Metodické postupy laboratorniho zkouSeni krmiv vydané pro ucely vikonu odborného
dozoru Ustiedniho kontrolniho a zkuebniho dstavu zemédélského v ndvaznosti na zdkon
¢ 91/1996 Sb. o krmivech a vyhld$ky Ministerstva zemédélstvi & 222/1996 Sb., kterou se
stanovi metody odbéru vzorki, metody laboratorniho zkouSeni krmiv, duplﬁkﬂvfcli ldtek
a premixi a zpﬁsuh uchﬂvﬁvﬁm vzorki Fﬂﬂléha]mfch zkize.
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. VZORKOVACI POMUCKY |
k piloze & 1 vyhlaSky Ministerstva zem&d&lstvi Ceské republiky

. & 222/1996 Sh,

VZORKOVACI LOPATKA

pro odbér diliich vzorki statickfm zpiisobem, kdy velikost lopatky
by méla odpovidat maximdlnd velikosti &4stic materidlu, ;

: kosti &stice.
Fplsob powkiti: ¥
* — urbeno pro vzorkovén sypkgch materidla -

Sada lopatek pro riumou velikost &stic materidly

Crseend | Max. vel, Racsaley kepatky Tioudika | Bomér | PRblizn
bgukr e i : materidl nbjm?
i B8 s e e[ a]e]| ™ [wp|oac] ™
‘1 v |s0) as| 30| 25 12| o0 | L0080 15
3, 3 | 40| 25| 40| 30| 15| o050 |10 |06z an
] £ | so| 30| s0| @0 20] 1 10 |0 75
10 w-| 60| 35 60| 50| 25| 1 1,0 {068 125
15 15| 0| 40| 70| 0f 30| 2 Lo (o571 200
0 0 B0 | 45) 80| 70| 35 r ) L0 | 053 300
- 30 30 | oo s) so| sof 40| 2 L0 |o6s| 400
- 40 4 f130 | &s| a0 'es| se| 2 Lo |ose| 700
56 50 |is0| 5|10l 65| 2 10 os0| 1700
74 75, |00 | wofz200 10| 80| 2 |10 050 4000
100 g 290 | o | 250 | 220 [ w00 | 2 10 |o4a] 7000
124 125|300 | 120 | 300 (250 (120 | 2 1,0 {040 10000
150 150 | 350 | 140 | 350 | 300 [ 140 | 2 10 {040 16000
- d ’
L Pouit:
i
ar _‘_4 Funkee:
Vi
[ L ]
Udciba a Gistént:
= po pouiitl je nutné vnitiek § pavreh lopatky zhavit zbytkd veor-
ku mechanicky. Pro odbér vzorkd musf bt lopatka suchd.
Piiklady pougit
Udriba a Eifténl:

plipadné omét a vysufi,

nﬁnmﬁﬂﬂﬁr VZORKOVAC

pro odbér vzorkd sypkfch materidl v provedeni pro riiznou syp=.
nou vgiku materidlu, které musf odpovidat Géinng vyika vzorko-
vate. Sifka Stirbiny musi bit nejméné 2,5 ndsobku maximdlni veli-

Pro horizontélni odbér nékolika lokinich vzor-

et sypkieh a zrnitfch materild z jednoho mis-

ta.
Veorkoval se skl4d4 ze dvou soustiednfch tru-

- bie, tisné do sebe zapadajiefch 5 mofnost otd-

Eeni. Vedjemnym otdenim trubic jsou otvory
vnitfnf trubice odkryty nebo zakryty. Vniténf
trubice je opattena patry s pfepdikami, délicimi
vaitfni prostor na n&kolik samostatnfeh prosto-
rit. Obé trublee do sebe zasunuté se zatlati do
materidlu, pfitemi podélné otvory vnittni tru-
bice jsou plekryty, Po dosa¥eni pofadované
hioubky se vn&i trubite pootot tak, aby byly
odkryty otvory vnitfnd trubice. Po naplnéni
vzorkovate vnitinf &ist piekryje znova vodis
trubici a vzorkovaé se vyime. Vezorkovany ma-
teridl se piesype do vzorkovnice. Timto zpiiso-
bem je mofno odebirat lokdlnf veorky
z riiznfch hloubek.

Zrnité a sypké materidly, napf. zrnd, pisek, che-
mikilie, popflek.

Po pouditi je nutno vzorkovad rozebrat, otfit,



VZORKOVACI KRARICE

pro odbér diltich vzorkd 2 proudu materidly, kiery nepfesahujc
svou Sitkou rozméry veorkovact krabice.

Zpiisob pouiti
— urfeno pro veorkovini sypkych materigla

Sada krabic pro nb.znn-._l velikost Edstic materidlu

Camadal | Muivel | RoEEkmbles | oo Pibtizag
krabice Eslic o misteridh objem
tislp men o b . mm al
1 2 00 | s | 150 0,5 . 2260
z 2 so0 | so | 150 0 31750
3 0 300 | 125 | 1m0 1 5625
f ] 600 | 135 | 150 1 . 2373
5 75 300 188 | 200 1 11280
& 75 500 | 188 | 200 1 18 800
Udriba o Esténi:

= po pouitf je.nutné vnittek { povreh krabice zbavit zbytkt vzor-
ku mechanicky. Pro odbér vzorkis musi bft krabice suchd.

VZORKOVACI KRABICE

pro odbér prifezového vzorku z proudu krmiva, ktery plesshuje
svou Sitkou rozméry vzorkovaci krabice nebo maximélnf velikost
Listic pfesahuje 75 mm.

Rozmiry krabice:

= minimdlnf #fka $&biny 200 mm

= vstupnif otvor Etvercového tvary-
— objem nddoby maximding 8 000 ml

Zplisob powiiti: .
= ureno pro veorkovani sypkgfch materidlis

Udriba a éisting:

< = PO poust je nutné vnitfek i povreh krabice zhavit zbytki veor-
ku mechanicky, Pro odbér veorkd musi byt krabice suchd,

TRUBICOVY DELENY VZORKOVAL
pro odbir diléich vzorki pastovit§eh materidli

o Vyuditi:
Funkee:

Pklady pou¥iti:

Udr#ba a Gistént;

Pro odbér past a hustéich kald nebo Sjrpkjth é -

zenitfch materidli,

PouZivany vzorkovaé se vtlaléf do veorkované-
ho materidlu v rozevieném stavi, Po dosa¥eni
potfebné hloubky se pomoef hornich rukojeti
vzorkovat sevie a vytihne ven. Materidl se vy-
sype nebo seife do veorkovnice,” ;

Odbér hustfch mofitenskich & jinfch kald

a pastovitfch ldtek, odbér zni, odbér sypkfich

ldtek. ; ;
Po poutiti se vzorkovat vyife nebo vymyje a vy-
suff, - ! d

z Lo vea it | i i 5L ps .
il e o g A A

T T B T i

e s 0 e e e 1




TRUBICOVY VZORKOVAC

se spodnim uzdvirem pro odiér kapalin_~

' Vyulitf:

Funkce:

Pitklady pouiti:

R

Y —

Odbiér vod z hlubokyfch kﬂntmlnl‘:_::h vrbl, nd-
drf, cisteren, odbér kapalin z nddrd a ménd

- phistupngch mist. Podle pofadavkd na odbér

lze zvolit materidlové provedeni sondy z hledis-
ka zamezeni moZné kontaminace veorku,
Sonda se na dvou lankich spoulti do odbérové-
ho mista, Lanko uzfviéru je uvolnéno, lanko ne-
souel sondu se po dosaken{ hladiny nebo po-
tiebné hloubky povoli a po naplnénf sondy se
tate vytahuje lankemn, driicim vzdvir, Po vyta-
#end sondy z vrtu & jiného odbérového mista je
vearek pielit do vzorkovnice.

Odbér vod 2z monitorovacich vrid, edbér kapa-
lin z nddrki a cisteren & jinfch odbismvfrch mist.
Podle charakteru odebirané kapaliny je zvoleno
materidlové provedent sondy, Moknost odbéra

i agresfynich Kapalin podle typu sondy.

Cifténf a ddriba:_Po odbru j }E. nutno sendu vymit, vyplichnout

a vysufit. V pipadé potfeby je mokno sondu

 pited omytim snadno rozebrat.

TRUBICOVY VZORKOVA(

VyuZit:

Funkce:

Priklady pouditi:

Uldr¥ba a Eifténi:

se spodnfm uzdvérem pro odbér kapalin 2 volitelnfch hloubek

|
I
|
|
|
[_
:

:
i

. Pro odbér kapalin 2 volitelngch hloubek véetns

monitorovacich vril maljch priméri. Podle
chamkl:cru adcbiranéhu média je poufit typ

N:idubﬁ se zidE u dnaja spudténa do kapaliny
nia lanku, hornf otvor je uzavien zitkou, na nik
je upevnéno druhé lanko. Po dosakeni potfebné
hloubky se zatafenim druhého lanka vytihne
z nidoby zitka, nadoba se zaplni kapalinou,
poté je vyta¥ena pomoci nosného lanka 2 kapa-
liny a odebrany vzorek se pelije do veorkovni-
ce,

Odbér vod = monitorovacich vrtd, odbér kapa-
lin z nddrii a mste:ren, odbér z volitelngch hlou-
bek.

Po poufiti se veorkovaé vymyje vodou a vysudl,



DELICT KitlZ

pro mechanické délenf vzorkd sypkych materidld, pfpadné pasto-
vitfch materidli neroztékavé konzistence, ;
Rozméry délictho kifie: 300 X 300 mm, vi$ka 150 mm

=

PouZiti: Pro hrubcuu homogenizaci sypkych veorki,
Cit¥ni a ddriba: Po poulit se kvartovaci ki otfe nebo omyje
* 0 vysusi,

DELIC VZORKU

je urten pro mechanické délenf vzorkl sypkyfch materidla

%

Pouiti; Zat{zen{ pro mechanické déleni materidlu k zfs-

. kini primérného veorku, |
Funkee: Stérbinovy delit, kter§ rozd&luje materidl po-

muoci délicich pHitek tak, aby na ka¥dou stranu
smiéfovala polovina d&vkﬂvnnéhu vzorku pii
zachovini stejnéhio granulometrického pomé-
.ru. Do spodni &dst lze viofit viménnd sita riz-
né velikosti ok, Souddsti zaFizeni mu dvét nd-
dobky pro jiméni vzorku.

Udrzba a &isténi: DEIi¢ je nutno po pouditi nw:hamckjr olistit ne-

© bo dikladné omgt a vysusit,

Cena 4000,~ K& je platnd do konce roku 1996,
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2. Analytické tolerance pro zkousenf krmiv

- J aknstni znak

Deklarovany obsah Analytické rozpéti
Vlhkost (voda) - do 15 % _ '+0,3 % abs.
_ : - ‘nad15% | - +2%rel
Dusikaté latky do 160 g/kg +4gkg
: 160 - 320 g/kg + 2.5 %rel.
nad-320 g/kg +8gke
Tuk 4-- 100 g/kg +4glkg
' 100 - 200- +4 %rel.
, nad 200 g/kg . + 8 g/kg
Vlaknina 4-100 - +4glkg
nad 100 g/kg +4 % rel.
Popel 2-40ghkg 1+ 10 % rel.
- ok 40 - 100 g/kg +4glkg -
100 - 150 g/kg + 4 % rel.-
+ 150-200 glkg +6gkg
nad 200 g/kg + 3 % rell.
Skrob do 120 g/kg + 6 g/kg
- 120 - 200 + 5 % rel.
nad 200 g/kg +10 g/kg
Cukr 5-250 g/kg +5 g/kg
250 - 500 +2 % rel.
nad 500 g/kg +10 g/kg
Fosfor 1,2-10gkg + 0,6 g/kg
nad 10 g/kg + 6 % rel.
Vépnik 1-5gkg +0,5 ghkg
: 5-60gkg + 10 % rel.
60 - 100 g/kg +6 g/kg
nad 100-g/kg + 6 % rell.
Hoiéik, draslik 2-50ghkg + 10 % rel.
nad 50 g/kg +5 p/kg
Sodik 0,4-1,6 gkg +0,2 ghkg
1,6 - 80 g/kg .+ 12,5 % rel.
: nad 80 g/kg + 10 gkg
Nerozpustny podil popele v 3-100 g/kg =3 glkg
HCL. o nad 100 g/kg t3%rel -
Chloridy jako NaCl do 10 ghkg +1g/kg
' 10-50 g/kg +10 % rel.
nad 50 g/kg + 5 gkg




oot A A

Moéovina (krmivo) 2-20g/keg +2gkg
_ 20 - 100 g/kg + 10 % rel.
Motovina (surovina) 100 - 200 g/kg . + 10 g/kg
nad 200 g/kg + 5 % rel.
Uhli¢itany jako CaCOs 2-25gkg +2g/kg
I 25-100 gikg + 8 % rell.
Stravitelnost dusikatych latek bez rozdilu obsahu +2 % rel.
Aminokyseliny bez rozdilu obsahu + 10-% rel.
Mastné kyseliny volné nad 50 g/kg + 10 % rel.
Kyselost tuku nad 4 mg KOH/g tuku +15 % rel.
Karotenoidy bez rozdilu obsahu + 15 % rel.
Med, kobalt, Zelezo, zinek, do 5 mgikg + 50 % rel.
mangan _ 5-10 mg/kg +2,5 mglkg
mez _stanovitelnosti nestano- 10 - 30 mg/kg + 25 %rel. -
vena 30 - 50 mg/kg +7,5 mgkg
nad 50 mg/kg + 15 % rel.
Jod bez rozdilu obsahu +25 % rel.
Vitamin A 2000 - 4 000 m.j./kg 1 000-m.j./kg
mez stanovitelnosti 2 000 4 000- 100 000 m.j./kg = 25 % rel.
m.j./kg 100 000 - 125 000 m.j./kg 25 000 m.j./kg
' 125000 - 375 000'm.j./kg 20%rel. .
375 000 - 600 000 m.j./kg 75 000 m.j./kg
600 000 - 800 000 m.j./kg 12,5 % rel.
800000 - 1000000 100 000 m.j./kg
nad 1 000 000 m.j./kg 10 % rel.
Vitamin E do 25 mg/kg + 40 % rel.
: 25 - 50 mg/kg + 10 mg/kg
50 - 150 mg/kg + 20 % rel.
150 - 200 mg/kg + 30 mg/kg
200 - 500 mg/kg *15%rel.
500 - 750 mg/kg + 75 mg/kg
nad 750 mg/kg + 10 % rel,
Avilamycin, avoparcin, flavo- 0,5 -25 mg/kg + 40 % rel.
fosfolipol, monensinat sodny, 25 - 50 mg/kg + 10 mg/kg
Satinam}'ci{ui} sodny, tylosin- 50 -'100 mg/kg +20 % rel,
fosfat, virginiamycin, zink- 100 - 200 mg/kg +20 mg/kg
bacitracin a dal3{ antibiotika nad 200 mg/kg + 10 % rel.

mez stanovitelnosti 0,5 mg/kg
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| Olachindox

2-12 mg/kg

+50 % rel.
mez stanovitelnosti 2 mg/kg 12 - 40 mg/kg * 6 mg/kg
' ' 40 - 300 mg/kg_ 15 % rel,
300 - 450 mg/kg + 45 mg/kg
450 - 5.000 mg/kg - £10%rel,
5000 - 10 000 mg/kg + 500 mg/kg
_ nad 10 000 mg/kg + 5 % rel,
Amprolium . 20 - 100 mg/kg - +10 mg/kg
mez stanovitelnosti 20 mg/kg 100 - 5 000 mg/kg + 10 % rel.
: 5000 - 10 000 mg/kg £ 500 mg/kg
: nad 10 000 mg/kg ~ £5%rel.
Meticlorpindol 40 - 100 mg/kg + 15 mg/kg
mez stanovitelnosti 40 mg/kg 100 - 300 mg/kg +15%rel.
1 S ' 300 - 450 mg/kg +45 mg/kg
_ 450 - 5 000 mg/kg £ 10 % rel.
Robenidin, dimetridazol 4 - 10 mg/kg + 2 mg/kg
mez stanovitelnosti 4 mg/kg 10-25mgkg +20 % rel.
25 - 50 mg/kg + 5 mg/kg
50 -5 000 mg/kg + 10 % rel.
5000 - 10 000 mg/kg + 500 mg/kg
: . nad 10 000 mg/kg + 5 % rel.
Methylbenzochat 5-10 mglkg + 50 % rel.
mez stanovitelnosti 5 mg/kg 10 - 20 mg/kg + 5 mg/kg
20 - 40 mg/kg +25 % rel.
40 - 100 mg/kg + 10 mg/kg
100 - 5 000 mg/kg + 10 % rel.
5000 - 10 000 mg/kg 1500 mg/kg
_ ~_nad 10 000 mg/kg t5%rel.
Aflatoxin By 1 -4 pglkg + 50 % rel.
mez stanovitelnosti 1 pg/kg 4-10 pglkg +2 pglkg
' nad 10 pglkg + 20 % rel.
Arsen _ “do 1 mg/kg + 50 % rel.
mez stanovitelnosti nestano- 1-2,5mglkg + 0,5 mgkg
vena 2,5-15 mglkg " +20 % rel.
15-30 mgkg - + 3 mg/kg
+ 10 % rel.

nad 30 mg/kg




Olovo 1 -3 mgkeg + 50 % rel.
mez stanovitelnosti 1 mg/kg 3-5mgkg + 1,5 mg/kg
5-10 mg/kg + 30 % rel.
10 - 20 mg/kg + 3 mgkg
20 -40 mgfkg + 15 % rel.
40 - 60 mg/kg + 6 mglkg
nad 60 mg/kg + 10 % rel.
Kadmium 0,10 - 0,20 mg/kg + 50 % rel.
mez stanovitelnosti 0,1 mg/kg 0,20 - 0,40 mg/kg 10,10 mg/kg
: 0,40 - 1,0 mg/kg + 25 % rel
1,0-2,5 mg/kg. + 0,25 mg/kg
nad 2,5 mg/kg + 10 % rel..
Chlorované uhlovodiky 5-100 pg/kg + 50 % rel.
) pro HCH a HCB mez sta- 100 - 200 pg/kg +50 ug/kg
novitelnosti 2 pg/kg, pro nad 200 pg/kg +25 % rel.
ostatni 5 pg/kg : '
Fluor do 12 mg/kg" © +50 % rel.
mez stanovitelnosti nestano- 12 - 15 mg/kg + 6 mg/kg
vena 15-30 mg/kg + 40 % rel.
30 - 60 mg/kg + 12 mg/kg
60 - 500 mg/kg + 20 % rel.
500~ 1 000 mg/kg + 100 mg/kg
. nad 1 000 mg/kg £ 10 % rel,
Gossypol nad 500 mg/kg - + 20 % rel.
Rtut 0,04 - 0,06 mg/kg +50 % rel. .
mez stanovitelnosti 0,04 0,06 - 0,10 mg/kg + 0,03 mg/kg
mg/kg 0,10 - 0,20 mg/kg +30 % rel,
0,20 - 0,30 mg/kg + 0,06 mg/kg
- nad0,30mgkg +20 % rel..
Hoi¢i¢na silice bez rozdilu obsahu +20 % rel.
Druhovi &istota bez rozdilu obsahu bez tolerance
Skodlivé neéistoty bez rozdilu obsahu béz toleranice
Vinylthiooxazolidon " bez rozdilu obsahu + 20 % rel.

Metabolizovand energie

bez rozdilu obsahu

£ 0,3 Ml/kg




3 vfpnﬁﬁt toleranci pro hodnoceni obsahit doplitkovych litek

P-::die ustanovenf vyhl, & 194/ 1996 $b.§7,§9a§13 plati pro hodnocenf obsahit doplﬁkovjrch litek v sub-
stancich, premixech a krmivech tolerance uvedﬂné v piiloze vyhléky & 6 (technologické tolerance) s piihléd-
nutim k analytwk:’.rm tolerancfm pouZitfich metod zkouSeni. Celkova tolerance pro hodnoceni obsahu doplitko-
V'_{rch litek tedy vychdzi z kombinace technniogmké tolerance pudle pfilchy &. 6 B a analytické tolerance pudle

pouZité metody a zjisti se takto:

1. Pro hodnoceni vjn]edlm analﬁz, kde nalazen? obsah je pod deklamvamu hodnotou, se celkovi tolerance -
vypotte podle vzorce

x-xl.(mn:y).

kde X je pﬁpus’tnjf miniméln{ obsah dup]i&kuvé lﬁtkj"
X, je deklarovany obsah-doplitkové ldtky po odeéteni technologické tolerance
'Y je analytickd tolerance poufité metody vyjdiend v 100 % (napt. 110 %, 125 % ap)

2. Pro hadnﬂ-::e:ﬂ visledkd analfrz, kde nalezeny ﬂbsah je nad deklarovanou hodnotou, se celkovd toleram:e
vypoéte podle vzorce :

Z=27,:(100:Y)

kde Z jl.‘- piipustny manmﬁInI obsah dﬂplﬁknvé Mtky
Z, le deklarovany obsah doplitkové latky po pfittent technniaglcké tolerance
Y je analytickd tolerance poufité metody vﬂﬁdmné v 100 % (napi. 105 %, 130 % ap.)

3. V piipadech, kdy jsou analytické tﬂleranc.e V}I}éd}ﬁn}f v jednotkéch (event. v absolutnich procentech), je
nutné prevést takovy Gdaj na relativni procenta vztaZend k deklarované hodnoté. V pifpadech, kdy jsou techno-
logické tolerance vyjddieny v relativnfch procentech, je nutné takovy tidaj prevést na jednotky, ve kterfich je vy-
jadiena deklarovand hodnota. ;



Piifloha & 7 k vyhldSce & 222/1996 Sb.

Uprava konetngch vzorki k laboratornimu
- zkoudeni

1. Krmiva, dopliikove litky a premixy se upravuji podle pofaday-
ku na jejich zkouSeni, Uprava veorkd se voll podle jejich konzis-
tence, struktury, vihkosti a obsahu fuku,

2, Konetny vezorek se dikladné promichd na suché, hladké
a disté podlokee. Pak se kvartac po rozprostien{ do nfzké vrstvy
a postupném odstrafiovini dvou protilehlych &dstf déleného veor-
ku nebo pomoc mechanického délite rozd&li na dva stejné dily.
Podle hmotnosti koneéného veorku se délend na dva stejné dily
opakuje tak dlouho, ak jeden dil odpovidd hmotnosti, nezbyiné
pro zkufebni veorek. Hmotnost zkufebniho veorku musi reprezenr
tovat minimélng 100 g sufiny konetndho u-znﬂm

Jestlife hmotnost koneéného veorku nnp_i-asah'uj«c Sﬂﬂ £ suliny
. vzorku, povakije se celf konefng vzorck za Edst, ze které bude pH-
praven gkufebnf veorek a nemusi bit jeho hmotnost redukovina.

U konefného viorku, kierf nelze dokonale promichat bex pred-
chozl dpravy velikosti 8dstie, je nutno nejdiive celf vzorek vhodné
upravit tak, aby byl velikosti &istic stejnorody. Upravy se mohou
tfkat pfedsufent, odtuénéaf, rozfexinl apod,

3. Konetny vzorek mimo &sti, kterd byla vytlenéna jako zkufeb-
nf vzorek, se ulofl do vhodné, &isté, suché, veduchotésnd uzavira-
telné nddobky. Ponechd se bez dpravy a sloudi pro smyslové nebo
fyzkdlnf zkoudky, pfipadné pro mikroskopické vyletfeni apod,

4. Zkusebni vzorek se upravuje mletim podle § 8 vyhlsiky.

5. Stanovuje-li se obsah plvedni vihkosti koneéného veorku, je
nutné ihned po otevieni obalu veorku oddglit Edst pro toto stano-
veni, nebyla-li ji oddélena pfi vzorkovini, a provést poliebnou
apravu.

6, Uprava konefného vezorkn piedsouentm

Jestlize vihkost konetného vzorko memoffiuje Gprava zhiséb-
niho vzorku mletim a nebo byl mletim oviivadn néktery ze sledo-
vanjch znakl, upravuje se koneény vzorek pfedsoulenim, pﬂkud
neni v metodéch zkoueni uvedeno jinak.

Pracovni postup:

Konetny vzorek se odsype na Eistou vysoudecl misku a rozpro-
stfe se rovnomind po celé plode tak, aby vifka vrstvy byla max.
20 mm. £ konefného vzorku se ofleblrd takové mnodstvi, aby se
pledsoudenim ziskalo asi 200 g pedsuleného vzorku,

Misky se veorkem se sulf pi teplott 55 + 5°C, ak do ziskini
peviné drtitelné konzistence, pfitems se periodicky vzorek promi-
chévd, Po pfedsulieni se vzorek ponechd na misce vychladnout
a asi 12 hodin kondicionovat, do rovnovéiné laboratorn{ vihkosti,
Béhem sudeni i kondicionace nesmi dojit ke zivdtdm rozprifenim
nebo k neZidoucimu znedifténi vzorku.

Z takto upraveného koneEného vzorku se upravi zkuScbni vzo-
rek podle postupu, uvedeného v § 8 této vyhldisky,
7. Uprava koneéného vzorku odiuénénim

U suchjch veorkd s relativaé vysokfm obsahem tuku je nutné
pled viastod piipravou provést jejich odtuénénf dstetnou extrakel:

7.1 Podstatouw tohoto zphsobu dpravy je Sstetné odtuénénl veor-
ku za dBelem snffend obsabu tuku. VEE podil tuku se odextrahuje
diethyletherem, petrolethrem nebo hexanem a rozbor vzorku se
provede v &istetné odtufniném veorku, Obsahy slokek, #jifténé
rozborem Edstelné odtuénéntho vrorky, se plepofton na obsahy
v konefném neodtunéném veorku.

7.2 K odtunénf vzorku se poukivi extrakinf zatizeni v bezpetno-

stnfm provedeni (Soxhlet apod.).
7.3 Pracovnf postup;

Munogstvl konefného vzorku, potfebné k provedeni zkoulek, se
odvii s pfesnosti nejméné na 0,01 g (my) na filtraéni papir, umis-
téng v nédlevee, Pod ndlevku se umfsti extrakéni bafika, ptedem vy-
subend (1 hod. pfi 98 °C) a po ochlazeni v exsikitoru zvifend
5 presnosti ngjméné na 0,001 g, Vzorek v ndlevee se asi 3x po sobd

. promyje za stilého n'i[chﬁnipo cca 30 ml extrakéntho &nidla a ex-

trakty se jimaji spolefné a kvantitativng do podlofend extrakéni
bafiky. Potom se veorek z ndleviey vyjme a kvantitativng vysusi vol-
nf nu vaducho. Phipravi se zhulebni veorek, e kterého se prove-
dou pofadovand stanoveni vietnd obsahu suliny (S;) a zhytko-
vého tuku (my). Stanovené obsahy v % se prepoditaji na obsahy
v plivodnim konetném vzorkn (viz vipolet). Nilevka se jeité nej-
méné jededkrdt promyje dikladng po sténdeh (kvantitativad vymy-
tf tukw) asi 30 ml extrakiéniho finidla do podloZené extrakénl badi-
ky, hlavnl podil extrakintho &inidla se oddestiluje a zbytek nechd
volné odpafit.. Extrakt v bafice se vysuli 1 hodinu pfi 98 °C a po
ochlazeni v exsikétoru se zvé# s piesnosti nejménd na 0,001 g-
(mz).

© Kromé toho se prawd:wpﬁmdn{rn neodtuéniéném vzorku sta-
novent suliny () pnr.!l¢ postupu, uvedeném v piloze 9 &ist 1 této
vyhldiky.

74 Vfpoet s yjédtent videdku

Obsah tuku v koneéném {n&odml‘.néném] vzorku v g.*"kg‘. (X) se
vypobte podle veoree:

"_hl.+ my. 5 Iﬂl.mpm_;)

X=10.
[Mh} my . 83 mu-fﬂg.sz_

Obsah slofky A v konetném (neodtutnéném) veorku v g/kg
() se vypotte podle vzorce: :

o 107,
s _m_]

5 M. 8

kde m, je na\rﬂka kmﬂﬁlﬁh“ {ﬂmﬂt“EﬂEnEhu} vzorku v g
m hmatnost vyextrahovaného tuky pli &dstetné extrakei

i vE
m, naviika zkufebniho (Cisteiné odtuénéného) vaorky

VE

m, hmotnost vyextrahovaného tuku ze zkusebniho (¥s-
teténé odtutnéného) veorku v g;

§,  obsah suSiny ve zkuSebnim (E4stefnd odtunéném).
vzorku ¥ g/kg;

g obsah suliny v konefném (pivodaim) neodiuénéném
vezorku v g/kg

A obsah slofky A ve zhufehnfm {tdstetnd odtuZngnén)
veorku v gk,

-



- s na.misce rozloX tak, ab

8. T:F[.‘r;mra konetného veorku pfedsoufenim s nasdvaci hmoton

8.1 Postup se pouiivd u vzork? fdké konzistence, u kterfeh vyso-
kf obsah hiku neumofivje piimé pledsoudent. Vzorek se upravi
vhodndm nasfivacim materiflem napf, piliny z tvrdého dieva (nej-
lépe bukového), predem zaﬂalymmranﬁ na cb.sahjr viech slofek,
lteré maji byt stanoveny,

Podstatoif tolioto zpsdbu Gpravy je nasé tukové s:_uiky i

va do nasdvacl hmoty, kterd tuk neebsahuje a tim snffenf pomér-
ného zastoupeni tuku ve veorku, MNasdvacl hmota musi v co nej-
mendim podilu obsahovat slozky, které budou zkoufeny. Pokud
bude konefn§ vzorek dile upravovin mletim, nesmi nasdvaci

hmota pofkozovat mlecl zaffzen{ (napf. pisck). Obsahy slodel, sta--

novenych ve smési vzorku a nasdvacl hmoty mus{ bt pfapoﬁilﬁny
na obsahy v konefném vzorkn, =

8.2 Pracovni poslup.

Konetny vzorek so odvis v mnodsgyi 200—400. g s plesnosti
nejmént na 0,1 g (mg) do pfedem vysufené (1 hodinu pii 55 *C)
a-po ochlazeni se stejnou piesnosti zvif¥ené misky. Hmotnost od-
vaZovaného vzorku se voli podle odhadnutého obsahu vihkosti,
&im je vzorek vIhEd, tim je pﬁdavck nasfvaci hmoty vy8i. Vezorek
y- viika vrstvy byla stejnomEmd asi
20 mm. K tomuto veorkn se navaH se stejnon presnosti asi 50
a¥ 150 g (m,) dobfe promichané nasdvac hmoty. Smés se diklad-
né promichd sklenfnon tyéinkou (kvantitativng) & sufl se pH 55
#5°C do ziskdnf pevné a drtitelné konzistence, Pokud se smés
fpatng suli, pliviZl se daldl podfl (scéfst s m;) nasfivaci hmoty.
Mnuo¥stvi nasivaci hmoty s¢ voli s chledem na konzistenci materid-
lu vzorku, zvld%tE zjevny obsah tukowvé slofky, Nasdvacl hmotu je
nutno piiddvat jen v minimédlng potfebném mnofstvl, protole zyy-
Sujicim mnodstvim se snifuje plesnost rozboru zejména u slofek,
které jsou v nasdvaci hmoté obsaZeny ve vEtiim mnoZstvi vzhle-
dem k oekédvanému obsahu (u pilin napf, vliknina), Obvykle se
postupuje tak, e se zprvu plivii jen asi 50 g nasdvacd hmoty a po

. rozmichdni a obasném promichdni béhem sulenf (vEdy kvantita-
tival tyéinkow) se nechd vzorek piedsoudet a teprve, kdy# se smés
nadile Spatnd susl (napf. po 12 hod.), se pfivaii dalif podil a v su-
feni se je. Po pledsafent se vzorek ponechd pii laboratomi
teploté po dobu nejméné 12 hodin (kondicionace) a pak zva#
5 pesnosti nejméné na 0,1 g (m;). Cely vzorek se upravi mletim
podle postupu, uvedeného v § 8 této vyhldsky s tim, #e je nuiné
provést rozemlell celé predsudené smési (homogenizace). Potom
se vzorek opét nechd kondicionovat pH laboratornd teplotd mini-
milné 2 hodiny. Tim je plipraven zkuebni vzorek, ze kterého se
provedouw poﬂ‘cbmé zkouiky. :

8.3 Vipoket a vyjddent visledic:

Ohbsah slozky A v labgratornim ( pivodnfi ) vaorku v g;-"kg (X)
se vypolitd podle vzorce:

Ay = Ay omy

g

X =

kde my je hmotnost odvéideného koneéného vzorku v g
m, celkovd pliviZend hmotnost nasdvacl hmoty v g
m;  hmotnost smési, vysufené pi 55 + 5 °C a kondiciova-
névg
A, obsah slodky A v nasdvaci hmoté v g/kg
A, obsah slofky A ve zkucbnim vzorku {pfcdsmné
smési) v g/'kg

9, Uprava konetného vzorku mixovdnim,

Pokud se krmivo zkoudi v pivodnim stavu bex pPedsoudent

a mid tekutou neboe pastovitou strakiury, provede se Gprava veorku

mixovinim. Mixuje se tak dlouho, &% nejsou patrny zjevné rozdily
ve velikosti Edstic nebo v riznorodosti materiélu, Koneén§ vzorek
se po rozmixovin ibned pievede do odmérného vilee a urd jeho
objem. Polovina objemu vmrkus&pi‘ev&dﬂzaatﬁléhu michdni zpét
do mixéru a krdtkodob® se promichd, Zbytek z odmérného vilee
se plevede do vzorkovnice pro uchovdnfl vzorku. Do prdzdného
odmérntho vilee se opét plevede dal¥l rozmichand &ist vezorku
a takto se pokratuje aZ po docilenf potfebného mnofstvi vzorku ke
zkoufeni, Tento se pak pfevede do zkufebni nddobly jako zkuleh-
ni vzorek: Takto upraveny vzorek je plipravenk, pi‘edanuﬁcni nebo
k vlastnimu zkouleni v plvodnim sla\ru.

10, Uprava i;E{IIIE-EIIﬂ'IL‘r viorkn drcenim

Pokud krmivo vykazuje hrudkovitou struktura nebo je ve formé
granuli nebo vyliski, které zabrafiuji piedsoufenf nebo mietd, pro-
vede s dprava drcenfm

11. .ﬂpmlknheinéhu vzorku s obsahem motoviny

Pokud krmivo ubsahuje vice ned 5 g mofoviny v.1 kg, upravuje
s¢ celf nezmengeny koneény vzorek mletim podie postupu, uyede-
ném v § 8 vyhlasky. ZkuSebni vzorek se ziskd po premichdni a nd-
sledné kvartaci vzorku upraveného mletim,

12, Uprava konetného vzorku !Imﬂ#a:ihn uebu milmnéhn
tukn a oleje

12,1 Zkuiebni vzorek se ziskd, je<li to nezbyiné, po zahfati koned-
ného vzorku na vhodnou teplotu. Jestlie to postup zkoutky pofa-

duje, izoluji se nerozpustné &astice filtraci a voda se odstran{ sufe-
nim bezvod§m sfranem sodnjm (pozndmka 13, 1} Metoda nen
pouditelnd pro emulgované tuky.

12.2 Pracovnf postup
12.2.1 Michdnf a filtrace
a) Kapalné vzorky iré, bez sedimentu: 3

laboratorni vzorek se protfepinim v uzaviené nidob# dokonale
zhomogenizuje.

b} Kapalné vzorky zakalené nebo obsahujicl sediment;

pro zkoudeni

— vlhkosti a tékavich litek

= nerozpustnfch nefistot

— hmotnosti na jednotku objemu (hustoty) ; .

— dalich zkousck, vyiadujicich pouZiti nczﬁl!mvan?ch nebo ne-
zahitfch vzorki

Middoba, obsahujici konegny vzorek, se intenzivn® protfepdvé,
dokud neni sediment dplné oddélen od stén nddoby. Vzorek se i-
hned pfelije do jiné nddoby a zkontroluje se, zda sediment nezistal
na sténdch pivodnf nddoby. V kladném pifpadé, je-li to nuiné, jej
iiplné odstranime a pHpojime jej k hlaval &sti veorku,

¢)- pro viechny dalil zkousky (u kterfch miZe bjt veorek zahH-
viin) se nidoba obsahujici konefng vzorek umist do sufirmy, na-
stavené na 50 "C, ponechd se v sufirng, dokud veorek nedosdhne
éto teploty a potom se postupuje jako u kapalnfch vzorkd Zirjch
bez sedimentu, Neni-li vzorek po zahfati a promichdni Gplng &y,
zfiltruje se v suddrng, nastavené na 50 °C, nebo pomoci ohfivané

filtratn{ nélevky, Vzorek se nenechdvd v suddrn? déle nef je ne-

zhyiné, aby sc zabrinilo zméné tukovich slofek oxidaci nebo poly-
meracl, Filtrdt by mé& bit dplné &y,



d) pevné vzorky

Pro zkoudky uvedené v bodé 12.2.1.b se konefn§ vzorek opatt-
nit ohfiva, dokud neni dobfe misitelny a dikladng se promichi,
aby byl homogenni. Pro viechna ostatni stanovend se koneln§ veo-
rek roztavi v sufimé, nastavené na teplotu nejméné 10 °C nad bo-
dem tinf fuku nebo oleje. Jestlite je veorek po zahbiti dplné &rf,
postupuje s¢ jako u kapalnfch veorkd firfeh bez sedimentu, Je-li
zakaleny nebo obsahuje-1i sediment, zfiltruje se pfi vybrané teplotd
v sulirné nebo pomocl vyhivané filiraén nﬂevk}' Filtrit by mél

bt zoela Eirg.
12.2.2 Sueni

JestliZe promichanf vmrek]cétﬁ obsahuje vihkost, zvlastd v pii-
padé kyselfch olejii, mastnfch kyselin a tuhfch tukih, m&l by bjt
. vysulien pro ta stanovent, ve kterfch mohou bt visledky ovlivng-
ny pHtomnosti vihkosti (napt. jodové Eslo), pfi zachowini nezbyt-

Pifloha & 9 k vyhliSce &, 222/1996 Sh.

né opatrnosti, aby bylo zabrnénoe oxidaci. Pro tyto Géely se sulf
&hst dikladné promichaného veorku v sufirnd po co nejkratsi
moinou dobu, pii teploté 10 °C nad bodem téni, nejlépe pod dusi-
kem po pfidini bezvodého siranu sodného v poméru 1 a2 2 g na
10 g oleje niebo tuku. Sufend nesmi probihat pii teploté plesahujici
50 °C. Ohfivang veorek se intenzlvné miché s bezvodfm siranem
sodnym a potom s¢ zfiltruje. Jestlife tuk nebo olej tuhnou pii o-
chlazovind, provid{ se filtrace v suldrné nebo pomoci vyhiivané
filtrani nélevky pHi ptimétené teploté, kierd by neméla presih-
nout 50 °C.

13, Poznmky

13.1 Siran sodny ztrécf své vlastnosti jako vysouSeci prostiedek
pti teploté nad 32,4 °C. Potom mife byt nuiné sufeni za vakua,
Tuky, které vykaduji teplotu sufeni vyEi nek 50 °C, by mély bjt
rozpuitény v rozpouitédle a potom sufeny.

Pusiupy pro laboratornf zkouﬁe;ﬂ krmiv, doplitkovych litek a premixi

Seznam postupii chemického' zkoudeni krmiy

Mizey postupu
1 - Vihkost, tékavé ltky
1.1 Stanoveni vihkosti v krmivech =
1.2 Stanovend vihkosti a tékavich litek v tucich
1.3 Stanoveni vihkosti a obsahu téka\rfch litek v olejnatich se-

mcw:h

"2 Dusikaté slouteniny

2.1  Stanoveni obsahu dusfkatich ldtek

2.2 Stanoveni obsahu dusikatych latek rozpustngch phs:nbm:[m
roztoku pepsinu v kyseling chiorovodikové

2.3 Stnoveni obsahu bilkovin

2.4  Stanoveni obsahu aminokyselin

2.5  Stanoveni obsahu mofoviny

2.6 Stanoveni obsahu amoniaku v rybich mouikdch

27 Swunoveni obsahu tékavfch dusfkatfch litek (nebflkovin-
nfch dusikatfch ldtek) -

2.8 Stanovent aktivity uredzy v produktech s ubsahm soji

2.9 Uredzovy test

2,10 Stanovenf obsahu biuretu

211 Stanoveni obsahu alimetu (hydroxyanalog methioninu)

3 Tuk

3,1  Stanoveni obsahu tuku i

3.2 Stanoveni obsahu tuki v olejnatych semensch
3.3 Stanoveni Zisla kyselosti tuku .
34  Stanoveni obsahu lecitinu

3.5  Stanoveni obsahu nerozpustnfch nedistot

3.6  Stanoveni obsahu nezmydelnitelnfch ldtek

3.7  Stanoven! peroxidového Eisla

4 Poljrsachnﬂdy
4.1  Stasioven obsahu vikniny

5 Bezdusikaté Kitky vitazkové

51  Stanovenf obsahu Skrobu :
5.2 . Stanovenf obsahu Bkrobu — pankreatick§ poalup
53  Stanoveni obsahuo cukri ;

" 54 Stanovenf obsahu laktosy

55  Stanoveni obsahu bezdusikatgch litek ?ﬁaﬁwvfnh Vipot-
© tem .

56  Stanovenf obsahu cukni polarizaci

57 Stanoven! obsahu redukujicich litek

6 Popel

6.1  Stanoveniobsahu popele .

6.2  Stanoveni obsahu popele v tucich

6.3  Stanoveni mmpustnﬁhﬂ podilu popele v kyseliné chloro-
vodikové

7 Makroelementy

71 Stanoveni obsahu celkového fosfar

7.2 Stanoveni obsahu vipnfku -

73 Stanoveni obsahu hotéfky

74  Stanovenl obsahu drashlog

7.5  Stanoven! obsahu sodiky

76  Stanpvenf obsahu ve voda rozpustaych chloridi
7.1 Stanoveniobsahu celkovgch uhliitani

v

T

R

S

[ormmicom it

L




7.8
1.9

Stanoveni obsahu 510y, R,0,, CaCO a MgO (ve vipencich)
Stanoveni celkového obsahu siry

8  Mikroelementy

Stanoveni nbﬁnhu midi, feleza, mauganu a zinkn
Stanovent ohsalu médi, §Je|, manganu, & zinku vietnd
obsahu vipniku, hoféku, draslike a sodiku

-

9  Kyselost

hu
Stinoven( kyseilﬂsu vodniho ﬁ'!uhfu ¥ mlé&nﬁ'ﬁh krmngch
smisfch .

10

10.1
10.2
10.3
10.4
10.5
10.6.
10.7
10.8
10,9
10.10
10.11

Nezidoucf ltky

Stanovenf obsahu alkaloidi v lupiné

Stanoveni obsahu kyanovodiku

Stanoveni obsahu hoféitného oleje

Stanoveni obsahu theobrominu

Stanoven( obsahu glukosinoldt v fepce

Stanoveni obsahu 5-vinyl-2- ﬂllmmmhdunu (goitrinu)
Stanovent obsahu kyseliny erukové

Stanovenf obsahu olova a kadmia

Stanoveni obsahu ricinu

Stanoveni obsahu fluoru

Stanoven{ obsahu reziduf organochlorovich a organofosfi-
toviich pesticidi

Stanoveni obsahu hsza;:hlorbemnu

Stanoveni obsahu dusitani

Stanoveni obsahu riuti

Stanovenl obsahu aflatoxinug B2

Stanoveni obsahu arsenu

Stanoveni obsahu gossypolu

10.12
10.13
10.14
10.15
10.16°
10.17

11 ZkouSen sild¥i
1111 Zkoufenf jakosti sildz

¢

1.1 Stanoveni obsahu vihkosti v krmivech
1. Utel a rozsah

Do této m:tud]r byla zapracovina dﬂpurui.‘.eni EU uvedcnﬁ
v Official Journal no. L 279, 20/12/7L.

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni vihkost v kr-
mivech a premixech.

Metoda je pouditelnd pro stanoveni vilkosti viiech drubi krmiv

5 vijimkou miéka a mléEnfch virobki, urfenfch k pfimému krme-
nf & olejnatych semen. Obsahuje modifikace pro stanovend vilhkosti
v krmivech s obsahem modoviny, tuki a oleji, jako? i smési s obsa-
hem vEtiiho podilu minerdlnich litek s obsahem krystalické vody.

2, Princip

- Ohbsah vihkosti se stanovi vi#kové jako tibytek po vysubenf vzor-
ku pfi (103 £ 2) °C, u vlhkjch nebo zvIds vyjmenovanfch krmiv
po pledsufent pfi 50 a2 60 "C za pFedepsanfch podminek,

Ve zvlditnich pipadech pf! vysuSenf za snfzeného tlaku pfi
80°C.

¥

Stanoveni volné, vé.mm‘é a celkové k_',rsaelnsn vodniho 1|.I'5'I|L|-

3. Chemikilie

3.1 Pisck moisky ~
" Uprava: Motsky pisek se nejprve vyvaif v kyseling chlorovo-
dikové, zfedéné (1 + 3), a potom se propere vodou do nega-
tival reakee na chloridy, Vyprang pfsek se vysudf po dobu 6 a2
8 hod pfi 103 °C, polom pledihd 2 hod pki 550 °C a po vy-
chiadnuti se uchovivd vevmrk-:wmuz neprodyiného materi-
filu, :

4. Pristroje a pomiicky

Suldma elektrickd atmosférickd s automatickou regulacl te-
ploty v mezich + 2 °C, s monosti odviétrivdnf a teplomérem
pro hednoty teplot negjménd do 150 *C

4.1

Sublirma elekirickd vakuovd, umo#ujlel snifeni tlaku na
13 kPa, opatfend termostatem, vakuovim &erpadlem, ddle
bud zatfzenim pro zavidéni harkého veduchunebo vieenfm
desikantem (oxidem vipenatfm — 300 g na 20 vzorkit) a s te-
plomérem pro hodnety teplot nejméné do 100 *C

4.2

4.3 Vysouletka zhotovend z nekorodujiclho kovu nebo skla
& dobfe tésnicim vitkem 4 plochou, kterd umoiuje rozpro-
stFit asi 0,3 g vzorku na 1 |:|.f|'|2

4.4 Misky vysoulec s ploch§m dnem, vhodngch velikosti a = ma-
teridlt odolngch v teplotim do 100 °C a inertnim viéi vih-
kosti

5. Postup zkousky

5.1 Suchd & predsuiend krmiva (puzmimka 3.1'}

5.1.1 Do vysouletky (4.3), pledem vietn® vitka vysubens (pii
103 °C po dobu 30 min) a po ochlazeni v exsikdtoru zviZené
5 plesnosti nejméné na 0,001 g, se odvdi asi 5 g (m,) skufebniho
vzorku se stejnou pesnostl a vzorek se ve vysouledee rovnomBmé
rozprostie.

5.1.2 Vysoubétka (4.3) se vzorkem se vlo# do atmosférické su-
firmy (4.1), pfedem vyhFité na teplotu (103 + 2)°C, odklopl se
vitko a od okamdiku, kdy vpitfni prostor suldrmy dosihne opét
vide uvedené teploty, se sulf po dobu 4 hod.

Krmiva s aditivnfm obsahem moboviny (pozndmka 8.2) se subi
po dobu 6 hod. pfi teploté (75 +-2)°C.

- Vzorky obilovin, obilného frotu, krupice a mouky se sulfl pH te-
ploté (130 £ 2)°C po dobu 2 hod.

Vysoudedky (4.3) se vklddaji do vyhidté suldrny (4.1) dostatet-
né rychle, aby nedolo k véifimu poklesu teploty. Do subfrny se
vkladd jen takovi polet vysouledek se vaorky, aby na jednu pfi-
padlo nejménd asi 1000 em® prostoru. Po uplynuti pfedepsané do-
by se vysoufetka (4.3) vyjme ze suldrny, ptiklopf vitkem a po vy-
chladnuti v exsikitoru se zviki s plesnosti nejméng na 0,001 g
{my}. Po odviZeni vysouletky (4.3) se provede kontroln test (po-
zndmka 8.3) tak, fe vysouSetka (4.3) se veorkem se vio#H opit.do
subfirny (4.1) vyhiaté na teplotu (103 + 2) °C a sulf odklopenym
vitkem daldi 2 hod. Po vyjmuti ze sufirny (4. 1) se okam#ité pfiklo-
'pl vitkem, ochladf v exsikétoru a oplt zvid s vﬂe uvedenou pies-
nosti.

Jestlife rozdil mezi pededlfm a timto vifenim nepfedstavuje vi-
ce ned odpovidd obsahu vibkosti 0,2 %, stanoven!{ je ukonéeno
a jako konefnd hmotnost se bere hmotnost v prenfm vi¥end (m,).



Je-li roziil mezi obéma viZenimi VYER nek vile uvedend hodnota,
provede se znova stanoveni za snifeného tlaku podie 5.2 (pozndm-
ka 8.4),

5.1L.3 U krmiv tekutfch, pastovitfch nebo s vy3im obsahem tuku
(nad 80 g/kg) se postupuje ndsledovn®: Do vysoubelky (4.3) se
odvii nejdive asi 5 ad 10 g mofského pisku (3.1).(podle miry
mastného vehledu vzorku), vloH krdtkd sklenéng tydinka, vysou-
Sedka (4.3) se vysud (30 min. pii 130 *C) v sufimé (4.1) a po o-
chlazeni v exsikdtoru se véetnd tylinky zvi3i s piesnostl nejménd
na 0,001 g.

Do takto plipravené vysoudefky (4.3) se odvaE asi 10 g (m,)
ekulebniho vzorku, s viSe uvedenou presnosti, vzorek se ditkladné
promichd s piskem tak, aby nedodlo ke ztridtdm vzorku {ani pisku)
a pledsusi se nejprve 30 minut pfi 60 °C, Déle se postupuje podle
512 ‘

5.2 Krmiva, jejichZ vzorky nevyhovély kontrolnimu testu

Do vysousedky (4.3), piedem véetns vitka vysubené (pH 130 °C

po dobu 30 min) a po ochlazen( v exsikéitoru zvifené s presnosti

nejméné na 0,001 g se odvaZi asi 5 g (m,) zkulebntho veorku s

stejnou pFesnosti a vzorek se ve vysouletce rovnom&me rozpro-
" stke. ’

meuﬁeﬁh se vzorkem se vioZ do vakuové suldmy (4.2), vy-
hdté na B0 °C aZ 85 °C, vitko se odklopi a pé uzayfen! subimy se

- sni# tlak na 13 kPa. VysouSebky (4.3) se viladaji do suldrny (4.2)

.dostatétn rychle, aby nedodlo k podstatnému sntfent teploty v si-
Edrni, a :

Vzorek se sull bud za plivodu horkého, vysuSeného veduchu
nebo za pitomnosti desikantu, v mno#stvi asi 300 g na 20 veorkd,
V drubém 2 uvedengch pfipadi (desikant) se po dosaeni pFede-
psancho tlako odpoji Zerpadlo. Od okamiku, kdy teplota pii
piedepsaném tlaku dosdhne 80 °C a2 85 °C, se sui po dobu 4 ho-
diny. Po uplynuti této doby s¢ snffeny tlak vnitiniho prostoru su-
Erny (4.2) pomalu vyrovndvé s atmostérick$m, po vyrovndaf tla-
ki se sulirma (4.2) clevie, vysoufedka (4.3) se uzavie vicgkem
a vlo# do exsikdtoru, kde se ponechd asi 45 min. Potom se zvadf

s presnosti nejméné na 0,001 g (m ) a opét vio# do vakuové suldr- -

+ ny (4.2), vyhEité na vile uvedenou teplotu, Su¥ se daléich 30 mi-
nut a po ochlazeni v exsikitoru se znovu zvi s viie uvedenou
piesnosti. Dosoufenf, ochlazovéni a viZenf vysouletky (4.3) se
vzorkem se opakuje tolikrdt, pokud dvé po sobé nésledujici vaZeni
nevykazijf diferenci mendf ne¥ odpovidi obsahu vihkosti 0,2 %.
Jako konelnd hmotnost vysuSeného veorku (my) se bere posledn,
po niZ jiz nenastal viie uvedeng dbytek hmotnosti.

5.3 Krmiva s obsahem vihkosti nad 17,0 %, krmné smési s obsa-
hem nad 13,5 % a viechna lisovand krmiva

Hermeticky wzaviend &dst konefného vzorku odebrand zvidsf
pro stanovenf plivodntho obsahu vihkesti, popt. pHmo koncéng
vzorek zjevné avlhlf, se upravi co nejryehleji na zkulebni veorek

tak, aby nedodlo k podstatnému dbytku vihkosti a okam#té se od-.

vafuje zkulebnf vzorek. 3
Z takto upraveného zkulebniho vzorku se odvid asi 10-a% 100 g
- (pozndmka 8.5) s pfesnost{ nejméné na 0,01 g a# na 0,1 g (m,) do
misky s plochfm dnem (4.4), predem. vysudené (pfi-60°C a3
70°Cya po ochlazenf zvi¥ené s vibe uvedenou plesnosti, Zkulch-
nf vzorek se rovioméme rozprostre do vrstvy asi 10 mm a sulif v at-
mosférické sulimné (4.1) ph teplot® 60 °C a¥ 70°C do dosadeni
ddinlivd suché hmoty (obsah vihkosti 8,0 aZ 12,0 %),

Potom se miska (4.4) se vzorkem vyjme, ponechd po dobu asi
12 hod volné na veduchu pii teploté laboratofe za tiéelem vyrovnd-
nf vihkosti s okolnf atmosférou (kondicionace), pfifems se vapfek
chréni pfed rozptylenim & zapriSenim nebo plimisenim cizich

hmot a pak se avii#i s plesnosti nejméné na ﬁ.ﬁl a# 0,1 g (pozndm-
ka 8.5} (). Po zvideni se ihned celf vzorek rozemele a déle se
postupuje podle 5.1 této metody.

Zrna obilovin s obsahem vihkosti vy$iim ne 17,0 % se odvazuji
nesemleté, pouze hrub& rozmélnéné v mnodstvi asi 50 g a s ples-
nosti nejmén na 0,01 g (m,) na misku vhodné velikosti (4.4), pre-
dem vysulenou pti 130 *C po dobu 30 min. a po ochlazeni zvéze-

nou se stejnou plesnost, suli se v sufdrné (4.1) pii 130 °C po dobu -

nejméné 5 a% 6 min. ve vrstvé asi 0,5 cm, potom se ponechd pii la-
boratorni teploté 2 h a zvd# se s plesnostl nejméné na 0,01 g
(m,). Po zvéent sé cely vzorek rozemele a déle se postupuje podle
5.1 pouze s tim rozdilem, Ze se vzorek suff pi teploté (130 + 2)°C
po dobu 2 hod. - i

6. Vypotet a vyjidient visledhn
Obsah vihkosti v % (X) se vypoditd podle vaorce;
6.1 Bez predsouSent (viz 5.1a 5.2)

100

1

K= (my—my).

6.2 S predsoutentm (viz 5.3)

5

¥ = (1 - m...m;]_ 100
Mg . My P
kde m, je hmotnost navézky vzorku k piedsoueni v g
my;  hmotnost naviitky pfedsufeného vzorku po vyrovndni
vihkosti (kondicionaci) v g
m;  hmotnost navéfky vzorku pro sueni podle 6.1a 6.2
ve .
my  hmotnost navitky vzorko po vysufeni podle 6.1 4 6.2
YE . -

Obsah sufiny v % (Y) se vypoditd podle vzoree:
Y=100 - X

Visledkem stanoven je aritmetick§ primér visledki dvou sou-
biint provedengch. stanoveni, kterd spliuji podminku opakova-
telnosti a yyjadiuje se & plesnosti na desetiny %. |

Pokud jsou ostatnf slo¥ky krmiva stanoveny pfi rozdflném obsa-
b vihkosti, je nutné je pepo&itat na obsah vihkosti v pivodnim
vzorku,

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnfmi stanovenimni providéngimi na
stejném vzorku nesml pro viechny obsahy pfekrotit 0,2 o,

‘8. Pozndimky

8.1 Krrmiva s vy&iim obsahem vihkosti neZ 17,0 % k-rmme ik
5 vyskim obsahem vihkosti ne 13,5 % a viechna lisovand krmivi
se zkoueji podle 5.3. Podle 5.1 se ?zkduégjgmkf ?-_dé_!il"nré Nicha
&i pledsuient. . ", 7
E.EI Aditiynfm obsahem niqioviny 0 Pt okl nad % Ea"'i;cg_

8.3 Kontrolnf test se provédi za éelem zjitén, zda bihem Sifent
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'-'.mritu nedochizi k nepfimEfenym ztrdtdm hmoty navic v disled-

ku pﬂpadnfch'chgmit:b:fﬂl reakel, napi: Mﬁillardclvy apﬂd_.
Zjlﬁtéﬂf uvedend hudnut;.r ﬂhﬁﬂkﬂ je dikazem nedoucich

zmén. PH kontrolnim testu u tiénfich vzorki se doba sufeni zkra-

cuje na 30 min, a dbytek po sulieni nemé bit vi#i, ned odpovidd
nbaahu ?lhkustt EII 1 %

8.4 Stanovenf za snffeného tlaku plichézf v tvahu zejména u kr-

miv, obsahujici vy#¥ obsah sacharosy nebo laktosy ne? 40 g/kg,
jaka jsou hydrolyzovatelné produkty, sladové klitky, sufené bram-
borové zdrtky, ryby, cukerné roztoky a krmné smési, obsahujici vi-
cenek 250 g/'ke mmernln{ch soli, obsahujfelch krystalicky vizanou
vodu,

8.5 Hmotnost vzorku se voli podle predpoklidaného nebo od-
hadnutého cbsahu vihkosti tak, aby hmotnost piedsufeného vzor-
- ku byla nejméné 15 g. Presnost naviky vzorku se snifuje s rostou-
cf hmotnosti veorku a% na 0,1 g, Pokud se stanoveni vihkost spoju-
je s pledsufenim vzorku phi jeho piiprave, pak se odvaiuje takové
mnostyl vzorku, aby p!‘edsuﬁenj' vzorek mél hmotnost &‘Eeq:nﬁ
200 g.

1.2 Sianuvenf uh-mhu vlhkmu a télmvj’,rch litek
v lm:fth

1. ﬂi&lnmh

Tato metoda uréu:pc pusbup stanm'ani vlhkosli a tékavich latek
v tucich. -

2, Princip

 Obsah vihkosti a t&kavch ltek se odpai sulentm phi (103 +
£2) °C 4 ibytek hmotnosti se stanovi véZkovE, :

3. Chemikiilie
3.1 Pisek moisky, suchy, &isty a vyiihan{ nebo kfemigity pisek vy-
vaten§ v kyselink chlorovodikové, promyt§, vysuleny, prositf
a vyhany.
4. .Pﬁu.'lroje a pomiicky
4.1 Hlinfkovd vysoufedka, pfip. hlinfkovd miska s vitkem

4.2 Sufdrna atmosférickd s termostatem

‘5, Postup

Hlinfkovd vysoubedka (4.1) s 15 a 20 g pisku (3.1) a kritkou
sklenénou tydinkou se suf pfi 130 °C (asi 30 minut), vio se do
exsikdtoru (2.2) a po vychladnuti se plesné zvi#. Potom se do ni
presnd nava®l asi 3 g zkudebnlho veorku s plesnost! na 0,001 g

a susl 5o v subdmé (4.3) phi 105 °C. Bithem sudenf se obsah misky

nékolikedt promichd sklenénou tyfinkou.

Ubytek hmotnosti se kontroluje popreé za 1 h a déle v pilliodi-
novich intervalech af do dosadeni konstantnd hmotnosti.

6, Vipotet a vyjddieni visledin

"Obsah vihkosti a t&kavich litek v % (X) se vypobte podle vzorce:

100 . m,

X =
. m

kds my je ﬁb}ft:.k hmotnosti v g

‘m I!.mnmust navizky veorku v g
Vitledkem stanoveaf je. sritmetick§ primdc visledki dvou sow-
béné provedenych stanovenf, kterd spliuji podminku opakova«
telnosti, a vyjadfuje se-s plesnosti na desetiny %, :
7. [}pnlmrn!c]nmt

" Rozdil mezi dvéma paralelnimi am:lm-r.fnfmi providéngmi na

. stejném vzorku nesmi pfekrofit pii obsahu;

do 2%
nad 2 %

© 10 % relativnich
0,2 % abs,

1.3 Stanﬁven[_nhénhu vlhkosti a tékav¥ch litek
v olejnatfch semenech

1. Utel a rozsah

Tato metoda urtuje postup stanoveni obsahu vlhk:.;nsti a téka-
vich litek v olgjnatfch semenech.

2. Princip

Stanoveni obsahu \rlhknmm tékavich lditek s¢ providi bud' z ma-
teridlu tak, jak byl ziskén (&istd semena a nedistoty) nebo pokud je
to pofadovine ze samotnfch &stjch semen, sufenfm pH teplotd
(103 + 2)°C v suffrné pii atmosférickém tlaku do konstantni
hmotnost, vi#kove,

3, Chemildlie -

3.1 Pisck mofsky, suchy, sty a vyiihang nebo Hemiﬁtf pIsekvy—I
vaben§ v kyseling chlorovodikové, promytf, vysuleny, prosity
& vyEihany,

4. Piistroje a pomicky

4.1 Mignek mechanicky, snadno istitelng

4,2 Analytické vihy

4.3 Strubadlo mechanické nebo rudni .

4.4 Hlinfkovd vysouSetka, nebo hlinfkovi miska s vitkem

4.5 Suﬁém:_i atmosférickd s termostatem

5, Postup
5.1 PHprava vzorku

51.1 Pro zkoulku se poudije veorek tak, jak byl ziskdn nebo po
odstranénf netistot, Pokud se pracuje se vzorkem, ze kterého byly
piedem odstranény velké neolejnaté Estice, je nutno to zohlednit
ph vipobtu (viz. 6.2).



V plipadé semene kopry se vzorek upravuje mechanickfm stru-
hadlem celf nebo ruénim struhadiem (4.3) v takovém mnofst,
aby byl co nejvice reprezentativof. Délka dstic mide bft vitd ned
2 mm, ale nemd bt vE& neZ 5 mm. Cistice je nutno promichat
a zkousku provést bez prodlen,

5.1.2 Semena stfedni velikosti (podzemnice, séja apod.), kromé
semen saflru (svEtlice barvitskd), stunenice a baviniku a s pfileh-
Iymi vidkny, se vzorek Srotuje v mechanickém mignku (4.1), kter§
byl pfed poukitim dobfe vyéistén, tak dlouho dokud hlavof rozmér
Edstic neklesne pod 2 mm, VEtS &dstice (pfiblifné jedna dvacetina
vzorku) se vyfadi, zbytek se pellivé promiché a stanoveni vihkosti
a tékav{ch litek se provede bez prodlent,

5.1.3 Malf semena (len, Tepka, konopi apod.) stejné jako semend
safléru, sluneénice & baviniku se zkoudi bez piedchoziho miet
(v plvodnim stavu), 3

5.2 Vlastni stanoveni-
Hlinikovd vysoudefka (4.4) se suli v sulimd (4.5) pii (103 £

£2)"C (asi 1/2 h), vloZ se do exsikdtoru a po vychladnuti se pres-
né zvi#, Potom se do nf pfesnd navi# bud:

a) asi 5 g nastrouhaného vzorku (v plpadé kopry) nebo roze- .

mletého vzorku (v plipadé semen stiedni velikosti s vijimkou se-
men safldry, sluneénice & bavintku s piilehlymi vidkny

b) asi 5 ak 10 g celich semen (v ptipadé malfich semen a semen
safléru, slunedniee & baviniku s pEilehlymi vidkny), -

Vizorek se rovnomérné rozproste po celém dnl misky (4.4) susf
se v subrng (4.5) pHi (103 + 2) *C. Po 3 hodindch suSent (s vijim-
kou semen bavinfku s pfilehlfmi vidkny, kterd se susf 12 a316 ho-
din) se suliirna otevie, miska (4.4) se vaorkem se ihned uzavie vig-
kem a vio# do exsikdtoru. Jakmile miska (4.4) se vzorkem dossh-
ne laboratorni teploty, presné se zviil. Miska bez vitka se znovu
vioH do suirmy a cel§ postup s uzavfenim misky (4.4), chlazenim
& vaZenim se opakuje po jedné hoding sufenf za stejnjch podmi-
nek. Pokud je rozdil mesi dvéma vi¥enimi mendi nebo roven
0,005 g (pfi naviiZce 5 g), pova¥uje se stanovenf za ukontené. Po-

kud je rozdfl vE, pokratuje se v sufend. .

6. Vipotet a vyjadient visledii

6.1 Obsah vihkosti a tékavjch litek v % (X) se vypotte podie
VZOTCE:D

ID“.H‘IL
"

X= =

kde m je hmotnost naviiky vzorku v g
m,  iibyrek na hmotnosti v g

Vyisledkem stanoveni je aritmetick§ primér visledki dvou sou-
béiné provedenych stanovend, kterd spliiujl podminku opakova-
telnosti a vyjadivje se v % s.plesnosti na jedno desctinné misto.

6.2 Pokud byly ze vzorku pfed zkouikou odstraniny vzulké neolej-
naté Edstice (viz. 3.1.1) ndsobd se visledek ziskany podle 6.1 fakto-
rem F

_ {100 - ¥)
£ 100

kde Y je obsah odstrangnfch velkfch Cdstic (nebistot) z&w;zﬂrku,
tak jak byl ziskdn v %, '

Visledkem stanovent je aritmeticky primér visledki dvou sou-
b&int provedenjch stanovent, kterd spliuji podminku opakova-
telnosti & vyjadfuje s v % s presnosti na jedno desetinné misto.
7. Opakovatelnost

Rozdil megi dvéma paralelnimi stanovenimi provédéngmi ha
stejném vzorku nesmi byt vEtE nez 0,2 %

2.1 Stanovenf ohsahu dusikatych litek

Do télo metody byla zapracovéna doporufeni EU uvedend
v Official Journal no. L 123, 29/05/72a L 179, 22/07/93

1. Uiel a vozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoven! obsahu dusi-
katfch latek v krmivech. . : :

Metoda stanoven! dusfkatfeh litek je pouZitelnd pro viechny
obsahy ve viech druzich krmiv a nerozliduje proteinovy a neprotei-

novy dusfk. Neproteinovy dusik je nutno stanovit zvlasf prisluing-
. mi metodami. Uzanéni faktor pro piepolet obsahu dusiku na dusi-

katé Iftky je ,,6,25* (poznéimka 8.1)

Za-p'édm&uel: této metody se nestanovi dusik v dusitnanech, du-
sitanech, popk. azo- nebo hydrazoslou®enindch,

2. Princip

Dusfkaté litky se stanovi titraéng alkalimetricky (acidimetricky)
po mineralizaci vzorku horkou kyselinou sirovou za piitomnosti
katalyziitoru pfevedenim na sfran amonny, vytésnénim amoniaku
hydroxidem sodnym a jeho piedestilovinim do kyseliny sirové
(borité). i

3. Chemikiilie

3.1 Katalyzdtory: Oxid médnat§ (CuO) nebo Sfran médnat,

pentahydrdt (CuSO, . 5 H,0)

iz lnlxlikﬁtﬂry . ‘
Smésng: 2,0 g methylové Eerveni a 1,0 g methylenové modii
se rozpustl v 1000 ml ethylalkoholu 96% a promichd

Methylovd Serveil: 0,30 g methylové Serveni se rozpustf ve
100 ml ethylalkoholu 96% & promiché ‘

3.3 Kyselina sfrové, kone. (h = 1,84 g/mi)

3.4 Kyselina sfrové, roztok c(H,S0,) = 0,1 mol/1 nebo 0,05 mol/
no R j

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

3.6 Hydroxid sodng, roztok ¢(NaOH) = 0,2 mol/1 a 0,1 mol/1

3.7- Kyselina boritd, roztok 4 %

3.8 Siran draselng, pevny

3,9 Sacharosa

et L 9P,
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3,10 Acetanilid (bod tnf 114 °C) 5 obsaheni 10,36 % dusfku, 1
64,75 % dusikatfch 1dtek nebo podle ddaji vfrobee.

3,11 Tryptofan (bod tdnf 282 °C), s obsahem 13,72 % dusfku, 1.
85,75 % dusikatfch ldtek nebo podle ddaji virobee.

Viechny poufité chemikdlie (mimo acetanilid a tryptofan) i zku-
Sebnf pomiicky must bft prosté dusfku.

4. Piistroje a pomiicky
4.1 Zaffzenf minéralizatnf vhodné konstrukee
4.2 Zaizen( destilatnf vhodné konstrukce (poznmka 8.2)

4.3 Baiiky .nebo tuby mineralizaén vhodné velikost (bafiky se
doporutujf pﬂd!e K;elﬂah!a 500 a% 750 ml) -

4.4 Papirek pH

4.5 Varnd t&liska (pemz.a gmnulm-a_uﬁ slﬁpky sklenéné & porce-
linovE)

4.6 Odpénovaci prostfedek (napf. parafin & silikonov{ olej)

)

5, Postup

Do mineralizagnf baitky nebo tuby (4.3) se odvi# asi 0,5 a% 1 E
(porndmka 8.3) zkulebniho vzorku s plesnosti nqméné na
0,001 g, ptidd se 10 g siranu draselného (3.8).a jako katalyzdtor
(3.1) ptiméfené navi¥ee 0,3 ak 0,4 g oxidu médnatého nebo 0,9 ad
1,2 g pentahydritu siranu médnatého. Potom se phidd kone. kyse-
lina sirovi (3.3) v mnoZstvi 25 ml, zamiché a uinist{ do minerali-
zaéniho zafizend (4.1). Badfika se um{sfu;e naklonénd od 30 do 457,

- tuba do mineralizaénich blok, kde je zarui‘en konstantni ohfev, ve
svislé p-clnm

Potom se bafika (tuba) (4.3) mirné zahFivé tak, aby se zabrénilo
velindni pény do hrdla bafiky a pfipadnému dniku vzorku z bafiky
{tuby). Doporotuje se pled zabitkém zahfivin{ pFidat mend
mnoZstvi odpéiovaciho prostfedku (4.6). V mimém ahfivin
5 obéasnfm promichinim se pokratuje tak dlouho, dokud zeela
nevymizi péna a velkerd hmota vezorku je zkarbonizovand, a?
v podstatd do ustdlen! varu kapaliny, Potom se intenzita zahfivinf
avyii a sefidf tak, aby vipary kyseliny sfrové kondenzovaly pobliZe
stfedu hrdla bafiky a aby nedochézelo k podstatngm zméndm v ob-
jemu kyseliny i ulpivéni &stic vzorku na sténdch badiky (tuby). Bé-
hem mineralizace nesmi dochdzet k pehfivini stén bafky, kterd
nejsou ve styku s kapalinou, Provédi-li se zahfivini bafiky plame-
nent, zabrafiuje se prehiitl stén bafiky umisténim bafiky na azbes-
tovou sitku s otvorem, kterf odpovidd hlading kapaliny v bafice,
Jakmile se kapalina stane zcela &irou {miZe byt zabarvena barvou
katalyzdtoru), pokrafuje se v ohfevu od tohoto okam¥iku jeitd 2
hadiny. Potom se kapalina ponechi témf zehladnout a opatné se
zhedi asi 75 a¥ 100 ml vody (pozndmka 8.4). V pHpad, %e po
zchladnuti roziok ziuhne, pHdd se vES- mnodstvi vody (250 ad
300 ml), EAsteént zahfeje a promichdvd do rogpuiténi tuhého
zhytku, Merozpusti-li se ani potom, je nutno stanovend opakovat
5 vEtiim objemem kyseliny sirové (3.3),

Obsah mineralizaénf baiiky (tuby) (4.3) nebo jeho &dst, po pfe-
vedeni do odmérmé badky a doplnéni na pfesné definovang objem,
se kvantitativnd pfevede do destilagni bafiky, pFidd se pdr varnjch
télisek a baiika se umisti do destilaéniho zafizenf (4.2). Do dévko-
vaciho zaffzent destilaéniho piistroje (4.2) se odméfi 100 ml vytés-
finvaciho roztokn (3.5) a nakonée k pfestupnfku destilatniho pi-
stroje (zatzen{) se umisti pfedloha tak, aby konee pfestupniku za-
sahoval asi 10 mm pod hladinu roztoku-v pfedloze. Jako pfedloha
se pouije titralnf baiika vhodného objemu, do které se plidd phes-

né 23 ml odmérného roztoku kyseliny sirové (3.4) nebo roztoku
kyseliny borité (3.7) (pozndmka 8.5) a nékolik kapek indikitoru |

. (3.2}, nend-li v nivodu pfipadné poufittho destilaintho zaffzeni

uvedeno jinak. Objem plediohy se vhodné zfedi vodou a po plyno-
tésném wedvPent destilafnfho piistroje se z dévkovaciho zafizeni
vypusti opatrné po &stech vytésiiovael roztok (3. 3) do destilatnf
baiiky a jejl obsah se zafne zahfivat. Destiluje se asi 30 minut, &m3
objem v predloze dosihne asi 150 ml; neni-li ndvodem piipadng
poutitého destilaéniho zatizeni wwedeno jinak

Pfed ukondénim destilace se snf# pi'edlnha tak, aby konec pfe-
stupniku byl nad hladinou kapaliny v pfedloze a dalsi podil destild-
tu ze zkoul pH papirkem (4.4), zda jedt® nevykazuje alkalickou
reakei. Neni-li tomu tak, destilace se uknnﬁ[ a plestupnik se i vnd
oplichne do pl‘edluhj.' ;

V opatném pipadé {reakee je alkalickd) se hu;:r-deshﬁée {déle-
nf mineralizit) nebo celé stanoveni musl opakovat s prodioufe-

" nim doby destilace. Stejné tak jé nutno destilaci (celé stanovenf)

opakovat, dojde-li k zalkalizovini roztoku v predioze (zména za-
barveni indikétoru (3,1)), s pfiddnim viéiho objemu kyseliny (3.4
neba 3.7) do predlohy & snffenfm navizky veorku (pondilu minera-
hz.ﬁtu}

Ohbsah titradni bafiky se titroje ihned po 5kon6eui destilace {;:mh
kud to dovoliji podminky instrumentace doporutuje se titrovai jik
bithem destilace) odmémfm roztokem hydroxidu sodného (3.6)
nebo odmérnym roziokem kyseliny sirové (3.4) (pozndmka 8.6
té¥e koncentrace, kterd byla poufita do p&‘odluh:.r, do préivé vzniklé
zminy abarveni roztoku.

