zndmou GEnnost
3.1.3  Olachindox, zékladnf standardnf roztok (pozndmka 8.1)

PHprava: Do odm&rné bafiky na 200 ml se odvidi 50 mg
, standardnl substance olachindoxu (3.1.2) 100% G&nnosti

nebo prepotiend mnolsivi ni¥¥ Glinnosti, rozpust se.
v upravené vodi (3.1.4), doplnf touté® po rysku a promi-
chi. : ;
Pripravuje se vidy Eerstvy.

314  Upravend voda (Serstvé prevafend a ochlazend destilovand
voda zbavend oxidu ublifitého) ' T

315 Olachindox, pracovnf standardnf roztok (poznémka 8.1)

Piprava; Zékladn standardnf roztok olachindoxu (3.1.3)
se zhed! 25kefl upravenou yodou (3.1.4) tak, ¥ tento roz-
tok obsahujé 0,01 mg olachindoxu v 1 ml. (i

Phipravuje se vidy Serstvy. .,
3.L6  Kyselina fosforetnd, 80% (h = 1,5;3 g/ml)
3.L7 Kyselina octovh, ledové (h = 1,050 g/ml)

‘318 Kyselina borit ]
3.9 Hydroxid sodnf, roztok o(NaOH) = 2 mol/1

32 Pro metodu HPLC navic (krmné smési) |
3.2.1  Aceton (pozndmka 8.2) '
3.2.2  Methylalkohol (poznémks 8.2)

3.2.3  Smés aceton—voda (9 + 1)

324 Carresovo Einidio I

Pfiprava: Do odmérné bafiky na 100 ml se odvii 21,9 g
dihydritu octanu zinetnatého [(CH,C0,),Zn . 2 H,0],
3 g kyseliny octové ledové (3.1.7), doplni vodou po rysku
a promiché, - ) '

3.2.5 Carresovo Snidlo t:l

PHprava: Do odmirné bafky na 100 ml se odvi# 10,6 g
trihydritu - hexakyanofeleznatanu - draseiného
(K,Fe(CN); . 3 H,0), rozpustf ve vode doplnf touté? po
rysku a promichd. ; :

3.2.6 Petrolether, bod varu 40 a2 50°C (pozndmka 8.2)

3.28 Mobilof fize [smds kyseliny octové (3.2.7) a methylalko-
holu (3.3.2)] (9 + 1) :

329 Olachindox, standardni roztok __ ! ,
PHprava: Do odmérné banky na 100 ml s odvi 25,0 mg -
standardni substance olachindoxu (3.1.2) 100% GEinnost,
nebo plepodtené mnodstvi nifsf Gfinnosti, rozpust! se v asi
80 ml @y. doplnf toutét po rysku a promichi,

1 ml tohoto standardnio roztoku obsahuje 0,25 mg ola-
3.2.10 Dusik Zirovkdrensky, kysliku prosty
4, Pisiroje a pomicky

4.1 Pro metodu spekirofotometrickou ; .
4.1.1 Spektrofotometr registralni, vhodné konstrukee s pHsluten-
stvim

. 4.1.2 Michatka elektromagnetickd s michadélky

4.2  Pro metodu HPCL navic

4.2.1 Chromatograf kapalinov§ vysokoinng (ddlé j plistroj
: HPLQ:pHﬁ\ﬁgmqu;ﬁ{kuhmpmmgaLlw;&imw




" 8.1 Metoda spel:tl.'ofutomﬂrlﬁi tprmi:}'}

.'\mﬂthlrnlpﬁl‘ BONDAPACK C18; 10 ym, 300 mm X
% 3,9 mm — napf. WATERS)

4.2, z mpaam mnr.hnnm I-bomurﬁ
&13 {)dparhaﬂkum-i,muihﬂ

424 Filtrsfﬁwus.‘

4.25 Lézefi vodnf s termostatem *

426 ZaHzmipmﬁImdmmﬁmﬁhuilaku L

4.2.7 Odpﬁqﬁnl bafika vhodného objemu

5, Postup

Duodnﬂwnéhﬁtynalﬂﬂmluodﬂﬂadigﬂxﬁcmmnmt-
ku's pfesnostl nejméng na 0,001 g, pfidd se asi 100 ml upravené

vody (3.1.4) 4 intenzfvné se promichivé na michatce (4.1.2) pli

laboratornf teploté po dobu 15 minut. Potom se bafika doplni

. upravenou vodou (3.1.4) po rysku, promiché a po 15 minutovém

stiini se obsah bafiky filtruje suchfm stfedn hustfm filtrem do su-
ché “kidinky, pfifemz prvni podil filirdtu se nezachycuje.
Zdaﬂihupodl]u filtrétu s odpipetuje alikvotnl podil ‘tak, aby kon-
cenirace olachindoxu, s ohledem na pledpoklidany (duﬂnrovmﬂ
obsah ve zkouleném vyorky; byla v odmérné bafice, do které je pi-
petoviino, pliblifnt stejnd jakou pricavniho standardnfho roztoku
olachindoxu (3.1.5). Zieduje se vb:l}' jen upravenou vodou
(3.1.4),

Absorbance s¢ mEH na rogislratnim spektrofotometru (4.1.1)
v rozmezl vinovich délek 333 nm af 400 nm, Za naprosto shod-
nfch podminek se méH absorbance pracovniho standardntho roz-
toku olachindoxu (3.1.5).

5.2 Metoda vysokodtinné nhmm;ro;mﬁc (krmné smési)
5.2.1 Kalibrace a méfenf (poznfimka 8.3)

Do sady odmérnfich banék na 100 ml se odpipetuje diferenco-
vané 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 a 5,0 ml standardniho roztoku olachindoxu
(& LE}.duplnIvodm po rysku a promichd. Tyto kalibradai rozto-
kyudpnﬁdaﬁkunmnlmdmﬁ.ﬁSﬂJﬁ 10,0 a 15,0 pg olachin-
dmru\rlml y

L]

5.2.1.1 Pricovni podminky:

Teplota kolony teplota okoli
Pritok mobilnf fize ; 2 ml/min,
Detekee UV vinovi délka 372 nm
Injektovany objem 20 ul
R:hn&nlha{pﬂ poukité kolong) . 10 a2 15 min.

5.2.1.2 Kalibraén roztoky (resp. alikvotni podil roztoku rkoule-
ného veorku) se nastfikujf na kolonu a eluujl se pomocf mobilni fé-
2 (3.2.8), Z vice ndstiiki a jimi provedengch chromatografickjch
zhznami se zjistl primdmé hodnaty pikd olachindoxu a to juk
u kalibratnich roztokd tak i roztoku zkoudeného veorku, Zjisténé
hodnoty u kalibraénich roztokd se poulif k sestrojenf kalibratniho

+ grafu.

Koncentrace roztoku zkouleného veorku se zjistl 2 kalibral-
nfho grafu,
5.2.2 Viastnl proveden|

Do kukelové bafky na 250 ml se odvidi takové mnodstvi zku-

Sebniho vzorku, které obsahuje podle predpoklédaného (deklaro-
vaného) obsahu olachindoxu ve zkouleném vzorku asi 0,5 mg ola-

chmdu:u.:phmnsﬂnqmén!naﬂﬂﬂlg.pmun!mviﬁnm-
Sebniho vzorku musi bit nejméng 2 g (pHpadnd dprava na poZado-
vané mnokstvi fedénim). Do bafiky se plidd-presnd 90,0 ml smési
aceton—voda (3.2.3), baika se uzavie zftkou a po dobu dvou ho-
din se intenzivad protfepdvi na tfepalce (4.2.2). Pak se k sus-
pensi pfidd § ml Carresova &inidla I (3.2.4), promichd a 5 ml Car-
resova &inidla 11 (3.2.4). Po opltaém promfchénf se suspenze fil-
truje suchjm filtrem stfedni hustoty do Suché kadinky, plitems
prvnich asi 10.ml se nezachycuje. Z tohoto filtrétu se odpipetuje
50 ml do odpafovaci baiiky (4.2.7) a roztok se na odparce (4.2.3)
odpal{ na objem asi 5 ml pii teploté nejvf¥e 50 *C. Zbytek po od-
pafeni s pomocl 25 ml vody a 50 ml petroletheru (3.2.6) (po-
znfimka 8.4) plevede do délfef ndlevky na 100 ml a protfepe. Po
oddéleni fixl se spodnf vodng fize plevede do druhé délicl ndley-
ky, opét se plidd 50 m! petroletheru (3.2.6) a znovu protfepe.

* Vodni fize se plevede do odmémé baiiky na 50 ml, probublé dusf- -

kem (3.2.10) a zahbefe na vodnf lizni (4.2:5) pH teplot® pondkud
i nek 60 °C pro odstranéaf stop Po ochlazenf s¢
odmirné baika doplaf vodou po ryaku.pmmiwh.hﬁltmj:nm{-
mumg 2.6) ples filr 5 fritou (4.24).

Dﬂuwpumpmcpodlcodmmilll:ﬂlz

6. ‘il’jpnw a vyjidient tfsh:lh
6.1 Metoda spektrofotometricks

Obsah olachindoxu v mg/kg (X) se vypolitd podie vzorce:

2.10%. A.F. Cy
As.m

kde A je toﬁmnﬁhodmuthambamnztﬂuhmm
Ag  korigovani hodnota absorbance pracovniho stan-
dardniho roztoku olachindoxu- .
Cs  koncentrace olachindoxu v pracovnim standardnim
. roztoku v mg
F faktor fedénl roztoku zkouleného veorku
m  hmoinost navikky zkufebniho veorku v g

X =

Korigovani hodnota absorbance standardu 1 zkouSeného veor-
ku se url{ ndsledovoé:

Ze riznamu spektrofotometrické kfivky sc zistl (a to jak u stan-
dardu, tak i zkouleného vzorku) absorbance phi vimowé délce
333 nm (= A,), pfi vinové délce 400 nm (= A ) a pli maximu
absorpee (obvykle 375 nm = J‘Lm]akﬂﬂguwni,hodmm_
hmm{&,}wwpo&npodhmm

As_-‘q.m—{ﬂ,ﬁiﬁﬂ.Am+0.ﬁ31.dm} ‘
6.2 Metoda vysoko&inné kapalinové chromatografie
Obsah olachindoxu v mg/kg (Y) se vypolitd pode vzorce:

100.C
m

Y=

kde C jo koncentrace olachindoxu v mfeném roztoku zkoute-
ného veorku v pg/ml
m  hmotnost naviky alikvotntho podilu skufebniho vzor-
kuvg

Vfsledkem stanoven je aritmetick§ primér visledkd dvou sou-
bént provedenfich stanovent, které spliujl podminky opakovatel-
nosti a vyjadfuji se s pfesnosti na celé jednotky mg/kg.




7. Opakovatelnost
7.1 Pro premixy (spektrofotometrickd metoda)
Nebyla dosud stanovena, '

7.2 Pro krmnié smési (metoda HPLC)
_ Nebyla dosud stanovena.

8. Pomdmky _
8.1 Roztoky olachindoxu jsou znatné fotolabiln, proto se bailky

obaluji blinfkovou folil a pracuje se phi tlumeném svitle, Nelze -

rovail je uschovivat do druhého dne.

Zdzoam spekira v oblasti vinovfich délek 333 a% 500 nm lze vy~ |

uHt jako kvalitativaf dikez pHtomnosti olachindoxu ve zkouke-
ném vzorku. Posuzuje se charakteristicky pribéh a poloha maxima
ve srovadind se zdznamem spektra standardu, .

8.2 Petrolether a methylalkoho! jsou nebezpetngmi hoflavinami

- I. thidy, methylalkohol je navic nebezpeénfm jedem, proto ph ju-

kékoli manipulaci s nimi je nutné dudrimralhezpnﬁ:mnj‘mﬂdh

8.3 S ohledem k vysoké fotolabilité olachindoxu je nutné zkoute-
nf providét za omezeného plstupu UV zdfent, .

8.4 Misto petroletheru je moZno poukit hexan,

L5 Stanovent oimhg monenzinu

1, Otel a rozsah bl
Tato metoda mc:ﬁkujt podm[nky pro stanoven! monenzinu
v premixech a knnngch smésich, i i

Pro iiéely tétometody se pousivA tato definice: Monenzin je fer~-

mentatni produkt kmene Streptomyces cinnamonensis a jeho sod-
o stl, chemického slodenf Cy,H,,O,,Na, 8¢ pouivi jako kokeidi-
ostatikum, i .
2. Princip

Monerizin se stanovi na zikladé jeho inhibiéntho G&nku na tes-
tovacl mikroorganismus Bacillus subtilis ATCC 6633 difiizni plot-
novou metodoun, T
3. Chemikilie
31 Bihylalkohol 96% (pozndmka 8.1)

32 Extrakénf roziok, ethylalkobol (3.1) — sceton — voda,

smés (12 + 5 + 3) (poznéimka 8.1)
33 Redief roztok, ethylalkohol (3.1) = voda, smis (1+9)

34 Onxid lilinit§, bdﬁ:kf.'pms}oupoumchrmmmlﬂi,pn-
" deF20 b : g

35  Siran draselnkrystalickf

36  Monenzin, sr.mdardm‘ subsmnce = sodnd sil monenzinu
s titinnosti vyjédferiou v obsahu Listého monenzinu,

Origindln{ ampule s¢ uchovivaji v temnu pHi 5 *C.

3.7  Monenzin, rékladni standardnf roztok

PHprava: Do odmérné bafiky na 100 ml se odvi# takové
mnodstvi prifkové standardni substance monénzinu (3.6)

s plesnost! nejménd na 0,001 g, tak, aby s ohledem na de- -
klarovanou Ginnost byla koncentrace monenzinu—kyseli-

ny 1 mg v 1 ml. PHd# se asi 45 ml extrakinfhio roztoku
(3.2) a po rozpulténi se dopinf (extrakiénfm roziokem
(3.2) po rysku a promichd. Je stdl§ 2 tydny pH teploté 5.°C
8 v lemn, _ o3 '

38 Monenzin, pracovnf standardnf roztok (pro premixy)

PHiprava: Do odmémé baiiky na 250 m! se odpipetuje 20
ml zfklsdnfho standardnihio roztoku moncnzinu (3.7), do-
plni fedicim roztokem (3.3) po rysku a pr

_ promichd,
thmumﬂubauudplpohdu!ﬂmldnodmﬁm&hﬁk_y

na 100 ml, doplni vodou po ryskn a promichi.
Plipravuje se \'ﬂr Lerstyy. -
Tento roztok. obsahuje 16 g monenzinu v 1 mi.

39 "Monenzin, pracovaf srmdudnmmt (pro krmné smisi)
Pfprava: Do odmémé baiky na 50 mi sé odpipetuje § il
#ikladniho standardnilio roztoku monenzipu (3.7), doplnf
extrakinim roztokem (3.2) po rysku a promichd, gipn vu-
je se vidy Zerstvy, - _ IR ;

Tento roziok obsahuje 100 pg monenzinu v 1 ml.
310 Chloridsodnf, povny
311  Pyuologicks oetok - =gt e
* PHiprava: 8,0 g chloridu sodriého (3.10) se rozpustf, dopln
na 1 000 ml a sterilizuje 20 minut phi121°C

‘312 Testovaci mikroorganismus Bacillus subtilis ATCC 6633

(CCM 1999y

PHprava a udrkoviinf kmene: Kultura se uchovéivé na Sik-
mé udrlovacf pidE (3.14,2) phi teplotd 5 °C a Tkrft més-
né se peotkovivd. Po pleotkoviini se vidy inkubuje po
dobu 24 h pHi teploté 37 °C ¥ termostatu (4.6). |

313 Sporovi suspenze testovaciho mikroorganismu

Pliprava sporové suspenze: Kultura vyrostld na §ikmém

,agaru s¢ smyje asi 3 ml ého roxtoku (3.11)
a pfenese se asepticky do lihvi (4.11), obsahu-
jicich sporuladni padu (3.14,1). Pomocf sterilnich sklené-
nfich kulitek se mikrootganismus rovnomérné rozetfe po
povrehu agaru. Takto plipravené Rouxovy lhve (4.11) s¢
inkubuji pfi teploté 37 *C po dobu 7 a# 10 dni, Sporulace
se ovEH pod mikroskopem (4.13) a potom se narostl kul-
tura smyje s povrchu 25 ml fyziologického roztoku (3,11)
odstredi (4.7), k sedimentu se pfidd opét 25 m fyziologic-
kého roztoku (3.11), suspenze se zahifvé 30 minut pH te-
ploté 65 °C a znovu odstfedi (4.7). Toto promyvéni spér se
opakuje tFikrdt. Nakonee se suspenze spér pfevede do ku-
Zelové baiiky a zahtivd se 30 minut pH £ 65°C. Takto
plipravend suspenze spér predstavuje zdkladnf inokulum,
mmuuichmmpﬁmpmrchpnﬁmmdmuﬁ
sl . ;

Konecentrace se urfuje experimentéln{ tes-
taci, M4 byt takovd, aby velikost inhibinf zény pH fedéni
4 pg/ml byla 22 mm, coZ odpovids asi 0,2 a2 0,3 ml sporo-
suspenze na 100 ml agaru,

314 Zivné pidy




"3141 Sporulatn pida, Zivng agar &. 2 suleny SEVAC

PHprava: 40;£vnéhnuamnm¢puﬂivlﬂ00mlmpﬁ
vody, plidd se 400 mg sfranu manganatého (3.15), pova

se, rozd&f po 250 ml do R lihvi (4:11) a m-n.
auju 20 minut pk tlaku 0,05 MPa a teploté 110°C.

.3142— Udrhudpd.da hmilpr% 28EVAC .

Pliprava; Etejnipknuspamwpbdy{sul}hm
phidavku sfranu manganatého, pfed sterilaci se roadéli do
zkumavek po 7 a2 9 mllpostcrdimu nechd utahinont
v-Sikmié poloze.

- 3143 Testovacf pida

Fﬁpm'u 07g h}rdmpnfoﬂdm':mnu draselného, 0,45 g
dihydrngmim‘weﬁunu draselného 10,0 g glukosy, 15,0 g
agaru (nebo. Bacto-agaru Difeo) a 25 g kvasnitného auto-

Tyzatu  SEVAC" se rozpust! v 1 000 mil vody, pH upravi |

na hodnotu 6,0 a rozlijé po 300 ml do bantk na 500 ml.
Stﬂﬁmulﬁmﬁutphpfmfakuﬂﬂﬁma. :

315  Siran manganat{, pevng

4. PHstroje a pomdecky

4.1 Fhmskhnﬁlﬁﬂﬁﬂmxﬂﬁﬂmmnebnﬁﬂmmx
XZSﬂmml

42 mm@wmmﬁauammtmumnymMnm
200 mm

43 Korkovrt p:mnam 9 mm
Vodoviha _
PodloZka vyrovadvact regulovatelnd
Termostat vhodngch parametrd *
Odstfedivka vhodngch parametriy s pHshienstvim
Lizess vodnl s termostatem

49 Trubice chromatografickd s kohoutem, délky S00 mm, vnitF-
nf svétlost 20 mm, bez frit:.r

4.10 Vata ﬁKU"\-"'E.R

4.11 Lihev Rbnma

© 412 Pipela podlei‘mm

413 Laboratorn tiepatka

© 414 Mikroskop vhodné konstrukee

FEER

L5 FN“F

51 Premn:,r

511 Dduiﬁsendzgzhﬂehnﬂmmrtuspmmmuﬂl gdo
kufelové bafiky na 250 m], piidd s¢ pfesnd 100 mi ethylalkoholu

(3.1) (pozndmka 8.2) a tfepe se 15 mlnulmtl‘tpaéu{ﬁ 13). Po-
tom se suspense dfiltruje nebo odstiedi.

Supermnatant se nafed! Fedicim roztokem na testovael koncentra-
cif;4a2 ugmumnnuv 1 ml (pozndimka 8.4).

5.1.2 Paraleln se plipravi z pracovniho standardniho roztoku
{3.8) fednim vodou testaéni koncentrace standardi &; 4 alpg
monenzinu v 1 :|:|.'I

+ na 1 hodinu do chiadnitky. Pak se v pray

5.1.3 300 ml (70 mi) rozehF4té testovact pidy (3.14. 3) zchlazené
asi na-60 °C se nactkuje sporovou suspensi (3.13). Naotkovand
pida s¢ rozlije na plotnu (4.1) opatfenou rimem a umisténou ve
vodorovné poloze (4.4). Po ztuhnutf agarové vrstvy se plotna ulo
vadilenostech
vyhloubf korkovrtem v pidé 9 X 9 (6 X 6) jamek, do nich? se vnd-
Lojf jednotlivé testované roztoky a testagnl standardy Pasteurovou
pipetou (4.12). Standardy se pinf do 3 fad pod sebou ve stfedu
platny, testované roztoky zkoubeného vzorku po obou strandch
odpovidajic koncentraci slnndlrdu. Plotna (4.1) se inkubuje 16 g%
18 hodin pH 37 °C.

Priméry milr.l?m inhibitnich z6n se msEH posuvn nii‘fthr:m "
& plesnost 0,1 mm, i

52 Krmnélmﬂai

521 Od\'ﬂfsclﬂﬂmgﬂnhhnﬂmvmrkuamﬁm
g do kuzelové baitky na 250 ml, phidi se plesné 100 ml ethylalko-
hotu (3.1) (poznimka 8.3) a nechd se yolni extrahovat 3 hodiny za
obtasného promichéni nebo pf:sno:v:hladnlﬁm Po skonen!
extrakce s¢ roztok =iltruje.

5.2.2 PHprava chromatografické kolony: Ha dno chromatog)

ké trubice se vioH mal{ smotek vaty AKUVE nﬂ{ﬂﬂ]. VSype se
oxid hlinitf (3.4), 2 to po nékolika vrstviich, z kaddd se mirnd
stlatf, do v{ie asi 7 cm. Potom se kvantitauvn! plevede na kolonu
25 ml filtrétu a nechd protékat. Sloupec se promjvi daliimi podily
extrakéntho roztoku (3.2) po divkdch 5 ml. Eludf se jimd do od-
mérné bafiky na 50 ml, tato se dupln[amakénlmmunlmm 3.2
po rysku a promicha. 8

Dile se fedénim Fedicim roztokem (3.3) pﬁpmrl testovaci kon-
centrace §; 4 a 2 jg monenzinu v 1 ml (poznimka 8.4).

5.2.3 Vedle toho se plipravi standardnd kalibratof roztoky: 20 ad

25 ml standardniho roztoku (3.9) se plevede na chro-
m;.:;'gnﬂckf sloupec (4.9) a cluuje stejné, jak uvedeno v odstavei
5.‘ .

5.2,4 300 ml (70 ml) rozchBité pidy (3.14.3) a zchlazené asi na
60 *C se naokkuje sporovou suspensi (3.13). Naotkovand phda se
rozlije na plotnu (4.1) opatfencu rimem (4.2) uttsnéngm malym
mnodstvim agarové pldy a umfsténon ve vodorovné (4.4) poloze,
Po ztuhnut! agaru se ulod plotna (4.1) na 1 hodinu do chladnitky,
Pak se v pravidelnfch vadilenostech vyhloub! v pidé korkovriem
(4.3) 9 X 9 (6 X 6) jamek asi 25 a? 30 mm od sebe, do kterfech se

* vndbeji jednotlivé testované roztoky a testalnl roxtoky standardi.

Standardy se pini do 3 (2) Fad pod sebou ve stfedu plotay, po obou
strandich se plnf do 3 (2) fad testované rozioky zkouleného veorku,
odpovidajicl svou koncentract pHstulnému Felenf standardu. Plot-
na (4.1) se inkubuje 18 a 20 hodin pfi teplotd 37 °C v termostaty
(4.6). Priméry venikljch inhibiénich z6ny se méH posuvnfm mé-
Fitkem s plesnosti 0,1 mm. .

6. Vipotet a vyjddieni visledkn
Obsah monenzinu v mg/kg se vypolitd podle PHlohy 10, &ist

- 1.1

Visledkem stanovent je n_rit.mﬂil:kj' primér visledki dmu sou-
bEind pravedénfch stanoven, kieré splfiujl podminku opakova-
telnost a vyjadiuje se s phesnosti na jednotky mg/kg.
7. Opakovatelnost
7.1 Pro premixy

Mebyla dosud stanovena,



7.2 Pro krmné smési
Nebyla dosud stadovena,

l._ Poznimky

8.1 Ethylalkohol a aceton jsou nebezpetngmi hotavinami . tHdy,
proto pii jakékoli manipulaci s nimi je putno dodrovat bezpet-
nostn{ pravidla, .

8.2 Navi¥ka zkulebnfho vzorku i objem extrakénfho roztoku je
modng wpravit s ohledem na deklarovany obsah monenzinu ve
zkoubendm vzorku tak, aby vislednd koncentrace monenzinu ve
vituhu byla minimélng 10 pg/1 mi,

8.3 Maximéini hmotnost navizky krmné smési je 40 g. Pokud pii
télo naviitce nenf modno dosihnout pofadované koncentrace mo-
nenzinu ve vilubu 10 pg/ml, je theba do postupu zakadit odpatent
uritého mnokstvi filtritu-na vakuové odparce phi teplot® maxi-
mélng 40 °C. Odparek se rozpusti v extrakénim roztoku (3.2) a dé-
le se¢ postupuje podle boda 5.2,2,

8.4 Viluhy zkoueného vzorku a kalibratnd roztoky standardu se
plipravuji tésné pled vlastnim stanoven(m, .

1.6 ‘Stanoveni obsahu monenzinu
Tato mefoda je uvedéna v Journal of Association of Official
. Analytical Chemists 71,(3), 480-488 (1988), !

1. Utel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoven{ monenzinu
v premixech a krmnyjch smésich, ' ;

2, Princip
Monenzin se stanovi po extrakei veorku smésnfm rozpoudttd-

lem hexan-octan ethylnat§ metodou vysokoGinné kapalinové

chromatografie na reverzni fiz s postkolonovou derivatizact.

1.7 Stanovenf obsahn salinomycinu
1. Utel a romsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoven{ salinomycinu
v premixech a krmngch smsich,

Pro Glely této metody se poufivi tato definice: Salinomycin je
stimuldtor ristu a antikokcidikum, Po chemické strdnce je to sod-
nd sil polyetheru kyseliny monokarboxylové, sumdrntho vzorce
Ci:H Oy Na, produkované kmenem Streptomyces albus,

2. Princip _

Salinomyein se stanovi na zikladd inhibi¢ntho G&nku na rist
testovactho mikroorganismu Bacillus subtilis ATCC 6633 diftiani
plotnovou metodou, J
3. Chemikilie

3.1 Ethylalkohol 96% (pozndmka 8.1)
3.2 Ethylalkohol 90% (pozndmka 8.1)

3.3 Ethylalkohol 25%
Fyziologick§ roztok 1 :

. Piprava: 8,0 g chloridu sodného (3.10) se rozpusti, doplni
na 1000 ml a sterlizuje 20 minwt pf 120°C . '

3.5 Siran manganaty (MnSO,), pevny :

3.6 Oxid hlinit§, bézicky pro sloupeovou chromatografii

3.7 Salinomycin, standardnf substance o znmé siinnost

3.8 Salinomycin, z4kladnf standardni roztok (pro premixy i k-
mné smési) S X
Pliprava: Do odmérné baitky na 100 ml se odvaH takové
mnostvi standardnf substance salinomycinu (3.7), 5 ohle-
dem na deklarovanou dindost, s pfesnost! nejménd na
0,001 g, které vytvoif koncentraci salinomycinu 1 mg v 1 ml,
Tolo : a paviizené mnokstvl se rozpusti v 96%

* ethylalkoholu (3.1), doplnf jim po rysku a promichd. .
Uchovivé se v chladnitce pfi 4 °C a takto uchoviin je roztok
stabiln{ po dobu 14 dnf.

3.9 Salinomycin, pracovni standardnf roztok

Pfiprava: Ze zikladnfho standardnfho roztoku salinomyciny

s¢ vhodngm fedénfm 25% ethylalkoholem (3.3) pHpravi tes-

talaf koncentrace 4; 2a 1 ug v 1 ml (porndmka 8.3); :
3.10 Testovac mikroorganismus Bacillus subtilis ATCC 6633

- (CCM 1999) .

+ PHprava a udriovénf kmene: Zdkladnf kmen je udrfoviin
pravidelngm pfeofkovinim na Skmém masopeptonovém
agaru, inkuboviin pi teploté 37 °C 18 a% 24 hodin a uchovi-
véin phi teploté 4.°C. ' T

3.11 Zivné médium & 1 pro péstoviinf testatnfho kmene

SloZenl: Pepton, . L 60g
athydrolyzdt kaseinu 4,0 g
Extrakt kvasnifnf 3og
Extrakt masov{ 1L5g
Glukosa 10g
Agar . a0y,
Voda doplnit do 1000 m Sterilizuje se 15 minut phi teploté

121°C. '

_ 3.12 Sporové suspenze testovaciho mikroorganizmy

PHprava: Nérhst kultury na Sikmém agaru se smyje 3 mi fy-
ziologického roztoku (3.4) a plenese asepticky do :
lihve (4.11) obsahujicl 300 ml Hivného media &, 1 (3.11), ke
kterému se plidalo 300 mg siranu manganatého (3:5). Po-,
moci sterilnich sklenénfich kuliZek se mikroorganismus rov-
nomérné rozestie po povrchu Evného media.

Takto pfipravené Rouxovy léhve (4.11) se inkubuji pHi te-
ploté 37 *C po dobu 7 aZ 10 dol. Sporulace se ov&H pod mi-
kroskopem (4.13) a potom se narostl kultura smyje s po-
vichu 25 ml fyziologického roztoku (3.4). odstiedi (4.4),
k sedimentu se pfidd opét 25 ml roztoku
(3.4), suspenze se zahfivé 30 minut pH teplotd 65°C
a znovu odsttedi (4.4). Toto promgviin{ spér se opakuje thi-
kriit. Nakonec se buspenze spor prevede do kuzelové badiky
a zahfvd se 30 minut pli teplotk 65 *C. Takto plipravend su-
spenze spdr pledstavuje zékladnf inokulum, kieré uchovivi-
. 0o phi teplotd 4 °C je poutitelné po dobu 6 mésicd.

Koncentrace sporosuspenze se urtuje experimentdlni testacl.
M byt takovi, aby velikost inhibitnf z6ny phi fedénf 4 ug/
/ml byla 22.-mm, co odpovidi asi 0,2 a2 0,3 ml sporosu-
spenze na 100 ml agaru,




3.13 Zivné médium &, 2 pro viastof testaci — testovaef plida
Slozeni: Hydrogénfosforetnan draselng (K,HPO,) 0,69 ¢
; ! Dih}'dmﬂl:nfﬂfm_'eﬁnan draselny . :

(KH,PO,) 0,458
Extrakt kvasning. A 25 g
Glukosa St U100 g
e R e 12,0 g

Voda doplnit do -1000.ml Steriliaje se 15 minut pH teplotd
121°C. - R £ :

L1

4. Pitroje a pomicky

41 Plotoa sklentnd 360 mm X 360 mm nebo 250 mm X
X 250 mam M 3.0 :

42 Réin kovovy 340 mm X 340 mm nebo 200 mm X 200 mm

4,3 Korkovrt o priméry 9 mm
4.4 Odstredivia vhodné konstrukee s pisluSenstvim
4.5 Termostat vhoilné velikosti

‘46 Trepatka tabotatordf -

4.7 Podlo¥ka vyrovngvact Iagulm‘atf.lnﬁ

48 Vodovéha .

4.9  Pipety podie Pasteura ;

4,10 Trubice chfomatografické s kohoutem, primér 20 mm bez
w LS -

4.11 Léhey Rouxova na 1000 mi

412 MEfitko posuvné

4:13 Mikroskop vhodné konstrukee

= b
5. Postup
5.1 Premixy

. 811 Odvii# se asi 10 g zkufebnfho vzorku s presnosti 0,01 g do

kuZelové bafiky na 250 ml (pozndmka 8.2), ptidd se ptesné 100 ml
ethylalkoholu (3.2) a 30 minut se protéepévé na tiepatce (4.6).
Filtruje se pfes suchy stfednd hustf filtr do suché kadinky, plitem#
prvni podil filtrétu se nezachycuje. Filtrdt se déle fedi ethylalkoho-
lem (3.3), s ohledem na ofekdvang (deklarovany) obsah salinomy-

cinu ve zkouleném vzorku, na koncentrace 4; 2 & 1 pg salinomyei-.

nu v 1 mi (pozndmka 8.3),

5.1.2 Testovaci plotna se pfipravi nésledovné: |

Na sterilni sklenéncou plotnu (4.1) s kovovim rimem (4.2) utés-
néngm malym mnolstvim agarové piidy, upravenfm do vodovahy
(4.8), se malije 60 nebo 300 ml (podie velikosti poufité plotny) ro-
zehtété testovact phdy (Zivié médium & 2 = 3.13), kterd je ochla-
zena na teplotu 60 °C a naofkovéna vhiodnjm mnokstvim sporové
suspenze testovactho mikroorganizonu (3.12), Po utuhnutf agarovié
vrstvy s¢ plotna (4.1) viod na 1 hod. do chladnitky. Potom se
v pravidelngch vzddlenostech vyhloubi korkovrtem (4.3) v plidé
6 2 6 nebo 9 X 9 jamek, do nich se vnddeji veorky i standardy po-
mocl Pasteurovich pipet (4.9). Testaéni koncentrace standardu
(3.9) se plni do tif nebo dvou Fad ve sttedu plotny, testované kon-
centrace veorku (viz 3.1.1) po obou strandch plotny na strany od-
povidsjici pHsluSnému Fedén standardu. Plotny (4.1) se inkubuif
16 aZ 18 hod, pii teplotd 37 °C. Proméry vzniklfch inhibignich zén
se odméfuji posuvngm mEHtkem (4.12) s presnosti pa 0,1 mm,

5.2, Krmné smési

5.2.1 Do kulelové bafiky vhodného objemu (pozndmka 8.2) se
odvaH asi 10 g zkubebniho vzorku s plesnost! nejmént na 0,01 g
(pozndmka 8.2), pFidé se urené plesné mnodstvi (poznémbka 8.2)
ethylalkoholu (3.2) a 30 minut se vytfepdvd na tepatce (4.6).
Venikld suspenze se pfevede na chromatografickon kolonu, kterd
je pHipravena tak, Ze do chromatografické trubice (4.10) ve svislé
poloze se na dno vio smotek vaty, trubice se naplni do viZky asi
75 mm oxidem hlinitjm (3.6). Eluét se ddle fedf ethylalkoholem
(3.3) s ohledem na ofekdvany (deklarovany) obsah salinomycinu
ve zkouleném vzorku, na koncentrace 4; 2 a 1 pg salinomycinu
v 1 ml (pozngmka 8.3), '

- Diéle se postupuje podle 5.1.2,

6. Vepotet n vyjdient vslediu
 Obsah salinomyeinu v mg/kg se vyposits podie Phlohy 10, &st-
7.1 : 3

Vsledkem stanovenf je aritmetick§ primér visledit dvou sou-
b&mé provedenfch stanovend, kieré spliwji podminku opakova-
telnosti a vyjadhuje se s pfesnostl na celé jednotky mg/kg: "
7. Opakovatelnost
7.1 Pro premixy

MNebyla dosud stanovena

7.2 Pro krmné smési

Nebyla dosud stanovena.

8. Poendmky

8.1 Ethylalkohol je nebezpetnou hoflavinou 1. tidy a proto pHi ja-
kékoli manipulaci s nim je nutno dodrfovat bezpednostni pravidia

8.2 Naviika zkufebniho vzorku i objem extrakénfho roztoku se
voli « ohledem na deklarovany obsah salinomycinu ve zkoufeném
vzorku tak, aby vislednd koncentrace salinomyeinu ve vilubu byla
10 ug/1 ml. : T

8.3 V{luhy zkoufeného veorku a kalibraZni roxtoky standardu se-
plipravujf tésné pfed vlastnim stanovenim,

1.8 Stanoveni obsahu salinomycinu
Tato metoda je uvedena v Journal of Association of Official-
Analytical Chemists 71,(3), 480-488 (1988).

1. Utel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanovenf salinomycinu
v premixech a krmnfch smésich.

2. Princip
Salinomycin se stanovi po extrakel veorku smésnfm rompuuﬁ‘-

tédlem hexan-octan ethylnat§ metodou vysokodinné kapalinové
chromatografie na reverzn{ fizi = postkolonovou derivatizact,



1.9 Stanovenf obsahu tylosinu

. Do téio metody byla zapracovina doporuieni EU uvedend
¥ D'fﬁ.cial Journal no L 153, 29.-'05!71

1. Utel a rozsali

Tato metoda lpedﬁhljc podmfnk}' pro stanoven tylosinu'y pre-

mixech a krmnjeh smisich (pozndmka 8.1),
2. Princip

Na vzorek je plisobeno horkgim fosforeEnanovm thumivim roz-
tokem, potom je extrahovin cthylalkoholem, odstiedény tylosin se

stariovi na zklad® inhibi¥nfho GEinku na rist mikroorganismu -

- Micrococcus varians ATCC 9341 difdzn{ plotnovou metodou,

3, Chemikilie

3.1 Hydrogenfosforetnan draselri§ (K;HPO,), pevng
3.2 Dihydrogenfosforetnan draselng (KH,PO,), pevny
33 Ethylalkohol 96% (poznfimka 8.2)

3.4 Médium antibiotické & 1 (fa OXOID) (pozndmka 8.3)
35 Agr W
3.6 Pepion pro b@h"crlnlogil

37 Autolyzft kvasnicny

3.8 Beef extrakt

3.9 - Kasein enzymaticky, hydrolyzt

3.10 Glukosa

311 Zivof agar & 2

3.12 Thumivy roztok iuaﬁoro&mnwjrnpﬂ 7,0

- PHiprava: Do odm&n&haﬁky na 1 000 ml nﬂdﬂiﬂ' 136 ¢

* hydrogenfosforetnanu draselného (3.1) a 5,5 g dihydrogen-
fosfore&nanu draselného (3. 2} mpuml ve vodé, mut& d;r
p!nl po rysku a promichd.

313 ﬂmtvframkmeﬁnmﬂupﬂﬁﬂ

PHprava: Do odmérné badiky na 1 000 mi se odvéX 16,7 g
hydrogenfosforetnant draselného (3.1) a 0,5 g dihydrogen-
fosforeénanu draselného (3.2), rozpusti vemd&, dopln tou-
1é% po rysku a promichd (poznimka 8.4).

3,14 Tylosin, standardni substance znimé aktivity
3,15 Tylosin, zikladnf standardni roztok

Pfiprava: Do odmémé bafiky na 100 ml se odvi tolik stan-

- dardnf substance tylosinu (3.14), s ohledem na deklarova-
nou (innost, 3 pfesnosti nejménd na 0,001 g-tak, aby vi-
slednd koncentrace tylosinu v 1 ml byla 1 mg (pozndmka
8.5). Odvibené mnodstvi se rozpusti v 5 ml ethylalkoholu
(3.3), dopinf fosforeEnanovim tlumivim roztokem o pH 7
(3 ll}poryakunpmmkhi.

' Tento roztok uchum?vd:hdnibocpﬁm;:htﬂ‘cjcnﬂf
jeden tfden.

3.16 Tylosin, pracovf standardnf roztok .

Piiprava: Zikladni standardnf roztok tylosinu (3.15) se na-
fedf pomocf fosforeénanového thumivého roztoku o pH 8

(3.13) na koncentraci 100 g/mi a potom déle na testataf
koncentrace-d, 2a 1 pgv im](pﬂm!mkiﬂ!?]

3,17 Testovaci mikroorganismus . hﬁ:momu vnmm AT{:C
9341 (CCM 552) E :

Uchoviinf kmene: Ve zkumavkéch na Sikmém udrkovacim

agaru (3.19) pfi teploté 5 °C, po thech tfdnech se pfeotkové
vé a kultivace se provadf 24 hod. pfi teploté 37 °C.

Jeden den pled pouditim se Muju na ﬁtﬁf Fvny agar
€2 (3.11) a kultivuje 24 hod.pli teploté 37 °C.

Pfiprava suspenze k testovdni: Kultura kmene pleolkovand
jeden den pred vlastnfm stanovenim nia vng agar £.2 (3.11)
s¢ plevede 5 ml fyziologického roztoku (3.18) do. sterilni
zkumavky a touto suspensf (asi 3 ml) se naotkuje rozehfitd
$ivnd piida (3.21) pH teplots 48 °C.

3,18 Fyziologickf roztok

Piprava: 0,8 g chloridu sodného se rozpusti ve vodé, doplini
vodou na lﬂﬂﬂml,prmﬂdﬂamnhm;asaiﬂmutpﬁ
121*C.

3.19 Udrkovacl agar pro uchovéng kmm

Piiprava: Odvi# se.3,0 g peptonu-pro bakteriologii (3.6)
© 2,0 g kascinu enzymatického (3,9)
1,5 g autolyzitu kvasnitného (3.7)
. 0 75 g beef extrakiu (3.8)
Y g glukosy (3.10) =
T.S g agaru (3.5)

a tato smis se rozpust{v 1 Dﬂﬂmtmdy.mﬂifeduﬂcﬁmwk
a sterilizuje 20 minut phi teplot® 120 °C. Po sterilizaci se zku-
mavky vloH v §ikmé poloze do ztuhnuti pﬁd}r

3.20 Zivng agar & 2

Piiprava: Odvi se 40 g Zivnéha agaru & 2(3.11), rozpusti
. v.1 000 ml vody, rozlije duzlmmavck stejnfm iplhn'bun ja-
ko udrkovaci agar (3.19).

‘3,21 Zivnd pida pro viastnf testaci

Piiprava: OdvdH se 30,5 antibiotického media & 1.(3.4),
rozpusti se v 1000 ml vody, rozlije do kuZelovfch bangk pa
3% ml a sterilizuje se 20 minut v autoklfva (4.6) phi teploté
120*C.

4. PHstroje a poméicky

4.1 Plotna sklenénd 360 mm X 360 mm nebd 250 mm X 250 min
42 RimimMMmmXMMnmzi}Ommxzﬂﬂmm
4.3 Korkovrt-o priméru 9 mm

44 Termostat vhodné velikosti -

4.5 Lézed vodnl s termostatem

46 _ Autoklfy .

4,7 Odstiedivka s pslusenstyim

48 Trepatka laboratornf

49 Podlozka vyrovnévaci regulovatelnd

4,10 Vodovéha

411 Pipmpudlcmmn j

412 Chladnitka

4.13 Odparka vakuovd s pHslufenstvim



414 'Suldma vakuovd s pHsludenstvim
§. Postup

Do kuselové baiiky na 250 ml se odvéHf asi 10 g zkufebnfho
veorku (pozndmka Bﬁ}sphmmﬂnejmh!uﬂ,ﬂl;anﬂjc
120 ml fosforetnanového thumivého roztoku o pH 8 (3.13), ohfé
tého na 70-a% 80 °C, umisti na vodn ldzed (4.5) o stejné teplotd
a 10 minut se zahtivd, Potom se bafika umisti na thepatku (4.8)
# § minut se protfepdvd. Po pliddnf 80 ml ethylalkoholu (3.3) se
vyttepdvd opét 5 minut. Po ochlazeni se roztok plevede do odmir-
né bafiky na 250 ml, doplnf fosforetnanovim tumivim roziokem
opH8 (3. 15}pumﬂapmml:hi Filtruje s¢ (pozndmka 8.7) su-
chim stiedn® hustfm filtrem do suché kidinky, pfitemZ prvnl po-
dil filtediu se nezachycuje. Daldf &st filirdtu se nafedl fosforedna-
‘novim themivim roztokem o pH 8,0 (3.13), s ohledem na ofeki-
van§ obsah tylosing ve zkoukeném vzorku, na testované koncen-
trace 4,0, 2,0 21,0 ug v 1 ml (pozndmka 8.9),

Pro obsahy ve zkouleném vzorku pod 10 mg/kg (po-
zndmka §.8) se alikvotni &st extraktu pievede do odpafovac bait-
ky a odpaii za snffeného tlaku a teploté 35 °C na odparce (4.13)
do sucht. Odparek se rozpusti v ethylalkoholu (3.3) a potom se
roztedi timték na vibe uvedené testované koncentrace.

Naolkovand testovact Hvnd phda (60 ml nebo 300 ml — podle
velikosti poudité plotny) se rozlije na sklendnou plotau (4.1), opa-
tfenou rimem (4.2) a utésninou malfm mnodstvim agaru (3.5)
a umisténou ve vodorovné poloze. Po ztuhnutf agarové vrstvy se
plotna uloH na 1 hod. do chladnifky (4.12). Pak se v pravidelngch
vedilenostech vyhloubf korkovrtem (4.3) v pldé 6 X 6nebo 9 X 9
jamek, do nichi se vodseji testalni § testované koncentrace, Testat-
nf koncentrace se plni do (H nebo dvou fad ve sttedu plotny (4.1),
testované koncentrace zkouSeného vzorku po obou strandch plot-
ny na strany ajici pHsluinému fedinl testafntho roztoku

standardu. Plotna s inkubuje 16 a% 18 hod, pHi teplotd 37 °C. Pri-

méry vznikifch inhibitnich z6n se meH s pfesnost! nejménd na.

0,1 mimn.

6. Vepoket a vyjddient visledicu
Obsah tylosinu v mg/kg se vypoditd podle PHlohy. 10, &st 7.1
Visledkem stanovend je aritmeticky primér visledki dvou sou-
béiné provedengch stanovend, kieré spliuji podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se s phesnost! na celé jednotky mg/kg.
7. Opakovatelnost
Mebyla dosud stanovena, (pozndmka 8.8)

8. Pomndimky
8.1 Metoda EU uviidi mez stanovitelnost 2 mg/kg

8.2 Ethylalkohol je nebezpednou hoavinou 1. tfdy, pmo pi ja-
kékoli manipulaci s n[mjr, nutné dodriovat bezpefnostnd pravidia.

8.3 Metoda EU uvédi sterilnf fyziologicky salin.

8.4 Metoda EU uvidi smés tlumivého roztoku o pH 8 s methylal-
koholem (6 + 4), kterd se navie poudivd k Fedéni pro pHprava
standardniho roztoku | testovanych roztoki zkouleného vzorku.

8.5 Metoda EU uvid! navic vysulen standardnf substance tylosi-
nu po dobu 3 hodin ve vakuové sufime (4.14) ph teploté 60°C
a testabal koncentrace 1, 0,5 a 0,25 pg tylosinu v 1 ml.

8.6 Navitka zkulebniho vzorku se volf s ohledem na obekivang
(deklarovang) obsah tylosinu ve zkouSeném vzorku,

Metoda EU uvad( naviky u koncentréth (s ohledem na obsah
tylosinu ve zkoukeném vzorku) 10 g, u premixi a krmiv 20 g.

8.7 Metoda EU avidf odstfedéaf extraktu,
8.8 Metoda EU uvidi pro viechny obsahy 10 % relat.

8.9 Viluhy zkoufeného vzorku a kalibrafni rozioky standardu se
plipravuji thsné ped viastnim stanovenim.

1.10 Stanovenf obsahu virginiamycinu

doporuen] EU uvedend v Offi-

Do této metody byla zapracovéna
clal Journal no L 015, 18/10/84
1. Utel a poutitf

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni wnum:m
nu v premixech a krmivech (poznémba 8.1).

Pro iitely této metody se poudivi tato definice:

Virginiamycin je stimulitor s, peptidové vit antibiotikum pro-
dukované kmenem Streptomyces virginise, obchodnim nfizvem
Stafac.

2. Princip

Vzorek je extrahovin smis kyseliny citrénové a acetonu (po-
znfimka 8.2) a po separaci pevného podilu se virginiamycin stanovi
na zikladé inhibi¢niho GEinku na testovac] mikroorganismus Mic-
rococcus varians ATCC 9341 difiizni plotnovou metodou.

3. Chemikidlie

31 Aceton (poznimka 8.3)

32 Hydrogenfostoretnan draselny (K,;HPO,), pevnf

33 Dihydrogenfosforetnan draselng (KH,PO,), pevag

34 Kyselina citrénové, roztok o(CgH,0; . H,0) = 0,1 mol/1

35 Extrakt kvasnicng

36 - Kasein

A7 Glukosa

38 Agar podie CSL 4 nebo ekvivalentn Estoty

39 AgarBivag & 2 SEVAC nebo ekvivalentni dtinnosti

3.10 Extrakénf roztok — Kyselina citronovi (3.4) + ateton (3.1),
smis (14 1) (poznfmbka 8.2)

311 Thumivy roztok fostétovs o pH 6,0

Phiprava: Do odmErné bafiky na 1 000 ml se odvid 2,00 g
(poindmka 8.4) hydrogenfosforefnanu draselného (3.2)
a 8,00 g dihydrogenfosforednanu draselného (3.3), rozpusi
ve vodé, dopinf vodou po rysku a promichd.

3,12 Virginiamycin, standardnf substance zndmé aktivity, Mikro-
biologickd aktivita 100 % odpovidi 1000 pg/mg

313 Virginiamycin, zikladnof standardni roztok
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Piiprava: Podle znimé aktivity standardnf substance virginy-
amnicinu (3.12) se vypolte hmotnost navikky pro urlity ob-
jem tak, aby koncentrace v 1 ml byla 1 000 pg virginiamyci-

nu. Toto odvikené mnodstvi s plesnostl nejménd na 0,001 g

se razpust] v extrakinfm roztoku (3.10) (poznimka 8.5

a po rozpulténl se jim doplni na vypolten§ objem a promi-
chi, ) '

Tento standardnf roztok mé trvanlivost 4 tydny pii uchovini
o teploté 4 °C.

3.14 Virginiamycin, pracovn{ standardnf roztok -

PHiprava: Stondsobngm zfedénim zikladnfho standardnfho
roztoku (3.13) se pHpravl pracovnf standardni roztok o kon-
centraci 10 pug virginiamycinu v 1 ml, ze kierého se plipravuji
natedénim thumivim roztokem (3.11) (poznémka 8.6) tes-
taénl roztoky o koncentraclch 2 pg; 1 pg a.0,5 ug v 1 ml. -

Tento roztok se plpravuje vidy Serstvi,
3,15 Zivnd pida pro uchovdvini kmene a pro testovin(

PHprava: Odvii#i se: 40 g ivaého agaru & 2 SEVAC (3.9)
3 g kvasniéného extrakiu (3.5)
4 g kaseinu (3.6)
1 g glukosy (3.7) a
4 g agaru podle CSL 4 (3.8),

rozpust] zi horka vy 1 000 ml vody, hodnota pH se uprav na
hodnotu 6,5. Pro testovdnl se rozdéli do 300 ml kukelovich

banék. Pro uchovinf kmene se rozdélf do zkumavek v div-

kéch po 7 ml

Sterilizuje se 20 minut pHi tnplﬁé 121 °C, Zkumavky po sie-
rilizaci so ulok v Sikmé poloze a¥ do utuhnuti pady.

3.16 Testovacl mikroorganismus Micrococcus varians
* ATCC9341 (CCM $52)

Uchovini kmene: Ve zkumavkich na dkmé EHvné phdé ph
teploté 5 °C a kakdfch 14 dni se pleotkovivd a kultivace se
providi pfes noc pfi teploté 37 *C. i

Pliprava suspenze k testovfing: Kultura kmene, peo
" den pled vlastnim stanovenfm se plevede 5 ml fyziologické-
ho rozioku (3.17) do sterilnf zkumavky a touto suspensf (asi
.2 a¥ 3 ml) se naotkuje rozehitdd Eivnd pida phi teploté 48 *C
a¥ 50 *C a opatrné se promichd,

3.17 Fyziologick§ roztok

PHprava: 8 g chloridu sodného se rozpusti ve vod® a doplnf
na 1 000 ml; Sterilizuje se 20 minut p 121 *C.

*3.18 Ikobol (pozndmka 8.3)
3,19 Tween, methylalkoholicky roztok 5 g/1

320 Thimiv§ fosforetnanovy roztok (3.11) — methylatkohol
(3.18), smés (8 + 2)

4. Phistroje a pomiicky
4.1 Plotna sklengnd 360 mm X 360 mm nebo 250 mm X 250 mm

4.2 Rﬁmkmvf(éﬂm!mﬂﬁvamﬁﬂdﬂmkﬂﬂmmum
200 mm X 200 mm :

4.3 Korkovrt o priméru 9 mm

4.4 Vodoviha 1
4.5 PodloZka vyrovndvaci regulovatelnd
4.6 Odstfedivka vhodné konstrukce

4.7  Autokliv

48 Tiepatka

4.9 Termostat .

4.10 pH metr

4.11 Pipeta podie Pasteura

4.12 Lihve meﬂ na 1000 ml
4.13 Qdparka vakuové s pHsluZenstvim

5. Postup
5.1 Premixy

5.1.1 Odvi se phistulné mnoZstvi (pozndmka 8.7) zkulebniho -
vzorku 5 pfesnost! nejménd na 0,01 g a extrahuje se odpovidajicim
objemem (pozndmka 8.7) extrakéntho roztoku (3.10) v ku2elové
bafice vhodného objemu na tiepatce (4.8) po dobu 30 mimt (po-
endimka 8.8). Pak se'filtruje suchym stfedné hustym filtrem do su-
ché kidinky, pfitem? prvnd podil filtrfin se nezachyeuje. Alterna-
tivnd je mokno extrakt separovat odsttedénim (4.6). Potom se fil-
triit (supcrnatant) nafedi tak, aby koncentrace podilu extrakiu
zkoudeného vzorku byla asi 5 pg/ml; na fed&nf se poufije thumivy
roztok (3.11). ' ' ;

b thstnf@uu stanoveni se tento roztok déle Fedf pomoci tumivé-
ho roztoku (3.11) na koncentrace 2; 1 a 0,5 ug virginiamycinu v 1 '
ml (poznfimka 8.10), ;

- 512 Maotkovand testovacl 2vnd pida (3.15) se rozlije na sterilni

sklengnou -plotau (4.1) opatfenou kovovim nebo sklenéngm ré-
mem (4.2), utésnénou malfm mnokstvim agarové pidy a umfstd-
nou ve vodorovné poloze (vodoviha — 4.4). Po ztuhnuti agarové
vrstvy se ulod plotnk (4.1) na 1 hodinu do chladnitky. Pak sc
v pravidelnch vzdélenostech vyhloubi korkovrtem (4.3) 9 X 9 ja-
mek, do nich? se vndfeji jednatlivé testalnl roztoky standardu vir-
giniamycini' (3.14) a testované roztoky zkouSeného vzorku pipe- -
tou podle Pasteura (4.11). Testalnl roztoky standardu se pini do
3 stfednich jamek ve dvou fadéch pod sebou a po obou strandich se
plnf testované roztoky zkoueného veorku, obdobné do dvou Fad
a to vidy k odpovidajicimu fedéni standardu, Plotoa (4:1) se inku-
buje 16 a2 18 hod. pH teploté 35 *C aZ 37 °C v termostatu,

5.3 Priméry venikifch inhibitnich z6ny se m&H posuvngm mé-
titkem s phesnosti 0,1 mm.

5.2 Krmiva (poznfmka 8.8) °

Do kuiclové bafiky vhodného objemu se odvi# asi 50 g zkulieb-
niho vzorku s plesnosti nejménd na 0,01 g, pHidd se presnd 200 mi
extrakénfho roztoku (3.19) a na'thepatce (4.8) se vythepdvi po do-
bu 30 minut. Potom se pevnj podil scparuje odstednim (4.6),
odpipetuje se plesné 20 ml &irého supernatantu do odpafovact
baiiky, bafika se pfipoji k odparce (4.13) a pfi teploté nepiesahuji-
i 40 °C se extrakt odpali asi na 5 ml. Odparek se tedi smésf thumi-
véha fosforefnanového roztoku a methylalkoholu (3,20) tak, aby
vsledn§ roztok mél konceéntraci, s ohledem na ofekévany (dekla-
m;f] obsah virginiamycinu ve zkouSeném veorku, pliblifnd
1 pg/ml. .

Z tohoto roztoku se nafedénim pomocd smési dumivého fosfo-
renanového roztoku s methylalkoholem (3,20) plipravi testované
kontentrace 0,5, 0,25 a 0,125 pg virginiamycinu v 1 ml (pozndm-
ka 8.10). M '

Dile se postupuje podle 5.1.2 a 5.1.3.
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6 vmm rﬂintl‘onl’vfdﬂdkn ;

Dhs-ah mgimm}'ﬁn\r mg.e’kg sr.‘u]lpuﬁhﬁ podla Pfﬂnhy 10, &dst
T

st.'lndkﬂm stanoven je ammm:k;- prtunEr vf‘a!adkﬁ d‘mu s0U-

béind provedenfch stanovent, které splfiuji podminku opakova-
- telnosti a vyjadfujf se s presnosti na jednotky mg/kg.

7. 'ﬁﬁ'ﬁﬂmﬂnm
* Nebyla dosud stanovena (pozndmka 8.9).

8. Pmﬁnlql .

8.1 Metoda BU uvédf mez stanovitelnosti 2 mg/kg.

8.2 Metods EU uvid{ extrakiénf roziok mmyhlkohohckir roxtok

© Tweenu (3.19)

8.3 Aceton a methylalkohol jsou nehmpo&nfnﬁ hoHavinami L -
dy, proto je nutné pii jakékoli manipulaci dodriovat bezpetnostni

prlmdl

8.4 Metoda EU p-uuH\"ﬁ ke ﬂtﬂavﬁn‘l mﬁd tlumivého fosfored-
n:.nwéhu roztoku a nmﬂlyhlknhﬂlu (3 Zﬂ}

8.5 Metoda EU poutévé k rozpousténf (feddaf) methylalkohol

(3.18).

' ummwmﬂmxmmMmmnmmms

th:mwéhcn fosforeZnanového roztoku s methylalkoholem (3.20).

8.7 Havﬁ.:kn zkufebnfho vzorku i objem extrakéniho roztoku se
voli s ohledem na deklarovany obsah virginiamyciou tak, aby
vislednd koncentrace 'lrirgilliau:ryuinu ve viluhu byla minimélné
10 pg/ml,

Metoda EU uvidf navézku lﬂatﬂﬂnpmmmnﬂys obsahem
pod 50 mg/kg nebo navidtku 1 a% 10 g pro malﬂiﬂﬂ obsahém
nad 50 mg/kg

8.8 Metoda EU uvédi tento postup jako u'nivummipro premixy
i kemiva (s vijintkou navéiky zkusebniho vzorka).

8.9 Metoda EU uviddi pro obsahy virginiamycinu

do 10 mg/'kg opakovatelnost 2 mg/kg
od 10 do 25 mg/kg 20 % relat
od 25 do 50 mg/kg 5 mglkg
nad 50 mg/kg - 10 % relat

" 8.10 Viluhy zkouleného veorku a kalibrafnf roztoky standardu

se pfipravuji tésnl pfed vlasinim stanovenim. -

1.11 Stanoveni obsahu zink bacitracinu difiizi
na agaru

1, Otel & rozssh

Tato metoda specifikuje podminky pro stanovend zink bacitraci-
nu v premixech.

2, Princip
Zink bacitracin se stanovi difiizni plotnovou metodou na zikla-

dt inhibitntho Gtinku na rst testovactho mikreorganismu Micro-
coccus luteus ATCC 10 240,

3, Chemikslie

3.1 Hydrogenfosforetnan draselng (K HPO,), pevng
32 Dihydrogenfosforetnan draselng (KH,PO,), pevng
3.3 * Kyselina fosforetng, roztok o(H;PO,) = 0,3 mol/1
34 Kyselina chlorovodikovi, roztok ¢(HCI) = 0,1 mol/
3.5 Voda destilovand, sterilnf i
3.6 Hydroxid draselng) roztok ¢(KOH) = 0,1 mo/]

3.7 Zivnfagar® 2°

3.8 Kvasnitn autolyzét

39 Mnaupcp‘[onqwj- agar

3,10 Tlumiv§ roztok o pH 6,5

Pfiprava: Do odm&rné badiky na 1 000 ml se odvéH 27,85 g
dihydrogenfosforetnanu draselného (3.2), 22,15 g hydro-
genfosforeénanu draselného (3.1), rozpusti ve vod¥, toutés
dopinf po rysku a promichd. .

3.11 Za bacitracin, siandardnf substasice o znfmé aktivitd
3.12 Zn bacittacin, zékiadnf standardaf roztok '

PHprava: Do odmémé baky na 50 ml se odvi¥ takové
mnodstvi standardnf substance Zn bacitracinu (3.11), s ohle-
.+ dem na deklirovanou aktivitu v m.j./g, s pfesnosti nejméng -
na 0,0001 g tak, aby mnofstvi Zn bacitracinu v-tomto obje-
mu bylo 2 500 mj. prﬂetnavﬂhwmg[m}mwade

podie veoree:

o Zsﬂﬂym:j.

kde y je deklarovand akiivita v m.j./mg

K odvikenému mno¥sivi se pHdd 5 ml roztoku kyseliny chlo-

- rovodikové (3.4), 25 ml roztoku hydroxidu draselného
(3.6),5 ml t}umwéhomnuku[s 10), doplnf vodou po rysku
a promiché.

Tento zékladnf standardnf roziok Zn bacitracinu obsahuje
v 1 ml 50 m,j. anm:ﬂzmnuuaﬂahﬂnlpudubuﬁmutfd- :
ni pii uloeni v chladnifce.

3.13 Za bacitracin, kalibra&nf (testathf) roztoky

PHprava: Zikladn{ standardn{ roziok Zn bacitracinu (3.12)
se zhedi tlumivim roztokem (3,10) na koncentrace 2; 1
aﬂSm.j.?lnﬂ{pumimka.ﬂ._l}. s\

3.14 Fyziologick roztok

PHprava;: Sgdﬂundumdnéhuscmpuﬂlvcmdildaplnl
“na 1000 ml. Sterilizuje s¢ 20 minut pH 121 °C.

315 Testovaci mikroorganismus Micrococcus luteus
ATCC 10 240

PHpmﬂaudﬂmﬁnIkmnc:ﬂﬂadﬂkmm}cudrMn
pravidelngm pleotkovinim na Sikmém masopeptovém aga

ru (3.9), inkubovéin 18 a% 24 hod. phtep]mﬁﬁ?'ﬂluchnr- ;
viivin pfi teplott 4 °C.

Priprava sporové suspense: Kultura kmene, pleotkovand
den pfed vlastnim stanovenim, se phevede 5 ml fyziologické-

. ho roztoku (3.14) do sterilnl zkumavky, touto suspensf se
naotkuje rozehiitd Zivnd pida (3.16) pfi teploté 50°C
& opatrné promichd.
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3.i6 Zivnd pida pro viestnf testaci (testovact pi.'lda}l

Slokenf: Zivnf agar 8.2 (3.7) 40
Kvasniénf autolyzdt (3.8) 15
* Yoda'do 1000 ml e

Sterilizuje se 30 minut ph teplots 115 °C

4. PHstroje a pomiicky

4.1 Plotna sklenénd 360 mm X 360 mim, nebo 250 mm X 250 mm
4.2 Rém kovovy 340 mm X 340 mm, nebo 200 mm X 200 mm
4.3 Trepatka laboratornt '

44 Korkovrt o priméru 9 ntm

4.5 Termostat vhodné konstrukce

4.6 PodloZka vyrovadvaci regulovatelnd \

4.7 Vodoviha y

4.8 Pipeta podie Pasteura

49 MéHiko posuvaé

5. Postup

Do kufelové bafiky mﬁﬂnﬂmoﬂvﬁﬂhﬂkmm
v mg (m) a s plesnostf nejméné na 1 mg, které se vypolitd podle

' VEorce

i Sﬂﬂiﬂ.

¥

kde y je dbekfivan (deklarovang) obsah Zn bacitracinu ve zkoule-
ném vzorku v m.j./mg (pozndmka 8.2)

K odvifenému mnokstv se pHdd 50 ml roztokis kyscliny fosfo-
reéné (3.3) a pa dobu 30 minut se vytepdvé na thepatee (4.3), Pak
s¢ roziokem kyseliny fosforeéné upravi pH na hodnotu 2,0 a vytfe-
péivé se opdt po dobu 10 mimut. Nato se extrakt dopinf fyziologic-
kffm roztokem (3.14) tak, aby celkov{ objem byl 100 ml a promi-
chil se. Extrakt se nechd usadit a potom se pomoci fedénf thumivim
roztokem (3,10) plipravi testované koncentrace 2, 14 0,5 m.j./ml
{pozndimka 8.1). Na éterilnf skienénou plotou (4.1) s rimem (4.2),
utésnngm malfm mnokstvim agarové pidy (3.16) a umisténé do
vodovihy (4.7) se nalije 300 nebo 60 ml (podle velikosti poufité
plotny) rozehEité pidy (3.16) ochlazené na 50 °C a na-
otkované vhodnym mnodstvim suspense (3.15) spor. Po utuhnutf
pitdy se plotna (4.1) umfsti na 1 hod. do chladniky: Do rchinzené
piidy se korkovriem (4.4) v pravidelnych vadilenostech vyhloubi
9%'9 nebo 6 X 6 jamek, do nich se vndilejf jednotlivé kalibratnf
rozboky (testaénl koncentrace) a testované koncentrace zkoubené-
ho vzorku pomoel Pasteurovy pipety. Kalibeadnf roztoky se vndSejl
do tH nebo dvou Fad ve sthedu plotny, testované roztoky zkoufené-
ho vzorku piistuiné koncentrace k odpovidajicim koneentracim
kalibragnich roztoku po obou strandch plotny, Plotna (4.1) se in-
kubuje 16 a2 18 hod. pfi teploté 37 °C.

_ vaniklfch inhibitaich z6n se odmékuji posuvngm mé-
Hikem (4.9) s pfesnostf nejménd na 0,1 mm. Ze =skanfch hodnot
méfeni se vypolitd primérd hodnota velikosti 260 jednotlivich
koncentraci pro standard i zhouSeny veorek. :

6. Vipotet a vyjidient visledku

Obsah zink bacitracinu v mg/kg se vypolitd podle PHlohy 10,
Eist 7.1

v Official Joarnal no L 015, 18/01/84

Visledkem stanovend je artmetick§ primér visledki dvou sou-
* béiné provedenfich stanovend, kieré splitujl podminku opakova-
Mawmﬁnlm na jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.

8. Poznfimky

8.1 Viluhy zkouleného vzorku a kalibraénf roztoky standardu se
phipravujf tésnd pfed vidstnim stanovenim.

8.2 Je-li pledpoklidany obsah Zn bacitracinu ve zkoudeném
vzorku uveden v mg/g, jenutné jej pepotitat vzhledem k deklaro-
vané GEinnosti standardn substance na 1 m.j./g.

'

1.12 Stanovent obsahu zink bacitracinu

Do této metody byla BU -uvedend

Lﬁid;mmh .
Mmﬂrpﬁhkmkymmm&m
nu v krmivech, veh koncentrdtech & premixech, Mez sta-
‘novitelnosti metody je 5 mg/kg (5 ppm) (pozndmka 8.1,
2, Princip _
" Vaorek jo exirahovi pli pH 2 smésf okyseleného ednsho
methylalkoholu, sulfidem sodnym je eliminovin rafivy
vliv ve vodé rozpusinfch médnatjch solf, Zn bacitracin se stanovi
na wildadé inhibitntho déinku mikroorganismu Micrococcus lu-
teus (flavus) difdznf plotnovou metodou. -

3, Chemikslic

31 Wm Micrococcus luteus (flavus) ATCC
3.1.1 Udrkovdnf kmene: Zikladnf kmen (3.1) je vdrdovén na Sik-
mém | agaru (culture medium) (3.2,1), in-
kiuboviin 24 hod. pHi teplot®30 *C a uchovivd se v chladnit-
ce ph teplotd 4 °C  pfeotkoviivd se vidy po dvou tfdnech.

3,12 PHprava bakteridlnf suspense (pozndmka 8.2): Kultura na-
rostld na dikmém masopeptonovém agaru (3.2.1) se smiché
s 2-3 ml fyziologického roztoku (3.3), touto PR
otkuje 250 ml masopeptonového agaru (3.2.1) v Rouxové
lahvi (4.5) a inkubuje 18 a% 20 hodin pH teplott 30 °C. Na-
rostld kultura se smichii 25 ml fyziologického raztoku (3.3)
a vznikld suspense se rozfedi timié roztokem (1 + 10), Pro-
© pustnost této suspence, mifend ph vinowé délce 650 nm

v kyveté o optické délce 10 mm, musf bjt alespodi 75 %.

Tato suspense je stl i teploté 4 °C po dobu jednoho t5d-

£

ne (poznfmka 8.2).

3.2 Zivné pidy a Enidla
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m; Masov§ pepton 6,08

- Trypton 4,0 g-

Extrakt kvasnliéag 3,0 g
Extrakt masovy 1,5 g
Glukosa 10g . -,
A;arll)ﬂlﬂﬂ,ﬂ; N
Voda doplnit do 1000ml -~ *

Smhacmilim}unpﬂpomﬂiunmibﬁﬁ,:

Jz.z medpﬂda{pmimhﬁﬂj

ﬁo&ﬂlwmmnlnug ;
Extrakt kyasnitng 3,0 g
Extrakt masov§ 1,5 g
Glukosa 1,0 g
Agar 10022200g -
“Voda doplnit do 1 000 ml

" Smés se steriliuje & pH po sterilizaci mé bfi 6,5.
* Chiorid sodng, roztok 8 g/1 (sterilizovang)

Kyselina dllmmfodlhvi. kone. (h= 1,17 g/ mi}
Kyselina chlmg:rﬂdi‘kml, roztok o(HCl) = 0,1 mol/l =

Methylalkohol (pozndmka 8.4), k,',rnﬁu chlorovodikovi
(34) ~ voda, smés (80 + 17,5+ 2.5)

Hydroxid sodng, roziok o(NaOH) = 1 mol/1
Sulfid sodng, roztok e(Na,S) = asi 0,5 mol/|

Indikétor bromkrezolové violef, roztok 0,4.g/1 v foztoku

hydroxidu sodného

Piprava: Do odmEmé bafiky na 250 ml se odviH 0,1 g
bromkrezolové violetl, rozpusti v 18,5 ml 0,01 mol/1 hydro-
xidu sodného, doplnf po rysku mdnu:pmml:hi.

Tlumivy roztok fosforelnanov o pH = 6,5

PHprava: Do odmérné batky na 1 000 ml se odvi 22,15 g
hydrogeafosforeénanu d:asdnéhu[K,HP{L , 27,85 g diby-
drogénfosforeénanu driselného (KH,PO

dé, touté} doplni po rysku a promiché.

Zn bacitracin, standardnf substance o mémé aktivi
Zn bacitracin, standardnf roztok

PHpraya: Do odmérné baitky na 50 ml se odvii mnogstvi
standardni substance zink bacitracinn (3.11), s ohledem na
jeif aktivitu, odpovidajici 1 050 m.j., pfidé se 5 ml roztoku
kyseliny chlorovodfkové (3.5), promichd a ponechd st 15

minut. Pak se ptidd 30 ml vody, pomoci thumivého roztoku
{3.10 seup:‘av!pt-lm-u {asi 4 ml), doplni vodou po rysku

a promichd,

* 1 ml tohoto standardniho roztoku dewidi 2! m.j. Za ba-

citracinu,

Zn mn:mw rozioky (testatnf koncentrace)

PHprava: Redénim standardnfho roztoku Zn bacitracinu
{3.12) pomoci tlumivého roztoku (3. 10) se plipravi testaini
koncentrace U 42;0,21; 0,105 a 0,0525 m.j./ml (poznimka
81y

Fyziologicky roztok

Fiprava: 8 g chioridu sodného se rozpust! ve vodé a doplni
na 1 000 ml. Sterilizuje se 20 minut pfi 121 °C.

e

Ve vo-

mmm;upmuq

4.1 Plotna sklendnd, Bﬁﬂmxﬂﬁﬂmm'mboﬁﬂmmx
: xzﬁﬂmm{pmimhﬂi}

mw,mmxﬂwmﬁnmmﬂmﬁxmmm
“Ttepatia laboratornf
Termostat vhodné konstrukce

Léhev Rouxova
r]:IHmell1;pi‘[llllﬁl}l:lﬂli'h'ﬁu :

Odstiedivka laboratornf -

, demhmuhlﬂkm _
Mhmmmmmm{mu}
4.10 Pipeta podie Pasteura

5&'-'5 & LE B

. Postup
5.1 Premixy a minerdlnf krmiva

5.1.1 Do kubelové batiky vhodntho objemu se odvi asi 2 of
5 g zkufebnfho vzorku s pfesnost{ nejméné na 0,001 g, pfidd se
presnd 29,0 ml smési methylalkohol—kyselina chlorovodikovi~

~voda (3.6), ptesad 1,0 ml roztoku sulfidu sodného (3.8) a kritce
se promichd, Po zkontrolovénf pH (mé bft asi 2) se obsah vytbepd-
vé na thepabee (4.3) po dobu 10 minut, phidd se plesné 30 ml tu-
mivého roztoku (3.10) a op¥ se vyttephvé 15 minut, Pak se od-

- sthedl (4.7). Ze supematantu se odpipetuje vhodng allkvotnf podil

do odmérné bafiky takového objemu, aby s chledem na obekdvan§
(deklarovany) obsah Zn bacitracinu ve zkouleném vzorku a po
doplnénf na tento objem byla ziskéna koncentrace asi 0,42 mj. Zn
bacitracinu v 1 ml. t]’cmhbtﬁk}r:tdnp{nl tlumiv§m roztokem
(3 lﬂjpomtupmnkhi.

5.1.2 Testovaci pide (3.2.2) se naofkuje bakteridlnf suspensf
(3! Jﬁpﬁl@pbtﬁpﬁhﬂh&ﬁ‘t.?ﬂphdb&hjﬂhrlmﬁkﬁm
(4.1) s testovact piidou a riiznfmi koncentracemi Zn ba-
dmnnuuﬁﬁelmzjih&qlmnd&lﬁchunﬂmﬁhhﬂéﬂch -
26in, se jisti potfebné mnosvi bakieeidini suspense (3.1.2).

Na sterilnd sklen¥nou plotau (4.1) (poznimbka 8.5) se viije tako-
vé& mnodstvl testovact pidy naotkované, jak vide uvedeno, aby s
vrstva asi 2 mm tlustd (napf. 60 ml na plotnu
o rozmérech 250 mm X 250 mm), po usazeni se vyhloubf jamky
o rozmérech asi 10 o 13 mm a ve vaddlenostech as 30 mm, do
nich se vndiejl pipetou dle Pasteura (4.10) jednotlivé koncentrace
kalibratnich roztokd standardu i extrakti zkouleného vrorku
v mnodstvi 0,10 nebo 0,15 ml podle velikosti jamek. KaZdd kon-
centrace s¢ divkuje 4krit, takke jedno stanoven{ vyfaduje 32 inku-
balnfch z6n. Plotna se inkubuje v termostata (4.4) ph teploté
30*C po dobu 16 aZ 18 hod. Jednnth!éinhﬂihlzﬁn?nmﬂf
sﬂmﬂmmén&mu 1 mm.

5.2 Proteinové koncentrity

Do kudelové baiiky vhodného objemu se odviH plesnt 10,00 g
zkudebnlho veorku, pdd se plesn® 49,0 ml smisi methylalkohol—
—kyselina chlorovodikovi—voda (3.6), plesad 1,0 ml roztoku sul-
fidu sodnéha (3.8) a kritce se promichd. Po kontrole pH (md mit .
hodnotu asi 2) se obsah vytfepdvi na tepadoe (4.3) po dobu 10
minut, pHdd se pfesnd 50,0 ml tlumivého roztokn (3.10), oplt se
vytfepdvi 15 minut a pak se obsah batky odsifed! (4.7). Ze super-
natantu s¢ odpipetuje vhodng alikvotnd podil do odpatovac bafiky
(4.9), roztokemn hydroxidu sodného (3.7) a pomoe! pH metru
(4.6) nebo indikdtoru (3.9) se upravi pH na hodnotu 6.5 a na od-




parce (4.8) pfi teplotd nepfesahujicl 35 °C se roziok odpali na cca
poloviénl objem. Potom se roztok kvantitativad plevede do od-

mérné baiky takového objemu, aby s ohledem na obekfivany (de- -

kiarovan$) obsah Zn bacitracinu ve zkouSeném vzorku po doplné-
nf na tento objem, byla jeho koncentrace piibliint 0,42 m.j./mlL

Pak se obsah baiky doplni tlumivim roztokem (3.10) po rysku
a promichd.

Diile se postupuje podle 5.1.2.
5.3 Ostatnf kemiva (krmné smési)

Do kulelové bafiky vhodného objemu se odvill phesn® 10,0 g
nebo 20,0 g (pozndmka 8.6) zkisebniho vzorku, phidé se plesni
24,0 ml smési methylalkohol—kyselina _chlorovodikovi—voda
(3.6), ptesnd 1,0 ml roztoku sulfidu sodného (3.8) a vytfephvd s
na thepatce (4.3) po dobu asi 10 minut. Potom s¢ phdd pfesnd
25,0 ml thumivého roztoku (3.10), vytfepdvd se jelté 15 minut
a pak sc obsah odsttedi. Ze supernatantu s¢ odpipetuje phesné
20,0 ml do odpafovaci baiiky (4.9), roztokem hydroxidu sodného
(3.7) se upravi pH roztoku na hodnotu 6,5 a na odparce (4.8) se
odpati pfiblifng na 4 ml pfi teplotd nepfesahujfci 35 °C. Potom se
roztok kvantitativné plevede do odmémé bafiky takového obje-
mu, aby & ohledem na ofekdvang (deklarovang) obsah Zn bacitra-
cinu ve zkouleném vzorku po doplnénf na tento objem, byla jeho
koncentrace pribliZng 0,42 m,j./ml. Pak se obsah baiiky doplad
tumiv§m roziokem (3.10) po rysku a promichd.

Dile se postupuje podle 5.12.

6. Vypotet a vyjddien vsledku.

nghﬂnkhadxmdnu\}mgﬁguwpoﬂﬁpnﬂluﬂﬂumm,
Mst7.1 ;s .

V{sledkem stanovenf je aritmetick priunés vfsledki dvou sou-

béné provedenfch stanoven, které spliiuji podminku opakova-
telnosti a vyjadfuji se s pfesnosti na jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost

Rmﬂmmhnp&mmﬂmiMHmivaﬁjmlm '

stejném vzorku nesm( plekrotit hodnotu:

pro obsahy do 10'mg/kg - 2 mg/kg

. pro obsahy od 10 mg/kg do 25 mg/kg 20 % relat.
pro obsahy od 25 mg/kg do S0 mg/kg ~ Smg/kg
pro obsahy nad 50 mg/kg 1 i 10 % relat.

8, Pomgmky

8.1 1 mg Zn bacitracinu je pro krmivéfské dlely ekvivalentnt 42
mj,

8.2 Mohou byt pouity i jiné zplisoby pHpravy, které diivajf stej-
8.3 Mii#e byt pouit jakfkoliv komeréné vyribén§ masopepiono-

vf agar nebo testovacl piida které dévajf prokazaieing shodné vf-
sledky, |

8.4 Methylalkohol je nebezpeéns hoHavina 1. tFidy a zvid¥{ nebez-
petnjm jedem, proto pl jakékoli manipulaci s nim je nezbytné za-
choviivat bezpeénostnd pravidla.

8.5 Pro testovini se volf dostateiné velké plotny umoZfiujici
v agarové plde Mﬂm&mﬁn&ﬁ]mﬂ.

ﬁ/'
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8.6 Pro oekévang (deklarovang) obsah Za bacitracinu ve zkou-
Geném vzorku 5 mg/kg se odviH napt. 20 g,

8.7 Metoda EU uddivii tyto hodnoty opakovatelnosti:

2.1 Stanoveni obsahu amprolia
1, Utel a rozsah

Pro stanoven{ amprolia v premixech jsou uvedeny tfi metody,
a 10 spektrofotometrickd, izotachoforetickd (pozndmka 8.1) a me-
toda né ka chroma fie pro stanoveni
vend mproﬁnvwmhﬂahmn?&miﬂah(pmim&h

Pro Géely této metody se poulivi tato definice:

Amprolium je antikokcidikum, které se aplikuje v kombinaci
§ ethopabdtem (Amprol Plus). Po chemické strince je to 1-[4-
-{amino-!*pmﬂi*.i-pyﬁmidinyl]mhﬂ]-ziphdinium hydroch-
lorid, sumémfho vzorce C,JH N,Cl,.

2. Princip . N Je-

Amprolium se stanovl v ethanonolovém extrakitu reakel s acety-
laminonitrothiazolem v alkalickém prostiedi po extrakei butylal-
spektrofotometricky nebo ve vodném vfluhu'na zikladi
rozdilné pohyblivosti iontd v elektrickém poli metodou ITP (pre-
mhi]umwmkdmmﬁmhﬂdkmm nésled-
nou separaci 1tek s vy$iim retentnim Lasem na SEP-PAK patron-
ce ., Alumina A*, metodou kapalinové chromato-
grafic na reverzn{ fiizi s pouitim UV detekee (premixy a krmné
smisi) :

3, Chemikilie

31 Spck‘lmfutmﬂdc_ldnmtoda- ; s
Ethylalkohol 96%, predestilovany, aldehydis prosty (po-
nfimka 8.2) °
Acetylaminonitrothiazol, reakénf tinidlo
PHiprava: Do odmémé badiky na 100 ml se odviH pesné

0,250 g acetylaminonitrothiazolu, po rozpulténd v ethylal-
koholu (3.1.1) se doplnf timtéZ po rysku a promichi.

