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SMERNICA KOMISIE 98/64/ES
z 3. septembra 1998,

ktorou sa ustanovujd analytické metédy spolocenstva na stanovenie aminokyselin, olejov a tukov
a olaquindoxu v krmivich a ktorou sa meni a dopliia smernica 71/393/EHS

(Text s vyznamom pre EHP)

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,

so zretelom na Zmluvu o zaloZeni Eurdpskeho spoloCenstva,

so zretelom na smernicu Rady 70/373/EHS z 20. jila 1970
o zavedeni met6d spolocenstva na odber vzoriek a analyzu na
Ucely tradnej kontroly krmiv ('), naposledy zmenend a dopl-
nent Aktom o pristdpeni Rakdska, Finska a Svédska, a najmai
jej clanok 2,

kedZze smernica 70/373/EHS ustanovuje, Ze uradné kontroly
krmiv s ciefom kontroly poziadaviek vyplyvajicich zo
zdkonov, inych pravnych predpisov a administrativnych opat-
reni, ktorymi sa riadi ich kvalita a zloZenie, sa musia vykondvat
s pouzitim met6d vzorkovania a analyzy spolocenstva;

kedZe, smernica Rady 79/373/EHS z 2. aprila 1979 o obcho-
dovan{ s kfmnymi zmesami (%), naposledy zmenend a dopl-
nend smernicou Komisie 97[47[ES (}) a smernica Rady
93/74[/EHS z 13. septembra 1993 o krmivich ur¢enych na
zvldstne nutricné acely (), naposledy zmenend a doplnend
smernicou 96/25(ES (°), stanovuji, Ze aminokyseliny a oleje
a tuky maja byt uvedené v oznacovani krmiv;

kedze, smernica Rady 70/524/EHS z 23. novembra 1970,
ktorad sa vztahuje na doplnkové latky v krmivach (%), naposledy
zmenend a doplnend smernicou Komisie 98/19/ES (') ustano-
vuje, Ze obsah olaquindoxu je potrebné uviest v oznacovani,
pokial bola tito ldtka pridand do kfmnych zmes;

kedZe druhd smernica Komisie 71/393/EHS z 18. novembra
1971 ktorou sa ustanovuji analytické metédy na dradnd
kontrolu krmiv (¥), naposledy zmenend a doplnend smernicou
Komisie 84/4/EHS (°), ustanovuje analytické metédy na stano-
vovanie — okrem iného — olejov a tukov; kedZe je vhodné
opisani metédu modifikovat;
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kedze je potrebné ustanovit analytické metédy spoloCenstva na
kontrolu tychto latok;

kedze opatrenia uvedené v tejto smernici st v silade so stano-
viskom Staleho vyboru pre krmiva,

PRIJALA TUTO SMERNICU:

Clanok 1

Clenské stity zabezpecia, Ze analyzy vykondvané s cielom
uradnej kontroly obsahu aminokyselin, olejov a tukov, a ola-
quindoxu v krmiviach sa budi vykondvat pomocou met6d
ustanovenych v prilohe k tejto smernici.

Cldnok 2

V prilohe k smernici Komisie 71/393/EHS sa bod ,4. stano-
venie olejov a tukov“ nahrddza castou B prilohy k tejto smer-
nici.

Cldnok 3

1.  Clenské stity uvedt do Gcinnosti zdkony, iné pravne
predpisy a administrativne opatrenia potrebné na dosiahnutie
siladu s touto smernicou najneskor do 31. decembra 1998.
Budi o tom bezodkladne informovat Komisiu.

Opatrenia budd uplatiiovat od 1. janudra 1999.

Clenské $tity uvedt priamo v prijatych ustanoveniach alebo
pri ich dradnom uverejneni odkaz na tGto smernicu. Podrob-
nosti o odkaze upravia ¢lenské Staty.
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2. Clenské $tity ozndmia Komisii text hlavnych ustanoveni Cldnok 5
vnitrodtitneho prava, ktoré prijmd v oblasti, ktord sa riadi

tOUto SMErMicou. Tato smernica je adresovand ¢lenskym Stdtom.

V Bruseli 3. septembra 1998

Cldnok 4
Za Komisiu

T4to smernica nadobtda Gcinnost dvadsiaty defi po jej uverej- Franz FISCHLER

neni v Uradnom vestniku Eurépskych spolocenstiev. clen Komisie
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PRILOHA
CAST A

STANOVENIE AMINOKYSELIN

Rozsah a tcel

Tato metdda slizi na stanovenie volnych (syntetickych a prirodnych) a celkovych (viazanych peptidickou
vizbou a volnych) aminokyselin v krmivdch, s pouzitim analyzdtora aminokyselin. Je pouzitelnd pre nasle-
dovné aminokyseliny: cystein, metionin, lyzin, treonin, alanin, arginin, kyselinu aspardgovd, kyselinu gluta-
movd, glycin, histidin, izoleucin, leucin, fenylalanin, prolin, serin, tyrozin a valin.

Tato met6da nedokdze rozlisit soli aminokyselin a nedokdze diferencovat medzi D a L formami aminokyselin.
Neplati pre stanovenie tryptofinu alebo hydroxyanalégov aminokyselin.

Princip

Volné aminokyseliny

Volné aminokyseliny sa extrahuji zriedenou kyselinou chlorovodikovou. Spolu vyextrahované dusikové makro-
molekuly sa vyzrdzaju kyselinou sulfosalicylovou a odstrdnia sa filtraciou. pH prefiltrovaného roztoku sa upravi
na hodnotu 2,20. Aminokyseliny sa oddelia pomocou i6novo — vymennej chromatografie a stanovia sa reak-
ciou s ninhydrinom pomocou fotometrickej detekcie pri 570 nm.

Celkové aminokyseliny

Zvoleny postup zdvisi od aminokyselin, ktoré sa maji skiimat. Cystein a metionin sa musia pred hydrolyzou
zoxidovat na kyselinu cysteovi a metionin sulfén. Tyrozin sa musi stanovit v hydrolyzdtoch neoxidovanych
vzoriek. Vietky ostatné aminokyseliny uvedené v odseku 1 sa daji stanovit v oxidovanej alebo neoxidovanej
vzorke.

Oxidécia sa vykond pri 0°C zmesou kyseliny permravéej a fenolu. Prebytocné oxida¢né cinidlo sa rozlozi
pomocou disiri¢itanu disodného. Oxidovand alebo neoxidovand vzorka sa hydrolizuje 23 hodin kyselinou chlo-
rovodikovou (¢ = 6 mol/l) pH hydrolyzitu sa upravi na hodnotu 2,20. Aminokyseliny sa oddelia i6novo —
vymennou chromatografiou a stanovia sa reakciou s ninhydrinom pomocou fotometrickej detekcie pri
570 nm. (v pripade prolinu 440 nm).

