MINISTARSTVO POLJOPRIVREDE,
RIBARSTVA I RURALNOG RAZVOJA

3699

Na temelju Clanka 65. alineje 8. Zakona o hrani (»Narodne novine«, broj 46/07) ministar
poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja donosi

PRAVILNIK

O METODAMA UZORKOVANJA I ANALITICKIM METODAMA ZA
PROVEDBU SLUZBENIH KONTROLA HRANE ZA ZIVOTINJE[1]

Clanak 1.

Ovim se Pravilnikom propisuju metode uzorkovanja i1 analiticke metode za provedbu
sluzbenih kontrola hrane za zivotinje.

Clanak 2.
Uzorkovanje za sluzbenu kontrolu hrane za Zivotinje u vezi s odredivanjem sastojaka,
dodataka hrani za zivotinje i nepoZeljnih tvari, osim ostataka pesticida i mikroorganizama
provodi se sukladno metodama iz Priloga I. ovoga Pravilnika.

Clanak 3.

Priprema uzoraka za analizu i prikaz rezultata provode se sukladno analitickim metodama iz
Priloga II. ovoga Pravilnika.

Clanak 4.
Analiza za sluzbenu kontrolu hrane za zivotinje provodi se metodama navedenim u:

— Prilogu IIl. ovoga Pravilnika — Analiticke metode za kontrolu sastava krmiva i krmnih
smjesa,

— Prilogu IV. ovoga Pravilnika — Analiticke metode za kontrolu koli¢ine odobrenih dodataka
hrani za zivotinje,

— Prilogu V. ovoga Pravilnika — Analiti¢ke metode za kontrolu nepoZeljnih tvari u hrani za
Zivotinje 1

— Prilogu VI. ovoga Pravilnika — Analiticke metode za odredivanje sastojaka zivotinjskog
podrijetla za sluzbenu kontrolu hrane za Zivotinje.

Clanak 5.


http://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2010_12_146_3699.html#footnote-29081-1

Energetska vrijednost krmnih smjesa za perad izraCunava se sukladno Prilogu VII. ovoga
Pravilnika.

Clanak 6.

U svrhu potvrdivanja prisutnosti nedopustenih dodataka hrani za Zivotinje koriste se
analiticke metode za kontrolu iz Priloga VIII. ovoga Pravilnika.

Clanak 7.
Prilozi od I. do VIIL. tiskani su uz ovaj Pravilnik i njegov su sastavni dio.

Clanak 8.
Stupanjem na snagu ovoga Pravilnika prestaje vaziti Prilog VII. Pravilnika o stavljanju na
trziSte krmiva 1 krmnih smjesa (»Narodne novine«, broj 112/08) i Pravilnik o nacinu
uzorkovanja hrane za zivotinje (»Narodne novine«, broj 128/06).

Clanak 9.

Ovaj Pravilnik stupa na snagu 1. sijecnja 2011. godine.

Klasa: 011-02/10-01/74
Urbroj: 525-06-2-0261/10-14
Zagreb, 13. prosinca 2010.
Ministar
Petar

Cobankovié, v. r.

PRILOG I. — PRILOG VIIL.

[1] Ovim se Pravilnikom preuzimaju odredbe Uredbe Komisije (EZ) br. 152/2009 od 27.
sijecnja 2009. godine o metodama uzimanja uzoraka i analitickim metodama za provedbu
sluzbenih kontrola hrane za zivotinje.
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http://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/dodatni/411988.pdf
http://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2010_12_146_3699.html#footnote-29081-1-backlink

2. OSOBE ZA UZIMANJE UZORAKA

Uzorke uzimaju osobe koje za tu svrhu ovlaséuje nadlezno tijelo.

3. POJMOVNIK

Uzorkovani dio: koli¢ina proizvoda koja predstavlja cjelinu i

ima osobine koje se smatraju jednolikim.

Pojedinacni uzorak: koli¢ina koja se uzima iz jedne to¢ke uzorkovanog
dijela.

Skupni uzorak: skup pojedina¢nih uzoraka uzetih iz istog uzorkovanog
dijela.

Reducirani uzorak: reprezentativni dio skupnog uzorka dobiven
postupkom smanjivanja skupnog uzorka.

Konacni uzorak: dio reduciranog uzorka ili homogeniziranog
skupnog uzorka.

4. OPREMA

4.1. Oprema za uzorkovanje mora biti izradena iz materijala

koji ne mogu kontaminirati proizvode namijenjene uzorkovanju.
4.2. Preporucena oprema za uzorkovanje krute hrane za

Zivotinje

4.2.1. Ruéno uzorkovanje

4.2.1.1. Lopatica s ravnim dnom i okomitim stranicama.

4.2.1.2. Sonda za uzorkovanje s dugim procjepom ili pregradama.
Dimenzije sonde za uzorkovanje moraju odgovarati osobinama
uzorkovanog dijela (dubina posude, veli¢ina vrece itd.) i veli¢ini Gestica
hrane za zivotinje.

4.2.2. Mehanic ko uzorkovanje

Za uzorkovanje hrane za zZivotinje koja se krece tijekom proizvodnje
i skladistenja moze se koristiti prikladna mehanic¢ka oprema.

4.2.3. Razdjelnik

Naprava namijenjena za dijeljenje uzorka na priblizno jednake
dijelove moze se koristiti za uzimanje pojedinaénih uzoraka i za
pripremu reduciranih i kona¢nih uzoraka.

5. KOLICINSKI ZAHTJEVI

5.A Pri kontroli tvari ili proizvoda koji su ravhomjerno

raspodijeljeni u hrani za zivotinje

5.A.1. Uzorkovani dio

Koli¢ina uzorkovanog dijela mora biti dovoljna

da se od svakog njegovog sastavnog dijela moze

naciniti uzorak

5.A.2. Pojedinaéni uzorci

5.A.2.1. Hrana za zivotinje



u rasutom stanju:

Najmanji broj pojedinaénih uzoraka:

5.A.2.1.1. uzorkovani dijelovi

manji od 2,5 tone

sedam

5.A.2.1.2. uzorkovani dijelovi

vedi od 2,5 tone

Kvadratni korijen iz dvadeseterokratnika

broja tona u uzorkovanom

dijelu*, do najvise 40

pojedinaénih uzoraka

5.A.2.2. Pakirana hrana za

zivotinje:

Najmanji broj pakovina za uzorkovanje**:

5.A.2.2.1. Pakovine mase

vece od 1 kg:

Clanak 1.

Ovim se Pravilnikom propisuju metode uzorkovanja i analiticke
metode za provedbu sluzbenih kontrola hrane za zivotinje.
Clanak 2.

Uzorkovanje za sluzbenu kontrolu hrane za Zivotinje u vezi s
odredivanjem sastojaka, dodataka hrani za Zivotinje i nepozeljnih
tvari, osim ostataka pesticida i mikroorganizama provodi se sukladno
metodama iz Priloga I. ovoga Pravilnika.

Clanak 3.

Priprema uzoraka za analizu i prikaz rezultata provode se sukladno
analitickim metodama iz Priloga Il. ovoga Pravilnika.

Clanak 4.