PHpnwjes:vMyhmﬁam:iuIsephddmﬂmnﬁ-

3.1.2

3.1.3 Hydroxid sodn§, roztok 200 g/1, ublititand prosty

PHprava: Do odmérné baiiky na 1000 ml se odviHl
200,0 g hydrokidu sodného, rozpust v Serstvl vyvafené
redestilované vodé (prosté oxidu ubli&itého), doplnf toutéz
po rysku a promichd,

Uehoviivé se pod Kalclovfm uzévérem.

Amprolium, standardnf substance (doporutuje se original
preperit z dovozi s garanci 100 % titinnosti, ne stark{ 3
let, popf. ovéfen§ o GEinnosti nejmént 95 %).

Chrénf s¢ petlivé pfed dennfm svitlem a uchovivi se na
chladném misté.

Amprolium, zékladaf standardnf roztok (pozndmka 8.3)

PHprava: Do odmémé bafiky na 100 ml s¢ odvili pfesnd
100,0 mg standardni substance amprolia (3.1.4) 100%
fitinnosti nebo pHslutng plepodtené mnodstvi substance

14

315




346

- zikladnihio standardntho roztolu
~ethylalkoholem (3.1.1) po rymunpmmr

3.1.7
32
321

g ovétend ﬁhnum‘!i,‘mzpusﬁ v cthylnlknhulu (3.1 1y,
timtéz n.‘-np!ni po rgﬂtu .promichd. ;

lmltohntaziklldnlhnﬂ.mdlrdnlhuroﬂ.uhanbuhujﬂ

i lmglmpmhl ~
Ampmﬂum*pmmvnlunndudql mu;k,{pomimknﬂ 3).

Piiprava: Do odmérmné baﬁlq.r ni rnI sa odpipetuje § ml

r.hE 1. 5}, doplnf
1 mi tohoto pracovaiho ﬂandudnﬂm rostoku obmhu]u
100 jig amprolia. 1

Buljrlaiknhal {pmﬂmkn B. 2}

Imtl.chnfﬂrmckﬁ metoda

Vedoycei elehroljrl {pﬂmimk: 3 4)

- PHprava: Z- mmn]clr.y Mﬁlﬂnmnﬂm -amonjaku

(3.2.8) (poendmka 8.5) se. pﬁpmrt roztok c(NH;OH) =
0,005 mol/1, upraveny na-hodnotu pH = 5,3 izotermicky

(pozndmka 8.5) pledestilovanou ¥ propionovou
* - (3.2.7) s ptidavkem 5 ml 0,2% methylcelulozy (3. 115} do
. 100 m! roztoku.
Koncov§ elektrolyt (pozndmka &4} '

322

323

324

325
3.2.6
327
328
i3

EECH |
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PHprava: Kyselina octové, foztok o(CH,CO,H) = 0,005

mol/| pﬁpravmi ! immiﬂckjr (pmmns 5) destilova-

né kyseliny octové,
Amproliois, 26kiadnd stisdasdaf roziok

Piprava: {pozndmka 8.3) Do odmérné bafiky na 100 ml s
odviH plesné 0,050 g standardnf substance amprolia
(3.1:4) s d€innost] 100 % nebo phepoftené mnostvi sub-
stance o niZ4 (éinnosti, rozpust! ve vodé, touték doplof po
Tysku o promichi.

1 ml tohoto zikladniho standardniho roztoku obsahuje
0,5 mg amprolia. -

Pfi uchovéni v chladu (asi pH 5 °C) je roztok stél 1 miésic.

" Amprolium, pracovni standardnf roztok ‘
" Piprava: (pozndmka 8.3) Do odmémé baitky na 100 ml se

odpipetuje § ml zikladnfho, standardniho roztoku ampro-
lia (3.2.3), doplni po rysku vodou a promfché. Uvedené
[Fedénl je-pro pHpad, kdy teoretick§ obsah amprolia ve
zkoufeném vzorku je 12,5 mg/g.

1 ml tohoto prnnmrnlbu standardnfho roztoku obsahu;lc
25 pg amprolia, Plipravuje se vidy Lerstvy.

Obecné se pracovn! standardni roztok plipravi tak, aby

s ohledem na ofekdvany obsah ve zkouleném vzorku (teo-

ric) ¥ jeho 1 ml bylo tolik lmpmhl jlkﬂ v 1 ml roztoku
zkoudeného veorku,

Hydroxid draselny, pevny

Methylceliloza

Kyselina propionové (h = 0,99 g/ml)

Amoniak, koncentrovang (h = 0,89 g/ml) |
Metoda vysokoiinné kapalinové chromatografic
Methylalkohol (poznémbka 8.2) (HPLC grade)
Dioktylsodivmsulfosuceingt, (ddle jen DOSS)
Chlorid vipenatf, dihydrét (CaCl, . 2 H,0)

334
335
3.3.6
337

338
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31-3- 10

iin

Acetonitril (HPLC grade) '
Diethylamin (déle jen DEA)

Kysclina octové ledovi(h = 1,05 p’ml}.

Amprolium, standardn{ substance (pozndmka 8.3)

Amprolium, zikladnf standardnf roztok (pozndmka 8.3)

PHprava: Do odmérné bafiky-na 100 ml s¢ odvi#

ST aZ 63 mg standardni substance amprolia (3.3.7), phidd
se asi 80 ml extrakénf smési (3.3, lzjapum:pum.{sedm
plnf touté? po rysku a promichi. -

1 ml tohoto zdkladnilio standardnfho roztoku -ob@ﬂmau
S‘Mdﬁﬁﬁug amprolia,

Ampmhum. pnenm[ﬂaudar;ln! mﬂnk

Pifprava: Do odmérmé baitky na 100 ml se odpipetuje
10 m! zékladnfho standardniho roztoka amprolia (3.3.8),
doplnf se extrakEnl smésf (3.3.12) po rysku a promichd.

1 ml tohoto pracovntho standardnfho roztoku nbuhu;n 57
af 63 jug amprolia,

Amprolium, kalibraénf standardnf roztok

Piiprava; Do odmérné bafiky na 100 m! se odpipetaje
25 ml pracovnfho standardntho roztoku amprolia (3.3.9),
doplaf po rysku extrakénfl smésf (3.3.12) a promich4.

Koncentrace tohoto kalibraniho standardnafho Muku je
piibliEnd 15 pg amprolia/ml

Pro optimalni slodenf mobilni fize pro pousivanou kolonu
(viz 4.3.1) sc doporufuje empirické odvozenf slofent mo-

bilnl fize michdnim slodek A a B tak, aby reteninf &as piku
amprolia odpovidal kapacitnimu faktoru k = 10 a® 16,

‘Chromatograficky systém je velmi citliv{ na eluénf silu mo-

biln{ féze, kterd pro danou kolonu musi bft vhodnym na-
stavenim slofek A a B mobilnf fize optimalizovina.

' Pnkmkysepm:pmmm»muﬁ;mﬂumm;:ﬁ

poméru A + B =1 + 1 a pro dosaen( optima se tento po-
mér pozvolna ménd tak, fe jeho zvilent ve prospéch slodky
Ahpn&mi&kmrmhpampat

Phiprava: Dodmndm&nfdlhmét{dm}rhaﬂ}m .
1000 ml se odvii popl, udmﬁiﬁpﬂm(mmpn&d“n
nutno dodriet):

slofka A slofka B

DOSS (3.3.2) () 1,780 1,780
Acetoniteil (3.3.4) (ml) 350 450
Voda (ml) 200 200
Kyselina octové ledové (3.3.6) (ml) 10 10

- i(nidfmokscdnbh promichd, po fidném rozpufténf se

LACH b

plidajf do kakdé bafiky 3 ml DEA (3.3.5), doplaf vodou po
rysku a promichajf.
Extrakini smés

Priprava: Do odmémé bafiky na 1 000 ml se odm&H asi
200 ml smési methylalkohol—voda (2 + 1), phidd se

+ 2,220 g DOSS (3.3.2), 1,470 g dibydrétu chloridu vipena-

tého (3.3.3) a po rozpulténi se doplni po rysku vide uve-
denou smisi a promichd.



4, Pistrofe a pomicky

41  Spektrofotometrickd metoda

d.1.1 Spekirofotometr vhodné konstrukce
4.1.2 Miska theci s tloutkem

4.2 lzotachoforetickd metoda

4.2.1 Analyzdtor izotachoforeticky (ITF) se zapisovalem
422 pH metr

4.2.3 Tiepatka (horizontdlnf)
4.2.4 Michatka elektromagnetickd s michadélky
4.3 Metoda vysokodtinné kapalinové chromatografie

4,31 Chromatografl kapalinov§ vysokoitinng s phsludenstvim
(Zerpadio, kolona — reverzni fiize Cyy, 250 X 4 mm, 5 a2
10 pm, injekuidnf dévkovac! zaHzen — Rheodyne, UV de-
tektor, registraénl zafizeni) popt. Iﬂ;kimn datastanice s in-
tegratnim software

4.3.2 StHkalka injekEni polyetylénovd

4.3.3 Trubice sklentnd o priméru 10 mm se¢ z6ienfm hrdlem na
konci

4.34 Trepatks laboratorni vhodné konstrukee
4.3.5 SEP-PAK patrona aluminia A

8, Postup (pozngmka 8.11)
5.1 Metoda spektrofotometrickd

511 Sestrojent kalibrataho grafu (poznfmka 8.3)

Do sady délicich ndlevek na 250 ml se diferencované odpipetuje
1,0: 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 ml pracovniho standardniho roztoku ampro-
lia (3.1.6), objem se upravi na 20 ml roziokem ethylalkoholu
(3.1.1). Do kaZdé dilici ndlevky se odpipetuje po 1 ml reakEntho
tinidla roztoku acetylaminonitrothiazolu (3.1.2) a 6.m! roztoku
hydroxidu sodného (3.1, 3;:!&“ a 8.6), nflevka s dikladné
potfepe a ponechd asi 5 min v klidu, Potom se pfidé plesné po
50 ml roztoku hydroxidu sodného (3.1.3), 10 ml muluhubolu
{3.1.7) a intenzfvni prothepdvd po dobu 1 minuty. Po rozdélent fi-
#f se spoduf vodnd vrstva odpusti do dalsf délicl ndlevky na 250 ml
a butanolovil vrstva se filtruje suchfm Hdk§m papirovfm filtrem
do suché odmérné batiky na 50 ml. Tento postup se opakuje —
vodnd vrstva se protfepdvd 5 10 ml butanolu po dobu 1 minuty
a rozdélent vrstev po 10 minutéich tak dlouho, a% se odmémé bai-
ka na 50 m! doplnf po znatku, Obsah odmémné bafiky se promichd
8 je-H obsah odmérné bafiky kalng, filtruje se ples vrstvu bezvodé-
ho siranu sodného (nebo Esty suchg Hdk filtr).

Podle poutitého spekirofotometru 5 pHslufné nastavenymi pa-
rametry se proméf absorbance roztoku v kyvetd o optické délce
10 mm pti vinové délee 530 hm proti kontrolnfmu roztoku.

7 nalezenfch hodnot absorbanci a zndmych koncentracf se se-
stroff kalibratnf graf.

5.1.2 Viastnf stanoveni (pozndmia 8.1)

Vzorek se thomogenizuje ve theci misce jemnym rozethenim
veorkn, Do kulelové bafiky na 200 mi se odvid asi 2-20 g
thomogenizovaného zkufebniho vzorku s plesnosti nejméné na
0,001 g (poendmka 8.8), phidd se 100 ml ethylalkoholu (3.1.1)
# poropakovaném promichini se ponechd 30 minat v temnu. Po-

~ truje do té3e odmémé baky, phitem? se

tom se bafika thepe 60 minut na horizontdlnf thepalee a nechd usa-
dit, Extrake se filtruje sthednd hustym filtrem do odmErné bafiky na
100 ml. Pevnf podil v kubelové bafice se promichi s daliimi 20 ml
ethylalkoholu (3.1.1) a dekantét se filtruje do téke odmérné bafiky,
K pevaému podilu v kuelové bafice se plidd inovu o nco ménd
neZ 10 ml ethylalkoholu (3.1.1), promichd a dekantiit se op&t fil-
jim promyjf zejména
okraje filtre. Extrakt v odmémé baiice se dopln{ ethylalkoholem
(3.1.1) po rysku a po uzavieni bafky se dikladnd promiché,

Z tohoto roztoku se odpipetuje do 250 ml délicf nilevky takové
mnodstvi extrakiu, aby obsah amprolia nepfekrotil 0,5 mg a pipe-
tovany objem se plipadné doplnf na 10 m! ethylalkoholem (3.1.1).
Potom se phidd do délicl ndlevky 50 ml hexanu (3,1.8) a obsah di-
lict ndlevky se. thepe asi 1 minutu, poté se plidé 10 ml vody
a obsah se intenziveé tfepe 1 minutw. Po rozdélent fizf (asi 10 mi-
nut) se vodnd fize vypusti do dBlici ndlevky na 250 ml a je-l zbar-
vend, vytfepe se oplt s 50 ml hexanu (3.1.8). V opalném plipadd
s¢ k obsahu délicf néleviy pidé 10 m! ethylalkohold (3.1.1) & ob-
sah délicl ndlevky s promichd kroudivim pohiybem, &imd se roz-
tok vyjasnt. Pfidd se 1 ml roztoku AANT (3.1.2) a 6 ml foztoku
hydroxidu sodného (3.1.3) a thepe se intenzivnd po doba 1 minuty.
Diélici ndlevka se nechd asi 30 minut v klidu. Potom se ptid4 50 ml
hydroxidu sodného (3.1..3) 2 10 ml butanolu (3.1.7) a intenzivné
se tfepe 1 min, Po rozdélent filzl se spodni vodnd vrstva odpusti do
dalif dBlict ndlevky na 250 ml a butanolov vrstva se filtruje su-
chfm Hdkfm papfrovim fitrem do suché odmérné bafiky na
50 ml. Tento postup se opakuje — vodnd vrstva se prothepdvi
5 10 ml butanclu (3.1.7) po dobu | minuty a rozd&lent vrstev po 10
minutéch tak diouho, a¥ se odmérn4 batka na 50 ml doplnf po
znatku, Obsah odmémé baiiky se promichd a je-li obsah odmé&mé
baiiky kaln, filtruje se pfes vrstvu bezvodého siranu sodného (ne-
bo &stf suchy ﬁdkf filtranl papir).

Podle poutitého spektrofotometru s piisluiné nastavenymi pa-
rametry se proméH absorbance roztoku v kyvet? o optické délee
10 mm pfi vinové délee 530 nm proti konirolnimu roztoku.

Mnokstvf amprolia se zjist! z kalibealnho grafu,
5.2 Metoda kapiléraf izotachoforézy (podndmka 8.1)

5.2.1 Kalibrace

Ze zikladnfho standardniho roztoku amprolia (3.3.8) o koncen-
traci 0,5 mg/ml se plipravi kalibraénf roztok tak, aby 1 ml tohoto
kalibratniho roztoku obsahoval phblifé tolik amprolia, kolik je
pfedpoklidany obssh v 1 mi roztoku zkoudeného vzorku,
Z tohoto kalibraéniho roztoku (rozioku vzorku) se divkuje pomo-
of dévkovactho kohoutu do kolony ITP pHstroje
(4.2.1) (150 pA) a analytické kolony (20 pA), obvyklou techni-
kou & za naprosto stejnfch podminek, pli kalibraci | viastaim pro-
vedeni, Polidi se derivalnf zhmam a z tohoto zdznamo pro kali-
bratnl roztok i roztok vzorku se mEH délka pén amprolia jako
vedilenost vrcholl pHsladngch pikd ve sméru Easové osy, .

5.2.2 Vlasini provedeni

Asi 2 g zkulebniho vzorku s plesnost! nejménd na 0,001 g se od-
viH do kufelové badky na 200 ml, pHdé se plesné 100 ml vody
a 30 minut se prothepdvd. Suspense se filtruje stfednd hustym fil-
trem do suché kidinky, pfifemZ prvnf podil filtrdtu se nezachycuje.

Do odmémé bafiky na 100 ml se odpipetuje 10 m! &irého filtrétu,

doplnf vodou po rysku a promicha,
Dviile se postupuje podle 5.2.1.

ﬂjumﬁm&mmﬁmﬂmmm
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Kahbrahl‘ atwiu-dni roztok mproﬂa (3.3. 10} £ nu&ituju do
chmmammﬁckd kolony vitdy mezi extraktem zkouSeného veor-
ku, o'to vidy dvakrdt, pﬁﬁaminﬁ:mpﬁwﬂjdw&chnﬁﬂfﬁﬁ
mus bft v toleranci maximélng 2 %. Bixf odezvy je plocha piku.
Pokud odezvy ndstfikil kalibratnich standardnich roztokd nevyka-
zujl Hidog drift, je mokno jejich hodnoty zprimérovat a na této
primémé hodnoté zalodit jednobodovou. kalibraci. V opatném

je nutno poditat maodstvi amprolia z naméfené hodnoty
plochy piku jen na zéklidé odezvy néstiiki kalibragnich standard-

nich roztokd, kteté bezprostfednd pfedchizejf nistfikim r;::mmu k

zknusmm vzorku (pozndimka 8, n
Prmﬁl‘_pudm[nky: ;i
teplota kolony teplota okolf
pritok mobilnf fize 1,5 ml/min
detekee UV, vinové délka - _ 270 nm
injektovany nhjam i 20 ul
reténtnl fas pii pouEid popmnﬂ chromatografické -
kolony . asi 12/ min;

" (md odpovidat klplciluimu faktoru k = 10 a% 15

viz 3.9.11 Mobilnf fize) ~

- PH vt uvedengch parametrech ss polédl chromatogeafick zé-

-znam a obvyklfm zplisobem se zjist{ koncentrace amprolia v kali-

braénfch roztocich | roztocich zkouleného vzorku (pozndmka -

8.10).

5.3.2 Viastni provedeni

Do kinické baky na 250 ml se odvid takové mnofstvi zkulch-
nfho yzorkn, zvlé#t pedlivé zhomogenizovaného (poznimka 8.8),
aby po extrakei bylo dosa¥eno takové koncentrace stanovované

. litky, kterd bude pHblizng shodnd s koncentracl kalibraénfho stan-
dardniho roztoku, ). asi 15 jug/ml amproia. Ke zkusebnfmu vzor-

kuwpﬂdﬁp&cmé 100 ml extrakini & s&ls .12), seuzav-
fe zétkou a na thepatee (4.3.4) se vythepdvd asi 60 minut. Potom s¢
abmh baiiky nechd sedimentovat,

Supm';mntja nutno phed ndstfikem do kolony chromatografic-
kého phistroje (4.3.1) zbavit slokek, jejich? elutnf &as je vyi¥, ned
elutnf &as stanovovaného analytu. Tato operace s¢ provede plipo-
jenfm patrony SEP-PAK (4.3.5) k polyetylénové stikatee (4.3.2)
o objemu-asi 10 ml, do které s¢ odlije asi 8 aE 10:ml supernatantu
a jemné se protla¥f plipojeriou patronou (4.3.5), Prvni asi 3 mi se
nezéchycaji a dalf podil se poutije k ndstfiku do kojony chroma-
tografu (4.3.1) (pozndmka 8.9). Tuto operace se neprovédi s kali-
 bragnfm standardnim roztokem.

Dile se postupuje podle 5.3.1 s tim, %o se vidy postupné dévkuje
do ¢chromatografické kolony dvakrdt kalibrani standardni roztok
a dvakrdt extrakt zkouleného veorku,

6. Vipotet a vyjidient vysledku (pozndmbka 8,10)
6.1 Spektrofotometrickd metoda
Obsah amprolia v mg/kg (X) se vypotitd podie vzorce:

25.10.¢C =
m

X=

kde C je mnoZstvi amprolia, zjisténé z kalibratntho grafu v mg
m  hmotnost navidky zkufebniho vzorku v g

6.2 Tzotachoforetické metoda (premixy)

Obsah m!prom'-.- myﬁmqu podic vzorce:

cyw 2:10.C.hy
hq.'qfﬂ

kde hy je délka z6ny zkouSeného yzorku v mm
h;  délka zény standardu v mm
Cc koncentrace standardu v mg /ml
m  hmotnost naviZky zkulebnfho vzbrkuv g -

6.3 Metoda vysokotiant kspalinové chromatografic

Dbmhlmpmﬂlw:kwhuhn vmrku vmgfkg {Z] uwpuﬂd
podlnmrm

C.F

T i

om

kde C je koncentrace amprolia ve zkouleném veorku, zjiSténd
" pomod kalibratntho standardntho rmtuvp’ml
F faktor fedénf -
m hmamannamﬁjzkuhbﬂhom v;
‘r’j‘&led.kem stanoven je aritmetick§ pramér visledki dvou sou-
béiné provedenfch stanovenl, které spliwjl podminku opakova-_
telnosti a vyjadiuje se s pesnosti na jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost

7.1 Spektrofotometricks metoda

Nebyla dosud stanovena.

7.2 lzotachoforetickd metoda (premixy)
Nebyla dosud stanovena. '

7.3 Metoda vysokottinné kapalinové chromatografie
Nebyla dosud stanovena.

8. Pozndmiy

8.1 V piipadg, %e nelze jednoznatné u daného zkouleného vzorku
identifikovat zdnu amprotia, je tato metoda pro zkouSeni amprolia
nepoukitelnd,

8.2 Ethylalkohol, methylalkohol i butylalkohol jsou nebezpetng-

mi boHavinami 1 tHdy, (methylalkohol navic nebezpeénym je-
dﬁm} proto je nutno pfi jakékoli manipulaci s nimi zachovdvat
bezpetnostnf pravidla.

8.3 Viechny vzarky, obsahujicl amprolium je numuch:init phed
plimym dennfm svétlem.

8.4 Vedouel i koncovy clekirolyt pro premixy lee poufit v tomio
shodent:

Vedouc elektrolyt: (roztok octanu amooného c{ﬁ-l,ﬂ):ﬂﬂ.;}
= 0,01 mol/T)




PHprava: Do odmérné bafiky na 100 ml se odvad 77,08 mg bez-
vodého octanu amonného, rozpusti v redestilované vodg, phidd se
3 ml roztoku 10 g/1 PVA, dopini po rysku redestilovanou vodou
a promichii. Kyselinou octovou se popk. upravi na pH = 5,1,

Uchoviivi se v plastové nidobee v chladnu,

Koncovy elektrolyt: (roztok beta-alaninu 0,01 mol/1)

Phiprava: Do odmémé baitky na 100 ml se odvii# 90 a% 100 mg

beta-alaninu, rozpusti se v 80 ml redestilované vody, pomoci kise-

liny octové se uprav pH na hodnotu 4,7 ak 4,9, dopinf redestilova-
nou vodou po rysku o promichd;

Uchovivi se v chladnidce.

8.5 Izotermické destilace se provéd tak, % do vt baiky se zé-
brusem se pfilije pHsluind kapalina k predestilovéni a do nf vio#

mendf nidobka s redestilovanou vodou, Po uzaviend vodji nddoby

s¢ nechd 14 dnf stét, pfifem? dojde diftizf kapalné Istky k jejfmu
pledestilovini do redestilované vody. Po této dobé se nddobka
s difundovanou kapalinou (Jitkou) vyjme a jejl koncentrace se url
titratnd, Timto zpisobem se ziskd litka znafné Estoty.

8.6 Prechod vybarveného komplexu do butylalkoholu neaf zcely
kvantitativaf, proto je nutné velkerd Zinidla odm&fovat co nejples-
n&ji a kalibratnl graf sestrojovat soutasné pH analjze zkouseného
veorku a za zcela shodnjch podminek. _ :

8.7 Pokud pH ahdifize sandard dochéz ke ndvojordil mibo dis-
torzi pikd, mike to bt nfzkfm kapacitnim fakiorem |optimum je
100 16 (viz 3.3.12 — Mobilnf féze)]. . .

V nékterjich piipadech, pokud kolona nebyla po predchozich
analfzich adekviind vyplichnuta, mide rovnd? dochézet k vie
0P zdvadim. Pokud k tomu dojde, je tfeba kolonu pro-
plichnout po dobu 20 min vodou, 0,2 mol/] roztokem kyseliny
Savelové, opét vodou a acetonitrilem, pH pouitf linedmiho gradi-
entu eluce pro kakdy segment 20 min. Optimalizovanié slofenf mo-
bilni féize vétfinou vyhovuje dané chromatografické koloné poce-
lou dobu jeji Zivotnosti, T .

V plipad®, e je nutno ,omladit™ chromatografickou kolonu,
jestlize vytifttnl podie vile uvedeného nebylo Gtinné, existuje po-
. slednf mo¥nost zichrany kolony tfm, %o bude propléchnuta po do-
bu 30 min. 0,2% roztokem ¥avelanu sodného a dile 30 min vo-

dou, obbjf pti pritoku 1,5 ml/min. Doporuuje se 20 a¥ 30 minu-

" 8.8 Navézka vzorku pH vyt deklarsci obsahu ampralia ve zkou-
feném vzorku nesmi poklesnout pod 2 g a poFadovans koncentra-

o 15 g/ml se upravi vhodnjm fedénim, '

8.9 Pokud nenf k dispozici SEP-PAK patrona, je moZno poutit

teato nfhradnl postup: .

. Odvii#f se 5 g upraveného oxidu hlinitého do sklenéné trubice
o priiméru 10 mm, pki fem na jejf z6ken§ konec se vioH chométek
vaty. Trubice se poufije ve svislé poloze jako sloupec a fiajeji vrch-
+ ni vstup se 10 ml extraktu zkouleného vzorku nechd samospédem
protéci. Dalki postup je stejny jako pfi poutiti patrony,

Uprava oxidu hlinitého:

Poutije se acidick oxid hlinit§, 80 a¥ 200 mesh, stupeii aktivity
1, Tento sorbent se smichi s vodou v poméru Smlvodyna 1 g. Po
30 minutich se zfiltruje stfednd hustfm filtrem, na filtru se promy-
je methylalkoholem a nechd vysuit, nejdfive na veduchu pHi labo-
ratorni teplott a pak pfi 100 °C za snizengho tlaku (asi 30 mm Hg

lluupm}. i ) . i

B.10 Je-li soutdsti chromatografické sestavy integraGnf a y§potio-
vé software, vypolitdvé se obsah amprolia ve zkouleném vzorku
2 tohoto software pHimo z namé_.f_cnfch souborni,

8.11 Veluhy zkouSeného vzorku a kalibratnf roztoky standardu
se phipravujil tésné phed viastnim stanovenim, 4

2.2 Stanoven{ obsahu amprolia

Do této metody byla na doporuteni EU uvedend-
v Official Journal no L 108, 22/04/74 ; :

1. Ul-ﬂan_:_ulh

_ Tato metodn specifikuje podnifnky pro stanovenf amprofia
v krmnfch smésich a premixech. Mez stanovitelnosti metotly je

2. Prindp

Vizorek je extrahovin methylalkoholem, extrakt pleliftén na
sloupci oxidu hlinit¢ho a pomoci 2,7-dihydroxynaftalénu, hexaky--
anokeledtanu draselného, kyanidu draselného a hydroxidu sodné-
ho se vytvol{ s amproliem komplex, kterf se stanovi spekirofoto-
metricky pfi vinové délce 530 nm. . =

3. Chemikilie

3.1 Methylalkohol (pozndmka 8.1) | _

32 Methylalkohol, rortok sledéng 2+1

33 Herakyanoteleritan drasclng, hexihydrét (K Fe(CN),
.6 H,0], roztok 2 g/1 (tento roztok je stabilnf po doby 3
tidnii) '

34 Kyanid draselnf, roztok 10 g/1 (pozndmka 8.2)
(tento roziok je stabilnf po dobu 2 _tj'dq&] ;

3.5 Hydroxid sodnf, roztok 11,25 g/I

36 Hydroxid sodaf; ortok v methylalkoholu

Pliprava: Smichd se 15 ml roztoku hydroxidu sodného (3.
a 200 mi methylalkoholu (3,1) . : G2

37 2,7-Dihydroxynafialén (dle jen DHN), roztok 25 'I|-
‘v methylalkohalu ¢ -}: 0 & S

Pfiprava: Do odmérné bafiky na 1000 mi se odviti 25 mg
DHN, rozpust{ v methylalkoholu (3.1), dopln jim po rysku
a promichd. _ ;

38 Kompléxotvorné &nidlo

Priprava: Do kuZelové baiiky na 250 ml se zébrusém se od- .
mEH 90 ml roztoku DHN (3.7), 5 m! roztoku hexakyanofe-
lezitanu draselného (3.3) a dikiadné promifchd, Potom se
piidi 5 ml roztoku kyanidu draselného (3.4) (pondmka -
“8.21), baikn se zazftkuje a obsahem se velmi intenzivng
protfepe (4.7). Pak se roztok ponechi ustdt asi 30 a¥ 35 mi-
nut, phidd s¢ 100 ml roztoku hydroxidu sodného (3.6), pro-
michd a obsah se filtruje filtralnfm kelimkem (4.3) ra mim&
snifencho thaku (4.2), - . '

Gnid_lompdu!ﬁinujdﬁwza'?ﬁmﬂmtpoﬁlm




3.9  Oxid hlinit§ [Mﬁ,} pro sloupeovou dar_dm_nlugrafﬁ:
Phiprava: 100 g 6xidu linitého se roztfrd v tecl misce (4.9)

§ 500 ml vody po dobu_30 minut, filtruje filtraénfm kelim- |

kem (4.3) za mirnd soffeného taku (4.2), promyje 3kt

50 ml methylalkoholu (3.1), vysulf odsévénim (4.2) 8 po u-

stnf ptes noc se vysulf pi teplotd 100 °C v sulirné (4.10).

Po vychladnutf v exsikitoru se zkontroluje vitéinost urité-

ho mnodstvi standardnfho roztoku amprolia (341) podle

E;‘.Iatupu 3.1.2. Vsledkem zkoutky musf bjt propustnost 96
104 %. T e gt

3,10 Amprolium, standardni Eubamm, bod thal = 248 °C, ab-

mp&ni}koaﬂdcntvuvoﬁ&ﬁiﬂﬁhvédﬂmlﬁiiﬂﬁhm-
11.10 " "

3.11 Amprolium, zilihdnl standardnf roztok -
Pliprava: Do odmémié bafiky na $00 ml se odvi# 50 mg
standardnf substante amprolia (3.10) 5 pfesnostl nejméné na
0,1 mg, rozpusti ve zfedéném methylalkoholu (3.2), doplni

: jim po tysku a prumIcllti. -

3,12 Amprolium, pracovnf standardnf roztok

PHiprava: Do odmrné bafiky na 50 ml se odpipetuje presné
10,0 il zékladafho standardntho roztoku amprofia (3.11),
- doplnf zfedénm methylalkoholem (3.2) po rysku a promi-

1 ml tohoto pracovniho Standardntho roztoku ohsahuje
20 pg amprolia. : !

4. Phistroje a pomiicky

4.1 Spektrofotometr vhodné konstrukce s pHslufenstvim (kyve-
F ty optické délky 10 mm) )

4.2 Zakizeal pro filtraci za sniZeného tlaku
4.3 Kelimek filiratni, sklentng se sintrem §,

4.4 Trubice chromatografickd sklentns, vnitfnf pramér 9 mm,
délka 400 a2 500 mm

4.5 Odstedivka laboratorn{ 5 pHslufenstvim (kyvety centrifu-
gataf na 25 ml s vicky)

4.6 Michalka laboratorn{

47 Trepatka laboratornf

4.8 Vata obvazovi

49 Miska trect s kopist(

4.10 Subdrna laboratornf, vakuovi

5. Postup -
5.1 Sestrojeni kalibraZnfho grafu

5.1.1 Do sady centrifugatnich kyvet (4.5) se odpipetuje diferen-
cované 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 a 5,0'ml pracovniho standardniho rozio-
ku amprolia (3.12), prvof &tyfi se doplaf na objem 5 ml shedénfm
methylalkoholem (3.2). Do jedné kyvety se odpipetuje 5 ml sa-
motnthe efedéného methylalkoholu (3.2) = kontrolnf roztok,

5.1.2 Do kakdé centrifugalnf kyvety (4.5) se odpipetuje plesné
10,0 ml komplexotvorného Enidla (3.8), po uzavienl se kakdd
promichéd a ponechd v klidu po dobu 18 minut. Potom se vio¥ do
odstfedivky (4.5), odstfeduje po dobu 3 minut a supernatant se
dekantuje do vhodné nddobky. MEH se ithned na spektrofotometru

(4.1) v kyvetdch o optické délce 10 mm phi vinové déice 530 nm
proti kentrolnfmu roztoku,

5.1.3: Z namieafch bodnot sbadebaela ol jlelch kon-
mm:n'amﬁ?cﬁlimmw. Rl s

5.2 Viastaf provedent
5.2.1 Krmiva (krmné smési) a premixy
Do kuZelové bafiky na 250 ml se zdbrusem se odvi¥ asi 10g

; rkulebnihio vzorku (pro premixy 3 aZ 6 g) § presnosti nejmént na

0,001 g, pfidd se ptesné 100,0 ml zfediného methylalkoholu (3.2),
baiika se zazitkuje, vioH na thepatku (4.7) a vytfepévé po dobu 60
minut. Potom sc obsah bafiky #filtruje suchfm, stiedné hustym fil-
trem do suché kidinky, pfitem# prvnf podil filtréiu se nezachycuje,
Tento filtrdt se, s chledem na obekévang (deklarovan§) obsah am-
prolia ve zkouSeném vzorku, rozfedi Zfedéngm methylalkoholem
(3.2) na roxtok © koncentraci amprolia v rozmes 5 a%.15 pg/ml.

Na dno chromatografické trubice (4.4), vertikélng umfsténé, s
vioZi smotek obvazové vaty (4.8) a na nf se udusé 5 g oxidu hlinité-
ho (3.9). Na tento sloupec se odpipetuje pFesné 25,0 ml extrakiu
zkoubeného vzorku, extrakt se nechd volné protéci sloupeem, prv-
nich 5 ml eludtu se nezachycuje a dallich 5,0 ml se odmeH do con-
trifugatnf kyvety (4.5). .

Diile se postupuje podle 5.1.2,
MnoZstvf amprolia se zjistf z kalibragnfho grafu,
5.2.2 Koncentrity

Dukuhhvéhﬁtyuﬂm]mﬂbtwwodvﬂnﬁﬂ.ﬁg
zkulebniho vzorku s phesnostf nejméné na 0,001 g, pFid4 se plesné -
250 ml zfediného methylalkoholu (3.2) a po uzétkovinf se vythe-
péivi na tepatce (4.7), nebo promichdvi na michagce (4,6) po do-
bu’ 60" minut. Potom se obsah baiiky filtruje suchym, stfedn® hus-
tym filtrem do suché kddinky, pfitem2 prvaf podil filtrdtn se neza-
chycuje. Do odmémné badiky na 200 ml se odpipetuje presné 5,0 ml
filtréty, doplnf zfedingm methylalkoholem (3.2) po rysku a pro-
michd. Do centrifugalnl kyvety (4.5) se odméHi piesné 5,0 ml to-
hoto roztoku a dile s¢ postupuje podle 5.1.2.

Mnostvl amprolia se zjist 2 kalibratnfho grafu,

6. Vepotet a vyjddient visledku
6.1 Krmiva (krmné smési) a premixy
Obsah amprolia v.mg/kg (X) se vypolitd podle vzorce:

L]
X = 2.10°.C.F
" m

kde C je mnoistvi amprolia v mg zjifténé 2 kalibratntho grafu
m  navi¥ka zkulcbniho vzorku vg
F faktor fed®ni

Visledkem stanovent je aritmetick§ primér visledkd stanoven

dvou soubliné provedengch stanoveni, které spliuji podminka
opakovatelnosti a vyjadiuje se s phesnosti na celé mg/kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovens.



8. Pozndmky:

8.1 Methylalkohol je nebezpetnou hoHavinou 1. thdy a zvI48 ne-

bezpetnym jedem, proto pfi jakékoli manipulaci s nim ﬂnutui&du—
drkovat b-ezpﬂﬂ:nmtni pravidla.

8.2 Kyanid draselng je zﬂﬁifmhmpu&nim]ndﬂn, proto pii jaké-
koli manipulaci s nim je nezbytné zachovivat bezpetnostnd pravid-

la, zejmiéna je nutné mahrsohmjchormnk & Ii.il:u {'-rfvin prud-
ce jtduntéhn kyanovodiku). )

B.’&ﬂ\" n'm-tudi ES json uvedeny nisledujfri hudrrm;r opakovatel-
nos

Rozdil mezi dvéma pnﬂulnlml stanovenimi prmrid.énfrm na
stejném vzorku nesm{ plekrodit hodnolu pro obsahy

do 100 mg/kg 10 mg/kg

od 100 do 5 000 mg/kg 10 % relat . .
od 5000 do 10 000 mg/kg - - 500 mg/kg
nad 10 000 mg/kg 5 % relat

.3 Slnnwenf obsahu dicluurilu
1. ﬂhilmmh

LS

Tato metoda lpedﬁkujn podminky -pro ﬁu.mﬁni diclazurila

Trprumimhpmobsahymmgfkgnﬁﬁﬁmgﬁg.

Pro tiely této metody se poukivd tito definice:

'Diclazuril je G&inné kokcidiostatikum. Chemicky se jedni
o 2,6-dichloro-alfa-(4-chlorofenyl)-4-(4,5-dihydro-3,5-dioxo-
. =1,2,4-triazin-2(3H}-yl) benzenacetonitril sumdmnfho  vzorce

C”H pGquo';_ a molekulové hmotnosti 4?7,54.

2, Princip
“Diclazuril se stanovi po extrakei vzorku okyssleagm methylal-
koholem a pFeifténi na kolonkdch MegaBond Elut zpisobem vy-

sokotidinné kapalinové chromatografie (déle jen metodou HPLC)

nwluduu'iﬂntﬂvfthpérﬂmmm[ﬁnspunﬁﬂmwm

3, Chemikilie

3.1 Voda destilovand, &stoty pro'HPLC

32 Tetrabutylsmonium hydrogensiran (ddle jen TBAHS) — &i-
nidlo iommrj-ch péri .

‘33 Acstonitsi, tistoty pro HPLC (ddle j Jc.u ACN)
34 Methylalkohol, Sistoty pro HPLC (poznmka 8. 1
35 nn-Dimethylformamid (ddle jen DMF)
3.6 Kyselina chlorovodikovi, koncentrovand (h = 1,17 g/1)

3.7 Diclazuril, standlrdnl' substance (Jansen Biotech — &, kal,
R 64 433) (pozndmka 8.2) :

3.8  Vnitfnf standard pro stanovent diclazurilu {Jmsen Biotech &
kat. R 62 646) (poznfimka 8.2)

3.9 Diclazuril, zikladnf standardnf roztok

Piiprava: V DMF se rozpusti takové mnofstvi standardnf
substance diclazurilu (3.7), aby vislednd koncentrace tohoto
zikladnfho standardniho roztoku v pg/ml byla &sclng shod-

nd s deklarovanym obsahem diclazurilu ve zkm:ien&m vzor-

ku v g/ (= DO),

3.10 Vnitinf standard, zdkladn! roztok

Phiprava: V DMF se rozpustl takové mnoZstvi vnitfafho
standardu (3.8), aby vfsledng koncentrace tohoto zikladni-
ho roztoku vnitfatho standardu v pg/mi byla &selnd shodnd
s deklarovangm obsahem diclazurilu ve zbnrulunim mﬂku-
v ug/g (= DO). -

3.11 Referentnf pracovni roziok

Priprava: Do odmérné baiky o obsahu [DO/4] mi {po-

enfimka 8.6) se odpipetuje pfesn® 1 ml zikladnfho standard-

nfho roztoku diclazurilo (3.9) a pfesné 1 ml zfkladnfho roz- -

toku vnithfho standardu (3.10), pHdé se 3 ml vody (3.1)

# smési DMF (3.5) — voda (3.1) v poméru (2 + 3j s doplnf _
po rysku a promichd,

312 Extrakinf roztok methylalkeholu

Piprava: Duudm!m&hﬁkymlmﬂmlmndpipmﬂml
kysahnychummdﬂmré{lﬁj, dnpin.i po rysky’ mclhrlallm—
. holem (3.4) a promfchd.

3.13 Octan amonng (CH,CO,NH,), pc:mj-
3.14 TBAHS, roztok o(TBAHS) = 0,01 mol/l
3,15 Mobilnd fize

Phiprava: Slofka A = Do 1 DﬂﬂmlmutuTHAHS{ﬂ 14)
uodvdﬂigmmnuéhoﬁujlpmmkht -

SloZka B = acetonitril (ACN) .
Slozka C = methylalkohol

Pokud nenf k dispozici zatizen{ pro terndmf eluci (poznimka
8.3), smichajf se sloky A + B+ C v poméru (50 + 254 25)

LY

4, Piistroje .mﬂg

4.1 Chromatogmf kapalinmrj- vysokot&inng (déle jen pistroj
HPLC) s phisluSensivim {Gerpadio, koldna — reverznd fize, in-
jektni divkovaci zafizenf napf. Rheodyne, UV detektor,
popt. ldlhmmﬁntcgm&mnm&wﬂmnmﬂmahjlnﬁ
registraén zatizenf

" 4.2 Kolona — rwcrmlﬂu{:ls H}rpemlDDS 10)(4.6 3|.1.:|:|.

4.3 Ttepatka laboratorni
4.4 Rotadnf vakuovi odparka
4.5 Baiika odpatovaci na 250 ml

5 Postup
5.1 PHprava vzorku k m¥fenf

Do kufelové bafiky na 500 mi se odvifiasi 1 g zkufebniho vzor-
ku s plesnosti nejménd na 0,001 g, plidd se ptesné 1 ml zikladnfho
roztoky vaitfniho standardu (3.10) a pfesné 200 ml extrakintho
roztoku (3.12). Bafika se zazitkuje, vioH na tFepatku (4.3) a tfe-
pinim se vzorek extrabuje po dobu asi 16 hod., n&jlﬁpupfﬂmc.
Po ukonteni extrakee se nechd pevnd &dst sedimentovat asi 10 nii-
nut a pak se z &irého tubdpuputnjepfﬂﬂ!{ﬁﬂﬂﬂfﬂﬂl
ml (pozndmka 8.6) do odpafovaci bafiky. Tato se vlodi na vakuo-
vou odparku (4.4) a roztok se odpaif pfi teplot® 45 °C za sniffené-
ho tlaku do sucha, Odparek se rozpusti v plesn& 2 ml DMF (3.5)
a pak se pHidd jedté pfesné 3 ml vody (3,1).

H;I;lkﬂ‘inpﬁpmm?tmkaﬂuﬂﬂﬁkﬁednkdmm




# © Teplota kolony

5.2 Pracovni podminky méfent

-

teplota okoli, vyrovnani po celou
méten .
Pritok mobilaf fize 2 mi/min (lze upravil s ohledem na
; tlakovou ztrdtu)
Detekee UV 280 nm, &fe pdsma 4 nm
Injektovany objem 20
Retenéni fas asi 16 min. pii pritoku 2 ml a gradientové

terndrni eluci
asi 35 min, pfi pritoku 1,4 ml/min.,
_ popsané kolong a izokratickém relimu
Doporufuje se poudit guard kolony (napk. Tessek C18, 30X
: X 3,5 pm)
Rozsah 0,01 AUFS (poznimbka 8.4)

5.3 Viastnf métenf
Pled néstiikém do kolony je nutno tuto po dobu 10 minut ekvi-
librovat pii uvedeném pritoku a sloZenf mobila f4ze. Po ustilent

zikladni linie se nastfikuje referenéni pracovni roztok (3.11) a po-
* tom roztok zkouseného vzorku.

Po ukondonf kaZdého méten! pH izokratickém relimu jo nutné
kolonu proplachovat asi 10 minut slozkou mobilnf fize B.(3.15)

a daliimu ndstiku po proplachu musf pfedchfzet desetiminutovi

ckvilibrace kolony pii stanovenén pritoku a stejném slofenf mo-
bilnf faize. r -
" 'Z kabdého mien se polidi zéznam & z¢ 26mamu so odmFujl
piky vnitiniho standardu a diclazurilu v referenénim roztoku i roz-
toku zkouendho veorku (poznimka B.5).

" 6. Vipolet a vyjédient visledku

Obsah diclazurilu v .m'g.f'kg (X) se vypotith podle vzorce (po-
anfimka 8.5): :
¥= 'I:p F. E] - P

Pi-P

kde p, je plocha (vfika) pfku diclazurilu v referenifnim rozioku
., vmm?® (mm) :
© py  plocha (v§tkn) pfku voitinfho standardu v referent-
nim roztoku v mm?® (mn)

by plocha (vfiks) piku diclazurilu ve Zkoueném vzorku

v mm? (mm)
ps . plocha (vfika) piku vnitfntho standardu ve zkouse-
. ném roztoku ¥ mm? (mm)
C  koncentrace diclazurilu v referenénim roztoku v g/mi
F  multiphka&n faktor, ktery se vypodte ze vietahidl

|4

mr

C 4000 :
k= %1.p0- {poenfimia 8.5)

Visledkem stanovenf je aritmeticky primér visledkd dvou sou-
béné provedenfch stanoveni, které splituji podminku opakova-
telnosti a vyjadfuje se na celé jednotky mg/kg.

7, Opakovatelnost
Nebyla dosud stmwna.

8. Pozndmky

8.1 Methylalkohol je nebezpelnou hoflavinou Lifidy a zvids( ne-

bezpetnim jedem, proto pfi jakékoli manipulaci 5 nim je nutné za-
chovivat bezpetnostni pravidia.

8.2 Metodika je vyvinuta a vyzkoubena #&uiiln& s chemikdliemi
od uvedené firmy.

8.3 Je-li k dispoxici zaffzeni pro terndrnl eluci pak relim eluce se
doporutuje ndsledujict:

Linedrn{ gradicnt

Cas (min) 0 20 21 i 3 40
%.slo¥ky A

mobiln{ fize 60 40 0 0 60 60
% slodky B

mobilnf fize 20 30 100 100 20 20
% slofky C : )

mobilnf fize 20 30 [} 0o 20 20

8.4 AUFS = absorbance unit full scale (pind vchylka v jednot-
kiich absorbance). ' :

B.5 Je-li k dispozici vipotetnl technika a pisluiné vipoltové soft-
ware, vypolitd s¢ obsah diclazurilu 2 hodnot m&feni ptimo.

8.6 DO je deklarovan$ obsah diclazurilu ve zkoufeném vaorku
vpg's i

24 Stanoveni obsahu lasalocidu
1. Otel & rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni lasalocidu
v premixech a v krmngch smésich. :
Pro téely této metody se poulivé tato definice: .

Lasalocid, obchodnim ndzvem AVATEC, je fermentaEni antikok-
cidum se firok{m spektrem G&innosti, polyetherovy produkt z fer-
mentace Streptomyees lasaliensis, = [

2. Princip

Lasalocid se stanov na 2iklad® inhibiénfho. 68inku na testovact
mikroorganismus Bacillus subtilis ATCC 6633 diftizni plotnovou
metodou, 7

3, Chemikilie ’
31 Redicf roziok: smés cthylalkohol 96% (3.2) — voda (1 + 9)

32 Ethylaikohol 96 %, 75 % a 20 % (cbjemovE) (pozndmka
- 8.1) :

33  n-Hexan (poznimka 8.1)

34 Octincthylnaty B .
35  Lasalocid, standardnf substance s ovéfenou itinnostl
36 Lashlocid, zikladof standardnf rortok

Phiprava: Do odmémé bafiky na 250 m] se odva 25,00 mg
standardn{ substance lasalocidu (3.5) 100% Glinnosti (pH
jiné Wtinnosti pfepotet), rozpustf se ve 125 ml ethylalkoho-
u 96 % (3.2) dopini vodou po rysku a promichi.

1 ml tohoto standardnfho rostoku obsahuje 100 ug lasaloci-
du. ;
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-~ Roztok uchovang pfi teploté 5 °C jo sty po dobu 4 misicil.

37

Lasalocid, pracovnf standardnf roztok

- Piiprava: Do 100 mi odmémé baiiky se odpipetuje 10 ml

zikladnino standardnfho roztoku (3.6), doplaf vodou po

. .rysku & promichd.

. kriit. Nakonec se suspenze spir plevede
a zahtiva se 30 minut pfi teploté 65 °C. Takto plipravend

1 m! tohoto pracovaiho rozioku obsahuje 10 pg lasslocidu,
Piipravuje se vidy erstvy v tase potfeby.

Testovaci mikroorganismus Bacilius subiilis ATCC 6633
(CCM 1999)

Uchoviinf kmene: Kultura se 1krét mésfiénd preoikovivi na

Hikmy agar (3.16), inkubuje se 16 a% 24 hodin ph 37°C

a uchovivi phi teploté 5 °C v chladnitce, .
PHprava sporové suspenze: Kultura vyrostld na Sikmém

: mmmﬁomswﬁﬁﬂoﬂtﬁum{ﬂ 10) a pFe-

se asepticky do Rouxovgch 1dhvi (4,11), obsahijicich
spumiaﬁrﬁpbdu(aﬂlj Pwudﬂaﬂrdchddmiuichkuﬂ
s¢ mikroorganismus rovnomérmé rozetfe po povrchu
a.glru.lem phipravené Rouxovy lhve (4.11) se inkubuji
pii teploté 37 °C po dobu 7 a2 10 dnl. Sporulace se ovil

pod mikroskopem (4.14) a potom se narostld kultura smyje’

§ povrchu 25 ml fyzologického roztoku (3.10) odsted!
(4.8), k sedimentu s pFidd opét 25 ml fyziologického rozto-
ku (3.10), suspenze se zahbivd 30 minut pHi teplotd 65°C
a znovu odsttedi (4.8). Toto promyviini spér se opakuje th-
vede do kukelové bafiky

« suspenze spdr pledstavuje zdkladnf inokulum, které ucho-

vivino pfi teplot 4 °C je poutitelné po dobu 6 misici,

Koncentrace sporosuspenze se urbuje
cf. Mid bit takovd, aby velikost inhibitn{ zény phi Fedinl
4 pg/mi byla 22 mm, co¥ odpovidd asi 0,2 a¥ 0,3 ml sporo-

- suspenze na 100 ml agaru,

39
391

3.9.2

393

310

Zivné pudy _
Sporulatnf piida, Hivng agar & 2, sulenf Sevac

Phiprava: 40,0 g Hivoého agaru (3.16) se pHpravi podie nd-
vodu virobee, pidd se 400 mg siranu manganatého (3.11)
do odmérné bafiky na 1000 mi, doplnf vodou po rysku
a promichd, Po s¢ plda rozdill do Rouxovich
lihvi (4.11) a steriluje 20 minut ph tlaku 0,05 MPa, t =
=115

Udriovac! pida — Bivng agar &, 2, suseny Sevac

Piprava: Provede se podle ndvodu rozdé&ll se do
zkumavek po 7 a 9 ml, sterilizuje pH tlaku 0,05 MPa a te-
ploté 115 CpadobulﬂmmuLPlkuMwﬂtmnﬂ
thumhmﬂvﬂlmépolm

Testovaci pida

PHprava: 0,7 g hydrogenfosforetnanu draselného (3.12),
0,45 g dihydrogenfosforefnanu draselného (3.13), 10,0 g
plukosy (3.14), 18,0 g agatu (3.16) (nebo Bactoagaru Dif-
co) a 2,5 g kvasitného autolyzétu (3.15) se rozpusti
v 1000 ml vody, pH se upravi na hodnotu 6,0 a sterilizuje
15 minut pH tlaku 0,05 MPa, t = 110 °C. Sterilnf plda se
mﬂdapnsuﬂnﬂdup&dmvymnﬂmujchh;muﬁch

WW

PHiprava: 8 g chloridu sodného se rozpusti ve vodd a doplal,
na 1 000 ml. Sterilizuje se 20 minut pfi 121 °C.

entilnf testa-

311 Siran manganaty, monohydrét (MaSO, . H,0)
3.2 Hydrogenfosforetnan draselng (K;HPO,)
313 Dihydrogenfosforetnan draselng (KH,PO,)
314 Glukosa

315 Kvasniéng nutolyzde Sevac

316 Agar '

I;Pwnlpml&y

Plotna sklenéné 360 mm 360 ma nebo 250 mm X 250 mm
Rﬂmiﬂm@“ﬂﬂmﬁﬂmmmﬂmxi{iﬂm
Korkovit o prim&rd 9 mm '
Vodoviha _

PodioBa vyroumévec reguiovatelak
47 Termosat

48 Odsttedivk Iaboratoraf s pHisluscnstvim
49 Lmivndnurqulmﬂdmuwﬁmou
4.10 Ttepatks (horizontdlnf)

411 Léhev Rouxova

412 Pipeta podle Pasteura .

4.13 Baitka odpatovact vhodného objemu
414 Mikroskop vhodné konstrukos J

I S A

5. Postup

* &1 Premixy |

Dohhhﬁhﬂkyuaiﬂﬂmimmhmﬂmuﬁlkwundvﬁ
vypottené mnoZstvi (pozatmbka 8.2) zkulebniho vzorku s plesnos-
il nejméné na 0,01 g, plidd se pfesné 125 ml ethylalkoholu 96 %
(3.2) a po dobu 30 minut se extrahuje na (horizontélnf) thepatce
dod sy e do such Kchaky, Rt ot ol
WHWZWMMMHﬁuHMMﬁ;-
kyokanommdchﬂ hzwinlspmﬁdml‘edmmmmm

Huﬂuﬂnhumﬁnauphmuﬁ !}ﬂuﬁmr&mm(&t 2) utds-
néngm k plotng malym mnokstvim agaru (3.16) a ulokenou ve vo-
Mpmam},nmﬂemmmm;ﬁmmmi}
dutmébrlapommtﬁlmhhmdﬂﬁfnm&mm

suspenze (3.8). Po ztuhnutf pidy se plotna (4.1) uloH na
lh:d:nuduﬂ%pﬂmh&i‘ﬂhﬂmﬂwm
44y v vﬁﬂmmchm\ﬂ[ jamky
{dic!::l;:cmpcﬁdl. e ree

Zlnmnlhumn.dudﬂrnmmhlhnlmdn 3.7) s& nafed®
ﬂmwmdmmill}nﬁmﬁmuhgmimnkm
mﬂﬁﬂ4lzﬁgwﬁlmﬁmuuwpﬂm
pipety (4.12) vndfejf do jamek ve Stfedu Fady, po stranch se vnde
fejf testované ‘rortoky zkouleného vaorky vzorku podle odpovidaifcich
mﬂfﬂﬁuﬂ lla?}ahhﬁmdubu 18 + 2 hod. v ter-

I;Gplﬂﬁ I!ﬂln&ym inhibitn
mﬂmmmmﬂiﬂwuﬂm s



5.2 Krmné smési '
Do kutelové bafiky na 500 ml.se-ﬁdvﬁ.l" vypoliené mnodstvi

 skulebniho vzorku s presnost{ nejméad na 0,01 g (porndmka 8.2),

suspenduje v phesné 250 ml octanu ethylnatého (3.4), baiika se za-
zitkuje a po dobu 30 minut se vytfepévi na (ho tfepadce
(4.10), Filtruje se suchym stfedné hustfm filtrem do suché kadin-
ky, pfifemZ prval podil filirétu se je. Z tohoto filtrdtu se
odpipetuje pfesné 30 ml do odpafovact baiiky (4.13), nechd na od-
parce (4.2) odpafit do sucha, odparek s¢ rozpust! v 5 ml p-hexanu
(3.3) prevede do délici ndlevky vhodného objemu s 25 ml 75%

ethylalkoholu (3.2) a intenzivn prottepdvi 1 minutu, Pak se po-

nechd asi 1 hod. ustdt a ethylalkoholovd fitze se odpusti do odmér-
né bafiky na 25 ml, popHpadé doplnl 75% ethylalkoholem (3.2)
po rysku a promichi. Z tohotoroztoku se plipravf testovact rozto-
ky o koncentracich 0,5; 1 & 2 pg lasalocidu v 1 ml, k fedénl se po-
uije 20% ethylalkohol (3.2), - i

" 300 ml rozehfité testovac pmyeta.g.s;r. zehlazené na teploty .
* T0°C, se naofkuje 0,8 ak 1 ml sporové suspenze (3.9.1), rozlije na’

plotnu (4.1) opatfenou rdmem (4.3) utésnénym ke plotné malym

mnofstvim agaru (3.16) a umisténou ve vodorovné poloze (4.5).
- Po stuhnutl agarové vrstvy s¢ plotna (4.1) ulo# na 1 hod. do

chladnitky, po jejim vyjmutf se v pravidelnfch vzddlenostech vy-
hloubf korkovrtem (4.4) 10 X 9 jamek. .

Z pracovnfho standardniho roztoku lasalocidu (3.7) se nafedé-
nim za poulitf 20 % ethylalkoholu (3.2) plipravi testaénf roztoky
o koncentracich 0,5; 1 a 2 pg v 1 ml. Pomoci Pastéuirovy pipety
(4.12) se tyto testalof roztoky vnalejl do jamek uprostfed Fady
a do 2 fad pod sebou, Po obou strandich se pak vndSejf testované
roztoky zkoueného vzorku podle standardim odpovidajicich
koncentratl. Plotna (4.1) se inkubuje 18 a2 20 hodin pH teploté
37°C v termostatu (4,7). Priméry vzniklfch inhibiénich z6n se od-

‘métuji posuvnym méfitkem s presnost! na 0,1 mm,

6. Vepobet a vyjidbent vslediu

Obsah lasalocidu v mg/kg se vypotitd podle PHlohy 10, st
7.1 G ;

-

bidnt provedengch stanovenl, které spliiuji podminku opakova-
telnosti o' vyjadiuje se s plesnostl na celé jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost

7.1 Pro premixy -
‘Nebyla dosud stanovena,

7.2 Pro krmné smési

Nebyla dosud stanovena.

8. Pozndmky

8.1 Ethylalkohol a n-hexan jsou ne hoHavinami 1. ti-

petn

8.2 U premixil se hmotnost zkulebniho vzorku volf s ohledem na
olekdvang obsah lasalocidu ve zkouleném vzorku (teorie) tak, aby
vislednd koncentrace zésobnfho roztoku byla 100 g lasalocidu
¥ 1 ml

Vgslodkem stanoven je aritmetick priimér visledkd dvou sou-

- bezpetagmi .
dy, proto je nutno pi jakékoli manipulaci s nimi zachovivat bez-
ostnl pravidla, :

8.3 U krmngch smisf se hmotnost zkuSebnfho vzorku volf s ohle-
dem na ofekivang obsah lasalocidu ve zkoubeném vzorku (teorie)
tak, aby zisobnf roztok mél koncentraci 7,5 pg lasalocidu v'1 mi,

“Tak napt. pH teoretickém obsahu lasalocidu ve veorku 75 mg/kg

s odviidl 20,0 g skudebniho veorku,

2.5 Stanovenf obsahu maduramicinu
1, Utel a rozsah

Jsou uvedeny dvé metody; pro premixy a modifikace pmhﬁnﬁ
smidl, y

Tyto metody specifikuji podminky pto stanovent maduramicing
v premixech a krmnfeh smésich. :
Pro titely této metody se pousivé tato defirice:

Amonni sil maduramicinu je monoglykosidni polyetherové iono-
forové antibiotikum, sumérntho vzorce C,,H,,NO,,. ;

2. Princip

Maduramicin se stanovi po’ extrakei viorku smésf acetonitrily -
s dichformethanem, derivatizaci dansylhydrazinem a ndsledném
prodiftéal na florisilu metodou vysokotitinné kapalinové chroma-
tografie na reverzn{ fizi s poufitim fluorimetrické nebo UV detek-
ce. -

3. Chemikdlie
A1 Helium kysiflu prosté

3.2 Cinidio derivatizatnf — Dansylhydrazin (napt. FLUKA)
(déle jen DH) :

33 Acetonitril, tistoty HPLC (dle jen ACN)
34 Dichlormethan (ddle jen DCM)

35 Tetrabutylamonium hydrogénsiran (napt. ALDRICH) (dile
jen TBAHS) - :

3.6 Voda destiloyand, &stoty pro HPLC

3.7 Smés extrakéni, ACN~DCM v poméru (8 + 2)
3.8  Smés eluinf, ACN—voda v poméru (9 + 1)
3.9 Sito molekuldmi, typ 3A, 8 — 12 mesh

310 Kyselina trichloroctové, roztok 150 g/1 v acetonitrilu
Uchovilvi se v chladnitce nejvife po dobu jednoho mésice.

3.12 Dansylhydrazin (die jen DH) i :

. 313 Derivatizatni Enidlo dansylhydrazin

PHprava: 0,380 DH (3.12) se odvi#f do odmémé baiiky na
50 mi, rozpusti v ACN (3.3), doplnf timtéZ po rysku a doble
promichd, -

1 ml tohoto Enidla obsahuje 7,6 mg DH.
Uchovéivé se v chladnifce maximdlng po dobu 1 mésfce,
3.14 Mobilaf fize

Phiprava: Do odmérné bafiky na 1 000 ml se odvi# 0,220 g
TBAHS (3.5), rozpustf se ve 150 ml destilované vody (pro
HPLC) (3.6), doplnf acetonitrilem (3.3) po rysku a pro-
bubli plynnfm heliem (3.1) nebo deaeruje na ultrazvukové
ldzni (4.9) asi 10 minut. ;




3.15 Maduramicin, standardnf substance o 100% GZinnosti
3.16 Maduramicin, zdkladni standardnf roztok

PHprava: Do tH odmérnfch bangk na 100 ml se odvakl po-
stupné 0,0700, 0,1000 a 0,1300 g standardnf substance ma~
duramicinu (3.15) 100% Géinnosti nebo plepottené mnok-
stvl nifd{ Glinnosti, kabdd bafika se doplnl acetonitrilem
{3.3) po rysku a promichd, .

Tyto zfkladnf standardni roztoky obsahuji 0,7; 1,0a 1, 3 mg
maduramicinu v 1 ml. - :

,3.17 Maduramicin, pracovni standardn{ roztok

Piiprava: Do tH odmérngch bangk na 100 ml se diferencova:
+ né odpipetuje po 3 ml z kakdého ze zikladnich standardnich
roztok( maduramicin (3.16), kaddd z bangk se doplnf ex-
trakéni smési (3.7) po rysku a promichd.,

Tyto pracovnl standardnf roztoky obsahujf 21,0; 30,0
a 39,0 pg maduramicing v 1 ml.  + _

Ty

4. Pristroje a pomicky

4.1 Chromatograf kapalinov§ vysokoiibinng s pHslulenstvim
. (Gerpadlo, kolona — reveranf fiize C 4y, 250 % 4,5~10 pm, in-
jektdgal divkovacl zaffzent — napf. typu Rheodyne, fluoro-
metricky detektor = mikoV§ typ s excitalnim a emisnim mo-

" nochrométorem nebo UV detektorem, popt. datastanice s in-

tegratnim software, tiskdrna nebo jiné registraéni zatizenf)

(déle jen pHistroj HPLC) ; .
4.2 Trepatka laboratorn{ vhodné konstrukee
4.3 Odparka vakuové (pro krmné smési)
4.4 Bafika odpafovacf vakuovd na 250 ml s kulatym dnem (pro

krmné smési) ;
4.5 Mikropipeta 0 kapacits 600 ul s vyménngmi néstavei
' 4.6 Patronka istief forisilova
4.7 Stifkatka injekénf polyethylenové na 5 mi
48 Zkumavia reakinf s teflonovim uzdviérem na 10 ml
4.9 Lized ultrazvukoyd nebo plynné helivm g

5. Postup (poznimka 8.2) ~

5.1 Sestrojent kalibraZnfho geafu a kontrola linearity odezvy po-
uiité instrumentace

5.1.1 Pfipravl se kalibraénf roztoky standardu tak, e do tf od-
mérngfch bandk na 25 ml se diferencovang odpipetuje z kaddého
pracovnfho standardnfho roztoku maduramicinu (3.17) po 5 ml,
ka2dii zbanék se doplnf extrakénf smésf (3.7) po rysku a promichd.

Tyto klibraénf roztoky obsahuif 4,2; 6,0 & 7,8 g imaduramici-
nu v 1 ml. Tyto se ddle derivatizuji podle 5.2.2.

5.1.2 Pracoved podminky:

teplota kolony teplota okoli
prittok mobilnf fize 2,0 ml/min
detekee fluorimetrickd
vinovd délka excitaénl 224 nm

fife plsma {band width) 2nm

vinovi délka emisnf 515 nm

iffe pdsma (band width) 40 nm
injektovan§-objem S0

retenéni Cas (phi pouliti popsané kolony w2
asi =10 min.

a pfi uvedenych podminkdch .-
detekee UV: vinovi délka 224 am
citlivost *~ vhodnd .. .o

Kolond chromatografu se uvede do rw.nnvihy, a% se dosdhne
ustilenf zikladnf linie pti daném pritoku mobilnf fize (3.14)
a pak se nasthikujl derivatizované (viz 5.2.2) kalibralni-roztoky

-resp. roziok zkoufeného veorku, NastFikuji se vidy dvakedt, phi-

temi odexvy ndstfiki stejného rozioku mus bt v toleranci 2-%.

'Z ka#dého ndstfiku se pofidi chromatograficky zéiznam. Bézi
odenvyjeviikapie. - e o

513 Z namengch hodsiot ek pia jim odpovidijicich kon-
centract so sestrojl kalibratn graf (poznémka 8.1) :

5.2 Premixy

5.2.1 Do kénické baiky na 500 ml se odviH takové mnodstvi -
zkisfebnfho vzorky, s pfesnost] nejméné na 0,001 g, aby po extrak-
¢l vzorku popsanym zpdsobem bylo dosafeno pFibliiné koncentra-
ot zdsobntho roztolu zkoudeného vrorku 6 pg maduramicing
v 1ml '8.3). K odvéZenému vzorku se pHidd presnd
50 ml dichlormethami (3.4), baiika se uzavie a nia laboratorn{ tfe-
patce (4.2) se extrahuje vzorek po dobu 30 minut. Pak se pHidd
plesnd 200 mi acetonitrilu (3.3), 3,0 g molckulérnfho sfta (3.9)

- & po tzavend bafky s extrahuje na laboratornf tfepadee (4.2) dal-

fich 30 minut. Pevrid &dst vzorku se pomechd dokonale usadit
a tirf supernatant se pipetuje k derivatizaci (poznimka 8.4) — #4-
sobnf roztok zkouseného vzorky,  * Sl

5.2.2 Derivatizace s¢ provede odpipetovénim 600 pl detivatizal-

. nfho Enidla DH (3.13) a 1 200 jul roztoku kyseliny trichloroctové

(3.10). do reakénf zkumavky, pHidd se 5§ ml zdsobniho roztoku
zkouleného vzorku (supernatantu), -resp. kalibratnfho roztoku
standardu (viz. 5.1.1), bafika se uzavie a po dobu 10 sckund se
fidné protiepdvi (pozndmbka 8.4). Dervatizovang rdztok se de-

 kantuje do injekéni stfikatky (4.7), spojené s florisilovou patronou

(4.6), nechi se volné protéei, ptitem? cludt se déle nepoutije.

- Po proteteni derivatizovaného roztoku se patrona promyje
Skrdt 3 ml acetonitrilu (3.3), pak se profoukne pistem injekini stfi-
katky (4.7), aby byla zbavena zbytku promgvaciho tinidla. Injeké-
ni stikatka (4.7) se odpoji od patrony (4.6), vytihne se pist stii-
katky (4.7) & tato s¢ znovu spoj s patronou (4.6). litka
na patrond se eluuje eluénl smésf (3.8) do odmémé bafiky na 5 mi
a po doplnéni po rysku. Po uzavienf baiiky se dobfe promichd
1 takto ziskang eludt se nastfikuje do pHstroje HPLC (4.1),

Diile se postupuje podle 5.1.2,
Koncentrade maduramicinu e #jisti'z kalibraénfho grafu. *
53 Krmoésmési =

Do kénické bafiky na 500 ml so' odvildf takové mnoZstvi zkuieb-
nfho vzorku, s plesnost{ nejménd na 0,001 g, aby po extrakei vzor-
ku popsangm zpisobem bylo dosaZeno pfiblifné koncentrace 6 ug
maduramicinu v 1 ml (pozndmka 8.5), Napt. pfi teoretickém obsa-
hu 5 g/kg se odvauje presné 50,000 ¢ vzorku. K odviZenému
veorkuy se plidd pfesng 50 ml dichlormethanu (3.4), bafika se uzav-
fe a na laboratornf tiepatce (4.2) se vzorek extrabuje po dobu 30
minut. Pak s plidd plesn& 200 ml dcetonitrilu (3.3) a 15,0 g mole-
kulimibo sita (3.9), bafika se zoovu uzavie a na lsboratornf the-
patice (4.2) se extrahuje daliich 30 minut, Pevnd &dst vzorku se ne-
chi dokonale usadit a 60 ml irého supernatantu se odpipetuje do
odpafovaci bafiky (4.4). Roztok se na vakuové odparce (4.3) pfi
40*C odpati do sucha. Odparek se rozpusti v 10 ml extrakén{ smé-
i (3.7), Eim? se doséihne pfiblizné koncentrace 6 jig maduramicinu
v 1 ml (pozndmbka 8.4) — zdsobni roztok zkouleného veorku,




Dﬁhsepoutupujcpudlﬁﬂduslz

i Kbnmlmw mndwmminu [* nim:l z anhnh.ﬂl.u ;ml'u
' anfimka 8.1). i

6. \-’fpnhta?ﬁi.wmh.. 5 2 e
Obsah maduramicinu v mg/kg (X) se vypoditd podie vzorce:
5.C.F I .

Xm ——
i m X Y

* kde C je. kmmmmndmmidnu\'ukwhnﬁnmtkuﬂﬂ-

ténizku.libmﬁnfhngmfnirpyml

F - fakior Fedéni
m  naviZka zkulebniho vzorku v g

Vgsledkem stanoven je aritmetick promér visledki dvou sou-"

békné provedenych stanovend, které splfwfi podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se sphmmti nncelﬁ]adnntky v mp"kg

7 ﬂpnhwluhuﬂ

' Nﬂhyh dumd stanovena.

8. Pozndmky

8.1 Je-li soutdsti chromatografické sestavy integratnf a Vfpot-
tové software, vypoditd se obsah maduramicinu z mhnlu scftware
plimo z nam&nnf’ch hodnot.

B2 Dupui'l.lﬁujn se pracovat pH tlumeném svitle,

' 8.3 Naviitka zkudebniho vzorku nemd bit ni%if ne¥ 1 g. PH dekla-

rovaném obsahu maduramiciou v premixu napf. 1 mg/g se odva- *

#uje 1,5 g. Pokud byl deklarovin vy obsah maduramicin, je the-
ba navidku zkufebniho yzorku vy nek 1 g po vytfepdni Fedit ex-
trakenf smési (3.7) na poladovanou koncentraci phiblifng 6 pg/
/ml.

8.4 Vzorek po extrakei pied i po derivatizaci je stabilnf pfi teplotd
4°C po dobu asi 8 hodin:

8.5 Navizka zkufebniho vzorku nem bit ni#{ nek 25 g, Pokud
byl deklaroviin vy&i obsah maduramicinu, je tfeba naviiku zku-

febniho vzorku vyEH ne? 25 g po vytbepdnd Fedit extrakinf smésf na
poZadovanou koncentraci pfibliZng 6 pg/ml, ]

2.6 Stanovenf obsahu methylbenzochdtu

Do této metody byla za doporuteni EU uvedens
v Official Journal no L 329, 30,/12/93"
1. I:f&l a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni methylbenzo-
chiitu v kemivech. Mez stanovitelnosti je 1 mg/kg (1 ppm).
2. Princip

Methylbenzochit je extrahoviin ze vzorku methylalkoholickim

roztokem methansulfonové kyseliny, po plefifténf extrakel di-
chlormethanem je izolovén na chromatografickém ionexovém

sloupci & znovu extrahovén dichlormethanem, nakonec stanoven
metddou vysokoiinné kapalinowé nhmmt‘lagnﬁc {diln jen
HPLC) na re\rcwll fiizl s UV detekel. :

3. Chemikilic-
31

32
3.3

Dichlormethan

Me&ﬂﬂlohnl pro HPLC {pumimh 9, 1]
Hobﬂnlﬁm

: 75 dili methylalkoholu (3.2) se smichd § 25 dily

vody (3.10), smés se filtruje membriaovim filtrem 0,22 mm

] [4i5] a odplynf napf. muhmhﬁﬁm{i?}pudnbu 10
“minut,

Kysclina mmha.nmi.fmr&. roxtok 20 g/l v mﬂﬂurlﬂkoho-
lu(3.2) -

Kyselina chlorovodikové (h=1,17 g/ml), zhedént (1+ 9)

Tontoménié Amberlit CG — 120 (Na), 100 — 200 mesh —
upraveny

Pliprava: 100 g iontoménite se smichd s 500 mi deddné ky-
seliny chlorovodikové (3.5), zahfeje na topné desce (4.6)
k varu za neustilého michdni a po ochlazeni se dekantuje.
Filtruje se pies Blichnerovu ndlevku (4.10.), do niZ byl vio-
Een sthedn® husty filtr, za.mimé snffeného tlaku (4.4), pro-
myje se 2krét 500 mi vody (3.10) a pak 250 ml mﬂhg,rlaﬁu:h
holu (3.2). Potom se propléchne 250 ml methylalkoholu
(3.2) a vysull se prosdvinim veduchu pfes filtraZnf koldg,

Uchuﬁvdmvﬁinbémmmvmﬂm!nidm

3.7 Methylbenzochdt (7-benzyloxy-6-butyl-3-methoxykarbo-
" nyl-4-chinolon), ﬂaﬁdardﬂmgunmu;,ﬁvyﬁcbbmy

38 Methylbenzochdt, zdkladn( standardnf roztok

Pliprava: Do odmémé bafiky na 100 ml se odviH 50 mg
standardn{ substance methylbenzochdtu (3.7) s pesnostf ne-
jméné na 0,1 mg, rozpusti se v roztoku kyseliny methansul-
fonové (3.4), doplnf touték po rysku a promichd.

3.9 Methylbenzochdt, pracovn standardni roztok

Ptiprava: Do odmérné bafiky na 50 ml s¢ odpipetuje presné
5,0 m! zékladntho standardnfho roztoku methylbenzochitu

(3.8), doplni methylalkoholem (3.2) po rysku a promfchd.

1 ml tohoto pracovnfho standardnfho roztoku obsahuje
50 pg methylbenzochdtu. *

3.10 Voda destilovand, Hstoty pro HPLC

3.11 Krmivo bez obsahu methylbenzochétu a rilfcich litek (slepg
vzorek), cot musf bjt analyticky ovéfeno (poznfmka 9.2)

34

is
3.6

4. Phistroje lpnui:ly

4.1 Chromatograf kapalinovy vysokoGfinny (dile jen phistroj
HPLC) s pHslulenstvim {chromatografickd kolona 300 mm
* 4 mm, C-18, 10 ym & ckvivalentnl typ, UV detckior,
popk. detektor s diodovim polem pro rozsah 250 a2 400 nm,
datastanice s integraénfm software a tiskfrnou)

Odparka vakuovi rotaéni s pHslulenstvim [odpcll'nnd bafi-
ka na 500 ml s kulatym dnem)

Trubice chromatograficki, sklenénd 250 mm X 15 mm, opa-
tfend na konci kohoutem a nédrikou na 200 ml

Zatizeni pro filtraci za snffeného taku

4.2

4.3

4.4



4.5 Filtry membrénové 0,22 mm a 0,45 mm
4.6 Deska topnd, elektricky vyhifvand
4.7 Lizei ultrazvukovi

- 4.8 Tiepatka laboratorni

4.9 Vata skelnd
4,10 Nilevka Biichnerova

5. Postup ;
51 Sestrojent kalibranfho grafu - 5 bt

Do sndyodmém]ﬁ'ch bmﬂ: na 25 mludlferenmmé odpipetu-
je1,0; 2,0; 3,0; 4,0 a 5,0 mi, pracovniho standardnfho roztoku me-
thylbenzochdt (3.9), kniﬂﬁam& se doplaf po rysku mobilni ff-
# (3.3) a promichd; Tyto kalibraéni roztoky od povidajf koncentra-

cim 2,0; 4,0; 6,0; 8,0a 10 ug mefl:hylbm:hchﬁlu \r'.l ml I’hpravu_ri'

e \I‘!de' Eerstvé

D&hmpﬂﬂupmﬁpﬂdlaﬁli

Z namTongeh hodnot viiek (ploch) pikis kalbrakaich roztoki
ajlm odpaﬂ-.‘imldch hm-ur.utmci se saatrnjl’ kalibratn{ gﬂi.f

sz vlasmp;nvaaenf

E '1».1 Da L'uh[mfé baﬁkjr ntﬁ{lnﬂuodvﬁl mzﬂgﬂmkbnﬂw
* wzorku s plesnost] nejméné na 0,01 g, phida se presné 100,0 'm!

roztoku kyseliny methansulfonové (3.4}, baiika se uzdtkuje, vioH

" na trepatku (4.8) & vytfepdvi po dobu 30 minut. Extrakt se filtruje

suchym stfedn® hustfm filtrem do suché kidinky, pficem# prvni
podil filtrfitu se nezachycuje. Do délici ndlevky na 500 ml, obsahu-
jief 100 ml #Fedéné kyseliny chlorovodikové (3.5), se odpipetuje

- piesné 25,0 mi filtritu extraktu, plidd 100 ml dichlormethanu
* (3.1)apo 'doby jedné minuty se vytfepdvi. Po oddlenf vrstev se
* dichlormethanovd vrstva odpustl do

odpatovaci baiky na 500 ml
(4.2), k vodné vrstvé se plidé daltich 40 ml dichlormethanu (3.1)
a po vytfepini a oddéleénf vrstev se dichlormethanovd vrstva od-
pusti do stejné odpatovaci bafiky. Extrakee dichlormethanem se
provede jeftd jednou s 40 ml a dichlormethanovd vrstva se po od-
délenf opt prevede do stejné odpafovaci baitky. Odpafovact bail-
ka se spojenymi dichlormethanovimi extrakty se vloki na odparku

* (4.2) a za snffeného tlaku a pii teploté 40 “C se obsah odpafi do
sucha. Odparek se rozpust{ ve 20 aZ 25 ml methylalkoholu (3.2),
bafika se zazitkuje a ponechd na chromatografické délent. :

Ddle se pipravi chromatografickd frubice (4.3) tak, Ze se umisti
do vertikdlni polohy a na jeji dno (u kohoutu) se vloH smotek skel-

né vaty (4.9). Vedle toho se plipravi suspenze. 5 g upraveného ion-
toménite (3.6) 5 50 ml zfedéné kyseliny chlorovodikové {3.5), -

p}ewdessnnchmatcﬁmﬁckmkulmulmdﬁmlnﬂmm
Roztok kyseliny nad hladinou iontom&nite se odpusti a sloupec se

fred vodou a ji2 nové proteklf eludt nedévd kysclou reakci
F;ﬁm & lakmusov§ papirek). Pak s ptidd na sloupec 50 mlmclh:fl

alkoholu (3. 2} a nuhﬁ. stéci a!: po hladinu iontoménite,

Na takto phpnvenjr sloupec 58 pomoef pipety pfevede opatrné

 celf rozpulténg odparek dichlormethanového extraktu, odpafova-

cf bafika se vyplichne 5°aZ 10 ml methylalkoholu (3.2), ptifem2
v?pladisepfevﬁ[mm&mchmmnmgmﬁnkﬁﬂwpmmm

nutl do vrstvy iontoménite se sloupec promyje 50 ml methylalko-
holu (3.2) pti rychlosti pritoku nejvie 5 ml/min, Tento eludt se
nezachycuje. Methylbenzochit se eluuje ze sloupee 150 ml roztoku
kyseliny methansulfonové (3.4), plicems eludt se jimd do délicl nd-
levky na 1 000 ml. Sloupec se promyje 5 a% 10 ml methylalkoholu
(3.2) a viplach se jimd do téfe d&lici ndlevky. Do délici ndlovky se
pHda 300 ml zfedéné kyseliny chlorovodikové (3.5), 130 ml di-
chlormethanu (3. I}. vytfepévi se jednu minutu a po oddéleni vr-

stev se spodnf dichlormethanovd vrétva odpusti do odpafovaci -
bafiky na 500 ml (4.2). Extrakee vodné vistvy dichlormethanem
(3.1) se opakuje jeft& Zkrdt dévkami_po 70 ml dichlormethanu
(3.1) a dichlormethanové vrstvy se vidy po oddilenf odpusti do té-
e odpafovac bafiky. Baiika se spojenfmi dichlormethanovfmi
extrakty se vloH na odparku {4.2) a obsah se za snizeného tlaku pH
teploté 40 °C odpali do sucha. Odparek se rozpusti asi v-3 ml me-
thylalkoholu (3.2), pfevede kvantitativa® do odmémé bafiky na
10 ml, odpafovaci bafika s vypléchne 2kréit malfm mnoZstvim (1
af2 m.':] methylalkohiolu (3.2); viplachy s¢ plevedou do tée od-
mérné bafiky, bafika s¢ doplni po rysku methylalkoholem (3.2)
& promichd. Alikvotni podil obsahujicf, s ohledem na ofickévany
{deklarovany) obsah methylbenzochftu vé “zkoubeném vrorku,
a naviifku vzorku, tolik methylbenzochdtu vyhowuifeiho rozsahu
kalibrafniho grafu se filtruje membrénovim filtrem {MS mm (4.5)
a filtrit se nasthikuje na kolonu pﬁﬂmcH‘P

5.2.2 Na pHstroji HPLC se nastavi puﬂehné puamtry
Pritok 1.a% 1,5 ml/min

" Detekee UV.265nm: - .., -0 epttiilo 0t
Injekiovang objem 20 o 50 . B

Dile se upru?[ stabilita chmmnmmfd:éhu sj’st&mu n&kﬂlih—
ndsobnfm divkoviinfm jednoho kalibratnfho roztoku (viz 5,1) ob-
sahujfciho 4 ug methylbenzochdtu v 1 ml, a% je dosafeno nemén- -
nosti vifek & ploch piloh a je zvolen optimalnd retenénl Sas.

