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VYHLASKA
ze dne 10. z4¥ 2004,

kterou se méni vyhldska Ministerstva zemédélstvi ¢. 124/2001 Sb., kterou se stanovi pozadavky

na odbér vzorku a principy metod laboratorniho zkouseni krmiv,

dopliikovych litek a premixti a zptuisob uchovavani vzorku

Ministerstvo zemédélstvi stanovi podle § 17
odst. 8 a 9 zdkona ¢&. 91/1996 Sb., o krmivech, ve znéni
zakona &. 244/2000 Sb., zikona ¢&. 147/2002 Sb., zikona
¢. 320/2002 Sb. a zdkona &. 21/2004 Sb., (ddle jen ,zd-
kon“):

ClL 1

Vyhldska ¢. 124/2001 Sb., kterou se stanovi poza-
davky na odbér vzorka a principy metod laboratorniho
zkouseni krmiv, dopliikovych litek a premixa a zptisob
uchovivini vzorkd, se méni takto:

1. V § 1 odstavce 1 a 2 vCetné poznimek pod
Carou €. 1 a la zngji:

»(1) Tato vyhldska') zapracovivd pislusné pred-
pisy Evropskych spolecenstvi'®) a upravuje poZadavky
na odbér vzorku, principy metod laboratorniho zkou-
Seni krmiv, doplnkovych litek a premixt a zpusob
uchovédvini vzorku.

(2) Pfi odbéru vzorkl krmiv, doplitkovych litek
a premixi provddéném v rdmci odborného dozoru
a zkouSen{ (§ 16 az 19 zdkona) se pouzivaji postupy
uvedené v této vyhldsce.
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") Je vyddna na zdkladé a v mezich zdkona, jehoZ obsah umoZiiuje zapracovat p¥isluiné predpisy Evropskych spoledenstvi
vyhldskou.

'%) Smérnice Rady 70/373/EHS ze dne 20. &ervence 1970 o zavedeni metod odbéru vzorkd a analytickych metod Spoleéenstvi
pro ufedn{ kontrolu krmiv.
Smérnice Rady 72/275/EHS ze dne 20. Cervence 1972, kterou se méni smérnice o zavedeni metod odbéru vzorki a ana-
lytickych metod Spolecenstvi pro ufedni kontrolu krmiv.
Prvni smérnice Komise 71/250/EHS ze dne 15. &ervna 1971, kterou se stanovi analytické metody Spolecenstvi pro dfedni
kontrolu krmiv.
Smérnice Komise 81/680/EHS ze dne 30. Eervence 1981, kterou se méni smérnice 71/250/EHS, 71/393/EHS, 72/199/EHS,
73/46/EHS, 74/203/EHS, 75/84/EHS, 76/372/EHS a 78/633/EHS tykajici se stanoveni analytickych metod Spolecenstvi
pro ufedn{ kontrolu krmiv.
Smérnice Komise 98/54/ES ze dne 16. Cervence 1998, kterou se méni smérnice 71/250/EHS, 72/199/EHS, 73/46/EHS
a zru$uje smérnice 75/84/EHS.
Smérnice Komise 1999/27/ES ze dne 20. dubna 1999, kterou se stanovi analytické metody Spoledenstvi pro stanovenf
amprolia, diclazurilu a carbadoxu v krmivech, méni smérnice 71/250/EHS a 73/46/EHS a zrusuje smérnice 74/203/EHS.
Druhd smérnice Komise 71/393/EHS ze dne 18. listopadu 1971, kterou se stanovi analytické metody Spolegenstvi pro
uredni kontrolu krmiv.
Smérnice Komise 73/47/EHS ze dne 5. prosince 1972, kterou se méni druhd smérnice Komise ze dne 18. listopadu 1971,
kterou se stanovi analytické metody Spoleenstvi pro ufedn{ kontrolu krmiv.
Smérnice Komise 81/680/EHS ze dne 30. éervence 1981, kterou se méni smérnice 71/250/EHS, 71/393/EHS, 72/199/EHS,
73/46/EHS, 74/203/EHS, 75/84/EHS, 76/372/EHS a 78/633/EHS tykajici se stanoven{ analytickych metod Spolecenstvi
pro ufedni kontrolu krmiv.
Smérnice Komise 84/4/EHS ze dne 20. prosince 1983, kterou se méni smérnice 71/393/EHS, 72/199/EHS a 78/633/EHS
tykajici se stanovenf{ analytickych metod Spolecenstvi pro ufedni kontrolu krmiv.
Smérnice Komise 98/64/ES ze dne 3. z4¥ 1998, kterou se stanovi analytické metody Spoleenstvi pro stanoveni amino-
kyselin, tukt a olachindoxu v krmivech a kterou se méni smérnice 71/393/EHS.
Ttet{ smérnice Komise 72/199/EHS ze dne 27. dubna 1972, kterou se stanovi analytické metody Spolecenstvi pro ufedn{
kontrolu krmiv.
Smérnice Komise 92/89/EHS ze dne 3. listopadu 1992, kterou se mén{ ptiloha I &tvrté smérnice 73/46/EHS, kterou se
stanovi analytické metody Spoleenstvi pro ufedni kontrolu krmiv.
Smérnice Komise 98/54/ES ze dne 16. &ervence 1998, kterou se méni smérnice 71/250/EHS, 72/199/EHS, 73/46/EHS
a zruSuje smérnice 75/84/EHS.
Smérnice Komise 1999/27/ES ze dne 20. dubna 1999, kterou se stanovi analytické metody Spolecenstvi pro stanoven{
amprolia, diclazurilu a carbadoxu v krmivech, méni smérnice 71/250/EHS a 73/46/EHS a zrusuje smérnice 74/203/EHS.
Ctvrtd smérnice Komise 73/46/EHS ze dne 5. prosince 1972, kterou se stanovi analytické metody Spoleenstvi pro dfedni
kontrolu krmiv.
Smérnice Komise 92/89/EHS ze dne 3. listopadu 1992, kterou se méni p¥iloha I Etvrté smérnice 73/46/EHS, kterou se
stanovi analytické metody Spoleenstvi pro ufedni kontrolu krmiv.
Prvni smérnice Komise 76/371/EHS ze dne 1. bfezna 1976, kterou se stanovi metody odbéru vzorkti Spolelenstvi pro
uredni kontrolu krmiv.
Sedmd smérnice Komise 76/372/EHS ze dne 1. bfezna 1976, kterou se stanovi analytické metody Spolegenstvi pro ufedn{
kontrolu krmiv.
Smérnice Komise 94/14/ES ze dne 29. bfezna 1994, kterou se méni sedmd smérnice 76/372/EHS, kterou se stanovi
analytické metody Spolecenstvi pro ufedni kontrolu krmiv.
Osmé smérnice Komise 78/633/EHS ze dne 15. &ervna 1978, kterou se stanovi analytické metody Spolecenstvi pro dredn{
kontrolu krmiv.
Devétd smérnice Komise 81/715/EHS ze dne 31. Cervence 1981, kterou se stanovi analytické metody SpoleCenstvi pro
utedn{ kontrolu krmiv.
Desdtd smérnice Komise 84/425/EHS ze dne 25. Cervence 1984, kterou se stanovi analytické metody Spolegenstvi pro
utedni kontrolu krmiv.
Jedendctd smérnice Komise 93/70/ES ze dne 28. Cervence 1993, kterou se stanovi analytické metody Spolecenstvi pro
uredni kontrolu krmiv.
Dvanictd smérnice Komise 93/117/ES ze dne 17. prosince 1993, kterou se stanovi analytické metody Spolegenstvi pro
utedn{ kontrolu krmiv.
Smérnice Komise 2003/126/ES ze dne 23. prosince 2003, kterou se stanovi analytickd metoda identifikace slozek Zivo-
¢isného ptvodu pro ufedni kontrolu krmiv.
Smérnice Komise 1999/76/ES ze dne 23. &ervence 1999, kterou se stanovi analytickd metoda Spolegenstvi pro stanoven{
lasalocidu sodného v krmivech.
Smérnice Komise 1999/79/ES ze dne 27. dervence 1999, kterou se méni tfeti smérnice Komise 72/199/EHS ze dne 27. dub-
na 1972, kterou se stanovi analytické metody Spoledenstvi pro tfedni kontrolu krmiv.
Smérnice Komise 2000/45/ES ze dne 6. Cervence 2000, kterou se stanovi analytické metody SpoleCenstvi pro stanovenf
vitaminu A, vitaminu E a tryptofanu v krmivech.
Smérnice Komise 2002/70/ES ze dne 26. éervence 2002, kterou se stanovi pozadavky pro uréeni obsahu dioxinu a dioxintim
podobnych PCB v krmivech.
Smérnice Komise 93/28/EHS ze dne 4. &ervna 1993, kterou se méni ptiloha I tfeti smérnice 72/199/EHS, kterou se stanovi
analytické metody Spoleenstvi pro ufedni kontrolu krmiv.
Smérnice Komise 92/89/EHS ze dne 3. listopadu 1992, kterou se méni{ ptiloha I &tvrté smérnice 73/46/EHS, kterou se
stanovi analytické metody Spolecenstvi pro ufedni kontrolu krmiv.“.
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Dosavadni odstavec 2 se oznaluje jako odstavec 3.

2. V§ 1 odst. 3 se slova ,reziduf pesticid a“ zru-
Suji.
3. V § 3 odstavec 1 zni:

»(1) Celkovd hmotnost vSech odebranych dil¢ich
vzorkd jedné partie krmiva, doplitkové litky nebo pre-
mixu tvoii souhrnny vzorek; jeho minimaln{ hmotnost
je stanovena v priloze & 3 sloupci 2. Redukovany
vzorek je reprezentativni ¢dst souhrnného vzorku, ze
kterého se ziskd délenim. Koneény vzorek je &dst re-
dukovaného vzorku nebo homogenizovany souhrnny
vzorek.“.

4. V § 3 odst. 5 se za slova ,a zakdzanych litek
a produktt v krmivech® vklddaji slova ,s vyjimkou
stanoveni obsahu dioxind a dioxinim podobnych po-
lychlorovanych bifenyla“.

5. V § 3 se dopliluji odstavce 6 a 7, které zné&ji:

»(6) Za vzorek, ktery reprezentu]e vzorkovanou
partii nebo subpartn je povazovén souhrnny vzorek.

(7) Stanoveni obsahu dioxint, jakoZ i uréeni ob-
sahu dioxinim podobnych polychlorovanych bifenyla
se provadi v laboratornim vzorku.“.

6. V § 4 odstavce 1 a 2 zndji:

»(1) Ze souhrnného nebo redukovaného vzorku

se vyhotovi nejméné tfi koneéné vzorky, které tvori

mnozstvi souhrnného vzorku uréené pro zkousenf; mi-
nimaln{ hmotnost koneé¢ného vzorku je uvedena v pfi-
loze ¢. 5 sloupci 2.

(2) Ustanoveni odstavce 1 se nevztahuje na sou-
hrnné vzorky pfi odbéru vzorku pro posouzeni homo-
genity doplikové litky v partii premixu nebo krmiva
s pouzitim premixu a pro posouzeni pracovni pfesnosti

michactho zafizeni, u nichz souhrnny vzorek tvoif

soucasné konelny vzorek.“.
7. V § 7 odstavec 1 zni:

»(1) V. rdmci provadem odborného dozoru
a zkouSeni se pouZzivaji metody laboratorniho zkou-
Seni stanovené predpisy Evropskych spolecenstvi. Po-
kud pfedpisy metodu nestanovi, provddi se kontrola
podle ostatnich metod laboratornho zkouseni, jejichz
principy jsou uvedeny v pfilohdch této vyhlasky

8. V § 7 odstavec 2 vCetné pozndmky pod &arou
¢. 5 zni:

»(2) Seznam a principy metod laboratorntho
zkouSeni krmiv, doplitkovych litek a premixii jsou
uvedeny v prﬂohach & 9 az 14. Uplné postupy metod
uvedenych v prllohach ¢. 9 az 12 a vzorkovaci po-
miicky podle pfilohy ¢. 1 se zvefejiuji ve Véstniku
Usttedniho kontrolniho a zkugebniho dstavu zemédél-

ského?).

%) § 10 zdkona & 147/2002 Sb., o Usttednim kontrolnim a zku-
$ebnim ustavu zemédélském, ve znéni pozdéjsich pred-
pisu..

9. V§ 7 odst. 3 se &islo ,,7“ nahrazuje &islem ,,9%.
10. V § 8 odstavec 2 zni:

»(2) Vzorek se upravuje tak, aby nedoslo k jeho
kontaminaci nebo ke zméné ]eho slozeni. Mleti, pro-
michdvéni a prosévani se provadi co ne]rychlejl aby
byl vzorek co nejméné vystaven vlivu vzduchu a svétla.
Na upravu vzorku nelze pouzit mlynky ani jiné pfi-
stroje, které by mohly zplsobit zahtdt{ vzorku nad
40 °C. Vzorek zvldsté citlivy na zahidd se rozdrtd
ru¢né. Mimo to je tieba zajistit, aby zdrojem kontami-
nace stopovymi prvky nebyly samotné pfistroje.“.

11. V § 8 odstavec 3 znf:

»(3) Pokud vzorek nemuiZze byt upraven, aniz by
se podstatnym zpusobem zménil obsah jeho vlhkost,
stanovuje se obsah vlhkosti pfed dpravou a po tpravé
v souladu s metodou uvedenou v pfiloze & 7.

12. V § 11 odst. 5 se slova
»pro vyjidfeni obsahu v g/kg:
pro obsah

do 9,99 g/kg

pro obsah od 10 g/kg
do 99,9 g/kg

pro obsah
nad 100 g/kg

s presnosti na 0,01 g/kg
s presnosti na 0,1 g/kg

s pfesnosti na 1 g/kg“

nahrazujf slovy
»pro vyjidfeni obsahu v %:
pro obsah do 0,999 % s pfesnosti na 0,001 %

pro obsah od 1,0
do 9,99 %

pro obsah nad 10,0 % s pfesnosti na 0,1 %

s presnosti na 0,01 %

Pro vyjidfeni obsahu vitaminu A v m.j./kg

do 999 m.j./kg

od 1 000
do 9 999 m.j./kg

od 10 000
do 99 999 m.,j./kg

od 100 000 do
999 999 m.j./kg

nad 1 000 000 m.j./kg s pfesnosti na 10000 m.j./kg".

s presnost{ na 1 m.j./kg
s pfesnosti na 10 m.j./kg
s pfesnosti na 100 m.j./kg

s presnosti na 1000 m.j./kg

13. V § 11 odst. 7 se slova ,a 17“ zru$uji a slova
»C. 9, 10“ se nahrazuji slovy ,¢& 9 a 10“.
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14. V § 11 se dopliiuje odstavec 8, ktery zni:

»(8) Mez stanovitelnosti je hodnota uddvajici nej-
mens{ mnoZstvi stanovované litky, které 1ze spolehlivé
kvantifikovat.“.

15. V ptiloze &. 6 se doplituje bod 7., ktery zni:
»7- Metody odbéru vzorkd k provddéni odborného do-
zoru a zkouSeni obsahu dioxind (PCDD/PCDF)
a uréovani dioxinim podobnych PCB v nékterych
krmivech jsou uvedeny v pfiloze ¢. 18 ¢dsti 1.

16. V priloze ¢. 7 v bodé 2. prvni odstavec zni:
JJestlize priprava vzorku nemutze byt provedena bez
vyznamnych zmén obsahu vlhkosti vzorku, musi byt
provedeno stanoveni obsahu vlhkosti pfed pfipravou
vzorku a po nf podle ndsledujici metody zkouSeni..

17. V piiloze &. 7 se dopliiuje bod 3.7., ktery zn:

»3.7. Postupy ptipravy vzorki a pozadavky na analy-
tické metody pouzivané k provddéni odborného do-
zoru a zkouSeni obsahu dioxind (PCDD/PCDF) a dio-
xinim podobnych polychlorovanych bifenyla v nékte-
rych krmivech jsou uvedeny v piiloze ¢. 18 dsti 2¢.

18. V priloze ¢. 8 bod 1.1. zni:

»1. 1. Vzorky, které jsou uréeny pro laboratorni zkou-
Seni obsahu vitaminl nebo na svétlo citlivych sub-
stanci, mus{ byt uchovany v obalech, které zabran{ p¥i-
stupu svétla.“.