Analiza za sluzbenu kontrolu hrane za zivotinje provodi se metodama
navedenim u:

— Prilogu 1ll. ovoga Pravilnika — Analiticke metode za kontrolu
sastava krmiva i krmnih smjesa,

— Prilogu IV. ovoga Pravilnika — Analiticke metode za kontrolu
koli¢ine odobrenih dodataka hrani za zivotinje,

— Prilogu V. ovoga Pravilnika — Analiticke metode za kontrolu
nepozeljnih tvari u hrani za Zivotinje i

— Prilogu VI. ovoga Pravilnika — Analiticke metode za odredivanje
sastojaka zivotinjskog podrijetla za sluzbenu kontrolu hrane

za zivotinje.

Clanak 5.



Energetska vrijednost krmnih smjesa za perad izra¢unava se
sukladno Prilogu VII. ovoga Pravilnika.

Clanak 6.

U svrhu potvrdivanja prisutnosti nedopustenih dodataka hrani

za zivotinje koriste se analiticke metode za kontrolu iz Priloga VIII.
ovoga Pravilnika.

Clanak 7.

Prilozi od I. do VIII. tiskani su uz ovaj Pravilnik i njegov su

sastavni dio.

Clanak 8.

Stupanjem na snagu ovoga Pravilnika prestaje vaziti Prilog VII.
Pravilnika o stavljanju na trziste krmiva i krmnih smjesa (» Narodne
novine <, broj 112/08) i Pravilnik o na¢inu uzorkovanja hrane za
zivotinje (» Narodne novine <, broj 128/06).

Clanak 9.

Ovaj Pravilnik stupa na snagu 1. sije¢nja 2011. godine.

Klasa: 011-02/10-01/74

Urbroj: 525-06-2-0261/10-14

Zagreb, 13. prosinca 2010.

Ministar

Petar Cobankovié, v. r.
PRILOG 1.

METODE UZIMANJA UZORAKA
1. SVRHA | OPSEG PRIMJENE

Uzorci za sluzbenu kontrolu hrane za Zivotinje uzimaju se sukladno
dolje opisanim metodama. Tako dobiveni uzorci smatraju se

reprezentativnim.
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5.A.3.4.2. pojedina¢ne mase

do 1kg

masa &etiri izvorna bloka ili kamena

za lizanje

5.A4. Kona¢ni uzorci

Iz skupnog se uzorka po potrebi nakon smanjivanja
dobiva konaéni uzorak. Potrebna je analiza najmanje
jednog kona¢nog uzorka. Koli¢ina konaénog

uzorka za analizu ne smije biti manja od:



Kruta hrana za
Zivotinje

500 g

Tekuéa ili polutekuca
hrana za

Zivotinje

500 mL

5.B Pri kontroli nepoZeljnih tvari ili proizvoda,

vjerojatno neravnomjerno rasporedenih u hrani
za Zivotinje, poput afl atoksina, raZene glavice,
ricinusa i krotalarije u krmivima.***

5.B.1. Uzorkovani dio: vidi to¢ku 5.A.1. ovoga Priloga
5.B.2. Pojedinaéni uzorci

5.B.2.1. Hrana za Zivotinje u rasutom stanju: vidi to¢ku
5.A.2.1. ovoga Priloga

5.B.2.2. Pakirana hrana za

zivotinje:

Najmanji broj pakovina za uzorkovanje:

5.B.2.2.1. uzorkovani dijelovi

koji se sastoje od 1

do 4 pakovine

sve pakovine

5.B.2.2.2. uzorkovani dijelovi

koji se sastoje od 5

do 16 pakovina

Cetiri

5.B.2.2.3. uzorkovani dijelovi

s vise od 16 pakovina

Kvadratni korijen iz broja pakovina

koje &ine uzorkovani dio*,

do najvise 40 pakovina

5.B.3. Skupni uzorci

Broj skupnih uzoraka ovisi o veli¢ini uzorkovanog
dijela. Najmanji broj skupnih uzoraka po uzorkovanom
dijelu nize je naveden. Ukupna masa pojedinaénih
uzoraka koji ¢ine svaki skupni uzorak ne

smije biti manja od 4 kg.

5.B.3.1. Hrana za zivotinje

u rasutom stanju

Masa uzorkovanog

dijela u tonama:



Najmanji broj skupnih uzoraka
po uzorkovanom dijelu:

do ukupno 11

vise od 1 do ukupno

10

2

vise od 10 do

ukupno 40

3

vise od 40 4

5.B.3.2. Pakirana hrana za
zivotinje

Broj pakovina

uzorkovanog

dijela:

Najmanji broj skupnih uzoraka
po uzorkovanom dijelu:

1do 161

17 do 200 2

201 do 800 3

vise od 800 4

5.A.2.2.1.1. uzorkovani dijelovi
od 1 do 4 pakovine

sve pakovine

5.A.2.2.1.2. uzorkovani dijelovi
od 5 do 16 pakovina

cetiri

5.A.2.2.1.3. uzorkovani dijelovi
s vise od 16 pakovina
Kvadratni korijen iz broja pakovina
koji ¢ine uzorkovani dio*,

do najvise 20 pakovina
5.A.2.2.2. Pakovine mase do

1 kg

Cetiri

5.A.2.3. Teku¢a ili polutekuca
hrana za

Zivotinje:

Najmanji broj spremnika za

uzorkovanje**:



5.A.2.3.1. Spremnici zapremine

vece od 1 L:

5.A.2.3.1.1. uzorkovani dijelovi

od 1 do 4 spremnika

Svi spremnici

5.A.2.3.1.2. uzorkovani dijelovi

od 5 do 16 spremnika

cetiri

5.A.2.3.1.3. uzorkovani dijelovi

s vise od 16 spremnika

Kvadratni korijen iz broja spremnika
koje ¢ine uzorkovani

dio*, do najvise 20 spremnika
5.A.2.3.2. Spremnici zapremine

do1lL

Cetiri

5.A.2.4. Krmni blokovi ili

kameni za lizanje

Najmanji broj blokova ili kamena

za lizanje namijenjenih uzorkovanju**:
jedan blok ili kamen za lizanje

na uzorkovani dio od 25 komada,

do najvise ¢etiri bloka ili kamena

za lizanje

5.A.3. Skupni uzorak:

Potrebno je pripraviti samo jedan skupni uzorak po
uzorkovanom dijelu. Ukupan broj pojedina¢nih uzoraka
koji ¢ine skupni uzorak ne smije biti manji od:
5.A.3.1. Hrana za zivotinje

u rasutom stanju

4 kg

5.A.3.2. Pakirana hrana za

Zivotinje:

5.A.3.2.1. pakovine mase

vece od 1 kg

4 kg

5.A.3.2.2. pakovine mase do
1 kg

masa sadrzaja Cetiri izvorne pakovine

5.A.3.3. Tekué¢a ili polutekuca



hrana za
Zivotinje:

5.A.3.3.1. Spremnici zapremine

veceod 1L

4L

5.A.3.3.2. Spremnici zapremine
do1lL

zapremina ¢&etiri izvorna spremnika
5.A.3.4. Krmni blokovi ili

kameni za lizanje:

5.A.3.4.1. pojedinaéne mase

vece od 1 kg

4 kg
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6.2.A.5. Krmni blokovi ili kameni za lizanje

Nakon odredivanja trazenog broja blokova ili kamena za lizanje
namijenjenih uzorkovanju iz to¢ke 5.A.2. ovoga Priloga uzme se dio
svakog bloka ili kamena za lizanje.