Kaid§ z kalibrataich roztoki se nastfikuje do kolony pHstroje
HPLC nékolikriit a pro kalibratnf graf se vezmou primémé hod-

‘noty.

Filtrét extraktu zkouSeného vzorku | modelového vzorku (kemi-
va bez obsahu methylbenzochétu s pHdavkem standardnihio rozto-
ku methylbenzochétu, viz 5.2,4) sé analyzuje za naprosto stejnjch
podminek. Z katdého méfent se polidi eﬁrwnatﬂgmﬂ:kf zdznam
{pozndmka 9.3).

5.2.3 Koncenlrace mﬂhy{bmudﬁm se zjistl z videk (ploch)
chromatografického nimlmu a kalibraéniho grafu; -

524 Vedle analh}rxkouh‘b&hn vearku musi bjt pmwd-ma And-
Ifza modelového vzorku s krmivem bez obsahu methylbenzochétu
(3.11} s phidavkem urtitého mnokstvi methylbenzochdtu. Vzorek
se plipravi tak, fe-k navi¥ee veorku krmiva bez obsahu methylben-
zochdtu (3.11) se plidd formou zékladniho standardniho roztoki
methylbenzochétu (3.8) tolik methylbénzochditu, kieré je podobné
obekivanému (deklarovanému) obsahu ve zkouleném vzorku a je-
ho naviice. Po plidini ke kemiva se vzorek promichd, nechd volné
as 10 mmutapnksapmmpru;cpodlai 21, 512a523 '

Zjiftén§ obssh methylbenzochdtu v tomto Vzorku by mél byt
nejméné 90 % tnmeuctéhn {pﬁdau&m}

&vmm-qﬁmm'

Obsah mﬂhﬂmm vmg'kg {X] mwpo-‘.‘.ﬂﬁ podle vzor-
[--H X
10.C.F

X= T {poznimka 9.3),

kda Cje kmuumqm&ﬁzhhbnﬁnmu;ufuvyml
F faktor bedEni
mm hm.utnm.‘;nwiﬂ:}"zkuhbuihumrkuvg

Vysledkem stanoveni je a.imm? priimér viledkd dvou sou-
bé&iné provedengch stanoven, které podminky opakovatel-
nosti, validace vjsledkil (viz £.8) a recovery testu (viz 5.2.4).

-Vnndh}esespfﬁuoﬁ:lmuiémg{kg.




e O'pquwatelnm"'

Rozdil maﬁ dyvéma plnllnlullm.i stanovenimi Emids&u?mi na

stejném vzorku nesmi prekrodit pfi ubuhu metylbenzochitu od 4

do 20 mg/kg hodnotu 10 % relat.

8. mlam ﬂm

Mﬁieb?l provedena bud opakovanjm méfenim e.:traktn zhou-
&ného vzorku s plidavkem methylbenzochitu, nebo porovndnfm
spekta;mmkmmm&n vzorku a kalibratnfho roztoku pomo-
¢l detektoru s diodwj-m polem (4.1) ~ : !

8.1 Gpmk'm'ané stanoveni s pﬂdwkm math;ribminbchitu' :

[{ ummzkoukuéhu vzorku, ziskaného podle 5.2.1, se phidé
phiblifné takové mnokstyl kalibradniho rnxmlru mﬂhﬂbmochi-
tu, ]nkd]n ve zkouSeném vzorku,

“Pik aknu&cndha vzorku na chmmalngraﬁukém #hznamu se od
tohoto piku mike lifit pouze vikou, nikoliv polohou. Rovné? -
ka plku tuhutnviehu palnﬁhlw!m se mide lifit nejviie o 10 %.

8.2 Detqkﬂpchmc{ detéktor s dipdnvim polem

i) Vinové délky pHi maximélini absorbici zkouteného veorku
i standardu na vrcholu piku chromatografického sdznamu musi byt
stejné v mezich rozlifovact schopnosti detekénfho systému. Pro de-
tekei s diodovim polem je to obvykle 2 nm.

'b) Mezi 250 aZ 400 nm, spektrum skouleného vzorku a stan-
dardu na vreholu pika chromatogramu, nesmi bit rozdilné pro ty-
to Esti spektra v rozsahu 10 a2 100 % relativnf absorpce.

Tohoto kritéria jo dosakeno, kdy# jsou ziskéna stejnd maxima
_ambjmiumoﬂdvémrpekhyodchﬂhpienhu;fdiﬁ%nh—
sorbance standardu,

c) Mezi 250 &% 400 nm stoupéint, vrchol i Klesénf absorbanéni
kfivky piku zkouSeného vzorku nesmi bft rozdiiné od ostatnich
v této Ldsti spekira v rozsahu 10 a2 100 % relativaf absorbance.

Tohota kritéria je dosateno, kdy? jsou maxima stejnd a kdy2 ve

viech bodech odehylka mezi spektry neplesahuje 15 % absorban-
ce spekira na vrcholu piku,

Jestlike jedno z téchto kritérif nenf sploéno, visledek staoven
nelze poklidat za prikazng,
9, Pomimky
9.1 Methylalkohol je nebezpetnon hoHavinou I. usd,r"n ZvId¥{ ne-
bezpefnfm jedem, proto pH jakékoli manipulaci s nim je nutné za-
chovivat bezpetnostal pravidla.

9.2 Pro dlely této metody kemivo bez obsahu methylbenzochfitu

by mélo bt podobného slofenf (typu) jako zkouleny vzorek a ne-

smi obsahovat detekovatelné mnofstvl methylbenzochdtu,

9.3 Je-li pHistroj vybaven vjpoltovou technikou a integratnim
software, provede se vipodet pHimou integracf,

2.7 Stanovenf obsahu narasinu
1. Ulel a romsh

Tato . metoda :padﬂkujn podmtnk;.r pro stanoveni narasinu
v premixech a krmnfch smisfch. ;

. Pro Giely této metody s pouiie tato dofinice;

Nmujufummmﬁnianhknhmdﬁum mnmjl:lhmkémak
trum Glinku,

2. Princip =

Narl.sln g stamovi na zikladé mhlbiﬁn!ho Gitinku na fk~
tor testovactho mikroorganismu Eu:ﬁiul subtilis ATCC 6633 di-
fiizni plotnovou metodow,

3. Chemikdlie
31 Ethylalkohol 96% (poznimki 5. 1)
32 Oxid hlinity, bizick§ ALCOA F 20, 0,12 a% 0,30 mesh

33 Extrakiaf roztok, smds ethylalkotiol (3.1) = voda (90 +
+ 10)

34 nadumat.mmhymbuhpl{a.l]—mda{m+ﬂn}

3.5  Narasin, standardni substance deklarované Eistoty (ucho-
viivi se pH teploté 5.°C)

36  Narasin, zikladnf standardni roziok

" PHprava: Duodm!mﬁbu.ﬁkrnamﬂm!ucudvﬂ podie
obsahu Gtinné litky, takové mnokstvi standardnf substan-
m{&ﬁ].qmmjmdubmhwdlﬂﬂummuv

%&knﬁmﬂuﬁ:ﬂ!mtﬂapuﬁvﬂﬂmlcmt&nﬂmmuo-
ku (3.3), doplni jim po rysku a promichd.

Roztok je stélf pHi 5 *C po dobu 1 mésice.
37 Narasin, pracovnf standarduf roztok (pro premixy)

Ptiprava: Redénim zékladafho standardnfho raztoku (3.6)
fedicim roztokem (3.4) se pipravi koncentrace 4,0; 2,0
al0pgv1ml

Tento roziok se plipravuje vidy Eerstvy.
3.8 Narasin, pracovni standardnf roztok (pro krmné smési)

PHipraya: Odm&H se piesné 5,00 ml zékladniho standard-
niho roztoku (3.6), smichd s 20,00 ml extrakEniho roztoku
(3.3) potom se dikladng promichd,

39  Testovacl mikroorganismus Bacillus subtilis ATCC 6633
(CCM 1999)

Uchovini kmene: Na kikmé udrfovact podé (3.11.2 pﬁ
teplotd 5 °C a jednou mésitnd se peotkovivd. Po
phu&mflnhemiuhtgupudubulﬁﬁlﬂhod pﬁtep&mﬁ
ITC

Sporovd suspenze testovactho mikroorganismu

Piiprava sporové suspenze: Kultura vyrostld na Hkmém
agaru se smyje asi 3 ml fyziologického roztoku (3.12)
a plenese se asepticky do Rouxov{ich Ihvi (4.13), obsahu-
jlcich sporulaénf pitdu (3.11.1). Pomocl sterilnich sklens-

nfch kuliZek se mikroorganismus rovnomérmi rozetfe po

10




:;%;aaa

povrchu agaru, Takto pHpravené Rouxovy lihve (4.[33 5e .

inkubuji pfi teploté 37 *C po dobu 7 ak 10 dnl. §

se oveH pod mikroskopem (4.14) & potom se narostld kul-
tura smyje s povrchu 25 mi fyziologického roztoku (3.12)
odsthedi (4.3), k sedimentu se plidd opét 25 ml fyziclogic-
kého roztoku (3.12), suspenze se zahfivé 30 minut pH te-
ploté 65 :ﬁ:mﬂmm 3].Tm;§mmfv§m?u&hi:
o & tFikrit. Nakonec se suspenze spér pfevede 4
M batiky a zahffvd se 30 minut pi teploté 65 *C. Tak-

to plipravend suspenze spér. pledstavuje zikladnf inoku- -

lum, kieré uchovivino pH teplotd 4 °C je poufitelné po
dobu 6 mésicd.

Koncentrace sporosuspenze se urtuje experimentslnf tes-
tacl. Md bt takovd, aby velikost inhibital zény pii fedéni
4 g/ ml byla 22 mm, co¥ odpovidd asi 0,2 a 0,3 ml sporo~
suspenze na 100 ml agaru,

311 Zivné pidy

3.11.% Sporulatnfl pida, Hvng agar suleng & 2 SEVAC

Piprava: 40 g #ivného agaru s rozpusti podle ndvodu vi-
robee v odmérné bafice na 1 000 ml, pfidd se 400 mg sira=
nu manganatého kryst. (3:13), doplaf do. 1000 ml vodou
a promiché. Pak se plelije do Ropiovfch lihvi (4.13)
o sterilizuje 20 minut v autoklivu (4. Il] p!'l pi‘clllku
0,05 MPa,

3112 mevadprbda

Piiprava: 0,7 g hydrogénfosforetnany dﬂ.ﬂ:ln&ho 3.14),
0,45 sﬂhyﬂmgmimﬁumﬁnmd:mlnéhn(ﬂ 15), 10,00 g
glikosy (3.16) 2,5 g ‘kvasnitného autolyzitn SEVAC
{317 a lsﬂglguupodhCSLZ(nbbGBmmrDif-
co) se za horka v 1 000 ml vody, upravi se pH na
hodnotu 6,0 2 roalije se po 270 mi do kulelovich bangk na
500 ml a sterilizuje 15 minut ph petaky 0,05 MPa.

312 Fyziologick§ roztok Phiprava: 8 g chloridii sodného se roz-

pusti ve vodé a doplni na 1000 ml. Sterilizuje se¢ 20 minut

pli 121°C.
313 Simn mm;amlf, mnnnhfdrit (MnSO, . H,0), pevnf
314 Hydrogenfosforetnan druselng (K;HPO,)

315 Dihydrogenfosforetnan draselng (KH.PO,)

3;'11__5 Glokosa -
3.17. Kvasnitn§ numly-ﬁtsum

4. Phistroje a pomiicky -

ti"PhlnaaklenEnﬁHﬂmXSﬁﬂmmnnbuﬁﬂnmx
X200 mm -

Rﬁml:cmfriﬂmmﬂd-&mmndmﬁﬂﬂmmﬂﬂﬂmm
Odnhdi'-rkalammm!

Ttepatka (horizontdin)

Pipety podle Pasteura /

Lizedi vodnl '

4.7 Korkovrt o priméru 9 mm

4.8 Vodoviha'

4.9 Podlofka vyrovndvacl regulovatelnd
4,10 Termostat
4.11 Autokldv

4.12 Trubice chromatografickd o priméru 19 mm, délce 500 mm,
& kohoutem a bez frity

4.13 Léhev Rouxova

5, Postup
5.1 Premixy

. B.L1 Do kufelové bafiky na 750 ml se zdbrusem se odviid phesnd

5,000 g rkuliebniho vzorku, phidd se 350 ml extrakinho roztoku
(3.3) (pozndimka 8.2), bafika se zazétkuje, vloH ha (horizontélnf)
tFepatku (4.4) a extrahuje po dobu 30 minut nebo 2 hodin v klidu
7a oblasného promichini. nzo s filtroje stfedn? hustym fil- -
trem do odmérné baiiky na 500 mil, filtr se promyje nékolikrdt ex-
m.kﬁu[mmﬂukm{ﬂﬁ},hnﬁhujﬁndnpllﬂpﬂmkulpm-
michd (pozndmka 8.2):

Z tohoto gisobnfho mﬂﬂnnpﬂmﬁmmmq kon-.
centracich teoreticky s 1.}l4ugnmsinuir1mll;pmémh8.ij.

5,12 Na plotriu (4.1), opatfencu rimem (4.2) utésnénfm v doty-
ku 5 plotnou maljm mnodstvim dgaru & ulofenou ve vodorovné
poloze (4.8), se vylije 270 ml testovael piidy (3.11.2), predem ro-
zehHiité a zchlazené na teplotu 55 *C i naokkoviné spofovou su-
spensd (3.10). Po ztuhnut s¢ plotaa ulo na 1 hod. do chladnitky
pii teploté 5 °C a pak se'v pravidelngch veddlenostech vytvoll kor-
Kovriem (4.7) jamky 9 fad po 9 sloupeich, pro vnfiSenf testovacich
i testaénfch roztokil, Testalnf roetoky standardu (viz 3.7) sc yndSe-
ji Pasteurovou pipetou (4.5) do 3 fad pod sebou ve stfedu plotny
a testovact roztoky zkouleného vzorku po strandch opdt do tH fad
pod sebou a podie drubu jejich teoretick§ch koncentracf k phishud-
né koncentract testaZniho roztoku standardu. Plotna (4.1) se inku-
hdtlﬁd!ﬂho&.phleph&ﬂ'ﬂirmmﬂlﬂ] Priméry
muklfﬂhmw&mmmﬁlpmmjmmmtkﬂnnpi‘mﬁ
nll)lmm i

5,2 Krmné smisi

. 5 Zl.ﬁakuﬁuh\'ﬁbtﬁhfanﬂmlmﬂbtumundﬂﬂplﬂﬂ
" 5,000 g zkuSebniho vzorku, plidd 20 ml extrakéntho roztokis (3.3)

a suspenduje se 3 bod. za obfasného promichind nebo 30 minut na
tFepatce (4.4) (pozndmka 8.3), Plipravi se chromatograficks kolo-
na (4.12) na jeji dno se vioH mal§ smotek obvazové vaty, veype se
oxid hlinit§ (3.2) po n¥kolika vrstyéch, z nich? ka¥dd se mfmé stla-
i do vie asi 70 mm. Suspenze zkoubeného vzorku se ynese na ko-
lonu a ponechd protékat. Eluft se jimi do odmé&mé bafiky na
50 ml. Sloupec kolony se prom§vd podily extrakéntho roztoku
(3.3) po 5 ml, pak se jim dopinf odmémé baiika s eludtem po rysku

& promiché (pozndmka 8.3), -

Ztuhutomztukuuphpnvﬁcﬂumnémmkyakmmhiddl
1; 2 a 4 pg narasinu v 1 ml, phitem? se fedf vodou;

5.2.2 Testatnl rozioky standardu se pipravi tak, #¢ pracovnf
standardnf roztok (3.8) se celf zpracuje jako rkoulen§ vzorek po-
&{naje vnesenim na chromatografickou kolonu (4.12). Visledni
koncentrace tohoto standardntho roztoku v 50 ml odmémé bafice
je 10 g narasinu v 1 ml. Z tohoto roxtoku fed&nfim vodou se pHpra-
vi testalni roztoky o koncentracich 1; 2 a 4 pg narasing v 1 ml, kte-
rﬁuvnihﬁmphlm{dl 1),

523 Dﬂcnpoﬂupnd:podhilhﬁmmnﬁm.hmwhﬁuhf

10kriit 9 jamek a testované i testalnf roztoky se plnf do 2 fad, -

6. -ijtqjﬂhdm
Obseh narasing v mg/kg se vypolitd podle Philohy 10, #st 7.1,




¥ :\?ﬁludkém stariovent je aritmetick§ prim¥c visledkd dvou sou-

b&né provedengch stanovend, které spliuji podminkis opakova-
telnosti a v;_,rjl.d’l‘uj: se s plesnosti na celé jednotky mg/kg.
T Opakovatelnost ¥ i '
7.1 Propremixy ;

Nebyla dosud stanovena,
7.2 Pro krmné smési

Nﬁbyla'dpmd stanovena,

ﬁrmﬁ;'

8.1 Ethylalkohol je niebezpetnou hotlavinou :"IHdr. proto pﬂ ja-
bezpetnostnf ;

ka.f,knh mﬂmpuhm s nim je nutné dodrovat pravidla.,

_H! Navﬁﬂaﬂnﬁahnﬁomﬂuinhjmmkﬁnﬂmmmkuu-

voll s ohledem na deklarovang obsali” avoparcitu ve zkouseném

veorki tak, aby vislednd kumentram avoparcinu ve vilubu byla
asi 70 pg/1 mi.

3.3 PH phdpoklidané{n obsahu narasinu ve :kuru!mém vzorkuy
70 mg/kg by méla bt teoreticky lr.oncemrm tohoto roztoku 7 J,.:g
narasiiu v 1 ml : ;

2.‘3 Etmiofeuf obsahu narasinu

Tato metoda je uvadena v }hum.al of Association of Official
Analytical Chemists 71,(3), 480-484 (1988)

1. Utela rozsah i

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni narasinu
v premixech a krmnjch smisich,
2. Princip

Obsah narasinu se stanovi po extrakei vzorku sméngm roz-
pouftédlem hexan-octan ethylnaty metodou vysokottinné kapali-
nové chromatografie.

2.9 Stanoveni obsahu nikarbazinu
1, Oel a vozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni nikarbazinu
v premixech a krmngch smésich, Nenf poufitelnd za pitomnosti
komponeqtd na biz nitrosloulenin jako jsou furazolidon, nitrovin
o obdobnych dalfich nitroldtek, jakok i pro obsahy nikarbazinu
pod 50 mg/kg. .

Pro 6&!3‘ této metody se pouZivd tato definice: Nikarbazin je
antikokeidikum, po chemické strdnee je to 4,4~ dinitrocarbanilid
kondenzit s 4,
mirniho vzorce CWH,,N,D‘
2. Princip

Nikarbazin se stanovi spctlrnfutumm-lcty po extrakei n-hexa-

nem a chromatografické separaci v prostfedi alkalického roztoku.

chloridu dﬂselnéhu

imethyl- 2-hydmxypynmldm v poméru 1:1, su-

3, Chemiklie
3.1  Nikarbazin, :laudmdn[ mbﬂmpﬁdln BVC I (poendimla
8.1)

32 Nikarbazin, z4kladnf standardnf roziok

" PHprava: Plesn 25,00 mg standardnf substance nikarbazi-
nu (3.1) se odvii¥ do odmémné bafiky na 100 ml, rozpustf -
ylformamidu (3.5), doplni imté2 po rysku a promi-
ch& 1 ml tohoto zékladniho tmh obsahuje 0,25 mg ni-

. karbazinu.

33 Nikarbazin, pracovnl standardni roztok (pro premixy)

PHprava; Do odmémé batky na 100 ml se odpipetuje 50 ml
zikladnfho standardnfho roztoku (3.2), doplnf dimethylfor-

~‘mamidem (3.5) po rysku a promich. 1 ml tohoto pracovni-
ho roxtaku ubuhu;a 125 pg nikarbazin. :

34 Nllr.arbadn, pracovod statdardnf roztok (pro krmné smits)

Piprava: Duudm&‘n{:blﬁkyuﬁ]ﬂm]scudppﬂu;elﬂml
zikladniho standardniho roztoku (3.2), doplnf dimethylfor-
mamidem (3:5) po rysku a promichd, lmimhmpmmvui
- ho roztoku obsabuje 12,5 pg nikarbaziau,

3,5  Dimethylformamid (pozadimka 8.2)

3.6 Oxid hlinitf, bizick chro &
Ihm[rli;mfr ki %rg ;lnupmmu matografii stupeﬁ

1.7 Ethylalkohol 96 % aldehyduprost§, predestilovang {p-:r
mimka 8.4)

"38 o Hmn{pnmlmhﬂﬂ

3.9 Sfran sodng, bezvod§ a predsulony

3.10 Hydroxid draseln§, roztok o(KOH) = 5 mol/1
3.11 Chlorid draselng, roztok o(KCl) = 1 mol/l
3.12 Alkalické Einidlo i

Piiprava: 10 ml roztoku hﬂtmﬂdu draselného (3.10) a
40 ml roztoku chloridu draselného (3.11) se smichd s 50 ml
vody zbavené oxidu ublititého a pmmichi. Pﬁpmm}e 56
vidy terstv, '

3.13 Kompenzaai &inidlo — chlorid draselng, roztok 75 g/1

"~ 4. Phistrofe n pomicky

4.1 Trabice chromatografickd, délky 250 mm a svEtlosti «
a) 25 mm s vio¥kou z¢ slinutého skla 8, [pmlumuﬁm&d)
b} 14 mm bez frity (pro premixy)

4.2 Spektrofotometr vhodné konstrukee pro méfenf pfi 435 nm
4.3 Lampa UV s filtrem o vinové délce 366 nm

44 Lézefi vodnf s termostatem

4.5 Odstfedivka s pHslulenstvim

4.6 Chladit zp¥ing vodni se zébrusem

5.1.1 Sestrojen{ kalibragnfho grafu

5,111 Do odmérnfch bangk na 25 ml se diferencované odpipe-
tuje 4,0; 5,0 a 6,0 ml pracovniho standardniho roztoku (3.3), do




kakdé x bandk se plidd asi 10 ml ethylalkoholu (3.7), 5 m! alkalic-
kého Einidla (3.12), doplnf se ethylalkoholem (3.7.) po rysku
o promichd.

5.1.1.2 Absorbance roztokit se méH na spektrofotometru (4.2)
pli vinové délee 435 nm proti samotnému ethylatkoholu (3.7)
v kyvetiich optické délky 10 mm.

Z naméFengeh bodnol absorbanci a jim odpovidajicim koncen-
traci se sestrojf kalibraini graf,

5.1.2 Viastni provedens

5.L.2.1 Nejprve se phipravi sloupec v chromatografické trubic
{4.1) tak, e do nikené Ssti trubice s zasune smolek obvazové va-
ty a trubice se naplaf do jedné tietiny obsahu dimethylformami-
dem (3.5). Potom se postupnd vadl 10 g oxidu hlinitého (3.6) tak,
aby byl stile pod hladinou dimethylformamidu, Po usazenf oxidu
hlinitého se¢ na povreh sloupee nanese asi 7 a2 10 mm vrstva sfranu

sodného (3.9).

5.1.2.2 Do zébrusové kulelové badiky na 250 mi se odvi# plesnd
1,000 g zkulebnfho vaorku, pHidd se plesné 100 ml dimethylfor-
mamidu (3.5) a extrahuje se na vodnf Mzni (4.4) vyhHité na 100°C
pod zpétngm chladifem (4.6) po dobu 15 minut, Potom se obsah
batiky ochladi na laboratorns teplotu a odstfedi (4.5) pfi 3 000 ot/
min. po dobu § minut, pFitem? supernatant se chrénf pled dennfm

5§.1.2.3 Na plipraveny sloupee v chromatografické trubici (4.1) s
odpipetuje 5 ml supernataniu a stény trubice se oplichnou 1 ml di-
methylformamidu (3.5), plidévanym z pipety. Po naneseni vzorku
se phidd 3krit po 5§ mi dimethylformamidu (3.5), plitem? soulasné
je nutno sledovat pomoci UV lampy (4.3) pohyb fluoreskujicich
 balastafch ltek ve sloupei. Dokud jsou tyto jeltE v trubici plitom-
ny nelze piikrodit k vymgvénf ethylalkoholem (3.7), nfbrk dalifmi
phidavky dimethylformamidu (3.5) pokragovat ve vyvijeni. Po dpl-
ném odstrangnf balastnich 1itek (nenastdvd ji fluorescence) se na
vrchol chro sloupce (4.1) opatmé nanese plesn®
5 ml ethylalkoholo (3.7) za dtelem eluce. Prvé phesnd 3 ml eludtu
se nepouijfl a pod trubici se podstavf odmémd bafika na 25 ml.
Eluce se obvykle provede plidinim 5krdt po 5 ml ethylakoholu
(3.7), plitem? prichod nikarbazinu ve sloupci se sleduje UV lam-
pou (4.3), zda nejsou jedtd pHtomny balasted Hitky. Po provedené
eluci se odmérnd badika odstavl, dopinf po rysku ethylalkoholem
(3.7) a promichd, , .
5.1.2.3.4 Potom se odpipetuje 5 ml roztoku do dal¥l odmérné
baitky na 25 ml, pfidd 10 ml ethylalkobolu (3.7), 5 ml alkalického
tinidla (3.12), dopluf po rysku ethylalkoholem (3.7) a promichi.

5.1.2.3.5 Dile s2 postupuje podle 5.1.1.2, plitem# viastnf mifenf
se provede Jkrit a k vyhodnoceni se poutije primémd hodnota,

5.1.2.3.6 Z naméfené absorbance, resp. jejl priméné hodnoty se
z kalibrabnfho grafu zjisti koncentrace nikarbazinu.

5.2 Krmné smisi
5.2.1 Sestrojend kalibrafnfho grafu

5.2.1.1 Do odmémych bantk na 25 ml se diferencované odpipe-
tuje 10,0; 15,0 a 20,0 ml pracovatho standardniho roztoku (pro
krmné smési) (3.4), do ka2dé z odmémgch bandk se odpipetuje
5 ml alkalického Zinidla (3.12), doplnf se ethylalkoholem (3.7) po
rysku a promichd. .

5.2.1.2 Absorbance roziokd se m&H na spekirofotometru (4.2)

pii vlnové délce 435 nm v kyvetéch optické délky 10 mm proti sa-
motnému ethylalkoholu (3.7). :

5213 Z naméfenjch hodnot absorbanci a jim odpovidajicim
koncentracim se sestrojf kalibradni graf.

§,2.2 Viastf proveden{

5.2.2.1 OdviH se asi 10 g rkulebnfho veorku s pesnost! nejménd
14 0,01 g do zébrusové kulelové batiky na 200 ml a extrahuje se
3kerit 25 ml n-hexanu (3.8), po odstéti a usazend (bafka se vidy
uzavie), so n-hexanovy extrakt odlije pres suchy Hdky filtr, Hexa-
nov§ extrakt se dile nepoufije. Filtr s eventueln® ulpilfmi podily
se vioH zplt do bafiky, obsah bafiky se vysulf na vrouct vodnf Lizni
(4.4), pak sc pfidd 100 mi dimethylformamidu (3.5) a zahieje
k varu za oblasného promichidni. Potom se odstavl, vytemperuje
a odstfeduje se (4.5) 5 minut pfi 3 000 ot/min, phitemE supema-
tant se chriin{ pfed dennim svétlem. Supernatant pfevede kvantita-
tivné do odmérmné badiky obsab 100 mi, dopinf dimethylformami-
dem (3.5) po rysku & promichd.

§,2.2.2 Piiprava chromatografické trubice (4.1) se provede, jak
uvedeno v 5.1.21, s tim rozdflem, 3¢ se poutije trubice svétlosti
25 mm 5 viokkou ze slinutého skla (4.1.a), nepliddvi se smotek va-
ty a mnostvl poulitého oxidu hlinitého (3.6) je 17 g.

5.2.2.3 Na vrch plipraveného sloupce se odpipetuje 25 ml super-
natantu a postupné po malfch dévkéch (5 ml) se phiddvd dimethyl-
formamid (3.5) a to tak dlouho, pokud pod zéfenfim UV lampy
(4.3) fluoreskujf balastaf litky, Po dplném odstrangnf balastnich
litek se pHidd 5 ml ethylalkoholu (3.7). Prvnf 2—3 ml eluftu se
nepoudiji a potom se pod trubici se podstavi odmirnd baftka na
50 ml. Eluce se dile proviidi ethylalkobolem (3.7), plitems se prii-
chod nikarbarinu trubici neustile sleduje pod UV lampou (4.3).
Zhékejict woma nikarbazinu postupuje Sir¥m pésmem a prochés po
zachycenf 22 a% 25 m! cluftu. Obsah odmémé badiky se doplnf
ethylalkoholem (3.7), @ to bud phes sloupec (vymyvénf) nebo pi-
o, po rysku a promichi.

5.2.2.4 Z toboto eluste se odpipetuje 15 ml do odmémé baikyna

* 25 ml, phidé se 5 ml alkalického &nidla (3.12), doplnf ethylalkoho-

lem (3.7) po rysku a promichd.

5.2.2.5 Vedle toho se plipravi kompenzaénf slep§ roztok a (o od-
pipetovinim 15 ml vlastatho (pro knkdy veorek) eludtu do odmir-
né baiiky na 25 ml, phidd se 5 ml kompenzatniho Linidla (3.13),
ethylalkoholem (3.7) se doplni po rysku a promich4. Tento foztok
gouH jako srovndvacl ph mEteni,

. 82,26 Absorbance roztoku se méH na spektrofotometru (4.2)

i vinové délee 435 kyvetéich optické délky 10
E:lmpcnnh[mnﬂ:pé:;:mn&{vhufmj. e

Z namétené hodnoty absorbance se z kalibratnfho grafu Zjisti
koncentrace nikarbazinu, :

6. Vpotet a vyjédient visledku
Obsah nikarbazinu v mg/kg (X) se vypoditd podie vzorce:

X = 107.C.F

m

kde C je mnodstvi nikarbazinu ve zkouleném vzorku zjiliing
2 kalibratnfho grafu v mg
m  navikka zkuebnfho veorku v g
F  fakior Fedtni (pro plesné dodrieny postup pro premi-
xy = 1,5 a pro krmné smisi = 5 000)

Visledkem stanovent jo aritmeticky primér visledkd dvou sous
biné provedenfch stanoveni, kieré spliujf podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se s plesnost] na jednotky mg/kg.




7, Opakovatelnost
7.1 Premixy |
" Nebyls dosud stanovens:”
7.2 Krmné smési

Wn dosud stanovena.

8. Poanfmky _

8.1 Standardnf substance nce nikirbazin misf vykazovat. maximum
absorbance pfi vinové délce 366 nm, phitem E'%, = 800+
+£5 %, : :

8.2 Dimethylformamjd s roztokem hydroxidu sodného 100 g/1
v ethylalkobolu (50 % v/v) nesmf dévat barevnou reakel, +

8.3- Oxid hlinity musi vyhovovat ndsledujicfm testu: Do 2ébrusové
baiiky na 250 ml se vsype 10 g oxidu hlinitého, phdd se 100 ml vo-
dy asilnd vytfepdvd po dobu 2 minut, Po ustinf se zméH pH vilus
hu; méd bft v rozmesd 10,0 a 10,5 pH. .

8.4 Ethylalkohol 96 %, n-hexan jsou nebezpetngmi hoHlavinami
1. tHidy, proto pHi jakékoli manipulaci jo nutné dodriovat bezpel-
nosiof pravidla, e, T iy ¢

Vedker§ poufity n-hexan je po regeneraci moZno mmu poulit,

B.5 Viluhy #kouleného vaorku a kalibralnl roztoky standardu se
phipravujf tésné pled viastnim stanovenfm.

2,10 Stanoveni obsahu nil:urbnzlnn

Do této metody byla rapracovina doporuleni EU uvedend
v Official Journal no L 103, 22/04/74
1. Utel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoven{ nikarbazinu
v premixech a kemivech, Stanoveni je rufeno piitomnost! derivdtd
nitrofurany, acetylenheptinu a karbadoxu, Mez stanovitelnost je
20 mg/kg (20 ppm).

-

2. Princip _
Vzorek je extrahoviin dimethylformamidem, extrakt pre&iitin

na chromatografickém sloupci s oxidem hlinitym a po eluci ethyl- .

alkoholem je u nikarbazinu vyvoldno pomoel alkalického ethylal-
koholu Zluté zabarvend, které se stanovi spektrofotometricky pfi
430 nm. . . L

3. Chemikilie

3.1 No-dimethylformamid (ddle jen DMF)

© 3.2 Oxid hiinit§ pro sloupcovou chromatografii, vy#hang pti te- -

ploté 750 *C po dobu nejméné 2 hodin a ochlazens v exsikd-
toru, Uchovivd se v uzaviend nddobee z hnddého skla. Pred
poukitim se zkoull podle popisu chromatografického délend
(viz 5.2.1) na dplnost konverze nikarbarinu pomoel zndmého
mnodstvi nikarbazino ve standardnfm roztoki. Vitdiek kon-
verze musi byt 100 % s maximélni povolenou odchylkou 2 %.

3.3 Ethylalkohol 95% (poznfimka 8.1)

© 3.4 Ethylalkohol 80% (pozndmka 8.1)
. 3.5 Hydroxid sodnf, roztok 500 g/1
‘3.6 Alkalické Enidlo

Piiprava: Do odmémé badiky na 50 ml, obsahijfcf 80% cthyl-
. alkohol {3.4) s¢ odpipetuje 1 ml roztoku hydroxidu sodného
(3.5), doplnf 80% ethylalkoholem po rysku a promich&. Pfi-
pravuje se vidy erstvé, ¢
3.7 Nikarbazin nejéistif, standardnf substance -
38 Nikarbazin, zikladnf standardaf roztok
~ Phiprava: Do odmérné baiiky na 100 ml sé odvA¥ 125 mg
standardni substance nikarbazinu (3.7) s plesnosti nejméni
na 0,1 mg, rozpusti v 75 ml DMF (3.1), kriitce zahfeje, po vy-
temperovénf doplni tmbéZ (3.1) po rysku a promichd. Udru-
je 56 v temnu. 1 mi tohoto zikladntho standardnibo roztolu
obsshuje 1,25 mg nikarbazing, . e 74

3.9 Nikarbazin, pracovnf standardni roziok

Piiprava: Do odmérné baitky na 100 ml se odpipetuje 10,0 ml
zikladniho stahdardnfho roztoku nikarbazinu (3.8), doplnf
DMF (3.1) po rysku a promichd.

Z tohoto.roztoku se odpipetuje 20,0 ml do odmémé baiiky na
100 ml, dopla DMF (3.1) po rysku a promich.

I ml tohoto pracovnfho standardafho roztoku obsahuje
0,025 mg nikarbaziny. Plipravuje se vidy Serstvy a udruje se
¥ lemnu. i J .

4. Pistroje a ponlh‘l.}'d

4.1 Spektrofotometr vhodné konstrukee s pislufenstvim (kyvety
optické délky 10 mm)

4.2 Chladit zp¥tng, vodnf se zibrusem

4.3 Lizeh vodnl s regulovatelnou teplotou

4.4 Odsthedivka laboratornf s piislufenstvim (centrifugatnf kyve-
ty na 120 ml) -

4.5 Trubice chromatografickd, vnitfni primér 25 mm, délka
300 mm

5. Postup

5.1 Sestrojenf kalibratnfho grafu

-Plesné 25 ml pracovnfho standardnfho roztoku nikarbazinu
(3.9) se plevede ples chromatograficky sloupec, zpiisobem jak jé
uvedeno v 5.2.1 — druh§ odstavec a zjeho B &isti elufitu se do sady
odmérnfch banZk na 25 ml diferencovand odpipetuje 2,0; 4,0;
6,0; 8,0 a 10,0 ml. Tyto kalibradn{ roztoky obsahuji 0,025; 0,050;
0,075; 0,100 a 0,125 mg nikarbazinu.

Do kazdé z bandk se pfidd 5,0 ml alkalického Einidla (3.6), do-
pini po rysku a promichd. Behem dalfich 5 minut se mé&H na spek-
trofotometru (4.1) pfi vinové délce 430 nm a v kyvetdch o optické
délee 10 mm proti smési 20,0 ml ethylalkoholu (3.3) a 5,0 ml alka-
lického &nidla (3.6).

Z namifengch hodnot absorbaned a jim odpovidsjicich mnokstyi
nikarbarinu v kalibradnich roztocich se sestrojf kalibralni graf,

5.2 Viastof provedeni (poznémka 8.2)

Do kufelové bafiky se zdbrusem, obsahu 250 ml se odvi
& plesnosti nejméni na 0,001 g pro premixy asi 1 ga pro krmiva asi



e
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10 g zkudebnfho vzorku, PFidd se plesnd 100,0 ml DMF (3.1), pro-
michd, nasadi zpétng chladié (4.2) a bafika se vioH do vrouel vodn{
lizn& (4.3) na 15 minut, pficem? se obsahem bafiky obas promi-
chit. Potom se obsah baiiky ochladi pod tekoucl vodou, obsah se
plevede do centrifugatnd kyvety a odstfeduje (4.4) po dobu 3 mi-
nut, Je-li theba, s ohledem na ofekdvang (deklarovang) obsah ni-
karbazinu ve zkouSengm vzorku, upravit koncentrhei nikarbazinu
na rozmez 2 a 10 mg, Fed( se pfislunfm mnolstvim DMF (3.1).

Supernatant extraktu se ddvkuje na chromatografick§ sloupec.

5.2.1 Do chromatografické trubice (4.5), umisténé ve vertikdlnf
poloze, se vlije suspenze 30 g oxidu hlinitého (3.2) v DMF (3.1).

Po usazenf oxidu hlinitého se DMF (3.1) odpustf tak, aby jeho hla-
dina byla 10 mm nad dirovnf oxidu hlinitého. Potom se na sloupec
prevede plesn 25 ml supematantu extraktu (pracownibo stan-
dardniho roztoku — viz 5.1), nechd se volng protéei tak, aby slou-
pec nezhstival suchy a pak se promyva krit 10 ml DMF (3.1).
Eluuje se phesné 70 ml ethylalkoholu (3.3), pfitem# prvnich 10 ml

eludtu se nezachycuje a daldf se rozdélf ndsledovnd;

prvnich § ml = roziok A
daliich 50 ml = roztok B
dallich 5 ml = roztok C

Roztoky A 2 C se zkoud pliddnim alkalického tinidla (3.6) 2da
nevyvolivajl Huté zabarvenf. Z roztoku B se odpipetuje do dvou
odmérnych bantk na 25 ml po 20,0 mL Do jedné 2 banik se pfidd
presnd 5,0 ml alkalického Enidla (3.6), do druhé plesnd 5,0 ml
ethylalkoholu (3.3). Obsahem obou bangk se dikladné promichd
a béhem daldich 5 minut se prom&H oba roztoky na spekirofoto-
metru (4.1) ph vinové délee 430 nm proti smési pfesné 20,0 ml
ethylalkoholu (3.3) a 5,0 ml alkalického Einidla (3.6) v kyvetich
o optické déice 10 mm. Od absorbance roztoku s plidanm alka-
lickfm Eiridlem (3.5) se odefte absorbance roztoku s pdanym
cthylalkoholem (3.3) a z roxdilu se gidtuje mookstvl pHtomného
nikarbazinu ve zkouSeném vzorku 2 kalibratafho grafu.

6. Vipotet a vyjddient vsledkn

mehnih:hnﬁnuvmﬂkgp(}seﬂpﬁﬂtipnﬁhm:
X = 10, C.F
m

kde C je mnokstvl nikarbazinu v mg zjiSténé z kalibratntho gra-
fu (x roadilu absorbanct) :
F . faktor fedéni (pH dodrieni postupu je F=1)
m  navitka zkudebnfho veorku v g

Visledkem stanovenf je aritmetick§ primér visledki dvou sou-
béné provedenych stanovend, které spliiuji podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se s plesnosti na celé mg/kg,

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi providénjmi na
stejném veorku nesmi plekrolit phi obsahu

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
8. Pozndmky

8.1 Ethylalkohol je nebezpetnou hoHavinou Lifidy, proto pfi ja-
kékoli mﬂ[ﬂlhﬂi?ﬂfﬂi]ﬂ numédodrm::]t bezpetnostnl

8.2 Viechny operace je nutné providét phi tlumeném svétle.

pravidla.

2.11 Stanoveni obsahu robenidinu

Do téio metody byla zapracovina f EU uvedend
v Official Journal no L 329, 30/12/93,
1, Utel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanovenf robenidinu
v premixech a kemivech (poznfmin 9.1) :

Pro di%ely této metody se poulvd tato definice: Robenidin je
kokcidiostatikom 6%inné na ndkterd druhy Eimeril, Po chemické
strince je to 1,3-bis-{p-chlorbenzilidenamino)jguanidin hydro-
hlorid. A

2. Princlp

Robenidin =& stanovi po extrakel vzorku okyseleafm methyl-
alkoholem, jeho pleilténi na chromatografické koloné s oxidem
hlinitym, metodou vysokoblinné kapalinové chromatografie
(HPLC) na reverzni fizi s poulitim UV detekee.

3. Chemililie

3.1  Oxid hlinit§ acidick§, stupedt aktivity |
3.2  Dihydrogenfosforetnan draselnf (KH2PO4) bezvody

3.3 Hydrogenfosforetnan sodng, dodekahydrit (Na;HPO, .
.12 H,0) nebo bezvod§ (Na,HPO,)

34 Acetonitril, Sstoty pro HPLC
A5 ) Kyselina chlorovodikovd, koncentrovand (h = 1,17 s..-"ml]

3.6 Methylalkohol, okyseleng roztok (pozndmbka 9.2)

Piprava: Do odmérné bafiky na 500 ml se odméH 4 ml
kone. kyseliny chlorovodikové (3.5), dopln{ po rysku me-
thylalkoholem a promicha

37  Mobilnf fize

Piiprava: Do odmérné badky na 100 ml se odvéH 0,34 g di-
hydrogenfosforeénanu draselného (3.2), mo:pmﬂ 5¢ Ve VO
dé toutéZ doplni po rysku a promichd (Roziok A).

Do dalil odmérné batky na 100 ml sz odvili 0,355 g bez-
vodého b u sodného nebo 0,896 g do-
dekahydrétu (. 12 H20) (3.3), rozpust ve vodt, touték do-
plnf po rysku a promichd (Roziok B).

Do odmémé baiky na 1 000 ml se odmEH 650 ml acetonit-
rilu (3.4), asi 200 ml vody, 50 ml roztoka A, 50 ml roztoku
B, doplnl po rysku a promichd. Dearuje s¢ probublivinim
heliem (3.11) po dobu asi 10 migut. Deaerovat je mokno i
v ultrazvukové lézni (4.6) po dobu 15 minut.

38 Robenidin, standardni substance o 100 % nebo zmimé
Gtinnosti

39 Robenidin, zakladni standardni roztok (pozndmka 9.3)

Phiprava: Do odm&rné bafiky na 100 ml se odviH phesné
40 mg standardni substance robenidinu (3.8) 100 % dtin-
nosti nebo vypoftené mnodstvi o niBi zndmé Gtinnost, roz-
pustl v okyseleném methylalkoholu 3.6), doplnf timtéz po
rysku a promichi.

1 ml tohoto zékladato standardnfho roztoku obsahuje
400 pg robenidinu,



310 Robenidin, pracovnf standardnf roztok {pozndmka 9.3)

Pi{prava: Do odmémé badiky na 200 mi se odpipetuje 5 mi
zikladnfho standardniho roztoku robenidinu (3.9), dople
mobilnf fizf (3.7) po rysku a promichd.

1 ml tohoto pracovntho standardnfho roztoku obsahuje
10 pg robenidinu. j

311 Helium

312 Krmivo bez obsahu robenidinu i rudicich litek — modelovy
vearek (pozndmky 9.4 a 9.10)

4, Pistroje a pomiicky

41 Chromatograf kapalinovy vysokoG&inng s plislubenstvim
{ddle jen HPLC), derpadio, kolona — reveranf fize C 18,
250 % 4,5-10 m, napf. injekidéni kohout napf. Rheodyne
popt. i datastanice s integralnim software a tiskdrna (po-
mimka 9.5). ; .

42 Odparka vakuovd, rotaénf
43 ' Tiepatka laboratorni

44 Kolona chromatografickd, sklcnnd, opatfens ve spodu
! uzaviracim kohoutem, . priméru 10 af 15-mm, délka-

250 mm (poznimka 9.6)

" 45  Paiika odpabovaci s kulatym dnem, obsahu 250 ml
46 Vala skelnd

5. Postup (poznfimka 9.12) _
5.1 Sestrojent kalibratnibo grafu ;

5.1.1 Do 5 odmérngech banék na 50 ml se diferencované odpipe-

tuje 15,0; 20,0; 25,0; 30,0 a 35,0 ml pracovntho standardnfho roz-
toku robenidinu (3.10), kaddd z odmérngch bandk se doplnf mo-
bilnf £z (3.7) po rysku a promiché, Tyto kalibraZnf roztoky repre-
zentuji koncentrace 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 a 7,0 ug robenidion v 1 ml.

5.1.2 Do kolony pistroje pro HPLC (4.1) se dévkuje ka2d§ roz-

' tok, kalibraénf (standard) | zkouSeny vzorek, dvakrit po ra-

¢l kolony, pfitem? odezvy po sobé jdoucich ndstfiki téhok vzorku

méﬁlbﬁvmmﬁnﬁv?hﬂﬁ.wmﬂmﬂmpmmuné-

teplota kolony teplota okolnl atmosféry

privtok mobilni fize 15ml/min =~ :
detekee . . . vinovid&lkn 347 nm (poznimka 9.7)
injektovany objem 20l ;

retentnf tas

(pro kolonu 250 X 4) ui'mmim_n_;

5.1.3 Kolona seuvede dorovnovihy af dosdhne ustdlend zdkladni
finie pii pritoku mobilnf fize (3.7) na vie uvedenou hodnotu,
pak s dévkuje kalibralnf, resp. roztok zkoufeného vzorka a za vj-
Lo uvedengch parametri se.polidi ziznam,

51147 6dajs pHishaingch odezev  jim odpovidiloim koncentra-
cim se sestrojf kalibragnl graf. Béal odezvy je plocha piku.

5.2 Viastnf provedeni, ¥
5,21 Do kufelové baitky na 500 ml se odviH takové mnosti
dobfe zhomo zkulebniho vzorku, kieré by obsaho-

valo, podle ptedpoklédaného obsahu robenidinu ve rkoubeném
vzorku (teorie), 1 mg robenidinu (poznémka 9.8). Potom se do
odmérné baiiky pFida presné 200 mi okyseleného methylalkoholu

© Miie bjt provedena bud

{3.6), bafika se uzdthuje a vytfepdvd se na thepatee (4.3) po dobu
30 minut. Po dikladném usazeni pevaého podily veorku se extrakt
plefiliruje suchym fidk{m filtrem do suché kidinky, plitem preni
podil filtrdtu s nezachycuje. Tento sisobni roztok zkoutentho
vzorku mé pledpoklidanou koncentraci 5 pg robenidiou v 1 ml.

5.2.2 Chromatografickd pfedtif{ovac! kolona se phipravi tak, ke
na dno této chromatografické trubice (4.4) umisiéné ve vertikilni
poloze se vioH smotek skelné vaty (4.6), upichuje a ni se nasype
11 g oxidu hijnitého (3.1) a to pokud mono tak, aby néplis kolony
nebyla pHlE vystavena volng atmosfife, Na plipravenou kolonu se
odpipeluje 5 ml zisobnfho roztoku rkouleného vzorku, nechd se
dplné vsiknout do nipln® kolony a eluuje sé z kolony 100 ml me-
thylalkoholu (3.6) do odpafovaci babiky s kulatjm dnem (4.5) phi
pritoku 2 aZ 3 ml/min. Baiika se pak vioH do odparky.(4.2) a ob-
sah s¢ nechil pfi teploté 40 *C odpatit do sucha. Odparek se roz-
pusti v pheént odméfengch 5 ml mobilnf féze (3.7). Phed nfstfikem
do kolony pHstroje (4.1) se doporuluje roztok odstfedit (4.7)
2 divodu mofné kontaminnce Gisticemi oxidu hlinitého v sedi-
mentu, .

Dile se postupuje podle 5.1.2.

5.2.3 Zadtelem ovifeni dodrienf sprivaého postupu (pozndmbka
9.9) musf byt provedena zkoutka s modelovim vzorkem (recovery
test): K navédee vzorku krmiva bez detekovatelného obsahu robe-
nidinu (3.12) se plidd formou zikladnfho standardniho roztoku
robenidinu (3.9) takiové mnokstv robenidinu, 5 ohledem na obeki-
van§ (deklarovanj) obsah robenidinu ve zkouSeném vzorku, jaké
j& obsakeno v navikée rhouleného veorku, Toto mnokstvi se plidd
k phslufné navioe krmiva bez obsahu robenidinu (3.12), na kte-
rou bylo vypolteno (naviika se volf stejnd jako u Zkoudeného
vzorku), promiché a po 10 minutdch se postupuje podie 5.2.1,

5.2.4 Koncentrace robenidinu v roztoku zkoufeného vaorku se
gjisti z kalibrataiho grafu (pozndmbka 9.10). i

]

6. Vipolel a vyjidient visledkn _ :
ﬁbsnhmbenidinu vmg/ kg (X) nvm:v&tipodlc vzorce (pbendm-

ka 9.10);
XmGE

kde C jo koncentrace robenidinu, zjifténd z kalibratatho grafu
v pg/ml -
F  faktor fedén
m  navi¥ka zkulchniho veorku v g

Visledkem stanoven je aritmetick§ primér vislodki dvou sou-
bidné provedenych stanovend, které spliji podminku opakova-
telnosti a vyjadfuje se s plesnosti na celé jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost _
Nebyla dosud stanovena (poendmka 9.11).

8. Validace visledkn (pozndmka 9:10)

opakovanym nibstfikem extrakiu
shoulenébo vzorkw s pHdavkem robenidinu do kolony piistroje
HPLC a porovidnim pfli tohoto a zkouleného vzorku, nebo de-
teked pomocf detektoru s diodovym polem a srovnénim spekter
extrakiu zkouleného vzorku a kalibraénfho roztoku robenidinu.

a/ Opakovanym stanovenim (co-chromatography) s phdav-
kem robenidinn: - . -



K extrakiu zkouSeného vzorku ziskaného podle 5.2.1 8 5.2.2 se

plibliZné takové mnoZstvl kalibraéntho roztoku robenidinn

_ m.l-l}. juké je vezkouleném vzorku, *

Opeont pika skoubentho vooek aéwhmmuingmﬁchﬁmﬁm—
mu mohou plky robenidinu 1i$it pobze v§3kou, nikoliv polohow,
an&ﬂty#khvjn}bhpﬂnﬂhﬂvﬂmmmhauﬂ!hu 10 %.

hfﬁemk&pmmdbwkhmiﬁodumnpdmrv:hrmm—
sl‘ﬂflnkémm&namnn

-

ba/ Vinowé dﬂk}r pH maximding ubwrpﬁ zkoufendho viorku
i standardniho spekira navrcholu pflku musf byt stejné v mezich
“rozlifovac schopnosti detekéniio systému, Pmdetnkdadmdu—
vjmpulmnjﬂtﬂﬂbﬂﬂu!ﬂﬂ:.

_wwmmmlﬂlnmlmnmmapehmm
ho vzorku i standardu na vecholu piku nesmf bft rozdilné pro tyto
&aﬂsplekmvmhufﬁli_lm%rdhﬂvn!-m.

Tohoto triwiljn dosadeno, kdy? jsou ziskina stejnd maxima

a mezi dvhup-ukl:ryumobjw[od:h}rlh pfcuhujl':{ ‘-‘.S“Hu ab-
mmmmdudu.

be/ Mezi vinovimi délkami 250 a2 400 nm stoupdni, vrchol
i klesdnf kiivky absorbance piku extrakiu zkoufeného vzorku ne-
smf bt rozdilné od ostatnich v této &dsti spekira v rozsahu 10 a2
100 % relativnf absorbance.

Tohot kritéria je dosaeno, kdy jsou maxima stejn a kdyk ve

Hmhbodmhadchﬁkamphwﬁmoﬂ% absorbance lpekmnl 3

vreholu plku,

Jestlie jednoho z téchto kritérif neni dosaZeno visledek stano-
veni nemite bt zeela prikazng.

9. Pomfmky
9.1 Metoda EU uvédf mez stanovitelnosti § mg/kg (5 ppm)

9.2 Methylalkohol je nebezpetnon hoflavinou 1. tHdy a zvii¥ ne-
bezpefnym jedem. Proto phi jakékoli manipulaci s nim ak do jeho
ﬁpln& asanace je nutno zachovivat bc:zpo&nmn! pravidla.

9.3 Robenidin je ulﬂvjr na dennf svétlo, proto je Eebl nevystavos
vat Hidny roztok jej obsahujici pHimému dennimu zéfent,

9.4 Pro Glely této metody by jako krmivo bez obsahu robenidinu
mélo bt podabného typu jako zkouleny vzorek a nemlo by obsa-
hovat detekovatelné mnodstvi robenidinu,

9.5 Metoda EU uvid jelt detektor s diodovfm polem

9.6 Metoda EU uvidi materidl wﬂmjmw sklo -

-

9.7 Metoda EU uvédf vinovou délku 347 nm

9.8 Z divodu reprezentativnosti vzorku se nedoporufuje navako-
vat méné ne? 1 g. Extraky je ntitno vhodné nafedit methylalkoho-
lem tak, aby 1 ml zdsobniho roztoku zkouleného veorku obsahoval
teoreticky 5 pg robenidinu. :

9.9 Plevzuto z metody EU

9.10 Je:li soutstf pHfslutenstvi phistroje HPLC vfpotové techni-
h:hmgn&{mmﬂwespmmmﬂmpmpﬂMvjanva
thivi muhmh pomudtohurln plimo.

!l'}.t Metoda EU uviidi pro ‘obsahy nad 15 mg/kg 10'% relat.
&m&nébnmﬂn&ﬂmﬂmeﬁ&ySuerhuvlmL

912 Vﬁuhyztmmomi:unmwwmmdu

se plipravujf tésné pred viastnim stanovenim.

2.12 Stanoveat sullaquinoxalion

Do této metody byla pnmvmuupmwwmm
vofﬂml.humum LIHZ. 05;»‘.111?5
1. Utel a rozsah

Tuomu-:-dupedﬂkw-upodminkypmnmvm[mlhqmmr
I:I‘nuuvpmmlmdllhmnj'thmﬁ:h Mumnnﬂlﬂmp

Stanoven( ruH ostatni suliunumdy a kywe.‘liul arsanilovi
[C,,H.Amﬂ,}.

Pro ﬂely této metody se poudivi tato definice: Sl-.lliuqulnmm .
je po chemické strince {#lminn-ﬂdnqa.ﬂnouuuﬂ-bummﬂm
amid).

2.- Princip

Sulphoquinoxalin se stanovl po extrakei vzorku dimethyforma-
mﬁm‘ieﬁhﬂmmawmmwmm

a kopulaci n- -1-naftylaminem, spektrofotometricky
pii vinové délce 545 nm. - .

+ 3, Chemikilie

31 N,N-dimethylformamid
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3.2/ Chloroform "

33 Biiylalkohol (pozadimka 8.1

34 Alkalické hydrolyzataf Enidlo ‘ _
. PHprava: Do odmémé basky na 500 il se odvaH 10 g hy- -

* droxidu sodného a 25 g chloridu sodného, rozpusti ve vods,
' doplnf tuté: po ryskua promichd, o S

3.5 'Kyselina chlorovodikov, konoéntrovand (h = 1,17 g/ml) _
3.6 Dusitan sodn, roztok 1 g/1 (plipravue sc vidy derstvy)

3.7 ' Sulfamdt amonng, roztok 5 g1 (plipravuje se vidy Serstvf)
3.8 N-2-aminoethyl-1-naphtylamin dihydrochlorid, roztok 1 /1
. (déle jen ANC) k> : -
. PHprava: Do odmémé baiiky ‘na 100 ml se ody&# 100 mg
. ANC, rozpusti v 1% roztoku kyscliny chlorovodikové, do-
pinf touté? po rysku a promichd. Plipravaje se vidy Lerstvy.
39 ' Sulfaquinoxalin, standardn substance =
3.10 Sulfaquinoxalin, standardni roztpk .
~ Priprava: Do odmémé baiiky na 500 ml se odvi 250 mg
© standardnf substance sulphoquinoxalinu (3.9) s plesnost{

nejméné na 0,1 mg, rozpusti se v 50 ml rozioku hydroxidu
sodnéhio (25 ml 0,1 mol/l roztoku hydroxide sodného +

: ...+25mlmdﬂ.du]:ln'f-wduﬁ'purjﬂﬁipmkh&, L

Do odmérné baiiky na 100 ml se odpipétuje 5 mi tohoto roz-
toku, doplni vodou po rysku'a promichi.

1 ml tohoto zedéndjiho standardnfho roztoku obsahuje
25 pg sulfaguinoxalinu. ’

4. PHstojeapomddy
4.1 Baiika kuJelovi se zabrouSenou zhtkou, objernu 250 ml

4.2 Trepatka laboratorni

4.3 Kelimek filtratn( skleséng §3

4.4 Nilevka délicf na 250 ml

4.5 Zaﬁz;cni‘pmﬁlﬂ-aﬁumﬂméﬁoﬁakul
4.6 Zkumavky 150 mm ¥ 25 mm.

4.7 Lézed vodnl s termostatem

4.8 Spektrofotometr vhodné konstrukce s kyvetami o optické dél-
ce 20 mm

5. Postup
5.1 Sestrojenf kalibratnfho grafu

5.1.1 Do sady odmémngfch bangk na 100 ml se diferencoviné od-
pipetuje plesné 2, 4; 6, B a 10 ml ztedéndjitho standardnilio rozto-
ku sulfaquinoxalinu (3.10), do ka2dé z banék se pfipipetuje 8 ml
kyseliny ehlorovodikové (3.5), doplaf vodou po rysku a pro-
michd, Tyto roztoky obsahuji 50, 100, 150, 200 a 250 pg sulfaqui-
noxalini ve 100 ml. Z téchto roztokd standardu se odpipetuje po
10 ml do zkumavek (4.6), plidd se po 1 ml ANC a obsah zkuma-
vek se promichd. Tyto kalibralaf roztoky obsahuif 5, 10, 15, 20
a 25 pg sulfaquinoxalinu, ’ ;

5.1.2 Absdrbance kakdého roztoku se méH na spekirofotometru
(4.8) v kyvetdch optické délky 20 mm phi vinové délce 545 nm
ptD(? vodé jako slepému roztoku.

* _petuje 25 ml do odinErné badky na 50 ml, pHdd se

5i1.3 Z nam&fengch hodnot absorbancf & jim odpovidajfeich kon-
centracl se sestrojl kalibratnf graf.

5.2 Viastnf proveden

Do kuselové baiiky 250 ml (4.1) so odv s pleshosti nejmeéné
na 0,001°g takové mnostvi rkuSebnfho vzorku, aby obsahovalo

mezi 0,25 a2 1,25 mg sulfaquinoxaliny. K naviZee vzorku se plidé
20 ml N,N-dimethylformamidu (3.1), promich4 se bafika se vioH
na vrouc! vodnf lfizei (4.7) na dobu 20 minut a po ochlazeni prou-
dem studené vody se plidd 60 mi chloroformu (3.2)', Bafika se #a-
zitkuje, vlo se na tfepalku (4.2) a vytfepdvi po dobu 30 minut,
Pak se obsah badiky #filtruje pes filtratof kelimek (4.3) pod mirné
snffenfm tlakem (4.5), baiika se vypléchne a filtr promyje 4x5ml
chloroformu (3.2), Filtrdt se kvantitativn prevede do délicf ndley-
ky (4:4) a filir s¢ jedtd promyje do této débicl ndlevky 50 ml chloro-

formu (3.2). Zbytek na filtru s¢ déle nepoutije.

Do délici pélevky (4.4) s extraktem vzorku se piidd 50 mi alka-
lického hydrolyzatafho Cinidla (3.4) a 5 ml ethylalkoholy (3.3),
diikladng se promfch tak, aby se zabrénilo vaniku emulie a to bud
pomal¢m plevtacenim délicl ndlevky asi 20 x, nebo mfmgin krou-
fenfm podle podélné osy. Po odd@lenf vestev, col trvi obvykle asi
15 minut, se odpusti spodni vrstva do jiné délici nélevky a borni
vodnd vrstva se pievede do odmémé baitky na 250 mil,
chloroformovi vrstva se reextrahuje tikrdt vidy 50 ml alkalického
hydrolyzatniho Einidla (3.4), pitem? ka2dd z vodnich vrstoy se
phidivi do tée odmérné bafky (viz vf¥e). Tato odmérm baiika se
pak doplnf vodou po rysku a promicha. Z tohoto roztoku se odpi-
& 5 ml ky-
seliny chlorovodikové (3.5), doplaf vodou po rysku a promiché,
Pokud je tfeba, filtruje se suchfm sthedné hustm filtrem do suché
kédinky, pfitem prvnfch 15 ml filtcdtu se nezachyeuje.

Po 10 ml roztoku (filtrdtu) se pfevede do dvou zkumavek (4.6)
a do ka¥dé ze zkumaviek se pHdd po phesn 2 ml roztoku dusitany
sodného (3.6), promichd, po 3 mimitich stinf jefté plesné po 2 ml
roztoku sulfaméitu amonnéhio (3.7) a opét promfchd. Do prvnf ze
zkumavek se pfidd pipetou presné 1 ml roztoku ANC (3.8), do
druhé.plesng 1 ml vody a obsahy zkumavek se oplt dilkladné pro-
michajl,

Kaldd ze zkumavek se wravfe pryZovou zitkou, opatfenou
otvorem s trubifkou pro odvod plynu, nebo podobaym zatizenim,
a pomoct mirné snifeného taku (4.5) se odsaje rozpulténg dusik.
Diile se postupuje podle 5.1.2, _

Z rozdilu hodnot absorbanci roztokil s roztokem ANC a bez n&j

se:iisﬂmmbmsi:_lhqummunu;hﬂbm&ﬂmm.

6. Vipotet a vyjddtent visledku
Obsah sulfaquinoxalinu v mg/kg (X) se vypotitd podle vzorce:

-30.C
X m

kde C je mnokstvi sulfaquinoxalinu zjilténé z kalibratniho
vmg J
m  oaviika ckulcbniho vzorku v g

Visledkem stanoveni je aritmetickf primér visledki dvou sou-
b¥iné provedenfch stanoveni, které splitujf podminku opakova-
telnosti a vyjadfuje se s pfesnosti na celé mg/kg.
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7. Opakovatelnost
Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provédénjmi na

stejném vzorku nesmi piekrolit pH teoretickém obsahu sulfagui-
noxalion; =
20 a¥ 100 mg/kg 10 mg/kg
100225000 mg/kg . 10 % relat,
5 000 &2 10 000 mg/kg 500 mg/kg
“nad 10 000 mg/kg - 5 % relat.
8. Pozndmky

8.1 Ethylalkohol je nebezpetnou hoflavinou Ltdy a proto pki ja-
kékoli manipulaci s nim je nutné dodriovat bezpetnostnf pravidia,

2.13 Stanoveni obsahn meticlorpindoln
1. Ukel a rozsah

Jsou zde uvedeny tfi- metody stanoveni, spektrofotometrick
pro premixy, metoda yysokoddinné kapalinové chromatografie
pro premixy a jeji modifikace pro krmné smési.

Tyto metody specifikuji podminky pro stanovent meticlorpin-
dolu v premixech a krmnfch smésich, :

Pro titely tichto metod se poulivé nfsledujicf definice:

Meticlorpindol (clopidol, coyden) je chemické antikokcidikum
o slodeni 2,6-di-methyl-3,5-dichlorhydroxypyridin (nebo 3,5-di-
chlor-2,6-dimethyl-4-pyridinol), sumimiho vzorce C,H,CLNO.

2. Princip

Meticlorpindol se stanovi po extrakei vzorku ethylalkoholem, za
phitomnosti antioxidantu pfedextrakel n-hexanem, spektrofoto-
metricky porovndnim se standardem nebo po extrakei veorku smé-

sl methylalkoholu a hydroxidu amonného metodou vysokotitinné
kapalinové chromatografie. ’

3. Chemikdlie

Spcktmfulumc;lﬂckﬁ metoda

Ethylalkohol sty 96%, zvidsif denaturovang 1 % hexanu
.(poznimka 8.1) . .
n-Hexan (pozndmka £.1) _ '

Meticlorpindol, standardni substance nebo premix Lerbec
0 znfimé dlinnosti resp. koncentraci meticlorpindolu

Meticlorpindol, zékladnf standardni roztok

PHprava: Do odmérné baiiky na 200 ml se odvil 30 mg
standardni substance meticlorpindolu o 100 % 68innost
{3.1.3) s pfesnosti 0,1 mg nebo plepoftend mnodstvf sub-
stance o nizi Glinnosti, rozpusti se ve 150 ml ethylalkoho-
Iu (3.1.1}, doplni jim po rysku a promichd.

1 ml tohoto zdkladniho standardntho rozioku obsahuje
0,15 mg meticlorpindolu.
Meticlorpindol, pracovn standardni roztok

Priprava; Do odmérné baiiky na 50 ml se odpipetuje

25,0 ml zdkladniho standardnihi roztoku meticlorpindolu

31
311

312
313

314

ALS

(3.1.4), doplni ethylalkoholem (3.1.1) po rysku a promi- -
ch.

3.2

3a2a
322

323
324
3:.2.5
3.2.6

327

318

329

3210
1211

4. Piistroje & pomiicky

4.1
4.1.1

4.1.2
4.2
421

422
4.2.3

1 ml tohoto pracovniho roztoku obsahuje 75 ug meticlor- ]
pindolu. :
Metoda  vysokodlinné  kapalinové
(HPLC) _

Methylalkohol (pozndmka 8.1) _
Methylalkohol, Eistoty pro HPLC (ddle jen HPLC) (po-
anfimka 8.1) .
Dihydrogenfosforetnan draseln§ KH,PO,, pevng
Dibydrogenfosforetnan sodn§ NaH,PO,, pevg
Meticlorpindol, standardnf substance o 100% Gtinnosti
Meticlorpindol, zékladn{ standardni roztok

Pliprava: Do odmémé bafiky na 200 ml se odvé3 50 mg
standardnl substance meticlorpindolu (3.2.5) 5 presnosti
0,1 mg, rozpusti v methylatkoholu (3.2.1), doplni jim po
rysku a promichd. -

1 ml whoto zdkladntho
250 pg meticlorpindolu.

Meticlorpindol, pracpvni standardnf roztok
Phiprava: Do odmémé baiky na 100 ml se odpipetuje

10 ml zékladnfho standardniho roztoke meticlorpindoly
(3.2.6), doplni se methylalkoholem (3.2.1) po rysku a pro-
michi. .

chromatografie

standardnfho- roztoku obsahuje

1 mi tohoto pracovnho standardafhio roztoku obsahuje
25 pg meticlorpindolu.

Tlumivy roztok o pH = 6,75

Ftiprava: Do odmémé baitky na 1 000 ml se odvé#0,91 g

dihydrogenfosforefnanu draselného (3.2.3) a 0,95 g di-

hydrogenfosforefnanu sodného (3.2.4), rozpusti asi ve.
100 ml vody, doplnf vodou po rysku a promichd.

Mobilni fize

Piiprava: Smiché se 2,5 dili methylalkoholu (HPLC)
(3.2.2) se 7,5 dily tlumivého roztoku (3.2.8) a promiché.

Apunia.t (NH;), koncentrovang (h = 0,91 g/ml)
Amoniaksinf methylalkohol, roztok :

Phiprava: Smichd se 5 ml amoniaku (3.2.9) a 95 ml me
thylalkoholu (3.2.1)

Spektrofotometrickd metoda

Spektrofotometr registratnf s phislufenstvim pro méfeni
v'UV oblasti spekira a s kfemennjmi kyvetami optické
délky 10 mm - .

Trepatka ultrazvukovi

Metoda vysokottinné kapalinové chromatografie
Chromatograf k chromatograf s phislubenstvim
(erpadlo, kolona — reverznf fize C 18, 250 % 4,5 a3
10 pm, injektdZni dévkovact zatizeni Rheodyne, UV de-

tektor) popf. datastanice s integragnim softwarem, tiskdr-
na nebao jiné registraénf zaffzent,

Lézeh ultrazvukovd
Odstredivka laboratorni s pHslubenstvim




©tu v zkoufeném veorku se
# mm{ﬁ lﬁjnm&knﬂmc{?mrtusﬁﬂml

5 Poﬂnp [pnznithS]

51 Pmmix}r i ¢ _‘ g-"

' '5.1.1 Metmspammmuﬂmmmmas}

Dukddm&ﬁtﬁkxmsm 56 2brusem mod\rﬂiul 15¢g
vaorka s phesuost! nejiaént na 0,001 2 Za piitomnosti antioxidan-
ude:mhminikumun—h:—

Ke vaorku se plidd 200 mi cthylalkotioh (3,1.1), bafika se za~
zitkuje; viod na tﬂlramrkmruu thepatk (4.1.2) a po
dobu 10 minut (pozndmka 8.4). Obsah bafky s¢ zfiltruje sttedné
hustym filirem do odmérné bafiky na 250 ml, filir promyje ethylal-
koholem (3.1.1) véetnd viplachu pivodn{ badiky, dophnf jfm pa
rysku a promfchd. Z tohoto roztoku ge odpipetuje § ml do odmbr-

né barky na 50 ml, dopln uthyla]kolmelam (3.1.1) po tysku d pro-.

michd.

Mt se uhm'gmnh[m spekizofotometit (4.1 ljod\'lnw&d&-
ky 230 do'330 nm v 10 mm kyvetfich proti ethylalkoholu (3.1.1)
a zdznam se vyhodnot

g Stejngmzpﬁmbemnmmprmahnduﬁahpodmimkumﬁﬂ
pmmun: standardnf roztok meticlorpindolu (3.1. 3).

.".-.‘.l.:!r Mctnda \rjﬂﬂ:ﬂﬁﬁnné hpalln-wé mmma.tugmﬁn (HPLC)
5121 Knhbnwc

D6 kolony HPLC chromatografu (4.2.1) se nastfikuje postupné
pracoynl (kalibratnl) standardnf rowtok (3.2.6) i roetok zkoulené-
ho vzorku po ekvilibraci kolony vidy dvakrdt, plitemZ odezvy po
sobé jdoucich pHslufnfch ndsthiki musf bft v toleranci nejméné
2 %. Béxf odezvy je plocha pHsluiného pllou.

teplota kolony teplota okolnf atmosféry
. prittok mobilnf fize 1 ml/min.
detekee vinovd délka 265 nm UV sp-cl:lm

injektovany objem 20 pl

Pracovni
podminky:

retentaf Zas (pro popsanou kolonu) asi4,5 min,

ZI:u:nrn!m'.Lj'r vzorek | pnm\'nl‘. (kalibra&nl) standard muﬁ bt
zkoudeny za naprosto shodngch podminek,

5.1.2.2 Viasin proveden
Do kuelové baitky na 250 ml se odvé# takové mnolstvl vzorku

s presnosti nejméné na 0,001 g, aby mnodstvi meticlorpindolu, po-
dle predpoklidaného obsahu ve zkouseném vzorku (teorie), bylo

“asi 2500 g, PFidd se plesnk 100 ml amoniakdlntho roztoku me-

thylalkoholu (3.2.10) a extrahuje $e na ultrazvukové I (4.2.2)
po dobu 30 miuulcﬁhkmﬂ:uumu obzah bthem extrakee nékoli-
krdt rufnd rozmichat (pomdmka 8.4). Bafka se odstavi a po-
nechd v Klidu, aby pevnd &st vzorku sedimentovala nebo se sedi-
mentace urychlf odstfedénim (4.2.3). Z &irého supernatantu zkou-
Zeného vzorku se odpipetuje 10 ml do odpafovaci bafiky a pfi
40 °C s¢ odpali do sucha, Odparek se rozpusti v 10 ml mobilnf f§-
ze, Ziskany mukmpuuiqapﬂmoknisﬂlkuduehmmawmﬁc-
ké kolony,

Pracovnf (teorctickd) koncentrace tnhuto roztoku zhoufeného
vzorku je asi 25 pg meticlorpindolu v 1 ml.

Dile se postupuje podle 5.1.2.1. Koncentrace meticlorpindolu
v roztoku zkoubeného veorku se gisti porovndnim pHslufné odez-
vy roztoku zkouleného vzorku s odezvou pracovaiho standardni-
ho roztoku meticlorpindotu (3.2.7) (poznimka 8.2).

m uvedengm v 6.1. Magimum ab-
sudm: by mélp bt pli vinové délm 270 nm, '

—

5.2 Krmné smési {mt.loda vmhuﬁhmﬁ kapalinové chromato-
grafie HPLC)

‘83, 1. Kalibrace

Postupuje s¢ zcela shodng, j.tkjewedmuv 5.1.2.1,
5.22 Viastaf provedeni ;
Postupuje se shodng, jak je uvedeno v 5.1.2.2. -
6. Vipotet a 'r;]id'lul‘ rfﬂa&i
6.1 Maloda. spektrofotometricks
‘Obsah mnhchcmindnlu v nuﬂ:g {X} se v)rpuﬂti pod]c vaorce:

% 09 A
5. M

kde m je hmotnost haviZky Zkulebnfho vzorku v g
€ koncentrace meticlorpindolu v 50 ml kalibrafniho roz-
toku standardu, 5 ohledem na i&innost standardnf sub-

stance meticlorpindolu v mg
Ay korigovand hodnota absorbance mﬂ-:-ku pracovatho
© standardu
Ag  korigovand hodnota absorbance roztoku zhouleného
e I

Korigované hodnoty absorbancf zkouleného vzorku i standardu
se vypoditaji ze spektrofotometrického zienamu graficky: Body,
urbené minimdlnimi absorbancemi pred & po absorbanci maxima -

.$¢ spoji plimkiou a od bodu, kde tato pHmka protne kolmici spus-

ténoiu = bodu maxima absorbance, se m&H k bodu mnrbanm ma-
xima korigovand hodnota absorbance, . .

6.2 Metoda HPLC -

ﬂbﬂhmcuclurpinuohvmg&gﬁ']uvwnéﬂﬁpudlcmm
{pozndmka 8.2):

¥ - C.F

m

hdt. C je koncentrace meticlorpindolu ve zkoudeném vzorku,
gjilténd porovadnim odezvy zkoudeného veorku a pra-
; tmnﬂw (kalibraaiho) standardnfho roztoku v pg/ml-
F faktor fedéni :
m  hmotnost naviZky zkulebniho vzorku v g

Visledkem stanoveni je aritmeticky primér visledkd dvou sou-
biiné provedenych stanoveni, které splinji podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se s plesnosti na celé jednotky mg/ kg,

7. Opakovatelnost

7.1 Premixy

7.1.1 Metoda spektrofotometrickd
Nebyla dosud stanovena,

7.1.2 Metoda HPLC
Nebyla dosud stanovena,

7.2 Krmné smisi {metoda HPLC)
Nebyla dosud stanovena,




aa

8. Pondmky

8.1 Ethylalkohol, methylalkohol a n-hexan jsou nebezpelnymi
hoflavinami I, tfidy, methylalkohol je vedle toho i vt nebezpet-
nym jedem, proto je nutno pki jakékoli manipulaci s nimi a2 do
Gplné asanace zachovivat bezpetnostal pravidla,

8.2 Je-li soutdsti chromatografické sestavy (pHstulenstvi) inte-

- gratal a vipoltové software, vypolitivajf se hledané koncentrace

a obsah pifmo zpracoviinim namé&fenych soubort.

8.3 Spektrofotometricki metoda stanoveni meticlorpindolu nenf
poufitelnd, pokud je soulasnd ve vzorku pHtomen metylbenzo-
chét, protoe visledek analjzy je vyl cca o 5 %.

8.4 PH extrakei vzorku nelze poulivat mechanickou tfepatku,
protoke vzhledem k nizké rozpustnosti meticlorpindolu v ethylal-
koholu neni timto zpisobem extrakee dtinnd a snifuje visledek
analfzy minimdlng o 10 %.

8.5 Vyluhy zkouleného vzorku a kalibratnf roztoky standardu se
plipravuji tésné pred viastnim stanovenim,

2.14 Stanoven{ mti:lnrplndolu.
Tato metoda je pfeklad z LUFA &, 14.5.1 resp. 14.5.2.

1. Utel n rozsah

Pro stanoveni meticlorpindolu jsou uvedeny dvé metody a to
pro stanoveni v premixech a krmngch smésich. Tyto metody speci-
fikuji podminky pro stanoveni meticlorpindolu (3,5-dichior-2,6-
-dimethyl-4-pyridinol) v premixech a krmivech. Mez stanovitel-
nosti pro krmné smési je 30 mg/kg.

2. Princip
Meticlorpindol se stanovi;
a) v premixech po extrakei vzorku dfedéngm hydroxidem sod-

nfm, odfiltrovin{ a zfedéni alikvotntho podfiu k octovou
spektrofotometricky pii vinovich délkdch 267, 297 a 327 nm.

- . b) vkrmngch smésich po extrakei smésf methylalkohol- chloro-

form-amoniak, odpafenf cxtraktu a rozpuiténf ‘chloroformem
a pletisténf na sloupci oxidu hlinitého i ndsledn® na sloupei jonto-
ménibe, spektrofotometricky pH vinovich délkich 267, 207
@ 327 nm s ohledem na korekei pozadi, .

3, Chemiksilie

Obecn

Meticlorpindol, standardnf substance (fa Chemical Com-
pany Nederland, NV., Temeuzen, Niederlande)
Hydroxid sodnf, roztok 20 g/1

Kyselina octovd, piblizng 40% (h = 1,05 g/mi)

Pro krmné smési navic

Oxid hlinity, neutrdinf (stupest aktivity IT)

Piprava: 60 g oxidu hlinitého, stupnd aktivity 1, se smfs(
s 1,8 g vody a silnd protfepdvé po dobu 20 minut. Uchovi-
vil se v uzaviené niidobé a ve tmé. 7
Methylalkohol (pozndmbka 8.1)

311

1.2
313
3.2

321

323
324
325

Chloroform (DAB 7)
Amoniak, roztok 25% (h = 0,91 g/ml)

Methylalkohol 80% (pozndmba 8.1)

Pliprava: Do odmEmé bafiky na 1 000 ml se odpipetuje
800 ml methylalkoholu (3.2.2), doplal po rysku vodou
a promichd, y

Extrakinl smés methylalkohol-chloroform-amoniak

Piprava: 50 ml methylalkoholu (3.2.2) se smisf s 50 ml
chloroforntu (3.2.3) a 30 ml roztoku amoniaku (3.2.4).

Phipravuje se vidy Serstvy, %
Kyselina chlorovedikovd, roztok o(HCI) = 6 mol/|

Octan sodnf, tihydrt (CH,CO,Na.3H,0), roztok _
100 g/1 :

lontoménit DOWEX, typ anex-Cl, 100 aZ 200 mesh, nej-
Listdi (napk. fa Serva, Feinblochemica Heidelberg)

Pliprava: (z pfedpisu fy DOW Chemical Company — pie-
vedeni do acetfitové formy). Ve 3 000 ml kidince se zahH-
v 350 g ionexu s 1 000 ml roztoku kyseliny chlorovodfko-
vé (3.2.7) po dobu 2 a% 3 hodin na vrouel vodnf 14zni
(4.2.4), potom se zfiltruje Bichnerovou nélevkou 4.2.5)
a promgvi do negativnf reakce na chloridy (dusifnan
stibray — 3.2.10). Potom se ionexem napln sklenéng tru-
bice (4.2.8) a sloupec se prom{vii roztokem octanu sodné-
ho (3.2.8) tak dlouho a% odiékajécl kapalina nedévi reakei -
na chloridy (dusinan stfibrg — 3.2.10), pfpadné jen sla-

by zikal. Pak se odsaje, promyje asi 3 1 vody, prevede opét

do 3000 ml kidinky a zahfivi na vrouci vodaf lzni

(4.2.4) po dobu 3 hodin's 1000 ml kyseliny octové (3.1.3).

Op1 se #iltruje, jak vite uvedeno, a promyvé do negatival

reakee na chioridy (dusitnan stifbrag — 3.2.10).

Uchovivi se pod vodou,
3.2.10 Dusitnan stifbrag, roztok 10 g/1

3.2.6

327
328

329

4. PHistroje a pomiecky
Obecné

4.1.1 Spektrofotometr vhodné konstrukee s plislufenstvim (kfe-
- mennd kyveta o optické délce 10 mm)

4.2  Pro krmné smési navic

4.2.1 Trubice chromatografickd, sklenénd, dlouhs 300 mm (podi-
tiino bez zésobnfku), vnittaf primér 20 mm, na hornim kon-
ci opatfend zdsobnikem o obsahu 250 ml, na spodnim konci
opatfend 4 mm kohoutem,

4.2.2 Trubice chromatografickd, sklenénd, dlouhd 100 mm (podi-
tino bez zdsobnfku), vnitfnl primér 13 mm, na hornfm ko«
¢l opatlend zdsobnikem o obsahu 125 ml, na spodnim konci

.opatfend 2 mm kohoutem nad nfmé je frita 5.