19. Priloha &. 9 znf:

»Priloha & 9 k vyhlasce & 124/2001 Sb.

Metody laboratorniho zkouseni krmiv, doplitkkovych litek a premixu

Seznam chemickych metod laboratorniho zkou$eni krmiv

1. Vlhkost, tékavé latky

1.1.
doplnéna smérnici Komise 73/46/EHS

1.2.
73/46/EHS

Stanoveni obsahu vlhkosti, metoda pfevzata ze smérnice Komise 71/393/EHS,

Stanoveni obsahu vlhkosti v olejich a tucich, metoda pievzata ze smérnice Komise
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2.

2.1
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.

2.6.

2.7.
2.8.
2.9.

Dusikaté slouceniny

Stanoveni obsahu dusikatych latek, metoda ptevzata ze smérnice Komise 93/28/EHS
Stanoveni obsahu bilkovin

Stanoveni obsahu aminokyselin, metoda pfevzata ze smérnice Komise 98/64/ES
Stanoveni obsahu moCoviny, metoda ptevzata ze smérnice Komise 71/250/EHS

Stanoveni obsahu tékavych dusikatych latek, metoda prevzata ze smérnice Komise
71/393/EHS

Stanoveni aktivity ureazy v soji a jejich produktech, metoda pfevzata ze smérnice
Komise 71/250/EHS

Ureazovy test
Stanoveni obsahu biuretu

Stanoveni obsahu hydroxyanalogu methioninu

2.10. Stanoveni obsahu dusikatych latek rozpustnych plisobenim pepsinu, metoda pievzata ze

2.11.
2.12.
2.13.

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

5.1.
5.2.
5.3.
5.4.

smérnice Komise 72/199/EHS
Stanoveni aktivity pepsinu, metoda pfevzata ze smérnice Komise 72/199/EHS
Stanoveni obsahu methioninu v premixech

Stanoveni obsahu tryptofanu, metoda pfevzata ze smérnice Komise 2000/45/ES

Tuk

Stanoveni obsahu oleje a tuku, metoda pfevzata ze smérnice Komise 98/64/ES
Stanoveni €isla kyselosti tuku

Stanoveni obsahu nerozpustnych necistot v tucich a olejich

Stanoveni obsahu nezmydelnitelnych latek v tucich a olejich

Stanoveni peroxidového Cisla

Stanoveni obsahu lecitinu

Stanoveni obsahu mastnych kyselin

Polysacharidy

Stanoveni obsahu vldkniny, metoda pievzata ze smérnice Komise 92/89/ES

Bezdusikaté latky vytazkové

Stanoveni obsahu $krobu, metoda pifevzata ze smérnice Komise 99/79/ES
Stanoveni obsahu cukrii, metoda prevzata ze smérnice Komise 71/250/EHS
Stanoveni obsahu laktosy, metoda pfevzata ze smérnice Komise 71/250/EHS

Stanoveni obsahu bezdusikatych latek vytazkovych vypodtem
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6.1.
6.2.

7.1.
7.2.
7.3.
74.
7.5.

7.6.

7.7.
7.8.

9.
9.1.
9.2.

10.

10.1.
10.2.
10.3.
10.4.
10.5.
10.6.
10.7.
10.8.
10.9.

Popel
Stanoveni obsahu popele, metoda pievzata ze smérnice Komise 71/250/EHS

Stanoveni obsahu popele nerozpustného v kyselin¢ chlorovodikové, metoda ptevzata
ze smérnice Komise 71/250/EHS

Makroprvky

Stanoveni obsahu fosforu, metoda ptevzatd ze smérnice Komise 71/393/EHS
Stanoveni obsahu hoi¢iku, metoda pievzata ze smérnice Komise 73/46/EHS
Stanoveni obsahu drasliku, metoda pfevzata ze smérnice Komise 71/250/EHS
Stanoveni obsahu sodiku, metoda pfevzata ze smérnice Komise 71/250/EHS

Stanoveni obsahu ve vodé rozpustnych chloridii, metoda ptevzata ze smérnice Komise
71/250/EHS

Stanoveni obsahu celkovych uhliCitand, metoda pfrevzata ze smérnice Komise
71/250/EHS

Stanoveni celkového obsahu siry

Stanoveni obsahu vapniku, metoda pievzata ze smérnice Komise 71/250/EHS

Mikroprvky

Stanoveni obsahu médi, Zeleza, manganu a zinku, metoda pfevzata ze smérnice
Komise 78/633/EHS

Kyselost
Stanoveni volné, vazané a celkové kyselosti vodniho vyluhu

Stanoveni kyselosti vodniho vyluhu v mléénych krmnych smésich

Nezadouci latky

Stanoveni obsahu kyanovodiku, metoda pfevzata ze smérnice Komise 71/250/EHS
Stanoveni obsahu glukosinolatd v fepce

Stanoveni obsahu 5-vinyl-2-thiooxazolidonu

Stanoveni obsahu kyseliny erukové

Stanoveni obsahu olova a kadmia

Stanoveni obsahu ricinovych slupek

Stanoveni obsahu rezidui organochlorovych pesticidd

Stanoveni obsahu indika¢nich kongeneri polychlorovanych bifenylt (PCB)

Stanoveni obsahu toxaphenu

10.10. Stanoveni obsahu rtuti
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10.11. Stanoveni obsahu aflatoxinu B;, metoda pfevzata ze smérnice Komise 76/372/EHS,
doplnéna smérnici Komise 92/95/EHS a 94/14/ES

10.12. Stanoveni obsahu arsenu

10.13. Stanoveni obsahu gossypolu, metoda pfevzata ze smérnice Komise 72/199/EHS

10.14. Stanoveni obsahu theobrominu

11. ZkousSeni silazi

11.1.  ZkouSeni jakosti silazi
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1. Vihkost, tékavé latky

1.1. Stanoveni obsahu vlhkosti

U¢el, rozsah a princip

Metoda umoziuje stanoveni obsahu vlhkosti v krmivech.

Metoda neni vhodna pro stanoveni obsahu vlhkosti v mlé¢nych produktech pro pfimé
zkrmovani, pro mineralni latky a smési, které jsou tvofeny pfevazné mineralnimi latkami, pro
zivoCisné a rostlinné tuky a oleje nebo pro analyzy olejnatych semen a plodt.

Vzorky se susi za predepsanych podminek, které zavisi na ptivodu krmiva. Obsah vlhkosti se
stanovi vazkové jako ubytek hmotnosti. U pevnych krmiv s vysokym obsahem vlhkosti je
nutné provést piedsouseni.

Opakovatelnost

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

Reprodukovatelnost

Nestanovena.

1.2. Stanoveni obsahu vlhkosti v olejich a tucich
Udel, rozsah a princip

Metoda umoztiuje stanoveni obsahu vody a tékavych latek v Zivocisnych a rostlinnych tucich
a olejich.

Vzorek je susen do konstantni hmotnosti pti 103 °C. Ubytek hmotnosti je zjiitén vazenim.
Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
0,05 %.

Reprodukovatelnost

Nestanovena.

2. Dusikaté slouceniny
2.1. Stanoveni obsahu dusikatych latek
Ugel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu dusikatych latek v krmivech na zakladé
stanoveni obsahu dusiku metodou podle Kjeldahla.

Vzorek se mineralizuje horkou kyselinou sirovou za ptitomnosti katalyzatoru. Kysely roztok
se alkalizuje roztokem hydroxidu sodného. Amoniak se vydestiluje a jima se do odméieného
mnozstvi kyseliny sirové a piebytek se titruje odmérnym roztokem hydroxidu sodného.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pii obsahu dusikatych latek:
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do 20 % 0,2 %

od 20 do 40 % 1 % relat.

nad 40 % 0,4 %
Reprodukovatelnost

Nestanovena

2.2. Stanoveni obsahu bilkovin
Uéel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu bilkovin v krmivech a je pouzitelny pro
vSechna krmiva organického plivodu.

Obsah bilkovin se stanovi metodou podle Barnsteina po jejich oddéleni od dusikatych latek
nebilkovinného piivodu vysrazenim meédnatou soli.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

2.3. Stanoveni obsahu aminokyselin
Ugel, rozsah a princip

Tato metoda slouZi ke stanoveni obsahu volnych (syntetickych a pfirozenych) a veskerych
(vazanych peptidickou vazbou a volnych) aminokyselin v krmivech za pouziti analyzétoru
aminokyselin. Metoda je vhodna pro tyto aminokyseliny: cyst(e)in, methionin, lysin, threonin,
alanin, arginin, kyselinu asparagovou, kyselinu glutamovou, glycin, histidin, isoleucin, leucin,
fenylalanin, prolin, serin, tyrosin a valin.

Tato metoda nerozliSuje mezi solemi aminokyselin a nemuze také u aminokyselin rozliSovat
mezi formami D a L. Neni vhodna pro stanoveni tryptofanu nebo hydroxyanalogh
aminokyselin.

Volné aminokyseliny

Volné aminokyseliny se extrahuji zfedénou kyselinou chlorovodikovou. Soucasné
extrahované dusikaté makromolekularni latky se srazeji kyselinou sulfosalicylovou a
odstrafiuji se filtraci. Zfiltrovany roztok se upravi na pH 2,20. Aminokyseliny se separuji
iontomé&niCovou chromatografii a stanovi se po reakci s ninhydrinem fotometrickou detekci
pfi 570 nm.

Veskeré aminokyseliny

Zvoleny postup zavisi na stanovovanych aminokyselinach. Cyst(e)in a methionin se musi
pted hydrolyzou oxidovat na kyselinu cysteovou a na methioninsulfon. Tyrosin se musi

stanovovat v hydrolyzatech neoxidovanych vzorkd. Ostatni aminokyseliny uvedené v bod¢ 1
se mohou stanovovat bud’ v oxidovaném nebo v neoxidovaném vzorku.



Strana 9686 Sbirka zdkont & 497 / 2004 Cistka 172

Oxidace se provadi pii 0°C smési kyseliny permraven¢i a fenolu. Nadbyte¢né oxidadni
¢inidlo se rozlozi disifi¢itanem sodnym. Oxidovany nebo neoxidovany vzorek se hydrolyzuje
kyselinou chlorovodikovou (¢ =6 mol/l) po 23 hodin. Hydrolyzat se upravi na pH 2,20.
Aminokyseliny se separuji iontoméniCovou chromatografii a stanovuji se po reakei
s ninhydrinem fotometrickou detekci pti 570 nm (440 nm pro prolin).

Opakovatelnost

Hodnoty opakovatelnosti pro rizné aminokyseliny a rizna krmiva jsou souéasti uplného
znéni metody.

Reprodukovatelnost

Hodnoty reprodukovatelnosti pro rizné aminokyseliny a rtizna krmiva jsou soucasti uplného
znéni metody.

2.4. Stanoveni obsahu mocoviny
Ucel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu mocoviny v krmivech s aditivnim
obsahem této latky.

Obsah mocoviny se stanovi, po vy€etfeni vodniho vyluhu vzorku Carresovymi ¢inidly, reakci
s p-dimethylaminobenzaldehydem spektrofotometricky pfi vinové délce 420 nm.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

2.5. Stanoveni obsahu tékavych dusikatych latek
Uéel, rozsah a princip

A. Mikrodifize

Ukel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu t€kavych dusikatych latek vyjadienych
jako amoniak v krmivech.

Vzorek se extrahuje vodou, roztok se vyceti a zfiltruje se. Tékavé dusikaté baze se po pridani
roztoku uhli¢itanu draselného vytésni a mikrodifuzi se zachycuji v roztoku kyseliny borité a
titruji se kyselinou sirovou.

B. Destilace
Uéel, rozsah a princip

Metoda umoZiiuje stanoveni obsahu t€kavych dusikatych latek, vyjédfenych jako amoniak,
v rybi moucce, kterd neobsahuje prakticky Zddnou mocovinu. Metoda je pouzitelnd pouze
u obsaht nizsich nez 0,25 % amoniaku.

Vzorek se extrahuje vodou, roztok se vycefi a zfiltruje se. T€kavé dusikaté baze se vytésni za
varu po piiddni oxidu hotfecnatého a zachycuji se v predepsaném mnozstvi kyseliny sirové.
Prebytek kyseliny sirové se titruje roztokem hydroxidu sodného.
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Opakovatelnost
Mikrodifaze

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi pfekrocit
pii obsahu t€kavych dusikatych latek:

do 1,0 % 10,0 % relat.
nad 1,0 % 0,1 %
Destilace

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
pro vSechny obsahy tékavych dusikatych latek 10,0 % relat.

Reprodukovatelnost

Nestanovena.

2.6. Stanoveni aktivity ureazy v séji a jejich produktech
Uéel, rozsah a princip

Postup specifikuje podminky pro stanoveni aktivity uredzy v s6ji a jejich produktech pro
ovéfeni, zda tyto produkty byly tepelné upravovany po dostate¢né dlouhou dobu. Aktivita
ureazy se stanovi uréenim mnozstvi amoniakalniho dusiku, uvolnéného z roztoku mocoviny
jednim gramem zkouSeného vzorku za jednu minutu pfi teploté 30 °C.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

2.7. Ureazovy test
Ugel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni aktivity uredzy v soji a jejich produktech.

Aktivita uredzy se stanovi titra¢né alkalimetricky uréenim mnoZstvi amoniaku, uvolnéného z
roztoku mocoviny uredzou ze zkouseného vzorku za 1 hodinu.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

2.8. Stanoveni obsahu biuretu
Uéel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu biuretu v mocoving.
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Metoda je zaloZena na tvorbé barevného komplexu biuretu se siranem méd’natym a méteni
absorbance vybarveného roztoku pfi vlnové délce 540 nm.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi pfekrocit
0,03 %.

Reprodukovatelnost

Nestanovena.

2.9. Stanoveni obsahu hydroxyanalogu methioninu
Utel, rozsah a princip

Obsah hydroxyanalogu methioninu se stanovi po extrakci vzorku smési voda-acetonitril a
nasledné hydrolyze metodou HPLC na reverzni fazi s pouzitim UV detekce.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

2.10. Stanoveni obsahu dusikatych latek rozpustnych pisobenim pepsinu
Uéel, rozsah a princip

Metoda je pouzitelna pro stanoveni podilu dusikatych latek rozpustnych plisobenim pepsinu a
kyseliny chlorovodikové za definovanych podminek.

Vzorek krmiva v roztoku zfedéné kyseliny chlorovodikové a pepsinu se zahtiva po dobu 48
hodin na teplotu 40 °C. Suspense se zfiltruje a ve filtratu se stanovi obsah dusikatych latek
metodou 2.1.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi pirekrocit
pti obsahu dusikatych latek rozpustnych plisobenim pepsinu:

do 20 % 0,4 %
od 20 do 40 % 2 % relat.
nad 40 % 0,8 %
Reprodukovatelnost
Nestanovena.

2.11. Stanoveni aktivity pepsinu
I'Jéel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni aktivity pepsinu, ktery se pouziva k urceni
obsahu dusikatych latek rozpustnych ptisobenim roztoku pepsinu v kyseliné chlorovodikové.
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Na hemoglobin se pisobi roztokem zifedéné kyseliny chlorovodikové a pepsinu za
definovanych podminek. Nezhydrolyzovany podil dusikatych latek se vysrazi kyselinou
trichloroctovou. K filtratu se pfida hydroxid sodny a Folin-Ciocalteuovou ¢inidlo. Zabarveni
roztoku se proméfi pti 750 nm a odpovidajici mnoZstvi tyrosinu se odecte z kalibra¢ni kfivky.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

2.12. Stanoveni obsahu methioninu v premixech
Ugel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu methioninu v premixech.

Obsah methioninu se stanovi po extrakci vzorku fosfatovym pufrem a nasledné reakei s
jodem za vzniku komplexu methionin - jod pii pH 6,5. Komplex se reverzibiln¢ rozklada pti
pH 1 zpét na jod a methionin. Uvolnény jod se stanovi titraén¢ jodometricky.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

2.13. Stanoveni obsahu tryptofanu
Uéel, rozsah a princip

Metoda uréuje podminky pro stanoveni obsahu celkového a volného tryptofanu v krmivech.
Metoda nerozliSuje mezi D- a L-formou.