Chemikalie

Musi sa pouzit dvakrdt destilovand voda alebo voda ekvivalentnej kvality (vodivost < 10 pS).

peroxid vodika, w = 30 %

kyselina mravcia, w = 98-100 %.

fenol

disiri¢itan disodny.

hydroxid sodny

dihydrét kyseliny 5 — sulfosalicilovej

kyselina chlorovodikovd, hustota priblizne 1,18 g/ml.

dihydrét citranu trisodného.

2,2-tiodietanol (tiodiglykol)).

chlorid sodny

ninhydrin

petroléter, rozmedzie bodu varu 40-60 °C.

norleucin, alebo ind zli¢enina vhodnd na pouzitie ako vndtorny Standard.

plynny dusik (< 10 ppm kyslika).
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3.15.  1- oktanol
3.16.  aminokyseliny

3.16.1. Standardné litky uvedené v odseku 1. Cisté zlaceniny, ktoré neobsahuji Ziadnu krystalizaént vodu. Pred
pouzitim suste vo vdkuu jeden tyzden nad P,0; alebo H ,SO,.

3.16.2. kyselina cysteovd
3.16.3. metionin sulfén.
3.17.  Roztok hydroxidu sodného, ¢ = 7,5 mol/l
Rozpustite 300 g NaOH (3.5) vo vode a dopliite na 1 liter.
3.18.  Roztok hydroxidu sodného, ¢ = 1 mol/l
Rozpustite 40 g NaOH (3.5) vo vode a doplnte na 1 liter.
3.19.  Roztok kyselina mrav¢ia — fenol.
Zmiesajte 889 g kyseliny mravéej (3.2) so 111 g vody a pridajte 4,73 g fenolu (3.3).
3.20.  Hydrolyzacnd zmes, ¢ = 6 mol HCl/l obsahujiicej 1g fenolul:
Pridajte 1 g fenolu (3.3) k 492 ml HCI (3.7) a doplite vodou na 1 liter.
3.21.  Extrakénd zmes, ¢ = 0,1 mol HCl/l obsahujiicej 2 % tiodiglykolu:

Vezmite 8,2 ml HCI (3.7), zriedte s cca 900 ml vody, pridajte 20 ml tiodiglykolu (3.9) a dopliite vodou na 1
liter (3.7 a 3.9 nezmieSavajte priamo).

3.22.  Kyselina 5- sulfosalicilovd, f = 6 %:
Rozpustite 60 g kyseliny 5- sulfosalicilovej (3.6) vo vode a dopliite vodou na 1 liter.

3.23.  Oxida¢nd zmes (kyselina permravéia — fenol):
Zmiedajte 0,5 ml peroxidu vodika (3.1) s 4,5 ml roztoku kyseliny mravéej s fenolom (3.19) v malej kadicke.
Inkubujte 1 hodinu pri teplote 20 — 30 °C, aby sa vytvorila kyselina permravéia a pred pridanim do vzorky
ochladte v ladovom vodnom kipeli (po dobu 15 mindt)
Pozor: Vystrihajte sa kontaktu s pokozkou a pouzivajte ochranny odev.

3.24.  citranovy tlmivy roztok ¢ = 0,2 mol Na*[l, pH 2,20:

Rozpustite 19,61 g citranu sodného (3.8), 5 ml tiodiglykolu (3.9), 1 g fenolu (3.3) a 16,50 ml HCl (3.7)
v priblizne 800 ml vody. pH upravte na 2,20. Dopliite vodou na 1 liter.

3.25.  Elu¢né tlmivé roztoky, pripravené v stlade s podmienkami pre pouzivany analyzdtor (4.9).
3.26.  Cinidlo ninhydrid, pripravené v stilade s podmienkami pre pouzivany analyzétor (4.9).
3.27.  Standardné roztoky aminokyselin. Tieto roztoky sa musia skladovat pri teplote pod 5°C.

3.27.1. Zasobny $tandardny roztok aminokyselin (3.16.1). ¢ = 2,5 pmol/ml z kazdej aminokyseliny v kyseline chloro-
vodikovej. St k dispozicii aj na komercnej baze.

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

Rozpustite 0,2115 g kyseliny cisteovej (3.16.2) a 0,2265 g metionin sulfénu (3.16.3) v citranovom tlmivom
roztoku (3.24) v 1 litrovej odmernej banke a doplitte po znacku citranovym tlmivym roztokom. Skladujte pri
teplote pod 5 °C najviac 12 mesiacov. Tento roztok sa nepouzije ak zdsobny $tandardny roztok (3.27.1) obsa-
huje kyselinu cisteovi a metionin sulfén.

3.27.3. Zasobny standadrny roztok vnatorného $tandardu, napr. norleucin, ¢ = 20 pmol/ml.

Rozpustite 0,6560 g norleucinu (3.13) v citranovom tlmivom roztoku (3.24) v odmernej banke a doplite na
250 ml citranovym tlmivym roztokom. Skladujte pri teplote pod 5°C najviac 6 mesiacov.

3.27.4. Kalibra¢ny roztok $tandardnych aminokyselin urceny na pouzitie s hydrolyzdtmi, ¢ = 5nmol/50 pl kyseliny
cisteovej a metionin sulfénua ¢ = 10 nmol/50pl ostatnych aminokyselin.
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Rozpustite 2,2 g chloridu sodného (3.10) v 100 ml kadicke s 30 ml citranového tlmivého roztoku.(3.24).
Pridajte 4,00 ml zdsobného Standardného roztoku aminokyselin (3.27.1), 4, 00 ml zdsobného Standardného
roztoku kyseliny cisteovej a metionin sulfénu (3.27.2) a pokial sa pouziva, tak aj 0,50 ml zdsobného $tandard-
ného roztoku vniitorného $tandardu (3.27.3) Hydroxidom sodnym (3.18) upravte pH na 2,20.

Preneste kvantitativne do 50 ml odmernej banky a doplnte po znacku citranovym tlmivym roztokom (3.24)
a premiesSajte.

Skladujte pri teplote pod 5 °C najviac 3 mesiacov.
Pozri taktieZ pozndmky 9.1.

3.27.5. Kalibra¢ny roztok Standardnych aminokyselin urceny na pouzivanie s hydrolyzdtmi pripravenymi podla odseku
5.3.3.1 a pre pouZivanie s extraktmi (5.2). Kalibra¢ny roztok sa pripravi v stlade s bodom 3.27.4 s vyne-
chanim chloridu sodného.

Skladujte pri teplote pod 5 °C najviac 3 mesiacov.