4.2.3 Trepatka

4.2.4 Lézed vodni

4.2.5 Nilevka Biichnerova

4.2.6 Odstfedivka vhodné konstrukce

4.2,7 Vata skelnd

4.2.8 Trubice sklennd, dlouhd 50 mm, zakonZend fritou S5

4.1
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Duudmé-mﬁhaﬁkyna 1 Mml{?.}wud‘dﬂiﬂ 1 g Zkudcbnl-

_ ho vzorku s phesnostl neiménd na 0,001 g, pfidd se 50 ml roztoku

Hydroxidu sodného (3.1.2) a poneché se 10 minut stét s obasnym

. Potom se dopln vodou po rysku a promiché. Filtru-

je s¢ stiedn& bustfm filtrem do suché kidinky, pFitem? prvaf podil

filtritu se nezachycuje, Do odmérné bafiky na 250 ml (V,) se odpi-

petuje 10 ml filtrdto [V,},dnphﬂmehnou octovou (3.1.3) po rys-
ku a promichd.

MEH se absorbance na
mennfech kyvetich ph vinovich délkich 267, 297 a 327 nm proti
kyselin octové (3.1.3). Absorbance tohoto vzorku naméfend ph
267 nm se koriguje (poznémka 8.2) na pozadi podle vzorce: |

Ape Ay + Ayy— 243y
a koncentrace meticlorpindolu se zjist! z kalibratniho grafu, |
52 I';m'mé smésl

5.2.1 Sestrojent kalibratafho grafu

Provede se podle 5.1.1,
5,2.2 Viastaf provedeni

Do kufelové bafiky se zébrusem, obsahis asi 250 ml se odviH asi
10 g Zkuebniho vzorku s presnosti nejmén na 0,01 g, rozpustf se
v piesnd 100,0 ml extrakini smisi (V) (3.2.6), bafika se zazdtkuje
1 obsah se vytfepdvd po dobu 20 minut. Potom s bud nechd 20
minut ustét, nebo se odstkedi (4.2.6) phi 4 000 ot/min. Do kédinky
vhodného obsahu se odpipetuje 50 m! &rého roztoku nebo super-
natantu (V) a odpaH na vrouci vodnf idzni (4.2.4) asina 5 mi, pH-

di se 15 ml methylalkoholu (3.2.2), zahfeje krftce k varu
a smichd se 150 ml chloroformu (3.2.3) (roztok 1).

Dile se plipravi sloupec oxidu hlinitého, Na dno chromatogra-
fické trubice (4.2.1) se vioH smotek skelné vaty (4.2.7), trubice se
umisti ve vertikdlnf poloze a napini 60 g oxidu hiinitého stupnd ak-
tivity 11 (3.2.1). Na oxid hlinit§ se vioH opdt smotek skelné vaty

(4.2.7) do vile asi 3 cm a sloupes se prolije 100 mi chloroformu
(3 2.3). Proteklf chloroform se ddle ke stanoveni nepouie.

Na phpraveny sloupec oxidu hlimtéhnsuphmdu kvantitativod

roztok 1, nﬂuﬂdﬂmhﬂlmmmwmmm
smotku skelné vaty, Kidinka od roztoku 1 se vyplichne 50 mi
chloroformu (3.2.3) a viplach se ptevede rovnél na sloupec. Tato
operace se opakuje jedté Zkrdt vAdy s 50 ml chloroformu (3.2.3)

a vjplach po vitoku ze sloupee se pro stanoven! diile nepoudije.
Dile se stejnd kidinka vyplichne jeltd 110 ml methylalkoholu

_ (3.2.5) s op¥t plevedé na sloupec oxidu hlinitého. Prvadch 30 ml

proteklého mnodstvi se dile nepoutije a daliich 70 aZ 80 m, kieré
obsahujf meticlorpindol se jimé do kddinky, Posiedni zbytky me-
thylalkoholického extrakiu se vytlald ze sloupce stlafenm vadu-
chem do 1ée kiidinky (toztok 2).

. Dile s ptipravi ionexovy sloupec, Do chromatografické trubice
(#.2.2), umisténé ve vertikdlnf poloze se phevede tolik iontoménite
DOWEXu (3.2.9), a# je trubice napinéna do vjiky 6 cm. Pak s¢ na
fonex vio#i smotek skelné vaty (4.2.7) a sloupec se promyje nej-

Sﬂﬂkﬂﬂgnﬂmﬁ{ild]pﬂm&hﬂﬁrpﬂﬁﬂm

: lhrlalkuhuh;{! 25). .

Nmmpﬁpumf-ﬂuupump!mednmmthmannﬂ
ak k horni hladin {onexe, Kédinka od roztoku 2 so vyplichne
2kriit vixdy po 50 ml methylalkoholu (3.2.5) a viplach se vidy pfe-
vede na sloupec. Roatok vytékajicl ze sloupee se déle nepoudije.
Mﬂmﬁnﬂnmmwmmmllpmmlﬂmlk}:&ny
octové (3.1.3), cludt se jimd v odmEmé bafice (V) (pro obsahy
meticlorpindolu do 150 mg/kg na 100 ml, pro vy3sf obsahy na
200 mi) doplnf kyselinou octoveu (3.1.3) po rysku a promichd,
Miti se na spektrofotometru (4.1.1) v kfemeangich kyvetdch pki
vinovich délkidch 265, 207 a 327 nm proti kyselind octové (3.1.3),
Naméfend hodnota ‘ahsorbance se koriguje na pozadi ndsledovné:
Hodnoty absorbance roztoku zkoubeného veorku phi vinoviich dél-
kiich 297 a 327 nm se vynesou do systému soutadnic (dilky stupni-

ce proti vlnové délce) a zliskané body se spoji pHmkou kieed s¢ pro--
dlouH i k hodnotd vinové délky 267 nm a u plislufného dilku
stupnice s¢ zjistl jeji hodnota. Hodnota absorbance rortoku rkou-
Seného vzorku pH vinové délos 265 nim se vynese do téhod systémo

* soufadnic grafu. Rozdfl v dilcich stupnice této hodnoty a zjiftiné
lpekh'aﬁ:tnmm{dl 1) v 10°'mm kfe- -

2 prodioufené pimky cdpovidd bodnotd pozadi, Tato hodnota se
gjistf z kalibratndtho grafu a odpovidajici hodnota koncentrace se
odediti z pivodné zjiténé (korigovand hodnota),

6. Vipolet .'quaﬁ-rm
6.1 Premixy. '
Obsah meticlorpindolu v mg/kg (X) s¢ vypolitd podle vzorce:

X= c.v. W
. M.Vt' )

kde C je koncentrace meticlorpindotu v g ifténd podle kori-
gované absorbance kalibralnfho grafu
V,  objem odmémé balky k phipravé viluhe v ml
V;  pipetovany objem fltrdtu v ml :
V;  koneln§ objem roztoku zkulebntho veorku v ml
m  hmotnost naviZky gkudebniho veorku v g

6.2 Krmné smisi
Obsah meticlorpindolu v mg/kg (Y) se vypolitd podle vzorce:
LCW
¥ m. ¥

kde C je koncentrace meticlorpindolu v pg zjidténé podie kori-
gumné ahotbmoe (odedet pozadl) z kalibralaiho

Vs ppﬂounj'fubjemﬂllrim
V,  objem odmémé baiky v ml, do které byl jimdn cludt
m  hmotnost navidky zkulebniho veorku v g




Vysledkem stanoveni je aritmetick§ primér visledki dvou sou-

biind provedengch stanoveni, které spliuji podminku opakova-
telnosti a vyjadfuje se s plesnosti na celé mg/kg.

i

- 7. Opakovatelnost

71 Pro premixy
MNebyla dosud stanovena,

7.2 Pro krmné smési

Roxdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provddéngmi na
stejném veorku nesmi phekroit pfi teoretickém obsahu meticlor-
pindolu hodnotu: pod 100 mg/kg 5 mg/kg ;

nad 100 mg/kg 5 % relat

8. .Fmﬁmla'

8.1 Methylalkohol je nebezpetnou hoftavinou 1. thdy a zvI&s ne-
bezpelnym jedem, proto pti jakékoli mnmpulnu s nfm je nezbytné
zachovivat bezpelnostnf pravidla. -

8.2 Hbdnuly absorbance pro vdl]kulum {balastn{ ldtky) premixi
jsou velmi nepaté a maji linedirnf zévistost ma vinovych délkdch
267 a 327 nm., Meticlorpindol m4 silnou absorbanci phi vinové dél-
ce 267 nm, zatimeo pfi 207 a 327 nm prakticky nulovou. Naméfe-
né absorbance pHi 267 nm mohou bit korigovdny s ohledem na ab-
sorbanci vehikula phi stqné vinové délce (267 nm) podle uvedené
rovRice,

8.3 V{luhy zkouSeného vzorku a kalibratnf roztoky standardu se
plipravuji tésné pled vilastnim stanovenim,

2.15 Stanoveni obsahu kurasanu
1. Utel a rozsah

Tato metoda specifikuje poﬁml‘nk}r pro stanovenf kurasanu

v premixech,

2. Princip
Kurasan se :I:-mmfl' po predextrakei ethylalkoholem a extrakel

hexanem z chioridového viluhu, spekirofotometricky v UV oblasti
pifi vinové délce 361 nm.

3. Chemikilie

3.1 n-Hexan, spektrdlnd sty (poznémka 8.1)
3.2 Hydroxid sodny, roztok o{NaOH) = 2 mol/1
3.3 Kyselina chlorovodikovd, roztok ¢(HCI) = 1 mel/I

3.4 Sfran sodnf, bezvody (vyihang)
3.5 Ethylalkohol 96% (pozndmka 8.1)

4, Piistroje a pomiicky
4.1 Spektrofotometr pro métenl v UV oblasti spekira,

5. Postup (pozndmka 8.2)

5.1 Do kukelové baiiky na 100 ml se zébrusem se odv2{ 4si 2 g
zkudebnfhe vzorku s presnosti ncjméné na 0,001 g a pFidd se 10 ml
ethylalkoholu (3.5). Baitka se uzavle zétkou a vytiepévé. Po usa- |
zeni se ethylalkohol odlije, plidd se znovu 10 mi ethylalkoholu
(3.5) a opét vytfepévé. Toto se provede jekt 2krit, vidy po vytfe-
pinl a usazent vzorku se ethylalkohol odlije a ddle se nepoulije. Ke
veorku v baiice se plidd 20 ml roztoku kyseliny chlorovodikové
(3.3) a po zaziithovini baiiky se vytfepdvd a v§luh se filtruje su-
chfm stfednd hustym filtrem do odmérmé bafiky na 100 ml. Ex-
trakee vzorku 20 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.3) se pro-
vede jekté 2krit viluh se po usazenf pevného podilu vidy slije phes
filtr do stejné 100 ml odmérné bafiky. Tato se doplof roziokem ky-
seliny chlorovodikové (3.3) po rysku a promichd. Z tohoto zdsob-
niho rozioku se odpipetuje 10 ml do délicl ndleviky na 100 ml, pii-
dajf 4 ml roztoku hydroxidu sodného (3.2), 10 ml n-hexanu (3.1)
a vytfepivd. Po oddélent Tz se vodnd fize odpust! do dalfi délici
nélevky a hexanovd féze se filtruje ples suchy, stfedné husty filtr,
na némi je tenkd vrstva siranu sodného (3.4), do odmérné banky
na 50 ml: K vodné filzi se plidd op&t 10 ml n-hexanu (3.1) a znova
vytlepévd, po oddeni se opt vodnd vrstva odpusti do pivodnf
délict ndlevky, hexanovi vrstva se filtruje do stejné 50 ml cdmérné
badiky. Plidavek 10 ml n-hexanu (3.1) k vodné vrstvé, vytfepdni
a filtrace hexanového extraktu s¢ provede jedtd jednon a spojené
hexanové extrakty se doplnf v 50 ml odmémé bafice po rysku
n-hexanem (3.1) a promichajl.

5.2 Absorbance se mEH na spektrofotometru (4. 1) phi vlr;m'é dél-
ce 361 am v kyvetdch 10 mm oproti &stému n-hexanu (3.1),

6. Vipotet a vyjidieni visledkn
Obsahkmunuvmyk;p(}s:wpnﬂﬂpodhw

10°. 4
Aj.m

X =

kde A je absorbance naméfend phi vinové délce 361 nm
m alikvotni podil navitky rkulebniho vaorku v g
Ay, absorpdnl koeficient kurasanu (152,26)

Vesledkem stanoven! je aritmeticky primér visledkd dvou sou-
b#int provedenjch stanoveni, které splinji podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se na celé jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost

"Nebyla dosud stanovena.

8. Pomimky

8.1 Ethylalkohol a n-hexan jsou nebezpetagmi hoHavinami L. th-
dy, proto pfi jakékoli manipulaci je nutné dodriovat bezpefnosti
pravidia. '

8.2 Vyluhy zkouSeného vzorku a kalibraéni roztoky standardu se

plipravujf t&sné pled vlasinim stanovenim,

2,16 Stanovenf obsahu salinomycinu -

. Metoda je uvedena v metoddich pro zkouleni stimulétori riistu
pod Hslem 1.6,

2.17 Stanoveni obsalu monenzinu

Metoda je uvedena v metoddch pro zkouleni stimulétor riste
pod &slem 1.5,
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(3,5-dinitro-o-toluenamid) v krmivech, premixech a koncentrd-

tech, Stawwn!jnmhnnnltrnﬁmoﬁmﬁwhity Muﬂmﬂ-

tulnmﬂjaall}mykg.

B.Flhdp

Dinitolmid. wmﬁ po extrakel vzorku acetonitrilem, vytistén{
extraktu na sloupei oxidu hlinitého, ndpll‘eui -alikvotntho podilu
dimethylformamidu. Po vytvofe-
nikumﬂmmkduhyhndmmtumum!ﬂspahmﬁ:twm
kypﬁmfédﬂmsmnm.

3. Chemikifie
N | Amnnhril 85 %

Pﬁpm\'l. Pted poutitim l!-ll'nichiESﬂ ml Eistého acetonitrily
a ISEml\'ndy,dumlnjautJﬁnlufrmmmuﬂTﬁ ak
S ;

© 3.2 Oxid hlinity pro sloupeoxou chromatografii

PHprava: Oxid hlinit§ se #hd po dobu 2 hod. pfi teplow
750°C, ‘ochladi v .exsikitorn a uchovivi v niddobee
zhn&d&huskhnmuhwhmuﬂ&mﬂadpuﬁh&nnw
vhodné nddobee 2 hnddého skla zvihd tak, e se smichd 10 g
oxidu hlinitého a 7 ml vody, nddobka se zazdtkuje, zahfivi po
dobu 5 minut na yrovel vodnf ldzni (4.5) za intensivafho tre-
piinf a pak s¢ za stélého thepdnf nechd vychladnout. Aktivita
oxidu hlinitého se zkoudl stanovenfm mndmé koncentrace
standardniho roztoku dinitolmidu (3.6), Viténost zkoulky
musi byt 100+ 2 %,

3.3 N,N-dimethylformamid 95% .
Priprava: Smichd 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, i-dmmo-o—tcdu.amld]. s[mdnrdm' substance.
Bod tni: 177°C

Absorpénd koeficient v N H-dimmhyl -formamidu phi vinové
délee 266 nm = 10,1. 10°

3.6 Dinitolmid, standardnf roztok :
PHprava: Do odmérné bafiky na 200 ml sc odviif 40 mg stan-
dardnf substance dinitolmidu (3.5) s presnosti nejménd na
0,1’ mg, roxpusti v acetonitrilu (3.1), doplnf tmték po rysku
a promiché.

2 tohoto rocoku se odpipetnje plesn 20,0 i do odmbmé
baitky na 100 ml, doplnf acetonitrilem (3.1) po rysku a promi-
chil.

1 ml wohoto standardnfho roztoku obsahuje 40 pg dinitolmi-
du.

4. Pistroje a pomiicky

4.1 Spektrofotometr vhodné konstrukee s pHislutenstvim (kyvety
o optické délce 10 mm)

4.2 Chiadit zpitng, vodnf se zibrusem' -

4.3 Kelfiek fitrataf sklenéng s fritov, primér 60 mm, porosita S,
4.4 Zatzenf na filtraci za saffeného tiaku
4.5 Lézed vodnf s termostatem na 50 *C

5. Postup,

mmmw,uummmmzsum.u

-miﬁmmnmuﬂyamymlulﬁnhm}waﬂiﬂg
febniho

ghomogenizovaného ku vzorku s pfesnosti nejménd na
0,1 mg, plidd se 65 ml acetonitrilu (3.1), promichd, nasad{ zpétny
M[&E}nmﬁmmﬂmﬁﬂm'cmnmmu
po dobu 30 minut za stflého thepén, potom se ochladi pod.prou

dem studené vody, pfidd s 20 g oxidu hlinitého (3.2), pmuwivd'

snpodobuﬂmtnmlnedﬁwﬁl

amkmﬁdmhhmtimﬁ.z}wﬂlu'ujcnm&n&oihhuh
5o se nejdHve slije &ir roztok, pak se prevede na kelimek § oxid hli-
nity pomoci nékolika ml acetonitrilu (3.1) a kapalina se z kelimku
odsaje do plipojené bafiky. Po uvolndni snffeného taku se suspen-
duje filtraéni kold® nékolika ml acetonitrilu (3.1) a znovu odsaj
do-téfe bafky. Tato operace se opakuje tolikrit, dokud
v bafice nedosdhne asi 90 ml. Obsahu bafiky se pomocl acetonitrilu

kvantitativiié prevede do odmémé bafiky na 100 ml (V,); Potom

se-obsah badfiky dopinf acctonitrilem (3.1) po rysku a promichd.
Jestlide je theba roziok fedit; pak se odpipetuje potfebny alikvotni
podil (V) obsahujic, s ohledem na otekévany obsah dinitolmida
ve koubeném veorky, 5 a2 15 mg dinitolmidu v 1 mi a fedi se ace-
tonitrilem (3.1) — :hubnh:tmk{\?.).

Ze zhsobniho rottoku (V, nebo V) se od;ﬁpmuednutmim
(u,h c) po 4 ml (V). Dﬂjﬂln&: () se ptidd 1 ml stan-
dinitolmidu (s.ﬁj,panm:hnymhwnky
umhﬂmvadnilinﬁ{#ﬁ}.ouimmm'c,mumpﬂd
dobfe tihnouci odtah a roztoky se odpafi do sucha v proudu su-
chého veduchu, Pak se tyto kidinky ochladi na teplotu laboratoke.
Do jedné kédinky (a) so pHidd pfesn 10,0 ml dimethylformanmidu
(3.3), do ostatnich dvou (b, c) pak presnd po 2,0 ml dimethylfor-
mamidu (3.3), ponechajl s¢ po nékolik minut reagovat, pH mimém
promichdvini a¥ do Gplného rozputéni sedliny, Potom se piidd do
kidinek (b, c) pfesn 8,0 ml diaminoethanu (3,4) a obsahy se pro-
michajf. za 5 minut po plidini diaminocthanu se méH ab-
sorbance viech t roztok na spektrofotometru (4.1) pfi vinové
diélee 560 nm proti dimethylformamidu (3.3).

6. Vipotet a vyjddient vfsledkn

Obsah dinitolmidu v mg/kg (X) u'w podie vzorce:

(A= 4A,).C.HW. W
2.4, - A).m. V. K

xI-

kde /A, je absorbance roztoku a (blank)
A,  absorbance roztoku b (vaorek)
A,  absorbance roztoku ¢ (s plidavkem standardu)
m  hmotnost naviFky zkuSebniho veorku v g
V,  objem zisobnfho roztoku v ml
V, pipetovany objem zésobniho roztoky v ml
V,  pipetovany objem pro fedénf v ml
V,  objem fedéného zisobniho roztoku v ml

Visledkem stanovent je aritmeticky primér dvou soub¥ing pro-
vedengich stanovent, které spliuji padm[ukuupuhuutdnmﬁ avy-

hdmu:pmmimmémﬂls.




7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi providéngmi na
stejném vzorku nesmi pfekrotit pii teoretickém obsahu dinitolmi-
du hodnotu:

" pod 100 mg/kg 10 mg/kg
od 100 do 3 000 mg/kg 10 % relat.
od 5000 do 10 000 mg/kg 500 mg/kg
nad 10 000 mg kg 5 % relat.

. 2.19 Stanoveni obsahu furazolidonu

Do této inetody byla zapracovéna doporulen! EU uvedens
v U_mﬁal Journal no L 032, DSFOZf:?S

1. Utel a roxsah

Tato metoda specifikuje jmdm[nlqr pro stanovenl furazolidonu-

v krmivech a premixech. Mez stanovitelnosti metody je 10 mg/kg
(10 ppm).
. 1: Princip

Po predbéiné extrikei vzorku petroletherem (odtudnéni) je vzo-
rek extruhovin acetonem, extraki pledittén na chromatografické

kolon® oxidu hlinitého, odpafen do sucha a po rozpulténi odparku -

v pentylalkoholu je furazolidon vyextrahovdn roztokem mooviny
a stanoven spektrofotomietricky pfi vinové délee 375 nm.

-

3 E’hl:lﬁlln

kN | ﬁumn{pumﬁmhﬁl] ' "
3.2 Oxid hlinity pro rhramatngraﬁ newtrfiln, 100 a% 240 mesh

Priprava: 500 g oxidu hlinitého se rozetfe v misce (4.9)

_ 8 1000 ml horké vody, supernatant s¢ dekantuje a dile ne-
poudije. Tento postup se provede jedtd jednon a nakonec se
oxid hinit§ filtruje pes Bichnerov ndlevku (4.10), vysulf
v subdrné (4.11) phi 105 °C do konstantni hmotnosti.

3.3 Pentylalkohol (poznimka 8.1) (moZno poukit i smds izomérl)

3.4 Petrolether (pozndmka 8.1) s bodem varu 40 a% 60 °C (ex-
trakEni &inidio) '

3.5 Motovina, roztok 90 g/ 100 ml

PHprava: 90 g motoviny se vai se 80 m! vody a2 do Gipiného
rozpulténi a po vychlizen se doplnf na 100 ml,
3.6 Furizolidon, standardai substance nejvys istoty

3.7 Furazolidon, standardnf roztok
Pprava: Do odmémé baiiky (4.2) na 250 ml se odviH presné
25,0 mg standardni substance furazolidonu (3.6), rozpusti
v acetonu (3.1), timték doplni po rysku a promichd.

1 ml tohoto standardniho roztoku obsahuje 100 pg furazoli-
domnu.

4, Piistroje a pomicky

4.1 Spektrofotometr vhodné konstrukee s pHsludenstvim (kyve-
ty o optické délee 10 mm)

4.2 Baiky odmérné z tmavého skla (pozndmka 8. 1} na 100
a 250 ml

4.3 Délici nilevky z tmavého skla (poznfmka 8.2) na 100 ml

4.4  PHstroj extrakéni vhodné konstrukee (napf. Soxhlet & Twis-
selmann) s topnym t&lesem v bezpefnostnim provedent,

4.5 Patrony extrakéni 25 X 80 mm, nebo 28 X 100 mm

4.6 Trubice chromatografickd, sklendnd, ynitfnf primér 10 mm,
délka 300 mm

4.7 Lizefi vodni (parnf) s termostatem

4.8 Vata skelnd

49 Miska tfecf vhodné veuhém s kopist

4.10 Nélevka Bichnerova

4,11 Suddrna laborator( s teplomérem do 120°C

5. Postup

5.1 Sestrojenl kalibratniho grafu

5.1.1 Na dno chromatografické trubice (4.6), umfsténé vértikdl-
né, se vioH smotek vaty (4.8), udusé se pomoef vhodné tylinky na
sloupec vysok§ 2 a2 3 mm, pfidd se oxid hlinity (3.2) ve smisi
s acetonem (3.1) v takovém mnosivi, aby po usazenf oxidu hlini-
tého byl sloupee vysoky asi 200 mm. Pod kdlonu se umisti nédob-
ka vhodného objemu. Aceton z kolony se odpusti 4 po vitku hia-
diny vrstvy oxidu hlinitého a dile sc nupouh;c (odlije).

5.1.2 Na vrch kolony s¢ odpipetuje pfesnd 25 ml standardniho
roztoku furazolidonu (3.7) a promyvi 3krdt po 40 ml a 1keit 30 ml
acetonu (3.1), phtem? eludt se jimd do podlofené nidobky, Dile
se postupuje podle 5.1.3,

Totéz se provede s 5,0, 7,5, a 10,0 mi standardniha roztoku fu-
razolidonu (3.7), i

5,13 Acetonovy eludt kaZdého z kalibratalich (standardnich) roz-
tokih resp. extrakiu zkoufeného vaorku se odpalf na vroucl vodnl
ldzni (4.7) do sucha (pozndmka 8.3), odparek se rozpusti v 10 ml
penthylalkoholu (3.3) a plevede kvantitativnd do d&lfcf nilevky
{4.3). Nidobka v nfi byl rozpuftén odparek se jelté

10 ml pentylalkoholu (3.3) a tento se pridd do stejné délicl ndlevky
{4.3). Toték se opakuje s 10 ml roztoku moboviny (3.5) a oplt se
plevede do téde délicl ndlevky (4.3). Obsah délfel nélevky se inten-
sivad vytfepdvi po dobu dvou minut. Po odddlenl vrstev (3 af
4 minuty) se spodnf vodnd vistva odpustl do odmémé baiky na
100 ml (4.2), do téke délici ndlevky se znova pfidd 10 ml roztoku
moboviy (3.5), protfepdvd a po oddéleni vrstev se spodni vodnd
vrstva vypusti do stejné odmérné bailky (4.2). Toték se opakuje
jeBté 3krit, potom se odmémi bafika dopini roztokem motoviny
(3.5) po rysku a promichd.

MEH se na spektrofotometra (4.1) pfi vinové délce 375 nm proti
nmmﬁmu roztoku mofoviny, (3.5) v kyvet® optické délky
mm.

5.1.4 Z naméfengch hodnot absorbanci a jim odpovidajicim kon-
centracim furazolidonu se sestrojf kalibraéni graf,

5.2 Vlastni provedenf

Do extrakénf patrony (4.5) s odvaH takové maostvi zkulebni-
ho vzorku s pfesnost! nejménd na 0,001 g, které s ohledem na ofe-
kiivan§ (deklarovan) obsah furazolidonu ve zkouleném veorku
obsahuje pfiblizné 1 mg furazolidonu, patrona se vioH do extraké-
nfho pHistroje (4.4). Extrahuje se petroletherem (3.4) tak, aby u ty-
pu Soxhlet dodlo minimdlné k 13 aZ 17 pletokim, u typu Twissel-
mann se extrahuje nejméné 30 minut od polétku zpéiné konden-




- zace extrakinfho Einidla (3.4). Po skonfen extrakee se 2 patrony
(4.5) odstran{ zbytky extrakéntho &nidla pomocf prosdviinl hor-

* kfm suchgm vzduchem, nebo voligm odpatenim v dobe tahnoucl
‘digestoH (pozor na otevieny oheii). Patom se patrona se vzorkem
imist znovu do vyLiSténého exteakéntho pistroje (4.4) a extrahu
je.acetonem (3.1) tak, aby 1 typu Soxhlet dotlo minimdln k 25
i auwui‘wiudm;nnpudubuﬁejméuéﬁﬂminunﬂun-
krétnf podminky 4 mnostvi poufitfch extrakinich Enidel (3.4

e 13.1) se musf urtit experimentdlng u konkrétn@ poulitého extrake-

niho pHistroje (4.4). Acetonovy. extrakt se na vrouci vodnf zni
(4.7) odpafi na objem 5 % 10 ml a ochlads na laboratorn teplotu,

Na vreh chromatografické kolony, pfipravené podie 5.1.1 se
" plevede acetonovy extrakt zkouseného vzorku, nédobka v nf byl
« - extrakt odpafovin se vyplichne 3krét po 40 ml a Tkrét 30 ml ace-
tonu (3.1), pkifem¥ viplach s¢ previdi rovné% na chromatografic-
kou kolonu, Elufit se jimd do pudlnm nddobky.

“Diile se postupiije podie 5.1.3, :

Mnostvi furazolidonu se zjistf z kalibrataibo grafu.
6. Vipotet a yyjddienf vfsledku
 Obsah furazolidonu v mg/kg (X) se vypolitd podle vzorce:

X= -.p--.:l-

m
kde C je mnoksivi furazolidoriu v pg #iféné z kalibratniho
m  navizka zkulebniho vzorku v g . g
. Vgsledkem stanovenf je aritmetick§ primér visledki dvou sou-
héini:j;dmvedcnjm stanovent, které sphiujl podminku opakova-
telnost a vyjadfuje se s pesnostl na celé mg/kg
T I‘Jpthnuhi;n

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenfmi providéngmi na
stejném vzorku nesmf plekroit pH obsahu: -

od 10 do 20 mg/kg 50 % refat.

od 20 do 100 mg/kg 10 mg/kg

od 100 do 5 000 mg/kg 10 % relat,

od 3000 do 10 000 mg/kg 500 mg/kg

nad 10 000 mg/kg 5 % rela.
B, Pozndmicy

lavinami L tfidy, proto phi jakékoli manipulaci s nimi je nezbytné
zachovival bezpetnostal pravidla,

8.2 Viechny operace pfi tomto stanovenf je nutno provdét mini-
milné pfi thumeném svétle,

8.3 PHipadné pitomné malé mnodstvi diacetonalkoholu, vznikié-

ho kondenzacl acetonu na oxidu hlinitém musf bft odstranino, ne-
bof by rulilo dalif extrakei.

2.20 Stanovenf obsahu decoquinatu

Tato metoda je uvedena v Official Methods of Anajysis AOAC
969.55

Uel, rozsah a princip

Postup specifikuje podminky pro stanovenf obsahu decoquindtu
v premixech a krmnfch smisich, ;

Vzotek se extrahuje methanolickim roztokem chloridu véipena-
tého a obsah decoquinatu se stanovi fluorometricky. _

2.21 Stanoveni obsahu arprinocidu
Tito metoda je uvedena v Merck Sharp and Dohme Research

Laboratories, _
Uitel, rozsah o princip

Postup specifikuje podminky pro stanoveni c:bw.hu arprinocidu

vpmnimhakrmq?chnn&d:lul

Vzorek se extrahuje chloroformem a obsahu arprinogidu se sta-
novi metodou vysokoltinaé kapalinové chromatografie s UV de-
tekel pH 254 nm. _ . :

2,22 Stanovenf obsahu ethopabdgtu p

 Tato metoda je uvedena v Official Methods of Analysis AOAC"

964,29

Okl rexsih s prl.ndp ' :
Postup.specifikuje podminky pro stanovenf ethopabétia v krmi-
vech.

Obsah ethopabditu se stanovi po extrakel vzorku smés methylal-
kohol-voda a phelifténim chromatografif na pevné fizi metodou
vysokotitinné kapalinové chromatografie s poufitim UV detekce
pti 280 nm,

3.1 Stanovenf obsshu dimetridazol

1. Ukel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanovenf dimetridazolu
v premixech a v krmagich smésfch,

Bro iely této metody so poutivé ndsleduilcf definice:

Dimetridazol je chemoterapeutikum, zabrafiujict ternohlavosti
krit a 2metdnf krav. Po chemické strdnce je 1o 1,2-dimethyl-

. S-nitro-imidazol, sumérntho vzorce C;H,N,0,, -
8.1 Aceton, petralether a Penthylalkohol jsou nebezpefngmi hot- )

2, Princip -

Dimetridazol s stanovi polarograficky po extrakei kyselinou
chlorovodikovou v prostfed( octanu sodnéhe.

3. Chemikilie

3.1 Kyselina chlorovodikovd, roztok ¢(HCI) = 0,178 mol/I

3.2 Octan sodn, roztok o(CH,COONa) = 2 mol/l

3.3 Dusik 2rovkérensky _

34 Dimetridazol, standardni substance s Ginnosti nejméng 90 %
3.5 Dimetridazol, standardnf roztok (pro premixy)

B S e S S




Plprava: Odv&H se asi 60 mg standardnf substarice dimetri-
- dazolu (3.4}, s piesnosti nejméné na 0,1 mg, rozpust v kyseli-
*né chlorovodikové (3.1) a zfedi vodou na takovy objem, aby
1 m! tohoto standardnfho rozioku obsshoval 4 % 'teoretické-
ho chsahu dimatddﬂdu v 1 g Zkoubeného veorku.

3 ﬁ Dlmﬂridaml mhdudnl'mmk (pro kemné smési)
Pripraya: ‘.-’ypn&md mnodstvi standardni Iubﬂlm dimetri-
dazoll (3.4) se rozpusti v kyseliné chlorovodikové ;3 1)jazte-
diwduuuk.abjmﬂnkubdmvﬂv I ml 0,06 mg dimetrida-
- ol

4. Pristrofe a pomicky

4.1 Polarograf vhodné konstrukee.s phislulenstvim
4.2 Michatka elektromagretickd
4.3 Trepatia (horizontilni)

5. Postup Mki 8.1)

5.1 Premixy

Do kuZelové Sirokohrdlé bafiky se odviH asi 2 g zkulebniho

vieorku s phesnosti nejmént na 0,001 g, phidd se ptesnd 100 m roz-
toku kyseliny chlorovodfkové (3.1) a 10 minut se michd na elek-
tromagnetické michatce (4.2). Po 15 minutéch volného stinf se
pevede do odmémé batiky na 150 {200) ml, doplni vodou po rys-
ku a promicha. Filtruje se suchym, stfedné hustjm filtrem do suché
kidinky, ptitem prinf podil filtritu se nezachycuje.

Do dvou odmérnfch bank na 25 mi se odpipetuje po 2 mi fil-
tritil, do jedné zbanék se pfidd presné 1 ml standardniho rozioku
dimetridazolu (3.5) do drubé badiley 1 ml raztoku kyseliny chloro-
vodikové (3.1), do obou banék se odpipetuje po 10 ml roztoku oc-
tanu sodného (3.2), dopini po mku vodou lptomfchi.

Do polarografickfch nddobek se p!niaduu plesnk stqné dity
obou rogtokd a po 10 minutové deacrac dusfkem (3.3) se roztoky

proti SCE od 0 do—1,1 V. Viiky vin, které maji pil-

vinovy potencidl pfiblizné pfi —0,5 V, umﬂ[.

‘5.2 Krmné sinési

Duku&hﬁhﬂk}mﬂmlwodﬁﬁlﬂm:m&nm
vzorku & plesnost{ nejméné na 0,001 g, phidd se plesnt 250 ml roz-
toku kyseliny chlorovodikové (3.1), bafika se uzavie zétkou a 20
minut se vytfepdvi na thepalce (4.3). Po 15 min. sténf se filtruje
suchfm stfedng hustfm filtrem do suché kidinky, phitem? prval
podfl filtrétu se nemchycuje. Z tohoto filtrdtu se odpipetuje po
5 ml do dvou odmérnych banék na 25 mi, do prvni z nich se odpi-
petujé jedté 1 ml standardnibo rostoku dimetridazolu (3.6) (3.6),
do druhé pak 1 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.1). Do
obou se pak odpipetuje po 10 ml roztoku octanu sodnéha (3.2),
doplnf vodou po rysku a promichd.

o
bopelarogrnﬁak?duldnbekupl‘ﬂodnupl‘méuqnédﬂy
obou roztokd & po 5 min deacraci proudem (3.3) dusiku se roztoky
polarografuji metodou diferenéni pulen pH modulatol amplitud®
50 mV proti argentochloridové elektrod® od +100 do =700 mV,

6. Vipobet a vyjddtent visledku

6.1 Premixy

Obsah dimetridazolu v ing/j {X}mypoau podle m

Yo
Xw 10°.C.F. h
(h, = h).m .
eh ju vﬁhﬂnyromh“lmvm [
h, v§ika viny vzorku-se standardem v mm'
c hmotnost dimetridazolu ve standardnim piidavky vmg
F  fakior fedéni _
m  naviEka veorku v g {7
6.2 Krmné smési

Obsah dimetridazolu v mg /Kg (Y) se vypodth podie vaoree:

< (b =-h) . m
b je vitka viny roztoku rkoubéného vzorku v min
h ﬁﬂuﬂnymﬂo&um&umﬂmm

v mm

C  hmotnost dimetridazolu ve standardnim pHidavku v mg
K km&h[ﬁkmr[mhnmﬁln&mﬁhf—ImT}
F  fakior fedénl
m  navifka veorkuvg

Viledkem stanovend je aritmetick§ primér visledki dvou sou-
biiné provedengch stanoveni, které splfiuji podminky opakovatel-
nosti a vyjadfuje se s pfesnosti na celé jednotky mg/kg.

kde

7. Opakovatelnost
7.1 Premixy
Nebyla dosud stanovena.

7.2 Krinné smisi .
Nebyla dosud stanovena,

&M

8.1 Viiuhy tkoubiného vzorka a kalibrataf roztoky standardi se

3.2 Stanovenf obsahw dimetridazoln

Tato metoda je uvedena v LUFA & 14.6.1

- Utel, rousah a princip

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni dimetridazolu
'.rl::mnj'cl'mn&!ch.

Obsah dimetridazolu se stanovi po extrakei vzorku methylalko-
holem a prelifténi chromatografil na pevné fizi spekirofotome-
tricky.




' 33 Stanovent diinetridazoli
L l.'.lhlammh ¥

Tatnmdndumdﬂhﬁu podmin!:ypmnmmdobmhudme-
Hﬁmluvwmhmtlmjchmm

* Dimetridazol s poulfvé jako ﬂmm&lhmpmukum Po chemic-
Mw;&w:njodniu 1,2-dimethyl-5 J:dtro-lmidlml{mmiml‘hu
vaorce c,H,H,n,, .= 141 1} ,

,z.rrhdp_ o4

Obsah dimetridazolu sedanuﬁpu extrakei ze veorky
methylalkohol-voda (v premixech doplfikovich 14-
tek) a predifidnim exfraktu dictodou SPE (v krmnfch smésich),
metodou RP-HPLC na C., :dekdpﬁ vlhm'ﬁdﬂm 309 nm.

k3 Chtmlltlﬂu 3 :

3.1  Extrakinf roztok, mﬁd'urlallmhal + voda (9+1}
3.2 Elu&u{mok,\rodl+mnhrﬂﬂ+3] e
33 Dimetridazol {dﬂ: jen DMT), zikladnf Iftka
3.3.1 Dimetridazol, zikladn{ roztok: )

Pliprava Do odmémné bafiky na 200 ml se naviH asi 100 mg
dimetridazolu (2:3), rozpusti v asi 180 ml extrakéniho roz-
toku (2. 1) nd ultrazvukové leni a po rozpubténd a vytempe-
roviinf na laboratornd teplotu se doplnf vodou po mafku
apromfchd.

1 ml tohioto roztoky obsahuje 0,5 mg DMT.

4, muqup.uq

4.1 Chromatografl kapalinovi vysokotflinng [dik]:nHPlJC}
s pHslusenstvim (Serpadlo, kolona-reverznf fize, injek®nf ddv-
kovac] zaffzent, UV detektor, popt. i datastanice s integral-
nfm sotwarem a tiskdrna & jiné registraénf zafizent

.4.1 Kolona reverzni fize C,;, NovaPak 4 pm, 150 X 3,9 mm
4.3 Kolonka SPE, Alumina B Cartridges

d.4 Laboratorni thepatia

4.5 Membrdnovy filtr 0,45 um

4.6 Laboratornf odstledivka

5. Postup
5.1 Extrakce o separace na pevné [izi

Do kénické badky na 250 ml s¢ zdbrusem se naviH takové
mnokstv zkulehnfho veorku (nejménd 2 g skulebntho veorky, nej-
vice 20 g), aby po extrakei a ndslednym Fedinim byla koncentrace
dimetridazolu 10 a¥ 25 mg/1 (pro premixy dopliikovich litek 2 g,
pro krmné smési 15 g). Pak se phdé presné 100,0 m! extrakéni
smési (2.1) a konickd batika se uzavie zdtkou se zibrusem, Obsah
se promichd a extrahuje na laboratorni thepatoe (4.4) po dobu 60
minut. Poté se obsah bafiky nechd ustdt, a extrakt se filtruje ples

suchy husty sklddang papirovy filtr do suché podloZené nidoby.
Prvnich § ml filtrétu se nepoufije. Je-li teba, extrakt so nafed( na
pokadovanou koneentraci uuubulm roztokem (2.1) podie tabul-
ky L.

Pl analfze krmnjch smésf se odstrani balastnd litky extrakel na
pevné fizi, Kolonka SPE (4.3) se plipoji k polyetylénové injekénf
stifkafee o objemu 5 ml, do které se odlije asi 3 ml'extrakty ziska-
ného podle prvnfho odstavee 8. 5.1. Na kblonku se nadévkuje asl
1 ml extraktu sc nechd 20 sekund konditionovat & pak se extrakt
pomali protlal plipojenou kolonkou. Prval podil extraktu
(0,1 ml) se nezachycuje a dalif podil se poulije k néstfiku na chro-
matografickou kolonu (4.2).

* Pred ndstfikem na chromatografickou kolonu se viastnf extrakt
(3.1) filtruje phes membrénovy filtr (4.5) nebo se odstfedi na labo-
ratornf odstfedivee (4.6) phi 3000 ot/min. Na chrmﬂugraﬁckou
kolonu se nastfikuje objem l!] plmrl.tm

Tabulka 1. Redénf premivi doplikovich litek

Obsah [mg/kg) Redénd  Zphsob bedénd {ml/ml)
do 1500 25 10/25
od 1500 do 7500 12,5 2/25
od 7500 do 15000 25 1/25
od 15 000'do 30 000 50 . 0,5/25
vice jak 30 000 100 1/50

5.2 Viasini méfeni

Wmﬁm&mhnkkdﬂmhi:hmnkﬁuklumm
nich vzorki, mmviﬂunﬂaduﬁdch@mb&hpodminﬂ.
dmmmgnﬁ:b&u .

Protok - l]' 75 ml/min

Teplota okoli

UV-detektor - 309 pm
‘ AUFS | 1,000

Objem ndstFiku 10w

Retentnd fas mHmm{pmmedmnuknhm]
5.3 Kalibrace

Do sady cdmEmgeh banik na 50 ml se postupn pipetuje 1,0 —
1,5=2,0a 2,5 ml zikladntho roztoke DMT (2.3.1), odmémé bad-
ky se doplnf extrakéni smési (2.1) po znatku a promfichaji. Ziski se
sada pracovnich roxtokil o koncentraci 10 — 15 — 20 a 25 mg/|
DMT.

Prmwimnokydnnﬂndmh{mpl}wpamvmlwi
hy na kolon¥ nastHlujl sia chromatografickou kolonu (4.2) a ze
ziskangch priméengch ploch jim odpovidajicim pllkiim se sestroff
kalibratnf graf,
avﬁum

Obsah dimetridazolu (X) v mg/kg se vypolitd podle vzorce:

C.R.V

s m. R,

kde C je koncentrace dimetridazolu odeiend z kalibrataf kfiv-

ky v mg/l
V  objem extrakiu v ml
R Fedén y
R, recovery (0,99) _
m  hmotnost rkulebniho vzorku v ¢
7. Opakovatelnost
Nebyla zatim stanovena




Literatura: .32 PHprava zdkiadnich standardnich roztoki

1) Pye Unicam HPLC Applications, Number One, Analysis of  3.12.1 Zikladnf standardnf roztok vitaminu A

Drugs in Animal Feedstuff, . _ ] _

2) VDLUFA (Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersu- - NaviH se wlik standardnf substance vitaminu A (3.9), aby
chungs und Forschungsenstalten), Methodenbuch Band 11, se do préce vzalo 50 000 m.j. Toto mnoZstvi se zmydelnl
2.Erg. 1988, kapitcla 14.19.1, | K a extrahuje podle postupu 5. 1. Ziské se Zikladhf standard-

" 3) Analytical Methods Commitee (Royal Society of Chemistry) 'ni roztok vitaminu A o koncentraci cca 66 m.j./ml.
e ,ﬁmwmﬁfuﬂmi e Skutetnk konceritrace vitaminu.A v zékladnfm standard--

nim roztoku se Ziisti spektrofotometricky proméfenim ab-
& sorbance proti cyklohexanu pfi vinové délce 325 nm.
(v'cyklohexanu mf koncentrace vitaminu A 33333 mj./

Analyst 108,1521~1524,1983. :

. s mi absorbanci 1735, tedy koncentrace 10 m.j./ml by méla
4.1 Stanoveni obsahu vitaminu A a vitaminu E | izat bsorbinci 0,5205). | |
1. Utel a rozsah 3 ; Ziskang zékladnf standardnf roztok se uchovévd v odmér- .

: " : : " poznkmkp 8.11).
Tato ghetoda specifikie podminky pro stanovenf vitaminia A ce zmméhuakhriodnﬁuju}[po;iﬁmk;_: 1)
a vitaminu E vede sebe a to jak v krmngich smsich, tak v premi-

i 3.12.2 Zékladni standardnfho roztoku vitaminu E

: s T : Navif se plesnd cca 50 mg DL alfa-tokoferolu (3.10) do
Vitamin A pat{ do skupiny vitamind rozpustnfch v tucich. 100 ml odmmﬂdaplnin;ima&u q&ldunném. Tlnﬁ_:-

v pmh je divkovin ve formé stabilntho esteru palmitéto zékladni standardnd ok mé koncentraci
nebo acetitu, Pracovnim postupem je vitamin A plevéden na vol- ) righdeien i con SORAEIL:
ny alkohol, kter§ se v podobd all-trans (izomer s nejvyi3l biologic- Skutetnou koncentraci vitaminu E v zhsobn{m roztoku, ke
kou Giéinnostl) + cis izomeru stanovi metodou HPLC. i kontrolovat spektrofotometrickfm méfenfm phi vindwé
. i ) . : - déflce 292 nm proti cyklohexanu (v cyklohexanu md kon-
Vitamin E patff rovné2 do skupiny vitamini rozpustnfich v tu- centrace vitaminu E 50 pg/mi absorbanci 0,420).
clich. Do premixi je dévkovin vie formi alfa-tokoferol acetdtu, kie- y _
: . teker i Ziskan{ zékladni standardnf roztok se uchoviivé v odmér-
| ?ﬁMﬁmpmmahml,MHm— ce 2 tmavého skla v lednidee (pi 8.11), 5
| ¥ ; '
'| - S W' f 3,12.3 Pracovni standardnf roztoky vitamind A a E
| e - : Prcomtndade oy e pprave i 1Kol
. Zkubebnf vzorek se zmfdelni ethanolick§m roztokem hydroxidu 0 standardnfho roztoku (3.12.1 3.12.2 tak, aby
' ; : e i z nich pHipravené kalibratni koncentrace pro néstfik do
draselného 4 uvolané vitaminy A?Enamhuﬁupe fiari, HPLC systému y phiblifné grovnegiiss
Elut z pevné fize se piimo divkuje do systému HPLC vidaji konceniracim vzniklfm zprl.wyﬁ\[m vezorku.
nﬂmﬂmpﬁméﬁﬁmﬂodnuummihﬂmndudupumoﬂw - nich e
detckee (vitamin A) nebo FF detekce (vitamin E). -t andnaduich roviokh s Savom
. i vitamin A: 0,045 a% 10 m.j./ml (max. 15 m.j./ml)
‘3. Chemikdlie : wl ' : vitemin B: 1,5 ak 50 pg/ml (max, 80 pg/ml),
' : PHi soutasném stanoven( vitaminu A a v jednom néstfku
31  Ehylalkohal, ébsotutnl (pozndmka 8.1) _ je mokno pipravit smésaf pracovaf standardaf roztok.
32  Ethylalkohol, densturovany 1% hexanu (poznimka 8.1) ' : :
33  Cyklohexan (pozndimka 8.1) i P .

3.4  Hydroxid draselnj (KOH), roztok 500 g/1 ! : .
35  Kyselina askorbovi (poznimka 8.2) 4.1 Vysokottinn§ kapalinov§ chromatograf [Eerpadlo, kelona

. : pHmi fize Si, napt. Tessek 150 X 3,5 pm; injektdznf ddvkova-
3,51 Kyselina askorbové, 20% roztok. Roztok je theba plipra- of zatizeni (autosampler, theodyne), UV neba FF detektor
L Yt deanl Serstvy (pornimka 8.10), data stanice s integratnm softwatre, tiskdr-
3.6  Sulfid sodnf dekahydrét (Na,S . 10 H,0) (poznfimka 8.2) na nebo jiné registratni zafizeni] :
Prprava: 112 g sulfidu sodného (3.6) serozpusti v 1000ml 4.3 Kolony EXTRELUT (MERCK, kat. & 11737)
roztoku hydroxidu draselného (3.4)

38  Buthylhydroxytoluen (ddle jen BHT) (pozndmka 8.2)
39  Standard vitaminu A (all-trans-retinol palmitdt)

310 Standard vitaminu E (DL-alfa-tokoferol) Sl 5.1 PHprava vzorku I
341 Mobilaf fize i Pode pledpokifdantho obsahu vitaminu A s navif doble ro-

Pfiprava : smés 96,5 % cyklohexan + 3,5 % ethylalkoho!  zemlet§ a zhomogenizovang zkubebnl vaorek podie ndstedujicl 1a-
absolutai (V/V) bulky: )

5. Postup (poznémka 8.4)
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5.2 Zm§delndnl;

b navi-icu&qm mﬁu v mfﬁulﬁum:l bafice se ptidd 130 mi

ethylalkoholu (3.1), 30'ml roztoku (3.7), déle 1 g kyseliny askor-"

bwé{ﬂﬁ}uuiptﬂ:unohﬂﬂ'l‘(ﬂ)[;;miwhﬂi}

ijﬂclﬂavinl
tem v atmosféfe dusflcu pH teploté 80 °C po dobu 30 minut
znfimka 8.7). Po oplynuti-této doby se bafika vyjme z vodnf liznd
a nechd se pod zpétnym chladitem ochladit na laboratornf teplotu.

V plipade potfeby se vychladly obsah haﬂ't}r afiltruje ples skifdang -

filtr (prvnich 10 mi 'uj'lljnmr. do odp-du]
8.3 Extrakee: -

Pipetuje se 40 ml ﬂlmi.lu ndnplnl do 50 ml ndm!mé badiky roz-
tokem kyseliny askorbové (3.5.1). Po Fdném promfchénf eventu-
elnd vznikié emulze se pipetuje 15 ml na kolonu EXTRELUT. Pa
15 minutdch se zakotvensd fdze-vymyje cyklohexanem,
Eludt s¢ jimi do-50 ml odmémé baiky po rysku a takto pfipravenf
vzorek se plimo dévkuje do HPLC systému. (Viechny operace je
nutné proviidét za omezeného pfistupu svétla).

54 Vlastni po.mlp

Z pracovnich standardnich roztokil sé nafedénim asi na 70, 100
a 130 % vypoltené ndstfikové koncertrace vrorku sestrojf thibo-

- dov§ knllhraﬁnismi, kde plocha piki je dmémd koncentraci stan-

dnrdﬁ

mdpakmnni néstfikovi koncentrace vitaminu A [Ej ve (22)
vzorku se vypotte podle vztahu:

C=15.10%D.m

kde C je pledpoklidand ndstfikovd koncentrace (vit A — m.j./
fml, vit E — pg/ml)
D deklarovand hodnota (vit A — m.j./g, vit E = ug/g)
m hmotaost navidky skulebntho veorku v g

Do kapalinovélio chromatografu se po ustavenf rovhovhy ko-
lony rastfikije standard | veorek dvakrdt, pfitem? odexvy po sobd
jdoucich pﬁuluhfuhnimhkhuummuﬁunﬁ?.%

Doporutené podminky pro analfzu:

teplota kolony teplota okolf

pritok mobilnf fize 0.9 ml/min

injektovany objem 20 pl

kolona : napt. Tessek 150 X 3,5 um (pHmé féze Si)

retenénf éas pHpnpsmékolunEﬂtmin& STmm.
retenénf &as vitamin E = 1,6 min.}
detekee:

uv ip. FFexc. &p. FFem. &p.

vitA 325om 2-5Snm 325nm 20nm 480 nm 40 nm

“vitE  2920m 2-5nm 292am  2nm 330 nm 40 nm

(pozndmka 8.8)

pmbmiuméhnmi:hinlpudap&n?mchlldi_

6 Vipotet :
Obsah vitaminu-A a vitaminu E (pozhimka 8.5) se ve rkoule-

. fiémﬂmhnvm.j.fkgmpm mg/ kg se vypolte podle vzorce:

*xe 566667 C, e
m

kde C; je ﬁcnocnlraﬁ pﬂﬁuinﬂm solutu zjifténd z kalibrace
metodou voljifho standardu (m.j./1, resp. pg/ml)
m  hmotnost naviZky rkouSeného vzorku v g .

Visledek analfzy jg aritmetick§ primér visledid dvou soub&-
wmid: stanoven(, které spliji podminku opakovatel-

7. Opakovatelnost
Nebyla zatim stanovena

8. Pozndmky «

8.1 Cyklohexan, aﬁﬁdkuﬁﬁl'ﬁuu-mbmp&nmt hofavinami I

ti{dy a proto phi jakékoli manipulaci s nimi je nutné dodriovat bez-
puﬁnastni pravidia,

8.2 Ky&ulmn askorbové a BHT se pfidévaf jako antioxidanty
a Na.S pro vizénf t&kych kovi

8.3 Uvedeny vzorec platf, pouze pokud se pmﬁt? pracovnd po-
stup neli&f od popsané metody,

Dal¥{ pHiklad volby navizky a vipottu ndstfikov§ch koncentrac
pro:
a) krmié smisi

Vzorek mé deklarovinou hodnotu vitaminu A 5 000 m,j./kg
a vitaminu E 30 000 mg/kg. Podle tabulky (5.1) se naviH 30 g

veorku, Dosazeriim do vzorce pro C (5.3), se ziskd pro vitamin

A hodnota nistfikové koncentrace C = 0,225 m.j./ml a pro vita-
mmEhudmuﬁhkwétnmwﬂmc—t +35 pug/ml.

b) premixy )

Vzorek md deklarovanou hodnotu vitaminu A 1 400 000 m.j./
kg a vitaminu E 3 000 000 mg/kg. Podle tabulky (5.1) sc naviH
5 g veorku, Dosazenim do vaorce pro C (5.3), se ziskd pro vitamin
A hodnota nistfikové koncentrace C = 10,05 m.j./ml a pro vita-
min E hodnota séstfikové koncentrace C = 22,5 pg/ml.

:v;mvhchny operace jo nutné providEt za omezeného plistupo

B.5 Vysledek stanoven! obsahy vitaminu A je theba interpretovat
jako obsah all-trans a cis tomerw

Visledek stanovenf obsahu vitaminu E je theba interpretovat ja-
ko celkov§ obsah alfa-tokoferolu. Kromé této modifikate se jedtd
miike vitamin E v plirodnich materidlech (ij. surovindch) vyskyto-
vat v podobé beta, gama i delta tokoferolu, nebo i alfa, beta, gama,
delta tokotrienole. Tyto nativad obsahy jsou, viak velmi nizké a je-
jich zastoupent je v riznjch materdlech riené, Z teoretického hle-
diska viak je nutno na tento fakt upozornit.

B.6 Jestlife so pH deklarované hodnoté 1 000—4 000 m.j./kg vita-
minu A paralelnf visledky 18 navzdjem o vice jak 2 %, je doporu-
Eeno zvidit navitku na 60 g veorku a zdvojndsobit mnodstvi viech
poufitfch chemiklii pfi zmydelfiovénf vzorku, -
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8.7 Saponifikadi je mo#né provid® ples noc (min. 12 hod.) za
norméln teploty v uzavienfch Erlenmayrovich bafikéch uchyce-

nfch v rotaini michatee (tzn, Wagnerovo kolo). Doséhneme tim -

menifho rozptylu visledki.
a § BHT {huth}dhrdmytolum} mi velmi podohné podminky FF

detekee jako alfa-tokoferol (excitalnf vin. délka 283 nm, cmisni.

vin. délka 310 nm). PH sprdvngch podminkdch chromatografie
(pledeviim kvalita kolony) je peak BHT separovin (retednf &as je

nifsi nek u vitaniinu E), V pHpad® ipatné separace mike nastat |

stav, kdy retenénf &asy BHT a vitaminu E jsou shodné, co? samo-
zhejme vede k nesprivngm visledkim,

8.10 UV detektor a FF detektor jsou zapojeny v sérii, cof umol-
fiuje stanovenf vit. A i vit. E na jeden ndstfik.

8.11 Zékladni ﬂmdardm roz{uk neni tl‘ubl vidy  plipravovat

terstvy, protode , sldbnuti™ standardu lze spektrofotometricky sle-
dovat. § aktualizovanou hodnotou se politd ve vipoltu.

4.2 Sltnnnvenl obsahu vitaminu A

.:?.A Stanoveni obsahu ﬂtaminu A—-

" Do této metodly byla zapracovina doporuéaf EU uveden
v Official Icmrnal no L 083, 30!03!‘?3

1A, Utel a rozsah

Jsou uvedeny dva rovoocenné zplisoby stanovent, pro nisil ob-
uhydnzmﬂmp'kglmndlﬁkmpmuhuh}r vysinel 2 000 mg/
/kg. Tyto metody specifikuji podminky pro stanovenf vitaminu
A (retinolu) v krmivech, koncentritéch a premixech, Mez stanovi-
telnosti metody je 10 ﬂﬂﬂ' m.j./kg pro vysoce pigmentovand krmi-
va u 4 000.m.j./ kg pro uulatnl‘ {pozndmka 8. 1).

2A. Prludp
Vzorek je hydmhwvin za lepll hydmxlﬁem dragelnfm v ethyl-

alkoholu za pfitomnosti antioxidantu, smés je extrahovéna 1,2-

-dichlorethanem, extrakt odpafen do suchaa po odpar-
ku je roztok Ciktén ples chmmatograﬁck? sloupec oxidu hlimtﬂm
{pumdmka 8A.2).

Pro kemiva 5 obsahem do 200 000 m.j./ kg je vitamin A stanpvo-

viin spekirofotometricky pfi vinové délee 610 nm po prevedeni na
barevnj komplex, pro krmiva s obsahem nad 200 000 m.j./kg
spektrofotometricky piimo v UV oblasti spektra pH vinové délee
325 nm.

3A, Chemikilie
3A1 Obeend _
3A.11 Ethylalkohol 96 % (pozndmka SA.3)
3A.1,2 Askorban sodnf, roztok 1008/1
3A.1.3 Dusik kyslfku prostf _
3A.1.4 Hydroxid draselng, roztok 500 g/I
3A.LS Hydroxid draselng, roztok o(KOH) = 0,1 mol/1
3A.L6 Hydroxid draselng, roztok o(KOH) = 0,5 mol/1
3A.17 1,2-Dichlorethan

3A.18 Petrolether (poznfimka 8A.3), bodu varu 30 a 50 ‘G,
je-li tieba plediftdng ndsledovnd:

100 ml petroletheru se v dilicl ndlevee michd s divkami
koncentrované kyseliny sfrové a oddluje a% kyselina
ziistane zcéla bezbarvd. Po odstranéni kyseliny sé petrol-

ether promyvd postupn® 500 ml vody, dvakrit po 250 m)
roztoku hydroxidu sodného (100 g/T) a pak jesté Ikrét
po 500 ml vody. Po poslednim odpuiténi vodné vistvy se

_E!ddnkﬁvﬂuhﬂabﬂvwfﬁmw ponech stét-1

od., #filtruje se a pfedestiluje (pcm&mka 8A.3).
3A.1.9  Oxid hlinitg, s:mmimmfr podle Brockmanna

Pfiprava: {)ndhhmfsampudpbuﬂhod \rmuﬂﬂl'é
peci (4A.6). pli teploté 750°C, ochladi v eksikitoru
a uchoviivi v nddobee z hinédého skla uzaviené zabrou-
Senou zitkou, Pfed pouZitim sc-10 g oxidu hlinitého ve
vhodné nédobee avIhéi phesnd 0,7 ml vody, nddobka se
* uzfitkuje a na vroucl vodnf lizni (4A.1) se zalitivd po do-
bu 5 minut za stflého michdnf, Po I se plezkoud(

aktivita takto upraveného oxidu hlinitého pomocf mé- -

mého mnokstvl rétinoli (3A.1.17) (asi 500 m.j }pn-ﬂa
. postapu SA.3 a SA4 knnunlnlmlmﬂn

3A.1.10 Oxid hlinitf, bézick§ — stuped llttl'il‘rty | (ml;lnlL od fy
) Wuelm Merck & stovnatelné hn‘lﬂ}l}

3L Diethiether- (pozndsika BA.3), perosidd  stop vody
zhaveny na sloupci s bfrickim oxidem  hlinitym

(3A.1.10). Nliﬁ'ﬂmtdic:th;!uthamsapnu!mﬁgnﬂ-
duhllmbého,

AL P-.-tr&l:thnr—diemjaamar smitsi (ﬂﬁﬂ}, (921-8}. (ss+
+12), (84+1) a{ad+m] (pomémbka

3A.1.13 Sulfid sodng, roztok o(Na28) = 0,5 moUl v 70% gywr
‘nu

JA.2  Pro kemiva s obsahem vitaminu Apﬂd!ﬂﬂm]m kg,
: _navic

3A.2.1 Benzen (p(iMimkn 8A.3)
3A.22  Chloroform, specidin Eiténg

Uprava: Na sloupec asi 50 g bézického oxidu hlinitého
(3.1 10) se prevede 200 ml chloroformu v ddvidch po
SDmprn{nhsﬂmlmdnporuannmvriﬂtmprd-
tok kolonon,

3A.2.3 -Chlorid antimonit, roztok — kompieméﬁnidh

Phiprava: Asi 25 g chloridu .auumnnihéhn (5bCly), pe-
dem uchovaného v exsikitoru (tedy vysuSeného) se smi-

chi se 100 ml.chloroformu (3A.2.2) a v michéini se po-
kratuje ak je chlorid antimonity tém&t zeela

(mal§ nerozputtény zhytek nevadf). Do této smisi se pli-

dd 2 ml acetanhydridu, promichd a uloX do chladnitky
uzavieny ¥ nidobee 2 hnddého skla zabroutenou zhtkou,

TE.HD uchované Linidlo je stabilni po dobu nékolika tgd-
n

3A24 Retinol, standardni substance vitaminu A o anfmé akti-
vitd, m&mmﬁmm d

JA2S5  Indikitor fenumahln

3A3  Pro krmiva {pl.'ﬂ'l‘lixjr koncentrity) s obsahem nad
¢ 200000 mj. v 1 kg i

3A.3.1 Tsopropylalkohol pro chromatografii




Plﬂ-im]a a pomiiicky

4A.1 Spektrofotometr pro m&cm’mﬂdiminﬁ UV oblasti’ xp:k:
ra § piistulenstvim (kyvety optické délky 10 mm, s't]en!:n&
1kfc.mm:é}, poptipadé rcgimahﬁ typ -

ﬁ. Z Odparka vakuovd s pHsIulmmr[m (‘mﬁky 8 kulat?m dnem
riizného obsahu)

4A.3 Trubice chrnmamgmﬁckﬂ sklengnd vriitnf primér asi
.13 mm, délkn 300 mm

EEW Li.mﬁ 'Ir'odnf & Mnnm:ltsm
4A.5 l:hlnd:E zpétng vad:if s¢ zdbrusem
4A.6 Nilevky délici ﬂmdn?ﬂh obsaht

5A. Postup (pozndmka 8A.4)
5A.1 Navizky zkuiebniho vzorku (s piesnosti nejméné na)

Kanmuuitf{ubuhymdzﬂﬂﬂﬂmjz’kﬂ ﬁldlﬂg{ﬂﬂﬂlg}
Premixy

(uhuhjmuﬁmnilﬂﬂwmjﬂg} 3a25g (0,001 g)
Minerdlnf smési 10ak20g(0,01g) -
Krmiva (obsahy pod 400 m.j./kg) g (01g)

Navafuje se ve viech pﬁpudnchdukuiﬂwéhnﬁkyu:ibmm
obsahu 500 ml,

5A.2 Hydrolfzaa eﬁn-ako'e.'{pommm 8A.5)
Do kuelové bnﬁhymﬂvﬂmfm vzorkem se pHdd postupné 40

-ml ethylalkoholu (3.1.1), 2 ml roztoku askorbanu sodného

{3A.12) (pozndmka 8A.6), 10 ml roztoku hydroxidu draselného
(3A.1.4) a 2 ml roztoku sicnfku sodného (3A.1.13), zahfivd se na
vodni 1fzni (4A.4) phi teploté 70 a% 80 °C pod zpétngm chladitem
(4A.6) po dobu 30 minut. Potom se'rychle ochladi proudem stu-
dené vody. K hydrolyzétu se plidd 50 ml ethylalkoholu (3A.1.1)

. aplesnd 100,0 ml 1,2-dichlorethanu (3A.1.7), smis se intenzivné

protfepe & po usazeni se kapalnd dst dekantuje do délici ndlevky.
Po pfidini 150 ml roztoku hydroxidu draselného (3A.1.5) se vy-
thepdvd po dobu 30 sekund a po oddéleni vrstev se spodnf dichlo-
rethanovi vrstva odpusti do jiné déliel ndlevky, plidd 40 ml rozto-
ki hydroxidu draselného (3A.1.6) a vytfepavd opét po dobu 10
sekund. Po oddéleni vrstev se spodni dichlorethanovd vrstva opét
odpust! do dalii d&lfcf ndlevky a postupné prom§vd 6 aZ Skrdt po
40 ml vody, plitem? vidy po oddélent vrstev a odpuiténi se vodai
vrstva zkou${ na alkalickou reakei indikétorem fenolftalein, Po
Zjisténf negativnl reakee vodné vrstvy se extrakt zbavi poslednich
ghytki vody pomoci ponofenf prouZku filtrafntho papiru. Ali-

kvotn{ st filtrétu se odpal na odparce (4A.2) za snifeného tlaku

phi teploté 40 “C do sucha, odparek se rozpusti ihned v 5 ml peuul y

etheru (3A.1.8).

Dile se postupuje podlé obsahu vitaminu A ve zkouSeném vzor-

5A.2:1 Krmiva s obsahem vitaminu A vy$$im ne 20 000 m.j./kg

Roztok plipraveny podle 5A.2 se plevede do odmémé bafiky na
50 ml, doplnf petroletherem (3A.1.8) po rysku a promfchd. Ali-
kvotni podil obsahujicl, s ohledem na olekdvany (deklarovany)
obsah vitaminu A ve zkouleném vzorku, asi 200 m.j. vitaminu
A se odpipetuje do odpatovaci bafiky a na odparce (4A.2) se od-
pati za snizeného tlaku do sucha. Odparck se rozpusti v pfesné
25,0 ml isopropylalkohola (3A.3,1) a roztok se méH na spektrofo-
tometru (4A.4) v kiemenngch kyvetdch pi vinovfch délkdch 310,
325 a 334 nm (u registrabniho typu se polidi 2dznam spektra od
310 do 334 nm). Maximum absorbee by mélo byt phi vinové délee
325 nm,

Pomir absorbanct Ay : Agss 8 Agse ¢ Asss must bit 617 .
0,857 s maximélnf odchylkou 0,830 aZ 0,880, Nenf-l tato pod-
minka spinina, pfefisti se extraki pHpraveny podle SA.2 na chro-

matografickém sloupel podie 5A.4-a postupuje se podle 5A.2.2
jako u krmiv 5 obsahem vmmmuﬁ ni#im neZ 20 000 m.j./kg

'{pmnimkn 8A.7).
5A. 2 2 Krmivas nbuhcm vitaminu A niZSim neZ 20 000 m.j./kg

5A.2.2.1 Sestrojent kalibratniho grafu
Do sady vhodngch nédobek se diferencovand odvaH mnokstvi

“ odpovidajict 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0 a 15,0 m.j. standardn{

substance retinolu (3A.2.4) s plesnost! nejménd na 0,001 g Do
kazdé nidobky se pfida pfesné 0,3 ml benzenu (3A.2.1), po roz-
pusténf promichd, plidd déle pfesné 3,0 komplexotvorného Einidla
(3A.2.3) a po promichénf se kaZd§ roztok prom&fi na spekirofoto-
metru (4A.1) ve skienénfch kyvetdich pH vinové délee 610 nm.

Z namélenych hodnot absorbanci a jim odpovidajicich mnostvi
so sestroji kalibratnf graf. Kalibraénf graf se pravidelné ovéfuje
s Gerstvié -pHpravenymi kalibratnimi mmk}' i komplexotvorného
Einidla (3;«.1 3).

SA.2.2.2 Viastnl proveden

Z chromatografické trubice (4A.3), umisténé vertikélnk, se pfi-
pravi chromatografick§ sloupec, do néhok se pievede 10 g oxidu
hlinitého (3A.1.9), pledbéing rozmichaného s petroletherem
(BAIB}ukahnk lhysluupecbytadzl}ﬂmmvmkf p

Na takto plipravenou kolonu se plevede roztok pfipraveny po-
dle 5A.2 (poznfimka 8A.4) a okamiitk se divkuje na kolonu 20 mi
petroletheru (3A.1.8). Eluce se providi postupné phidivanymi
10 ml dfivkami smési petrolether-dicthylether (3A.1.12) v potadi
stoupajictho obsahu diethyletheru tj. (96 + 4), (92 + 8), (88 + 12),

84 + 16) a (80 + 20) & to bud pod tlakem shora kolony nebo sni-

tlaku na spodu kolony tak, aby pritok rortoku sloupeem byl

2 uk 3 kapky za sckundu. PH eluci se sloupec v kritkgch interva-

lech osvétluje riufovou lampou (4A.5), Prval je eluovin kardten
(pomémka 8.8), retinol je Gplng eluovéin smésf (3A.1.12).(80 +
+ 20). Fluoreskujici z6na retinolu je zcela &isté oddElena od ndsle-
dujici FHuté zény xanthofylu, Frakee ve kterjich je obsaben retinol
s¢ shroma2di do odpatovact bafiky a roztok se na odparce (4A.2)

za snffeného tlaku odpali do sucha. Odparek se rozpusti v plesng

2,0 ml bendenu (3A.2.1); po rozpudtéal a promichénf se z tohoto
odpipetuje pfesné 0,3 ml do vhodné nédobky, pfidd presnt 3,0 ml
komplexotvormného &nidla (3A.2.3), phitem? s¢ roziok zbard
modie, Pfesa 30 sekund po phdini komplexotvorného Einidla
promichini se méH absorbance roztoku na spektrofotometru
(4A.1) ve skleningch kyvetdch pfi vinové délce 610 nm,

MnoZstvi vitaminu A v méfeném roztoku se zjisti z kalibraé-
niho grafu.

6A. Vfpotet a vyjédient vsledku

ALl Kmﬂﬂsnbnhmﬁﬂminuﬁwﬁmudﬂﬂﬂtﬂmjfh
(méleni v UV oblasti — viz 5A.2.1)

Obsah vitaminu A v m.j./kg (X) se vypotité podie vzorce:

X Ays . Ay F
m

{pozndmka 8A4)

kde A,y je maximélnf absorbance, kterd se nachfizi mezi 323
nm a¥ 327 nm vinové délky
Ay absorpin{ koeficient pro !ntamln ﬁ{reuml‘j (1830)
F faktor fedéni
m hmotnost navizky zkusebniho vzorku

i o e
e PR £ s T

AT sti— s
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6A.2 Krmiva s obsahem vitaminu A niZ8im neZ 20 000 mj./kg
(mé&fen( ve viditelné oblasti)

* Obsah vitaminu A v m.j./kg (Y) se vypoit podie vzorce:

y o 10 F.my
) m

ke m, je maokstvivitaminu A v m.j. zjidténé z kalibrafniho gra-
; fu

F faktor fedénf £
m  hmotnost navitky zkufebniho vzorkuv g

; Visledkem stanovend je aritmetick§ primér visledkd d!mu-s'nw

béiné provedench stanovend, které splijf podminku opakova-

telnosti a vyjadiuje se § plesnasti na celé m.j./kg.

TA. Opakovatelnost

Rozdfl mezi. dvéma paralelnimi stanovenimi provédéngmi na

stejném vzorku nesmi pfekrotit pfi obsahu: ;
do75000mj/kg . - 20 % relat
od 75 000 do 150 000 m.j./kg 15 000 m.j.
od 150 000 do 250 000 m.jc/kg 10 % relat. :
od 250 000 do 500 000 mj./kg "~ - 25 000 m, :
nad 500 000 m.j. kg " 5% relat, -
A, Pomndmky

SA.1 Lmj. = ﬂ,,S'p.lg.l retinolu
8A.2 Pro krmiva s obsahem vitarainu A nad 20 000 m.j./kg je
SA.T)

. 8A.3 Eihylalkohol, petrlether, dicthylether, benzen a isopropyle- -
alkohol jsou nebezpeéngimi hoFlavinami 1. tHdy, proto ph jakékol

manipulaci s nimi je nezbytné dodrfovat bezpetnostni pravidla.
Zejména pHpadnd destilace (regencrace) tichio litek se proviidi
zahHvacim mediem v bczpu‘.‘mﬂnlm provedenf. .

8A.4 Vischny opersce se providsif pH tlumeném svitle, pokud

mono v nédobkiich z hnédého skla, nebo vhodn uzpiisobengch
' proti primiku svétla, i :

8A.5 U mléngch krmngch smés{ nébo v krmivech obsaengch
surovin, které maji sklon ke shlukoviinf & botndnf se dévky Einidél
uvedend v 5A.2.1 edvojndsobuji,

8A.6 Pokud se hydrolfza providf v dustkové atmosféke, roziok
askorbétu sodného nenf nutné piidivat, ;

8A.7 U krmiv s vitaminem A vyi¥im nel 20 000 m.j./kg se d&leni
na chromatografickém sloupei provede jen v pfipadé, pokud mé-
fenf podle 5A.2.1 nespliluje tam uvedené poladavky. JestliZe se
chromatografické déleni ukéke nezbytné, odebere se g roztoku pli-
praveného podle SA.2 alikvotnf podil obsahujfct, 5 chledem na
otekdvang (deklarovany) obsah vitaminu A ve zkoueném vzorku,
500 m.j, vitaminu A a postupuje podle 5A.2.2.2.

8A.8 Obsah kagotenu mize bt stanoven méfenim absorbance pi
yinové délce 450 nm., : ad

3B

< 3B.1.2

tento krok vyladovin jen v urtitfch ptipadech (viz poenfimka

4.2B Stanoveni obsahu vitaminu A
1B, Utel a rozsah

Pro stanoveni v premixech jsou uvedeny dvé metody & to bud za
pHiomnosti robenidinu a antioxidatnich litek, nebo za nepftom-
nosti jedné nebo obou z nich. . e o

Tyto metody specifikuji podminky pro stanoven! vitaminu A
v premixech a krmngich smésich, véetné mlégigch. . - -
Pro tidely této metody se poukivd definice; -
Vitamin A (retinol), je po chiemické strfiice 3,7-dimethyl-9(2,6,6-
-trimethyl-1-cyklohexan-1-y1)2,4,6,8-nonantetracn-1-ol, sumdr-
niho vzoree CygH a0, et o F

2B, pﬁ_-dp

Vitamin A se staiovf spektrofotometricky po zm§delnéaf vzor-
ku, extrakef do vhodného extrakéniho Einidla, eventueIn po chro-
matografickém odd&lenf nebo jeltd reextrakef pro odstranénf ro-

- benidinu. : s _ :

3B, Chemikilic

Obecat . . . .
Dusfk Hrovkérensk§ ( v tlakové lihvi opatfené reduké-
Vitamin A, standardnf substance (retinol) o znfimé G¥in-
nosti _ X
Hydroxid draseln§, pev§ _

Hydroxid draselng, roztok 100 g/1've zFedéném ethylal-
koholu, . 2 i

Piprava; OdvaE se 100 g hydroxidu draselného
(3B.1.3) do odmécné baiky na 1000 ml, rozpust! ve
100 ml.vody, po ochlazen! doplni po rysku ethylalkoho-
lem (3B.1.6) a promichd. !

Hydroxid draselnf, roztok 200 g/1 ve zfedéném ethylal-
- koholu ‘ .

PHprava: Odvs se 200 g hydroxidu draselného
(3B.1.3) do odmémné badky na 1 000 ml, rozpusti se 200
ml vody, po ochlizen( se doplni po rysku ethylalkoholem
(3B.1.6) a promichd. _ - .

3B.1.6 Efhylalkohol 96% (pomdmka 8B.1)

IB.L7  Smids ethylalkohol—voda (1 + 1) -

JB.18 : n-Hexan, spektrdlng &stf (pozndmia 8B.1)

3B.L9  Kyselina chlorovodikovi, roztok o(HC1) = 0,01 mol/]

3B.1.10_ Kyselina chlorovodikovd, roztok ¢(HCI) = 1 mol/I

w1

1.3
iB.14

IB.LS

~ 3B.1.11 Siran sodn§, bezvody

3B.112 KfemelinwHyflo-Supercel

32 Pro chromatografické délent (navic)

3B.2.1 Aceton (poznfimka 8B.1)

3B.2.2 FElutnf smés A: n-hexan (3B.1.8) — aceton.(3B.2.1),
smés (98 + 2) (pozndmka 8B.1) -

3B.2.3 Elufnf smés B: n-hexan (3B.1.8) — aceton (3B.2.1),

smés (95 + 5) (pozndmka 8B.1)




ey

3B M Oxid hlinity pro chromatogmfn, néuh'ihll' akturity -1v

PHprava: Oxid hlinit§ aktivity 1 se deaktivuje 24 hod.
pfed pouitim pridénim pottcbného mnoZstvf vody k od-
" vi¥enému mno¥stvi v zfibrusové bafice, smés se dikladng

rozifepe a:i 8 pﬁpadné hrudky zcela m:pudmu

Uclmvi.\'ﬁ e mdudwlém& uzavien. .
31;.: 5 Hydroxid dmﬂnj mmkiﬂp’ﬂlml

4B, "Bﬂmju"- pomicky '

' 4B.1 . Obecnd
I4H 1.1 Spektrofotometr registrabnf s pi‘ﬁlulmsmm pro méfent

¥ UV oblasti spektra
B2 ﬁpﬁmum mfdelhnmi'pm priici v mymﬁm prostfedi

CAB.L3 Lim’hwdnislurmumom

4B.1.4 Odparka vakuovd mug‘iul s pHsludenstvim

| 4B.LS Chladit zpétng, vodni
4B.16 Vibojka rtutov vysokotlaké s iltrem o vinové délce

366 nm
4B.2 Pro chromatografické délend (navic)

4B.2.1 Trubice chromatografickd s kohoutem, vnitfal primér
&mm a? 11 mm

'SB. Postup (poznfmika 8B.2 a 8B.6)

SB.1 Premixy

. 5B.1.1 Bez chromatografického délenl

SB.L1.1 Do zm{delfiovaci bafiky na, 250 ml se odvi?i asi 2,5 g
zkuSebniho vzorku s pfesnostl nejmént 0,001 g (pozndmka 8B.4),
plidi s 5 ml cthylalkoholu'(3B.1.6) a vzorek se nechd provibdit.
Potom se ptidd 50 ml roztoku hydroxidu draselného (3B.1.4) na
bafku se nasadi zpéing chladif (4B,1.5), zavede se pfivod dusiku
(3B.1.1) a 5 minut s¢ jim yzorek probubldvd, Potom se bafika vioH
na vodnf Lized (4B.1.3) a pii teplot® 80 C s¢ smfdelfiuje po dobu
20 minut pod neustdlfm proudem dusfku (3B.1.1). Po scjmut
z vodnf lizné se obsah bafiky ochladi, pfidd se 50 ml vody a po
promichéni se obsah baitky pievede do délici ndlevky tak, aby pev-
' vzorku zistal v bafice. Sms v dElicf ndlevee se dikladnE

3kerdt 30 ml n-hexanu (3B. 1.8) tak, #e vidy se odméfenou
Edstl n-hexanu proplichne pevny podil v bafice, Hexanové extrak-
ty se spoji v dElict ndlevee na 250 mi, pEidd se 30 ml roztoku kyseli-
ny chlorovodikové (3B.1.9), dikladnd se protiepe, po oddilenl
a odpuiténi spodni vodné fize se hexanovy extrakt promyje jesté
tEikedt 50 ml vody, a ji2 vodod féze reaguje neutrdlng (napf. na
pH papirek). Hexanovi extrakt se vysuli pHidavkem malého
mnodstvi vyHhaného siranu sodného (3B.1.11), zfiltruje stfedné
hustfm filirem, na kierf se phidd malé mnolstvi kfemeliny
(3B.1.12) do odmémé bafiky na 100 ml, doplni n-hexanem
(3B.1.8) po rysku a promichd.

$B.1.1.2 PH pledpoklédaném obsahu vitaminu A ve zkouleném |

vzorku nejméné 2 000 m.j./g se smis v dilicl nilevee vytfepévi
s 30 ml n-hexanu (3B.1.8) nejménd Skrdt, spojené extrakty po
promyti roztokem kyseliny chlorovodikové (3B8.1.10) a vodou, po

stranem sodngm (38.1.11) se zfiltruji za viie uvedenych
podmfnck do odmémié bafky na 200 ml, doplni n-hexanem
(3B.1.8) po rysku a obsah badky se promiché.