WVedle toho se provede slepd zkouska se viemi pouditfmi chemi-
kéliemi ve stejném mnoistvi, jen namisto zkouseného vzorkn se
phidi 1,0 g sacharosy (3.9). V piipadé ndleza dusfku ve slepé
zkonkee je nutno jeho mnoéstvi od giSténého ph analyze vzorku
odetist (viz vipotet). Slepd zkoulka se providi pfi kabdé sérii sta-
noveni nebo pii zméng jakékoliv chemikdlie,

Pti katdé zméné chemikalif véeing odmérgch roztoki se pro-
viidf kontrolnf test: stanovi se obsah dusfku v plesné definované
sloudening acetanilidu (3.10) nebo tryptofanu (3.11) s piidavkem
1,0 g sacharosy (3.9) a pH zachovén{ stejného pracovnsho postupu
jako u vzorki i za poukit stejného mnodstvi a stejnfich chemikdlif
i pomicek, Pro snadno mingralizovatelné materidly se voli acet-
anilid (3.10), pro obti#néji mineralizovatelné tryptofan (3.11).
Stanovent probihd v poFadku je-li shoda v mezich 95 a¥ 105 relat.
Yo

6. Vipotet a vyjddieni visledki
Obsah dusikatjch ldtek v g/kg (X) se vypoéitd podle vzorce: -
6.1 pfijiméni destilitu do.kyseliny sfrové

6,25.28,014.(V; — ¥,).C
X == ; b= W)-C (pomnsmkas.l)
6.2 piijfmini destilitu do kyseliny borité
6,25 . 28,014 (15 = W), ;
X= B_| (% ). G (pozndmka8.1)

I

- kde Vy je. spotfeba odmérmého roztoku hydroxidu sodného na

slepou zkoudku v ml

v, spotfeba odmémého roztoku hydroxidu sodného na
zkoudeny vzorek v ml

Vi spotfeba odmérného roztoku kyseliny sirové na sle-
pou zkouiku v ml



WV, spoticha odmBmého roztoku kyseling sirové na
zhoulenf vzorek v ml

C, . plesnd-koncentrace pouditého odmérného roztoku
hydroxidu sodnéhe v mel/1

C, presnd koncentrace pouwditého odmémého roztoku
kyseliny sfrové v mol/1

m hmetnost-alikvotaihe podilu naviky veorku v g
28,014 latkové mnofstvi dusiku, odpovidsjicl pouZitému
odmErmnému roztoku kyseliny sirové

Visledkem stanovend je aritmetick§ primér visledkd dvou sou-
bédné provedenjch stanovent, které spliuji podminku opakova-
telnosti, a vyjadiuje se s pfesnosti na celé jednotky g /kg.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvima paralelnimi stanovenimi pcl'm'idénﬁ'm na
stejném vzorku nesmi phekrodit pfi obsahu:

do 200 g/kg 2e/kg
od 201 g/kg do 400 g/kg 1 % relat,
nad 400 p/kg 4e'ke

8, Pozndmky

8.1' Pro avléétai pHpady hodnocent, nejde-li’o stanoveni vimé
hodnoty, lze pouZit specidinich faktord misto 6,25 a to:

5,75 pro obiloviny a mifnskd krmiva -

6,37 pro mléko a mlééné viTobky

6,00 pro Fivolitné moutky

5,61 pro klih

5,55 pro Zelatini
Prepottovy faktor-je nutno vidy s visledkem uvéat

#.2 Vhodnym zafizenfm mohou bt i automatické & poloautoma-
tické destilaéni phistroje, pokud spliiujf podminky kvantitativaiho
pledestilovinl amoniakn napf, Kjeltes, Kjeltec-auto.

#.3 Hmotnost veorku se voli podle ofekdvanéhao obsahu dusika-
tch ldtek tak, abfnbaah byl v rozmexi 0,125 a2 1,25 g

.4 Doporutuje se i"ednjr.EbE Etstelni tepl§ mln:ralmi:, ahgsezx—
brénilo zpétnému vykoystalizovén( solf, které se hife rozpaustdjf.

Zredovini s¢ musf providst velmi opatmé, protoZe je proti pra- -

vidlim ﬂad‘avﬁni raztoki k:.rseﬂn

8.5 Jimdni destilitu do kysehn:.r baorité je mod#né jen v pHpadé, 2o
teplota kondenzdtu nepfesdhne 25 *C (chlazent) a pfi obsahu dusi-
" katych ltek vEt3im neZ 400 g/kg se voli poloviénl hmotnost vzor-

ku. Titrace se v tomto plipadé providi udmémﬁn roztokem kyse-
liny sfrové,

8.6 Koncentrace kyseliny sfrové se volf podle otk vanibG obes-
hu dusikatich litek ve zkoudeném vzorku a podle toho, 2da mine-
ralizdt je destilovin celf nebo pouze jeho podil.

2.2 Stanovenf obsalu dusikatych Iftek rozpustnych
piisobenim roztoku pepsinu v kyseling
chlorovodikové

Do této metody byla zapracovina doporuteni EU uvedend
v Official Journal no. L 123, 29/05/72

1. Utel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanovenf dusikatfch 13-
tek rozpustnfich plsobenim roztoku pepsing v kyseling chlorovo-
dikové v krmivech.

Metoda stanoveni je poulfitelnd pro viechny obsahy a viechny

druhy krmiv, chsahujici tuto slofku s vijimkou krmiv 5 aditivalm

absalicm motoviny a krmiv minerdlnich. Metoda nerozlifuje for-
my proteinovihe a neproteinového dusfku a mé-li bit neproteino-
vy dusik vylouten £ visledku stanoveni, musi byt jeho obsah stano-
ven pfisluinon metodou samostatn & od stanoven! rozpustného
dusiku odetten.

I kdy? visledek tohoto stanoveni do jisté miry vyjadfuje miru
stravitelnosti krmiva, nemd Hdaou pimou spojitost se stravitel-
nostf dusikatych latek | in vivo™,

2. Princip

Dusfkaté litky rozpustné pisobenim pepsinu v kyseliné chloro-
vodikevé se stanovi titradnd po 48 hod inkubaci vzorku & pepsi-
nem pki 40 °C, ndsledné separaci od nerozpustné Edsti a urbenfm

obsahu dusfkatjch litek v rozpusiné &sti metodou pudle Kjel-

dahla,

" 3, Chemililie

3.1 Kyselina chlorovodfkovd, roztok ¢(HCI) = 7 mol/1
32 Kyselina chlorovodikovd, roztok ofHC1 ) = 0,075 mol/1
33 Pepsin, s ovéfenon aktiviton 100 j./g (pozndmka 8.6)
34 Pepsin, inkubafnf roztok .
Pliprava: 2,00 g pepsinu (3.3) se rozpust ve 1000 ml rozto-
ku kyseliny chlorovodikové (3.2), pfedem zahtité na teplotu

40°C, a roztok se promichd. Roztok se plipravaje vidy
Gerstvy

3.5 Diethylether (poznimka 8.1) nebo pel:mﬂether(ftﬂkce 40

m’*c; (pozndmba 8.1)

36  Katalyzftory: Oxid médnaty (Cu0) nebo siran médnatf,

pestalydrit {CuS{),, 5 H0)
a7 Indl.kﬁ.tur:r

Smisnd: 2,0 g methylové Servenia 1,0 g methg.rlemvé modii

se rozpusti v 1000 ml eth:.rla]knhu!u 96% a promichéd

Methylovi Bervefi: 0,30 g methylové Serveni se rozpusti ve
100 ml ethylalkoholu 96% a promichd

38 Kyselina sirovd, koncentrovand (h = 1.84 g/ml)
3.9 Kyselina sivovd, roztok e{H,50;) = 0,1 mol/] 0,05 mol/1
3.10 Hydroxid sodny, roztok 40“ g/l

" 311 Hydroxid sodnf, roztok :I:(NaGH} = (0,2 mol/1a 0,1 mol/]

3,12 Kyselina boritd, roztok 4%
3.13 Siran draselng, peva§
3,14 Sacharosa &

3.15 ' Acetanilid (bod tﬁ.nI 114 °C)s nbsahem 10,36 % dusfku, 1j.
64,75 % dusilmrﬂ'da Iﬁtek nubo pn-dla ﬁ.da}u virobee

3.16 Tryptofan (bod ténf 282 °C) s obsahem 13,72 % dusiku, 4,
85,75 % dusikatfich litek nebo podle tidaji virobee

3,17 Odpéiovaci prostfedek (napf. parafin & silikonovy olej) !
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4, Pifstroje n pomiicky

4.1 Termostat s automaticky regulovatelnou teplotou 40 °C nebo
-Mizedi vodni stejnfeh parametri

4.2 Odstfedivka laboratornf s odstfedivym zrychlenfm do 5000
G, vybavend k}rvctmm na 250 ml, nejvhodndji 2 plastické
hmuly

4.3 Bafika nd‘mémﬁ na 500 ml se §|mkjr|:n hrdlem {pudle Stohl-
mannaj a zitkou

4.4 Zatlzen! minevalizatni vhodné konstrukee (pozndmka 8.2)
4.5 Zatfzeni destilafnf vhodné konstrukee

4.6 Baiiky ncbo tuhyr mineralizaéni vhodné velikosti (hunky se
doporuéuji podle K;eklahla 500 ak 750 ml)

4,7 Papirek pH nebo lakmusov

. Veechny poudité chemikdlie (mimo acetanilid a tryptofan) i zku-
Sebnf pomiicky musi byt prosté dusiku,

5 Postop
5.1 Krmiva s obsahem tuku do 100'g/kg -

Odvddl se (2 £0,001) g zkusebniho vzorku do odmérné bafiky
na 500 ml a pfidé sc 430 ml inkubadnfho roztoku pepsinu (3.4),
ptedem zahidtého na teplotn 40 °C (poendmka 8.2). Inkubaéni
roztok pepsinu (3.4) se pliddvi po &stech s prib&Enfm promiché-
viinim a pked pliddnim poslednifho pfidavia se dikladn® promi-
ché; aby se rozrufila aglomerace zkoufeného vzorku, Poslednim
ptidavkem tohoto roztoku se opldchnou stiény baiiky, pak se zkon-
troluje hodnota pH, kterd md byt nejvie 1,7 (pozniimka 8.3).
Bafika se wravie wmitkou, vie#f do termostatu nebo vodnf ldzné
{4.1) vyhidté na 40 °C a pii této teploté nechd inkubovat po dobu
48 hod, pritem? se phiblifné vidy po 6, 24 a 32 hod promichd. Bé&-
hem inkubace musi veikerd hmota zﬁsta,t ye styku s roztokem. -

Po 48 hodindch inkubace se baitka  termostatu nebo vodni liz-
né vyime, pfidd se 15 ml roztoko kyseliny chlorovodikové (3.1),
obsah se promichd, vytemperuje na teplotu laboratofe (omezeni
plsobeni pepsinu), doplni vodou po rysku a promichd. Potom se
filtruje suchjm stiedn? hustym filirem do suché kddinky (poenim-
ka 8.4), plitem? prvnf podil filtrit se nezachycuje.

W Edsti filtrdtu se stanovi dusfkaté litky podle Piflohy 9, &dst 2.1
Stanoven{ dustkatfch ldtek s touto Gpravou:

Odpipetuje se 100 a2 250 ml filtrétu (pozndmka 8.5) do Kjelda-
hlovy bafiky nebo mineralizatnd tuby, pfdd se opatm kyselina si-
rovd (3.8) a katalyzitor (3.6) a po piipadé i odpéfiovaci prostie-
dek (3.17). Po promichdni obsahu se bafika vlo# do mineralizal-
nfho zafizeni (4.4), nejprve se intenzfvnéjiim zahiivinim odpafi
nadbytend voda a déle se postupuje stejnd jako pfi mineralizaci
vzorku podle Piilohy 9, &dst 2.1 Stanoveni dusikatych ldtek, pfi-
gem doba mineralizace od vyleteni kapaliny se zkracu]c na 1 ho-
dinu,

Dalii postup zkoudky (mineralizace, destilace, titrace, vipodet)
se providi stejné jako pH sza.uaven;[ dusikatfch litek podle Piilohy
9, &ist 2.1,

Vedle !uho se provede slepd zkoulka za pouditl stejného postu-
pu s vijimkou pfiddni zkoufeného vzorku, Zjifténé mnodstvi dusi-
katfieh litek touto zkouSkou s¢ od mnodstvi celkového zjidténého
pii stanoveni zkoufeného veorku odedte,

5.2 Krmiva s obsahem tuku nad 100 g/kg

Zkufebnf vzorek piipraveny podle 5.1 musi bt pled inkubaci
alespofi Sdstednd odtutnén, OdwiEnéni s¢ provede trojndsobnou
dekantaci vzorku diethyletherem nebo petroletherem (3.5) po
dévkdch 10 ai 15 ml, pfitem? je nutno dbdt, aby nedotlo ke zlrﬁ-
tdm vzorky, Po poslednim odlid dmlhybclhcm (petroletheru) se
tento nechd ze vzorku volng odpafit,

b

ij zpiiscb odtutnéni lze pmvém tak, ¥ zkoufeny vzorck se
odvaH na stfedn hust§ filtr a promfvi diethyletherem (potrol-
ctherem) (3.5) po dévkdch, jak vi&e uvedeno & po odpafen di-
ethyletheru (petrolethern) z filtru se vzorek pfevede kvantitativo®

do odmémé bariky,

_ Dile se postupuje podle 5.1

6. Vipolet a vyjddiens vislediu

Ohbsah dusikatich litek rozpustnfch pisobenim roztoku pepsi-
nu v kyseling chlorovodikové v g/kg (X) se vypotitd podle vZorce:

6.1 phi jiméni destilito do kyseliny sirové

6,25. 28,014 . (¥, - ). C,
]

X=

6.2 pfijl;mﬁni destilitu do kyseliny borité

6,25 .28,014 (¥, —
iy

W). G

K-

kde ¥V, je spotieba odmérného roztoku hydroxidu sodného na
slepou zkoudku v ml
vy spotfeba odmérného roztoku hydroxidu sodného na
zkoudeny vzorek v ml
Vv, spotfeba odmérného roztoku kyseliny sirové na sle-
pou zkouSku v ml
Vs spotfeba odmémého roztoku I':ym}imy sfrové na
zkoudeny vzorek vml -
L plesnd koncentrace poufitého odmérného roztoku
hydroxidu sodného v maol/1
C, plesnd koncentrace pouditého odmérmého roztoku
kyseliny sirové v mol/1
hmotnost alikvotniho podily naviEky veorko v g
litkové mnodstvi dusfku, odpovidajici poufitému
odmémému roztoku kyseliny sfrové

m
28,014

Visledkem stanoven! je aritmeticky pramér visledkd dvou sou-
bénd provedenich stanoveni, které spliji podminku opakova-
telnosti, a vyjadiuje s¢ s pfesnosti na celé jednotky g/kg.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenfmi provadénimi na’
stejném vzorku nesmi pfekrofit pfi obsahu:

do 200 g/ke 4 p/kyp
od 201 do 400 g/kg 2% relat.
nad 400 g/kg 8g/kp

8. Pozniimky

8.1 Dicthylether a petrolether jsou nebezpeénfmi hoflavinami L.
ttidy, proto pfi jakékoli manipulaci s nimi je nezbytné dodrfovat
bezpednosini pravidla.



8.2 Inkubaéni roztok pepsinu se nesmf zahtivat pfmo, aby nedo-
8o k pipadné jeho inaktivaci,

8.3 V phpadé potfeby se upravi pH roztokem kyseliny ehlorovo-
dikové (3.1), co¥ plichiizf v ivahu zejména u silng alkalickgch k-
miv, i i

8.4 Ukrmiv, kde by filtrace probihala s pravdépodobnosti obtiing
ncho kde by nebylo mofno ziskat zcela Eiry roztok (nerozpustné
Estice prochézejict filtrom, napt. nékteré druhy kvasnic), se oddéli
nerozpusing podil postupnim odstfedénim suspense. Pro stanove-
ni dusikatfch litek se poudije supernatant.

8.5 Alikvoini podil filtritu se volf s chledem na predpoklddang

obsah dusfkatfch ldtek a koncentrace pouit§ich odmérngich rozto-
ki,

-’

8.6 Je muﬁu poudit pepsin s komeréné oviéfenou aktivitou. .

"

2.3 Stanoveni obsahu bilkovin
1. Utel a rozsah

Tato métoda specifikuje podminky pro stanoveni bilkovin v kr-
mivech. Metoda je poufitelnd pro viechna krmiva organického pi-
vodu, S ,

" 2. Princip

Bilkoviny se stanovi titratng metodou podle Barnsteina pi:.je-
jich odd&leni od dusikatfch Litek nebilkoviného pivodu vysride-
nim médnatou soli. " ‘
3, Chemikilie _
3.1 Siran mdnaty, roztok 60 /1
" 3.2 Hydroxid sodny, roztok 12 g/1
33 Chlorid barnat, roztok 10 g/L. . _
o i{ﬁ;&hﬁi&!ﬁnaﬂn -Iaetra.{imse,!nf t!{.ﬁ{m}ﬁj, roztok

35 Katalyzitory: Oxid médnat§ (GuO) nebo
' i Siran médnatf, pentahydrdt (CuSO, . 5 H,0)

3.6 Indikdtory

Smésng: 2,0 g methylové &erveni a 1,0 g methylenové modfi
se rozpusti v 1000 ml ethylalkohola 96% a promfchd

Methylovi &ervedi: 0,30 g methylové ferveni se-rozpusti ve
100 ml ethylalkoholu 965 a promichd :

3.7 Kyselina sirové, konc. (h = 1,84 g/mi)

38  Kyselina sfrovd, roztok ¢(H,SO,) = 0,1 mol/1 a 0, 05 mol/1
39 Hydroxid sodnf, rostok 400 g/1 (h = 1,36 g/mi)

3.10 Hydroxid sodny, roztok e(NaOH) = 0,2 mol/1 a 0,1 mol/l
3.11 Kyselina boritd, roztok 4%

312 Siran draselng, pevny

213 Sacharosa

3.14 Acetanilid (bod ténf 114 °C) s obsahem 10,36 % dusiku, tj,
64,75 % dusikatjch litek nebo podle tidaji virobee '

3,15 Teyptofan (bod ténf 282 °C) s obsahem 13,72 % dusfku, 4,
85,75 % dusfkateh litek nebo podie ddajiv virobce .

Viechny poufité chemikilie (mimo acetanilid a tryptofan) i zku- -

febnf ;_:umﬁrky musi bﬁ_pmsté dusiku.

4. Pifstroje a pomicky

41 Eézedi voduf 5 termostatem

4,2 Odstledivka laboratorni vhodné konstrukce
4.3 Zakizen mineralizatnf vhodné konstrukee
4.4 ZaFfzenf destilaénf vhodih konstrukee

4.5 Batiky nebo tuby mineralizatnf vhodné velikosti (batiky so
doporudujl podle Kjeldahla 500 aZ 750 ml) i

4.6 Papirek pH nebo lakmusov{
4.7 Varni t&liska (pemza gran., stfipky sklenéné & porceldnové)
4.8 Odpéiiovaci prostfedek (napt. parafin & silikonovy olej)

5, Postup -

Asi 1212 g skuSebnfho vzorku se odviili s presnostf nejméné na
0,001 do kddinky na 400 ml, pkidé 100 ml horké vody a zahfeje
k varu. Potom se pfidd 25 ml rostoku sfranu médiatého (3.1), pfi-
kryje hodinovim sklitkem a vati po dobu 2 min, Po skondeni varu

~ se za stdlého michdni priddvi po &dstech 25 ml roztoku hydroxidi
sodného (3.2), obsah kidinky se ziedi 100 ml horké vody, promi--

chd & po usizeni srafeniny se filtruje dekantaci pfes sttedné hust§

filtr, prost§ dusiku. Prom§vé se opét dekantaci horkou vodou i po

prevedent staZeniny na filtr, a2 jiZ dal% podil filtrdtu neddvd reakei
na-méd (roztok 3.4), resp. na sirany (roztok 3.3). Bilrdt se déle

nepoukije, .

" U gkrobnatfeh krmiv a kemiv, kde filtrace probih# velmi obiis-
né, se pevny podil oddéluje odstfedénim (4.2) a promyvi opét de-
kantaci horkou vodou do negativni reakee dals{ promjvaci kapali-
ny na méd (roztok 3.4) resp. sirany (roztok 3.3). Jinfm zptsabem
usnadnéni filtrace je 30 min. zahfivéni v§luhu na vodni ldzni (4.1)
ph teploté 60 °C, namisto vafeni po dabu 2 minut,

Filtr se sraZeninou se pfevede do mineralizaénl baiiky (4.5),
resp. stafenina se plevede pomocl dévky Kyseliny sirové (3.7)

z centrifugataf kyvety do mineraliza¥nf batiky, pfi opatrném zte-

dénf vodou. R
Déle s¢ postupuje podle’ Piflohy 9, &st 2.1 Stanovenf dusika-
efehlitek, L 7o% SULAURGIE IS, Ty £

4 L T

6. prohtnn‘iﬂﬂhﬂl’vfsﬁdlﬁ*— :
Obsah bkovin v ¢/kg (X) se vypotit fako obsah dusikatfeh 4.

tek podle vzorce: !
H LD A

Ll -

6.1 ptijimant destiiftu do kyseliny sirové ~  w

_625.28014. (Vo= W)t
m - By s

X

T e R

B e e

L% el




6.2 plijiméni destildt do kyseliny borits

6,25.28014 (%, - )., =
m

X om

kde V, je spotfeba odmérného roztoku hydroxidu sodného na

‘slepow zhoudkn v ml

v, spotieba odmérného roztoku hydroxidu sodného na
zkoudenf vzorek v ml

V3 spotieba odmérného roztoku kyseliny sirové na 'sle-

"~ pou zkoufku v ml '

¥, spotfeba odmérného roztoku kyseling sirové na
zkoukeny viorek v ml . :

<y piesnd konecentrace pouditého odmérného roztoku
hydroxidu sodného v mal/1 . g

C, piesnd koncentrace poutitého odmémého roztoku

© kyseliny sfrové v mol/1 '

hmotnost alikvotnfho podilu navézky vzorku v g
odmérnému roztoku kyseliny sirové
Visledkem stanovent je aritmetickg primér visledki dvou sou-
béné provedenjch stanovenf, které spliiuji podminkn opakova-
‘telnosti, a vyjadfuje-se s pfesnosti na celé jednotky g/kg.
7. Opakovatelnost

Mebyla dosud stanovena,

2.4 Stanoveni obsahu aminokyselin

Do této metody byls mﬁracmrﬁna doporuleni EU -uvedend
v Official Journal no. L 93,/012. .

1. Ukel a rozsah

Tato metoda specifikuje p;:dml‘nk]r pro stanovenf obsahu ami-
. nokyselin v kemivech.

2. Princip : -

Volné, nejastéji pfidané aminokyseliny se ze vzorku vyextrahu-
ji roztokem kyseliny chiorovodikové, extrakt se zahusti a obsah
aminokyselin se stanovi metodou kapalinové chromatografie,

Vizané aminokyseliny je nejprve nutno wvolnit z bilkovinného
fetézce, Peptidovd vazba miezi aminokyselinami fetézce bilkaviny
se hydrolyzuje vhodngm Enidlem a jednotlivé aminokyseliny se
uvolni do roztoku. Jako hydrolyzaZni éinidlo se pou¥ivé roztok ky-

seliny chlorovodikové pro stanovenf téchto aminokyselin: glycin,

alanin, serin, threonin, valin, isoleucin, leucin, lysin, arginin, kyse-
lina asparagovd, kyselina glutamové, fenylalanin, tyrosin, histidin
a prolin. Cystin (dv& molekuly cysteinu spojené $-8 vazbou) a me-
thionin se nejprve oxiduji smési kyseliny mraven®{ a peroxidu vo-
diku za vaniku kyseliny cysteové a methioninsulfonu a teprve poté
s¢ Fetfzec bilkoviny hydrolyzuje. Vzhledem k nestdlosti tryptofanu
v kyselém prostiedi je pro jeho stanoven! nutno pouit hydrol{zu
v alkalickém prostied! hydroxidu barnatého, i

Z hydrolyzdth vzorku se odstranf hydrolyzaénf &inidlo, kyselina
chlorovodikovd odpatenim resp. hydroxid barnatf vyseaZenfm ja-
ko siran barnatf, 4 tyto se pfevedou na definovany objem.

Obsah aminokyselin se stanovi metodou kapalinové chromato-
grafie a vypotie porovndnim se standardem.

3, Chemikdlie _
3.1  Kyselina chlorovodikovi, Koncentrovans. (h= 1,17 g/em?)

3.2 Kyselina chlorovodikovi, roztok c(HICI) = 6 mol/, (moZno
plidat 0,1 % fenolu) B}

3.3 Kyselina chlorovodikov, roztok c(HCI) = 0,1 mol/1 5 2 %
. thiodiglykolu ;

3.4 Hydroxid barnaty oktahydrét (Ba(OH), . 8 H,0) s mini-
mélnim obsahem CO, ) )

A5 Peroxid vodiku, roztok 30% -
A6  Kyselina mravéndi, 99 £1%

37  Kyselina mraventi, 85 %

m . - ; .
28,014 Létkové mnostvi dusiku, odpovidigiel poutitému . 38 Ethylalkohol Estf 96 % (pozndmks 8.1)

3.9 Isopropylalkohel (pozndmka 8.1)

310 Isopropylalkohol, roztok 12 %

3.11 Oktylalkohol st (pozndmka 8.1)

3.12 Standardni smés aniinokyselin (od vfrobee deklarované jako
standardy pro stanoveni aminokyselin). Navazuji-li se jed-
notlivé aminokyseliny, su¥f se v exsikfitoru minim4lng jeden
tyden nad oxidem fosforeéngm,

3.13 Kyselina 5-sulfosalicylovd, roztok 60 g/,

3.14 Dusik (méné ned 10 myg kysliku/kg) nebo jing inertnf plyn

3.15 Thiodiglykol, koncentrovang.

3,16 Thiodiglykol, roztok 0,5 %

317 Citrit sodny, trihydrit

A18 Fenol

319 Citronanovy ,rozponitéef thumiv{ roztok o pH = 2,2

Ptiprava: 19,61 g citronanu sodného (3.17), 5 ml thiodigly-
kolu (3.15), 1 g fenolu (3.18) a 16,5 ml kyseliny chlorovodi-
kowvé (3.1) se rozpusti v 800 m vody, pH se upravina 2,2, do-
plaf s¢ do 1 litru a promichd. ;

3.20 Siran sodng bezvod§ (Na,SO,), roztok 91 g/1

3.21 Hydroxid sodny, roztok 100 g/1 .
Chemikilie pledepsané k jednotlivim zpisobim chromato-
grafickych stanoveni aminokyselin v-predepsané Hstoté,

4. Phistroje a pomibeky . _

41 Kapalinovy chromatograf vybaveny timto pislufenstvim:

4.1.1 Pumpy déivkujicf jak eluénf thumivé roztoky, tak derivatizat-
nf Einidlo s presnosti 0,5 %

. 4.1.2 Divkovaci zafizeni af manudlnf & automatické s presnosti

2%
4.1.3 Temperovani kolonovy systém
d.1.4 Deteléni systém, pracujici s dostatetnon citlivost! a s linedr-

nf odezvou na zménu koncentrace aminokyselin v rozsahu
béiné pouZivaném '




4,2 Termostat s automatickou regulaci teploty a nucenou cirku-
lact vaduchu, nerezové téleso, nebo

4.3 Autokliv nebo

4.4 .Tupnﬁ. plotna s automatickou regulaci teploty (piikonu)
4.5 Odstredivka s rotorem na kyvety 100 a 200 ml

4.6 Odparka rotaénf wkuﬂlvﬂ

4.7 Vyvéva olejovd nebo vodni s pojistaou lihvi’

4.8 pH metr

4,9  Systém s inertnim plynem s redukénim ventiler a trojeest:
afm kohoutem na promyvind hydrolyzdth plynem

4,10 Skienéné ﬂﬁdub]':

411 Ampule sklenénd 150 ml s hrdlem pro zataven! nebo ampu-
le sklenénd & teflonovim lmivérem

4,12 Baiiky vamné s rmrmahmvanfm zibrusem (dle jen NZ)
~ 29/32, 750 ml a 1000 ml s deldim hrdlem

4,13 Banky vamé s NZ 29,32, 250, 500, 750 ml se zaihrusm'jrm
3 uzdvérem s jednocestngm kohoutem

414 Baiiky s kulatfm dnem NZ 29/32 250, 500, 750 ml
4,15 Kelimek teflonovy uzaviratelng
4,16 Chladié zplng vaduing NZ 29/32 délky cca 75 cm

4.17 Filiratnd ndlevka se sklenénou fritou s velikosti pord 15 ai .
'40 um

4.18 Filtr membrinovy

4,19 Vodni lized s termostatem

5. Postup
5.1 Uprava veorkl

MavaZuje se vzorek, pFipravenf s nésledujiel zméEnou: vzorek .
5 obsahem vihkosti vyEim ne? 10,0 % af 15,0 % (podle drubu
materidlu) je nutno predsudit pfi teplotd, kierd nepfesdhne 50 °C.

U vzorki s obsahem tuku vy35im ned 100 g.-"kg se provede od-
tukniaf.

.52 Piprava hydrolyzditi
5.2.1 Hydrolfza v kyselém prostiedi

5.2.1.1 OdvaH se takové mnodstvi vzorku s plesnosti nqméné na
0,0001 g, aby obsahovalo alespoii 25 mg dusfku,

5.2.1.2 Kyselou hydrolfzu je mo#no proviadét bud v uzavienych
sklenfnfch ampulich (4.11) nebo ve varngch bafikdch s uzdviry
s jednocestnfm kohoutem (4.13) nebo ve vamnyfch baiikdch bez
uzavieni (4,12) pod zpéinym chladiZem (4.16).

5.2.1.3 Naviika vzorku se kvantitativié pfevede do hydrolyzatni
bafiky nebo ampule (4.11), pfidd se dostatefny objem kyseliny
chlorovodikové (3.2), cea 150 aZ 250 ml na jeden gram navéZky
vzorku a krouZenim se obsah promisi. Pfes trojeestny kohout

{4.9), ktery mé no jednu cestu pfivedeno vakuum a na druhou
inertnf plyn (3.14), se suspense vzorku zbavi stfidavim ptepind-
nim vakua 4 ingrinfhe plynu rozpulténého veduchu. PH hydrolfze
pod zpétngm chladifem (4.16) nenf nutno rozpuiténg vaduch ze
vzorku odstrafiovat. Vamou badiku (4.14) a sklenénou ampuli s te-
flonovim wedvirem (4.11) je moEno uzavit vakuovanow; zatavi-
telnd ampule se na vodnl lizni zahfeje na cea 100 "C ahrdlo 5o 2a-

tavi, Opatrmfm kroudenim se opléchnou voitinf stény nddoby tak, -

aby na pich neulp&ly &dstice vaorku.

5.2.1.4 Hydrolyzaini nidoby se umisti napf. do termostatu s nu-
cenou cirkulact veduchu (4.2)'a po dosafeni teploty 110°C a¥
115°C probihd hydrolfza 23 hodin, PH poufiti varnfch banék,
uzavienfch kohoutem (4.13) se doporufuje uzivir phpemt
Wlipsnou a v poddtetnich stadifch, coa 1 hod., pfaliak par kyseli-
ny chldrovodikové opaten® odpouitét.

5.2.1.5 Hydrolfza pod zpétnym chladitem (4.16) probfhé na top-
né plotng (4.4) s takovym pifkonem, aby se obsah bafiky HvE vafil,
cof odpovidd bodu varu azeotropické smési voda — kyselina chlo-
rovoddikovd, cca’110°C. - '

52.1.6 Adekvitni vitézky aminokyselin poskytuje také hydrolg-
za pii 145 °C po-dobu 4 hod. Tento zpisob je vhodné providét
v ampulich (4.11) v autoklivu, z divodu pletiaku.

5.2.1.7 Poukongeni hydrolfzy se obsah hydrolyzabni baiiky nebo
ampule kvantitatived vodou pievede pies filtralad ndlevki s fritou
53 (4.17) do odpafovaci baitky (4.14) s kulatjm dnem. Jemng se-
diment zand¥ fritu a vfznamné se podili na zpemalenf filtrace,
s vyhodou je moEno poulit filtrac se¢ snffenym tlakem & filtrovat

" nejprve Srf supernatant po plirozené sedimentaci a sediment pe-

nést na fritu a¥ phi promyvini mdnu.

52.1.8 Filtrdt se odpaff na rotadni’ vakuové odpame (4.6) za
pouiti olejové & vodni vivévy (4.7), (nutno poufivat prom§vaci
lihev s hydroxidem sodnfm pro olejovou vivéva a pojistnou lihev
pro-::b! vivivy) do sirupovité konzistence pH teploté max. 50 °C.
PHi odpafeni do sucha vinikaji ztrity jednak rozstfikem a% do tru-
bice odparky a jednak degradact samotnfch aminokyselin, Sirupo-
vit§ odparek se rozmicha v nékolika ml isopropanolu (3. lﬁ} aZno-
vu odpaii. Tntu se opakuje jeft jédnou. )

5.2.1.9 Odparck s¢ icwnht&mrnﬁ prevede do dﬂﬁnumru&hu abje-
mu thamivim roztokem o pH 2,2 (3.19), Dal¥ moknd d diprava veor-
ku zévis na pouitém chromatografickém postupu.

522 Diit’!.ul.{vn.[hydmlfm ;

52.21 Simné aminokyseling se oxiduji smési peroxidu vodiku
{3.5) a kyseliny mravenéi {3.6) (1 + 19) nebo peroxidu vodiku
{3.5) a kyseliny mravenéi (3.7) (1 + 9). Smis s¢ po smiseni nechd
stit pfi pokojové teploté 2 hodiny a poté se umistl do chladnitky
pii teploté 0 °C na dobu 15 minut.

5.2.2.2. Vzorek navéZeny s plesnosti 0,0001 g, kterf obsahuje ale-
spoft 25 mg dusiku, se kvantitativng pfevede do varné bafiky
{4.12), pHidd se 15 ml oxidaini smisi (viz 5.2.2.1) a po opatmém
rozmichdni se umistf do chladnitky pii teploté 0 °C % 4 °C na do-
bu 16 hod. Po této dobé se bud™ -

a) plidé plebytek kyseliny chloroyodikové nebo
b) s prebytek oxidaéni smési odstrani bud' za vakua nebo yofili-
sacl, : . : lyofi

5.2.2.3 K oxidovanému vzorku se pfidd nejprve opatrné 1 ml ky-
seliny chlorovodikové (3.1) a po vySuméni dalSich 100—150 m|
kyseliny chlorovodikové (3.2). I;I}'drnlj:a probilif pod zpétngm
chiadiem (4.16) pfi teploté llu E.'pﬂ dobu 23 hodin. Déle se po-
stupuje podle 5.2.1.7.
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§.2.2.4 K oxidovanému vzorku se pfidd 60 ml ledové deionisova-
né vody. Na rotaéni vakuové odparce se obsah zahusti do sirupovi-
té konzistence pii teploté max. 30 "C.Baiika se proplichne cca 30
minut inertnim plynem (3.14), pfidd se 20 ml vody a znovu se od-

pati do sirupovité konzistence, Odparek se zi tepla rozpusti ve-

_ 100=150 ml kyseliny chlorovodikové (3.2) a kvantitativai se dal-
Em podilem této kyscliny plevede do hydrolyzaéni nédoby tak,

aby objem kyseliny odpovidal obsahu uvedeném v 5.2.1.7. K od- ~

stranén{ pénénf modno plidat oktylalkohol (3.11). Dalsi postup
hydrol¢zy je totokng s postupem popsanym v 5.2.1,7.

5.2.2.5 K oxidovanému vzorku se pfidd 60 ml ledové deionisova-
né vody. Suspensé se namrazi na stény bafiky a vysulf mrazovou
sublimaci. Lyofilisit se rozpusti v malém objemu kyseliny chloro-
vodikové (5.2) a kvantitativné prevede do hydrolyzatni nddoby
tak, ‘aby objem kyseliny (5.2) odpovidal uvedenému v 5.2.1.7.

Dalii postup kyselé hydrolfzy je totoknd s postupem wvedenfm
v52.17. .

5.2.3 Hydrolgza v alkalickém prostfedi

Hydrolfza v alkalickém prostfed] pro stanoveni tryptofanu se
providi v uzaviratelnfch nadobdch, jejich? konstrukee umoiiiuje
zvfteni vnitfntho taku pii z6hfeva. § vihodou se poukivajf teflo-

-nové kelfmky (4.15) opatfené pérforovatelnfm septem,

Do nﬁdpbky st odvi# 0,2 a2 0,4 g zkufebniho mrkuspi‘eenm—'

ti nejméné na 0,0001 g a smichd s& 4 ¢ hydroxidu barnatého (3.4),
pfidajl se 4 ml vody a po uzavien{ se umist! do vrouct vodnf lizng
(4.19) na 10 minut. Poté se obsah nddobky 2 aZ 3krédt promyje in-
ertnfm plynem (3.14) (pomoci piipojeného vakua, pozor na pénd-
of, nutno poufivat pomalé emény tlaku) a hydrolyzuje se pfi teplo-
1 110°C po dobu 17 hodin. Po ukondeni hydroljzy se nddobky
umisti do teplé vody, aby obsah zistal stdle tekutf, pf chiddnut
rychle tuhne. Pfed otevienfm je nézbytné opatrné perforovat se-
ptum injekéni jehlou nebo pooteviit kohout, aby doflo

k vyrovndni pretlaku, Po otevienl se ke vzorku plidajl 2 ml thiodi-

glykolu (3.15) a piiblifné 5 ml kyseliny chlorovedikové (3.2), aby
pH dosihlo hodnoty cea 2. Cel§ obsah hydrolyzagni nddobky se
kvantitativaé pfevede horkjim roztokem thiodiglykolu (3.16),
{max. 15 ml), do 50 ml odmérné badiky, ptidd se 25 ml roztoku si-
ranu sodného (3.20). Po vychladnuti na teplotu 20°C se objem
doplnf vodou po rysku, promichd a sraZenina sfranu barnatého se
nechd sedimentovat, poté se odstfedi pfi 1 000 G po dobu 30 mi-
nut. Cir§ supernatant je moZno poufit pfimo k dévkovéni pro
vlastnl chromatografické stanoveni,

52.4 Extrakce volngch aminokyselin

Do kuZelové baiiky se odvaH 1 a% 3 gramy zkuebniho vzorku
5 pfesnostl nejméné na 0,0001 g a extrahuje se 100,0 ml kyzeliny
chlorovodikové (3.3) tfepdnim nebo michdnim po dobu 1 hod.
Poté se suspense nechd sedimentovat nebo se pevng podil odfiltru-
je

K 10 ml &irého supernatantu nebo filiritu se ve 100 ml bafice za
stélého michdni pfidd 5 ml roztoku kyseliny sulfosalycilové (3.13)
a po 5 minutich se srafenina bilkovin odstranf centrifugaci pii

15 000 G po dobu 15 minut nebo odfiltruje membranov{m filtrem
(4.18).

Supernatant nebo filtrdt se kvantitativn® pfevede do odmérné
bafiky definovaného objemu, pH se upravi roztokem hydroxidu
sodného (3.21) na hodnotu 2,2 a doplaf po rysku a promichd,

Obsah aminokyselin se stanovi chromatograficky.

5.3 Chromatografické stanoveni aminokyselin
Obsah jednotlivch aminokyselin se stanovi metodou kapalino-

vé chromatografie podle ndvodu ke konkrétnimu kapalinovému
chromatografu (4.1) a za podminek, odpovidajicim pouité kolond

(4.1.3). Kakd§ vzorek se analyzuje dvakrdt a v pifpadé relativni
odehylky véthi ne 5 % se stanoveni opakuje.

6. Vepotet ) vyiddient vistedku

. Vypobet obsahu jednotlivich ammnkfsehn se provede z pomé-
ru ploch piki vzorku a standardu o zndmé koncentraci pi zohled-
néni Tedénf vzorku pti pHpravé, Pfi poukivani viitfnfho standardu,
napf. norleucinu nebo methioninsulfoxidu & dalf ninhydrinpozi-

+ tivnf litky v pirodnim materidlu se nevyskytujici a s retenénim £a-

sem odlifngm od stanovovanjch aminokyselin, se nejprye plochy -
pikt koriguji na plochu piku wnitinfho standardu, Plocha piku se
vypolte jako nésobek viiky a &itky v poloving v{iky nebo se uri
planimetrickou metodou nebo integraci pomoci integritory,

Wisledkem stanoveni je aritmetick§ primér visledki dvou sou-
bé&#né provedengch stanoveni, kieré spliiuji podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se jako:

g aminokyseliny/ 16 g dusfka s pfasncmi na 0,1l g/l6g N

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

g aminokyseliny na 1000 g (1 kg} sufiny vzorku s pfe&nust[nn
celé jednotky

7. ﬂpglmi-'nlclnnat

Ll

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenfni, providéngmi-na
stejném vzorku musi bt maximdlng 5 % relat.
8, Porndmky
8.1. Ethylalkohol, propylalkohol a oktylalkehol nehezpetngmi

hotlavinami L (Hdy a proto pii jakékoli manipulad s koncentrova-
nfmi reztoky je nutno zachovvat bezpetnosini pravidla,

2.5 Stanoven obsahu motoviny

Do této metody byla zapracovina doporofeni EU uvedanﬁ
v Official Journal no. L 155, 12/07/71

1. Uiel o rozsah )

Tato metoda specifikuje podminky pro stanovent mnéuvin!.r-
v krmivech s aditivafm obsahem této litky.
2, Princip

Modovina se stanovipd vytefeni vodnfho vifluhu vzorku Carre-
sovimi Einidly a odfiltrovini nerozpustného zhythu, reakef s p-di-

m¢H:ylam:nnhmldehyﬂmspcktufam:namcky pii vlnové délce
420 nm.

3. Chemikilie

3.1 p-Dimethylaminobenzaldehyd (dile jen DMAB), roztok

Piprava: 1,6 g DMAB se rozpust{ v 100 ml ethylalkoholy,
piidd se 10 ml kone, kyseliny chlorovodikové a promichd
Skladovatelnost tohoto roztoku je nejvyle 15 dnf |

3.2 Carresovo Einidlo I, roztok
Phiprava: 21,90 g  dihydrdtu  octanu  zineénatého
(CH,CO. )20 . 2 HyO se rozpusti asi ve 30 aZ 50 ml vody,
plidaji se 3 ml ledwé kyseliny octové (CH,COOH), doplni
vodou na objem mﬂ ml a promichd



3.3 Carresovo Sinidlo 11, roztok .
Pfiprava: 10,60 g trihydritu hexakyanofeleznatany tetradra-
selného [K,Fe(CN),] . 3 H,0 se rozpusti v 50 ml vody, do-
plnf vodou na 100 ml a promicha

3.4 Motovina, zdkladnf standardni roztok )
Ptiprava: Do odmémé baiiky na 100 ml se odvé# plesnd
0,100 g mo&oviny, rozpusti se ve vods, doplni vodou po rysku
a promichd. :

1 ml tohoto standardniho roztoku obsahuje 1 mg modoviny.

3.5 Uhlf aktivnf, které neabsorbuje moSovinu (musf byt ovéfeno)

4. Piisiroje a pomicky

4.1 Spektrofotometr vhodné konstrukee pro méfent pii vinowvé
délee 420 nm a kyvetou o optické délee 10 mm

4.2’ Michac zafzent s frekvencf otdent asi 35 a% 40 otatok za mi-
© nutu i 1

4.3 Ldze vodnf 5 automatickou regulaef teploty pii 20 °C

4.4 Zkumavky o rozmérech 160 mm X 16 mm se zabrouSenou
mitkouw,

5. Postup
5.1 Sestrojeni kalibraéniho grafu

5.1 Do sady nejméng 6 odmérngch bangk na 100 ml se diferen-
covand odpipetuje 1,0; 2,0; 3,0; (4,0;) 5,0; 7,0; 9,0 2 10,0 ml #4-
kladnflio standardniho roztoku mooviny (3.4), ka#dd z bandk se
doplni vodou po rysku a promichd, Tyto etedéndj# standardni roz-
toky odpovidaji obsahtim 10,0; 20,0; 30,0; (40,0); 50,0; 70,0,
(90,0) a 100,0 pg motoviny v 1 ml,

5.1.2 Do sady nejméné 6 zkumavek se odpipetuje z ka¥dého zie-
dénéjiiho standardniho roztoku po 5 nil, déle se do ka?dé zkumay-
ky odpipetuje 5 ml DMAB (3.1), promichd a ponechd na yodnf
lizni (4.3) 15 minut pH teploté 20 °C, : \

Koncentrace v jednotlivich zkumavkich je 5 a3 50 pg motoviny
v 1ml

5.1.3' U takto plipravengch roztoki se zm&f absorbance v 10 mm
“kyvet® na spektrofotometru (4.1) pfi vinové délce 420 nm proti

kompenzaénimu roztoku (u vzorki proti slepému roztoku), kterg

obsahuje 5 ml DMAB + 5 ml vody,

Z namifenfch hodnot absorbanci a jim odpovidajicfm koncen-
traci se sestroji kalibralnf graf v ug modoviny/ml. Sl

5.2 Viastnf provedeni

5.2.1 OdvéiZi se asi 2 g zkusebnfho vzorky (pozndmka 8.1) s pies-
nosti nejméné na 0,001 g do odméErné baiiky na 500 ml, pfidé se
400 ml vody a 1 g aktivatho uhli (3.5). Po promichéni se déle pfidd
5 ml Carresova £inidla 1 (3.2} a po opétaém promichéni 5 ml Car-
resova Einidla T1 {3.3). Potom se odmémé baiika s roztokem umfsti
na michact zafizend (4.2) a michd po dobu 30 minut. Pak se doplni
vodou po rysku, promichd a filtruje suchym filtrem do suché kd-
dinky, plitemZ prvni podil filirdtu se nemchycnja.tﬂan{_—ti roztok
zeela Ziry a bezbarvy, stanoveni se opakuje s pfiddnim vEtiiho
mnaodstyi aktivatho uhli (3.5) (pozndmka 8.2),

Do zkumavky se odpipetuje 5 mi Eirého filtrdt, prids pipetou
5 ml roztoku DMARE (3.1), promichd a ponechd na vodni ldzni
(4.3) pti teploté 20 °C po dobu 15 minut.

5.2.2 Soub&in se vzorkem se plipravf sleps roztok (blank) stej-
nym zpisobem, jak vi¥e uvedeno, s vjimkon plidan{ roztoku
zkoudeného vzorku, misto niho? se pridd stejné mnodstvi vody.

5.2.3 Roztok vzorku se po vyjmuti z voduf lizné {4.3) m&H, jak je
uvedeno v 5.1.3 proti slepému roztoloy,

Z kalibratnfho grafu se zjisti koncentrace modoviny v pg/ml,

6. Vypotet a vyjident visledku
Obsah mofoviny v g/kg (X) se vypotitd podle vzorce:

C.F
100.m

kde C je koncentrace motoviny zjitténd z kalibragniho grafu
¥ ugdml i
m  naviZka zkulebniho vzorku v g
F faktor fedénd : :

Visledkem stanovent je aritmetick§ primér visledkd dvou sou-

béiné provedenfch stanoven, které splijf pokadavky opakova-

telnosti a vyjadtuje se s pfesnosti na 0,1 g/kg.

7. Opakevatelnost

Nel:-lyia dusud stanovena.

8. Porndimky

8.1 Pfiobsahu mogoviny ve vzorku vtéim riez 30 £/kg se navizka

zkuSebnfho vzorku sniZuje na 1 g nebo se zkouseny vzorek reduku-
je Fedénim tak, aby koncentrace motoviny ve zkuSebnim vzorky
nebyla vyl ne# 50 mg/ 500 ml. : :

PH matng niffim obsahu moBoviny ve zkouleném vzorky se
hmotaost skuSebnihio veorku zvis, ale tak, aby. filtrdt roztoky
vzorku byl &irf a bezbarvy. V?poéet nutno upravit, ’

8.2 Pidavek akiivnitio ubli by nemdl preséhriout 3 g

i.ﬁ Stanoveni .niz_-sﬁhu amunuﬂm v rybich moutksch

Do této metody, byla zapracovina doporuten{ EU uvedeonk

v Official Journal nio. 1. 279,20/12/71
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1. Ugel a roxsah et

e

" Tato ‘metoda: specifikuje podinfnky’ pro stanovent amoniaky
v rybich moutkdch. Je pouitelni proobsahy ameniaky, vyjdidiens

jako NH; do 2 500 mgf’kg.‘, e

2. Princip BRIt A

& ol

Amoniak se stanm-f titr;EnE :-;'Ik:nt;i:ﬁehj'i_c]:}r._ve irpﬁn[m viluhy

vzorku po vytefenf kyselinou trichloroctovou, vytésnin{ oxidem
holeEnatim a pledestilovinim do kyseliny sﬁ'mre :

3. Chemikilie e
3.1 Kyselina frichloroctovd, roztok 200 P LR
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3.2 Oxid huﬁlﬁnatj-, pevny

3.3 Odpéfiovac prostfedek (silikonovf olej a pod.)

3.4 Kyselina sfrové, odmérng roztok c{H,Sﬂ.'} = 0,05 n-mlfl
3.5 Hydroxid sodnf, odmérng roztok a{NaﬁH} = 0,1 mol/
3o Indlklimr methylovd Served

_ Piprava:’ 0,30 g methylové tervené se roxpusﬁ ve 100 ml
" ethylalkoholu 96 9.

4. Pistroje @ pomiicky
4.1 Mixér nebo michatka vhodné konstrukee o 35 aZ 40 ot/min
4:2 Pistroj destilaénf (pro prehdnénf vodnf parou)

5. Postup ; >

OndviZf se asi 10 g zkuebniho vzorku s phesnosti nejméné na

0,001 g do baiky mixérunebo kddinky vhodného objemu, plidd se
100 ml vody a mixuje (michd) po dobu 30 minut, Potom se obsah
pevede vodou do odmérné bafiky na 250 ml, pfidd se 50 ml rozto-
ku kyseliny trichloroctové (3.1), doplni vodou po rysku a intenziv-
né promichd. Obsah se filtruje suchfm sklddangm filtrem stfednf
hustoty do suché kddinky, pfitem® pryni pudﬂ filtréitu se nezachy-
 cuje.

Do destilagnf baiiky piistroje (4.2}s¢¢dpip:atuj¢ alikvotni podil,
podle obekivaného obsahu amoniaku {obvykle 100 ml), zfedi vo-
dou asi na 200 ml a tésné pfed destilacl se plidaji 2 g oxidu hofed-
natého (3.2), pir kapek odpéfiovachho prostfedku (3.3) (roztok
musi byt alkalicky — zkouka napf. pH papirkem) a destilaén baii-
ka se pipoji k destilaénimu piistroji (4.2). Pestupnik piistroje se
poneii do titraénd baiiky, do které bylo pfidino pipetou pfesnd
25,0 nebo 50,0 ml odmémého roztoku kyseliny sirové (3.4), a to
asi 0,5 cm pod hladinu, Pak s¢ zapne destilace a destiluje se tak
dlouho, &% nadestiluje asi 150 ml destilitu. Béhem destilace se dbd,
aby se nepfehfivaly stéiy bafiky, PFed skonfenim destilace se
predloha snii tak, aby pfestupnik vyénival nad hladinu a zkovdi se
reakee daliiho destildtu napt, pH papirkem, Neni-li alkalicks, des-
tilace se ukonii, pfestupnik se oplichne do pfedlohy a obsah pied-
lohy se asi 2 minuty povafi {pozndmka 8.1) . Po ochlazenf se do
predlohy pfidd pdr kapek indikdtory methylové ervend (3.6) a ti-
truje se odmérnim roztokem hydroxidu sodného (3.5) do pravé
vymizelého Eerveného zabarveni roztoku,

" Je-li reakee dalsfho destilitu jeité alkalickd, je nutno destilaci
opakovat s menim alikvotnim podilem nebo prodloudit dobu des-
tilage. Vedle toho se provede slepd zkouska se stejnfm postupem
s viijimkou plidén{ alikvotniho podilu filtritu vzorkw, misto které-
o se-phidd stejny objem vody,

6, Vipotet a vyjddiend visledku

Obsah amoniaku, vyjidfentho jako NH; v mg/kg (X), se vypo-
Gitd podle vzoree;

17.10°. €. v
m

X =

kde ¥V je rozdfl spotfeb odmémého roztokn hydroxidu sodného
na slepou zkouiku a vzorek v mi
C piesnd koncentrace odmérného mzmku hydroxidu
sodného v mol/1
m  hmotnost alikvotntho podilu zkulebniho wmku Ve

stlndhum stanoveni je aritmetick{ primér v'j-s]nd‘m dvou sou-
biné provedenfch stanovend, kterd splitjf podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se s pfésnostl na celd jednotky mg/ke,

7. ﬂpnknulellmsi

Rozdil mezi dvima pumle!nﬁm stanovenimi pr-::widEnfrm: na
stejném vzorku nesmi pf‘ckm&]t 10 % relativnich.

8 Fozn.dmky

8.1 Pu\rafanf obsahu piadlu-h}r p?e-d titraci je nutné k rozloZent
event. zZhytku kyseliny trichloroctové na chlnmfnrm a oxid uhllh-
tf, které se varem vypudi = nmtoku

2.7 Stanoveni obsahu tékavych dusikatych litek

Do této metody byla zapracovéna doporuteni EU uvedent
v Official Journal no. L 279, 2?.-"12}"71

1. Utel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu téka-
viich dusfkatjch bézd, vyjddienych jake amoniak, v krmivech,

2. Princip

WVeorek se extrabuje vodou a roztok se vylel a filtruje. Tekavé
dusikaté bize jsou uvolnény uhlititanem draselnfm a pomoci mi-
krodifuze jimény do roztoku kyseliny borité a stanoveny kyselinou
sirovou titrafné,

3. Chemikilie i
3.1 Kyselina trichloroctova, roztok 20%

3.2 Smésny indikdtor: 33 mg bromkresolové zelené a 65 mg me-
thylové Bervend se rozpusti ve 100 ml 95—26% ethylalkoholu.

3.3 Kyselina boritd, roziok
Piiprava: 10 g kyseliny borité se rozpusti v 900 ml vody, piidd
se 10 ml indikdtorn (3.2) a 0,5 ml 4% roztoku hydroxidu sod-
ného a promichd se. Doplnd se vodou na 1 litr.

3.4 Uhlititan draselnj, nasycenj roztok
Pliprava: 100 g uhli¢itanu draselného s¢ rozpusti ve 100 ml
horké vody, nechd se vychladnout a #filtruje se.

3.5 Kysclina sirovd, o-dmémf roztok ¢(H,50,) = 0,01 mol/]
3.6 Glycerin

4. Pifstroje n pomiicky
4.1 Michatka s cca 35—40 ot/min

4.2 Sklenénd nebo plastovd Cunwn}mra miska o voittnim primé-
ullcm

4.3 Mikrobyreta s dHJ:nl'm 1/100 ml

5. Postup

Do odmétné baiiky na 200 ml se navi# 10 g zkubebntho vzorku



s presnosti na 0,001 g, pfidd se 100 ml vody a michd se 30 minut.
Plidd se 30 ml kyseliny trichloroctové (3.1), objem se upravi vo-
dou na 200 ml, dikladng se protiepe a filtruje se pies sklddang
filtr, Do stiedni #4sti Conwayovy misky se napipetuje 1 ml kyseliny
borité (3.3) a do okolniho prstence se napipetuje 1 mi filtrdtu (po-
znfimka 8.1). '

Rychle se piikdpne do prstence s filtritem roztok ublititany dra-
selného (3.4) a ckamitg se vitko zcela vaduchotésnd uzavie, pii-
cemi k utésnini se poviije malé mnoEstvi glycerinu (3.7). Opatr-
nym Gtadenim v horizontdlnf roving se roztok promichd. Nechd se
inkubovat nejméné 4 hodiny pfi laboratornf teploté nebo 1 kodinu
phi 40 °C. Tékavé dusikaté bize v kyseling borité se titruji odmér-
nfm roztokem kyseliny sfrové (3.5). g

Zirovedi se providi slepf pokus za poufitf stejnéhio postupu bez
piiddn filtrdtu zkouleného vzorku,
6. Vipotet a yyjidieni vislediu

Obsah tékavich dusikatjch ldtek, vyjidEenych jako amoniak
v g/kg (X)), se vypotitd podle vaorce: :

3406. V.C.F.
T

X=

kde V je spotfeba odmé&rného roztoku kyseliny sfrové (3.5) v ml
F zfedovaci faktor '
m  hmotnost naviZky zkudebniho vzorku v g
C  piesnd koncentrace odmérmého roztoku kyseliny siro-
vé v mol/]

Vistédkem stanoveni je aritmetick{ pramér visledka dvou sou-
‘béing provedenjeh stanoveni, které spliwji podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se s plesnosti na celé jednotky g /kg.

7. Opakovatelnost
Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi providénfmi na
stejném vzorku nesmi pesihinout pH obsahu amoniaku:
- do 10 g/'kg 10 % relat.
rovném nebo vyiim nek A0 g/kg 1,0 g/kg
8. Pormdmky

8.1 Pokud obsah amoniaku preséhne 60 g/kg, je nutno filtrdt fe-
dit. : . .

2.8 Stanovenf aktivity uredzy v produktech
s obsahem sdji N .

Do této metody byla zapracovéina doporufen! EU uvedend
v Official Journal no. L 155, 12/07/71
1L, Utel 8 rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni aktivity ured-
zy v produktech, ve kterfch je obsakena sGja.

Metoda je pouZitelnd pro viechny druby produktd s ohsahem
sdiji a do hodnoty aktivity uredzy 1 mgN/g.min pfi 30 °C. Pro vySi
absahy s¢ navifka vzorku redukuje a¥ na 0,05 g.

2, Princip

Aktivita uredzy se stanovl titrafng alkalimetricky urfenfm
mnofstvi ameniakélniho dusiku, uvolnéného = roztoku motoviny
1 g zkoudeného veorku za 1 minutu pfi teploté 30 *°C.

3. Chemikilie

3.1 Kyselina chlorovodfkovd; odmérng roztok ¢(HICI) = 0,1 mol/
7l

3.2 Hydroxid sodnf, odmémy roziok ¢(NaOH) = 0,1 mol/1

3.3 Tlumivy roztok fosforefnanovf _ ;
Phiprava: Do 1000 ml odmémé bafiky se odva# 4,45 g dihy-
dritu hytrogenfosforeZnanu sodného (Na,HPO, . 2 H,0),
3,40 g dihydrogenfosforetnanu draselného (KH,PO,), roz-
pusti se ve vodé, doplni vodou po rysku a promichd.

3.4 Motovina, roztok 30 g/l v thumivém roztoku fosforetnano-
vém o pH = 6,% a% 7,0 (vidy Cerstvé plipraveném) !

4. Phistroje
4.1 pH metr vysoké citlivosti na 0,02 pH s piislufenstvim
4.2 Michatka elektromagnetickd s michadélky

4.3 Lizeit vodnl & termostatem, umoZiujicim regulaci teploty na
. 30°C plesné ’

4.4 Zkumavky rozméri 150 mm X 18 mm se zdbrusem a zdtkou

5. Postup

Do zkumavky se zdbrusem (4.4) se odvi# asi 0,2 g zkuicbniho
vzorku s plesnostl nejméné na 0,001 g (pozndmka 8.1), ptidd se
plesnd 10 ml roztoku mofoviny (3.4), ihned zazétkuje
& intenzivnl protfepdvi. Potom se vioki na vodof lizefi (4.3) vy-

Stemperovanou pfesné na 30 °C a ponechd na ldzni 30 minot, Pak

se ihned pfidd pFesné 10 ml odmérného roztoku kyseliny chloro-
vodikové (3.1), ochladi rychle na 20 °C, obsah zkumavky se kvan-
titativn® plevede do kidinky tak, fe se zkumiavka vidy vyplichne
dvakrit 5 ml vody. Kddinka se winist{ na elektromagnetickou mi-
chatku (4.2), pfipoji elektrody pH-metru (4.1) a titruje odmérmgm
roztokem hydroxidu sodného (3,2) do hodnoty pH = 4,7 (V).

Vedle toho se provede slepd zkoudka tak, e do zkumavky se
odvaZi 0,2 g vzorku s pFesnosti na 0,001 g (zcela shodné jako u sta-
noveni ve veorku), piidd se pfesng 10 ml odmérného roztoku kyse-
liny chlorovodikové (3.1) a 10 ml roztoku moSoviny (3.4) a smis
se rychle ochladl v ledové vodE, kde se poncehd po dobu 30 minut,
Ffi dodrieni téchto podminek se pfevede obsah kvantitativné do
kidinky a titruje za vi¥e uvedenfch podminek odmérngm rozto-
kem hydroxidu sodného (3.2) do hodnoty pH = 4,7 (V).

6. Vipotet-n vyjidieni visledku

Aktivita uredzy v jednotkdch akivity (tj. mg amoniakélntho du-
sflcu uvolnéného 1 g zkouSeného vzorku za 1 minutu pii teplots
30°C) (X) se vypolitd podle vzores:

14, C.( K= W)
. m

X =

kde V, je spotfeba odmérného roztoku hydroxidu sodného ph
titraci zkoufeného vzorku v ml .

B l'\.'\.'\f

P




V; ' spotfeba odinémého. roztoki hydroxidu sodného pii
titraci slepé zhoulky v ml

hmotnost navizky zkufebniho vzorku v g

presnd kumtmﬂe odmériého mln}:u hydroxidu
sodného v mol/1°

e
C

Visledkem stanovend je aritmeticky primér visledka BRI .

béEnd provedengch stanoveni, které spliwji podminku opakova-
telnosti & vyjadivje se s pfesnosti na jedno desstinné misto.

" 7. Opakovatelnost

Nebyla dosud stanovena, ;

8: Ponmky

8.1 Materidly, cbsahuﬁcl‘ vice nef 100 g/kg tuku, musi bjt nejdii-
ve odiutnény za studena (napf, diethyletherem & hexanem).

2.9 Uredzovy test . . ;
1. Utel a rozsah

Talo metoda specifikuje podminky pro Zjistén stupni uthEEc—
nf sbjovich virebd.
2. Princip i

Aktivita uredzy se stanovi titraéng alkalimetricky urfenim

minodstvi amoniakdlntho dusiku, uvolnéného z roztoku modoviny

wredzou z 1 g zkoufeného veorku za 1 minutu,

3. Chemiksilie

3.1 Kyselina sfrové, odmémg roztok c(H,S0,) = 0,01 mol/1
3.2 Hydroxid sednf, odmémy roztok o(NaOH) = 0,02 mol/]
3.3 Mobovina, roztok 30 g/l .

34 Indikitor: methylovd Eerven, ethanclicky roztok 0,02 % nebo
" methylov orand (sodnd sil), roztok 0,02 %

3.5 Glycerin

4, Piistroje a pomiicky

4.1 Skleniné nebo plastové Conwayovy misky, o voitfnim primé-

ru 10 cm

4.2 Mikrobyreta s délenim 1/100 ml

4,3 Termostat s automaticky regulovatelnou teplotou 30 °C

5. Postup

Do mezikrufi Conwayovy misky (4.1) se naviii 0,65 g zkueb-
nfho vzorka s plesnosti nejméng 0,001 g, Vzorek se pFelije 7 ml
roztoku modoviny (3.3) a opatmjm krovdenim se promichd. Do
sttedni 24sti Conwayovy misky (4.1) se napipetuje 5 ml odmérné-

ho roztoku kyseliny sirové (3.1) a piidd se 1 a2 2 kapky indikdtoru

(3.4). Miska se okamiité vzduchotésné uzavfe pomoci vitkem,
phicemZ k utlsninl se poufije malé maodstvi glyderfnu (3.5) a po-
nechd se 1 hodinu v klidu st pfi taplﬂtﬁ 30 "C. )

Po uplynuti této doby se miska utev}e.a titraed odmérnfm rozto-.
kem hydroxidu sodného (3.2) se stanovi mno#stvi nezreagované
kyseliny sivové (3.1).

6. Vipotet a vyjadient visledku

Aktivita uredzy vyjddfend v mnolstvi amoniaku v mg (X) uvol-
néného 2 roztoku modoviny za 1 mifutu pisobenim 1 g zkougens-

ho vzorku ph tcpjuté 30 'C se v:,rpnﬂui podle vzorce:

34,{36-. C.\ V=W

X=
2 60 . m

kde V, je spotfeba -odmérného  roztoku hydroxidu al:rdnéhn
{3.2) v ml
V; . objem odmérného roztoku kjsalmy sirové (3.1), pipe-
tovany do Conwayovy misky v ml_ -
C  plesnd koncentrace odmérného roztoku kyseliny slrog
vé v mol/]

m  hmotnost navizky zkusebniho vmrk.u vglml od-
. mémého roztoku kyse!my sirové (3 1} odpovidd
0,3406 mg nmnmnku

-

Visledkem stanovend je ammcnckj' primér visledkd dvou sou-
béné provedenych stanoveni, které splivji podminku opakova-
telnost a mndiu}e se s pesnosti na dvé desetinnd mista,

7. Opakovatelnost
Mebyla dosud stanovena.

2,10 Stanoveni obsahu biuretu
1. Ukel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni biuretu v mo-
Eoving

2. Princip

Metoda je zalofend na tvorb® barevného komplexu se siranem
médnatym v pHtomnosti roztoku vinanu sodno-draselného v zdsa-
ditém prostiedi a spektrofotometrickém méfeni absorbance vybar-
veného roztoko pii vinové délee 540 nm,

3. Chemildlie

3.1 Siran médnat§ pentahydrét, roztok
Priprava: 15,0 g CuS0, . 5 H,0 se rozpusti v odmérné bafice
o objemu 1000 ml & doplni s po rysku,

3.2 Vinan sodno-draseln, roztok ;
PHiprava: 50,8 g pentahydritu vinanu sodno-draselného
a 40,0 g hydroxidu sodného se rozpusti v odmémé bafice
o objemu 1000 ml, doplni s¢ po rysku a promichd.

3.3 Biuret, standardni roztok
Ptiprava: 2,000 g biuretu, vysufeného 3 hud.u:r].r pfi (103 +
+2)*C, e mzpustfvudmémé bafice objemu 1000 ml, doplni
s& po rysku a promichd.



4. Phistroje a. pomiicky

4.1 Spekirofotometr vhodné konstrukee i:rﬂ méfeni pfi vinové
délce 540 nm a kyvetou o optické délce 10 mm,

5. Postup

5.1 Sestrojeni kalibratniho grafu

5.1.1 Do sady odmérmgch banék i 100 ml se diferencovans od- _

pipetuje 0; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 25,0; 30,0; 35,0 a 40,0 m! stan-
. dardniho roztoky biuretu (3.3), col odpovidd 0; 2,0; 10,0; 20,0;
40,0; 50,0, 60,0; 70,0 2-80,0 mg biuretu. Potom se do ka¥dé baiiky
pfidd 10 ml roztoku vinanu sodno-draselného (3.2) a 10'm! rozto-
ku siranu médnatého (3.1) a smés se nechd 15 minut stét pfi teplo-
ti (25 +1)°C. Po této dobé se roztoky v baitkdch doplni po rysku,
promichajf a zméf se jejich absorbance proti roztoku s nulovou
kontentraci mogoviny,

Z namifenfch hodnot absorbanef & jim odpovidajicim koncen-

traci se sestroji kalibradnf graf v mg biuretu/ml, _
5.2 Viastni provedeni © - '
5.2.1 Do odmré badiky na 200 mi se navé# asi 16 g zkuebnfho

vzorku s pfesnostl nejméné 0,0002 g (poznimka 8, 1}, rozpustf se
50 ml vody, doplnf se po rysku,"promichd a #iltruje ples dvojity

sklidany filtr stfedni hustoty, pfitém? prvnf podil filtrit se ngza-

chycuje, -
Potom se étyti odmérné batiky's objemem 100 m1 oznad Hslice-

mi L, I1, I a 1V, Do odmémé badiky I se odpipetuje 10 ml roztokn-

- vinanu sodno-draselného (3.2), doplnf se vodou po rysku a promi-
chi. Do odmémé baiiky II se odpipetuje 10 ml roztoku vinanu
sodno-draselného (3.2) a 10 ml roztoku sranu médnatého {3.1),
dopini se vodou po rysku a promichd. Do odmérné bariky 11T se
odpipetuje 50 ml roztoku zkoufeného roztoku, 10 ml roztoku vi-
nanu sodno-draselného (3.2), doplni se vodou po risku a promi-
chi. Do odmérné baiiky IV se odpipetujé 50 ml roztoku zkougend-
ho roztoku, 10 ml roztoku vinanu sodno-draselného (3.2)a 10 ml
roztoku sfranu médnatého (3.1), doplnf se vodou po rysku a pro-
michd, '

Odmérné baiiky se nechajf stdt 15 minut pi teploté (25 + 1) °C.
Fo této dobé se xm&H absorbance roztoku Il proti roztoku T(A)
a absorbance roztoku IV proti roztoku 111 (A,).

Hodnota A se odeéte od A, a podle vypolteného rozdilu se ur-
& podie kalibraéniho grafu mnofstvf biuretu v mg. '

6. Vpolet a vyjidteni visledkn .
Obsah biuretn v g/kg (X) se vypoditd podie vzorce:

- 200, m,

X "
30.m

kde m; je hmotnost biuretu odettend z kalibraéntho grafu v mg
m * hmotnost zkuiebnfho veorku v g )
Visledkem stanovenf je aritmeticky primér visledki dvou sou-
biEné provedengch stanovent, které splifuji poZadavky opakova-
telnosti a vyjadiuje se s ptesnosti na 0,1 2'ke.
7. Opakovatelnost

Rozdil mexi dvéma paralBI.ﬁEmi stanovenimi providénfmi na
stejném vzorku nesmf prekrogit 0,3 g'kg.

8. Porniimky _

B.1 PHi obsahu biuretu veorku vé&m nes 15 g/kg se hmotnost
zkuebniho vzorku snifuje na § g, :

2.11 Stanoveni obsahu alimetu
(hydroxyanalogu D,L-methioninu)

1. Utel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni alimetu v k-
mivech, ’

Pro ddely této metody se poudivi tato definize: Alimet je hydro-
xyanalogem esencidlnf aminokyseliny D, L-methioniny, Chémicky
e jednd o 2-hydmxy—4—{met}_|.].r1tliia} miselnou kyselin,

2. Princip

Alimet se po extrakei vzorku smési (voda + acetonitril) a’'né-
sledné hydrolfze stanovi métodou vysokoGtinné kapalinové chro-
matografie (ddle jen HPLC) na reverznf féxi s pouditim UV détek-

ce.

Alimet se doddvi jako 88 %, vatafeno na obsah celkové kyseli-
ny, oviem prakticky jde o smés mono, di, tri a oligomeri, Pipra-
vou vzorku pfed ndsifikem do HPLC se kvantitativné hydroljzou
oligomery pfevedou na monomer {ddle jon MHA), jehoi obsah se
stanovuje. =

3. Chemikilie

31 Hmﬁyi;ikﬁhn: gistoty HPLC (pozndmka 8.1)

32 Acetonitiil tistoty HPLC

3.3 Hydroxid draselng, foztok 500 g/1

34 Kyselina fosforednd, koncentrovang {h= 1,.69 g/ml)
3.5 Kyselina fosforeénd, roztok c(H,PO,) = 0,03 mol/1
3.6 Voda destilovand & deionisovand, istoty HPLC
37 Hydroxid sodn, roztok 500 g/1

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

3.9  Mobilni fize - :
Piprava: 90 obj. dfli roztoku kyseliny fosforetné (3.5) se
smichd 5 10 obj. dily methylalkoholu (3.1) a piipadné se
upravi pH roztokem hydroxidu sedného (3.7) na hodnoty
2,5 -

3,10 Alimet, standardni substance (jedn se o tuté Itk pousi-
vanou pro virobu kemngch smést)

3.11 Alimet, standardnf roztok : .
Pifprava: Do kddinky na 100 ml se odm@F asi 30 ml extraki-
nf smisi (3.8).a opatrné pfidd takové mnofstyi standardnf
substance alimetu (3.10), aby po kvantifativnim pEevedens
do odmérné baiiky na 100 ml, doplnéni extrakénf smasi
(3.8) po rysku a promichéni, bylo dosaZeno stejné koncen.
trace MHA jako je predpoklidané (deklarované) mnogstyi
ve zkoudeném vzorku. Z tohoto standardniho roztoky se pi-
petuje na pifpravu kalibratnich roztoki.
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4. Piistraje o pumiﬂs,}'
4.1 Lézeit ultmzvukmi nebo lhpat'ka laburatum.i
4 2 Odstfedivka vhndné knnswkcc 5 pﬂshﬁmsh'fm

4.3 Piistroj pto vysokotitinnou kapalinovou chromatografii (ddle

© Jen phistroj
'\-ermi fdze C18, 230 X 4,5 — 10 pm, injekéni ddvkovaci zafi-
peni — Rheodyne, UV detektor, popf. i databize s integrad-
nim softwarem, tiskdrna & jiné registratni zaifzent, -

5. Postup
_5 1 Kalibrace a méfeni
5 1 1 Piiprava ka!:lrraﬁniho roztuku

Do zkumavky se odpipetuje 3 mi standardniho mmuku alimetu
{3.11), ptidd se 86 pl roztoku hydroxidu draselného (3.3) a protie-
pe. Potom se phidd 86 jul roztoku kyseliny fosforeéné (3.5)
a gnovu protiepe. Pokud je tieba, roztok se odstfeduje (4.2) phi
2 000 otdéek/minutu po dobu asi 5 minut a supernatant se filtruje
suchym, stfedné hustfm filtrem do suché kidinky, pfitemz prvni
podil filtrite se nezachycuje. Filtrdt se na.sl:ﬁkum do pistroje
HPLC (4 3

5.1.2 Méfeni
Pracoval podminky:
Teplota kolony teplota okoli
Pritok mobilni fize - 0,8 ml/min, _
* Detekee UV, vinovi délka 214 am
Injektavany objem 20 pl
Retentnf Cas 16 min, {pH poufiti popsané kolony)

Po ekvilibraci kolony piistroje HPLC (4.3) se nastfikuje kali-
braéni roztok i roztok zkouieného veorku dvakrit, phitem odezvy
po sobé jdoucich ndstiiki musi bt v toleranci nejviie 2 % a bizi
odezvy je plocha plku. Z ka¥dého néstiika se pofidi chromatogra-
ﬁckf ZHEnAM.

Porovninim odezev kalibraéniho roztoku, “jeho koncentrace
& roztokn zkouSeného vzorku se zjist koncentrace monoméru hy-
droxyanalogu alimetu (MHA) (pozndmka 8.2).

5.2 Vlastnf provedeni (pozndmka 8.3)

Odviid se takové mnofstvl dobfe zhomogenizovaného zkufeb-
niho vzorku, aby po extrakei ve 100 ml extrakénl smési (3.8) bylo
dosafeno koncentrace mezi 30 a 50 pg MHA v 1 ml. Naviika
zkufcbniho vzorku by neméla poklesnout pod 1 g u premixi
a pod 10 g w krmnfch smisi, Proto je nutno potfebné exteakty na
poZadovanou kongentraci pHpadné nafedit. NaviZka vzorku se
pievede do kufelové baiky, pfidd 100 ml extrakénf smési (3.8)
a vytfepdvd v ultrazvukové ldznl nebo na mechanické tfepafce
(4.1} asi 10 minut, nechd se usadit a do zkumavky se pipefuje 3 mi
Eirého roztoku.