4. Pristroje
4.1. 100 alebo 250 ml banka s okrihlym dnom opatrend spitnym chladi¢om.
4.2. 100 ml sklend flasa z borosilikdtového skla so skrutkovym uzdverom s gumovou/teflénovou podlozkou (napr.

Duran, Schott) urcend na pouzitie v suSiarni.
4.3. Susiaren1 s ndtenou ventildciou a reguldtorom teploty s presnostou vyssou ako 5 + 2 °C.
4.4, pH meter (na tri desatinné miesta).
4.5. Membrénovy filter (0,2 pm).

4.6. Odstredivka.

4.7. Rota¢nd vakuova odparka.
4.8. Mechanickd trepacka alebo magnetické miesadlo.
4.9. Analyzitor aminokyselin alebo zariadenie na HPLC s i6novo-vymennou kolénou, zariadenie na ninhydrin,

postkolénova derivatizacnd jednotka a fotometricky detektor.

Koléna je plnend sulfénovanymi polystyrénovymi Zivicami schopnymi oddelovat jednotlivé aminokyseliny od
seba a od ostatnych materidlov pozitivnych na ninhydrin. Prietok pre tlmivy roztok a ninhydrin je zabezpeco-
vany Cerpadlami, s prietokom stilym na £ 0,5 % pocas ktorého savykond aj kalibricia pomocou $tandardu aj
analyzovanie vzorky.

U niektorych analyzdtorov aminokyselin sa mozu pouzit procesy hydrolyzy, v ktorych md hydrolyzit koncen-
triciu sodika ¢ = 0,8 mol/l a obsahuje vietku zvysnt kyselinu mrav¢iu z oxida¢ného kroku. Iné zase nezabez-
pecuji uspokojivé oddelenie niektorych aminokyselin, ak hydrolyzat obsahuje prebyto¢ni kyselinu mravciu af
alebo vysoké koncentricie sodikovych idénov. V takomto pripade sa objem kyseliny zmensi odparenim na
priblizne 5 ml po hydrolyze a pred upravenim pH.Odparenie musi prebehnit pod vakuom pri teplote maxi-
mélne 40 °C.

5. Postup

5.1. Priprava vzorky

Vzorka sa pomelie tak, aby prepadla cez 0,5 mm sito. Vzorky s vysokym obsahom vlhkosti sa musia pred
mletim bud vysusit vzduchom pri teplote najviac 50 °C alebo vymrazit. Vzorky s vysokym obsahom tuku sa
musia pred mletim extrahovat petroléterom.(3.12)

5.2. Stanovenie volnych aminokyselin v krmivéch a premixoch

Odvdzte s presnostou na 0,2 mg prislusné mnozstvo (1-5 g) pripravenej vzorky (5.1) do Erlenmayerovej
banky a pridajte 100,0 ml extrakénej zmesi. (3.21). Zmes trepte 60 mindt pouZzitim mechanickej trepacky
alebo magnetického miesadla (4.8). Nechajte sediment usadit a pomocou pipety preneste 10,0 ml roztoku nad
sedimentom do 100 ml kadicky.
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Pridajte 5,0 ml roztoku kyseliny sulfosalicilovej (3.22) za stdleho mieSania a pomocou magnetického miesadla
miesajte eSte 5 mindt. Kalny roztok prefiltrujte alebo odstredte s cielom odstranit vietky zrazeniny. Preneste
10,0 ml vysledného roztoku do 100 ml kadicky a pH upravte na 2,20 s pouzitim roztoku hydroxidu
sodného (3.18), preneste do odmernej banky vhodného objemu pouzitim citranového tlmivého roztoku (3.24)
a doplitte po znacku tlmivym roztokom (3.24).

Ak sa pouziva vnutorny Standard, tak pridajte 1,00 ml vndtorného Standardu (3.27.3) na kazdych 100 ml
kone¢ného roztoku a doplite po znacku tlmivym roztokom (3.24).

Dalsf postupje chromatografia v stlade s odsekom 5.4.

Ak sa extrakty neanalyzuji v ten isty den, musia sa skladovat pri teplote pod 5 °C.

5.3. Stanovenie celkovych aminokyselin
5.3.1. Oxidéicia

Navézte s presnostou na 0,2 mg 0,1 az 1 g pripravenej vzorky (5.1) do:
— 100 ml banky s gulatym dnom (4.1) na otvorend hydrolyzu (5.3.2.3) alebo,
— 250 ml banky s gulatym dnom (4.1) pokial sa vyzaduje nizka koncentracia sodika (5.3.3.1) alebo,

— 100 ml fla3e opatrenej skrutkovym uzdverom (4.2), (pre uzavretdi hydrolyzu 5.3.2.4).

Navazené mnoZstvo vzorky musi mat obsah dusika cca 10 mg a obsah vlhkosti nesmie presiahnut 100 mg.
Vlozte banku/flasu do ladového vodného kipela a ochladte na 0°C, pridajte 5 ml oxidacnej zmesi (3.23)
a zamieSajte pouzitim sklenej $pachtle s ohnutym hrotom. Utesnite banku/flasu v ktorej sa nachddza $pachtla
vzduchotesnou féliou., vlozte ladovy vodny kdpel v ktorom sa nachddza utesnend nddobka do chladnicky pri
teplote 0 °C a nechajte posobit 16 hodin. Po 16 hodindch vyberte z chladnicky a prebytocné oxidacné ¢inidlo
rozlozte pridanim 0,84 g disiri¢itanu disodného (3.4).

Postupujte podla 5.3.2.1.

5.3.2. Hydrolyza

5.3.2.1. Hydrolyzy oxidovanych vzoriek
K oxidovanej vzorke pripravenej podla 5.3.1. pridajte 25 ml hydrolyzacnej zmesi (3.20) pricom dbajte nato,
aby ste zmyli vietky zvysky vzorky prilepenej na bo¢nych strandch nddoby a $pachtle. V zavislosti od pouziva-
ného hydrolyza¢ného procesu postupujte podla 5.3.2.3 alebo 5.3.2.4.

5.3.2.2. Hydrolyzy neoxidovanych vzoriek
Navazte bud do 100 ml alebo do 250 ml banky s gulatym dnom (4.1) alebo do 100 ml flase opatrenej skrut-
kovym uzdverom (4.2) s presnostou na 0,2 mg 0,1 az 1 g pripravenej vzorky, (5.1) NavdZené mnoZstvo
vzorky musi mat obsah dusika cca 10 mg. Opatrne pridajte 25 ml hydrolyzacnej zmesi (3.20) a zmieSajte so
vzorkou. Postupujte bud podla 5.3.2.3. alebo 5.3.2.4.