SB.1.1.3 74 phitomnosti fobesidin ve zkouendon vzorks 30 ods

pipetuje 10 ml hexanového extraktu do délicl ndlevky vhodného
objemu, phidd se 20 ml roztoka kyseliny chlorovodikové (38.1.10)
a po vytfepédni a oddéleni se spodni vodnd vrstva odpust a déle se
nepoutije. Vytfepdni s 20 ml roziokn kyseliny chlorovodikové
(3B.1.10) se provede jeSté jednou, hexanovy extrakt s¢ promyje

dvakedt 10 ml vody, plitem? spodni vodni fiize se vidy odpustf

a dile nepoukije. Oddélend a dikladné promytd hexanovd fize
(extrakt) se filtruje stfedné hustfm filtrem phes malé mnokstvf sfra-
nusodného (3B.1,11) do odpefovac baiiky (4B.1.4), obsah se na
odparce (4B.1.4) odpaH do sucha a odparck se rozpustf v 10 ml
u—hmnu (3B.1.8). -

5B.1. l.ai Pﬂmhdwmhmmlmdﬂwdmmpwﬁwnfm—
gistratnf spektrofotometr (4B.1.1) pomoci nhexanu (3B.1.8) se

_miH absorbance v rozsahu visovich délek 300 a2 340 nm, v kyve-

té optické délky 10 mm proti &istému n-hexanu (3B.1. 3},Iﬂ¢r§‘n=~
vykazije Hidnou absorbanci phi téchto-vinovfch délkdch. Maxi-
mumubourblme!knu!cllﬂiﬂmkuhyméhbﬁjﬂlﬂnmédﬂm
325 % Inm.

$B.A2 Za chromatografického duimr{pmimn 8B.2)

5B.1.2.1 Postupuje se podle SB.1.1.1 popt. 5B.1.1.2 a chromato-
grafické d¥lenf se provede nisledovng:

5B.1.2.2 Na dno chromatografické trubice (4B.2.1) se viol malf
smotek obvazové vaty, trubice se umisti do svislé polohy a vata sc
pevestv asi 5 ml n-hexanu (38.1.8). Asi 4 aZ 6 g oxidu hlinitého
(3B.1.3) se suspenduje v n-hexanu (3B.1.8) a po Listech se viije do
chromatografické trubice (4B.2.1), kterd sc jim naplni do viiky asi
70 mm. Navreh sloupee oxidu hlinitého (3B.1.3) se pHidé vrsiva
bezvodého sfranu sodaého (3B.1.11) o vfice asi § a¥ 10 mm. Na-
konec se sloupec proplichne asi 10 ml n-hexanu (3B.1.8),

5B,1.2.3 Na pfipraven§ sloupec s¢ odpipetuje pfesng 10,0 ml he-
xunového extrakin zkoufeného vzorku a po jeho wsiknut do
sloupee se ihned phidd 20 ml n-hexanu (3B.1.8). Pritok kolonow
se pozoruje ve svitle riufové vibojky (4B.1.6); balastnf litky své-
télkuji svétde modfe. Tyto se eluuji smési hexan—aceton (3B.2.2)
a po jejich odstraninf se eluuje Hutozelend zéna vitaminu A po-
mocf smitsi hexan-aceton (3B.2.3), kterd se jimd do baiiky odparky.
{4B.1.4).Po skontenl eluce se bafika s cludtem vioH do odparky
(4B.1.4) a obsah bafiky se odpali do sucha. Odparck se

v tolika ml n-hexanu (3B.1.8), aby koncentrace byla vhndnﬂpm
pouity spektrofotometr (4B.1.1).

5B.1.2.4 Soutasné se rkoufenjm vznrl:r.m s¢ provede urden tzv,
ziritového faktoru (Fy):

Ze standardnf substance vitaminu A (retinolu) (3B.1.2) se p-
standardnf roztok o koncentraci phesné 10 nebo 15 m.j./ml
v mno#stvi asi 50 ml. Z tohoto roztoku se odpipgtuje piesnt 5 ml
do 20 ml odmérné bafiky, doplni n-hexanem (3B.1.8) po ryskn,
promichid a proméH, jak uvedeno ve 5B.1.1.4 (Ay). Na sloupec
chromatografické kolony (4B.2.1) se odpipetuje pfesné 10 ml to-
hoto nafedéného standardnfho roztoku a dile se postupuje podle
5B.1.2.3. Tento roztok se rovodt proméH podle 5SB.1.1.4 (A,).
Zirdtovy faktor se urdf jako podil absorbancl bez chromatografic-
kého délent a po ném (viz 6B.2).

§B.2 Krminé smési (pozndmka §B.2)

58.2.1 Do mydeliovaci bafiky obsahu 250 ml se odvil pFesnd
25,000 g zkufebniho vzorku, pfidd se 25 ml ethylilkoholu
(3B.1.6) a po provihden vzorku se pHidd 75 ml roztoku hydroxidu
draselného (3B.1.5) promichi se, po dobu 5 min. se probublivi
dusikem (3B.1.1), na bafiku se nasadi zpéing chladi¢ (4B.1.5)
a bafika se umisti na vodnf lizefi (4B.1.3) vyhidtou na teplotu
80 °C. Zmgdelituje se pod stélfm plivodem dusfku 30 minut za ob-




- avevhodné

_tasného promichinf kroutivim pohybem. Potom se pfes chladié
plidd opatrn 30 m] vody, bafika se s¢jme a prudee ochlad{ pod te-
kouci vodou. Obsah baitky se promichd, nechd usadit pevny podil
a plevede do délicl ndlevky tak, aby pevay podil zistal v badce. Do

délici ndlevky se pfidd 40 ml n-hexanu (3B.1.8), vytfepe se n pak -

jedtd 2krit s 30 ml n-hexanu (3B.1.8) tak, Ze s¢ odmefenou dév-
kou n-hexanu vidy promyje pevny podil ve zmfdelfovaci bafice.
Hexanové extrakty se spojf do d¥licf ndlevky nn 250 ml a promyji
se 3krdt 50 ml vody. Po rozd&leni fifel s¢ spodnl vodnd fize vidy

odpust! a dile se nepoulije. Po promyt! se hexanovy extrakt pleve-

de do vhodné nddobky (kidinky), ptidd se 1 a% 2 g beevodého sira-
nu sodného (3B.1.11), promichd se, nechd ustdt asi 20 minut, #fil-
truje such
100 mi, d:u ni n-hexanem (3B, 1.8] pu:‘yﬂm a prnmlchi.

5B.2.2 K pﬁpme chrmmgmﬂckénu sloupce se ‘poudije oxid
hlinit (3B.1.3), kters se odm&Hi v odmémém viilei v muozstv 7 ml
" . mnmmdu]avhhcnnu[mlﬁl,mbmse

plevede do chromatografické trubice (4B.2.1), opatfené na dné
malfm smotkem obvazové vaiy z\-lhEaM n- hm::m (IB.1.8). Po

.........

Y SH 2-3 'g' Eﬂlﬂn\fébﬂ mkm se odpipetuje bud pl‘omé 50 ml

X ddaném obsahu vitaming A ve zkpuleném vzorku do
10 000 m.j. .r’k;] nebo presné 25 ml (pii pfedpoklidaném obsahu
'ﬁpd 10 m.j./g), zahusif sc na adparce (4B.1.4) na 10 ml a% 15 ml
plotd m-c, vlije se na povrch chromatografického sloupce
B.2.1 ‘:i Qoncchiwlnﬁ protékat. Po vadknutl do sloupee se slou-
60 nil a2 80 m n-hexani (3B.1.8), pribh prom§vé-
- pfse awmmmn@m,ﬁ}mmmt
- ﬂ&ﬂh:ji:f #iny; prvnf zitive svétle modef jsou balastnf Jtky,
. tato postupuje rychleji; druhé #Hutozelen® fluoreskujict je zéna vi-
taminn A a postupuje pomalejl. Intenzita fluorescence je pHino z4-

- visli na obsahu Vitaminu A ve zkoudeném vzorku. Jakmile dojde

ke zietelnému oddBlent 260, cluujf se balastnd litky elunl smési

© n-hexan—aceton (3B.2.2) a po jejich dplaém odstraninf se prove-
© de clute smisi n-hexan—hceton (3B.2.3). Tato st elufitu so za-
- chycuje’ do ‘odpafovaci- baiiky (4B.1.4). Tento eludt se odpakf
v proudu  dusfko ﬁSH 1.1) na odparce (4B.1.4) do sucha
a odparek se rozpusti v pl‘mah 10,0 mi n-hexanu (3B.1.8).

5B.2.4 Tento roztok se pmh!:h‘ na upahro[ulomru {45 1.1),
jak je uvedeno ve 5111 I-L

. 5B.2.5. Sﬁuhméu:kuu!mfm mkems:pmvodc urdenf tzv,
atritového faktoru (F) chromatografické .'m]un;qr podle 5B, l 24,

5B.3 Miétné krmné smési (poznimka 8.2)

5B.3.1 Do zmfdelfiovact baitky na 250 ml s¢. odvazi 10,000 g

“zkutebniho vzorku, pfidd se 30 ml vody o teplot® asi 55 °C, bafika

se umfstf i vodn lézeh (4B.1.3) vyhtdiou na teplotu 55°C af -

60 *C a michd a% do Gplného rozpulténl veorku, Potom se plidd
70 ml ethylalkoholu (3B.1.6) a 10 ml roztoku hydroxidu drasclné-
ho (3B.1.4) a po 5 mibutovém probublévén( dusikem (3B.1.1) se
emjdelfuge na vodnf lni (4B.1.3) pfi teploté 80 *C, pod zpétofm
chiaditem (4B.1.5) a za stdlého pivodu dustku (3B.1.1) po dobu
30 minut, pHitem? se obsah obas promichd kroutivim pohybem.

Potom se pfidd opatrné pies chladiZ 30 ml vody, bajika se rychle
ochladi pod tekouc! vodou a obsah bafiky sc pfevede do délicf nd-

levky na 250 ml. Zmgdelfovact baiika (4B.1.2) se vyplichne asi
30 ml n-hexanu (3B.1. ) a tento se plevede rovnél do délicl nilev-
ky. Smés se dikindné protiepe a po oddElen! fizf so spodni vodgd
 fize vypusti do jiné délicf ndlevky, kde se jeStE dvakriit po sob® vy-

ttepe vidy s 30 ml n-hexanu (3B.1.8).. Hexanové extrakty se spoji
v jedné dlfci ndlevee, kde se promyji thikréit po sob& vidy 50 ml
smési ethylalkohol-voda (3B.1.7), plitemE vodnd fize se vidy od-
pusti a ddle se nepouije. Hexanovy extrakt se vysudfl pHdavkem
1 g a 2 g bezvodého siranu sodného (3B.1.11) a to bud do dalicf
nilevky nebo na suchy filir stfedni hustoty, jim¥ s¢ hexanov{ ex-

stfedné hustym filtrem do suché odmémné bafiky na

trakt filtruje do odmémé badiky na 100 mil. Fiitrse P'W'J-!'iﬂl'l he-
KANEm (Tf{ L. 3}, odmérmni bafika se j[l!l'.l dngap; po rysku a promi-
chd.

5B.3.2 Tento roziok se pmmiiﬁ na lp-:lnqummuuu {45 1.1),
;lk;-cm-m:nnwiﬂtu c -

6B, Vipotet a vyjddient visledku

ﬁBImeEIxy
Obﬂhhtlmmuﬁ?mqfkgijsﬂwpoﬂﬂpudkm

10°, Ags - A . F. Py

m

X -

i

kde A je mmmmmmmmmmmmwmm
323 nm-aZ 327 nm vinové délky - . .
Ay absorpnf koeficient pro vitamin A (1 830)
F gedovac] koeficient
m hmotnost naviiky ﬂukhnfhn mrku Vg
F; °  ztritovy fakior chromatografického d:HHII,. kmr}- s
*. VypoRitd podie vaoree:

6B.2 Krmné snitsi (po chromatografickém délenf)

Obsah vitaminu A v m.j./kg (Y) se vypoditd podie vaorce;

g A Ay F Fy
m

kde A, je maximdlni absorbance, kteod se musi nachizet mezi
323 om aZ 327 nm vinové délky..
Ay absorpénf koeficient pro vitamin A (1830)
F shedovaci koeficient | .
m hmotnost navitky zkubebatho vzorku ;
ztrfitovy faktor chmmatcwnﬁuuho dilen, kterf se
wpo&ﬂpod‘le vzorce: . |

Ay

kde ﬁ.s je absurbi.rm standardnfho roztoku vitaminu A bez
 chromatografického déleni

Ag - ahsmhamcmdudnihnmthﬂmm&pu
chmmatugn!ickm dblenf

6B.3 Mi&Ené krmné lmhi
Obsah vitaminu A v m.j./kg (Z) se vypolitd podle vzorce:

2m 10 A Ay F

m

kde A, je mmmﬂuiahswbmm kterd se musi nachdzet mezi

323nma232?nmﬂnmédﬂkr
Af absorpdni koeficient pro vitamin A (18
E zied'ovact koeficient (80

m hmotnost naviiky zkuebnfho \rmriu
Visledkem stanovent je aritmeticky primér visledki dvou sou-




" béné provedengch stanovent, Které spliiuji podm.inlm opmm-

telnosti uvﬂadhjn 50 § nuucldm;.-";

-

8. ﬂpnlmrllehm
Nnbyln dosud ltmmrem

_sn Posndmky

8B.1 Ethylalkohol, n-hexan aceton jsou nebezpelngmi hotlavi-

* nami 1. tHdy, proto je nutno ph jakékoli manipulaci s ninii zacho-

viivat bezpetnostni pravidla.

8B.2 PH stanovenf jc napmm nezbytné chrinit roztoky vitaming

A proti G¥inkim jakéhokoli zejniéna dennfho svitla, proto
chroma cké délenf je nutno provAdét v temné komofe pH
oranfovém osvétlenf: Kontrolovat eluci vitaminu A lze jen obas-
nfm ozdfenim sloupce rtufnvnuvjb-ujhu upnt!unnu UV filtrem.

BB.3 Tento postup se aplikuje ph mnwuﬂ vitaminu A v pm-.mn
mch

a) za nepftomnosti robenidinu a jummm litek

'b) za pitomnosti robenidinu a nethnmmsti inteferujicich ltek

(modifikace)

fiB.4 Nnﬁﬂm glmhbnlho vzorku bymila uhulmm 1000 a
10 000 m.j. vitamina A,

_ BB.S Tento postup se aplikuje pH stanovend vitaminu A v prenii-

xech

%) za nepHitomnosti robenidinu a pHtomnosti Iiterferujfcich Iftek :
. 3.6 Hydrochinon peva§, C;H, 0, M, = 110,11

b) za ptitomnosti robenidinu i interferujfcich ldtek (modifikace)

8B.6 Viluhy zkoufeného vzorku & kalibraénf roztoky standardu
se plipravuji tsn& pled viastnini stanovenfm,

4.3 Siﬁni;wnf ‘obsahu vitaminu A a ifilaﬁ:inu E
1. kel a rozsah

Tato metoda specifikuje postup stanoven! obsahu vitaminu A
a E v premixech a krmnjch smésich. Metodou se stanovi vitamin
A v kompletnich krmivech i premixech dopliikovich litek od ob-
sahu nad 800 m.j./kg a vitamin E v kompletnich krmivech i premi-
xech dopliikovich litek od obsuhu nad 2,5 mg/kg.

Utinnou formou vitaminu A obecného viorce CyoHys — R jere-
tinol a neoretinol (R = CH ~C=CH-CH,OH), kdy retindl je all-
-trans isomer a neoretinol je cis,trans-isomer a jsou esterov® vizd-
ny na mastné kyseliny (tyto dvé formy prevakujf jako nativaf vita-
n'?;n A). Obsah vitaminu A se vyjadiuje v mezindrodnich jednot-

kdich, ve zkratce m.f. (international unit L.UL.) retinolu, (vitamin A) -
+ na kg, Mezindrodnl jednotka vitaminu A (m.j., IU) odpovidd akti-

vité 0,3 g retinolu (all-trans-vitamin -A-alkoholu) cof odpovidd
0,344 ;g acetdtu vitaminn A co? odpovidd 0,550 ug palmititu vi-
taminu A.

Vitamin E je DL-a-tokoferol sumérniho veoree CoH 04, Ob-
sah vitaminu E s¢ vyjadiuje v mg/kg, plitem? 0,91 mg DL-a-to-
koferolu odpovida 1,0 mg DL-acetdtu tokoferolu (pomér rel. mo-
lekulovich hmotoosti tokoferolu/acerftu tokoferoly = 430,7/
/472,8).

2. Princip

Zkulebnf vzorek se mjﬁahﬁ alkalick§m hydroxidem a \I‘ilall'lln
Ay vitamin E se extrahuje do organického rozpoultidia. Exirakt
se zakoncentruje a odparck se rozpusti v methylalkoholy, je-li nut-
né, nafedi sc na koncentraci. Obsah vitaminu A se
stanovi metodou HPLC na reverzni fézi s UV detekef pH vinové
délce 325 nm nebo fluorescentni detekel pH vinovich délkdch Ex:
325 nm, Em: 480 nm. Separafni podminky (pritok mobilnf fize

. a sila elufniho roztoku) se nastavi takové, aby nedochizelo délenf

¢is a trans isomeri ﬁmminuﬁ.ﬂhuhvfﬂminu-ﬂgemuﬁ
HPLC metodou s UV detekef pii vinové délee 292 nm nebo fluo-
rescenénf detekel phi vinovich délkdch Ex: 295 nm, Em: 330 nm.,
V phipadé poufitf programovatelného UV detektoru se zji¥fuje ob-
sah vitaminu A i vitaminu E v jediném nésthiko.

3. Chemikslie
3.1 Hexan, p.a. (pozndmka 8.1)
3.2 Methylalkohol, HPLC grade (pozndmka 8.1)

‘3.3 . Ethylalkohol, denaturovany hexanem 1 % (poznémka 8. 1}

KR | E!hrh&nhul.vodnjmﬂnkﬂ%

34 Hydroxid draselng

EEN | H:.rdmxid draselng, alh;rlﬂiohuli:kf rmh:rl: (35 % ttl‘l:fhl
kohol) 100 g/

3.4.2 Hydroxid draselng, Emnmlickf- roztok (35 % ﬂh}'la!kohul}
200 g/1

a5 K]rnu_llnl askorbovd, -

3.7 Siran sodny, bezvod§ ©
38 Indikdtor fenolftalein, roztok 0,1%

Phiprava: 1 g fenclftaleinu se rozpusti v 80 ml ethylalkoholu
a dopinf vodou na 100 ml. Takio plipraven§ roxtok se zhedi
10kt

39 Elubnf roziok.

PHprava: methylalkohol — voda (98 + 2), pomér se mus
upravit tak, aby odpovidal poufité kolong a aby nedochdze-
o k separaci cis- a trans-isomert vitaminu A,
310 Dusfk, #drovkdrenskg, prosty kyselfch lftck a plrnﬁ
31 MI trans-vitamin-A-acetfit
3,12 All-trans-vitamin-A-palmitdt, asi 500 000 TU/g
313 DL-a-tokoferol-acetdt, asi 1360 IU/g

314 Chlorid sodn, nasycen§ roztok v 35% ethyialkoholu
(3.3.1)

315 Kyselina chlorovodikovd, zfedénd, e(HCI) = 1 mol/1

4, Phistroje a pomiicky

d.1 Vysokotlinny kapalinovy chromatograf (Ecrpadlo, kolona:
Cyy Nova-Pak 4 um, 150%3,9 mm (Waters) nebo Nova-Pak
4 pm, 250%4,6 mm (Waters), UV nebo FF detcktor, Sasovi
programovatelng s programovatelnou vinovou détkou: retinol
= 325 nm tokofercl — 292 nm, dévkovac zaffzeni, datastani-
ce 5 integradnim softwarc)

4.2 Vodni lizef s regulovatelnou teplotou -

b

%



4.3 Rotatnfl vakuovd odparka
4.4 Membrénovy filtr 0,45 pm
4.5 Laboratomi odstfedivka

5. Postup

5.1 Piprava vzorku a préce se vzorky

Roztoky vitaminu A i vitaminu E se musi chrénit pfed pHmjm
slunednim svitlem a UV svétlem, jsou citlivé na oxidadnl a kyselé
litky (roztoky se chrinf hlinfkovou folii nebo se uchoviivaji ve skie
nebo v jiném materidly, které nepropoust! UV-zdfenl). PH zpraco-
viini veorku fe nutno se vyhnout plehkit! yzorku béhem jeho ho-
mogenizace. Vizorek se homogenizuje na Estice o velikosti 0,5 mm
& mendi. Pokud modno, vzorek se nemele, ale pouse se roztird
v porceldnové misce. Homogenizace a tprava veorku se déje tésné
pied jeho zmydelnénim a daldim zpracovinim, aby se zabrénilo
strfitdm retinolu a tokoferol.

5.2 Zmjdelnént vzorku i - ,

Podle obsthu vitamine A a vitaminu E se do kulaté bafiky s plo-
chym dnem na 250 nebo 500 ml se zébrusem navidl 1ak 5 g (pre-
mixy dopliikovich litek) ncho 15 af 20 g (kemné smési) gkudebni-
ho vzorku s pesnostf na 0,01 g a zalije se 25 ethylalkoholu (3.3).
.V phipadé, %e vzorek nenf dostatetnd smobeng, pHid se jelté § ml
ethylalkoholu ( 3.3:1). Postupné se plidd 750 mg kyseliny askor-
bavé (3.5), 500 mg pevného hydrochinonu (3.6) a 75 mi roztoku
hydroxidu draselného (pro premixy dopliikovich litek 3.4.1, pro
krmné smisi 3.4.2), Na baiiku se nasadi zpétn§ chladié a po piti-
minutovém odsirafioving o kysliku proudem dusiku
{3.10) se bafika ponofi do vodn lizné (4.2) a obsah bafiky se zm§-
deliiuje po dobu 30 minut {premixy doplitkovich ltek) nebo 60
minut (krmné smési) ph teploté 80 °C za stilého michénf, Po
ukonteni zmydelnénl se zpding chiadié oplichne 30 ml roztoku
ethylalkoholu (3.3.1), pfidi se 34 ml vody a obsah bafiky se ochla-
di na laboratorni teplotu,

5.3 Extrakee

Do diticl nilevky na 500 ml se pfidd 15 ml nasyoeného roztoku
chloridu sedného (3.14) a zmydelnéng roztok se pevede do délici
nélevky tak, aby pevny podil zhstal v bafice. Pevay podil v bafice se
vyplichne 30 ml nasyceného roztoku chloridu sodného (3.14)
a kapalina se pfevede do délici ndlevky, K pevoému podilu ve
smgdelitovaci baiice se pfidd 60 ml hexanu (3.1) a krougivm po-
hybem se promichd. Po usazenf sedliny se hexanovy podil plevede
do delicf ndlevky k vodno-ethanolické fézi, d&lict nilevky se uzav-
fe a tiepe po dobu 30 sekund. ObE fiize se nechajf asi 2—3 minut
rozddlit. PH Spatmém déleni obou i se mide do délici ndleviy
phidat asi 5 ml roztoku ethylalkoholu (3.3.1) k rozruleni vaniklé
emulze. Extrakee vodné fize s hexanem se proyadi jeitd dvakedt
a to tak, % se vodnd flze extrahuje nejprve s 50 m hexanu (3.1)
1 poté oplt s 50 m! hexanu, pliems po rozdélenf fhzf (viz vic) se
hexanové extrakty spojuji v délici ndlevee na 250 mi. K oplachovi-
nf zfiky dilicl ndlevky se poulivd roztok ethylalkoholu (3.3.1),
V phipadé obsahu tuku nad 30 g/kg se extrakee opakuje 4krdt, pro
obsahy tku nad 70 g/kg se extrakee opakuje Skrét a hexanové ex-
trakty se spojuji v délicl ndlevce na 500 ml. Spojené extrakty se
proplichnou 50 ml vody, plitem? se délicl ndlevkou otd¥ tak, aby
‘nedochézelo k tvorbl emulze. Potom se extrakt propléchne 2kt
100 ml vody, phitem# se délici ndleviiow vidy krdtee krouH, tak
dlouho, ak je prom§vact voda neutrdlnf (po phdénf roztoku fenol-
ftaleinu (3.8) zlistdv roztok bezbarvy).

5.4 Uprava hexanového extraktu

84.1 Krmné smésl o premixy dopliikovich ltek (varianta A)

Extrakt se filtruje do vamé bafiky s kulatym dnem na 250 ml
nebo 500 mi ples suchy sklddang papirovy filtr s vestvou siranu

sodného (3.7). Ndlevka i filtr se proplichoou 50 ml hexanu (3.1),
Obsah badiky se odpali na rotanf vakuové odparce (4.3) za snfZe-
ného tlaku pfi teploté 55 °C téméf ak k suchu. Varng baiika se se-
jme a zbivajici roztok se odpafl k suchu po proudem dusiku
(3.10). Odparek se rozpust{ v definovaném mnodstvi methylalko-
holu (3.2), viz tabulka 1 a tabiilka 2,

Tabulka 1 Hmotnost zkefehuiho vzorkn a objem methylalko-
holového extrakin

Hmoinost  Objem extrakin

Zhniehnd veorek () (ml)
Milétné krmné smési 10 25
Krmné smési 5 obsahem retinolu 15 10
do 8000 m.j. kg :
Krmné smési s obszhem retinolu 15 i5
od 8000 do 12 000 m.j./kg vietnd

Ermné smési s obsahem retinolu 15 L r-
nad 12 000 m.j./kg ; .
Premixy doplfikovych litek 5 25

Tabulka 2 Redénf premixi doplikov§ch litek x methylalkoho-
lickéhe extrakin

Obsah vitamine A

(1000 m../kg) “Redini  Zpisob hdhu'{mhrml}
do 250 1 -

od 250 do 600 2,5 10/25

od 600 do 1500 5 5/25

od 1500 do 2750 12,5 2/25

od 2750 do 6000 25 1/25 .

vice jak 6000 50 1/50

5.4.2 Promixy doplfikovfch litek (varianta B)

Extrakt s filtruje do odmémé bafiky na 200 ml pes suchy skid-
dany papirov§ filtr s vrstvou sfranu sodného (3.7). Nélevka i filtr se
proplichnou 20 ml hexanu (3,1) a odmérnd baiika se doplnf hexa-
nem po znatku a promichd. Podle tabulky 3 se obsah odmEmé
baiiky nafedi na potadovanou koncentraci tak, ¢ hexanovy ex-
trakt se pipetuje do varné badky s kulatym dnem na 250 ml
a obsah bafiky se odpalf na rotalni vakuové odparce za snifeného
taku pfi teplotd 55 °C téméf ak k suchu. Varnd batika s¢ sejme
a zhvajicf roztok se odpaf k suchu po proudem dusiku (3.10).
Odparek se rozpusti ve 25 ml methylalkohalu,

Tabulka 3 Redinf (zakoncentrovinf) premixii doplikovich li-
tek hexanového extrakiu i -

Obsah vitaminu A Redénf Zpisob Fedén(
(1000 m.j./kg) {Zakoncentrovind :E;“:}“"“"‘“
do 250 0,25 100 /25

0d 250 do 1200 0,5 50 /25

od 1200 do 2800 1 25 /25

od 2800 do 8000 25 10 /25

od 8000 do 14 000 5 5 /25

od 14000 do 55000 12,5 2 /25

od 55000 do 100000 25 1 /25

vice jak 100 000 50 0,5/25

o

e

i Pl

Shali i

R

T bt



; 5.4.3 krmnésmhiapmﬂxydupmmf;hmvphmmuro-
_ bumdinu i

V pHpadé nbuhu mbmidinu v prmimh dnptﬁlcm"ﬁ'ch latek se
robenidin’ extrahuje kyselinou chlorovodikovou (3.15). Podle ta-
hulkyﬁududﬁﬁdn&hﬂymﬁﬂnﬂpipﬂujcﬁcﬁnmwmm

stvi hexanového extrakiu, v pipadE nutnosti se-objem liexanové

fize upravi na, cca 10 ml hexanem (pro obsahy vitaminu A nad

t - 8000000 m.j./kg) a phidd se 20° ml kyseliny chlorovodikové

" (3.15). Obsah se protiepe, po rozdéleni fizf se vodns fize odpusti
- a extrakee se provede jeit 2kt s 20 mi kyseliny chlorovodikové
' {SISLFundpdilﬁn[pmkdnihupodﬂn?bdnﬁfkmuuhﬂhdwd
- nélevky promyje 3kréit 100 ml vody do odstraninf kyselé reakce,
hexanovii fize se pfefiltruje pres vestvu sfranu sodného, (3.7) do
varné baiiky s kalatym dnem na 250 ml, plitem? filtr s ¥rstvou sfra-
nummhoidwdnﬁhvh'upmplmm 20 ml hexanu, obsah
baiiky se odpa{ na rotaénf vakuové odparce za snffeného tlaku pH
 teplotd 55 °C téméF a2 k suchu. Vamni baika se sejme a zbjvajfel
wdziok se odpal k :uqhupopmudmdﬂlu{ﬂ 109, Dﬂparakse .
Py rmpustivclimlmmhﬂalknlmiu, ;

?pﬁpﬂdﬁﬁbﬂhumbmidmuvhmnjdim%ﬁchmpmmpm
peidie &, 5.3, plitemn? se extrakt filtruje do varné bafiky s kulatym
dnem na 250 'ml nebo 500 ml ptes suchy sklidang papirovy filtr

§ vrstvou sfranu sodného (3.7). Nélevka i filtr se proplichnou
50 ml hexanu (3,1). Obsah bafiky se odpaH na rotaénf vakuové od-
pmum&cného tlaku phi teplotd 55 °C na objem asi 10 ml ex-
traktu, obsah se hexanem kvantitativné pevede zplt do délicf nd~
levky na 250 ml a'ddle se postupuje podle prvniho odstavee &,
5.4.3. Odparck se rozpusti v definovaném mnoZstvi methylalko-
Holu podle tabulky 1.

Pied ndstfikem na chromatografgickou kolonu se roztok filtruje
ples membrinovy filtr (4.4) nebo se odstiedi na laboratorl od-
stiedivee (4.5) po dobu 2 minut pfi 2000 ot/min. Objem ndstfiku
methylalkoholového extrakty na chromatografickou kelonu pro
krmné smési j: 50 pl, pro premixy anﬁkmfﬂm ldtek 10 pul,

5.5 Stanovenl metodou HPLC
\l"!a.utnl' mifeni, jak k!.'l.'tbr-afn[ch roetokd tak i extraktd zkoieb-

nich vzorkd, se providi za ndsledujicich separatnich podminek
chromatografickéht systému;

Teplota kolony teplota okoli

Pritok 1 ml/min.

Kalona Cy a) Nova-Pak 4 pm, 150 % 3,9 mm
(Waters) nebo b) Nova-Pak 4 jum,
250 X 4,6 mm (Waters)

Injektovany objem krmné smési 50 ul premixy 10 pl

Detektor UV aFF [pﬂmﬂmkl 8.2)

AUFS 1,000 .

Retenénf as pra kolonu a) Retinol 2,1 min, Tokoferol
5,6 min,
pro kolonu b) Retinol 4, 3 min. Tokoferol
13,6 min.

Tabulka 5 Casové zminy vinovich délek UV-detektorn
Chromatografickd kolona Chromatografickd kolona *

Eiﬂmqi . 150 mm
Cas (min.) Vinovéd délka (nm) Cas (min.) Vinovd délka (nm)
0,0 325 0,0 325
6,0 292 4,0 292

FF-detektor, tasové programovateln§ s programovatelnou vino-
vou délkou:

- Chromatografickd kolona

Tabiﬁ 6 Casové mﬂnj vinovich délek FF-detekiorn

Chmﬁumgnﬂeu kolona
250 mm . 150 mm

. Cn.s {(min. ) Vinové délka (nm) Cas (min.) \’Inmﬁd&lku (nm)

-Ex/Em Ex/Em
0,0 : 325/480 0,0 325/480
00 . 205/330 4,0 205/330

56 Knhbnll:ﬂ

5.6.1 Pﬂpnu pr!.mvnl'hu roztoku

. 5,6,1.1 Piiprava pracovafho rozioku pro krmné smési

Do kulaté baiiky s ploch§im dnem na 250 ml se zébrusem nav&s
asi 75 mg vitamind A (3.11 nebo 3.12) a 50 mg vitaminu
E (3.13), pﬁminmmmmﬂﬁl,manupfc-

vrstvi 10 mi ethylalkoholu (3.3) a déle se postupuje podle &, 5.2

5.3 Kﬂnﬂnfobmmmﬂhﬂl&ohdwéhnmlhumﬁﬂml

1ml mlmm roztoku obsahuje ﬁuminﬁ{miml} — 150 1U, vi-
tamin B [mknfcrot] 0,2 mg.

5.6.1.2 PHprava pracovnfho n:mnlu pro premixy doplikovyich
ldtek

Duk‘ulatéhaﬁkya ploch§m dnem na 250 ml se zébrusem navés
asi 100 mg vitaminu A (3.11 nebo 3.12) a 150 mg vitaminu
E (3.13), pfitem? se dbd na ustanoveni &. 5.1, standard se pie-
wrstvi 10 ml ethylalkoholu (3.3) a déle se postupuje podle &, 5.2

- & 5.3, Konetn§ objem methanolového extraktu je 250 ml,

1'ml tohoto roztoku obsahuje vitamin A [rcﬂnul] = 200 1U, w
tamin E {tokoferol) — 0,6 mg.

5.6.2 Pifprava kalibratnfho roztoku a sestrojenf kalibradnfho gra-
fus. ;

5.6.2.1 PHprava kalibratnfho roztoku a sestrojeni l:ulibmﬁnﬂm
grafu pro krmné smési

Do sady odmérnfch banék na Sﬂ ml s¢ odpipetuje postupné 1,0
= 2,5=50-=7,5 a 10 ml methanolového extrakiu vitaminu A
a vitaminu E, ziskan¢ho podie 8. 5.5.1.1,, doplaf se methylalkoho-
lem (3.2) po znatku a promichd, Takto plipravené kalibratnf pra-
coval roztoky odpovidaji koncentraci 3000 — 7500 — 15000 —
22500 a 30000 IU/1 vitaminu A (retinol) a 4,0 — 10 — 20 - 30
a 40 mg/1 vitaminu E-{tokoferol). Takto ptipraveny roziok se na-
stfikuje postupné na kolonu HP'LCuubj-emunﬁ.ﬂHkuSﬂuL

Z primémgjch hodnot jim nﬁpw!dq[dch ploch ik se sestrojf
kalibratnf graf.

5.6.2.2 Phiprava kalibratniho rozioku a sestrojeni kalibratntho
grafu pro premixy doplitkovich ltek

Do sady odmémyeh bandk na 25 ml s¢ odpipetuje postupné 1,0
—=2,0—=50-17,5 a 10 ml methanolového extrakiu vitaminu A
a vitaminu E, ziskaného podie &: 5.5.1.2,, doplnf se methylalkoho-

“lem (3.2) po znalku a promichd. Takto plipravené kalibratnf pra-

covnl roztoky odpovidajl koncentraci 16000 — 40000 — 60000
a 80000 IU/1 vitaminu A (retinol) a 24 — 48 — 120 — 180 a 240
mg/| vitaminu E (tokoferol). Takto pfipraveny roztok se nastfiku-
je postupné na kolonu HPLC o objemu nédstfiku 10 ul,

Z pram&mgch bodsiot jim odpovidsjicich ploch pii se sestrojf
Kalibra¥nf graf.

-
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5.6.2.3 Piiprava kalibralniho roztoku a sestrojen! kalibratatho
grafu pro krmné smési a suroviny s nizkjm obsahem vitamini

Do sady odmémgch banék na 100 ml se odpipetuje postupni 0,
25=0,5 — 1,0 a 2,0 ml methanolového extraktu vitaming A a vi-
taminu E, ziskaného podle &l. 5.5.1.1., doplni se methylalkoholem
(3.2) po znatku a promfchd. Takto plipravené kalibradnf pracovod
roztoky odpovidajf koncenteaci 250 — 500 — 1500 a 3000 TU/1 vi-
taminu A (retinol) a 0,5 — 1,0 = 2,0 a 4,0 mg/| vitaminu E (toko-
‘ferol). Takto pipraveny roztok se nasthikuje postupné na kolonu
HPLC o objemu néstfiku 50 pl:

" 6. Vipolet :
Obsah vitaminu A vyjédfens v IU/kg (X) a obsah vitaminu E
vri_lmflg'ﬁ}uwp?ﬁt! podle vzorce:

' .F
) =

020 o gl

5 151 v IU) retinol) nebo mg/1 (tokoferol) . .

x ‘m hmotnost zkuiebniho veorku v g
f.o . R'  fedéni (zakoncentrovini) v ml

* " ‘Wistedkem stanovenfje aritmetick§ primér visledkd dvou sou-
S bink prevedenfch stanoveni, které spliiji podminku opakova-
BALTS telnobti a yjadtuje so na celé jednotky /kg nebo mg/kg.
7. Opakovatelnosi

Nebyla dosud stanovena.

8. Pozndmky

8.1 n-Hexan, methylalkohol i ethylalkobol jsou nebezpeéngmi
hoHayinami L tHdy a proto phi jakékoli manipulaci s nimi jo nutné
dodrfovat bezpetnostnl pravidia, P

" 8.2 Fluorescentnf detekee je vhodné poulivat u vzorkd, obsahiujf
“tisulky plenin a pliddvand barviva (carophyll), V tomto piipadd je

nuiné koneéné koncentrace methylalkoholovjich extrakii upravit

na kalibraénf kfiviuo pro FF-detektor,

4.4 Stanovenf obsahu vitaminu E

éimwnt ﬁtlﬁiuu E se providi podle metody 4.1, kde je po-
psino stanoveni vitaming A | E. _
4.5 Stanoveni obsahu pfidaného vitaminu E
1. Ukel a rozsah .

Tato metoda spécifikuje’podminky pro stanovenf vitaniin E
v premixech a v krmagch smésich. : -

LS

Pro el télo metody sopoutfv defnie: Vitamin E jé po che-
mické strince tokoferol (2,5,7,8-tetra-methyl-2)4,8,12-trimethyl-
tridecyl (-6-chromatol), sumdrnf veorec CyHo;0,.

2, Princip o
Pridang vitamin E (octan tokoferolu) se stanovi po extrakei

vzorku dicthyletherem resp. hexanem pHimo, resp. po pledifitnl na
sloupei mdd: hlinitého, metodou plynové chromatografie,
3, Chemikdlie

3.1 n-Hexan (poendmka 3-1}_
12 [}]gﬂ‘yiuther'(pn‘miln:;hl&l}

© 3.3 Oxid hlinitf, aktivity 1, (deakiivovany 7% vody) (napt.

WoelmN) - %)
3.4 Octan tokoferoh, standardnf substance vitaminu E ‘so znf- -
mou ifinnost{ . : = o e
3.5 Vnitinf standard (Squalan) pro premixy: presnd 350 mg squa-
lanu se rozpustl-ve 250 ml odmérné bafice ¥ n-hexanu (3.1);
doplni jim po rysky a promichd, & ™

3.6 Vnittnf standard (Squalan) pro krmné smési: pfesnt 62,5 q;g :
_ 'sgmlmu se rozpusti ve 250 ml odmérné bafice v n-hexanu
K .lj,qmﬂjfmpa@ua promichi : :

4. Pistroje a pomicky i )

4.1 Chromatograf plynovy s pHslufenstvim

4.2 Trubice chromatografické o priméru 10 mm

43. Subdroa laboratornf clekirické § termostatem ~

44 Zatfzenf extrakénl (napk. typu Soxhlet nebo Soxtéc)
4.5  Lizel vodnf s termostatem

4.6 Tiepatks laboratornf

4.7 Odparka vakuovd, rotadn(

48  Kolona chromatografické sklennd s nepolérnf stacionérni -
thrt : £l o

— néiplii kolony: SE-30, OV 1, OV 101, DC 200, SP 2 100
‘~ nosié: Inerton pro plynavou chromatografi., nebo Chro-
niosorb WAW-DMCS 100/120 mesh nebo SUPELCO-
PORT 100/120 mesh a staciondraf &z % SP 2 100
= nosny plyn: dustk, pritok 50 ml/min. TR
= detektor; plament-ionizaénfl FID
~ teploty: ndstfik 270 °C a3 275°C
termostat 245 °C a2 270 °C
detektor 270 °C aZ 295 °C

4.8.1

5. Postup (poznimka 8.2)
5.1 Premixy

S.L.1 Odviti se 10,00 g zkubebniho vzorku do extrakénf tuby, ex-

trahuje na extrakinfm pHstroji (4.4) (postup viz PHloha 9, &st

3.1) diethyletherem (3.2) po dobu 4 hod, u poloautomatu Soxtec’
(4.4) 20 minut extrakee a 40 minut prom§vénf. Extrakt se odpaif

na odparce (4.7) do sucha a odparek se rozpustf ve 4,00 ml rozto-

ku vnitfnfho standardu (3.5).

512 Do mastaveného chromatografického pHistroje (4.1) s pe-

depsangmi parametry (4.8.1) se dévkuje 1 ul plipraveného extrak-
tu & polidi se chromatograficky zéznam, -
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51,3 Vedle toho se proved stanovent koreknfho faktora K:

ok

kafidého vaotko.

© yzorku,

Do ndmﬁmd bafiky na 25 ml se phm! odvi 100,00 mg stan-
. dardnf substance nctant

tokoferolu (3.4) a 25 a% 30 mg vnittafho

- standardu squalanu (3.5), rozpusti v n-hexanu (3.1), doplni jim po
= rysku a promichd, Do chromatografického pHstroje (4,1) se dfv-

kuje 1 ul'tohoto roztoky & pofidf se chromatografick§ zéznam za

 niprosto stejngch podmiriek jako u Zkouteného yzorku. Stanovenf

h&nfhﬁfnhmuupmmdaihﬁim\ﬁyphdmwmﬁn

5.2 KmMmEd

521 Podle phdpuk]édmého obnhu vimmnu E.ve zkouleném
vzorku'se do zébrusové baiiky na 250 ml odvii! s presnosti nejmé-
né na 0,001 g takové mnoZstyl Zkubebniho viorku, aby navéken§
vzorek obsahoval cca 1 mg vitaminu E. Do baiiky se plidd plesnd
150 ml n-hexanu (3. 1), uzavFe Zétkou, umistf do vodnf lizné (4.5)
vyhidié na 50 °C a2 60 °C na dobu- Sﬂminut. pak s 10 minut vy-
tfepdvi na thepatee {4.6} -Ohsah bafiky se phﬁllmju stfedn® has-
obly.

" tym filtrem do vhodné nidob

5.2.2 Chromatograficks trubice (4.2) se naplnf do v{iky asi 6 cih
aZ 7 em oxidem hlinit¢m (3.3) na smotek obvazoyé vaty umisting
na spodku sloupce. Na sloupec se pievede pfesnd 50 mi filtrdtu
vzorku, eluuje se Zkrdt po 10 m1 n-hexanu (3.1) do kulaté zdbruso-
vé bafiky na 250 ml a eludt se odpafi na vakuové odparce (4.7) do
sucha. Odparek se rozpust{ v 1 ml vnitfnfho standardu (3.6) a do
phipraveného chtmammk&hn pﬁmnp (4.1) na pl'n&epsm&
parametry se dévkuje 1 pl. -

52,3 Vedle toho se provede stanoven( _korckénllm l’lhum K:

Do zibrusové odmémé bafky na 25 ml se phesnd odvili
6,25 mg vnitinfho standardu squalanu (3.5) a 6,25 mg standardni
substance octanu tokoferolu (3.4), dopini hexanem po rysku
a promichd. Déivkuje se 1l tohoto roztoku a pofidi chromatogra-
ficky zéznam za naprosto stejnfch podminek jako u rkondeného

Stanoveni korekénfho faktoru se provede 3kriit a to vidy
pled kakdfm stanovenfm ve veorku.

6. Vipolet a vyjidienl yfsledkn

. 6.1 Premixy

Obsah vitaminu E v mg/kg (X) se vypolitd podle mm

i 10°. K. py.m,

Ps-My

kde pr je plocha piku standardu octanutokoferolu ['mwmlnu E)
ve zhouSeném vzorku v mm? '
ps  plocha piku vaitfnfho standardu squalanu (3.5) vmm?
m,  mnokstvi vaitiniho standardu squalanu plidaného
k odparku v mg -
m,  naviika zkudebniho vzorku v g
K korckéni faktor

y Korekénf faktoi (K) se vypoditd podle veorce:

X - 100.p,.Cy
Pr.Cs. Er

Cs koncentrace vnitintho standardu squalanu v mg/ml
Es ﬁ.ﬁ%m standardni substance octanu tokoferolu
v

viz legenda vie

je koricentrace standardu octann tokoferolu v mg/ml

7 1F urbenf korekEnfho fiktoru se vypoité aritmetickg pri-

~ mir, ktery se dosadf do vipoltového vzorce obsahu vitaminu E,

62 Krmné smél _
Obsah vitaminu E v mg/kg (Y) se vypolitd podle vzorce:

3,10 K.pr.m;
Py My
kde my . jrr mmﬁﬂwufnl‘hnmdardu iqlulanu pﬁdm&-
y ho k odparke vmg
g naviZka zkodebatho vzorku v g

Po P K vizlegenda v 6.1, vipolet K viz 6.1
" Vigaledkem stanovent je aritmetick§ priméc visledkd dvou sou-
béiné provedengch stanoveni, kieré spliwji podminku opakova-
 telnosti a vyjadfuje se s pfesnostf na jednotky mg/kg.
1 ﬁpukmmlnm
+ 7.1 Premixy )
Rozdil mezi dvdbma paralelnimi stanovenimi providEngmi na
stejném vzorku nesmi. pfi teoretickém obsahu vitaminu E‘. 1,5,
, 104 mgfkg phekrotit hodnotu R, = 88,2 mg
1.2 Krmné smési
Rozdfl mexl dvima paralelnfmi stanovenfini provédénymi, na

stejném vzorku nesmi pH teoretickém obsahu vitaminu E 20 mg/
/kg piekrotit hodnotu R, = 2,15 mg

3- pﬂ‘l’-ﬂ‘ﬂk’ 4

8.1 Diﬂhyiﬂhuan-hﬂun}luu nebezpelnimi hoHavinami thdy,
pn:-tndﬁ nutno ph jakékoli manipulaci dudr!nm bezpeénosini
pravi

8.2 vﬁuhrﬂm&néhuvmrkunkﬁbntnlmokymnduduse
ptipravuji 18sné pfed vlastnim stanovenim, = _

:IH':' Stanoveni obsahu vitaminu E

Stmm'mihtammuEicpmvid{podlemﬂndf43,kd¢ppo--
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4,7 Stanoveni obsahu cholinu
1. Uel a rozsah

Jsou wvedeny dvé rovoocenné metody, dosud rozhod metoda
speltrofotometrickd a perspektivn izotachoforetickd.

Tyto metody specifikuji podminky pro stanovend cholinu v pre-
mixech.

Pro déely této metody se poudivd tato definice: Cholin je vitagen
blfzkg vitamindm skupiny B, Jako ptdavek pro fortifikaci krmiv se
poulivi ve formé chloridu cholinu, coZ je po chemické strince
hydroxyethyltrimethyl-amonium  hydroxid, sumémiho wveorce
C.H,,CINO.



2. Princip
Cholin se stanovi spektrofotometricky po extrakei vzorku ethyl-

alkoholem na zikladé reakee acetonového komplexu s reinecki-
tem amonnjm v prostiedf roztoku fosforeénany sodného, nebo na

3, Chemilalie _
3.1 Pro metodu spektrofotometrickou

3.1.1 Reinecki; amoning (diaimo-totiakis- isothiokyandtochromi-
tan amonng), roztok 20 g/1v ethylalkoholu (3.1.4)

- 3.1.2 Fosforefnan (risodng dodekahydrdt (Na PO, . 12 H0), .

nasyogngroziok (cea 208 g/1)
31,3 “Neetdi (eelé Eirf ‘nebo plefiltrovang stedné hustym il
.- trem) (pozniiika 8.1) - <

3,14 Biliyhikohol 96 %, 2krit destilovang (pozadmka 8.1)
3,15 Chlorid cholinu, standardnf substance
' 318 Chlorid choliny, zékiadn standardn roztok
-F e ppria: Do odmiens batky 8 100 1l e odvi pe
* 70,2000 g standardnf substance chlbridu cholinu (3.1.5) se

o 100 % -efinnosti (nebo plepottené mnofstvl na Glinnost
© 100 %), rozpustl se ve vods, daplal vodou po rysku & pro-
‘michd. ;

1 ml tohoto zdkladofbo standardafho roztoku obsahuje
2 mg chloridu cholinu. Uchovang pli teploté 4 °C je stil§ po
dobu jednoho tidae, ~ b :

" 3.L7 Chlorid cholinu, pracovnf standardnf roziok

PHiprava; Do odmérnd baiiky na.100'm! se odpipetuje 10 mi
zikladnftho standardnibe roztoku chioridu cholinu (3.1.6),
doplnf vodou po rysku a promichd. . - .l

1 ml tolioto pracovniho standardnfho roztoke obsahuje
0,2 mg chloridu cholinu. Plipravuje se vidy Cefstvy,

‘32 pro metodu izotachoforetickou

95 %, na minerdlnim nositi, -
3.2.2 Chlorid cholinu, zdkladnf standardni roztok-
PHprava: Do odméné baitky na 100 mi se odvé# presné

. 0,3000 ¢ standardn{ substance chioridn cholinu (3.2.1)
100 % dlinnosti (nebo mnoZsty - é na 100 %
Gtinnost), rozpustf v redestilované vodé (3.2.6), doplni tou-

to po rysku a promichd,

1 ml tohoto zikladniho standardnfho roztoku obsahuje
3 mg chloridu cholinu a pfi uchovéng za teploty 4 °C je stdly
jeden tfden,

3.2.3 Chlorid cholinw, pracoinf standardnf roztok

Piiprava: Do odmérné bafiky na 100 mi se odpipetuje tolik

zikladniho standacdnfbo roztoku chloridu choliny (3.2.2),

aby 1 ml tohoto roztoku obsahoval takové mnoZstyl choli-

0, jako je pfedpoklddang obsah v 1 ml viluhu ze zkoulené-
" ho veorku, i '

Flipravuje se vidy Serstvy.

3.24 Kyselina octovd, roztok CH,CO,H) = 0,1 mol/l, izoter-
' mﬁ ok e dsar e ord 82)

'3.2.1 Chlorid choliny, standstdnf substance 5 Giinnosti nejméng

C- petuje 2,5; 5,0; 7,5 a 10,0 ml

3.2.5 Octan draseln, pevng -
3,26 Voda redestilovand
3,27 Vedoud elektrolyt

PHprava: Do kédinky vhodnélio objemu se odvi 0,491
g octanu draselného (3.2.5), rozpusti v 950 ml redestilované
vody (3.2.6), roztokem kyseliny octové (3.2.4) s¢ upravi pH
na hodnotu 5,0, kvantitativng prevede do odméené bagky_
na 1000 ml, dopinf se redestilovanou vodou (3.2.6) po rys-
kua promichd. Al v st v
Uchoviivd se v chladnitce phi teploté 4 °C.

3.2.8 Koncovf elektrolyt

-Plfprava: Do odm&rmé baiiky na 1000 il se odméi pésit

100 ml roztoku kyseliny octové (3.2.4), doplni redestilova-

nott vodou (3.2.6) po risku a promichd, - ; L

Uchoviivé se v chladnitee pii teplots 4°C,

4. Hﬁm]a:puﬁ:ky el

41 Pro mclodu mm&ﬂﬁm ;

411 Spektrofotometr vhodné konstrukee

"4.1.2 Zalfzent pro filtraci za snffeného taky

413 Kelfnek filtratni sklengng s fritou Sy = *

4.1.4 Trepatka (borizontfinl) laboratornf s
42 Pro modumachnfomﬁctuu ¥ 1
4.2.1 Analyzitor izotachioforeticky se zapisovaterh
4.2.2 'mpmn laboratornf vhodné konstrukce

5. Postup -

5.1 Metoda spektrofotometrickd

5.L1 Sestrojent kalibratafho grafu

S.L1.1 Do kuzelovch bandk asi na 'S0 ml e diferencovand odpi-
o roztoku
chloridu cholinu (3.1.7), kazdd z banék se doplni na objem asi
10 m! vodou, pfidé se pipetou 10 ml roztoku fosforelnany sodné-
ho (3.1.2), 5 ml roztoku reineckdtu amonného (3.1.1), dikladné
se promichd a nechd ustt na chladném misté po dobu 30 minut.

5.1.1.2 Vanikld sradenina se odfiltruje za snffeného taky (4.1.2)
filtratnim kelimkem (4.1.3) a promyje.se 2krét promyvacim rozto-
kem reineckdtu amonného, pripraveného odpipetovinim 2 ml roz-
toku reineckitu amonného (3.1.1) do 1000 mi vody, Po tiplném
odsiti vody se srafenina na filtry rozpusti max. -20 ml acetonu
(3-1.3), filtrdt se jimé do ptipojené bafiky a potom se kvantitativng
plevede do odmémé bafiky na 25 ml 3). Nakonec se odmérng
badika doplaf po rysku acetonem (3.1.3) s promichd,

5.LL3 Absorbance roztokd se méH na spektrofotometru (4.1.1)
v kyvetich o optické délce 10 mm, pli vinové délce 525 am proti
tistému acetonu (3.1.3).

5.1.1.4 Z naméfenfch hodnot absorbancf a jim odpovidajicich
koncentracl se sestrojf kalibraénf graf~

T e T o gy e
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5.1,2.1 Do kikelové baiky na 500 ml s¢ odviH, s presnostf nej-
-miéné na 0,001 g, tolik zkuSebniho vzorku, aby navikka vzorku ob-
sahovala asi 120 mg chloridu cholinu, provihi] se presnd 10-ml
ethylalkoholu (3.1.4) a vytfepéva se na (horizontfinf)

(4.1.4) po dobu 10 phinut, Pak se pH presné S0 mi vody; zahtité

na 50 °Ca vytfepdvd se dalsfch 10 minut, Po pidéni dsléich presné
140 ml vody se vytemperujé, promichd a obsah baiiky se filtruje
" suchffm stfedné hustym filtremdo suché kdinky, pfitem# prvn

podil filtrétu s¢ nezachyeuje. Z &rého filtrdtu s odpipetuje 20 ml

(V) do kuZelové bafiky na 50 ml, plidd 20 ml roztoku fosforetna- .

nu sodného (3.1.2), 10 ml roztoku reineckiitu amonného (3.1.1),

d&kbdnéup‘mmich,iapqnéuhﬁuﬂlpn&nbuaﬂminutmdﬂnd-,

ném misté,

" §1.2.2 Déle se postupuje podie 5.1.1.2 a 5.1.1.3, Naméfen
- mnoistvi chloridu cholinu se zjistf 2 kalibragatho grafu. i

5.2 Metoda izotachoforeticks

.

S.2.1 Do kulelové baiiky na-500 ml se odva3 plesnd 5,000 g zku-
Sebniho vzorku, phidd se presnd 250 ml redestilované vody (V,)
(3.2.6) a vytlepdva se po dobu 30 minut na tepalce (4.2.2), Fil-
truje se suchym hustym filtrem do suché kédinky, pfidem? prvni
podil filtrdtu se nexachyeuje. *

" Filedt se fedf ddle na pracovaf koncontrace nsledovaé:
PHi pledpoklidaném obsahu o " ‘Stupedt
cholinu chloridu v mg/g Zptsobledal * * yoital

do 30 20ml (V) do 100 mi (V,) §
nad 30 - 10 ml (V, do 100 ml (Vy) 10

Redénf se providi redestilovancu vodou (3.2.6).

Viastnf analfza se provede na predseparadnf koloné pro izota-
choforetickou metodu obvyklou technikou, poffdi se zéznam a vy-
hﬂdﬂﬂﬂr_ (] i ._

«

Vedle toho se provede analyza vhodné nafedéného pracovniho
standardnfho roztoku cholinu chloridu (3.2.3) analogickfm zpi-
sobem, jik vife uvedeno, .

6. Vipobet a vyjidien visledkn
6.1 Metoda spektrofotometrickd
Obsah chloridu cholinu v.mg/kg (X) se vypolitd podle vzorce:

X = 10°.V,. ¥, C.
; m.V;

kde C je mnekstvi chlorid cholinu #ji#téné z kalibratnfho grafu
v mg :
m naviitka zkudebniho veorku v g
V,  celkovy objem extrakéntho Einidla v mi (200)
V;  pipetovany objem extraktu v ml -
¥y  objem, ve kterém je rozpulténa srafenina v ml

6.2 Metoda izolachoforctickd (pozndmka 8.3)
Obsah chloridu cholinu v mg/kg (Y) se vypolitd podle vzorce:

LG o 2 T
L_,-i.V] «m

Y -

kde.C je koncentrace chloridu cholinu v pracovnim standard-
nim roztoku v mg ) .
Ly  délka zdny zkouSeného veorku v mm . .
Ly - délka 2ény standardnfho roztoku cholinu v mm
m o navikka dkudebnfho vaorku v g
¥V, objem extrakéntho Enidla v ml
Vy  pipetovany objem filtrim
V,  konelny objem v ml

vmuﬁmmu aritmetick§ primér visledkn dvou sou-

 biiné provedengch stanovenf, kieré spliiujf podminku opakova-

telnosti a vyjadtujf se s plesnosti na celé jednotky v mg/kg.

7. Opakovatelnost

7.1 Spekirofotometrickd metoda
Nebyla dosud stanovena.

7.2 lzotachoforefické metody’
" Nebyla dosud stanovena.

8. Pomdmky

8.1 Aceton a ethylalkohol jsou nebezpetngmi hoHlavinami L. tHidy

& proto pfi jakékoli manipulaci s nimi je nutné dodriovat bezpet-
nostnd pravidia. : -

8.2 lzotermickd destilace se provédi tak, % do vEtS nidobky

(napt. prizdného exsikdtoru) s litkou, kterf se mé izotermicky-

pledestilovat se vioX mend{ nddobka s redestilovanou vodou, veti
nédobka se hermeticky uzavie a nechd volnd stét asi 6 tfdnib. Po-
tom s¢ mendf nfdobka, obsahujici jiZ izotermicky ptedestilovanou
liitku, vyjme a stanovi se koncentrace pro dal¥f pousiti.

8.3 Pro vyhodnoceni a vipodet obsahu cholinu iu.-., v plipad¥ pH-
pojent analyzdtoru na poditag, poust vhodného programu,

4.8 Stanoveni obsahu pantothenanu vdpenatého
1. Okel a rozsah

Tato mem'spaciﬁkuje podminky pro stanovend pantothenanu
viipenatého v premixech. :

2‘.. Princip

Pantothenan vépenaty s stanovi na zdklads ristové odpovédi
testovactho mikroorganizmu Saccharomyces ‘carlsbergensis 4288
(ATCC 9080) diftzaf plotnovou metodou. :

3. Chemikslie

3.1 Pantothenan vépenatf, standardnf substance o Glinnosti
100 %

3.2 Pantothenan vipenaty, zdkladni standardni roztok

Priprava: 0,100 g standardni substance pahtothenanu vipe-
natého (3.1) se odvil{ do 100 ml odmérné baiiky, rozpusti
se ¥ tumivém roztoku (3.4), doplnf timté2 po rysku a pro-
michd.

1 ml tohoto roztoku obsahuje 1 000 pg pantothenanu vépe-
natého, -

i
f
:
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PHiprava: 10 ml z4kladn{ho standirdnfho roztoku pantothe-
nanu véipenatého (3.2) se odpipetuje do odmérné baiiky na
100 ml, dopin thumiv§m roztokem (3.4) po rysku a promi-

1 ml tohoto roztoku obsahuje 100 ug pantothenanu vpena-
tého, v,

34 . Tlumiv§ roztok octanovy o pH = 4,5 (Extrakén{ Snidlo)

PHprava: Do 1 000 m] odmérné bafiky se odvidl 5,0 g ocla-
nu sodného, pfidd 5 ml kyseliny octové ledové, doplnf re-
destilovanou vodou po rysku a promichd. .

3.5  Testovacl mikroorganismus, kultura kmene Saccharomyces
carlsbergensis 4228

Pifprava: Jednou za 14 dnf se kultura pleotkovivi na Sik-

mou udrfovact pidu (3.9.1), inkubuje se pfi teploté 30 °C
po dobu 24 hod. a uchovévi se pHi teploté 4 °C.

36 Inokulum

Phiprava: Cerstvii, maximflng 24 hod. staré kultura uchov-

vand na Sikmé plode se v mnostvi jedné klitky naotkuje do

10 m! inokulatnf pidy (3.9.3) a inkubuje se 4 hod. pfi teplo-

1# 30 °C. Z vyrostlé suspenze se poudivé 1 m! jako inokulum

k naotkovini 80 ml testovact pidy, predem rozvafené

i zehlazené na teplotu 40 °C, Suspenze se uchoviivd phi te-
© plotd 4°C a je stilf po dobu dvou dnd, L

Reaktivace kméné: P dlouhodobém paséZovini na pev-

njch pidédch kvasinky sirficeji svou specifickéu citlivost na
dany vitamin, proto se providf jejich aktivace. K reaktivaci

kmene se poutivd inokulatni pady, do kieré se pFiddvi pan- .
tathenan vipenaty (3.1). Pada se rozlije po 20 ml do kude-

lovjeh banék na 100 ml a otkuje jednou klitkou kvasinky.
" Nekolikrdt opakovanjm. picotkovinim ziskd kmen opét
pivednl vlastnosti; reaktivuje se 1krit mésién,

39 Zimépidy

3.9.1 Udrsovaci pida - iy
Pifprava: Sulend pida Malt-Extraki-Agar ,,O%oid* nebo
polotuhd agarov pida. Sladinkovy agar , SEVAC" se phi-
pravi podle ndvodu virobee, .

3.9.2 Testovacl pida

Phiprava: Sufend pida pro stanovenf kyseliny pantothenové
#SEVAC" v ninofstvi 80,0 g se rozpusti-ve 150 ml vafici
(redestilované) vody (3.10). Vedle toho se v 850 g sulené
pidy rozvaif 30,0 g agaru. Roztoky se smichajf, filtrujf Hd-
kym filtrem pH se upravi na 5,5 & filtrét se rozd8l{ do bantk
na 100 ml. Sterilizuje se v autokldvu 15 minut pfi 0,05 MPa.
Piida se uchoviivd pti teploté 4 °C,

3.9.3 ‘Inokulatnf piida, -

* Piprava: Sulend pida pro stanovenf kyseliny pantothenové
wSEVAC" se v mnoZstvi 12,0 g rozpusti v redestilované vo-
d (3.10) a dopln{ ji na 1 000 ml, Pida se dble rozlije do ba-
itk po 10 ml, pidé se pantothenan vApenaty (3.1) v mno-
sevf 0,3 ug na 10 ml phdy a sterilizuje se v autoklivy po do-
bu 15 minut pfi 0,05 MPa. ' '

Piida se uchovvé phi teplotd 4 °C a jejf pH mé bft 4,5,
3.9.4 Reaktivaéni pdda ' '

PHprava: Inckula&nf piida s pHdavkem 0,1 ml pantothena-
nu vipenatého (3.1) na 1 ml se rozlije po 20 ml do banik.

310 Redestilovand voda

4. PHstroje a pomiicky

4.1 Plotny sklenfné 250 mm * 250 mm

4.2 Rémy kovové Etvercové ;

4.3 PodloZka vyrovndvaci regulovatelni

4.4 Vodoviha

4.5 Mvn £ -
4.6 Autokldv

- 47 Odstredivka vhodné konstrukce s pHslulenstvim

4.8 Termostat vhodné konstrukce - _
4.9 Pipeta podle Pasteura S

5. Postup

$.1Odvit se 1,000 g zkulebnio vzorku do kuselové balky na

200 ml, suspenduje se 30 ml extrakénfho Hnidla — thumivého octa-

nového roztoku (3.4) a potom se sterilizuje v autoklévu (4.6) po
dobu 15 minut pfi 0,11 MPa. Po ochlazen{ se pFidd 70 ml redesti-
lované vody (3.10) a promfch4. Po pHpadné dpravé pH na 5,5 se

odstfed (4.7). S ohledem na predpoklddany obsah pantothenanu

. vipenatého ve zkouleném vzorku a navirku zkuebniho veorku se
 provede dalif fedEnf tak, aby vznikly testované koncentrace 4 : 2 :

: 15 teoretickymi obsahy pantothenanu vipenatého 2,500; 1,250;
0,625 pg/ml. ~ - . :

5.2 Vedle toho se plipravf z pracovniho standardafho roztoku

(3.3) testatni koncentrace 2,500; 1,250 a 0,625 jig pantothenanu
vipenatého v'1 ml, pfitem? se k Fedéni poulije redestilovand voda
(3.10). v, -

5.3 Na sterilnf skienénou plotnu (4.1) opatienou kovovfm ré-

- mem (4.2) a umisténou ve vodorovné poloze (vodoviha ~4.4)se

wylije 100 ml testovaci piidy (3.9.2) naokkované testovaci kuitu-
rou, Po stuhnutf
ky ve vzdiilenostech 25 a¥ 30 mm od sebe a do nich se vnds{ Pas-
teurgvou pipetou jednotlivd fedbnf standardu (testadnf Koncentra-
ce) a zkouleného vzorku (testované koncentrace). Redénf stan-
dardi se pinf do tH fad ve stfedu plotny, fedéni zkouteného veorku
odpovidajici pHislusnému Fedén standardu so plni do tH fad po
obou strandch testatnich koncentraci standardi. Plotna (4.1) se
inkubuje v termostatu (4.8) po dobu 16 a%-18 hod. ph teploté
e . -

5.4 Veniklé ristové zény se méH ve dvou mjemnakohfmrmi-
nich posuvagm méfitkem s pfesnost! na 0,1 mm,
6. Vipotet a vyjidicut visledkn

Obsah pantothenanu vipenatého v mg/kg se vypokte podic PH-
lohy 10, &st 7.1. g :

Visledkem stanoven j aritmeticks prosir dvou soub&kd pro-
vedenfch stanovenf, které spliijf podminku opakovatelnosti avy-
jadbuje se s plesnosti na jednotky mg/kg. -

7. Opakovatelnost

Nebyla dosud stanovena,

agarové yrstvy se vyhloubf korkovrtem (4.5) dul- .
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4.9 Stanovenf vitamini B,, B, a B,
1. Utel a rozsah
Pro stanovenf vitamind By, B, a B, jsou uvedeny dvé metody

a to metoda vysokodtinné kapalinové chromatografie pro stano-
veni vitamind B v krmngjch smisich a samostaind metoda vysokoi-

tinné kapalinové chromatografie pro stanovenf vitaming B v pre-

mixech,

2, Princp”

Vitaminy B, (thiamin), B, [db-urlll.nn} a B, (pyridoxin) {po-
zndmka £.1) n:cmhqlumrtn krmné smési vodou a po hydro-
Ifze kyselinou chloristou se stanoyl metodou vysokoiéinné kapali-
nové chromatografie (ddle jen HPLC) s vyuditim jontovich pénd
na reverznd filrd, Detekee vitaming B, a B se provid{ pfimo fluori-
metricky, zatimeo vitamin B, se pied detekel nejprve oxiduje deri-
vatizabnim &nidlem v reakénl smyfee postkolonové derivatizace.

V premixech se stanovi komplex vitaminii B po extrakel zkueb-

nfho veorku za studena extrakénim roztokem, metodou lontovich

pért na reversni £z s pouditim UV detekee,

3, Chemikdlie

31 Hexakyanokelezitan draselng [KFe(CN)}, pevnd
32 Kyselina chiorovodikové, roziok e(HCI) = 0,1 mol/1
3.3 Kyselina chloristd 70%

3.4 Kyselina fosforefnd, koncentrovand
3,5  Acetonitril, Sistoty HPLC

3.6 Amoniak, roziok 25%

3.7 Hydroxid draseln, roztok o(KOH) = 6 mol/l
3.8 Hydroxid sodny, rortok 150 g/1  ©

3.9 Cinidlo iontoviich pérd — mztokmdnt‘.whkﬁe]mrhmn

sulfonové (dile jen HSA Ni)
3,10 Vitaminy By, Bya By, standardnf substance
3 11 Vitamin B, zikladni standardnf roztok

PHprava: Do odmérné baftky na 250 mi se odvidi 25 mg
standardni substance Vitaminu B , (3.10) s plesnosti nejméné
mﬂimg.mmpusﬁ'vmmlptmhnychlwnmmwé(lz},
dopini po rysku a promichd.

.. 1 ml tohoto’ zdklidniho standardnfho roztoku ® obsahujo
0,1 mg vitaminu B, Rﬂﬂokmhumjvchbdnhjuﬂﬂf
po dobu nékolika mbslcd,

311 Wtaminﬂ,,dkhdnlmmdardnimmk

' Piiprava: Do odmémé bafiky na 500 mi se odvil 10m
* standardnf substance vitaminu B, (3.10)'s pesnostf nejm

na 0,1 mg, rozpusti v rodtoky kyseliny chlorovodikové (3.2),

doplnf po rysku a promiché.

1 ml tohoto zékiadnfho -standardnfho roztoku obsshuje
0,02 mg vitaminu B, Ruﬂuku:huﬂni'vnhhdnibmjcﬂﬂj
po dobu nékolika mésicd.

.13 Vitamin By, 24kladnf standardn roztok

PHprava: Do odmémé bafiky na 250 mi se odva® 25 mg
standardnf substance vitaminu B (3.10) s pfesnost{ nejménd
na 0,1 mg, rozpust{ v roztoku kyseliny chlorovodikové (3.2),
doplni po rysku a promicha.

1 ml wohotg zikladniho standardniho rozioku obsahuje
0,1 mg vitamina B, Roztok uchovany v chladnifes je stily
po dobu nékolika mésicd,

3.14 Smésny pracovnf standardni roztok vitamini B,, B, a B,

Piiprava: Do kuZelové bafiky na 250 ml se odpipetuje:
2 ml zékladntho standardnfho rozioku vitaminu
?& Eimumm standardntho roztoku vitaminu
g:nilsﬁmﬂm standardniho roztoku vitaminu
Fﬁ:wm!l;é:;lu\?odra za michéinf 2 m] kyseliny chlovisté

. Mhnuﬂ&ng,um[mﬂm#epﬂ&u{#.d}lmhp&dw
po dobu 30 minut. Pak se za stélého michdnf phiddvi postup-
oé roztok hydroxidu draselného (3.7) ad roztok dosdhne pH
3,2 (poznémka 8.2), obsah baiiky se kvantitativaé plevede
do odmErné baiiky na 100 ml, doplnf mobiln{ f&2f (3.15) po
rysku a promichd, Dile se roztok odstavi v chladnifee do
druhého dne, aby se kvantitatived vysrikel chlorisianovy
iont ve formé chloristanu draselného, tento se odfiltraje su-
chim hustym filtrem do suché kddinky, phitemi prvnf podil
filtriitu se nezachyenje. Z tohoto filtrfitu s¢ odpipetuje 5 mi
do odmérné badky na 10 ml, dnplniscmuhilnlﬁ:d[ﬂ 15)po
rysku a promichd,

Konefnd koncentrace tohoto smésného standardntho roxto-

kulu-pm
" wilamin B, iﬂlug}m
vitamin B, 10 pg/ml
vitamin B 1,0 pg/mi

3,15 Mobilni fize (poznimka 8.7)

P‘Hpmrl V odméroé bajice na 1000 ml se smiché 95 mi
acetonitrilu (3.5), 0,5 ml amoniaku (3.6) a 800 ml vody, do

plai touté¥ po ryske a promichi. anq;u.!ihlupﬁdl
950 mg HSA Na (3.9) a po jeho roxpufténi se pH rozioku
upravi kyselinou fosforetnou (3.4) na hodnotu 2,85, 930 ml
tohoto roztoku se doplnl vodou na 1.000 ml, pmmh‘hhﬂh
truje pies filtr 0,45 pm. #

316 Derjvatizaloi roziok

PHprava: Do kidinky vhodného objemu se odviZ 0,5 g he-
xakyanofclezitanu draselného (3.1), rozpustl v 50 ml vody
a6 ml tohoto roztoku se pHidd do lﬂﬂmlm:tuh:hydmudu
sodného (3.8).

a7 Mcmrmtohnl HPLC grade

3.18 Kyselina octovd, HPLC grade (h= | l us glem?y -
3,19 Diethylamin, [C,H!},HH, M, = 73,14 (dile jen DEA)
3.20 Extrakinf roztok o »

_ PHprava: Do odmémé baiky na 2 000 ml se odlije 500 mi
vody, navitH se 2,84 g 1-HSA Na (3.4), phidd se 40 ml kyse-
fimy octové (3.2), 8 ml DEA (3.5) a po rozputénf se plidé
500 ml methylalkoholu. Dopln s¢ vodou po @natku a pro-
michd. Pod pH metrem se upravi pH roztoku na bodnot pH
3,70 kyselinou fosforetnon.

3.21 Mobilni fize

: 'V odmémé bafice na 2 000 ml se v 500 ml vody
rozpustf 2,84 g 1-HSA Na (3.4), pfidd se 300 ml methanolu,
40 ml kyseliny octové (3.2) a 8 ml DEA (3.5). Doplni s¢ vo-
dou po znatku a promichd. Pod pH metrem se upravi pH na
hodnotu (3,7010,025) kyselinou fosforetnou.
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Phiprava: Do odmémé baitky na 250 ml se navi® 50,0 mg
vitaminu B, B, a B, a rozpust] se ve vodé mimé zalkalizova-
né hydroxidem draselnfm, po rozpultéal se doplaf vodou po
znalku a promichi.

1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,2 mg/ml vitaminu,

4, Pifstroje a pomicky

4.1 Chromatograf kapalinovy vysokottinny (dile jen phistroj
HPLC) s phslulenstvim (Serpadlo, kolona — reverend fize
Cig, 300 X 4,4 pm, Injekidini divikovacl zatfzeni napl, Rheo-
dyne, UV detektor nebo fuorimetrick§ detektor — miizkovy
typ s excitabnim a emisnim monochrométorem, popt. datasta-
:]ioe s integraénim software, tiskdrna & jiné registraénf zaffze-

4.2 Pumpa derivatizatni

4.3 Smylka reakinf derivatizalni (doporuéené parametry:-délka
6 m, primér kapiliry 0,254 mm, materifl PEEK)

4.4 Thepatka laboratornf

4.5 Termostat vhodné konstrukce

4,6 pH metr

4.7 Odsthediva vhodné konstrukee s pHstuSenstyim
4.8 Membrévovy filtr (0,45 um)

" &, Postup (pornfimka 8.3)
5.1 Premixy

Pii zpracoviind vzorku se vyhneme piehbit vzorkn béhem jeho
homogenizace. Vzorek se homogenimuje na &stice o velikosti
0,5 mm & menti, Vzorek se nemele, ale pouze se roztird v porceld-
nové misce, Homogenizace & iprava vzorku se provadi t&sné pled
jdw:mtnfa dali{m zpracoviinim, aby se zabrénilo ztrdtdm vita-
minu B, Roztoky vitaminu B s¢ musf chrinit pfed pHmfm sluned-
nim svitlem a UV svitthem (roztoky se chrini hlinfkovou folif nebo
se uchovévajl ve skle nebo v jiném materidl, které nepropouil
UV-zdtent).

5.1 Extrakee

Do kdnické bafiky na 250 ml se navidl 5 g zkudebnfho vzorku
s plesnosti 0,001 g, plidd se 100,0 ml extrakintho roztoku (3.20),
badika se uzavie zitkoo a extrahuje se na laboratoml ifepatce (4.4)
po dobu 65 minut. Po éxtraked se upravi pH smés na hodnotu 3,7
pod pH-metrem (4.6) kyselinou fosforetnou (3.4) nebo DEA
{3.19) (peendmka 8.2). Roziok se filtruje pfes suchy husty sklida-
nf filtr do suché podlodéné zhumavky, ph&miprmfpﬂﬁﬂ{m 5
ml) se nepouije.

Pted nistiikem na chromatografickou kolonu (4. 1) se roztok fil-
truje phes membrinovy filir (4.8) nebo se odstfedi na laboratorni
odstiedivee (4.7) po dobu 2 minut pi 3500 ot/min.

51.2 Kalibrace

Do sady odmérnfch banék na 50 ml se pipetuje postupné 1,0 —
20 = 50 a 100 ml zékladniho roztoku vitaminu B (3.22)
a doplni se extrakénim roztokem (3.20) po matku a promichd,
Umi se ziskaji kalibraénf roztoky o koncentracl vitaminu B v mg/1

4,0 — 8,0~ 20,0 a 40,0, pH tohoto roztoke se upravi pod pH me-
trem (4.6) na hodnotu pH 3,7 kyselinou fosforeZnou (pozndmka
8.3).

Takto plipravend roztoky se nastfikujl postupnd na chromato-
grafickou kolonu vysodlinného kapalinového chromatografo
(4.1) 0 objemu néstfiku 25 pl,

Z privmémich hodnot jim odpovidajicich ploch pfi se sestrojf
kalibratni graf,

513 Viasinf stanoveni

Viastni méfen, jak kalibralnich roztokd tak i extraktd zkuleb-
nich vzorkd, scpm*idinniﬂadujiﬁchmnﬂ:ﬁdapmlmiuk

chromatografického systému;
Teplota
Prinok 1,2 ml/min
Detekes UV-programovatelng
Objem nistfiko 25l
AUFS 1,000

PoFadi eluce jednotlivich plkd a podminky detekee

Vinovd délka (nm)  Cas eluce (min)
Vitamin B, 291 nm 4,3
Vitamin B 273 um 82
Vitamin B, 26T nm 18,5
(pozndmka 8.8)
5.2-Krmné smisi

5.2.1 Kalibrace a kontrola lineérnf odezvy instalované instrumen-
ace . i

Do odmiémych banék na 10 mi se diférencovand odpipetuje 1,
2, 4 a 5 ml smésného pracovniho roztoku (3.14), doplni mobilni
fief (3.15) po rysku a promiché. Takto plipravené kalibratal roz-
toky vitamind B,, B, a B, predstavuji koncentrace 0,2, 0,4 4 0,8
81,0 pg/mi. '

Kalibralni roztoky se pwﬂ;lpmmﬂmdmému:pmm
trolu linearity odezey instalované instrumentace.

Pracovni podminky:

Teplota kolony teplota okol

Priitok mobiluf fize 1,0 ml/min,

Detekee fluorimetrickd [pomﬁ::h 8.6
Objem ndstiiku 125 S
Pritok decivatizatntho roxtoku 0,3 ml/min,

v derivatizalnl smybce (phi stanoven! vitaminu B,)

Potadi eluce jednotlivich plkil a podminky detekee:
dax
Tbbioa (nm)  eluce
(min.)
viemin B, excitoce 360 emise 435  excitace 20 emise 60 23
vitamin B, excitace 440 cmise 565  excitace 20 emise 60 28
vitamin B, excitace 205 'emise 395 excitace 0 emise 60 8§

* Vinovil délka (um)

PHi detekei vitsminu B, je nutno uvést v Sinnost derivatizatng
smyEku (4.3), kter mus( byt termostatovina na teplotu 50 °C.
Kolona s nejprve uvede do rovnovihy a2 dosihne ustdlent xf-

kiadnf linie pfi daném prioku mobiln{ fize (3.15) a pak se nastfi-
kuji jednotlivé roztoky a to v tomto doporufeném pofadf: kali-

_ branf standardn roztoky (viz 5.1.1), roztoky zkoulensho vzorku.

Na jeden nistfik se stanovi viteminy B, a B, Vitamin B, se stanovi
na daldf ndstiik, kdy je v tinnosti derivatizalnd smy®ka (‘H}
dy ndstiik, jak kalibraéniho tak i rozioku zkouleného veorky, musi
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, Chrompidgraficky sanam; - R e R
' Z namefeniich hodnot ploch pik  jitn odpovidajieich koneen-

bt proveden dvakrét, pFitem? pHslutng u-dh.se.vy.niw.hﬁ ¥ tols:
ranci nejvife 2 %, Za popaanj-di podminek (viz'5,1.2) se poHdi

tract kalibragnich'oztokd se sestrojf Kalibrataf graf (pozndmka

522 Viastol provedenf . .

Do odmémé kuselové banky na 250 ml se odva tolik zkulcbri-
ho vzorku's pfesnosti nejméné na 0,001 g, aby po extrakei, Gpravé

pH a doplngnf mobilnf £ (3.15) na objem 100 ml, bylo dosazeno

dek koncentmel | pliplifnd v poloving rozsahu pro
viocl:jlg tfi stanovované sloky (poznfimka 8.5). K raviice vzorku
s¢ pridd asi 60 ml vodly, za promichayinf je$1€ 2 ml kyseliny chio-
risté (3.3), baitka se uzdtkuje, umisti na tFepatku (4.4) a protiepé-
vé po dobu 30 minut. Pak s opatrnd, za stdlého michén; pHdivé
roztok hydroxidu draselného (3.8) a2 do dosabent hodnoty pH 3,2.
Obsah bafiky se pievede do odmEmé bafiky na 100 ml, doplnf fio-
bilnf féizf po rysku a promichd. Bafika s'toztokem se umistl do dru-
hého dne v chladnilice, za GEelem kvdntitativitho vysriZent chlo-
ristanového jontu jako chloristan draselng, pofom se filtruje su-
clifm, hustym filtrem do suché kédinky, pfitem? prvnf podil filtrd-
tu se nezachyeuje. Z vohoto filtrdtu se dopini odmémd bafika na
10 ml po rysku, Dile se postupuje podie 5,21, -,

. Naméfend koqu_mu 8¢ Zjisti :_hli:mhl‘im grafu (pozndmka

84). T

6. Vipotet a vyjédient yfsledku

Obsah jednotlivich vicaming vyifdtengch jako hydrochloridy
v mg/kg (X) se vypolitd podle vzorce (poznfmky 8.1 a 8.4):

Gy

Ci.'F

X=

kde C; je koncentrace jednotlivich vitamind zji¥ténd z kalibrad-
niho grafu v pg/ml
F _ faktor fedéni
m  navitka zkufebniho vzorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmetick§ primés visledkd dvou sou-

béint provedenfeh stanovenl, které splijf podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se s phesnosti na celé jednotky mg/kg.