Pro stanoveni obsahu celkového tryptofanu se vzorek hydrolyzuje za alkalickych podminek
hydroxidem barnatym pfi 110 °C po dobu 20 hodin. Po hydrolyze se pfida interni standard.

Pro stanoveni volného tryptofanu se vzorek extrahuje za mirn€ kyselych podminek za
pritomnosti vnitfniho standardu.

Tryptofan v hydrolyzatu nebo extraktu se stanovi metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie s fluorescenéni detekci.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekroc€it
10 % relat. z vyssiho vysledku.

Reprodukovatelnost

Hodnoty reprodukovatelnosti pro a rizna krmiva jsou soucasti tiplného znéni metody.

3. Tuk

3.1. Stanoveni obsahu oleje a tuku
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Ucel, rozsah a princip

Touto metodou se stanovi obsah tuku v krmivech. Metoda se nevztahuje na analyzu
olejnatych semen a plodin.

Podle druhu a sloZeni krmiva se pro analyzu pouZzije jeden ze dvou nasledujicich postupii:
Postup A — pfimo extrahovatelné tuky

Tato metoda je pouZitelna pro krmiva rostlinného pivodu, s vyjimkou téch, které jsou
uvedeny v postupu B.

Postup B - celkovy obsah tuku

Tato metoda je pouZitelna pro krmiva zZivo€i$ného pivodu a pro vSechny krmné smési.
Pouziva se pro vSechny materialy, z nichZ neni mozno tuk Uplné extrahovat bez predchozi
hydrolyzy (napt. lepky, kvasnice, bramborové proteiny a vyrobky, které byly podrobeny
zpracovani, jako vytla¢ovani, vilo¢kovani a zahfivani).

1.1. Interpretace vysledki

Ve vSech ptipadech, kdy se dosahlo vyssiho vysledku postupem B, neZ postupem A, je tfeba
povaZovat za platnou hodnotu podle postupu B.

Postup A
Vzorek se extrahuje petroletherem. Rozpoustédlo se oddestiluje a zbytek se vysusi a zvazi.
Postup B

Vzorek se zahiiva s kyselinou chlorovodikovou. Smés se ochladi a zfiltruje. Promyty a
ususeny zbytek se pak zpracuje podle postupu A.

Opakovatelnost

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

do5 % 0,2 %
od 5do 10 % 4 % relat. z vyS$siho vysledku
nad 10 % 0,4 %

Reprodukovatelnost

Nestanovena.

3.2. Stanoveni ¢isla kyselosti tuku
Uéel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni ¢isla kyselosti tuku v krmivech.

Cislo kyselosti tuku se stanovi titraéné alkalimetricky, po rozpusténi tuku vyextrahovaného z
krmiva smési extrakéniho ¢inidla a ethanolu. Zplsob extrakce tuku zavisi na druhu
zkouSeného krmiva.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku pro hodnoty
vétsi nez 4 mg KOH/g (resp. 0,07 mmol/g) nesmi piekrocit 5 % relat.
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Reprodukovatelnost

Rozdil mezi dvéma vysledky zkousek stejného vzorku provadénymi ve dvou laboratofich
nesmi pfi hodnot¢ nad 4 mg KOH/g tuku pfekrocit hodnotu 15 % relat.

3.3. Stanoveni obsahu nerozpustnych necistot v tucich a olejich
Ugel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu nerozpustnych necistot v Zivo¢isnych a
rostlinnych tucich nebo olejich.

Obsah nerozpustnych necistot se stanovi rozpusténim vzorku v piebytku n - hexanu nebo
petroletheru nebo diethyletheru, filtraci ziskaného roztoku a zvazenim vysuSeného filtru
s nerozpustnymi necistotami.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
pti obsahu nerozpustnych necistot:

do 0,3 % 0,02 %
nad 0,3 % 0,05 %
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

3.4. Stanoveni obsahu nezmydelnitelnych litek v tucich a olejich
Ugel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni nezmydelnitelného podilu v ZivoCisnych a
rostlinnych tucich a olejich. Metoda neni pouzitelny pro vosky a dava priblizné vysledky u
urCitych tukd s vy$Sim obsahem nezmydelnitelného podilu, napt. u tuk pochazejicich z
moiskych zZivocichi.

Tuk nebo olej se zmydelni varem s ethanolickym roztokem hydroxidu draselného pod

zpétnym chladi¢em. Nezmydelnitelny podil se vyextrahuje z roztoku mydla diethyletherem a
po oddestilovani rozpoustédla a vysuSeni se zvazi.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
pii obsahu nezmydelnitelnych latek:

do 5% 0,05 %
od 5do10% 0,1 %
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

3.5. Stanoveni peroxidového cisla

Ucel, rozsah a princip
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Metoda specifikuje podminky pro stanoveni peroxidového ¢isla v Zivo€isnych a rostlinnych
tucich a olejich.

Peroxidové ¢&islo se ur¢i reakci chloroformového extraktu vzorku s jodidem draselnym v
roztoku kyseliny octové a chloroformu a naslednou titraci uvolnéného jodu odmérnym
roztokem thiosiranu sodného.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekro€it
pfi hodnoté peroxidového &isla:

méné nez 0,5 mmol/kg 0,1 mmol/kg
od 0,5 do 3 mmol/kg 0,2 mmol/kg
od 3 do 6 mmol/kg 0,5 mmol/kg
veétsi nez 6 mmol/kg 1,0 mmol/kg
Reprodukovatelnost
Nestanovena.

3.6. Stanoveni obsahu lecitinu
Ugel, rozsah a princip
Metoda je urCen ke stanoveni obsahu lecitinu v technickych a potravinarskych produktech.

Stanovi se obsah latek rozpustnych v acetonu, obsah latek nerozpustnych v benzenu nebo
toluenu a obsah vody s t¢kavymi latkami a jejich soucet se odecte od 100.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
1 %.

Reprodukovatelnost

Nestanovena.

3.7 Stanoveni obsahu mastnych kyselin

Ugel, rozsah a princip

Metoda uréuje podminky pro stanoveni obsahu jednotlivych mastnych kyselin v krmivech.
Mastné kyseliny se stanovuji ve formé svych methylesterd metodou plynové chromatografie.
Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
13 % relat.

Reprodukovatelnost

Rozdil mezi dvéma vysledky zkouSek stejného vzorku provadénymi ve dvou laboratofich
nesmi prekrocit hodnotu 31 % relat.*

4. Polysacharidy
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4.1. Stanoveni obsahu vldkniny
Uéel, rozsah a princip

Metoda umoziuje stanovit v krmivech organické latky, které neobsahuji tuk a jsou
nerozpustné v roztoku kyseliny a louhu a jsou nazyvany vlaknina.

Vzorek se, pokud je to nutné, odtuéni a potom se na né&j pusobi postupné vroucim roztokem
kyseliny sirové a hydroxidu draselného o pfesné stanovené koncentraci. Zbytek je oddélen
filtraci pres sklenény filtra¢ni kelimek, promyt, vysuSen, zvazen a spalen pii teploté€ 475 —

500 °C. Ubytek véahy po spaleni odpovida obsahu vlakniny ve zkouseném vzorku.
Opakovatelnost

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

do 10 % 0,3 %
nad 10 % 3 % relat.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

5. Bezdusikaté latky vytazkové
5.1. Stanoveni obsahu S§krobu
Utel, rozsah a princip

Tato metoda dava moznost stanovit hladiny Skrobu a vysokomolekularnich degradacnich
produktd Skrobu v krmivech za ucelem kontroly obsahu metabolizovatelné energie podle
ptilohy ¢. 28 vyhlasky ¢. 451/2000 Sb., ve znéni vyhlasky ¢. 184/2004 Sb. a kontrolu
pozadavkl podle pfilohy ¢. 11 téze vyhlasky.

Metoda zahrnuje dvé stanoveni. Nejprve je vzorek podroben pusobeni horké zfedéné kyseliny
chlorovodikové. Po vycefeni a filtraci je opticka rotace roztoku méfena polarimetricky.

Potom je wvzorek extrahovan 40 % ethanolem. Po okyseleni filtratu kyselinou
chlorovodikovou, vycCefeni a filtraci je opticka rotace roztoku métena polarimetricky.

Rozdil mezi t¢mito dvéma méfenimi nasobeny znamym faktorem udava obsah Skrobu ve
vzorku.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi pfekrocit
pro obsahy Skrobu:

do 40 % 0,4 %
nad 40 % 1 % relat.

Reprodukovatelnost

Nestanovena.
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5.2. Stanoveni obsahu cukru
Uéel, rozsah a princip

Tato metoda umoziuje stanovit mnoZstvi redukyjicich cukri a celkové cukry po inverzi
vyjadiené jako glukosa nebo uréené jako sacharosa pouzitim faktoru 0,95. Je pouzitelna pro
krmné smési. Pro ostatni krmiva jsou pouZivany specialni metody. Je-li to nutné, muzZe byt
zjistén obsah laktosy zvlast’ a potom zahrnut do celkového vysledku.

Cukry jsou extrahovéany zfedénym ethanolem. Roztok je vyc¢ifen Carrezovymi ¢inidly I a II.
Odstrani se ethanol a mnozstvi cukru pfed a po inversi se ur¢i Luff-Schoorlovou metodou.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

5.3. Stanoveni obsahu laktosy
Ucel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu laktosy v krmivech. Metoda je pouZitelny
pro krmiva obsahujici vice nez 0, 5 % laktosy.

Cukry se vyextrahuji ze vzorku vodou, extrakt se vystavi fermenta¢nimu u¢inku kvasinek
Saccharomyces cerevisiae, které ponechaji laktosu v nezménéném stavu. Po vycefeni
Carresovymi €inidly se laktosa stanovi titraéné jodometricky podle Luff-Schoorla.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

5.4. Stanoveni obsahu bezdusikatych latek vytazkovych vypoétem
Ugel, rozsah a princip

Metoda uvadi zpisob vypoctu obsahu bezdusikatych latek vytazkovych z vysledku stanoveni
zakladnich slozek krmiv, a to vlhkosti, dusikatych latek (N x 6,25), tuku, popele a vlékniny,
pfipadné mocoviny a amoniaku.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

6. Popel
6.1. Stanoveni obsahu popele

Ucel, rozsah a princip
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Tato metoda dava moznost stanovit obsah popela v krmivech.
Vzorek je zpopelnén pti 550 °C a zbytek je zvaZen.
Opakovatelnost

Nestanovena.

Reprodukovatelnost

Nestanovena.

6.2. Stanoveni obsahu popele nerozpustného v kyseliné chlorovodikové
Ugel, rozsah a princip

Metoda umoZiluje stanoveni obsahu minerdlnich latek, nerozpustnych v kyseliné
chlorovodikové v krmivech. Podle piivodu vzorku mohou byt pouzity dvé riizné metody.

Metoda A: pouZitelnd pro organickd krmiva a pro vétSinu krmnych smési. Vzorek se
zpopelni, popel se povafi s kyselinou chlorovodikovou a nerozpustény zbytek se zfiltruje a
ZVazi.

Metoda B: pouzitelna pro mineralni suroviny nebo mineralni dopliikova krmiva a krmné

smési s obsahem latek nerozpustnych v kyseliné chlorovodikové, stanovenych metodou A,
vys$Sinez 1 %.

Vzorek se rozpousti v kyseliné chlorovodikové. Roztok se zfiltruje, zbytek na filtru se
zpopelni a dale se postupuje podle metody A.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

7. Makroprvky

7.1. Stanoveni obsahu fosforu

Uéel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu fosforu v krmivech.

Je zvlast¢ vhodna pro analyzu latek snizkym obsahem fosforu. V ur€itych piipadech
(produktech bohatych na fosfor) je vhodné pouzit vaZkovou metodu.

Vzorek je mineralizovan a pteveden do kyselého roztoku, bud’ suchym spalovéanim (v piipadé
organickych krmiv), nebo kyselou digesci (v pfipadé mineralnich slouCenin a kapalnych
krmiv). Roztok je podroben piisobeni molybdatovanadatového Cinidla. Absorbance takto
vzniklého Zlutého roztoku je méfena spektrofotometricky pii 430 nm.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi spektrofotometrickymi stanovenimi provadénymi na stejném
vzorku nesmi prekrocit pfi obsahu fosforu:

do 5% 3 % relat.
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nad 5% 0,15%
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

7.2. Stanoveni obsahu horciku
Uéel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu hoféiku v krmivech. Metoda je vhodna
zejména pro obsahy do 5 %.

Vzorek po zpopelnéni je rozpusStén v kyselin€ chlorovodikové. Jestlize nejsou pfitomny
organické latky, je vzorek rozpustén ptimo v kyseliné chlorovodikové. Roztok je nafedén a
obsah hoi¢iku je stanoven atomovou absorpéni spektrofotometrii pfi 285,2 nm pomoci
standardnich roztokd.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrodit
5 % relat.

Reprodukovatelnost

Nestanovena.

7.3. Stanoveni obsahu drasliku
Uéel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu drasliku v krmivech .

Vzorek je zpopelné€n, popel rozpustén v kyselin€ chlorovodikové. Obsah drasliku v roztoku je
stanoven plamenovou fotometrii v pfitomnosti chloridu cesného a dusi¢nanu hlinitého.
Pfidavek téchto latek z velké €asti odstrariuje interferenci rusivych prvki.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

7.4. Stanoveni obsahu sodiku
Ukel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu sodiku v krmivech:

Vzorek je zpopelnén, popel rozpustén v kyseling chlorovodikové. Obsah sodiku v roztoku je
stanoven plamenovou fotometrii v pfitomnosti chloridu cesného a dusi¢nanu hlinitého.
Piidavek téchto latek z velké Casti odstranuje interferenci rusivych prvkda.

Opakovatelnost
Nestanovena

Reprodukovatelnost
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Nestanovena

7.5. Stanoveni obsahu ve vodé rozpustnych chlorida
Ugel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni ve vodé rozpustnych chloridil (vyjadienych jako
chlorid sodny) v krmivech. Je vhodné pro vSechna krmiva.

Chloridy jsou rozpustény ve vodé&. Jestlize produkt obsahuje organické latky, je vyCefen.
Roztok je slab& okyselen kyselinou dusi¢nou a chloridy jsou vysraZeny jako chlorid stiibrny
ptidavkem roztoku dusi¢nanu stéibrného. Piebytek dusi¢nanu st¥ibrného je titrovan roztokem
thiokyanatanu amonného podle Volharda.

Opakovatelnost
Nestanovena
Reprodukovatelnost

Nestanovena

7.6. Stanoveni obsahu celkovych uhli¢itanu
Ukel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu uhli¢itani (vyjadfeno jako uhliitan
vapenaty) ve vétsiné krmiv.

Obsah celkovych uhli¢itani se stanovi po rozkladu vzorku kyselinou chlorovodikovou a
vznikly oxid uhli¢ity se zméfi v kalibrované trubici a jeho objem se porovna s objemem plynu
uvolnéného za stejnych podminek ze znamého mnozstvi uhli¢itanu vapenatého.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

7.7. Stanoveni celkového obsahu siry
Ukel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni celkového obsahu siry v krmivech. Je vhodny
pro viechny obsahy siry v krmivech.

Obsah siry se stanovi v chloridovém vyluhu po zpopelnéni vzorku vazkové jako siran barnaty.
Opakovatelnost

Nestanovena.

Reprodukovatelnost

Nestanovena.

7.8. Stanoveni obsahu vapniku
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Udel, rozsah a princip
Metoda umoziiuje stanoveni obsahu vapniku v krmivech.

Vzorek se zpopelni, popel se rozpusti v kyseliné chlorovodikové a vapnik se vysrazi jako
Stavelan vapenaty. SraZenina se rozpusti v kyselin€ sirové a uvolnéna kyselina §tavelova se
titruje manganistanem draselnym.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

8. Mikroprvky

8.1. Stanoveni obsaht Zeleza, médi, manganu a zinku

Uéel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu zeleza, médi, manganu a zinku.

Vzorek se rozpusti v kyseliné chlorovodikové, nebo se jinak odstrani organicka matrice.
Zelezo, méd’, mangan a zinek se po vhodném nafedéni stanovi atomovou absorpéni
spektrofotometrii.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
pii obsahu médi, Zeleza, manganu a zinku:

do 50 mg/kg 5 mg/kg
od 50 do 100 mg/kg 10 % relat.
od 100 do 200 mg/kg 10 mg/kg
nad 200 mg/kg 5 % relat.
Reprodukovatelnost
Nestanovena.

Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti pro stanoveni Zeleza je 20 mg/kg, pro stanoveni médi je 10 mg/kg, pro
stanoveni manganu je 20 mg/kg, pro stanoveni zinku je 20 mg/kg.

9. Kyselost
9.1. Stanoveni volné, vazané a celkové kyselosti vodniho vyluhu
Uéel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni volné, vazané i celkové kyselosti vodniho
vyluhu. Je pouZitelny pro vSechna krmiva.

Volna kyselost vodniho vyluhu se stanovi pfimo alkalimetrickou titraci vodniho vyluhu
vzorku do hodnoty pH = 8,5 nebo na indikator fenolftalein.

Vazana kyselost vodniho vyluhu se stanovi po uvolnéni vazeb vnitini neutralizace
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formaldehydem alkalimetrickou titraci do hodnoty pH = 8,5 nebo na indikator fenolftalein.

Celkova kyselost vodniho vyluhu se uréi souctem vysledkt volné a vazané kyselosti vodniho
vyluhu.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
15 % relat.

Reprodukovatelnost

Nestanovena.

9.2. Stanoveni kyselosti vodniho vyluhu v mléénych krmnych smésich
Utel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni kyselosti vodniho vyluhu v mléénych krmnych
smésich. Je pouzitelny pro vSechny druhy mléénych krmnych smési a vSechny obsahy
kyselosti.

Kyselost vodniho vyluhu se stanovi ve vodnim vyluhu vzorku pfimo alkalimetrickou titraci na
indikator fenolftalein pomoci uréeni bodu ekvivalence srovnavacim roztokem kobaltnaté soli.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

10. Nezadouci latky
10.1. Stanoveni obsahu kyanovodiku
Udel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu kyanovodiku volného i vazaného
v glukosinolatech v krmivech, zejména v Inéném semeni, maniokové mouce a v nékterych
druzich bobu.

Vzorek se rozmicha ve vodég, kyanovodik se uvolni enzymaticky a vodni parou se predestiluje
do okyseleného roztoku dusi¢nanu stiibrného. Kyanid stiibrny se oddéli filtraci a zbyly
dusi¢nan sté{brny se stanovi titra¢né thiokyanatanem amonnym.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

10.2. Stanoveni obsahu glukesinoliti v Fepce

Ucel, rozsah a princip

Vv
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produktech.

Glukosinolaty se extrahuji horkym methanolem a po precisténi a enzymatické desulfataci na
ionexové pryskyfici se stanovi metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s elu¢nim
gradientem a UV detekci.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

10.3. Stanoveni obsahu 5-vinyl-2-thiooxazolidonu
Utel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu vinylthiooxazolidonu (VOT) v krmivech
a je pouzitelny pro obsahy od 200 mg/kg.

Ze vzorku krmiva je enzymaticky uvolnén 2-hydroxy-3-butenyl-isothiokyanat, ze kterého
vznikd VOT a jeho obsah se stanovi metodou plynové chromatografie (GC) nebo
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrogit
pfi obsahu vinylthiooxazolidonu .

do 1000 mg/kg 24 mg/kg
od 1 000 do 1 500 mg/kg 36 mg/kg
nad 1 500 mg/kg 45 mg/kg

Reprodukovatelnost

Rozdil mezi dvéma vysledky zkousSek stejného vzorku provadénymi ve dvou laboratofich
nesmi pro vSechny obsahy 5-vinyl-2-thiooxazolidonu ptekro¢it 20 % relat.

10.4. Stanoveni obsahu Kyseliny erukové
Uéel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni kyseliny erukové ve vSech druzich rostlinnych
tukd a olejl rizného stupné ¢isténi. Obsah kyseliny erukové (kyselin cis, trans-11 dokosenové
a cis, trans 13-dokosenové) je vyjadfen jako hmotnostni podil mastnych kyselin C 22 : 1
z celého spektra mastnych kyselin ve vzorku.

Obsah kyseliny erukové se stanovi po esterifikaci mastnych kyselin metodou plynové
chromatografie.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.
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10.5. Stanoveni obsahu olova a kadmia
Ugel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu olova a kadmia v krmivech. Metoda neni
vhodna pro premixy.

Obsah olova a kadmia se stanovi po mineralizaci vzorku metodou atomové absorplni
spektrometrie (AAS).

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi metodou AAS na stejném vzorku
nesmi prekrocit pfi obsahu olova .

od 1 do 3 mg/kg 25 % relat.
od 3 do 10 mg/kg 0,75 mg/kg
nad 10 mg/kg 7,5 % relat.

Reprodukovatelnost

Rozdil mezi dvéma vysledky zkouSek stejného vzorku provadénymi metodou AAS ve dvou
laboratofich nesmi piekrocit pti obsahu olova:

od 1 do 3 mg/kg 50 % relat.
od 3 do 5 mg/kg 1,5 mg/kg
od 5 do 10 mg/kg 30 % relat.
od 10 do 20 mg/kg 3 mg/kg

od 20 do 40 mg/kg 15 % relat.
od 40 do 60 mg/kg 6 mg/kg

nad 60 mg/kg 10 % relat.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi metodou AAS na stejném vzorku
nesmi prekrocit pti obsahu kadmia .

od 0,1 do 0,5 mg/kg 30 % relat.
od 0,5 do 1 mg/kg 0,15 mg/kg
nad 1 mg/kg 15 % relat.

Reprodukovatelnost

Rozdil mezi dvéma vysledky zkouSek stejného vzorku provadénymi metodou AAS ve dvou
laboratofich nesmi piekrocit pii obsahu kadmia:

od 0,1 do 0,2 mg/kg 50 % relat.
od 0,2 do 0,4 mg/kg 0,1 mg/kg

od 0,4 do 1 mg/kg 25 % relat.
od 1 do 2,5 mg/kg 0,25 mg/kg

nad 2,5 mg /kg 10 % relat.
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10.6. Stanoveni obsahu ricinovych slupek
Uéel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu ricinovych slupek v krmivech a zejména
v olejnatych semenech.

Ricinové slupky se uvolni vyvarenim zkuSebniho vzorku v kyselém a alkalickém prostfedi a
jejich obsah se stanovi vazkové.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

10.7. Stanoveni obsahu rezidui organochlorovych pesticidi
Ugel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu DDT, DDE, DDD, HCB, alfa, beta,
gamma, delta izomer(t HCH, aldrinu, dieldrinu, endrinu, isodrinu, heptachloru, endosulfanu a
chlordanu v krmivech.

Residua organochlorovych pesticidi se extrahuji z krmiv vhodnym rozpoustédlem a
precistény extrakt se analyzuje metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

10.8. Stanoveni obsahu indika¢nich kongeneri polychlorovanych bifenyli (PCB)
Ukel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu sedmi indika¢nich kongeneri PCB (PCB
28,52,101, 118, 138, 153,180) v krmivech.

Residua indikacnich kongenert PCB se extrahuji z krmiv vhodnym rozpoustédlem a
preciStény extrakt se analyzuje metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekei.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

10. 9. Stanoveni obsahu toxaphenu

Ucel, rozsah a princip
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Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu persistentnich kongenera toxaphenu
(P 26, 50, 62) v krmivech.

Rezidua toxaphenu se extrahuji z krmiv nepolarnim rozpoustédlem, vicestupnovym ¢isténim
na sloupci vhodnych sorbenti se odstrani necistoty a pfebytek ostatnich chlorovanych latek a
obsah persistenich kongenerti toxaphenu se stanovi metodou plynové chromatografie
s hmotnostni detekci.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

10.10. Stanoveni obsahu rtuti

Uéel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni rtuti v krmivech.

Rtut’ v krmivech se stanovi metodou studenych par na rtutovém analyzatoru TMA (AMA).
Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekro€it
pro vSechny obsahy rtuti 10,9 % relat.

Reprodukovatelnost

Nestanovena.

10.11. Stanoveni obsahu aflatoxinu B,

Ugel, rozsah a princip

Pro stanoveni aflatoxinu B1 jsou popsany Metoda A a Metoda B :
Metoda A

Metoda dava moZnost stanovit obsah aflatoxinu B1 v surovinach a v jednoslozkovych
krmivech. Metoda nemiZe byt pouzita za pfitomnosti slupek citrusu. Mez stanovitelnosti je
0,01 mg/kg. Za pritomnosti interferujicich latek je nutné opakovat analyzu Metodou B
(vysokoucinna kapalinova chromatografie).

Vzorek se extrahuje chloroformem. Extrakt se zfiltruje a alikvotni dil se pfecisti na
chromatografické kolon¢ se silikagelem. Eluat se odpafi a zbytek se rozpusti v definovaném
objemu chloroformu nebo ve smési benzenu a acetonitrilu. Alikvotni podil roztoku se
analyzuje metodou tenkovrstvé chromatografie. MnozZstvi aflatoxinu B1 se uréi po ozafeni
UV lampou, bud’ vizudln¢, nebo fluorometricky porovnanim se znamym mnoZzstvim
aflatoxinu B1. TotoZnost aflatoxinu B1 extrahovaného z krmiva musi byt potvrzena uréenym
postupem

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pii obsahu aflatoxinu B1

od 10 do 20 pg/kg 25 % relat. z nejvysSiho vysledku
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od 20 do 50 pg/kg 5 ng/kg
nad 50 pg/kg 10 % relat. z nejvyssiho vysledku
Reprodukovatelnost

Rozdil mezi dvéma vysledky zkousek stejného vzorku provadénymi ve dvou laboratofich
nesmi piekrodit pfi obsahu aflatoxinu

od 10 do 20 pg/kg 50 % relat.
od 20 do 50 pg/kg 10 ug/kg
nad 50 pg/kg 20 % relat.

Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 10 pg/kg.

Metoda B

Metoda se pouzivd pro stanoveni aflatoxinu Bl v ZivoCiSnych krmivech véetné krmiv
obsahujicich citrusovou slupku. Mez stanovitelnosti je 0,001 mg/kg.

Vzorek se extrahuje chloroformem. Extrakt se zfiltruje a alikvotni podil se pieCisti na
florisilové kolonce a potom na kolonce C;g. Konecna separace a stanoveni se provede
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na reverzni fazi Cg, nasledné postkolonové
derivatizaci vodnym roztokem jodu a fluorescencni detekei.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
11 % relat.

Reprodukovatelnost

Rozdil mezi dvéma vysledky zkousSek stejného vzorku provadénymi ve dvou laboratofich
nesmi piekrocit pfi obsahu aflatoxinu B1:

do 10 pg/kg 50 % relat.
od 20 pg/kg do 50 pg/kg 10 pg/kg
nad 50 pg/kg 20 % relat.

Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 1 ug/kg.

10.12. Stanoveni obsahu arsenu
Uéel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni arsenu v krmivech.

Ve vzorku se po rozkladu kyselinou dusi¢nou v uzavieném systému stanovi obsah arsenu
metodou atomové absorpni spektrometrie (AAS) s hydridovou technikou.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provddénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
pri obsahu arsenu nad 1 mg/kg hodnotu 6 % relativnich.
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Reprodukovatelnost

Nestanovena.

10.13. Stanoveni obsahu gossypolu
Ugel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu volného a celkového gossypolu a
chemicky pfibuznych latek v koncentraci nad 20 mg/kg v baviniku a krmnych smésich, které
bavinik obsahuji.

Gossypol se extrahuje bud’ za pFitomnosti 3-amino-1-propanolu (pfi stanoveni volného
gossypolu) nebo dimethylformamidu (pfi stanoveni celkového gossypolu). Gossypol je reakci
s anilinem pfeveden na gossypol-dianilid a absorbance roztoku je métena pii 440 nm.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

10.14. Stanoveni obsahu theobrominu
Ugel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni theobrominu v krmivech.

Obsah theobrominu se stanovi po extrakci vzorku smésnym rozpousStédlem chloroform-
amoniak metodou vysokot¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) na reverzni fazi.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost
Nestanovena.

Mez stanovitelnosti

Nestanovena.

11. ZkousSeni silazi
11.1. ZkouSeni jakosti silazi
Ukel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro zkousSeni jakosti konzervace silazovanych krmiv. Uvedené
postupy zkouseni jsou pouZitelné pro vSechny druhy sildZovanych krmiv.

Ze vzorku silaZe se pfipravi vodni vyluh. Ve vyluhu se uréi hodnota pH elektrometricky,
obsah amoniaku se stanovi difusni Conwayovou metodou, obsah alkoholu se stanovi metodou
plynové chromatografie a obsah silaznich kyselin metodou kapilarni izotachoforézy.

Stanoveni stlacitelnosti u fizkovych silazi se provadi z upraveného vzorku.
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Opakovatelnost
Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi pfekrocit
u stanoveni pH 0,05

formolové titrace 0,1 g/kg

obsahu amoniaku jako NH; 0,1 g/kg

obsahu siléznich kyselin 1,0 g/kg
U stanoveni obsahu alkoholu a stladitelnosti silazi opakovatelnost nestanovena.
Reprodukovatelnost
Nestanovena.®.

20. Ptiloha &. 10 znf:

»Priloha €. 10 k vyhlasce &. 124/2001 Sb.

Metody laboratorniho zkouSeni krmiv, doplitkovych litek a premixi

Seznam chemickych metod laboratorniho zkouSeni dopliikovych latek, premixt a krmnych
sméesi s doplitkovymi latkami a premixy

1. Stimulatory ristu

1.1.  Stanoveni obsahu avilamycinu

1.2.  Stanoveni obsahu olachindoxu, metoda pfevzata ze smérnice Komise 98/64/ES
1.3.  Stanoveni obsahu monensinu

1.4.  Stanoveni obsahu salinomycinu

1.5, Stanoveni obsahu tylosinu, metoda ptevzata ze smérnice Komise 72/199/EHS

1.6.  Stanoveni obsahu zinkbacitracinu, metoda pfevzata ze smérnice Komise 84/4/EHS
1.7.  Stanoveni obsahu flavofosfolipolu, metoda pfevzatd ze smérnice Komise 78/633/EHS
1.8.  Stanoveni obsahu avoparcinu, metoda pfevzata ze smérice Komise 81/715/EHS
1.9.  Stanoveni obsahu monensinu, metoda pfevzata ze smérnice Komise 81/715/EHS
1.10. Stanoveni obsahu spiramycinu, metoda pfevzata ze smérnice Komise 84/425/EHS

1.11.  Stanoveni obsahu virginiamycinu, metoda pfevzata ze smérnice Komise 84/4/EHS

2. Antikokcidika
2.1.  Stanoveni obsahu amprolia, metoda ptevzatd ze smérnice Komise 99/27/ES

2.2.  Stanoveni obsahu maduramicinu

2.3.  Stanoveni obsahu methylbenzochatu, metoda pievzata ze smérnice Komise 93/117/ES
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2.4.  Stanoveni obsahu narasinu

2.5.  Stanoveni obsahu nikarbazinu

2.6.  Stanoveni obsahu robenidinu, metoda ptevzata ze smérnice Komise 93/117/ES
2.7.  Stanoveni obsahu meticlorpindolu

2.8.  Stanoveni obsahu salinomycinu - je uvedeno v Pfiloze 10, ¢ast 1

2.9.  Stanoveni obsahu monensinu - je uvedeno v Pfiloze 10, ¢ast 1

2.10. Stanoveni obsahu halofuginonu, metoda pfevzata ze smérnice Komise 93/70/EHS
2.11. Stanoveni obsahu ethopabétu

2.12. Stanoveni obsahu semduramicinu

2.13. Stanoveni obsahu diclazurilu, metoda pfevzata ze smérnice Komise 99/27/ES
2.14. Stanoveni obsahu carbadoxu, metoda pfevzata ze smérnice Komise 99/27/ES
2.15. Stanoveni obsahu olachindoxu je uvedeno v Pfiloze 10, ¢ast 1

2.16. Stanoveni obsahu lasalocidu, metoda pievzata ze smérnice Komise 99/76/ES

3. Chemoterapeutika

3.1.  Stanoveni obsahu dimetridazolu

4. Vitaminy

4.1.  Stanoveni obsahu cholinu

4.2.  Stanoveni obsahu pantothenanu vapenatého

4.3.  Stanoveni obsahu vitaminu B1, B2, B6

4.4.  Stanoveni obsahu vitaminu B2

4.5.  Stanoveni obsahu vitaminu B6

4.6.  Stanoveni obsahu vitaminu A, metoda pfevzata ze smérnice Komise 2000/45/ES
4.7.  Stanoveni obsahu vitaminu E, metoda pfevzata ze smérnice Komise 2000/45/ES

4.8.  Stanoveni obsahu vitaminu D

5. Mikroprvky
5.1.  Stanoveni obsahu médi, zeleza, manganu a zinku - je uvedeno v pfiloze 9, ¢ast 8
5.2.  Stanoveni obsahu kobaltu

5.3.  Stanoveni obsahu selenu

6. Vypocty
6.1.  Vyhodnocovani a vypocet vysledka stanoveni obsahu dopliikovych latek pro difuzni
plotnové postupy
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7. Barviva

7.1.  Stanoveni obsahu fkarotenu spektrofotometrickou metodou

8. Mikrobiotika
8.1.  Stanoveni poctu zarodku bakterii rodu Streptococcus

8.2.  Stanoveni poctu zarodki bakterii rodu Bacillus
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1. Stimulatory ristu

1.1. Stanoveni obsahu avilamyecinu

Ukel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu avilamycinu v krmivech a premixech.