5.3.2.3. Otvorené hydrolyzy

Pridajte 3 sklené gulocky do zmesi v banke (pripravenej podla 5.3.2.1 alebo 5.3.2.2) a varte za trvalého prebu-
bldvania s refluxom po dobu 23 hodin. Po ukonéeni hydrolyzy chladi¢ vypldchnite 5 ml citranového tlmivého
roztoku (3.24). Banku odpojte a ochladte ju v ladovom kapeli. Postupujte podla 5.3.3..

5.3.2.4. Uzavreté hydrolyzy
Vlozte flagu obsahujiicu zmes pripraventi podla 5.3.2.1 alebo 5.3.2.2. do susiarne (4.3) pri teplote 110 °C. Prvd
hodinu s cielom zabranit ndrastu tlaku (v dosledku vyvijania plynnych ldtok) a s cielom zabranit explézii,
polozte skrutkovy uzdver na hornt ¢ast nddoby. Nadobu neuzatvérajte uzdverom. Po uplynuti jednej hodiny
uzatvorte nddobu uzdverom a ponechajte v susicke (4.3) 23 hodin. Po ukonceni hydrolyzy flasu zo susicky
vyberte, opatrne otvorte uzdver a flagu vlozte do ladového vodného kiipela. Nechajte vychladndt.

V zdvislosti od sposobu dpravy pH (5.3.3) kvantitativne preneste obsah flase do 250 ml kadicky alebo do
250 ml banky s gulatym dnom, s pouzitim citranového tlmivého roztoku (3.24).

Postupujte podla 5.3.3..

5.3.3. Uprava pH

V zévislosti od tolerancie analyzdtora aminokyselin (4.9) na sodik postupujte pri upravovani pH podla 5.3.3.1
alebo 5.3.3.2.

5.3.3.1. V pripade chromatografickych systémov (4.9).vyzadujicich nizku koncentraciu sodika:

Doporucuje sa pouZivat zdsobny roztok vnuatorného $tandardu (3.27.3), ak sa pouZivaji analyzitory aminoky-
selin vyzadujice nizku koncentraciu sodika (ak sa objem kyseliny musi zmensit).
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V takomto pripade pridajte 2,00 ml roztoku vnitorného zdsobného Standardu (3.27.3) k hydrolyzatu pred
odparovanim.

Pridajte 2 kvapky 1-oktanolu (3.15) k hydrolyzitu ziskanému podla odseku 5.3.2.3 alebo 5.3.2.4.

Pouzitim vdkuovej rotacnej odparky (4.7) zniZte objem na 5-10 ml vo vdkuu a pri teplote 40 °C. Ak sa objem
nedopatrenim zniZi na menej ako 5 ml, tak hydrolyzat sa musi vyhodif a analyza sa musi vykonat znovu.

Upravte pH na 2,20 roztokom hydroxidu sodného (3.18) a postupujte v stilade s odsekom 5.3.4..
5.3.3.2. Pre vSetky ostatné analyzdtory aminokyselin (4.9)

Vezmite hydrolyzdty ziskané podla 5.3.2.3 alebo 5.3.2.4 a Ciasto¢ne ich zneutralizujte opatrnym pridanim za
miesania 17 ml roztoku hydroxidu sodného (3.17), pricom teplota zostane pod 40°C.

Upravte pH na 2,20 pri izbovej teplote pouzitim roztoku hydroxidu sodného (3.17) a nakoniec roztoku hydro-
xidu sodného (3.18). Postupujte podla 5.3.4.

5.3.4. Roztok vzorky pre chromatografiu

Kvantitativne preneste hydrolyzdt s upravenym pH (5.3.3.1 alebo 5.3.3.2) s citranovym tlmivym roztokom
(3.24) do 200 ml odmernej banky a doplnte po znacku tlmivym roztokom (3.24).

Pokial este nebol pouzity vnitorny Standard, pridajte 2,00 ml vnitorného Standardu (3.27.3) a doplite po
znacku citranovym roztokom (3.24). Dokladne premiesajte.

Dalsif postup je chromatografia v stlade s odsekom (5.4).

Ak sa roztoky vzoriek neanalyzuji v ten isty den, musia sa skladovat pri teplote pod 5°C.

5.4. Chromatografia

Pred zacatim chromatografie vytemperujte exktrakt (5.2) alebo hydrolyzdt (5.3.4) na izbovid teplotu. Zmes
premiefajte a vhodné mnozstvo prefiltrujte cez 0,2 pm membranovy filter (4.5). Vysledny ¢iry roztok sa
podrobi iénovo vymennej chromatografii s pouzitim analyzdtora aminokyselin (4.9).

Nastreknutie sa moze vykonat rucne alebo automaticky. Je dolezité, aby sa na koléonu naddvkovalo rovnaké
analyzované mnozstvo roztoku Standardov a vzoriek + 0,5 %, s vynimkou pripadov pouzivania vnitorného
Standardu a aby pomery sodik: aminokyselina v roztoku Standardu a vzorky boli tak podobné ako je to len
prakticky mozné.

Vo vseobecnosti frekvencia kalibraénych merani zdvisi od stdlosti ninhydrinového cinidla a analytického
systému. Standard alebo vzorka sa zriedi citranovym tlmivym roztokom (3.24) tak, aby sa dosiahla plocha piku
Standardu, ktord bude ¢init 30 — 200 % plochy piku vzorky aminokyseliny.

Chromatografia aminokyselin sa bude mierne 1i§it vzhladom na druh pouzitého analyzdtora a Zivice. Zvoleny
systém musi byt schopny oddelit jednotlivé aminokyseliny od seba a od ninhydrin pozitivnych materidlov.
V pracovnom rozsahu musi chromatograficky systém poskytovat linedrnu odozvu na zmeny v mnozstvich
aminokyselin priddvanych do kolény.

Pocas chromatografického kroku sa pouzivaji nizsie uvedené pomery tdolie: vyska piku, ked sa analyzuje ekvi-
moldrny roztok (aminokyselin, ktoré sa stanovujti). Tento ekvimoldrny roztok musi obsahovat najmenej 30 %
maximalnej davky kazdej aminokyseliny, ktord sa dd presne zmerat pomocou systému analyzdtora aminokyselin
(4.9).

Pri oddelovani treonin —serin pomer tdolie:vyska piku niZsej z dvoch aminokyselin prekryvajicej sa na chro-
matograme nesmie prekro¢it 2:10 (ak sa stanovuju iba cystin, cistein, metionin, treonin a lyzin, tak nedosta-

to¢né oddelenie od prilahlych pikov negativne ovplyvni stanovenie). V pripade vietkych ostatnych aminoky-
selin musi byt oddelenie lepsie ako 1:10.