6.2.B Pri kontroli nepozeljnih tvari ili proizvoda, vjerojatno
neravnomyjerno rasporedenih u hrani za zivotinje, poput afl atoksina,
razene glavice, ricinusa i krotalarije u krmivima

Uzorkovani dio se razdijeli na priblizno jednake dijelove koji
odgovaraju broju ukupnih uzoraka iz to¢ke 5.B.3. ovoga Priloga. Ako
je taj broj vedi od jedan, ukupan broj pojedina¢nih uzoraka iz tocke
5.B.2. ovoga Priloga razdijeli se priblizno ravnomjerno po razli¢itim
dijelovima. Zatim se uzmu uzorci priblizno jednake koli¢inez, koji
moraju biti takvi da ukupna koli¢ina u uzorcima iz svakog dijela nije
manja od 4 kg, §to predstavlja minimalnu koli¢inu za svaki skupni
uzorak. Pojedina¢ni uzorci uzeti iz razli¢itih dijelova ne smiju se
spajati u skupni uzorak.

6.3. Priprema skupnih uzoraka

6.3.A Pri kontroli tvari ili proizvoda ravnomyjerno raspodijeljenih
u hrani za zivotinje

Pojedinaéni uzorci se pomijesaju tako da tvore skupni uzorak.

6.3.B Pri kontroli nepozeljnih tvari ili proizvoda, vjerojatno
neravnomjerno rasporedenih u hrani za zivotinje, poput afl atoksina,

razene glavice, ricinusa i krotalarije u krmivima



Pojedinaéni uzorci iz svakog uzorkovanog dijela se pomijesaju i
pripremi se broj skupnih uzoraka utvrden to¢kom 5.B.3. ovoga Priloga,
pri ¢emu treba zabiljeziti izvor svakog skupnog uzorka.

6.4. Priprema konaénih uzoraka

Sadrzaj svakog skupnog uzorka treba pazljivo izmijesati kako

bi se dobio homogenizirani uzoraks. Po potrebi se skupni uzorak
najprije smanji na najmanje 2 kg ili 2 L (reducirani uzorak) mehani¢kim
ili automatskim razdjelnikom ili ¢etvrtanjem.

Pripremi se najmanje tri konaéna/testna uzorka priblizno jednake
koli¢ine sukladno koli¢inskim zahtjevima iz toc¢ke 5.A.4. ili

5.B.4. ovoga Priloga. Svaki se uzorak stavi u prikladni spremnik.
Potrebno je poduzeti sve mjere opreza da se sprije¢i promjena sastava
uzorka, kontaminacija ili onegisé¢enje uslijed prijevoza ili skladistenja.
6.5. Pakiranje konaénih uzoraka

Spremnici ili pakovine moraju biti zapeéaceni i oznaceni na

nacin da ih nije moguée otvoriti bez ostec¢enja pecata.

7. PODACI O UZORKOVANJU

O svim obavljenim uzorkovanjima moraju se voditi evidencije

kako bi se svaki uzorkovani dio mogao nedvojbeno prepoznati.

8. DOSTAVLIANJE UZORAKA

Za svaki skupni uzorak treba najmanje jedan konaéni uzorak

odmah dostaviti u ovlasteni laboratorij sa svim podacima koji su

potrebni za analizu uzorka.

2Kod pakirane hrane za zivotinje, sondom ili lopaticom se uzme dio sadrzaja
pakovine koji se uzorkuje, po potrebi, nakon odvojenog praznjenja pakovine.
3 U svakom skupnom uzorku zasebno razbiju se sve grude, po potrebi tako
§to se odvoje i zatim vrate u uzorak.

5.B.4. Konac¢ni uzorci

Iz svakog se skupnog uzorka nakon smanjivanja

dobiva konaéni uzorak. Potrebno je napraviti analizu

najmanje jednog kona¢nog uzorka po skupnom

uzorku. Masa kona¢nog uzorka za analizu ne smije

biti manja od 500 g.

(*) Kada dobiveni broj nije cijeli broj zaokruzuje se na sljededi cijeli broj.

(**) Za pakovine ili spremnike sadrzaja manjeg od 1 kg ili 1 L, te za blokove
ili kamene za lizanje pojedinaéne mase ne vece od 1 kg, pojedina¢ni

uzorak &ini sadrzaj pojedinacne izvorne pakovine ili spremnika, jedan blok

ili jedan kamen.

(***) Metode iz tocke 5.A ovoga Priloga koriste se za kontrolu afl atoksina,
razene glavice, ricinusa i krotalarije u potpunim i dopunskim krmnim

smjesama.

6. UPUTE ZA UZIMANJE, PRIPREMANJE | PAKIRANJE



UZORAKA

6.1. Opcenito

Uzorci se moraju uzimati i pripremiti u §to kracem vremenu uz
pridrzavanje mjera opreza kojima se sprje¢avaju promjene ili kontaminacija
proizvoda. Instrumenti, radne povrsine i spremnici za

prihvat uzoraka moraju biti ¢isti i suhi.

6.2. Pojedinaéni uzorci

6.2.A Pri kontroli tvari ili proizvoda koji su ravnomyjerno raspodijeljeni
u hrani za zivotinje

Pojedinaéni uzorci moraju se uzeti nasumi¢no iz cijeloga uzorkovanog
dijela i moraju biti priblizno jednake koli¢ine.

6.2.A.1. Hrana za zivotinje u rasutom stanju

Uzorkovani se dio dijeli na priblizno jednake zamisljene dijelove.
Nasumi¢no se odabere broj dijelova koji odgovara trazenom

broju pojedinaénih uzoraka sukladno toc¢ki 5.A.2. ovoga Priloga i iz
svakog od njih se uzme najmanje jedan uzorak.

Po potrebi se uzorkovanje moze izvrsiti kod premjestanja uzorkovanog
dijela (pri utovaru ili istovaru).

6.2.A.2. Pakirana hrana za Zivotinje

Nakon odredivanja potrebnog broja pakovina za uzorkovanje
sukladno to¢ki 5.A.2. ovoga Priloga, sondom ili lopaticom se uzima

dio sadrzaja svake pakovine. Po potrebi, uzorci se mogu uzeti nakon
odvojenog praznjenja pakovina. U svakom skupnom uzorku zasebno
razbiju se sve grude, po potrebi se odvoje i zatim vrate u uzorak.
6.2.A.3. Homogenizirana ili za homogeniziranje prikladna

tekuéa ili polutekuca hrana za zivotinje

Nakon odredivanja potrebnog broja spremnika za uzorkovanje

iz tocke 5.A.2. ovoga Priloga, njihov se sadrzaj po potrebi homogenizira
i iz svakog se spremnika uzima odredena koli¢ina.

Pojedinacni se uzorci mogu uzimati pri praznjenju sadrzaja

spremnika.