Dile se postupuje podle 5.1.1 s vijimkou piidini standardntho
roztokn alimetu a 5.1.2,

6. Vipobet a vyjddiens vsledku
Obsah alimetu vyjddfenéhio jako monomér hydroxyanalogu

s piisludenstvim (&erpadlo, kolona — re-

7. Opakovatelnost

(MHA) v mg/g (X) se vypotitd podle vzoree (pozndmka 8.2):

C.F
¥ 107, m
kde C je kencentrace MHA zjifténd porovndnim odezev kali-
bragniho roztoku a roztoku zkouteného vzorku v g/ml
F  faktor fedéni :
m  navifka zl:uﬁﬁ:nﬂm veorku v g

Visledkem stanoveni je aritmeticky pramér vj-n-!edk;r dvou sou-
béine. provedengch stanovent, které spliji podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se s plesnosii na celé jednotky mg/g.

e

MNebyla dosud stanovena,

8. Porndmiy

8.1 Methylalkohol je nebezpefnon hoflavinou Lifidy & nebezped-
nym jedem, proto je nuiné pii jakékoli manipulaci s nfm zachové-
vat bezpefnostnl pravidia,

8.2 Je-li souldsti Ichmmatogrﬂﬁcké sestavy integraénf a v.rfrpu.é—
tové software, vypolitd se visledek pi"imc z naméfenfch koncen-
trach,

8.3 Pii zkouleni krmngch smési je nutno pfed kaZdym daliim nd-
stiikem zajistit, aby z kolony dile nevychézely slofky, jejich’ re-
tentni Casy jsou nékdy dvoj af trojndsobné vySil nef retendnf Eas
MHA. Zmindné slokky mohou zapifiinit distorzi ndsledného chro-
matogramu. VydistZni kolony lze zajistit bud dostateénd Easovim
odstupem mezi jednotlivimi ndstfiky, nebo propldchnutim kolony
smésl acetonitril-voda (3.8).

3.1 Stanoveni obsahu tuku

Do této metody byla zapcmmvﬁm doporuteni EU uvndcni
v Oificial Journal no. L 279, 20/12/71

1. ﬂécl a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pmamﬁovmﬂ tuku (hexano-
vého, petroletherového a diethyletherového extrakiu) v krmivech,
nenf vhodnd pro stanoveni tuku v olejnindch. g

2. Princip

Tuk se stanovi viZkové bud piimou extrakel vzorkn piisluingm
extrakénim &nidlem, nebo po predbéing hydrolfze ve vzorku ky-
selinou chlorovodikovon, ndslednjm oddestilovinim extrakéntho
Einidla a vysufenim vyextrahovaného tuku.

3. Chemikdlie
31 Emaktni Einidla {pozndmka 8.1)

3.1.1. n-Hexan nebo petrolether obsahujicl previing uhlovodiky
se kesti atomy uhliku, ze kterfch méné neZ 5 % destiluje pod
50°C a vice ne 95 % mezi 50 °C a2 70°C, o bromovém

sle mendim nek 1 a zbytkem po odpafend nejvide 2 mg/
/100 ml




3.1.2 Diethylether bez obsahu peroxidd, zhytkem po odpafeni
nejvide 1 mg/ 100 m]

34  Kyselina chlorovodikovd, roztok n(!-id} -3 mai.-"-l

3.5  Dusitnan stffbroy, roztok 10 g/1

4, Piistroje a pomiicky

4.1 Pistroj extraknl podle Soxhleta, nejménﬁ s 10 refluxnfmi

cykly za 1 hod nebo podle Twisselmanna s pritokem nejménd
10t ml za min, (poznémka 8.2)

4,2 Zatizeni vyhtivac v bezpednastnim provedent

43 Patrony ncbo tuby extrakini, tukuprosté, velikosti podle
poufitého extrakinfho piistraje

4.4 Suldrna elektrickd s odvEtrévinim a automaticky regulovatel-
nou teplotou s

4.5 Baiika extrakéni se zﬁhrm, obsahu 250 mi
4.6 i-'-“ﬂtr_euEnI drt (napf. H}fdm-supemei]

4.7 Pemza zenifd, tukuprostd.

-:_f,h"i.rm obvazové, odtutagnd

4.9 Lézeii vodnf s termostatem -

5. Postup
5.1 PHmd extrakee

5.1.1 Do extrakéni patrony (luby) (4.3) se odvé? asi 5 g zkuseb-
niho vzorku s pfesnosti néjméné na 0,001 g (pozndmka 8.3) a sho-
ra utésnf obvazovou vatou (4.8), Patrona (tuba) (4.3) se vzorkem
se vloH do sulrny (4.4) a predsuéi po dobu 2 hod, pH teploté
95°C a% 98 °C. e
5.1.2 Extrakéni patrona (tuba) (4:3) vlo3 do stfednf &dsti ex-
trakiniho plistroje (4.1), tato &dst se nasadi na. extrak®nf bafikn
(4.5), ptedem vysulenou (30 min. pfi 95°C a% 98 *C) a po ochla-
‘zend v exsikitoru zviZenou s viSe uvedenou piesnosti, Do baiky
(4.5) se pfidd potfebné mnoZstv{ extrakéntho Linidla (pozndmka
8.4), baiika (4.5) s umisti na vyhiivaci zaffzen (4.2), napoji se na
 extraktor (4.1) a extrahuje se po dobu. 6 hodin, Rychlost extrakee
se upravi tak, aby béhem jedné hodiny doflo ngjméné k 10 pfeto-
kim extrakEnfho Einidla (3.1), je-li pouZit diskontinudlni extraktor
(Soxhlet), nebo minimélné 3 a% 5 kapekkondenzujiciho extrakéni-
ho tinidla za sekundu, byl-i pouZit kontinudlni pritokovy extrak-
-tor (Twiselmann). Po této-dob se extrakee pEerudi; oddestiluje se
pleviing tdst extrakiéniho Einidla, zbytek se nechd volng nebo na
vodni lzni (4.9) odpafit, bafika s extraktem se'vysudf v suirms
(4.4) pfi teplotd 93°C af 98 °C po dobu 1, 5 hod. a po ochlazen(
v exsikdtorn se zviH s pesnosti negjméné na 0,001 g’ Potom se
baiika s extraktem vloki zpét do suldirny (4.4) a pii vi%e uvedené
teploté se sulf jefté 30-minut, ochlad! s v exsikdtor 3 opét zvil
§ e uvedenou presnostl. Rozdily mezi prvnim a nisledujicim vs-
Zenfm by nemély bjt vE3 neZ 1 mg. V negativnfm plipadé (rozdil
je vySi) je nutné suSeni & viZenf opakovat a¥ bude docflens vike
uvedeného rozdflu, ; ’ )

5.1.3 U krmiv s obsahem motoviny nebo cukri se odvéZeng vzo-
rek prevede na tukuprosty nebo odtuénéng filtr, umf&tﬁnjrvi filt-
rafni nilevee a vzorek se postupng promyie asi 100 m| vody, teplé
agi 50 *C. Filtr s prhm}ltjrm_ vzorkem se vysudl v subimi (4:4) pti

935 °C ak 98 °C za nejméné 3 hod, potom se vio do extrakénf tby
(patrony) (4.3), utdsnf smotkem obvazové vaty (4.8) a déle se po-
stupuje podle 5.1.2 . )

5.2 Extrakee po hydrolfze (pozndmka 8.5)

OdviH se asi 2,5 ¢ zkufebniho vzorku s presnosti nejménd na
0,001 g nejlépe do kidinky na 400 ml, ptid4 se 100 ml roztoku ky-
seliny chlorovodikové (3.4), nikolik zrnek pemzy (4.7), kidinka
se piikryje hodinovim sklitkem a zahfeje k mirnému vara, PH
tomto mimém varu se vak asi 1 hod. za obéasného zamichani (asi
celkem 6), zejména se dbd na to, aby Estelkyvzorku neulpivaly
na siéndch kddinky a byly ve styko s roztokem, Potom se obsah
#iedl vodou, ochladi a filtruje pfes navihteny dvojitg stiedn husty
filtr (tukuprostg). Doporutuje se pred filtrac pidat drf (4.6). Pev-
ni &st vzorku na filtru se promyvi vodou a% do negativnf reakee
dal¥tho filtrdtu na chloridy (s roztokem dusinanu stifbrého (3.5)
jiz netvolf zdkal). Filtr s pevnfm zbytkem se vysu$i napf. na hodi=

* novém skiftku v sublirné (4.4) pfi teploté 95 °C a 98 °C po dobu

nejméng 3 hod., po vysulenf s¢ pevede do extrakéni patrony (tu-
by) (4.3) a dile se postupuje podle 5.1.2, S

L}

6. Vipotet a ';';.j::i‘d.l‘en'l’ visledku
Obsah tuku v g/kg (X) s¢ vypodits podle vzorce:

S
: g

kde my, je i.imuhmst zkufebniho veorku v g
my  hmotnost prézdné extrakénd badky v g
amy ., hmotnost exlr_akﬁnl‘ batiky s extraktem v g

Visledkem stanoven( je aritmeticky primér vislediod dvou sou- -

bénd provedenfeh stanovend, které splinfi podminky opakova-

 telnosti a vyjadfuje se s ptesnostf na ceiv.‘fjednurk}r g'kg,

-V protokolu musf bft uvederio pouité extrakénf Hnidlo,

.. "?.rg_)pakwlietnnal

 Rozdil mézi dvéma paralelnimi starioveniti providéngmi na

" stejném vzorku nesmi piekroit pro obsah:

do .50 g/kg 2 g/kg

od 51do100g/kg - 4 % relat.

nad. 100 g/kg 4 g/kg
8. Pomfmky

8.1 n-Hexan, petrolether | diethylether jsou nebezpeéngini hoilh-
vinami I. tfidy a proto pfi jakékoli manipulaci s nimi je nutné do-
driovat bezpetnostnl pravidla. T

8.2 Pro stanovent tuku je moZno pousft i extrakifch poloauto-
matickych ptisteaji, pokud poskylujl visledky zeela srovnatelng
v mezich opakovatelnosti s uvedenou metodow. - -

8.3 Pro velmi nizké obsahy tuku ‘I"ﬁﬁﬂ.i\lfl.l.lse navauje Gmérms
vice, napk. 10 g. AR :
8.4 Mnogsti éxtrakéniho Einidla sahmﬁ,mmé_ .nh:.r w pHstroje
diskontinudlni prﬁmkavého_s_nxhlg.t_;}‘dugh@e:q ke spolehlivémy
pietékind kondenzitu extrakiéniho Elmnﬂa_._ A
k eghrirRatifing: - L

U kontinuéing pritokového piisteoje (Tm;m]mmj se volf pii.

blifné 50 af 100 ml. ~ ML L T
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Pfi stanovent tuku ve vzorku dsulku nebo s vyEim obsahem po-
dilem tsuikd, se nedoporuduje pouivat jako extrakéni Einidlo di-
éthylether, protofe vykazuje vySil visledky nei hexan & petrole-
ther vlivem soufasné extrakee rostlinnfeh pigmentd (chlorafyl aj).

8.5 Predbi#ind hydrolfza musf bft provedena u Fvotikngch kr-

miv,-gluteny, sufenfch brambor, kvasnic nebo vipalki, odpadu

z viroby sufenek, chleba, kuchyfisk{ch odpadki, ‘miéénfch kemiv
(minim#lné s obsahem 40 % mléka) a krmngch smési obohace-

‘ nffeh tukem. U saponofikovanych (stabilizovangch) tuki s¢ k hy-
drolfze poulije 6 mol/l kyselina ehlorovodikovd a roztok po hy-
droljze se pfed filtracl vychladi v lednitce asi na 4 °C.

3.2 Stanovenf obsahu tuku v olejnat§ch semenech

Do této metody byla zaprmrﬁna d:crpnrui!:mi 180 TC34 569!
1979

1, Otel a rozsah

. Tato metoda spe:.:iﬁk-uju pﬂd:ﬁinlcy pro stanovenf tuku (hexano- -

vého nebo petroletherového extraktu) v olejnatfch semenech.

§

2, Princip
Tuk (,0lej*) se stanovi viZkove po extrakci vzorku hexanem

nebo petroletherem na vhodném zafizend, oddestilovin{ rozpous-

tédla, vysufeni vyexirahovaného tuku veorku. -

3. Chemikilie

3.1  Extrakini &inidlo n-hexan nebo petrolether obsahujici pe-

C v yidnd ohlovediky se Sesti atomy uhliku, 2o kmrfw:h ménd
nek 5 % destiluje pod 50 °C a vice nek 95 % mezi 50°C ak
70*C, o bromovém &sle menSim nef 1 a zbytkem po odpa-
Feni nmvﬁc 2 mg/ 100 ml {pozndmka 8.1)

3.2 Kyselina chlnmvodikavﬂ. koncentrovand

3.3 - Plyn inertni (dusik, oxid uhlititf)

4, Pristroje a pomiicky

4.1 Extrakinf zafizeni, vhodné kuns!rukce, s extrakénimi bafi-
kami o objemu 200 a% 500 ml

4.2 Zaifzen{ vyhiivaci v bezpetnostnim provedent

4,3 Patrony nebo tuby extrakini, tukuprosté, velikosti podle
pouditého extrakiniho piistroje

44 Sulirna elektrickd vakuové s odvétravinim a aufomaticky
regulovatelnou teplotou '

4.5  Vata obvazovd, odiuénénd -

4.6 Pro bavinflovd semena s piilehlimi vidkny je pofadovino
dalif zafizeni:

4.6.1 Suérna elekirickd atmosférickd s odvitrivAnim a automa-
tickou regulacf teploty (130 £2)°C

4.6.2 Subfrna elektrickd atmosférickd s odvEtrivinim a automa-

ficky regulovatelnou teplotou, schopnd vyhkét vzorek na te-
plota 115 *C béhem 30 minut

4.6.3 Miska kovové s plochfm dnem o priméru 100 mm a vfice
pHiblizné 40 mm (tzv. vysousebka)

4.6.4 Keramickd porézni nédoba, cylindrickd o vnitfnim priméru
68 mm, vnéjiim priméra 80 mm, v§ikou 83 mm
a tloudtkon stE.n i zékladny 6 mm

5. Postup
5.1 Pprava vzorku

511 Pro zkoulku se poulije vzorek tak, jak byl ziskin nebo po
odstranénf netistot (pozndmka 8.4). Pokud sepracujesevmtkem,
ze. kterého byly pledem odstranény velké m:odc;natf: Ehstice, je
nutno to zohlednit pi vipoltu (viz. 6.4),

512 V pﬂpadé semene kopry se vzorek upravuje mechanick§m
strubadiem celf nebo rufnfm struhadlem v takovém mnogstvi, aby
byl co nejvice reprezentativnl. Délka Edstic miZe bit vEtH nek
2 thm, ale nemd bt vét& ne 5 mm, Cistice je nutno promichat
a zkoulku provést bez prodlent. -

5.1.3 Semena stfedni w:'ﬁim:sll. (podzemnice, séja apod.), kromd
baviniku & s pilehlymi vidkny, se vzorek ¥rotuje v mechanickém
mlfmku, kterf byl pfed pouZitim dobie vydiltén, tak dlouho, do-
kud hlavnf rozmér Edstic neklesne pod 2 mm. VEST Sstice {phhhi-
né jedna dvaceting vzorku) se vyfadi, zbytek se peE’In'E promichéd
a stanoveni se provede bez prodieni,

5.1.4 Bavinikovd semena s plilehlymi vidkny

Do vysoudeci misky (4.6.3) se navid phibliné 60 g vzorku
s presnosti 1 mg tak, jak byl ziskin. Miska sé semeny se vioH do su-
§irny (4.6.1), ptedem vyhfdté na (130 £2)°C a vzorek se nechd
pii této teploté suit 2 hodiny. Poté se miska vyjme ze sufirny a ne-
ché se vychladnout na veduchu asi 30 minut. Vysufend semena se
plemisti do porézal keramické nddoby (4.6.4), jeji vnitinf stény
byly ptedem pomoei pipety zvihieny 1,5 ml kyseliny chlorovodi-
kové (3.2), Je teba dbét na to, aby se kyselina dping vstfebala
anevytvofila na sténdch ulpfvajici kapky. Potom se nfidoba plikry-
je hodinovim sklem a vlo do sulfmmy (4.6.2) a zahfeje se bihem
30 minut na teploto 115 °C a pli této se udrivje dalsich 30 minut.
Poté se keramickd nddoba (4.6.4) vyjme ze subirny 4 nechd zchla-
dit-na vzduchu 1 hudiuu. )

Semena se zvii# s pfesnosti 1 mg, rozemelou se na mechanickém
mlgnku jako v odstavci 5.1.3.

5.1.5 Mald semena {tc:_:l,, fepka, konopl, Eofka apod.) se zhoud
bez predehoziho mletl (v pivodnim stavu).

5.2 Viastr stanoven piimou extrakei

5.2.1 U materidld uvedengch v 5.1.2, 5.1.3 a 5.1.4 s do extrakéni
patrony (tuby) (4.3) odvidi asi 10 g vzorku s piesnosti 1 mg a sho-
ra se utésnf obvazovou vatou (pozndmka 8.2). Navdika maljch se-
men se nejprve rozdrti v, mechanickém mikrodrtiéi nebo
v ml§nku, pfitems je tfeba dit pozor, aby byla rozdreena viechna
semena. Rozdreend semena se pfenesou kvantitativaé do extraké-
ni patrony (tuby) (4.3), nejlépe pomoci Spachtle a vatového tam-
pony, namoteného do poufitéhe extrakénfho Einidla (3.1). Timto
tamponem se také vytfe miska mikrodrtife nebo mifnku a shora se
s nfm utésnf extrakéni patrona (tuba) (pozndmbka §.2),

Pokud obsah t&kavich litek {vlhkost) plesahuje 10 %, viok se
patrona (tuba) se vzorkem do subdirny (4.4) a pledsuif se pfi teplo-
té EQ °C tak, aby se obsah tékavich litek snifil pod 10 %.




5,22 Prvni extrakce

Extrakinl patrona (tuba) (4.3} se vzorkem se vio¥ do stfedni
Edsti extrakéniho pistroje (4.1), tato &8st se nasadi na extrakéni
bafiku A, pfedem vysufenou (30 min. pHi 80°C) a po ochlazent
v exsikdtory zvéfenou s vide uvedenou plesnosti, Do extrakini
baiiky A se pfidd potfebné mnoZstvi extrakinfho dnidla (3.1),
baiika se umisti na vyhifvact zaffzenf (4.2), napoji se na extraktor
(4.1) a extrahuje se po dobu 4 hodin. Rychlost extrakee se upravi
tak, aby bthem jedné hodiny dodlo nejméné k 10 pretokim ex-
trakEniho Einidla, je-li poufit diskontinuelnf extraktor nebo mini-

méilné 3 a¥ 5 kapek kondenzujictho extrakiniho &nidla za sekun-

du, byl-li povZit kontinudlni pritokovy extraktor. Po této dobé se
extrakee prerus, extrakéni zatizenf se nechd vychladnout, vyjme se
patrona {tuba) a v proudu vzduchu s¢ nechd odpafit vétdina roz-
pouitédla,

w

52,3 Druhd extrakee ; ;
Drruhé a dalif extrakee se providi se veorkem po prval extrake,

Vzorek se z patrony (tuby) (4.3) vysype do mikrodrtite
a rowdrtl s co moknd nejjemndi (pozndmka 8.3). Takto upraveny
vzorek se kvantitativng vsype zpét do patrony (tuby) (4.3) a ta se
opét vio do extrakiniho zaffzeni (4.1) a extrahuje daléi dvé hodi-
ny. K tomu Géelu se poukije stejnid extrakinf bafika A, obsahujici

prvai st extraktu. Po dvou hodindch se extrakee perudf, extraké-

- of zaffzent (4.1) se nechd vychladnout, opét $e vyjme patrona (tu-
ba} (4.3) a v proudu vzduchu se nechd odpafit vitiina rozpoutéd-
la. Opakuje se dreeni jako po prvé extrakei, .

5.2.4 Tiel extrakee - _
Vzorek se po druhé extrakel a nésledném dreent vioH zpét do

extrakiin patrony (tuby) (4.3) a tato se vlo# zpét do extrakéntho
ealfzeni (4.1). K zafizend s¢ pfipojf extrakéni baiika B, piedem vy-

sufend (30 min. pfi 80°C) a po ochlazeni v exsikdtoru zviZend

- s vfie uvedenou presnostl, Do extrakéni baiiky B se pfidé potfeb-
né mnoZstvl extrakénfho Enidla, bafika se rifsti na vyhHvacl zafi-
zeni (4.2), napojf se na extraktor a extrahuje po dobu 2 hodin,

£.2.5 Odstranén{ glmkfﬁnﬂiu ¢inidla a vafeni tuku

VEtH Edst rozpoustédla 2 extrakénich bandk A a B se odpali na
vyhHvacim zatfzeni (4.2), poslednf stopy extrakéntho Sinidla se
odstrani v sulirné (4.4) pfi teplotd 95 °C a¥ 98 °C po dobu 1,5
hed, Extrakénf &nidlo je mo#no cdstranit také proudem veduchu
nebo lépe inertatho plyau (3.3), zavddéného do banék po krdtkfch
intervalech anebo snffenim tlaku v baiikdch,

Baiiky s vyextrahovanfm tukem (,,0lejem®) se nechajl vychlad-
nout v exsikitoru po dobu nejméné 1 hodinu a potom se zvid
5 presnosti nejméné na 0,001 g. Potom se baiiky s extrakiem viodi
zpét do subdmmy (4.4) a pH vi%e uvedené teplotd se sufi jeité 10 mi-
nut, ochladi sev exsikitond a opét evili s vife uvedenou plesnost,
Pro obé baiiky platf, ze rozdil mezi dviéma vi¥enfmi by nemél byt
vEt4 ne 10 mg. V negativaim pfipad® (rozdil je vy3i) je nutné su-
Zeni a viZeni opakovat aZ bude docileno vide uvedeného rozdilu,

Pokud hmotnost vitéZku v bafice B nepkekro®f 10 mg, extrakee

je dokonéena. V opatném pipadé je nutno provést daldi extrakei

- po dobu dvi hodiny za stejnjch podminek je v pfedchozich extrak-

cich 5 novou extrakén{ bafikou, dokud mnofstvi vitétku
z posledni extrakee nend ni#4i nebo rovne 10 mg.

5.2.0 Stanoveni obsahu nedistot

Vyextrahovany ole] md bt &stf. Pokud neni, je nutno uréit ob-
sah nedistot. K tomuto déelu se rozpusti olej v rozpouttédle poui-
tém k extrakei, zfiltruje se pfes filtraéni papir, predem vysuleny pfi
(103 2} °C do konstantni hmotnosti a zvideny s pfesnosti 1 mg,

Filtr se jelté nékolikrdt promyje &istfm rozpouitédiem (3.1), aby
se zeela odstranil vyextrahovang tuk (solej™). Filtr se vysuli pfi
(103 £2)°C do konstantnf hmotnosti a zvéii s presnosti 1 mg.
K chlazenf a vilenf se poutije vhodnd nddobka opatfens vitkem.

6. Vipotet a vyjadiens visledkn

6.1 Stanovenf Gbsahu tuku (,,oleje") v semeni tak, jak bylo zkou-
feno '

Obsah oleje (tuku) v g/kg (X) se vypolitd podle vzorce:
X=10°, 2L

My

kde m, je hmotnost zkudebniho vzorku v £

m; soufet hmotnostl vyextrahovaného tuku v bafikdch A

aBposulenivg

Vysledkem stanoveni je aritmeticky primér visledki dvou sou-
béiné provedenjch stanovent, které spliji podminku opakova-

‘telnosti a vyjadiuje se s pfesnosti na celd jednotky g/kg. Pokud ne-

nf splnéna podminka opakoyatélnostl, opakuje se zkouska ve dvou

Jinfch naviZkdch vaorka, Pokud { v tomto pfipadé pesihne rozdil

0.4 g na 100 g vzorku, bere se za visledek aritmetick§ primér
viech Etyf uskutednéngch zhoulek, .
V protokolu mus{ b§t uvedeno poufité extrakénf tinidlo,

-

6.2 Stanoveni olgje pHi oddéleném rozboru Eistfich semen a nedis-

tot ;

Vzorec wvedeny v 6.1 Ize poudit také pro vipodet obsahu oleje
juk Sistfch semen tak | nedistot, tzn. kdy® byla &istd semena a netis-
toty zkoufena oddélent, V tomto pipadé se obsah oleje v g'kg
(Y) vypolte podle veorce:

_ P.(H, - Hy)

Y=1, 1i0* -

kde P je obsah netistot ve zkousenfich semenech v elkg

H;  obsah oleje v Sistfch semenech v g/kg
H; * obsah cleje v neliistotdch v g/kg -

6.3 Stanovent obsabu oloje bavinikov{ch semenech s piilehlfmi

vlikny !
Obsah oleje (tuku) v g /kg (Z) se vypodita podle vzorce:

: My .1
Fe 10}, —1213
My . B

kde my je hmotnost zkubebniho vzorku v g '

,my - soubet hniotnost! vyextrahovaného tuku v baiikdch
AaBoposufenivg
my  hmotnost zkuSebniho veorku (asi 60 g) pted pHpra-
voupodle 5.1.4vg . G
m;  hmotnost stejného zkuscbniho vzorku po provedend
piipravé podle 5.1.4 4 pied dreenimvg

6.4 Stanovenf obsahu tuku (,,oleje”) v plipadech, kdy byly velké
neolejnaté Edstice oddéleny pred zkouskou ;
Obsah oleje (tuku) v g/kg (U) se vypolitd podle vzorce:

10 = N

) Um X, ;
e 10,

-.P_._..-l.'y.'\-..l s

s R e, ]

Ll

skl

el




kde X je obsah tuku v semeni podle 6.1
N . obsah velkjch neolejnatfch nedistot predem oddéle-
nych ze zkouienéhu semens v g/kg

6.5 Stanovenf obsahu tuku (,,oleje”) v pudzemmm olejné
Obsah oleje (tuku) v g/kg (V) se vypotitd podie vzorce:

J+ Iy + 1

. A
2) 10

V= (H,

kde J  je obsah jemngjch édstic zkubebniho veorku v g/kg
Iy obsah olejnatich nefistot v g/kg
3 obsah neolejnatfch neistot v g/kg
H,  obsah olgje v fistfch semenech v g/kg
H, = obsah oleje v nedistotdch v g_.-‘i-:g

6.6 Stanoveni obsahu oleje, korigovaného na sufinu

Obsah oleje (tuku) korigovan{ na susinu v g/kg {W} se vypoltits
podle vzorce:

100,
W=X. 100 = §
kde X je obsaholeje (tuku) v g/kg v semenech, tak jak byl ziskdn
le 6.1
8 obsah vihkosti a tEkavich litek v %

Visledkem stanoveni je aritreticky primér visledkii dvou sou-
béfnd provedenfch stanovent, které splini podminku opakova-
telnosti, a vyjadfuje se s pfesnosti na celé jednotky g/ke.

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralélnimi stanovenimi providénimi na
stejném veorku nesmi pfekroéit hodnotu 4 g/kg.

8, Fﬂmimk.\;'

8.1 n-Hexan, petrolether i diethylether jsou nebezpetnymi hofla-
vinami I tHidy a proto pi jakékoli manipulaci s nimi je nutné do-
drzovat bezpetnostnd pravidla.

8.2 Olejpatd semena mohou bjt zkoulena oddlens takto:
a) Gistd semena a nedistoty

1) u podzemnice olejné Eistd semena, celkové mnodsivi jemnfch

Céstic, neolejnaté nedistoty a olejnaté nedistoty.

8.3 V laboratofich, které neproviidi pravidelné rozbory olejna-
tfch sémen a kde neni mikrodrti¢ dostupny, mide byt mikrodreent
nahrazeno rozetfenim na préfek tloutkem v tfeci misce,

r 2 - &

Po étyfech hodindch extrakee podle 5.1.2 se vyprizdni obsah
tuby do tfec! misky a pfidd se pliblifng 10 g pisku, kter§ byl pfe-
dem promyt§ kyselinou chlorpvodikovou (3.2) a ndsledn® vysu-
jen. Vzorck semene spolu s piskem se potom roztird tloukem co
nejjemnéji a dile se pokratuje ve zkousce pole odstavee 5.1.3. Pro-
tode je ruénf dreeni méné déinné ne¥ mechanické v mikrodrtidi, je
mnoistvi oleje ziskané v bafice B, kterd obsahuje visledek tfeti ex-
trakee, témEF viidy vyEil ned 10 mg (Zejména v phipadé semen, kte-
ri se téiko extrahuji, jako napf. kopra). Proto je dilefité providét
za sebou nésledujici extrakee, dokud mno#styi extrahovaného ole-
je 2 poslednd extrakee nenf ni##f ne 10 mg, co¥ miZe bt vice ne?
5 extrakef.

Dirceni v thec misce nemide bt vétfinou poufito v pHpadé vi-

cenfsobného rozboru, protode inava pracovnika laboratofe brini
uspokojivému rozdreend vide vzorkd a extrakee oleje z hrub# roz-
dreeného vzorkw nemiie bft dokonald. _

8.4 Pokud je poadovdno urfeni obsahu oleje z Sstich semen,
akoull sc tato semena oddélen? od nelistot a postupuje se pFitom.
jako wsemen tak, jak byla efskdna, Pro uréeni obsahu oleje v nefis-
totéich se provede zkoubka stejnym zplhsobem jako pm&nstﬁ seme-

‘ma, Aviak v tomto piipadé:

a) zkuiebnf naviika md byt poutita v mnodstvi 2—10 g ;

b) provddf se pouze jedna extrakee a to po dobu 4 hodin, kdy
- eventudlni chyba vznikld pli stanoveni obsahu oleje v pivod-
nim olejnatém semeni je zanedbatelnd.

-8.5 .Slupiv:j' sluuxfnii:mfch semen obsahuji uréité mnoZstvi voski,

které jsou také vyextrahoviny hexanem podle shora uvedengch
postupll, pokud je koufka provedena na neopracovanfch seme-
nech. Zkoudeni semen sluneénice beze slupky nemtde bit brin
v fivahu zejména pro zmény v hmotnosti, zpisobené riznjm obsa-

Jhem vihkosti v jadFe slunefnice béhem odstrafiovin slupky.

Primyslové je olej tastji ziskvin ze slunetnicovich semen,
z nichi byly slupky edstrangny, bud'to &dsteéng nebo Gpiné. Proto
jebdiné nebrat v dvahu vosky ze slupek extrahované hexanem.

8.6 Pro stanovenf tuku je moZno pou#t i extrakénich poloauto-
matickfch pfistrojt, pokud poskytuji visledky zeela srovnatelné
v mezich opakovatelnosti s uvedenou metodou.

8.7 MnoZstvi extrakéniho Einidla se volf takové, aby u pifstroje
diskontinudlng pritokovéhe dochdzelo ke spolehlivému pletékini
kondenzdtu extrakénito hmd!n

U kontinuélné pritokového phistroje se volf phiblizné 50 a2
100 ml,

3.3 Stanoveni &isla Iqrse!psﬁ tuku

1. ﬂ&el;romnh

5 ohledem ma ;ru\rod krmiva a podle zpisobu, jakim byl tak
z krmiva vyextrahovén. jsou uvedeny dvé zékladni metody stano-
veni.

Tyto metody specifikuji podm.'[nl{'f pro slanm'c,n.f Eisla kyselosti
tuku v kemivech.

2. Princip

Cislo k:,rslelosli tuku se stanovi titraéné alkalimetricky, po roz-
pudténi tukového extraktu ziskaného bez hydrolfzy veorku resp.
tuku samotného ve smési extrakénd Einidlo—ethylalkchol.

3. Chemikilic

3.1 Extraknf &nidlo (poznfmka 8.1)

3.L1 n-Hexan nebo petrolether, obsahujiei pfevi#né uhlovodiky
* se besti atomy uhliku, ze kterfch méné nez 5 % destiliuje pod
S0°C a vice neZ 95 % mezi 50°C a¥ 70°C, o bromovém
Efsle mendim ne? 1 a zbytkem po odpafeni nejvite 2 mg/

# 100 ml nebo

3.1.2 Diethylether bezobsahu peroxidi a gbytku po odpateni nej-
vite 1 mg/100 ml

3.2 Hydroxid draselny, odmérny roztok c{KOH) = 0,1 mol/1
nebo 0,05 mol/1



3.3 Smés ethylalkohol—extrakén énidlo (pozndmka 8.1)
Piiprava: Smisenim obou litek v pomér 1 + 1 a zneutrali-
zoviinim smési odmérmim roztokem hydroxidu draselného
{3.2) na indikétor fenolftalein (3.4), Neutralizace se provadi
thsné pied poukitim.

3.4  Indikitor acidobazicky, fenolftalein .
PHprava: 1,0 g fenolftaleinu se rozpustl v odmérné bafice na
100 mi v 80 ml 96% ethylalkoholu, dopinf vodou po rysku
a promichd, 10 ml tohoto roztoku se odpipetuje do 100 mi
odmémé bafiky, doplnfl 96 % ethylalkoholem po ryskis
" a promichd.

4, Pistroje a pomiicky

4.1 PHstroj extraktnf Soxhlet nebo Twiselmann (poznimka 8.2)
4.2 Zatfreni vyhiivaci v bezpeénostnim provedeni

4.2 Patrony nebo tuby extrakéni I

4,3 Suddrna elekirickd s automaticky regulovatelnon teplotou a
5 odvitrdvinim a teplomérem nejméné do 150 °C.

4.4 Baiika extrakéni se zibrusem
4.5 Miska tfect porcelfinov

4..6 Pisek kfemiity, tukuprost{
4,7 Vata obvazovd, odtulnénd

4.8 Lézefi vodni s termostatem

5. Postup

5.1 Tuk vyextrahovany podle Pilohy 9, 84st 3.1 Stanoven( obsa-
hi tuku (pozndmbka 8.3 a 8.4) po vychladnuti a sviZent (m), s ples-
nostl nejménd na 0,001 g, resp. tuk jako takovy odviZeny se stej-
nou plesnosti (m), se v extra bafice (4.4) mirné zahfeje
1 ‘obsah s¢ rozpusti v 25 ml smési ethylalkohol-extrakénd Zinidlo
(3.3). Po piiddn{ pér kapek indikdtoru fenolftaleinu (3.4) se titruje
" odmérngm reetokem hydroxidu draselného (3.2) do-préivé vznik-
lého ricovéhe zabarvent roztoku, které vydei alespofi 1 minutu,

PE vyl spotfebé odmémého roztoku hydroxidu draselného
{3.2) neZ 15 ml {0 koncentraci 0,1 mol/I) je nutno na kakd§ dalsi
spotfehovany ml odmémého roztoke (3.2) phidat pétindsobné
* mnodstvi smési ethylalkohol-extrakénd &nidlo (3.3), aby se zabrd-
nilo hydrolfze venikajiciho midla.

$.2 U veorkis mléEngch Krmngch smisf se postupuje nésledovng:

Asi 10 g zkufebniho vzorkn se odvd® s plesnostl nejméné na
0,001 g do tfeef misky (4.5}, obsah se mim@ zvlhéf vodou a 5 po-
stupné phdévanymi pipravky vody po 1 ak 10 ml se rozetfe na
hustou ka%i. Potom se piidd asi 10 g jemného kfemititého pisku
(4.6) a-obsah tfeci misky (4.5) se kvantitativné vytird s postup-
njmi pHdavky extrakéniho éinidla (3.1) (3 X 50 ml), pfifem po
katdém pridavku se obsah vytird po dobu asi dvou minut. Po di-
kladném rozetfent se extrakt filtruje fidkfm filtrem do piedem vy-
sutené (1 hod. pfi 95 °C a2 98 °C), v exsikdtogu ochlazené a § ples-
nosti nejménd na 0,001 g zvifens exirakini baiky (4.4). Suspense
se promyje nékolikrdt pouZitym extrakénim Einidlem (3.1) do téke
extrakini baiiky (4.4) a nakonec se pleviind 2st extrakénfho &-
nidla (3.1) opatm# oddestiluje, zbytek se nechd odpatit bud volng
nebo na vrouet lizni (4.8). Baika se extraktem se vysusf pii teploté

95 °C ak 98 °C v suidrné (4.3) do konstantni hmotmosti (jednu af .
* dvé hodiny) ochlad! v exsikdtoru & 2vi® s pfesnosti nejménd na

0,001 g, _
Déle se postupuje podle odstavee 5.1,
6, Vipobet a vyjadieni visledkn

Cislo kyselosti tuku v mg KOH na 1 g tuku (X) nebo v mmol na
1 g tuku (Y) se vypoditd podle vzored:

V. C.56,11

b

Xm=-

i B
. #

kde V je spotieba odmérného roztoku hydroxidu draselného
) vml.
€ plesnd koncentrace pouditého odmérného roztoku hy-
droxidu draselného v mol/1
m  hmotnost vwexirahovaného tuku v g nebo pfi navikes
vzorkn tuku hmotnost kufebniho vzorku v g (po-
znfmka §.4) :

Vysledkem stanoveni je artmeticky pramér visledkd dvou sou-
béiné provedenych stanoveni, kterd spliwji podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se s ptesnosti do hodnoty 10 mg KOH/1 g na
celd &isla, resp. do hodnoty 0,2 mmol/ g na.dvié desetinnd misto
anad tuto hodnotu na jedno desetinné misto,

7. Opakovatelnost

_Ruz.dﬂ mez dvéma paralelnimi stanovenimi p[mﬁd&nﬁﬁi na
stejném vzorku pro hodnoty véti nek 4 mg KOH/g (resp.

- 0,07 mmol/g) nesmi piekrotit 15 % relativnich.

8. Pozndimky

8.1 n-Hexan, petrolether, diethylether i el:h;.rlalka]:;o] jsou ne bez-
pebnymi hoHlavinami 1. tHdy, proto pHi jakékoli manipulac s nimi®

je nutné ptisnd dodr¥ovat bezpetnostl pravidia.

8.2 Prostanoven (extrakel) tuku je moZné poudit extrakéniho po-
loautomatického piistroje, pokud poskytuje zeela srovnatelng vi-
sledky stanoveni tuku v mezich opakovatelnosti (tuku) s pastus
pem uvedenym v Phloze 9, tist 3.1 Stanoveni obsahu tuku.

8.3 Tuk vyextrahovan§ po predbiZné hydrolfze nelze ke stanove-'

of Hsla kyselosti tuku poulll, je mitné provést piimon extrakel
vzorku i za cenu, #e nebude kvantitativnd — visledek se vyjadiuje
bez ohledu na hmotnost kufebniho vezorku jen na hmotnost vyex-
trahovaného tuku. S ohledem na nif3f vitéinost vyextrahovaného
tuku pHmou extrakel je vhodn#jsi volit vySi naviik vzorku (bez
viiZen). ; " .

8.4 Pii stanoveni &sla kyselosti tukn v samotném (nap. krmném)
tuku se vzorek pHimo odvakuje do vhodné bafiky v mnoditvi asi 0,2
af 0,5 g s plesnosti nejmént na 0,001 g a déle se postupuje jak uve-
deno v této metodi.




3.4 Stanovent obsahu lecithinu
e el - '
hiétdda je 1..uEen_a ni stanovenf obsahu lecithinu v tenﬂmici.:frch
a potravindfskyeh produktech. o
2. l"‘ri:ucip'
Stanovi se obsah litek rozpustnch v acetonn, obsah litek ne-

rozpustnych v benzenu nebo toluenu a obsah vody s tékavjmi l4t-
kami a jejich souget se odefte od 100, |

3, Chémikilie

3.1 Petrolether obsahujicf, pievé#né uhlovodiky se Sesti atomy °

uhliku, ze kterfch méné neZ 5 % destiluje pod 50 °C a vice
nek 95 % mezi 50 °C af 70 *C, o bromovém &sle mendfn ned
1 a zbytkem po odpafeni-nejvite 2 mg/100 ml (poznimka
a1y '

A2 Acelon

" 3.3 Benzen nebo toluen (poznimka 8.1 a 8.2)

4. Piislvﬁje f pnn';ﬂnlr.y

4.1 Odstedivka (elektrickd nebo ruénf) s nédobkami se znatkou
‘objemu 30 ml ]

4.2 Sklenéng filtradnf kelimek
4.3 Susérna elektrickd s termostatem

4.4 Lézefi vodni § termostatem

5. Postup
_ 5.1 Stanoveni ltek rozpustnfich v acetonu

Vzorek se zahieje na 60 °C a dikladné se promichd. Navi# se
presné asi 2 g do vytdrované odstfediviové nidobky se matkou
50 ml (4.1) a s tyéinkou (pozndmka 8.3).

Po ptidavku 3 ml petroletheru (3.1) se smés dobfe promichd
(michd se asi 15 minut), pfidd se 15 ml acetonu (3.2), ENoViL 58
promichd a viedf se do misky s ledovou vodou, PHddva se aceton
(3.2), ochlazeny na 0—>5 °C, za dikladného michdni a ke mnafce
50 ml. Po vyjmuti tydinky se nddobka viod na 15 min: do ledové
vodnof lizng a potom se jejl obsah odstieduje 10 min. dostatetnou
rychlosti, aZ sc roztok zeela vyjasnf. Acetonovy roztok se dekantu-

. fedovysufené a zvifené kidinky na 250 mL

Odstfedivkovd nidobka (4.1) se znovu doplnf acetonem (3.2)
ke znatce 50 ml za dikladného michdni a znovu se opakuje chlaze-
of, odstfedovini a dekantace. Potom se aceton {3.2) na vodni ldeni
odpaii a zbytek rozpoustédla (3.2) se odstrani proudem &istého
horkého vzdichu. Suleni se providi pti 105 °C a po vychladnuti
v exsikiitory se vi#, VaZend se opakuje, dokud se nedosdhne kon-
stantni hmotnost,

5.2 Stanoveni litek nerozpustngch v benzenu nebo toluenu
Navé# se 10 g dobfe promichaného vzorku do kufelovité bafiky

na 250 ml, pfidd se 100 ml benzenu nebo toluenu (3.3) a protieps-
vé s¢ do rozpuliténi, Potom se filtruje sklenéngm filtratnim kelim-

kem (4.2), ptedem vysusengm 1 hodinu pHi 105°C a zvi%engm
s plesnosti 1 mg. Je-li filtrace obtfnd, zmendi se navéska veorky,

‘Misto sklenéného kelimku (4.2) lze pouit papirového filtry, také

piedem vysubeného phi uvedené teploté a zvi¥eného s presnosti
1 mg,

KuZelovits baiika se 2keét vypléchne vidy 25 ml benzenu (3.3)
azbytek v kelimku (4.2) se zéroveii promyje. Kelimek (4.2) se vlo-

H do subdrny (4.3) a sulil se 1 hodinu pfi 105 °C. Po vychladnuti
v exsikitoru se kelimek zviZl s uvedenou plesnosti,

5.3 Stanoveni vody a t¥kavgch litek
Providi sc podle Piilohy 9, metoda 3.2

6. Vipodet a vyjddient visledkn

6.1 Obsah ldtek rozpustnfch v acetonu v g/kg (X) se vypoéte po-
dle vezorce:

10°. a
i

X=

kde a je hmotnost extrakiu v g .
m  hmotnost navaZky zkubebnflio vzorku v g

6.2 Obsah litek nerozpustnjch v benzenu v g/kg (Y) se vypobte _
- podle vzores: : 2

3
Yo lill,ff|
i

kde b je hmotnost nerozpustného zhytku v g,
m  hmotnost navizky kufebniho vzorku v g

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

A=1000—{X +Y+(10. Z)}
kde X je mnoZstvi ldtek rozpustafich v acetonu v g/kg
Y mnoistvi litek nerozpustngch v benzenu'v g/kg
Z  mnoZstvi vody a tékavich litek v % .

Vysledkem stanoveni je aritmeticky primér visledk dyou sou-

béiné provedenfch stanovend, které spliiuji podminku opakova-

telnosti a vyjadiuje se s plesnost! na celé jednotky g'kg.

7. Opakovatelnost

Rozdil‘mezi dvéma paralelnfmi stanovenimi providéngmi na
stejném yzorku nesmf plekrotit 10 g/kg

8. Pozndmky

8.1 Aceton, benzen, petrolether a toluen jsou nebezpetnymi hot-

lavinami I. tHdy a proto pfi jakékoli manipulaci s nimi je nutné do-

~ drZovat bezpeénostnd pravidla,

8.2 Doporutuje se pouZivat mént toxicky toluen, s ohledem na
karcinogennf Géinky benzenu.

8.3 U vétdiny lecithini lze misto odstfedivkové nddobky pousit
kddinky a vyluhovat i dekantovat bez odstfedovini za pouitf filt-
race.




3.5 Stanoveni obsahu nerozpustnjch nedistot
1. Utela rozsal

Tato metoda specifikuje podminky pro stanovenf obsahu neroz-
pustnfch nedistot v fivotiEngch a rostlinngch tucich nebo olejich,

Nerozpustné nedistoty a cizf litky, stanovené za podminek spe-
cifikovanych v této metods, zahrnuji mechanicks nedistoty, mine-
rdlnf litky, cukry, dusfkaté litky, rizné pryskyFice, vipenatd myd-
la, oxidované mastné kyseliny, laktony mastnich kyselin a (Edsted-
ni) alkalickd mdla, mastné kyseliny obsahujfci hydroxylovon sku-
pinu a jejich glyceridy {pozndmka 8, 1).

2. Princip .

Nerozpustné nefistoty se stanovi rozpusténim vzorku v plebyt-
ku ni-hexanu nebo petroletheru nebo diethyletheru filtracl ziskané-
ho roztoku a avifenim vysuleného filiru 5 nerczpusinymi nedisto-
3. Chemikilie

3.1 Petrolether nebo n-hexan, destilujfel v rozsahu 30 a% 60 °C,
. & bromovfm &islem mendim ne 1, Pro obé rozpoudtédla by

8.2)

3.2 Diethylether bez obsahu peroxid, zbytken po odpafenf nej-
vite 1 mg/100 mi

3.3 Kiemelina &ifténd, vyZihand; zirita pfi 900 °C (Yerveny 2ir)
0,2 % : '

4. Piistroje a pomiicky

4.1 Elektiickd suffta s mofnost{ nastavenf (103 £2) °C

4.2 Konicks baitka na 250 ml se sklengnon zabrowSienon zdtkou

4.3 Filtrafnf papir neobsahujfct popel, (maximdln{ obsah po-
pela 0,01 %), zadriovac schopnost 98 % pro &stice velikosti

vitsi ned 2,5 mm riebo ekvivalentnf sklenéng filtr o priimére

120 mm a kovovd (nejlépe hlinfkové) siebo sklenénd nddoba

s dobfe tésnicim vikem, (Alternativa k 4.5 pro viechny pro-

dukty krom# kyselfch oleji.)

4.4 Sklenéng filtratnf kelimek P16 (velikost péri 10 a2 16 pm),

priimér 40 mm, objem 50 ml & odsdvatka. (Aliernativa k 4.3
pro viechny produkty vietnd kyseljich oleji.)

4.5 Zafzenf pro filtraci Za snffeného tlaku

5. Postup

Do kénické bafiky (4.2) se navéH, s pfesnost 0,01 g, pfiblizng
20 g rkutebnfho veorke, . | -4

Vysulf se filtratnfl papfr (4.3) a nddoba s vigkem nebo filtratni
kelimek (4.4) v suffirné (4.1) nastavené na 103 °C. Po wychladnuti
v exsikdtoru se #vd# s pfesnostl na 0,001 g, | :

Do baitky obsahujici navéZenj vzorek se pfidd 200 mi n-hexany
nebo petroletheru (3.1) neba diethylethieru (3.2), baiika se zazft-
kuje a protfepe., Pro ricinovy olej mite bt mnoZstvf rozpoustédla
zvyEeno, aby bylo usnadnéno stanovent, Bafika se nechd stét phi
20 °C po dobu 30 min. :

odparek nemél plesdhnout 0,002 g na 100 m! (poznimka -

Obszah badiky se #iltruje pres vysulenf a zvidend filtradni papir
(4.3} ve vhodné nélevee, nebo ples filtraéni kelimek (4.4). Je-li to
nutné, lze poufit vakua (4.5). Filtraénf papir (4.3) nebo kelimek
(4.4) se promyje maljm mnodstyim stejncho rozpoudtédla, jaké
bylo pouZito na rozpudténd vzorku, ale ve vé&tSim mnodsiv nes je
nutné, aby konetny filtrdt neobsahoval tuk nebo olej. ¥V pHipads,
#e jsou na filtru zachyceny nerozpudténé ky, ohfeje se rozpoui-
tédlo na teplotu max, 60 °C,

Jestlize byl poudit filtradnf papir (4.3), nechi se po jeho vyjmuti
z nilevky odpatit na vzduchu ve vhodné nidobé vétiina rozpous-
tédla, a potom se dokonale odstrani v suSémé (4.1) p# 103 °C. Po
vyjmutf ze subdirny (4.1) se nddoba uzavie vikem, nechd se vy
chladnout v exsikdtoru a zviii se s pfesnostina 0,001~

Jestlie je k filtraci pouit kelimek (4.4), nechd se vétéina zhjva-
jletho rozpoustidia odpafit na vzduchu a odstranénf rozpouitédla
se dokondi v sulirnd (4.1) pH 103™C. Po vichladnutf v exsikdtory
se kelimek avd#l s plesnosti na 0,001 g,

JestliZe je poZadovino stanoveni obsahu organickgch nedistot,
je nutné pouzit pledem vysufeny a zvideng filtratni papir (4.3),
kter§ neobsahuje popel. V tomto pifpadé by mél byt filtraénf papir
(#4.3) obsahujfei nerozpustné netistoty spilen a vypoltend hmot-
nost popela by méla bt odettena od nerozpustajich nelistot,

Jestlize se analyzujf kyselé oleje, pokryje se sklenéng kelfimek
kfemelinou (3.3) podle ndsledujictho postupu. Vi 100 ml sklenéné
kidince se pfipravi suspense obsahujiei 2 g kfemeliny (3.2) a pf-
blizn& 30 m! petroletheru (3.1). Smés se nakije do filtraéniho ke-
limka (4.4) pH odsévéni (4.5), aby vanikla vrstva kfemeliny na
sklenéném filtru. Pripraveny suchy skleniny filtratni kelimek si
vioZ na 1 hodinu do suldrmy (4.1) pii teploté 103 °C. Po vychlad-
nutf v exsikditoru se kelimek zva¥ s pfesnostf na 0,001 g.

6. Vypotet a vyjddiens 'fs'leﬁuu'

6.1 Obsah nerozpustngch nedistot vyjédteng v g/kg (X) ¢ vypot-
te podle vzorce: _ ]

10% (my — myf

"

kde m je hmotnost navazky zkuSebntho vzorku v g
m; - hmotnost vysubend nadoby s vitkem a filtradnim papi-
. * tem nebo filiratndho kelfmku v g - o
my * hmotnost vysufené midoby s vigkem a filtraénim papi-
rem, obsahujicim vysubené nedistoty nebo filiratniho
I:clil:'l:l’ﬁ:u s yysufenfmi nelistotami v g,

6.2 Obsah organickfch nelistot vyjddfen.v g/kg (¥) se vypotie
podle vzorce! ' Lo .

lﬂ’.{mg = r.fu_;}'

Fe=
- m

kde m je hmotnost naviizky zkuebniho vzorku v g
my  hmotnost vysufené nddoby s vitkem a filtraénim papi-
rem, obsahujicim vysulené nedistoty nebo filiraniho
kelimku s vysufenfmi netistotami v g,
m;  hmotnost vysufené nddoby s vitkem a spilengm filt-
' raniim papfrem s nedistotami nebo filtradnfho kelim-
ku s spilenymi nedistotamiv g, : :
Visledkem stanovent je aritmetick§ primér visledki dvou sou-
béEnd provedenych stanoven, které splitji podminku opakova-
telnosti a vyjadfuje se v g/kg s piesnostl na jedno desetinné mistp,




7. Opakovatelnost

Rozdfl mezi dvéma paralelnfmi stanovenfmi providéngmi na
stejném vzorku nesmi piekrodit pii obsahu: :

do 3,0g'kg 0,2 g/kg nerozpustnfch nedistot
nad 3,0 gp'kg 0,5 g/kg nerozpustnfch nelistot
8. Pozndmbky

8.1 V pipadg, e nenf #idoue zahmout m¢dla (zejména vipena-
t4 mydla) do nerozpustnfch nedistot, je nezbytné poudit jiné roz-
pouitédlo a postup. ¥ tomto pFipadd by méla byt metoda odsou-
hlns.e:na smluvmmt stranamii, .

§.2 n-Hexan, pelm‘iether i diethylether jsou nebezpetnymi hofla-
- vinami I tFidy a proto pii jakékoli manipulaci 5 dimi je nutné do-
. drZovat bezpetnostni pravidla,

3.6 Stanoveni obsahu nézﬁifﬂeh—aitlelnfch litek

1. Utel a rozsah

b

. Tito metoda specifikuje postap pm stamvcninmj'dﬂmmlu&
ho podilu v fivetiingch a rustlmnjth tucich a olejich extrakef di-
ethylclhamn

‘Metoda nenf pouZitelnd pro vosky a dévé pﬁh!im visledky pro
urtité tuky s vy&iim obsahem nezmydelnitelného podila, napf. pro
tuky pochdzejici 2 mofskich Hvoticha,

2. Princip
Tuk nebo olej se zmfdelni varem s ethanolickfm roztokem hy-
droxidu draselného pod zpéingm chladifem. Nezm$delnitelng po-

dil se vyextrahuje 2 roztoku midla diethyletherem a po oddestilo-
viinf rozpoustidla a vysubeni se wvaH zhytek (pozndmka 8.6).

3. Chemikilie

31 Diathylathi;r, Berstvi p!'egdesti]manf_', bez peroxida a odparku
{pozndmka 8.1)

3.2 Aceton (poendmka 8.1)

3.3 Hydroxid draseln§, éthanolicky roztok KOH
Phprava: 60 g hydroxidu draselného se rozpusti v 50 ml vody

a doplni s¢ do 1000 ml 96% ethylalkoholem, Roztok by mél
bt bezbarvy nebo slimovE Euty,
*3.4 Hydroxid draseln, vodng roztok o(KOH) = 0,5 mol/|
3.5 Fenolftalein: cl_hénulickf (96%) roztok, ¢ = 10 g/l
3,6 Hydroxid draselny, odmérny roztok e{KOH)= 0,1 mol/I
3.7 Ethylalkohol, roztok .65%, pledem mculmiimvanj' do slabé

rifového zabarveni v piitomnosti fenolftaleinu (3.5) jako in-
dikdtoru (pozndmka 8.1)

4. Pistroje a pomibcky

4.1 Bafka s kulatym dnem se zdbrusem na 250 ml nebo
Baiika s rovnym dnem na 500 ml

4,2 Zpliny chladié se zdbrusem vhodnym k pfipojeni k bafice
(4.1}

4.3 Délici ndlevky na 500 ml s kohoutem s puhﬂetra.ﬂuﬂl‘cl‘jrlenu-
vou (teflonovou) witkou

4.4 Vodni lized s termostatem

4.5 Suidrna s termostatem

5. Postup

5.1 Asi 5 g zkufebniho vzorku se navéH s pfesnost! nejménd 0,01
g do baiiky (4.1), pfida se 50 ml roztoku hydroxidu draselného
(3.3} a nékolik varnych kaminki. Zpétng chladié (4.2) se piipoji
k bafice a obsah se vafi mirné 1 hodinu, Po pferufeni ohfevu se
hornf &dsti chladite pfidd 100 ml vody a obsah baiiky se promichd
krouZivfm pohybem (poznémka 8.2).

Roztok se po ochlazenf pfevede do 500 ml délict nilevky (4.3) .
Baiika a varné kaminky se nékolikedt propldchnou diethyletherem
(3.1). Celkem se pouEije 100 ml dicthyletheru a tento roztok se
pieleje do dilicl ndlevky. Po zazitkovini se dikladng protfepe po
dobu 1 minuty za obfasného uvolngnf tlaku obrécenim délicl né-
levky a opatrnym otevienim kohoutu. Obsah se nechd stit, dokud
nedojde k dplnému rozdéleni na dvié vestvy. Potom se spodnd vrs-
tva kvantitativng plevede do druhé dilicl ndlevky. Jestlife dojde
k vytvofeni cmulze, roerazl sé pHdavicem malého mnodstvi ethylal-
koholu, koncentrovaného hydroxidu draselného nebo roztoku
chloridu sodného.

Vodné ethanolicky roztok midla se extrahuje jeftd dvakrit, po-
kaZdé stejnym zpisobem 100 ml diethyletheru (poznimka 8.3).
Wiechny thi extrakty se spoji do jedné délici ndleviy, obsahujict
40 ml vody, Etherové extrakty se promyji mimym krouZenfm d&li-
¢f nélevkou (pozndmka 8.4).

Po diplném odd&leni se spodni vodnd vrstva yypustl. Etherovy
roztok se promyje jeit dvakedt 40 ml vody pomoci silného thepédni
a vodnd vrstva se-po kagdém promyti odpust, PHi kazdém odpous-
téni promyvact vodné vrstvy se nechaji v délict nilevee 2 ml a ob-
sah ndlevky se promichd krouZenim kolem osy. Potom se vylkd
nékolik minut, dokud. s¢ zhyld vodnd vestva nespoji. Po jejim vy-
pubténi se uzavie kohout, jakmile se etherovy roztok dotkne otvo-
ru v kohoutu, Nisledn se ethefovy roztok promyje 40 ml roztoku -
hydroxidu draselného (3.4), 40 ml vody, znova 40 ml roztokn hy-
droxidu draselného a potom nejméné dvakrdt 40 mi vody.

W promyvind se pokraduje dokud prom§vact voda ji neddvi ri- .
Fové zabarveni po piiddni kapky roztoku fenolftaleinu (3.5). Po-
tom se etherovy roztok kvantitativa prevede co nejrychleji hor-
nim otvorem délicl ndlevky do 250 ml baitky (4.3), pfedem vysu-
fené pli (103 =+ 2) "C v suBirné (4.5), ochlazené a zviFené s ples-
nosti na 0,1 mg. Rozpoudtédlo se odpafl na vrouel vodnf lzni |
(4.4) (pozndmka 8.5). Po piidavku 5 ml acetonu (3.2) se dokonale

- odpatl tEkavé rozpoutédlo v mirném proudu veduchu, pli otdéend

badiky fikmo ponofent do vroued vodnd ldzné,

Zhytek se suff v subirné (4.5) pfi (103 £2) °C po dobu 15 mi-
nut v bafice umisténé v téméf vodorovné poloze. Po ochlazeni |
v exsikitoru se bafka zviZ s pfesnosti na 0,1 mg, Sulenf se opaku-
je dokud zivdta hmotnosti mezi dvéma ndslednymi viZenimi neni
men$i ne? 1,5 mg, i

Jestlife nenl dosadeno konstanini hnmtnﬂst: po thech opakova-

njch suéen[ch, je nezmydelnitelng podil pravdépodobng zneéiltén
a stanoveni by se mélo opakovat.

JestliZe je pofadovina korekce na obsah velnfch mastngch ky-
selin, rozphsti se zbytek po zvikeni ve 4 ml diethyletheru (3.1), pfi-
dd se 20 ml ethylalkoholu (3.7), Reztok se ztitruje standardnfm
odmérnfm roztokem hydroxidu draselného (3.6) do stejného ko-




netného zabarveni. Hmotnost volngch mastngch kyselin se vypod-
te jako kyselina olgjovd a hmotnost zbytku se upravi o tuto hod-
notu.

5.2 Slepf pokus
Slepy pokus se provede za stejnfch podminek, se stejnym mmnod-

stvim viech Cinidel, ale vynechd se navaika vzorku. Jestlide zhytek
je w8l neZ 1,5 mg, je theba ovEL postup a pouitd Sinidia,

6. Vepotet a vyjédrent vislodku

Obsah nezmjdelniteiného podilu, vyjadeng v glke (X), se L
pobte podle veorce: .
% ¥ '_'Iﬂ:'.fm. = my = my)

m

kde m je hmotnost naviiky zkuiebniho veorku v g,
my  hmotnost zhytko v g,
m;  hmotnost zbytku ziskaného pfi slepém pokusu v g,
m, pfipadné hmotnost volngch mastnfch kyselin v g (K,
E kterd se rovnd:

K=28.C.¥
kde V je objem odmémého roztoku hydroxidu drase!néhu (3.6) .
poukitého ph titraci v ml
C  presni koncentrace odmérného roxtoku hjr:lrmﬁu
draselného (3.6) v mol/L

Visledkem stanovent je aritmeticky primér visledki dvou sou-
béiné provedenfch stanoveni, které splivjl podminku opakova-
telnosti a vyjadfuje se v g/kg s plesnosti na celé jednotky

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi providénfmi na
stefném vzorku nesmi pfekrotit pfi obsahu nezmidelnitelného po-

dilu do:
50 g/kg 0,5 g/'kg
100 g/kg 1 g'kg
8. Pomdimky

8.1 Aceton, diethylethera ethylalkohol jsou nebezpetnfmi hofla-
vinami L. tfidy a proto pfi jakékoli manipulaci s nimi je nutné do-
driuval bezpetnostni pravidia

8.2 Jmm c:trulwc nezmydelnitelnfch iétnk je provadéna s ohlr,:

dem na dalif stanovent tokoferoli, je nezbytod piidavek pyrogalo-
lu a extrakee by méla byt rychle ukongena (asi béhem 30 min).

8.3 Pro dokonalejil extrakei se extrahuje tFikedt a \rhchn}’ Byt
extrakly se spﬂjl'

B4 Fmd.ln% trepdni v tomto stadiu mie zpisobit venik emulze.

8.5 Jestlize je k dispozici rotatnf vakuovd odparka, lze ji poulit,
Zvldktd jestlife bude nezmfdelnitelnd podil déle analyzovin.

8.6 N:zmj'delmtelﬁj- podil zahmuje piirodnf lipidy, jako jsou ste-
roly, vy#éi uhlovodiky a alkoholy, alifatické a terpenické alkoholy,

ale také cizf organické litky extrahované rozpoustédlem a rméka— '

vé pH 103 °C (napf. minerilni oleje).

3.7 Stanoveni peroxidového Eisla

Do této metody h:.rm papracovina doporufent IS0 TC34 3068-
-1977

F -

1. Utel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stenoveni peroxidového
Esla v Zivolifngch a rostlinngeh tuclch a olejich.

Peroxidové &slo je definovino jako mnodstvl Htek ve veorka,
vyjidienéd v milimolech aktivnfho kysifku na kg, které oxiduji jodid
draselny za pledepsanfch podminek,

2. Princip

Peroxidové &islo se urdf reakef chloroformového extraktu vior-
ku s jodidem draselnym v roztoko kyseliny octové a ehloroformu
a ndslediiou titrael uvolnéného j6du odmérnym roztokem thiosia-
nu sodného,

3, Chemikilie

3.1 Chloroform, zbaveny kysliku proudem Hstého a suchého in-
ertnfho plynu ;

32 K}rushna octovi ledovd, zhavend k].ls!ﬂv::u proudem &stého
a suchého inertnfho plynu,

3.3 Jodid draselng, Gerstvi pﬁpmwnjl' nasyceny vodn{ roziok ne-
ohsahujici j6d a jodiénany (pozndmka 8.1),

3.4 Thicsiran sodn§, odmérmy roztok c{Na,5,0;)= ﬂ,iIIlS mal/1
nebo 0,001 mols1, standar&mw.nj' tésné p‘fﬂd poukitim,

3.5 Rod#tok Skrobu: 5 g mzpusméhn Ekm‘buse prqminh.ﬁ v 30 mi
vody, tato smis se pfldi do 1000 ml vafiéi vody a vaif se 3 mi-

nuty.

#4dné Sinidlo {ani voda), pouité kemmvenl !;uy mmé]pub.
. sahovat rozpuiténg kyslik. )

4, Piistroje a pomicky

4.1 Baiika na 250 ml se zdbrusem, opatfend zétkou, pfedém vysu-
#end o naplnénd &stfm, suchfm inertnim plynem (dusik, nebo
lépe oxid ubliditf)

4.2 Sklenénd viZenka vhodné velikosti podls miloZstvi vaoeka

4,3 Byreta na 10 ml, ‘délend po 0,02 ml ) i
Viechna pomicky musi byt zbaveny mdukEnich o mrjg.ﬁnﬁ;h
litek, zsil:rusy nesmi’ bﬁ'l maziny lukean

5, Postup

Stanovent by ntlo bjt pu.'nrvﬁ.lﬁm ¥ mczptfleném decnul‘m svitle
nebo pli umélém osvEtlent, .

51 Zkuiehnhmrek

Do baiiky (ai 1) s naﬂiﬂ w.:mak a p}e.snuat{ na l'.'D'l g podle
prédpoklidanyeh hodnot peroxidového &sla uvedengch v nésle-
dujici tabulce. Vzorek mii#e bit navi¥en ve sklenins viifenee
(4. 2},;esﬂ|5¢ haﬁka nemize I:rjrr zviiena pl'-[mu 3§




Pi'edpukiﬁdané peroxidové Eislo NaviZka vzorku
B mmo‘l.-"}rg B ¥ 1
0- 6 5,0-2,0
S 610 : 2,0-1,2
- 10—15 A - 1,208
15-25 0,8—0,5

25-45 - - 05703

" '82 Viastnf stinovenf

WV plipadg, #e byl veorek naviden do viZenky (4.2), viof se vi-
#enka obsahujiel vzorek do bafiky (4.1). PEd4 se-10 ml chlorofor-
mu (5.1) a vzorek se rychle rozpusti zamichdnim. Pak se ptidd
15 ml kyseliny octové (3.2), potom 1 ml roztoku jodidu draselného
{3.3), baiika (4.1) se ihned vzavie, 1 minutu michi a ponechi stit

" pfesné 5 minut ve tmé pi teplotd 15 aZ 25 °C. Pfidd se pfiblizné

75 ml voily, bafikou 42 prudee zamichd a po pFidavku nékolika ka-
pek krobového foztoku (3.5, jako indikdtoru, se titraje uvolnény
jod odmérngm roztokem thiosranu sodného (3.4) pH poutiti kon-

centrace 0,001 mal/l roztoku pro pedpoklédané peroxidové &slo

do 12, nebo roztokem koncentrace 0,005 mol/1 pro pfedpokldda-
né pemm'ﬂmi'é Efsto wétdi nek 12,

5.3 Slepf pokus

Spulu 8 vla.slnim stanovenim se pmv&dislapj'r pokus. Jestlize vi-
sledky slepého pekusu presdhniou 0,1 ml roztoku thiosiranu sod-
ného o koncentrac 0,005 mol/1 (3. 4],;& tieba stanoveni opakovat
5 jingmi chemikéliemi.

6. Vepotet a vyjsdient visledki

Peroxidové &slo, vijédiené v milimolech aktivniho kysliku (1/2
) na 1 kg vzorku (X) se vypodte podle vzorce:

10°. C.(V, — W)
am *

Xe=

kde V, je spotfeba odmémého roztoku thiosiranu sodného,
pouitého pi titraci slepého pokusu v ml
V.  spotieba rostoku thiosiranu sodného, poufitého pfi t-
traci vzorku
C koncentrace poufitého rozioku thiosfranu sodného
v mol/1
m hmotnost naviEky zkuebniho vzorku v g

Vj‘rsledkmﬁ stanoveni je aritmeticky primér visledkia dvou sou-
béiné provedenfch stanoveni, které splfiujl podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se s pFesnosti na jednu desetinu mmol/kg
7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi sl_nmveniml. provadéngmi na
stejném vaorko nesmi pfesihnout ph hodnoté

do 0,5 mmol/ kg 0,1 mmol/kg

od 0,5 do 3 mmaol/kg 0,2 mmol/ kg

od 3 do 6 mmol/kg 0,5 mmol/kg

vEH ned 6 mmol/kg 1,0 mmeol/kg |
8. Pozndmiy

8.1 Je nutno se pfesvidéit, fe roztok je nasyceny podle plitom-
nosti nerozpuiténgeh keystall, Roztok je nutno skladovat ve tmé,
Pied pouditim je nutno ovEfit déinnost piiddnim 2 kapek ikrobo-
vého roztoku (3.5) k 0,5 ml roztoku jodidu draselného ve 30 ml

e

roztoku kyselina octovi—chloroform (3:2). Jestlife k vymizend
medrého zabarveni je tfeba vice ne? jedné kapky rostoku thiosira-
nu sodného o koncentraci 5 mmol/1, je nutno pﬁl‘:pm'lt Cerstvy roz-
tok.

8.2 P'emxiduvé tislo mﬁée bit také v_'.'jaiﬁfm v mikmg-',mmech

aktivaiho kyslfku na g pomoct pfepoditdvactho faktoru: 1 milimol/
fkg = 16 mikrogrami/g

4.1 Stanoveni obsahu vlgkniny

Do této metody byla zapracovina doporufeni BTV uvedens
v Official Journal no. L 83, 30/07/73 a L 344, 26/11/92
1. Uteln rma.h

Jsou uvedeny dvé modifikace metody, pro manadlnd provedeni
a pro instrumentélni pomoci hydrolyzalnich automatick§ch zafi-
zenf, Melodﬂmu pouditelné pro viechna krmiva, kde obsah vidk-
niny je vyEiinek 10 g/kg.
2: Princip

Vldknina se stanovi vizkove jako nezhydrolyzovatelnf zbytek
veorkw po 30 minutové hydrolfze v roztoku kyseliny sirové, sepa-

" raci pevného zbytku, ndsledujici hydroljze roztokem hydroxidu

drasélného a po odetteni popela tohoto zbytku.

3. Chemilkslie

3.1 Kyselina sirov, roztok ¢(H,80,) = (0,128 %0,05) mol/1

3.2 Hydroxid draselny, roztok of KOH) = 0,23 mol/]

3.3 Kyselina ¢chlorovodikovi, roztok :(HC.E) =.01,5 mol/l

3.4 Aceton nebo ethylalkohol (pozndmka 8.1)

3.5 Odpéfiovaci &inidlo: napf,'nktj:laikuhu! {pozndmka 8.1)

3.6 Extrakinf Ginidlo: n-Hesan, dicthylether & pctmleihe:r 8 bo-

dem varu 40 °C a 60°C {pﬂmﬁmka £.1)

4. Plisitoje a pomicky

41 Suddrna Ia'mratoml & regulovatelnow teplotod, modnosti
odvétrivini a h:picrmﬁmm pro rozsahy teplot nejméné do
150°C

4.2  Pec muflovd s automatickou regulaci teploty s modnosti
odvétrdvini a teplomérem pro rmsah}' teplot nejméné do
650 °C

43 Nidobka hydrolyzaéni obsahu asi 600 ml s moZnost{ pfi-
pojeni na vhodné refluxnf zafizenfm (vodng zp&ing chla-
diﬁ} (pozniimka 8.2) nebo nédobka hydrolyzaéni obsahu
asi 600 m] (kddinka) s vyznalenfm objemem na 200 ml

44 Vafit elekirick§ nebo topnd deska s mo¥nostf regulace za-
hitivéni

4.5 Kelimek filtratnf kfemenny & sklenéng s poréznf vioZkou
(fritou) hustoty 51 nebo kelimek filtraini porceldnov




4.6 Miska spalovact, platinovd {Ft-]r} porceldnovd nebo kie-
mennd

47 Zattzenf pro filtcaci za snffeného tiaku
48  Nlevka filtratof podie Biichnera

49  Sito mlyndtské (UHELON)

410  Papirky indikdtorové
411  Pro instrumentélal modifikscl navic

4.11.1 Pfistroj hydrolyzatnf pro digesel veorki kyselinou sirovou
a hydroxidem draselnfm, opatfenow zafizenim pro filtraci
kfemenngmi & sklenénfmi filirainimi kelimky za snifené-
ho tlaku a vyhffvacim zafizenfm (horkd jednotka) a pkislu-

Senstvim (filtratnf kelimky a pod.)

4.11.2 Pistroj extraking 5 filtraénim zaf{zenfm (studend jednot-
ka)

5. Postup

5,1 Manudlni metoda

5.1.1 Do hydrolyzatnf nédobky (4.3) se odvé# presné 3,000 g

kufcbniho vzorku (m,).

5.1.2 Obsahuje-li vzorek vice ne? 10 g;-"kg tuku, odiudaf se piimo
v hydrolyzaéni nddobee dekantaci nékolikandspbngm pldavkem
extrakinfho Cinddla (3.6) (pozndmka 8.3).