Obsah avilamycinu se stanovi po extrakci ze zkuSebniho vzorku chloroformem a pfecisténi
extraktu na pevné fazi Silica, vysokouéinnou kapalinovou chromatografii na reverzni fazi
C18 s gradientovou eluci a UV detekei pti A =295 nm.).

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost
Nestanovena.

Mez stanovitelnosti

Nestanovena.

1.2. Stanoveni obsahu olachindoxu
Ugel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu olachindoxu v krmivech. Obsah
olachindoxu se stanovi po extrakci smési methanol — voda vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC) na reverzni fazi s UV-detekei.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
pti obsahu olachindoxu 10 az 20 mg/kg 15 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku.

Reprodukovatelnost
Je uvedena u metody.
Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je S mg/kg.

1.3. Stanoveni obsahu monensinu
Ukel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu monensinu v krmivech a premixech.

Obsah monensinu se stanovi po extrakci smésnym rozpoustédlem, extrakt je precisStén na
pevné fazi a takto pfelitény extrakt je rozpustén v definovaném objemu mobilni faze.
Monensin se stanovuje vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) na reverzni fazi a
po postkolonové derivatizaci s p-dimethylaminobenzaldehydem pti 90 °C je detekovan UV-
detektorem pfi vinové délce 600 nm.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
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pfi obsahu monensinu:

do 25 mg/kg 20 % relat.
od 25 do 50 mg/kg 5 mg/kg
od 50 do 100 mg/kg 10 % relat.
od 100 do 200 mg/kg 10 mg/kg
nad 200 mg/kg 5 % relat.

Reprodukovatelnost

Rozdil mezi dvéma vysledky zkousek stejného vzorku provadénymi ve dvou laboratofich
nesmi pfekrocit pii obsahu monensinu :

do 25 mg/kg 40 % relat.
od 25 do 50 mg/kg 10 mg/kg
od 50 do 100 mg/kg 20 % relat.
od 100 do 200 mg/kg 20 mg/kg
nad 200 mg/kg 10 % relat.

Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 0,2 mg/kg.

1.4. Stanoveni obsahu salinomycinu
Uéel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu salinomycinu v krmivech a premixech.

Obsah salinomycinu se stanovi po extrakci smésnym rozpoustédlem, extrakt je pfeciStén na
pevné fazi a takto pieCi$tény extrakt je rozpu$tén v definovaném objemu mobilni faze.
Salinomycin se stanovuje vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) na reverzni
fazi a po postkolonové derivatizaci s p-dimethylaminobenzaldehydem pii 90 °C je detekovan
UV-detektorem pii vinové délce 600 nm.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekroc€it
pii obsahu salinomycinu:

do 25 mg/kg 20 % relat.
od 25 do 50 mg/kg 5 mg/kg
od 50 do 100 mg/kg 10 % relat.
od 100 do 200 mg/kg 10 mg/kg
nad 200 mg/kg 5 % relat

Reprodukovatelnost

Rozdil mezi dvéma vysledky zkou$ek stejného vzorku provadénymi ve dvou laboratofich
nesmi prekrocit pii obsahu salinomycinu :

do 25 mg/kg 40 % relat.
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od 25 do 50 mg/kg 10 mg/kg
od 50 do 100 mg/kg 20 % relat.
od 100 do 200 mg/kg 20 mg/kg
nad 200 mg/kg 10 % relat.

Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 1,4 mg/kg.

1.5. Stanoveni obsahu tylosinu
Ugel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni tylosinu v krmivech, koncentratech a premixech
od obsahu 2 mg/kg.

Vzorek se podrobi plisobeni fosfatového pufru pH 8 zahtatého na 80 °C, potom se extrahuje
methanolem. Po odstfed€ni se extrakt nafedi a jeho antibiotickd aktivita se stanovi zméfenim
difuze tylosinu na agaru s Kocuria rhizophila (CCM 552). V pfitomnosti mikroorganizmu se
difaze projevuje tvorbou inhibiénich zon. Primér téchto zén je pfimo umérny logaritmu
koncentrace antibiotika.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
10 % relat.

Reprodukovatelnost
Nestanovena.
Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 2 mg/kg.

1.6. Stanoveni obsahu zinkbacitracinu
Ugel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni zinkbacitracinu v krmivech a premixech.

Vzorek se extrahuje pfi pH 2 smési methanol-voda-kyselina chlorovodikova a roztokem
siranu sodného. Pfidani siranu sodného slouzi k vysrazeni rozpustnych soli médi, které mohou
pii stanoveni rusit. Extrakt se upravi na pH 6,5, zakoncentruje se (je-li to nezbytné) a natedi.
Jeho antibioticka aktivita se stanovuje méfenim difuze zinkbacitracinu v agaru, do néhoz byl
naockovan mikroorganismus Micrococcus luteus (CCM 732). Difuze se projevuje vytvorenim
inhibi¢nich zén. Pramér téchto zon se povazuje za pfimo Umérny logaritmu koncentrace
antibiotika v rozsahu pouzitych koncentraci.

Opakovatelnost

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

od 5 do 10 mg/kg 2 mg/kg
od 10 mg/kg do 25 mg/kg 20 % relat. z vyssiho vysledku
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od 25 mg/kg do 50 mg/kg S mg/kg

nad 50 mg/kg 10 % relat. z vyssiho vysledku
Reprodukovatelnost
Nestanovena.
Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 5 mg/kg.

1.7. Stanoveni obsahu flavofosfolipolu
Ugel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni flavofosfolipolu v krmivech, koncentratech a
premixech.

Vzorek se extrahuje ziedénym methanolem za varu pod zpétnym chladi¢em. Po odstfedéni se
extrakt pfe€isti (pokud je to tfeba) na ionexu a nafedi. Antibiotickd aktivita vzorku se stanovi
méfenim difuze flavofosfolipolu do agarové pidy, zaoCkované mikroorganismem
Staphylococcus aureus (CCM 2022). Diflze se projevi tvorbou inhibi¢nich z6én. Primér
téchto zon se povazuje za pifimo Umérny logaritmu koncentrace antibiotika v rozsahu
pouzitych koncentraci.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi pfi
obsahu flavofosfolipolu piekrocit

od 1 do 2 mg/kg 0,5 mg/kg
od 2 do 10 mg/kg 25 % relat. z vy$siho vysledku
od 10 do 25 mg/kg 20 % relat. z vyssiho vysledku
od 25 do 50 mg/kg 5 mg/kg
nad 50 mg/kg 10 % relat. z vyssiho vysledku
Reprodukovatelnost
Nestanovena.

Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 1 mg/kg.

1.8. Stanoveni obsahu avoparcinu

Uéel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni avoparcinu v krmivech a premixech.
Pfitomnost polyetherickych antibiotik miZe na stanoveni pusobit rusivé.

Vzorek se extrahuje smési aceton-voda-kyselina chlorovodikova. Antibiotickd aktivita
extraktu se stanovi méfenim difize avoparcinu v Zivném agaru zaockovaném
mikroorganismem Bacillus subtilis (CCM 1999). Difuze se dokéZe vznikem inhibi¢nich z6n
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mikroorganismu. Primér téchto zon se povazuje za pfimo Umérny logaritmu koncentrace
antibiotika v rozsahu pouzitych koncentraci.

Opakovatelnost

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

do 10 mg/kg 2 mg/kg
od 10 do 25 mg/kg 20 % relat. z vyssiho vysledku
od 25 do 50 mg/kg 5 mg/kg
nad 50 mg/kg 10 % relat. z vyssiho vysledku

Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 2 mg/kg.

1.9. Stanoveni obsahu monensinu

Ugel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu monensinu v krmivech a premixech.
Vzorek se extrahuje 90 % methanolem. Extrakt se podrobi vhodnému postupu podle obsahu
monensinatu sodného ve vzorku. Jeho antibioticka aktivita se stanovi méfenim difuze
monensinatu sodného v agarové Zivné padé zaoCkované mikroorganismem Bacillus subtilis
(CCM 1999). Difuze se projevi vznikem inhibi¢nich zon testovaciho organismu. Primér
téchto inhibi¢nich z6én je vrozsahu pouZitych koncentraci povazovan za piimo Umérny
logaritmu koncentrace antibiotika. Citlivost Metodau je sniZena pfitomnosti sodnych iontd.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekro¢it
pfi obsahu monensinu:

do 25 mg/kg 20 % relat. z vyssiho vysledku
od 25 do 50 mg/kg 5 mg/kg
nad 50 mg/kg 10 % relat. z vys&iho vysledku
Reprodukovatelnost
Nestanovena

Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 10 mg/kg.

1.10. Stanoveni obsahu spiramycinu
Ukel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu spiramycinu v krmivech a premixech.

Vzorek se extrahuje smeésnym roztokem methanol-fosfatouhli¢itanovym tlumivym roztokem
pH 8,0. Extrakt se dekantuje nebo odstiedi a nafedi. Antibioticka aktivita se stanovi mérenim
difuze spiramycinu v agarové pidé zaockované mikroorganismem Bacillus subtilis (CCM
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1999). Diftize se projevi tvorbou inhibi¢nich zon mikroorganismu. Primér zén se povazuje za
piimo imérny logaritmu koncentrace antibiotika v rozsahu pouZitych koncentraci.

Opakovatelnost

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

do 10 mg/kg 2 mg/kg
od 10 do 25 mg/kg 20 % relat. z vyssiho vysledku
od 25 do 50 mg/kg 5 mg/kg
nad 50 mg/kg 10 % relat. z vyssiho vysledku
Reprodukovatelnost
Nestanovena.

Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 1 mg/kg.

1.11. Stanoveni obsahu virginiamycinu
Ugel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu virginiamycinu v krmivech a premixech.

Vzorek je extrahovan methanolickym roztokem Tween 80. Extrakt se dekantuje nebo odstredi
a potom vhodné nafedi. Jeho antibiotickd aktivita se stanovuje méfenim difiize
virginiamycinu v agaru, do néhoZ byl nao¢kovan mikroorganismus Kocuria rhizophila (CCM
552). Diftize se projevuje vytvofenim inhibinich z6n. Pramér téchto zén se povaZuje za
pfimo timérny logaritmu koncentrace antibiotika v rozsahu pouZitych koncentraci.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
pfi obsahu virginiamycinu:

do 10 mg/kg 2 mg/kg
od 10 do 25 mg/kg 20 % relat. z vy$siho vysledku
od 25 do 50 mg/kg 5 mg/kg
nad 50 mg/kg 10 % relat. z vyssiho vysledku
Reprodukovatelnost
Nestanovena.

Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti 2 mg/kg.

2. Antikokcidika
2.1. Stanoveni obsahu amprolia

Ucel, rozsah a princip
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Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu amprolia v krmivech a premixech. Mez
detekce je 1 mg/kg.

Vzorek se extrahuje smési methanol - voda. Po zifedéni extraktu mobilni fazi a membranové
filtraci se obsah amprolia stanovi vysokou¢innou kapalinovou chromatografii s vyménou
kationti a s UV detekei.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
pfi obsahu amprolia :

od 25 do 500 mg/kg 15 % relat. z vys$siho vysledku
od 500 do 1000 mg/kg 75 mg/kg
nad 1 000 mg/kg 7,5 % relat. z vy§siho vysledku

Reprodukovatelnost
Je uvedena u metody.
Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 25 mg/kg.

2.2. Stanoveni obsahu maduramicinu
Uéel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu maduramicinu v premixech.

Obsah maduramicinu se stanovi po extrakci vzorku extrakéni smési, ndsledném ptecisténi na
pevné fazi a postkolonové derivatizaci vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC)
na reverzni fazi s pouzitim UV detekce pii vinové délce 598 nm

Opakovatelnost

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

do 5 mg/kg 10 % relat.
od 800 do 1200 mg/kg 5 % relat.
Reprodukovatelnost

Rozdil mezi dvéma vysledky zkousek stejného vzorku provadénymi ve dvou laboratofich
nesmi ptekrocit pii obsahu maduramicinu:

do 10 mg/kg 30 % relat.
od 10 do 30 mg/kg 3 mg/kg.
nad 30 mg/kg 10 % relat.

Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 0,9 mg/kg.

2.3. Stanoveni obsahu methylbenzochatu
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Ucdel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu methylbenzochatu v krmivech a
premixech.

Obsah methylbenzochdtu se stanovi po extrakci vzorku methanolovym roztokem
methansulfonové kyseliny, po precisténi extrakci dichlormethanem je izolovan na
chromatografickém ionexovém sloupci a znovu extrahovan dichlormethanem, nakonec
stanoven vysokou¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC) na reverzni fazi s UV detekci.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrodit
pfi obsahu methylbenzochétu od 4,0 do 20 mg/kg hodnotu 10 % relat. z vy$siho vysledku.

Reprodukovatelnost
Je uvedena u metody.
Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 1 mg/kg.

2.4. Stanoveni obsahu narasinu
Ugel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu narasinu v krmivech a premixech.

Obsah narasinu se stanovi po extrakci smésnym rozpoustédlem, extrakt je pre€istén na pevné
fazi a takto preciStény extrakt je rozpustén v definovaném objemu mobilni faze. Narasin se
stanovi vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na reverzni fazi a po postkolonové
derivatizaci s p-dimethylaminobenzaldehydem pifi 90 °C je detekovan UV-detektorem pfi
vInové délce 600 nm.

Opakovatelnost

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

do 25 mg/kg 20 % relat.
od 25 do 50 mg/kg 5 mg/kg
od 50 do 100 mg/kg 10 % relat.
od 100 do 200 mg/kg 10 mg/kg
nad 200 mg/kg 5 % relat.

Reprodukovatelnost

Rozdil mezi dvéma vysledky zkouSek stejného vzorku provadénymi ve dvou laboratotfich
nesmi piekrodit pfi obsahu narasinu

do 25 mg/kg 40 % relat.
od 25 do 50 mg/kg 10 mg/kg
od 50 do 100 mg/kg 20 % relat.

od 100 do 200 mg/kg 20 mg/kg



Cistka 172 Sbirka zdkont & 497 / 2004 Strana 9717

nad 200 mg/kg 10 % relat.
Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 1,4 mg/kg.

2.5. Stanoveni obsahu nikarbazinu
Ugel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni nikarbazinu v krmivech a premixech.

Nikarbazin se stanovi po extrakci ze vzorku extrakénim roztokem acetonitril — voda
nafedénim mobilni fazi vysokoudinnou kapalinovou chromatografii na reverzni fazi (RP-
HPLC) s isokratickou eluci na kolon¢ C18 s UV detekci pti vinové délce 351 nm.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost
Nestanovena.

Mez stanovitelnosti

Nestanovena.