¢ - ﬂpnkmnmln:usl
Nebyla dosud stanovena.

8. Pozndmky

8.1 Vitamin B, je v nativaf formé pHtomen v podobé pyrodoxinu,
pyrodoxalu a pyrodoxaminu, Uvedené slokky jsou v pHrodnim
materidlu zastoupeny v rizném poméru, pfidem? viechny formy
jsou biologicky aktivni, Uvedend metoda stanovi pouze vitamin B,
v podobé pyridoxinu, Visledek je nutno interpretovat jako soufet
obsahi pfidaného vitaminu B, ktery je pftomen ve formé pyrido-
xin hydrochloridu a nativatho obsahu pHtomného ve formé pyri-
doxinu a hydrol§zou je na hydrochlorid preveden,

8.2 Chromatografick§ systém tvorby iontoviich péri je velmi citli-
vy na pH, které ovliviiuje disociaci predeviim vitaminu B, a kier§
se ve vodném roztoku chovi jako bize.

8.3 Doporutuje se pracovat pfi Humr.n&u svma. protode viechny
tfi formy stanovovangch litek jsou na svitle nestabiln, :
I_.4 -.Tc-llmﬁiltlch:mmumﬁnﬂ sestavy infegratnfa

software, vypolitd s obsah jednotlivfich vitamind pHmo 2 namife-
nch koncentraci, il ;

8.5 Doporutuje se odvaZovat nejmént 1 g zkulcbntho vzork.
U vzorkih s vyilim obsahem stanovovangch sloek je tedy tieha
koncentrace v polovin rozsahu kalibratatho grafu dosihnout pti-
métenfm nafedénim filtrdtu (viz 5.2) pred ndsttikem do kolony.

8.6 Detekinf limity uvedené métody jsou:
- 0,05 pg/ml pro vitaminy B, | B, -
0,01 ug/ml pro vitamin B,
Vsledky stanoven{ obsahu vitaminu By a B, jsou uvidiny jako
hydrochloridy. : : :

8.7 Hodnota pH mobilnf féze zévisi na poulité chromatografické
koloné, * % .
8.8 Pofadi a retentul Lasy wévisi na podminkéch chromatografic-
kého délenl a poufité kolon®, * .

4.10 Stanoveni obsahu vitaminu B,
1. Ukel a rozsah

Jsou-uvidény dvi metody stanovenf vitaminu B, v premixech
— fiuorimetrickd a diftizn{ plotnov a jedna metoda vysokoG&inné
kapalinové chromatografie (ddle jen HPLC) pro stanovenf vitami-
nu B, v premixech i krmngfich smésich,

Pro dely této metody se poulivd tato definice:

Vitamin B, je po chemické strince riboflavin, je jednim z vita-
mind B-komplexu. Tvoli #lutow, ve vodném roztoku silng Huioze-
lené fluoreskujici litku a je velmi fotolabilni. '

2. Princp

Vitamin B, v premixech se stanovi fluorimetricky v mimé oky-
seleiém prostiedf na zikladé fluorescence pfi vinové délce 440 nm
nebo difitzni plotnovou metodou na z4kladé ristové odpovidi tes-
tovactho mikroorganismu Lactobacillus thamnosus ATCC 746
(CCM 1825). :

Vitamin B, v premixech i krmnjch smésich se stanovi po extrak-
ci zkuSebniho vzorku za tepla zfedénou kyselinou chloristou, jeji
neutralizaci hydroxidem draselnym, a ndslednou enzymatickou
hydrol§zou (takadiastasa), metodou iontovich pérd na reveren
fiizi s poulitim ﬂuqrifotomﬂri.nu detekee.

3. Chemikidlie
N | Metoda fluorimetrickd

301, Kyselina octovd, ledové (CH;COOH) (h = 1,05 g/mi)
312 Kyselina chlorovodikovs, roztok o(HCI) = 0,1 mol/1
3143 Manganistan draseln§ (KMnO,), roztok 30 /1

3.1.4  Hydroxylamin hydrachlorid, roztok 30 g/1

315  Dithionititan sodng, pevng '

316  Octan sodnf, trihydrét, roztok 100 g/1

317 Riboflavin, standardnf substance vitaminu B, s¢ mémou _

(ovéfenou) déinnostf

-
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Vitamin B, (riboflavin), zékladnf standardaf roztok

PHprava: Do kidinky se odvill se pfesnd 40 mg stan-
dardnf substance riboflavinu (3.1.7), 6 G&innosti 100 %
nebo vypolitané mnodstvi niZél déinnosti, pfedem vysu-
$ené (3 hod. phi teplotd 100 °C) & v exsikftoru ochlaze-
né. Pidd se asi 800 mi vody a 10 ml ledové kyseliny oc-
tové (3.1.1). Po promichéni se smds zahfivd na yroucl
vodnf lznd (4.1.2) a2 do dpiného rozpuiténd, potom se
ochladi a kvantitativod pfevede do odmémé baitky na

+ 1000 mL Doplnf se vodou po rysku a promiché.

Tento roztok standardu je stily nékolik mésied za pFed-
pokladu jeho ulokenl ve tmé a chladu.-

Ped viastnim stanovenim se pFipravi pracovn standard-
nf roztok riboflavinu zfedénim zikladniho standardnfho
roztoku na koncentraci 2 pg riboflavinu v 1 ml,
Metoda difizn{ plotnové . '

Kysulin-n sirové, roztok ¢H,80,) = 0,05 mal/l
Hydroxid sodng, roztok c(NaOH) = 0,1 mol/l *

 Octan sodn§, roztok ¢(CH,COONa) = 2,5 mol/1

Kyselina octovd, roztok 10%
Voda redestilovand

Riboflavin (vitémin B,) umda.rduiwbmnm s¢ Indmou
&i pvifenou Glinnosti

Vitamin B, (riboflavin), zikludn{ standarda roztok

Phiprava: OdviH se pfesné 0,05 g standardni substance
riboflavinu (3.2.6) o G&nnosti 100 % nebo vypottené
mnodstvi ni¥ Ginnosti do odmérné baiiky na 500 ml,
rozpusti se v 10 ml roztoku hydroxidu sodného (3.2.2),

po jeho rozpusténf se pridd 8,5 ml roztoku kyscliny octo-
vé (3.2.4); doplni roztokem kyseliny sirové (3.2.1) po
rysku a promich.

Tento zékladnf standardnf roztok mé koncentraci 0,1 mg
riboflavinu v 1 ml, Je stlf v chladnitee pp dobu 1 mitsf-
=N i :

Teésné pfed pouditim se fedi na testaénl roztoky o kon-
centracich 2,1 a 0,5 pg vitaminu By v 1 mL

Fyziologicky roztok
PHprava: 8 g chloridu sodiiého s rozpustl ve vodé, do-

-pini vodou na 1 000 ml, pmm[chhmnllzujnumml—

nut phi 121°C.

Testovaci organismus Lactobacillus rhamnosus 7469
(CCM 1825)

Phiprata: Kultura se uchovivi na §ikmé udrkovaci aga-
rové pidé pHi teploté 4 °C, nejméné jednou za 2 tidny se
peotkovivi a inkubuje 48 hod. phi teplotd 37 °C.

Inokulum - .
PHiprava: Ze §ikmého agaru se suspendujf 1 aZ 2 klitky
ndtérd testovactho mikroorganismu (3.2.9) do sterilntho
inkubafnfho roztoku a inkubuje se 24 hod. phi teplotd
37 *C. Pred poufitim se kultura vyrostld v inkubaénfm
roztoku odstiedi, supernatant se slije a kultura se pleve-
de 5 ml izotonického roztoku (3.2.8) do zkumavky. Tim
se vyloud{ vliv standardni substance vitamiou B plidané-
ho do inkubaénfho roztoku.

Zivné pidy

3111

32112

UdrSovact piida — sulend piida Lactoagar Sevac

PHprava: Pruvd:-sehud'pudlan!mdnvﬁubmubo
5,7 g Lactoagaru s neché botnat 15 minut ve vodé a po-
tom se za varu rozpust, PHi teploté 60 *C se doplaf hor-
kou vodou na objem 100 ml, promichd, rozd&lf do.zku-
mavek a plipravl se h‘hn&qmvdpﬂd}r Hodnota pH
po sterilizaci je 6,5 a% 6,9,

Rehydratovang agar Lze uchovévat v chladnilce po dobu
3 mésfci. x .

Inokulatnf pida

Piiprava: Provede se buf podle ndvodu virobee, nebo

20 g sudené phdy se rozpust] v 500 ml.vody, plidi se

standardni roztok vitaminu B; (3.2.7) tak, aby koncen-

trace vitaminu B,vlmlbﬁtﬂlugmﬂmpﬂﬂm
sterilizuje.

.duh:hh\rfﬂlbu!k:

3.2.11.3 Tutcrvldpﬁda

331
3311

333

334

.35

3.6

3.3.7
338
39
33.10
dan
3a.1L1

Ptiprava Pmrnduupodkmoduvfmboombud-ﬁg
subené phdy 8¢ rozpust! v malém muostvi horké vody,
promiché sc s 20 mg rozvateného agaru a doplinf vodou
na 1000 ml. Rozdéluje se do kuZelovich banék na
100 ml sterilizuje 10 minut pfi tmmo,us HFI.. pH po
nuﬂhdmibftﬁhiﬁ,s

Metoda HPLC
Kyselina chloristé (HC1O,), koncentrovans 70%
Kyselina chlorist, zfedénd 0,2 mol/1

Phprava: V odmérmé bafiee'na 2 000 ml se v 1000 ml _
vody rozpustf 33,5 ml kyseliny chloristé (3.1), promichd,
vytemperuje na laboratorni teplotu, daplnf se vodoun po
znatku a promichd,

Hydroxid draselng, roztok ¢(KOH) = 2 mol/|

Phprava: V odmérné bafice na 1000 ml se rozpustf
v 500 ml vody 112 g hydroxidu za stélého chlazeni. Po
rmpﬂt!dwnbslhndmimﬁhlﬁkylhplnfpum
a promfichi,

Kyselina fosforetnd {H,l’ﬂ‘}, honncntmw 85% {h e
= 1,7 g/em?)

Amoniak, vodng roztok {HH.{)H'_I, kumtmmfr, (h=
= 0,91 g/em?) "

Hydroxid sodnf, zfedéng roztok c(NaOH) = 0,005
Reagent iontovfch pérd (dfle jen 1-HSA Na) — sodnd
- 13?%,“, hexansulfonové, CH;[CH;},SD,H:, M, =
Acetonitril, HFLC grade

Methylalkohol, HPLC grade .
Kyselina octovd, (h=1,05 g/cm?), HPLC grade
Diethylamin, (C,H,),NH, M, = 73,14 (dfle jen DEA)
Vitamin B, (riboflavin), C;HyN,0,, M, = 376,4
Zikladni roziok vitaminu B,

Piiprava: V odmémé bafice na 250 ml se rozpusti v asi
150 ml hydroxidu sodného (3.5) 50,0 mg riboflavinu,
ﬁlﬂ[ roztokem hydroxidu sodného po znatku a promi-

1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,2 mg/ml vitaminu B,



" 3,312, Pracovnt roztok pro kemné smési

. Piprava: Do odmémné baiiky na 100 mi se pipetuje 2 m)

zikladnfho roztoku vitaminu B,, doplnf vodou po znat-

ku a promichd, _ ;
. " 1'm! tohoto roztoku obsahuje 0,004 mg vitaminu B,

332  Ziedovac rostok :

Phiprava: Do odmémé bafiky na 1.000 ml se nalije 200
ml vody, pfidd se 400 ml acetonitrilu (3.7), 0,5 ml rozto-
ku amoniaku (3.4), rozpustl se 100 mg 1-HSA-Na (3.6),
doplnf vodou po znatku a promichd. pH tohoto roztoku
se upravi kyselinou fosforeénou (3.3) na hodnotu
(3,5 £0,05) (pH-metr). ] il

3313 Mobilnf féze

PHprava: V odmérné bafce na 1 000 ml se ve 250 ml vo-
dy rozpusti 1,42 g 1-HSA Na (3.6), pHdd se 150 ml me-
thanolu (3,8), 20 ml kyseliny octové (3.9).a 4 ml DEA
(3.10). Doplni s¢ vodou po natku a promichéd, pH se

+ upravi na hodnotu (3,70 +0,05) kyselinou fosforefnou
(3.3), :

3314 Takadiastass, 1,4 1U/mg, uchovivat do teploty 4°C
3.3.15 Takadiastasa, 40 IU/mg, uchovéivat do teploty 4 °C

4, PHisirojé a pomiicky -
41 Metoda fuosimetrickd
4.1.1 Fluorimetr opatfeng #lutozelengm filtrem
4.1.2 Lized vodni s regulovatelnou teplotou
4.1.3 Chladit zpitng vodaf

‘42 Metoda difdznf plotnové -

4.2.1 Plotoy sklentné 360 mm > 360 mm nebo 250 mm X
¥ 250 mm '

4.2.2 Rimy tivercové kovové 340 mm X 340 mm nebo 200 mm X
¥ 200 mm .

4.2.3 Odstiedivka vhodné konstrukce
4.2.4 Korkovrt o priméra (8 £ 1)mm
4.2.5 Vodovéha 1

4.2.6 Podlodka vyrovndvaci regulovatelngd
4.2,7 Autokléy '

4.2.8 Mikropipeta podle Pasteura

4.3  Metoda HPLC

4.3.1 Vysokottinng kapalinov§ chromatograf [Serpadio, kolona
Cys = Nova-Pak 4 um, 250%4,6 mm (Waters), 20 pm, in-
jektdini dévkovacl zafzenf (autosampler, Rheodyne), FF
detektor, data stanice s integrataim software, tiskdma nebo
jiné registratni zaizen)

4.3.2 membrinovy filtr (0,45 pm)

5, Postup (pozndmka 8.2)
5.1 Metoda fluorimetrickd

5.1.1 Do kukelové bafiky na 200 ml se zdbrusem se odvisi piesnd
2,000 g zkulebniho vzorku, pfidd plesné 50 ml roztoku kyseliny
chlorovodikové (3.1.2) vyluhuje na vodnf Izni (4.1.2) 85 *Cieplé

pod zpétngm chladitem (4.1.3) po dobu 30 minut za Zastého mi-
chéinf, pak se baiika ochladi a opatrnfm plidévinim roztoku octa-
nu sodného (3.1.6) s¢ upravi na pH = 4,5; PHdd se do obsahu
plesnd 100 ml vody, promichd a ponechd asi 1 hod. sedimentovat,
Pousazeni pevného podilu se obsah baiiky filtruje suchfm hustyim
filtrem do suché kédinky, plitem# prvni podil filirétu se nezachy-
cuje. Do dalf odmérné badiky na 50 nebo 100 ml se odpipetuje ta-
kovy objem filtrdtu, aby vfslednd koncentrace vitaminu B; byla
0,15 a# 30 pg v 1'L Tento roztok se pipetuje do dvou zkumavek
(kidinek) v mnaZstvi po 10 ml, do prvnfz nich se pfidd pesné 1 mi
vody, do druhé se pfidd presné 1 ml pracovafho standardnfho roz-

toku riboflavinu (3.1.8), do obou pak 0,5 mi roztoku kyseliny oc- -

tové(3.1.1), po promichéni déle 0,25 m! roztoku manganistanu
draselného (3.1.3) a-znovu promichd. Phesnk za 2 min se pHdd
0,15 ml roztoku hydroxylamin hydrochloridu (3.1.4) a promfchd,
phitemi roztok se musf do 15 sekund odbaryit. jinak jé nutné phi-
dat vice hydroxylaminu hydrochloridu (3.1.4),

5.1.2 Intenzita fluorescence roztoki se proméH na fluorimetru
(4.1.1). Primérnf zéfenf je pfi vinové délce 440 + 5 nm, sekundér-
of pH 520 nm, Potom se do obou roztokd pfidd malé mnodstvi
(nejvie 20 mg) dithionititanu sodného (3.1.5), promichd se a za
20 sekund se mEH fluorescence. NamErend hodnota se odelte od
hodnoty namé&fené pfed plidénfm dithioniGitanu sodného (3.1.5).

5.2 Metoda diféiznf plotnovd

5.2.1 Do kuzelové baiiky na 200 ml se zébrusem se odvéZ 1 a3

* 5 g zhulebnfho vzorku s plesnost! nejménd na 0,001 g, phidd se

plesn? 75 ml roztoku kyseliny sirové (3.2.1) a extrahuje se na vod-
ni ldzai (4.1.2) pod zpétngm chladitem (4.2.8) phi 60 a% 70 °C po
dobu 30 minut. Po vychlazeni se pfidd plesn& 5 ml roztoku oclanu
soidného (3,2.3), 20 tl vody, promichd a filtruje se suchym stiedni
bustfm filtrem do suché kidinky, pFitem2 prval podfl filtrity se
nezachycuje. Koncentrace vilubu se mé pohybovat od 4 do 12 ng
vitaminu B,. V{luh se déle Fedf vodou na teoretické koncentrace
testovacich roztokd 2,14 0,5 pg v 1 ml, 2

5.2.2 Na sklentnou plotnu (4.2.1) vyrovnanou do vodorovné po-
lohy (vodovéha (4.2.5)) opatienou kovov§mi rémy (4.2.2) utésné-

nymi agarem se rozlije 75 ml rozehtitého a na teplotu 40 *C zchla--

zeného testovaciho agaru (3.2.11.3), kterf se naofkoval 1-2 mi
inokula (3.2.10). Po ztubnuti se yyhloubf korkovriem (4.2.4) jam-
ky vzdélené od sebe 25 aZ 30 mm. Do dvou jamek ve sthedu plotny
se plaf mikropipetou (4.2.8) testalnl rortoky standardu (3.2.7),
pisluiné nafediné testované roztoky zkouteného vzorku se pini
po obou strandch rovnéZ do 2 jamek. Pak se plotna lehce zakryje
dérovanym alobalem a inkubuje se 20 a? 24 hod. pHi teplotd 37 °C.

5.2.3 Vniklé z6ny se mEH ve dvou na sebe kolmych rovindch po-
suvnfm méHtkem s plesnosti 0,1 mm a z nam&kenych hodnot se

zjistl primérné hodnoty ristovich xz6n standardu | zkouSeného
vezorku,

5.3 Metoda HPLC
5.3.1 Extrakee

Do kénické bafky na 250 ml se navé¥ 5 g zkufebniho vzorku
s plesnosti 0,001 g, pfidd se 100,0 mkkyseliny chloristé (3.3.1.1)
a extrahuje se za obfasného michdni na topném hnfzdé za varu pod
vodnim chladitem po dobu 60 minut. Po ochlazeni na laboratorni
teplotu se pfidd 10,0 mi roztoku hydroxidu draselného (3.3.2) tak,
aby visledné pH lekelo v oblasti pH 4, 5 o 5,4 (poznémka §.3),
popiipadé se pH upravi na tuto hodnotu kyselinou fosforeénou

(3.3.3) nebo amoninkem (3.3.4), phidd se 5 g takadiastasy (3.3.14)

nebo 250 mg takadiastasy (3.3.15), uzavie se zétkou a hydroly-
zuje se phi teplotd 45 °C po dobu 16 hodin za obtasného promi-
chinl. Poté se obsah baiiky vytemperuje na laboratornf teplotu,
plidd se 90,0 ml zfedovactho roztoku (3.3.12), obsah baiiky se
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promichi a kyselinou fosforeEnou (3.3.3) se upravi pH na hodnotu
pH (3,7 £ 0,05) (poznfmka B8.1). Nechd se stit asi dvi hodiny
v chladnitce aby se vysrddel nerozpustng chloristan draselng
(KCIO,). Jeftd studeny roztok se filtruje phes suchy hustg filr do
suché podloZené zkumavky, plitem prvnf podfl (asi § ml) se ne-
poudije. "
Pred ndstfikem na chromatografickou kolonu (4.3.1) se roztok
filtruje phes membrinovy filir (4.3.2) nebo se odstied( na labora-
tomf odstfedivee (4.2.3) po dobu 2 minut pfi 3500 ot/min.

5.3.2 Viastof stanoveni

Viastal méfent, jak kalibratnich roztokd tak i extrakti zkuleb-
nich vzorki, se provadi za ndsledujfefch separalufch podminek

chromatografického systému:
Teplota okoli
Pritok 1,2 ml/min :
Detektor Fluorescentnf (h gxc * 370 nm, A gy, = 530 nm)
Objem ndstfiku 20 pl _
GAIN 1000
Retenéni &as 18,5 min.
" 5.3.3 Kalibrace {

Do sady odméErngch bandk na 50 ml se pipetuje postupnd 1,0 —
2,0 = 3,0 a 5,0 ml pracovnfho roztoku vitaminu B, (3.3.11.2), phi-
dd se 25,0 ml kyseliny chloristé (3.3.1.1), 2,5 ml roztaku hydroxi-
du draselného (3.3.2) a zfedovacim roztokem (3.3:12) se doplnf
po znatku a promiché, Emé se dostane kalibratnf kiivka o koncen-
traci vitaminu B, 0,08 — 0,16 — 0,24 = 0,4 m; kalibratn
roztokd se upravi kyselinou fosfore

on ¢ zkouteného veorku s plidanfth
srovnivactho standardntho roztoku v pg/

faktor fedénf zkouteného vzorku
- 'hmotnost naviitky zkucbnfho vzorku v g
sledkem stanovent je aritmetick§ primir visledki dvou sou-

20k provedengich stanovent, které splitujf podminky opakovatel-
; _._.i*ﬂidfujausphmﬁmjodmmﬂkg. A '

L.
i g

¢ 162 Metoda difiiznf plotnovd

L1

Vﬁh&mﬂwh'meﬂa prﬁmhmbndm'm&;
nosti a vyjadfuje se s pfesnosti na jednotky mg/kg. - /¢

Obsah vitaminu B, v mg/g (Y) se vypotte podle PHlohy 1"”!.“']:t : 3

6.3 Metoda HPLC . :
Obsah vitaminu B; vyjédFen§ v mg/kg (Z) s vypotité podle :

VZOTCS:

P b

m

kde C je koncentrace riboflavinu odetiens z kalibratnfho grafu

vmg
m-  hmotnost rkulebniho vzorku v g
F  faktor tedéni

Vesledkem stanoven je aritmetickg primér vfsledki dvou sou-
bédné prmudanf:; mrﬁm :zlﬂr‘podmink}r opukovatel-
nosti a vyjadtuje se s presnostf na jednotky mg/kg.

A m«ﬁmm
Nebyla dosud stanovena.

8, Poangmky ; | 3

8.1 Chromatografick§ systém tvorby iontov§ich pdrt je velmi citli-
ﬁ'mp}rﬂzmmu}uﬁmﬁlﬁhmwphmpﬁmm

: ﬂivmutﬂu&ﬁh&ﬁbﬂﬁgﬁqu,uﬂmplﬁdmpﬂmw

&as riboflavinu,

- 8.2 Doporutuje se pracovat pH thumeném svitle, protode ribofla-

vin je na svétle nestabilof,

8.3 PHdavek 10,0 ml hydroxidu draselného k neutralizaci kyseli-
ny chloristé se musi bft v rozmezd 10,0 10,2 ml. Phidavek hydroxi-
du drasciného se pledem ovEH titracf 100 ml roztoku kyseliny -
chloristé (3.3.1.1) do hodnoty pH 5,0. V plipads, e je spotfeba
mendi nebo vEt nek 10 ml, musi se koncentrace hydroxidu drasel-
ného upravit tak. _

4,11 Stanoveni obsahu vitaming B, =

Do této metody byla zapracovina doporulen! EU uvedend
v Official Journal no L 083, 30/03/73 !

1. el a rozsab bissss .

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoven vitaminy B
(thiaminu, aneurinu) v krmivech a premixech. Mez nmvmm'
metody je 5 mg/kg (5 ppim).

Vaorek o beyedsan do fook Borkou sfedénoi kyselinon sig.
vou a nésledujic enzymatickou hydrolfzou, md&mwm}:
veniklf thiothrom extrahovin isobutylalkoholem a stanoven fluo-




‘standardnf substance hydrochloridu thiaminu (3.1); pfedem
- vysuleného do konstantnf hmotnosti za saf2eného tlaku, roz-
- pusti se roztokem kyseliny sfrové (3.3), doplnf timté? po rys-
ku (po vitemperovinf) a promicha. : :
" Tento roztok uchovang v chladnitce na tmavém misié je sta-
bilaf po dobu 1 mésice, - ; =
1 ml standardnfho roztoku obsahuje 100 jug thiaminu (vita-
min Bj) i : e

3.3 Kyselina sirov, roztok o(H,S0,) = D,i.x_nom
34 Dithionigitan sodnf, pevng

3.5 Hexakyanoselezitan draseln, roziok 200 g/l
- 3.6 Hydroxid draseln, rottok 250 g/1

3.7 ° Oxidatni smés

Piprava: Smichd se 48 ml roztoku hydroxidu draselného
(3.6) s 2 m! roztoku hexakyanodelezitanu draselného (3.5)
a promichd. Tafo smés je stild nejviie 4 hodiny, -

3.8 Isobutylalkohol (poznfmka 8.1)

3.9 Octan sodnf, roztok o(CH,CO,Na) = 2,5 mol/I

3.10 Phipravek multienzymatick$ obsahujici-protedzu, fosfatdru
& amylizu (EG, Clarase)

3.11 Ethylalkohol (pomndmka 8.1)

X 4. PHsiroje n pomicky

A e e, =

i v

8

—

4.1 Fluorimetr vhodné konstrukee s pHsludenstvim

4.2 Odstfedivka laboratornf (3 500 ot/min.) s pHisluensivim
(centrifugaini kyvety obsahu 30 a 50 ml se zibrusem o zdtka-
mi} _ .

4.3 Lézed vodnl 5 termostatem

5. Postap .

Do dvou odmérnjch bangk na 250 mi se odvéf naprosto stejnd
mnodstvi zkufebniho veorku obsahujicd, 5 ohledem na obekdvang
(deklarovan) obsah vitaminu B, ve zkoufeném vzorku, asi 100 pg
vitaminu B, (thiaminu), pfidd se 125 ml roztoku kyseliny sfrové
(3.3) a do jedné 2 banék piesnd 1,0 ml standardntho roztoku thia-
minu (3.2) jako vnitfni standard. Obsahy banék se intenzivaé pro-
tfepévaji, umisti se na vroucl vodni lizefi (4.3) a ponechaji se tam

“po dobu 15 minut, pfitem se oblas promichaji. Pak se nechaji

#ehladnout asi na 45 °C, do ka2dé-z banék s¢ pHdd 20 ml roztoku
octanu sodného (3.9), 0,5 g multienzymatického pipravku (3.10)
a baiiky se ponechajf stiit po dobu 20 minut pH laboratornf teploté,
Potom se pidd do kaZdé z nich op¥t 20 ml roztoku octanu sodné-
ho (3.9), baitky se doplni po rysku vodou, promichajl a filtrujf su-
chym sttednd hustym filirem do suchych kédinek, plitem¥ prvni
podily (asi 15 ml) filteatd se nezachycuji,

‘Dile se phipravi referenénf roztok (A) a roztoky se mamnn
veorkem (C) a se zkuSebnim vzorkem a vnitinim standardem (B).

Referentni roztok (A):

Do centrifugagnf kyvety (4.2) se odpipetuje presnt 5,0 mi filtrd-
tu roztoku s vnitinim standardem a pFidd priblizng 10 mg dithioni-
titanu sodného (3.4). Centrifugalnl kyveta se ponofi na 15 minut
do vrouel vody a pak se nechd vychladnout na laboratorf teplotu.

Rozok zkulebnfho vzorku s vnitinfm standardem (B) a samot-

ného zkulebaiio vzorks (C): Do jedné centrifugata kyvety 42)
se odpipetuje plesnt 5,0' ml filtrétu roztoku zkuicbniho

vzorku
§ vnitfnim standardem; do drubé centrifugadal kyvety (4.2) plesn® |

5,0 ml filtritu samotného vzorku,

Do kakdého z téchto pfipravengich roztoki (A+B+C) v centri-
fugatnich kyveidch (4.2) se pfidd 5 ml oxidatnd smisi (3.7) a po
jedné minuté pfesnd 10,0 ml isobutylalkoholu (3.8). Kyvety se za-
zhtkuji a vytfepdvajf intenzivng po dobu alesflon 5 sekund, nechajf

- ast 1 minutu ustét a odstiedi (4.2) tak, aby doflo ke zietelnému od-

dElenf vrstev. Z kakdé centrifugatni kyvety (4.2) s odpipetuje
plesn&'pq 5,0 ml isobutylalkoholové féze do odmEmgch bandk na
25 ml, kaZdd se doplof po rysku ethylalkoholem {3.11) a pro-
‘michd (extrakty roztoki A, B, C), T

Extrakty roztoki B a C se prom&H na fluorimetru (4,1) pii tako-
vé vinové délcs, pH které m konkrétnf plistroj (4.1) optimélni

-odezvu fuorescence thiochromu, obvykle to byva pfi 365 nm. Nu-

lovd hodnota se nastavi extraktem referenénfho roztoku (A). Uex-
traktiB a C se zmiéH intenzita fluorescence,

6. Vipoket a vyjdicnf visledkn

Obsah vitaminu B, vyjédieného jako thiamin, v mg/kg (X) se
vypoditd podle vzorce: :

PR -
m.l,-1,)

kde I, je intenzita fluorescence kudebniho veorku (C)
I, - intenzita fluorescence rkufebniho vzorku s plidavkem
wnitfniho standardu {PI:L
C  mnoZstvf thisminu v pHdavku voi

m  navilka zkulebnfho vzorku v g -

Vysledkem stanovend je aritmetick§ primér visledki dvou sou-
biéné provedenych stanoveni, kieré spliwji podminku opakova-
telnosti a vyjadfuje se s pfesnost{ na celé mg/kg.

thafho standardu v ug

7. Opakovaiclnosi

Rowdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadéngmi na
stejném vzorku nesmi pfekrodit pH obsahu vitaminu B,: )

" do 500 mg/kg 10 % relat,
nad 500 mg/kg 5 % relat.
8. Pozndmbky

8.1 Ethylalkohol a isubutylalkohol jsou hebezpetnfimi hoflavina-
mi L. tiidy, proto pfi jakékoli manipulaci s nimi je nutné dodriovat
bezpetnosinf pravidla,

4.12 Stanoveni obsahu vitaminu B,
1. Utel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni vitaminu B,
¥ premixech,

Pro titely této metody se poulivi tato definice: Vitamin B, je po
chemické strdnce smés pyridoxinu, pyridoxalu a pyridoxaminu,
Protole jako standardnf substance je poukivén h pyri-
doxinu, co? je (3-hydroxy-4,5-bis(hydroxymethyl)-2-methylpyri-




! i, . PHorava: Do odmémé bafiky na 100 ml se odva¥ 0,01 g
Do o Piprava;

GN.D,. je celkovy ob-
din hydrochlorid, sumérnfho vzorce CgH ,Cl! ol i
saiz \'?I:minu B, vyjadiovin jake hydrochlorid pyridoxinu. Vita
min By je enalné fotolabilni.

2, Princip

Vitamin B, ve viech jeho formdch se stanovf nin zéklad® stimu-

Enfho dfinku na rist testovactho mikroorganismu kyasinky Sac-
Ehammm carlsbergensis 4228 (ATCC Pﬁ_ﬁu} difiiznf plotnovou
metodon, Lo rtmeeaiive Sh ik T n

el W 2k

4 31 Redestilovand yoda .+ g :
ABA: a8, % Lo aig pes mhﬁﬂ}_mndafdm‘mm
j-.'g'. _-.El' whL Eﬁﬂ.ﬂmqﬂ.‘.‘ h}'d S

T4 -_.-.':_j,_u-_--::_,'-,,-:'l-.. . N

3.3 Vitamin B,, standardni roztok .

b hloridu pyridoxinu (3.2), roz.

AR “‘“’fﬁ:&'ﬁé’ﬁfﬂmmmwmé rysku
_E_i,_m,ﬂ;hé. : W

' Tento standardni roztok obsahije 100 fig

dieného jako hydrochlorid pyridoxini

pamismy (3.7) z udrio-
LEPIOE 30 °G. Z vyrostié sy-
iokulum k naotkovinf 100 mi
i predem rozvatens a zchla-

ﬁ".l".

P teplott 4 °C, poutitelnost je

i'lﬁ:_hammm agar, sufend -

tupuje se podle ngvodi virobee, nebo 9,8 g
chil botriat 15 minut v 80 m) redestilované vody
Pk se mirmym vafenim rozpustl. Pfi teploté 60 °C se
niredestilovanou vaday (3.1)na objem 100 ml, promi-
4 rozddll do zkumavek, Sterilizije se 15 minput pii teplo-
2°C a po sterilizac se nechd uivhnout v Ekmé poloze,
po stesilizaci mé bt § a3 6,

" PHprava; Postipuje se podle névodu virobee,

H'ap!. 70 g sufené pudy Sevac pro stanovenf vitaminy By se
rozpustl v malém mnoZstvi vafici redestilované vody (3.1),
 slije & promichd s 25 a5 3D & rozvateného agaru, sfiltruje

5.1 Do 250 ml extrakinf baiiky e odvis 5,000 g zkuSebnfho

* 5,0 pg na 1 mL Vluh je mogno uchovivat pii teploté 4 °C nejviie
ti&ﬂl " L

- stedn hustfm filtrem do odméené baiiky na 1 000 ml, do-
- - pini po rysku redestilovanou vodou (3.1) a promiché. Upﬂ_-
vise pH na 5,5 a obsah se rozd@lf po 100 ml do banék, Steri-

lizuje se po dobi 10 minut ph tlaku 0,05 MPa,

Pida sc uchoviivi phi teploté 4 °C.

3:9.3 Pida inokulaénl

piiprava: Postupuje se podie ndvodu virobee nebo stejné
joko u pody lestovac (3.9.2), aviak bez agaru a s pHday-
kem hydrochloridu pyridoxinu, ktery se phidé v mnostvf
0,06 pg na 1 ml pidy z¢ standardnfho roztoku vitaminu B,
(3.3). pH pidy md bt 5,5. Inokulatnf pada se rozpipetuje
po 20 ml do banik na 200 ml a sterilizujé se po doby 10 mj-
nut pfi tlaku 0,05 MPa. ; .

Uchovivd se pfi teploté 4 °C. .o

e

41 Piotna sklentnd 250 mm X 250 mni- _ c

5 Autokliv
" Vodovéha £ .
Pna.iufi:kn vyrovndvaci regulovatelng 3 _' ;
Termostat vhodné konstrukee ' '
, Lézedi vodnf s termostatem
4.10 Mikropipeta podle Pasteura

5. Postup (pozndmka 8.2)

vzorku gpomimka 8.1) o suspenduje se v 75 ml roztoku kyseliny
sirové (3.6), Potom se extrahuje na vodnf 14zmi (4.9) pli teploté
60 *C aZ 70 *C po dobu 30 minut, Po ochlazen( se dopinf redestilo-

$:2 Koncentrace vitaminu By v tomto filtrdtu vhuhu jeasi2,5az

5.3 Redénf roztoku vzorku se Wﬁf redistilovanou vodou (3.1)
B testované koncentrace 0,500; 0,250 a 0,125 pg vitaminu B,
v1ml ; ; :

5.4 Na dno plotny (4.1) opatfené kovovim rémem (4.2) a vodo-
rovng (4.6) umfsténé se vylije 75 ml testovact pldy (3.9.2) naod-
kované kulturou. Po wiubinut agarové vestvy se korkovriem (4.4)
vyhloubi jamky, vzddlené od sebe navedjem 2,5 4% 3 om, Do tiéchto

jamek se mikropipetou (4.10) vndtf jednotlivd testované koncen-

5.5 Testadnf roztoky standardy vitaminu B, se pinf do tf jamek ve
stfedu plotny, po obou straniich se pak plof nafedéné
zkouleného vzorku (1estované koncentrace) odpovidajief pHiblitng
koncentracim standardnfho testovaciho roztoku, Plotna (4.1) se
inkubuje pfi teplotE 30 °C po dobu 16 a3 18 hodin. Vzniklé zény se
odmiH odpichovitkem ve dvou Po sob? kolmjch rovindch,

Faw

L7 R



6. Vipotet & vyjfdten visledku AR

g Mﬂmuhvnw’kg:hmmﬂpodhﬁhhylﬂﬁm
ST

‘ ‘d’iul-udhum mmh mhnmtfpma vilediik dvois sd0-

biné provedenfch stanovend, kmﬁlplﬁuﬂpudnﬁnkuuplhmr

' __-'l:hmﬂuﬁﬂujnusphmumﬁmju&mkynyu

7. npumm
| N&:m dosud stanovens.

rm s .
8.1 Nl?ﬂﬂﬂkﬂﬁmlulﬂmmmmm”
_volf s ohlledem na dekiarovang obsah vitaminu B, ve tkouseném
mqhﬂ:rﬂ:hdnihmmmﬁmlnun‘nvﬂuhuhﬂ:
_vmmaﬁ!,hupynﬂ. ‘

8.2 vmmﬁmm:wmymmuu
pﬂmwjfm;m 'I.r!mnimmnuvwﬁu

413 Stanovenf obsahn vitamina C
1, Ukl i rozsab

Tatumodnpedﬂlwepudmhkypmmruﬂﬂmlnuﬂ
v premixech,

Prnﬁbelﬂétnmﬂodyupuuﬂdtﬂodeﬁulm.ﬂmlntppu ;

2, Princip

Vitamin C se stanovi v prostfed! kyseliny metafosforelné a e~
thylalkoholu polarograficky metodou vaithntho standardu,

oo

3, Chemikilic o

31 Kyselina metafostorcénd (HPO,), roatok 30 ¢/1
3.2 Octan sodng tribydrét, pevg

33 Tiumbvf roxtok octanovi o pH = 4,7

Smiché s¢ roztok octanu sodného o koncentrad 2 mol/l
a roztok' kyscliny octové o koncentraci 2 mol/l v poméru
{1+1)

3.4 Kyselina octovd, ledové (h = 1,05 g/ml) .
3.5 Voda destilovans, plevatens a zchlazen v proudu dusiku
3.6 Zelating, roztok 1 g/100 ml

3.7 Vitamin C (kyselina L-askorbovi), standardnf substance
38 Vitamin C, standardnf roztok

PHprava: OdvaH se plesnd 250,00 mg standardnd substance
vitaminu C (3.7) do 50 ml odmémé baftky rozpustf ve vodé
(3.5), touté? doplni po rysku a promichd.

1 mi standardnfho roztoku obsahuje 5§ mg vitaminu C.

bl

39 Dusk Hrovkirensk§

310 Elh;.rlaltohul 96%, auehympm;- {pﬂmimkn 8.1).

4, Pistroje a pomitcky
4.1 Fnhmgrd vhodné konstrukee s phislufenstvim

§ g 5

5.1 Do dvou kutelovich bantk na 200 ml s odvi} phesn® stejnk
mnoistvi zkukebniho vzorku tak, aby navika veorku, s ohledem
oa obekivany ( obssh vitaminu C've zkoudeném
vzorkn, obsahovala 5 aZ 10 mg vitaminu C. Do kakdé z bantk se
odpipetuje phesné 3.ml ethylalkoholu (3.10) 15 m! kyseliny me-
tafosforetné (3.1). Do jedné z bandk se ddle mnokstyi stan-
dardntho roztoku vitaminu C (3.8) icf plesnd 50 %
pedpokifdaného obsahu vitaminu € ve vzorku. Do drubé badky
s¢ plidd plesné siejné mnoZstvi prevatené vody (3.5). Oba roztoky

- s¢ probublivaji po 10 minut dusfkem (3.9 za soutasného protic-

pévéni, Potom se pfidd do kaddé bafiky pfesné 20 ml thamivého

rozioku (3. Hlﬁhhyhﬂkaﬂﬂwdwkmﬂllﬂwidﬂndmh-

nfch bandk aa 100 ml. ﬂaﬁtysaduphiup&:&mvndan (2.5)
po rysky a promichajf.

5.2 Obsah ka¥dé baiky se filtrje sichfm utmanustfmmim
do suché kédinky, pfitem prvnf podily filtrdtd se nepoukiji. Z kel-

. dého filtrétu se pipetuje 20 ml do odmérné baiiky na 50 ml, phidd

mﬂEmImﬂuﬁuhhhny{&j},dnplduﬂumMmmmkm
(3.3) po rysku & promichk.

5.3 Roztoky se plevedou do polarografické nédobky (4.1) a de-
acruje s 10 minut dusfkem {3.9).

PHi anodicko-katodickém eapojent 2 vhodné citlivosti se zazma-
menaji polarografické kfivky od =0,4 V proti merkorosulfitové

6. Vpolet a vyjidient vsledin
Obsah vitaminu C v mg/kg (X) s vypodits podie vzorce:

10%¢. b

k)

kde h, je viika viny zkouSeného vzarku v mm :

h viika viny vzorku s plidanfm standardem v mm
¢ koncentrace ptidaného standardu v mg

m  alikvotnl podfl navizky zkulebnfho veorku v g

vﬁh&mmﬂﬂaﬂmﬁﬁwﬂm&mm;w
béEnd provedenych stanovend, které splfiujl podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se s plesnosti na celé jednotky mg/kg.

7. Opakovatelnost

Nebyla dosud stanovena,

8. Pomimby

8.1 Ethylalkohol je nebezpetnou hoflavinou L thdy, proto je nut-
né phi jakékoli manipulaci s nim zachoviivat bezpetnostal pravidia,




4,14 Stanoven{ obsahu vitaminu C

Tato metoda jo plekladem ‘doporuteni EU, uvedengm
v Official Journal no L 083, 30/03/73,

L Utel a roesah %

Jsou uvedeny dvé rovnocenné metody stanoveni, pro obsahy
niZé ned 10 000 mg/kg a vy8( ned 10 000 mg/kg. Tyto metody
specifikujf podminky pro stanovenf vitaminu C (k}uﬂnym@rﬁ:
vé-a dehydroaskorbové) v krmngch smésich a premixech. Mez
novitelnosti metod je § mg/kg (5 ppm). : .

Vzorek je suspendoviin a rozpuftén v kyseling metafosforeing - -

chloroformu. Kyselina askorbové je ve vodniém roztoku prevede-
nx 2,2-dichlorfeaol-indifenolen n kyselinu debydroaskorbovou

a déle 4-dinitrofenylhydrazinem na jejf hydiazonovou ormu, Tato .

je extrahovina smésf detanu ﬂh}'lhlléh\ﬂ:bﬂﬂ\"d
a acetonu. Po pleliitnl.on chromatografické w0
lem je clufit odpaten do sucha, odparck rozpuitén
a roztok méfen spektrof 1 i

Berstyf, thsnd phed poutitm,
; dntho roztoku obsahuje 0,5 mg kyseliny askor-

iDichlorfenolsindofenol (ddle jen DFT), roztok § g/l
ivuje se vidy Serstvf, tésné pled pouitim,

VS 2 4-Dintrofongfhydrasia (4gs jen DFH), roztok 20 g/1 ve
3 xfodéudkyseli_phimvé( eI g

‘Pﬁpmmnumunuodm&nabaﬁky

1 : se navid 2 g DFH, roz-
pustl se ve zfedéné kyseling sfrové (3.13), Po rozpulténf se
doplnf zfedénou kyselinou sfrovou (3.13) po rysku a promi-
ché. ;

" (3.5), plesn po 25 ml roztoky kyseliny me

Tento roztdk uchovang v chiadnisce je stil§ po dobu 1 tjd-
ne. - .

37 Dusik, kysikuprosty

..-'. Ia‘:'}il I!'-.mm’ ; i ; i

. 4.3 Odparka vakuové rotaa s pﬁuu;&gmm-(udpmmmuy :

4.4 Trubice

38  Oxid uhlitity : I 1
3.9 Smés octan ethylnaty — ledovs kyselina octovi — aceton
(pozafmka 8.1) v poméru (96 + 2 + 2) i

3.10 Smés dichlormethan — ledovd Kyselina octové, v pombru ob-
' jemt (97 + 3) : .

3.11 Silikagel o zmitosti 0,05 4% 0,2 mm
3.12 Silikagel o zmitosti pro TLC (Stahl)
3.13 Kyselina sirovs; Zhedéng
Pifprava: Do odémé baiky na 200 ml so odmH 105 ml

vody a Nﬁiﬂmkomwmnnwmsrm&{h-_ 1,84 S %

. _lf’ﬁﬂl}-ﬂ@lhﬂiffﬂhjﬂﬂ{dm&hnepom
3.14 Cinidlo elutnl proTLE o
Phiprava: Smictif se 75 mi diethyletheru (poznimka 8.1),
15,25 ml'octanu armr:z:iéfhpaﬁl.ﬂ mi ledové kyseliny octové -
(b= 1,05.g/ml). Obnovuje se vidy po 2 a% 3 chromatogra-
B A e ”

/' 315 Filatat prostedek (fa AND no 121 & joho ekvivalent)

a1 thfﬂ#ouiunvbodﬁ kﬂoﬂmkpulpﬁﬁﬁéﬁﬂﬁm%
" ‘o optické déice 10 mm) : e

*“42 Odstiedivia Taboratora (3500 ot/min.) s pHsluenstyim

I(?::]ﬂfuphdkwﬂyuﬂbmmaﬂ&wuoﬁmumﬂ
S0ml) T :

na 250 mi)

chromatograficks, skiengnd; vniténf pramér 20 mm,
délka 100 mm, opatfend sintrovangm uzdivirem

4.5 Lézedi vodnf s urmmmumuﬂuﬁc{nmw:.uf na 20 °C

4.6 Zatizeni pro TLC se silikagelovou vrsivou (3.12), tlustou 0,5
a2 0,6 mm (komerén( virobky jsou nejvhodndjsf -

Piiprava: Vstva silikagelu se vysulf phi teploté 120 a2 130 °C

_pudubu!,SﬁShoG,,dd&hdﬁustmamcMum
nejméné 24 hodin ed viastnfm pouZitim,

4.7 Suséma laboratornf pro teploty min. do 130 C

4.8 Ziumavky se zfbrusen  zétkami * .

4.9 Trepatka laboratornf
L I"milup' . : i

Do dvou kuZelovfich bank s zdbrusem, obsahy 250 ml sz od-
vl naprosto shodnd mnostyf zkusebnfho vzorku s phesnostf ngj-
méng 0,001 g, obsabujict 5 ohledem na olekivany {deklarovang)
obsah vitaminu C ve zkouseném veorku, pfiblizng 200 ug vitaming
& :

Do jedné z bank se pFd4 presné 0,4 ml standardnfho roztoku
kyseliny askorbové (3.3), promichd a mima
tinfm standardem). Do obou bank se plidd po 30 m! chloraformy

tafosforetné (3.1) o te--
ploté 4 °C a bafiky se ponechajf stt 10 a% 15 minut Po'lm'::n n}pﬁdi
do kaZdé z nich plesné 25 m| vody, badiky se zazsitkuji, protigpdva-
if intenzivng na thepatee (4.9) po dobu 10 minut 5 ponechaji stét
na vodni lizni (4.5), vytemperované na 20°C. Obsah banik se

MO RS e e s e e o



L

" odstiedf phi 3500 ot/mii tak, aby. e
 pfeteind oddilily. Viechny ddle uvedené operdoé so providéji sou-

: mj.tummmmmmu,mum
£ mmrku H:ﬂll.‘n!mmnfhrdm. e )

- skldd

* tréitu, phidd se presnd 2,0 ml roztoku DFH (3,
kyvety se zavede proud dusiku (3.7) nebo oxidu uhlititého (38)za. o

" hodin (pfes noc) do vodnf lézng (4.

% a odstfeds (4.2). Presné 1

) promyvi smés{ (3.10) a to 3 a% 4 dédvkami po 5 ml a

dﬂﬂﬁ} 4.2 ndltfndl ¢1
plwodu tﬂhuﬂn.inhhﬂu[ jam :mwgdt};

zm&m mcamnh bf'llﬁsmhﬁnhhni. s¢ odpipetuje
plesnd 40,0 ml do zkumavky (4.8); pfidd s¢ 0,542 1 ml.roztoku

- DR 3.4) 4 promigh, Vzniklé Servené zharvenf by se mblo udrket
i 15 minut. Potom se plidd J00 mg filtrataiho prostfedku
(3.15), zkumavka so zazdtkuje, 4 obsah se filtruje suchfm

n& 10,0 ml fil-
a promichd. Do

Dnnmmhlwy(iﬂjumplpauk

Gfelem vypuzenf kysliku, kyveta se zazitkuje a ponoli asi'na 15

Potom se pHda presnd 3,0 ml hrody?‘ogphmﬁ 20,0 i smési
Qj,piib&lﬁﬁﬂﬂﬂ-mgﬂlmﬂnﬂmpmﬂhdk‘uﬂlﬂ,ﬂm
of kyveta Se zazéitkuje, vi intenzivnd po-dobu 30 sékund

pafovact baflky (4.3), baiika se viok na odparku (4.3) a za snffené-
ho tlaku se obsah odpalf do olejovité konzistence, Tato se pak roz-

puﬂivpl’umﬁzﬂnﬂuuh{lﬂ},piﬁuhmﬁmiﬂc,pum.
mpﬁﬁpinué lﬂ.ﬂmlﬂﬁdﬁiﬂ]lpm[&i

Chromatografické trubice (4.4 umlnﬁniwmhkﬂnlpukm
unaplnldnv?ﬂy&ﬂmmmh‘[ Iﬂl.pﬁdﬁuﬁgﬂulpmi‘m
né suspenze silikagelu (3.11) ve 30 ml smési (3.10) a po usazen{ se
wrstya stlall mirnym proudem dusiku (3.7) nebo oxidu ubligitého
(3.8). Na sloupec se pfevede dekantaci roztok z odpafovad baiiky
(4.3), kterd se yyplichne malfm mnokstvim smisi (3.10) & ta se
mrnﬂpf:wdnnuﬂmpec.'f‘nﬂoemduplnlmﬁjﬁ .1 ]l.dilr..

i dalt elut
je bezbarvy. Zluté zharveny eluft se nezachycuje . Cer-
vend zharvénd zéna ve sloupci se eluuje smésl (3.9), cludt se jimd
do odpatovact batiky (4.3) a za snffeného tiaku se odpalf (4.3) do
sucha.

5.1 Krmiva s obsahem vitaminu C nad 10 000 mg/kg

5.1.1 Odparek se rozpusti v phesnd 4,0 ml zfediné kyseliny sirové
(3.13), intenzivné se protfepdvi tak, aby odparek se dokonale roz-
pustil a po 20 af 30 minutfch se miH na spektrofotometru (4.1)
pfi vinové délce 509 nm v kyvetdch optické délky 10 mm proti sa-

_ motné zhedéné kyseling sfrové (3.13).

5,12 Vedle toho se provede slepy pokus stejnfm zpisobem jako
u vzarku, ale bez jeho pHtomnosti,

5.2 Krmiva s obsahem vitaminu C pod 10 000 mg/kg

I Tyto dile uvedené operace se pmrvidéﬁ dvojmo. Odparek se

rozpusti v plesnd 2,0 ml smisi (3.9), promichd, okam¥ité se odpi-
petuje 0,5 ml a nanese na chromatografickou desku (4.6), Parami
elutnmo Enidla (3.14), umisténého ve vivojnici, se neyméné 20
minut pisobf na chromatografickou vrstva ak je zhetelné oddélena
ribové zharvend hydrazonovd vrstva. Pak se chromatografickd
deska (4.6) nechd volnd vysulit, zfetelnd oddElf (vymexd) se hrani-

ce rithové zony, vhodnjm zatizenim ($pachilitka apod.) se kvanti- ~

tativné selkribe phsluind vrstva (pridek) a do chromato-
grafické trubice (4.4). Eluuje se postupnd 2 ml a dvakrit 1,5 ml
smisi (3.9) a elufit se jim4 do odpafovacl baiiky (4.3). Posledni
eludt musi byt jit zceln bezbarvy, Eludt se odpal na odparce (4.3)
za snffeného taku do sucha.

Ddle se postupuje podle 5.1.1 4'5.1.2

filtrem do suehé kadinky, phhmipwulpndﬂﬂhrdmlc '
: mﬂxﬁd&ﬁlu&tmuﬂhﬁtﬁym&i ] g

ni 20°C, -

,0 ml supernatantu se odpipetuje do od--

6. \'jpbhtlwm

' ﬂbﬂvﬂmhuﬂ.qﬂd!m&njmkruhmuwmnw

/g (X) se vypolitd podic vzoroe:

o A,.C.F°
) x m"{"‘r“ AJ

A, je absorbance roztoku zkoudeného veorku

A, absorbance kouleného veorku s vaitfnim standardem
C mnodstvi voitiniho standardo v mg -

m’  navika skulebnfho veorkuvg

F fnl:tordﬂml

© Vesledkem umwkmwmgwmmm dvou sou-

+ b#ind provedengch stanoveni, které spliiujf podminku opakova-

telnosti a vyjadfuje se s plesnostf na celé mg/kg.
% ummmt :
" Nebyla dosud stanovens.
8. Pomimky

8.1 Axﬁmaﬂnﬁylﬂhrhﬂum&njmihoﬂnmmilﬂﬂf
proto phi jakékoli muﬁpuhdsnﬁnl}cnmn&dodrbmbeq:&-

‘mostnd pravidia.

4.15 Stanovenf obsahu vitaminu K,

1. Ukel a rozsah
. Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni vitaminu K,
v premixech.

Pro Gdely této metody se poukivi tato definice: Vitamin K, je
menadion, po chemické strdnee je 1o 2-methyl-1,4-naftochinon,
sumiirnfho veorce Cy H,0,.

&

2. Princip

Vitamin K, s¢ stanovi, po odstranénf lipofilnich litek pred ex-
trakel n-hexanem a chloroformem, extrakel alkoholickou smésd,
polarograficky metodou modelového standardu,

3, Chemikilie

3.1 Dusik Hrovkdrensky

32 Hexan (pozdmka 8.1) nebo

33 Cyklohexan (pozndmka 8.1)

34 Chloroform pledestilovany

3.5 Siran sodny bezvody, roziok 10 g/
3.6 Pisek molsky, pranf

3.7 Methylalkohol (pomfmka 8.2)
3.8 Ethylalkohol 96% (pozndmka 8.1)
39 Extrakinf alkoholovd smés

PHprava: Smichajf se 3 objemové dily methylalkoholu (3.7)
a 1 dil ethylalkoholu (3.8) a promichaji.

3.10 Chiorid draselnf, roziok o(KCl) = 0,5 mol/}




3.11 Chlorid draselng, roztok o(KCl) = 0,2 mol/)

3,12 Sifititan sodn§ heptahydrét (Na,SO, . 7 H,0), roztok 10 g/
/1. Plipravuje se vidy lerstvy s poulitim plevatené destilova-

- névody)

3.13 Vitamin K,, standardni substance

" Menadion — hydrogensifititan sodng (C,H,0; . NaHSO,)
pro biochemické dtely s deklarovanym uhaa.bun tidinné

3.14 Mouka s6jové, odtulnénd - . b

3.15 Triturdt vitaming K, standardnf hmota

PHprava: Odtunind stjovd mouka (3.14) se smichd se stan-
dardnf substanci vitaminu K, (3,13) o deklarovaném obsahu
* tak, aby 200 mg tohoto triturdtu obsahovalo stejné mnokstvi
vitaminu K, jako jé deklarovino v 10 g zkouleného vzorku.

3,16 Modelov§ vzorek premixu neobsahujicf vitamin K.
3,17 Zelating, roztok 5 g/l : : m
Phipravuje se vidy Cerstvy zahHvénim nejviie na teplotu
60°C. - :

4. PHstroje a pomicky .

4.1 Polarograf yhodné konstrukee s pHsluSenstvim
4.2 Liized vodnf a regulovatelnou teplotou

4.3 Vivévi vodnl :

4.4 Baiika odpatovaci vhodného objemu s pfestupnikem s vytsté-
nim par smérem dolid ;

5. Postup'

5.1 Do zébrusové kulelové baiiky na 200 ml se odvii# phesnt
10,000 g zkulebnho vzorku. Do drubé zibrusové bafiky na 200 ml
s¢ odvii# 10,000 g modelového vzorku (3.16) a pfidd phesnd
200 mg triturdtu vitaming K (3.15). Obé naviiky vzorku se dile

gmmvéujl"zula shodné. Lipofilnf slofky se odstranf nisledujicl

5.2 K obima navitkdm se pHdd po 1 g stranu sodného (3.5), 1 ¢
moiského pisku (3.6), 30 ml n-hexanu (3.2) nebo cyklohexanu
(3.3) a extrahuje s¢ na vodaf lfzni (4.2) vyhFité na teplotu 50 °C
po dobu 15 minut za soutasného michéni kroukivym pohybem. Fo
usazeni se hexanov§ extrakt odfiltruje stfedn? hustym filtrem. Fil-
triit se ddle nepoutije. K pevnému podilu v baiice se pfidd 25 ml
chloroformu (3.4) a po uzaviend zitkou se vytfepdvi po dobu 5
minut, Po usazeni se opét filtruje timté& filtrem. Filtr se opatmé vy-
jme vioH na hodinové sklitko a nechid se v digestofi volné vysubil.
Filtrit se déle nepoutije. Zbytky chloroformu v bafice se odstranf

zahHvdnim baiiky na vodn( ldzni (4.2) teplé 50 C pHi opatrném od-

séivini vivévou (4.3).

5.3 Po vysubeni filtru se bpatrnd odstfihnou piipadné zahnkdlé
okraje, pomocf pinzety se filtr vioH k vysubenému vzorku do pi-
vodnf baky. Do kuZelové baiiky se ptidé 50 ml extrakéni alkoho-
lové smési (3.9) a neché se extrahovat po dobu 40 minut za obEas-
ného promichént. Extrakt se filtruje Hdkjm filtrem do suché od-
mérné baitky na 100 ml, Zbytek veorku v bafice se dekantuje dalii-
mi podily extrakénf alkoholové smési (3.9) a to postupné 20, 10
a 10 ml a dekantdt vidy slévi ples filir do odmérné baiiky s plivod-
nim filtrftem. Nakonec se jedtd promyje poutity filtr a stonek né-
levky maljm podflem extrakénf alkoholové smési (3.9), pfidéva-
nfm z bezpetnostaf pipety (pozor jed!), baitka se doplni touto

smésf po rysku a promichd. Do odpatovad baitky (4.4) se odpipe-
tuje 40 ml tohoto roztoku, bafika se opati{ pfestupnfkem (4.4), aby
kondenzit nextékal zpét, plidaji se 3 kapky rozioku chloridu dra-
selného (3.10) a na vodni lézni (4.2) se obsah bafiky odpati do su-
cha pfi teploté 60 °C. Pied odpafenim posledn( &isti se vpoultl do
bafiky dusfk (3.1). Odparek se rozpusti v 15 ml roztoko chloridu
draselného (3.11), plevede do odmémé baitky na 25 ml, doplni
roztokem chloridu draselného (3.11) po rysku a promiché. Filtruje
se suchjm sttednd hustm filtrem do suché kddinky, pfitemé prvni
podil filicétu se nezachycuje. Do zibrusové zkumavky se sklend-
nou zitkou se odpipetuje 10 mi filtrity a 10 ml roztoku sifititing -
sodného (3.12), asi 7 minut se smés deacruje dusfkem (3.1), pfe:
vede do polarografické nfdobky (4.1), pfid4 se asi 5 ml roztoku
selatiny (3.17), (pHdavky roztoki se musf piddvat presnd nebo
alespofi vidy shodné pro vzorek i standard) & opt se deaeruje du-
sikem (3.1) po dobu 3 minut. Polarografickd kfivka se registruje
katodicky.od 0,6 V pfi vhodné citlivosti, : .

.ﬁ. Vipotet a'vyjidient vistedku

Obsah vitamin K, vmykgmuwpnatipodhmm

kde h, je vjfka viny zkoufeného vzorku v mm 3
- h, . vikka viny modelového veorku s trituritem v mm
m, mno#stvl vitaming K, v mg/kg podle poufité teorie na
pipravy triturdtu - :
Visiedkem je aritmetick§ primér visledki dvou soubdin pro-
vedengch stanovent, které spliiujf podminku opakovatelnosti a vy-
jadtuje se s phesnostl na celé jednotky mg/kg. - £

7. Opakovatelnost

Nebyla dosud stanovena.

8. Pamdmky _ _

8.1 Ethylalkohol, n-hexan a cyklobexan jsou nebezpetngmi hok-
lavinami L. tHdy, proto je nutno ph jakékoli manipulac s nimi do-
driovat bezpebnostnl pravidla, . ]

6.2 Methylalkohol, vedie toho, % je nebezpekion hoavinou L

thidy, je navic nebezpetnfm jedem a proto pfi jakékoli manipulaci
s nfm je nutné zachovivat zviiftel opatrnost,

4.16 Stanovenf obsahu vitamino K,

Tato metoda je pfekladem doporuteni EU, uvedengm v Official
Journal no L 108, 22/04/74. !

1, Okel :I rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanovenf vitaminu K,
(menadionu) v krmivech (krmnfch smésich) a premixech. Mez
stanovitelnosti je 1 mg/kg (1 ppm}.
2. Princip

Vzorek je extrahoviin zfedéngm ethylalkoholem, Smés jo vyle-
Fena taninem. K extrakto je piidin uhlifitan sodng kter§ uvolnl



B e

:-f-l-'fﬂ:*-'-j.u-: T

. menadion, Tento je extrahovén 1,2-dichlogethanem a podle obsa-

hu je menadion bud' pHimo nebo po odpafenf pleveden na hydra-
zon pomoci okyseleného ethylalkoholického rozioku 2,4- dinitro-
fenolhydrazinu. Hydrazon se pievede pfebytkem amoniaku na
modrozeleny barevng komplex, herfsemuuﬁrp&mfnmm
tricky pfi vinowé délee 635 nm.

b

3 Chemikslie

3.1 Ethylalkohol 96% (pozndmka 8.1)

3.2 ‘Ethylalkohol 40% ;

3.3 Tanin, roztok 100 g/1 (plipraveny z prédkového taninu)
34 1,2-Dichlorethan _

3.5 Uhliitan sodng, roztok 100 g/1 (plipraven z bezvodé soli)
36 Kyselina chlorovodikovi, koncentrovans (h = 1,17 ¢/mi)
37 Ethylalkohol, absolutaf (bezvody) (pozndmka 8.1)

38 24-Dinitrofenylhydrazinové Einidlo (ddle jen roztok DFH)

. Pliprava: V 50 ml odmémé bafice s rozpust{ 40 mg DFH ve
vroucim absclutnim ethylalkoholu 3.7), ochladi, phﬂ 1 ml
kyseliny chlorovodikevé (3,6), doplnf absolutnim ethylalko-
holem (3.7) po rysku a promichd,

Phipravuje se vidy-Gerstvi,

139 Amoniak, roztok 25% (h = 091 g/ml)

3,10 Amoniak (3.9) — ethylaikohol (3.7), smés (1 + 1)
3.11 Menadion (vitamin K.), standardni substance -

3.12 Menadion (vitamin K.), standardn roziok

PHprava: Do odméré baiky na 200 ml se odvi#f plesné
20,0 mg standardnf substance menadionu (3.11), rozpusti

vl MMMM (3.4), dopini jim po rysku a promichd.
1 mi standardniho rozioku obsahuje 0,1 mg menadionu.
3,13 Dusik, Firovkirenskf '

-tﬂlnrnjum

41 Munﬁummelrvhndnihumwhmipﬂﬂﬂumﬁm{kw

o optické délce 10 mm)

4.2 Mﬂhﬁvhmmm:pﬂﬂmnﬂm(muﬁwm
)
4.3 Hﬂer@dﬂlﬂmlﬂﬂuﬁﬂﬂw:ﬁmtﬁm

a4 adp-mfmmwsﬁmuwﬁm[mmmmm
o 250 ml)

4.5 Lézedt vodni s termostatem

=

5, Postap _
51 Sestrojenf kalibratnfho grafu (Poznémka 8.2)

5.1.1 Zestandardntho roztoku menadionu (3.12) se fedénim 1,2-
~dichlorethanem (3.4) phipravi kalibraénf roztoky o koncentra-

cich 0,0 {srovndvaci roztok); 2,0; 4,0; 6,0; 8 a 10,0 pg menadionu -

v 1 ml. Plipeavuji se vidy Gerstvé,

5.1.2 Do odmémgich bankk na 10 mi se odpipetujf 2 mi kalibrad-
nich roztokd (5.1.1), do kaddé  bankk se pFdd pFesné 3 ml rozjo-

ku DFH (3.8), kakdd badka se zazftkuje korkovou ¥ teflonovou
zhtkou & zahbivd na vodnf lizni (4.5) vitemperované na 70 °C po
dobu 2 hodin. Po ochlazeni se pHidd plesnd 3 ml smitsi an-oniak—
—ethylalkohol (3.10), promiché; doplaf ethylalkoholem (3.7) po
rysku a opét promichd.

Absorbance kakdého roztoku se mEH na spekirofotometru (4.1)
v kyvetiich o optické délee 10 mm phi vinové délee 635 nm proti
srovadvacimu roztoku (viz 5.1.1).

513 Zmﬂmf&hmm-w:jﬁnodmﬁﬂaﬁcﬁnlm'
centracim se sestrojf kalibralnd graf.

5.2 Viastf provedeal

5.2.1 Do kuelové baiiky na 250 ml se zébrusen: se odviH, podic
ofekdvaného (deklarovaného) obsahu vitaming K, ve zkouteném

yaorku, 0,1 ak 5,0 g (koncentrity a premixy) resp. 20 ak 30 g (kr-

mné smési) zkuebniho vzorku s pfesnosti nejméné na 0,001 resp,
na 0,01 g. Do bafiky se phdd presné 96,0 ml zedného ethylalko-
holu (3,2), bafika se zazdtkuje, umisti na thepatku (4.6) a vytfepd-
v:;ﬂ:ﬂdbbuiir:muLPmani&lmHﬂntmﬂﬂumm

promichd, extrakt se pfevede do centrifugaini kyvety (4.2
Eu}'odﬂedfmﬂﬂnwpﬂamﬂdsmoﬂng
supernatantu se odpipetuje plesnd 20 nebo 40 ml do déliel ndlevky
na 250 mi { dﬁ).ptpﬂwwpﬁdipl‘wﬁﬂmll!—dmhrﬂmu
(3.4), promichd a pak se pHidd jefté 20 mi roztoku uhlititany sod
ného (3.5). Touto smésf s¢ intenzivnd vytiepdva po dobu nejménd
30 sekund, po rozd&leni vrstev se dichlorethanovi vrstva plevede
dndwdnﬁhvkymlmmi[dﬂ,pﬂdﬁ#!ﬂmlwdﬂmw
tfepdvii po dobu nejménd 15 sekund. Dichlorethanovd vrstva se
Mdﬂﬁdﬂﬁmﬂﬂﬂﬂb&:lmﬁmﬁwm
proutku filtralniho papfra, *

5.2.2 Premixy a koncentrity

Z dichlorethanového extraktu, pfipraveného podie 5.2.1, se od- -

pipetuje takové alikvotni mnoZstvi do takovébo objemu, aby
s ohledem na ofckivany (deklarovany) obsah vitaminu K, ve
#houleném vzorku 4 na jeho odvidené mnokstvi, po nakeding 1,2-
-di:hkmﬂum{lﬂlpmmlchinfhyhkpmmmk,
vrozmezi od 2 do 10 pg v 1 ml. ;

Dﬂempnﬂupnjupnd_igﬁ.ll
523 Krmiva (krmné smés)

- Alikvotnf podil (viz 5.2.2) se odpalf za snffeného tlaku v atmo- ‘
sféfe duslu (3.13) do sucha. Odparek se ihned rozpusif

v takovém mnodstvi 1,2-dichlorethanu (3.4), aby vislednd kon-
centrace vitaminu K, byla v rozmesf od 2 do 10 pg v 1 ml

. Diile se postupuje podle 5.1.2. -

5.2.4 Koncentrace vitaminu K,y [mm:dlmu]uﬂkﬂztﬂmu&ﬁ-
ho grafu, _

6. Vipolet a vyjidient visledkn

Obeah vitaminu K menadion,
ok shminn X, ot ko v mg/kg (X)

-J(- 10. F.my
. iy

kde m, je. koncentrace menadionn, viunﬂnu!,qﬂnizhli
h'rl&:dhugrnﬁnp;fml

{ts
;



m,  navitks zkubebnfho vzorku v g
F o faktor fedéni

Visledkem mmmnlju munahdrfprb:qhvjﬂudﬂdmm
biiné provedenych stanovenf, kieré splituji podminku opakova-
telnosti l.vyjldhne u;pi‘mwﬂ.undémgfk;.

7, oputmmbmf

Rozdfl mezi dvma paralelnimi ‘stanovenimi providéngmi na
stejném vzorku nesmi phekrotit pfi obsahu:

do 10 mg/kg 20 % relat,

od10do 14 mg/kg - 2m

od 14.do 100 mg/kg 15 % relat.

od 100dp 150 mg/kg 15 mg/kg

nad 150 mg/kg - 10 % relat.
8 rmﬁ;ﬁ

8.1 Eﬂ:yhlkohdnwebwehwhnﬂmmLﬂidnptmph
phékuﬁmdpuhdlnhpnumwm“Ibmeﬂ

B2 mhnwpﬂumﬁqepﬁmmmmmﬂnm
\"Uﬂ':!- . R '.: —_— B

5.1 Stanuvenfuhuhumnm:inkn,iﬂeu
a médi

Metoda je uvedena v metodickfch ¢ laboratorntho
zkouleni k pHfloze & 9 vyhlétky & 222/1996 Sb., &ist 8, Mikrocle-
menty.

52 S!lnnranf obsahu kobaltu
L. Ukel a rozsah '

Tato metoda specifikuje podminky pro stanovenf obsaliu kobal-
tu v premixech a krmngch smésfch.

2, Princip
?mmtuqmpdnlphiiﬂ'ﬂ.popdumaﬁvkpehnﬁcﬂp-

muﬂikwhubuhkohlmanmmﬁmﬂndwmmw
nhpulmvmmil

3, Chemikdlie

31 Kyselina chlorovodikovd (n = 1,17 g/am?) konceotrovand

32 Kyselina chlorovodikovd (b = 1,17 pm’},mm o(HCT)
= (),45 mol/l

3.3 Kyselina chlorovodikové (h = 1,17 p":m’), roztok c(HCY)
=6 mol/l

34  Kyselina chlorovodikovd (h = 1 17 g/em®), muk e(HCl)
= 3 mol/l

38 Kyselion dusitod, koncentrovant (b = 1,4 g/cm’)
3.6 Kyselina dusind (h = 1,4 g/cm?), zhedénd (1 + 1)

32 Kobal, kov 99,9 % (Co), M, = 58,93 (napt. Fiuka No.
60784)

3.7.1 Zékladni roztok kobaltu

Piiloha: Ve vysoké kiidince na 800 ml se v minimdlnim ob-
jemu kyseliny dusitné (3.6) rozpusti 0,500 g kovového ko-
bﬁhn(lﬂpnmpulth[mmﬂﬂnlmﬂﬂnﬂu,odw

rek se rozpusti ve vodé a plevede kvantitativnd vodou-do
odmémé baiiky na 500 ml, vytemperuje na laboratornf te-

p:olmdnplnilmdinancﬂommdﬂ:mw{i!]puma&u
a promichd.

Imlmhnwmohuhuhqelﬂmgm

7.2 hmmmmmmmmummn
pipetuje 10,0 m! zikladnfho roztoku kobaltu (3.7.1), doplnf -

utyulhounhlmumd&um[!?}pem&uptmﬂﬂ.
:mltohotommhmhuhmﬂ.ﬂm;ﬂu.

4. MIM

" Ammvf.hmpampamm

42 Topuauhsmmuwhnuwhmu
43 Muflovii pec s regulovatelnou teplotou
4.4 Vodnf lzcf

4.5 Ultrazvukovi lized

5. Postup
5.1 Sestrojeni kalibratnf kiivky-

Do sady odmérngch banék na 100 mi se postupnd pipgtuje 0,0
= 2,0— 50~ 10,0 - 15,0 — 20,0 a 25,0 ml pracovatho roztoku
kobaltu (3.7.2), doplaf kyselinou chlorovodkovou (3.2) po zad-
ku a promichd. Takto sada kalibralnich roztoki odpo-
vid# koncentraci 0,0 — 0,8 — 2,0 — 4,0 = 6,0 — 8,0 a 10,0 mg Co/
/L ] :

Podle typu poulitého atomového sbsorbintho spektrometru
(4.1) s phisiuiné nastavenymi parametry se proméH absorbance
jednotlivich kalibrataich rozioki phi vinové délce doporubengich
parametrd proti kontrolnimu roztoku. Ze ziskanych Gdajd se se-
stroji kalibrani graf, Pﬁmujovinlhlhﬁtmum»ml
dh.q:'hudnntyubuhuvmyl. '

Doporutené plrmwy:
Ehavend lampy S—HmaA
plamen acetylen-oxid dusnf
acetylen-vaduch,
stechiometric plamene  oxida®nd plamen

vinovd délka HiFin Stérbiny i rozszh
(nm) © (nm) (mg/1)

o 2407 0,1-0,2 2,5~ 10
04,4 0,1-0,2 30 -160
346,6 0,1-0,2 95 —380
M4 0,1-0,2

180 -710

5.2 Viastnd stanovenf
5.2.1 Organické krmiva
5 a% 10 g zkulebnibo vzorku se naviH s presnosti 0,001 g do

spalovac] misky piedem vyHhané po dobu 3B minut a v exsiki-
toru ochlazené,




R T LT

RN

b

Spalovaci miska se zahfivd na topné desce (4.2) nebo na plino-
vém kahanu do zuhelnaténf vzorku tak, aby se zabrinilo vzplanut{
vzorku a tniku jednotlivich &istic. Potom se spalovaci miska se
vzorkem vioH do muflové pece (4.3) pfedem vyhFité na 550°C
a vzorek se spaluje po dobu 5 hodin a déle tak diouho, dokud po-
pel neobsahuje ferné uhifknté Edstice,

MiiZe také postupovat timto zphsobem; spalovaci miska se vioH
do studené muflové pece (4.3) a teplota se postupn® zviduje na te-
plotu 550 °C tak, aby se tato teplota doséhla béhem 2 hodin a pak
se papel spaluje po dobu 5 hiodin, Obsahuje-li po této dobe popel
terné uhlfkaté Edstice, po vychladnutd se zkropf asi 2 ml vody, vy-
sulf se v suldrné a dile so spaluje 1 hodinu,

K vychladiému popelu se pfidd 5 ml kyseliny chlorovodikové
(3.1), odpaf se na vodnf lizni (4.4) k suchu a vysuli 1 hodinu v su-
girné. Vychladly odparek se pomocl 15 ml kyseliny chlorovod{ko-
vé (3.4) & horké vody plevede do odmémé batiky na 100 ml a roz-
poultf se na ultrazvukové lizni (4.5) po dobu 30 minut ph teploté
cca 50°C, potom se obsah odmérné bafiky vytemperuje, doplal
vodou po znatku a promichd. Obsah odmémé bafiky s¢ filtruje
Mhmﬁmﬂhmmdupodiwwmﬁuﬂubr.pﬁhm!pmﬂ
podﬂﬁltritu{a.ﬂ 10 ml) se nepoudije.

Diéle se postupuje podle druhého odstavee &, 5.1,

§.2.2 Minerdlni krmiva

Do odméEmé bafiky na 100 ml se naviH asi 2 g zkufebntho vzor-
ku s phesnosti 0,001 g, stény se spldchnou vodou (asi 5 ml) a pfidd
se B0 ml kyseliny chlovovodikové (3.2) & 5 ml kyseliny dusitné
(3.5) a rozpousti se na ultrazvukové lizai (4.5) po dobu asi 30 mi-
nut phi teploté 50 °C. Po rozpulténi se obsah odmérné baiiky vy-
temperuje na laboratomf teploti a doplal chlorovodiko-

kyselinou
_ vou (3.2) a promichd. Obsah odméré baiiky se filtruje sthednd

filtrem do suché nddoby, pfitemE prvnd podil
ﬂm(d'-!ﬂ ml) Wm Diéle se postupuje podle druhého
odstavee £ 5.1,

6. Vipotet

my . F

X -

m

kde m, je kmmnmmknbﬂundpﬂmizmmbﬂkhmw-
jédFend v mg/1
m . . hmotnost naviky zkubebnfho vaorku v g
F ﬁmm&iﬁ

Visledkem mnowd_w aritmeticky pcrhminfsludmdmm
bEind provedenfch stanovend, “které splfiuji podminku opakova-
telnosti njljndh[iue_i plesnosti na celé mg/kg.

7, Opakovatelnost

Nebyla dosud stanovena

5. !‘nnﬁmty

81 mwwyvmwnmwmmm

sorpee a nékterfch rufivich vlivih v plameni. Nerufl mnochonésob-
né obsahy Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, 5i a W. Pro anal{zu v plameni ace-
tylen-vzduch se doporuéuje extrakee Co 2 prostted{ pH = 2—4 do
methylisobutylketon.

Obnahlmblltuwii.dl‘uljl vmg/kg (X) se vypolitd podle veorce: .

5.3 Stanoveni obsahu selenu

Tato metoda je uvedena v Official Methods of Analysis ADAC
986.15

* 1, Gtel & rozsak

Tato metoda q:eéiﬂhlja podminky pro stanovent selenu v krmi-
vech. -

2. Princip

" Ve vaorku se po rozkiadu kyselinon dusitaon v uzaviesdm sy-

mmmmummwwm
mﬂrluhydﬂdumutuhim

5.4 Stanoveni obsahu jédu
1. Uel  vozsah ¥

1 vedeny dvé metody stanoveni jodu v ixech — polaro-
 graic a ttrataf jodometrick. E= .

2. Princip
Gdkmrfobuhjddﬁumnﬁpommémlwﬂmhﬂuﬁd:

of v alkalickém prostfedi bromnanem metodou diferenénd pulmi
polarografie na visicl riufové kapkové elekirodé nebo po oxidaci

minditnmymmpnisﬁnmdusduﬁmamkd:jndidﬁnm
uvolnéng jod stanovi titracd thiosiranem draseingm,

3. Chemikdlie

Hydroxid draselng, alkoholick roztok, 10%, vidy erstvi
Hydroxid draselng, roztok ¢(KOH) = cca 0,01 mol/]
Kyselina sfrfvd, roziok o(H.SO,) = cca 0,5 mol/!
Kyselina strové, roztok c(H,50,) = cca 0,005 mol/l
Hydroxid sodaf, roztok o(NaOH) = cea § mol/1

3.6  Bromovd voda, nasyceny roztok, ne stardf 30 dnd

37  Bromnan sodn, roztok: SO ml hydroxidu sodného (3.5) se
smichi s 50 ml bromové vody (3.6)

PJ.S - Sifititan sodn§ bezvody, nw?mnnir.-
35  Zelatina, 0,25% roztok

3,10  Sifititan sodn§ s felatinou: Eﬂnﬂmmtunﬂﬂmuundrﬁ“
ho (3.8) se smichid s 50 ml roztoku felatiny (3.9). Plipravu-
je se vidy Gerstvy,

341 Jodid drasclng (KI), standard
3,111 Zékladof roztok j6du

i i A

PHprava: \-’ud.méméha.ﬁumlﬂﬂﬂmlummuﬁw'

750 ml vody 1,3082 g jodidu draselného (3.11), vytempe-
rnjnullboummnmu,duphiwdnupnm:prm
michi. :
1 ml tohoto roztoku obsahuje 1 mg jédu.

3.11.2 Pracovni roztok jédu

 PHiprava: Do odmérné bafiky na 100 mi se pipetuje 5,0 ml

=

S ls = T

s

(5, 14

*’”“.'E“E




zikladniho rozioku j6du {3.1L 1},dn~plul vodou pum.m.‘.tu
a promichd. <

1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,05 mg jédu.

Ethylalkohol, 96%

Manganistan draseln, nasyceny roztok

Chiorid amonng, roztok 10 g/1

_Hydroxid mdnj". mtok 40 g/l

Thiosiran sodny, odmbrnj roztok e(Na,S;0, . § H,0) =

312
343
ST
315

316
= (1,1 mol/l

Thiosiran sodny, odmémny§ roztok q‘Ha,S,'D; 5 Hﬂ:l} -
= 0,01 mol/] .

Indikdtor fenolftalein, ethannhckf roztok 0,1%

a7

= 3 mol/1
Jodid drauinf. krystalicky nabu roztok IW :#1 .
Skrobov§ indikétor

Phiprava: ¥ 10 ml vody se rozpusti 2,0 g chloridu sodného,

2 g rozpustného Skrobu a suspenze se vifje do 80 ml vody
. azamichén se ochladi. Uchoviivd se v chladnitce nienilf
po dobu 10 dni. .