5.1.3 Obsahuje-li krmivo vice nef 20 g/kg vipniku, pfidd se
opatrné za tifelem odstrangnl pifpadnfch uhlititand 100 ml rozto-
ku kyseliny ehlorovodikové (3.3) a odstavi se asi na 5 minut, Po-
tom se obsah promyje studenou vodou dekantac tak, aby pevnd
Edst veorku zistala beze ztrit v phvodni nddobee, Promfvact kapa-
lina se déle nepoufije; jen v pipadé, fe obsahije zbytky pevného
podiu, filtruje se pfes porceldnovy kelimek (4.5), kterd se potom
kvantitativng vyplichne do pivodni kidinky. * ] ;

5.1.4 Pokud se odtuéfiovini nebo odstrafnovini uhlititand nepro-
viidi nebo po jejich provedent (v tom piipadé se zkulebni vzorek
vysudf) se pfidd 200 ml roztoku kyseliny sfrové (3.1), nasadf re-
fluxni zaffeeni (poznimka 8.2) a obsah nddobky se dostateénd
rychle zahfeje k varu (poznimka 8.4). Je-li theba zabrinit nefd~
doucimu pénénia utajenémiu varu, pfidd se pdr kapek odpéiiovaci-
ho &inidla (3.5) a varné kuligky & stiipky. Od okam3iku, kdy se #a-
Ene obsah hydrolyzatni nddoblky vafit, se vaii za konsmntnﬂm ob-
jemu presn® 30 minut, Potom se vhodnjm zpisobem, napk. ples
chiadié, pfidd 50 ml studend wdf,chiadiﬁaaﬂqme a obsah hydro-
lyzatni nddobky se filiruje za snffeného tlaku pfes Bichnerovou
ndlevku (4.8) s viokengm sthedné hustfm filtrem podlofenim mly-
néfskim sitem (4.9}, Viastal filtrace se provede tak, % nejprve se

filtraéni nilevka naplni vodou, filir se upravi tak, aby zakrival

otvory ndlevky, asi po jedné minuté se voda odsaje a obsah hydro-
lyzatnf nddobky (4.3) se promivd dekantael horkou vedou a de-
kantaéni kapalina se vidy po usazenf pevného podflu slévi na filt-
raini nélevku, Promgvin a filtrace se provadi tak, aby eo ngjméni
pevného podilu pitlo na filte v ndlevee, Prom§vi se do negativai
reakee dalifho podilu filtrdtu na kyselinu indikitorovim papirkem
(4.10). Piipadn$ pevng podil na filtru' se vysul acetonem (3.4)
nebo ethylalkoholem (3.4) a kvantitativeé pfevede do plvodnd hy-
drolyzatni nddobky (4.3) pomoci horkého roztoku hydroxidu dea-
selného (3.2) (pozndmka 8.5) v mnodstvi 200 ml .Potom se pfidd
odptiovact &nidle (3.5), nddobka se opatfi refluxnim zafizenim
{pozndmka 8.2) a opét zahieje dostatefnd rychle k varu, Od oka-
miiku potitku varu se vafi opét pfesné 30 minut, potom se var

pferuii piddinim 50 ml studené vody, napt, opatrné pies chiadic,
chladici zaffzeni se odpoii a obsah hydrolyzatni nddobky se filiroje
za snffeného taku ples filtradni kelimek (4.5) (poznimka 8.6).
Mezhydrolyzovany podil se promyje nejprve 235 mi roztoku kyseli-
ny sfrové (3.1), potom malfm mockstvim horkého roztoku kyseli-
ny sirové (3.1) 2 nakonec horkou vodoun do neutrdlnd reakee daldi-
ho podilu filtritu na kyseling: Po promyti nezhydrolyzovaného po-
dilu acetonem (3.4) nebo ethylalkoholem (3.4) a ndsledujicim vol-
ném vysubeni se filtrani kelimek (4.5) vysudl v subdmé {4;1% pii
teploté 130°C po dobu 2 hod. Po ochlazent v exsikdtoru se keli-
mek evii# s plesnost] nejméné na 0,001 g (m ). Pak se kelimek vla-
H do muflové pece (4.2), vyhidté na teplotu (5350 £ 20) °C a spalu-
je 2 hodiny (pozndmika 8.7), ochladi se v exsikfitoru aapét Zvidi se
stejnou presnostl (m.).

5.2 Instrumentdlnf metoda it

Do filtragniho kelimku (4.5) hydrolyzainiho phistroje (4.11.1)
se odvaH plesnt 1,000 g zkufebnibo vzorku (mg) a je-li theba od-

Audnf se na e:l.rak-!:n.fm pistroji (studené jednotce) (4.11.2) tak;

jak uvedeno v 5.1.2, (pozndmka 8.3). Je-li tFeba odstranénf uhligi- -
tani (viz 5.1.3) odstrani se v tomta odstavei popsanym zpiisobem.

Pokud se odtuffiovini nebo odstrafiovini uhlifitand neprovid(
nebo po jefich provedent (v tomto pfpadE se zkuiebni vzorek vy-
sulf) se kelimek (4.5) se zkufebnim vzorkem vloiH do hydrolyzad-
niho pistroje (4.11.1) a pHklopl se k tésnicimu véli s chladidem,
Pfidd se 150 ml horkého roztoku kyseliny sfrové (3.1) a pdr kapek
odpiiiovectho finidla (3.5), obsah sé dostatein® rychle zahfeje
k varu a intenzivné se vafi po dobu 30 minut. Potom se otevie od-
poustéci ventil, obsah kapaliny se za poufiti snifeného tlaku (4.7)
phes filtratnd kelimek (4.5) odpuiti a pevaf podil se promyje asi
tiikedt 30 ml horké vody, vidy po dpiném odpufténi kapaliny z ke-
limku. Po uzavien! a utésngnf se pfidd 150 ml horkého roztoku hy-
droxidu draselného (3.2), destatedn rychle se obsah zahfeje k va-
ru (je-li theba plidd se jeitd odpéiiovaci &inidlo (3.5)) a vafi se in-
tenzivné po dobu 30 minut, Potom se opét otevie odpoultécl ven-
til, kapalina se pfes filtraini kelimek (4.5) odpusii a pevay podil se

promiv, jak je uvedeno vide po kyselé hydtoljze. Po vyjmut ke-
limkat se tento umfsti do extrakEniho pHistroje (studené jednotky)
(4.11.2) s promyje tFikrdt 25 ml acetonu (3.4) tak, Ze dal¥ didvka
se vidy plidd af pcrcrltebenl pi‘ﬁdcﬂi

Potom se kelimek vyjme, vysuﬁj' ne}dee volné a p:ak v sufdrmd
{4.1) pti teploté 130 ‘C do konstantni hrotnosti. Po kaZdém Vysu-
Seni a ochlazeni v exsikétoru se vidy rychle zvi3 & pFesnosti nej-
mént na 0,001 g (m1). Pokud se ]:lmcrtnnsl filtrafniho kelimku
(4.5) se shytkem ji# podstatm® neménf kelimek (4.5) se vioH do
muflové pece (4.2), vyhidté na teplotu 475 °C a2 500 °C a spaluje
po dobu nejméné 30 minut {pozndmka 8.7). Potom se filtrani ke-
limek (4 5) ochladi v em.kﬁtucm a opdt odvaH se stejnou plesnost!

(my).

Vedle toho sa'prmrede slepai zkoum:ae.stejn?m mno!alf.{m pii-
danfch chemikalii jako v Zkoufeného vzorku, mimo tento zkoude-
nf vzorek, Pipadnd pozitivad ndlez (vE3i ne? 4 mg) se od visledku
obsahu vidkniny odeéte,

6. Vipotet a vyjidieni visledkn
Ohbsah vigkniny v g/kg (X) se vypotith podie veorce:

L) -
W 107, (my = my)
iy

kde m, je hmotnost filtratniho kelimku nebo filtru s vysufengm
hydrolyzovatelnym zbytkem v g

m;  hmotnost filtraénfho kelimku s popelem neazhydroly-

zovatelného zbytku nebo hmotnost popele nezhydro-




lyzmratﬂndho zhytku ve spalovaci misce v g
my hmntnust navéiky zkuiebniho veorkuvg

, Wisledkem stail_mtenije aritmeticky primér visledkd dvou sou-

b ;_néuvedcnijh stanovend, ktéré spliji podminku opakova-

- telnosti a vyjadiuje se s pfesnosti na celé jednotky g/ke.

u vfsledku stanoveni je nutno uvést, zda byl zl‘skﬁn metodou
manuélnl a nebo insirumentdlnf,

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi.dvéma paralelnimi stanovenimi pm\fidénj'ml na
stejném vzorku nesmf pfekrotit pfi obsahu vidkniny:

do 100 g/'kg 4 g'kg
nad 100 g/ke 4 % rel.
8, Poindmky

8.1 Aceton, n-hexan, diethylether, petrolether a oktylalkohol jsou
nebezpelnimi hoflavinami L tFidy, je nezbytné pii jakékoli mani-
pulaci s nimi dodrzovat bezpeénostnl pravidia.

8.2 Jako refluxnf zafizen( se pouije napk. i baika vhodné velikos:
ti.s kulatjm dnem, naplnénd asi 450 ml ledové vody popf, i kous-

. kem ledu, vmisténd pfi vafeni na vrcholu nﬁdﬂbky ve které je pro-
vidéna hiydroljza.

8.3 Uvadzﬁ?m zplisobem se sice nemusi odstranit veikery tuk, ale
jeho obsah se snfdi na I:Ilkﬂ‘l-’l}'l.t hranici, kterd jif pfi stanoveni ne-
vadi.

Je-li obsah tuku ve vzorku piilis vysoky nebo je-li obsazen v kr-
niivech, kieré pfimou extrakel nelze odtuénit (mlé&né kemné smé-
s, kvasnice apod.), je nutno provést bud predbénou extrakel
resp. odtuénéni po kyselé hydrolyze,

8.4 Je moZné piidat pfimo i horky roztok kyseliny sirové (3.1) a~
viak v pipadg, Ze json pHtomny ve vzorku uhliitany a nebylo pro-
vedeno jejich predb#iné odstranéni {viz 5.1.3), nastane vzkypéni
roztoku a moZné ztrity veorku, Nejvhodnéjiim zpisobem je volit
kompromis, tj. piiddvat ponékud teplej roztok kyseliny po &is-
tech a roztok dostatedn® rychle zahfat k varu,

8.5 Uveden{ zpisob je vhodny pro hydrolyzadni pistroje, kde
roztok hydroxidu draselného se pouze plidévd; pro manudlaf ma-
nipulaci je dost nebezpednd. V tomto piipadé je vithodndjii preve-
deni pevnéhio podilu vzorku 2 filtru pomoef pfesné 100 ml horké
vody a po jeho plevedent se k obsahu v hydrolyzaéni nddobee pii-
dé piesnd 100 ml horkého roztoku hjrdruxulu draselného d\'ﬂjnﬁ-
sobné koncentrace (0,46 mol/1).

8.6 Filtraci je moZno provést i pFes analyticky filtr prostou filteact;
filtr viak musi byt pledem wvysufien, ochlazen v exsikdtoru

a zviZen s pesnosti nejménd na 0,001 g a jeho hmotnost se musi

od hmotnosti vysufeného nezhydrolyzovatelného zbytku (m;)
odedist, Spalovéni filtru & nezhydrolyzovanfm zbytkem se provede
v pfedem vysufené (1 hod. pfi 550 °C) a po ochlazenf v exsikitorn
eviidend spalovaci misky s pfesnosti nejméné na 0,001 g, jejiz
hmotnost je nutné rovnés po spéleni nezhydrolyzovaného zbytku
adelist,

8.7 Sklenéné filtratnf kelimky je nutné pfi spalovini nezhydroly-
zovaného zbytku vilddat i vyjimat z muflové pece alespodi Edstein®
vychladlé, jinak kelimek praskne. Pro kfemenné a porceldnové ke-
limky toto omezeni neplati,

51 Stano?eni obsahu fkrobu

Do této metody byla zapracovina doporudeni EU uvedend
v Official Journal of the Buropean Communities no. L 123, 29/
f05/72

l_. m:et.a rozsah

Tato metida specifikuje podminky pro stanoveni celkového ob-
sahu Ekrobu v krmivech vietng krmngch smési,

Pro stanoveni obsahu Skrobu v brambordch, virobeich 2 bram-
bor a krmiv s vysokym obsahem Ia.kt-:'sy jsou uvedeny pFisluing

-meodifikace.

Metody nolze poudit pro kemiva s relativié vysokym obsahem
polymeri fruktosy, konkréné pro krmiva, obsahujici fepné fizky
@ bulyy, skrojky, jako# i mdrtky téchio ptodin kvasnice a krmiva
bohatd na inulin,

" 2. Princip

Skrob se stanovi polarimetricky po hydrolfze vzorku kyselinou
chlorovadikovou a odstranénl bilkovin Carresovymi Einidly, zmé-
fenim optické otééivosti a provedenim korekce na opticky aktivai
litky rozpustné ve smési ethylalkohol—voda.

3. Chemikdlie
3.1 Kyselina chlorovodikové roztok (HCI) = 7 mol/1
3.2 Eysclina chlorovisdikovd 0,4215 % (e = 0,116 mol/1)

3.3 Kyselina chlorovodikovd 1,128 % (e = 0,312 mol/1) (kon-
centrace musi bt stanovena ticaéné 0,1 mol/| cdmérnfm roz-
tokem hydroxidu sodného na indikdtor 0,1% roztok methylo-
vié oranke v 96% ethylalkoholu — na 10 ml spotieba 30,94 ml
pesné 0,1 mol/l odmérného roztokn hydroxidu sodného)

3.4 Kyselina sfrovd, roztok ofH,50,) = 5 mol/1

3.5 Carresovo Einidlo 1

PEprava: Do 100 nil odmérné baiky se odvd3 21,9 g dihy-
dritu octanu zinetnatého [Zn{CH,CO) . 2 H,0], piidd 3 ml
ledové kyseliny octové (CH;CO,H), asi 50 ml vody, rozpusti,
dopinf vodou po rysku a promichd,
3.6 Carresovo Linidlo 1T

Priprava: 10,6 g trihydrdtu hexakyanofeleznatanu draselného -
[K Fe(CN); . 3 HyO) se odvé# do odméené baitky na 100 ml,
po rozpufténi ve vodé se dopini vodou po rysku a promichd.

3.7 Ethylalkohol, roztok 40 % (objemove) a zneutralizovany na
indikétor fenolftalein

4, Pristroje a phmﬁnk]:'

4.1 Polarimetr vhodné konstrukcee, s trubici o délee 200 mm

4.2 Ldzefi vodnf s termostatem '

4.3 Baiika varnd se zibrusem; na 250 ml

4.4 Baiika odmérmé Kohlrauschova, na 100 ml

4,5 Chladié vodnf zpétng, se zbrusem _




5, Pracovni postup
5.1 Stanoveni celkové optické otifivosti

5.1.1 Do (Kehlrauschovy) odmérné baiiky se zibrusem (4.4) ob-
jemu 100 ml se odvid piesni 2,500 g ekufcbniho veorku, pfidd
25 ml roztoku kyseliny chlorovodikowé (3.3} (poznimka 8.1
a 8.2), obsah se promichd, dalfimi 25 ml téZe kyseliny {3.3) se
opléchnou pHpadn® ulpéné zbytky véorku na sténdch bafiky, bafi-
ka s¢ promichd a vio®i do veoucl vodnf lizné (4.2). Béhem prvnich
3 minut se bafikou ve vroucl vodnf lizni krou#l (pozndmka 8.3),
ani by se z lizné vyjmula a'po 15 minutdch se bafka 2 vrouei vod-
nf ldzné (4.2) vyjme. Pridd se asi 30 ml vody, obsah bafiky se rychle
ochladi na laboratornl teplotu. '

5.1.2 K obsahu odmérné bafiky se pHdd 5 ml Carresova Cinidla
1(3.5), obsah bafiky se po dobu 1 minut promichivi, dile se pfidd
5 ml Carresova &inidla I {3.6) a movu se 1 minutu promichivd,
Potom se baitka vytemperuje, doplni vodou po rysku a promichd,
Ohbsah se filtruje suchfm sklidanym Hdkfm filtrem do suché ké-
dinky, pibem# prvni podil filtritu se nezachycuje, Jestlife filtedl
mnenf zoela Giry, opakuje se pliddni Canc.sm?ch Einidel T (3.5} a1l
{3.6) v dvojniisobném mnofstvi. ;

~ Ciry filtrit se prevede do polarizaéni trubice a na polarimetra

(4.1) se zmEH optickd otifivost.

5.2 Stanovenf optické otéfivosti frakee rozpustné v 40% ethylal-

koholu (korekce na obsah opticky aktivnich ldtek)

5,2.1 Do (Kohlrauschovy) odmérmé baiiky se zibrusem (4.4} ob-
jemu 100 ml se odvai plesnd 5,000 g zkufebniho veorku, pidd se
B0 m! roztoku ethylalkohola (3.7) bafika se uzdtkuje a obsah se ne-
chi vylyhovat po dobu 1 hod. pfi laboratornf teploté za obéasného
intenzivaiho promichdvini a to vidy po 10 min., aby vzorek byl
dostateing prosyeen ethylalkoholem (pozndmka 8. 4). Po uplynuti
této doby sc obsah baiiky dopinf roztokem ethylalkoholu (3.7) po
rysku a promichd co nejdikladngji, Filtruje se such§m sklddanfm
Fidkgm filtrem do suché kddinky, pfitem? prvai podil filtrdtu se
 nezachycuje.

5.2,2 Do varné bafiky (4.3) se odpipetuje 50 ml tohoto filirdtu,
plidd se pesnd 2,1 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.1) (po-
endmbka 8.2), obsuh baitky se promichd, na bafiku se nasadi zpding
chladiZ (4.5) a baiika se vlo3 do vrouci lané (4.2) na 15 minut
(poznimka 8.3). Po této dobé se banka vijme, sejme se Zpltny
chiadié, I:lerj' e vyplichne vodou do bafiky, badika s roztokem se
v.-ym-npctu;c, obsah pfevede do cdmérné bafiky na 100 ml a dile
s pnsluprugs podle 5.1.2.

5.23 PFH ﬂr.mﬂen[ brumbur nzboaimdukuﬁ = brambor se pii sta-

noveni korekee na obsah opticky aktivnich Litek postupuje ndsle-
dovnd: ) E

Do odmérné bafiky na 250 ml se odvai phesné 12,500 g zkugeb-
nfho vzorky, obsah bafiky se dopini po rysku a promichd. Baiika se
ponechs stit pfi laboratorni teploté po dobu 1 hod. za obéasného
promichini. Potom se obsah baiky filtruje suchfm sklidanym fid-
kym filtrem do suché kédinky, pfitem? prynf podil filtrdte se neza-
chycuje, Piesné 50 ml tohoto filtritu se odpipetuje do varné baﬁky
na 250 ml a dile se postupuje podle 5.2.2.

6. Vipoket a vylddieni visledka

Obsah krobu v g/kg (X) se vypodité podie vzorce:

2.10%(P- P,)

X
- P.

kde P je dhel otdleni, gifténg postupem podle 5.1;

P, ihel otddent, zifting postupem podle 5.2
P,  mémi otétivost Eistého Ekrobu ve [* . dm?/kg]

Pro jednotlivé druhy Skrobu plati ndsledujicl &selné hodnoty

Pyt

185,9 pro rifov;
195,4 pro bramborovy;
84,6 pro kukufiéng;
182,7 pro pienitny;
181,5 pro jefnd;
181,3 pro ovesny;
184 {l pro ostataf, vife neuvedené, nebo slokend kmuva,

Visledkem stanovend je aritmetick§ prﬁmﬁr visledki dvou sou-
btZnt uvedenfch stanoveni, které spliujl podminku opakovatel-

nosti & vyjadiuje se s plesnosti na celé jednotky g/kg.

- -

7. Opakovatelnost

. Rozdil mezi dvﬁma paralelnimi stanovenimi pmvﬁdﬁnj‘m: na
stejném vzorku nesmi plekrofit pH nhsahu

ni¥im ne2 400 g/'kg dg,r'kg
vyiiim nek 400 g'kg 1 % relat.

8. Pozndmky:

8.1 Jestlite vaorek obsahuje vice nef 60 g/kg uhlititant, vyjade-
ugich jako CaCO,, musi bft pfedem rozrulen pfiblifné ckvivalent-
nim mno#stvim (piidavkem) roztoku kyseliny sfrové (3.4).

8.2 Pro stanoveni optické otdtivosti v brambordch nebo virob-
kdich = brambor se poufije roztok kyseliny chlorovodikové (3.2,
ostatnf postup je stejny. :

8.3 Mnotstvi vody ve vodnf lzni musi bjt dostatetné velké, aby
voda zistala vrouef i pii manipulaci (michinf) s baikou,

8.4 Obsahuje-li veorek vysoky obsah laktosy, jako napf. prafkové
nebo shirané miéko, spoji se Kohlrauschova baiika (4.4) po pHdd-
nf ethylalkoholu {3.7) se zpEtnym vodnim chiaditem (4.5) nebo
vhodnjm refluxnim zaffzenim a obsah baiiky se nejprve vyluhuje
po dobu 30 minut na vodnf lizni pfi teploté 30 °C a teprve potom
se po vytemperovinf doplaf roztokem ethylalkoholu (3.7) po rys-
ku a promichd. Filtruje se suchim, sifedné hustym filtrem do suché
kédinky, ptitem? prvnf podil filtritu s nezachycuje.
Diile se postupuje podle 5.2.2,

panheaﬁckﬂ metoda

Do Etn metody byla zapracovina doporuteni EU uvedend
v Official Journal of the Europ-can Communities no, L 108, 22/
IMIM

5.2 Stanoveni krobu —

1. Ufel a rozsah

Tato meteda specifikuje podminky pro stanoveni Skrobu a vike
molekulérnich degradaénich produkih Skrobu v krmivech obsahu-
jicich Fepné Heky, skrojky, rajtatovou pastu, sulené kvasnice a kr-
miva bohatd na inulin nebo 1j. Stanoveni Skrobu v téchto materid-
lech se provédi pouze tehdy, jestlize mikroskopické vyetfeni vaor-
ku prokéfe pritomnost dostatefného monostvl Ekrobu,




2. Prinicip

- Cukry piftomné ve vzorku se extrahuji ethylalkoholem, Skrob
v extrakénfm zbythku se rozlo pankreatinem, veniklé cukry se hy-
drolyzujil kyselinou chlorovodikovon a vznikld glukosa se stanovi
Luff-Schoorlovou metodou. Obsah Zkrobu se ziskd vynasobenim
mnodstvl glukosy kﬂﬂslﬂll_‘ltnfm faktorem.,

3 C!mm.{kdllu .

31 Ethylalkohol, foztok 90 % zneutralizovang na fenolftalein

{pozndmka 8.1) )
32 Amylalkohol (pentan-1-ol) (pozndmka 8.1)
33  ‘Toluen (poznimka 8.1) - :
34 Tlumiv{ roztok - :
Piiprava: 9,078 g dihydrogenfosforefnanu draselného
. (KH,PO,) a 11,876 g dihydritu hydrogenfosforeénanu
dvejsodného  (Na,HPO, . 2 H,0) se rozpusti ve vodd
a celkovy objem se upravi na 1 litr, - .
3.5 . Chlorid sodny, roztok e{NaCl) = 0.2 mol/1
3.6 Carrestv roztok I :
" Piiprava: 21,9 g dihydrdtu detanu zinefnatého [Zn{CH,
CO0), . 2 H,0] se rozpusti ve vod, pridaji se 3 ml ledové
-+ kyseling octové, doplni se na objem 100.ml a promichi
37 Carresiv roztok IT ; )
Piiprava: 10,6 g trihydréta hexakyanodeleznatanu drasel-
ného [K,Fe(CN); . 3 H,0] se rozpusti ve vods, doplni se
. naobjem 100 ml a promichd. .
38  Kyselina chlorovodikovd, roztok 25% -
39 Kyselina chlorovodikové, roztok c(HCI) = asi & mol/] -
3.10 . Hydroxid sodny, roztok of NaOH) = asi 10 mol/] :
311 Methylovd oran, roztok 0.1 %
312 Pankreatin, prétkovd forma (poendmka 8.2) )
Uchovdvé se v uzaviené lahvi, v temnu a suchu
Luff-Schoordovo Enidlo s L
Siran médnaty pentahydrdt (CuS0, . § H,0), roztok
Piiprava: 25 g sirann médnatého se rozpusti ve 100 ml vo-
dy a promichi.

313
313.1

3132
Pliprava: 50 g kyseliny citrénové se rozpusti v 50 ml vody
a promichi, &
Uhlititan sodny bezvody Na,CO,, roztok
Piprava: 143,8 g ublifitanu sodného se rozpust v asi 300
ml teplé vody, neché se vychladnout a promiché.
Za stilého michdn{ se nalije rostok kyseliny citrénové
{3.13.2) do roztoku uhlifitant sodného (3.13.3), piid4 se
roztok sirany médnatého (3.13.1) a dopin se vodou do li-
* trii. Roztok se nechd pies noc usadit, Zkontroluje se kon-
centrace roztoku (Cu 0,1 mol/l, Na,CO, 2 mol/1) a pH
roztoku (9.4) )
Varné kaminky (vyvafené v HCL, vyprané ve vod& a usu-
fent) ) -
Jodid draselng, roztok 30%
Kyselina sirové, roztok ¢(H;50,) = 3 mol/1
Thiosiran sodny, odmérmy roztok o Na,$,0) = 0,05 mol/1
Skrob, roztok
Piprava: 5 g rozpustného Skrobu se rozmichd v 30 ml stu-
dené vody a nalije se do 1 litru vrouc! vody. Vat se 3 mi-
nuty, nechd se vychladnout, Mie se piidat 10 mg jodidu
riufnatého jako konservace.

3133

314

315
316
a1y
3a8

4. Piistroje

4.1 Extraktor sestdvajfci z:

4.1.1  Sirokohrdlé 500 ml kénické badiky

4.1.2  Zpliného chladite, pfipojeného zdtkou ke kénické bafice
413 Hatku -

4.14  Kovového kontejneru

4.5

Kyselina citrnovd monohydrdt (C,H,0, . H,0), roztok

Filtratniho kelimku pro rychlou filtraci, max. velikost pii-
it 90—150 pum, tj, porosita 1, objém asi 30 ml
Filtratnich papirt vhodngeh do filteaniho kelimbu
Termostat, nastavitelng na 38 °C :

4.1.6
4.2 .

5. Postup

5.1 Pfiprava vzorku
Viorek se upravi tak, aby profel sitem 0,5 mm

5.2 Er.tl:a‘_bcm

Do filtragniho kelfmku (4.1.5) s vioZenym papfrovim filtrein
(4.1.6), pledem namodenym ethylalkoholem (3.1) se navds{ asi 2
£ zkulebiho vzorku, s pfesnosti nejméné 0,001 g, Filtraén{ kelimek
(4.1.5) se upevni do kovového kontejneru (4.1.4), zavdleného na
hidtku (4.1.3) ositky a celf chladi¢ (4.1.2) se piipoji ke kénické
batice (4.1.1) ve které je nalit ethylalkohol (3.1). Vitka ositky se
upravi tak, aby se dno kelimbku privé dotfkalo hladiny ethylalko-

* holu a v télo pozici se zajistf kolifkem, Bxtraktor se umistf na vrou-

ci vodni ldzeii a ethanol se uvedé do varu a vati se 3 hodiny. Potom
se nechd vychladnout a ositka s hitkem (4.1.3) se vytihne co nej-
viie. Baiika (4.1.1) se odzdtkuje a kelimek (4.1.5) se vyjme z kon-
tejneru, . ¥

5.3 Zeukfenf (sacharifikace) a hydrolysa

Filtratni kelimek (4.1.5) se umisti na odsévaitkn a odsaje se do
sucha. Zbytek na filtru se pienese do hmoddite a jemné se rozdrti,
Rozdreend hmota se pfevede kvantitativng asi 60 m] vody do 200
ml odmirné bafiky se zibrusovim uzdvérem a pfdi se nékolik ka-
pek amylakoholu (3.2). K baiice se piipojl zpétny chladié a obsah
baiiky se zahfeje k varu a vafi se 1 hodinu. Potom se nechd vy-
chladnout, chladi¢ se odpojf a pfidd se 25 ml thumivého roztoku
(3.4), 250 mg pankreatinu (3.12), 2, 5 ml chloridu sodného (3.5)
& 10 kapek toluenu (3.3). Smés se 2 minuty protfepdvd a potom se
umisti do termostatu (4.2) nastaveného na 38 C a ponechd se zde
za obfasného michinf 21 hodin, Po této dobé & nechd vychlad-
nout, piidd se 5 ml Carressova roztoku [ (3.6), minutu se michd,
potom se pfidd 5 ml Carressova roztoku If (3.7), opét se minuty
michd. Nakonec se objem upravi yodou po rysku, promiché se
a filtruje suchym stfedn hustym filtrem do suché kfdinky, pfitemZ
prvni podil filirdtu se nezachyewje. Do 100 ml odmérmé baiiky se
odpipetuje 50 ml filtrdtu (nebo 100 m! filtcétu do 200 ml odmér-
ky), pfidé se nékolik kapek indikétoru (3.11) a okyself se rozto-
kem kyseliny chlorovodikové (3.9) do barevné zmény indikdtoru
(ztervend). PTidd se daliich 6,25 ml kyseliny chlorovodikové (3.9)
(nebo 12,5 ml v pHpadé pipetovdnf 100 mi filtrdtw), baiika se pii-
paji na zpéing chladit, obsah badky se uvede do varu a valf se 1
hodinu. Nechd se vychladnout a zneutralizuje se roztokem hydro-
xidu draselného (3.10) do barevné zmény indikétoru (zedloutnu-
tf). Potom se slabd okysell malym piidavkem roztoku kyseliny
chlorovedikové (3.8), dopinf se vodou po rysku a promichi, Sta-
noveni glukosy se provede podle 5.4,

5.4 Stanoveni glukosy podle Luff-Schoorla

Do 300 ml kénické bafiky se zibrusem se odpipetuje plesné
25 ml Luff-Schoorlova ginidla (3.13), pipetou se plidd 25 ml filtré-
tu (max. obsah glukosy 60 mg), zfskaného podle odstavee 5.3, dva
varné kaminky (3.14) a bafika se vlo# do varného hnfzda vhodné-
ho priméru a plipoji ke zpétnému chladidi. Roztok se uvede be-
hem 2 minut do varu a vafi se od poddtku varu pfesnd 10 minut.

Ihned se vychladf studenou vodou a asi po 5 minutdch se prove=
de titrace ndsledujicim zplsobem: piidd se 10 ml roztoky jodidu
draselného (3.15) a 25 ml roztoku kyseliny sirové (3.16) (pomaly
a opatrné vzhledem k prudkému pénéni). Roztok se titruje odmir-
nym roztokem thiosiranu sodného (3.17) do Hluté barvy. Potom se




ptidé $krobovy indikdtor (3.18) a titruje se do pravé vzniklého od-
barveni roztoku. '

Vedle toho se provede slep§ pokus se stejngmi chemikdliemi ve
stejnfch mnolstvich a stejnfm postupem jak jo uvedens v od-
staved 5.3 a 5.4 bez piidént zkoudeného vzorky,

6. Vipotet a vyjidient visledku

Obsah glukosy ve vzorku v mg se zjisti z tabulky uvedeng v PH-
loze 9, &hst 5.3 Stanoveni obsahu cukri a to z rozdfly spotieb od-

mérntho roztoku thiosiranu sodného (3.17) pi titraci zkouleného

roztoku a slepého pokusu,
Ohbsah Skrobu v g/kg (X) ve vzorku se vypotte podle vzorce:
X=72.(m; —my)
kde m, je mnoZstvi glukosy ve vzorku v mg
m,  mnokstvi glukosy ve slepému pokusu v mg
T Gpaﬁovltrlnm_t.

Fatm nend stanovena

8, Pomdmky

8.1 Ethylalkohol, amylakohol a toluen jsou nebezpeéngmi hoHla-
vinami L. tfidy a proto pfi jakékoli manipulaci s nimi je nutné do-
drzoyat bezpetnostni pravidia,

8.2 Pankreatin
Fyzikélni viastnosti: Hutobily amorfni prések

Obsah glukosy: viz odstavec 5.2 ' 4
~Kontrola na spotfebu jédu: 62,5 myg pankreating se rozmichs
v 30 ml vody, 25—30°C teplé, pfidd se 1 ml odmérného roztoku
0,1 mol/] roztoku jidu a michd se 2 minuty, Titruje se 0, 1 mol/1
odmérrifm roztokem thiosiranu sodného (3.17) na fkrobovy indi-
kiitor (3.18) — spotfeba nesmi bit vy neZ 0,5 ml

 Kontrola amylolytické aktivity: 100 ml fkrobového roztoky -

{3.18) se rozmichd v 5 ml thumivého roztoku (3.4), plidd se 0, 5 ml
roztoku chloridu sodného (3.5) a 62,5 mg pankreatinu (3.12).
Smés se zahfeje na 2530 °C a 2 minuty se michd. Pfidd se 1 ol
roztoku 0,1 mol/1 jddu. Modré zharveni roztoku musf zmizet do
15 minut od pHdéni roztoku jédu,

8.3 Pokud je vzorkuzérovell obsaZen dextriftovf skrob a laktosa
mohou bft visledky vyisio 5—30 g/kg. V takové plipads se sku-
teén§ obsah-ikrobu stanovi takto: =

@) Stanovi se obsah redukujicich cuki v ethanolickém extrakeu,
ziskaném podle odstavee 5.2 a vyjddE se jako glukosa

b) Stanovf se obsah ve vod rozpustngich redukujfefch cukrd a vy-
jadi se jako glukosa -

¢) Odeite se hodnota a) od b) a ndisobf se faktorem 0,9

d) Odete se hodnota ¢) od obsahu Ekrobu stanoveného podie
metody na stanovend 3krobu a vypotteného podle odstavee 6.

8.4 Mnozstvi glukosy ve slepém pokusu je obvykle 0,25 mg a ne-
smi byt vy3¥i nef 0,5 mg, . :

5.3 Stanovenf obsahu cukriy

Do této metody byla zaprecovéna doporuteni EU uvedend
v Official Journal of the European Communities no, L 155, 12/
07/71 ;

1. Utel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanovent cukrd v krmi-
vech a je pouditelnd pro viechna krmiva, véetnt krmngch smési
a pro viechny obsahy cukri, )
2. Princip

Cukry se stanovi titratnd jodometricky pmlﬁi:rem podle Luff-.
Schoorla po jejich extrakei 40 % ethylalkoholem, vyéefenf Carre-

" sovimi inidly a po odpafeni ethylalkoholy, PHmo redukuifcf euk-

ry se stanovi pifmo, smés plimo redukujicich a neredukujicich po
hydrolfze a obsah neredukujicich cukr se urd z jejich rozdily, vi-

3. Chemikilie

4.1 Ethylalkohol 40 % (objemove), zneutralizovan§ na indiké-
tor fenolitalein

3.2 Ethylalkohol 80 % (objemovi), eneutralizovany na indik4-
tor fenolftalein

A3 Carresovo dinidlo [ }
Piiprava: Do odmérné bafiky na 100 mi se odvidi 21,9 p di-
hydrdtu octanu zinefnatého [Zn(CH,C0,), . 2 H,0), piidd
3 ml ledové kyseliny octové, asi 50 ml vady a po rozpuiténg
se dopln{ vodou po rysku & promiché,

34 Carresovo éinidlo IT. : ‘
Priprava: Do odmé&mé baiiky na 100 ml se odvi# 10,6 g tri-
hydrétu hexakyanofeleznatanu draselného [EFe(CN), .
-3 HO1, ptidi se asi-50 ml vody a po rozpulténf se doplni

* vodou po ryski a promichd,

35 Indikitor methylovd orang, roztok 1.g/1 .

3.6 Kysclina chlorovodikovd, roztok o(HCL) = 4 mol/]

3.7 Kyselina éhlorovodfkovd, roztok c(HCI) = 0,1 mol/i

+ 38 Kyselina sirovd, roztok ¢(H,50,) = 3 mol/|

3.9 Hydroxid sodng, roztok c(NaOH) = 0,1 mol/1
310" Luff-Schoorlovo Einidlo _

Fiiprava: 25,0 g pentahydrdtu sirany médnatého (CuS0,
.3 Hy0) ser tive 100 ml vody a promiché (rogtok a).
50,0 g monohydratu kyseliny citrénové (CH,O, . Hy0) se
rozpustl v 50'ml vody a promichd (roztok by .
143,8 g beizvodého uhliitanu sodného (Ma,CO,) se rozpus-
i ve 300 ml horké vody, ochladi a promichi (roztok ¢,
Do roztoku ¢} se za nenstiléhomichin piidd roztok b) po-
‘tom roztok a). Venikld smés se vytemperuje, dopini vodou
na objem 1 000 ml a je- | téeba filtruje suchfm Fidkgm fil-
trem do suché nddobky. ;
Koncentrace médi v tomto roztokn je pfibli#ng 0,1 mol/],
uhlititanu sodného cca 2 mol/I & pH roztoku by mélo bt
plibliZng 9,4.

Thiosiran sodng, odmémn§ roztok o(Na25203) = 0,1 mol/1
Skrob, roztok 5 g/l :

Priprava: Smés 5 g rozpustného Skrobu v 30 m] vody se pli-
dd do 970 ml horké vody, zahieje k varu a vaif se 3 minuty,
Po ochlazend se ptidd asi 10 mg jodidu rtufnatéha({Hgl,), ja-
ko stabilizitor, : . J
Jodid draselnf, roztok 300 g/1 (vidy éerstvi)
Isopentylalkohol (3-methylbutan-1-ol)

Pemza granulovand (vyvafend v kyseling chlorovodikove;
promytd vodou & vysudend) L.

in
312

X13
314
315




4. Pistroje a pomiicky -

4.1 Trepatka (rotatnf) s 35 a% 40 ot/min
4.2 Lézedi vodnf s termostatem
4.3 Chladié zpétny, vodnf se zdbrusem
4.4 Baika varnd se zdbrusem a kulatym dnem na 250 ml

5. Postup

Do odmémé baiiky na 250 ml se odva¥ asi 2,5 g zkulebniho
vzorku s plesnosti nejméné na 0,001 g, pridd se 200 ml ethylalko-
holu (3.1), baitka se uzavie zdtkou a extrahuje na trepatce (4.1)
pfi laboratomni teploté po dobo 1-hod: Potom se k obsahu v bafice
piidd 5 ml Carresova Einidla I (3.3), promichi se asi‘1 min, ddle se
plidd 5 ml Catresova Einidla IL (3.4) a opét promichd 1 min. Po
vytemperovdni se doplni ethylalkoholem (3.1} po rysku, promichd
a filtruje suchym Hdkym filtrem do suché kddinky, pfitem? preni
podil filtrdtu se nezachycuje. Do kédinky na 600 ml se odpipetuje
200 m, kédinka se umfsti na vrouef vodnf lizefi (4.2) a obsah se
odpaif asi na polovitaf objem za ielem odstranénf vitiny ethyal-
koholu. Obsah kidinky se pak pfevede horkou vodou do odmérné
bafiky na 200 ml, vytemperuje, doplni vodou po rysku a pro-
michd. Je-li tfeba, plefiltruje se suchym stfedné hustfm filtrem do
suché kidinky, pfitem# prvaf podil filtritu se nezachycuje (zdsob-
ni roztok). ; T

Tento roztok se poudije jak pro staneveni pHmo redukujicich
cukrd, tak i cukri po hydroljze,

5.1 Staneven! pimo redukujicich cukrt

Ze zhsobntho roztoku vzorku se odpipetuje do vamné baiiky
(4.4) 253 ml {poznfimka 8.1), ddle se pHpipetuje pfesné 25 ml Luff-
-Schoorlova tinidla (3.10), ptidd se pdr granuli pemzy (3.15), var-
nd badika (4.4) se spojf se zpétnfm chladi®em (4.3), obsah se bé-
hem 2 minut dvede do mirného varu a vaf se po dobu 10 minut,
Potom se var plerudf, zpétng chladit (4.3) se sejme z baiiky (4.4)
a oplichne do baiiky, Obsah baiiky se rychle ochladi tekouef stu-
denou obylejnou vodou, pfidd se 10 mi roztoku jodidu draselného
(.13) a okamZité nato po kapkich (pozndmka 5.2) 25 ml roztoku
kyseliny sfrové (3.8) a titruje se odmérngm roztokem thiosfranu
sodneho (3.11) a@ do privé vzniklého matng Hutého zabarveni
roztoku, Potom se plidajf asi 3 ml #krobového roztoka (3.12), Hm3
se roztok zharvi modfe a dotitruje se do vymizenf tohoto zabarve-
ni, které se ji¥ neobjévi po dobu 1 minuty.

Se stanovenim ve vzorku se provede soygasné slepd zkoudka:
Da titratol baiiky na 250" ml se odpipetuje pfesné 25 mi Luff-
Schootlova Einidla (3.10) a 25 ml vody, ptidd se 10 ml roztoku jo-
didu draselného (3.13), 25 ml roztoku kyseliny sirové (3.8) a titru-
je se jak uvedeno vile, Slepd zkoudka se provede dvojmo
a vypolte se aritmetick{ primér. -

5.2 Stanovenf redukujfcich cukrit po hydroljze

Ze zisobniho roztoku, pfipraveného podle odstavee 5, se do od-
mérné bafiky na 100 ml odpipetuje 50 ml tohoto roztoku, pfidd se

par kapek indikdtoru methylové orange (3.5), potom opatrné po .

Edstech a za neustdlého michdnd, jako pii titraci, roztok kyseliny
chlorovodikové (3.6) do privé veniklého trvale éerveného zabar-
veni,

Pak se k obsahu baiiky pidd 15 ml roztoku kyseliny chlorovodi-
kové (3.7), bafika se vlok do vrouci vodnf 1azné (4.2) a ponechd
tam pfesné 30 minut. Potom se rychle ochladi pod proudem te-
kouef studené vody na 20°C, plidd se 15 ml rostokn hydroxidu
sodného (3.9, doploi vodou po rysku a promfchd, Z tohoto rozto-
ku se odpipetuje 25 ml do varné baiky (4.4) na 250 ml a ddle se
postupuje podle 5.1. . -

U krmiv bohatfch na melasu nebo takoviich, kierd nejsou zcela
homogennf se odvaZuje veorek o hmotnosti 20 g s pfesnosti nejmé-
né na 0,001 g do odm@mé bafiky na 1 000 ml, pfidd se asi 500 ml
vody a nechd promichédvat na tfepaéee po dobu 1 hod. Carresova
Einidla se pliddvajf, jak je uvedeno v odstavei 5, ale ve &yFndsob-
ném mnoZstvi (po 20 ml), bafika se doplnf po rysku ethylalkoho-

lem (3.2) a promicha.

Dile se postupuje podle odstavee 5, potinaje odpipetovénim
Giisti a odpafenfm ethylalkoholu, :

U melasy pfimo.a krmiv bohatfch na cakry, ale vét§inon beg ob-
sahu Skrobu (napt. sufené nevyslazené fepné Hzky a pod.) se od-
vaituje asi 5 g vzorku s pfesnost! nejméné na 0,001 g do 250 ml od-
mérné baiiky, pfidd se 200 ml vedy a promichéiva se na tiepaiee
(4.1) po dobu 1 hod, je-li tfeba, i déle. PFidaji se Carresova &nidla,
jak uvedeno v odstavei 5, dopln s po rysku vodou a promicha.

Dile se postupuje podle odstavee 5, podinaje odpipetovénim
tisti a odpafenim (je-li tieba s ohledem na objem, ethylalkohol
tamn nenf). : :

PH stanovenf vietnt neredukujfefch cukri se postupuje podle
odstavee 5.2, . : )
6. Vipotet a vyjdienf visledia

Obsah pfimo redukujicich cukrd (X) nebo redukujfeich cukri
po hydrolfze (Y) v g/kg se vypolitd podle viorce: o

X(r}-—zfr

Obsah neredukujfcich cukrdi, vyjédeny jako obsah sacharosy
v g/kg (Z) se vypolitd podle vzorce: )

Z=(Y —X).0,95

(pozndmka 8.3)

kde m, je mnoZstvi piisluiného pHmo redukujiciho (redukujici-
‘ho cukru po hydrolyze) v mg, zjifténého 2 tabulky 1 na
zikladé rozdilu spotfeb odmérného roztoku thiosira-
nu sodného v ml pii titraci zkoudeného veorku a slepé
gkoutky;
my  hmotnost alikvoinfho podfle naviky zkulebnio
vzorku v g T

Vysledkem stanoveni je aritmeticky primér visledkd dvou sou-
bt provedenych stanovend, které spliujf podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se s piesnosti na jednotky g/kg.

7. Opakovatelnost

Hlbhyla dosud stanovena,

8. Pozndmky

8.1 Obsah redukujicich cukri v alikvotnim podilu nesmi bt vy
ned 60 Roztok musi zistat po 10 minutdéch vare s Luff-
Schoorlovim &nidlem jasné modrd. V opaéném pipadé je nutno
odpipetovat men3 alikvotnl podil zdsobnfho roztoku, kierf se
upravi na objem 25 ml vodou nebo se pHzpiisobi navétka skuich-
niho vzorku, ;

- 8.2 Pfi prynich piidaveich kyseliny roztok silng péni. Doporutuje

se plidat 1 ml isopentylalkoholu (3.14), ji# pfed vatenim s Luff-
-Schootlovim &inidlem. Kyselinu je nutno ptidivat po kapkdch do
té doby, dokud roztok nenabude svétle hnEdé barvy, pak je moiné
plidat zbfvajici objem.

8.3 Za predpokladu vyjidten{ X a Y jako glukosa (fruktosa).




TABULKA I

Tabulka 1 MnoZstvi jednotlivych cukrii odpovidajicich spotieb& odmérného roztoku

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

0,1 mol/l, dvouminutové zahfivani a 10 minutové vafeni)

Maltosa

Objem Glukosa Laktosa
::;nt:erﬂ?(z:r?;u fﬁr:trtto(s:ag) (mg) (mg) -

: 24 diference | 3,6 - |diference | 3,9 |diference | °
2 4,8 2.4 73 3,7 7.8 39
3 ~7,2 2.4 11,0 3,7 AR 3,9
4 | 97 25 | 147 3,7 15,6 3,9
5 122 | 25 18,4 37 | 196 4,0
6 147. | 25 22,1 37 | 235 3,9
7 173 2,5 25,8 39 27,5 4,0
8 198 | 26 |295 3,7 31,5 4,0
9 2.4 2,6 332" 3,7 35,5° 4,0
10 . 25,0 %6 370 | 38 39,5 40
11 27,6 2,6 40,8 3,8 43,5 4,0
12 30,3 2,7 44,6 3.8 47,5 4,0
13 33,0 2,7 484 38 . | 516 4,]
14 35,7 2.7 52,2 3,8 55,7 4.1
15 38,5 2.8 s60 | 39 59,8 4]
16 41,3 2,8 59,9 39 63,9 4,1
17 44,2 2.9 63,8 3.9 68,0 4,1
18 47,1 2.9 677 3,9 722 42
19 50,0 2,9 71,7 4,0 76,5 43
20 53,0 3,0 75,7 4,0 80,9 4.4
21 © 56,0 3,0 79,8 4:1 854 45
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 46 |
23 62,2 3,1 88,0 41 - | 946 4.6




5.4 Stanoveni obsahu laktosy

Do této metody byla zapracoviina doporueni EU uvedend
w Official Journal of the Evropean Communities no. L 155, 12/
‘ fﬂ?.ﬂ"?l

1. ﬂm a roxsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoven! laktosy v kr-
mivech, Metoda je poufitelnd pro krmiva, obsahu;icl vice nef 5 8
Iak,tusy v 1kg.

2. Princip

Laktosa spolus u&tql:n[mi cukry se vyextrahuje m. vzorku vodou,
extrakt se vystavi fermentalnimu d&inku kvasinek Saccharomyces
cerevisiag, které ponechaji laktose v nezménéném stavu. Po vyle-

fenl Carresovymi Sinidly s¢ laktosa stanﬂﬁ titralné jodometricky

podle Luff Sohmrta

3. Chemikilie

3.1 Kvasinka Saccharomyces cerevisiae, suspense
Piiprava: 25 g terstvého drofd{ se dokonale rozmichd ve 100
ml vody, Plipravenou suspensi je modné uchovivat nejvife
po dobu 1 tfdne v chladnifce,

3.2 Lulf-Schoorlovo Cinidlo

Priprava: 25,0 g pentahydeitu sivanu médnatého (C&aﬁm. .

.5 H;0) se rozpusti ve 100 ml vody a promichd (roztok a)

50,0 g monchydritu kyseliny citrdnové (C;H;0, . H;0) se
rozpust{ v. 50 ml vody a promichd (roztok b) 143,8 g bezvodé-
ho uhliitan sodného (Na,COy) se rozpusti v asi 300 ml hor-
ké vody, ochladi a promichd (roztok ¢)
Do roztoku ¢) se za neustdlého michdni pridd roziok b) & po-
tom roztok a). Venikld smés se vytemperuje, doplni vodou na
objem 1 000 ml, promichd a ﬁltru}c fidkym filtrem do suché
kdidinky.
Koncentrace médi je pfiblizng 0,1 mol/1, uhh&umnu sodného
asi 2 mol/l a pH roztoku by mélo bt piiblizng 9,4,

3.3 Carresovo Cinidlo [
Pfiprava: Do cdmémé bafiky na 100 ml se odvi#i 21,9 g di-
hydrdtu octanu zinefnatého [Zn{C[-I;CDﬂI ‘I H,0], pFdd
3 m] ledové kyseliny octové (CH,CO,H), asi 50 ml vody a po
rozpubténi se doplnf vodou po rysku a pmm{chﬂ

3.4 Carresovo Sinidlo I1
Piiprava: Do cdmérné bafiky na 100 ml se deﬁ.ﬁ 10,6 g tri-
hydrdtu hexanokyanoZeleznatanu draselného [K,Fe(CN); .

. 3 Hy0], pfidd se asi 50 ml vody a po ro:pu!iténi se doplni vo-

dou po ryskn a promiché.

3.5 Pemeza granulovand (vyvafend v HCL, promytd vodou a vysu-
fend)

3.6 Jodid draseln§ nebo p:dni sodny, roztok 300 g/

3.7 Kyselina sivovd, roztok o(H;50,) = 3 mol/1

3.8 Thiosiran sodny, odmémy mzn:-k ofMNa,8,0,) = 0,1 mol/1

3.9 Skrob, roztok 5 g/l

P]‘i‘prava Ke smési 5 g Skrobu rozpustného ve vod® se 30 ml -

vady se piidi do 970 ml horké vody, zahfeje k varu a vaii 3
minuty. Po ochlazeni s¢ pfidd asi 10 mg jodidu rtufnatého
jeko stabilizdtoru,

4, Phstroje a pomiicky -

4.1 Lizedi vodni s termostatem

4.2 Termostat s regulact teploty pro 38 * C aZ 40°C
5. Postup

Do odmérné baiiky na 100 ml se odviii asi 1 g zkuiebniho vzor-
ku s pFesnosti nejméné na 0,001 g, pfidd se 25 ml aZ 30 ml vody,
baiika se vlo#E na 30 minut do vrouc] vodni l4zné (4.1). Potom se
ochladi na teplotu pfiblizng 35 *C, pfidd 5 ml suspense kvasinek

(3.1) (poendmka 8.1}, obsah bafiky s¢ promichd a viol do termo-
statu (4.2} o teploté 38 °C aZ 40 °C na 2 hod. Pak =e ochladi na te-
plotu 20 °C, plidd 2,5 ml Carresova &inidla I (3.3), asi 30 sekund
se promichdvd, déle se pfidd 2,5 ml Carresova Einidla IT (3.4), op&t
se promichdvd 30 sekund, obsah-banky se doplnf vodou po rysku
a promichd. Filtruje se suchym sttedn# hustym filtrem do suché ki-
dinky, pFitemZ prvnd podil filirdt se nezachycuje.

" Do vamé banky s kulatym dnem a zibrusem obsahu 250 ml, se
odpipetuje pfesné 25 ml filtrita (pozndmka 8.2), pfesng 25 ml

Luff-Schoorlova Einidla (3.2), phidd se pér zrnek pemzy (3.5), var- -

nil bafika se spojf se zpétngm chladitem,; obsah se uvede za 2 minu-
ty do mirného varu a za obéasného promichd se ph tomto mirném
varu zahffvd 10 minut. Po pferufeni varu se zpétng chladit sejme,

opldchne do bafiky a obsah baiiky se ckamité a rychle ochladi pod
-tekouci studenou vodou, Titruje se nejdéle po 5 minutdch, Tésné

pied titract se plidd 10 ml roztoku jodidu draselného (sodného)
{3.6) a okamiité nato po kapkdch (pozndmka 8.3) 25 ml roztoku
kyseliny sirové (3.7) a titruje s¢ odmémym roztokem thiosiranu
sodného (3.8) do prévé veniklého matné Flutého zabarvent, ptidi

se 3 ml roztoku Skrobu (3.9), SimE se roztok sbarvi modfe, a doti- .

truje se do privé vymizeni modrého zabarvend roztoku, které se ji2
znovu neobjevi po dobu 1 minuty.

Soutasné se provede slepy pokus. Do titradnf bafiky na 250 ml
s¢ odpipetuje postupnd pfesnd 25 ml Luff-Schoorlova &midla
(3.2), 5 ml suspense kvasinek Saccharomyces cerevisiae (3.1),
25 ml vody, 10 ml roztokn jodidu draselného (sodného) (3.6)
& 25 ml roztoku kyseliny sirové (3.7) (bez zahFivin{ a vafent). Ti-

. truje se, jak uvedeno vife. Slepy pokus se provede nejméné dvoj-

moak '."fpui'}m se bere primér tichto spotieb,

6. Vypobet a vyjidFent vistedkn

-Gbsah laktosy v g kg (X) se vypolitd podle veorce:

X -2
",

kde m, je hmotnost alikvotntho podilu mwiiik}..r zkutebnfho
- vzorkuvg
my  mnofstvi laktosy odpovidajici rozdilu spotieb udmér-

ného roztoku thiosfranu sodného’na veorek a slepy

pokus v mg (viz tabulka 1);

Visledkem stanovent je aritmeticky primér visledki dvou sou-

béind provedenfch stanoveni, které spliiuji podminku opakova- .

telnosti a vyjadfuje se s pfesnosti na celé jednotky g/kg.

7. Opakovatelnosi

MNebyla dosud stanovena,

8. Pozndmlky

8.1 Obsahuje-li vzorek vice neZ 400 g/kg zkvasitelnjch cukri,
v 1 kg krmiva, pfidd se 10 m] kvasniéné suspense (3.1) (i v pii-
padé slepého pokusu)

8.2 Odpipetovany podil by mé&l byt max. 25 ml a obsahovat max,
80 mg laktosy, nejlépe v rozmezd 40 a% 80 mg. Je-li toto: mno#stvi
mend, je theba upravit naviZku zkufebntho vzorku, pfi menim
odpipetovaném podilu se objem doplni na 25 ml vadou,

8.3 Pfi prvnich pﬁdaw!di-k}-sﬂinf roztok silné péni, K jeho vy-
louteni nebo omezeni jo proto modné jif pied zahfivinim s Luff-

. -Schoorlovim Einidlem plidat k roztokn 1 ml izopentanole, Kyse-

linu je nutno piiddvat po kapkdch do té doby, dokud roztok nena-
bude svitle hnddé barvy, pak teprve je moZné plidat zbyvajici po-
dil kyseliny.




TABULKA IF
Tabulka 1 Mnoistvi laktosy odpovidajici spottebé odmérného roztoku

Plati pro pfidavek 25 ml Luff-Schoorlova ¢inidla, odm&my roztok thms;ranu sodného pfesné
0,1 mol/l, dvoummumve zahfivani a 10 min. vafeni. ' :

Objem odmérmého ruzfoku Odpovidajici mnoZstvi Diference
(spotieba) laktosy v mg
I | 3,6
2 73 - = 37
3 11,0 ' 37
4 14,7 e
| 5 18,4 37
6 22,1 3.7.
-7 258 - .33
g 29,5 37
9 v I B 3,7
10 370 3,8
- 408 38
12 446 .- 38"
13 84 | 38
14 522 3.8
15 56,0 7
16 569 | 39,7 -
17 63,8 39
18 67,7 39
19 717 4,0
20 75.7 4,0
21 79,8 4,1
22 83,9 o - 4,1
23 88,0 - 4,1




5.5 Stanovent obsahu bezdustkatfch litek 62 Vyjddtenf amoniakélnfho dusiku jako NH3 nenf zcela spey-

- vftazkovych : ~né, protoze dusfk jako NH, se jako stdld slozka v tomto obsahu ne-
I I - vyskyluje; toto vyjddbeni je aproximact, Se stoupajfcim obsahem
1, Uel a rozsah’ : - { amoniaklnfho dusfku roste i chyba stanovenf bezdusikatgch litek

v§takkovfch, proto pfi zndmém sloZeni slouteniny, v niZ je amoni-

Tato metodd uvddi zphsob vipoétu obsahu bezdusikatfch litek
vitaZkovieli z visledki stanoveni zdkladnich slodek krmiv, vih-
kosti, dusikatgch ldtek (N x 6,25), tuku, popele‘a vikniny (moto-
viny a amoniaku). - - v \ '

2. Princip _

_ Obsah bezdusikatfich litek vftazkovfich se stanovi nepkimo vi-
poftem, pomoc gifténgeh obsahi zikladnich slofek krmiv stanc-
venfch objektivoimi zkufebnimi metodami podle Pidlohy 9 jako
zbytek do 1000 g/kg. " ;

Obsahuje-li zkouSené kemivo nezanedbatelng obsah mogoviny
nebo amoniakilniho dusiku je vipotet obsahu bezdusikatfich ldtek
vitazkovich zvlit modifikovany. : ;

3. Postup

Ve vzorku krmiva se stanovi obsahy vihkosti, dustkatjch ldtek,
tuku, popele a vidkniny (popfipadé i moZoviny a amoniakdlniho = 3.
dusiku, jsou-li piitomny) podle- diléich metod uvedengch v Pfi-

lowze 9. ’ i1

4. Vipotet a vyjfdieni visledku ' 32

Obsah bezdusikatgch litek vitazkoviich v g/kg (X) se vypotit
podle vzorce:

4.1 U kemiv bez obsahu motoviny a amoniakdlnfho dusfku (po- 33
znfmka 6.1) _
' X = 1000 = (A + B+ C+D +E)

4.2 Ukrmiv s nezanedbatelngm obsahem modoviny o amoniakal- 34
_ ntho dusiku (pozndmka 6.1) 3.5
A7
A=1000=(A+EB +C+D+E+F+G) 38
3o
kde A je obsah vihkosti v g/kg;
obsah dusikatfch litek v g/kg; ‘
i obsah dustkatfch Hitek nativofho pivodu v g/kg (viz
4.3);
‘ohsah tuku v g/ke;
obsah popele v g/kg;
obsah vidkniny v g/kg;
obsah mofoviny v g/ke;
obsah amoniakdlntho dusiku, vyjadieného jako NH,
v g/'kg (pozndmka 6.2); -

110

m"mmun == -]

in

4.3 Vypolet obsahu dusikatych litek nativatho plivodu

Obsah dusfkatfch létek nativnfho (pfirozeného) plvodu v g/kg
(B} se vypoditd podle veorce:

By=B—29125. F- 51406 . G

a1z

313

5. Opakovatelnost
Mebyla dosud stanovena.

1, Utel n rozsah

akiln{ dustk piitomen je sprévodj¥l jej vyjadfovat v této formé
(NH,* apod.).

5.6 Stanovenf obsahu cukrii polarimetricky

Tato metoda specifikuje podminky pro stanovenf obsahu cukr
polarimetricky v krmném eukru, melase a mléce, -
-2, Princip

Prér stanovenf cukiri se vyuZvd jejich sehopnosti otddet rovinu
polarizovaného svétla imérné drubu a obsahu cukru v roztoku,

Chemikilie

Suché difidlo na vyslazend Hrky : '

Piiprava: Promichd se jeden dfl jemné tfeného vépna s 25
dily rozetteného nentrdlniho octanu clovnatého

Herlesovo Einidlo 1 5

Piiprava: Do 1000 ml edmérné baiiky se odvid 340 g du-
siénanu olovaatého Ph{NO,),, rozpusti ve vodé, doplnf po
rysku a promichd y :

Herlesovo tinidlo 11 -

Piprava: Do 1000 ml odmerné badiky se odvisi 32 g hydro-
xidu draselného (KOH), rozpusti, doplnf po rysku a promi-

ché.

Zisadity octan olovnaty, pevof

Kiemelina

Eyselina octovi, ledovd

Fenolftalein, roztok indikétoru

Zdsadity octan olovnaty, zdkladnf roztok

PHprava: Navik se 600 g octanu olovnatého (3.4) a 200 g
oxidu olovnatého, rozetfe se ve 100 ml vody, zakryje hodi-
novim sklem a na vodn{ 14zni se za obtasného zamichdnf za-
hiivd tak dlouho, 4 zmizf barva oxidu. Pridé se asi 1 900 ml
horké vody tak, aby hustota roztoku byla 1,235—1,240 g .
. em™, Roztok se promichd a nechd ustdt,

Z4sadit octan olovnaty, zéedéng roztok ,
Priprava: Na 101 vody se pfidd 150 m zikladnihe roztoku
(3.9)

Kyselina chlorovodikovd, roztok

Piiprava: 170 ml 37% kyseliny chlorovodikové se zfed vo-
dounall

Hexakyanofeleznatan draselny trihydrit, rostok

Phiprava: Navi# se 15 g hexakaynofeleznatanu draselného
[K Fe{CN); . 3 HyO), rozpusti se ve vodg, doplni v odmér-
né bafice na 100 ml po rysku a promichd;

Sfran zinefnaty heptahydrit, roztok

Piiprava: Navé# se 30 g siranu zinctnatého (ZnSO,.
. 7 Hy(), rozpustl se ve vodé, doplnf v odmémé bafice na
100 ml po rysku a promichd.

-

4. Piistroje a pomicky

6. Pozndmly

6.1 Nezanedbateln§ obsah moloviny se rozumi nad 5 g/kg; ob-
dobné i amoniakdlniho dusfku jako NH,,

]

4.1 Cukrovarnick§ polarimetr vhodné konstrukee, s trubict o dél-
cg 200 mm ;
4.2 Lizefl vodnf s termostatem

e
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5. Postup

5.1 Rafinovan{ cukr

Do odmérné bafiky na 200 ml se navéi# 2n mnofsivl zhufebniho
vzorku (pozndmka 8.1) s presnostl nejmén 0,002 g, rozpusti se ve
vodé a doplni po rysku. Neni-li roztok zcela &irf, filtruje se papiro-
vim filtrem. Prvni podil filtritu se odlije a dalsi se polarizuje pfi
20°C v polarizagni trubici délky 200 mm. Hodnota adeftend na
polarimetru udévd pfimo obsah sacharosy v 9.

5.2 Surovy a rafinovang cukr

Do odmérné bafiky na 200 ml se navd#f 2n mnoZstvi zkubebniho
veorku (pozndmka 8.1) s presnosti nejméné 0,002 g, rozpustf se ve
vodé, doplnf po rysku a promichd, K rogtoku se pfidd 0,1-0,7 g
zhsaditého octanu olovnatého (3.4) a 0.5 g kfemeliny (3.5). Po
promichdnf se filtruje zakrytém filtrem. Prvni podil filtritu se od-
lije a daldi se polarizuje pfi 20°C v polarizaini trubici délky
200 mm. Hodnota odedtend na polarimetry (4.1) udévd pfimo ob-
sah sacharosy v %.

5.3 ‘Melasa — pfimé polarizace

Do odmérné baiiky na 200 ml se navi 4n mnokstvl melasy 1:1
(pozndmka 8.1) s pesnostf nejméné 0,002 g, zneutralizuje se kyse-
linou octovou (3.7) na fenolftalein (3.8) a pripadnd péna se od-
strani diethyletherem. Patom se k rogtolu piidd 40 ml Herlesova
roztoku I (3.2), promichd se mirnfm krouZenim, pfidd se daliich
40 ml Herlesova roztoku II (3.3) a znovn se promichd, Vydeteny
roztak se doplnf vodou témEF po rysku a ponechd se nejméné 30
minut stdt, Potom se doplnf po rysku, promichd a filtruje. Prvni
podil filtrétu se odlije a dal¥f se polarizuje pfi 20°C v polarizadni
trubici délky 200 mm. Hodnota odedtend na polarimetru (4.1)
udivi pifmo obsah sacharosy v % (pozndmka 8.2).

5.3.1 Melasa — polarizace po inversi (hydrol{ze)

Z filtriitu, ziskaného pli stanovenf pHimé polarizace se odpipetu-
je 50 ml do 100 ml baiky, doplni vodou po rysku a polarizuje. V-
sledek se vyndsobl dvitma. e

Do dalif 100 m odniémé baiiky se odpipetuje 50 ml filtrita,

plipraven¢ho podle 5.3, pFids se 30 ml roztoku kyseliny chioroyo- -

dikové (3.11) a vio se do vodaf l4zné 70 °C teplé. 'I_‘g’,-p;q'l; uvoitf

FE

baiiky (kontrola teplomérem) se udriuje plesng 5 ﬁiﬁj@al;;iﬁa'gudﬁa;_
i 20°C

té 67-69'C. Potom se baiika rychle ochlady;
vyjme a oplichne vodu do baiiky a obsah s& doplnl
ku, promichd a filtruje suchym filtrém gz?guﬁgm._sga do siiché ki-
dinky, pfitem prvnf podfl filtrdtu'se pezachycujé: Jg-umﬁ pti

LT

lit tmavy, odbarvi se ped d_qp!l;gﬁj PO 3@:..&9}3@\;%“1 0.2 k-
tivaihio uhlf. Polarizuje s¢ a7 po’ .{i‘ﬁ,,&?llgsl‘g bl foztok

(pozndmka 8.3). -

R R B 17 *-'*WL.U’» _i_l'.l"-' STy
5.4 Cukrovarské Hzky Serstyé .~ ¢ 7.~ J
T N R ) 1 JE 8 e L Y TSR

Asi 0,5 :#s-wkmmmm;&g@m.nwa lisem (poznimka

8.5). Prynich 50'ml &fdvy s odlije a daléich 100 ml se fefi v misce

- asi 0,7 g zdsaditého octanu, olovnatého (3.4). pipadné suchm

préfkovim hﬁmm,{?‘- ). Po promichiing se ziltruje suchym fil-

trem stiednf hustoty do suché ks _!!ii_].l?.il?ﬁ";!.‘«'mi prvanf podil filtrdty

se nezachycije. Filrdt s polarizbje v polarizataf trubici 400 mm
ouhé, Eacier Tt

38 Milke -, VRS e
Do odmérné baiiky na 100 ml se odv# 50 ¢ 2k
miéka s presnosti nejméns 0.005 g, pliddse s Eu rmﬂihhiﬁﬁlj
- noleleznatan draselného (3,12), promichd, plidé 5 ml roztoku sf-
. ranu zinenatého a oplt dikladné promichs, Baiika se doplnf vo-
dou po rysku.a po promichinf filtruje suchym sklddangm filtrem
do suché kddinky, pfitemE prvni podil filtrdty se nezachyeuje. Fil-

trdt se polarizuje po vytemperovéni na 20 °C ; i
délky 200 mm pfi 20 °C: ' V polarizataf trubici

:5.5 Stanoven! cukru v mléce

6. Vipotet a vyjddieni visledku

6.1 Stanoven( cukru v rafinovaném cukry
Otbsah sacharosy v g/kg (X) se vypoditd podie vzorce:

X=10.5%
kde 5 je pHm§ polarimetricky nélez podle odstavee 5.1
6.2 Stanoveni cukru v surovém a afinovaném cukru
" Obsah sacharosy v g/kg (Y) se vypoiitd podie veorce:
Y=10.5
kde § je pHimy pularime'trickjr nélez podle odstavee 5.;‘!
6.3 Stanovenf cukru v melase piimo
Obsah sacharosy v g/kg (Z,) se vypolitd podie vzoree:
L - Z,=10.5
kde S je piim§ polarimetricky nélez podie odstavee 5.3 i

- 6.3.1 Stanoven cukru v melase po inverzi

Obszah ,\iachamay v g/kg (Z,) s¢ vypolitd podle vzorce:

S N
GO e (v 7 ek

kde P je zdvojndsobeny pimy polarimetricky nélez (podie od-
stavee 5.3.1) '
I advojndsobeny polarimetricky néles po inverzi (podle
‘odstavee 5.3.1) (pozndmka 8.4)
t teplota zinvertovaného roztoku pfi polarizaci ve

6.4 Stanovenf cukru v terstvich cukrovarnick§eh Hezefch
 Obsah sacharosy v g/kg (Q) se vypokith podle vzoree:

0=013.10.5
kde S je pHmg polarimetrick§ ndlez pode odstavee 5.4

o

Obsah laktosy v g/kg (W) nebo bezvods laktosy (W;}so Vypo-
Etd podle veorce: e

- W0.K,.p. F =,
W gty
nebo e
_100.K;.p. F *
Wy o f-..f:’-"""'!".". » J

a

kde K; je pfepottovy koeficient: ' /%
vjch s 4 Cpn e
0,32299 pro polarimetrick§ blez ve Stupnich Vepg,.
keho e S
0,3295 pro polarimeiricky ndlez v.
nich mﬁ. w’
K prepottovy koeficient: .
; 00,9042 pro nﬂiamﬁr.u;_i_
\’j’ch )



hodnota odeftend na pﬂlarh::etm'

hmotnost navikky zkodebnfho vaorku v g

faktor pro objemovou korekel na srafeninu {pnz:r&m—
ka8.6)

mygo

Visledkem stanovent je nrimmtlckf primér \'?sledkt‘l dviou sou-
biEnd uvedenych stanovent, které spliijf podminku opakovatel-
-nostl a yyjadiuje se s plesnosti na eelé jednotky g/kg, .

T D[.l&kn.mbelnnsl

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenind providénymi na
stejném vzorku pro viechny obsahy nesmi pfekeotit 1 g/kg,

8. P'oc:p.ﬁmiy:

8.1 MNormdlnim mnofstvim (1n) pH navaovdind cukrovarnickfch
produkti pro zkouky se rozumf 26,026 g produkiu, pokud se pra-
cuje s polarimetrem s¢ stupnicl Ventzkeho nebo 26,000 g, pokud
s¢ pracuje s pblarimetrem se mezindrodnf stupnici sacharimetric-

8.2 Na vyskyt a mnofsivi rafinosy v melase je mokno usuzovat dle
visledkd mezi pfimou polarizaci a stanovenim dle Clergeta.

8.3 Pouflvi se trubice upﬂ&ené tep]nmérem, aby bylo modno
udeﬂst teplutu

8.4 Protode hodnota l}e vidy zdpornd, phﬁtﬁ.se absniutnihodno—
talkP

8.5 PH sufiné Frkd nad 10% je tieba cukr stanovit bud hurkuu
nebo studenou dlgﬁcl

Horkd digesee: Do baiiky se odvd3 4n mnofstvi rozsekangeh
a promichanfch fizkd s pfesnosti nejménd 1 g, pfidd se pFesné
300 ml zdsaditého octanu olovnatého (3.10). Baiika se uzavie a di-
geruje 30 minut ve voddnd 1azni pii 80—835 °C pod zpétngm chladi-
Zem. Poté se bafika ochladi, obsah se protfepe a filtruje suchym
sklddanfm filtrem do suché kddinky, ptitemE prvnd podil filtritu se
nezachycuje. Filirdt s¢ polarizvje v trubici 400 mm dlouhé, Polari-
metricky ndlez vydéleny dviéma uddvd pfimo mnodstvi cokra ve
vyslazenjch fizcich v %.

Studend digesce: deﬂmé 5 po?canos'ti n:gmﬁn& 1 g, 4n mnoé-
stvi rozsekanych & promichangch fzka se vloH do nddoby mu{ém,
pridd se pfesné 300 ml zésaditého octanu olovnatého (3.10) a mi-
xuje se 3 minuty. Poté se obsah filtruje suchym sklidangm filtrem
do suché kidinky, ptiéemE prvni podil filtritu se nezachycuje. Fil-

trit se polarizuje v trobici 400 mm dlouhé, Polarimetricky nilez

vydéleny dvéma uddvd pHimo mnodstvi cukru ve vyslazenjeh fiz-
cich v %.

8.6 Vzorce jsou stanoveny podle specifické otdfivosti monohy-
driitu laktosy 52,53 kruhovich stupiii pii 20 °C.

Pii stanoveni laktosy v mléce jiného slofeni {ovEf, buvoli apod.)
nebo v mlééngch virobeich se zjisti objem srakeniny a faktor F se
vypolte podie veorce: -

V—v
it

kde V je objem, na kterf' bylo naviZend mnolstvl zfedéno -
v sevypolte podle vaorce:

naviddka . (1,08 . % tuku+ 1,55 . % bilkovin)
100

P -

5.7 Stanoveni:redukujicich litek v cukru a melase
1. Ukel a vozsah .

'_l'a.t:.;n metoda specifikuje podminky pro stanoven! redukujicich
litek v cukru a melase a je pouditelnd pro surovy cukr, afinovang
cukr a fepnou melasu, -

2. Princip

Cukerny roztok se povafi s Ofnerovim roztokem a vyloueny

oxid médnyg se stanm'fjndl_:lmctri:kou titraci.

3. Chemilkilie

3.1 Octan nlu'matf‘ zﬁsm:l-lf

3.2 Ofncrovo dinidlo PHiprava: Nava# se 5.0 g pentahydrﬁtu s{ra-

nu médnatého, 10 g uhlititanu sodného, 300 g vinanu sodno-
draselného a 50 g hydrogenfosforetnanu sodného do odmér-
né baiiky na 1 000 ml, roepusti se ve vodé a potom se viod na
2 hodiny do vrouci vodnf lizng, Po uplynuti této doby se roz-
tok ochladi, doplni vodou po rysku a promichd. PHidé se tro-
chu aktivaiho uhli, promichd a filtruje (4.5) pes filtraéni keli-
mek (4.6).

Roztok se uchovivd ve tmavé ldhvi se sk]:em‘!:nnu neho gumo-
vou zitkou ve tmé (poznimka 8.1).

3.3 Thiosiran sodng, odmém{ roztok o(Na;S,023) = 0,01615
mol/1

Piiprava: NavaZ se 4,0 g pentahydrdtu thiosfranu sodného,
rozpusti ve vodé, dopini na 500 ml a promiché.

Piesnd kon{:\anlmm odmémého roztoku se stamv{ na dvaj-
chroman draselny, -

3.4 144, odmérng roztok e(l) = 0,01615 mol/1
PHp[a'fa Mavd sc 2,05 gjddua 10 g jodidu draselm&hﬂ, ToE-
pusti ve vodé a doplni na 500 ml a promichd.. -
1 ml tohoto roztoku odpovidd teoreticky 1 mg invertniho cu-
kru, Presnd koncentrace edmérmého roztoku se kontroluje
odmémim roztokem thiosfranu o zndmé koncentraci.
Roztok se uchovivd ve tmavé lihvi se sklenénon zdtkon,

3.5 Skrob, roztok 5 g/1
Pfiprava: Smés 5 g rozpustného Skrobu v 30 ml vody se pldd
do 970 ml horké vody, zahieje k-varu a vafi se 3 minuty. Po
ochlazeni se piidd asi 10 mg jodidu riufnatého {Hg[,}, jako
stabilizdtoru, .

3.6 Kyselina chlorovodikovd, roxtok fHCL) = asi lmul.-’l

3.7 Hydrogenfosforednan sodnf, roztok
Piprava; Navdd se 100 g dodekahydritu hydrogenfosfored-
nanu dvojsodnéhe, rozpest, doplni na 1 000 ml a promichd.

38 Aktivoi uhli

3.9 Octan olovoaty nevtrdlnd, roztok ~
Piprava: Navdi se 350 g octanu clovnatého, rozpust] ve vo-
dé, doplni na 1 000 ml a promiché.