Systém musi zabezpeit, aby lyzin bol oddeleny od ,artefaktov lyzinu“ a ornitinu.

6. Vypocet vysledkov

Plocha pikov vzorky a Standardu sa zmeria pre kazdd jednotlivii aminokyselinu a vypocita sa mnoZstvo v g
aminokyseliny na kg vzorky.

A xB xMW x F

BxW=x1000  ° aminokyselin na kg vzorky

Ak sa pouzije vniitorny Standard, tak vyndsobte faktorom: %
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6.1.

7.1.

A = plocha piku, hydrolyzét alebo extrakt

B = plocha piku, kalibra¢ny standardny roztok

C = plocha piku, vnitorny standard v hydrolyzdte alebo extrakte
D = plocha piku, vnitorny Standard, kalibra¢ny $tandardny roztok

MW = molekulovd hmotnost stanovovanej aminokyseliny

E = koncentrdcia $tandardu v pmol/ml
W = hmotnost vzorky g) (korigovand na povodni hmotnost ak je susend alebo odtu¢nend).
F = celkové ml hydrolyzitu (5.3.4) alebo vypocitany objem celkového zriedenia extraktu v ml (6.1).

Cystin a cystein sa obidva stanovuju ako kyselina cysteovd v hydrolyzatoch oxidovanej vzorky, aviak vypoci-
taju sa ako cystin. (C; H;, N, O, S ,, MW 240,30 s pouzitim MW 120,15 (= 0,5 x 240,30).

Metionin sa stanovi ako metionin sulfén v hydrolyzitoch oxidovanej vzorky, vypocita sa vSak ako metionin
s pouzitim MW metioninu:149,21.

Pridany volny metionin sa stanovi po extrakcii ako metionin, pre vypocet sa pouzije rovnakd MW.
Objem celkového zriedenia extraktov (F) pre stanovenie volnych aminokyselin (5.2) sa vypocita nasledovne:

(10ml + 5ml) ~ vml

F=1 1
00 ml 10 ml 10 ml

V = objem kone¢ného extraktu

Vyhodnotenie metdy

Tato metdda bola odskdsand v rdmci vzdjomného porovndvania realizovaného na medzindrodnej trovni
v roku 1990 pouzitim $tyroch réznych krmiv (kfmna zmes pre oipané, kimna zmes pre brojlery, bielkovinovy
koncentrat, premix). Vysledky, po vylaceni odlahlych vysledkov, priemernej a smerodajnej odchylky st uvedené
v nasledujicej tabulke:

Stredné hodnoty g/kg

aminokyselina
referen¢ny materidl
treonin cystin (cystein) metionin lyzin
kimna zmes pre odipané 6,94 3,01 3,27 9,55
n= 15 n= 17 n= 17 n= 13
kimna zmes pre brojlery 9,31 3,92 5,08 13,93
n= 16 n= 18 n= 18 n= 16
bielkovinovy koncentrat 22,32 5,06 12,01 47,74
n= 16 n=17 n=17 n= 15
premix 58,42 — 90,21 98,03
n= 16 n= 16 n= 16

n = pocet participujicich laboratérif

Opakovatelnost

Opakovatelnost vyjadrend ako ,vnttrolaboratérna smerodajnd odchylka“ vyssie uvedeného vzdjomného porov-
nania je uvedend v nasledovnych tabulkach:
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Vniitrolaboratérna smerodajnd odchylka (S) v g/kg

aminokyselina
referen¢ny materidl
treonin cystin (cystein) metionin lyzin
kfmna zmes pre oipané 0,13 0,10 0,11 0,26
n=15 n=17 n=17 n=13
kimna zmes pre brojlery 0,20 0,11 0,16 0,28
n=16 n=18 n=18 n= 16
bielkovinovy koncentrat 0,48 0,13 0,27 0,99
n=16 n=17 n=17 n= 15
premix 1,30 — 2,19 2,06
n= 16 n= 16 n= 16

n = pocet participujticich laboratérif

Varia¢ny koeficient (%) pre vnitrolaboratérnu smerodajnd odchylku (S)

aminokyselina
referen¢ny material
treonin cystin (cystein) metionin lyzin
kfmna zmes pre o$ipané 1,9 3,3 3,4 2,8
n=15 n=17 n=17 n=13
kifmna zmes pre brojlery 2,1 2,8 3,1 2,1
n=16 n=18 n=18 n= 16
bielkovinovy koncentrat 2,7 2,6 2,2 2,4
n=16 n=17 n=17 n=15
premix 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n= 16

n = pocet participujicich laboratorii

7.2. Reprodukovatelhost

Vysledky smerodajnej odchylky medzi laboratériami na zéklade vyssie uvedeného vzdjomného porovnania si
uvedené v tabulkdch niZsie:

Smerodajnd odchylka medzi laboratériami (Sy) v g/kg

aminokyselina
referencny materidl
treonin cystin (cystein) metionin lyzin
kimna zmes pre odipané 0,28 0,30 0,23 0,30
n=15 n=17 n=17 n=13
kfmna zmes pre brojlery 0,48 0,34 0,55 0,75
n=16 n=18 n=18 n=16
bielkovinovy koncentrat 0,85 0,62 1,57 1,24
n=16 n=17 n=17 n=15
premix 2,49 — 6,20 6,62
n=16 n=16 n=16

n = pocet participujicich laboratorif
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Varia¢ny koeficient (%) pre medzilaboratérnu smerodajni odchylku (S)

aminokyselina
referen¢ny materidl
treonin cystin (cystein) metionin lyzin
kifmna zmes pre odipané 4,1 9,9 7,0 3,2
n=15 n=17 n= 17 n= 13
kimna zmes pre brojlery 5,2 8,8 10,9 5,4
n=16 n=18 n=18 n=16
bielkovinovy koncentrat 3,8 12,3 13,0 3,0
n=16 n=17 n=17 n= 15
premix 4,3 — 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16

n = pocet participujtcich laboratérif

8. Pouzivanie referenénych materidlov

Sprévna aplikdcia danej met6dy sa overi vykonanim opakovanych merani certifikovanych referenénych mate-
ridlov, pokial st k dispozicii. Doporucuje sa kalibrdcia pomocou certifikovaného kalibracného roztoku amino-

kyseliny.
9. Pozorovania
9.1. Vzhladom na rozdiely medzi analyzdtormi aminokyselin sa ako orientacné musia zobrat konecné koncentrécie

kalibra¢nych roztokov $tandardnych aminokyselin (pozri 3.27.4 a 3.27.5) a hydrolyzdtu (5.3.4).
Rozsah linedrnej odozvy pristroja sa musi overit pre vSetky aminokyseliny.
Standardny roztok sa zriedi citranovym tlmivym roztokom tak, aby poskytoval plochy pikov v strede rozsahu.