6.2.A.4. Tekuéa ili polutekucéa hrana za Zivotinje koja nije

prikladna za homogeniziranje

Nakon odredivanja trazenog broja spremnika za uzimanje

uzoraka iz tocke 5.A.2. ovoga Priloga, uzorci se uzimaju s razli¢itih
razina.

Uzorci se mogu uzeti i za vrijeme praznjenja sadrzaja spremnika,

ali se prva koli¢ina mora odbaciti.

U oba slu¢aja ukupna zapremina ne smije biti manja od 10 L.
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3.3. Tekuéa ili polutekucéa hrana za zivotinje

Uzorak se prikupi u prikladno ¢ist i suh spremnik s hermetickim
zatvaraéem. Neposredno prije vaganja koli¢ine za analizu

uzorak se temeljito promijesa.

3.4. Ostala hrana za Zivotinje

Uzorci koji se ne mogu pripremiti sukladno jednom od gore navedenih
postupaka obraduju se bilo kojim drugim postupkom kojim

se osigurava da su koli¢ine uzoraka odvagane za analizu homogene
i reprezentativne za konaéne uzorke.

4. Pohrana uzoraka

Uzorci se moraju pohraniti na temperaturi koja ne¢e promijeniti
njihov sastav. Uzorci za analizu vitamina ili tvari osobito osjetljivih

na svjetlo moraju se pohraniti u spremnicima od smedeg stakla.
Dio B.

ODREDBE O REAGENSIMA | OPREMI KOJA SE
KORISTI U ANALITICKIM METODAMA

1. Ako se u analitickim metodama ne navodi drugacije, svi analiti¢ki
reagensi moraju biti analiticke ¢istoce (lat. pro analysis, p.a.;

engl. analytically pure, a.p.). Kod analize tragova &istoca reagensa
mora se provjeriti slijepom probom. Ovisno o dobivenim rezultatima
moze biti potrebno dodatno procis¢avanje reagensa.

2. Kod svih postupaka iz analitickih metoda koji ukljuéuju pripremanje
otopina, razrjedivanje, ispiranje ili pranje, a kod kojih se

ne navodi vrsta koristenog otapala ili razrjedivaca, koristi se voda.

U pravilu, voda mora biti demineralizirana ili destilirana. U posebnim
slu¢ajevima, navedenim u analitickim metodama, vodu treba
progistiti posebnim postupcima.

3. S obzirom na opremu kakva se uobi¢ajeno nalazi u laboratorijima,
u analitickim se metodama navode samo posebni instrumenti

i oprema ili oni koji zahtijevaju poseban nagin uporabe. Isti

moraju biti isti, osobito kod odredivanja vrlo malih kolig¢ina tvari.

Dio C.

PRIMJENA ANALITICKIH METODA | PRIKAZ
REZULTATA

1. Postupak ekstrakcije



Nekoliko metoda utvrduje poseban postupak ekstrakcije. U

pravilu se, osim postupka navedenog u metodi, mogu koristiti i drugi
postupci ekstrakcije pod uvjetom da je u¢inkovitost koristenog
postupka ekstrakcije za analizirani matriks dokazano jednakovrijedna
postupku navedenom u metodi.

2. Postupak procis¢avanja

Nekoliko metoda utvrduje poseban postupak proéis¢avanja. U
pravilu se, osim postupka navedenog u metodi, mogu koristiti i drugi
postupci procis¢avanja pod uvjetom da se koristenim postupkom
procis¢avanja za analizirani matriks dokazano postizu analiti¢ki rezultati
jednakovrijedni postupku navedenom u metodi.

3. Izvjestavanje o koristenoj analitickoj metodi

Opcéenito je za odredivanje svake tvari u hrani za zivotinje

odredena samo jedna analiticka metoda. Kada postoji vise metoda,
laboratorij u analitickom izvjes¢u mora navesti koristenu metodu.

4. Broj odredivanja

Rezultat naveden u analitickom izvjescu je srednja vrijednost
najmanje dva odredivanja zadovoljavajuce ponovljivosti izvedenih

na odvojenim dijelovima uzorka.
PRILOG IL

OPCE ODREDBE O ANALITICKIM METODAMA ZA
HRANU ZA ZIVOTINJE

Dio A.

PRIPREMA UZORAKA ZA ANALIZU

1. Svrha

U dolje navedenim postupcima opisuje se priprema za analizu
konaénih uzoraka koji se salju laboratorijima nakon izvrsenog uzorkovanja
sukladno odredbama Priloga I. ovoga Pravilnika.

Uzorci se moraju pripremiti na nacin da izvagane koli¢ine budu
homogene i reprezentativne za kona¢ne uzorke, kako je predvideno

za analiticke metode.

2. Mjere opreza

Postupak za pripremanje uzoraka ovisi o analitickoj metodi

koja se koristi. Zbog toga je vrlo vazno osigurati primjerenost postupka
za pripremanje uzorka analitickoj metodi koja se koristi.

Svi potrebni postupci provode se na nacin kojim se u najvecoj

mogucoj mjeri sprje¢ava kontaminacija i promjena sastava

uzorka.

Mljevenje, mijesanje i prosijavanje vrsi se na najbrzi mogudi



nacin kako bi se uzorak ¢im manje izlagao zraku i svjetlu. Ne smiju
se koristiti mlinovi i drobilice koji bi mogli znatno zagrijati uzorak.
Preporuca se ru¢no mljevenje za hranu za zivotinje koja je osobito
osjetljiva na toplinu. Potrebno je osigurati da sama oprema ne
bude izvor kontaminacija elementima u tragovima.

Ako nije moguce izvrsiti pripremu bez znatne promjene udjela
vode u uzorku, odreduje se udio vode prije i nakon pripreme sukladno
metodi utvrdenoj u Dijelu A Priloga Ill. ovoga Pravilnika.

3. Postupak

Uzorak se prikladnim tehnikama dijeljenja, poput naizmjeni¢nog
uzimanja uzorka lopaticom ili uzimanja uzorka pri stacionarnom

ili rotacijskom mijesanju, razdijeli na prikladne poduzorke za
analizu i za referentne namjene. Ne preporuca se dijeljenje uzoraka
metodom stozaste hrpe i ¢etvrtanja buduéi da se na taj nacin mogu
dobiti poduzorci s visokom pogreskom dijeljenja. Referentni se uzorak
drzi u primjereno ¢gistom i suhom spremniku s hermeti¢kim
zatvaracem, a poduzorci mase ne manje od 100 g pripremaju se za
analizu kako je nize navedeno.

3.1. Hrana za zivotinje koja se moze samifeti bez dodatne

obrade

Ako se u analitickim metodama ne navodi drugacije, po potrebi

se cijeli uzorak nakon usitnjavanja prosije kroz sito s kvadratnim
ocicama veli¢ine stranice T mm (sukladno preporuci HRN ISO
565:2008). Treba izbjegavati pretjerano mljevenje.

Prosijani se uzorak promijesa i prikupi u prikladno ¢&ist i suh
spremnik s hermeti¢kim zatvaraéem. Neposredno prije vaganja koli¢ine
za analizu, uzorak se ponovo promijesa.