4. Piistroje a pomiicky

4.1 Lidzefi vodni

4.2 Chladit zpétng, vodni se zibrusem

4.3 Bafika varnd se zibrusem a kulatfm dnem na 250 ml
4.4 Zafzen{ pro filiraci za sniZencho thaka

4.5 Filtratnf kelimek sklenény s fritou 52

Tk ooy i e
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5, Postup
5.1 Surovy a afinovany cukr

Do odmémné baiiky na 200 ml se odva# 50 g zkulebniho vzorku
5 plesnosti nejméné 0,1 g, rozpust] ve vodé, vylefi se pHiddnfm asi

0,7=1,4 g zdsaditého octanu olovnatého (3.1), doplnf po rysku -

a promichd. Filtruje se suchym sttedn hustym filtrem do suthé k-
dinky, pfitem prvod podil filtréitu se nepoufije. Z filtrdtu se odmé-
H 160 ml do odmérné batiky na 200 mi, pfidd se 15—20 ml roztoku
hydrogenfosforenanu sodného (3.7) a 1 g aktivntho uhli (3.8),
dikladng promichd, doplnl se vodou po rysku, op¥t promichd
apo 15 minutdch stind se filtruje suchym stéedn hustym filtrem do
suché kidinky, pfigemE prvnf podil filtrdtu se nepoutije. Z filteitu
se odpipetuje 50 ml do 300 ml kuZelové baiky, pfidd se 50 ml Of-
" nerova dinidla (3.2) a varné kaminky a zahtivd se tak, aby kapalina
zatala vEit za 4—5 minut. Roztok se udrfuje v mFrném varu piesnd
3 minut. Po této dobé se var pferuli, obsah bafiky se rychle ochladi
tekouel studenou obylejnou vodou. Po nékolika minutdch se do
ochlazené tekuting pfidd 15 ml roztoku kyseliny chlorovodikové
(3.6) a ihned potom se pfidd plebytek (5—20 ml) roztoku jédu
(3.4) a bafika se uzavie zdtkou. Obsah bafiky se obias zamichd, po
dvou minutdch se piidd 5 ml 3krobového roztoku (3. 5) a titruje se
odmérnfm roztokem thiosiranu sodného (3.3) do privé vimiklého
odbarveni roztoku (pozndmbka 8.2).

d

5.2 Tepnd melasa

Mavd# se 2n mnﬂé.slﬂ mmtuku meimy 1:1 (poznimka 8.3)
s plesnostf 0,1 g'do 200 ml odmérné éukrovarnické baiiky, vyéefi
s¢ 10 ml nentrdlniho octanu olovnatého (3.9), doplnf vodou po
rysku, promichd a filtruje suchjm stfednd hustym filtrem do suché
kédinky, pfitem# prvnf podil filtrdtu se nepoudije. Do odm&mé
bafiky na 200 ml se odpipetuje 153,7 ml filtrdou, pEidd se 20 ml
roztoku hydrogenfosforeénanu sodného (3.7), doplni vodow po
rysku, promichd a pielije do kufelové bafiky na 300—400 ml, PE-
dajf se asi 4 g aktivofho uhll a n€kolik minut se dikladné prottepd-
vii. Suspenze se nechd nejméng 15 minut stét, nades se filtryje su-
chfm stfedn® hustym filtrem do suché kidinky, pfifem? pryni po-
dil filtrdtu se nepoulije, Z filtrdtu se odpipetuje 50 ml do 300 ml
kufelové bafiky, pHdd se 50 ml Ofnerova Einidla (3.2) a varné ka-
minky a zahfivd se tak, aby kapalina zatala viit za 4—5 minut. Roz-
tok udriuje v mimém varu plesnd 7 mimit, potom se var pferod,

obsah baiiky se rychle ochladi tekouef studenou oby@ejoou vodou. -
Po nétkolika minutdch se k ochlazenému roztoku pl‘h.'li.ls mi kyse- -

S

ky se obdas zamichd, po dvou minatdch se pfidd 5 ml #krobového -

liny roztoku chlorovodikoyé (3.6) a ihned potom pie
iﬂ};n!) roztoku jodu (3.4) a bafika se uzavie zitkou,

_roztoku (3.5) a titruje se odmérnym ruzmk‘.i:n'l'lhmalmu w&uﬂm
(3.3 do pmn‘. veniklého Ddbnnreni Iﬂi}tﬂhl- :

Feit _-L-1.:.

6. ?fpul:et a vgiidl‘enl‘rfsladku

ﬁ.l Surwjr n ai'inwanjr cukr _ .
Obish mdukujfc[ﬂ: itk + ‘surovém a aﬂlimraném cukru {J(}

vg#kgmwpﬂﬁt&pudlem
il e R 002,

2.7,

: kde v, 3: phdané mnoZstvi odmérnéhu roztoku jédu (3.4)
“vml -

. Pfidané mnokstvl odmﬁmého roztoku  thiosfran |

" sodného (3.3) v ml

Vs objem filétu, pousiého k redukei Ofncrova Enidl '

v ml

6.2 Repnd melnsa

Obsah redukujicich lﬁtek vm:}asc. {Y} ¥ gx"kg su vypolitd podle
VZOICe:

g Y ¥y =003, A

¥
kde Vl je plidané mno@stvi deﬁméhu roztoki ;ﬁdu (3.4)°
v ml
V,  plidané mno#stvi odmérného roztoku thiosfranu
sodného (3.3) v ml
V; . objem filtrdtu, pouZitého k mdul:cl Ofnerova Einidla
. xml

Vislf.dl:n:m sianmre:l:lige anlmelu:]-;? primér \?fsledkﬁ ﬂ‘lmru sou-

béZné provedenych stanovent, které spliinjl podminku opakova-

telnosti a v:.qndfu;e s¢ 5 pfesnosti na jednotky g/kg, -

7. ﬂpnkm'nlalmﬂ L E T

Mebyla dosud stanovena,

8. Pozndimky

8.1 Po dellim sténf se vylutuje z mzluku oxid mEd'n? a J»: pmtu :

nutno pipetovat roztok vEdy opateng svichu.

8.2 P vy$&fm obsahu redukujicich litek, nes odpmddé 15 ml od-
mérného roztdku jédu je tieba stanovenf opakovat s primétens
niZEfm mnoZstvim mpemanéhu filtni' tu. Rozdil du 50ml se do;rhn‘
vodou,

83 Rmkmelasyilsep\ﬁpmﬁnufedén[mmdksfllwdnu

Pokud melasa’ nwbsahm JKerystaly cukry nmrﬂf s do bai'lka_.r
200 g dikladng pmml'chanéhom
Eﬂﬂmlmdya\!ksbdn% i

DD tél‘.u metody : h'_yr]a z,a VA
v Official Journal no.L 155 ufﬂw "‘n
.iF

1. Utel a rorsah :
" Tato metoda specifikuje p

mivech. Metoda je pouZitelnd pro-y!
hradné & pleviiné organickou

ll"rlﬂ&p'. _

Popel se stanovi macm% ko
teploté 550 °C do konmnmf
nek.




4. PHBimje ] pnmﬁcky

4.1 Pec muﬂm"& elektrickd s 1armcmatcm, moEnost] odvetrdvini
' a teplomérem pro rozsah teplot nejméné do 600 °C.

4.2 SuSrna laboratornf elektricks, s moznostf odvétrévini, auto-
matickou regulaci teploty a teplomérem pro rozsah teplot nej-
méng dl:: 120°C,

4.3 Kahan p]:,rnmnj s regulact plamene nebo topnd deska elektric-
ki -

4.4 Miska spalovact z platiny nebo ze slitiny Pt-Au event Pt-Ir
popf, jiného vhodného materiilu odolného podminkim me-
tody stanoven a nepodléhajicl v téchto podminkdch zméndm.

Pro vzorky drahil kemiv, které majf sklon ke vedouvénl pH
karbonizaci se pcuiuimwk:,rs plochou nEjmé:l:l.E 30 cm® a vii-
kou 35 mm.

4.5 Vodni ldzei

5, Postup
5.1 Suchd & predsulend krmiva (pozndmka 8.3)

511 Odvizi se asi 5 g (pozndmka 8,1) zkudebniho vzorkn s ples-
nostl nejménd na- 0,001 g (m) do pfedem vyithané (30 min. pfi
550 °C) a po ochlazeni v exsikitoru se stqnuu presniosti zviifend
spalovaci misky (4.4) (m;). ‘

5.1.2 Mavdika vzorku ve spalovaci misce (4.4) se umisti na top-
nou desku nebo nad plynovy kahan (4.3) s mimym plamsmm
a zahtivd do dplného suhelnaténi vzorku. Potom se spalovact mis-

ka (4.4) se vzorkem vio# do muflové pece (4.1), predem vyhEité
na (550 1 20) °C o vzorek se spaluje pii této teploté po dobu 3 hod,

Po uplynuti této doby se spalovini pierusi, miska se vzorkem se
wyjme a vizudlng posoudi na pfitomnost uhlikatfch &dstic. Jsou-li
uhlikaté Estice pitomny, spaluje se za stejnfeh podminek jeits
dal¥i 1 hod a kontrola na piitomnost uhlikatfch &stic se opakuje,
Pokud 1 poté jsou uhlikaté Sdstice pfitomny, nechd se miska vy-
chladnout, vzorek se zvihél nékolika kapkami roxtoku dusiénanu
amonného (3.1) (pozndmka 8.2), miska se vysudf v susrné (4.2)

phi lﬂﬁ'ﬂdumchaaﬁoﬁmmdumuﬂwépwcﬁ 1) a pfi te-

plotd (550 4 20) °C se spaluje 1 hod. Pokud by ani toto opatfeni
nepomohlo, pfidd se k vyehladlému popelu horkd voda a po zami-
chéni se filtruje obsah stfedné hustym filirem' do suché kidinky,

tento filtrdt se potom kvantitativnd plevede do plvodni misky -

a odpaii do sucha. Filtr s nerozpustngm zbytkem se viok do stejné
misky a po vysubeni se dile postupuje podle 5.1.2,

513 Po sﬁunﬁmi spalovind, nejsou-1i uhlikaté &sties pHitomny,
se spalovaci miska (4.4) s popelem ochladi v exsikitorn a rychle se
zvid s plesnosti nejméné na 0,001 g (m,).

5.1.4 Pokud je jeté podezfeni na piitomnost uhlikatfch Edstic,
provede se daldl spalovini popele vzorku.za vie uvedenfch pod-
minek jekté po dobu 1 hod. a po vychladnuti v exsikétorn se opét
evitdl 5 viSe uvedenou plesnostl, Neni-li rozd(l mezi hmotnostmi

a druhého viZen! vE5 ned 0,01 g je spalovdni skonZeno,
v opatném piipadé se spalovéni po dobu 1 hod opakuje tak dlou-
ho, a# rozd{l mezi hmotnostmi je mendl & rovag vife uvedenému.

5.2 Krmné tuky nebo cleje

Do spalovaci misky (4.4), pfedem vyZhané (30 min. pfi 550 °C)
4 po ochlazeni v exsikdtoru zvéZené s pFesnosti nejméné na 0,001 g
{my}, se odvii asi 25 g zkufebniho vzorku se stejnou pFesnosti, do

"

vzorku vloZl nastithané tenké prouZky bezpopelného filtry, tyto se
zapdll a po vyhotenl hlavniho podilu tuku & oleje se obsah misky
avlhiéf vodou, vysuli a dile se postupuje podle 5.1.2.

5.3 Miéko a tekuté mlétné virobky

Do spalovaci misky (4.4), predem vykihané (30 min, pfi 550 °C)
a po ochlazeni v exsikdtorn zviZend s pfesnosti nejménd na 0,001 g
{mm1y), s odviid asi 25 g zkufebntho vzorkn se stejnou plesnosti,
Obsah misky se odpafi na 'vodni ldzni (4.5) a pak vysudl pti

- (103 £2) °C v suldrné (4.2), Nisleduje pomalé zuhelnéni nad mir-

nym plamenem (4.3). Popel se nechd vychladnout a potom se do
misky pFidd 10 ml horké vody. Rozpustng podil se odfiltruje pfes
bezpopelny filtralnl paplr a promyje malfm mno#sivim horké vo-
dy. Filtrit se uschiovd a filtradnl papir se viod zpét do spalovaci
misky (4.4), vysuli a vyZihd v muflové peci (4.1) pfi 500—550°C
do bitla, Po vychladnutl se do misky pEidé kvantitativné filtrdt, kte-
rff e odpati do sucha pfi 130 °C a krétee pleiihd pii 3 5131‘.]—551} by 24
Miska se po vychladnutl v exsikétoru rychle zvii s pFesnosti n:.;-
méné na 0,001 g (m,).

6. Vipotet a vyjddient vjai;adku
Obsah popele v g Skg (X) se vypoditd podle veorce:

o 1000 (nt; = 1)
"=y

kde my je hmotnost prdzdné spalovaci misky v g
m;  hmotnost spalovaci Imsk].r se zkudebnim yzorkem v g
{= my+ m})
m,  hmotnost spalovaci misky se spdlenfm vzorkem v g

Visledkém stanoveni je aritmeticky primér visledkd dvou sou-

" bi¥né provedenich stanovent, které spliiujl podminky opakovatel-
nosti a wjanlifuj_e 5¢ & presnost na celé jednotky ¢ ke,

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi ‘stanovenimi providéngimi na
stejném vezorku nesmi plekeodit pfi obsahu

do 30 g/kg 3a/ke
od 31 do 50 g/kg 10 relat, -
0d51do200g/kg 5 g/kg
od 201 do 400 g/kg " 2,3 :;ﬁm.
nad 400 g/kg 10 g/kg
8. Poznimky

8.1 1J krmiv, které majf tendenci se nadouvat se odvaiuje pouze
2,5 g a poudivajl se misky vétiich rozmér,

8.2 Dusifnan amonny se musi piidévat opatrné, aby se zamezilo
dispergovatelnosti popele nebo tvofen! hrudek)

8.3 Popel ve vzorcich melasy nebo surového cukm se stanovaje
konduktometricky,




6.2 Stanoveni obsahu popela v tocich
1. Utela romsah

Tato metoda specifikuje metodu pro stanoven! popela, pouitel-

nou pro viechny Fvolifné a rostlinné tuky a oleje, véetné kyselfch

tuki,

2, Princip

Pup¢1jn.: anb-rganick? zhytek po zpopelnéni za stanovenych pod-

minek, Vzorek tuku se spalf pii urfené teplotd a sskang sbytek se
urdf vikkovi, !

3, Chemikiilie

3.1 Peroxid vodiku, roztok 10 % (v/v)
3,2 Uhlititan amonny, pevag ’

4, Piistroje

4.1 Kelimek (nizky), nebo miska na 30 ml; pfednost je dévina
kfemennim a platinovim ; :
4.2 Vyhfivand deska nebo kahan e
4,3 Muflové pee s mokhosti pedce v rozmeaf 500 af 600 °C
4.4 Filtraéni papft, bezpopelny
4.5 Vodni lizeh s termostatem :
© 4,6 Subimna elektrickd atmosférickd s automatickou regulact te-
ploty v mezich +2°C, s moZnosti odvEtrdvini . .

L}
5. Postup
5.1 Surové a mﬁnm‘ané tuky a nleja
51,1 Mejprve se vyiihd kelimek nebo miska (4.1) v I'l]ﬂﬂl.ﬁ\_"_é peci
(4.3) nastavené na 550 aZ 650 °C, potom se ochladi v exsikitoru
o gviiii s piesnostl na 1 mg, ’

*§ presnost nejménd na 10 mg se do kelfmku nebo misky (4.1)
navi# prblizné 10 g zknsebntho veorka (pozndmka 8,1). Opatiné

e zahfivi na vyhfivané desce nebo nad plamenem kahany (4.2)

v digesiofi dokud se vzorek nevznitf (poznfmka 8.2).

Po ukonéenf spalovini se kelimek nebo miska (4.1) pemisti do
muflové pece (4.3) nastavené na 550 a 650 °C. PH tétateplots se
udriuje 4 hodiny nebo po kratdf dobu, jestlize zbylek neobsahujiel
uhiik je ziskdn rychleji. Bezuhlikatf zbytek se yyzpatuje objevenim

popele tervenohnddé (za pHitomnosti Zeleza), nebo bilé barvy, bez -

Eerngch Edstic alstdvajicich ve zbytku. < oy

“Jestlize vzorek nenf zbaven uhifku po 4 hodindch, pidf se né-

kolik kapek peroxidu vodiku (3.1), vysulf se na vroucf vodnf 1zni
 (4.5).8 znoyu se mabiivi v muflové peci (4.3), dokud nenf uhlik od-
. strinén, Tento postup miife byt podle potieby opakovin,

- Pokud zbytek i neobsahuje uhifk, nechd se miska nebo kelfmek
. se gbytkem ochladit v exsikétoru a zvif se s presnosti na 1 m.

5.2 Kysclé oleje

5.2.1 Postupuje se podle odstavee 5.1.1, ale v prvnim kroku se ke-
limek nebo miska (4.1) ohfiva pi teploté 500 a2 550 °C v muflové
peci (4.3). Po shonden spalovini sc kelimek nebo miska (4.1) ne-
ché vychladnout a zbytek se rozpusti ve vodi, Obsah kelfnku nebo

* misky se zfiltraje ples filtraéni papir (4.4}, kterf neobsahuje popel,

do kidinky.

5.2.2 Filtrabni papdr (4.4) e zbytkem se vio# do kelimku nebo
misky (4.1) a susf se v subirn& (4.6) pfi 103 2 °C do iplagho vy-
sufent. Kz]l‘mnt_mba miska (4.1} sr.p'fcm{s::l‘ na vyhiivanou desku
nebo do plamene kahanu (4.2) a opatrod se zahfvi podle bodu
5.1.1, dokud nenf spalovini ukonéeno, Potom se zahifivd v muflo-
vé peci (4.3) phi teplotd 500 a% 550 °C, dokud nezmixi Edstice uhli-
ku, nebo dokud dochizf ke zmEndm vzhledu zhythu. Jestlize zby-
tek obsahuje ublik, postupuje se podle odstavee 5.1.1. .

5.2.3 Filtrét ziskany.podie bodu 5.2.1 se kvantitativné pfevede do
kelimku (4.1) a fa vrouct vodni lizni (4.5) se odpail do sucha.
K odparku se pfidd 0,5 a% 2 g uhlititanu amonného (3.2) a zbytek
se 3hd v muflové peci (4.3) pHi téploté 500 ad 530 °C. Kelimek ne-
bo miska se zhytkem se nechd vychladnout v exsikdtoru a zvii se
& phesnosti na 1 mg. b .

6. Vipotet P
Obsah popela vyjddfenf:v 8/kg (X) se vypoite podle vaorce:

]

-X-lmti.ﬂ?;—m-‘—

kde m je hmotnost navézky zkuSebnfho vzotkuve
m, hmotnost prézdnéhi kelimku,nebo misky v g
my  hmotnost kelfmku nebo misky s popelem v g

Vysledkem stanovent je aritmeticky primér visledki dvou sou-
b provedenjch stanovent; které. sphivji podminku opakova-
telnosti a vyjadfuje se s.plesnostl na celéjednotky g /kg. .
Visledek men3f nez 0,1'g/kg se ividf jako ,,stopy™.

IR

7. Opakovatelnost -

- Rezd:mezt’ dvima peralelnfini stanoventmi provedéigmi na .

stejném vzorku nesmi plekroit phiobsihu popela:

Tido T'g/kg - 20% relat
o omad 1g/kg o 15% relat
8. Pondmky

‘#.1 PH nizéich obsazich' popela mitke bt poufita vEET naviika
pliddnim 10 g &sti po potdtetnim spilent a pfi vySiich ob sazich
miiie bt poufita niS navidka, § naristajicf naviikou oleje midke
bijt poutit knot z filtratnfho papiry, kter§ neobsahuje popel, vioge-
nff do oleje a zapdleny, zatfmeo olej je zahFvin na vyhFvané desce.

8.2 Potitetnf ohfev miike bjt proveden v dtvoru muflové pece
jestlize je pec umisténa v digestofi. - R .

ok
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6.3 Stanovenf podilu popela
nerozpustného v kyseliné chlorovodikové

Do této metody byla zapracovina doporudeni EU uvedend
- v Dfficial Journal rio. L. 155, 12/07/71 '

1. Utel n.mmsu_.'h _

Tsoti uvedeny dva postupy stanoveni a to jednak pro jednoduchs
organickd krmiva a jednak pro minerdlnf, organominerdlni krmiva
a krmiva, obsahujic{ nad 10 mg/kg nerozpustného podilu popele
v kyselin& chlorovedikové, ;

Tyto metody specifikuji podminky pro stanovent nmlného
podilu popele v Kyseling chlorovodikové. Metody jsou pouZitelné
pro viechny obsahy., Py &

2, Princip

Nerozpustng podil popele v kyseling chlorovodikové se stanovi
vitkové jako nerozpustng &st popele, ziskaného spalovéni vzorku
podie Piilohy 9, st 6.1 Stanoven{ popele, v kyseling chlorovodi-
kowé resp. pfimo rozpoufténim vzorku v kyseling chlorovodikové,

3. Chemikslic

3.1 Kyselina chlorovodikovd, roztok e(HCT) = 3 mal/1
3.2 Kyselina trichloroctovd, roztok 200 g/l
3.3 Kyselina trichloroctovd, roztok 10 g/l

4. Pilstroje a pomicky

4.1 Pecmuflovd elekirickd s termostatem, mo¥nost odvétriving _

a teplomérem pro rozsah teplot nejméné do 600°C

4.2 So¥ima laboratornd elekirickd, 5 mofnosti odvitrivan,
automatickou regulaci teploty a teplomérem pro rozsah te-
plot nejmén do 120 °C, ; .

43  Kahan plynov§ s.regulact plamene nebo topnd deska elek-
trickd . s :

4.4 Miska spalovaci z platiny nebo ze slitiny Pt-Au event Pt-Ir
popf. jiného vhedného materidlu odolného podminkim me-
tody stanoveni a nepodiéhajici v téchto podminkdch zmi-
ndm, :
Provzorky kemiv, které maji sklon ke vzdouvdnf pf karboni-
zaci se poukifl misky s plochou nejménd 30 em? a viikou
35 mm, ' :

4.5 Vodni ldzen s termostatem

5. Postup
5.1 Krmiva s pfeviiné organickou slo¥kou

5.1.1 Popel, ziskan§ pii stanovenf popele podle Piilohy 9, &st 6.1
Stanoveni popele, se kvantitativné pfevede pomoci 75 ml kyseliny
chlorovodikové (3.1) do kédinky na 250'ml nebo 400 ml (podie
mnoZstvi pevaého podilu), zahfeje se pod hodinovim sklitkem na
topné desce &i vafidi (4.3) k varu a mirng se vaff jesté 15 minut,

8.1.2 Jekté horky roztok se filtruje stfedné hustfm, bezpopelnym
filtrem, zbytek na filtru se promyje 2krdt a% 3krét 50 ml horké
vody do negativn.reakee na aciditu (pH papfrek). Filtrét se ddle
pro toto stanoven{ nepoulije; miZe se vyuit pro stanovent makro-

-prvki (viz jejich stanovenf). Promytf filtr s pevngm podilem se

pievede do spalovaci misky (4.4), pfedeni vyithané (30 min.pti
350 °C) a po ochlazen! v exsikiitoru zvéiené s presnosti nejméne
na 0,001 (my). Miska s filtrem se vysulf v susdrné {(4.2) pfi teplotd
103 °C po dobu 30 minut a spaluje v muflové peci (4.1) pii teplotd

*550 °C ak 700 *C'po dobu 30 minut. Potom se miska vyjme, ochla-

di v exsikiitoru a viH s presnosti nejménd na 0,001 g (m?),
5.2 Krmiva s pieviing minerfilni sloZkou kemiva s obsahem ne-

- rozpustacho podilu v kyseling chlorovodikové nad 10 g/kg

Odvii se .asi 5 g zkulebnilio vzorku, s plesnosti nejméné na

0,001 g (m,) do kidinky na 400 ml, pfid4 se 25 ml vody, opatrad
25 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.1) a nechd ustdt dokud
neustane Suménf roztoku (vivoj oxidu uhligitého). Pak se pids
daliich 50 ml roztoku kyseling chlorovodikové (3.1) a po odpéni-
nf roztoku se kidinka s obsahem zahfeje na vrouct vodnf Ieni
(4.5) k varu. Va{ se po dobu nejméng 30 minut a2 do diplacho vy-
tefend roztoku (zhydrolyzovdnf Skrobu),

Déile se postupuje podle 5.1.2 -
Pokyd by filtrace chloridového vfluhu probhala obtfzag; jo mit-

‘no stanoveni opakovat s niZi naviZkou veorku stejngm postupem,
ale s tim rozdilem, e namfsto roztoku kyseliny chlorovodikové

- (3.1) se pouiije roztok kyseliny trichloroctové (3.2) a filtr se pro-

myvd roztokem kyseliny trichloroctové (3.3).

Spaluje se po dobu 3 hod.

6. Vypolet a vyjfidient visledku

Obsah nerczpustného podilu popele v kyseling chlorovodikové
v g/kg (X) se vypotitd podle vzorce:-

e 1000 (my = mi)

.My

kde mg je hmotnost prédzdné spalovact misky v g

m,  hmotnost navézky zknfebniho veorku v g~
m;  hmotnost spalovaci misky se spilengm zbytkem v g

Visledkem stanoveni je aritmeticky primér visledkd dvou sou-

b&in provedenich stanovend, které spliuji podminky opakovatel-
nosti a vyjadiuje'se s pfesnostd na celé g /kp. .

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenfmi provédéngmi na -

stejném vzorku nesmi prekrotit pii obsaku

do 10 g/kg 1 g/kg
od 11 do 50 g/kg 10 % rel,
od 51 do 200 g/kg 5 5 g/kg

od 201 do 400 g/kg 2,5 % rel,
nad 400 g/kg 10 g/kg |
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7.1 Stanoveni obsahu celkkového fosforn

Do této metody byla zapracovna doporuteni EU uvedend
v Official Journal no. 'L 279, 20/12/71

1. If_fée! a rozsah

Jsou uvedeny dva postupy stanovend, spektrofotometrickd viet-
nié modifikace pro minerdlni a kapalnd krmiva a viZkovd, urfend
" pro vyESi obsahy fosforu,

Tyto metody specifikuje podminky pro stanoveni celkového ob-
sahu fosforu v krmivech, vietné minerdlnich pHsad,

Uvedené postupy jsou pougitelné pro viechna krmiva organic-
kého i minerdlntho plivodu a viechny obsahy fosforu,

2. Princip -

Fosfor se stanovi 2 chloridového viluhu popele veorku nebo po
mineralizaci kyselinou sirovou po reakel s molybddtovanaddto-
vim Enidlem spektrofotometricky nebo po vysréfeni chinolino-
vim Zinidlem véikove, ) 1

3. Chemikdlie

3.1 - Metoda spektrofotometrickd o

3.L.1  Kyselina -chlorovodikovd, roztok pliblizng c(HCl) =
= 6 mol/!

312 Kysclina dusiénd, koncentrovand (65—68%) (h = 1,4 g/
fem?) ;. i

313 Tetrahydrit heptamolybdénanu amonného
[(NH)Mo,0,,. 4 H,0] -

314 Kyselina dusiénd, rozioky 8,5%

315 Kyselina sirovd, koncentrovand (h = 1,84 g/em?)

3.L6  Amoniak, roztek 25 % (h = 0,91 g/em®)

3.1.7 Uhli¢itan vépenaty, pevng (fosforu prostf) °

3.1.8 Molybddtovanadtové Einidlo '

PHiprava: Do 1000 ml odmémné baiiky se odviH 100 g te-
trahydritu heptamolybdenanu amonného (3.1.3) rozpusti

se asi-v 600 ml horké vody, ochladi, pidd 10 ml roztoku

" amoniaku, prommichd, po vytemperovini doplaf vedou po
rysku & promichd (roztok I), LA AT
-Dojiné 1 000 ml odmémé baiiky se odviii 2,35 g vanadié-
nany amonného (3.1.11), rezpusti se v asi 400 ml horks
vody, za-stdlého michdni se piidd pomalu 20 ml roztoku
kyseliny dusitné (3.1.2), vytemperuje, doplnf vedou po
.rysku 4 promichd (foztok 1), .~ I
.V 1000 ml Ddrh?éfl_lé-ﬁﬁiim se smichd 200 ml roztoku I,
200 ml roztoku I1, 134 ml kyseliny dusiéné (3.1.2), promi-
s i::h;&,__mr}rtempqmje; doplni vodou po rysku a promichd.
Roztoky La 1l jsou stdlé, ale smichany roztok se plipravuje

o vidy Eerstvi, -
3.1.9  Fosfor, zékladnf standardnf roztok

. PHiprava: Do odmérné bafiky na 1 000 ml se odvési presné
4,3937 g dihydrogenfosforefnanu draselného (KH,PO,),
piedem vysufeného (pfi 103°C, 1 hod.) a v exsikétoru
ochlazeného, rozpusti ve vodé, vytemperuje, doplnf vodou
po rysku a promichd, ¢

1 ml tohoto wikladntho standardniho roztoku obsahuje
teoreticky 1 mg fosforu.

3110

3111
32
a2l
3,22
3.23
3.2.4

3.25

4.

4.1
4.1.1

Phstroje a pomiicky-
- Mefoda spektrofotometricks

Fosfor, pracovn standardnf roztok

Piiprava: Do odmérné badiky na 250 ml se odpi eluje
plesnd 5 ml zikladntho standardniho roztoku Pfssfuru
(3.1.9), doplni vedou po rysku a promichd.

1 ml tohoto pracovotho standardniho rozigl, j
oneflky 0,00 sig fottorn. oku obsahuje te-

Zékladni standardni roztok se uchovivd v nddobee z plas- ?

tické hmoty na temném a chladném misté, pracovnf stan-
dardni roztok se plipravuje vidy Serstyy,

Vanadiénan amonny NH,VO,

Metoda viZkovd navie .

Kyselina chlorovodfkové, ziedénd (1 +1)

Chinolin (nefedéng) -

Aceton (poznfimka 8.1 .

Chinelin-molybdencvé ginidle

Piprava: Do kidinky asi na 400 ml s¢ odvi# 70 g dihy-

dritu molybdenanu sodného (Na,MoO, . 2 H,0) a roz-

pusti se ve 150 ml vody (roztak A).

Do kédinky na 1 000 ml se odva#i 60 g monohydrétu kyse-
liny citronové (H,C4H,0, . H,0), rozpusti ve 150 ml vody
a za ochlazovinf se opatrné ptidd 85 ml kyseliny dusitné
(3.1.2) (roztok B). d

Do kédinky asi na 400 ml se 100 ml vody se pfidd 35 ml .

kyseliny dusifné (3.1.2), 5 ml chinolinu (3.2.2) a.promi-
chi se (roziok C), :

Roztok A se za stilého michdni piidd k roztoku B a k této
smisi s¢ plidd opét za stdlého michdni postupné roztok C,

Vyslednd smés se ponechd 24 hod stit. Potom se filtruje
pies sklentn§ kelimek S, bez promyvéni do odmémé baii-
ky na 1 000 ml, pfidé se 280 ml acetonu (3.2.3), doplnf po
ryski a dobfe promichd, L E

V piipadé, Ze roztok je zikalen, opakuje e filtrace stej-
nym kelimkem, Roztok se pechovivd na chladném mists

. a je stil§ 1. mésfe,
 Uhlf aktivai, préSkové

Spekirofotometr vhodné konstrukee pro m&feni pti vino-

© vé délce 430 thim a s pHslufenstvim

4.1.2
4.1.3
4.1.4

41.5

4.1.6

42

4.2.1
4.2.2
4.2.3

4.2.4

Ldzed vodni nebo plskovi

Zkumavky objemu 25 aZ 30 ml

Miska spalovaci 2 platiny nebo ze slitiny Pt-Au event Pt-Ir
popk. jiného vhodného materidlu odolného podminkdm
metady stanoveni a nepodléhajic v téchio podminkich
zménim. Pro vzorky krmiv, které maji sklon ke vedouvdni

pii karbonizaci se poudijf misky s plochou nejméng 30 om?

a viikou 35 mm, .
Pec muflovd elektrickd s termostatem, moinost! odvitrd-
véini a teplomérem pro rozsah teplot nejméné do 600 *C
Baiika podle Kjeldahla g

Metoda vidkovd  « . : e

Zatfzenf pro filtraci za snfzéného tlaku
Kelimek filtradnf sklengng 8,
Su$irnd laboratornf elektrickd, s m
automatickou regulacf teploty 4 teplomér
tﬂvplﬂi Mjfmﬁ“é do 12{] | .|-__ ‘r o e
Kahan pljnovy s regulach plameng

lme




5. Postup
5,1 Metoda spektrofotometrickd (poznfmia 8.2)
5,11 Sestiojent kalibraénfho grafu

5111 Do péti odmérnyeh bardk na 50 ml se diferencované od-
pipetuje 0,0; 5,05 10,0; 20,0 a 25,0 ml pracovaiho standardniho
roztoku fosforu (3.1, ll}}, coi odpovidd koncentracim fosforu
vsi}mlabjemuﬂﬂ 0,1; 0,040, 5mg. .

5. 1 1.2 Dohidﬁ udmﬁméhm!lky se odpipetuje 10 ml molytddvo-
vanaddtového Enidla (3.1.8), doplni vodou po ryskn a promichd,
Po 10 minutovém stdnf pfi laboratorni teploté se méf absorbance
ka#déha roztoku v kyveté optické délky 10 mm pfi vinové délce
430 nm proti rodtoku s nulovim obsahem fosforu.

5.1.1.3 Z namé&fenjich hodnot absorbanci a jim odpovidajiefm
koncentraci se mtmjlhh‘bmﬂﬂgmf Ve vye uvedenfch koncen-
tracich je kalibratnf graf zcela linefmi,

5.1.2 Pracovni postup pcm krmiva organického pivodu, kterd ne-
ubsahuji vipenaté nebo hobetnaté hydrogenfosforeinany |

51.2.1 Duap-alum:{mlsky{tt 1.4} se odva3 asi 2,5 g zkudebniho
vzorku s plesnosti nejméné na 0,001 g, pidd se 1 g uhlititanu vi-
penatého (3.1.7) (pozndmka 8.3) a pellivé promichd sklentnou
tyGinkou, kterd se kvantitativod zbavi veorku do spalovaci misky
{uhlifitan vhpenaty nevadi), Spalovaci miska (4.1.4) se vio# do
studené muflové pece (4.1.5) a tato se pozvolna vyhieje na teplotu
(550 + 20)°C. Zpopelfiuje se tak dlouho, a2 se ziskd bil§ nebo
svitle Sedy popel (vizudlni posouzent), pfitem? piitomnost mendi-

ho mncdstvi uhlikatfch &dstic nevadi, Potom se spalovacl miska
nechd vychladnout, obsah se avihii vodou, plevede kvantitativnd
pomoci vody do kidinky obsahu asi 250 ml a pod skiftkem se pi-
dii postupné a opatrng tolik roztoku kyseliny chlorovodikove
{3.1.1) af zcela ustance Suméni (vivoj oxidu uhlititého). Pak se pi-
dd jedtd 10 mi roztoku této kyseliny (3.1.1), kidinka'se umisti na
vyhidtou vodni ldzef nebo piskovou lizedi (4.1.2) a obsah se.odpa-
fi opatraé do sucha (eliminace oxidu kfemititého). Po ochlazend se
odparek vylowdl 10 ml roztoku kyseliny dusiéné (3.1.4), oplt se
umist] na vodn{ & piskovou lized (4.1.2), roztok se asi 5 minut po-

va, anit by s¢ odpafil k suchu a pomoei horké vody se pfevede do.

odmérné baiiky na 500 ml. Po vytemperovini s¢ doplni vodou po
rysku, promichd a filtruje suchym, stfedn® hustym filirem do suché
kidinky, pHitem# prvni podil filtrdtu se nmch:,ruue (zdsobnl roz-
tok).

51.2.2 Do ndmémé baiiky na 50 ml se odpipetuje, podie ofekd-
vaného obsahu fosforu ve zkouteném vzorky, takove mnogstvi zd-
sobniho roztoku, aby mnofstvi fosforu v ném obsateného bylo
max. 0,4 mg (pozndmka 8.4).

Dvile se postupuje podle 5.1.1.2. -
Muiogstyi fosfora se Zjistf z kalibraéniho grafu,

Vedle toho se provede slepd zkoudka, za poufiti stejného pra-
covotho postupu a stejného mno¥styi ginidel jako u zkoufeného
vzorku, pouze misto zdsobniho roztoku veorku se plidd voda. PH-
pedné Zjifténé mnodstvi fosforu u dlepé zkoudky se od mnofstvi
gjitténého u zkouSeného veorkd odedte.

5.1.3 Minerdlnf a kapaind krmiva (poznimka 8.2)

Odvidi se asi 1 g zkufcbnifho vzorku s plesnost nejménd na
0,001 g do 250 mi baiiky podle Kjeldahla (4.1.6), pfidd se 20 ml
kyseliny sirové (3.1.5), vzorek s¢ dikladng nechil provihnout ky-
selinou tak, aby Edstelky vzorku neulpily na sténdch bafiky, zahfe-
je k varu a vafi asi 10 minot. Pak se mirné ochladf, pFidaji se 2 ml

kyseliny dusiéné (3.1.2) a opét se mirné zahfeje. Tento postup se
opakuje plidinim ponékud vEtiiho mnoistvi kyseliny dusiéné
{3.1.2) aZ do ziskdni zcela bezbarvého roztoku, Nakonec se roztok
ochladi, piidd opatrné men¥ mnoZstvi vody, promiché a takto &is-
teind ziedinf roztok se pievede horkouw vodou kvantitativag do
odmérné bafiky na 500 ml. Po vytemperovéni se dopini odmérnd
baiika po rysku vodow, promichd a filtruje suchym stfedné hustfm
filtrem do suché kidinky, pfitem? prvnf podil filtrito se nezachy-
cuje (zhsobnl roztok).
Dile se postupuje podle 5.1.2.2.

5.2 Metoda viEkovi (pro vy53 obsahy fosforu)
5.2.1 Krmiva organického phvodu

5.2.1.1 Do spalovach misky (4.1.4) se odvi# asi 5 g zkodebiifho
vzorku 8 presnost] nejméné na 0,001 g a obsah misky se’ pozvolna
zpopelni na elektricky vyhfivané desce & plynovém kahano
(4.2.4). Potom se spalovacf miska (4.1.4) viod do muflové pece
{4.1.5) vyhiité na teplotu (350 + 20) °C a spaluje po dobu 3 ho-
din. Po uplynuti této doby se miska vyjme, ochladi a spéleny vzo-
rek ‘se vizguilng posoudi na pHtomnost uhikatych &dstic. Jsou-li
jedité piitomny, spaluje se za viie uvedenfch podminek jeité 1 ho-
dinu. Po ochlazeni se popel mirné zvlhiE vodou a pomoc] kyseliny
chlorovodikové (3.2.1) a vody se kvantitativné prevede do kidin-
ky na 250 ml. Celkové mnolstvi rozioku kyseliny chlorovodikové
(3.1.1) nemd bt vy ne 75 ml, Potom se kédinka pfikryje kry-
cim sklitkem, obsah se uvede do varu a vaii se asi 15 minut, Obsah
kédinky se jefté za horka filtruje stfedné hustfm filtrem do odmie-
né bafiky na 200 ml, prom§vi horkou vodeu, vytemperuje, doplni
vodou po rysku a promichi (zdsobn mﬂok}

5212 Z&sﬁbrd roztok, poked se ihned nezpracuje, se uchovivi
v nidobee z plastické hmoty, aviak nejdéle do 10 dnib.

52.1.3 7 tohoto zdsobniho rozioku se do kidinky obsahu asi
400 ml odpipetuje, podle ofekdvaného obsahu fosforn ve zkoule-

ném vzorku, takov objem (pozndmka 8.4) kter§ obsahuje asi 5 ak

10 mg fosforu, piidd se 5 ml kyseliny dusiZné (3.1.2) a obsah roz-
toku pod kryeim sklitkem se mim@ vafi 5 min, po ochlazeni se

upravi pfidénim vody asi na 100 ml. Potom se pfidd 50 ml chinolin,

— molybdenového Enidla (3.2.4) (stdle pod krycim sklitkem), za-
hieje tak, aby do 10 minut nastal mirng var a vafi pfesng 1 minutu,
Potom se obsal kidinky rychle ochladi pod tekouel vodou za mi-
chin{ kroudivimi pohyby a filtruje za snffeného tlaku (4.2.1) pies
filtraéni sklendng kelimek (4.2.2), pfedem vysudeny (1 hod. pti
250 °C nebo 2 hod. pfi 200 °C), ochlazeny v exsikitoru a zviZeny
s plesnosti nejméné na 0,001 g. Viasini filtrace se provede tak, e
nejprve se slévi roziok nad srabeninon, pak se sraZenina promyvi

.dekantac asi Skrit po 25 ml vody a teprve potom se phevede na -

filtr, Filir s¢ srafeninou se vysuli v susimé (4.2.3) bud pfi teploté
250 °C po dobu 1 hodiny, nebo pi teploté 200 *C po dobu 2 hodin

.apoodilmnhrexmkitum se gvaE s presnosti ngjménd na 0,001 g.

5.2.2 Krmiva minerdlniho plvodu

Odvad se asi 5 g #kudebniho veorku s plesnost nejméné na
0,001 g do kédinky obsahu asi 600 ml, kidinka se piikryje krycim
sklitkem a piidd se postupné 100 ml roztoku kyseliny chlorovodi-
kowé (3.1.1) za obtasného promfchini. Po skontend boublivé reak-
ce (3uméni) sc obsah uvede do mirného varu a vaii pfi tomto varu
15 minut, Potom se obsah mirné ochladi, pedle intenzity zbarveni
se piidd dmérné munodstvi aktivodho uhli (3 2.5) a jeité za tepla se
obsah kidinky filtruje Hdkjm filcem do odmémé baiky na
500 ml, piitemd prvnl podil filtrdtu se kvantitativag vrdti zpét na
filtr. Promfvi se horkou vodou, po vytemperovind se obsah bafiky
doplaf po rysku a promichd (zdsobni reztok).

Diile se postupuje podle 5.2.1.3.




6. Vypotet a vyjidiens vsledkn
6.1 Metoda spektrofotometrickd
Obsah celkového fosforu v g/kg (X) se vypoditd podle vaorce:

S

kde C je mno¥stvl fosforu zjifténé z kalibradniho grafu (po pi-
! padném odettu mnodstvl fosforu zisténé phi slepé
zkoulce) v g/ml; ;
F  faktor fedéni £
my  hmotnost navitky zkufebniho veorku v g

6.2 Metoda vétkové

Ohbsah.celkového fosforu v g/kg (Y) se vypoiitd podle vaorce:

X= —1‘%,?"31- (pozndmka 8.5)

kde m, je hmotnost vysufend srafeniny v g
my  hmotnost alikvotniho poditu zkudeébniho veorku v g

Visledkem stanovenf je aritmetick{ primér visledki dvou sou-
be#né provedenych stanovend, které spliiuji podminku opakova- *
telnosti a vyjadiuje se s phesnosti na 0,1 g/kg pro obsahy do 30 g/

* kg a na celé jednotky g/kg pro obsahy nad 30 g/kg fosforu,

1. ﬂph..kmnluh:mt

7.1 Metoda spektrofotometrickd -
Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi providéngmi na

stejném vzorku nesmi prekrodit pii obsaho: |

do 50 g/kg 3 % relat.
nad 50 g/kg™ 0,15 gi'kg

&

7.2 Metoda vétkovh T
Nnb}fia dum.’!. stanovena. o :
8.1 Aoston J¢ nebezpediif hofiayina L. etidy-a pocio ph Jakékel
manipulaci ﬁ]_l[j%ﬁ'm.ll‘fl? za.i.chm_'@:i':ati bezpetnostni pravidla. ‘
:ﬁévﬁifahsah t‘o.sfn:u,obﬁk!e Imlrn_i 30 ,;r;,-"k:g, se stanmrll.ﬁe i
e T S et St :

- 8.3 Obsahuje-li zkoufeny vzorek vdpnik nebo hofdik v nezaned-
 batelném mnokstyf nend tfeba uhlititan vipenaty priddvat,

- 8.4 Pokud byl proveden rozklad vzorku zpisobem mokré minera-
- lizace kysclinou sirovou, pak by koncentrace této kyseliny v ohje-

mu alikvotniho podilu neméla pfesihnout 0,15 mol/l. Pipetovini

zylést malfeh-objemi (pod 10 ml), zejména délengmi pipetami se

neprovidi, Redénf se proto volf postupné a zdsadné nedélenfimi

pipetami. =

8.5 Uveden§ vzoree pro vipotet fosforu vyjddfeného v elemen-

térni formé (F). Pro jind vyjddéeni plati dille uvedené prepoéty:

— jake P;0; X. 2,2915 ;

= jako Na,PO, X, 5,2039

7.2 Stanovenf obsahu vipniku

Do této metody byla zapracovina doporufeni EU uvedend
v Official Journal no. L 155, 12/07/71

®

1. Utel a rozsah

Jsou uvedeny éyfi postupy stanoven, titratng manganometric-
ki, atomové absorpéni spckirometrie, titraéni chelatometrickd
(pro kemné smési) a vikovi, ’

Tyto metody specifikuje podminky pro stanoveni celkového ob-
sahu vipnfko v krmivech, kemngch smésfch a premixech,

Metody umoiiuji stanovend vipnfku ve viech druzich kemiv od
obsahu 0,5 g/kg. )

2, Prindp

Viépnik se¢ stanovi z chloridového viluhu popele vzorku nebo
u minerélnich krmiv po rozpudténi vzorku v kyseling chlorovodi-
kové vysriifenim $avelanem amonnym z amoniakdlnfho prostéed
a po izolaci $lavelanu vipenatého a okysclenf titraéné mangano-
metricky nebo vitkovd jako sfran vapenaty nebo pHmo po pidav-

ku lanthanité soli v kyselém prostredi metodou atomové absorpéni -
- spekirometrie (AAS) pii vinové délee 422, 7 rim nebo plimo ze

slabé alkalického prostfedi titratn chelatometricky (kemné smi-
). )

3. Chemikilie _
3.1  Metoda itrabnf mangatometricks

311 Kyselina chlorovodikové, koncentrovand (h = 1,17 g/

fem?)

3.1.2 " Kyselina chlorovodikovd, roztok ¢(HCl) = pliblitné

& mol/l

313 . Kyselina dusitnd, _Imnoeun_'pva.nﬁ.{h = 1,:1 g/cm?)

314 Kyselina sirovd, roztok (H,80,) = 2 mol/1
315 . Amoniak (h = 0,91 g/cm®), roztok 5%
3.1.6  Stavélan amonng, roztok 10 g/1 =
3.1.7 - Stavelan amonng, nasyceny roztok pti 20 °C

‘318 Kyselina citrinovd, roztok 300 /1
319 Chlorid smonny, roztok 50 g/1.

3.110 Manganistan draselnf, odmémf roztok ¢(KMnO,) =
= 0,02mol/| :

3.L11 Uhligitan draselny, pevnj

3,112 Uhlititan sodng, pevof - ; o
3,113 UBl{ aktivai o

3.1.14 Indikitor bromkrezolovd zelei, ethanolicky roztok 0,4 g/l

3.2 Metoda atomové absorpéni spekirometrie

3.2.1  Chlerid lanthanity, roztok 20 g/
Piipraya: 25 g oxidu lanthanitého se odva¥ de cdm#meé
bafiky na 1000 ml, pkidd se 5 ml kone, kyseliny chlorovo-
dikové, po rozpuiténi se pfidd malé mnodstvi vody, vy-
temperuje, dopini vodou po rysku a promichd,

3.2.2  Vipnik, zdkladnf standardni roztok i .
PHiprava: Do odmérné baiiky na 1000 ml se odva#{ pFesng
2,497 g uhlifitanu vipenatého, piedém vysueného (1 ho-
dinu phi 103 °C)-a v exsikdtoru ochlazeného, rozpusti se

v 50 mi 6 mol/1 roztoku Kyseliny chlorovedikové, vytem-.

peruje, doplnf po rysku vodou a promichd.
1 ml tohoto reatoku obsahuje tegreti
3,23  Vipnfk, pracovni standardni rozto
PHprava: Do odmérné baiiky.
ml zdkladniho standardniho rozt
kolik kapek kone. kyseliny;chl
po rysku g promich;

R

s




1 ml tohoto pracovaiho standardniho roztoku obsahuje te-
oreticky 40 pg Ca.
3.2.4 -Acetylén (poznimka 8.9)
3.3 Metoda titrathf chelatometrickd ~ -
3.3.1 . Hydroxid draselng, roztok ¢{KOH) = 1 mol/I
332 Hydroxid draselng, roztok ¢(KKOH) = 5 mol/I
3.33 "Disodnd sil kyseliny éthylandiaminotetraoctové dihydrét,
odmémy rotok e{chelaton 3) = 0,05 mol/l
Prprava: 18,61-g chelatonu se tozpust! vodou v odmErné
© bafice na: 1 000 ml, doplni vodou po rysku a promichd.
3.3.4  Chlorid vépenaty, odmémy roztok c(CaCly) = 0,05 mol/]
'3.35  Indikdtor methylovd Ferven, ethanolick§ roztok 1 g/1
‘3,36 Indikdtor fluorexon, smés s pevofm dusitnanem drasel-
nfm v poméru 1 + 100
3.3,7 ' Hydroxid draselng, roztok -:{KEIH} 2 mol/l -
-3.3.8- Disodnd sil Eyseliny ethylendiaminotetraoctové dihydrdt,
odmérng roztok c(chelaton 3) = 0,02 mol/1
Piprava: 7,45 g chelatonu se rozpusti vodou v ndmém-é
~bafice na 1 000 ml, doplni
vidou po rysku a pmnl[d1é il
3.3.9  Kyselina thioglykolovd, roztok 10% ;
3,310 Indikitor smésng
- - Pfiprava: V tfecl misce se utfe 1 g fluorexonu, 50 g dusit-
nanu draselného, 0,2 g thymolftaleinu a 0,2 g murexidu.
3.3.11 Triethanolamin pro chelatometrii, roztok {1+ 1)

4.~ Pifstroje a pomdbcky

41  Metoda titratnf manganometrickd a cholatometrickd
4.1.1 Lédzeit vodni s regulovatelnou teplotou

4,12  Kelimek filtraéni sklenény s filtraéni vioZkou opéme:ité 3

. a 54
4,1,3 Zafizeni pro filtrac za snffeného tlaku

4,14 Kelimek nebo miska spalovaci {porcelinovi, kfemennd,

platinova)

42 Metoda atomové absorpéni speklrametne

4,21 Spektrometr atomovy absorpéni, vybaveny pro stanoveni
viipniku s plamenem veduch- acetylén

4,22  Lizei piskovd s regulovatelnou teplotou & teplomérem
pro rozmezl teplot do 150 °C

4,23 Miska nebo kelimek spalovael z platiny nebo ze slitiny Pt-
-Au event, Pt-Ir popf, jiného vhodného materidlu odolné-
he podminkim metody stanoveni 4 Hc’pﬂdléhﬂ]f-l:f
v téchto podminkich 2méndm,

Pro vzorky kemiv, které majf sklon ke vedowvind pii kar- |

bonizaci se pouZijf misky s plochou nejméné 30 cm? a v
kou 35 mm.
4,24  Pec muflovd elektrickd s termostatem, moinost odvétri-
viini a teplomérem pro rozsah teplot nejméné-do 600 °C
4.2.5 Kahan plynovy s regulaci plamene nebo topnd deska elek-
trickd ~

5, Postup zhoudky
5.1 Metoda manganometrickd (Htranf) a metoda viikovd
5.1.1 Krmiva organického pivodu

5.L1.1 Do spalovaci misky (4.1.4) se odvdZi asi 5 g zkucbniho
veorku 5 presnosti nejmén na 6,001 g (m) a vzorek se zpopelni,
jak je uvedeno v PHloze 9, Zdst 6.1 Stanoven! popele, v muflové
peci (4.2.4) pii (5504 20) °C.

L

5.1.1.2 Po ochlazenf popele se pfidé 40 ml kyseliny chlorovodiko-
vé (3.1.1), mirné zahitvi a pomoci asi 60 ml vody se obsah kvanti-
tativné pevede do kidinky na 250 ml. Pak se ptidéd nékolik kapek
kyseliny dusiéné (3.1.3), kiidinka se pfikryje hodinovim sklitkem,

obsah se zahieje k mirnému varo a vaif asi 30 minut. Pak se filtruje
sttedné hustjm filtrem do odmé&rné baiiky na 230 ml, vytemperuje,
doplnf vodou po rysku a promichd (zdsobni roztok).

5.1.1.3 Jsou-li v roztoku po povatenf pitomny uhlikaté Edstice,
roztok se filtruje, jak je vide vvedeno, promyje roztokem kyseliny
chlorovodikové (3.1.2), filtr se vrdti do spalovaci misky (4.1.4)

a spill v muflové pecd (4.2.4) pHi (3504 20) °C aZ do dplného vy-

mizeni uhlikatjch &dstic (vizudlni posuzovini) obvykle 3 aZ 5 hod.
Potom se miska s popelem ochladi, pfidajl se 2 ml rozioku kyseliny
chlorovodikové (3.1:2) a po zfedéni horkou vodon se obsah Gltru-
je stiedné hustym filirem do t&#e odmérné bafiky. Po promyti filtra
horkou vodou se obsah baiiky vytemperuje, doplni po rysku vodou
& promiché (zdsobnf roztok).

5.1.1.4 Do kéidinky na 250 mi se odpipetuje alikvotni podil zdsob-
niho roztoku, ohsahujicl podle pfedpoklidaného obsahu asi 10 aé
40 mg vipniku, pfidd se 1 ml roztoku kyseliny citrdnové (3.1.8),

5 ml roztoku chloridu amonného (3.1.9), obsah kidinky se zfedi’

‘asi na 100 ml vodou, kidinka pfiklopf hodinovim skiftkem a ob-
sah se zahFeje k varu. Pak so pHidd asi 8 a% 10 kapek roztoku indi-
Kétoru bromkrezolové zeleni (3.1.14) a 30 ml horkého nasyceného
roztoku ¥avelanu amonného (3.1,7). Venikne-li srafenina, roz-
pusti se nékolika kapkami kyseliny chlorovodikové (3.1.1)
a obsah k&d:nk}- se pomalu za neustdlého michdni neutralizuje roz-
tokem amoniaku (3.1.5) do pravé veniklé xmény zabarven indik4-
toru (pH 4,4 a pH 4,6} a vzniku sraienjny Sayelanu vipenatého.
Kédinka se umisti na vrouct vodnd lizedi (4.1.1) na dobu 30 minut
a pak jeft® na 1 hod nechd stit pii laboratorni teploté.

5.1.1.5 Obsah se filtruje za snffeného tlaku (4.1.3) pfes filtralni
kelimek (4.1.2) a to tak, Ze nejprve se slévd roztok nad usazenou
srazeninow, srafenina se promyvd dekantaci roztokem Savelanu
amonného (3.1.6) a nakonee se pievede na filir i srafenina. Tato se
dikladng promyje vodou do negatived reakee daliiho filtritu na
iavelany & chlordy a pfHmo na filtru se rozpusti (pozndmka 8.1)
v 50 ml horkého roztoku kyseliny sirové (3.1.4) do titraéoi bafiky
& kidinky, kelfmek se promyje horkou vodou jimanou do stejné
baiiky (kddinky) a nakonec se obsah baiiky (kidinky) upravi vo-
dou asi na 100 ml. Pak s¢ obsah badky (kadinky) zahfeje na 70 °C
ak 80 °C a ihned titruje po kapkich odmérnfch roztokem manga-
nistanu draselného (3.1.10) do pravé venikiého ridového zabarve-
ni roztoku, které setrvd alespoii 1 minutu,

5.1.1.6 Krmiva obsahujicf velmi nizlké obsahy vipniku se zhoulf a?
do vysriZent dfavelanu vipenatého podle 5.1.1.1 aZ 5.1.1.4 a pak
se srafenina odfiltruje hustym filtrem (papirovim), promyje di-
kladné vodou do negativnd reakee na $avelany & chloridy, filtr s
srafeninou se vysudl, vloi do spalovacitio kelimku & misky
(4.2.3), ptedem vysufené (30 miput pfi 550°C) a po ochlazeni
v exsikftorn zvifené s plesnosti nejméné na 0,001 g, spali
a vy#ihd v muflové peci (4.2.4). Po zechiadnuti se popel zkropf pér
kapkami roztoku kyseling sirové (3.1.4), odpafi na piskové lieni
(4.2.2) do sucha, znova krdtce vyihd v muflové peci (4.2.4) pfi
{550+ 20) °C a po zchlazeni v exsikitoru se zvill s plesnosti nej-
méné na 0,001 g (m1).

5,12 Krmiva minerdiniho pivodu

5.1.2.1 Do kddinky na 600 ml se odvaiii asi 5 g zkufebniho vzorku
5 presnosti nejménd na 0,001 g, veorek se zvihil vodou a za obdas-
ného promichdni se pfidd postupné 100 ml reztoku kyseliny chlo-
rovodikové (3.1.2). Po kafdém ptiddni se kidinka plikeyje hodi-
novim sklitkem. Po zklidnéni reakee se obsah kidinky uvede do
varu a vaif asi 15 minut..Po Edstetném zchlazeni se pfidd podle in-
tenzity zbharveni roztokw aktvni uhli (3.1.13), promichd a filtruje
Fdkym filtrem do podlofené odmémé baftky na 500 ml. Filir se
promyje asi 200 ml horké vody, obsah baiky se vytemperuje, do-
plni vodou po ryska a promichd (zdsobni roztok).

Diile se postupuje podle 5.1.1.4 ,

5.1.2.2, V ptipad® analfzy minﬂrlﬂnich krmiv, jak¥mi jsou napti-
klad hlinitovépenaté fosfaty, které nejsou snadno rozpustné v ky-
seling chlorovodikové se postupuje ndsledovnd: Naviika vzorkn
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s¢ smichd v platinovém kelimku (4.2.3) s pélindsobnym mnos-
stvim smési uhlifitanu sodného (3.1.12) a draselného (3.1.11)
vpomérn 1+ 1, opatrné zahfivi na kahanu (4.2.5) aZ se smis roz-
tavi. Po krdtkém tavenf sc tavenina nechd vychladnout a opatené se
rozpusti v raztoku kyseliny chlorovodtkové (3.1.2), jak je uvedeno
v 5.1.2.1 Dle se pak postupuje podle 5,1.2.1 .

5.2 Metoda spektrometrickd (AAS)
5.2.1 Sestrojeni kalibratniho grafu
5.2.1.1 Nejméné do 6 odmérngch banék na 100 ml se diferencova-

né odpipetuje 0,0 ml; 5,0 ml; 10,0 ml; 15,0 mi; 20, 0 ml a 25,0 ml
pracovniho standardniho roztoku vdpnfku (3.2.3), do kaddé z ba-

nék se pfidd 20 ml foztoku chloridu lanthanitého (3.2.1), doplni

vodou po rysku a promichd. Takio pfipravené roztoky odpovidaji-
cf teoreticky koncentracim 0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 a 10,0 g vépnfku
v 1 ml (pozndmka 8.2)." .

5.2.1.2 Absorbance kaZdého rozfoku se méH na pifstroji pro ato-
movou absorpni spektrémetrii (4.2.1) ph vinové délee 422, 7 nm
za poutitl plamene acetylén (3.2.4) — vaduch, pHsluing sefizendé-
ho. Z naméténgch hodnot absorbanei a jim odpovidajicich kon-

. centract v'giu/mi se sestrojf kalibraénf graf.
5.2.2 Vlastof proveden

5.2.2,1 Zdsobn{ roztok zkouleného vzorku se pfipravi podle 5.1,1
, § tim rozdilem, e roztok po rozpoustént popela se odpaf na plis-
ko ldzni (4.2.2) do suchi, pFidajf se 2 ml 6 mol/1kyseliny chloro-
vodikové (3.1.2), po rozpulténi (Eir§ roxtok) se zfedf horkou vo-
dou a filtruje stfedn® hustym filtrem do 250 milodmérné baiiky. Po
vytemperovani se doplnf vodou po rysku a promichid (zdsobni roz-
‘_tﬂk pro AAS}. X el : : i

5.2.2.2 Ze zésobnflio roztoku pro AAS, podle obekdyariého obsa-
hu vipnfky, se odpipetuje do pdméEmé bafiky na 100 ml alikvotni
podil obsahujict asi 1 mg vapniky (pozndmka 8.3), pfidd s 20 ml
roztoku chloridu lanthanitého (3.2.1), baiika se doplni vodoi po

i 1:’.'53‘3’- ’\'_:Prgrnl.‘-fc.-hi'\ gt i’ . -

 Dile se postupuje podie 5.2,1.1 (sestrojet Kalibraniho grafu),

T X u‘tnaméi!mfch absorbancf se 7 kalibrazaho grafu
_zjiﬂquﬂ ovidajici koncéntrace vipnfk, '

52,24 Vedle toho se provede slepé zkoutka (blank) stejnjm zpi-
- sobem jako u vzorku (od rozpousténi popele) s poufitim stejufich

chemikgHhi a ve stefném mnoZsiv jako u vzorku, s vijimkou zku-" -
febniho vzorku. Piipadné naméfend absorbance resp. jf odpovida-

U

jief koncentrace vépniku se od zjiiténé u vzorku odete,

5.3.1 Neptimé chelatometrie '
e 2 R
Ze #sobiiho tozt

8.3 a 8.4) dottitradnf baitky vh

- Lt .‘I,: ‘_:_:‘_.__:... 507 :";"CH:_'!I;;'
r‘g.ﬂ_..;.ﬁ obtah se ne-
hu titratni baiiky pfi-

5.3.2 Piim4 chelatometrie

Ze zdsobniho roztoku se odpipetuje alikvotnf podil pozndmka
8.7) do titraénf baiiky vhodného obsahu, pﬂdé.F:ed 50 ml vody,
0,2 ml kyseliny.thioglykolové (3.3.9), promichs se, piidd sc 1 ml
roztoku triethanolaminu (3.3.11), promich4 a obsah se neutralizu-
je roztokem hydroxidu draselného (3.3.7) do privé veniklé zmény
zabarven! roztoku, Potom se k obsahu titraéni baiiky ptidd 5 ml
roztoku hydroxidu draselného (3.3.7) a malé mnodstvi smésného
indikiitoru (3.3.10) aZ vznikne zfetelng fluorescence rozioku, Za
stilého michini se titruje odmémym roztokem chelatonu 3 (3.3.8)

_ a do vymizenf fluoréscence titrovaného rozioku (pozndmka 8.8).

6. Vypotet a vyjédiens visledkn
,E.l;. Metoda titraénf manganometrickd
Obsal viipniku v g/kg (X) se vypolitd podle vzorce:

2004.V.C
Mmoo

X= - (poznimika 8.6)

kde V je spotfeba odmérného roztoky mﬁn,gr.nis'tanu draselné-
' i ml F

ho v m .
€ plesnd koncentrace odmérého roztokuy manganistanu
draselného ¥ mol/] - )

m - hmotnost alikvotntho podilu navéky zkufebniho vzor-

kuvg

6.2 Metoda vikovi (jako sfran vipenaty)

Obsah vépniku v g/kg (Y) se vypoditd padle vzorce:

Yo 244 m
m

.. {pondmka 8.6)
kde m, je hmotnost vyviZeného siranu vipenatého v g "
m'  hmotnost niavizky zkubebniho vaorka mis; jeit ali-
kvomfpodilvg - .o

u

ﬁ;Shmndn.spek;r_;maﬁckﬁtﬁﬂ.éi.— s
Obsah vépntku v g/kg (2) s ¥YPOLHid podle veoree:

kohodtitrace vipafku Hilténd 7 Kalibragnfhc

“(event, 0 odettent lepé zkousky) v g/m] - i
ktor fed&nl zdsobniho roztoky )

< “hmatnost alikvotniho podily zkusebniho veorku v g

6.4 Me&'ﬂd’g h'lraE:nI cﬁéiqtomt-’l:ich = nepiim4 |
b % Ohsah viipniku v g/kg (0Q) se vypotitd podle vzorce:

kde V; jo objem pridaného nadbytku odm&meho roztoky hiels.
. tonuyml : R S R
V:  spotfeba odmérmého rogtoku chlonidu.
¥ ml o R )
C,  presnd koncentrace odmérnéh
vmol/l . o ik
piesnd koncentrace ¢ o
penatého v mol/1
m hmotnost . naviZky
veorku v g . :

s

(poznfmka 8.6)
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6.5 Metoda titratnf chelatometrickd — piimd
Osah vipnﬂ:u ¥ gfkg(X} suypomé podle vzorce:

¥ - 4003 V.C
m.

Cokde Vje spn{fﬂl:m Dﬂméméhn roztoku chelatonu 3 pfi titraci
v ml

C  presnd koncentrace odmérmého roztoku chelatonu
v mol/l

.m hmutnusmav&ky ahhrmnihn podﬂu zlmﬂebnﬂm vior-

kuvg

Visledkem stanovent je arihnatickjr primér wj-sladku‘.i dvou soi-
béné provedenfch stanoven, které spliji podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se s pesnost pro obsahy do 20 g/kg na 0,1-g/

. /kp a pro obsahy nad 20 g/kg na celé jednotky g/kg =

1, Opakovatelnost
7.1 Manganometrickd titraéni metoda
Fozdil mesi dvéma paralelnimi-stanovenimi provadénymi na
stejném vzorku nesmi piekrodit pfi obsahu:
e 5& A
7.2 Véskové metoda

Mebyla dosud stanovena.

7.3 Spoktramem-:kﬁ mmoda {AAS)
Nebjla dosud stanovena.

7.4 Metoda titra®ni chelatometrickd

Mebyla dosud stanovena,

8. Pozndimbky

8.1 Roxpousténi Efavelanu vipenatého lze provést také tak, e se
n'f filtratni kelimek vlo#i do titrabni baiiky (kddinky), ale v tom

, adé je bezpodmineént nutné zhavit z;l:rytkb roztoku Savelanu
amunnéhn cely kelimek (i voé).

Pfi vyitich obsazich hofélku ve zkoudeném vzorku se provede
piesrdZent Savelanu vipenatého.

8.2V pHpadé stanoveni vdpniku v minerdlnich krmivech, které

jsou bichaté na alkalické kovy se doporufuje rozpoulitét a Fedit roz-
. tokem, ktery obsahuje sodikové (draslikové) fonty v takuvémgu -

méru, jako méd zkoulen§ veorek (matrice = zpfesnéni visledlun),

Uvedend série roztokd pro kalibraci j je uvedena jako piiklad
a mie bt nahrazena jinou, kterd Iﬁpc vyhovuje poufitému ph-
stroji,

8.3 Pii pipetovini znatné mul{:!t; mnostvi zésobnfho roztoku
(napt. 1 a2 5 ml) se doporuZuje fedénf providét postupné s vitii-
~mi abjemy roztoku a zisadné nedélenou pipetou (plesnost).

8.4 Alikvoinf Edst zdsobniho roztoku se voll 5 ohledem na ofekd-

mu? obsah vipnilkn ve zkoudeném vzorku tak, aby odpovidal spo-
) ufitého odmérného roztoku v jedné poloving objemu
’ pauhtgu

8.5 Po pidin{ odmérného roztoku chelatonu dojde k vymizeni

fluprescendce a roztok nabude riZového zabarveni, V piipadé, Fese

R |

tak nestane, je nuiné pHdané mnofsivi odmérného roztoku chela-
tonu 3 Gmérné zvysit.

8.6 Uvedeny vfph&t plati pro vyjidfeni obsahu vépnflou v ele-

“mentdrni formé (Ca). Pro-jind vyjadieni plati' uvedené piepodty:

— jako CaO X(Y, Z, Q). 1,3992
— jako CaCO, X(Y, Z,Q) . 2,4972

8.7 Objem alikvotniho podilu filtrétu se volf s ohledem na predpo-
klidany§ obsah vdépniku ve vzorka, obvykle se pohybuje v rozsahu
5—50 ml., Spotieba chelatonu 3 by neméla pfesdhnout 5 ml

8.8 Fluorescence vymiz alespoli po dobu 1 minuty.

89 Acetylén je hoflavim plynem, proto pli kaZdé manipulack

s nim je nutné dodr¥ovdt bezpetnosmi pravidla,

7.3 Stanoveni obsahu hoitiku

Do této metody byla zapracovina dﬂpum&au! E.U uvedend
v Official Journal no.L 83, 30!3!73

1, Uéel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni celkového ob-
sahu hoféfku v krmivech a minerdlnich premixech, Metoda je
vhodnd zejména pro obsahy do 50 g/kg.
2, Princip

Hottfk se stanov po mineralizaci vzorku (organické krmiva)

nebo piim{m rozpouitinim (minerdlni kemiva) z chloridového vi- -

Iuhu pifmo metodou atomové absorbind spektrometrie phi vinové
délce 285,2 nm.

3. Chemikilie

3.1 Kysclina chlorovodikovd, koneentrovand (h = 1,17 g/cm?)

3.2 Kyselina chlorovodikovd, roztok ofHCL) = 9 mol/1
3.3 Kyselina chlorovodikevd, roztok o{HCL) = 0,45 mol/l
3.4 Hoftik kovov§ v pdscich & drétkdch, jako standardni ldtka

3.5 Siran hofeinaty heptahydedt (MgSO,. 7 H;0), jako stan-
dardni substance (alternativaf)

3.6 Hoitfk, zikladni standardni roztok
Pfiprava: Do odmérné bafiky na 1000 ml se odvizi 1,000 5

kovového hoféika (3.4), dokonale zbaveného oxidi nebo.

10,143 g heptahydrdtu siranu hofelnatého (3.5), phidd se
80 ml roztokn kyseliny chlorovodikové (3.2), rozpusti, vytem-
peruje, doplnf vedou po rysku a promichd,

1 ml tehoto zikladnitho standardniho roztoku obsahuje teore-
ticky 1 mg hoféiku.

Roztok se uchovdvd v nddobee z plastu nejvﬁc. 6 mésicn,

Jako zékladni standardni roztok je moZno poudit | komerénf
roztok s deklarovanou (ovEfenou) koncentrac hoféiku,

3.7 Chlorid strontnat hexahydrdt (SrCl; . 6 FL,O) nebo dusiénan
strontnat [Sr(NO,),], roztok obsahujict 2,5 % St




Piprava: Do’ odmémé baiiky na 1000 ml se odvéi 76,08 g
hexahydritu chloridu strontnatého nebo 60,38 g dusifnanu

strontnatého, rozpusti ve vodé, doplnf vodou po rysku a pro-
michd, - .

3.8 Acetylén (pozndmka 8.3) -

4. Phistroje a pomicky -
4.1 Spektrometr absorptnf atomov§ vhodnych parametri
4.2 Miska spalovaci (platinovd, kfemennd, porcelinovi)
4.3 Pec muflovd s termostatem a teplomérem nejméné do 550°C
4.4 Lézei vodnf s termostatem
4.5 Su¥drna elektrickd s termostatem a teplomérem nejméné do
105 °C
5, Postup B
5.1 Sestrojenf kalibraznfbo grafu E R o b
51,1 Do Sesti odméngich banék na 100 m so difefencoyn odpi-
potujf takové mno¥sti zkladniho standardnfho roztoku hoféiku
(3.6), aby koncentrace hoféfku odpovidala parametrim pouZitého
8.1),
5.1.:2 Vedle toho se pripravi kontrolnf roztok tak, % do odmémé
baiky na 100 ml se odpipetuje takové muoZstvi (napt. 50 ml) roz-

toka kyseliny chlorovodikové (3.3), aby konetnd koncentracé této
kyseliny nepfesihla 0.4 mol/1. PR R e 2

5.1.3 Do kaidé z odmmih bantk sc odpipetuje 10 ml foztoku

chloridu (dusitnanu) strontnatéhio (3.7) a piidd tolik kyseliny
chlorovodikové (3.2), aby vsledné. koncetrice této byla cca
0,4 mol/, pfitem hodnota 0,4 mol/| se nesmf prekrotit, Pak se
baiika doplni vodou po rysku 4 promichd. M&H se na pristroji
 atomovol absorplng Fs_:mhsmﬁht;;ﬁ*ﬁumvm apt&ualulchg
+* parametrit a nulové hodnoty kontrolnfm roztokem; phi vinové dél-
ce 285,2 nm & za pouzitl plamend acetylén (3.8) ~ viduch,

5.1.4 Z namétengich hodnot absorbanel 4 jim odpovidajfcich kon-
centract e sestrojf kalibragn graf, - “

¥

5.2 Viastnf provedéni’

T s )
5.2.1 Krmiva s previ#né organickou slo¥kon _
5.2.1.1 Do spalovaci misky (4.2)- se odvé#f asi § g zkulebniho

vzorku s phsnus'n‘nejméﬁ na 0,001 g, zkusebnf vzorek se spaluje
v muiflové peci (4.3) phi téploté 550 °C a¥ do ziskénf popele bez
plitomnost uhlfkatjch stic. - :

5.2.1.2 K vychladiémi popelu se pfid4 5 ml koncentrované kyseli-
vysuif jesth po dobu 1 hod. v subérné (4.5) pki 103 °C (pfeména si-
likétii na nerozpustnou formu) a vychladlému edparku se prdd
* 5 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.2). Po rozpusténi z tepla
se obsah pievede kvantitativn® pomoef horké vody do odm
bafiky na 250 ml, vytemperuje, doplni vodou po Tysku
miché. Filtruje se suchfm sklddangm, stfednd hustyn fil
suché kiidinky, pfitem? prvnf podil (asi 30 ml) :ﬁj!m‘"
cuje (zdsobni roztok), e

5.2.1.3 Z toboto zsobnilio roztoku se odpipetuie

:!-'}.gc’%‘ ;

spekirometru (4.1) = podle névodu virobee pistroje (pozndimka

ny chlorovodikové (3.1), na vodnf lazni (4.4) se odpaff do sucha, .

(poznéimka 8.1, obsahujfcl mnofstvi hotéiku v mezich kalibragni-
ho grafu, do odmémé baiiky na 100 ml a déle se postupuje podle
513, :

Mnodstvi hoftiku se zjisti z kalibradnfho grafu.