9.2. Ak sa na analyzovanie hydrolyzitov pouziva zariadenie na vysokou¢inni kvapalinovii chromatografiu, tak
podmienky skiisky sa musia optimalizovat v stlade s doporuceniami vyrobcu.

9.3. Pri pouziti tejto metddy na krmiva obsahujice viac ako 1 % chloridov (koncentrdty, minerdlne krmivé, dopln-
kové krmivd), tak moze dojst k podhodnoteniu metioninu a musi sa vykonat Specidlna tiprava.
CAST B

STANOVENIE OLEJOV A TUKOV

1. Rozsah a acel

Tdto metdda je uréend na stanovenie olejov a tukov v krmivdch. Nevztahuje sa na analyzu olejnatych semien
a olejnatého ovocia definované v Nariadeni Rady 136/66/EHS z 22. septembra 1966.

Pouzivanie dvoch niz$ie pouzivanych metéd zdvisi od charakteru a zlozenia krmiva a od dévodu vykondvania
analyzy.

1.1. Postup A — priamo extrahovatelné oleje a tuky
Tdto metdda je pouzitelnd pre kimne suroviny rastlinného povodu, s vynimkou tych, ktoré spadaji pod postup
B.

1.2. Postup B- celkové oleje a tuky
Tdto metdda je pouzitelnd pre kfmne suroviny Zivocisneho povodu a na vietky kfmne zmesi. Musi sa pouzivat
pre vietky materidly,z ktorych sa oleje a tuky nedaji Gplne extrahovat bez predchddzajicej hydrolyzy (glutény,

kvasnice, zemiakové bielkoviny a produkty, ktoré presli takymi procesmi ako je extrizia, vlockovanie a zahrie-
vanie).
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1.3. Interpretdcia vysledkov

Vo vietkych pripadoch, kde sa pouzitim postupu B ziskaji vyssie vysledky ako v pripade postupu A, za
skuto¢nti hodnotu sa bude povazovat vysledok dosiahnuty postupom B.

2. Princip

2.1. Postup A

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

2.2. Postup B

Vzorka sa vystavi G¢inkom kyseliny chlorovodikovej za hortca. Zmes a ochladi a prefiltruje. Zvysok sa
premyje, vysusi a podrobi stanoveniu podla postupu A.

3. Chemikilie
3.1. Petroléter, rozmedzie varu: 40 az 60 °C. Bromové &islo musi byt nizsia ako 1 a odparok mensi ako 2 mg/
100ml.

3.2. Siran sodny, bezvody.

3.3. Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 3 mol HC/l

3.4. Filtra¢nd pomocka, napr, kremelina, hyflo-supercel.
4. Pristroje
4.1. Extrakény pristroj. Ak je vybaveny sifénom(Soxhletov pristroj), mnozstvo refluxu musi byt také, aby vykazovalo

10 cyklov za hodinu, ak sa jednd o zariadenie bez sifénu, tak mnozstvo refluxu musi byt 10 ml za mindtu.

4.2. Extrakéné patrény, neobsahujice ldtky rozpustné v petroléteri a s poréznostou ktord je v stlade s poziadav-
kami bodu 4.1.

4.3. Susiarer1, bud vikuovd pec nastavend na teplotu 75 °C * 3 °C alebo teplovzdusnd susiaren nastavend na teplotu
100 °C + 3°C.
5. Postup

5.1. Postup A (pozri bod 8.1)

Navidzte s presnostou na 1 mg 5 g vzorky, preneste ju do extrakénej patrény (4.2) a prikryte zdtkou z odma-
stenej vaty.

Vlozte patrénu do extraktora (4.1) a extrahujte Sest hodin petroléterom (3.1). Extrakt petroléteru zachytte do
suchej odvézenej banky obsahujicej fragmenty pemzového kamena (').

Oddestilujte rozpustadlo Suste zvysok ktory zostal v banke jeden a pdl hodiny v susiacej peci (4.3). Nechajte
vychladnit v exsikdtore a odvazte. Znovu suste 30 mintit a presvedcte sa, ¢i hmotnost olejov a tukov zostdva
konstantnd (strata na hmotnosti medzi dvomi ndslednymi vdZeniami musi byt mensia ako 1 mg).

5.2. Postup B

Navdzte s presnostou na 1 mg 2,5 g vzorky (pozri bod 8.2), vloite do 400 ml kadicky alebo do 300 ml
Erlenmayerovej banky a pridajte 100 ml kyseliny chlorovodikovej (3.3) a fragmenty pemzového kamena.
Kadicku prikryte hodinovym sklickom alebo na Erlenmayerovu banku nasadte spitny chladic. Uvedte zmes do
mierneho varu nad nizkym plamefiom alebo na hortcej platni a ponechajte ju tak po dobu jednej hodiny.
Nedovolte, aby savzorka prilepovala na steny nddobky.

Ochladte a pridajte také mnozstvo filtraného pripravku (3.4), ktoré bude dostato¢né na zabranenie akymko-
Ivek stratdm oleja a tuku pocas filtrdcie. Prefiltrujte cez navlhceny, odmasteny, dvojity filtracny papier. Zvysok
premyvajte v studenej vode, kym neziskate neutrdlny filtrt. Skontrolujte, ¢i filtrdt neobsahuje olej alebo tuky.
Ich pritomnost indikuje, Ze vzorka sa musi pred hydrolyzou extrahovat petroléterom podla postupu A.

Polozte dvojity filtraény papier obsahujici zvySok na hodinové sklicko a suste jeden a pdl hodiny v teplovzdu-
$nej susiarni (4.3) pri teplote 100 °C + 3 °C.

Vlozte dvojity filtra¢ny papier obsahujici suchy zvysok do extrakénej patrény (4.2) a prikryte zatkou z odma-

stenej vaty. Patronu vloZte do extraktora (4.1) a postupujte tak, ako je uvedené v druhom a trefom odseku
bodu 5.1.

(") Tam, kde olej alebo tuk musi prejst ndslednymi skiskami kvality, nahradte fragmenty pemzového kamena sklenymi gulockami.
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8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

Vyjadrenie vysledkov

Hmotnost zvysku vyjadrite ako percento vzorky.

Opakovatelnost

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

— 0,2 % v absolitnej hodnote, pre obsahy olejov a tukov pod 5 %,
— 4,0 % relativnych z najvyssieho vysledku pre obsahy 5-10 %,
— 0,4 % v absolitnej hodnote pre obsahy nad 10 %.