3.2. Hrana za zivotinje koja se moze samijeti nakon susenja

Ako se u analitickim metodama ne navodi drugacije, uzorak

se, sukladno postupku za prethodno susenje iz tocke 4.3. metode
za odredivanje udjela vode iz Dijela A Priloga Ill. ovoga Pravilnika,
susi onoliko vremena koliko je potrebno da se udio vode snizi na

8 — 12%. Zatim se nastavlja sukladno toc¢ki 3.1. ovoga Dijela.
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PRILOG III.

ANALITICKE METODE ZA KONTROLU SASTAVA
KRMIVA | KRMNIH SMJESA



Dio A.

ODREDIVANJE VODE

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucava odredivanje udjela vode u hrani

za zivotinje. Kada hrana za zivotinje sadrzi hlapljive tvari, poput
organskih kiselina, treba uzeti u obzir da se pri odredivanju udjela
vode utvrdi i znatna koli¢ina hlapljivih tvari.

Ova metoda ne obuhvaca analizu mlije¢nih proizvoda koji se
koriste kao krmiva, analizu mineralnih tvari i mjesavina sastavljenih
uglavnom od mineralnih tvari, analizu zivotinjskih i biljnih masti i
ulja ili analizu sjemenki uljarica i plodova uljarica.

2. Nacelo

Uzorak se osusi pod odredenim uvjetima koji su razligiti ovisno

o vrsti hrane za zivotinje. Gubitak mase utvrduje se vaganjem.

Kod krute hrane za zivotinje s visokim udjelom vode treba izvriiti
prethodno susenje.

3. Oprema

3.1. Drobilica od materijala koji ne apsorbira vodu i lako se

¢isti, omogucava brzo i ravnomjerno mljevenje bez pretjeranog zagrijavanja,
u najve¢oj mogucoj mjeri sprjecava kontakt s vanjskim

zrakom te ispunjava zahtjeve iz to¢aka 4.1.1. i 4.1.2. ovoga Dijela
(npr. udarne ili vodom hladene mikrodrobilice, konusni mlinovi sa
sklopivim konusima, spore drobilice ili drobilice sa zup&anicima).
3.2. Analiti¢ka vaga s preciznoséu do 1 mg

3.3. Suhe posude iz nehrdajuce kovine ili stakla s poklopcima

koji omogucavaju hermeti¢no zatvaranje; radna povrsina koja omogucava
rasporedivanje testnog uzorka na priblizno 0,3 g/cma.

3.4. Izotermicki susionik (X} 20C) s elektri¢nim grijanjem i primjerenim
provjetravanjem koje omogucuje brzu regulaciju temperatures.

3.5. Podesivi elektriéni vakuumski susionik opremljen uljnom
crpkom i mehanizmom za dovod vruéeg suhog zraka ili sredstva za
isusivanje (npr. kalcijevog oksida).

3.6. Eksikator s debelom metalnom ili porculanskom perforiranom
plo¢om koja sadrzi u¢inkovito sredstvo za isusivanje.

4. Postupak

Napomena. Postupci opisani u ovom odjeljku moraju se provesti
odmah po otvaranju pakovina s uzorcima. Analiza se mora

provesti najmanje dvaput za redom.

4.1. Priprema



4.1.1. Hrana za zivotinje osim one iz tocaka 4.1.2. i 4.1.3.
ovoga Dijela
Uzme se najmanje 50 g uzorka. Po potrebi se usitni ili razdijeli

tako da se sprije¢i promjena udjela vode (vidi to¢ku 6. ovoga Dijela).
6 Za su$enje zitarica, brasna, grube krupice i sitne krupice susionik mora

imati takav toplinski kapacitet da se nakon postavljanja temperature na

131 oC vraéa na tu temperaturu za manje od 45 minuta nakon $to se u

susionik postavi maksimalni broj testnih uzoraka za istovremeno susenje.
Ventilacija mora biti takva da se, u slu¢aju kada se u susioniku dva sata susi
najvec¢i mogudi broj uzoraka psenice, rezultati razlikuju za manje od 0,15%

od uzoraka koji su suseni ¢etiri sata.

Kod analize nepozeljnih tvari, ako je rezultat prvog odredivanja
znatno (> 50%) nizi od specifi kacije koja se kontrolira, nisu potrebni
dodatni postupci odredivanja pod uvjetom da su koristeni primjereni
postupci za osiguranje kvalitete.

Pri kontroli oznagenog sadrzaja tvari ili sastojka, ako rezultat

prvog odredivanja potvrdi oznaceni sadrzaj, tj. rezultat analize je
unutar prihvatljivih granica odstupanja za oznaéeni sadrzaj, nisu
potrebni dodatni postupci odredivanja pod uvjetom da su koristeni
primjereni postupci za osiguranje kvalitete.

U nekim slu¢ajevima ta prihvatljiva granica odstupanja utvrdena

je propisima kao sto je Pravilnik o stavljanju na trziste i koristenju
hrane za zivotinje (* Narodne novine <, broj 156/09)a.

5. Izvjestavanje o rezultatima analize

Rezultat analize prikazuje se na nacin utvrden analitickom

metodom s primjerenim brojem znacajnih znamenki i mora se, po
potrebi, korigirati s obzirom na udio vode u konaénom uzorku prije
priprave.

6. Mjerna nesigurnost i stupanj iskoristenja pri analizi
nepozeljnih tvari

U vezi s nepozeljnim tvarima u smislu Pravilnika o nepozeljnim
tvarima (» Narodne novine €, broj 80/10)s, uklju¢uju¢i dioksine

i PCB-e sli¢ne dioksinu, proizvod namijenjen za hranu za zivotinje
smatra se nesukladnim u odnosu na odredenu najveé¢u dopustenu
koli¢inu, ako je rezultat analize ve¢i od najvec¢e dopustene kolig¢ine
uzimajuéi u obzir prosirenu mjernu nesigurnost i korekciju za iskoristenje
(engl. recovery). Za ocjenu uskladenosti koristi se analizirana
koncentracija nakon korekcije za iskoristenje od koje se oduzima
prosirena mjerna nesigurnost. Ovaj se postupak primjenjuje samo

u slu¢ajevima kada analiticka metoda omogucava procjenu mjerne

nesigurnosti i korekcije za iskoristenje (na primjer, nije moguca u



slu¢aju mikroskopske analize).

Rezultati analize iskazuju se na sljede¢i nacin (ako koristena

analiticka metoda omogucava procjenu mjerne nesigurnosti i stupnja
iskoristenja):

(a) s korekcijom za iskoristenje, pri ¢emu se navodi razina

iskoristenja. Korekcija za iskoristenje nije potrebna ako je stupanj
iskoristenja izmedu 90% i 110%;

(b) kao >»x +/- U<, pri éemu je x rezultat analize, a U prosirena
mjerna nesigurnost uz uporabu obuhvatnog faktora 2, ¢ime se postize
razina pouzdanosti od priblizno 95%.

Ako je rezultat analize znatno (> 50%) nizi od specifi kacije koja

se kontrolira i pod uvjetom da su koristeni primjereni postupci za
osiguranje kvalitete, a svrha analize je samo provjera uskladenosti

sa propisanim odredbama, rezultat analize moze se iskazati bez korekcije
za iskoristenje, i u tim se slu¢ajevima stupanj iskoristenja i

mjerna nesigurnost mogu izostaviti.