2.6. Stanoveni obsahu robenidinu
Uéel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni robenidinu v krmivech.

Vzorek se extrahuje okyselenym methanolem. Extrakt se vysu$i a jeho alikvotni ast se
ptecisti na koloné s oxidem hlinitym. Robenidin se eluuje z kolony methanolem, koncentruje
se a na vhodny objem se upravi pomoci mobilni faze. Obsah robenidinu se stanovi
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) na reverzni fazi pomoci UV detektoru.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi pi1
obsahu robenidinu nad 15 mg/kg pfekrocit 10 % relat. vyssiho vysledku.

Reprodukovatelnost
Je uvedena u metody
Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 5 mg/kg.

2.7. Stanoveni obsahu meticlorpindolu
Ukel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu meticlorpindolu v krmivech a premixech.

Obsah meticlorpindolu se stanovi po extrakci vzorku smésnym rozpoustédlem methanol-

amoniak a po jeho pfevedeni do mobilni faze vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
(HPLC) na reverzni fazi s UV detekei pfi 265 nm.
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Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
pfi obsahu meticlorpindolu .

do 100 mg/kg 5 % relat.
od 100 do 200 mg/kg 5 mg/kg
Reprodukovatelnost

Rozdil mezi dvéma vysledky zkouSek stejného vzorku provadénymi ve dvou laboratofich
nesmi piekrocit pfi obsahu meticlorpindolu :

od 50 do 200 mg/kg 15 % relat.
Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 3,6 mg/kg.

2.8. Stanoveni obsahu salinomycinu

Metoda stanoveni obsahu salinomycinu je uveden v priloze €. 10, ¢ast 1.

2.9. Stanoveni obsahu monensinu

Metoda stanoveni obsahu monensinu je uveden v pfiloze €. 10, ¢ést 1.

2.10. Stanoveni obsahu halofuginonu
Uéel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu halofuginonu v krmivech a premixech.

Obsah halofuginonu se stanovi jako volna base po extrakci horkou vodou do ethylacetatu a
nasledné se rozdéli jako hydrochlorid do vodného kyselého roztoku. Extrakt se piecisti na
ionexové chromatografické koloné. Obsah halofuginonu se stanovi vysokot¢innou
kapalinovou chromatografii (HPLC) na reverzni fazi s UV-detekei.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekroc€it
pii obsahu halofuginonu do 3 mg/kg hodnotu 0,5 mg/kg.

Reprodukovatelnost
Je uvedena u metody.
Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 1 mg/kg.

2.11. Stanoveni obsahu ethopabatu
Ukel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu ethopabétu v krmivech a premixech.

Obsah ethopabatu se stanovi po extrakci vzorku methanolem a precisténi chromatografii na
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pevné fazi vysokoudinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) na reverzni fazi
s fluorescenéni detekci.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
pfi obsahu ethopabatu:

do 1 mg/kg 40 % relat.
od 1 do 4 mg/kg 0,4 mg/kg
od 4 do 20 mg/kg 10 % relat.
od 20 do 1 000 mg/kg nestanovena
nad 1 000 mg/kg 5 % relat.

Reprodukovatelnost

Rozdil mezi dvéma vysledky zkousek stejného vzorku provadénymi ve dvou laboratofich
nesmi prekro€it pti obsahu ethopabatu:

do 1 mg/kg nestanovena
od 1 do 20 mg/kg 20 % relat.
od 20 do 1000 mg/kg nestanovena
nad 1 000 mg/kg 15 % relat.

Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 0,03 mg/kg.

2.12. Stanoveni obsahu semduramicinu
Ukel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu semduramicinu v krmivech a premixech.

Obsah semduramicinu se stanovi po extrakci vzorku extrakéni smési, nasledném piecisténi na
pevné fazi a postkolonové derivatizaci vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC)
na reverzni fazi s pouzitim UV detekce pii vinové délce 598 nm.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost
Nestanovena.

Mez stanovitelnosti

Nestanovena.

2.13. Stanoveni obsahu diclazurilu
Ukel, rozsah a princip

Metoda uréuje podminky pro stanoveni obsahu diclazurilu v krmivech a premixech. Mez
detekce je 0,1 mg/kg.
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Vzorek se po pfidani interniho standardu extrahuje okyselenym methanolem. U krmiv se
alikvotni ¢ast extraktu pfeéisti na SPE patroné C18. Diclazuril se z patronky eluuje smési
okyseleného methanolu a vody. Po odpafeni se zbytek rozpusti ve smési dimethylformamidu
a vody. U premix se extrakt odpafi a zbytek se rozpusti ve smési dimethylformamidu a vody.
Obsah diclazurilu se stanovi vysokotuc¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC) na reverzni
fazi s ternarnim gradientem a UV-detekei.

Opakovatelnost

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

do 2,5 mg/kg 30 % relat. z vyssiho vysledku
od 2,5 do 5 mg/kg 0,75 mg/kg
nad 5 mg/kg 15 % relat. z vyssiho vysledku

Reprodukovatelnost
Je uvedena u metody.
Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 0,5 mg/kg.

2.14 Stanoveni obsahu carbadoxu
Ukel, rozsah a princip

Metoda ur€uje podminky pro stanoveni obsahu carbadoxu v krmivech, premixech a
dopliikovych latkach. Mez detekce je 1 mg/kg.

Vzorek se zvlhéi vodou a extrahuje smési methanol - acetonitril. Alikvotni podil extraktu
krmiva se po filtraci pfecisti na kolon€ s oxidem hlinitym. Extrakt z premixt a dopliikovych
latek se pfimo fedi na vhodnou koncentraci smési voda - methanol - acetonitril. Obsah
carbadoxu se stanovi vysokoU€innou kapalinovou chromatografii na reverzni fézi
s UV detekci.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi ptekro¢it
pfi obsahu carbadoxu 10 mg/kg a vy$s§im 15 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku.

Reprodukovatelnost
Je uvedena u metody.
Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 10 mg/kg.

2.15. Stanoveni obsahu olachindoxu

Metoda stanoveni obsahu olachindoxu je uveden v pfiloze ¢. 10, ¢ast 1.

2.16. Stanoveni obsahu lasalocidu

Uc¢el, rozsah a princip
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Metoda ur¢uje podminky pro stanoveni obsahu sodné soli lasalocidu v krmivech, premixech a
doplnkovych latkach. Mez detekce je 5 mg/kg.

Lasalocid sodny se extrahuje ze vzorku okyselenym methanolem a stanovi se vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC) na reverzni fazi s fluorescenéni detekeci.

Opakovatelnost

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

do 100 mg/kg 15 % relat. z vys$siho vysledku
od 100 do 200 mg/kg 15 mg/kg
nad 200 mg/kg 7,5 % relat. z vysSiho vysledku

Reprodukovatelnost
Je uvedena u metody.
Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 30 mg/kg.

3. Chemoterapeutika

3.1. Stanoveni obsahu dimetridazolu

Uéel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu dimetridazolu v krmivech a premixech.

Obsah dimetridazolu se stanovi po extrakci vzorku 90 % methanolem. Nésledné se precisti na
pevné fazi a stanovi vysokoudinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) na reverzni fazi
s UV detekei pfi 309 nm.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrodit
pti obsahu dimetridazolu:

od 3 do 30 mg/kg 15 % relat.
od 30 do 100 mg/kg 5 mg/kg
nad 100 mg/kg 5 % relat.

Reprodukovatelnost

Rozdil mezi dvéma vysledky zkouSek stejného vzorku provadénymi ve dvou laboratofich
nesmi prekrocit pfi obsahu dimetridazolu:

od 3 do 25 mg/kg 20 % relat.
od 25 do 50 mg/kg 5 mg/kg
nad 50 mg/kg 10 % relat.

Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 3 mg/kg.
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4. Vitaminy

4.1. Stanoveni obsahu cholinu

Ukel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu cholinu v krmivech a premixech.

Obsah cholinu se stanovi po hydrolyze vzorku hydroxidem barnatym a piecisténi hydrolyzatu
na ionexu na zakladé vzniku komplexu s reineckdtem amonnym v prostiedi roztoku
fosfore€nanu sodného spektrofotometricky po rozpu$téni komplexu v acetonu pii vinové
délce 525 nm. Alternativné je moZno provadét stanoveni cholinu metodou ITP.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma vysledky zkouSek stejného vzorku provadénymi ve dvou laboratofich
nesmi piekrocit 10 % relat.

Reprodukovatelnost
Nestanovena.
Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 20 mg/kg.

4.2. Stanoveni obsahu pantothenanu vapenatého
Utel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu pantothenanu vapenatého v premixech.

Obsah pantothenanu vapenatého se stanovi na zdkladé stimulaéniho ucinku na rust
testovacitho mikroorganismu Saccharomyces carlsbergensis CCM 4288 (ATCC 9080)
difiznim plotnovym Metodaem.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost
Nestanovena.

Mez stanovitelnosti

Nestanovena.

4.3. Stanoveni vitaminu B1, B2, B6

Uéel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu vitaminti B1, B2, B6 v krmnych smésich.
Vitaminy B1 (thiamin), B2 (riboflavin) a B6 (pyridoxin) se extrahuji ze vzorku krmiva vodou
a po hydrolyze kyselinou chloristou se stanovi vysokou¢innou kapalinovou chromatografii
(HPLC) s vyuzitim iontovych par na reverzni fazi. Detekce vitaminu B2, a B6 se provadi

piimo fluorescencni detekci, zatimco vitamin Bl se pfed detekci nejprve oxiduje
derivatizanim €inidlem v reak¢éni smyéce postkolonové derivatizace.
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Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost
Nestanovena.

Mez stanovitelnosti

Nestanovena.

4.4. Stanoveni obsahu vitaminu B2
Ugel, rozsah a princip

PouZivaji se dvé metody stanoveni obsahu vitaminu B2 v premixech - metoda fluorometrickd
a metoda difuzné plotnova.

Obsah vitaminu B2 se stanovi fluorometricky v mirné okyseleném prostfedi na zakladé
fluorescence pii vlnové délce 440 nm nebo difuzné plotnovou metodou na zaklade
stimula¢niho u¢inku na rist testovaciho mikroorganismu Lactobacillus rhamnosus CCM
1825 (ATCC 7469).

Opakovatelnost
Pro metodu fluorometrickou nestanovena.
Pro metodu difuzni plotnovou:

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi pii
obsahu vitaminu B2 500 000 mg/kg piekrocit hodnotu 40 500 mg/kg.

Reprodukovatelnost
Nestanovena.
Mez stanovitelnosti

Nestanovena.

4.5. Stanoveni obsahu vitaminu B6
Uéel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu vitaminu B6 v premixech.

Vitamin B6 ve vSech jeho formach se stanovi na zakladé stimula¢niho uCinku na rast
testovaciho mikroorganismu kvasinky Saccharomyces carlsbergensis CCM 4228 (ATCC
9080) difuznim plotnovym zpsobem.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost
Nestanovena.

Mez stanovitelnosti

Nestanovena.
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4.6. Stanoveni obsahu vitaminu A
Ugel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu vitaminu A v krmivech a premixech.
Vitamin A zahrnuje all-trans retinol a jeho cis izomery, které se touto metodou stanovi. Obsah
vitaminu A se vyjadfuje v mezinarodnich jednotkach (IU) na kg. Mezinarodni jednotka
odpovida aktivité 0,3 pg all-trans vitaminu A (alkohol) nebo 0,344 ng all-trans vitamin A
(acetat) nebo 0,550 pg all-trans vitaminu A (palmitat).

Vzorek se hydrolyzuje ethanolickym roztokem hydroxidu draselného a vitamin A se extrahuje
petroletherem. Rozpoustédlo se odpaii a zbytek se rozpusti v methanolu a pokud je to nutné,
nafedi se na vhodnou koncentraci. Obsah vitaminu A se stanovi vysokouc¢innou kapalinovou
chromatografii na reverzni fazi (RP-HPLC) s UV nebo fluorescentni detekei.
Chromatografické parametry jsou vybrany tak, aby nedochazelo k separaci all-trans vitaminu
A (alkohol) a jeho cis izomerda.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi piekrocit
15 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku.

Reprodukovatelnost
Je uvedena u metody.
Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 2000 m.j./kg

4.7. Stanoveni obsahu vitaminu E
Ugel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu vitaminu E v krmivech a premixech.
Obsah vitaminu E se vyjadfuje jako mg DL-a-tokoferol acetatu na kg. 1 mg DL-a-tokoferol
acetatu odpovida 0,91 mg DL-a-tokoferolu (vitamin E).

Vzorek se hydrolyzuje ethanolickym roztokem hydroxidu draselného a vitamin E se extrahuje
petroletherem. Rozpoustédlo se odpati a zbytek se rozpusti v methanolu a pokud je to nutné,
natedi se na vhodnou koncentraci. Obsah vitaminu E se stanovi vysokou¢innou kapalinovou
chromatografii na reverzni fazi (RP-HPLC) s UV nebo fluorescenéni detekci.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
15 % relat. z vy$siho vysledku.

Reprodukovatelnost
Je uvedena u metody.
Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je 2 mg/kg.

4.8. Stanoveni obsahu vitaminu D
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Uéel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu vitaminu D v krmivech.

Vitamin D se stanovi po alkalické hydrolyze vzorku hydroxidem draselnym za studena,
nasledné extrakci do hexanu, pfecisténi na semipreparativni koloné Silica metodou HPLC.

Frakce vitaminu D se zachyti, odpafi se ksuchu a odparek s¢ rozpusti v methanolu.
V extraktu se stanovi obsah vitaminu D vysokouinnou kapalinovou chromatografii na
analytické koloné s reverzni fazi C18 s UV detekcei pii 265 nm.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku nesmi prekrocit
20 % relat.

Reprodukovatelnost

Rozdil mezi dv€ma vysledky zkouSek stejného vzorku provadénymi ve dvou laboratofich
nesmi piekrocit 30 % relat.

Mez stanovitelnosti

Nestanovena.

5. Mikroprvky
5.1. Stanoveni obsahu médi, Zeleza, manganu a zinku

Metoda stanoveni obsahu médi, Zeleza, manganu a zinku je uveden v pfiloze €. 9, &ast 8.

5.2. Stanoveni obsahu kobaltu
Uéel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu kobaltu v krmivech.

Obsah kobaltu se stanovi po mineralizaci vzorku v chloridovém vyluhu metodou atomové
absorp¢ni spektrometrie (AAS).

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost
Nestanovena.

Mez stanovitelnosti

Nestanovena.

5.3. Stanoveni obsahu selenu.
Ugel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni selenu v krmivech.

Ve vzorku se po rozkladu kyselinou dusi€nou v uzavieném systému stanovi obsah selenu
metodou atomoveé absorpéni spektrometrie (AAS).

Opakovatelnost



Strana 9726 Sbirka zdkont & 497 / 2004 Cistka 172

Nestanovena.
Reprodukovatelnost
Nestanovena.

Mez stanovitelnosti

Nestanovena.

6. Vypocty
6.1. Vyhodnocovini a vypocet vysledku stanoveni obsahu dopliikkovych litek pro difazné
plotnové metody

Uc¢el, rozsah a princip

Metoda uvadi a specifikuje uzantné zavazny zpisob pro vyhodnocovani a vypocet vysledkl
pii stanoveni obsahu dopliikovych latek v krmivech a premixech pro difizné plotnové
metody.

Priméry inhibi€nich resp. stimula¢nich zén, vzniklych pii stanoveni doplikovych latek
difusné plotnovou metodou, se méii s pfesnosti nejméné na 0,1 mm. Ze souboru takto
ziskanych hodnot se vypodita aritmeticky primeér pro kazdou koncentraci zkouseného vzorku
i standardu.

7. Barviva
7.1. Stanoveni f~karotenu spektrofotometrickou metodou
Ugel, rozsah a princip

[-karoten je pfirodni barvivo chemicky patfici do skupiny tetraterpenoidi a je
provitaminem vitaminu A.

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu f-karotenu v krmivech.

Stanovi se po enzymatické hydrolyze smési enzymid pepsin - trypsin (1:1) v alkalickém
prostiedi, rozpu§ténim v acetonu a naslednou extrakci do hexanu, spektrofotometricky pii
vinové délce 451 nm.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost
Nestanovena.

Mez stanovitelnosti

Nestanovena.

8. Mikrobiotika
8.1. Stanoveni poctu zarodki bakterii rodu Enterococcus
Ugtel, rozsah a princip

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni poctu zarodkd rodu Streptococcus skupiny D
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(Enterococcus) v krmivech a premixech.