Pozorovania

V pripade produktov s vysokym obsahom olejov a tukov, ktoré sa daji tazko rozdrvit alebo ktoré si
nevhodné na ziskanie homogénnej redukovanej skiisobnej vzorky, postupujte nasledovne.

Navdzte s presnostou na 1 mg 20 g vzorky a zmiceSajte s 10 g alebo viac bezvodého siranu sodného (3.2).
Extrahujte petroléterom (3.1) sposobom uvedenym v bode 5.1. Ziskany extrakt dopliite na 500 ml petrolé-
terom (3.1) a premiesajte. Odoberte 50 ml roztoku a vlozte do malej, suchej, odvdzenej banky obsahujicej
fragmenty pemzového kamena (). Rozptstadlo oddestilujte, vysuste a postupujte sposobom uvedenym
v poslednom odseku bodu 5.1.

Odstrante rozpustadlo z extrakéného zvysku ktory zostal v patréne, zvysok rozdrvte na jemnost 1 mm, dajte
ho naspit do extrakénej patrény (siran sodny nepridévajte) a postupujte spdsobom uvedenym v druhom
a trefom odseku bodu 5.1.

Vypocitajte obsah olejov a tukov ako percento vzorky s pouzitim nasledovného vzorca:

(10a + b)x 5

kde:

a

b

hmotnost v gramoch zvysku po prvej extrakcii (alikvotnd Cast extraktu),

hmotnost v gramoch zvysku po druhej extrakcii.
V pripade produktov s nizkym obsahom olejov a tukov sa moze mnozstvo skiiSobnej vzorky zvysit na 5 g.

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

V odseku 5.2 modze byt na premytie zvysku po filtricii efektivnejsie pouzit namiesto studenej vody hortcu
vodu.

Moze byt potrebné dobu susenia v trvani 1,5 hodiny u niektorych krmiv predizit. Nadmerného susenia sa
treba vystrihat, nakolko by to mohlo viest k nizkym vysledkom. Je mozné pouzit aj mikrovinnd riru.

Ak je obsah olejajtuku vyssi ako 15 %, tak sa doporucuje predbeznd extrakcia podla postupu A pred hydro-
lyzou a reextrakcia podla postupu B. Toto zdvisi do urCitej miery od charakteru krmiva a od charakteru oleja-
tuku v krmive.
CAST C
STANOVENIE OLAQUINDOXU

(2-[N-2-(hydroxyetyl)karbamoyl]-3-metylchinoxalin-N',N*-dioxid)

Rozsah a dcel

Tato metdda je urcend na stanovenie olaquindoxu v krmivach. Dolnd medza stanovitelnosti je 5 mg/kg.

Princip

Vzorka sa extrahuje zmesou voda-metanol. Obsah olaquindoxu sa stanovi pomocou vysokotcinnej kvapalinovej
chromatografie s obritenymi fdzami (HPLC) s pouZzitim UV detektora.

(") Tam, kde olej alebo tuk musi prejst ndslednymi skiskami kvality, nahradte fragmenty pemzového kamena sklenymi gulockami.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

5.2.

Chemikdlie

Metylalkohol

Metylalkohol, ¢&istoty HPLC

Voda, HPLC cistoty

Mobilnd fiza pre HPLC:

Zmes voda (3.3) — Metylalkohol (3.2), 900 + 100 (obj. + obj.).

Standardnd ldtka: cisty olaquindox 2-[N-2-(hydroxyetyl)karbamoyl]-3-metylchinoxalin-N1,N*-dioxid), E 851.
Zasobny standardny roztok olaquindoxu 250 pg/ml

Navézte s presnostou na 0,1 mg 50 mg olaquindoxu (3.5) do odmernej banky a pridajte cca 190 ml vody.
Potom banku vloZte na 20 mindt do ultrazvukového kiipela (4.1). Po posobeni ultrazvuku roztok upravte na
izbovii teplotu, dopliite po znacku vodou a premiesajte. Banku zabalte do hlinikovej folie a skladujte v chlad-
nicke. Tento roztok musi byt ¢erstvo pripraveny kazdy mesiac.

Pracovny §tandardny roztok olaquindoxu, 25 pg/ml

Preneste 10,0 ml zdsobného standardného roztoku (3.5.1) do 100 ml odmernej banky, doplite po znacku
mobilnou fézou (3.4) a premiesajte. Banku zabalte do hlinikovej félie a skladujte v chladnicke. Tento roztok
musi byt Cerstvo pripraveny kazdy den.

Kalibra¢né roztoky:

Do série 50 ml odmernych baniek preneste 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0, a 20,0 ml pracovného Standardného
roztoku (3.5.2). Dopliite po znacku mobilnou fizou (3.4) a premieSajte. Banku zabalte do hlinikovej f6lie. Tieto

roztoky zodpovedaju 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 a 10,0 pg olaquindoxu na 1 ml.

Tieto roztoky sa musia cerstvo pripravovat kazdy den.

Pristroje
Ultrazvukovy képel
Mechanickd trepacka

HPLC (vysokotcinny kvapalinovy chromatograf) s UV detektorom s nastavitelnou vlnovou dizkou alebo
s diode — array detektorom.

Koléna na kvapalinovi chromatografiu, 250 mm x 4 mm, C18, 10 pm ndpln, alebo ekvivalentnd

Membrénové filtre, 0,45 pm

Postup

Pozndmka: Olaquindox je citlivy na svetlo. V3etky procediiry vykondvajte pri tlmenom svetle alebo pouZivajte
jantarové (Zltohnedé) laboratérne sklo.

VSseobecne

Analyzujte slept vzorku krmiva s cielom skontrolovat Ze nie je pritomny ani olaquindox a ani interferujtice
latky.

Test ndvratnosti sa musi vykonat analyzovanim slepéjvzorky, ktord bola obohatend pridanim mnozZstva olaquin-
doxu podobného tomu, aké sa nachddza vo vzorke. Za tcelom obohatit na troven 50 mg/kg, preneste
10,0 ml zdsobného Standardného roztoku (3.5.1) do 250 ml Erlenmayerovej banky a roztok odparte na
priblizne 0,5 ml. Pridajte 50 g slepéj vzorky, dokladne premiesajte a nechajte 10 minit stéf, potom premies-
ajte opdt nickolkokrat preddalsim extrakénym krokom (5.2).

Pozndmka: Pre Gcely tejto metddy slepd vzorka musi byt druhovo podobnd analyzovanej vzorke a pri analyze
nesmie byt zisteny olaquindoxin.