4 Pravilnikom su preuzete odredbe Uredbe (EZ) br. 767/2009 Europskog parlamenta
i Vije¢a od 13. srpnja 2009. godine o stavljanju na trziste i koristenju

hrane za zivotinje, izmjenama i dopunama Uredbe (EZ) br. 1831/2003 Europskog
parlamenta i Vije¢a i ukidanju Direktive Vije¢a 79/373/EEZ, Direktive

Komisije 80/511/EEZ, Direktive Vije¢a 82/471/EEZ, 83/228/EEZ, 93/74/

EEZ, 93/113/EZ i 96/25/EZ te Odluke Komisije 2004/217/EZ.

s Pravilnikom su preuzete odredbe Direktive 2002/32/EZ Europskog parlamenta

i Vije¢a od 7. svibnja 2002. godine o nepozeljnim tvarima u hrani

za zivotinje.
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U prikladnu se posudu (npr. aluminijski tanjur veli¢ine 20 x 12

c¢m s rubom 0,5 cm) odvagne 50 g neusitnjenog uzorka s preciznoséu
od 10 mg (sabijena ili zgusnuta hrana za zivotinje moze se po
potrebi ugrubo razdijeliti). Ostavi se susiti u susioniku na 60 — 70
oC, sve dok se udio vode ne smanji na 8 - 12%. Posuda se izvadi

iz susionika i jedan sat hladi bez poklopca u laboratoriju, zatim se
izvaze s precizno$¢u od 10 mg. Hrana za Zivotinje se odmah usitni,
sukladno tocki 4.1.1. ovoga Dijela i susi, sukladno toc¢ki 4.2.1. ili
4.2.3 ovoga Dijela, ovisno o vrsti hrane za zivotinje.

4.3.2. Zitarice

Zrnje sa udjelom vode veé¢im od 17% mora se prethodno susiti

na sljededi naéin:



U prikladnu se posudu (npr. aluminijski tanjur veli¢ine 20 x

12 cm s rubom 0,5 cm) odvagne 50 g neusitnjenog uzorka s preciznoséu
od 10 mg. Ostavi se susiti 5 do 7 minuta u susioniku na

130 oC. Posuda se izvadi iz susionika i dva sata hladi bez poklopca
u laboratoriju, zatim se izvaze s preciznos¢u od 10 mg. Uzorak se
odmah usitni, sukladno toc¢ki 4.1.2. ovoga Dijela, i osusi, sukladno
tocki 4.2.2. ovoga Dijela.

5. Izradun rezultata

Udio vode (X), iskazan kao postotni dio uzorka, izradunava se
sliede¢om formulom:

5.1. Susenje bez prethodnog susenja

pri ¢emu je:

m = pocetna masa testnog uzorka u gramima;

mo = masa testnog uzorka nakon susenja u gramima.

5.2. Susenje s prethodnim susenjem

pri ¢emu je:

m = pocetna masa testnog uzorka u gramima;

m1 = masa testnog uzorka nakon prethodnog susenja u gramima;
m2 = masa testnog uzorka nakon usitnjavanja ili mljevenja u
gramima;

mo = masa testnog uzorka nakon susenja u gramima.

5.3. Ponovijivost (engl. repeatability)

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja,
izvedena na istom uzorku, ne smije prelaziti 0,2% apsolutne vrijednosti
vode.

6. Napomena

U slu¢aju kada je potrebno mljevenje za koje se pokaze da mijenja
sadrzaj vode u proizvodu, potrebno je korigirati rezultate analize
sastojaka hrane za zivotinje s obzirom na sadrzaj vode u uzorku u
pocetnom stanju.

Dio B.

ODREDIVANJE VODE U MASTIMA | ULJIMA
ZIVOTINJSKOG | BILINOG PODRIJETLA

1. Svrha i opseg primjene

Ova se metoda koristi za odredivanje udjela vode i hlapljivih

tvari u mastima i uljima zivotinjskog i biljnog podrijetla.

4.1.2. Zitarice i gruba krupica

Uzima se najmanje 50 g uzorka. Uzorak se samelje tako da najmanje

50% cestica prolazi kroz sito s o¢icama veli¢ine 0,5 mm, a na



situ s okruglim o¢icama veli¢ine T mm ostane najvise 10% destica.
4.1.3. Tekuéa ili kasasta hrana za zivotinje i/ hrana za Zivotinje
sastavijena uglavnom iz ulfa i masti

Odvagne se priblizno 25 g uzorka s preciznoséu od 10 mg, doda

se primjerena koli¢ina kvarcnog pijeska izvagana s preciznos¢u od
10 mg i mijesa dok se ne dobije homogena masa.

4.2 Susenje

4.2.1. Hrana za zivotinje, osim one iz tocaka 4.2.2. i 4.2.3.

ovoga Dijela

Izvaze se posuda (tocka 3.3. ovoga Dijela) s poklopcem s preciznoséu
od 1 mg. U izvaganu se posudu odvagne priblizno 5 g uzorka

s preciznoséu od 1 mg i ravnomjerno rasporedi. Posuda se bez
poklopca stavi u susionik prethodno zagrijan na 103 oC. Posuda se
stavi u susionik $to je moguce brze kako bi se sprijeéio prevelik pad
temperature. Susenje traje Cetiri sata od trenutka kada temperatura
u susioniku ponovo dosegne 103 oC. Posuda se pokrije poklopcem,
izvadi iz susionika, ostavi hladiti u eksikatoru (toc¢ka 3.6. ovoga Dijela)
30 do 45 minuta i izvaze s preciznoséu od 1 mg.

Hrana za Zivotinje koja se sastoji uglavnom od ulja i masti susi

se u susioniku dodatnih 30 minuta na 130 oC. Razlika izmedu dva
vaganja ne smije biti ve¢a od 0,1% vode.

4.2.2. Zitarice, brasno, gruba krupica i sitna krupica

Izvaze se posuda (to¢ka 3.3. ovoga Dijela) s poklopcem s preciznoséu
od 0,5 mg. U izvaganu se posudu odvagne priblizno 5 g usitnjenog
uzorka s preciznoséu od 1 mg i ravhomjerno rasporedi. Posuda

se bez poklopca stavi u susionik prethodno zagrijan na 130 oC.
Posuda se stavi u susionik sto je moguce brze kako bi se sprijecio
prevelik pad temperature. Susenje traje dva sata od trenutka kada
temperatura u susioniku ponovo dosegne 130 oC. Posuda se pokrije
s poklopcem, izvadi iz susionika, ostavi hladiti u eksikatoru (tocka

3.6 ovoga Dijela) 30 do 45 minuta i izvaze s precizno$¢u od 1 mg.
4.2.3. Krmne smjese koje sadrie vise od 4% saharoze ili laktoze:
krmiva poput rogaca, hidroliziranih proizvoda od Zitarica, siemenke
slada, suseni mijeveni repini rezanci, ribe i otopine se¢era; krmne
smyjese koje sadrie vise od 25% mineralnih soli uklju¢ujuéi vodu nakon
kristalizacije.