Stanoveni po¢tu zarodka bakterii rodu Enterococcus se provadi na selektivnich pudach podle
Slanetze a Bartleye. Jako referencni pida se pfi stanoveni pouziva dalsi selektivni plida (napf.
KF agar) nebo u premixt vhodna neselektivni piida. Naockované pudy jsou kultivovany pii
37 °C + 1 °C. Rist a po¢ty kolonii se vyhodnocuji po dvou a ¢tyfdenni kultivaci.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.

8.2. Stanoveni poétu zarodki bakterii rodu Bacillus
Uéel, rozsah a princip
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni poc¢tu zarodkd rodu Bacillus v krmivech.

Stanoveni po¢tu zarodkt bakterii rodu Bacillus se provadi anaerobni kultivaci na krevnim
agaru pfi 37 °C. Pocty kolonii, charakteristické pro dané mikroorganismy, se vyhodnocuji po
18 - 24 hodinach.

Opakovatelnost
Nestanovena.
Reprodukovatelnost

Nestanovena.©.

21. V ptiloze €. 11 se pod nadpisem ,,Seznam po- 23. V pfiloze & 13 se pod nadpisem »Seznam
stupt fyzikdlnitho zkouSeni krmiv® slova ,,Nizev po- postupu specmlnfho zkousem krmiv® slova »Nizev
stupu® , ,Oznadeni postupu® a pismeno ,,A“ zru$uji.  postupu®, ,Oznaceni postupu“ a pismeno ,,A“ zrusu-

22. V piiloze &. 12 se pod nadpisem ,Seznam po- "
stupt smyslového zkouseni krmiv® slova ,Ndzev po-

stupu®, ,,Oznaleni postupu® a pismeno , A zrusuji. 24. V pfiloze & 13 body 5 a 6 zndji:

»5. Stanoveni botanické istoty, neéistot a Skodlivych neéistot u krmnych surovin.

Princip

Mechanicky nebo ruéné se z pomérné ¢dsti konecného vzorku oddéli botanické necistoty (pfirozené ne-

Skodné necistoty a Skodlivé necistoty a Skodlivd olejnatd semena, tj. semena a plody plevel uvedené v pfi-

loze ¢. 3 vyhlasky & 451/2000 Sb., kterou se provadl zékon ¢&. 91/1996 Sb., o krmivech, ve znéni zdkona
¢. 244/2000 Sb., ve znéni pozdéj sich pfedpist) a cizi pfedméty a vyjadiuji se jako procentni podil.
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6. Podminky pro mikroskopické stanoveni, identifikaci nebo uréovini slozek Zivoc¢isného ptivodu v krmi-
vech.

UCel, rozsah a princip

Tato metoda je urcena pro stanoveni sloZek Zivocisného pivodu (definovanych jako produkty zpracovani el
nebo &isti tél savcd, ptikd a ryb) v krmivech, provadene pomoct mikroskopického zkouSen{ v rimci systému
koordinovaného 1nspekcn1ho programu v oblasti vyzivy zvitat v souladu s § 16 zdkona & 91/1996 Sb., o krmi-
vech, ve znéni pozdéjsich predpisu.

Stanoveni provddénd podle této metody jsou pouzivdna k providéni odborného dozoru a zkouseni krmiv.
Ke zlepSeni uréovdni urlitych typt Zivodi$nych konstituentd nebo uréeni puvodu Zivocisné slozky mohou byt
pouzity v dal§{ zkousSce upravené nebo alternativni metody. Pii zkouSeni urcitych specifickych Zivoéisnych
konstituentd jako napf. plasma nebo kosti v tuku (viz také bod 9) mohou byt také pouzity dalsi metody za
predpokladu, Ze tyto zkousky budou provedeny jako doplnék ke zkouskim uvddénym v koordinaénim inspeke-
nim programu.

Citlivost stanoveni v krmivech maZe byt v zdvislosti na pivodu sloZek Zivo¢isného ptivodu velmi nizkd —
0,01 %.

K identifikaci se pouZije vhodné upraveny reprezentativni vzorek, odebrany podle postupu uvedeného v § 1
az 6. Déle uvedend metoda je vhodnd pro krmiva s nizkym obsahem vlhkosti. Krmiva s vy$§im obsahem vlhkosti
nez 14 % musi byt predem pfedsusena. Zejména nékterd krmiva a krmné suroviny (napft. tuky a oleje) vyzaduji
uvedenou tpravu. Slozky Zivocisného puvodu jsou identifikovdny na zdkladé typickych, m1kroskoplcky identi-
fikovatelnych charakteristik (napf. svalovych vldken nebo jinych &isti masa, chrupavek, kosti, roht, chlupy,
§tétin, krve, pefi, vaje¢nych skotdpek, rybich kosti, Supin).

Identifikace musi byt provedena jak v sitové frakei, tak v koncentrovaném sedimentu vzorku.“.

25. V ptiloze €. 16 se v bodu 2. slova ,,dimetrida- 27. V ptiloze & 16 se v bodu 8. slova ,,Pro do-
zol nebo® zrusuji. plitkové litky dimetridazol a lasalocid, které jsou usta-
noveny“ nahrazuji slovy ,,Pro doplitkovou litku lasa-

26. V piiloze ¢. 16 se v bodu 8. slova ,,a pro lasa- locid, kterd je ustanovena®

locid pod bodem 2.16. a pro dimetridazol pod bodem
3.1.“ nahrazuji slovy ,pro lasalocid pod bodem 2.16..

28. V piiloze &. 16 tabulka zni:

»Doplitkovd litka Obsah mg/kg Opakovatelnost
Lasalocid od 0,5 do 15 10 % relat.
od 50 do 150 5 % relat.”.

29. V pfiloze & 16 se v bodu 11. slovo ,Fgps“
nahrazuje slovem ,Fq“.
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30. Ptiloha &. 17 znf:
»Priloha ¢é. 17 k vyhlasce ¢. 124/2001 Sb.

Zpusob hodnoceni krmiv a premixt pfi kfizové kontaminaci doplikovymi ldtkami

1.  Pfi ovéfovani kiizové kontaminace premixti dopliikovymi latkami se Udaje zjiSténych
hodnot povazuji za je$té¢ vyhovujici, pokud neptekraCuji toleranci desetindsobku
hodnoty meze stanovitelnosti uvedené v piiloze ¢. 9 a 10.

2. Pii ovéfovani k¥iZové kontaminace krmiv dopliikovymi latkami se udaje zjisténych
hodnot povazuji za je$té vyhovujici, pokud nepfekrauji toleranci ve vySi meze
stanovitelnosti uvedené v pfiloze ¢. 9 a 10..

31. Priloha ¢&. 18 znf:

»Priloha & 18 k vyhlasce & 124/2001 Sb.

Cast 1 : Metody odbéru vzorkii pro odborny dozor a zkouSeni obsahu dioxinu
(PCDD/PCDF) a urcovani dioxinim podobnych PCB v nékterych krmivech

1. Utel a oblast pisobnosti

Vzorky uréené k provadéni odborného dozoru a zkouSeni obsahu dioxinti (PCDD/PCDF),
jakoZz 1 obsahu dioxinim podobnych polychlorovanych bifenyl (Tabulka Svétové
zdravotnické organizace) v krmivech se odebiraji v souladu s§ 1 az 6 vyhlasky
¢. 124/2001 Sb. Takto ziskané souhrnné vzorky se povazuji za reprezentativni pro
vzorkovanou partii a subpartii, z nichZ byly odebrany. DodrZeni maximalnich povolenych
hodnot se posuzuje na zaklad€ obsaht stanovenych v laboratornich vzorcich.

2. Shoda partie nebo subpartie s povolenymi hodnotami

Pokud je vysledek prvniho stanoveni o méné nez 20 % vys$i nebo nizsi nez je povolena
maximalni hodnota, musi kontrolni laboratof pro potvrzeni vysledku provést v laboratornim
vzorku opakované stanoveni a vypocéitat primér z obou vysledkd. Partie se uznava, jestlize je
vysledek prvniho stanoveni o vice nez 20 % niz$i nez maximalni povolend hodnota a nebo
pokud bylo nutno provést opakované stanoveni, jestlize primér vypocteny z obou stanoveni
odpovida maximalni povolené hodnoté stanovené v ptiloze ¢. 3 vyhlasky ¢. 451/2000 Sb.

Tabulka Svétové zdravotnické organizace (WHO) pro hodnoceni nebezpe¢nosti dioxinii a
dioxinim podobnych polychlorovanych bifenyldi pro ¢loveéka vyjafenych pomoci TEF
(Toxic Equivalency Factors ), vychazejici ze zavérd kongresu WHO ve Stockholmu,
Svédsko, 15. az 18. ervna 1997 (Van den Berg a jini, (1998) Toxic Equivalency Factors
(TEFs) for PCBs, PCDDs, PCDFs for Humans and for Wildlife. Environmental Health
Perspectives, 106(12), 775).

Kongener Hodnota TEF Kongener Hodnota TEF
Dibenzo-p-dioxiny (PCDD) »Dioxinim podobné* PCB:
non-ortho PCB + mono-ortho PCB
2,3,7,8-TCDD 1 Non-ortho PCB
1,2,3,7,8-PeCDD 1 PCB 77 0,0001
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1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 169 0,01
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01

OCDD 0,0001

Dibenzofurany (PCDF) Mono-ortho PCB

2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,0001
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05 PCB 114 0,0005
2,3,4,7,8-PeCDF 0,5 PCB 118 0,0001
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 123 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 156 0,0005
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 157 0,0005
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00001
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,0001
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01 '

OCDF 0,0001

Pouzité zkratky: T = tetra; Pe = penta; Hx = hexa; Hp = hepta; O = okta;
CDD = chlorodibenzo-p-dioxin; CDF = chlorodibenzofuran; CB = chlorobifenyl.

Cast 2 Priprava vzorku a pozadavky na metody analytického zkouSeni pouzivané pfi
provadéni odborného dozoru a zkouSeni obsahu dioxini (pcdd/pcedf) a stanoveni
dioxinim podobnych pcb v nékterych krmivech

1. Cil a oblast pouziti

Tyto pozadavky na metody analytického zkouSeni se pouzivaji pro stanoveni dioxini
(polychlorovanych dibenzo-p-dioxini (PCDD) a polychlorovanych dibenzofurani (PCDF)) a
dioxinlim podobnych polychlorovanych bifenylt (PCB) v krmnych surovinach a krmivech.

Sledovani pfitomnosti dioxint v krmivech se provadi pomoci strategie zahrnujici vyhledavaci
metodu pro vybér vzorkd s obsahem dioxinii a dioxintiim podobnych PCB o méné neZ 30 az
40 % niZ§im nebo vys3im neZ je mnozstvi, které je pfedmétem zajmu. Koncentrace dioxini ve
vzorcich s vyznamnym obsahem se stanovi/potvrdi ov€fovaci metodou.

Vyhledavaci metody jsou metody, které se pouZivaji ke zjistovani piitomnosti dioxind a
dioxindm podobnych PCB v mnoZstvi, které je pfedmétem zajmu. Tyto metody jsou schopné
rychle zpracovat velky objem vzorkl a pouzivaji se k provéfeni velkého mnozZstvi vzorka
z hlediska moznych pozitivnich vysledku. Jsou specialné navrzeny tak, aby vyloucily falesné
negativni vysledky.

Ovéfovaci metody jsou metody, které poskytuji aplné nebo dopliikové informace umoziujici
jednozna€nou identifikaci a kvantifikaci dioxind a dioxinim podobnych PCB na uvazované
urovni, ktera je pfedmétem zajmu.

2. Obecné

Protoze vzorky z zivotniho prostfedi a biologické vzorky (véetné vzorkd krmnych
surovin/krmiv) obvykle obsahuji sloZité smési riznych dioxinovych kongener®, byla pro
usnadnéni hodnoceni jejich nebezpecnosti vyvinuta koncepce koeficientl toxické ekvivalence
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(TEF). Tyto TEF byly stanoveny, aby vyjadfily koncentraci smési 2,3,7,8-substituovanych
PCDD a PCDF, a pozdéji také u nékterych non-ortho a mono-ortho-chlér substituovanych
PCB, které vykazuji aktivitu podobnou dioxiniim, v toxickych ekvivalentech (TEQ) 2,3,7.8-
TCDD (viz. Tabulka Svétové zdravotnické organizace)

Koncentrace jednotlivych latek v daném vzorku se nasobi jejich pfisluSnym TEF a tyto
nasobky se nasledné s&itaji, aby se dospélo k celkové koncentraci dioxinim podobnych
sloucenin, vyjadienych v TEQ.

Koncepee ,.horni hranice” vyzaduje, aby se do celkové hodnoty TEQ zapocitaly mezni
hodnoty kvantifikace kazdého nekvantifikovaného kongeneru.

Koncepce ,,dolni hranice” vyZaduje, aby se do celkové hodnoty TEQ zapocitala za kazdy
nekvantifikovany kongener nulova hodnota.

Koncepce ,,stiedni hodnoty” vyzaduje, aby se do celkové hodnoty TEQ zapocitala polovina
mezni hodnoty kvantifikace pro kazdy nekvantifikovany kongener.

3. Priprava vzorka

Pro ptipravu vzorkl k laboratornimu zkouSeni jsou pouzitelné postupy uvedené v piiloze ¢. 7
této vyhlasky. Kromeé toho musi byt splnény tyto pozadavky :

— vzorky musi byt skladovany a piepravovany ve sklenénych, hlinikovych,
polypropylénovych nebo polyethylenovych nadobach. Z nadoby na vzorky musi byt
odstranény stopy papirového prachu. Sklenéné nadobi musi byt vyplachnuto rozpoustédly
ptedem zkontrolovanymi z hlediska pfitomnosti dioxini,

— musi byt provedena slepa zkouska, ktera spociva v provedeni celého analytického postupu
s vynechénim vzorku,

~ hmotnost vzorku pouzita k extrakci musi byt dostatecna vzhledem k citlivosti.
4. Pozadavky kladené na laboratore

— laboratofe musi prokézat u¢innost metody v rozsahu koncentrace, kterd je pfedmétem
zajmu, napiiklad polovina, jedno a dvojnasobek koncentrace, ktera je pfedmétem z4jmu,
s pfijatelnym variaénim koeficientem vysledkt opakované analyzy. Podrobnosti kritérii
pfijatelnosti viz bod 5;

— mezni hodnota stanovitelnosti pro ovéfovaci metodu musi byt v rozsahu asi jedné pétiny
urovné, kterd je pfedmétem zajmu, aby byla jistota, Ze vrozsahu urovné, kterd je
pfedmétem zajmu, se dosahuje pfijatelnych varia¢nich koeficientt;

— jako opatfeni v ramci vnitini kontroly jakosti se provadéji pravidelné slepé zkousky,
stanoveni se standardnim pfidavkem nebo stanoveni kontrolnich vzorkd (nejlépe
certifikovaného referen¢niho materialu, je-li k dispozici);

— UspéSna ucast v mezilaboratornich studiich, které hodnoti zptsobilost laboratofe, je
nejlepsim zplisobem, jak prokazat schopnost provadét ur€ita stanoveni. AvSak usp&Sna
ucast v mezilaboratornich studiich, napiiklad pro pidni vzorky nebo vzorky odpadnich
vod, nezbytné neprokazuje téZ schopnost v oblasti vzorkd potravin nebo krmiv, kde jde
o niz8i urovné zneCisténi. Proto je povinna trvala ucast v mezilaboratornich studiich
stanoveni dioxind a dioxinim podobnych PCB v pfislusnych matricich krmiv /potravin;

— laboratofe musi byt akreditovany uznavanym subjektem ptisobicim v souladu s ISO Guide
58, aby bylo zajisténo, ze uplatiiuji zabezpecovani jakosti pfi analyzach. Laboratofe by
m¢ély byt akreditovany podle normy ISO/IEC 17025:1999.
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S.