Extrakcia

Navézte s presnostou na 0,01 g priblizne 50 g vzorky. Preneste do 1 000 ml Erlenmayerovej banky, pridajte
100 ml metylalkoholu (3.1) a banku vloZte na 5 mindt do ultrazvukového kapela (4.1). Pridajte 410 ml vody
a nechajte v ultrazvukovom kiipeli dalsich 15 mintit. Banku z ultrazvukového kiipela vyberte, trepte ju 30
minit na trepacke (4.2) a prefiltrujte cez skladany filter. Preneste 10,0 ml filtrdtu do 20 ml odmernej banky,
dopliite po znacku vodou a premiesajte. Alikvotnd Cast sa potom prefiltruje cez membranovy filter (4,4). (pozri
9. Upozornenie).Pokracujte HPLC stanovenim (5.3).
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7.1.

HPLC stanovenie
Parametre:

Nasledujice podmienky maji slizit ako usmerfiujice. Je mozné pouzit iné podmienky za predpokladu, ze
poskytnii ekvivalentné vysledky.

Analytickd koléna (4.3.1)

Mobilnd fza (3.4): Zmes voda (3.3)metylalkohol (3.2), 900 + 100 (obj. + obj.)

Prietok: 1,5-2 ml/min.
Vlnové dizka detekcie: 380 nm
Objem néstreku: 20 pl-100 pl

Skontrolujte stabilitu chromatografického systému tym, Ze vstreknete niekolkokrdt kalibra¢ny roztok (3.5.3)
obsahujici 2,5 pg/ml, dovtedy kym sa nedosiahnu konstantné vysky pikov a reten¢né casy.
Kalibra¢nd krivka

Nastreknite kazdy kalibracny roztok (3.5.3) niekolko krat a stanovte priemerné vysky (plochy) pikov pre kazdd
koncentraciu. Zostrojte kalibraént krivku pouzitim priemernych vysok (ploch) pikov kalibraénych roztokov na
ordindtu a prislusné koncentracie v pg/ml na abscisu.

Roztok vzorky

Nastreknite extrakt vzorky (5.2) niekolkokrdt pouzitim rovnakého objemu aky ste pouzili na kalibra¢né roztoky
a stanovte priemernt vysku (plochu) piku pre piky olaquindoxu.

Vypocet vysledkov

Z priemernej vysky (plochy) pikov olaquindoxu v roztoku vzorky stanovte koncentraciu roztoku vzorky v pg/
ml od¢itanim z kalibra¢ného grafu (5.3.2).

Obsah olaquindoxu w v mg/kg vo vzorke je dané nasledovnym vzorcom:

_ ¢x 1000
m
kde:
¢ = koncentrdcia olaquindoxu v extrakte vzorky (5.2) v pg/ml

m = hmotnost skasobnej vzorky v g (5.2).
Validicia vysledkov

Identita
Identitu analytu modzeme potvrdit paralelnou chromatografiou alebo pouzitim diode — array detektora,

pomocou ktorého porovndme spektrd extraktu vzorky (5.2) a kalibra¢ného roztoku (3.5.3) obsahujticeho 5 pg/
ml.

Paralelnd chromatografia

Do extraktu vzorky (5.2) sa pridd vhodné mnozstvo kalibra¢ného roztoku (3.5.3). MnozZstvo pridaného olaquin-
doxu musi byt podobné mnozstvu olquindoxu, zistenému v extrakte vzorky.

Vzhladom na pridané mnoZstvo a riedenie extraktu sa zvysi len vyska piku olaquindoxu Sirka piku v polovici
jeho vysky musi byt v rozmedzi + 10 % povodnej sirky piku olaquindoxu v neobohatenom extrakte vzorky.

Diode — array detekcia

Vysledky sa vyhodnotia podla nasledovnych kritérif:

a) vinovd dfzka maximélnej absorpcie vzorky a standardnych spektier, zaznamenanych na vrchole piku na
chromatograme, musi byt v rozsahu uréenom rozli§ovacou schopnostou detekéného systému. V pripade
diode — array detekcie sa obycajne pohybuje v rozsahu * 2 nm.
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7.2.

7.3.

b) spektrd vzorky a Standardu zaznamenané na vrchole piku chromatogramu nesmd byt odlisné v Casti
spektra medzi 220 a 400 nm v rozsahu od 10 az 100 % relativnej absorbancie. Tdto poziadavka je
splnend, ked st pritomné tie isté maximd a ak odchylka medzi oboma spektrami v Ziadnom pozorovanom
bode nepresiahne 15 % absorbancie analytu $tandardu;

¢) Spektrd stdpajiicej Casti absorbnej krivky, vrcholu a klesajiicej casti absorbénej krivky piku vytvorené
extraktom vzorky, sa nesmt odliSovat od ostatnych Casti spektra medzi 220 a 400 nm v rozsahu od 10 do
100 % relativnej absorbancie. Tato poziadavka je splnend, ak st pritomné rovnaké maximd a ak vo vset-
kych sledovanych bodoch odchylka medzi spektrami nepresiahne 15 % absorbancie spektra vrcholu piku.

Ak niektoré z tychto kritérif nebude splnené, tak pritomnost analyzovanej zlozky sa nepotvrdila.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na tej istej vzorke nesmie prekrocit 15 %
relativnych z vyssieho vysledku obsahu olaquindoxu pre obsahy olaquindoxu medzi 10 a 200 mg/kg.
Ndvratnost

V pripade obohatenej slepej vzorky musi ndvratnost ¢init najmenej 90 %.

Vysledky kruhového testu

V rdmci spoluprice bola vypracovand $tidia ES v ktorej az 13 laboratorif analyzovalo $tyri vzorky krmiva pre
malé prasiatka vratane jednej slepej vzorky. Vysledky st uvedené nizsie.

vzorka 1 vzorka 2 vzorka 3 vzorka 4
L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
priemer mg/kg — 14,6 48,0 95,4
(S,) (mgfkg) — 0,82 2,05 6,36
(S,) (mg/kg) — 1,62 428 8,42
CV, (%) — 5,6 43 6.7
CV, (%) — 11,1 8,9 8,8
menovity obsah (mg/kg) — 15 50 100
ndvratnost (%) — 97,3 96,0 95,4
L : pocet laboratoril
n : pocet jednotlivych hodnot
S, : smerodajnd odchylka opakovatelnosti
Sy : smerodajnd odchylka reprodukovatelnosti

CV, : variacny koeficient opakovatelnosti

r

CV, : variacny koeficient reprodukovatelnosti

Pozorovanie

Hoci tito metdda nebola overend pre krmivd obsahujice viac ako 100 mg/kg olaquindoxu, dajii sa dosiahnut
uspokojivé vysledky, ak sa zobert vzorky s nizSou hmotnostou afalebo extrakt zriedi tak (5.2) aby sa dosiahla
koncentracia v rozsahu kalibra¢nej krivky (5.3.2)