Izvaze se posuda (to¢ka 3.3. ovoga Dijela) s poklopcem s preciznoséu
od 0,5 mg. U izvaganu se posudu odvagne priblizno 5 g

uzorka s preciznoséu od 1 mg i ravhomjerno rasporedi. Posuda se

bez poklopca stavi u vakuumski susionik (to¢ka 3.5. ovoga Dijela)



zagrijan na 80 — 85 oC. Posuda se stavi u susionik §to je moguce brze
kako bi se sprijecio prevelik pad temperature.

Tlak se poveca na 100 Torra i na tom se tlaku ostavi susiti ¢etiri

sata na vru¢em suhom zraku ili koristeéi sredstvo za isusivanje
(priblizno 300 g za 20 uzoraka). U potonjem se slu¢aju vakuumska
crpka iskljuci kad se postigne propisani tlak. Vrijeme susenja raéuna
se od trenutka kada temperatura u susioniku ponovo padne na 80 —
85 oC. Oprezno se izjednadi tlak u susioniku s atmosferskim tlakom.
Susionik se otvori, posuda se odmah pokrije poklopcem i izvadi iz
susionika, ostavi se hladiti 30 do 45 minuta u eksikatoru (tocka 3.6.
ovoga Dijela) i izvaze s preciznoséu od 1 mg. Susi se dodatnih 30
minuta u vakuumskom susioniku na 80 — 85 oC i ponovo vaze. Razlika
izmedu dva vaganja ne smije biti ve¢a od 0,1% vode.

4.3. Prethodno susenje

4.3.1. Ostala hrana za Zivotinje, osim one iz tocke 4.3.2.

ovoga Dijela

Kruta hrana za Zivotinje s visokim udjelom vode koja se tesko

drobi mora se prethodno susiti na sljedeéi nacin:
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2. Postupak

Uzorak se razgradi sulfatnom kiselinom u prisutnosti katalizatora.
Kisela se otopina prevede u baziénu dodavanjem otopine
natrijevog hidroksida. Amonijak se destilira i prikupi u odmjerenoj
koligini sulfatne kiseling, iji se suvisak titrira standardnom otopinom
natrijevog hidroksida.

Druga je moguénost destilacija oslobodenog amonijaka u suvisku
otopine borne kiseline, nakon ¢ega slijedi titracija otopinom
kloridne ili sulfatne kiseline.

3. Reagensi

3.1. Kalijev sulfat

3.2. Katalizator: bakar (Il) oksid CuQ ili bakar(ll) sulfat pentahidrat,
CuS045H:0.

3.3. Cink u zrncima

3.4. Sulfatna kiselina, p20 = 1,84 g/mL

3.5. Sulfatna kiselina, standardna volumetrijska otopina,

¢(H2S04) = 0,25 mol/L

3.6. Sulfatna kiselina, standardna volumetrijska otopina,



¢(H2S04) = 0,170 mol/L

3.7. Sulfatna kiselina, standardna volumetrijska otopina,

¢(H2S04) = 0,05 mol/L

3.8 Indikator metilno crvenilo; otopi se 300 mg metilnog crvenila
u 100 mL etanola, o = 95 — 96% (v/v)

3.9. Otopina natrijevog hidroksida (moguca uporaba tehnicke
Cistoce) B = 40 g/100 mL (m/v: 40%)

3.10. Natrijev hidroksid, standardna volumetrijska otopina,
c¢(NaOH) = 0,25 mol/L

3.11. Natrijev hidroksid, standardna volumetrijska otopina,
c¢(NaOH) = 0,10 mol/L

3.12. Plovucéac u zrnu, ispran u kloridnoj kiselini i kalciniran

3.13 Acetanilid (taliste = 114 oC, udio N = 10,36%)

3.14. Saharoza (bez dusika)

3.15. Borna kiselina (H3BO3)

3.16. Otopina indikatora metilnog crvenila: otopi se 100 mg
metilnog crvenila u 100 mL etanola ili metanola.

3.17. Otopina bromkrezol zelenila: otopi se 100 mg bromkrezol
zelenila u 100 mL etanola ili metanola.

3.18. Otopina borne kiseline (10 — 40 g/L, ovisno o opremi koja

se koristi).

Kod metode kolorimetrijskog odredivanja toc¢ke ekvivalencije
otopinama borne kiseline moraju se dodati indikatori metilno crvenilo
i bromkrezol zelenilo. Kod pripreme 1 litre otopine borne

kiseline, prije prilagodbe volumena, doda se 7 mL otopine indikatora
metilnog crvenila (to¢ka 3.16. ovoga Dijela) i 10 mL otopine
bromkrezol zelenila (to¢ka 3.17. ovoga Dijela).

Ovisno o vodi koja se koristi, pH vrijednost otopine borne kiseline
moze se razlikovati od serije do serije. Za dobivanje pozitivne
slijepe probe ¢esto treba izvrsiti prilagodbu malim volumenom
alkalija.

Napomena. Obi¢no je dovoljno dodati 3 do 4 mL NaOH (3.11.)

u 1 litru borne kiseline (10 g/L). Otopina se pohrani na sobnoj temperaturi
i zastiti od svjetla i para amonijaka.

3.19. Kloridna kiselina, standardna volumetrijska otopina,

c(HCly = 0,170 mol/L

Napomena. Mogu se koristiti i druge koncentracije volumetrijskih
otopina (to¢ke 3.5, 3.6., 3.7., 3.10,, 3.11.i 3.19. ovoga Dijela),

2. Postupak

Uzorak se osusi do konstantne mase (gubitak mase izmedu dva



uzastopna vaganja ne smije prije¢i 1 mg) na 103 oC. Gubitak mase
utvrduje se vaganjem.

3. Oprema

3.1. Posuda s ravnim dnom od nehrdaju¢ega materijala promjera

8 do 9 cm i visine priblizno 3 cm.

3.2. Termometar s ojatanom kuglicom i ekspanzijskom komorom
na gornjem dijelu, bazdaren (kalibriran) od priblizno 80 -C do
najmanje 110 oC i duljine priblizno 10 cm.

3.3. Pjes¢ana kupelj ili elektri¢na grijaca ploca

3.4. Eksikator s u¢inkovitim sredstvom za isusivanje

3.5. Analiti¢ka vaga

4. Postupak

Odvagne se priblizno 20 g homogeniziranog uzorka s precizno$éu
od 1 mg i prenese u suhu izvaganu posudu (to¢ka 3.1. ovoga Dijela)
u kojoj se nalazi termometar (toc¢ka 3.2. ovoga Dijela). Zagrijava

se na pjeséanoj kupelji ili grijac¢oj ploé¢i (tocka 3.3. ovoga Dijela) uz
stalno mijesanje termometrom tako da temperatura dosegne 90 oC
u priblizno 7 minuta.

Smanji se dovod topline, pri ¢emu se nadzire uéestalost ispustanja
mjehuri¢a na dnu posude. Temperatura ne smije prije¢i 105 oC.
Nastavi se mijesati uz struganje dna posude sve dok prestane ispustanje
mjehuriéa.

Kako bi se osiguralo potpuno uklanjanje vode nekoliko puta

se zagrije na 103 [X} 2 oC uz hladenje na 93 oC izmedu uzastopnog
zagrijavanja. Zatim se uzorak ostavi ohladiti na sobnu temperaturu
u eksikatoru (to¢ka 3.4. ovoga Dijela) i izvaZe. Postupak se ponavlja
sve dok gubitak mase izmedu dva uzastopna vaganja ne bude maniji
od 2 mg.