4. Pristroje a pomilcky

4.1 Polarograf, vhodné konstrukee

4.2 Vodof lfze8 s teplotnf regulact

4.3 Muflové pec s rogulovatelnou toplotoi

" 5, Postup -
&1 Pﬂuﬂmﬂﬂélﬁhﬂ%,ﬂdu?mﬁﬂ )
5.1.1 Mineralizaco e

Doplaﬁuw&mutymn:ﬁﬁﬂ.hﬂﬂptuhbnﬂwm{d'

takové mnodstvi, aby se mnokstvi jédu pohybovalo v rozmesf 0,1
ak 0,4 mg) s phesnosti na 0,001 g, rozmichd se s 5 a 10 m] Serstvi
plipraveného alkoholického roztoku hydroxidu draselného (3.1}
Mno¥stvi roztokn hydroxidu draselndho musi bjt takové, aby byl
vzorck dokonale smoden a dobfe se promichal. Zkubebn! vzorek se
dokonale vysus{ na vodnf ldzni (4.2) phi teploté 90 a 95 °C (I&zedt
* nesmi vafit) asi 30 minut. Po vysuSeni veorku se platinovd miska se
zkuiebnim vzorkem umisti do studené muflové pece (4.3) a po-
- gvolna se spaluje pii teplot® 300 *C asi 30 minut, Poté se teplota
gvis na 520 °C a spaluje se jedtd 1 hodinu,

K vychladlému popelu se plidd 15 a? 20 ml horké vody, fidné se
promichd a pipadné kruty se rozeptou tytinkou a popel se nechd
neiterovat asi 30 minut. Viluh s nespélenym zbytkem se prevede
kvantitativnd do odmémé baiiky na 25 ml (objem minerplizétu Lz
upravit odpafenim na vodnf Lizni ph teploté 90 a2 95 °C v platino-
vé misce), po vytemperoviing na laboratorni teplotu se odmémd
bafika doplni vodou po znatku a promichd. Nespédleny zbytek se

nechd sedimentovat do druhého dne. Pro dalil postup se poulije |

‘pwza &irf mlnmllzl:.
5. LI Wmn!mi{‘eni

Do dvou vysokgich kdinek na 25 ml se pipetuje takové mnoZ-
sti mineralizfitu, ktcré obsahuje asi 0,03 a2 0,04 mg jodu a do jed-

Kyselina ehilorovodikové (h = 1,17 g.f:m’ roztok n(HCI} -

né kddinky se pfidd asi 0,6 a 0,8 ml pracoveiho roztoku j6du
(3.11.2) a objem v obou kidinkdch se upravi na 10 ml. Hodnota
pH v obou kidinkich se upravi (kontrola pH-metrem nebo na
vodn§ roztok methylové Eervent) pomoel roztoku (3.2, 3.3 nebo
mm'hud:_mu pH 6,3. Objem v obou kiidinkich se dpravi na
§ objem vodou podle spotfeby neutralizataich roztoki. Ob-
jem v obou kidinkdch musf bt vidy steing. Pak se pFidd do kaidé
kédinky 1 ml roztoku bromnanu sodného (3.7) a méchd se 2 5% 3
minuty, Pak s¢ plidé 1 ml rozioku sififitamy sodného (3.10) a po
pu'omtchiulsnmﬁnkp&wdudopdmgaﬁckénﬂqbky

thu:-pfmnvm!m mm‘tuu po 10 minutovém probubldvéni
dusfkem a michénf polarografickfm michadlem stanovuje obsahu
jodu metodou diferenéné pulmni polarografie na visicl Hutuvéhp
kové elekirodé,

modulaénf amplituda 50 mV

referenénf elektroda argentchloridovi

pomocnd : * platinovi

stabilizace kapky 2 minuty .

potenciil =800 az —1700 m"lf
Stejnym mhobc_m se promE&H slepy pokus,

522 Jodometické sanovent o v premiech

521 Hhuﬂhmﬂ:ukhn&amupmndapndlcpmupu
5Ll

Pupﬂulmmpl‘ﬂ\'oﬁhtmwdw kédinky na
250 ml a povaf se. V{luh se zfiltruje pfes stredné husty papirov§
filtr do 250 ml kédinky a filtr se dikladn® promyje horkou vodou,
Filtriit se zneutralizaje roztokem kyseliny chlorovodfkové (3.19)
na indikdtor fenolftalein (3.18) a potom zalkalizuje roztokem hy-
droxidu sodného (3,15). K takto upravenému filtrdtu se pFdd 1 uk
2 ml roztoku manganistanu draselného (3.13) (poendmka 8.2)
a jedté 0,5 ml navic. Roztok se vaff po phidéni varnfch kulitek 5
mmuLMmsaphdﬂilmlclhﬂﬂkbhﬂu{S 12) & digeruje s na
vodni ldzni af do vysrifeni kyshitniku manganititého. Roztok se
diltruje do titralal bafiky (pozndmka 8.3), zbytek na filtru se pro-
myje 3krit 2 ml horkého roztoku chloridu amonného (3.14), Po
ochlazenl se phidaji 2 g jodidu draselného (3.20), 20 m! kyseliny
chlorovodikové (3.19) a titruje se odmérnym thiosiranu sodného
(pozndmka 8.4) na Ekrobovy indikitor (pozndmka 8.5).

6. Vipotet
6.1 Polarografické stanoveaf :
Obsah j6du vyjédtens ¥ mg/kg (X) se vypoldtd podle vzorce -

Cim - Hy. V. Ve

A=
{HS Hl'h FP

kde Hy 'pﬁn.wﬂmmmmm
¥ mm

Hg vyika polarografického plku tkudebnto veorku po
plidavku standardu v mm

Ve objem phdaného standardu v ml

Cerp koncentrace standardu v mg/1

¥ pipetovany objem mineralizitu do polarografické
nédobky v ml

v konetny objem mineralizdtu v ml

m hmotnost zkufebafho vaorku v g -

Visledek je aritmetick§ primir dvou paralelnich stanovent, kic-
E :pl;ﬁhmﬁnu opakovatelnosti a vyjadhuje se s phmn'.l na
m



—

=

 clomenty

6.2 Titratnf jodometrické stanoven{ 2. Princip

Obsah jédu vyjidieny v mg/kg (Y) se vypolita z mnolstvi spo- Priméry inhibitnich resp. stimulatnich adn.:vmi.k.lym pti stano-
tiebovaného odmérného rozioku thiosirany sodného podle ndsle-  ven! dopliikovfich Idtek diften plotnovou metodou; se méH po-

dujlcfch vatahi: moci odpichovitka s pfesnosti nejméné na 0,1 mm,

1 ml 0,1 mol/] thiosiranu sodného (3.16) odpovidd 2,77 mg KI

1 ml 0,1 mol/1 thiosiranu sodného (3.16) odpovidd 2,50 mg Nal Ze souboru takto ziskangch hodnot se vypobitd aritmeticky pri-

nebo : ' ; ‘ mér pro kakdou koncentraci zkoudeného vzorku i standardu,

1 ml 0,1 mol/] thiosfranu sodného (3.16) odpovida 2,12 mg L. '

: 3, Vipotet

7. Opakovatelnost . :
. . Z priméru délek z6n odmilenfch odpichovitkem se vypolitd
Nebyla dosud stanovena . ; aritmeticky primér pro kafdou koncentraci zkoubeného vzorku

- i standardu tj, prﬁm&mﬁ hodnoty.
B, Pomdmky ;

Zmﬂﬂumﬁuwﬁinnlﬁmﬁnﬁ:ﬂhﬁnwd&umm
8.1 PH obekévaném ohmhujﬂdu do 100 mg/kg scvoﬁ naviitka Mhnmhavyﬁﬁlmﬁpn&méméhﬂdnm}rdﬂkymnm
vzorku 10 g a pfiddvd'se 5 ml roxtoku hydroxidu draselného. P dunwpo&’liparmﬂrm
ofekivaném obsahu jodu od 100 do 1000 mg/kg se navaiuje 5 g
vezorku a phiddvi 10 ml hydroxidu draselného. Pfi obckivaném ob-

sahu j6du nad 1000 mg/kg se navaZuje 1 g vzorku a plidévé 10 ml Ve=(h+ V)-S5
hydmududmﬂnéhn ‘ -

" Pokud vaorek neobsahuje 24dng urganlckf ka0 b, PR BedBet 2 : 1 Ve(ht W)= (5 +8)
e o rofunt gl ol | ph fedéni 4 ; 1 Vo (Ve t V)= (Se+ 5))

8.2 MnoZstvi m[;pganlﬂmu dn;elnéhu musi bit takové, aby se ; . "

zoxidoval veikery jodid draselny na jodifnan. Zbarveni tnnr.bé Z.u soultn roedflh By Erné

pro manganisian drasclng mus{ vydrict minimdlnd 1,5 minuty, 0k no ‘vrorku 8 i | Tuﬁi:;ﬁ:émé ﬁﬁ; iﬂﬁ o
v pifpad, %o se objevi zabarveni typické pro kyslitnik manganiti- Mnﬁnrduwwpuﬂléplumm(w}

tf, je potfebné vt mnodstvi pliddvaného manganistanu drasel- )
ného. phi Fedénf 2 : 1 W (¥, = V) + (S, ~ 8))
8.3 Filtrdt musf bjt &irf, zékal sviddf o pHtomnosti kyslitnfku . L -
manganititého, Ker§ zvyiuje visledek stanovent R S
8.4 PH obsahu jédu do 100 mg/kg se titruje odmErnfm roztokem : ;
thiosfranu sodného (3.17), pki obsahu nad 100 mg/kg odmérafm FPRRRL T AN PREE a7 3 R
roztokem thiosiranu sodného (3.16). . a) phifedénf2: 1 X, = anti \og M, 2 -

8.5 Roztok skrobu je nutné pfidat a% tésné pred koncem titrace.

= §)

. p kde . My=12+ (D,Eﬂl i -%)
6.1 Stanoveni obsahu oxidu kfemititého '
kde X, je tGéinnostv % phi fedéni2: 1

Mﬂodapuvedma?mdodiukmehMMHﬂu COV,W  parametry vypoltenté pH fednf 2 1
zl:ouht[kpiﬂmé.gwhlﬁkgEZﬂJ’lﬂ%Sb &st 7. Makro-  ° ;

\ . _ b)plitedinid: 1 X, = and log M,
6.2 Stanovenf obsahu oxidu hinitého Yo

Metoda je uvedena v metodickfeh postupech laboratomiho

ﬂ:;tpfmuumlmyuunmsm Hﬂmm - v%;ﬁmam ]

V.W mmmuw&mﬁpﬂhdﬁnu 1.

el 3]

i

7.1 Vyhodnocovinf a vipotet visledki stanovenf . Obsah dopifikové litky (dtinnost) v mg/kg X se vypotiié
doplikovfch litek dilznf plotnovou metodou voree: g : Slade i ia aas

1. Uhllm:ul ' bX.

Xm ——=
i . 100
Tato metoda uvid a specifikuje uzanénd zivazny zpisob pro
vyhodnocovini a vipodet visledki pfi stanoveni obsahu doplfiko-

?f‘thiﬁtﬂk?prmrzaduhmnjthmidchplotnmudlﬁ:nﬂma- kde b je predpokiédani Glinnost v mg/kg
X, aritmetick§ primér X, a X,
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8.1 Stanoveni ethoxychinu
Tato metoda je phekladem z LUFA & 15.2.1

1. Ukel n rozsah _
Tato metoda specifikuje. podminky pro stanovenf ethoxychinu

(1,2-dihydro-6-ethoxy-2,2,4-trimethylchinolin) v krmivech.

2. Princip

‘jeuwmrkuumhoﬁnmolhyhtkuhohmuhkmt
nf podil extraktu je po Zfedéni vodou reextrahoviin do petrolethe-
ru a ethoxychin je stanoven fluorimetricky,

3, Chemikilic . Ly

3.1 Methylalkohol (pozndmka 8.1) :

3.2 Petrolether, frakee s bodem varu 40 % 60 °C (pozndmbka 8.1)

3.3 Chlorid sodng (krystalicks forma) :

3.4 Siran chininu — referentnf roztok, 0,1 mg/ml v roztoka kyse-
liny sirové ¢(H,S0,) = 0,05 mol/1

PHiprava: Do odmémé bafiky na 1 000 ml s odviﬂﬂ,lmgl{-

ranu chininu, pfedem vysuleného pH teploté 120 °C po dobu
3 hiodin & ochlazeného v exsikitoru, rozpusti se v 0,05 mol/]

rozioku kyseliny sirové, dopinf touté po ryskn a promichi.
3.5 Ethoxychin, standardnf substance
3.6 Ethoxychin, zdkladnf standardnf roztok
: Do odmémé bafiky na 100 ml se odvaH plesnd
IMOmEmMudﬂwbmnwﬂhoxydﬂnuﬂS).mpmﬁw
fpﬂmh&wu{il},dophﬁﬁm&poqﬁupmmkhtlml
kladnfho standardniho rozioku obsahuje 1,0 mg
: ethntyttdnu.

3.7 Ethoxychin, pracovnf ﬂmdﬂdrdmml:
Pliprava: Do odmérné baitky na 100 m! se odpipetuje § mi zd-
H;dnﬂlumdurdnlhnmnukuuhuwdmu{lﬁ},ﬁophlw
troletherem (3.2) po rysku & promichi.
1 ml tohoto pm:o\rnlln standardnfho roztoku t.moxychhu
obsahuje 50 umbnqm

‘4, Piistroje a pomicky
4.1 Spekirdlni fluorimetr (spektrofotometr s fluorescentnim zafi-

zenim) s pHsludenstvim (kfemenné kyvety 10 mm)

43 Vata skelod

5. Postup
5.1 Sestrojeaf kalibrantho grafo

5.1.1 Do odmérné baitky na 100 ml se odpipetuje plesné 5,0 m!

pracovnfho standardniho roztoku ethoxychinu (3.7), dopini po
rysku petroletherem (3.2) a promfchd (kalibranf roxtok A). Z to-
hoto roztoku se odpipetuje do odmémé bafiky na 20 ml plesné
10,0 m! (kalibraéni roztok B) a do odmémé badky na 25 ml s od-
pipetuje plesnk 5,0 ml (kalibralnf roztok C), ka¥d4 z téchto bangk
mduphtpmﬂaﬁm(ﬁi}puqﬂu:pmnﬂ&iﬁmmw
nf roztoky odpovidaji koncentracim ethoxychinug, A = 2.5 pg/mi,
B= 1,25 pg/ml a C = 0,50 pg/ml,

5.1,2 Spektrélnf fluorimetr (4,1) s kyvetou naplnénou petrolethe-
rem (3.2) se nastavi na nulovou hodnotu a s kyveton naploénou re-
ferenénim roztokem (3.4) se nastavl na hodnotu 100, MEH se fluo-
rescence kalibrafnfch roztoki (A + B + C), resp. roztoku shoule-
nﬂmvmrkupﬁﬂnmédﬁlwbuuuﬂﬁhmlﬂmﬁdﬂwmﬂw
460 nm.

513 an.m!!lmf'&lbndmt llﬂﬁtbmdaﬁn udpo%du k{m—
centracl se mﬁnﬂluhmwug'nmmu v 1 ml

s:wmmm

Dntidmhrvhodnéhnduununodr&ﬁpﬁmﬂ:m,ﬂ;jmnﬁ
mletého zkulébnfho vzorku, plidd se 50 ml methylalkoholu (3.1),
promichd a ponechd asi 10 minut ustdt. Potom se roztok s pevnfm
podilem dekantuje phes skelnou vatu (4.2) a filtrdt se jimd do od-
mémé badiky na 250 ml. Zbytek v kildince s jekud 2krét promyje
dekantaci 50 ml methylalkoholu (3,1) opét do sitjné odmEmé
baiiky, tato se dopinf methylalkoholem (3.1) po rysks a promich.

Dndbﬁdnﬂwkru!&ﬂmlwudplpmjeﬂmﬁpmﬂ!&ml
extraktu, ptidd 100 ml vody & dobfe promichd, Pofom se pFidd
50 ml petroletheru (3.2) a uzaviend délicl ndlevka se asi 1 minutu
mimné protiepivd. Po rozddeni fizi (poznimka 8.2) se spodni
vodnd vrstva do kédinky. extrakt se pheve-
de do druhé délici nilevky a do prvof dilfcl ndlevky se plevede
vodnd vrstva z kedinky. Tato vodnd vrstva se mmovu extrahuje
5 25 ml petroletheru (3.2) a po rozdélend s spodnf vodnd vrstva
odpusti a dile se nepoutije. Ke spojenym petroletherovim extrak-
tam se phidd 50 ml vody 2 po uzavieni se délicl nélevka lehes pro-
tfepe. Po oddélenf se spodnf vodnd vrstva odpusti a dile se nepo-
udje. Petroletherovy extrakt se phevede do odmémé baiky na
1mmmnmp«mmsz]pam:pmm¢
Dile se postupuje podle 5.1.2. . -

Koncentrace ethoxychinu se zjisti z kalibratniho grafu.

6. Vepolet a vyjédient vsledkn
Obsah ethoxyching v mg/kg (X) s¢ vypolitd podie vzorce:

100.C
m'

X

kde C je kmmnmﬂhnlyﬁinuﬂlhhithlbmhihum
v ug/ml
m alikvotal podfl naviiky zkudebniho veorku v
sném dodrienf postupu = 1) E{Phph-

Vjﬂaﬂhwmmnljuﬁmaﬂnkfprhm&vﬂndkddmm
btint provedenfich stanoveni, kieré spliiuji podminku opakova-
telnosti a vyjadhuje se s phesnosti na celé mg/kg.

T Dpﬁmlﬂlﬂﬂ

Nebyla dosud stanovena.

8. Pondmky

8.1 Methylalkohol a petrolether jsou nebezpetnfmi hoFlavinami
Lttidy, methylalkohol je navic nebezpetngm jedem, proto pi jaké-
koli manipulaci s témito jo nuiné zachovivat bezpeEnosini pravid-
la.

8.2 Je-li k dispozici materidl bez detekovatelnéhio obsahu ethoxy-
chinu, potom je Iépe provést kalibraci s pouitim tohoto materidlu.
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K tomu se plipravi modelové vzorky s obsshy 0 a2 250 pg ethoxy-
chinu v 1.g vzorku a postupuje se podle 5.2,

Sestrojenf kalibratniho grafu podle 5.1 se poukivi zviilid phi
kontrole technologie a visledky se pohybujf v pfesnosti 97 aZ
98 %. Nad obsah 100 mg/kg se-poukivd tento zplsob vihradné.

8.2 Stanoveni obsahu BHA, BHT, galiti

Tato metoda je uvedena v Journal of the Association of Official
Analytical Chemists (Vol. 66, No. 3, 1983)

1. Utel a rozsah

Tato metoda spbdﬂi‘.ujc podminky pro stanoveni BH&,.BH'II'.
galdtii v tucich, . .

Pro iely této metody se poutivi tato definice:

BHA, BHT, galéty jsou antioxidanty, BHA je chemicky 2,(nebo

3)butyl-d-hydroxyanisol, BHT 2,6-di-terc.butyl-4-methylfenol,

%wﬁ CyHyuOy, oktylgalét CyH;,0y propylgaldt
1 [ bt

2. Princip

".-"mﬁk mmapmﬁvmt;lﬂl-lﬁ. Bm,gﬁlqummhujr
acetonitrilem, Roztok po zakoncentrovini se nafedi isopropano-
lem a dévkuje se do inného kapalinového chromatografu

. (d4le jen HPLC) s poulitim UV detekee phi 280 nm.

9.1 Stanoveni kapsatinu v paprice
Tato metoda je pieklad z LUFA &, 1221

1. Utel a rozsah’

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni celkového ob-
sahu barviva vyjfdFeného jako kapsatin, prevaZujictho barviva pa-
i : . '

2. princip

K:puﬂnlumnm'{pumimkdmn;ubem:mmzpunbempn-
dle Benedikia spektrofotometricky. -

Ia.l:h!nﬂr.llln

3.1 Benzen (pozndmbka 8.1)

4. Pifstroje a pomcky

4.1 Spektrofotometr nebo fotokolorimetr vhodné konstrukee pro
métenf ph vinové délce 496 nm s pHslulenstvim (kyvety op-
“tické délky 10 mm)-

4,2 Trepatka vhodné konstrukee
4.3 Subfirna laboratornf pro teploty do 70 °C
4.4 Odstfedivka vhodné konstrukee

5, Postup

Mal& mnodstvf rozemletého zhutebniho vzorku (papriky) se sulf
v tenké vrstvé v sulirné (4.3) pHi 65 aZ 70 *C po dobu 2 hodin ana
laboratornf teplotu se ochladi v exsikitoru. Z tohoto
vzorku se odvid asi 0,25 g s pfesnosti nejméné na 0,001 g do ku-
elové bafiky na 100 ml, pkidd se phesn® 50,0 ml benzenu (3.1)
& na thepadce (4.2) se vytfepdvd 30 minut. Potom se nechd ustdt,
popt. odstfeds (4.4), a po usazenf pevného podilu se z Sirého ex-
traktu nebo supernatantu se odpipetuje plesné 5,0 ml do odmEmé
baiiky na 50 ml, doplni benzenem (3.1) po rysku a promichd. Ab-
sorbance extrakiu se miH na spektrofotométra (4.1) v 10 mm ky-
vetd proti benzenu (3,1) pfi vinové délce 496 nm (pozndmka 8.2).

6. Vipotet a vyjidfent visledkn

Obsah celkového obsahu barviva, vyjédfeného jako kapsatin
v g/kg (X) se vypolitd podle vzoree:

X=20.C
Kde Cje koncentrace iiénd  tabulky &1

Vsledkem stanovenf je aritmetick§ primér visledkd dvou sou-
béing provedenych stanoveni, kieré spliuji podminku opakova-

telnosti a vyjadfuje se s pfesnosti na 0,1 g/kg.
Tabulka &1
&
Absorbance (k) Koncentrace kapsatinu k/C
v mg/ 100 m}

0,2 0,101 - 1,98

03 0,153 1,96

0,4 - 0,205 1,95
0.5 0,257° 1,95

0,6 2 0310 . 1,94

0,7 : 0,363 ' 1,93

08 : ) 0,416 3 1,92

09 25 0,469 1,92

1,0 0,522 : 1,92

: o " 0,575 " 1,92

7. Opakovatelnost

Nebyla dosud stanovena.

8, Pomdmky

. 8.1 Benzen je nebezpetnou hoHavinou L. tHdy, proto phi jakékoli

manipulaci s nim je nutno zachovdvat bezpetnostal pravidia,

8.2 Modifikaci tét0 metody (André) se lze vyhnout méfenl ve
strmié Esti absorpénd kiivky (496 nm) a-méH se absorbance v iso-
bestickém bodu karotenoidu papriky pli vinové délce 477 nm. V-
sledky se pak-potitaji s ohledem na specifickou absorbanci kapsa-
tinu v benzenu A, o= = 1826 a spektrofotometr se kalibruje po-
dle Basslera navehenym roztokem chloridu kobaltnatého a dvoj-
chromany draselncho: 2

Ve 100 ml odmémé bafice se rozpusti 1,3500 g hexahydrétu
chloridu kobaltnatého (CoCl, . 6 H,0) a 0,0125 g dvojchromanu
draselného (K,Cr;0;) v 5% kyseling sfrové, doplaf toutéZ po rys-
ku a promichd. Absorbance tohoto kalibrafntho roztoku se meEH
pfi vinové délce 477 nm proti 5% kyseling sfrové v 10 mm kyve-

T e
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kde A je naméFend absorbance kalibratnfho roztoku

Timto Mmrcm se visledky stanoveni ndsobi. 'fatn modifikace
viak vykazuje pondkud vyEH visledky proti nemodifikované meto-
dé. i 7 :

9.2 Stanoveni obsahu nativnl.'ch a pHdallfth
karotenoidi

Tato metoda je preklad z LUFA & 12.3.1

1, Utel g rozsah
Jsou uvedeny dvé metody. Jedna z nich (A) specifikujé podmin-
citranaxantinu

- ky pro stanovenf esterd kyseliny apo-karotinové,

a kantuanhnu, drulii (B) specifikuje podminky pro stanoveni Iul-
*rotent, w&t«j:h xantofyld, luteinu a zeaxantinu., -

% Prlndp

Metoda A:,

Vaorek jc-ﬁermnm-dn & extrahoviin chloroformem. V_tomto
extraktu jsou obsafeny estery kyseliny apo-karotinové, citrana-
xantin a kantaxantin, Extrakt pro stanoveni karotend, esterl kyse-

liny apo-karotinové a citranaxantinu je reextrahovin do hexanu

a délenfm na sloupci oxidu hlinitého jsou ziskény frakee estend ky-
seliny apo-karotinové (1) a citranazantinu (IT), v nichd se estery ky-
seliny apo-karotinové a citranaxantin stanovi spektrofotometric-
ky. Karotenovi frakce se nupouﬂén.

Pro stanoveni kantaxantinu v samotnfch krmivech se chlorofor-
movy extrakt zmfdelfiuje a na sloupei oxidu hlinitého se oddili pd
karoten, Zbjvajici pHtomné katotenoidy jsou oddéleny pomoci
chromatografie na tenké vrstvé (déle jen ,,TLC") a kantaxantin je
ftanoven spektrofotometricky.

Metoda B:

Vzorek je po zmfdelnéni extrahovin diethyletherem, alikvotni
Eist extraktu je reextrahovéina do hexanu a na sloupei oxidu hlini-
tého je rozdilena do dvou frakel.

Frakee 1 obsahuje alfa, beta lgmmutmy.kmréummﬂ
pﬂmunpekuufmummﬂ}r

Maziﬁ‘aku obsahujicl &istebnd qu.' kyseliny apo-karotinove

smmhhumnmntinacdﬂnuepouﬂjn.

Frakee 11 obsahuje kantaxantin, veskeré xantofily, lutein a zea-
xantin. V této frakei se nejprve spektrofotometricky zm&H karote-
ny a nekorigované xantofyly, pak se alikvotnf &dst této frakee ex-
trahuje hexanem a po oddéleni s Hyflo-supergelem nebo s Dicalit-
-magnesicm s¢ stanovi- lutein a zeaxantin spekirofotometricky.
U celkovch santofyli se provede korekee.

3. Chemikilie

3.1 Pepsin (napf. od fy Siegiried, Zofingen, Swiss & kat.
226780)

32 IT’rjpm aktivity 1: 39!1,0!’4!’11{“;& ‘od fy Serva, Heidel-
berg & kat. 31855)

33 Fermentalnf smis

Ptiprava: 5 g pepsinu (3. l}ligtqrgnnutﬂi}wmmm
né rozete v thec misce a promichd,

3.4 Amoniak, zhedéng (1 + 1) ;
3.5 Kyselina chlorovodikovd 37% . zfedind (1.+ 1)
3.6 Chloroform '
3.7 Siran sodng, vyihang

8

38 n-Hexan (poznfmka 8.1)

3.9 Ouxid hlinity 12-% deaktivovany

Phprava: Oxid hiinit§ neutrdlnf (aktivity 1) se vyih ph -
750 *C asi 2 a 3 hod., ochladi v exsikdtoru. Prer poutitim so
pmﬂepcsl?.%mdytphmdudomﬂmén doby

310 lehyleﬂm‘[ﬁﬂ}zﬁvhulmﬂﬂ][pnmﬁnh&l}

Phprava: Do odmérné baiky na 1000 mlmodpipctule
Eﬂnﬂdie&Erlaiham{S 22), dopin{ n-hexanem (3. B}purysku
apmrmf-m

3.11 Diethylether 5 % v hexanu (poznfmka 8. 1)

Dondm&mébnﬁk_fnllﬂﬂﬂnﬂn

odpipetuje
Sllmldiacli::.rlﬂrlhuru{s IZ].dopInIn bﬂunnm{ﬂ.&}purystu
& promichid. X

312 Dmhﬂuhm'm%vhunnu(pmﬁmhs 1)

Piprava: Doodmﬁmﬁbu.ﬁkr na 1000 mlseodpip-ﬂuje
100 ml diethylethera (3.22), dopln{ n-hmm(& 8) po rys-
ku a promichd,

3.13 Chloroform (3.4) — aceton (3.30), smls (1+ 1]

3.14 Cyklohexan (poznfmka 8.1) .
3.15 Deska pro na tenké vrstvé (TLC) s vrstvou si-
kagelu 60 F254, sfla vrstvy 0,25 mm

3,16 Citranaxantin (pro kvalitatival pmﬂt:[ jako okrajov§ stan-
dard pro TLC)

Phiprava: Doodm&uéhaﬁk]rn_amnﬁmodvﬁsmmg
10 % koncentriétu citranaxantinu (komerénf virobek), phi-
dajf se 2 ml ztediného amoniaku (3.4), na Spitku noZe fer-
mentatnl smési {3.3), bafika se promichd a umfstf pa 10 mi-
nut na vodnf lizeh (4.4) vytemperovanou na 50°C, Po o
chlazeni se ptidd 25 m! chloroformu (3.6), baiika se uzavie,
vioH na ifepathu (4,2) a vythepdvi se po dobu 30 minut. Pak
s¢ doplnf chloroformem (3.6) po rysku, promichd a filtruje
_suchfm stfednt hustém filtcem do suché kédinky a prvnd po-
dil filtrfitu se nezachycuje. Z filiritu se odpipetuje 5 ml do
odmérné bafiky na 50 ml, dﬂphﬂchhrdnmim{ﬂﬁ]pnm
ku a promich,

Tento roztok obsahuje 100 pg citranaxantinu v 1 ml.

3.17 Kantaxantin (pro kvalitativni poutit jako okrajovy standard
pro TLC)

PHprava: shodnd s 3.16 — uwﬁh z 10 % koncentrétu un-
taxantinu.

1 ml roztoku obsahuje 100 pg kantaxantinu,

3.18 Ethylalkohol bezvody (poznfimka 8.1)
3.19 Hydroxid draselng, roztok 50 g/100 ml
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3.20 Petrolether, frakee o bodu vara 40—60 °C (poznémka 8.1)
3.21 Hydrochinon pevn§

3.22 Diethylether peroxidii prost§ (pozndmka 8.1)

3.23 Voda destilovand, nasycend dicthyletherem

PHiprava: Asi 200 ml dmh}rlelhem (3.22) se v délici ndlevee
vytfepivd po dobu asi 2 minut se 700 ml destilované vody
a spodnf féze se poutije k analjze.

3.24 Oxid hofetnaty pro chromatografii (napf. Servi)
3.25 Hyflo-super-gel nebo Dicalit
3.26 Aceton 10 % v hexanu (poznfimka 8.1)

Piprava: Do odméné baftky na 1 000 ml se odméH 100 ml
. acetonu (3.30), doplni po rysku n-hexanem (3.8) a promi-
ché, '

3.27 Aceton 20 % v hexanu (poznimka 8.1)

PHpms,. Do odmérné bafiky na 1 000 mi se odm&H 200 ml
+ acetonu (3.30), doplnf po rysku u—hcum {3.8) a promi-
chi.

3.28 Amm&l}%vhﬁxmu(pmnﬁmhﬂ 1)

PHprava: Doodm&méhaﬂkynllmﬂmluﬂdm!ﬁmﬂml
acetonu (3.30), doplnf po rysku n- ]:mnnm {3.8) a promi-
ché.

3,29 Wm&d}cbhmmhan-hmu—diﬂhyh&u (d+4+12)

3.30 Aceton (pozndmka 8.1)
331 Ethylalkohol-benzen, smés (1 + 1) (poznfmka 8.1)
3,32 Dusfk

4. Pristroje a punﬁackj _
M’ Spekirofotometr registraéni s pHsluienstvim (k}rveqr
ké délce 10 mm)

4.2 * Tiepatka vhodné konstrukce -
4.3 Odparka rotatoi
4.4 Lézeh vodnl s termostatem

4.5 Tmhmmmmamgmﬁukﬁ,dﬁlhﬂmmm,pﬂmérmmm

: svﬁa&nﬂuw&m fﬂmulvypmkécﬁm kohoutem
4.6 Kelimek filtratnf o porozité 4 (S)
4,7 Zatizenf pro filtraci za snifeného tlakn
48 " Odstiedivka laboratorni
49 - Chladit zpitny, vodaf o zébrusem
4.10 Vata obvazov

4.11 Baiiky odpafovacf s kulatym dnem a zdbrusem, obsahu
lm}ll,zﬁﬂal_.ﬂﬂ‘mlnmzﬂimﬂmpmpﬂmdplynu

413 Mikroddvkovad

4,14 L¥itka mald a tizkd

5. Postup

5.1 Metoda A — — stanovenf esterd kynehny npo-kamumé,m
naxantinu a l:anmmunu

Do odpafovacf baitky (4.12) na 1000 ml se odvéH takové
mno¥stvi zkulebniho vzorku, aby s ohledem na deklarovany obsah
obsahovalo asi 25 aZ 300 pg esterd kyseliny apo-karotinové, citra-
naxanting nebo kantaxantinu, pfidd se 100 ml vody, na Spitku no-
o fermentaini smés (3.3) a 3 ml zledéného amoniaku (3.4). Po
promichinf se bafika umist na odparku (4.3) a ponechd pH mir-
nfich otéEkich ve vodnf lizni {4.4) vytemperované na 50 °C po do-
b 30 minut. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se pHdévd zhedé-
né kyselina chiorovodikové (3.5), ak smés doséhne pH = 3 (pH
papirek). Dile se pfidd presné 200 ml chloroformu (3.6) (Vy),

. bafika se zazitkuje a po dobu 30 minut se vytfepdvi na tfepatce

(4.2). Cést této smési se pak odstfedi na odstfedives (4.8), vodnd
fize se opatrnd odsaje a dile nepouije, chloroformovd fize (ali-
kvotni podil) se filtruje sthednd hustgm filtrem, napladafm sioa-
nem sodngm (3.7) do suché kddinky, pfitem prvni podil filtritu
se nezachycuje.

5.1.1 Pro stanovenf esterd kyseliny apo-karotinové a citranaxan-
tinu s¢ odpipeiuje pfesny alikvotnf podil filtrétu chloroformového
extraktu, kter§ obsahuje asi 6.a% 50 pg karotenoidd (V;) (napf.
25 ml) do odpatovaci bafiky (4,12) na 250 ml, tato se umfsti na od-
parku (4.3) a pod phivodem dusfku (3.32) se obsah odpai do su-
cha. Odparek se rozpusii v 5,0 ml n-hexanu (3.8).

Chromatografick§ sloupee so pFipravi tak, #e chromatografickd
trubice (4.5) se umfst{ ve vertikdln poloze, na vipusinf uzdvér se
vioH smotek vaty (4.10), trubice se napini n-hexanem (3.8) a do nf
se plevede takové mnodstvl deaktivovaného oxidu hlinitého (3.9),
uhysedimmmmlnwvﬂmmﬂﬂmﬂnmupatodwﬂﬂ
k vrcholu sloupee oxidu hlinitého,

Na takto pfipraveny sloupec sc pl‘.'cvndu n:lj‘ hexanovy exiraki
vzorku, pfitemZ bafika, ve kieré byl extrak, se nejménE 4krdt vy-
plichne po 10 ml n-hexanu (3.8) a viplach se vidy phevede rovndl
na sloupee: Ze spodu vyiékajicl kapalina (hexan) se dile pro sti-
noveni nepoukije. Potom se na sloupec pfevede asi Skt po 10 ml
2% diethyletheru v hexanu (3.10), pritok se jimé do odpatovacl
baiky (4.12) na 250 ml, &m2 s¢ citranaxantin a kantaxantin v bor-
nf &sti sloupee pomalu rozdiluje, zatimeo estery kyseliny apo-ka-
rotinové postupuji sloupcem doli. Nynf se na sloupec plevede
Skrét po 10 ml 5% diethyletheru v hexanu (3.11). Protode estery
kyscliny @po-karotinové musi byt kvantitativné alum'i.ny,
k temut 50 ml 5% diethyletheru v hexanu nékdy nedostatuje, je
nutno postup eluce vizudlng kontrolovat, V phipadé, ke eluce este-
ril kyseliny apo-karotinové nenf u konce, pHdavky po10 ml 5%
diethylethern v hexanu (3.11) se o ak se tak stanc. Pritok se
jimd do stéle stejné baiiky (Frakce I), obsahujict kvantitativng este-
ry kyseliny Ipo-hmﬂm »

Potom s¢ pod sloupec pudsmﬂdalﬁodpummbeﬁnu 12)
na 250 ml, fia sloupe se previd{ Skrdt po 10 ml 10% diethylethe-
mvlmmu(s 12}aﬁmﬁmdtranamﬁn(ﬁamm

Frakce 1 s¢ na odparce (4.3) a vodni lzni (4.4), vytemperované
na 50 °C pod plivodem dusfku (3.32) odpafi do sucha a odparck
s¢ ihned rozpusti v pfesné 0,5 ml chloroformu (3.6) (V,), plidd se
phesné 50,0 ml cyklohexanu (3.14) (V). PH navdce vrorku obsa-
hujfcf 25 a% 100 ug esterd kyseliny apo-karotinové se pfidd jen
10,0 ml (V). Po rozpudténi a promfchéni se méH na spekirofoto-

‘mettu (4.1) od 600 do 400 nm v 10 mm kyvetich proti cyklohexa-

nu (3.14) jako slepému pokusu.
Maximum absorbance mé bt u 446 nm.

512 Fnkmﬂwmmﬁnmuﬁhnpnﬁupuapodnﬂmkpku
Frakee I (viz 5.1.1) odpafi do sucha, odparek se rozpusti v plesn?
0,5 ml chloroformu (3.6) (V,), pfidd se plesnd 50,0 ml hexanu
(3.8) (V4), PH naviEce veorku obsahujici 25 ak 100 ug cltranaxan-
tinu se pfidé jen 10,0 ml (V). P6 rozpustiéni a promichin( se meH
koncentrace citranaxanting na spektrofotometru (4.1) v 10 mm
kyvetéch od 600 do 400 nm proti hexanu (3.8) jako slepému po-
kusu.

T

T s

.ﬁ__.
&



Maximum absorbance méd byt u 468 nm.

5.1.3 Pro stanoveni kantaxantinu s odebere ptesny alikvotni po-
dil filtritu wskaného podle 5.1, kierf obsahuje asi 6 ak p50 g kan-
taxantinu (Vy) (napt. 25 ml) do odpafovaci bafiky (4.12) na
250 ml, tato se umistf na odparku (4.3) a obsah se pod pHvodem
dusfku (3.32) odpal{ do sucha, Odparek se rozpust{ v 60 ml ethy-
lalkoholu (3.18), pfidé se 10 ml roztoku hydroxidu draselného
(3.19), 10 ml petroletheru (3.20), na #pitku noke hydrochinonu
(3.21) a po promichdni se zahfivé pod zpétngm chlddidem (4.9) na
voduoi lizni (4.4) pfi teploté 70 aZ 80 °C po dobu 30 minut. Obsah
bafiky se po vychladnutl pfevede do délici ndlevky, bafika se vy-
plichne 100 ml diethyletheru (3.22) a viplach sc plevidi rovnéz
do téde délicl ndlevky. Smés s opatrn® promichd s diethylethero-
vou fied, plitemE pled viastnf extrakef je nutno dilicl ndlevku né-
kolikedt odveduinil. Kdy? ji2 nevenikd pfetlak délief ndlevkou se
silnd protepe. Po iiplném oddélenf {4zl se spodnf vodné fize od-
pust! do druhé délici ndlevky a znovu se ptidd do ni 100 ml diethyl-
eétheru (3.22), extrakee se opakuje, jak vife uvedeno a pak jebtd
jednow., Vodni fize se potom odpusti a dile se nepoudije, -

'D:elh:.rlemermré fiize se spojf a nﬁmnmi 3krit promyji vidy po
104 ml vody do neutriln{ renkece (pH papirek). Potom se diethyl-
etherovy extrakt pfevede do odpatovacd baiiky (4.12) na 250 ml,
tato se umisti na odparku (4.3) a obsah se odpafi za pHivodu dusi-
ku (3.32) pfi teploté 30°C do sucha, Odparck se mtpustf
vpl‘unéﬂﬁmln -hexanu (3.8).

mmmuomﬂelfr sloupec se pHpnv-I stejné, jak je uvedeno
v 5.1.1, na sloupec se pfevede celf hexanovy extrakt veorku, phi-
Eemd baiika, ve které byl rozpultén odparek, se 4krdt vypléchne po
10 ml n=hexanu (3.8) a viplach se vidy plevede na sloupec. Ze
spodu vytékajicl kapalina (hexan) se dile pro stanovend nepoutije.
Potom s& na-sloupec phevede Skrit po 10 ml smési chloroform-
aceton (3.13) a eludt se jimd do odpatovacl bafiky (4.2) na 250 ml,
Tato frakee obsahuje veSker§ kantaxantin s malym podilem esteri
kyseliny apo-karotinové o citranaxantinn, Odpafovaci baiika
s chloroform-acetonovim extraktem se umisti na odparku (4.3)
& obsah se pod plivodem dusiku (3.32) odpafi do sucha.
se rozpusti v presnd 2,0 ml chloroformu (3.6) (V). Pii obsahu 6 a}
30 pg kantaxantinu v navifce se plidd pouze 1,0 m! chloroformu
(Vi) Roztok V, mid obsahovat 30 ai 100 g kantaxantinu.
Z tohoto roztoku se rychle (ztréty odpatenim) nanese mikroddv-
kovatem (4.13) presné 0,5 ml (V,) na desku TLC (3.15), nebo aby
se znmezilo zivdtdm phi odpafovind je mono odparék rozpustit
vidy v 1 ml chloroformu a celé mnostvi pevést na desku, pfidem’
bafiku jedtd vicekrit vyplichnout malym mno¥stvim chloroformu
a viechno plevést na desku. Na této desce (3.15) se nanese po
0,02 ml citranaxantinového (3.16) a kantaxantinového (3.17) ex-
traktu, jako okrajové standardy a vyvijec smési (3.29). :

. Okirajovy standard citranaxantinu tvolf dvé zény cls- citrana-
xantinu (oranfovou) nad silné rudd zbarvenou zénou trans-citra-

\ naxantinu.

Kantaxantin jako okrajovy standard ukazuje-pod citranaxanti-
novou zénou siabé Hutou cis-kantaxantinovou a pfimo pod nf sil:
né tervend zbarvenou trans-kantaxantinovou #énu.

Zmfdelngnfm vanikd thetf rihovd z6na, kterd le# ples Servenou
zhnu trans-axantinu. T kantaxantové z6ny se dohromady sefkri-
bou do malé odpafovacl baiiky (4.12) a rozpusti s 3krdt po 10 ml
(event. | vice — vizudlnf kontrola) smési chloroform-aceton (3.13),
Eluit se na odparce (4.3) a vodnd lizni (4.4) pfi teploté 50 °C pod
plivodem dusiku (3.31) odpaif do sucha, rychle se rozpusti v pfes-
né 0,5 ml chloroformu (3.6), ptidé se pfesné 10 ml pop. 5,0 ml
cyklohexanu (3.14) (Vy) a mdfi se na spektrofotometru (4.1)
v 10 mmmm kyvetich od 600 do 400 am proti eyklohexanu (3.14)
jako slepému roztoku,

Maximélnf absorbee mé bt pH vinové délce 470 nm.

5.2 Metoda B = stinovenf karotend, xantofyld, luteinu a zeaxan-
tinu

mmydﬁnnwmuy{uz)uzsnmmmﬂm
mnokstvi zkufebntho veorku, ktery obsahuje s ohledem na ofekd-

vanj obsah ve zkouSeném vzorku 200 a% 400 jug obsahu celkovjch.

xantofylt, PH obsabu celkovfch xantofyli ve vzorku 1 a2 5 mg/kg
se navaiuje tak, aby mnodstvi xantofyll v navéZee bylo asi 30 a%
150 pg. K naviiice vzorku se pfidi 60 ml ethylalkoholu (3.18), 10
ml roztoku hydroxidu draselného (3.19), 10 ml petroletheru

- (3.20) s ptidavkem na Ipitku noge hydrochinonu (3.21) & zm§del-

ﬁujnnpndzp&njmthladihmﬁﬂ}namdnﬂin[dﬂwm

* perované na 7080 °C pod dusfkem (3.31) a za oblasného zami-

chiini 30 minut. Po ochlazenf pod tekoudd vodou se zmydelnéng
smés pfevede pomoci 100 ml vody do déticl ndlevky na 500 ml,
phidé se plesné 250 ml diethyletheru (3.22), opatrné promichivd
po dobu 5 minut a potom siln# protfepe. Objem této smisi se od-
méH (V). Po oddélen fizf se odpipetuje. presné 100 ml &iré di-
ethyletherové fize (Vup), plevede do dalii délict nélevky na 500
ml vodou nasycenou dicthyletherem (3.23) a tonto s¢ opatmé pro-
mivi ak do negatival reakee na alkdlie (pH paplirek), Mezitim se
nechi pivodni uzaviend délic ndlevka ustdt do tipiného oddtlent
vodné fize a emiH se objemy jak vodné (Vy), tak i zbfvajici di-
cthyletherové (Vi) fize. Nakonec se zjistl objem odebraného ali-
kvotniho podilu diethyletherové fize (V)  zbfvajici objem této
fhze (Yip)y co? se md rovnat celkovému objemu dicthyletherové
fize (Vop). Potom mud platit:, h

\C vu+v.,

Alikvotni podil diethyletherové fize vymyt§ do negativnf reakee
s¢ smisf s 50,0 m! petroletheru (3.20) a asi po 5§ minutéch sé odd2li '

v délicl nilevice zbytky oddélené vody. Tento extrakt se plevede do
odpafovacl bailky (4.12) na 250 ml, na rotaén{ odparce (4.3)

a vodnf lzni (4.4) vytemperované na 50 *C se pod atmostérou du-

siku (3.31) odpaff do secha, Jsou-li v bafice jeité #fetelné zhytky
vody phidd s¢ malé mnoistvi smési ethylalkohol-benzen (3.32)
a znovu e odpafi. Odparek se mpusﬂvp&mﬁ 0,5 ml n-hexanu
(3.8).

Chromatograficky sloupec se phipravi tak, e se do chromato-
grafické trubice (4.4), umfsténé ve vertikilni poloze, vio
k v{toku z trubice smotek vaty (4.10), ph uzavieném kohoutu se
trubice zcéla napln{ n-hexanem (3.8) a vaype se oxid hlinity (3.9)
tak, aby sloupec po sedimentaci byl do v{iky 80 mm. Pak se n-he-
xan vypustl ak po vrch sloupce, phéuniwtcklfhmnnpmdulﬁ
stanoveni dile nepoukije. g

Na takto plipraven§ sloupec se pfevede 5,0 ml hexanového ex-
traktu vzorku, pod sloupec se podstavi odpafovaci bafika (4.12) na
250 ml & eluuji se karoteny (Frakee I).”

Potom se pod sloupcem-vyméni odpatovac bafka za kulelovou
baiiku na 300 ml a na sléupec se dévkuje Skrit po 10 -ml 2%

diethyletheru v hexanu (3.10), tim se oddéll zbjvajici podily citra- -

naxantinu a kantaxantinou. Podily nedplng em$delnéného esteru
kyseliny apokarotinové se eluujf ddvkami Skeft po 10 ml 5% die-
thyletheru v hexanu (3.11). Diéle se clunji podily citranaxantinu
divkami Skrét po 10 ml 10% diethyletheru v hexanu (3.12). Jak-

mile klesne poslednf dévka tohoto k povrchu sloupee, tento podfl

eluditu se k dal¥imu stanovenf nepouije, pod Sloupec se podstavi
dalsl odpatovaci baiika (4.12) na 250 ml a na sloupec se ddvkuje
Skrdt po 10 ml smési chloroform-aceton (3.13) a pak asi 3kt po
10 ml ethylalkoholu (3.18). Po proteten! celého objemu kapalin'y
st bafika umisti na rotalnfl odparku (4.3) a na vodni ldzni (4.4), vy
temperované na 50 °C pod pHvodem dusfku (3.31) seobuhodpa
fi do sucha. Odparek se rozpusti v 50 ml c.ﬂljrlllkohulu (3.18)
(Vux) (Frakee IT).

5.2.1 Hexanovy eludt kaulwmmtaﬁﬂodpm{iﬂ]amﬂnl
ldizni (4.4) vytemperované na 50 °C a pod pHvodem dusfku (3.31)
odpak do sucha. Odparek se rozpustl bud v plesné 50 ml (& jiném
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obsahu) n-hexanu (3.8) (V,) a méH na spekirofotometru (4.1)

'r]Dmmkmt!udﬁmdnmnmpminwhumu{!.s}jukum-I

pému rozioku, _
" Maximum absorbance md bt pti 450 nm (alfa a beta karoten).

5.2.2 Frakce Il rozpulténd v pfesné 50 ml popt. 20 m! ethylalko-
holu (3.18) se m&H na spektrofotometru (4.1) od 600 do 400 nm
v 10 mm kyvetd proti ethylalkoholu jako slepému roztoku.

Maximum absorbance m bt pH 450 nm (nekorigované xanto-
). - . - :

5.2.3 Z frakee Il rozpuliténé v 50 (20) ml ethylalkoholu (3.18)
(Vasc) se odpipetuje piesné 25 pop. 10 ml do odpafovaci bafky
(4.12) na 100 ml, odpaH se na odparce (4.3) a vodni 1zni (4,4) ph
30 °C pod phivodem dusiku (3.31) do sucha. Odparek se rozpusti
v 5 ml n-hexanu (32.8) (Vyy,0). ;

Ke 20 g oxidu hofetnatého (3.23) se pfidd 10 g Hyflo- superge-
lu (3.25) a dobfe se promichd s hexanem (3.8). Tato suspenze se
plevede do chromatografické trubice (4.5), umisténé ve vertikdlng
* poloze, na jejft dno bylo vloZeno malé mnoZstvi motského pisku
{4.11): Po usazeni se hexan odpustl af k povrchu sedimentu. Vy-
tekld kapalina se pro stanovenf dile nepousije,

Na tento sloupec se plevede hexanovy extrakt vzorku )
pod sloupec se podstavl kubelovd bafika na 300 ml & otevie vy-
pustafl kohout. Po vypulténf hexanového extraktu af k povchu
sloupee se sloupec promyje postupné ddvkami 3kt po 10 ml p-

hexanu (3.8), 15 ml 10% acetonu v hexanu (3.26), 15 ml 20%

acetonu v hexanu (3.27) a 30 a2 40 ml 30% acetonu v hexanu
(3.28). Promyvéni sloupce se pferuli, kdy? od vreholu sloupee
jsou vimudlné rletelné 26ény v pofadl zeaxantin, lutein a kantaxan-
tin. Protekld kapalina se dile pro stanoveni nepoutije.

Potom se sloupec od shefa plipoulténfm dusikem (3.31) pHi *

otevieném kohoutu teubice zcela vysusf. Na vrchu sloupee se zbyt-
kové zharvené zény malou Iilkou (4.14) & vhodngm ndstrojem
odstrani a dfle nepouiji. Pak se pomocf tlaku dusfku (3.31), phi-
- viidéného do spodu u'ui:c[cu vytlati sloupec, ale jen tak daleko af
Ize IZitkou (4.14) odebrat &st sloupce obsahujiciho zeaxantin a ta-
to Cést se pfenese do kiidinky na 100 ml. Déle se obdobnym zpiiso-
bem vytladi Cdst sloupee obsahujici lutein do dallf kidinky-na
100 ml. Obsah kadé 2 kdinek se smisf s maljm mnoZstvim ethyl-
alkoholu (3.18), promichd, ptevede na filtraénf kelfmek (4.6) usa-
zenyg v zatizend pro filtraci za snifeného tlaku (4.7) do néhot je vio-
Fena odpafovacl bafika na 100 ml a obsah z kiidinek se fil-
truje za mirné snffencho tlaku, promyvi ethylalkoholem (3.18) a?
ji vytéka tirj a bezbarv§ prom§vact roztok. K tomu je zpravidla
potieba 30 a% 40 ml, . _ T

Oba ethylalkoholové eluity se odpaH ia rotatnf odparce (4.3)
a vodnf lizni (4.4) 50 °C teplé pod piivodem dusfku (3.31) do su-
cha. Kakdy odparek se rozpusti v phesnd 25 ml popf. 10 mi cthylal-
kobolu (3.18) (V,,) a méH se na spektrofotometru (4.1) od 600 do
400 nm v 10 mm kyvetd proti ethylalkoholu (3.18) jako slepému
roztoku. .

Maximdlnf absorbance mé byt pi 445 nm pro lutein a 450 om
pro zéaxantin, - .

6. Vipotet  vyjédient visiedkn
6.1 Obsah esteru kyseliny apo-karotinové vyjddFeng jako ester
kyseliny beta-apo-B-karotinové v mg/kg (X) se vypolith podle
VEOTCE: - R
10% 4. V. (W + W)

2540 ¥, m

X =

kde A je absorbance cyklobexanového extraktu vzorku (viz
' 5.1.1) pHi vinové délee 446 nm (v maximu)
v, objem chloroformu pfidantho k pavédce vzorku
v ml (200 ml)

Vi objem odpipetovaného alikvotnfho poditu chlorg-,
formového extraktu v ml (plesné podie postupu:
25 ml)

Vs objem chloroformu v ném# byl rozputén odparek
v ml (0,5 ml) ;

v, pidavek cyklohexdnu k rozpulténému odparku
v ml (50 nebo 10 ml)

2340 sbsorpénf koeficient esteru kyseliny apo-karotinové

m navézka zkulebntho vzorku v g

6.2 Obssh citranaxantinu v mg/kg (Y) se vypoiits podle veorce:

5. 10%A. V. (¥+ W)
2745. V. m

kde A je absorbance hexanového extrakiu vzorku pfi vinové
- délce 468 nm (v maximu)
v, viz ad 6.1 :
Vv, viz ad 6.1
vV, viz ad 6.1 :
V. phidavek hexanu k rozpulténf odparku v ml (50
: nebo-10 ml)
2745 absorplnf koeficient citranaxantinu
m naviZka vzorku v g (viz ad 6.1)

6.3 Obsah kantaxantinu v mg/kg (Y) se vypaﬁ podle vzorce:

105 4.V, W, (W + ¥)

2 2000, V. Vi.m
kde A je absorbance cyklohexanového extrakiu vzorku
(3.1.3) pfi vinové délce 470 nm (v maximu)

V, viz ad 6.1

Vv, vizad 6.1 : ;

Vs objem chloroformu k rozpulténl odparka v'ml

v, objem pfeneseny na TLC desku v ml (2 nebo 1)

2000  absorpéni koeficient citranaxantinu

Vs ;ﬁﬁmkvmnﬂyﬁhbﬂm?ﬂ“ﬂmbﬂ
ml) '

m navizka zkucbniho vzorku v g (viz ad 6.1)

6.4 Obsah alfa, beta a gama karotenu v mg/kg (W) se vypolid
podle vzorce: !

10N A Ve
2500. Vyp. m

kde A je absorbance hexanového extrakiu veorku (5.2.1) pfi
- vinové délce 450 nm (v maximu)
Vi objem hexanu, ve kterém byl rozpultén odparck po
chromatografickém délenf v ml (50 & jing objem)
Voo celkovf objem diethyletherové fiize po zmgdelnéni
. v ml (po dplném oddélent) :
Vao  alikvotnf podil diethyletherové fhze po zmydelnéni
pfevedeného do délicl nélevky v ml (100) :
2500  absorpéaf koeficient karotend

m - navifka zkulebnfho vzorku v g (viz ad 6.1)



6,5 Celkovy obsah mmm:vmykg(ﬂ}ﬁwﬁo&li podle vzor-
e o T

104 A, Vs . Vg

b{ 2500, Vg — 0,65 |pozndmka$.2)

‘kde A je absorbance ethanolického extraktu vzorku (5.22)
ph vinové délee 450 nm (v maximu)

Voo - vizad 6.4 ;

Vi vizad 64 .

Vin nhpmmhyhlkohnhkmzpuhﬁuﬂrﬂullwu{m

: nebo 20)
2500  absorpéni koeficient xantofyld

m navﬁhzkuiebnﬂmvaxtuvg{madﬁl}
Z ubuhkmtnnnhnnvmsfkg{mndﬁjj

6.6 Obsah lumukuﬂ.}nwpoﬁu podlem

L1004, Va. Vax . Vo
2560. Vigo - Vap.
Kde A je dbsorbance ethanolického extraktu vzorku (5.2.3)
pii vinové délce 445 nm (v maximu)
V,  objem ethylalkoholu na rozpulténf odparku po
' * chromatografickém dﬂ&ﬂ v ml (25 nebo 101

Ve  vizad 6.5

Voo  vizad 6.4 x

Vap  vizad 6.4

Vigo objemdikvmpodﬂuzﬁahmuvmlwm
S )]

2560 absorpéni koeficient luteinu

m 'navé¥ka zkuSebniho vzorku v g (viz ad 6.1)
6.7 abﬂhmnhmuvmgﬂ;(ﬂ]mvmﬂﬁpodhm:

Cu 10, A. ¥, Vg . Vo
2350. Vo - V. m

jo absorbance ethanolického umktu veorku {5 2.3]

kde A
pii vinové délee 450 nm (v maximu)
235{1'_ absorpind kocficient zeaxantinu
V, jikov66 o
Vae  vizad 6.5 VGD viz ad 6.4
Vaip  vizad 6.4

m mvi&uﬂulébnﬂ:nwhw;[mtdﬁi]

Visledkem stanovenf je aritmeticky primér visledki dvou sou-
béiné provedengch stanoveni, které splij{ podminky opakovatel-
nosti a vyjadfuji se s ptesposti na 0,1 mg/kg.

7. Opakovatelnost

Nebyla dosud stanovena.
8. Porndmky
8.1 Hexan, dicthylether, cyklohexan, ethylalkohol, petrolether,
aceton a-jejich vzdj smési jsou fmi hoflavinami L.
tHdy, a proto pfi ja manipulaci s nimi je nezbytné zachovdvat
bezpeénostni pravidla. ,

8.2 Podle prvni &dsti vzorce se vypolitd celkovy obsah xantofyli
(nekorigovang), od néhok se musi odedist stanoven§ obsah kanta-
Aanting, ktery se vyndsobi faktorem 0,65, Tento faktor zohlediuje
vztah absorbance kantaxantinu v eyklohexanu pfi 470 nm k absor-
banci v ethylalkoholu pfi 450 nm.

2. Princip

10.1 Stanoveni nhuhu k;rselhly nuvenH

Tato mmdtpuwdmnvuemadaubu:h ﬂmmhd:nUnm
chung LUFA (Landwirtschaftlicher T.Intnmlchnp nnd For-
sd:unas Anstalen) & 18.4 !
1 ﬂ&ll a rozsah

Tﬂnmmdupedﬁkﬁapodmlnk;pmmwﬂnymu
vent{ v sili#ch

e

'3. I’dndp

Kynﬂnammm&inmnw}nmmdnupodhmﬁhﬁ
kyseliny, vydestilované ze vzorku se podrobf reaked s manganista-
nem draselnym. Kyselina mravent je jako jedinnd oxidovina v ne-
utrélnim nebo slabé alkalickém prostfedi. Rufivé slokky jako alde-
hydy a aceton, které také. phechdaf do destildty, jou odstranny
Mmlmlmmmlmmﬂummhphdﬂubdmpﬂmm

o

lﬂ.i Stanoven( “obulm kyﬂﬂhﬂnsﬁiﬁtéhn
Tlmumdl}aundmvﬂtﬂmlmuhodwfﬁnﬂydsaﬁﬁﬂ
987.04 .

1. Ctel a rozsah

mnmmw&mmm?mmmmtnﬂmm
fititého v krmivech.

Kyslinik sifitit§ se uvolnf po okyselenf vzorku kemiva pmudun

* dusfku a jimé se do roztoku elektrolytu. Obsah kyditniku sititého

nmﬁwwmm,

10.3 Stanovenf obsahu formaldehydu
Tato metoda je uvaﬁmvpnbliha hhuum.l‘pﬁm&:malfh
z;rpulmdn.SNTLlﬂ?T
1. Utel a rozsah )
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoven formaldchydu
¥ krmivech.
2, ‘Princip =
 Ze vaorkuse po okyselent kyselinou fosforetnou izoluje formal-
dehyd destilac s vodaf parou a formaldehyd se v destilitu stanovi
po reakei s kyselinou chromotropovou fotometricky pfi 570 nm.
11.1 Stanovenf obsahu mharim
Tnlomotahjwmdmnﬂfﬁdﬂﬂﬂhodsn!hnﬂmhﬂﬁc
980.18
1. Utel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni sacharinun
v krmivech. ;



2. Princip

Sacharin se extrahuje 2 vodného roztoku krmiva, po pledisién
na kolonk s Celitem 545, chloroformem, Chloroform se odpaf za
laboratoral teploty a zbytek po odpafent se zfedi roztokem hydro-
xidu sodného a obsah sacharinu se stanovi metodou’ diferenén
pulenf polarografie. '

12,1 Stanoveni obsahu bakterii kmene
Entorococcus (Streptococcus)
Tato metoda je uvedena v Methode der Bayerischen Landesan-
stalt filr Ernihrung MSf — V 4 — 95, )
1. Utel a rozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanovenf poétu zdrodki

streptokokd skupiny D v koncentritech, premixech, minerdlnfch

krmivech a krmngeh smésfch,

2. Princip

Stanoven! obsahu baktedii kmene Streptococcus je providénoe
na selektivaich Hvnfch phdéch podle Slanetzd a Bartleye. Jako re-

ferentni pida se pH stanoveni pouZivd dal¥{ selektivnl pada (napt.
KF agar) nebo u koncentritd vhodnd neselektival pida. Naotko-
vané pidy misky jsou kultivovény pfi 37 *C +1°C a rista podiy
kolonil jsou vyhodnocoviny po dvou a &tyfdennd kultivaci.

12.1 Stanoveni obsahu bakterii kmene Bacillus
Tato metoda je uvedena v Bio Systems, postup 205-08.

1. 'Clhll u rozsal

Tato metoda specifikuje podminky pro stanovenf podtu zhrodki

bakteril kmene Bacillus v krmivech.

2. Princip

Vzorek se homogenizuje ve sterilnim #fedovacim roztoku, zo
kterého se pfipravi dalif potfebnd fedinl. Stanoveni poftu zérod-
ki bakterii kmene Bacillus s¢ providi anaerobaf kutivac na krev-
nim agaru phi 37 °C. Polty kolonii, charakteristické pro dané mi-
kroorganismy, se odetitajl po 18—24 hodindich. ]
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: Pusltrgy pro laboratorni zkouSenf krmiv,
opliikovych litek a premixit

Sexnam postupd fyzikilotho zkouSend krmiv
1 Niizev postupn  °
Stanoven odrolu ﬂmmjﬂ: krmiv
Stancvenf zrnitosti
Stanoveni feromagnetickfch pimés
Stanovend délky a primé&ru granuli

LD b =

1. Stanovenf odrolu lisovangch krmiv
1. I:Iihel a rosah _ _ i
Tato metoda specifikuje podménky pro stanovenf odrolu u gra-

nulovangch krmiv. Metoda je poufitelnd pro viechny druhy krmiv
a premixi, : :

2. Princip

Odrol se stanovtjako sypkg podil po oddélenf granulf na prede-
psaném situ, vaEkove. ;

3, Piistroje a pomitcky

3.1 Pistroj prosévaci horizontdlnd, vhodné konstrukee, s pHmo-
tarfm pohybem a regulaci poltu kmiti a tasu, opatfeny sadou sit
o délce rimu 430 mm, ifce 150 mm a viice 20 mm-

3.2 Utedné ovétend sita s driténou a plechovou plepéikou, su
Ctvercovimi otvory A A

primér granuli vmm  délka strany otvord v mm
210835 2,0 (drdténd prepézka)
J6ak6S5 3,15 (plechova plepditka)
6,6 a2 10,0 . 6,3 (plechovd plepdika) -
nad 10,0 8,0 (plechové pfepdZka)
4.-Postup

Odvi se 600 a% 700 g konetného viorku s presnostf nejinéné
na 0,1 g na sfto, odpovidajici priméru granull zkouleného veorku.

Po upevnéni sita do prosévaciho pHstroje se veorek prosévi po do-

bu 2 minut pi 120 kmitech/min.

vaad sftem se kvantitativad pfevede na vhodnou pndluﬂu‘;
a zvii se s pfesnost nejméné na 0,1 g. _ ’
5. Vypotet a vyjddienl visledki

Odrol v g/kg (X) se vypolitd podle vzorce:

10%. m,
. m

A=

T

L e e - B

= gt

PR S T ]

d




kde m; je hmotnost propadu v g
m.  hmotnost zkuSebnfho vzorky v g

Vfalodkern stanovsnt o arhinetick primibi ¥fsladii dvou 300-
b&ind provedenych stanoveni, které spliiuji podminky opakova-
wlnaninvﬂaﬂu}an:pfmmﬁnmﬂéjfdmhgﬂg, .
6. Opakovatelnost

Zatim nnﬁ! stanovena.

2. Stannvenf zrnitosti.
1. : I:Fh! n mﬂh.

Tato metoda specifikuje podminky pro stanovenf zmitosti syp-
kfch krmiv. Metoda je poutitelnd pro viechny druhy krmiv a pre-
mixid.

‘2, Princp

Zenitost se stanovi jako hmotsiostnf podly &stic rizngch veli-
i prosévactskoutkow Koneéného vorka 2 predepsangeh -
tech, vﬂkwh

3. Piisiroje a pomicky
3.1 Sada sit

Nejtastdji poukivand sita jsou sita o priméru 200 mm, s kruho-
vimi otvory nebo s dritdnou tkaninou se Evercovimi oky, s dél-
kou strany 2,8 mm, 2,0 mm, l.ﬂmm.ﬂ,s:m::lﬂ'!mm Sita musi
bt difedné ovifend, -

32 WMMW{M.W&F 21.
4, Postup :
Odvi se 100,0 g kone&ného vzorku na horn sito prosévadia

mka 7.1), na které byla ptedem nasklidéna i sfta
v pofadi od sita s nejvétdimi otvory (nahote) k sivhm s men¥(mi

-otvory (doli) a prosévi se 120 sekund pti 120 ot/min. Podily na

jednotlivich sitech nebo propad sitem s nejmeniimi otvory se

kvantitativng pesypou na vhodné podioky a zviH s phesnosti nej-

mﬁnl!ntﬂ 1z

5. Vipolet a vyjadient visledki
Podﬂmpﬂﬂu}nimﬁii{pmptddwm}vm[x]wwpoﬁﬁ

. pod!.n VEOTES:

.H}.HH
m

g

kde m, je hmotnost podilu vzorku na pHslukném sité (propadu
phisluinym sftem) v g
m  hmotnost naviiky zkusebniho vzorku v g

?juhdkmumwﬂjuaﬂmoﬂnkfpﬂm&mdmmr
bé#nd provedenjch stanoven (pozndmka 8.2), které spliiujf pod-
‘minku opakovatelnosti a vyjadtuje se s plesnosti do hodnoty
?}tyunnodéjedmthrpfkanmdhudnmumsﬁgmdmky

L

6. Opakovatelnosi
Nﬁyhdmdm

7. Pomdmky

7.1 Pokud jsou v krmiva pHtomna celé zrna obilovin nebojiné ab-
normélng velké Estice, je nuino odebrat ke zkouleni colf, neddle-
nfhbomnrdmuk.vmmpﬁpud!wmﬂhém'ﬂw
providi,

_3. Stanoven{ lenomngmﬂekfth pﬁmiﬂ‘

Lﬂhllml

hmmmdupodﬂmjnpodm{nkypmmnmm '
Iicijd:pﬁmhl hhlodljepnuhmluipmviuchnjrdnﬁ;rh'miv.
tpmmi:ﬂ :

ZPrIndp‘

Ferromagnetické pHmési so stanovl na zikladé magnetic-, -
kﬁhwﬁsmnﬂ,mpuﬁ:gg:;@hkmmmmp:zhm

3. Pifstrofe a pomiicky

N | Sl‘lnsh'uhwfm rﬁm:délkuuﬂnnynlﬂjmm{m
ovéfené) '

32 nmmmm.wnmma{u.pr typ AP2)

3.3 Magnet permancatnd

34 _m plastické hmoty, vhodného rozmbru + skiengnd po-

3.5 MHtko s pfesnostf nejméné na 0,2 mm

4. -Pracoval postup

Odvi se 100,0 g koneného vzorku (pozndmbka 7.1) na
(2.1) a prosévd se bud na prosévatce (2.2) asi 120 phi
120 ot/min., nebo ruin, za pledpokladu, #e sito je opatfeno vi-

kem i dnem. Rudn{ prosévénf se provédi kroukivim pohybem po
dobu rovnlZ 120 sekund. Zbytek na sfté se nasype na sklenénou-

- podloku, rozhrne do vrstvy visky asi 10 mm.

Pak se vezme magnet (2.3), obalf se 6lif z plastické hmoty (2.4)

. ave velmi blizké vadélenosti od vrstvy vzorku se projifdi magne-

tem (2.3) nad vrstvou vzorku, a to postupn® nad celou jejf plo-
chou, v obou na sebe kolmych smérech. PH projifd&ni se magne-
tem (2.3) lehce pootd?. V prostora plipravené odvaZovalky, zeela
suché a zviZené s pesnosti na 0,1 g, se z magneiu opatrmd sejme
fdlnzpluﬁﬂ:é!mmym]uk.ahypﬁmhzmm[ﬁﬂ]u
vysypaly kvantitativaé do odvatovaky. Tato se pak zviH s vile
uvedenou phesnostf (pozafimka 7.2).

5. Vipolet
mmwﬁ&?&ﬂhﬁvykgmnw@h

10, (m; = i,

My

X =

ﬂm ’ 4



kde mi; je hmotnost vzorku v g
m, hmotnost prizdné odvatovatky
my;  hmotnost odvafovalky s piimisi v g

Visledkem stanoveni je al:llmehckfp!ﬂm&vﬁ'shdkﬁd\'w sou- |

bit¥né provedenfch stanoveni a vyjadfuje sc s plesnosti na jednot-
ky g/kg.
6. Opakovatelnost

Zatim nenf stanovena

7. Porndmky

1.1 UllmnjrmMvamkanpodrﬁna&m“ﬁ
kosti max. 2,0 mm. : ;

7.2 Je-li pofadavek na rozmér téchto pHimési, alespoii nejvéisich,
zmiéH 5o nejvElE Edstice (délka, &Fka) méftkem a zjist se, zda jsou
phitomny &dstice vEt& neZ 1, I}I mant,

p Stanoveni délky a priméru granuli

e

L. Ukel a rozsah
Tate metods specifikuje podminky pro stanovenf délky a pri-
méru granulovanfch krmiv. Metoda je pouditelnd pro viechny
druhy krmiv a premix,
2, Princip
Primér a délka granulf se zfistf jako primér métenf urtitého po-

. . o granulf, které se ve svém priméra viTazné neliff (nejde o smés

granulf vyrobenfich na matricich riznch priméed).

3. Pistroje a pomibicky
3.1 Posuvné mélftko s phesnosti m&fenf na 0,1 mm

4. Postup

Ze vzorku se vybere 100 vzhledovE neporufengeh granull (bez
domkd), které majl tvar vilefku a virazng se neli¥l ve svém pri-
méru a z téchto se vybere ndhodn 20 granulf pro viastni méfeni.
Uﬂwmu nych gram:ll se posuvnym méfitkem xme& jejich prlimEr
a

5, Vipotet a vjédient vfsledki

Velikost granuli, 4. primér a délka v mm (X, XD} s vypoélti
],aku aritmeticky prbmk ze soultu naméfenfch hodnot podle vzor-

X(X,) = Xi+ X+ X, + .
n
kde xhx-:,x! ¥ s x}; jNI.I jﬂdﬂmﬁ\'é mm}" pn'mﬂ:m nebo
- délkyméfenjch granuli v mm
n je  pofet méfeni primém nebo délky,
(obvykle 20)

vgsladm stanoveni je mmrmaki primér visledkh dvou sou-
béEnd provedenfch stanovend, které splfiujf podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se s p&mﬁ na celé jednotky mm.

6. Opakovatelnost

Zatim nenf stanovena.
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Pnsh:py pro laboratorni zkouienf krmiv,
‘doplitkovych ldtek a premixi

Emu pnﬂq:i smﬂwﬁ ﬂ:uuhnl h-udv

Niw.r poﬂupu

1 Pmumin[ba.nry struktury a konzistence
2 qumﬁnipmhu

i. Pﬂquz_uvs[ni barvy, struktury a konzistence

Barva, mhmuhhﬂmﬂpcmﬁcmﬂenmm
denniho svétla v koneéném vzorku krmiva. Vzorek se rozprostie
na bilé podlodce (napk. filtraénf papir), phﬁaél‘. do kompakinf vr-

stvy a prohli bud pouhgm okem nebo pomoci lupy. Posuzujf se
zejména odchylky od barvy typické pro dané krmivo, U krmngch.

smiésl se pus:mue barva s pthédnulim k maupml obsaenfch

surovin.

‘U struktury a konsistence s¢ poswuje zejména mpnmknf pii-

. vodnfho stavu a kvalita opracovind jednotlivich surovin (ostré

slupky, kosti, celd zma, slepené hrudky aj.), u lisovan§ch smési se
posuzuje, zda granule jsou stejné barvy a primiru.

p lfp.;uz&vﬁni _par.l_m

U celfch semen (obiloviny, luténiny aj.) se pach posuzuje v ce-
1ém zrmu a v jédie (po rozemletl). U ostatnich krmiv, doplikovich
litek a premixd se pach posuzuje v pivodnim stavu konefného
vzorku; kter§ v pfipadé potfeby mide byt jefté hrub podreen
v tfeci misee, Posuruje se drub a intenzita pachu v plvodnim stavu
apusllhémnhﬁﬁ(nqlﬁ:mmﬂmﬁ}\lkﬁmm phkryréhodl—
nﬂuﬁmsklm
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Pnstug;; pm. laboratorni Izknnianf krmiv,
pliikovych Litek a premixit -

Seznam postupi specidinfho zkoudenf krmiv

Niizev postupu

Milr.mﬂcoph krmiv

Stanovéni Skided v ﬂhilmlmi:h Iuﬂhminh ] Gl:dn.{nirh
Stanovenf $kidet v krmngich smﬁsich

Stanoven( snitivosti plenice

lovin, lu¥tEnin-a olejnin

1. Mikroskopie kemiv

Slowsf kidentifikact jednotlivieli drubd kemiv a k urkenf piftom-
nosti semen a plodd, uvedengch jako nekidouef litky v pHloze &,
3 vyhl. MZ CR & 19&.!19‘965& hsmu se provid( zikon o krmi-

vaﬁd[m:_lmnaﬁn'ého w:-ﬂ:u, jemnd rozetfeného v theci mis-
ce, Krmiva s vy&im obsahem tuku se pied dali{ dpravou musi od-
tudnit, Do kidinky 400 ml ddme asi 5 g rozetfeného vzorku, ptidd-
mé 15 ml 5% H,50, a 150 ml destilované vody. Za stdlého michs-
of zvolna vaffme 7 minut. Pak dopinime destilovanou vodou po
okraj kfdinky a nechdme ustit. Asi po 60 minutch opatmé slije-
me kapalinu nad sedlinow. PHddme 210 ml 5% KOH a doplnime
destilovanou vodou na pivodnf objem, Vafime oplt 7 minut za
obéasného promichini. Po ukonéenf varu doplnime destilovanou
vodou a nechdme as 60 minut ustdt. Dekantaci provedeme 3kriit.

- U #ivokiSagch moudek vatime pouze s 5 ml 5% KOH + 150 ml

destilované vody 2—5 minut. Vzorek je pfipraven k mikroskopic-

kému vySetten (porndmka 1). Nejvhodnji{ zvitient je 200 a2
300kedt,

Pozndmbka 1

Buniéné struktury se posuzuji podle viastnich prepardtd, ph-
pravenych z jednotlivich druhd krmiv, plipravengch pro tyto Géely
tik, aby nebyly neliftény jingmi kemivy,

Doporuend literatura:

HERRMANN, R. prof. Dr., SCHMITT, L. prof. Dr. ing.: -

Methodenbuch, Band X1 — Atlas fiir die’ Mikroskopie von
Nahnmpgrundmﬁm und Futtermitteln, vyd. J. Hnumann-Neu
damm, Berlin, Basel, Wien, 1975.

2. Stanovenf §kiidcit v obilovingch, luiténindch
a olejningch,

1. Podsiata zkoudky

ﬂﬂ!kﬁﬁciu:jllfujipupﬁﬂiﬂmrhvpmﬁadu.pnptvpoﬁ-
lu na sité bud' pouhym okem, popl. pomoci lupy nebo stercosko-
pldtfmnﬁkmkupem.

Stanoveni druhové &stoty, nedistot a!kodlivﬁd! nedistot u obi-

2. P_I-Illw-ro_ja a pnmﬂdr.:

2.1 Sfta s dréténgmi tkaninami se dvercovymi oky s délkou strany
ok 1 mm, popf, 2,8 mm

2.2 Petrilio misky priméru nejmént 80 mm
2.3 Pinscta mékké

2.4 Lupa, zvétbujict Skrét a lﬂhﬂngbuﬂﬂmknpickj'mlkm-
skop (zvitfeni 10krit a vice)

2.5 Mechanické prosévadio vhodné konstrukee

2.6 Mikroskop (zvétient 80krdt a vice)
2.7 Podlokni a kryel sklitka - S s
2.8 Podlotka s mezikrufimi k odefitdni poltu Ikidci:

[

3, Chemikdlie

3.1 Eianol denaturovany 1-% benzinu

3.2 Konzervalnf tekuting s obsahem chhorhydrﬁu {C,H,CI,D;
+ CCI,CHO)

4. Postup

4.1 Ke zji¥téni skladiftnich Bkided se konekng vzorck proseje si-

tam[!l]opﬂm&uﬂdﬁmmnynqm!néaﬂcm s kruhov{mi
nebo Hvercovymi otvory o priméru & délce strany oka 2,2 mm ak

ZSmnt{papt podle druhu virobku i s menifmi otvory sfta). -

Vizorek se vysype na sfto (2.1) po Estech; katdd tist se prosévi
kroukivim pohybem asi 1 minutu a z kakdého diiého propadu sc
stanovi pobet Evfich broukd a urld se jejich druh. Jednotlivé druhy
se stitajf oddélené, K mrivim broukim se nepHhlEE. PH prosévini
se brouci nékdy zdajf zdénlivé mrtvimi. Jejich Zivotnost se zjistuje
tak, %o se stitd za 15 ak 20 sekund po proseti anebo se na brouky,
kteff neprojevuji zndmky Zvota nékolikrdt dychne, Je-li teplota zr
na nif ne? 10 °C, ohHvé se ziskany propad obsahujfel brouky po
10 a2 20 minut pii teplotd 20'a 30 °C, Potom se brouci, kteff pro-
jevi znémky Zivota plipottou k Hvfm broukim. Zjilténg celkovy
poket Hivich broukh ze zkouseného vzorku se plepotte na 1 kg zr-
na. ?mmdmpaw}enkéhmnmmﬁ{podhodmm

45).

4.2 PH zjiffovéal pilousd se stanowi stupedi papadeni podle podtu
Evych broukd pfepoltem ze zkulebniho vzorku na 1 kg zma podle
tab. 1. PH UL mpni{nh&nlpmanl}umudvmmuv&ﬂpo
Eet Fivfch pilousi v 1 kg zrna (viz tab. 1),

Tab. 1
Stupeii napaden( Polet Hivich pilousd na 1 kg
L viskyt nejvile 2 brouci
11, napaden 3 8 5 brouk
111, silné napadent nad § brouki




4.3 Pii zjiffovinf ostatnich broukd napf.:

lesdk skladidtnf (Oryzaephilus surinamensis L.),

lesdk mouéng (Laemophlocus ferrugineus Steph.),
potemnfk skladiftnl (Tribolium confusum Jacq.),
potemnik moutny (Tenebrio molitor L.), ,
kornatec skladitinf (Tenebricides mauritanicus L.),
Eervotol spfinf — chlebovy (Stegebium paniceum L.),
vrtavec zhoubnd (Ptinus fur L),

korovnfk obilni (Rhizopeltha dominica F.),

popHpadé celé fady dalfich druhi, v praxi zndmé pod ndzvy plsiv-
ky, maloflenci, trojatci apod. se neuvidi stupei napadeni, ale jen
gjiftény druh a polet fivich broukd na 1 kg zma (semen).

4.4 PH ziislovéni napaden zrna (semen) housenkami napk.:

zavijele moutného (Anogasta kikniella Scott),
zavijete skladifinfho (Ephestia elutella Hiibner),
zavijete paprikového (Plodian interpunctella Hiibner),
iola obilnfho (Tinea granella L.), .
makadlovky obilné (Sitotroga cerealella Olivier) aj.

se rozprostfe koneén§ veorek na stil, pokryty hladkgm, tmavim,
nejlépe Eerndm papfrem, do nizké vestvy a dikladné se prohlédne.
PH giiffovind Fiviich housenek se neplihli# k jejich druhu, ale jejich
celkovy polet s¢ pfepodte na 1 kg zrna (semen), Zjisti-lj se ye vaor-
ku pouze zdmotky moli (smotky), uvede se toto giltéal v rozboru,

4.5 JS[u[:nt:i!l::nn’.lpw.‘rr:.-ﬂim'm {semen)) roztodi se stanovi jednak podie
mnofstvi roziod ve vzorku a jednak podle pachu zrna nebo seme-

ne. Zrna nebo semena silné napadend Scodlivimi roztoli majf cha--

rakteristicky pach. Ke stanovenf mnodstvi roztodd se rovnomémé
rozprosife propad sitem, diskany pH stanoven( Skbdch (zjilfovini
+ roztolh a pilowsh je soufasné), do nfeké vrstvy na Petriho misce

(2.2) o priméru nejméné 10 cm a ihned se provede stanovent. Pe-.

triho miska (2.2) musi bjt podioZena Serngm papirem.