Pozadavky kladené na analytické metody zkous$eni dioxinu a dioxiniim

podobnych PCB
Zdkladni poZadavky pro uznani analytickych metod :

vysokd citlivost a nizké mezni hodnoty detekce. Pro PCDD a PCDF musi byt detekovatelna
mnoZstvi v fadu pikogrami TEQ (102 g), kviili mimofadné toxicité nékterych z téchto
slougenin. Je znamo, ze PCB se vyskytuji ve vysSich koncentracich nezZ PCDD a PCDF.
Pro vétsinu kongenert PCB jiZ postacuje citlivost v fadu nanogramt (107 g). Avsak pro
méfeni jedovatéjSich dioxinim podobnych kongenert PCB (zejména non-ortho
substituovanych forem) musi byt dosaZeno stejné citlivosti jako pro PCDD a PCDF;

vysokad selektivita. Je nutné rozliSovat PCDD, PCDF a dioxinim podobné PCB od velkého
mnoZstvi jinych, spole¢né extrahovanych a eventualné rusivych sloucenin pfitomnych
v koncentracich az o nékolik ¥4dd vysSich neZ koncentrace latek, které jsou pfedmétem
zajmu. Pro plynovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii (GC/MS) je nezbytné
rozliSeni mezi rdznymi kongenery, tj. mezi toxickymi (napf. sedmnact 2,3,7,8-
substituovanych PCDD a PCDF a dioxinim podobnych PCB) a ostatnimi kongenery.
Biologické zkousky slou¢enin musi byt schopny selektivné ur€it hodnoty TEQ jako soucet
PCDD, PCDF a dioxiniim podobnych PCB;

vysokd presnost (spravnost a shodnost). Stanoveni musi poskytnovat platny a spolehlivy
odhad skute¢né koncentrace ve vzorku. Je nezbytna vysoka piesnost (pfesnost méfeni:
velka shoda vysledku méfeni a skuteCné nebo pfisuzované hodnoty méfeni), aby se
ptedeslo zamitnuti analyzy vzorku na zakladé Spatné spolehlivosti odhadu TEQ. Presnost
se vyjadiuje jako spravnost (rozdil mezi stfedni naméfenou hodnotou analytu
v certifikovaném referenénim materidlu a jeho certifikovanou hodnotou, vyjadfeny jako
procento této hodnoty) a shodnost (shodnost se obvykle pocita jako standardni odchylka
zahrnujici opakovatelnost a reprodukovatelnost a oznaCuje miru shody mezi vysledky
ziskanymi nékolikandsobnym pouzitim experimentalntho postupu za predepsanych
podminek).

Vyhledavaci metody mohou zahrnovat metody biologickych zkousek a metody GC/MS;
ovéfovaci metody jsou metody plynové chromatografie s vysokym rozliSenim/ hmotnostni
spektrometrie s vysokym rozliSenim (HRGC/HRMS). Celkova hodnota TEQ musi
vyhovovat t€émto kritériim

Vyhledavaci metody Ovéfovaci metody
Fale$n€ negativni koncentrace <1%
Spravnost -20 az +20 %
Variacni koeficient <30 % <15%

Zvlastni pozadavky, které musi spliiovat metody GC/MS, aby vyhovovaly pro
ucely vyhledavani nebo ovérovani

pfi validaci metody musi byt hned na pocatku analytické metody, naptiklad pred extrakei,
provedeno pfidani vnitinich standarda 2,3,7,8-chlor substituovanych PCDD/F znaCenych
pomoci °C (a vnitfnich standardéi dioxindm podobnych PCB znatenych pomoci B,
pokud musi byt uréeny dioxinim podobné PCB). Alespoii jeden kongener musi byt pfidan
pro kazdou z tetra nebo okta-chlorovanych homologickych skupin PCDD/F (a alespori
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jeden kongener pro kazdou z homologickych skupin dioxinim podobnych PCB, pokud
musi byt uréeny dioxinim podobné PCB) (nebo alespon jeden kongener pro kazdou
skupinu vybranych iontli pfi pouziti hmotnostni spektrometrie v reZimu registrace
vybranych iontli, pouZitou pro sledovani PCDD/F a dioxinim podobnych PCB).
Jednoznaéné se dava prednost, zejéna v ptipadé ovéfovacich metod, pouziti vSech 17
vnitfnich standardil 2,3,7,8-substituovanych PCDD/F znadenych pomoci °C a vsech 12
vnitinich standardé dioxinim podobnych PCB znagenych pomoci *C (pokud musi byt
urc¢eny dioxintim podobné PCB).

Pro ty kongenery, k nimZ neni pfidan Zadny analog znageny pomoci °C, se ur&i relativni
koeficienty odezvy pfi pouziti vhodnych kalibra¢nich roztokda.

— Pro krmiva rostlinného ptivodu a krmiva Zivo¢isného ptivodu obsahujici méné nez 10 %
tuku je ptidani vnitinich standardu pted extrakci povinné. Pro krmiva Zivo€i§ného ptivodu
obsahujici vice nez 10 % tuku se vnitini standardy pfidavaji bud’ pfed, nebo po extrakci
tuku. Vhodna validace u¢innosti extrakce se provadi v zavislosti na tom, kdy je vnitini
standard pfidavan a na tom, zda jsou vysledky uvadény v produktu nebo v tuku.

- Pfed analyzou GC/MS musi byt pfidan jeden nebo dva standardy pro stanoveni
vytéZnosti.

Kontrola vytéZnosti je nezbytna. U ovéfovacich metod se vytéznost jednotlivych vnitfnich
standardi pohybuje v rozsahu 60 az 120 %. Niz§i nebo vy$8i hodnota vytéznosti
jednotlivych kongenerti zejména nékterych hepta- a okta-chlorovanych dibenzodioxint a
dibenzofurani, je pfipustnd pod podminkou, Ze jejich pfispévek k hodnoté¢ TEQ
nepfesahne 10 % celkové hodnoty TEQ (jen na zdkladé PCDD/F). Hodnota vytéZnosti u
vyhledavacich metod se pohybuje mezi 30 a 140 %.

Oddéleni dioxinG od ruSivych chlorovanych sloucenin, jako jsou PCB a chlorované
difenylethery, se provadi vhodnymi chromatografickymi technikami (nejlépe na
florisilové, aluminové a/nebo uhlikové kolong).

!

Oddéleni isomerd pomoci plynové chromatografie musi byt dostate¢né (< 25 % mezi piky
1,2,3,4,7,8-HxCDF a 1,2,3,6,7,8-HxCDF).

— Stanoveni se provadi podle metody EPA 1613 revize B: tetra- az okta-chlorované
dioxiny a furany pomoci izotopického zied'ovani HRGC/HRMS nebo jinou metodou se
shodnymi pracovnimi charakteristikami (performance criteria).

— u krmiv kontaminovanych dioxiny v rozsahu maximalni Grovné nebo nad ni by rozdil
mezi horni a dolni mezni Urovni nemél prekrocit 20 %. U krmiv s urovni kontaminace
vyrazné pod maximalni urovni se mize rozdil pohybovat v rozmezi 25 a 40 %.

7. Vyhledavaci analytické metody
7.1 Uvod

Vyhledavaci metody mohou byt pouZity k rlznym piistuptim : €ist€¢ vyhledavaci piistup a
nebo kvantitativni pfistup.
Vyhledavaci ptistup

Odezva vzorkid se porovnava s odezvou srovnavaciho vzorku na tGrovni, kterd je pfedmétem
zajmu. Vzorky s odezvou niZ8i nez srovnavaci vzorek se povazuji za negativni, vzorky s vyssi
odezvou se povazuji za pozitivni. Pozadavky:
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— do kazdé zkuSebni série se zafazuji alespon jeden slepy a jeden srovnavaci vzorek, které
se extrahuji a zkou$i soucasné€ za shodnych podminek. Odezva srovnavaciho vzorku musi
byt ztetelné vyssi ve srovnani se slepym vzorkem,

— zatazuji se dal8i srovnavaci vzorky spoloviéni a dvojnasobnou koncentraci, ktera je
pfedmétem z4jmu, aby se prokazala fadna ucinnost zkousky pro kontrolu koncentrace,
ktera je pfedmétem zajmu,

— pfi zkouSeni jinych matric se musi prokazat vhodnost referenéniho vzorku(li), nejlépe
zafazenim vzorkd, u nichz bylo pomoci HRGC/HRMS zjisténo, Ze obsahuji mnoZstvi
TEQ pfiblizné odpovidajici referenénimu vzorku nebo jinému slepému vzorku
obohacenému na tuto uroven,

— protoze pii biologickych zkouskach slouCenin nemohou byt pouzity zadné vnitini
standardy, jsou pro ziskani informaci o standardni odchylce v ramci jedné zkuSebni série
velmi dulezité testy opakovatelnosti. Variaéni koeficient musi byt nizsi nez 30 %,

— pro biologické zkousky jsou definovany cilové (stanovované) slouceniny, mozné rusivé
vlivy a maximalni pfipustné slepé hodnoty.

Kvantitativni pfistup

Kvantitativni pfistup vyZaduje standardni sérii fedéni, dvojnasobné nebo trojndsobné ¢isténi a
méfeni, jakoZ i slepé stanoveni a kontrolu vytéZnosti. Vysledek se vyjadiuje jako TEQ, ¢imz
se pfedpoklada, Ze slouceniny odpovédné za signal odpovidaji principu TEQ. Toto muze byt
provedeno pomoci TCDD (nebo standardni dioxin/furanové smési) za tcelem vytvofeni
kalibra¢ni ktivky pro vypocet hodnoty TEQ v extraktu a tedy i vzorku. Tato hodnota se
nasledné koriguje podle hodnoty TEQ vypocltené pro slepy vzorek (aby se zohlednily
necistoty z pouzitych rozpoustédel a chemikalii) a vytéZnost (vypoltena z hodnoty TEQ ve
vzorku pro kontrolu jakosti v blizkosti mezni koncentrace, kterd je predmétem zajmu). Je
nezbytné poznamenat, Ze ¢ast ziejmé ztraty vyt€Znosti mize byt zplisobena matricovymi jevy
a/nebo rozdily mezi hodnotami TEF v biologickych zkouskach sloudenin a ufednimi
hodnotami TEF stanovenymi WHO.

7.2. PoZadavky kladené na analytické metody pouZivané pro vyhleddvdni

— pro vyhledavani se pouZzivaji analytické metody GC/MS a biologické metody zkouSeni.
Pro metody GC/MS se uplatiiuji poZadavky stanovené v bodu 6. Pro bunééné biologické
zkouSky sloucenin plati zvlastni pozadavky stanovené v bodu 7.3 a pro biologické
zkousky sloucenin provadéné pomoci setll plati zvlastni pozadavky stanovené v bodu 7.4;

— jsou nezbytné informace o poctu faleSn€ pozitivnich a fale$né negativnich vysledkd
velkého souboru vzorkll pod a nad maximalni Grovni nebo u¢innou Urovni ve srovnani
sobsahem TEQ uréenym ovéfovaci analytickou metodou. Skute¢ny podil falesné
negativnich vysledk musi byt nizs$i nez 1 %. Podil fale$nych pozitivnich vysledkd musi
byt natolik nizky, aby se pouZiti vyhledavaciho nastroje stalo vyhodnym;

— pozitivni vysledky musi byt vzdy potvrzeny ovéfovaci analytickou metodou
(HRGC/HRMS). Kromé toho se pomoci HRGC/HRMS potvrzuji vzorky z Sirokého
rozmezi hodnot TEQ (pfiblizné€ 2 az 10 % negativnich vzorki) a pfedkladaji se informace
o souladu vysledk biologické zkousky a HRGC/HRMS.

7.3. Zvldstni poZadavky kladené na biologické zkousky sloucenin

— pfi biologickém zkouSeni vyZaduje kazd4 zkouska fadu srovnavacich koncentraci TCDD
nebo dioxin/furanovych smési (ipln k¥ivka davka/odezva s R? > 0,95). Aviak pro tcely
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vyhledavani se pouziva roz§ifena nizkouroviiova k¥ivka pro analyzovani vzorki s nizkym
obsahem;

— aby bylo vysledku biologické zkousky sloucenin dosaZeno b&hem konstantni doby,
pouziva se srovnavaci koncentrace TCDD (asi trojnasobek meze detekce) uvedena na listu
kontroly jakosti. Jinou moznosti je relativni odezva srovnavaciho vzorku vztaZend ke
kalibraéni k¥ivee TCDD, protoZe odezva bun€k miZe zaviset na mnoha faktorech;

— pro kazdy srovnavaci material se zaznamenavaji a kontroluji grafy kontroly jakosti, aby
byl zajistén soulad vysledku se smérnicemi;

— zejména v pfipadé kvantitativniho vyhodnocovani musi byt vysledek fedéni vzorkl uvnitf
linearniho ¢asti useku kfivky odezvy. Vzorky nad linearni ¢asti kfivky odezvy musi byt
znovu ziedény a prezkouseny. Proto se doporuuje zkouset alespoii tfi nebo vice rizné
fedénych vzorkl najednou;

— variaéni koeficient nesmi byt vyssi nez 15 % pfi trojnadsobném stanoveni pro kazdé redéni
vzorku a pro tfi nezavislé pokusy by nemél piesahnout 30 %;

— mezni hodnota detekce se stanovuje jako trojnasobek smérodatné odchylky slepého
pokusu s rozpoustédlem nebo z odezvy pozadi. Dalsim pfistupem je pouZiti odezvy, ktera
je nad pozadim (indukéni koeficient rovnajici se pétinasobku slepého pokusu
s rozpousStédlem) vypoétenym z kalibra¢ni kiivky dne. Mez stanovitelnosti se stanovuje
jako pétinasobek standardni odchylky odezvy slepého pokusu s rozpoustédlem nebo
pozadi nebo pomoci odezvy, ktera je jasné nad pozadim (indukéni koeficient rovnajici se
desetinasobku odezvy slepého rozpoustédla) vypoctenym z kalibra¢ni kfivky dne.

7.4. Zvldstni poZadavky kladené na biologické zkousky sloucenin provadéné pomoci
soupravy (kitit)

Pozndmka : Dosud nebyly pfedlozeny Zddné dikazy o tom, Ze komercné dostupné biologické zkousky sloucenin
provddeéné pomoci souprav jsou dostatecné citlivé a spolehlivé na to, aby mohly byt pouzivdany k vyhleddvacimu
zji§tovani pritomnosti dioxini v poZadovanych koncentracich ve vzorcich potravin a krmiv.

— musi byt dodrZovany pokyny vyrobce pro piipravu vzork,
— nepouzivaji se zkuSebni soupravy po uplynuti doby pouzitelnosti,
— nepouZivaji materidly a soucésti navrZené pro pouZiti s jinymi soupravami,

— zkuSebni soupravy se uchovavaji v ptedepsaném rozsahu skladovacich teplot a pouZivaji
se pii piedepsané provozni teplot¢,

— mezni hodnota detekce pro imunologickou zkousku se uréuje jako soucet stfedni hodnoty
a trojnasobku standardni odchylky, vychazejicich z deseti opakovanych analyz slepého
vzorku, jenZ se déli smérnici pfimky, ziskané linearni regresi;

— pro zkousky v laboratofich se doporucuje pozivat srovnavaci standardy, aby byla jistota,
ze citlivost standardu je v pfijatelném rozsahu.

8. Oznamovani vysledki

Pokud to pouZivany analyticky postup umoZiuje, analytické vysledky uvadi mnoZstvi
jednotlivych kongenerd PCDD/F a PCB jako dolni, horni a stfedni odhady, aby oznamované
vysledky obsahovaly maximum informaci. Dale se uvadi také obsah lipidi ve vzorku a
metoda pouzita pro extrakci lipidu.

Vytéznost vnitinich standardi se uvadi, pokud jsou vysledky mimo povoleny rozsah
maximalnich hodnot uvedenych v bodu 6 a v ostatnich ptipadech na vyzadani.«.
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CLII
Utinnost
Tato vyhldska nabyvd ucinnosti dnem 1. fijna

2004.

Ministr:

Ing. Palas v. r.
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498
SDELENTI

Ministerstva vnitra
ze dne 8. zafi 2004

o vyhlaseni dodate¢nych voleb do zastupitelstva obce

Ministr vnitra podle § 54 odst. 3 zdkona & 491/2001 Sb., o volbach do zastupitelstev obci a 0 zméné
nékterych zikont, ve znéni pozdéjsich pfedpist, vyhlasuje na den 5. inora 2005 dodate¢né volby do zastupitel-

stva obce:
obec kraj okres
LITICHOVICE StfedoCesky Benesov

Ministr:
Mgr. Bublan v. r.
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