5.2.2 Krmiva s pleving minerdlnf slo¥kou
Postupuje se shodné jake v 5.2.1.1 .

5.2.2,1 K vychladlému popelu se pfidd dostatetné mno¥styf (15 a2

30 ml) kyseliny chlorovodikové (3.1), obsah se na vodn ldzni (4. 4)

odpatf do sucha a jeSté vysulf pHi teplotd 103 °C v susédré (4.5) za -

dobu 1 hod. Odparek se po vychladnuti rozpusti v 10 ml roztoku
kyseliny chlorovodikové (3.2) za tepla a po roxpubténi se obsah
kvantitativnd plevede pomoci horké vody do odmémé baiiky na
500 ml. Po vytemperovini, doplnénf po rysku vodou a promi-

chéni se filtruje suchym, stfedné hustjm filtrem do suché kddinky,

plitem prvnf pedil filtditu (asi 30" ml) se nezachycuje (zdsobni
Dile se postupuje podle 5.2.1.3. i '

5:2.3 Krmiva s vfluénd minerdln{ slokkou-

$.2.3.1 Do keidinky o obsahu ast 600 mi se 0dvé# asi 5 g zkuSeb-
_nfha vzorku s pfesnosti nejménd na 0,001 g, pFidd se 250 aZ 300 ml
vody, 40 0l roztoku kyseliny chlorovodikové (3.2); uvede'se do
Aarta piimimém varu se udrfuje 30 minut. Potom se obsah k-
dinky kvantitativné pfevede pomoef horké vody do odmémé baii-
“ky na 500-ml, vytemperuje, doplni vodou po rysku a promichd,

-Filtruje se suchjm, sklddanym, stfedné hustfm filtrem do'suché

kidinky, pfitem? prvaf podl filtrdtu (asi 30 ml) se nezachyeuje
(zésobnf roztok). ! * ;

Za piftomnosti sloutenin kfemfku ve zkouSeném vzorku se zku-
$ebni vzorek rozpusti v dostatetném mno¥stvi (15 a2 30 ml) kyseli-

- ny chlorovodikové (3.1). Déle se postupuje podle 5.2.2.1 {odpate-

nf do sucha atd.). :

6. Vipotet a vyjdien visledku - - ..

"y

Obsah hoktfku y g/kg (X) se vypotitd pudkmm; o

m . hmotoost  nay podilu zkukébniho

“stanovenimi pm’.l.r&déufn;!. na
: *i_tchn}r obsahy 5 % relat,

toku hofifky, popt. i zisobnfch roz-
Ulno providét postupné tak, aby ne-
ml a pipety pouzivat vihradng neds-

"Hi‘_ﬂ_ﬁ_l::@}‘hng[afuymg h

e Pl 8 i i ¥ il Vo




8.2 Uvedeng vipodet plati pro vyjddfeni obsahu hobéiku v elemen-
tirnf formé (Mg). Pro jind vyjddfent platl dile uvedené pfepolty:
¢ = jako MO X, 1,658
= jako MgCO, X . 3,469

8.3 Acetylén je hoflavim plynem, proto pfi kabdé manipulaci
s nim je nutné dodrioyat bezpetnostal pravidla,

7.4 Stanoveni obsahu drasliku
Do této metody byla mp[a.mé.na doporuleni EU uvedend
v Official Journal no.L 155, 12/07/71
1. Ukel a rozsah ]
Tato metoda specifikuje podminky pro stanovenf celkového ob-
sah drasliku v krmivech. .
2. Princip
Diraslik se stanovi v chloridovém viluhu po zpopelnéni vzorku
a za pHdavku chloridu cesného a dusinanu hlinit¢ho k ¢iminaci
yliva interferujicich litek, metodou emisni plnmeum'l! spektrome-
Lriel
3. Chemikilie
3.1 Kyselina chlorovodikovd, roziok o{HCI) = 6 mol/]
3.2 Kyseclina chlorovodikovd, roztok c{HCI) = 0,5 mol/
3.3 Chlorid cesnf (CsCl), pevag
3.4 Dusitnan hlinit nonahydrdt [AI(NO,), . 9 H,0], pevny
3.5 Chlorid draseln§ (KCI), bezvod§
3.6 Tlumiv{ roztok
Ptiprava: Do admérné badiky na 1000 ml se odviE 50 g chlo-
ridu cesného (3.3) a 250 g dusiénanu hlinitého (3.4), rozpusti
g2 ve vodé, doplni vodou po r:,rsku a promichd, Uchovdvd se
v plastikovfch nddobéch.

3.7 Chlarid draselng, zﬁkladni standardnf roztok

Piprava: Do odmérné baitky na 1000 mi se odvi#i pfesné

1,807 g chloridu draselného (3.5), pfedem vysuSeného po do-
bu 1 hod. pfi 105 °C a v exsikétoru ochlazeného, pfidd se 300
ml vody; po rozpusténi 5 mi kyseliny chlorovodikové (3.1),
doplni vodou po rysku a promichéd.

1 ml tohoto standardniho roztoku obsahuje 1,0 mg drasifku.
Uchowviivé se v plastikovich nddobéch.

Jako zékladni standardni roztok je mokno poukit i komeréni
roztok s deklarovanou (ovEfenou) koncentraci draslik,

3.8 Chlorid draseing, pracovni standardni roztok

Piprava: Do odmérné baifiky na 250 mi s¢ odpipetuje 10 nﬁ_

zikladniho standardnfho roztoku (3.7), doplni vodou po rys-
ku a promichi. 1 ml tohoto pracovaiho standardniho roztoku
obsahuje 0, 04 mg drasliku. Pipravuje se vidy Serstvf.

4. Piistrofe a pomiicky

4.1 Spektrometr plamem;-ﬁ-

4.2 Miska platinovd, kfemennd & poreelinovd (piHpadng upall‘c-
né vitky)
4.3 Pec mifiovi s termostatem

5. Postup
5.1 Sestrojeni kalibrantho grafu

5.1.1 Do sady odmérnfch banék na 100 ml se diferencovan® od-

pipetuje 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 a 25,0 ml pracovaiho standard-
ntho roztok (3.8), m!:ndpmrfdﬁ koncentracim 0,2, 0,4; 0,6; 0.8
& 1,0 mg dragliku v 100 ml roztoku. Do kaZdé zbanékseo&p-petu-
je, vitetnd dalif prizdné baiiky (slep# roztok), 10 m! tlumivého rog-
toku (3.6) (poendmka 8.1), 8 ml roztoku kyseliny chlorovodikové
{311}. doplni se vodou po rysku a promicha.

5.1.2 MNa plamenovém spektrometru (4.1) se nast:wl potfebné pa-
rametry a pii vinové délce 763 nm se obvyklou technikou zméfi
hodnota kafdého roztoke, pfi nastaveni nulové hodnoty slepfm
roztokem. :

5.1.3 Z naméfenfch hodnot kalibratafch roztok a jejich odpovi-
dajficich koncentraci se sestrojf kalibratni graf,

5.2 Viastni provedent

5.2.1 Do spalovaci misky {4.2) se odvi#i asi 10 g zkufebniho vor-
ku s phesnost nejméné na 0,001 g a gpopelni v muflové peci {4.3)
pii teploté 450 *C po dobu 3 hod. Po ochlazeni se popel pfevede
pomect 250 aZ 300 ml vody a 60 ml roztoku kyseliny chlorovodi-
kové (3.1) do odmérné baiiky na 500 ml a za déelem vypuzeni oxi-
du ubliitého se baika s obsahem zahfeje na veouef vodnf lizni na
teplotu 90 °C ponechd pf této teploté po dobu 2 hod, Po vytempe-
rovini se doplnf vodou po rysku a promichd, Filtruje se suchim
stiedné hustym filtrem do suché kidinky, pfitemi prvai podil fil-
tréitu se nezachycuje.

5.2.2 Z whoto filtrdtu (zdsobni roztok) se odpipetuje alikvotni
Lést, obsahujici podle pfedpokladu max. 1 mg drastilu (viz tabulka
1) do odmérné bafiky na 100 ml, pfidd se 10 ml tumivého roztoku
(3.6), (pozndmka 8.1) doplni roztokem kyseliny chlorovodikové
{3.2) po rysku a promichd. Dile se postupuje podie 5.1.2.

MnoZstvi drasliku se zjistf z kalibraéntho grafu,
Obsahije-li veorek vy3¥ obsah drasliku, ne? je uveden v tabui-
ce 1, zhedi se jeitd pfed pfidinim tlumivého roztoku (3.6) a po-

wfije se takové maodstvi 6 mol/1 roztoku kyseliny chlorovedikové
{3.1), aby vfslednd koncentrace kyseliny byla asi 0,5 mol/1,

.Tahullm 1: Odpipetované podily pii navikce zkuSebniho vzorku

10 g a zdsobniho roztokn 500 ml)
Oéekvany obsah drasliku | Zredovaci | Alikvotni 85t zdsobniho
g'kg fnktor roztoku
do1,050ml 50 ml
od 1,1 do 5,0 _ 10-ml
od 5,1 do 10,0 5ml
od 10,1 do 50,0 1:10 10 ml
odl 50,1 do 100,0 1:10 Smi
od 100,1do 200 .| 1:20 5 mi




6. Vipotet a vyjiddienf visledkn

Obsah drasifkn v g/kg (X) se vypoﬁxi podle vzorce:

y

Xm0 néimka 8.2
i (poz )

kde m, je mnofstvi drasliku, zjiiténé z kalibraéniho grafu v mg
my je hmotnost navéiky alikvotniho podil dhuSebniho
veorku v g

Visledkem stanoveni je aritmetick§ primér vsledki dvou sou-
bEknd provedenych stanovend, které spliivjl podminku opakova-
telnosti a vyjadfuje se s presnostl na jedno desetinné misto pro ob-
sahy do 20 g/kg a na celé jednotky g/kg pro obsahy nad 20 g/kg.

7. Opakovatelnost

Rozdil me#i dvdma paralelnimi stanovenimi provédéngmi na
“stejném vezorku nesmi pFekrofit phi obsahu

_od 2 do 50 g/kg 10 % relat,
nad 50 g/'kg” 5/ kg
8. Porndmky :

81 Tiuﬁ:wf roztok z ielem eliminace interference rusivfieh pr-
vt nend nutné vidy phdi'-'at Je.nutné si bezpeéné m'i!ht piipady
ve kterfich to nend, mﬂm je theba,

8.2 Uveden§ vipotet plati pro vyjddeni obsahu drasliku v ele-
mentieni forms (K. P‘m midfeni jako K,O plati pfepodet; X .
. 1,205
7.5 Stanoveni obsahn andﬂm
Do této metody byla. zapracoving doporudeni EU uvedend
v {)ﬁimul Journal no L. 155, 1230?;’71

1. Ugel a rozsah

‘Tato metoda. speu.t‘l‘.u;n p-admfnka:' pm stanovenf celko!.réha ob-

sa]:m sodiku v krmnrech

2. rqﬂs:nmm..--' e e

1

Sodik e stanoyl v chloridovém v?luhu po zpopelnéni vzorku

“a'za phidavku chloridu cesného a dusi¢nanu hlinitého k eliminaci

e whv.ru mtcrrfen.qfr:l’ch Iétul: metoddu emisni plamenové spel:!rmm

ok

i ,3 Chnmulﬁﬂm

r R
trr" iy

§ e

i

iy 1 Kyscl:na chlorovodikovd, roztok :{HC:I] Sy ‘mol/]

3,2 Kyselina chlofovodikové, roztok o(HCl) = 0,5 mol/1 ;
3.3 Chlorid cesnf (CsCl), pevay
34 Dusitnan hlinity nonahydrdt [AI(NO,)s . 9 H,0], pevny

3.5 Tlumiv{ roztok
Piiprava: Do odmémé bafiky na 1 000 m] se odva# 50 g chlo-
ridu cesného (3.3) a 250 g dusiénanu hlinitého (3.4), rozpusti

se ve vodé, doplni vodou po rysku a promichd,
Uchoviivi se v plastikoviich nddabkdch.
3.6 Chlorid sodng, bezvody§ '

A7 Chiorid sodn, zikladni standardni rozrok
Priprava: Do odmérné baiiky na 1000 ml se odvi plesné
2,341 g chloridu sedného, pledem \-jr.EuEl:néhu (1 hod. pfi
1035 *C) a v exsikitoru ochlazeného, pFidd se asi 300 ml vody,

po rozpulténl 5 ml kyseliny chlorovodikevé (3.1), doplni po

rysku a promichd,

1 ml tohoto zikladniho standardniho rozioku obsahuje 1 mg
soddiku, Rostok s uchovivd v plastikovich nddobkdch.

Jako zkladni standardnf roztok je moZno poust i komeréng
roztok § deklarovanou {mréi‘enuu_j koncentraci sodiku,

3.8 Chlorid sodny, pracovni standardni roztok .
PHprava: Do odmérné baiiky na-250 ml se odpipetuje 10 ml
zikladniho standardnfho roztoku {3.7), d-uplu:[ vodou po rys-
ku a promichd.

1-ml tohoto pracovnibe standardniho roztoku obsahuje
0,04 mgmg sodike. Plipravuje se vidy Eerstvy, :

4. PHslmje n pomnck;r

4,1 Speklrmtrplmnenmrj'
4,2 Miska spalovacl (platinovd, kfemennd, pﬂrnel&nuvﬂ}
4.3 Pec muflovi § termostaten

5 Postup
5.1 Sestrojeni kalibratniho grafu

5.1.1 Do sady odmérnfch banék na 100 ml'se odpipetuje diferen-
covani 5,0; 10,0; 15,0; 20,0-a 25,0 ml pracovnfho standardntho
roztoku (3.8), :;ai odpovidd koncentraciot 0,2; 0,4; 0,6;. 0.8
a 1,0 mg sodiku ve 100 ml. Do ka¥dé  banék se odpipetuje 10 ml
tumivého roztoku (3.9), 8 ml roztoku kyseliny chlorovodikové
(3.1) Véstn do dalif prézdné (slepf roztok), kaldd 2 bank se do-

* plni vodou po rysku a promichd, -~ _ F

512 wa[ 5 polfctrué paramétry plim:tennéhd apcl:trumelm 4
(4.1) a phi vinové délee 589 nm se cbyyklon téchnikou promég

kaidfr mztulc pi"l nastaven( nu]uvé hﬂdﬂ.ﬁtj' slepfm rmmkem z

5137 nméfenfth hodnot standardd a jim odpovidsiicich kon-

" centraci se saal.mj{ kalibragnf graf,

5.2 Viastni pmw:lr.ni ‘

Do spalovac misky (4.2) se odvi3f asi 10 g zkufebniho vzorku
s plesnost] nejménd na 0,001 g, zpopelnl v muflové peci (4.3) pii
teploté 450 °C za dobu 3 hod, (pozndmka 8.1). Po ochlazeni se po-
pel pievede pomoc! 250 a2 300 ml vody a 60 ml roztoku kyseliny
chlorovodikové (3.1) do odmémné baiiky na 500 ml a za GSelem
vypuzeni oxidu uhliditého se bafika s obsaben zahl‘eje na vodni
I4zni na teplotu 90 *C, ponechd piitéto teplotd asi 2 hod, piitem:

se obdas promichd. Po vytemperovini & doplndnf vodou po rysku .

s¢ promiché, filtruje suchfm stiedni hustfm fi filtrem do suché k-
dlnky, phitems prvnf podil filiritu se nmshymje.

Z tohoto filtrdtu (edsobni roztok) se de,tpﬂ,hus dn odmérié
badiky na 100 mlalikvotnf &dst obsahujief max. | mg sudnm (vizta-
bulka 1), pfidd se 10 ml thimivého roztoku (3 5}, ni roztokem
kyseliny chlorovodikové (3. 2}?0 rysku E‘F .

puje podie 51.2.
MnoZstvi sodiku se msl.f # kalibra&niho




Obsahuje-li yzorek vy$i obsah sodfku, ne je uvedeno Vv ta-
bulee 1, zfedl se vhodnym zpisobem pred pfidinim tdumivého
roztoku (3.5). Pfi fedén se poulije takové mnoZstyi roztoku kyse-
liny chlorovodikové (3,1), aby Vf,slt.dnﬁ koncentrace kyseliny byla
- 0,5 mol/L : . - ©e

Tabulka 1:_ﬂdﬁip¢§nvané pnd..ﬂy zfisobntho roztoku pi naviice
zkudebniho vrorkn 10 g a #isobntho roztoku 500 ml

Gae_kﬁm'f.ob;aﬁ'mlmu Zredoyac ﬁﬂkw;:n! Est zasobniho
i e'kg faktor . roztoku
do1,0 - : s0°
od 1,1'do 5,0 - - _' 10
od 5,1 do 10,0 - 5
0d10,1do 50,0 | 1:10 10 '
nad 50,1 120 5

6. Vipolet a vyjddient visledkn
Obsah sodfku v g/kg (X) se vypodits podle vzorce: _

X - —::-:- (pozndmka 8.2}'

kde 1, je mnoZstyi drasliku, zjiiténé z kalibraniho grafu v mg

my je hmotnost navédky alikvotniho podilu zkuSebniho
veorku v g

Vysledkem stanovent je aritmetick§ primér vysledki dvou sou--

béiné provedengch stanovenf, které spliinji podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se s pfesnostf na jedno desetinné misto do ob-
sahu 20 g/kg a na celé jednotky g/kg nad obsah 20 g/kg.

T.. Opakovatelnost

Rozdil niezi dvéma paralelnfmi stanovenfmi providéngmi na
stejném vzorku nesmi ptekrodit pti obsahu:
od 2 g/kg do 50 g/kg 10 % relat.
nad 50 g/kg Sgikg

. 8. Pozndmky

8.1 Pii spalovini je nutné zabrdnit vznicenf vzorku. Pro krmiva,
obsahujiel vice ne¥ 40 g/kg sodfku se spaluje ve spalovact misce
opatené vitkem po dobu 2 hod. Po vychladnuti se pfidd trochu
vody, pomoel Pt drdtku se vytvoli kaSe, vysusl se a opét 2 hod spa-
luje v misce zakryté vi¢kem. Dile se postupuje, jak uvedeno v 5.2,
vitko se oplichne rovnd% do odmémé baiiky. U krmiv, obsahuji-
clch vétdinou minerdind slofky, se vzorek nespaluje, ale plimo
v 30 ml kyseliny chlorovodikové (3.1) rozpoust,

8.2 Uvedeny vipolet plati pro vyjadfens obsahu sodfku v elemen-
tdrni formé (Na). Pro vyjadfent jako NaHCO, plati prepotet X .
< 3,654 a jako Na,CO, plat: X, 2,305 ’

7.6 Stanovenf obsahu ve vodé rozpustnyeh chloridi

Do této metody byla zapracovina doporuten! EU uvedens
v Official Journal no, L 155, 12/07/71

1. Ukel a rozsah

Tato metoda Spéciﬁkuje.pﬂdm[nk}' pro stanoven ve vodé roz-
pustnjch chloridd v krmivech a minerdlnich piisadich. Zvlaitni
modifikace specifikuje podminky pro stanoven{ ve vodé rozpust-

- mych chloridi v rybfch mougkéch a v tepelné opracovanfch krmi-

vech (v{lisky Inénfich pokrutin & roti, slizovitfch a koloidnich
smateridli — napl, dextrin a pod.) .

Metoda viéetng modifikact zahrnuje pouZitf pro viechna krmiva
a viechny-obsahy. i 5 : ¢
2, Princip
Chloridy se stanovi z vodniho vfluhu vzorky nepfimou argento-
metrickou titraef podle Volharda po vySefeni Carresovimi Cinidly,
3. Chemikdlie’
3.1 Kyselina dusitnd koncentrovand (h= 1,4 g/cm?) |
3.2 Dusitnan stifbrrf, odmérmg roztok o AgNO,) = 0,1 mol/I
Pfiprav: 16,989 g dusitnanu sttbeného, piedem vysuleného
2 hod pfi teploté 150 °C a ochlazenéhio v exsikditoru, se odvis
do odmérné baiiky na 1 000 ml, rozpusti ve vodé, doplni vo-
™ dow po rysku a promicha. ' _
Standardizace tohoto odmérného. roztoku se neprovidi.

3.3 Thiokyanatan amonny, odmém§ roztok ofNH,SCN) =
= {J,1 mol/l )

Pifprava: Do odmémé baiiky na 1000 ml se odvis 7,612 g

thiokyanatanu amonného rozpusti ve vodé, doplai vodou po

rysku a promichd,

Standardizuje se pomoci odmémého roztoky du'silémnu stfi-
brného za poufit] indikace siranem Zelezitoamonngm, Kon-
centrace se vyjadi v mol/] s plesnost! nejméné na 0,001,

3.4 Sfran ' Jelezitoamonny _ dodekahydrdt [NH,Fe(SO,)2 . -

+ 12 H; 0] nasyceny roztok (phi 20 °C), jako indikdtor

3.5 Carresovo Zinidlo I '
Pifprava: Do odmérné bafiky na 100 ml s¢ odvéi 21,9 g di-
hydritu octanu zinefnatého [Zn(CH,CO,), . H,0), pfid4 se
3 ml ledové kyseliny octové a po rozpustini se dopini vodou
po rysku a promiché.

3.6 Carresovo Cinidlo IT
Pliprava: Do odmérné bafiky na 100 ml se odvds 10,6 g tri-
hydritu hexakyano¥eleznatany  draselného [K Fe(CN), .
» 3 H,0], pfidd se asi 50 ml vody, po rozpudténi se doplni vo-
dou po rysku a promichd.

3.7 n-Hexan nebo diethylether (pozndmka 8.1)

3.8 Aceton (pozndmka 8.1)

3.9 Uhli aktivnl, chloridd prosté a neabsorbujict chloridy

g L e Co i ¢ e - — :
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4, PHstroje n pomicky
4.1 Lézeii piskovi nebo topnd deska

4.2 Trepatka nebo clektromagnetickd michatka vhodné kon-
strukce :

4.3 Odstiedivka vhodnjch parametri

5. Postup
Do odmémé bafiky na 500 ml se odva¥ asi 10 g zkufebniho

veorku (pozndmka 8.2) s pfesnosti nejméné na 0,001 g plidd se asiw,

400 ml vody, promichd, déle pridd 5 m] Carresova Zinidla [ (3.5),
opét promichd, 5 ml Carresova Einidla I (3.6) (pozndmka 8.3), asi
0,5 at 1 g aktivodho uhlf (3.9) a opét dikladné promithd, Odmér-
nd bafika se zazdtkuje, umisti na thepatku nebo elektromagnetic-
kou michatku (4.2) a protfepiva (promichdvi) se 30 minut, Pak se
obsah bafiky doplni vodou po rysku, promichd a filtruje suchym
stfedné hustym filtrem do suché kddinky, pfitem# prvnf podil fil-
trétu se nezachycuje (zdsobnf roztok) (pozndmka 8.4).

Do titragnol baiiky & kédinky vhodného objemu se odpipetuje
alikvotni padil zisobniho roztoku, obsahujici nejvise 100 mg chlo-

ridi, vyjédrengel jako chlorid sodng, je-li tieba doplnf se na objem

S0 ml vodow, piidd 5 ml kyseliny dusiéné (3.1), 20 ml roetoku sfra-
nu Zelezitoamonného (3.4) jako indikétoru (pozndmka 8.5) a pro-
michd. Ped titract se piidajf 2 kapky odmérného roztoku thiekya-
natany amonnéhio (3.3) pfimo z byréty, ze které biade titrovino
(jsou souldsti spotfeby) a za stilého intensivafho promichivinf se
plidd pfesné z byrety pfebytek odmémého restokn dusitnani stf-
brného (3.2) a to asi o 5 a 10 ml vice, ned je ekvivalentnf mnofsivi
chloridi. Tésné pied zatdtken titrace se jesté ptidd 5 m n-hexanu
nebo diethyléteru (3.7) a dikladn® znova promichd (koagulace
sraZeniny). Plebytek odmémého roztoku dusinanu sttibrného
(3-2) (poznémka 8.5) se titruje odmérngm rogtokem thiokyanata-
nu amonného (3.3) do pravé veniklého Servenohnidého zabarven(
roztoku, které vydri asi 1 minutu (spotfeba V. A

U yzorki rybich moubek se odvaZuje asi 5 g vzorku s plesnost!
nejméné na 0,001 g do knické baiiky, pfidd se asi 50 il horké vo-
-~ dy, promichd, déle pfidd presns 50,0 ml m@mehg.r_gg_f_@g_,_ig_--_ :
sidnanu stiibroého (3.2) a 20 ml kyseliny dusiéné (3.1), Bankase . 00
zakryje hodinovim sklitkém, umisti na piskovou ié:ﬁi nebo top- - PIV

_ nou desku (4.1), uvede do varu a po dobiu 15 fint

Potom se-obsah batiky ochladf, hodinové sklitko se op

mirmné +‘I|fﬂ:ﬁ.
]  sklitko se opldchpe vo- .-
dou do baiiky, vodou upravf chjem asi na' 50 mi; pfidd 5 mi sfranu.

B eiho (1.4 sk iouilom gAliylo g cdmfeigrn v
- tokem thiokyanatanu amonného (3;3) o préve vznikiého Gerve-
nohnédého zabarveni roztoku, Které vydeH alespoft 30 sekund
(spotieba V1) (poznémka 8,5). ~ .- "ol oo

Vedie toho se provede sépd zkouska s pouitim stejného mnok-
stvi poutityeh &nidel, zejména plesné stejnf prebytek odmimého

roztoku_dusitnanu stifbrného, jako pii viastni analfze vzorku

(spotieba Vy). -

6. Vypotet a vyjddient vislediu
Obsah ve vodé rozpustngch chloridi vyjédtench jako chlorid

sodny (NaCl) v g/kg (X) se vypoits podie vzorce:

(V2= V). C.58,443
m 2

A=

kde V; je spotieba odmérného roztoku thiokyanatanu amonné-
" ho na slepou zkoudku v ml
Wy spotfeba odmiérného roztoku thiokyanatanu amonné-
- ho na viastnf veorek v ml
C plesnd koneentrace odmérmého roztoku thiokyanata-
- nu amonného v mol/1 i
m hmotnost navazky alikvotnfho podilu zkufebifho
vzorky :

Visledkem stanovenf je aritmetick$ primér visledi dyou sou-

bifing provedenjch stanoveni, které spliujf podminku opakova-

 telnosti a vyjadiuje se s presaosti na 0,5 g/kg do obsahu 10 g'kg
ana 1l g/kg pro obsahy nad 10 g/kg.

o~

7. Opakovatelnost

Rozdl mezi dvéma paralelnfmi stanovenfmi provédéngmi na

stejném vzorku nesmi prekrofit pt obsahu
do 10 g/kg 0.5 g/kg

nad 10 g/kg 5% relat.

(rybi mouky 10 % relat.)

8. Pomdmky

8.1 Accton, n-hexin a dicthylether jsou ncbezpeéngmi hoHavina-
mi L. t¥idy, proto je nutné péi jakékoli manipulaci s nimi dodrfovat .

piisluind bezpetnostod pravidla. .

8.2 U krmiv s vy&&im obsahem taku % 50'g/kg se naviska zky-
Sebniho vzorku nejdiive odtulnf alespoii &stedni; promytim di-
ethyletherem nebo n-hexanem dekantaci s odlitin extrakénfho &-
nidla, R Ly i




7.7 Stanoveni obsahu celkovich uhlititani

" Do této metody byla zapracovdna doporudeni EU uvedend
v Oificial Journal no, L 155, 12/07/71 =

| L

1. Utel a rozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanovenf ublicitan
v krmnfch smésich, Metodou se stanovi celkové uhliitany, s v{-
Jimkou uhlifitant nerozlofitelngch kyselinou - chlorovodikovou
(napi. uhlititand Zeleza) & je poutitelnd pro ‘obsahy od 5 do 100
g'kg. Navic umoliivje modifikaci pro vyssi i niz¥ obsahy pfi
evlitnich kalibracich.
2, Princip k
Uhlititany se stanovf po rozkladu vzorku kyselinou chlorovodi-

kovou a vzniklf oxid uhlitity se zm&# v kalibrované trubici volu-
metricky nebo manometricky.

3. Chemikdlie

3.1 Kyselina chlorovodikovs, roztok ¢(HCI) = 6 mol/1
3.2 Uhlifitan vipenaty, sch¥cnd, pevny — standardnf litka pro ka-

libraci

3.3 Vzorek krmiva pro kalibraci, neobsahujici ubligitany {mapk.

obilni frot a pod.) (pozndmka 8.1)

4, Pifstroje a pomiicky

4.1 Pisttoj nebo zaiizent, umofiujicl kvantitativaf rozklad uhlifi-
tanii ve vzorku, v uzaviené reakéni nddobee s vhodngm dédv-
kovacim zaffzenfm a spojené citlivim volumetrem nebo ma-
nometrem (vodnf sloupec a pod.)

5 Postup -
5.1 Sestrojen kalibrafnfho grafu

5.1.1 Do reakénf nddobky (poznimka 8.2) pHstroje & zaFizeni
pro stanoveni uhlifitand (4.1) se odva# 0,20 g uhligitanu viipena-
tého jako standardnf ldtky, pfid4 se do 10 g veorku krmiva pro ka-
libraci a obsah se promichd.

5.1.2 Pak se do reakinf nidobky pfidé 50 ml vody (pozadmka
8.3) a obsah se promichd. Do dédvkovaciho zafizeni piistroje, které
bude plynotésn® spojenc s reakEni nédobkou, se odméf 10 ml
(pozndmka 8.4) roztoku kyseliny chlorovodilkové (3.1), ddvkovaci
zatizend se plipoji k reakénf nddobee a tato se pipoji k méFicimu
zaffzeni (4.1). Potom s¢ pomalu, ale neplerudovang z divkova-
ctho zafizeni pfipusti roztok kyseliny chlorovodikové (3.1) a ko-
hout dévkovaciho zaffzeni se ihned uzavie (pozndmka 8.5). Re-
akéni nddobou se intenzivné tfepe bud piimo v ruce ale tak, aby se
obsah reakinf nddobky nezahiival teplem dlang, nebo vhodngm
tiepacim zafizenim, aZ do okam#iku, kdy dojde k ustdleni miéfend
hodnoty objemu (tlaku). Vyikd se jesté asi 2 minuty a zjistf s¢ na-
mifend hodnota. Potom se pomalu uvelnf uzdvir reaking nidobky
za GEelem vyrovndn{ tlaku a nastaveni péistroje na novy vzorek.

5.1.3 Stejnf postup se provede s navézkami ulligitanu vipenaté-
ho (3.2) o hmotnostech 0,50 g; 0,70 g; 0,90 g a 1,00 g (poznimka

- B.6), které odpovidaji obsahiim uhligitand 50; T0; 90 a 100 g/ke.
KaZdd navitka se doplnf do 10,0 g vzorkem krmiva pro kalibraci
(3.3).

Z naméfenfch hodnot (objemu & Haku) a jim odpovidajicich
koncentract odpovidajicich obsahii se sestrojf kalibragn graf.

5.2 Vlastoi provedeni

Do reakéni nédobky pfistroje & zatizent pro stanovent uhlisita-

‘0 (4.1) se odvad 10,00 g zkutebnfho vzorku (pozndmka 8.7) -

a déle se postupuje podle 5.1.2.

6. Vfpotel a vyjadient visledi -

Obsah velkerfch uhlititant, vyjddfengch jako CaCO3 se zjistf
piimo 2 kalibratniho grafu (pozndmbka 8.8),

Vysledkem stanovenf je aritmeticky primér vsledki dvou sou-

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

f

7. Opakovatelnost

Mebyla dosud stanovena.

8. Poznimky

8.1 Aby byl zaruen nulovy obsah uhlititani je nutné provést sle-

* pou zkoudku za naprosto stejnjch podminek (nezjistl se Fadnf vi-

#namny verGst objemu & tlaku).

8.2 Pokud nenf dino samou konstrukef piistroje & zafizetii, jo
nutné pouivat vidy stejné reakénf nddobky, a to jak pro kalibraci
tak i vlastni provedeni stanoveni nebo mit k dispozici nédoblky,
které virki sobd nevykazujf Edné rozdily. Je nutné pfedem ovifit,

8.3 Mnoistvi ptdavku vody se Kdi podle obsahu reakéni nﬁdobky
(pro uvaZovang postup se pfedpokldds objem reakénich nddobek
200 ml) resp. podle ndvodu k pistroji nebo zalfeent,

8.4 Mnokstvi plidané kyseliny mivbe bft pipadné odlifné podle
névedu k pouditému piistroji & zaffzent,

8.5 Uzavieni pfivodu z dévkovaciho zafizenf musi bft provedeno
dostateént rychle, aby visledek nebyl zkreslen zménou objemu &
tlaku zvétSenim reakénfho prosforu. Doporuéuje se uzaviit pifvad
diive nel vytete posledni maly podil kyseliny. Pfedevéim je nutno
dodriet stejué podminky pii kalibraci i viastnim provedeni

8.6 Uvedené kalibratof dfivky jsou pikladem ‘a majf byt voleny
podle nivodu pHstroje & zafizeni pro stanoven uhliditand i 5 ohle-
dem na obsahy uhligitant, které budou stanovoviny,

8.7 Uvedend naviZka zkufebnfho vzorku je urfena pro krmné
smési, obsahujici 20 g/kg a% 70 g/kg uhlititani, vyjddfengch jako
CaCO, za predpokladu, Ze méFicl zaffzeni je pro yto obsahy kon-
struovino a tuto naviiku skulebnich vzorki kalibrovino, Pro vyi-
Ef (niZ&f) obsahy s¢ volf obwykle napk. polovignt {dvojndsobnd) na-
viizka zkusebniho vzorku i kalibrace za téchto podminek. Pro indi-
katnf stanoven vyifich obsali uhlifitani, ne? na které je provede-
na kalibrace se odvatuje polovina (étvrtina atd.) navizky zkufeb-
niho vzorku a doplnf se do 10,0 g vzorkem krmiva pro kalibraci,
Vysledek se pak vyndsobi dvima (Etyfmi atd.).

8.8 Pro vyjidienl obsahu veSkerfich uhlititant jako:
NaHCO, platl pfepodet = X . (,8303,
Na,CO, plati prepodet = X . 1,059
MgCO, plati pfepodet = X, 0,8424
kde X je obsah veSkerych uhligitand, vyjidtenfch jako CaCO,,




7.8 Stanoveni oxidi kifemiku, hlintku, vdpnfkn
a hoitiku (ve vipencich)

1. Ukel a rozsah

Metoda specifikuje podml'nk]r pro stanoveni uvedenych oxidi
ve vipencich. i

2. Princip

Nerozpustng zbytek po rozpouténi veorku v kyselin® chlorovo-
dikové se vytavi s uhlititanem sodnym, tavening se vylouH kyseli-
nou chlorovodikovou a po spojeni s plvodnim filtrdtem se cdpafi
do sucha, Vylowlend srafening se odfiliruje, spdll, zvi¥# a po od-
koufent s kyselinou fluorovodikovou a sirovou znovu evid, Obsah
oxidu kfemifitého se urél z rozdilu obou viZend,

Ve filtrétu po stanoveni oxidu kfémigitého se amoniakem vystd-

H hydroxidy, které se po odfiltrovdni a spﬁlen'[ url viZkove jake
" oxidy amoniakdlni skupiny.

Ve filtrdtu po stanoven( oxidit trojmocnych kovi se chelatome-
trickou titracl stanovi oxid vipenaty a suma oxidd vipenatého
a hotelnatého,

3. Chemilksilie

31 Kyselina chlorovodikovd (h = 1,17 g/em?), zfedénd (1+ 1)
32 Kyselina dusiénd (h = 1,4 g/em?®), ziedéna (1 + 4)

33 Uhbligitan sodng, bexvody .

34  Kyselina chlorovedikovd, roztok 1%

3.5  Kyselina sirovd (h = 1,84 g/em?), ziedénd (1 + 4)

.6 Kyselina fluorovodikovd (h = 1,128 g/em?), roztok 40%
3.7 Tetraboritan disodny, dekahydrdt, pevay
‘38 Chlorid amonng, pevaf

39 Kyseling dusiénd, koncentrovand (h = 1,4 g/cm?)

310 Amoniak (h =091 g/em™), roztok 10% prmtfuhllhlauﬁ
3,11 Methylovd Gervei, ethanolicky roztok 0, 5%

3,12 Dusiénan amunnjr, roztok 1%, nﬁulralmman# p,manlnkmn

na methylovon derved
ll:! Hydroxid draseln§, roztok 20%

mém¥ roztok c{chelaton 3) = 0,05 mol/]

PHprava: 18,62 g chelatonu 3 se rozpusif ve vbdé a dui:ilnl'

v cdmérné bafice na 1000 ml a promichd.

3,15 Fluorexon, rozetfeny s pwnﬁm chlﬁndem draselnfm v po-
miru (1 + 100} 3

3,16 Tlumiv§ roztok, pH 10
PHprava: 350 ml 20% roztoku mmku se smichd s 54
g chloridu amonného (3.8) a doplai se plevafenon vodou na
100 ml :

3,17 Eriochroméerii T, rozetfend s, pr,'-fnjm du!ocddmn dmselnfm
v poméru (1 + 100}

318 Dusitnan sudni' pu\rnf o

&

4y H&_lwla_ a'pomﬁdr_y

4.1 Vodni nebo piskovi ldzed

4.2 Suldma elektrickd, s mofnosti odvEtrivini, automatickou re-
gulaci teploty a teplomérem pro rozsah tapilut nejménd do
120°C.

4.3 Muflové pee, cl-cklmkﬁ s ts:mustatem muhmtfodvétrﬂvﬁm‘
a teplomirem pro rozsah-teplot nejméné do 600 °C,

4.4 Miska spalovaci z platiny nebo ze slitiny Pt-Ad event Pt-Ir
popt. jiného vhodného materidlu odolného podminkém me-
tody stanoveni a nepodiéhajfel v téchto podminkich zméngm,

' i se opakuje, pokud se nedosdhne kﬂmmnf
314 Disodnd siil kyseliny etylendiamindtetraoctové dihydrt, od- . s

5,11 PHiprava zésobniho roztoku

& Postup
£.1 Stanoveni oxidu kfemiditého

Do kidinky o objemu 600 ml se navé# dsi 1 g zkafebniho veor-
ku s piesnosti 0,001 g, zakryje se hodinovim sklem a pozvolna se
piddvd 50 ml kyseliny chlorovodikové (3.1) a opatrng se povai
10 minut na piskové 14zni (4.1). Po mirném ochlazent se pFidd 1 ml
kyseliny dusiéné (3.2) a opét se 5 minut povaf, Objem roztoku se
doplnf asi na 150 ml, zahteje se k varu a po ochlazen{ se wfiltruje
hustym filtrem [ﬁlt[it A

Filtrs namzpu.ﬁlénfm zby!kgm 5 wsmiaspgiim spa]ma[:{ mis-
ce (4.4). Po vychladnutf ze zpopelnéng zbytek vytavi = 5 g uhlitita-

nu sodného (3.3).za ptidéni 0,1 g dusignanu sodného (3.18), Bé- -

hem taveni se obsah kelimku nékolikeit promichd kroufivim po-
hybem. Po skonfenf taveni se obsah kelimku nechd vychladnout
a tavenina so \ry!uruﬁ hivrkou vodou v kddince. Po rozpubténd tave-
niny se kelimek vyjme a oplichne teplon vodou do kidinky, Roz-
tok z kddinky se spoji s filtrdtem A, zakryjé se hodinovim sklém

* aopatrné se plidd 50 ml kyseliny chlorovedikové (3.1) (roztok B).
Kelimek se pFekihne, zbytky taveniny uipélé na sténdch se rozpusti

v kyseliné chlorovodikové (3.1) a pFidaji se k roztoku B. Takto zis-

kany roztok se zahfeje, aby se vypudil oxid uhlitity a po oplichnutf .
hodinového skla se odpafuje na vodnd nebo piskové lizni (4.1) do -

sucha. Odparek s¢ ovlhif kyselinou chlorovodikovou (3.1) a opét
se odpati do sucha. Miska s odparkem se viodi do sulidrny (4.2),
kde se ponechd pil hodiny pii teploté (110 £2)°C, K odparku se
jeltd za tepla pHdd 30 ml kyseliny chlorovodikové (3,1}, nechd se
stét 5 ak 10 minut na teplém misté, poté se pfidd 100 ml horké vo-
dy a diklada® se promichd sklenénou tyéinkon. Po desetiminuto-
vém stdnd se vyloufend kyselina kfemilitd odfiltruje filtrem stfednd
hustoty a filtrit se Zachyeuje do podstavend kddinky. Zhytek na fil-
tru s¢ promyje nejprve horkou k}r&c&lnmr dIbrmfodi‘komu {3.4}
a potom horkou vodou, ;

' Protofe jednim odpai‘mﬂmm (Eo ‘;dla
lina_kfemititd kvantitativid, je nu £
cha. Diile se postupuje stejné jako pt FlIiFﬁ'Em
hou filtraci s¢ poudije hustého filira. Oba filtry
linou  ktemiiton, se viod do spalovaci misk

a spdlf v muflové peci (4.3) pH teploté (1100
hodin. Po wcblaﬂmv exsikdtoru se

kelimkw se ovibé vodou, plidd se 0,5
15ml kyseliny fluorovodikové (3.6) a
{4.1) do sucha. Odkouferi's kyselinou
sé jesté jednou opakuje. Kelimelk se zbyth

Zbytek po odkoufeni se vytavi
{3.3) a 0,1 g tetraboritanu disodnéhi
v 10 ml kyseliny éhlorovodikové (3
novend oxidu kfemititého. - Fluth 5
baitky, po ochlazeni se doplaf Vo
ziskd zdsobnf roztok, ktery se

Y]

g




srafenina dokonale vylouti a usadi, Zifiltruje se filtrem stfedni hus-
toty a promyje horkym roztokem dusiénanu amonného (3.12), fil-
trét se jimd do kidinky (pouije se pii stanoveni oxidu vipenatého
a hofetnatého). Srafenina se pHimo na filtru rozpusti 20 ml teplé
Kyseliny chlorovadfkové (3.1); ptitem? se filtrit zachyruje do ki-
dinky, ve kicré se provddélo sri¥eni amoniakem. Filtr se dikladng
promyjé teplou vodou a uschovd. Filtrét se opét zahusti na objem
100 ml & hydroxidy se gnov vysedE roztokem amoniaku (3.10).

ratening hydroxidii se zfiltruje filtrem stfedni hustoty a dit-
Kladné promyje teplym roztokem dusitnanu amonného (3.12), aZ
do vymizeni reakee na chloridové ionty. Filtrdt se jimé do stejné

kddinky jako pH predchozi filtraci, Filtr se sraZeninou s filtrem po -

prenim scifeni se vio¥ do pledem vyZhané a zvifené spalovaci
misky (4.4) vysulii se v susdrné (4.2), spali a vyZihd v muflové peci
(4.3) pHi (1100 £25)°C do konstantni hmotnosti. Po vychladnuti

v exsikfitorn se zvaZl, |

Obsahuje-li vzorek malé mnoZstvi oxidd amoniakdlni skupiny,
poutije se cel objem zdsobniho roztoku po oddélent oxidu kfemi-
&itého. Pro stanovenf oxidt amoniakélnf skupiny, je moino poudit
té3 filtrétu po stanoveni kyselinou nerozpustného podilu popele.

5.3 Stanoven! oxidu vipenatého ' :

Filtrdt po stanoveni oxidd amoniakilnf skupiny se doplni na de-
finovany objem a = ného se odpipetuje alikvotal podil do vysoké
kédinky o obsahu 400 ml, zfed{ se vodou na 200~250 ml a za mi-
chénf se rychle zalkalizuje 20 ml hydroxidu draselného (3.13),
uvede se do mirného varu a po vypuzeni amoniaku se ochladi. PFi-
dé se malé mrodstvi indikdtoru fluorexonu (3.15) a titruje se na
temném podkladé roztokem chelatonu (3.14) prdvé do vymizeni
Futozelené fluorescence.

5.4 Stanoveni oxidu hofetnatého |

Filtrdt po stanoven( oxidd amoniakdlni skupiny se doplni na de-
finovany ohjem a z ného se odpipetuje alikvotni podil do vysoké
kadinky o obsahu 400 ml, zfed{ se vodou na 200~250 ml a za mi-
chiini se rychle zalkalizuje asi 20 ml tumivého roztoku (3.16) na
pH 10. Z byrety se plidd stejng objem roztoku chelatonu (3.14),
jak§ se spotfeboval na titraci pfi stanovenf oxidu viipenatého. Pfi-
dfi se malé mnodstvi indikétéru eriochroméerni T (3.17) a titruje se
roztokem chelatonu 2 vinové Cerveného zabarven! do kovovt mo-
drého, .

6. Visledek

6.1 Obsah oxidu kfemititého v g/kg (X) se vypotte podle vzorce:

Ve 11-}:. m— My

My

kide m je hmotnost vyihaného surového oxidu kiemitittho v g
m,"  hmotnost vyHhaného zbytku po odkoufeni v g
" my  hmotnost navidky skudebniho vzorku v g

6.2 Obsah oxidu amoniakélnf skupiny v g/kg (Y) s¢ vypodte po-
dle vzoree: :

¥=10° i
&

kde m, je-hmotnost vyihanfch oxidi v g
m, hmotnost alikvotntho podilu naviiky zkubebniho
vzorku v g

6.3 Obsah oxidu vipenatého (Z) v g/kg se vypotte podle vzorce:

7= 5608.C. V. Wy
m. ¥
kde V je spotfeba odmémého roztoku chelatonu 3 v ml* )
C . ptesnd koncentrace odmérného roztoku chelatonu 3
v mal/]
V;  objem zdsobntho roztoku v mi
V;  objem zisobnfho roztoku, pipetovany ke stanoveni
) v ml E . :
m hmotnost alikvotntho podil navitky zkufebnih
vyezorku v g :

6.4 Obsah oxidu hofetnatého (U) v g/kg se vypokte podle vzor- -
- H

%G 40,304 . C. Va. (V. = V)
m,-Vg

kde V je spotfeba odmérného roztoku.chelatonu 3 podie bodu

53vml

Y, spotieba odmémého roztoku chelatonu 3 podle bodu
5.4 vml

€ phesnd koncentrace odmérného roztoku chelatonu 3
vmol/l - .

V,  objem zisobniho roztoku v ml '

V, objem zdsobniho roztoku, pipetovany ke stanoveni
v ml

m  hmotnost alikvotnfho podiln navéfky rhufebniho
veorku v g )

Visledkem stanoveni je aritmetick§ primér visledki dvou sou-
bi#né provedenych stanovend, které spliiuji podminku opakova-
telnosti, & vyjadfuje se s presnosti na celé jednotky nebo desetiny
g/kg.

7. Opakovatelnost
7.1 Opakovatelnost pro stanovens oxidu kfemititého

Rozdfl mexi dvéma paralelnimi stanovenfmi providénfmi na
stejném vzorku nesmi prekrotit 2 g/ke.

7.2 Opakovatelnost pro stanovenf oxidi amoniakdlni skupiny

Rozdfl mezi dvéma paralelrimi stanovenimi provédéngmi na
stejném vzorkn nesmi peekrodit pfi obsaliu;

do 10 g/kg 0,7 g/kg
od 10,1 do 25 g/kg 1,0g/ke
od 25,1 do 50 g/kg 1,5 g'kg
od 50,1 do 100 g/kg  2,5g/ke
nad 100 g/'kg 4,0 2/'kg

7.3 Opakovatelnost pro stanoveni oxidu vipenatého

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi providénymi na
stejném vzorku nesmi prekrofit 4,5 g/kg. :

7.4 Opakovatelnost pro stanoveni oxidu hofetnatého

Rozdil mer dvéma paralelnimi stanovenimi provédingmi na
stejném vzorku nesmi prekroit pfi obsahu
do 10g/kg 1,5g/ke
nad 10 g/kg 3 gk




7.9 Stanoveni celkového obsahu siry
1. Ukel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni celkového ob-
sahu sfry v kemivech, Je vhodnd pro viechny obisahy siry v krmi-
vech | krmngch smésich,

2. Princip

Sira se stanovl viZkove po zpopelnéni veorku s pHidavkem du-
sitnanu hotetnatého a vysrd¥enim jako sfran baraty z chloridové-

ho viluhu popele.

3. Chemiksdlie

3.1 Kyselina chlorovodikové, koncéntrovand (h = 1,17 g/em®)
3.2 Kyselina chlorovedikovd (h = 1,17 g/em®), o(HCI) = 6 mol/]
3.3 Amoniak (h = 0,91 g/cm?), ztedéng (1 + 4)
3.4 Chlorid bamaty, roztok 100 g/
3.5 Indikétor acidobdzicky — Fenolovd erveit
Priprava: 0,1 g indikdtoru se rozpusti v 50 ml ethylaikoholu za
slabého zahfivini a roztok se doplni vodou na 100 mi.
3.6 Dusitnan hofefnaty heptahyrdt (Mg,NO, . 7 H,0), roztok
ethanolicky
Ptiprava; Do odmémé baiitky na 1 000 ml se odvi# 360,0 g
dusitnanu hofeénatého, rozpust! se v ethylalkoholu a dopini
& jim po rysku a promichi.
3.7 Dusiénan amonny (NH,NO,), pevnf

4. Pifstroje a pomicky

4.1 Miska odpafovaci porceldnovd na 100 ml

4.2 Pec muflov elektrickd s termostatem, modnosti odvétrdvini
a teplomérem pro rozsah teplot nejméné do 600 °C,

4.3 Suldirna laboratorni elektrickd, s moZnosti odvétrdvdni, auto-
matickou regulact teploty a teplomérem pro rozsah teplot nej-
méné do 120 °C. g

4.4 Eﬂm plynovy s regulaci plamene nebo topnd deska elektric-

4.5 Miska spalovaci z platiny nebo ze slitiny Pi-Au event. Pi-Ir

poept. jiného vhodného materidlu odolného podminkdm me- |

tody stanoveni a nepodléhajict v téchto podminkédch zméndm.

5. Postup

Do porcelinové odpatovact misky (4.1) se odvd# asi 1 g zku-
Zebniho veorku s piesnosti nejméné na 0,001 g, pHida se 10.ml roz-
toku dusitnanu hofeénatého (3.6) a miska se na 10 minit odstavd,
Potom se obsah misky vysulf v suldmé (4.3) p#i 120 °C a zpopelni
v muflové peci (4.2) pii teploté (450 +25) °C po dobu 4 hod (po-
zndimka 8.1), . =y L b "

Popel se¢ ovIhél vodow, plidd 6 ml koncentrované kyseliny chlo-
rovodikové (3.1), v{luh se krtce povat a filtruje za horka stfedni
hustym filtrem do kidinky 400 ml, Promyje se asi (fikeit horkou
vodou, filirdt se nékolik minut povafi, zneutralizuje roztokem
amoniaku (3.3) na indikitor fenolovou Eervedi (3.5) do zmény za-
barveni a potom upravi vodou na objem 200 ml. Tento roztok se
zahieje k varu, pHdd se 1 ml roztoku Kyseliny chlorovodikové
(3.2), a najednou 30 m] horkého roztoku chloridu barnatého (3.4)
(poendmka 8.2), '

Po yysrddeni se roztok se srafeninou opét na nikolik minut za-
hifeje a patom se ponechd stdt po nikolik hodin, nejlépe do druhé-
ho dne. Srafenina se filtruje pies bezpopelny husty filtr (pozndmka
8.3) a promfvii horkou vodou a jif nov{ piivistek filtedtu neddvd

pozitival reakei ni chloridy, Filtr se staZeninon ga vysui a spdlf ve
spalovaci misce, pfedem vyHhané a po ochlazent v exsikatory zvd-
Zené 5 presnosti nejméné na 0,001 g, pfi teplots (550 + 25)°C
v muflové peci (4.2). Po spélent a ochlazen! v exsikitory se miska
se srafeninou zvEH se stejnou plesnosti,

6. Vipotet a vyjadtent visledku
Obsah siry v g/kg (X) se vypoiit podie vzorce

BTA.m ommbmkas.ay

X=
L]

‘kde m  je hmotnost vyvikky vg

my  hmotnost naviiky zkufebniho vzorku v g

Visledkem stanoveni je aritmeticks primér dvou soub&ng pro- .

vedenfich stanovent, které splituji podminku opakovatelnosti a vy-
jadFuje se s plesnosti na 0,1 g/kg pro obsahy do 30 g/ke a na celé
jednotky g/kg pro ohsahy nad 30 g/kg siry. :

7. ﬂpai_;uwt.elnﬂm )
Nebyla desud stanovena, .

8. Pozndmky : .

8.1 Pokud se ziskd fed§ vyHhang zbytek, piidi se po ochlazenf ke
zhytku krystalek dusitnanu amonného a provede se piedihini pfi
wedené teplotd, o iid S ¥

8.2 PH obsahu siry do 10 g/kg, postaiuje pro vysriZen 30 ml roz-
toku chloridu barnatého. _ £ i iy

8.3 P filtraci se doporutuje pfidat pledem rozvafenou drf bez-
popelného filtratniho papiru, R '

Lo i Voo ; :
84 Uvedeny vzorec plati pro vipotet obsahu siry, vyjddfené
v elementirni formé (8). Pro jind vyjadient plati ddle uvedené pre-
potty: — jako 80, X, 1,998 ' T i
= jako 80,. X, 2,498
~ jako 5O, . X . 2,097
kde X je obsah siry v g/kg.

8.1 Stanovent obsahli m&di, zeleza, manganu
a zinku

1. Ukel avozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni médi, ¥eleza,
manganu & zinku v krmivech a premixech. Uvedenymi metodami
lze stanovit viechny formy uvedengch prvkd.

2. Princip

Med, #elezo, mangan a zinek se élancr'r_'i v kmivech po zZpopel-
néni, rozpuiténim popele vzorku v kyseliné chloroyodikové (mi-.
nerdlnf premixy pifm§m rozpousténim "W_ﬂ_l_l_lnmmd[kwé}
a mifenim chloridového viluhu. m'\j?d““ aOMOVE absorping

spektrometrie.

it
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3. Chemikilie . i

Kyselina ohlommdﬂuw& (h=1,17 gfum’}, mzmk :‘.{H’Cl}
=3 mal/l

Kyselina chlnmmdikovﬁ (h=1, 1‘? ga"cm"’} mztok ¢(HCI)
= {J,3 mol/1 "

K}'sclma chlnmvodﬂ;uv& (h = 1,17 g/cm?), zhedénd (1 +
+20)

Kysalma ﬂifﬂtﬂ‘fﬂdﬂ{mﬁ (h= 1,17 g/em™), rutzmk c{Hﬁ)
= i mol/1

“35  Acetylén, (pmamm 8.1)

3,6~ Standardni roztoky médi, feleza, manganu a zinku
Ptiprava: Do odméa'né bafiky na 1 000 ml se odva¥ pro

36.1 méd: 3,920¢ pmtahydr&l slranu méd‘nat&hu
¢ [Gﬁﬂ, 5H,O)

3.6,2 Zelezo: 8,635 g dodekahydrity siraru &l-az.itna.munnﬁhn
: (NH,Fe50, . 12 H,0)

3.6.3 mangan: 4,388 g pentahydritu siranu manganatého
(MnSO,.5H,Onebo | -
4,060 g tetrahydrdtu siranu manganatého
{MnED; 4 H,0)

J.6.4 nm:k 4,398 g haptahydrﬁm siranu zinetnatého
: {ZnSD. TH,O)nebo
1,000 g granulovaného zinku

Navéené soli {kovy) se rozpusti v roztoku kyseliny chloro-

vodikové (3.2) a kakdd zhanﬁk se doplni timto roztokem po

ryskn.

Tyto standardni rozmky obsahujf teoreticky 1 J0 mg piishu-

ného priku v 1 ml. Skuteény obsah prvki ve standardnich
roztocich se stanovi chelatometricky.

Roztoky se uchovévaj v plastikovjch nddobéch.

Jako zékladni standardnf roztoky je moZno pouit i komeré-
nf roztoky s deklarovanou (ovEfenou) koncentract prvku.

Pracovnf standardnf roztok méd
Piprava: Standardni roztok médi se 10 krét zfedi kys«:hnou
chlorovodikovou (3.2)

3l
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4, Phistroje a pomiicky
4.1 Spektromietr absorpéni atomovy vietnd pisluenstvi

S ¥ 2 Lézefi vodni

4,3 Miska plahnavﬁ kiemennd & pmc:elﬁnmﬂ {pﬂpaﬂné apatfe-
né vitky) ‘

4.4 Pec muflovd s termostatem

5. Postup _
§.1 Priprava kalibraénich roztoki (pozndmka 8.2)

Do sady odmérnych banék na 1 000 ml se duferennm'anﬁ- odpi-
petuje:
5,11 pro méd

2,5; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 a 25 ;0 ml pracovniho standardnfho
roztoku médi {3 7), doplni roztokem kyseliny chlorovedikové

{(3.2) po rysku a promichd. Tyto kalibraén{ roztoky obsahuji
0,25 mg a¥ 2,5 mg médi v 1000 ml

5.1.2 pro felezo

2,0; 4,0 6,0; 8,0 2 10,0 ml standardniho roztoku Zeleza (3.6.2),
dopln{ roztokem kyseliny chlorovodikové (3.2) po rysku a promi-
ché, Tyto kalibraén{ mzwk}r obsahuji 2 a% 10 mg Feleza v 1000 ml.

5.1.3 pmmangan

2{! 4{3 6,0; 8,0 a 10,0 ml standardnihio roztokuy manganu
(3.6.3), doplnf po rysku roztokem kyseliny chlorovodikové (3.2)
a promichd. Tyto kalibraén{ roztoky obsahuji2 a 10 mg manganu
v 1000 ml.

5.1.4 pro zinek

0,5: 1,0; 1,5; 2,0 a 2,5 ml standardnfho roztoku zinku (3.6.4),
dopln{ po rysku roztokem kyseliny chlorovodikové (3.2) a promi-
chd, Tyto kalibraéni roztoky obsahujf 0,5 mg a% 2,5 mg zinku
¥ lﬁﬂl} ml. .

Y

"5.1,5 Sestrojenf kalibragnich grafi

Kalibratni roztoky (roztoky zkouleného vzorku) se proméfi na

. atomovém absorpénim spektrometru (4.1) po nastaveni pHslug-

njch parametrd podle typu a ndvodu pouitého pHstroje za pouitl
plamene acetylén (3.5) — vzduch. Reztokem s nulovim obsahem
mmmvméhu prvku (3.2) se pﬁstl'ﬂj nastavi na nulovou hodnotu
a pro jednotlivé prvky se poudiji ndsledujici vinové délky:

pro méd 3248 nm

Folezo  248,3 nm

mangan 2795 nm’

ginck 2138 nm

Ze ziskanfch ho-dnnt absorbanci a jim udpaﬁdag[c!ch koncen-
traci se scslroj? phisluiné kalibraénf grafy. d

5.2 Viastnf provedent v krmivech

5.2.1 Do spalovaci misky (4.3) se odvéii, podle pfedpoklidaného-
obsahu prvicd, asi 5 g a¥ 20 g zkodebniho vzorku s pfesnosti nejmé-
né na 0,001 g, zpopelni za dostatetného pHstupu veduchu v mu-
flové peci (4.4) pii teploté (550 2 20) “Ctak jak je uvedeno v PH-
loze 9, st 6.1 Stanoveni popele.

5.2.2 Ziskany popelse po vychladnuti zvihii vodou, wlm&ﬂﬁﬂ ml
roztokem kyseliny chlorovadikové (3.1), digeruje na vodnf ldzni
(4.2) (vrouc) po dobu. 30 minut a pak filtruje hustym filtrem do
podlofené odmémé baiiky nia 200 ml. Zbytek na filtru se dikladné
promyje zfedénou kfsehmu chlorovodikavow (3.3). 4

5.2.3 Filtr se zbytkem se vysudi, zpﬂpeh'li za vﬁeuvﬁdenfch pod-
minek (asi po dobu 30 minut), obsah spalovacl misky se po vy-
chladnuti vylou# 20 ml teplého roztoku kyseliny chlorovodikové
(3.1} a v{luh se filtruje huat?m filtrem do téfe odmérné bafiky.
Zbytek na filtru s promiyje Skrdt teplou zfedénou kysélinou chlo-
rovodikovou (3.3). Obsah odmérné bafiky se vytemperuje na labo-
ratorni teplotu, doplni vodou po rysku a promichi. Padle oéekdva-
ného obsahu jednotlivich prvkd se tento viluh méi bud piimo,
nebo po potfebném nafedéni pomoc roztoku kyseliny chlorovodi-
kové (3.2). Déle se postupuje podie 5.1.5.

' 524 Naméfené koncentrace pHsluSnéhn prvku se gjistf z piislud-

riého kalibraéniho grafu.
5.3 Vlastnf provedeni v minerédlnich premixech

Do kidinky vhodného obsahu se odvii 5 g aZ 10 g zkufebniho
vzorku s presnosti nejméné na 0,001 g, pfidd se 30 ml roztoku ky-
seliny chlorovodikové (3.1) a ddle'se postupuje podle 5,2.2, 5.2.3 ¢
a5.24.




6. Vipobet a vyjfdient visledi

Obsah piisiuiného prvku (médi, feleza, manganu a zinku)

v mg/kg (X) se vypotitd podle vzorce

200.C.F

Hlg

X o=

kde € je koncentrace pifslufného prvku zjisténd z pHsleiného

, kalibratnfho grafu v mg/1
m,  hmotnost navisky zkulebnfho vzorku v g
F faktor Fedini

. stlu&kem stanovend je antmet[ck';f primér \'fslwdku dvou sou-
b provedengch stanovend, které splituji podminku opakova- .

telnosti, & vyjadiuje se s plesnosti na celé jednotky mg/Kg.

7. Opikovatelnost

Mebyla dosud stanovena, ' %

8. Poindimky

8.1 Acetylén ve smisi s.c veduchem je nebezpetnd hoflavina 1. tfs
dy a proto pli jakékoli manipulaci s nimi p: uumé dodrioval bez-

pednostnl pravidla,

8.2 Uvedent koncentrace kalibratnich roztoki jsou jako piiklad,
Konkréini Fefeni zdvisi na pouditém. plistroji, jeho citlivost a pod.
P jinfch nef uvedengch koncentracich je nutno upravit vipotto-

v vzorec.

8.2 Stanoveni obsahu médi, feleza, manganu,
a zinku vietné obsabu vépniku, hof&[lm,
drasliku a sodikn

1. el a rozsah

Efku v kemivech.

2. Priuﬁp'
Vezorek se pievede do roztoku kysclmuu mlomvﬁdi'kumu,

kud je theba po zpopelnéni pfi (550 £.10) °C, pHpadné po udstra-
nénf kyslitniku kfemititého a uvedené prvky se stanovi, po ﬂm-dn

ném nafedéni, metodou atomové absorpénf spaktrmnetne. ;

3. Chemikdlie .

Urvodni pozndmky:

“Pro pﬂpm-u Zinidel a analytickfch roztoki s poudivi ?nda,
kterd neobsahuje prvky, které jsou stanovoviny. Takovd voda se
#lsk4 bud dvoii destilaci v borosilikdtové nebo kfemenné destiladaf

aparatufe nebo dvojim prﬁr.hndm pl’r.s ionexoven kolonu,

Chemikélie musi rmmmﬁlni p.a. Essmty a mus{ hf,,g Wéf&nu,
neobsahujf stanovované prvky slepjm pgkmm Fokud je tfeba

musf bft poutité chemikilie pfeEiElén!.r

Kromé standardd uvedengeh déle mohou bt poudity obehadng
standardy, pokud maji zarufeny obsah (atest) a pred pou¥itim byly
zkontroloviny :

kN |
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Talo mnmda umnﬁ&upu stanovent mlkmpcrvkil ¥eleza, médi,-
manganu, zinku a makroprvkd vﬁpd:l.fku sodiku, draslfku a hof-

Acetylén (poznimka 8.1) .
Kyselina chlorovodikové (HCI), koncentrovand (h = 1,17 g/
/! cma}

Kyselina chlorovodikovd, roztok ofHCT) = 6 mol/l
Kyselina chlorovodikovd, roztok of HCI) = 0,3 mol/1

Dusiénan lanthanity hexahydrdt [La{NO,) 3 . 6 H;OJ, roz-
tok 133 g/1

Mohou bt pouity i jiné soli lanthanu, pokud v_fsled.ué kon-
csntram 1anth:mu ¥ mtzatoku bude stejnd

Chlorid cesny {Esﬂj. roztok 100 g/1~
Mohou bit poufity i jiné soli cesia, pakud v}.‘rslud nﬁ. koncen-
trace cesia v roztoku bude stej:mi ;

Standardni roztoky médi, ic]m ma.ngartu a mnku -
Piprava: Do odmérné baiiky 1000 ml se odméH 100 ml vo-
dy, 125 ml kyseliny chlorovodiEové (3.2) a promjchd. Do
stejiné baliky se navii:
392,9 mg pentahydrétn siranu médnatého

(CusSO,, SHO), .. -

02,2 mg hexahydrétu sitanu E.elemﬂcammnﬁhn

[(NH);Fe(SO,), . 6 H;0)- )
307,7 mg monohydritu sirane manganatého

(MHSG‘ H‘*ﬂ] .
439.8 mg heptahydrito siranu zineénatého

(ZnSO, . T H,0).

Po rozpuiténi solf se bafika dupll:l.'[ vodou po rg,rsku a rcrzmk

se promichd.
Standardnf roztok nhsahuja 100 uguﬂdenj‘ch prekiy Tml,

K pﬂpravé standardniho mﬂuku 5¢ mohou puth také ob-
chodnfi standard)r g dcklammnm {mﬁfm} l:nmentran{

prvku #

Prafovni standardni rﬂZlﬂk}f mhﬂ; #eleza, manganu a zinku
Piprava: Do odinémé na 100 mi se odpipetuje 20 ml stari-

dmdnl'hn roztoku (3.7), doplnf se vodou po rysku a prum{-

e}

Pracovaf mndatdn[u;y:tak ohsahuje Zﬂpsuwdeﬂ?ﬂh lm'k;&
v 1ml

 Pracovnf standardni roztoky se phipravuji vidy Gerstvé -

Standardnf roztoky vépniku, d[asll'ku hotéiku'a »-:Eku

_PHprava: Do odmémné bafiky 1000 ml se nmriﬁ

1,907 g chloridu draselného (KCI) "

2,028 g heptahydrétu siranu hofeZnatého. (MgSﬂ Em,o]

2,542 g chloridu sodného {HaC!}

Do kidinky se navidl 2,497 g uhhﬁ nu. vipenatého

(CaCO,), pFidd se pomalu 50 ik leyseliny chlg

(3.3) a po skondeni vivoje k}fﬂif"ﬂm uhliEiteho se roztok -

povai 5 minut na topné desce. Po 3 mﬁb*@ﬂk pié-
vede do odmérné baiiky s naviZenys drpsiiku; hog-
&k a sodfku. A% se soli rozpustl, 56 kyselinou
l:hlummdiknmu (3.4} Pﬂ'l'b’*k 4_ e

11‘ ‘W‘ﬂﬂ{u
||I?:I |1ri okl g

Standardnf roztok cmh“xl"" L B
a 200 ue hottiko v 1ml APEE

S ousit také obehodal
mohou po ' lm?i'
(ovéfenou) kﬂm“"*‘“"'i-.. 45

kg v

b ot byl et ok




3.10 Pracoyni standardnf roztoky viipniku, drasliku, hotéfku a so-
diku S
Priprava: Do odmérné na 250 ml se odpipetuje 25 ml standardni-

- ho roztoku (3.9}, doplni se kysclinou chlorovodikovou (3.4) po.

rysku a promichd,

Pracovni standal.jﬂnf roztok obsahuje 100 g vépniku, draslku a m-
difr a 20 g hoFéiku v 1 ml. g

" Pracovni standardnf roztoky jsou stdlé jeden tyden a skla-

dujf se v polyetylénovich lahvich,

3,11 Lanthanocesiovy slepy roztok

Piprava: Do odmérné bafiky 100 m! se odméH 5 ml roztoku du-
sifnanu lanthanitého (3.5), 5 ml roztoku chloridu eésného, 5 ml
roztoku kyseliny chlorovodikové (3.3), doplni se vodou po rysku
a promichd. . )

4, Phistroje a pomiicky

4.1 Velkeré odmérné nddobf (vietng pipet), které se pouije pii
phipravé kalibraénich roztokd sc musf pfed poufitim oplach-

nout kyselinou chlorovodikovon (3.4)

4.2 Platinové, kfemfkové nebo porcelinové spalovaci kelimky
(homi primér 4—6 cm, spodni primér 2=2,5 em, vitka asi
3-cm) phedem vyvatené v kyseling chlorovodikové (3.3)

4.3 Elektrickd muflové pec s automatickou kontrolou teploty
# zhznamem 3

4.4 Sklensné nédobf, borosilikitové, pled pousitim vyvalené
v kyseling chlorovodikové (3.3)

4.5 Elektrickd topnd deska nebo plynovy kahan
4.6 Vodni ldzeii s moZnosti regulace 95 +2°C

4.7 Atomovy absorpéni spektrometr, vhodn§ pro métend pfi uve-
denjch vinovich délkich, vybaveny plamenem vaduch-acety-
len a modnosti korekee pozadi

5. Postup
51 Zjﬂﬁi plitomnost organické hmoty

Litka se vzorkem se vlo#f do plamene — pokud dojde k tdnd,
vzorek organickou hmotu neobsahuje, pokud dojde ke zm&né bar-
vy a tini se neobjevi, vzorek organickou hmotu obsahuje.

5.2 Spalovéni a piiprava roztoku pro analfzu

Do spalovaciho kelimku (4.2) se podle pfedpoklddaného obsa-
hu prvki navi# 1-35 g veorku, s plesnosti 0,001 g.

Pokud vzorek obsahuje organickou hmoty postupuje se podle
odstavee 5.2.1. .

Pokud vezorek neobsahuje téméf #idnou nebo #dnou organic-
kou hmotu, postupuje se podle odstaves 5.2.2,

5.2.1 Kelimek se vizorkem se zahfivd na topné desce nebo v pla-
meni plynovéhe kahanu aZ do dplného zuhelnaténi, Béhem zahfi-
-wilni je nutno zabrdnit veplanutf veorku, Potom se kelimek vio# do
muflové pece (4.3), pfedehfdté 15 minut na teplotu (550 +10)°C
a pii této teploté se ponechd 3 hodiny, Po vychladnut se obsah ke-
limku ovhiEl 2 ml vody. Pokud jsou piftomny uhlfkaté Edstice, vy-
sufd se kelimek na vodnf lizni (4.6) a spaluje se dal{ 2 hodiny pfi
teploté (550 £10) °C v muflové peci (4.3). Znovu se nechd vy-
chladnout a pfidaji se 2 mlvody. ;

5.2,2 K obsahu kelimku se piidd pomalu a opatrné (mo¥af vivo

kysli¢niku uhlititého) 10 ml kyseliny chlorovedfkové (3.3). Potom
se za stilého michdnf priddvi po kapkdch dal¥f kyselina chlorovo-
dikovd (3.3), dokud nesstane pénéni, Roztok se oblasného mi-
chiini zahfivd aZ do odpatfeni téméF do sucha, Zbytek se rozpusti

v 5 mi kyseliny chlorovodikové (3.3) a veniklf roztok se kvantita- -

tivné pfevede do odmérné bafiky o objemu 100 ml. Po vychladnutf
se doplni vodou po rysku.

5.3. Slep§ pokus

Pro-kafdouw méfenou sérii se phipravi slepy -pokus (roztok) tak,
#e se provedou operace 3.2, 5.2.1 a 5.2.2 s vyloufenim zkufsbnitio

5.4 Spektrometrické stanovenf médi, Seleza, manganu a zinku
5.4.1 Podminky méfeni

Atomovy absorpéni spektrometr se nastavi podle instrukef vi-
robee, optimalizuje se pro méfeni acetylém-veduch. Méfeni se
provédi pfi ndsledujicich vinovich délkdch:

Meéd {Cu): 324.8 nm

Zelezo (Fe): - 248.3 nm

Mangan (Mn): 279.5 nm

Zinek (Zn):  213.8 nm

5.4.2 Pfiprava kalibratnfch kfivky

Z pracovaiho standardniho roztoku (3.8) se plpravi nafedénfm
kyselinou chlorovodikovou (3.4) série kalibragnich roztokd s od-
povidajici koncentraci,

Zm&f se absorbance kalibraénich roztokd proti kyscling chloro-
vodikové (3.4) a sestroji se kalibraénf kfivka namé&fenfch hodnot
proti odpovidajicimu obsahu médi, feleza, manganu a zinku.
5.4.3 Méfeni zkoueného roztoku

Absorbance zkouseného roztoku se méH za stejngch podminek

* jako absorbance kalibratnich roztoki proti slepému pokusu resp.

kyseling chlorovodfkové (3.4). Pokud je tfeba Fedi se skoudené
roztoky kyselinou chlorovodikovou (3.4), aby se ziskala absorban-
ce ledicl v linedmni &sti kalibradni kfivky. LT e

5.5 Spektrometrické stanovenf vipniku, hoidiku, drasliku a sodi-
lﬂl .

5.5.1 Podminky m&teni

Atomovy absorpénf spekirometr se nastavi podle instrukel vy-
robee, optimalizuje se pro méfeni acetylém-vzduch, Méfeni se
providi pfi ndsledujlcich vinovfch délkdch: ‘

Véapnik (Ca): 422,6 nm .

Hoftik (Mg): 285,2 nm

Drasiik (K):  766,5 nm

Sodik (Ma): 589,6 nm ;

5.5.2 Piiprava kalibratnich kfivky

Do odmérnfch bank na 100 ml se odpipetuje 5 ml dusiénanu
lanthanitého (3.5), 5 ml chloridu cesného (3.6), 5 ml kyseliny
chlorovodikové (3.3) a vhodny objem pracovafho standardnfho
roztoku (3,10) a doplni se po rysku

ZméH se absorbance kalibraénich roztoki proti lanthanocesio-
vému slepému roztoku (3.11) a sestrojf se kalibraéni kiivka namé-
fenfch hodnot proti odpovidajicimu obsahu vipniku, hofiku,
drasliku a sodiku,




5.5.3 Méfen! zkoutentho rogtoku.

Do odmérmé baiiky na 100 ml se odpipetuje 5 ml dusiénan lan-
thanitého (3.5), 5 ml chloridu cesného (3.6), 5 ml kyseliny chloro-
vodikové (3.3) a vhodn§ objem zkoufeného roztoku a doplnf se po
rysku, +

Také ke slepému pokusu se piiddva 5 ml dusitnanu lanthanité-
ho (3.5), 5 ml chloridu cesného (3.6), 5 ml kyseliny chlorovodiko-
vé{33)adoplnfsena 100 ml. .

Absorbance nafedéného zkouleného roztoku se méH za stej-
njch podminek jako absorbance natedéngch kalibraénfch roztokn
proti slepému pokusy, resp. lanthancesiovémy slepému roxtoku
(3.11), Pokud je téeba fedi se zkoufend roztoky lanthanocesiovim
slepym roztokem (3.11), aby se ziskala absorbance ledici
v linedrnf &4sti kalibradn( kfivky. "

6. Vipolet a vyjadiens visledku

Obsah jednotlivieh prvki v mg/kg nebo g/kg (X) se vypoditd
podle vzoree: ‘

C.F

L

X =

kde C je koncentrace pfisluiného prvku, odettend z kalibratni-
ho grafu v mg/1 nebeo g/l
F fakeor fedén ;
m  hmotnost naviiky zkudebnfho veorku v E

Visledkem stanoven( je aritmetick§ primér visledki dvou sou-
bifiné provedenfch stanovenf, které spliiuji podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se pfi obsahu; :

. 10-100 mg/kg s picsnost na 1 mg ' Lo

100 mg/kg = 1 g/kg s plesnost! na 10 mg '

1 g/kg — 10 g/kg 5 plesnosti na 100 mg - ;

10 g/kg = 100 g/kg s plesnosti na 1 g.