Pouhfm okem nebo lupou (2.4) 6 a2 10krét zvEtiujict je nutno
odhadnout, 2da pohyblivich stadif roztofii je méné nebo vice nek
50. V prvém ptipadé se poditaji roztodi jednotlivé, ve drubém pii-
padé se nahradi éerny podkiadov§ papir podlofkou (2.8), odpovi-
dajict vodjiim primérem primém Petriho misky, na které se pro-
véidi soudet, Na této podiokee je 10 mezikrufl, mezi nimik je vyzna-
teno 10 Eerngch politek, tvolfcich 1/30 obsahu viech mezikruki
(viz obr, 1), i

obr. 1

Soutet roztoll, jejichE polet je vES nek 50 a mnohdy nezjisti-
telné velky, se providi na téchio Lernych politkich a kone&ng sou-
et viech roztoll, nachdzeiicich se na fernfch politkich, se ndsobi
tiiceti; tim se vypolitd celkovy podet roxtofl v propadi vzorku,
Roztobe nuino v tomto pHpad® zjiffoval pouze lupou (2.4) ale-
spofi 10krét zvétdujicf anebo pod mikroskopem, popf. binokuldm{
lupou, ]

Je-li propadu ptilis mnoho, takke se na Petriho misku (2.2 rov-
nomémé nedd rozprostfit, je modno poull jen urlitou &st propa-
du a visledek pfepotitat na celkové mnoksivi propadi. Po zjifténi
pottu Skodlivich roztodél ve vzorku se stanovi stupedi napadeni po-
dle tab. 2, pfitem? k viskyiu dravich rozioth do 500 kusd na 1 kg
s neplihlE, :

Zjisti-1i se charakteristick§ pach po roztodfch pfi niifm viskytu
jedined ned 50 na 1 kg, zafadi se doddvka do I0i, stupnd,
Vysledek se uvddi pottem kided na 1 kg a to v celfich &slech.

Tab. 2
Stup
sl | Zuky
L viskyt potet $kodlivich roztoth i
: do 50 na 1 kg zrno bez pachu
Il. napadeni” | podet Skodlivich roztol
nad 50 na 1 kg #mo bex pachu
I, silné podet-Tkodlivich roztofi zrno
napadeni | nad 50 na 1 kg s charakteristickym
pachem
po roztodich

Rozezndvini roztotd — viz obr. 2a), 2b), 2¢). -

Obr. 2a) — roziot moudny (Acarus siro L.)
Obr. 2b) — roztod nilivy (Glycyphagus destrictor Schr.)
Obr. 2¢) — roztok dravy (Cheyletus eruditus Schr.)
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Obr, Zc)

3. Stanovent $kidci v krmngch smésich
1. Podstata zkouiky

Zivi ¥kidei sé zji¥tuji po prosétf vzorku v propadu, popt. v podi-
lu na sité bud pouh§m okem, popf. pomac! lupy nebo stereosko-
pickim mikroskopem

2. Pstroje a pomiicky

2.1 Sita s drfténgmi tkaninami se &vercovimi oky s délkou strany
oka 1 mm, popf. 2,8 mm .

2.2 Petriho misky j}rﬂmém nejméné 80 mm
2.3 Pinseta mékkd

2.4 Lupa, zvétbujici 6krdt a 10krit nébo stereoskopick§ mikro-
skop (zvitieni 10krét a vice) '

2.5 Mechanické prosévadlo vhodné konstrukce
2.6 Mikroskop (zvétSeni 80krit a vice)
2.7 PodloZnf a krycl sklitka

3, Chemikilie

3.1 Etanol denaturovany 1 % benzinu

3.2 Konzervatnf -tekutina s obsahem chlorhydrétu (C,H,(1,0,
+ CC1,CHO) :

4. Postup zkoulky 3 SHEL FHY
4.1 Obecnd -

Pfi rozbaleni koneéného vzorku je tfeba vénovat pozomost ty-
pickému sladkoftiplavému, naslédle dusivému pachi, typickému
po rozio&ich, PHi vysypdni vzorka je nutno dbdt na to, 3¢ napf. roz- -
todi a celd Fada ostatnich Ekiidci (brouct) se obySeiné hromad pod
uzdvErem obalu. PH silngjlim napadeni, hlavné brouky, je mokno
giistit jejich plitomnost ph md:llmt vaorki, :

PHi podeztent na piftomnost vétiich ﬂ:ﬁdcti (housenky mold,
které vytvifejl typické zdmotky, nebo nékteré vétl druby bmu.'n!l.}
se vysype pastupné vzorek na tmavou podlozku a pinsetou (2.3) se
vybiraji housenky a zdmotky. Jinak lee vzorek plesit 2,8 mm

_ﬂihn:kmhlﬂodmu&y;ﬁﬂqmﬁm&ﬁummum

vanych smésf je nutno se nejdtive plesvBdiit, zda nqwuﬁdnuﬂi?é
granule vyhlodény, popt. zda uvnitf mbsah"if

dIS)rpHsmﬁd

100 £ I:nnnhéhumrkun prmﬁ:ﬂm{lljudéhamny
oka 1 mm a piétrd s¢ v propadu i v podilu na sité po Skbdelch, N&-
které druhy se stavl zpoddtky metvimi, proto je nutné pdtréni pod
hitkﬂdubéopttmLHmw{la}uhmikMuqur & vha-
zujf do kédinky s etanolem (3.1). :

Mhmnémm

Po vizulilnfm pfelettent se prosévi 100 g koneEného vzorku na
mechanickém prosévadie 120 sekund sitem 1 mm (2.1) a v propa-
du se péitrd po Skidcich jako ve vzorku sypké Zjidteni dvou
jedineh téhp? drubu Skidel ve veorku se povadujé za viskyt. Toté:
plati v plipadé zjiiténfch housenek nebo zdmotkd. Toto stanoveni |
je shodné pro smési sypké a lisované, L

4.4 &ﬁﬁnﬁn!mméﬁ

Typ’&:kﬁpmhpomuﬁdtpmknuiupﬁwmnmﬂmndi
stupné napadent, PHitomnost roztold se zjidfuje v propadu konet-
ného vzorku sitem o priméru oka 1 mm (2.1) tak, ¥ se vysype na
Petriho misku (2.2), kde se urovnd do tenkjch vrstev, Naplnné
misky sc opatrné nahfeji na teplotu 20 aZ 30°C a pomoc! lupy
(2.4) zvEtujici 10krdt nebo stereoskopickym mikroskopem (2.4)
s¢ gjituje pHtomnost roztolh (pohyb). Po ovetent zjisténgch ndle- -
zii s¢ propad vysype na vicka Petrho misky (2.2), urgvnd a pFikry-
jcdnmtﬁum&yﬁ?}lpﬂﬁmnﬂlh«dt&j&mﬂn@tﬂmm
uchoviiny ph vide uvedené teplotd, zjisti se v pHpadé pHtomnosti
roztol typické cestitky, patrné pouhfm okem, Stanoveal se pro-
vidl Etyfikrdt; nejvy3¥ a nejni¥ hodnota nélezu se neuvakuje. -
Soubet dvou zhjvajicich stanoveni se plepoditd na 1 kg smési.

Zjistént roztodh ve 100 g vzorku'y pottu do 200 jedinct odpovi-
dé viskytu 1. stupné. ZjiStéaf méné nez 3 jedinci se nepoklédd za
viskyt, Ndlez dravich roztoth ﬂl&&wj vfsledek neoviviuje.

Pro urteni druht roztolid je nutno zhotovit mikroskopické pre-

‘parfity pfenesenim malého mnokstvi smisi s roztodi do kapky

vhodné konzervainf tekutiny (3.2) na podlofaf skiitka (2.7).

Preparét se pozoruje pod mikroskopem (2.6) ph zvitSend 80né-
sobném a vySim,



4, Stanovenf sntivosti pienice.

Za snltivou se povakujé plenice, kterd obsahuje zena napadend
snétf, sndtivé kulitky, pHipadng-vykazuje pach po snét,

Konelny vzorek se vysype na svitlou podlokku a smyslovs se
posuzuje zamazdnf zen spérami sndti, viskyt snétivich kulidek
a pachu po snéti. Jestlife vzorek vykazuje kierjkoliv z uvedengich
znaki, oznalf se pienice za sntivou.

5. Stanoveni druhové Eistoty, netistot a Skodlivich
netistot u obilovin, ludténin a olejnin

1. Podstain zkoufky

‘Mechanicky a rutné nebo jenom ruéné se oddél z neupravené-
ho vzorku neéistoty, lkodinrﬁ nedistoty a zrna jinfch drahi kultur-
nich plodin.

Pro Glely této malud:,r fe rozumi:

Drubové Eistota — procentick§ podfl hmotnosti zrn, zbavenjch ne-
Eistot, 2 celkové hmotnosti zkuiubn:ﬂbomtu {mlm =0, kterd
patif do nedstot).

Hemmy- nepouliteing mbohdjdm slokky zhuebniho veor-
ku napf.:

— &sti stébel, Iudyh, stonkd, listh, klash, kliskd, lat, lichoklasd,
oklaskd, okoliki, plev, slupek, luski, tobolek, ibord, makovic,
Stétin, osin, &dstice dieva, papfru, umélfch hmot apod.,

= semena pleveld,

= zelend nebo nevyzrild zrma ncbomvmlé&é zralosti obilo-
vin, lubténin a olejnin,

= zena se zeela porulenfm endospermem zapafenim, zubelnatd-
nim, ztrouchnivénim (endosperm je drobivy) nebo zma bez en-
dospermu — (vykrand, zaschlf) nebo zrma hluchd,

— anorganické netistoty (zemina, kaménky, prach, "kovové nebo
I-H-ﬂl'l&lﬁ Edstice aj.), &

— propad sitem s kfuhovfmi otvory o priméru 2 mm u obilovin
a kukufice

= zma zjevné smyslové pumudlmlnillkn plesnivi

— fkodlivé nelistoty

Skodlivé nelistoty — jedovatd a zdravi Skodlivé semena pleveld,
zejména koukol polni (Agrostémma githago L.), hlavédek letni
{Ad-:m]s acstivalis L.}, Eerngé rolnf (Melampyrum arvense L.}, ko-

rhel (Rhinanthus L.), svefep stoklasa (Bromus secalinus L), jﬂr.k
mémiv{ (Lolium temulentum L.), skofec obecn§ (Ricinus L.), svi
zelo (zejména Galibm mollugo L., Galium verum L., Galium cru-
ciata L., Galium im, sCop. aGaliumapeﬁn:},dﬂcmmm
vaci ﬁbullt:qr pland rostoucich Sesnekil — Gesnek kulovitg (Allium
rotundum L.), fesnek kulatohlavy (Allium sphaerocephalum L.),
tesnek polnf (Allium vineale L.), dile nimel, zroa napadend hé-
diitkem plenitngm (Tylenchus tritici Baver), chlamydospdry snftl
mazlavé {md 'I‘ithctll}, hlizenky = sklerocie bilé hniloby (Scleroti-
nia sclerotiorum Lib.) San.et.Tod,

2. Zkulebnf pomdcky _
2.1 Prosévacl pHstroj s upinact plochon a tFmeny pro jedno sfto se

dnem a vikem o voijffch rozmérech (mimo vike) 170 X 450 x,

% 50 mm s pHpustnou odchylkou £ 10 mm. Pohyb upinaci desky

a sit musf bt plimocary s veatngm pohybem a amplitudou 25 mm
45 mm a frekvencs 310 kmitd za minutu £ 10 kmiti.

2.2 Oddélovaci pfepdika (tHdicl sito) je o rozmérech 150 x
%430 mm s pHpustnou odchylkou u obou rozmérd 20,4 mm,

Doporuteny materidl je plech z korozivedomé oceli nebo tvrzené
mosizd o tousfcs 0,8 4% 1,2 mm. Vzddlenost rovnoblnych stran
(teden) otvorh od podéngch stran oddélovact pfepdiky jo 6 mm
(pHipustnd odchylka + 0,2 mm), od kratdich stran 10 mm (pHpust-
nd odchylka +0,2 mm). Vzddlenost mezi otvory v Fadfich a mezi
Fadami je rovnomém4 po celé plofe oddélovacl plepdiky.

Odd¥lovaci prepiZka mé kruhové otvory o priméru 2 mm s pi-
pusinou odchylkou +0,06 mm, s podtem otvori v Fadé 17 a po-
tem Fad 104, Uspofddéni otvord mezi fadami je v podélngch fa-
déch stidavé.

Luby (rimedek) tfidicho sita musf bt z hlinfku nebo tvrdého
dieva s povrchovou dpravou,

3, Postup zhouiky

3.1 Hmotnost naviky zkufebniho veorku
Materidl 5 . - navitkka
kukufice, bob kofisk§ : 200g

pienice, fto, jétmen, &irok, soja, sluncénice, tritikale, - 100 g
oves nahy, hrdch, lupina sladki, pelutka jarni, vikev
jarafl

m:smf,pahankanbwﬁ,nﬂlimhnﬁu 50g
proso, mohdr, fumiza, konopf, krambe, lesknice g
hmiﬁnmnn,ftph - 10g
mik : 2
3.2 Viastnf zkouFka

Délidem vzorkih se z upraveného konetného veorku vydel &ist,
e které se navi zkudebnl vzorky s plesnostf na 0,1 g.

Je-li pro stanoveni negistot uréeno uitf sitového tHdénf (propad
sitem 2 mm), prosévd se zkubebnf vzorek mechanicky prosévacim
pHstrojem (2. 1) po dobu 2 minut. Potom se 2o zbytku na sité oddé-
lujf netistoty a samostatné zrna jingch drubf kulturnfch plodin,

Pokud nenf stanoveno pro thdénf ubitd sita, vybirajl se z celého
zkufebniho vzorku nelistoty a samostaing zrna jinfch drubd kul-
turnich plodin. Oddélené podily nelistot a kulturnfch plodin se
viid, -

Po odviifeni nelistot se z celé hmotnosti vybirajl jednotlivé dru- .
hy Skodlivich netistot, a to kakdy druh oddélen®. Po oddélent jed-
notlivéeh druhi Skodlivich neistot se podily zviiH,

Z celkového obsahu nedistot se uvadi zvi&i obsah Ekodliviich
nedistot celkem, z toho jednotlivich druhi.

4. Vipolet
4.1 Dnﬂmv&ﬁsintnv%{’i(}npnﬁohcpodl:mm

- +
XoBaz(mtm) 00
Mg

kde m, je hmotnost navizky zkulebnfho vzorku v g
m; hmoitnost netistot celkem v g
m;  hmotnost jingch druhd kalturnich plodin v g



4.2 Obsah netistot v % (Y) se vypolte podle vaorce:

m,

100 .
Mg

Y=

kde m;, j¢ hmotnost nlviﬁl}f.ﬂ'lﬂablﬁha veorku v g
m,;  hmotnost netistot celkem v g i

43 Obsah Skodiivich neistot v % (Z) se vypotte podle vzorce:

my % my tomy T my
g

L= .lm

METODIKA
 ovitenf presnosti michacich HWG pteﬁhq, g
kmphl:nl a _dnplﬁltnng ¥,

1.00 Uved do pfnhlematlky a princip metody

V rimel Ceské republiky vitéina poukivanfch a velkeré
‘nové vyrabéné michaci affzeni pro virobu premixi nebo
kompletnich a doplitkoviich krmiv s poulitim premixd ne-
maji ovifenou presnost michdnl, Zakon & 91/1996 5b. de-
finuje v § 7 odst, 3.b) pofadavky na pracovnl plesnost mi-
chacich zalfzeni, kterd je ddna schoprosti zamichat litku
dévkovanou do virobni Sare v poméru:

a) umichacich zaffzeni pro premixy v poméru 1 : 100 000
tzn. na 1 tunu hmotnosii facke 10 g Mitky
' b) umichacich zafzeni pro kompletni a dopliikové krmiva
5 poufitim premixt v poméru 1: 10 000, tzo. na 1 tunu
hmotnosti arge 100 g ldtky.

Udand hmotnost dévkované litky je vyjédiena ve 100 %
Gistoté. Zamichanost ldtky je posuzovéna na zdklad® jeii
homogenity po ukongeni predepsané doby michénf virob-
cem zaffzenl.,

2.00 Materidl 2 ineloda
210 Sledovand Jitka

Na zkladé visledki ovéfenf metod zkousenf presnosti
michaciho zafizeni je stanoveno pro Géely ovéfeni pfesnos-
ti michdnf ukvat ndsledujici Itky:

~ dimetridazol — po chemické strince se jednd o 1,2-
-dimethyl-5-nitro-imidazol — sumérnf vzorec C:H,N;0;,
Jednd se o krystalickou litku s rovnomérnou velikostd krys-
talih, jeji% mez stanovitelnosti pro metodu HPLC je 7,4 mg/
/kg a mez detekee je 3,6 mg/kg,

= lasalocid — jednd se o ionophornd antibiotikum, po

~ chemické strénce je to sodnd sil 6-| TR-| 55-cthyl-5-{5R-
-ethyltetrahydto - 5 - hydroxy- 65 - methyl - 2H - pyran- 2R.-
-yijtetrahydro-3S-methyl-25-furanyl]-45-hydroxy-3R,55-
-dimethyl-6-6-oxonon-yl]- 2-hydroxy- 3-methylbenzoové
kyseliny, Ldtka se vyskytuje v jemnfch krystalech, Mez sta-
novitelnosti pro metodu HPLC je 1,05 mg/kg a mez detek-

* ceje 0,6 mp/kg.

2.20 5 ohledem na jednotnost ph vyhodnocovin michacich za-.

fizenf se doporutuje vihradné poukivat jako posite pienid-
né mouky krmné nebo velmi jemné metého & jemnd mile-
tého viipence, Mnogstvl poufitého nosite musf odpovidat
naplnénf michactho eafizent nejménd nad dvi thetiny obje-
mu a nesmi phekrodit mez plnéni stanovenou viroboer.

kde m, je hmomost navigky zkudebniho vzorku v g
myafmy  hmotnost jednotlivich druhi Bkodlivich netis-
oty g

4.4 Obsah jednotlivgch druhis Sodlivfch rietistot (Q) ¥ % se vy-
m

ﬂ“_L'qIM'
My -

kde m, je hmotnost navikky hudcbniho veotku v g
m;  hmotnost jednoho' drobu Scodlivich netistot v g

" Vsledky se zaokrouhlujl a uvdéji na jedno desétinné misto.

a

‘2,30 Phiprava litek
" Jednu z uvedengeh litek, kterou, poubijeme k ovéfeni -
nejprve upravime tfenim v theci misce a po 1€ odvitkime #4-
danou hmoinost pro ovéteni. Navittku litky volime podle

deklarované jeji tistoty aapk.je-li deklaroviin dimetridazol -

v Eistot® 86 %, odviime pro michaci zalzeni pro premixy
11,63 g latky na tunu nebo pro michaef zabzeni u komplet-
nich a doplifkovich krmiv 116,3 g na tunu pledpoklédané
hmotnosti népiné michdcich zabizeni, Odvikenou litku
rozmichime ve 2 aZ 3 kg nosibe, kter§ budeme poukivat.
Mosit odvafujeme s plesnosti na 0,1 kg. Takto upravenou
litku, pokud je plipravena do zésoby balime do neprodys-
ného obalu, kiery uzavieme. ; ’ .

240 PHprava nosite

Z uvedénjch nositd odvitime pfedpoklidancu hmot-
nost pro naplnéal nejménd 2/3 michactho zafizend s phes-
nost & 1 % 2 naviitky nosite. Pemér hmotnosti naviiené
litky a nosie u premixovfch michacich zaf{zen{ musf bjt
1: 100000 a u michacich zafizeni pro kompletnf a do-
plikovi krmiva 1 : 10 000. :

2.50 OdviZen nosi a litky napustime do michaciho zafizenf
tak, aby celd hmotnost ltky byla umisténa do michajicfho
prostoru, U verlikdlnich michacich zalzend se doporuluje

" dévkovat ltku za Klidu michaciho zafizenf. Dévkoviinf Jdt-
ky se uskutedfiuje vEdy po napinéni nosifem nikoliv na-
opak. Pfed napoufténim nosite musf bjt michaci zakizen(,
pokud bylo poukivino vySisténo (zhaveno zbytkd krmiv),

260 Doba michéni je dodriovina podle technického pledpisu
virobee michactho zatizeni. Po ukonteni doby michdni se
-phistupuje k odbéru diléich veorkd. -

270 Zphsob odbéry diitich vzorki
Odbér diléich vzorkd so uskutelfiuje bud 2 chodi mi-
chaciho zaffzeni phi jelio vyprazdiiovéini nebo phi zastaveni

michaciho zafizen z jeho vnitfnfho prostoru. Minimélng se
odebird pHi jakémkoliv zpdsobu nejmént 10 diltich vzorki.

271 Odbér.dtich vzorki pil vyprazdiovéini michactho
zaifzeni v

Pokud jeou vzorky odebiriny sistomatickfm vzorkova-



efm zaf{zenim nebo vzorkovaci krabicf vhodnou pro odbér
dilétho vzorku 2 celého prifezu toku materidlu, stanovime
frekvenci odbéru tak, aby byly rovnomémé odebriny vzor-
ky v celém priblhu vyprazdiiovini,

272 Odbér ditéich veorki z prostorn michacho zafizend

Proviidime pomoci vertikilnfho dvouplétového vzorko-
vale o vhodné délee odpovidajicl vifee veorkovaného ma-
teridhu,

273 Za 4l vzorek povafujeme:

— jednordzové protaZeni vzorkovacl krabicl tokem materi-

g

— jeden vpich vertikdlntho dvoupldfového vzorkovade,

— jednordzové naplnéni veorkovael nddoby automatické-
ho vzorkovale.

274 D vzorky balime do neprodyingch obalil a oznatujeme
potadovimi &sly, které odpovidaji pofadf odbéru diltich
vzorkd.

275 DN vzorky doporubené do laboratofe upravujeme déle-
nim a mletim bezprostfednt pfed jejich plipravou pro sta-
novenf pHsluné litky a to samostatnE pro ka2dé paralelni
stanovent, U ka2dého diittho vzorku providime nejmént
dvé paralelni stanoveni litky a u jednoho dilifho vzorku
nihodné vybranédho provedeme 4 paralelnf stanoveni za
ﬁﬁclm movr.nl f-testu tabelovaného.

2.80 Metody zkoubent

Pro tidely ovékeni piesnosti michénf se pnqui vihradné

ovéfenjch metod stanoveni dimetridazolu a lasalocidu

' uvedenych v této metodice. Obsah litky se vyjadiuje podie
- udaného vzoree.

281 Metoda stanovenf dimetridazoln pomoci HPLC
v kompleinich a dopliikovich krmivech a premixech

2.81.1.0. Definice

Dimetridazol se poufivi jako chemoterapeutikum. Po
chemické strdnce s jednd o 1,2-dimethyl-5-nitro-imidazol
(sumdrnfho vzorce C;H,N,0,, M, = 141,1). Stanovi se po
extrakel ze vzorku smésnfm rozpo u&tMlmn methanol-vo-
da (v premixech dup!ﬂtm'jr.h litek) a petisténim extrakiu
metodou SPE (v krmagch smésich), metodou RP-HPLC
na C,, 8 UV detekef pli vinové déice 309 nm,

L‘BLZ.D. Chemikdlie a zkusebnf pomicky

1.81.2.1. E‘l‘llalhl‘ rolluk, meh.ﬂl + voda (900 + 100, V +

“+ V)

-

2.81.2.2, Mlm:h&,ruﬂ:+tﬁluﬂiﬂﬂﬁﬂﬁ+3ﬂ.v+ﬂ
- 281,23 Dimetridazol (DMT), zékladnd Jitka

. 2,81.2.3.1. Dimetridazol, zdkladnf roziok:

Do odmérmé bafiky na 200 ml se navi asi 100 mg dimetridazo-
lu (2.81.2.3), rozpustl v asi 180 ml extrakinfho roztoku
(2.81.2.1.) na ultrazvukové Lizai a po rozpudtiénd a vytemperovini
na laboratorni teplotu se doplnd vodoy po znatku a promichd (1 mi
tohoto roztoku obsahuje 0,5 mg DMT).

2.81.2.4. Kolona SPE, Alumina B Cartridges, napt. Sep-Pak,
Waters Ca.No. WAT020505

I_.Hl.i‘..ﬂ. Pracovni posiup #

2.81.3.1, Exirakce a separace na pevaé fdzi

Do kénické badiky na 250 ml se zdbrusem se navi¥ takové
mnokstvi zkufebnibo vzorku (nejménk 2 g, nejvice 20 g), aby po
extrakei a ndsledném Fedéni byla koncentrace dimetridazolu 10 aZ
25 mg/1 (pro premixy dopliikovich ldtek 2 g, pro krmné smési
15 g). Pak se ptidd pfesa 100,0 ml extrakénf smési (2.81.2.1.)
a kinickd bafika s uzavie zétkou se zdbrusem. Obsah se promichd
a extrahuje na laboratornf thepalos po dobu 60 minut. Po 1€ se ob-
sah basiky nech ustét a extrakt se filtruje pres suchy skifdang pa-
pirov§ filtr do suché nddoby. Prvnich 5 ml filtrétu se nepoutije. Je-
-li tfeba, extrakt se nafedi na koncentraci extrake-
nfm roztokem (2,81.2.1.) podie tabulky 1.

PH analfze krmnjch smésf se odstrand balastni litky cim‘kd na

" pevné fizi. Patrona alumina B (2.81.2.4.) se pfipoji k polyethyle-

nové injekéni stifkatce o objemu 5 ml, do které se odlije asi 3 ml

.extraktu ziskaného podle prvafho odstavee . 2.81.3.1. a na kolo-

nu s¢ nanese asi 1 ml extrakiu a kolonka se nechd 20 sekund kon-
dicionovat. Pak se extrakt pomalu protlal{ ptipojenou patronou.
Prvnd podil extraktu (0,1 ml) se noz.u:hymuaadllﬁpodﬂ se poudi-
je k nistFiku na chromatografickou kolonu,

Pred néstiikem na chromatografickou kolonu se viastaf extrakt
{2.81.3.1.) filtruje pfes membrdnovy filir 0,45 mm neba se odstie-
di na leboratorni odstfedivee pf.3 000 ot/min. Na chromatogra-
fickou kolonu se nastfikuje objem 10 pl extrakiu,

Tabulka 1, Redénf premixi doplikovich Litek

Obsah [mg/kg] Redntnf %ﬂm
do 1500 . 38 10/25 .
od 1 500 do 7 500 12,5 2/25

od 7 500 do.15 000 25 1/25

od 15000 do 30 000 > % 0,5/25
vice jak 30 000 100 1/50

2.81.3.2 Viasini stanovenl — metodon HPLC

Viastnd méfeni, jak kalibradnich roztoki tak i extrakid zkulch-
nich vzorkd, se providi za ndsledujicich separalnich podminek
chromatografického systému:

Kolona: C, — reverznf fize, NovaPak 4 pum, 150 X 3,9 mm

(Waters) .

Eluéni roztok: Voda-acetonitril (700300, V+V)

Pritok: 0,75 ml/min,

Teplota; okold

UV-detekor — 309 nm

AUFS: 1,000

Objem ndstfiku: 10 pl .

RetTime: asi 2,4 min. (pro uvedenou kolonu)

RunTime: 5 minut (pro uvedencu !mlcmu}

Recovery: 0,99

281,33, Kalibrace : - : _
Do sady odmérmych banék na 50 mi se postupné pipetuje 10—

1,5— 2,0 a 2,5 ml zikladnfho roetaku DMT (2.81.2.3.1.), odmér-
né badiky se doplnf extrakénf smési (2.81.2.1.) po znalku a promi-
chaji, Ziskd se sada pracovnich roztoki o konceniraci 10 = 15 -
20 a 25 mg/ /1 DMT.

Pracovni roxtoky dimetridazolu se po ekvilibraci kolony nastfi-
kuji na chromatografickou kolonu (10 ul) a ze ziskanfch primér-
nfch ploch jim odpovidajicim pikim se sestrojf kalibratnf kiivka.
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28140, Vpotet _d
Obsah dimetridazolu (X) v mg/kg se vypolith podie vzorce:
i o CV.R

m,.R,

kde ¢ jo koncentrace dimetridazoly odelent z kalibratnf iiv-

ky v mg/l
v objem extraktu v ml
R fedéni
R, , recovery ”
m,  hmotnost zkulebnfho vzorku v g
Literatura:

1) Pye Unicam HPLC Applications, Num'lx: One, Analysis of
Drugs in Anfmal Feedstuff,

2) WLUFA{VEMMMM Lmdﬁmhmlmh:rUnlcl“
suchungs’ und Forschungsanstalten), Methodenbuch Band 111,
2.Erg. 1988, kapitola 14.19:1,

3) Analytical Methods Commitee (Royal Society of Chemiﬂ-
ry)/EEC Commitee of Experts: Determination of Ronidazol in
Animal Feeds by High-performance Liquid Chromatography, —
Analyst 108, 1521-1524, 1983.

2.82 Metoda stanoveni lasalocidu powmoci HPLC v kemplet-
nich a doplikovich krmivech a premixech

. 2.82.1.0. Definice

Lasalocid je inophornf antibiotikum (antikokeldikum), po che-
mické strince sodnd sbl 6-]TR-[58-ethyl-5-(5R-cthyltetrahydro-
- 5-hydroxy-65-methyl-2H- pyran- 2R -yljtetrahydro-35-methyl-
= 28 - furany] - 45 - hydroxy - 3R, 55 - dimethyl - 6 - oxonon - y1] - 2~
-hydroxy-3-methylbenzoové kyseliny a je produkovand Strepto-
(m;r’kgm“ ™ rozpustng v organick{ch rozpoultidiech, LDy,

v

2.82.2.0, Chemikilie a skulebnl pomibcky

2.82.2.1. Octan wﬂn? trihydrit, CH,-COGHI 3H,0, M -
= 136,08

2.82.2.2. Kyselina octové, p = 1,05 ..m—r,mm
2.82.2.3. Methanol, HPLC grade |
2.82.2.4, Kyselina fosforeénd, H,PO, 85%, p = 1,71 g. em™

2.82.2.5. Pufroctanovy: 6,804 octanu sodného (2.82.2.1.) se roz-
pusti v 900 ml vody a kyselinou octovou (2.82.2.2.) se upravl pH
pod pH-metrem na hodnotu 4,5 a ndsledné se upravi pH kyselinou
fosforefnou (2.82.2.4.) na hodnotu pH 4,0, roztok se
kvantitativnd vodou do odmérné badiky na 1 000 ml, doplnf vodou
po znadkn a promiché,

2.82.2.6. Mobilni fize: V odmErmé bailce na 1 000 ml se smichd
. 2200 ml pufru (2.82.2.5) a pfidi s¢ po mafku methanol

{2.82.2.3) (780 ml), vytemperuje nalaboratorni tqpamu, doplai
methanolem po znatke a promichd,

28227 l.aulﬂd A, nmriumsalz, Cy H,;0Na, M, = 612,78,
Riedel-deHaen, VETRANAL, Cat. No-46371, Eistota min. 98 %.

2,82.2.8, Zékladni roziok lasalocidu: Do odmémé ‘bafky na

. 250 ml s¢ nav&H 0,05102 g standardni substance lasalocidu

{2.82.2.1.), dopini methanolen pom&ulpa'nu\‘chi(l ml obsa-
huje 0,2 mg Iasalocidu).

2,82.3.0. Pracovai postup

PH zpracovini vzorku se vyhneme plehEitl vzorku bihem jeho
homogenkzace. Vzorek se homogenizuje na Sstice o velikosti
1,0 mm a mendi. V phpadé, ke se vzorek upravuje mletim, dbd se,
aby nedochdzelo k jeho plehHitf a kontaminaci z mignku. Homo-
;:dmtdpﬂﬁmhwmﬁdlm&pmmmfm{adﬂ'

aby se zabrdnilo ztrftém lasalocidu. Veorky

a mrll‘.ty lasalocidu se mlmql' pﬂm&m shunetnimu svitlu,

Hulhhltu

Dntéuick!bnﬁlyu!iﬂm]nﬂhmumﬁﬂmm
mnoZstyi zkudebniho vzorky, aby obsahoval usi 1 mg lasalocidu
s plesnost{ na 0,001 g (5 g pro premixy doplitkovfch litek, 15 g
pro krmné smisi). Zkusebni vzorek se pfelije 100,0 m! methanolu
(2.82.2.3.), baiika se uzavle zitkou a thepe se na laboratornd (Fe-
paéee 30 minut. Po 1€ se fAltruje suchim sklidan{m filtrem do su-
chﬁqﬁduhy.pﬂ&mipnmEhSnﬂu'mpuuﬁh.

282301, Kramé smisi

Do varné baiiky s kulatgm dnem na 100 m! sé pipetuje 10,0 sl
extraktu, na rotetnim vakuovém odpafoviku se odpali obsah var-
nébaﬁkyknmhupﬁtephﬁﬂ‘c‘odpnmknnﬁjé'mmlmnbﬂa
ol fize (2.82.2.6.). Obsah bafiky se promichd a vytemperuje na la-
boratornf teplotu. Phed nistfikem na chromatografickou kolonu se
roztok filtruje pfes membrénovy filtr (0,45 pm) nebo se odsthed!

'na laboratorn{ ofsttedivce po dobu 2 minut pfi 3 500 ot/min.

V phipad® stanoveni nfzkfch obsahi lasalocidu se pipetuje a
50,0 mi 2 kone€ny phjem se mi2e snifit a na. lﬂ'l}mlmuhlnl'ﬁm
(2.82.26).

2.82.3.1.2. Premixy dopliikovich lftek
Podle deklarovanéhé obsabu lasalocidu se extrakt ziskany podie

& 28231, mhdimbihﬂﬁu{lﬂllﬁ}uvfﬂudmtmm
traci 20 mg/1 podic tabulky 1.

Tabulka 1. Redénf premixi doplikovich ltek

Ovah [mg/ie] | Redntl | g™
do 1000 25 10/25
od 1,000 do 5 000 12,5 2/25
od 5000 do 10 000 25 1/25
od 10 000 do 20 000 50 0,5/25
od 20 000 do 40 000 100 0,5/50 '
vice jak 40 000 mmmdmmm'
Pred néstiikem na chromatografickou knhnnummkﬁltrujn

ptﬁmmﬁ'ﬂmﬂiﬁh[ﬂﬁm]nﬂnwwumm

odstiedivee po dobu 2 minut pfi 3 500 ot/min.

2.82.3.2 Vlastal stanoveni — metodon HPLC

thﬂmﬂmlpkkﬂﬂﬂruhﬂ:hmnnﬂhklummm
nich vzorkd, se provid{ za nésledujicich separafaich podminek

chromatografického systému:




Kolona: C,y — reverzni fize, NovaPak Cyg, 4 pm, 150 X 3,9 mm

(Whaters)
Eluénf roztok! viz 2.82.2.6 metody
Pritok: 1 ml/min.
Teplota: okolf
FF-detektor: EX: 320 nm EM: 419 am
Objem néstfiku: 5 ul
RetTime: 7,4 min. (pro uvedenou kolonu)
RunTime: 14,0 minut (pro uvedenou kolonu)

2.82.4.0, Kalibrace
"= 2,0 a 5,0 ml zikladnfho roztoku lasalocidu

mobilnf fiizf (2.82.2.6.) po zatku a promict
pracovnf roztoky odpovidajf koncentraci 1,0 —

Do sady odmémngch banék na 50 ml s pipetuje 0,25 —0,5— 1,0

2.82.2.8.), doplnf
Takto nafedéné
2,0 - 4,0 - 80

a 20,0 mg/L. Na chromatografickou kolonu se nandif 5 jul pracov-
ntho roztoku. Z primérnfch hodnot jim odpovidajicich ploch pikil

se sestrojl kalibralni kiivka,
2.82.5.0. Vipolel

_Obsah lasalocidu (X) vyjédfen§ v mg/kg se vypodité podie

VZOTCS:
GV
m,

X -

kde ¢ je koncentrace lasalocidu odeltend z kalibratni kiivky

vmg/l

objem extrakin v ml

tedénd, resp. zakoncentrovini
hmum ziudebnfho vzorku v g

g5 ==

3,00 Vyhodnoceni visledki ovéfeni

Jednotlivé visledky paralelnfch stanoven (vidy dvé pa-
ralelnd stanoven pro dfIE veorck) poukijeme k statistické-

“mu zpracovinf, U ndhodnd vybraného diléihe vzorku

poutijeme oddlent 4 paralelnf stanovend k testu metody ¢,
k stanoveni f-testu tabelovaného,

Visledek ovéten je posuzovin jako homogenita partie,

Pro test homogenity vzorkované partie se odebere n, dil-
Ech vzorkd a z kakdého 2 nich se vyd&l dva zkufcbnf veor-
ky, které se samostatn® upravi a tim se ziskd n; zkofebnfch
vzorkis, Z visledki zkoulek x,, xy, X, a¥ x,, se stanovi v~

‘Az

Ay =1

Materifl v jednotkdch se povaiuje za homogenni pouze
tehdy, kdyk plat:’

C ;
;‘;'EF (fo0 = ny £ =n = 1)

kde Fg_m {ill fﬂ jﬂu “Mﬂlr v 'llhlllki.ch

Mlnha-ul‘ zafizeni se povakuje za plesnl michajici, pc.kud
je prokdzéna homogennost sledované litky.
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Ozndmeni

_ 0 odriddch rostlin, které byly registrovédny podle § 11 zdkona E. 92/1996 Sh.
; ¥ nhdohf od 1. tervence 1996 do 14. biezna 1997

Ve sloupelch jsou uvedeny ndsledujicl Gdaje: ' k7

1 = identifikadnf Eslo odridy

2 = Zadatel (Eslo, pod kierym jsou jméno a adresa Fadatele uvedeny v seznamu na konei ozndment)

- B mnménjzimpw{&la.podkmrfmpuujmémaﬂmmommmmmwadmyvmnammmmﬂ
4 = ndzev odridy

5 — omabeni odrivdy v Hzenl o registraci -
6 — datum nabyti prévn{ moci rozhodnutl v Hzenf o registraci d

1 2 3 4 < 6

POLNI PLODINY

JECMEN OZIMY

F;'urd;‘wn vulgare L. sensu lato \

HRV2828 0031 0271 . Agrilo LP 852354 26021997

HRV2810 0292 0636 Babylone CEBECO 88212 26.02.1997
; :

JECMEN JARNI

Hordewm vilgare L. sensu lato .

HRV2916 + 0528 0223 Scarlett 38801 21.03.1997

HRV2921 0202 Tolar HE-6037 21.03.1997

OVES:

Avena sativa L.

AVS3050 0077 0451 Jumbo : NORD 78038 10.03.1997

PSENICE OZIMA

Triticum aestivum L. emend. Flori et Paol.

TTA2392 0172 ] _ Saskia §G-5352 - 26.09.1996

TRITIKALE OZIME

XTriticosecale Wittm.

XTS2844 0385 0160 Disco LAD 490 10.03.1997

: :
ZITO OZIME
Secalé’cereale ..

S0C2815 0172 z Selgo SG-K 65 10.03.1997




KUKURICE
Zea mays L,
ZEA3240 0428
ZEA3108 0069
ZEA3198 0329
mzm 0196
ZEA3211 0196
ZEA3164 0006
ZEA3165 0006
ZEA3102 0069
ZEA3109 0069
ZEA3148 0046
ZEA3228 0330
ZEA3104 0069
ZEA3192 0447 |
ZEA3181 0177
ZEA3169 0006
ZEAIT 0006 .
ZEA3091 0507
ZEA3214 0016
ZEA3173 0006
ZEA3174 0091
ZEA3106 0069
POHANKA
Fagopyrum esculentum Moench.
FGE3081 0615
FESTULOLIUM
GHY2521 0201

- JILEK MNOHOKVETY ITALSKY

0657
Cellad 235

0493
0493
0645

0493
0258
0282
0493
0172

‘0158

Lolium muliifiorum Lam. ssp. inalicuin (A.BR.) Volkart

LLI2816
LL12811

0201

0147 -

Bojar

CE-5193
Centis 350

Titus

KWS 200
(Syn.: Achat)

Korina

Prolog

€GS-1100

KX 3134

MLC 2100
21,03.1997
CE-7T192

X 0902 H, 3893
X 1115, 3769

KX 2105

KX 3135
SUM 9207 ST
PAU-1A7
KX 2337
NX-311
TA-20328

X 1D11, 3907
X 0852 G, 3905
LG 22.34
Sesnord
X'1D31

Titus

KX 2131

Jana

H?:l;ﬂ DK

HZ:3
VV-i/89

21.03.1997
21.03.1997
21.03.1997

21.03.1997
21.03.1997
21.03.1997
21.03,1997

21,03,1997
21.03.1997
21.03.1997
21.03,1997
21.03.1997
21.03.1997
21.03.1997

21.03.1997

21.03.1997
21.03.1997
21.03.1997
21.03.1997
26.03.1997

26.03.1997

10.03.1997

- 26031997

26.03.19597
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atm_c VYTRVALY

~ Lolium perenne L.
CLLpass 0292

LLP2535 0306
KOSTRAVA CERVENA

. F:s\mm r:._:bra L.
FSR2556 0497
!I-‘SRZTSE 0292

 FSR2450 0292
FSR2454 0292
FSR2455 0292
FSR2536 - 0306
F5R2537 . um;ﬁ
i(DS'IiA‘FA ovel
Festuea ovina L. sensu ;l?nm
FS02789 0292
FS02529 - 0306
LIPNICE LUCNI
Pmu;ﬁqun:hlﬁ ok
PAP2557 0497
PAP2791 0292
PAP2456 0292
PAP2558 0306
BOB
Vicia faba L.
VCF2912 0031
VCF2515  am
HRACH-
Pisum sativum L.
PS$2940 0077
—peludka:
PSS3086 0025

0160

0171

0636
0636

0160

0160

0636 -

0160

0171

0636
0160

0271

0223

Avenne

Valda

Pintor

Bariiiia
Julia
Miracle

Nimbus

F i

Livioletta

EEG 358

Cenfer _
ERG 1141
ERU 774

ERUT 786

"Dlivia

Rifilla

Valda

Pintor

Bartitia 10.03.1997
Julia

Ceb Pp 141
Nimbus

2.1.1945

10.03.1997

21.03.1997

10.03.1997

10.03.1997
© 10.03.1997

10_.03.199‘7
10.03,1997

21031997

21.03.1997

10,03.1997
21.03.1997

10.03.1997
10.03.1997

| 21.03.1997

27.02.1997

27.02.1997

21.02.1997

27.02.1997



JETEL PLAZIVY

Trifolium repens L.,
TFR2559 0497
TFR2560 0497
STIROVNIK JEDNOLETY
Lotus ornithopodioides L.
LOT2942 0511
LEN
Linum usitatissimum L
—alejny:
LNU3080 0556
- pladng: .
LNU3178 - 0557
LNU3185 0557
LNICKA :

« Cameling sativa {L.) Craniz
CMS3087 0025
REPKA JARNI

Brassica J"wpm L. var. mapus

‘BRN3110 0006

. REPKA OZIMA

Brassica napus L. var, napus

BRN2799 0697
BRN279T 0329
BRN280S . 0158
BRN2800 0697
BRN2779 0030
 BRNZ798 0024
SLUNECNICE
Hellanthus annuus L.
HLA2956 0006

HLA3232 0330

0171
mnmn

- 0222

0222

0493

0268

0258

Menna

Jundk

Atalante

R

Patriot

Bristol

OP-56

Valesca

Angela

Barbian

Alalante

VDB-171
VDB-9301-

Lindo .

NS 0704

DIEN 90/7
MLCH 010
10.03.1997
IEﬂ.ﬂiﬂ
GSCH 427/23

NPZ 012

XF 425

'10,03.1997

10.03.1997 -

10.03.1997

21.03.1997

21.03.1997
21.03.1997

10.03,1997

10,03.1997

| 10,03.1997

10.03.1997

10.03.1997
10.03.1997
10.03.1997

10.03.1997

10.03.1997




HLA1G82 0492 e, {IISIB LG 5410 L-HA 242/02 10.03.1997

HLA3216 0613 0271 Mastin Masin 10031997
HLA3217 0006 _ 0493 . . Natil  XF315 " 10.03.1997
HLA1684 . 0434 0160 U-SSE U-S5E 10.03.1997
H {Syn.: Bambao) . ‘ :
BRAMBOR '
Solanum tuberosum L. . :
SLT3242 0294 - . 0496 Bolesta Bolesta 10.03.1997
j  SLT3199 T a0 0151° Dali Dall 10.03.1997
SLT2794 .. 0311 0158 Felsina . Brunia8037125  10.03.1997
| SLT2947 o607 0151 ' Minerva Minena - 10.03:1997
SLT3238 0311 0158 Morene Morene . 10031997
SLT2883 0294 ° 0496 Nikita Nikita . 10,03.1997
SLT3I244" . 0294 0496 Produccat Producent 10031997
SLT2884 0294 | 0496 © Raja Raja ' 10,03.1997
SLT3222 0311 - 0158 Remarka - Remarka 10.03.1997
SLT3202 0310 0151 " Symfonia Symfonia ‘ 10.03,1997
SLT3223 0216 ; Veronika VE 249/510.03,1997
' CUKROVEA

Beta vulgaris L. var. altissima Déll
BTA2221 0316 0500

Agrios MK 871 27.02.1997 -
BTA3160 0016 . 0282 ' Forcka § 1315 27.02.1997
p BTA2965 0046 0180 Fox STRU 1204 27.02.1997
BTA3193 0110 0482 Madeira M 9306 27.02.1997
~ BTA3189 0016 - o282 - © Melina §1323 27.02.1997
BTA3147 0279 0717 ~ Orion Orion C 27021997
BTA3235 . 0068 0498 Triumph DEL 334 CZ 27.02.1997
BTA3195 0110 0482 Vegas M 9328 27.02.1997
KAPUSTA KRMNA
Brassica oléracea L. convar. acephala (DC.) Alef. var. medullosa Thell. + var. viridis L. -
BRM3394 0171 Zina  SE-507 26.03.1997

[

REPA KRMNA
Beta vulgaris L. var. crassa Mansf.
BTC3190 0016 0282 . Bolero Bolero 27.02.1997




BTC3154

BTC3191

ZELENINY
BROKOLICE

Brassica oleracea L. convar. botrytis var. cymosa Duch.
0140 -

BRY3540
BRY3577
BRY3617

CELER
Apitim graveolens L.
APG3578
APG3579

APG3559

CIBULE

" Allium cepa L.

ALC3580
ALC3659
ALC3262

ALC3247

ALC3093

ALC3501

ALC3502
ALC3503
ALC3092
ALC3693
CESNEK.

Alivem sativiem L.,
ALS3306

FAZOL
Phaseolus vulgaris L.
- kektkovy:
PHV3064

.0335

0016

0682
0299
0048

0691
0299

0112

0299

0112 -

0278
<0301

0320
0320
0320
0301

0301

0499

0193
0473

0136
0193
0476

0193
0476
0510
0510

0183 |

0268

0231

0231
D268
0268

0473

Jamon Jamon

Kendo SVB 127
Cezar Crezar
Flash RS 901021
Lord Lord
Addmirdl AX 94
Mentor . 83-30

 Snowwhite Snowwhite
Alba Regina RS 86 145
Aragon Aragon
(cean Ocean
Amigo s Amigo
Corona BGS 36
Hilton SG 1036
Legio Legio
Macho . Macho
Marco Mareo
Sonesta §G 1035
Sturon S_lumn
Bendttan SM-BV- VF

 Asset TBX 410
o

27.02.1997
27.02.1997

25.01.1997
25.01.1997

L

25.01.1997

25.01.1997
25.01.1997
01.02.1997

26.02.1997

26.02.1997

21.12.1996

21.12.1996

26.02.1997
26,02.1597
26.02.1997

26.02,1997 -
'26,02,1997

26.02.1997

26.02,1997

26.02.1997

21.03.1997
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PHV3065 , 0048 0473 Flo TBX 412 .. 21.03.1997

PHYVO866 0298 : 0476 = Maxidor Maxidor : 21.03,1997

FENYKL SLADKY
Foeniculum vulgare P. Mill: var. dulce

FNV3128 0ss2 0158 Precoce di Bologna  Precoce di Bologna ~ 25.01.1997

HRACH
Pisum sativum L. (partin) .
— dtehovy§ (P.sativum L. convar. medullare Alef. emend. C.0, Lehm.):

PSS3744 0058 0140 Ambassador WAV F 50:;.- . 01.02.1997
PSS3066 © 0048 0473 - Combi Dual TPX 453 01.02.1997
PS3s81 0299 0193 ~ Marifon 82 RS 2254 01.02.1997
PS§3745 0058 ' 0140 Premium WAV 789 01.02.1997
PSS3067 0048 0473 Teistar TPX 450 01.02.1997

— cukrov§ (P.sativum L. convar. axiphium Alef. emend. C.0. Lehm.):

P§53531 0056 - 0510 Ambrosia Ambrosia -01.02.1997

KADERAVEK
Brassica oleracea L. var. acephala

BRL3545 0140 o Kapral : « NS0794 25.01.1997

KAPUSTA HLAVKOVA
Brassica oleracea L. convar, capitata var. sabauda L.
BRS3504 0320 0231 Primavoy Primavoy 26.02.1997

LY

BRS3505 0320 0231 Tarvoy Tarvoy 26.02.1997

mm}sr# RUZICKOVA

Brassica oleracea L. convar. oferacea var. gemmifera DC.

BRG2643 0299 0193 ' Amoroso . RS90111 01.02.1997
BRG3506 0320 0231 Content Content - 01.02.1997
KEDLUBEN

Brassica oleracea L. convar. acephala var, gongylodes (L.}

BRD3330 0140 _ Kartago NS 0194 21.12.1996
‘BRD3558 0278 0183 Kossak Bejo 1577 21.12.1996
BRD3557 - 0278 = 0183 Korale Bejo 1376 21.12.1996




KVETAK

Brassica oleracea L. convar. botrytis var, botrytis L.

BRB3436
BRB19§8
BRB3561
BRB3370
BRB2775

BRE3584

BRB3618

BRB3541 .

Davicus carota L.
DCC3sEs
DCC2994
DCC3562
DCC2761
DCC3297
DCCISE6
DCC3546

DCC2567

DCCJ.‘!TI
DCC3507
DCC3508
DCC3563
DCC3298

. DCC2762

DOC3299

OKURKA
Cucumis sativis L,

~naklddatka

CC53513

0140
0315
0112
0313
0301
0347

0301

0682

0320

0510
0476
0186
0268
0136
0268
0140

0193

0268

0476 -

0473
0558
0136

0473

0186

0231

. 0476

0558
0473
0558

0136

Agora

Falcano
Gipsy

Rober

Tornado

NS 12/95
Carera

Dominant
SG-4057

CL 89
$G 4006

RS 882009
5G 778

TCX 420

Junior

NS 0294

S8

MNansen

Masha

TCX 421
Torini

Tezier S.A. -

Valor

NIZ 50-113

01.02.1997

01.02.1997

01.02.1997
01.02.1997
01.02.'195[7
01.02,1997
01.02.1997
01.02.1997

21031997
21.03.1997

= 21.03.1997

21031997
21.03.1997
21.03.1997
21.03.1997
21.03.1997
31.03.19'97
21,03.1997
21.03.1997
21.03.1997
21.03.1997
21.03.1997
21.03.1997
21.03.1997

21.03.1997

01.02.1997
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< saldtovd: -
083332
83333

- ecsasho

CCs3si
CC83512

PAPRIKA
'C'nl,ua‘tmm annuim L.
CPA3622
CPA3334 -
CPA3032
CPA33T1
CFJH.'_!ISS
CPA3072
CPA3336
CPA3619
CPA3031

'mﬂ

0278
0505
0505
0320
0320

0475
0505
0475
0196

0505

0505

0164
0703

0183

0183

0183
0231
0231

0183

0183
0473
0183
0256

Petroselinum crispum (Mill.) Nym. ex A.W. Hill

‘= kotenovi:

PTC3514
—nafovd:

PTC3548

POR .

Allium porrum L.
ALP3549
ALP3sSS
ALP3564
ALP3660
ALP3515
ALP3516
ALP3517
ALP3859
ALP3550
ALP3589

0140 .

0140

0140

0278
0112

0320

0320
0320
0112
0140

0193
0183
0476
0231
0231
0231
0476

0193

Lothar
Poniia
Radmila
Serit

Luteus

Sitia

Vira

Kalunga

Pontia

OL-203Rx308R
Eagle
OL-226RXOL CAR
CE-Fkn/95 |
Luteus

THX 495

st

KS 723

Le-813

NS 0594

NS 0694

NS 1094
Kilima
Bejo 1174
Lavi

Poriwin
NIZ 33-30
Siegfried 2
NS 1194

Vama

21.12.1996
21:12.1996
21.12.1996 -

21.12,199%,

21.12.1996

25.01.1697
25.01.1997
25.01.1997
25.01,1997 °
25011997
25.01.1997
25.01.1997
01.02.1997

01.02.1997

27.02.1997

21.12.1996

21.03.1997
21.03.1997
21031997
21.03.15;9'?
2103.1997
21.03.1997
21.03.1997
21031997
21031997
21.03.1997




RAJCE

Lyeopersicon lycopersicum (L.) Karsten ex Farw,

—ketflkové:
LY(C3073 0048 0473
LYC3074 0048 0473
LYC3439 0239
LYC3442 0239
LYC3437 0239
LYC2898 0239

© LYC3438 0239
LYC3441 0239
LYC3440 0239
-1y 1’: kové
LYC3609 0649 - 0231
LYC3680 0301 0268
LYC3041 0056 . 0510
LYC3610 0649 0231
LYC3444 0239 '
LYC3446 0239
REDKEV
Rnp;muusmimf.. var. ntgcr_l_’HHU.S‘, Kerner
RPN3250 0718 0473
REDKVICKA |
Raphanys sativus L. var, radicula Pers,
m193§ 0315 | 0510
RP$3342 0320 0231
RP53590 0299 : 0193
RPS3373 0313 0186
RPS3338 0505 0183
REPA SALATOVA
Beta vulgaris L. ssp. vulgaris var. conditiva Alef.
BTO3591. 0299 0193
BTO3518 0320 ' 0231

Okura Cross

Desire

Novired

Nero

Tardel

TTX 460
TTX 461
§M133
SM-24
SM-125
SM-2D
SM-127
SM-204
SM-2000

Alambra
F 244

SMQ 157/93

" Paola

SM-CxCoun
SM-CxTor

Olkura Cross

21.12.1996
21.12.1996
21.12.1996
21.12.1996
21.12.1996
21.12.1996
21.12.1996

21.12.1996

21.12.19%96

22.12.1996
22,12 1?96
22.12.19%6
22.12.19%96
22.12,1996

22.12.1996

25.01.1997

21.12.199%
21.12.1996
21.12.1996
21.12.1996

21.12.1996

26.02.1997

26.02.1997
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e



SALAT HLAVKOVY

Lactuca sativa L.

— hldvkovy:

LCS1991 0315
LCS3353 0239

LCS3354 0239
- LCS3352 0239
LCS3343 0320

LCS3648 0301
LCSIS20 . - 0320,
Lr.ssadn 0505
LCS3344 ' 0320-
= ledov§:

LCS3339 0505
LCS3551 0140
—ktezw

LCS3519 0320
SPENAT

Spinacia oleracea L.

SPO3552 0058
SPO334S . 0320

ZELf PEKINGSKE
Brassica pekinensis {Lour. ) Rupr.

BRP3527 0320
BRP3528 0320

~ OVOCNE DRUHY

ANGREST

Ribes uva-crispa L.

RIU14S3 0231
RIV0626 0703

RIU1454 0231

HRUSEN

Pyrus L.

PYR0902 0231

0510

0231

0231
0183

0183

0231

0140
0231

0231

Barry

Farnon

Milly
Mirian

Nancy
Stéphanic

Tarzan .

Frishy

Triptick

Kingdom 65

Viking

SM-TL

SM-TP
SM-TH

L 8602

. Nancy

Stéphanie

Sunny

Saladin-Amulet
NS 0494

Triptick

Kingdom 63

'LS-3/37

LE-59-8-38

L3-5/3

TE-05316.

21.12.1996
21.12.1996
21.12.1996

21.12.1996

- 2112.1996

21.12,1996
21.12.1996 -
21.12,1996

21.12.1996

21.12.1996

21.12.1996 .

21.12.1996

21.12.1995

21.12.1996

26.03,1997 .

26.03.1997

27.02.1997
27.02.1997
27.02.1997

01.02.1997




0231

PYRO787 /

PYROBSS 0231
JTABLON
Malus Mill,
MAL1383 0231
MAL1350 0231
MAL2782 0231
MAL1298 0578
MAL1518 0578
MALI1520 0578
MAL1686 0578
MALI1687 0578
MALO716 0211
MALO0904 0231
MALOS9E 0231
JAHODNIK

. Fragaria L.

FRA1841 0263

OKRASNE DRUHY

ASTRA CINSKA

Callstephus chinensi (L..) Nees
0231

. JIRINKA
Dahlia Cav.

0568

0568
0568
0568
0568

Dicolor

Jana

F

PTEE

g

binola

BEIQE

E'

FEPREfS

TE-12-48-533
TE-H-169/73

TE-16664
TE-24286
Ubery
UEB-1720/3
UEB-1679/4
UEB-1822/1
UEB-2059/7
UEB-2355/2
HL-111-25-34
TE-19222

HL-VII-18/49 -

-BO-9-8-81

LY-JE-90

HA-16/89 -
HA-237/89
HA-149/92
HA-227/89
HA-17/90
HA-254/89
HA-357/89

01.02.1997

01.02.1997

01.02.1997
01.02.1997
01.02.1997
01.02.1997
01.02.1997
01.02.1997

01.02.1997

01.02.1997

01.02.1997
27.02.1997
27.02.1997

01.02.1997

21.12,1996

21.12.1996
21.12.1996
21.12,1996
21.12.1996
21.12.19%6
21.12.19%6

21.12.1996
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Gladiolus L.
0568
0568
LILIE
Lilium L.
0568
_ PELARGONIE PASKATA

Pelrgonium-Zonale-Hybridae
42
0242

Clia

Lyra

Bohemia Cup

Tarka
Mirka

HA-511/88

HA-548/87

HA-1-244

VUODZ-55/1
VUOZ-220/1

21.12.1996
21.12.1996 ¢

21.12.1996

21.12.1996
21.12.1996



e ee—m——— = .

e

Y T

0016

0077

0110
0112
0136
0140
0147
0151
0158

0160

0164
0171

0172 |

0177

0180 -

0183
0186

0193

- 0196

Sy
Pioncer HI-B@ Intl.Inc.
S.ES. EUROPE N.V./S.A.
Norddeutsche Pilanzenzucht,

. Deutsche Saatveredelung

Lippstadt- Bremen GmbH zu Lippstadt
P.H. Petersen mi

. von Lochow-Petkus GmbH.

Fr. Strube Ssatzucht KG

Asgiow GuobHL .

Saatucht Quedlinburg GmbH

Van Waveren-Planzeazicht GmbH
Agri-VanderHave GmbH

KWS Kleinwanzlebener Saatzucht AG
NORDSAAT Saatzuchtgesclischaft mbH,

Sidwestdeutsche Saatzucht, Dr. H.R.Spith .

Danisco Seed /Maribo/
Dunhﬁ.'.ld_l A/S

'BOHEMIASEED, spol. s 1. 0.

MORAVOSEED, spol. s 1. 0.
Oseva UNI, as.

MEDIPO AGRAS HB,, spol. s1. 0.

_ OSEVA PRO, spol. k1. 0.

DSEVA AGRO Brno, .5

" SEMEX, Sfachtitel.-vfskumny podnik, £p.

AGROGEN, spol. § 1. 0.
SELGEN as.
ZEAINVENT as,

‘STRUBE-DIECKMANN CR, spol. s r. 0.
" \BEIO BOHEMIA s.r.o.

Ing. Ferdinand Hoffmann, CSc.,
Sluzby pro zemédélstei -

Ing..!rﬁlmkihn
CEZEA — $lechtitelskd stanice, a.s.

IMENA A ADRESY. ZADATELU A ZMOCNENYCH ZASTUPCU

Adresa:

6800 Pioncer Parkway, Box 316, Johnston, lowa 50131, USA

Industriepark 15, B-3300 Tienen, Belgie

Hohenlieth, 24363 Holtsze, SEN
Hans-Georg Lembke KG

Postfach 1407, 59524 Lippstadt, SRN

Postfach 6, Post Langballig, 24976 Lundsgaard, SRN

Postfach 1197, 20296 Bergen, SRN
Postfach 13 53, 38358 Schiningen, SRN
Luushardtstrasse 6, 76646 Bruchsal, SRN

Postfach 13, 06472 Quedlinburg, SRN

Postfach 130, 37122 Rosdorf, SRN
Postfach 1121, 35301 Griinberg (Hessen),SRN
Postfach 1294, 29297 Bergen, SRN
Grimsehlstr, 31, 37574 Einbeck, SRN
Hauptstrasse 1, 38895 Bohnshausen, SRN
Im Rheinfeld 5, 76437 Rastatt, SRN

P.O. Bu: 29, DK- 4960 Holeby, Dénsko
Postbox 185, DK- 5100 Odense C, Déintko
Jankoveova 18, 170 37 Praha 7

692 ﬂl_hﬁlrulw-hlul.fm'l

Na BAlé 1231, 565 14 Chocelt
Dobroyského 2366, 580 01 HavlfEkiy Brod
Jankovcova 18, 170 37 Praha 7

. Plizové B-10, 657 52 Brmo

V¢honskd 13, 835 08 Bratisava, Slovensko
Zahradn 1o, 664 41 Troubsko

Jaakoveova 18, 170 37 Praha 7 _
Trstinska 1, 917 52 Trnava, Slovensko

Ve Starém Lobegku 9, 278 01 Kralupy nad Vitavou _
Podiiliany 49, 533 44 Staré Zdéniice

Stochovskd 4, 16100 Praba 6

Nuselskd 42, 140 00 Praha 4

696 14 Cojt




0265
SN

0278
0279

0313
0315
0316
0320
0329
0330
0335
0347

Slechtitelskd stanice Hladké Zivotice s.r.o.

Plant Select s.r.0.

'VESA Velhartice a..

AGRITEC, vikum, Hechiaf a sluby s.1.0,, Sumpuk
MORSTAR, ns.

Sempra Praha, n. 5.

-SEMO s8I0,

Vizkumng Gstay okrasného zahradnictvi
Prihonice

SEVA-FLORA s.r.0.
AGRISERVIS, spol. s 1. 0.

Viskumny tstav ovoengch
a okrasnfch drevin -

Hilleshég NK Semiice = spol. § 1.0,
SELEKTA a5

BEJO Zaden BY

. DJ. Van der Have B.V,

AROS-0OSIVA s.ro.

Nunhems Zaden B. V. .

(hb-!.;m Zaden BV,

Agrico Holland

POP Vriend B.Y,

Royal Siuis BV

Sluis & Groot

Zelder B.V.

De Z.P.C. e
Hettema Zonen Kweekbedrdjf B.Y.
Rijk Zwaan BY -

Leen de Mos Groentezaden

Kuhn & Co.International BV,
Nickerson Zwaan B.V.

Semences Cargill

Coop de Pau Semences

Ets Florimond Desprez, Veuve et Fils

Clause Semences

Nickerson Seeds Lid,

252 43 Prihonice u Praby . -

742 47 Hladké Zivotice
Hrubice, 798 21 Bedihod¢
341 83 Velhartice

Zembaklské 16, 787 01 Sumperk-Temenice

Havlitkova 2787, 767 41 Krom&fi:

U topiren 2, 170 41 Praha 7
Smr¥ice 414, 798 17 Smrkice

Mikulovsk 366, 691 42 Valtice
P.0,Box 191, 760 01 Zlin
Cervenej armady 53, 972 01 Bojnice, Slovensko

Semtice 137, 294 46 Seméice

Jankovcova 18, 170 37 Praha 7

PO.Box 50, 1749 ZH Warmenhuizen, Nizozemsko
P.0.Box 1, 4420AA Kapelle, Nizozemsko
KubiSova 8/1265, 182 00 Praha 8

P.0.Box 4005, 5250 AA Haelen, Nizozemsko
P.0.Box 10000, 5250 GA Viijmen, Nizozemsko

* P.0.Box 70, 8300 AB Emmeloord, Nizozemsko

P.0.Box $, 1619 ZG Andijk, Nizozemsko
P.O.Box 22, 1600 AA Enkhuizen, Nizozemsko _
P.O.Box 26, 1600 AA Enkhuizen, Nizozemsko
P.0. Box 26, 6590 AA Gennep, Nizozemsko
P.O.Box 385, 8901 BD Leeuwarden, Nizozemsko
P.0.Box 99, 8300 AB Emmeloord, Nizozemsko
2678 ZG De Lier, Nizozemsko

Postbus 54, 2690 AB's-Gravenzande, Nizozemsko
Post Box 99, 5250 AB Vlijmen, Nizozemsko
Postbus 19, 2090 AA Barendrecht, Nizozemsko -

Croix de Paradies, B.P. 21, 40305 Peyrchorade, Francie

Ave. Gaston Phoebus, 64230 Lescar, Francie
B.P. 41, 59242 Cappellé-en-Pévide, Francie *

24, boulevard Pierre Brossoletle, 91221 Brétigny-sur-Orge

Cédex, Francie
Rothwell, Lincoln LN7 6DT, Velkd Briténie




rIrT—

Sl

0385

0500

0505
0507
0510

0511

0528
0549
0552
0556

0557

0558

0568 |

0578

0613

0615

DANKO Hu’dm.v‘lh‘l Roslin Sp, z.0.0.

CIBA GEIGY AG, Secddivision -
Gabonatermesztési Kutaté Intézet
Hilleshog AB

Ing. Viadimir Schiller Ruskd 2, 6‘1200 B:w:-
Svaz péstiteld a zpracovateld olejnin Praha
NOVUM SEEDS g.1.0.

REPROSAM, spol. s 7. 0.

LIBERA, IngJifina Teclov 2
AGRD’IRMS Fuduhinc s1.0. .

Ing. J-:mf Vnﬁi.t

Uma.plm Genetics, Grandes Cultures SA )

!'mmﬁmtcnﬂmbH spol. s L. 0.,
mganlmﬁnlﬂn&n ’

Agrico Holland — organiz. jednotka
BARENBRUG Holland B.V.

Ing. Josel Vrabec

Francotcheque Agricole spol. s 1.0,
SAATBAU LINZ CR sro.

Eom Zaden BV

Limagrain Semences

Ing. Karel Skfivinek

Vizkumny stay pfmlnﬂ‘tkf'l‘muhskﬂ
spol. 8 1. 0.

Satzucht J. Breun GdbR
Notdésterreichische Saatbaugenossenschaft
SATIVA — Soe, Coop.

Union des Coopératives Agricoles
de Semences de Lile-de-France

VAN DE BILT — MAISADOUR e.c.5¥.
Firma PASIC

Bohemia Bulbs, Slechtitelské stanice
Ustay experimentdlnf botaniky AV CR
DEN HARTIGH BV_

MYCOGEN CORPORATION,
International Division

Kamjanec.-podolskij selskogospodarskij _mulmt

Choryn, 64-005 Racot, Polsko

CH-4002 Basel, Svjcarsko

P.O.B. 391, H-6701 Szeged, Madarsko
Box 302, § — 36 123 Landskrona, Svédsko

Jankoveova 18, 170 37 Praha 7

Jankoveova 18, 170 00 Praha 7

Revolutaf 13, 110 00 Praba 1

Vrbka 35, Krésné Pole, 725 26 Ostrava

Rokytno 134, 533 22 Bj#(

Pohofl 184, 518 01 Dobrutka

B.P. 2 — Z.A. Les Pains, 49320 Les Alleuds, Francie

Jana Opletala 1279, 690 02 Bfeclav

Jankoveova 18, 170 37 Praha 7

. P.0.Box 4, 6678 ZG Oosterhout, Nizozemsko

Kotorské 1578/36, 140 00 Praha 4-

Sadové 242, 294 41 Dobrovice

Zaktin 31,294 71 Benitky nad Jizerou
Postbox 7, 1600 MEﬂhuizt_h. Nizozemsko
B.P. 1, 63720 Chappes, Francie

Prajskd 805, 289 12 Sadskd

Zahradni 1, 664 41 Troubsko

Amselweg 1, 91074 Herzogenaurach, SRN
Meires 25, 3841 Windigsteig, Rakousko
Via Madoona Dello Schioppo No. 415, 47023 Cesena, Ilic

mmhm.ﬂsmmm,mm

Postbus 16, 4540 AA Shuiskil, Nizozemsko
Dolnf Zivotice 175, 747 56 {)pm

538 03 Hefmandv Méstec

Na Karlovee 1, 160 I}I}Pnha 6 — Dejvice
P.0.Box 3, 8300 AA Emmeloord, Nizozemsko

Z. |, du Haut Ossau, BP 42._6-4!.21 Serres-Castet, Francie

Sovienka 13, 281900 Kamjanee; Chmelnicks oblast, Ukrajina



0657
0682

0697
0703
om
0718

Cebeco Seeds s, 1 o,
Ing. Juroslava Séckd
Tezier S.A.

o

Ing. Peter Kovitik

Przedsiebiorstwo Nasiennictwa

Ogrodniczego i Szkélkarstwa

agro-TIP Handels- u. Consultingges, mbH

Hilleshdg GmbH

"Mendlova zemédélskf a lesnickd univerzita

Podedvorskd 755/5, 198 00 Praha 14

Dyjdkovitky 92, 671 23 Chvalovice . .
Rue Louis Saillant — B.P.83, 26802 Portes-les-Valence Ce-
Francie

Pod Fialkou 2734/8, 150 00 Prah: 5 — Smichov

‘ol Zeromskiego 3, 05-850 Oz6w Mazowiecki; Polsko

Am Toberbusch 7, 21255 Tost I, SRN
Postfach 3264, 32076 Bad s.m..,_ SRN

- Zem¥d¥ské 1, 613 00 Brao

Ing. Markéta Majorov " Boleny Némcové 752, 584 01 Ledet nad Sézavo :
SAKATA, Sakata Seed Europe B.V. Kruizemuntwog 27, 1435 DD Rijsenbout, Nizozemsko
: Ministerstvo zembdlstvi CR
a Vrchaf feditel sekee zemidélské

- Ing. Frantidek Havif, v. r.
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Rada Stitntho fondu
trkof regulace v zemddilstvi

C.j. 2286/97 S ' V Praze dne 24, biezna 1997

Zisady regulace trhu jatetného skotu v roce 1997

V souladu s § § odst. 1 pfsm. b) 12'3) ¢ikona €. 472/1992 Sb: o Stétnim fondu tefnf regulace v zemédélst (ddle jen ,,Fond™), ve znénf
zikona &, 10/93 Sb. a 24kona &, 242,95 Sb. a v névaznosti na 8. 7, odst. 2, ism. b) Statutis Fondu, schvélencho usnesenfm viddy CR &,
128/96, vyddvé Rada Fondu tyto zdsady regulace trhu jatetného skotu v roce 1997 (déle jen , Zdsady): _

1, Regulace mj;ﬂﬁ&hq skotu Feli na&pm&ukujaméhu skotu formou subvencovaného vivozu jatefnjch zvifat, hm&:uml masa

8 vybranfch masnfch ﬁruhkﬁ.

2. O subvenci se mohou uchzet subjekty, které budou mit k datu uzivérky pHjmu pihlisek do vibérového Heenf pro subvencovang vi- |

vo!

— vypotfdiny velkeré zhvazky vidi zemédélskm producentim tak, Be tyto zdvazky nejsou stard{ riek 30 dad,

~ vyrovadiny zdvazky, vyplfvajici z dafiové soustavy, dle Thiity jejich splatnosti,

— vyrovndiny splatné zdvazky viiti Fondu nérodntho majetku. Pozemkovému fondu, Stitafmu fondu trekaf regulace v zem&dElstvi,
Podplirmému a garanénfmu rolnickému a lesnickému fondu. _

Spinénf téchto poadavki bude tiéastnik reguiace trhu dokladovat formou Zestného prohldfent svého statutdmiho orgému.,
3. Podminky pro poskytnuif subvencf sia v§voz jatetného skotu: ' > '

a) Suhmpbpmgpojnmpgmmﬁguwﬂﬁﬂmhﬁkunuqﬂk 10 000 tun ¥ivé hmotnosti jatetného skotu. -

b) Termfn ukontenf vivozu jestanoven na 31. fervence 1997.

¢} Do regulace trhu budou zafazeny ndsledujici kategorie jatefného skotu: jatelni bci tf. Al, jatené jalovice t. Al a jatené krvy
i, Al; Primémd ndkupn{ hmotnost se u jatelngch byki stanovuje nejmént na 480 kg, u jateénjch jalovic nejméns na 420 kg a
ujnwhfchkrwnéijEm_-iSDkg.p}i&mtuéﬂnnnmkmnm:nﬁk&lhnqwﬂem%. ey

dy Podminkou pro poskyinutf subvence je skutetnost, % vivozee do 21 dni ode dne nékupu vyplatf chovatelim miniidln{ (garanto-
vané) ceny v dodaci parité feo chovatel takto: 8 .

— za jatciné byky jakostnf tf, Al ve vili . 35,00 K&/kg fHvé hmotnosti
— za jutetné jalovice jakostaf thidy A1 ve v{i 32,50 K&/kg %ivé hmotnosti
— za juteEné krivy jakostnf tHdy A1 ve vili 26,00 K&/kg Hvé hmotnosti.

¢) Pebytky jateéného skotu budou feleny, v névaznosti na § 2, odst. z.p{m.d}nm-t 472/92 Sb. ve ménf pozdjich pledpisi,
i formou subvencovaného vivozu hovéziho masa a vybranfch masnfich virobki a to v objemu, kiery pledstavuje mnokstvi jated-
nych zvifat zpracovanfich na tyto virabky. | . ! :

f) \?pﬂpu_.d&submmmuﬂmWmmmgvmumm_kmmmmhdﬂmmﬂbm’mo&mm“ﬁ-
vou hmotnost jatetaého skotu koeficientem takto: - '
~ kompenzované hovézl &veté z bykd a jalovic zchlazené 1.
— kompenzované hoviéal &vrté z bika a jalovic zmrazené 1,96
— kompenzované hovéal Evrié z krav zchlazend 2,05
~ kompenzované hovézl Svrtd 2 kray zmrazenéd 2,09

gV pﬁp;ﬁ::bmmehnvﬁm vybranfch masngch virobkd ﬁﬁnﬁﬂc_pﬁl‘epuﬁ‘liud koeﬁdﬁtnﬂim hmotnost jatetného

-WMMMEW?WW 2,60
. — hovézl maso bez kosti 2 jalovic a krav v kartonéch zmrazené 2,77
" — hovizi konzervy ve viastnf Sévé : 2,63.

h) Suhvmhldapmk;muumﬂkhdﬁmmrymﬁm&maﬁFondm;vﬁmnphdmkhdmhﬁvmpiﬂoﬁFmdm
= quhdnnttupuﬁvﬁchjmb&i?chmﬁupuwdmumﬂa,po&umlu:lkpﬁhmmuosﬁvk;:
- wiuﬁmmmmmm.ummmmmmwmmﬂwnmm
(garantovand) cena. Podmfnka vyplacen{ nejméné minimdin{ (garantované) ceny jo platnd rovndE pro pHislufné mnokstvi jatet-
- mych zvitat j suroviny pro hovizl maso a vybrané masné vyrobky, které byly vyvezeny; -
— celnf doklad svédef o tom, e zbodf v uvedeném sortimentu a mnoZstvi bylo vyvezeno (JCD).

4. Rozhodujicim kriteriem pro vfbér itastnfka regulace, kierf bude povéfen subvencovanym vivozem, je névrh terpénf finantnfch pro-

-stfedki v plepottu na 1 kg Zivé ndkupni hmotnosti.

5. Pokud celkové mnofstyf jatetného skotu v soultu zévazagech pihilek na subvencovang vivoz plev§il mnokstvf schvilené Radou
Fondu, budou jednotlivé poZadavky pomémym zpisobem na tiroveii tohoto moodstvi zkriceny.

6. Doddwtrduﬁwomkﬁmpublltyvdmduluiuniemjm-mih@myhmwutmmmmvmmm—mum
A ViVoL. ’

; Ing. Josef Lux
mistopfedseda vifidy CR, ministr zem&délstvi a pfedseda Rady Fondu



RADA STATNIHO FONDU TRZN{ REGULACE V ZEMEDELSTVI

4. 2294/97 - i
V Praze dne 21. 3. 1997
Doplnék & 1
 zisad vibirového Fizenf prévickgch a fyrickfch osob pro interventnf ndkupy,
7 vfvoz neho prodej vrobkii zafazengch do regulace trhu
Bod 4. s¢ mwk..

Body 8. ak 11. s ménf na body 4. af 10,

Ustanovent bodu 4, (dfive 5.), pism. b), g) a'h) se mtu ndsledovnd: : o
" Bod 4. b) platng vfpisz obchodniho rejstitku a v ppipadt dodatciného poladavku vfkonného aparitu SFTR nislednt i dfednd ovife-

n§ aktudni seznam spolenfki nebo Gfedné ovifeng aktudlni seznam vétfinov§ch akciondii spolctnosti, pHpadng daldf po-

Bod 4. g) mmﬁmnt&amm&qmﬂm—mmmﬁmmﬁmmmmmﬂm,
ncho mé tyto zhvazky vyrovndny tak, jak urbujf platné zésady regulace trhu pHsluiné komodity, schvilené pro dané obdobl
Bod.4. h) testné problflenf o vyrovndnf zévazkd vol stétu (dant, Fond nfrodnho majetku, Pozemkov§ fond, SFTR, PGRLF atd.)
splatngch k datu uzévirky vibérovtho Heenf, - : :
Jako bod 11, se nové vkldd ndsledulicf ustanovent: ; »
"V phpadd zjilténi, 2o vybrang subjekt nesplnil podminky, vyplvajici z phislulngch ustanovenf téchto zdsad, nebo Ze neplnf
podminky, urbené zdsadami regulace trhu prishuiné komodity, kiecé jsou platné pro obdobf, kdy doslo k jejich porutent, bude
Vi nému postupovino v souladu s pHsluingmi opatfenimi smiuvaich sankel, Zdroved bude do doby splnénl smluvnich sank-
¢f wytazen z regulace trhu, Pokud se podaf prokézt spojoviind podniki ve smyslu § 8, odst, (1), plsm. a)abja § 8, odst. (2),

pism. a) a b) zékona & 63/1991 5b. ve enénf poedifiich phedpist, nebude #dnf z takto spojentych subjekid, kier§ se zibast-
fiuje regulatnich opatteni SFTR, do doby uhrazenf uplatofafch smluvnich sankel naddle do regulace trhu zakazovin,

Ing. Josel Lux
ministé zem&délstvl a pledseda Rady SFTR




Ministerstyo soindatstl -
Ceské republiky =

odbar

dbor vodntho hospod
, G 1437/97-3020,, ,

afstvi

L o

V Praze dne-18. 4, 1997... . -

OZNAMENI
Ministerstvo zemdd@lstvi Ceské republiky, odbor vodnfho hospodi#styf

v souladu se Zdsadami organizace a Fizenf technické normalizace ve vodnim hospoddfstyi

TNV 7501 44
TNV 752502

TNV 754102

TNY 754112

- TNV 754822

TNV 754931

TNV 7549 33
TNV 7549 34

TNV 755291
TNV 755940
TNY 7506611
TNY 756613
- TNV 756614

TNY 757741

v piisobnosti Ministerstva zem&délstvi CR (&.: 516/95-430)
3 X ' r omamuje
schviilenf a vyddn{ odviétvovych technickfch norem vodniho hospodifstyf:

Terminologie pozemkovych dprav

Upravy potokii
N?ml nahradi CSN 73 68 23

Pedolo ‘oo eeleaatr (
e e e bttt s sk

Hydrogeologicks priizkum pro meliorace a zem&dtlské ulfvfnf keajiny
Norma nahradi ON 73 69 22 :

Udriba odvodiovacich zafzen
Nome pahradi ON 73 69 30

Provozmi Hdy ziviah
Norma nabradf ON 73 69 58

Udriba zafizeni
Norma nabradf ON 73 69 55

Provoz a ddriba eiviahovich ferpacich stanic
Norma nahradi ON 73 69 57

Vodsrenské filtratnf pisky
Mikroskopické posuzovinf separain dtinnosti voddrenské technologie
Stanovenf oxygenatnf kapacily acratniho zakizen, Stanoveni v Hsté vodé

- Navehoviinf aeralnich systémi Hstiren odpadnich vod, Pneomatickd acrace

Navehovinf seralnich systémi tstiren odpadnich vod. Mechanicks aerace
Mikrometoda stanovenf toxicity a trofického potencidlu Fasovim testem.

Tisk a distribuci TNV zabezpetuje Hydroprojekt, a. s., Odvétvové normalizataf stfedisko, Téborskd 31, 140 43 Praha 4.

Ministerstvo zeméd®stvi CR
feditel odboru vodatho hospodifstvi
Ing. Jan Plechaty, v, r.
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