7, Opakovatelnost AR

Rozdil mezi dvéma paralelnfmi stanovenfmi pmﬁdén?m:‘ na
stejném vzorku nesmf prekrodit: i

pro viipnik, felezo, draslik, hofélk a mangan - 0,11. X mg/kg
pro méd, sodik a zinek 0,15 . X mg/kg-
kde X je visledek stanoveni, :

Uvedend opakovatelnost plati pro obsahy:
vipnfku od 1 000=300 000 mg/ kg
médi 15—15 000 mg/kg .
Selezo 2 000—30 000 mg/kg
hofédk 1 000—110 000 mg/kg
mangan 15—15 000 mg/kg
sodik 2 000-250 000 mg/kg
zinek 25-15 000 mg/kg

8. Poandimky

8.1 Acetylén je nebezpeénd hoFlavina, proto je teba'pH jak

* e idinky (pondimka 8.2), piitonss pont podi
e, : b i

. st L t “révydri alespoit 30 sekund (spotfeba Vi)
manipulaci s nfm dodrZovat bezpetnostnf pravidia. o, i o : Sound fspe .

o B | .'.-:F i e

9.1 Stanovené volné, vézané a celkové kyselosti
vodniho v§luhn

- 1, Ukel a rozsal

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni volné, vizané
i celkové kyselosti vodniho viluhu, Je pouditelnd pro viechna
krmiva,

2, Princip

Volnd kyselost vodniho vfluhu sé stanovi pHmo alkalimetrickou
titraef vodutho vluhu vzorku do hodnoty pH = 8,5 nebo na indi-
kdtor fenolftalein. ¢ : Lo :

Vizané kyselost vodnilio viluu se stanovf po uvolngif vazeb
vaitfni neutralizace formaldehydem alkalimétrickou titraci do’
hodnoty pH = 8,5 nebo na indikétor fenolftalein,

né a vizané kyselosti vodniho viluhu,

Celkovi kyselost vodniho vluhu se urdf souttem visledki vol-

L] i

3. Chemikilic

3.1 Hydroxid draselng, odméraf roztok c(KOH) = 0,1 mol/]

3.2 Hydroxid sodng, odmérng reztok ¢(NaOH) = 0,1 mol/1 (po-
zndmka 8.1) L .

3.3 Formaldehyd, roztok 10%

3.4 Thymol, pevny = 0 5 o . £ 5

3.5 Indikdtor fenolftalein 0,1% v ethylalkoholu £

3.6 Voda destildvand, zneviralizovans na pH = 8,5 nebo na indi

kdtor fenolftalein - "

b T T R

4. Piistroje a pmm,,__ _
¥ . L 5

4.1 pH metr vhodné Kofstrakee s ptisiusenstvim (elekirody)
4.2 Michatka elektromagnetickd § michadlem- -

i Pmm _ ]._:..' Ao o
5..1 V"?’l:ig kmlqat 5 . el . ; 4 L &

D6, khdiiky nd 400 mi s odvast piesnd 10,00 g zkusebnio

IPEIOU pridd presné 200 ml vody (3.6), obsah kidinky se.
promichd & nechs volng vyluhovat pi laboratornf teploté po dob -
30 minut. Behem této doby se absah kadinky nejménd 3krit pro-
michid, Pak se obsah kddinky filtruje suchfm Hdkfin filtrem do su-

-y

Z10h0to et (supernatanta), kterfje moino
akem thymolu (3.4), se odpipetuje 100 ml do’
Jeédinka se umfsti na elektromagnetickou michatku,
chadlo a za studena 5o titruje odmérngm roztol
selného (3.1) (pozndmka 8,1) do pH = 8,5 niébo do.
ho Eetvenofialového zabarvent indikdtorn fenoll
Al T |

5.2 Vézang kyselost

L Jiel

Ke ztitrovanému roztoku, podie 5.1, S/P!
maldehiycu (3,3), tésné pred poutitim zeu!
8,5 nebo na indikdtor fenolftalein, 2




Z opét naplnéné byrety se titruje odmérnym roztokem hydroxi-
dudraselného (3.1) (pozndmka 8, 1) do hodnoty pH = 8,5 nebo do
pEdvd viniklého Eervenofialového zharvent indikétoru, kieré V=
-dr alespoit 30 sekund (spotfeba V). :

Obé stanoven mus( bjt provedena béhem 30 minut, pf konzer-
vael viluhu thymolem tentyZ den,

6. Vpotet a vyjddient ygsledi

6.1 Volnd kyselost vodnihio vfiuhu v mg KOH/100 g vzorku (X)
nebo v mmol/kg vzorku (Y) se vypoditd podle vzorce:

xo S61.V.C
'._Y"'_ 1000.%,.C
% "o

6.2 Viizand kyselost vodnfho-viluhu v mg KOH/100 g vzoik
() nebo v mmol/kg vzorku (Y, ) se vypoditd podle vzorce:

‘w611 V. C

X
n
V.. C
3, = 1000 ¥, €
i

6.3 Celkovi kyselost vodnfhe viluhu v mg KOH/ 100 g (Z) nebo
v mmol/kg veorku (Z,} se vypotitd podle vzorce:

Z =X+X,
Zy=Y+Y,

kde V; je spotfeba odmérného roztoku hydroxidu draselného
{sodného) pii postupu podle 5.1 v ml
V.  spotfeba odmérného roztoku hydroxidu draselngho
{sodného) pli postupu podle 5.2 v ml
T pfesnd koncentrace odmérného roztoku hydroxidu
draselného (sodného) mol/]
-m hmaotnost - navaZky alikvotntho podilu zkudebniho
vzorku v g (podle presné dodriené popsané metodiky
j& to polovina naviiky zkufebniho vzorku)

' Pepotet:

mg KOH/00 g vzorku = mmol/kg vzorku . 5,611
~mg KOHAOO g vzorku
5611

mimolfg veorka =

Visledkem stanoveni je aritmetick{ pramér visledki dvou sou-
béing provedenfch stanovent, které spliiuji podminku opakova-
telnosti a vyjadfuje se na celé jednotky, .

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi providénymi na
stejném vzorku nesmi prekrofit pro viechny obsahy 15 % relat.
8. Pozmimky

8.1 Pro titraci je mo¥no poudit | odmémého roztokuy hydroxidu
sodného, aviak vyjidient je vidy v mg KOH, resp. v mmaol/kg

8.2 Pro obtfiné filtrovatelnd krmiva nebo krmiva, jefich# édstice
se nezachyti filtraci, je moZno oddélit viluh odstiedénim,

9.2 Stanoven{ kyselosti vodnfho vfluhu v mlééngch
krmngch smésich ; '

1. Uiel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanovenf kyselosti vod-
nfho vluhu v mléénfch krmngeh smésich. Je poufitelnd pro
viechny druhy i obsahy kyselosti, -

2. Princip

Kyselost vodniho viluhu se stanovi ve vodnim vilohu veorka
piimo alkalimetrickou titraci na indikétor fenolftalein pomoci ur-
tenf bodu ekvivalence srovndvacim roztokem kobaltnaté soli,

3. Chemikilie

3.1 Hydroxid sodnf, odmémny roztok o(NaOH) = 0,1 mol/|

3.2 Sfran kobaltnat{ heptahydrdt (CoSO, .7 H,0), srovndvaci
roztok 50 g/l :

3.3 Indikdtor fenolftalein, roztok 20 g/1 ethylalkoholu 969

4, PH!‘Imje a pomiicky

4.1 Ttepatka vhodné konstrukee
4.2 Mikrobyreta s délenfm po 0,05 ml

5. Postup

Do 200 ml odmérmné bafiky (se irokim hrdlem) se odvd#f asi
3 g zkulebniho vzorku s plesnost! nejméné na 0,001 g, vzorek se
nejprve rozmichd s malfm mnofstvim vody tak, aby se netvoiily:
hrudky, ptidd se asi 100 ml vody a umisti na trepatku {4.1) (po-
zndmbka 8.1}, po uzdtkovini baiiky se protiepdvi 10 minut, potom
se sejme, doplnf vodou po rysku a promichd, Obsah se filtruje (po-
zndmbka 82) suchym stfedng hustym filtrem do suché kddinky, pti-
emi prvaf podil filtritu se nezachycuje | '

Z tohoto filtrdtu se odpipetuje do dvou titrafnich banik po
50 ml, do jedné z aich se pfidd 1 ml roztoku sfranu kobaltnatého
(3.2) (srovndvaci roztok), do drubé 2 ml indikétoru fenolftaleinu
(3.3) a ihned se titruje odmérnfm roztokem hydroxidu sodného
(3.1) do prévé vzniklého zabarveni, jaké méd srovndvact roztok,
kberé potrvd alespofi 30 sekund,

6. Vipotet a vyjddient visledku

Kyselost vodniho viluhu v mmol/kg (X) nebo ve stupnich *SH
(Y) (poehdmka 8.3) se vypoditd podle vzorce: !

1000, V. C
m

1000, V. C
25.m

X o=
Y=

kde V je spoticba odmémého roztoku hydrozidu sodného v mi

C  plesnd koncentrace odmérného roztoku hydroxidu
sodného v mol/1;

m  hmotnost naviZky alikvotniho pﬂdﬁu zkudebniho veor-
kuvg '

Ptepotet: *SH = 2,5 mmol/I

J

o - W ERPEr ) %
e R

T



Wisledkem stanoveni je aritmetick§ pramér visledkd dvou sou-
bé#nt provedengch stanovend, které spliinji podminku opakova-
telnosti a vyjadfuje se s plesnosti na celd &sla.

T Dpnknrg:slnnst

Mebyla dosud stanovena.

8. Pozndmky

8.1 Vluh je moZné pipravit bez vytfepdvini na tfepatce, jen
s obfasngm zamichénfm, ale v tomto ptipadé po dobu 30 minut,

8.2 Filtrace potfebného mno¥styi by neméla trvat déle ne# 10 mi-
nut. Jinfmi zpizoby oddélenf pevaého podilu je nechat tento usa-

dit nebo jej odstfedit a pipetovat pedlivé pottebny podil, aby se -

nezvitila hlading,

8.3 V nékterfch soutasngch norméch nebo piedpisech se uvddi
namfsto jednotky ,,°SH* jednotka ,,2,5 mmol/kg", kterd je zcela
ekvivalentni, .

10.1 Stanoven alkaloidii v luping

Do této metody byla zapracovina doporuenf EU uvedend
v Official Journal of the Evropean Communities.no. L 155, 12/
07/71

1. Utel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsalu alka-
loidi v semenech lupiny.

2. Princip

Alkaloidy se vyluhujf e vzorku smést diethyethera a chiorofor-
mu, extrahuji se kyselinou chlorovodikovou a potom se vysed# ky-
selinou silikowolframovou, Srafenina se zpopelnd a alkaloidy se
stanovi jako zbytek po spdlenf vaZkove.

3. Chemikilie

3.1 Diethylether (pozndmka 8.1)

3.2 Chloroform )

3.3 Hydroxid sodn{ NaOH, roztok o{NaOH) = 4 mol/]

3.4 Kyselina chlorovodikoyd, roztok ¢(HCI) = 0.3 mol/1

3.5 Chlorid sodn§, pevny i e )

3.6' Kyselina silikowolframovd H4[Si{W,0y),] . x H,O, roztok
100 g/1 ! :

4, Piistroje a pomriicky
4.1 Mechanickd michatka

4.2 Platinové, kfemenné, nébo porcelinové spalovacl misky
4.3 Elektrickd, muflovi pec

5. Postup

- Ordvii se asi 15 g zkuSebniho veorku s pfcanmitl’ nejméni 0,005 g
do diflie ndlevky o obsahu 200 ml, pfidd se pfesné 100 ml diethyl-
etheru (3.1), 50 ml chloroformu (3.2) a potom.pomoel pipety

10 ml roztoku hydroxidu sodného (3.3). Dikladné se prottepe,
aby se zabrinilo shluknuti vzorky, Po nékolikerém protiepini se
dlﬂic{ n:ﬁlt-"fkﬂ nechi stit pfes noe, Pokud nent supernatant zcela
Lirf, pfidd se ntkolik kapek vody. Chloroform-diethyletherovd vi-
stva se oddélf a ziltruje se suchfm, stfedng hustym filtrem do su-
ché kddinky. Z filtrétu se odpipetuje 50 m! do 150 ml délicf nélev-
ky a ptida se 50 ml diethyletheru (3.1). Extrahuie se 3 X 20 ml ky-
seliny chlorovodfkové (3.4), po kaZdé extrakei a rozdéleni fizf se
odpusti spodnf kyseld vrstva do té%e 250 ml kédinky, Ze spojeného
kyselého extrakitu se odstranf zbytky diethyletheru a chloraformu
mirnfm zahfdtim. Pfidd se piibliZng 1 g chloridu sodnéhe (3.5)
a po vychladnuti roztoku se alkaloidy vysri#i roziokem kyseliny si-
likowolframové (3:6). Kidinka se umisti na mfchatka (4.1) a mi-
chi se 30 minut. Potom se nechd sraZenina pfes noc usadit, Zfiltry-
je se ples bezpopelny filtratnl papir, srafening na filtru s promyje
dvakrit 10 ml a dvakrét 5 ml kyseliny chlorovodikiové (3.4}, Filtr
se srafeninou se umfsti se spalovaei misky (4.2), pfedem vyithané
a po ochlazenf v exsikitoru zvéfend s plesnosti némén® 0,001 g
a spaluje se v muflové peci (4.3) pii 900 *C. Po spédleni se miska se
zhytkem nechd vychladnout v exsikdtoru a zvii se stejnou ples-
nasti. '

6. Vipobet a vyjadient visledku

Obsah alkaloidd v lupiné v g/kg veorku .{X] se vypoditd }:Ibﬂrjlc ‘
VEOTCE: :

2.m

Xm —l

Mg

kde m je hmotnost popelev g .
my  hmotnost alikvotntho podilu zkuiebntho veorku v g

Vysledkem stanoveni je aritmeticky primér visledki dvou sou-
biné, provedengch stanoveni, které splimjf podminku opakova-
telnosti & vyjadiuje se.v g/kg s plesnosti na jedno desetinné misto,
7. Opakovatelnost

Nebyla dosud stanovena, -

8. Pozndmky

8.1 Dicthylether je nebezpetnd hoHlavina 1. thidy a proto pfi jaké-
koli manipulaci 5'nfm je nutné dodriovat bezpelnostni pravidia,
10.2 Stqnnveni'_kyseli_ny kyanovodikové

Do této :m:tudy 'I'ajrrg zapmmvﬁha d.upqruéen[ EU uvedend
v Official Journal of the European Communities no. L 155, 12/
07471 - ? . :

1. Utel a rozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanoven kyseliny kya-

novadikové volné i vizané v glukosinoldtech v krmivech, zejména
v Inéném semeni, maniokové mouce a v nékterfich druzich boba,

2. Princip -

Vzorek se rozmichf ve vods, kyselina kyanovodikovd se uyolng
enzymaticky a vodni pamump*ﬂdwml'le._dﬂ_}@kf‘?‘?whﬂ_lpﬂnku -




dusitnanu stifbrnébo. Vanikl§ kyanid stifbrng sc oddEli filiraci

& zhyly dusitnan s!fﬂnnﬁ' 8¢ stanovi htrsuﬁné thickyanatanem
amonnim,

3. Chemikilie |

i 3 1 Suspems sladkj'fch mandli

Piiprava: 20 oloupanfch mandli se romd.rr.[ a rozmichd ve: -

100 ml vody 37—40 °C teplé, Provede se ovéfeni, ¢ 10 ml
suspense neobsahuje idnou kyselinu kyanovodikovou, bud
pomoci pukrﬁtcvéhn papirku nebo se provede slepy pokus po-
dle zdvim odstavee 5.

3.2 Octan sodng, roztok 10% zneutralizovany na indikitor fe-
nolftalein

3.3 Odpéiovael emulze (napk. silikonov{ olef)

3.4 Eyseling dusitnd HNG,, koneentrovand (h = 1 ! gfcm’}

3,5 <Dusitnan stibrny, odmérny-roztok efAgNO,) = 0,02 mol/]
Piprava: 3,3978 g dusitnanu stifbrnéhe, pfedem vysuleného
2 hod, pH teploté 150 °C a ochlezeného v exsikitor, se odvi-
H do cdmérné badiky na 1000 ml, rozpusti ve vode, doplni
vodou po ryvsku a promichd.

3.6 Thickyanatan amonny, odmémy roztok ¢(NHSCN) =

* e (0,02 mol/] '
Piiprava: Do odm@mé bafiky na 1 000 ml se odvi# 1,5224 g
thiokyanatany amonného (NH,SCN), rozpusti ve vod, do-
_ pinf vodou po rysku a promichd,

3.7 Siran felezitoamonny dodekahydrit
[FeMH(30),] - 12 Hy0, nasyceny roztok

3.8 Amoniak (h = 0,91 g/cm®), roztok 10%

4. Pistroje a pomiicky

4,1 Termostat 5 regulaci teploty

4.2 Destilalni piistroj na piehdnéni vodni parow spojeny s chladi-
Zem se zahnutym piipojenym kusem .

4.3 Baiika destilafni 1000 ml s plochfm dnem s kulatou sklend-
nou zitkou

d.4 Olejovd lized

5. Postup

Do destilaénd baiiky (4.3) se navi#f asi 20 g zkuebniho veorku

5 presnosti nejménd 0,005 g, plidd se 50 ml vody a 10 ml suspense

sladkjch mandli (3.1). Baiika se zazdtkuje 2 umisti se na 16 hodin

do termostatu (4.1) vyhidtého na 38 °C. Po vyjmuti se bafika o-

chladi, pfidd se 80 ml vody, 10 ml roxtoku cctanu sodﬂého (3.2)
a kapka odpdfiovac emulme {3.3).

" Baiika se plipoji k destilaénimu pHistroji (4.2) a upevni se do
olejové laznk (4.4) pledem vyhiité na teplotu mirné nad 100 "C.
Vydestiluje se 200—300 ml pii dikladném prohénéni proudem
vodni pdry a mirném zahiivini olejovou ldznf. Destilit se jimd do
50 ml odmérného roztoke dusitnanu stibrmého (3.5) & 1 ml kyse--
liny dusitné (3.4) v kulelové bafce chrinéné pfed svitlem, pki-
fem? konee chladife musi bit ponofen do jimactho rozroku.

Potom se obsah kuZelové bafiky pfevede kvantitativnd do
500 ml odmémé baitky, doplni po rysku vodou, promichd
a filtruje suchfm filtrem stfedni hustoty do suché kddinky, pfitemE

se-prvnd podil filtrdtu nezachycuje. (poznimka 8.1). Do titratni
© baitky s¢ odpipetuje 250 ml filtrite, pFidd se asi 1 mi roztoku sira-
nu felezitoamonného (3.7) a pfebytek odmémého roztoku dusit-
nanu stibmého sestanovi titrael odmérnym roztokem thiokyana-
tanu amonného (3.6).

Slepy pokus mife bt proveden, pokud je theba, podle stejnéha
postup, ale bez vlastniho vzorku.

6. Vypolet a vyjadient visledich
Dl_xsnh kyseliny kyanovodikové v g/kg (X) se vypolitd podle

VEOIGe:

5406.(C,. Wy~ C3. ¥ .
m

X =

kde V, je alikvotnd objem odmémého roztoku dusitnanu stibe-

ného v ml

V,;  spotfeba edmérmého roztoku thiokyanatanu amonné-
ho v mi

€, presnd koncentrace ndméméhu roztoku dusitnanu

! stfibroého v mol/]

C,  plesnd koneentrace admirného rocztul:u thiokyanata-
nu amonného v mol/| -

m hmotnost naviaiky alikvotntho podila zimhbnﬂm

: veorku v g :

1 ml odmémého roztoku dusifnanu stiibrného (3.5) odpovidd
0,54 mg kyseliny kyanovadikové (HCN)

Od obsahu kyseliny kyanovodikové ve vzorku se musf odedist
hodnota slepého pokusu (pokud byl providén).

Vistedkem stanoveni je aritmetick§ primér visledkd dvou sou-
bEiné provedengch stanovenf, které spliiuji podminku opakova-
telnosti a vyjadivje se v g/kg s plesnosti na jedno desetinné misto,
7. Opakovatelnost

Nebyla dosud stanovena.

f. Porndmky

8.1 Pokud vzorek obsahuje velké mno¥stvi sirand (napf, fazole)
dochdz k tvorbé nerozpustného siranu stiibmého, kterf je odfil-

trovén spoledné s kyanidem stfibrnjm a tim dochdzf ke zirdid od-

mérného roztoku dusitnanu stifbraého (3.5}

V takovém pHpadE_sx: postupuje takto:

Na srafeninu na filtru se plsobi 50 ml roztoku amoniaka (3.8),

aby se tozpustil kyanid stibrmg, Dile se fille promyje ztedéngm
amoninkem a ve filtrdtu s¢ stanovi obsah stifbra a plepofte se na
dusidnan stfibrng (3.5).

Obsah kyseliny kyanovodikové ve viorke mide bit také stano-

ven titraci okyseleného amoniakdlniho filtrétu kyselinon dusiénou,

10.3 Stanoveni hoititného oleje
(allylisothiokyanst)

Do této metody byla zapracovina doporuient EU uvedend
v Official Journal no, L 155, 12/07/71

1, Utel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoven! obsahu hof-
Eitného oleje ve viliscich rodu Brassica a Sinapis a v krmnych smé-
sich, kieré tyto Sroty obsahuji. Hobditng olej se vyjadiuje jako ally-
lisothiokyandt, kterf se uvolnf vodnl paron.




2, Princip

. Vzorek se rozmichd ve vodé, hoftitng olef se uvolni enzymatic-
ky, vytésnf se destilaci s cthylalkoholem a jimé se do zfedéného
roztoku amoniaku. Roztok se nechd reagovat za tepla s odmér-
ngm roztokem dusitnanu stfibrného, potom se ochladi a zfiliruje.
Piebytetnf dusitnan stfibrng se urdf zpétnou titraci thiokyanata-
nem amonngm,

3, Chemilcilie

3.1 Bilé hoféice (Sinapis alba)

3.2 Ethylalkohol, 95~96% (pozndmka 8.1)
3.3 Odpéfiovaci emulze (napf. silikonovy olej)
3.4 Amonigk (h = 0,91 g/cm?), roztok 10%

3.5 Dusitnan stifbrng, odmérng roztok c(AgNO5) = 0,1 mol/1
Piprava: 16,9873 g dusiénanu stifbrého, predem vysulené-
ho 2 hodiny p¥i teploté 150 °C a ochlazeného v exsikitorn, se

odvizi do odmérmé bafiky na 1000 ml, rozpusti ve vodg, do-_

pini vodou po rysku a promichs,

3.6 Thiokyanatan amonny, odmémy§ roztok co(NH,SCN) =
= (1,1 mol/| S :
PHprava: Do odmémé bafiky na 1 000 ml se odviii 7,612 g

thiokyanatanu amonného (NH,SCN), rozpusti ve vodé, do-
plni vodou po rysku a promiché,

3.7 Sivan Eelezitoamonny dodekahydrdt
[FeNH,(3Q,);] . 12 H,0, nasyceny roztok pti 20 °C

3.8 Kyselina dusitnd (h = 1,4 g/om?), roztok 62—65%-

4, Piistroje a pum&nks'
4.1 Baitka destilaénf 500 ml s plochjm dnem
a2 Destilatnf zatzent, spojend s chiladitom a opatfend ochranou
pred tinikem kagitek,
5 Postup
Do baitky (4.1) se navé# se asi 10 g zkuSebntho vzorky's pfes-

nostf nejméné 0,001 g, pidajf se 2 g jemné umleté bilé hoftice

(3.1) (zdroj enzymi) a 200 ml vody. Bafika se uzavie a ponechd za
&astého protfepdvéni 2 hodiny. Pfidé se 40 ml ethylalkoholu (3.2),

jedna kapka odpéiiovact emulze (3.3), baiika se pripoji k destilaé- .-
nimu zafizeni (4.2) a zahdjf se destilace. Vydestiluje se asi 150 ml-
destiléitu, kter§ se jimd do 250 ml odmérné baiiky, kterd obsihuje

20 ml roztoku amoniaku (3.4). PH destilaci je tieba dbdt na to, aby
konee chladite byl ponofen do kapaliny, Poskonfeni destilice se

pfidd k amoniakélnfmu destildtu 50 ml odmérného roztoku dusié- :
nanu stifbrmého (3.5) (popiipadé i vice, pokud je tieba), do hrdla.

baiiky se umisti maly trychtyfek a na vodni lizni se smis zahfivd po
dobu 1 hodiny. Nechd se vychladnout; doplaf se vodou po rysku,
promichd g filtruje suchym stiednd hustém filtrem do suché kidin--

ky, ptitem prvni podil filtrétu se nezachycuje. Do titrataf batiky . "
se odpipetuje 100 ml filtrétu, pfid4 5 ml roztoku kyseliny dugitné . ' °-
.7y Chmlk#ﬂn

(3.8) a asi 5 ml roztoku siranu Jelezitoamonného (3.8). Prebytek

odmémého roztoku dusitnanu stbroého (3,5) se stanovi zpitnon -

titracf odmérnym roztokem thickyanatanu amonného (3,6).

Soutasné se providi slepy pokus za stejnfch podmineks vylou-

tenim vzorku.

L WA SO
r F

ot

+ 3.3 Siram sodny beavody (Na,SOy), pevnf.

6. Visledek

Obsah hoftitného oleje (jako allylisothiokyandt) v g/kg (X) se
vypoditd podle veoree: .

4957 .0C,. . W= G H) .
m

X_

kde V, je alikvotni objem odmémého roztoku dusitnanu stifbr-

ného v ml t
V;  spotfeba odmérného roztoku thickyanatanu amonné-
ho v ml £ 5
Ci - plesnd koncentrace odmérného roztoku dusithanu
stiibraého v mol/1 ’
C;. plesnd koncentrace odmérného roztoku thiokyanata-

«nu amonného v mol/1
m hmotnost naviZky alikvotniho podilu zhufebniho
yeorka v g . : .
1 ml odmérného roztoku dusitnanu stitbraho = 4,956 mg ally-
lisothiokyanu, e . :

Od obsahu hottitného oleje ve vzorku se misi odedfst hodnota.
slepého pokusu, - ’ ! b,
V{sledkem stanoveni je aritmeticky primér visledki dvou sous

béné provedenfch stanoven, kieré splituji podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se v g/kg s pesnost{ na jednio desetinné misto.

7. Opakovatelnost

Nebyla dosud stanovena. 0 ' .

8. Pozndimky -

8.1 Eﬂly]alkuhque.nqbb.zpeég:._i hoiflaving I..tﬂtijraprotu pHi jaké-
koli manipulaci s nim jé nutné dodrfovat bezpetnostnf pravidla,

104 Stanovent theobrominu

rJ':_',-i-'q' it g
D6 16 metody byli zapracovina doporutent EU uveden
v Offical Joursal of the European Communities no, L 155, 12/
3"'"11'-'_'1‘ﬁr;~_ iii .r._'."' i I

.., 5

Sy h

etoda specifikije podminky pro stanovenf obsahu theo-

o hgto.m ik
brominu v odpadech z viroby kakaa.

2. Piindp

Lrﬁtﬁﬂhfﬁm'ﬂ se extrahiuje chlofoforment. Extrakt se ﬂdpﬂﬂ do
-sucha,’ rozpust{ ve vodt a nechd reagovat & roztokem dusitnany
ﬁﬁj)l'ﬂ & o

-Aitraci.

ho 8.uvolnéng kyselina dusitnd se stanovi kalimetrickoy

i

34 Chlotoform T
3.2 Amoniak, koncentrovany (h = 0,91 /et it

Harh




3.4 Hydroxid sodng, odmém§ roztok ¢ (NaOH) = 0,1 mol/1
3.5 Dusitnan stifbrnf, odmérmy roztok ¢ {(AgNO,) = 0,1 mol/]
3.6 Fenolovd Eervefi, éthanolick§ roztok-1%

3.7 Petrolether, b.v. 40—60 °C (poznfmka 8.1)

4. Piistroje a pomiicky

© 4.1 KuZelovd bafika 500 m! s ploch§m dnem a se zibrusovou zit-
kou :

4.2 Desilatnf pHstroj na plehfnénf vodn parou spojeng s chladi-
em

5. Postup

Do kuelové baiiky (4.1) se nav# asi 10 g zkulebnfho vzorku
s plesnosti nejméné 0,01 g, pfidd se 270 ml chloroformu (3.1)
a 10 ml amoniaku (3.2) (poznémka 8.3). Baiika se uzavie a tfepe

dikladn 5 minut. PTidd se 12 g bezvodého siranu sodného (3.3), -

opét se tfepe a nechd se do pFEttho dne usadit. Potom se obsah
baiiky filtruje do 500 ml kufelové baiky a zbytek na filtru se pro-
myje 100 ml chloroformu (3.1). Rozpouétédio se oddestiluje a po-
slednf zbytky se odpafi na vodnf lizni. Extrakt se znovu rozpusti
v 50 ml vody a zahfeje k varu. Vychladi s, zneutralizuje roztokem
hydraxidu sodného (3.4) na fenolovou ferveit (3.6). Dile se pridd
20 ml roztoku dusitnanu stifbrného (3.5) a uvolnénd kyselina du-

sitnd se titruje odmémjm roztokem hydroxidu sodného (3.4) do”

emény barvy indikdtoru (pH 7,4),
6. Vipotet
Obsah theobrominu v g/kg (X) se vypodits po:ﬂé veoree:

180.C. ¥
"

X =

kde V je spotfeba odmérného roztoku hydroxidu sodného v ml
€ plesnd koncentrace odmérného roztoku hydroxidu
sodného v mol/] '
. m-  hmotnost naviitky alikvotniho podilu zkuebniho vzor-
kuvg

1 ml odmérného roztoku hydroxidu sodného (3.4) = 18 mg the-
obrominu o2y

Visledkem stanoveni je aritmeticks primér visledki dvou sou-

béfné provedenfeh stanoven, které spliiujf podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se v g/kg s phesnosti na jedno desetinné misto.

7. Opakovatelnost

Mebyla dosud stanovena.

8. Pozndimky

8.1 Petrolether je nebezpeénd hoflavina Litidy a proto p#i jakéko-
li manipulaci ¢ nim je nutné dodr¥ovat bezpetnostnf pravidla..

8.2 Velikost navzky vzorku se upravi tak, aby obsah theobromi-
nu ve zkufebaim vzorku byl maximdlng 80 mg.

8.3 Pokud materifl obsahuje vice net 8% tuku musi bt piedem
odiuénén 6 hedinovou extrakel petroletherem,

10.5 Stanoveni obsahu glukosinolitii v Fepce

1. Utel a l_i)ﬂ&ll .‘

Tato metoda spcciﬁkuje podminky pro stanoveni nnjdﬁjziinﬁj-
Bich glukosinglétd v semeni fepky.—~

2, Princip

Glukosinolity se extrahuji vielou vodou z extrahovaného fep-
kového Srotu za soudasné indktivace myrosindzy. Odparek extrak-
tu se'silyluje smési hexamethyldisilazanu a trimethylchlorsilany
v prostfedi pyridinu a silylované glukosinaldty se stanovi metodou
plynové chromatografie, : ;

3. Chemikslie

3.1 Petrolether, obsahujie! previing uhlovodiky se Zesti atomy
uhliku, ze kterfch ménd nef 5 % destiluje pod 50 °C a vice
nek 83 % mezi 50 °C a% 70 °C, o bromovém &sle menifm ned
1 a zbytkem po odpafeni nejvite 2 mg/100 ml (pozndmka

3.2 Pyridin bezvody, ptedestilovang

3.3 Sinigrin (Kalium myronat — napt. Serva kat. &, 35150) roztok
500 mg/100 ml

3.4 Hexamethyldisilazan pro plyn.chromatografii (dale jen
HMDS)

3.5 Trimethylchlorsilan pro. plyn.  chromiatografii (ddle jen
TMCS) . :

3.6 Dusik Zdrovkdrensky

3.7 3% OV = 1L On Chromosorh W — HP 80,100 mesh

4. Phistroje a pomiicky .

* 4.1 Piistroj extrakiéni podle Soxhleta, nejméné s 10 refluxnimi

cykly za 1 hod. nebo podle Twisselmanna s pritokem nejmé-
né 10 ml za min. nebo automaticky extrakéni pHstroj Soxtec
(pozndmlka 8.1) . o

4.2 Plynovy chromatograf s piislufenstvim

4.3 Sublirma elektrickd s odvEtrdvinim a automaticky regulovatel-
nou teplotou

4.4 Odstredivka (zkumavkové)
4.5 Vysokoobritkovy mlfnek (tFEtivy)
4.6 Silylaéni ampule

5. Postup
5.1 PHprava veorku

Jestlie je vzorek semene Fepky vIhE nez 7 % je nutno jej vysusit
pies noc v sulidrné phi teploté 45 °C. Suchy veorek semene se roze-
mele na tiftivém mlfnku (4.5) tak, aby nejméné 50 % vzorku pro-
o sitem s oky 0,2 mm.




5.2 Extrakce

5=10 g Brotu fepky se nasype do extrakénf patrony a extrahuje
petroletherem (3.1) po dobu 3 hodin, Vyexirahovany fepkovy frot
(tepkovd mouka) se nechd voln vysulit na veduchu v digestofi
ples nac. '

Do odstfedivkové skumavky se navd# 100 mg odtutnéného
tepkového $rotu a zkumavka se vioH do vodni lazné teplé 95 °C,
Po jedné minuté se do zkumavky piidd 1 ml vafici vody {pozném-
ka 8.2) a zkumavka se volad uzavie zdtkou. Po daliich 2 minutdch
se do zkumavky pfidd 1 ml vnitfnfho standardu sinigrinu (3.3)
a extrahuje se dalfich 25 minut. Potom se zkumavka ochladi na la-
boratornd teplotu a odstedi (4.4) po dobu 3 minut pii 5000 ad
G000 ot./min, Z &rého extraktu se adpipetuje 0,5 ml do kénické
silylafn{ ampule (4.6) a ddpafi se do sucha pH 95 °C proudem
veduchu. Dosudl se 20 minut v susérné (4.3) pH teploté 103 +
24, ' -

5.3 Derivatizace

Do silylaénf ampule (4.6) s odparkem se pfidd smés 1 ml pyridi-
nu (3.2}, 0,4 ml HMDS (3.4) a 0,2 ml TMCS (3.5) a ampule se

uzave. Silyluje se nejméné 120 min pfi teploté 120 °C (pozndmka

8.3). 2

Po skonten silylace se zkumavka ochladi a po otevient se obsah
ryehle prelije do odstfedivkové Zkumavky a zazdtkuje, Odstied'uje
se pfi 6 000 ot/min po dobu 7 minut, Vzotek se opatrné dekantuje
do vzorkovnice k ndstfiku na chromatografickou kolonu.

5.4 Viasti proveden plynové chromatografie

Obsah glokosinoldtd se stanovi metodou plynové chromatogra-
fie podle ndvodu ke konkrétnimu plynovému chromatografu (4.2)
a zu podminek, odpovidajicim pouité kolong
Kolona: Chromosorb W-HP-80/ 100 mesh, 3% OV-1
Dwusik (3.6): 40 ml / min,

Vodik (3.8): 40 ml / min.
Vaduch: 400 ml / min. ;
Teplota: termostatu kolon: 232 °C (isotherm.)
néistbikové komory: 270 °C .
detektoru: 290°C .~ : _ ’
Mastfik: 1—3 pl

6. Vipotet a vyjadient visledki
Obsah glukosinolftd v g/kg (X) se vypoiitd podle vzorce:

i
My . Py, 1000
P omy

X =

kde m, je nava¥ka vnitfniho standardu v mg
Py soudet ploch jednotlivich glukosinoldti ve veorku
P, ploch piku vnitfniho standardu
my  hmotnost navizky zkufcbniho vzorku v mg

Pro prepotet obsahu glukosinoldti v % na obsah glukosinoldti
v mol platf veorec:

.G.S'L{mﬁm'j = 24,08 . GSL{%)

Znetisténi semeny hofice se na chromatogramu projevi pikem
allylsinolitu a 4-hydroxybenzyl sinoldtu. PHtomnost allyl sinolétu
se zjistl 2 ndstfiku vzorku bez pliddni vnitintho standardu (sinigrin
= allylsinoldt). PFi vyhodnocenf vzorku s plidangm ynitfnim stan-
dardem se musi od plochy piku allyl sinoldtu (vniténf standard +
piispivek znedisténi) odedist plocha dand zneéisténim.

Vysledkem stanoven je aritmeticky primér visledki dvou sgy-
biing provedenfich stanoveni, které splitujf podminky opakovate).
nosti a vyjedivje se v g/kg s pfesnosti na ¢elé jednotky,

7. ﬂﬁkuvnklmt

MNebyla dosud stanovena.”

8. Pozndimky

8.1 Petrolether a vodik jsou nebezpetnimi hotlavinami I. thidy
a proto pii jakékoli manipulaci s nimi je iutné dodriovat bezped-
nostod pravidia.

8.2 Piidavek 1 ml vatici vody ke $rotu ve zkumavce se provede
tak, aby nedoslo k ochlazen{ obsahu zkumavky pod 95°C a aby
dodlo k dokonalému smodeni Srotu ve vodé, PR

8.3 Silylani Einidlo je hutno pliddvat jen k jednomu vzorku Easo-
vé tak, aby byla minimédlng vystavena atmosféricks vilikosti.

10.6 Stanovenf obsahu 5-vinyl-2-thiooxazolidonu
(goitrinu) : -

1. Utel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu vinyl-
{hipoxazolidonu (ddle jen VOT) v krmivech, i
Metoda stanoveni VOT je poulitelnd pro obsahy od 2000mg/kg,

2, Princip

Ze vzorku krmiva je enzymaticky uvolnén i—liydra_:nx}uﬂ:hu,t@-
nyl-isothiokyandt, ze kterého vznikd VOT a ten se stanovi meto-
. dou plynové nebo vysokotlaké kapglinnvé'chmm_alqg;aﬂe. |

3, Chemikilie

3.1 Petrolether, bod varu 40—60°C; bromové ¥slo nisi nez 1
(poznfimka 8.1) LT

H i + h

3.2 Chloroform pim i s :
3.3 Kyselina citr6novd monobydet, roztok 2,1 /100 m]

! 3 PRGNS
3.4 Hydrogenfosforetnan disodng dodekahydrét
(Na;HPO, . 12 Hzﬂ];‘ﬂﬂﬂi_g 35,8 g/500 ml
3.5 Tumivg roztok pH7 0 7 0 0
Pifprava: Smichd s¢ 82,4 ml roztoku hydrogenfosforefnany
disodného (3-41‘_“.:1?“_5-_’“"!'0?}_?11“ kyseliny citrénové (3.3)

3,6 Bild hoiice {Slﬂﬁpiﬂlbﬂ}, nerozdreend semena, ne starkl nek
2roky. il EIe F,
PHpriva: Semena se pred pouzitim jemng umelou a extrahuji
* se i studéfia petroletherem (3.1), Preparovand mletd hoftice
muﬁfﬂﬁ@ﬂﬁﬂ-ﬁt‘m\'ﬂf thioglukosidasu {myrosinasu) a ne-
« smi ; oval vice nez 500 mg VOT/ kg '
GRELIT | 1 Pt R T B

3,7, VOT, standardni Iftka

3.8 YOT, standardni rozog -
| Piprava: Do 50.ml.odmrng baiiky se navi#f 25 mg VOT




(3.7) s ptesnosti nejméng 0,001 g a rozpusti se v chloroformu

(3.2). Baiika se doplnf chloroformem po rysku a promichd;
1 ml tohoto roztoku obsahuje 500 g VOT

4, Piistroje & pomicky
41 Laboratomnf mifnck nebo mixér, vhodné konstrukee
4.2 Vodnf ldzef, nastavitelnd na 45°C

43 -Odsttedivka laboratomi s pHsluSenstvim (kyvety o obsahu
100 ml, vzavitatelng zitkou)

: 4.4 Pllynm'f.r chromatograf s plamencionizaénim detektorem.
- Misledujfcl podminky mohou slougit jako voditko

441 Sloupec: sklenéng s vnitfnfm promérem 2—6 mm, délka
15-25m - : g

© 4.4.2 Nosn§ materidl: vypran§ v k}-set'tﬁé a silanisovan§ — napf,
Gas Chrom Q nebo Diatomine CLQ, zmitost 80—100 mesh
(130—190 pm) a 100—120 mesh (125—150 pm) (poznim-
ka 8.3) : .

44.3 Staclondrni fize: 5% OV 17 (poznémka 8.2)
© 4.4.4 Teplota sloupee; 160—175°C
4.4.5 Nistiikovy blok: pHimy ndstfik do sloupce
4.4.6 Detektor: mini.mﬂﬂ, 20 °C nad teplotou ﬂoup::e
4.4.7 Mosnf plyn: dusik, prittok 30 ml/min
45  Vysokotlaky kapalinov§ chromatograf _

4.5.1 Sloupec: nerezovd ocel, vnitfal primér 4,6 mm, délka
15 em

4,52 Niplfi sloupce: kfemenny gel, primémé velikost &dstic
5 pm napf. Partisil 5, Lichrosorb SI 60 nebo Spherisorb 5
(poznimka 8.4)

4.5.3 Mobilnf fize: smés 2,2,4-trimethylpentan-ethylalkohol 4 +
- +1, rychlost pratoku 1 ml/min

4.5.4 Detektor: UV, pracovnf rozsah 255 nm

5. Postup
5.1 Piiprava vzorku

Cést vzorku se semele tak, aby pro¥la beze zhytkn ples sito
1 mm a aby pfi mleti nedotlo k zahitdif vzorku. Stanovenf se musi
" provést ihned po semleti, .

5.2 PHprava extraktu

Do odstfedovact kyvety (4.3) se navé asi 2 g zkuSebnfho vzor-
ku s pfesnosti nejménd 0,005 g, Pokud veorek obsahuje vice neZ
50 g/kg tuku se pfidd 25 ml petroletheru (3.1), thepe se asi 23
minuty, odstfedl s¢ a vrchnf vestva se odlije, P¥id4 se dalsich 25 ml
petrolethery, rozmiché, protfepe opt 2—3 minuty a znovu odstée-
di, vrchni vrstva se odlije a zhylé rozpoudtédio se odstranf prou-
dem vzduchu. K odtuénénému vzorku (nebo pivodnimu s obsa-
hem tuku ni#Sim neZ 50 g/kg) v kyveté se pFidd 15 ml thumivého
roztoku (3.5) a 0,2 g bilé hottice (3.6) navdZené s presnosti nejmé-
né 0,01 g. Kyveta se uzavie zdtkou a dikladns se protiepe. Potom
se kyveta vioZi na 90 minut do vodni l4zn& vyhFdté na 45 °C (4.2),

Po této dob s kyveta vyjme a nechd vychladnout. Pipetou se
do kyvety pfidd 40 ml chloroformu (3.2), kyveta se dobe uzavie
a obsah se protfepévd 2 minuty. Kyveta se vio# do odsthedivky
(4.3) a odstfeduje s tak dlouhio, a% je kapalina nad sedimentem
zcela Gird. Cést chloroformové vrstvy se odebere do vysuSend,
dobfe uzaviratelné reagentnl lahvitky a poulije se dile k chroma-
tografické analfze, kterd se provede bexprostfedni,

5.3. Viasta stanovenf -

531 PI};um-i chromatografie

Do chromatografu se nastifkne 5 pl extraktu, ziskaného podls
odstavee 5.2 a pofidi se chromatografick§ zdznam. ZmaH se plo-

cha plku VOT a koncentrace VOT v ug/mi v extrakiu se stanovi.

pomocf kalibratatho grafu.
5.3.2 Vysokotlakd kapalinové chromatografie

- Na sloupee se nanesou 4 pl extraktu, wskaného podle odstavee
3.2 a potidf se chromatograficky ziznam. Zm&fi se plocha piku
VOT a koncentrace VOT v pg/ml v extrakiu se stanovi pomoci
kalibratniho grafu.

5.4 Kalibratnf graf
54.1 Plynovi chromatografie

Do sady odmérnfeh banék na 25 ml se napipetuje 1,0; 2,0; 4,0;
6,0 a 8,0 ml standardniho roztoku VOT (3.8), baiiky se doplni{ po
rysku chloroformem (3.2) a promichaji. Tyto kalibratnf roztoky
obsahujf 20,0; 40,0; 80,0; 120,0 a 160,0 pg VOT/ml. Do plyno-
vého chromatografu se nastfikuje vidy 5 pl kafdého standardu
a méfi se plochy piki. Kalibratnd graf se sestavi vynesenim ploch
piki proti koneentracim standardt VOT.

5.4.2 Vysokotlaks kapalinovd chromatografie

Katibraénf standardni roztoky se pfipravi podle odstavee 5.4.1
& na sloupec se nanesou 4 plz ka¥dého z nich. ZmiH se plochy pi-
kil a kalibraénf graf se sestavi vynesenim ploch piki proti Koncen-
tracim standardl VOT, '
5.5 Slepy pokus

Provede se podle odstavee 5.2, aviak bez plidavku zkoufeného
vzorku. PHi vfpotu se hodnota slepého pokusu odette od vfsled-

ku stanoveni, :

6. Vipotet a vyjddrent vsledki
Obsah VOT v mg/kg (X) se vypotitd podle vzoree:

40.cC
"

X

kde C je koncentrace VOT v pg/ml, zjisténs z kalibratnfho
grafu : x
m_ hmotnost navézky zkulébniho vzorku v g
Visledkem stanoveni je aritmetick§ primér vsledki dvou sou-
béinE provedenfch stanovend, které spliiji podminku opakova-
telnosti a vyjadiuje se s pfesnosti na celé jednotky mg /kg.
7. Opakovatelnost

Nebyla dosud stanovena,




8. Poznfmky

8.1 Petrolether je nebezpetnou hoflavinou 1. tHdy a proto pfi ja-
kékoli manipulaci s nim je nutno dodriet bezpeénostal pravidla,

. 8.2 Alterativni staciondrnf fize pro plynovou chromatografii je
EGSS-X. Nékterd krmiva viak dévajf na tomto sloupci za uvede-

nfch podminek rufivé plky,

8.3 Retenéni &as pfi stanoveni

165 °C pHi pouditi sloupee: .

1. 5% OV 17 na Diatomit CLC 80-100 mesh je pro VOT 9 minut

2. 1% EGSS-X na Diatomit CLO 80-100 mesh je pro VOT & mi-
nut 3

plynovou chromatografii pti

8.4 Retentni Zas pro stanoveni \ijsli]k}lﬂﬂk_{ru kapalinovou chro-
matografif pi poulitl sloupce Lichrosorb 8160 je pro VOT.7,5 mi-
nury.

- 10.7 Stanoveni obsahu kyseliny erukové
1. kel a rozsah ' : '

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni kyseliny eru-
kowvé ve vBech druzich rostlinngch tuki a olejii rizného stupné &if-
téni. Obsah kyseliny trukové (kyselin cis,trans-11-dokosenové
a: cis,trans-13-dokosenové) je vyjadien jako hmotnostni podil
mastofch kyselin C 22 : 1 z ¢elého spekira mastnfch kydelin ve

2, Princip

‘Metoda je galofena na pfevedent triacylglycerolis mastnjich ly-
sclin na methylestery mastnfch kyselin a nésledujicim kvantitativ-
nim stanoveni pomoci plynové chromatografie po jejich rozdélent
na staciondirn poldrni-ndplni, i

b

“ 3, Cliemikilie -

3.1 Dusik Zirovkdrensky, fistoty 99,99 % nebo ing inérinf plyn -

iy T
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5, i'mlup'

Methylalkohol (CH,OH) neobsahujfef vice neZ 0,5 % vody

Petrolether, obsahujicf previZng uhlovodiky se Sesti atomy

5.1 Methanolfza triacylglycerolih ¥
. endimka 8,2) ; -

- - Naviif se 2 g zkudebniho vzor ’;‘ ;

3.11 Methylov oran, roztok 0,5% v methylalkoholy
3.12 Chlorid sodnf, nasyceny vodny roztok

313 Methylnlkllulmlﬁt sodny, roatok
Piprava: 1 g sodiku s¢ rozpusti ve 100 ml methylalkoholu
(3.3) a promichd '

Kyselina chlorovodikovd, methanolicky roztok

Fprava: Plynng chlorovodik uvalnény plikapdviinim 37%
kyseliny chlorovodikové do koncentrované kyseliny sfrové
(3.10) se vysulfl probubléivinim kyselinou sirovou o jimd se
do methylalkoholu (3.5) pfes malou obricenou nélevku,
kterd se préve dotfkd hladiny methylalkoholu. Methanolicky
roztok chilorovodiku je stély a ke jof uchovivat ve tmé ve
sklenéné lihvi neomezenon dobuy,

314

- Mistd methanolického roztoku chlorovodiku lze pouit me-
‘thanlickf roztok kyseliny sirové ¢(H,S0,) = 0,5 mol/1, Es-
terifikaci je nutno v tomto piipadé prodiou#it na 30 minut
& je vhodné odfiltrovat vzniklou srafeniny, nebo poukit mag-
netického michadla,

3.15 Methylovi terveii, ethanolicky roztok 10 g/]
3.16 Hexan (pozndmka 8.1)

4. Piistroje a ponicky :
4.1 Plynovy cliromatograf s plamencionizaénfm detéktorem

4.2 Chromatografickd kolona, sklenénd nebo kovovd, délky 2 ak
3,5 m o voitfnim priméra 2 a% 4 mm :
Niplit kolony: nosit pro plynovou chromatografii kysele pra-
n a silanizovang, zenénf 0,16 a2 0,20 mm s 5 a% 10 % zakot-
vené poldrni fize polyesterového typu (napt. diethylenglykol
ester kyseliny jantarové, ethylenglykol ester kyseliny adipove,

- ethiylenglykol ester kyseliny jantarové, ester butandioljantars-
tu, kyanosilikon apod.) .
TR ity BlRSL6T s ik . F 3

4.3 Dévkoyat pro, plynovou chromatografii na 1 ul, délenf mini- _

- milnépo 02yl - :

._M'fjﬂ%@@fﬁﬁ?m%fﬂmaim, Y el
asuﬁiu:fnﬁlevkyna li'i_ml R o
46 Destilataf baiks na 100 mi

- 477 Vodnt tizeh i

5.1Pﬁpmva ﬁmh;deetcrﬁ ’

* Pro pliprava methylestert mastn:i‘ch'kﬁﬁﬂ’i“
tif alternativaich postupl: ?

do destilaéni baiky (4.6), phdd,
0,25 ml methanolického rozt
a varnj kaminek, Po promichin!
dit a obsah se uvede k varu ni Vg
tok se po nékolika minutich
nutdch, Baiika se ochladf




lethers (3.6) také do délicl ndlevky (4.5). Po pliddnd 20 ml vody se
obsal d&licl ndlevky protfepe, nechd nékolik minut stit pro oddé-
lend wrstev a spodnf vrstva se plepusti do druhé délici ndlevky
(4.5), ve kterd se extrahuje opét 20 ml petrolethern (3.6). Spojené
petroletherové extrakty se promyji 3kedt 20 ml vody, petrolethero-
vil vrstva se ziltruje ples beavod§ siran sodng (3.7) do destilafad
baiib:j{-t,ﬁ}'a petrolether se addut!luja. *

Pri lap!luddéhni vrstev emulee lze pridat k destilované vods 5
ak 10 ml nasyceného roztokn chloridu sodného {3 12).

512 Zm?dx:]nh‘l.[ s nfislednon esterifikact za piftomnosti kyseliny
skrové {p&xllimka 8.3)

Du destilafni baﬁlcy se navai 2 g veorku 8 p[-emmsll nejméné
0,001 g a pfidd.se 25 ml methanolického roztoku hydroxidu dra-
selného (3.9}, Obsah baitky se rmydeliinje varem pod zpéinym
chladifem za obfasného promichini 30 minut. Po vychladnuti se
piidd nékolik Kapek roztoku methylové orande (3,11) jako ingdiks-
toru a obsah bafiky se titruje kyselinon sirovou (3.10) do Eervené-
ho zharveni, Navic se pfidd 5 kapek kyscliny sfrové (3,104 a obsah
se znovy vafl 30 minut pod zpltngm chladitem. Po ochlazeni se
pridd 20 ml nasyceného roztoku chloridu sodného (3.12), obsah se
plevede do délici ndleviy na 250 ml a bafika se vyplichne do dilici
nilevky 500 ml petroletheru (3.6). Po protfepdni a rozddlent se
spodni vrstva pievede do dalsi délict ndlevky a extrahuje se znovu
50 ml petroletheru (3.6). Spojené petroletherové extrakty se pro-
myji 3krit 50 mi'vody, Kyselinu sfrovou jo ticba dikladng vymyt.
. Jeji plitomnost s¢ zkousi na methylovou oran (3.11). Estery se
wysuli filtraci pfes bezvody siran sodng (3.7). Petrolether se oddes-
tiluje na vednd lizni (4.7}, nebo pomoel vakuové rotabni odpcnrll:y

5,13 Neutralizace volnfch mastngch kyselin a allmlmki metha-
nolfza triacylglycerold s nidslednou esterifikaci masinych kyselin
{poendmka 8.4).

Do destilani bafiky (4.6) se navi 2 g zkodebnfho vezorka
s phesnosti nejméné 0,001 g, piidd se 20 ml roztoku -methanoldtn
sodného (3.13) a vamn§ kaminek. Smis se vaif pod zpdtngm chla-
difem 10 minut, potom se ochladi, pfidd se 25 m| methanolického
roztoku kyseliny chlofovodikové (3,14) a obsah bafiky se znovu
povafi pod zpétafm chladifem 10 minut. Po ochlazeni se pfida
15 ml vody, cbsah bafiky se pfevede do délici ndlevky na 250 ml,
extrahuje se 30 ml petroletheru (3.6) 2 po oddélent vrstev se vodnd
fiize plevede do dalif délic ndlevky, ve kieré se extrakee opakuje.
Spojené petroletherové extrakty se promyjf 20 ml vody a% do neu-
trdlnf reakee na methylovou Served (3.15). Petroletherovy extrakt
se vysull filtraci pfes bezvody sfran sodng (3.7) a petrolether se od-
paf na vodni keni (4.7).

5.2 Vlasini provedeni
Vrzorek methylestern se nafedi hexanem {3.16) na pfibliEnk

10% roztok a do plynmréhn chromatografu (4.1) se nastiikyje 0,1
a¥ 1,0 ul.

Parametry kolony:

niplit; - 10% DEGS on 80/ 100 mesh Chromo-
sork W AW nebo jind alternativof

kolona: 3m ¥ 4 mm = sklenénd, kovovi

_ mobilni fize: dusik (3.1) — 40—60 ml/min
detektor: FID = 50 *C nad teplotu kolony —
+ vodik (3,2) — 30 ml/min.

niistiik: 20 &% 50 °C nad teplotow kolony —
weduch 30 ml/ min,

kolona: 180—210 °C izotermnf analfza

vyhodnocovaci zaffzenl: integritor nebo politad

6. Vipobet a vyjidient visledki :
6.1 Evalitatival vyhodnocent ) i

Kvalitativf yyhodnocent se provede z retenénich Sasi standar-
dii Listfch methylestert vySich mastngch kyselin nebo jejich ko-
meréné doddvanfch smési (Supelco, Fluka, Serva).

6.2 Kvantitatival vyhodnocen(

Evantitativai vyhodnocent se provede metodou vaiténf normali-
#ace, plocha jednotlivich identifikovanjch mastngch kyselin je
iimérnd jejich procentickému zastoupeni v celém jejich spekiru
konkrétniho vzorku. Vipobet jo pmvﬁdi&n integritorem nebo po-
Eftatem,

Visledkem stanovent je aritmetick§ primér yisledki dvou sou-

‘bt provedengeli stanoven, které splingl podminky opakovatel-
‘nosti & vyjadiuje se s pfesnosti na desetiny % nebo'celé g/kg.

2 Opakovateinost

Mebyla dosud stanovend.

8. Ponsimky

8.1 Petrolether, methylalkohol, hexan a vodfk jsou nebezpetngmi
hoflavinami 1. tHidy a proto pii jakékoli manipulaci s nimi je nutné
dodrFovat bezpefnostnf pravidla, Methanol je navic zvldste uebez.—
peéngm jedem.

8.2 Metodu lze poudivat pouze pro neutrdlnd tuky a oleje.

8.3 Metodu lze poukivat pm kyselé oleje a tuky a valné mastm&
kyseliny.

8.4 Metodu lze pouZivat pro Kyselé oleje a tuky a masiné kyseliny.

10.8 Stanoveni obsahu kadmia'a olova _

1. Ukel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanovenl kadmia a olo-
va v krmivech. Metoda neni vhodnd pro minerdlni prem:xj-, piisa-
dy a dopliky.

2, Princip

WVezarek krmiva se mineralizuje na suché cesté (poznimka 9.1)
pH pomalém néristu teploty do 480 °C, popel se rozpusti v kyseli-
né dusiéné a jehio viluh se mEH metodon plamenné atomové ab-

sorpénf spektrometrie nebo anodické rozpoudtécl voltametrie -

s ptedkoncentraci na visicl rtufové kapkové elektrodé.

3, Chemikilie

31 Voda demineralizovand (ddle jen DEMI voda) s mérnjm
adporem min, 14 megachmi

3.2 Kyselina dusicnd, koncentrovand, dstoty p.p. nebo p.a. re-

destilovand v kfemenné aparatufe pod bodem varu

3.3 Kyselina dusind, 29% (myt skla)
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34 Kyselina dusind, roztok ofHNO,) = 1 mal/]

Phiprava: Do odminé bafky na 1 000 ml se odméi 70 ml
koncentrované kyseliny dusitné (3.2), doplnf se po rysku
DEMI vodou (3.1) a promichd.

35 Kaﬂmium, standardn{ roxtok o parantované koncentraci
10000 g/1

3.6 Olovo, standardn{  roztok o garantované koncentraci
1,0000 g/1

37 Kyselina chlorovodikové, koncentrovand
3.8 Kyselina chlorovodikové, zfedénd (1 + 1)

3.9 Referenénf materidl certifikovany nebo intern, stejného ne-
bo podobného typu (matrice) jako zkouSeny vzorek.

3.10 Dusik ncbo argon, poZadované Eistoty 99,0 %

i1 Tlumivf roztok octanovy pH 4,6

PHprava: Do odmémé batiky 1000 ml se odvisf 27,22 g tri-
* hydrdtu octanu sodného (CH,COONa. 3 H,0), nejvyssd
dostupné istoly, rozpusti ve vodé a promichd. 98 m1 tohoto
0,2 mal/1 roztoku se smichd se 102 ml roztoku kyseliny octo-
vé ¢ CH,COOH) = 0,2 mol/], nejvyssi dostupné Sistoty.

312 Acetylén (pozndmka 9.9)

d, Pistroje a pomicky -
4.1 Spektrometr ﬁbsurpéui atomovy s korekel pozadf
4.2 Deska topnd s regulovatelnou teplotou
‘4.3 Pec muflovd s regulovatelnou teplotou
4.4 Pipeta automatickd
4.5 Polarograficky analyzdtor vhodné konstrukce umodtivjiel pra-
ci.¥ redimu anodické rozpoudtéci voltametrie s pHslu$enstvim
(statickd kapkovi elektroda, soutadnicovy zapisovad nebo vy-
~ hodnocovact software) ; : ;

4.6 Mikropipeta:

5. Postup
5.1 Mineralizace vzorku,

Do sklenéné nebe Iépe kfemenné kidinky na 50 ml nebo do pla-

tinové misky (pozndmka 9.1) se navi# piiblizng 2 g zkuebnfho
‘vzorku s pfesnosti 0,001 g. Soutdsns se navis v pHiblizng stejném
mnotstvi paralelng dvakrdt referentnf materig] (3.9) s podobnou
-matrici, jako zkouleny vzorek. Do soubor  se zafadi jedté nejménd
jeden slepf vzorek (viz 5.3.2,2). Kddinky se phikryjf hodinov§m
sklitkem, vioH na studenou topniu desku (4.2), jeji teplota se po-
stupn zvySuje po 50 °C za hodini a% do teploty 300 *C. Potom se
kidinky vio¥ studené muflové pece (4.3). Nastawi se teplota
- 300°°C a vzorky s¢ ponechajf pi této teploté 1 hod. Diile se teplota

zvyhuje o 50 *C za hodinu a% do teploty 480 *C. Byl-li veorck od-

viZen do platinové misky, Vlo# se pifmo do studené muflové pece

. (4.3} ateplota se zvyluje postupné po 50 °C za hodinu aZ do teplo-
ty 480 °C (pozndmbka 9.2). PH této teploté se-vzorky ponechajf mi-

- nimilné 3 hodiny, nejlépe viak ptes noc. Barva popela se vizudlng
posoudl. Pokud je jesté ternd, & tmavé Sed, vio se vzorky zpét
do muflové pece (4.3) a pokratuje se ve spalovini,

Je-li jiz popel svitle Sedy, pidd se opatrn® po sténdch nédobky
1,0 ml {v pfipadé vEtiiho mnodstvi popela 2,0 ml) koncentrovans
kyseliny dusitné (3.2) a nédobky se vloH na topnou desky (4.2),
kterd se zahteje na teplotu niZlf, ne# jo bod varu (roztok nesmi viit)
amineralizity se odpaff do sucha. Potom se vioH opét do mufloyé
pece (4.3), kde se ponechaji pti teplotd 480 °C po dobu 1 hod, Po
vyjmuti z pece a vychladnutf se pfidd podle mnoZstvi popela pies-
né 10,0 aZ 20,0 ml roztokn kyseliny dusiéné (3.4), pfidané objemy

se zaznamenajf, obsah nédobky se promichd kroufivim pohybem

a ponechd stdt po dobu nejméné 2 hod. Béhem této doby se nd-
dobkou jeftd nékolikrdt zamichd (pozndmka 9.3). Mineralizdt se

chrinf proti kontaminaci prechovdvénim napt. v dzaviené déze, -

Nakonec se mineralizdty pleliji do nddobek (m;}!ﬁm plastovich)

& uzavfou, Mineralizace i viastnl mifeni se providéjf ve dvou od-

délenych stopovjch laboratofich, oot -
Dile se postupuje podle 5.2:2 nebo podle 5.3.2 5

5.2 Metoda plamenné atomové absorpéni spekirometrie

5,2.1 Sestrojeni kalibrafnich grafii

5.2.1.1 Pipraya kalibratnich roztokii pro stanovent kadmia:

Do odm&mé bafiky na 100 ml se odpipetuje presng 5 ml stan-
dardniho roztoku kadmia (3.5), dopinf se roztokem Kyseliny, du-

sitné (3.4) po rysku a promichd. 1 ml tohoto roztoku obsahuje
. 0,050 myg kadmia. iy : e

Do sady odmérnjch banék na 250 ml se odpipetuje pFesné 0,0;
1,0; 2,0; 3,0 a 4,0 ml roztoku kadmia s koncentraci 0,050 mg/m,
doplni se po ryska roztokem kyseliny dusi¢né (3.4) a promichs.
Tato Fedéni odpovidajf koncentracfm 0,0; 0,2; 0,4; 0,62 0,8 mg/1
kadmia (pozndmka 9.4), ' : A

Kalibratnf roztoky se plevedou do plastovfich nédobek a uza-
viou, Uchovivaji se pii laboratornf teploté, - g

5.2.1.2 Priprava kalibratnich roztokd pro Hta.um':en_I olova:

- Do odméiné baiiky na 100 ml se odpipetuje pfesné 25 ml stan-

dardniho roztoku olova (3.6), doplnf se roztokem kyseliny dusiéné
*'(3.4) po.rysku a promichd. 1 ml tohoto roztoku obsahuje.0,25 mg:

olova. . g

Do sady odmémych bangk na 250 ml se odpipetuje pfesné 0,0;
L0; 1;5; 2,0 a 2,5 ml roztoki olova s koncentract 0,25 mg/mil, do-
plnf po rysku roztokem kyseliny dusiéné (3.4) a promiché. Tato fe-

+ déni odpovidaji koncentracim 0,0; 1,0; 1,5; 2,0 a 2; 5 mp/1 olova

(pozndmka 9.4).

Kalibragni roztoky se prevedou do plastikovfich nﬁdbb& aza-
vEiou. Uchovivaji se pti laboratornf teplote,

5.2.2 Postup zkoulky

Pfed viastnim méfenfm se pHstroj (4.1) optimalizuje na nejvy&i
citlivost stanovovaného prvku. Postupuje se podle névodu (manu-
filu) konkrétntho pistroje. Méfeni se providi v plameni s nizk{m
pritokem acetylenu (3.12), s korekef

" nové délce 228,8 nm, pro olove pii vlnové délee 217,0 nm,

Absorbance kabdého kalibragnfho reztoku véemé roztoku s nu-
lovou koncentraci se méff étyfikrdt (Styfi Seni po 1,5 sekundové
integraci). Z naméfengch hodnot absorbanci a jim odpovidajfcich
hodnot koncentracf kalibragnich roztoki se sestroji kalibragn{ graf
{pozndmbka 9.4). Stejnym zplisobem se promé&f mineralizit zkoj-
teného vzorku, referenéniho materidlu, slepého vzorku a z nama.

Fenfch hodnot absorbance se zjisti odpovidajici koncentrace po-’

mocf kalibraéniho grafu (pozndmka 9.5).

; pro kadmivm pFi vl-




53 Matoda anodll::ké rmpnu!mécl‘ mllﬂmelrw
5, 3.1 Pﬁpma roztokl pro kallbm-::

. Vhodngm fedtaim siandardsich roztoki kadmis (3.5) a olova
(3.6) se pipravi pracovni smésny roztok téchto prvich pro vyhod-
nocovinf visledkl méfenf metodou jednoho nebo dvou standard-
nich pidavki (poendmka 9.6).

532 Postup zkoulky

' 5321 Do polarografické nédobky (4.5) sé odpipetujé presn
3 ml mingralizdtu zkouseného veorku a pfidd 10 ml cctanového

tlumivého romtoki (3.11). Toté se provede s mineralizdtem refe-

renitnfho materiilu a slepého vzorku. Po pStiminutovém odsirafio:
véinf rozpuiténého kysliku proudem dusiky (3.10) pH soutasném
promichivini roztoku se podle nivoda poufivaného pisiroje
(.5 elektrolyticky vylout! olovo i kadmium za ptedem definova-

nfich podminek na visici rtufové kapkové elektrods. Poté se tyto

povky anodicky rozpust( pii soubasném Easovém ziznanm pribéhu
rozpouktéai (pozndmka 9.7).

Zaznam polarografické Kiivky se provid! nejméné dvakrat ved-
le sebe. Potom se k mineralizitim piidd vhodnym ddvkovadem ur-
Eité mnodstvl smisného roztoku kadmia a olova. Po 1 minutovém
promichivini rozioku a odstrafiovini kyslikn proudem dusfku
(3.10) s¢ opét zaznamend polarografickd kfivka. Toté se opakuje
s dalim piidavkem steiného mnofstvi smésného roztoku olova
a kadmia o stejné koncentraci.

K vyhodnoceni se poudije zdznam s dostatetng rozlifenymi piky
olova & kadmia (pozndmka 9.8), MEH se vitka plko stanovovandé-
ho prvku od upravent zdkladnd linie, kterd prochéd=d inflexnim bo-
dem mezi pikem olove a kadmia — tzv. metoda , peak-zero®.

5.3.2.2 Vzhledem k citlivosti poudité voltametrické metody se
musi ovifit hodnota , slepfho vzorku®, kdy se zjisti kontaminace
vrorku olovem a kadmiem v pribéhu mineralizace a rozpoulténi,
jejich ptitomnost v poufitich chemikaliich apod, Provéd! se cely
postup zkoudky bez rkufebniho vzorko, Obsah olova a kadmia ve
welepém vzorku®™ se opdt vyhodnot! pEidavkem standardu,

© 6. Vipotet a vyjidieni visledl
6.1 Matematicko-statistické vyhodnocenf vsledkii

6.1.1 K vyjadieni pfesnosti kalibragnich metod se definuji limitni

hodnoty, které souviseji s drovni koncentrace, pro kierou je signél
© jeldnd statisticky viznamné odlifng od Sumu, V souvislosti s vyjddie-

nim piesnost a citlivosti kalibrabnich metod se definuji tHi specific-

ké drovnd signdlu, kterfmi se otestuje dosatend citlivost pHstroje

a jeho momentdlni stav vipottem:

— kritickd drovedi v

— limita detekes yp

— limita stanoveni vy

6.1.2 Dile jo tieba ovitit spravnost visledki porovndnim zméfe-
né a certifikované hodnoty referenéniho materidlu, -

6.1.3 Kritickd droven y. piedstavuje homi mez 95 % intervalu
spolehlivosti predikee signdlu z kalibratnfho modelu pro-absor-
banci rovnou nule,

Pro kritickou droved y, platf vztah:

[UP . (o o) L T S, (1)
" 30 -xy

kde ¥ je aritmetick§ primér viech absorbancf {pro voltametric-
kou metodu vigka jednothivich plki v mm) kalibrag-
nfch roztoki vietnd roczmku & nulovou Immenu-ac{
b smérnice kalibratnfho
X aritmieticky primér viech komenh'acf kalibratnich
roztoki;
X jednotlivé koncentrace kalibrainich roztoki;
t - “kvantil Studentova rozd&leni pii 95 % hlading vi-
znamnosti & pro (n — 2) stupiih volnost;
‘n pofet viech absorbanct (pro voltametrickou metodu
viika jednotlivich ptki v mm) v kalibraci;
g odhad smérodatné odehylky viech absorbanci {pm
voltametrickou metodu  vifka  jednotlivich pika
vmm) v kalibraci podle vzorce

| s
o i;:(-"r‘fl'_ (1a)

Mad kritickow drovnd v, lze signdl odliZit od Sumuo.

- Koncentrace x, odpovidajici hodnotd kritické drovné se uréf
Z kalibraéniho modele pomoct vetahu:

¥.-F
X ==ty
=2 @

Viznum poufitfch symbold je uveden u vetahu (1),

6.1.4 Limita detekce yy, odpovidd hodnoté absorbance (viice pi-
ku}, pro kterou je dolni mez 95 % intervalu spolehlivosti predikes

-signdlu 2 kalibraéniho modelu rovaa y..,

Pro linedrni kalibraini model se poudivi aproximace ve tvaru:

¥ y-f-.'s 1-|-I-irL (3)
4 E{x-f}’ S

Viznam pouditych symbolu je uveden u vaiahu (1),

Koncentrace odpovidajici limité detekee x;, se pak vypolte po-
dle vziahu:

x.,:xPE_-Ew )

Viznam poufitfch symboli je uveden u vatahu (1.

Limita detekee uddvd absorbanci signdly, kterd jeftd umoZinje
detekel koncentrace, Velikost xp uddvd minimdlni koneentraci,
kterou kee jedté s 95 % pravdépodobnosti odliit od nulové hodno-
ty, Politd se ze viech EtyF Gtend absorbanef kafdého (i nulového)
kalibraZnfho roztoku, Do vipodtu se zahraujf viechna mfeni kali-
braénich roztoki v celém pribéhu méfeni (pozndmka 9.5},

6.1.5 Limita stanoveni y. je ngjmendi hodnota signdlu, pro kterou
je relatived smérodatnd cdchylka predikee z kalibraéniho modelu
dostatetné mald a rovna Hs1u C. Pro &slo C se voli obvykle veli—
kost C=10,1. '

B )

i
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Fro linedrni model se poukivd vztah ve tvaru:

yo=i .j,l,,‘ . 5)
ok I e

Viznam.-pougitych symboli je uveden u vztahu (1),

Koncentrace odpovidajici limité stanoven! se vypotte podle
vatahu:

x = f!_;—f:rr - (6)

616 K vﬁpnﬁtu obsahu plisluiného pn-ku ve zkoudeném veorku
i referentnim materidlu lze pistoupit teprve tehdy, je-li koncen-
trace piisluiného prvku ve zméfeném referenénim materidly nad
limitou date]me .

Nejprve se vypotitd absorbance (viika piku) limity detekee po-
mocf vztahi (1) a {3) a souasné koncentrace limity detekee podle
vztahu (4). Tato hodnota urduje hranici, od které visledicy méfeni
je modné poklidat za statisticky prikazné, Vechny koncentrace
vzorki nachdzejici se pod touto hodnotou ji2 nelze 5 95% praw:l&
podobnosti odlisit od nulové hodnoty.

Proz;ﬁﬁn[pauiltelmsu voltantetrické metody se poufije meto-
da dvou standardnfch pHdavki, kde zdvislost viiky piku na kon-
centraci je vlastng modifikovand kalibraaf kifivka, ze které lze me-
todami linedrnf regrese vypotitat smérnici a dalsf parametry. Po-
wiji se vzoree (1) ni{4} k urfenf hodnoty kritické drovng y, a limi-
ty detekee yy, 7.1. Pouze misto hodnot absorbaned se pro y dosadi

viEky jednotliviich pikii v mm.

6.2 Vipotet pro metodu atomové absorpéni spektrometrie
Obsah kadmia (olova) v mg/kg se vypotte podie vzorce:

g LW : i
» .

kde X je obsah sledovaného prvku v mg/kg
C  koncentrace sledovaného prvku v mg.f’ 1
V  objem mineralizdiu v ml
m  naviika veorku v g

Vzarky s nitiimi koncentracemi nef je limita detekee jgnﬁi,n}ﬁ
zméHt citliviE metodon; napt, ETA AAS nebo 1||I'1:||ltﬂ;n]v.‘za‘.rim!fqrI

o ri

6.3 Vipolet pro m&iametml:ého stanoveni

6.3.1 Obsah olova (kadmia) v mg/kg (X) mmduu;admého stam- 1

dardniho piidavku se wpo&e podla VZOTCe:

L 1000 % Wk b B
Tmll F W) b= AT )

'k'iﬂm ie hm‘?t“‘i’ﬁ’«ﬂuﬁebnﬂmmmv i el E
Vi mnoZstfkyseliny (3.4.) pm::!kté K rﬂtzpmmgm M ﬁ :

vezorku v ml; .
V,  mnodstyi roztoki :m.:eraluﬁm pipmamﬁhci du pola—
* rografické néddobky v ml; : ,
h viika pfku pHisluiného pnrku ¥y
¥V,  mnofstvl sméného standardu plidaného k mtoku
vzorku do polarografické nddobly v mlg=i -

knnlmmgc internfmi a cen;ﬁmﬂﬂfﬂ“ mﬂ‘" -

g, . koncentrace pﬁﬂﬂném pn-hr mmndardnﬁn p'm:lﬁ_ .

ku v mg/mi; :
hy  vitka pﬂ-:u pHsIuEnéhu pn'k'u p-c pHdavku Y im;

6.3,.2 Obsah olova (kadmia) metodou dvou standardngeh phidav-
ki se urEi graficky podle piikladu 1.

Piiklad 1 Grafické vyhodnocenf visledkd ul:sahu olova a kad—
mia metodou dvou standardnich piidavki:.

& -

;e vitka. piku Pb {Cd) ve vzorku {mm)

h, v§Eka piku Pb (Cd) po prvnfm plidavku (mm)

hy  v§ika plku Pb (Cd) po druhém pHdavka (mm)

C,  koncentrace Pb (Cd) v prvnfm pfidaviu {jig/ml)
C;  koncentrace Pb (Cd) ve druhém plidavku (ng/ml)
Gy koneentrace Pb (Cd) ve vmrku {pg.a’ml}

Od '-'m-o&onéhn obsahu ulu}.ra {Imdmia} uréeného metodou
dvou standardnich pHdavki podie (ptiklad 1), nebo vipodtem po-
dle vzorce (8) je nutno odetfst obsah olova (&m:a} ve .s!-upém

kn“

V?sk.dkcm stanbvent je aﬁmeﬁﬁkf primér visledki dmu 50U=
béing providéngch stanovend, kter§ vyhovuje [Jmim[n!-l:ﬂm 6 1
a vyjadiuje se's p‘fesna'sli na desetiny mg/kg.

7, Zdvéretng pé'ﬂi‘.nknl

ZivEretny protokol musj obmhm'at tyto mt‘onnaoe. 1
— limitu detekee -~ -

e vﬁhddb: anal?zy oerh&km-nné‘ho nebo internfho rct‘cren&nfhn

s materidln ™!
= déldarovaiion ‘hbdnota ocrh.ﬁkwanéhu nebo intérniho rc['u-
tentnfhi materiﬁw T

_— \']‘!"_slﬂik}f‘anal}‘w-’ﬁnﬁdl wvzorki,

8.. _Gpiikhvatglnoﬁt‘ : AR

!ﬂc_!;;.rl:i dosud stanovena,

i3 g |"“'E,t
g rL, \..-

9‘-1 Pro mineralizaci veorku lze pﬂﬂmilmﬁnﬁ
mingralizace. Nejednd se- umnﬁnimsmr_sﬁrg

9.2 Platinové misky nemajislﬂiﬂﬁ 'iﬂﬂtm
kmnuir Proto se vklddaji do muﬂm’é
liza

km'é lizné,

9.4 K sestavent kalibradaf KFVKY 8¢ ROUZ jer &
ky, jejich# absorbance 5& mwh i
grafu. L :




9,5 Pokod v pribhu méfeni dojde k viraznému poklesu absor-
bance kalibraénich roztokd, je tfeba pifstroj zastavit a odstranit
pliginu tohoto stavu, Dile je theba zZnovu zméfit tu Mst vzorkil,
které nisledovaly.

9.6 Pro biné-obsahy kadmia a 1 olova ¥ krmwem vyhovuje kon
centrace olova 2 g/ml, koncentrace kadmia 1 g/ml a dévkovany
objem 50 1. Koncentrace kadmia a olova je nutno volit tak, aby né-
ritst piku vzorku s pifdavkem byl zhruba d!mjnﬁmhnf proti pilku
samotriého veorku.

2.7 Dupumbené parametry mifeni pH puuim‘ pnlamgraﬂckéhn
analyzitora PA-4 a Statické kaphkové elektrody SMDE-1,

— initial potencial — 800 mV .

— scan range — 800 a2 — 100 mV '
— clock FSDPP :

- pperation mode DPP

— program ASV/CSY

— sean rate 20 mV/s

— sensitivity 11~15 (podle skutetného obsahu Cd a Pb)

. — RC 100

= filter 025

- pmawnep time 7 s

= deposit time 120 =

— systém elektrod 3 elektrodovy s;.mém

- ref ol — A.g,-"AgCn
- = pomocni el. —
- dmpsimﬂﬂm&

9.8 Phi poufitl Ag/AgCl referentni elektrody jsou pfibliiné po-
tencidly pikil pro kadmium pfi 550 mV, pro olovo pii 400 mV.

9.9 Acetylén je nebezpetnd hoflavina L tHdy a proto pii jakékoli
manipulaci s nim je nutné dodrkovat bezpeénostni pravidla.

10.9 Stanoveni obsahu ricinovich slupek
1. Utel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanovend obsahu rigino-
viich slupek

i

2. Prin&p

Ricinové slupky se uvolnf vyvafenim zkulebniho vzorku v kyse-
1ém a alkalickém pms;fodix jejich obsah se stanovi vizkove,

3. Chemiliilie

3.1 Kyselina sirovd (h = 1,84 g/ml), zfedénd (1 + 9)
3.2 Hydroxid sodng, roztok 5%

3.3 Peroxid vodfku, roztok 30%
3.4 Kyselina dusiénd (h = 1,4 g/ml), roztok 5%
3.5 Kyselina dusiénd (h = 1,4 g/ml), roztok 40%
3.6 Chlorid draselog, pt;mjr krystalicky

4. Pifstroje

4.1 Ctvercovi miska
- 4.2 Mikroskop

4.3 Pinseta

5, Postup

Do 1000 ml kidinky se navad 50 a 100 g pivodniho nebo
hrub® namletého vieorku s pesnosti 0,1 g. PHd4 se 200 aZ 600 ml
roztoku kyseling sirowé (3.1) a vaif se 3 a% 5 minut (pozndmka
8.1}, Obsah kddinky se dekantuje obyBejnou vodou, aby se odstra-
nil hlavni rozvafeny podil.

Zbytek se pak vaF{ 3 minuty s 200 a% 400 ml roztoku hydroxidu
sodného (3.2). Obsah kddinky se slévd na misku (4.1) a opét se de-
kantuje obyiejnon vodou, !

-Je-li zbytek tmavy, odbarvi se malym moodstyim peroxidu vodi-
kn (3.3), pHpadné sc jeité povatl s kyselinou dusitnou (3.4)

. a opét dekantuje vodow,

Ricinové shupky, které jsou tmavé hndé [knmpaktni a itEpavé)
se kvantitativaé vyberou pinsetou {4 3) na avidené sklitko, vysusl
o ZviE.

JTejich detailnf identifikace se providf mi‘kmskapfcky {4.2) po
kriitkém povafienis 10 ml kyseliny dusitné (3.5) za pHdavku néko-
lika krystalit chloridu draselného (pozndmka 8.2),

6. Vipotet a vyjfdiens visledku
Obsah ricinovich lzlupak v mg/kg {X}s:wpa&ftﬁﬁod]c vzoree!

1,2.10%. m,
’ L

X=

kde m; je hmotnost naviiky veorku v g
m, - hmotnost ricinovich slupek v mg
1,2° phepotitivact koeficient na 20 % ztrity ricinovich
slupek vylouZenim
Visledkem stanovend je aritmeticky primér vfsludl:ﬁ dvou sou-
béiné provedengch stanovend, které spliwjl podminku cpakova-
telnosti, a vyjadfuje se s piesnostl na celé jednotky g /kg.

7. Opakovatelnost
Nebyla dosud stanovena.
8. Pozndmly =
8.1 Md-li roztok snahu plekypét, ochlazuje se vodou ze stiitky.

8.2 Doporutuje s¢ plipravit si pro stovndnf ricinové shupky, které
byly podrobeny stejnim operacim jako zkufebn{ vzorek.

10.10 Stanoveni obsahu floorn

Tato meteda je uvedena v Official Methods ﬂfﬂnﬂl}'m AOAC
975.08

1. Ukel a roesah

Tato metoda apmiﬁkujelpodmmkjr-pm stanoven( fluoru v krmi-
vech.

2. Princip

Fluor se stanovi iontové selektivaf elektrodou v chloridovém vy-
luhu krmiva.




10.11 Stanoveni obsahu rezidui organochlorovych
: a organofosfitovych pesticida

Tato metoda je uvedena.v Official Methods of Analysis AOAC
97052 . -

1. Uel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanovent aldriny, diel-
drinu, DDT, DDE, TDE, endriny, heptachloru, hexachlorcyklo-
hexanu a PCB v krmivech. A '

2. Prinicip .
Rezidua pesticidd a PCB se extrahujf z krmiv vhodnfm rozpous-

tédlem a v extraktu se stanovi pomosci chromatografickych metod
(papirovd, tenkovrstevnd nebo plynovd).

10.12 Stanoveni obsahu hexachlorbenzenu
“Tato metoda je uvedena v Official Methods of Analysis AOAC
977.19
- 1. Ukel a rozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanovenf hexachlorben-
zenu v tucich, ; '
2. Princip ~

Hexachlorbenzen se stanovi metodou plynové chromatografie.

P

10.13. Stanoveni obsahu dusitani
Tato metoda je uvedena v Metoden Buch LUFA 4.10.1

1. Utel a rozsah

Tato metoda sﬁe&iﬂkn}e podminky pro stanovent dusitand v ke-
mivech.

2. Princip )
Vzorek krmiva se rozmichd ve zfedéném roztoku hydroxidu
sodného o pH 8 a vanikld suspenze se zahteje na 50 C, Po vylefent
roztoku siranem zineénatfm se dusitany stanovi ve filtrédtu v pufro-
vaném roztoku fotometricky (diazotace kyselinou sulfanilovoy
a ndislednd kopulace 5 N-naftyl-1-etylendiamin dihydrochlorid).

10.14 Stanoveni obsahu riuti
1. Utel a rozsah !

. 'Tato metoda specifikuje podminky pro stanovenf rtuti v krmi-
vech. :

2, Princip

Rtuf v kemivech se stanovi technikou generovind par kovové
rtuti s ndslednym zachycenim a obohacenim ng zlatém amalgamd-
tor. .

3. Chemikilie

31 Kyselion dusiénd koncentrovand (h = 1,4 g/m) &istoty p.p.
3.2 Riuf kovovd Eistoty min. 99,99 %

3.3. Zdkladnf roztok rtuti '
Pfiprava: 1,0000 g rtuti (3.2) s rozpustf ve 30 ml kyseliny du-
siéné (3.1) & doplni se v odmémé bafice na 1000 ml deminera-
lizovanou vodou po rysku. & L

1-ml pracovniho rozioku obsahuje 1 Mg riuti,

3.4 Pracovni roztok rtuti pro kalibraci prvnho rozsahu

PHprava: Pro kalibraci prvnfho rozsahy s¢ 0dpipetuje 5 ml 24-
- Kadniho roztoku rtuti;(3.3) do odmirné bafiky na 100 ml,
. pliddse 1 ml kyseliny dusiéné (3.1) a doplni se deionisovanon
vodou po rysku. (Lze pou#ti roztok o koncentraci 5 ug rtuti
v 1 ml z kalibrace druhého rozsahu.) Z tohoto nafedéného
roztoku se bdpipetuje 0; 1; 2; 4; 6; 8 a 10 ml do odmérnych
banék na 100 ml, do ka®dé baiiky se pfidd 1 ml kyseliny dusié- -
né (3.1) a doplnf se defonisovanou vedou po rysku., :

1 ml pracovnfho roxtoku obsahuje 0,05; 0,1; 0,2; 0,304
a5 mg rtuti - . "

Roztoky jsou stélé pfi uskladnénf ve tm& minimélns 1 mesfe,

3.5 Pracoval roztok rtuli pro kalibraci dm_h;‘éhﬂ rozsahu

Piiprava: Pro kalibraci druhého rozsahu se odpipetuje 0; 0,1;
0,2; 0,3;0,4; 0,5 2 0,6 ml do odmémjch banék na 100 ml, do
kaZdé baiiky se pfidd 1 ml kyseliny dusiéné (3.1) a doplni se
deionisovanon vodou po rysku, )

1 ml pracovniho roztoku ub_sahtlzjc,' 12,3 4; 52 6 pg riuti
Roztoky jsou stilé pfi uskladnénf ve tm minimalng 1 tfden.
3.6 Kyslik (poznimia 8.1)

x

4, Phistroje a pomiicky

4.1 Jednotitelovy atomov§ absorpéni spektrometr pro stanovent
rtuti (ddle jen analyzdtor) e i g
Velkeré pomilcky poudfvané pfi méfent je nutno bezprostiednd
pied pouZitim vy#hat v plameni do ferveného Ziru, aby se odstra-
nila moZnd kontaminace z okolf, __ 3 pe

I,
5. Postup

5.1 Uprava vzorku

Representativnf mnostvl konetného vzorku se zhomogenizuje
rozetfenim v thecf misce: Z tohoto upravendého ?mrl_.‘,".'_.*- navadyi
podle ofckdvaného obsahu riuti 0,05 20,1 ?{pf‘_"g“_ﬂ_wﬂ',QWS f
do niklové loditky analyzdtoru. i A L




5.2 Kallbcrm anulymmru

* - Analyzdtor (4.1) se uvede do pm\'m'u a nastavi se pracovni pa-
rametry podle névodu vitobee, )

P kalibrac je autno nejﬁr\re zrufit hodnoty plechizejici kali-
brace, Potom se providi kalibrace v obon rozsazich tak dlouho, aZ

je dosaeno ustileni absorptniho signdlu. Rozdil absorbanci dvou
: p-o sobd nisledujfclch kalibracl se nesmd lifit o vice nek 5 % relat.

V pribéhu viastniho méfend veorkd se ka]ihra.oe'pmwﬂnlné opa-
. kuje. ; '

5.3 Viasta postup zkoulky
Niklové loditka s navibenym vzorkem se vlok do podavate
analyzitore a spusti se'mEHel cykius, U kakdého vzorku se prove-
dou minimélng tH mékeni, aby se vyloutila modnost zkreslent vi-
shedku nm]ﬂkmal?m umln!mim riuti z amalgamu. .
6. Vipolet .
Ohsah rtuti v mg/kg se zjisti odetenim na displeji analyzdtoru.

Visledkem stanovenf je aritmeticky primér visledkt dvou'sou-

béimé provedenfch stanoveni, které splinijl podminku opakova-

telnosti, a vyjadiuje se s plesnosti na desetiny mg/kg,

7. Opakovatelnost

Rozdil mexi dvima paralelnimi stanovenimi providénymi na
stejném vzorku nesmi piekrofit 1,5 % relativaich.

10.15 Stanoveni obsahu aflatoxinu B,

Do této metody byla zapracovina doporuteni EU uvedend
v Oificial Journal no, L 102, 15/04/76, L 327, 13/11/92 a
L 094, 13/04/94

1, Utel a rozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro stanovend aflatoxinn B,
v krmivech, véetn® téch, kterd obsahuji slupky citrusi. Limit de-
tekee je 1 pp/ke.
2, Princp
Vzorek krmn*a se extrahuje chloroformem, zskanf extrakt se
" ghiltruje a piefisti na Florisilové kolond s ndplnf C ;. Koneéné roz-

délen 2 stanoveni se provede technikou vysokoifinné kapalinové
chromatografie (HPLC), za pouditl revesnd fize a postkolonové

derivatizace jodem a fluorescentni detekee.

lﬂl._li‘i Stanoveni obsahu arsenu

Tato metoda je uvedena v Official Methods of Analysis AOAC
986.15

1. Ukel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni armu v krmi-
vech,

2 Prluﬂp

Ve vrorku s p-u rozkladu kyselinouw dumhr:u ¥ uzavieném sy-
stému stanavi obsah arsenu metodou atomové absopénd spektro-
metrie 5 hydridovou technikou.

10,17, Stanoveni gossypolu

Do této metody byla zapracovina doporudeni EU uvedend
v Official Journal of the Evropean Communities no. L 123, 29/
J05/72

1. Utel a rozsah-

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu volné-
ho a eelkového gossypolu a chemicky pifbuzngch sloufenin v kon-
centraci ndd 20 ppm v bavinikue a krmnjch smésfch, které bavinik
absahuji.

]

2, Princip

Gossypol se extrahuje bud za ptitomnosti 3-aminopropan-1-ol
“(pti stanoveni volného gossypolu) nebo d.tmethy[ommidu (pH
stanoveni celkového gossypolu). Gassypol je reakel s anilinem

pleveden na g;msypolﬂdmnﬂm a absorbance mztui:u je mifena pii
441] ni.

3. Chemikilie

3.1 Smés propan-2-ol {déle jen propanol) a hexan, mzmk{dﬂ 60)
(pozndmka 3.1}

3.2 Rozpoustidio A

Phiprava: Do 1000 ml odmérné bafiky se naﬂje asi 500 ml
smési propancl—hexan (3.1}, 2 ml 3-aminopropan-1-clu,
& ml ledové kyseliny octové a 50 ml vody, Doplnd se po rysku
smisi propancl—hexan (3.1) a promichd.

Rozpouitédlo A je stilé ]e.den lj'&eu.
33 RMMIn B

Pliprava: Do 100 ml odmérné baiiky se napipetuji 2 ml 3-
~aminopropan-1-olu a 10 ml ledové kyseliny octové, Vycliladi
se na laboratornd teplotu a doplni se po rysku n,n dimethyl-
formamidem a promiché.

Rozpouitédlo B je stilé jeden tyden.
3.4 Anilin

Priprava: Pokud absorbance anilinu (slepf pokus) plesdhne.
0,022 musi se anilin destilovat pfes zinkov{ prach, pfifem#
nejméné prvnich 10 % destilované frakee se odlije. Pii skla-
dovini se v chladnitee, v tmavé zdbrusové lihvi vydril tato
chemikilic nékolik mésich

3.5 Gossypol, standardnf roztok A

Priprava: Do 250 ml odmérné bafiky se navd# 27.9 mg octa-
nu gossypolu, rozpusti se, doplni po rysku rozpoultédiem
A3 2) a promichd. Do dal¥ 250 ml odmérné bafiky se odpi-
petuje 50 ml standardniho roztoku, doplni se rozpoultdiem
A (3.2) po rysku a promichd, Pied poufitim se nechd hodinu
stét pfi laboratorn teploté.

1 ml tohoto roztokn obsahuje 0.02 mg gossypolu,




3.6 Gossypol standardnf roztok B
PHprava: Do 50 ml odm&mé bafiky se naviil 27.9 mg octanu

gossypolu, rozpusti se, doplnd po rysku rozpoudtédlem
B (3.3) a promich4.

1 ml tohoto roztoku obsahuje 0.5 mg gossypolu.

Gossypol standardni roztok A & gossypol standardni roztok
B jsou stilé 24 hodin, pokud jsou chrandny pied svétlem.

4. Piistroje a pomiicky
4.1 Tiepatka laboratorni nebo mixér plblifng 35 ot/min

4.2 Spektrofotometr s pHslufenstvim (kyveta o optické délce
10 mm) /

4.3 Lizen vod.ni' s [ermostatem

5. Postup

5.1 Zkufebnf vzorek Mavafované mnodstvi skufebniho 'vaorku
zhvisi na pledpoklidaném obsahu gossypolu. Je vhodnji praco-
vat s malym mno#styim zku$ebniho vzorku a co nejvitEim podilem
filtriitu tak, aby obsah gossypolu byl dostateéng pro presné spek-
trofotometrické méfent.

Pro stanovenf volagho gossypolu v baviniku by neméla navitka
presihnout 1 g, v krmngch smésich miZe bt 5 g. Ve vEt§iné piipa-
. dit je vhodny podil filirdtu 10 ml (mél by obsahovat 50—100 pg

gossypolu).

Pro stanovend celkového gossypolu by méla bit navéidka 0.5 a2
5 g, tak¥e 2 ml filtrdtu by mély obsahovat 40—200 pg gossypolu.

5.2 Sestrojeni kalibragntho grafu
521 Volng§ gossypol

Do dvou fad po péti odmErnfch baiikdch na 25 ml se odpipetuje
diferencované 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 a 10,0 ml standardnfho roztoku

gossypolu A (3.5) a I@-H tieba doplnf se na plesny objem 10 mi-

rozpoustédiem A (3.2). Do jedné Fady banék se obsahy doplni
smési propanol—hexan (3.1) po rysku a promichaji. Do drubé fady
banék se odpipetuje pfesné po 2 ml anilinu (3.4), bafky se po do-
bu 30 minut zahiivaji na vroucl vodnf ldzni (4.3), po ochlazeni na

laboratornf teplotu se doplnf smésf propanol—hexan (3.1) po rys<

ku a promichaji, Pak se panmhagijednu hu:u:linu stit,

5,2.1.1 Kalibratnf mﬂﬂkjf drul!é fady se mEH na spektrofotome-
tru (4.2) proti kalibratnim rozt‘r)kum prvni Fady v kyvetdch upunké
délky 10 mm pi vinové dﬁm 440 nm.

Zﬂmél‘mjrch hodnut ‘absorbanci a jim odpovidajicich koncen-
trac se sestrojf kal:bmﬁaqi graf,

5.2.2 Celkovy gossypo!

Do péti odmérngch bandk na 50 ml se diferencované odpipetuje
2,0, 40, 6,0, 8,0 a 10,0 ml standardniho roztoku gossypolu
B (3.6}, do Sesté baiiky na 50 ml se odpipetuje 10 mi rozpoudtédla
B (3.3) a timtéE se doplni je-li tieba kalibraénf roztoky plesné na
objem 10 ml. Baiiky se po dobu 30 minut zahfivaji na vrouei vodni

- liizni (4.3), po ochlazeni na laboratornd teplotu se doplni smisi
propanol=hexan {3.1) po rysku a promichajl,

7 kaddé z téchto odmEmnjch banik se odpipetuje do dvou Fag
odmérnfeh banék na 25 ml vidy po 2 ml téchto roztokd, Jedna fa-
do téchto kalibrafnich roztoki se doplni smési propanol—hesxan

--_mm:t {\rm 6.1}, nebo z kalibraéniho grar u (w.z 5.2}(

(3.1) po rysku a obsahy se promichaji. Do druhé fady kalibraénich
ramk_ﬁ se piidd pfesné po 2 ml anilinu (3.4), badiky se po dobu 30
minut zahiivaji na vrouci vodnf lizni {4.3), po ochlazeni na labora-
torni teplotu se doplnf smési propanol—hexan (3.1) po rysku
a promichaji, Pak se ponechaji stt po dobu jedné hodiny.

Drile se postupuje podle 5.2.1.1.
5.3 Vlastol provedent

53.1 Voloy gossypol

5.3.1.1 Do Zirokohrdlé kufelové bafiky na 250 ml na jejiZ dno by-
lo piiddno dreend sklo se odvi®l pFisluiné mnoZsivi zkuiebniho
vzorku (viz 3.1}, Do této bafiky se odpipetuje pfesné 50,0 ml roz-
poustédla A (3.2), baiika se uzavie a vytfepdvi nebo mixuje (4.1)
po dobu jedné hodiny, Pak se obsah baitky filtruje suchim, stfedné
hustym filtrem do suché kddinky, ptitemZ prvnfi podil filtrity se
nezachycuje. Bhem filtrace se filtrani ndlevka pEikryje hodine-
vim krycim sklem. Do dvou odmérnjch banék (oznadl se A a B)
na 25 ml se edpipetuje 2keit pfesni stejng objem filtvitu, obsahuji-
¢i 5 ohledem na oéekdvany obsah gossypolu ve zkoueném vzorku,
30 aZ 100 pg gossypolu a pokud je tfeba, doplni se na rozpouftéd-
lem A (3.2) na objem pfesné 10 ml. Roztok v bafice A se pak do-
pinf smési propanol—hexan (3.1) po r].rs]m a promichd (referentni
roztok A).

Do daltich dvou odmérngch banék na 25 ml (oznati se Ca D) se
odpipetuje pfesnd 10 ml rozpoustédla A (3.2). Bafika C se dopln{
smési propanol—hexan (3.1} a promichd (referenéni roztok C). Do
odmémych banék B a D se odpipetuje pfesné po 2 ml aniling
(3.4), bafiky se zahfivajl po dobu 30 minut na vrouc vodnf lizni
(4.3} (vybarveni roztoki), ochladi na laboratorni teplotu, doplni
smési propanol—hexan (3.1) po rysku a promichaji. Potom se ne-
chaji asi 1 hod. stit. ~

53.1.2 Na spekirofotometru (4.2).5¢ méH ﬂbwrbam roztoku
D proti C (slepf pokus) a absorbance roztoku B proti roztoku
A (vzorek) v kyvetich, optické délky 10° mm pfi vinové délce
440 nm. Od absorbance yzorku se odette ab @'ﬁ@m po-
kusu a roadil absmbanc{ (korigovand absorbanc -LJ.J je zikla-
dem vipoltu obsahu volného (celkového) 3nsx}rp01u, Mnrokstvi
gossypolu se zjisti bud pomoci specifickfch amhmbm Eo-nfl‘m.

532 Célkovs gossypol i SO

Do odmérné baitky na 50 ml mcdvéif,mkwé Ililidﬁwfzkukb
nfho veorku kterd obsahuje, s ohledem na otekdvany obsah gossy-

polu ve zkouleném vzorku, asi 18 3 mggo “szﬁﬂﬁmme.g

né¢ 10 ml rozpoudtédia B (3.3) (roztok’ m{l;}m Do dil¥f odmrne
baiiky na 50 ml se ptidd presné 10'ml rozpoustédia B (slepy po-
kus). Obé baiiky se zahtivajf na M‘-ﬂdﬁfl&m {43) po doby
30 minut, potom se ochiadi na laboratomi ‘a 0bé baiky se
daplni smisi propanol—hexan (3. 15 pmgmw ‘promichajf, Po 10
af 15 minutdch (usazenf) se i ﬁﬁlmu‘-‘illuchpm stiedna
hustgm filteem do suchjch mmaﬁ ACEEDAVHT podily filtreg se
nezachycujf (referenéni rﬂ?-tﬂkﬂ-" i

Do dvou odmérnich bﬂ“ﬂiﬂ“ 25 8 toztokn yeork
odpipetuje presné po 2ml fm ﬂi azﬁj tritui slepého frmlf
kusu do dalsich dvou odmEmgih.

(omatfse Ca D) Roztok v : "ff plng :
rysku pmmkﬁajffk  rosto v ey vl
baky se vio na 30 minu

. . A0kD), po ochlazen
laboratorn teplotu s¢ dopIn StESl PEOParOl-hexay (3 1y 1 r;:
ku a promichajf. Potom segﬂjiﬁc 8,851 L hodiny sgg.

31 4

Diéle se postupje P"dis




6. Vipotet a vyjddient vfﬂﬁlku
6.1 Ze specifickfch absorbantnich koeficient
Dbﬁah volného gossypolu (X), nebo celkového gossypolu (Y)

vg.-"kgsev}rpué{tﬁ podle vzorel:
T 125004
Ko il
" 625.m.F
* wa 12:500.A ~
_600.m.F
kde A je korigovand hodnota absorbance roztoku viorku
* 'm navikka zkuebniho veorku v g -
F faktor Fedéni
625 specificky absorbanénf Koeficient pro volng gossypol
s00 spmﬂck}'rnbmrhnnﬁnl ko-eﬂcwnl pro celkov{ gossy-

6.2 Z kalibratnfho grafu

Obsah volného {qeikovéhn} gmsypulu v mg/kg (X) se v].rpm‘&![m
podle veoree: .
g i F.1000

L)

kde m; je mnodstvi gossypolu zisténé z kalibraténiho grafu v mg
my  naviZka zkufebniho vzorku v g
F.  faktor fedini -

Visledkem stanovent je aritmeticks’ primér visledkii dvou sou-
béné provedenych stanovend, které spliinji podminku opakova-
telnosti a vyjadivje se s plesnosti na cch% mg/ kg,

7. Opakovatelnost

Rozdl mezi dviéma paralelnimi stanovenimi providénimi na
stejném vzorku nesmi prekrodit pfi obsahu:

do 500 mg/kg 15 % relat.

od 500 do 750 mg/kg 75 mg/kg

nad 730 mg kg 10 % relat,
§. Pozndmly

£.1 Hexan i propanal jsou. nebezpeénymi hoflavinami 1.tfidy,
proto pii jakékoli manipulaci s nimi je nutné zachovéivat bezpeé-
nostni pravidla.

11.1 ZkouSeni jakosti sild#f
1, el a rozsah
Tato metoda specifikuje podminky pro zkoufeni jakosti konzer-

vace siligovangch krmiv, Uvedené metody zkouen jsou pcuine!ﬂ
né pro viechny druby sildZovandch krmiy,

2, Princip

Piipravi se zikladnl vodnf v{luh vzorku sild#e a z ného chemic-
kfmi o fyzikélné-chemick{mi metodami stanovens se zifuji jed-
notlivé jakostni znaky. Ostatni zkouSky se provéddjl ze vzorku
upraveného podle 3.2,

3. Chemikilie
31 Toluen (poznimika 8.1)
3.2 Hydroxid draselny, odmémny roztok c(KOH) = 0,1 mol/I

3.3 Formaldehyd, roztok 200 g/1, Eerstvé zneutralizovang na pH
= 8.5 nebo indikitor fenolftalein

3.4 Uhlicitan draselng, roztok 20 g/1
3.5 Kyselina boritd, mzlﬂk 20 g1

3.6 Kyselina sfrmr& u:rd.msérnf roztok n(H,SD‘) 0, 025 mal/1

3.7 Glycerin

3.8 Indikdtor smésny — methylovd erveli a metylénovi modi

Phiprava: Smichajl se stejné objemy 0,2% ethanolického
roztoku methylové Servené a 0;1% ethanolického roztoku
methylenové modte, plipraveného za slabého zahifvéni,

3.9 - Chlorid amonny, wikladni standardnf roz.tﬁk

Priprava: Do odmérné bafiky na 1 000 m] se odvai 3,1412 g
chloridu amonnéhe, piedem vysufeného pii 103 °C (2 hodi-
ny) a v exsikfitore ochlazeného, rozpusti se ve vodg, toutéd
dopini po rysku a promicha.

1 ml tohoto standardniho roztoku obsahuje 1 mg amoniaku
vyjadieného jako NH,

3,10 Methylisobutylketon (ddle jen , MIBK*) — vnitfni standard

Piiprava a uchovini: MIBK redestilovan{ s beavodym sfra-
nem sodnfm se uchovivd na tmavém mists, & v tmavé rea-
gendnf lihvi. Je nepipustné jej michat do zfsoby s oxidai-
nim Einidlem siranem cerifitym.

3.11 Siran cerifity, roztok 100 g/1 — oxidadnf SGinidlo

PHprava: Do odmérmé bafiky na 50 ml se odvid 5,0 g tetra-
hydrdtu siranu cerititého (Ce(80,), . 4 H,0), pfidd se 5'ml
roztoku kyseliny sirové o koncentraci asi ¢{H,50,) = 5 mol/

/1, promichd, po rozpusténl se doplaf vodou po rysku a opét
promichi. Piipadné vznikld srafenina po ustdni jeden den se
odfiltruje stfedn hustym filtrem. Roztok, ktery sloud k oxi-
dacl kyseliny mlé&né na acetaldehyd, je stalf asi jeden mésic.
3.12 Siran sodny, bezvady
3.13 Dicthylether (poznimka 8.1)
314 Kyselina stearovii ' \ '
3,15 TWEEN-80 faurbitanorv;i fize)

3,16 Kyselina fosforefnd, min 65 %




3.17 Predniplii chromatografické kolony — pérovina (kfemigitf

nosit s 15 % kyseliny fosforedné)

Piprava: 100 g péroviny o zrnitosti 0,10 aZ 0,20 mm se pfe-
lije 15 g kyseliny fosforeéné a promichd, Dobfe promichand
smis ¢ sull phi teploté 110°C po dobu 3 a2 5 hodin, Po vy-
chladmuti se inkrust rozetfe a pini do prachovnice, Prepardt
je silng hygroskopicky,

Tato pfedndplii tvoll v délce asi 4 cm zaddtek chromatogra-
fické kolomy (pozndmka 8.2).

318 MNiplné chromatografické kolony (poznémka 8.3)
a) Chromosorb W-AW 80/100s s 10 % SP-1200 a 1%
kyseliny fosforetné
b) Separon SDA o zrnitosti 0,125 af 0,20 mm
_€) Carbopack B-DA se 4 % Carbowax 20 M 80/ 100
d) Chromaton N AW-HMDS s 5 % TWEEN-80 a 10 %
kyseliny stearové
Piiprava: 10 % g Chromatonu o zroitosti 0,200 aZ 0,250 mm
se plelije asi 30 ml smési toluen-diethylether 25 + 5 obsahu-
jiei 0,5 g TWEEN-80 a 1,0 g kyseliny stearové, Ziskand ka-
Sovitd hmotd se velmi jemné promichd a jakmile zatne tuh-
nout, dosuli se v digestofi napf, m.iralampcu_ Konetné dosu-
fenf se provede pH 120°C.
3,19 Kyselina chlorovodikovd, udmémf roztok -¢(HCI) =
. = 0,1 mol/] pfipravend fzotermickou destilaci (pozndmka
8.4)

3.20 Kyselina octovd, odmémj roztok o(CH,CO,H) = 0,1 mol/I
piipravend izotermickou destilaci (pozndmka 8:4) -

3.21 Kyselina e-amino-kapronovi

3.22 Kyselina n-kapronovi

3.23 Hydroxylethyleelulosa (déle jen ,HEC"), roztok 10 g/l
i3 i

3.24 Polyvinylalkohol (ddle jen , PVA"), roztok 10 g/
3.25 1,1,1-tris-hydroxyaminomethan (déle jen ,, TRIS*)
3,26 Voda redestilovand '

3,27 Vedoucf elektrolyt
Pliprava: Do odmiémé baiiky na 200 ml se odvis 0,440 g

kyseliny e-amino-n-kapronové, pipetou odméH 20 ml od-

mérného roztoku kyseliny chlorovodikové a 10 ml roztoku
HEC nebo PVA. Odmérnd bafika se doplai redestilovanou
vodou po rysku a promichd. Takto upraveny elektrolyt se
plevede do kidinky na 400 ml a malfmi pHdavky kyseliny
g-amino-n-kapronové se upravi pomoef pH metru na hod-
notu 4,50 + 0,02. Potom se roztok pfevede do nddobky
z plastické hmoty a dobfe uzavieny se uchovivd v chladnié-
8. = '

3.28 Koncov§ elektrolyt

PHprava: Do kidinky na 250 ml se pomoei malé pipety od-
Vi 0,11 ak0,12 g kyseliny n-kapronové, pipetou se odméF
100 m1 redestilované vody, kidinka se umisti na elektromag-
netickon michaéku, vio# se michadélko a zapne ohfev. Roz-
tok se za stilého michdni mirné zahiivd a do Gplného roz-
pulténd kyseliny. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se roz-
tok maljimi pfidavky TRISu pomoci pH metru upravi na pH
= 7,60 +0,02. Upraveny roztok se pfevede do nddobky
z plastické hmoty a dobie uzavieny se uchovivd v chladnié-
ce.

4. Piistroje n pomiicky
4.1 Mixér vhodné konstrukee

4.2 ‘pH-metr vhodné konstrukee s pHslufenstvim pro potencio-
mietrickou titraci

4.3 Michatka elektromagnetickd s michadélky
4.4 Byreta na 25 ml, délend po 0,05 ml

4.5 Ml.sksr dle Conwaye z vhodného materidlu {slélu plexisklo
apod.), ynitinfho priméry 100 mm, prﬁmﬁm voitfod Histi
40 mm a hloubky misky 15 mm

46 Mikrobyretana 2 a 5 ml
4.7 {Huumau:grﬁf p'lmm'? 5 whﬂdmmacirﬁ zafizenim

48 Kolona -:J:romamgraf ickd s pummelq.r
— materidl sklo- .
— délka 240 cm
— sy&tlost 3 mm
— detekee FID
néstiik 1 a2 2 pl
nosny plyn dusik
pritok plynu 35 ml/min ;
— teplota 175 °C a¥ 188 °C (podle poudité ndplné)

4

4.9 MikrodivkovaZ na 5 pl

4,10 Mikropipety 10 a 20 il

4.11 Lahviéky reagentni na 10 ml s upravenfm vzdvErem

Uprava: Do $toubového uzdvéra lahvitky z plastické hmoty
sg provrtd otvor o priméra 6 af 8 mm a utésnf se vioZenim
kotoudku silikonové pryze pod jeho uzhvér. Odbér veorku
k néstiiku do kolony se provede mtkrodﬁvkcmﬁcm pies
veniklé septum.

4,12 PHistroj pro kapilirnf izotachoforézu \rhodué kunsa.ml:m
{ddle jen ,ITP anal:mimr‘ ]

413 pH metr vhodné kunalmkm s p}[sluﬂensw[m
4.14 Nédobky z plastické hmoty na 100 a 250 ml

4,15 Konzistometr, piistroj pro méfenl stlafitelnosti s pHislufen-

& fmtnp

5.1 Odbér vzorki a jejich preddni ke zkoueni

Mimo obecné zisady pro odbér vzorkd, kdy odebrané vzorky si-
14 se hermeticky uzaviraji do nepropustnych obalii z inertnich
hmot (polyetylén, polyvinylehlorid, sklo apod.) se musf vzorky
odebirat za takovfich teplotnich i tasovich podminek, aby béhem
transportu do laboratofe, lltmﬂhlﬂ dojit ke kvalitativafm zméngm.

Zdpis 0 odbéru vzorku je nutno doplnit ¢ ndsledujfci ddaje:

— zpisob a technika shéru PGI.'GM'I.I na silds

— datum zaitku a uImnEmi Bl!ﬁuvém'

— délka fezanky . -

~ plipadné pouZile knmE“"r PHsady nebo jing aditiva a jejich
dévkovinf

— zpiisob stlabovind 4 zakeyti

smyslové pﬂsmmfv misté odbEry

1

/




5.2 Uprava vzorku pro zkousenf’

" Vzorek siliZe se po pifjmu do zkufebnf laboratofe smyslové po-
soudi, Po smyslovém posouzeni se ihned na nepropustné inertnf
podlodes dokonale promichd a pobezinim se upravi na velikost
Edstic pod 20 mm. Z takto upraveného vzorku se po opétném pro-

michdnf odebere po mno#stvi pro stanoveni vihkosti, jakosti kon-

- eervace, event. | pro stanoveni viivaé hodnoty (pro ffzkové silite
i pro stanoven{ stlatitelnostl). Pokud ve vyjimanych pHpadech ne-

lze vzorek ihned upravit pro zkouleni, miZe se uchovat vpivod-,

nim stavu nejviie po dobu 24 hodin v chladnidee p# teplots 3 °C
af 5.°C, hum}ctr:ky uzavfeny v inerinfm obalbu,

5.3 Priprava yoduiho vflubu siléze (zdsoba roztok)

; Dn nﬁdnhk}r mixéru se odvd¥ (50 +0,1) g vzorku upraveného
podie 5.2, piidd se pfesnd 450 ml vody, viokf do mixéru (4.1) a po
dobu 4 minut s¢ intenzivnd mixuje pH vysokfch otddkdch. U vzor-
kil sil&?e ze zavadnuté pice se pted vlastni mixac nechd vzorek na-

‘séknout po dobu asi 5 minut piidanou vodou, Po provedens mixa-
ci se suspense filtruje suchym FHdkgm filirem do suché kidinky,
plitemi prvni padil filtratu se nezachycuje,

Pokud 2 fasovfch divodd neni mo¥no vilub ddle zpracovat

(pouit pro dal3f stanovent), konzervaje se pridavkem 0,5 ml tolu-

enu (3.1) jiZ pied filtracl. V plpadé; fe nékteré ze stanovent z-to-
hoto v§luhu bude provedeno metodou plynové chromatografie,
nelze konzervach poudit, Viluh se uchovivi v cﬂamdmﬁcc a to nej-

déle do druhého dne,

Celkové mnoZstvl v{luhu se podle obsahu vihkosti zkoufeného

vezorku pohybuje vEtiinou od 475 ml do 490 ml. Odchylka od

500 ml, uyafovanyeh phi vipottech napt. siléfnich kysclin je,
vzhledem k charakieru zkouSeného materidlu 4 mno#stvl zhuleb-
nfho vzorku pro pHprava vfluhu, v podstaté zanedbatelnd (po-
snfimka B.5).

PFesné stanoveni celkového mnofstvl viluhu sildZe v ml (X), po
provedeném stanoveni uhs::hu vlhkosti zkoufeného vzorku, se vy-
potitd podle veorce:

W 45 e K

kde ¥ je obsah vihkosti zkoufeného veorku v g/kg .
m  hmotnost zkuiebniho veorku v g

Pro vipotet visledki silifnich kyseclin se jako faktor F ['[Hklor .

fedini) dosadi bud
" 3
—r aktngé
20 {ex b nﬂhﬂ
500, K :
=2 (zptesnéni) (pozndnika 8.5)

5.4 Stanoveni hodnoty pH a farmmré titrace

Aktivnf kyselost se stanovi jako pH vodniho viluhu siliZe elek-
trometricky a hodnota formolové titrace se stanovi po ztitrovéni
volné kyselosti a pfiddni formaldehydu titraéné alkalimetricky.

5.4.1 Provedeni

Do kidinky vhodného objemu se odpipetuje 100 ml filtrdtu
vodniho viluhu sildZe, pipraveného podle 5.3, vlo¥ se elektrody
plipojené na pH-metr (4.2) a 2méfi se hodnota pH s piesnosti ne-
jméné na 0,1 pH.

Potom se kidinka se vilubem umisti na elektromagnetickou mi-
chatku (4.3), vhodi michadélko a obsah kddinky se za stdlého mi-
chdnf titruje odmérmym roztokem hydroxidu draselného (3.2) do
hudnﬁtj pH = §,5. Tato spotfeba se nezaznamendv.

Ke ztitrovanému roztoku se plidd 10 ml Zerstvé zneutralizova-
ného roztoku formaldehydu (3.3), pfitem? hodnota pH poklesne,
a za stdlého michéni se 2 naplnéné byrety opdt titruje odmérngm
roztokem-hydroxidu draﬁﬁlného (3 2} do hodnoty pH = 8,5 (spo-
tieba V),

5.4.2 Vipotet a vyjad'n-ui visledku

Hodnota formolové titrace, vyjédiend jako NH;, v g/kg (Z) se
vypotitd podle veorce:

1703. V. C
]

=

- kde V je spotfeba odmirného rnztuku hj'dm:udu draselného

yml

C  plesnd koncenirace odmémého rozioku hydroxidu
draselného v mol/1

m  hmotnost naviiky alikvotnfo podilu zkuSebniho veor-
kuvg

5.5 Stanovenf obsahu amoniaku a vfpotet stupné proteolfzy
Amoniak uvolnéng ve slabit alkalickém prostfed! iéinkem uhli-
itanu draselného se po difizi v roztoko kjrsalmy borité stahovi ti-
r.m&ni! acidimetricky.
Stupedi proteolfzy se vypoditd z obsahu amoniaku, hodnoty for-

molové titrace, vyjéadiens jako NH, a obsahu dusﬂ;atfnh litek, v-_.,r-
jadienych jakﬂ dusik.

5.5.1 Sestrojend kalibraintho grafu

Do sady odmérngch banék na 100 ml se diferencovant odpipe:

tuje 5,05 10,07 20,0, 30,0; 40,0 a 50 ml zdkladniho standardniho

roztoku chlﬂmiu a.mﬂ:méhu (3.9), coi v 10 ml kalibranich rozto-
ki odpovidd koncentracim 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 2 5,0 mg amonia-
ku vyjddfeného jako-NH . Kaxdd zodmérnj'ch bank se doplni po
rysku vodou a promichd. Dile se viechny kalibradaf roztoky zpra-
cuji podie 5.5.2. .

T e ziskangch spoti'eh odmérného roztoku k}‘seh.n}r sirové (3.6)

na kalibradnf roztoky a jim odpovidajicich koncentraci amoniaku
se sestroji kalibraénd graf,

5.5.2 Viastnf provedent

. Do mezikru2i misky podle Conwaye (4.5) se adpipetuje 10 ml
filtrédtu vodnito vflubu sildZe, ptipraveného podle 5.3, resp. kali-
brafniho roztoku, plipraveného podle 5.5.1. Do stfedni &4sti mis-
ky se edpipetuje 3 ml roztoku kyscliny borité (3.5) a do mezikeu#
k odpipetovanému filtrétu vedniho vfluhu (kalibraénfho roztoku)
se odpipetuje 1 ml roztoku uhlifitanu draselného (3.4), miska se
rychle hermeticky uzavie vitkem, pfitem® k utiésnéni se poukije

malé mnodstvi glycerinu (3.7). Po opatrném promichéni krouZe-
nfm (obsahy Edst misky se nesmji smichat) se miska s obsahem
posiechd stt pfi laboratomnf teploté asi 12 hodin, nejlépe ptes noc.
Potom se miska opatrné otevie, do stfedni &sti se ptidd indikdtor
(3.8) a ihned titruje odmérmym roztokem kyseliny sirové (3. 6) do
privié veniklé barevné zmény.

Ze giskané spotfeby odmérného roztoku kyseliny sirové se gist
z kalibraéniho grafu odpovidajici maofstvi amoniaku, vyjddieného
jako NH;.

e




5.5.3 Vipotet a vyjadieni visledku

Obsah amoniaku, vyjadfeného jako NH, v g/kg (X) se vypoditd
podle veorce: ‘

x:..ﬂL
My

Stupedt proteclizy v % () s¢ vypolith podle veorce:

5,147 .10°. (X + Z)

s N.S

kde Z je visledek hodnoty formolové titrace, zjiSténé podle
5.4, vyjidtend jako NH, v g/kg ;
m, meodstvi amoniaku, vyjadfené jako NH,, zjiiténé
% kalibraéniho grafu v mg '
N obsah dusikatfch ldtek, stanovengch podle piflohy 9,
metoda 2.1 a vyjidfengeh jako dusik v g/kg
3 obsah sufiny, stanoveny podle piilohy. 9, metoda 1.1
ve'kg -
hmotnost alikvotniho podilu zkugebniho veorku, ode-
braného ke stanoveni v g

My

5.6 Stanovenf obsahu alkoholu

Alkoholy se stanovi z vodnfho vfluhu sili%e metodou plynové
chromatografie. Uvedenym zptisobem kze stancvit i nids karboxy-

lové kyseliny, aceton a fipravou podminek i niZi ketony, aldehydy

a estery, charakterizujicl chufové viastnosti krmiva,
5.0.1 medeq[

Do reagenini lahviéky (4.11) sc odpipetuje 2 ml vodniho viluhu
sildZe, pfipraveného podle 5.3, pfidsi se mikropipetou 10 ul MIBK
(3.10), uzavie a promichd, Pokud je nutné pHtomnou kyseling
miéénou plevést na acetaldehyd, cof se doporuéuje s ohledem nia
prodloueni divotnosti chromatografické kolony (poznémka 8.6),
plidd se 1 a% 2 ml oxidadnfho Ginidla roztoku sfranu ceriditého
(3.11). Po 15 minutéich se provede ndstfik do pfedem plipravené
kolony (4.8) a pofidi se chromatografick{ zdznam (4.7).

Pitomné l4tky ehuuii v ndsledujicim pofadi:

- nizkovrouel estery, ketony a aldehydy(“chufové litky**)
» acetaldehyd (oxidatni produkt kyseliny mlétné)

. ethylalkohol . -

aceton :

. n-propylalkchol

. kyselina mravendi (zdznam s detektorem FID mdlo citlivy)
. kyselina octovi

. n=butylalkohol

. kyselina propionovi

10, standard MIBK

11, kyselina isomdselnd

12. kyselina n-médselnd )

13, kyselina isovalerovd *

14. kyselina n-valerovd (pozndmka 8.7)

\Emﬂﬂllh_uh-mnp-r

5.6.2- Vipotet a vyjadient visledku

Obeah ethylalkoholu, event, daliich ldsek se proveds metodou
vaitiniho standardu obvyklou technikou. - :

5.7 Stanovenf obsahu sildZnich kyselin
SiléZnf kyseliny se stanovf z pfipraveného filtrétu vodniho vjlu-

hu sildfe piimo metodou kapildenf izotachoforézy zplisobem srov-

nénf se standardem,

5.7.1 Sestrojent kalibrafnfho grafs

Do sady odmérngich banék na 100 ml se diferencované odpipe-

tje 0,5; 1,0; 3,0; 5,0 a 7,0 ml odmémého roztoku kyseliny oetové
(3.20), cof odpovidd koncentracim kalibrafnich roztokd ve 100
ml 0,5, 107 mal/l a% 7. 10~ mol/l, ka#dd z bandk so doplni re-
destilovanou vodou (3.26) po rysku a promiché.

Plipravi se ITP analyzdtor (4.12) pro méfeni, podle piisluiného
nivodu k nému a jednotlivé kalibratnf roztoky (roztoky zkoulené-
o vzorku) se postupné dévkuji pomoci dévkovactho kohoutu na
zatitek separabni kolony do rozhrani mezi vedouci a koncovy
elektrolyt. Odezva migrace aniontu kyseliny octové (jednotlivich
kyselin) se zaznamendvd dvouliniovim zapisovatem nebo jingm
vhodnfm registratnim zatizenim,

Timto zplsobem se providi kalibrace pomoef roztoku kyseliny .
octové (3.20). Plepolet na ostatnf stanovované kyseliny, které se
v pouitém clektrolytickém systému déli v pofadi kyseling &avelo-
vil, mraventd, pyrohroznovd, mléens, jantarovd, octovd, propiono-
v, kyseliny indselné a valerové je uveden v tabulce 1.

Z namétengch vin linedirnfho zéznamu nebo veddlenosti pika
kiivek diferenciflntho zdznamu a pEizluingch koncéntract kali-
“bratnfch roztoki se sestroji graf (poznimka 8.8),

5.7.2 Vlastnf provedent ki

Z filtréitu vodniho viluhu silé%e, pfipraveného podie 5.3 se od-
pipetuje 20,0 ml do odmérné baiiky na 100 ml, doplni redestilova-
nou vodou (3,26) po rysku a promichd. Takto zfedény viluh se
dévkuje do I'TP analyzdtoru (4.12) tak, jak je uvedeno v 5.7.1 a dé-
le se postupuje podie tohoto ddnkn, - -

Z naméfengch hodnot délky vin z linefrnfho znamu nebo
vzddlenosti pikn kfivek diferencidlntho zdznama v mm se zjisti
z kalibragniho grafu koncentrace odpovidajicl kyseling dctové
v mmol/l(C,). - i

5.7.3 Vipotet a vyjédtent visledku

Obsah pfisluiné silidni kyseliny v g/kg (X) se vypoditd podle
VEOTCE: ]
} i F. M. Cy .05
Xwm i 22 X
kde F je fedénf filtrdtu vodnfho vluhu vzorku siléte -
M,  relativaf molekulovd hmotnost pfisluiné kyseliny (viz
tabulka 1) .
C;  koncentrace v mmal/1 zjitténd z kalibratniho grafu
C: - koncentrace odmémého rostoku kyseliny octové
v mol/1 pouZité pro sestrojent kalibraénfho grafu
K, Plﬂpoﬁtovjr:ﬁnktor : = d Mk

 Protoke pro.katdou kyselinu jsou hodnoty F, My, K,, C kon-
stantnf, pak vipodtovy vzorec plejde na: s

X=10.C,. K

v :; :' g 1
kde F, je relativnf faktor uveden§ pro kafdo ukyselinu’y taby)-

Poloha z6n jednotlivich kyselin se uréi pomocl modelové st
sildZnich kyselin, pmtog:h miils; nich se mohou v ziznamu objeyiy
i jiné kyseliny jako napt. strovd & fosforefnd resp.anionty tichy
kyselin. Ka2d4 kyselina (aniont kyseliny) md v ziznamu vidy gye;_
nou polohu, kterd pro pracovai me'ﬂha?wa relativng
v§¥ku z6ny (viz tabulka 1). R e L




Relativod faktor Fy, je kanatan'tnl, pokud nebyla zménéna kon-
centrace filtridtu vodnfho vilubu vzorku sili¥e (napt. vét§im zfeds-

“Tabulka 1 Tabelované hodnoty relativaf molekulové hmotnost,
relativnich faktord a z6n jednotlivich kyselin popf. elektrolyifi .

K}'seiina . M, K, , Fy T;‘;::m
Vedouct SRS (VR I
elektrolyt } g

avelové 90,036 | 1,525 | 020520 | 7
mraven{ 46,026 | 0885 | 026003 | 153
pyrohroznovd’ | 88,062 Lo0o | 044031 23,5
mlétng 90,078 | 1,055 | 042691 | 41,0
jantarové 118,088 | 1,260 | 046860 | 465
octovi 60,052 | 1,000 " | 0,30026 60,0
propionové | 74,078 | 1,050 | 035275 | 780
miselnd . | 88,104 | 1,000 | 040047 | 840
valerové 102,130 | 1,150 | 044404 | 005
Koncovj - - - 100,0
elektrolyt -

58 Stanoveni stupn® stlatitelnost Hzkovich sildZ

Stupeil stlatitelnosti se stanov po 15 minutovém zatiZeni defi-
novaného mnodstvi veorku sild¥e na konzistometru za definova-
nych podminek jako rozdil vitek vrstvy pied a po stlatent.

5.8.1 Provedenf

Ma zékladn{ desku, umisténou na vodorovné plofe konzistome-
tru (4.15) se-vlo¥ podioind miska, vélee s déravanou pfitkou
a sklenénf vilec. Do tohoto sklenéného villce se odva#i (250 £ 1) g
zkoudeného vzorku silife, pfipraveného podle 5.2, zkufebni vio-
. rek se rovnomeérné roxvestvi po celé plofe dérované piitky, kterd
tvoff dno vélee. Viika této vrstvy se zistf na kalibrované stran
villee (d,). Potom se volné nasadi dérovany pist s vodicl tySinkou
a vitko, kieré se piichyti prufinami. Vodicf tyfinka se pfideH tak,
aby pist byl pfimo nad zkouSenym vzorkem a nasadi s¢ obé zdvadi,
Pak se vodici ty€inka se zivaBm uvolni 2 od tohoto okam¥iku se
politd tas. Po 15 minutovém stlaovini se proti spodnf hrané dé-
rovaného pistu sjisti vidka hladiny stlafeného zkoufeného veorku
(pozndmka 8.9). ’ )

5.8.2 Vipodet a vyjidient visledku. .
Stupedt stlatitelnost siliZe v.mm (X) se vypoditd podle vzorce:
X=dy—d; '
‘kde d, je viika vrstvy nestlafeného zkuSebniho vzorku v mm
& pfesnosii na 0,1 mm ?

ds  wvika wvrstvy zkudebnfho vzorku po stlafenf v mm
s pfesnosti na 0,1 mm

5.9 Stanoveni v§ivné hodnoty .
Vizivnd hodnota siléde se stanovuje vipoltem z nalezenfch

hodnot obsahu dusikatfch Litek (stanovenych podle Piilohy 9, Edst

2.1, popele (stanoveného podle Pilohy 9, é4st 6.1), vidkniny (sta-
novené podle Fflohy 9, Edst 4.1), BNLV (vypodtené podle Philohy
9, &ist 5.5) a obsahu vlhkosti — sufiny (stanovené podle Piflohy 9,
édst 1.1).

&

‘8. Pomdimky

U obsahu vihkosti — sudiny se pro Gtely pfesnfch bilangnich po-
kust providi kerekee, vzhledem k dniku tékavich litek z podmi-
nek metody : :

: ; | :
Obsah korigované sufiny v g/kg siliZe se vypoditd podle vzorci:

pro sildze do pH = 4,2 (X), od pH = 4,3 do 4,5 (Y) a iad pH = 4,5
(Z) i : ‘

X=5+092. F+089. TSK +0,31. KM +0,83 . NH, + A
Y =8§+0,93. F+0,93. TSK +0,24 . KM +0,85. NH, + A
Z=5+098, F+0,86. TSK+0,15. KM +0,93 . NH, + A

‘kde 5 je obsah sufiny v g/kg
F

olisah kyseliny mravendl v g/kg :
TSKE . soutet obsahi tdkavfch siléZnich kyselin (octové,
: propionové, méselné) v g/kg ;
KM obsah kyseliny miééné v g/kg
A obaah alkoholu v g/kg o
NH,  obsah amoniaky, vyjédieného jako NH3 v g/ke’

-6, Vipotet a vyjidients vysledki '
Vysledkem kakdého stanoveni je aritmetick$ promér dvou vf-

sledkdl soub#ing provedengeh stanovend, které splinji podminky
opakovatelnosti a vyjadfuji se s presnosti u stanoveni:

pH : -na 0,05

hodnoty formolové titrace naQd
amoniaku jako NH, na celé jednotky
sildZnich kyselin na celé jednotky
stlafitelnosti silds na (0,1 mm
stupné proteolfzy na 0,01

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenfmi providénymi na
stejném vzorkn nesmi pfekrotit u stanovent:

pH 0,05

hodnoty formolové titrace 0,1

amoniaku jako NH, 0,1 :
alkoholu zatim neuvedena
silddnich kyselin L0

stlatitelnosti siladH zatim neuvedena

%

8.1 Toluen a diethylether jsou nebezpetné hoflaviny 1. thidy
a proto pii jakékoli manipulaci s nimi je nutné dodr¥ovat bezpet-
nostni pravidla,

nich.

8.3 Jsou uvedeny alternatival monosti volby a) a2 d),

8.4 Izotermické destilace se provédi nésledovnd: Do vi&t§i pra-
chovnice se zibrusem a Sirok{m hrdlem nebo jiné prostorné nddo-

by se zdbrysem {napf. exsikdtor bez ndplng) se odlije asi do 1/4 jeji
vysky prislusng kyselina (latka) a vio# do nf men¥i nddobka do po-

loviny naplnénd redestilovanou vodou, Po uzavieni vadj§ nddoby

se nechd stdt pfi laboratorni teploté asi 14 dni, pfitem? dojde k di-
fiizi par kyseliny (litky) do redestilované vody. Po uplynuti této
doby se menéf nddobka s difundovanou kyselinou (litkou) vyjme
& jejl koncentrace se urdd titralng.

- Timto zplisobem se plipravi pfisluind kyselina (ldtka) velmi
znafné Fstoty a 2 nf se plipravuil pomoct redestilované vody po-
tiebné superéisté roztoky. .

8.2 Predndplii je nutno vyménit asi po 50 provedengch stanove-
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8.5 Pro urtité zpfesnéni celkového munosivi vodniho vilubu sili-
#e se 500 ml vynisobl pro siliZe koeficientem K = 0,98 a pro siliZe
ze zavadlé pice koeficientem K = 0,95,

8.6 Tato oxidaini dprava méni pftomnou kyselinu mié&nou na
acetaldehyd v prvni &dsti chromatografického zdznamu,

MNeprovede-li se oxidace kyseliny ml&éné na acetaldehyd, eluuje
se kyselina mléénd v nékterych piipadech a# za kyselinou isovale-
rovou. Ostatnf pFiterané litky (alkoholy, aceton, monokarboxylo-
vé kyseliny) jsou v uvedeném oxidadnim prostfedf stdlé nejméng 2
hodiny,

8,7 Eventueln? pHitomnd kyselina pyrobroznovd se objevuje na
chromatografickém zfznamu pled kyselinou isoméselnou.

8.8 Kalibratni graf md obecnou platnost, pokud nedojde k #4dné

zméné pracovnich podminek. Dodrfenim pracovnich podminek se

rogumi zejména; .

a) konstanini piiprava a Fedéni filtrdtu vodniho v{luhu vzorkd
silife

b) -pouditi stejného kapilirnfho systému a pfistroje ITP.

€) stejny zpasob ddvkovdni (1. konstantni mnodstvi roztoky
zkouteného veorku identicky ddvkovacl kohout)

d) stejng elektrolyticky systém (vedoucl a koncovy elektrolyt)

€) konstantnf hodnota hnaeiho proudu

f) stejny zplsob registrace z&znamu odezvy kyselin (rychlost cho-
du zapisovate) '

g) stejnd objem pli ddvkovini roztoku veorku i kalibratniho rog-
toku

8.9 Velkerd odlisovand $dva a to jak nad hornf vrstvou pistu, tak
ina podlodni misce se mi¥e odméfit kalibrovangm vélcem a sjistit
objem odlisované &dvy, podle nhot lze usuzovat na fyzikdlnf
vlastnosti Hzki, pfedeviim na stuped poutdnf vody resp. koloidn{
viastnosti vody. ; . J

Ing. Jiiti Zednik 3
feditel odboru krmiv UKZUZ, v. 1,




Pokyn

Mmlsterstm zemédélshri Ceské repuhhky pro organizaci, fizeni
a lmntruiu pozdrni nchrﬂny

Mmstea’sm zemidlstvi Jalm tistfedn{ orgﬁn stitni ap[ﬁ.\'].r (déle jen Mmisl:ermo} vydivd v souladu s § 15 zxikmm CNR & 133/1985
Sb., o poldrnf ochrand ve znénf pozdéjiich pFedpist (dile jen Zdkon) a § 7, odst. 1, plsmeno a) vyhldSky Ministerstva vnitra & 21/1996
Sh., kterou se providEil ntkterd ustanovenf rjkma Ro poﬁmi ochram! (diile j jfm Vyhlitka) pokyn pro organizaci, Hzenf a kontrolu

podirnf ochrany (dile jen Pokyn}

l Zikladni vstanoveni

1.1, Pokyn uréije urgﬂmmﬁui uxppc'l‘ﬁdilﬁ a tizeni PO v piisob-
nosti Ministerstva jako dstfedntho orgdnu stétni sprivy a je zivaz-
nf pro viechny privnické osoby, kieré fidi, nebo u Kterfch je za-
kladatelem nebo zfizovatelem (dédle jen prdvnické osoby). Toto
-uspofidinf je kx:-nmpnvﬁm na r.ﬁsndﬁch nadiizenosti a podﬁz:e
nosti, "

1.2: Poleyn je zdvazng i pm Miuistcrmro jako pro pu'ﬁirnickﬂu
osobu pii plnénf povinnost ve vatahu k objekittm, které viastoi ne-
bo uiivd. Tyto dkoly plnf dtvar, spravujici tyto objekty.

1.3 Za p]nEnI povinnosti na Gseku PO odpovidd u privnické
osoby statutdrni orgdn,

2. Organkatnf uspordddnf poisf ochrany

© 2.1, Ministerstvo pro plnénf povinnosti dstfedniho orgénu ve
vztahu k pravnickfm osobim zfizuje funkei hlavniho technika po-
Hirnf ochrany a bezpeénosti a ochrany zdravi pii préci, Tato funk-
ce je zafazena dle organizaénitho Edu Ministerstva,

2.2, Privnické osoby zfizuji funkeci referenta PO (technicky
pracovaik PO) s organizalnim zatlenénim v dtvaru vedouciho za-
méstnance piimo podifzeného Fediteli,

Tuto funke je mo¥no kumulovat s nejvide 2 dalfimi funkcemi. .

2.3, Pracovnici v uvedengch funkeich musi mit odbornou zpl-
sobilost dle § 11 Zdkona.

3, Povinnosti Ministerstva

3.1. Zakladni povinnosti Ministerstva jsou uvedeny v § 3 Zdko-
na a § 7 Vyhlasky.

Ministerstvo zejména:

a) stanovi pokynem organizaci a Hzen! poérnf ochrany u prév-
nickfch osob

b) kontroluje plnéni povinnosti a dodrfoviini pfedpisi na dseku
po¥drni ochrany u prévnickfch osob. Tyto kontroly provadi
podle zdsad uvedengch v § 6a plsm. ¢) Zakona a § 13 a § 18
Vyhldgky.

c) zpmmvi\'ﬁ. Zpravy o stava poﬁm:[ ochrany fgli’téné vlastnimi
kontrolami. Tyto zprivy vietn# ndvrhi opatfenf predklddd nej-
méndé jednou za rok ministrovi jako informaci,

d) vede pfehled o druzich jednotek, jejich potetnich stavech a z4-
kladnim vybavenf u privnick{ch osob

€)- zpracovivi zjisténé Gdaje o polfirech a plitindch jejich veniku
u préivnickfch osob

4. Povinnosti pravaickych osob, které pmmzu]l
~ tinnosti nebo ﬂb]lakl]r se zrﬁenjm poidrnim
nelmz:pe&m

41 Povinnosti jsou obsa¥ery v § 1, 2, 6, 6a, 13, 15, 16 19, 22,

aTiZdkonaa§ 1, 2,3, 5,8, lﬁaiﬁw}rlﬂﬁiky Vsmﬂat]ustém:tu ;

povinnostmi privnickd osoba déle:

a) Z.pmcm'ﬁvﬁ vlastni predpisy pro organizaci, fizen a Imnlm!u
PO padle svich specifickfch pudmiuek. .

b) Providi pravidelnou a prokazatelnou kontrolu dodrfovini
piedpist PO a najejich zdkladé vydangch zdkazi, pl‘fknaﬁa na-
Hzenl v rédmei vnitfnfho kontrolaiho systému,

€} V}rhodmcujc nedostatky zjiéténé pfi kontroldch a ph‘jimﬁ né-

pravnd opatfeni. Nejméné jednou rofné projednéva na firovni
feditele souhrnnou zprdvu o stave PO #a uplynuly kaledndin
rok.
Tuto zprdva zasilaji pravoické osoby s rozpoltovim a pi-
. spévkovym reimem na Ministerstvo. Ostatnf ji zaklddaji pro
potfeby kontrolnich orgdni. Na vyZidani jsou povinni ji po-
skytnout Ministerstvu,

d) Provddi rozbory veniklfch podirt a pFijim4 npml‘enlk ZAMELE-
nf jejich opakovdni.
* Prdvnické osoby s rozpoftovim a plispévkovim refimem
zasilaji podle vzoru uvedeného v piiloze & 1 neprodlend hlde-
nf o vzniku poddru na Ministerstvo. Do 30 kalenddfnich dni
zadlou ddle kompletni zprévu s rozborem poZdru dle osnovy
uviidéngé v pfil. & 2.
Ostatnf pravnické osoby zasﬂn}i hldfeni a zprdvu jen pfi po-
Firu se fkodou nad 1 mil, K&,

¢) Urfuje organizafni a technické podminky k zaji$fovini PO .

v mimopracovnf dobé & dobé snifeného provozu,
f) Zfizuje pﬂiﬁmi hlidky & vyddvé smirnice pro jejich &nnost.

g) Providi fkolend viech zaméstnanci o PO a ocibumdu_pr{pram
zaméstnanch zafazenych do PO hifdek

h) Na Ministerstvo zasilaji zprdva za uplynulf kalenddini rok
o stavu a zikladnim vybaveni jednotek PO, pokud je maji =fi-
Zeny. ;

4.2, Zdkladnf pu'.riumsi't.p:i\rnick?ch osob, kieré nespadaji do
bodi 4.1, jsou obsaeny v § 1, 2, 6a, 19,22 a 73 Zdkonaa § 1, 2
a3 Vyhlasky

5. Povinnosti Feditele, ostatnich vedoucfch
zaméstnancii a zaméstnanci

5.1, Povinnosti Feditele .

Reditel prévnické osoby Hdi, organizuje a zaji¥fuje plnin po-
vinnostl na tseku PO,
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V rimei tichto povinnosti:

&) Zajistl rozpracovini tohoto Pokynu podie specifickych podmi-
nek jim fizené pravnické osoby ve viastnim vnitroorganizadnim
ptedpisu pro organizaci a Hreni PO — Zajistl jeho provézanost
s organizaénim a pracovnim fidem a dalfimi akty Hzeni, Zajis-
ti, aby se pinénf povinnosti PO stalo neodd@litelnou souddsti
plnéni viech pracovnich dkold.

b) Projedndvi na poradé vedent (ve vazb® na org. strukturu)
— rozbor stavu PO za kalenddfnl rok
= rozbor kafdého veniklého polin
= visledky kontrol stétatho polirafho dozoru a kontrol pro-
vedenjch hhnmterswem Podle visledki. pijindd pHislulnd
opatfent,

¢) Stanovi ostatnfm vedoucim zamstnancim v rimei jejich odpo-
vitdnosti kenkrétni povinnosti na dseku PO a kontroluje jejich
pinénf.

d) Schvaluje - pFEIuhcru dokumentaci PO, zejména uvedenou
v § 8, odst. 1 pismeno b, ¢, d, & Vyhlﬁik}' v

5.2. Povinnosti ostatnich ved. zuméslnancu
Mimo obecnfch pwmnusl{
a) Kontrolujf, zda na jimi Hzeném pracovis, tseku, jsou dodrko-
" vény predpisy podmi ochrany a pfisluiné zdkazy a pFikazy vy-
dané na jejich zdkladé. Pfi poruSovini pestibuji pFisluné za-
méstnance dle pracovné prévnich predpisi.

b) Zajituji, aby po ukonieni price byla pracovité v podirng ne-
ivadném stavu,

¢) Zajitujf odstratiovénf pokirnich zfvad.

dy Providi Ekoleni zam@stnanch ve lhitdch dle § 15 odst, 3 V}h
hldky.

e} Zatastingi se dkolenf o PO vedoucich zaméﬂnancu ve Thitdch
die § 15, odst. 4 Vyhldsky.

6. Poyinnosti zaméstnanci

a) Potinat si tak, aby pfi prici i jiné Einnosti nexapfiZinili venik
poidr, dodrfovat pledpisy PO vietnd vydanych pikazi a z-
kazil.

b) Zpozorovany potér neprodlent uhasit dostupngmi hasebnfmi
. prostfedky, je-li to modné, v opatném piipad? neprodiend vy-
hldsit poddmi poplach die poddrnich poplachovich smérnic
a provést nutnd opaifent k zamezeni jeho &ifeni, Ozndmit vinik
katdého poifru na pracovidti nadifzenédmu zamistnanci.

¢) Zndt rozmisténi prostiedkd PO a umét je poudivat,

d) Dbit o to, aby pracovidié po ukoneni price bylo v poZérné ne-
zivadném stavu.

€) Neprodien® hldsit nadfizenému zaméstnanci zévady PO na
pracoviiti,

£} Utastnit se tolenf zaméstnancii o PO,

7. Referenti PO

7.1. Hlavni technik poidmi ochrany a bezpetnosti a ochrany
widravi pii prici

Hiavni technik Ministerstva plaf dkoly v rimei povinnosti stano-
venjch pro Gstfedni orgdn v § 3 Zékona a § 7 odst. 1 VyhldZky a
v bodé 3 tohoto Pokynu., K zjifténi téchto (kold je oprévnén pro-
viidét kontrolu prévnickjch osob avyZadovat od nich podklady ve
smyslu § 7 odst. 1 Vyhldsky. Navrhovat Feditelim nezbytnd opa-
tieni k odstranini nedostatki a kﬂnlmlm'atjejmh plnénf.

7.2, Ref, PO pravnické osoby (technicky pracovnik PO)
Ref. PO je odbornfm zam@stnancem privnické osoby na Gseloy
PO. Konkrétnf dkoly vyplivaji ze Zikona a’ V}hl&ﬁky

8. Poidrni hlidky

Préivnické osoby afizufi poddrnd hlidky. Podrobnost upravujn

. § 13 Zikona a § 16 Vyhlasky. Po dohodé s Ministerstvem je :noc'!.-

no tento kol m_]!shl:jmji'm l;ech.mx:kfm z.pﬂmbem

.

9, anummtaee Pﬂ_

Privnické osoby jsou povidny zpracovdvat a udrfovat v sou-
Iadu se skutetnost pfedepsanou dokumentaci, Podrobnosti upra-
vuje § 8 Vyhlisky. .

L]

10. Skolenf zaméstnancil

10.1. Prévnické osoby jsou povinny zabezpedit pravidelné Sko-
lenf zaméstnach o PO, Druhy, obsah a zpisob standvl § 15 Vy- -
hldky. Skoleni se vetahuji v piiméfeném rozsahu na osoby v pra-

“coviim nebo obdobném poméru k privnické osobd | na Tyzické

osaby, které se g vidomim prﬁvnmkfnh osob ﬂbdﬁﬂ.ljf na jejich pra-
covistich. i

10.2, Z-ﬁ.kladnl zaméteni ﬁkollmfo PO zaméstnanci
Tato osnova se déle konkretizuje pro \rednud zamx&s!nanma o=
statni zam&stnance:

a} Organizace a fizend po¥arni ochrany, pawnnwh '\"j'p'lf"l'ajfcf
z pledpisit o PO véetn# pokynh vydangch ministerstvem. |

b) Dokumentace PO pravnicks osoby, interni pfﬂd;ﬁsy, pﬂauit’m&
* nf podirniho nebezpetf a opatfeni stanovend n&j'ahﬂ ehkladd,

¢) PoZadavky na provos, iideibu & obsluhu zafizeni za snifeného .
provozw, v plipadé veniku pofdru, pfi providénf podirmé ne-

bezpeénfch Einnosti (napt. sklizef a dosousen( Dbll-m"l.ﬂ apie-
nin, pilenf klesti v lese) atd,

d) Prevence v pozimf ochrané ve vazbé na pouiivané technolo-
gie, zdklady chemie hasehnj'ch latek a procesu hotend, ‘

e) Umisténi hasebn[ch prostiedkd na pracoviltich vietn zachd-
zeni 8 nimi.

10.3. Prévnické osoby, které jsou zafazeny pod bod 4.2, provi-
déjf seznamovini zaméstnancd s PO v rimel povinnosti vyplyvaji-
clch z § 133 odst. 1, plsm. £) s pouZitim § 273 odst. 1 Zik-:rni‘ku
price. Pravidelné a proka.zﬂteln!l ovétujl znalosti.

10,4, Zaméfenl sezndmeni zaméstnancd s PO
a) zpiisob vyhldfenf po. poplachu a plivoldni pomoci

b) rozmisténi hasebnich prosttedkii'a zachzent s nimi
¢} iinikové cesty a vichody, pokirnf evikuatnf plén
dy hlavnf uzivéry elektfiny, plynu, 'a-bci:.r

) vydané zkdzky a pokyny pro PII‘.]. :




11. Odborn4 piiprava zaméstnancii zafnxenfch do
poidrnich hlidek

11 1. Prévnické osoby jsou pmrlinn}r prmrﬁdét odbornou pﬁpra-
vu zaméstnanch zafazenych do po¥drnich hlidek prostfednictvim
Dﬁbﬂl’ﬂé zpilsobllé oq;uby Podmbnnm uprwujcﬁ 16 Vyhildtky.

11 2, Zaméfen{ ﬂdborné phipravy

#) seznameni se simérnicemi pro innost pokrnich hlidek, '-r}rdav '

nfch privnickou osobou
b) sezndmen se 5 pracovistém a-dHnnosti
¢} zplsob v}rhléiem’ pok poplachu a plivoldnf pomoei
d)’ sezndihent se s hasicimi prostéedky .

) nejvhodnéjii zpisob hafend '.'zhlulem ke spectﬂckf.rm Zyldst-
nostem pracovist nebo &nnost

f) prakiicky nfcvik pouitf hasebnich prostiedi,

© 12, Zdvéretnd ustanoveni

Viechny pr&mické osoby uvedou svoji dokumentaci do souladu
5 timto pokynem do 3 mésich od doby platnosti, :

Platnost od 1. 3, 1997

Ing. Josel Lux
mistopedseda viddy
a-ministr reméddlstvi CR
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Osnova rozboru poZdru

1. Misto vzniku pofru y* L W : ‘
2. Popis pokfrem znitenfch budov, zakizent, dopravnich prostfedii atd. : ' -
3 Pﬂ];lﬁ Ekoda, ndslednd Ek-::.da : |

4, Piftina vaniku podéru : : - S e s

5. Okolnosti majicf viiv na &ffeni poiru .

6. Porufeni pledpist a norem tykajicich se PO

':;. Frijatd crpatfmi k zamezeni npakmﬁ

8, Dalif okolnosti a poznatky