Napomena: Poveéanje mase uzorka nakon uzastopnog zagrijavanje
upucuje na oksidaciju masti, kada se rezultat izratunava na

temelju vaganja izvr§enog neposredno prije poc¢etka povecavanja
mase.

5. IzraCun rezultata

Udio vode (X), iskazan kao postotni dio uzorka, izradunava se
sliede¢om formulom:

pri ¢emu je:

m = masa testnog uzorka u gramima;

m1 = masa posude sa sadrzajem prije zagrijavanja u gramima;

mz = masa posude sa sadrzajem nakon zagrijavanja u gramima.
Rezultati manji od 0,05% navode se kao > manji od 0,05% <.



Ponovijivost
Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja,

izvedena na istom uzorku, ne smije prije¢i 0,05% apsolutne vrijednosti.

Dio C.
ODREDIVANJE UDJELA SIROVIH BJELANCEVINA

1. Svrha i opseg primjene
Ova se metoda koristi za odredivanje udjela sirovih bjelanéevina
u hrani za zivotinje na temelju udjela dusika odredenog metodom

po Kjeldahlu.

STRANICA 10 - BROJ 146 PONEDJELJAK, 27. PROSINCA 2010.

SLUZBENI LIST REPUBLIKE HR VA TSKE

5.3.1. Sulfatna kiselina

Suvisak sulfatne kiseline titrira se u tikvici za prikupljanje do

tocke ekvivalencije otopinom natrijevog hidroksida (toc¢ka 3.10. ili

3.11. ovoga Dijela) ovisno o koncentraciji koristene sulfatne kiseline.
5.3.2. Borna kiselina

Titrirajte sadrzaj tikvice za prikupljanje sa standardnom volumetrijskom
otopinom kloridne kiseline (to¢ka 3.19. ovoga Dijela)

ili standardnom volumetrijskom otopinom sulfatne kiseline (to¢ka

3.6. ovoga Dijela), pri ¢emu se koristi bireta i ogita se koli¢ina koristenog
titranta.

Kod metode kolorimetrijskog odredivanja tocke ekvivalencije,

tocka ekvivalencije se dostize kod prve pojave ruzi¢astog obojenja.
Ocita se utroseni volumen iz birete s preciznos¢u od 0,05 mL. Za
pomo¢ kod vizualizacije toc¢ke ekvivalencije mogu se koristiti magnetna
mijesalica s osvjetljenjem ili fotometrijski detektor.

Taj se postupak moze izvrsiti automatski parnim destilatorom

s automatskom titracijom.

Treba se pridrzavati proizvodacevih uputa kod rukovanja odredenim
tipom destilatora ili destilatora/titratora.

Napomena.

Kod automatskog sustava titriranja, titracija zapocinje odmah

po pocetku destilacije, a koristi se otopina 1% borne kiseline (to¢ka
3.18. ovoga Dijela).

Kod potpuno automatizirane destilacijske jedinice, postupak
automatske titracije amonijaka moze se izvoditi i odredivanjem

tocke ekvivalencije metodom potenciometrijske titracije pH.

U ovom se sluéaju koristi automatski titrator s pH-metrom.



Pravilno bazdarenje pH-metra provodi se u podrugju vrijednosti

pH 4 do pH 7 uobicajenim laboratorijskim postupcima za bazdarenje
pH-metra.

Tocka ekvivalencije pH titracije dosize se pri pH 4,6, kada je

nagib titracijske krivulje najvisi (tocka infl eksije).

5.4. Sljjepa proba

Kao potvrda da reagensi ne sadrze dusik koristi se slijepa proba
(razgradnja, destilacija i titracija) u kojoj se umjesto uzorka koristi

1 g saharoze (to¢ka 3.14. ovoga Dijela).

6. Izracun rezultata

Izracuni se vrse sukladno tocki 6.1. ili 6.2. ovoga Dijela.

6.1. [zracun za titraciju sukladno tocki 5.3.1.

Udio sirovih bjelancevina, iskazan kao maseni udio, izratunava

se sljede¢om formulom:

pri ¢emu je:

Vo = volumen (mL) NaOH (to¢ka 3.10. ili 3.11. ovoga Dijela)

koristen u slijepoj probi;

V1= volumen (mL) NaOH (to¢ka 3.10. ili 3.11. ovoga Dijela)

koristen kod titracije uzorka;

¢ = koncentracija (mol/L) natrijevog hidroksida (to¢ka 3.10. ili

3.11. ovoga Dijela);

m = masa (g) uzorka.

6.2. [zracun za titraciju sukladno toc¢ki 5.3.2. ovoga Djjela

6.2.1. Titracija kloridnom kiselinom

Udio sirovih bjelancevina, iskazan kao maseni udio, izracunava

se sljede¢om formulom:

ako se to uzima u obzir u izradunima. Koncentracije se uvijek navode
na éetiri decimalna mjesta.

4. Oprema

Oprema, prikladna za izvodenje postupaka razgradnje, destilacije

i titracije prema metodi po Kjeldahlu.

5. Postupak

5.1. Razgradnja

Odvagne se 1 g uzorka s preciznoséu od 0,001 g i prenese u

tikvicu za razgradnju. Doda se 15 g kalijevog sulfata (to¢ka 3.1. ovoga
Dijela), prikladna koli¢ina katalizatora (toc¢ka 3.2. ovoga Dijela)

(0,3 - 0,4 g bakar (Il) oksida ili 0,9 — 1,2 g bakar(ll) sulfata pentahidrata),
25 mL sulfatne kiseline (to¢ka 3.4. ovoga Dijela), po potrebi

nekoliko zrnaca plovuéca (toc¢ka 3.12. ovoga Dijela) i promijesa.

Tikvica se prvo lagano zagrijava i po potrebi povremeno protrese,



sve dok masa potpuno ne pougljeni i nestane pjena; zatim

se jace zagrijava do ravnomjernog vrenja tekucine. Zagrijavanje je
primjereno ako se vrela kiselina kondenzira na stjenkama tikvice.
Treba izbjegavati pregrijavanje stjenki i prianjanje organskih ¢estica.
Kada se otopina razbistri i postane svijetlo zelena, ostavi se

kljugati jos 2 sata, zatim se ostavi ohladiti.

5.2. Destilacija

Oprezno se doda dovoljna koli¢ina vode da se sulfati potpuno

otope. Ostavi se ohladiti i po potrebi doda nekoliko zrnaca cinka
(to¢ka 3.3. ovoga Dijela). Nastavlja se sukladno toc¢ki 5.2.1ili 5.2.2.
ovoga Dijela.

5.2.1. Destilacifa u sulfatnoj kiselini

U tikvicu za destilaciju doda se to¢no odmjerena koli¢ina od 25

mL sulfatne kiseline (to¢ka 3.5.) ili (to¢ka 3.7. ovoga Dijela) ovisno

o pretpostavljenom udjelu dusika. Doda se nekoliko kapi indikatora
metilnog crvenila (to¢ka 3.8. ovoga Dijela).

Tikvica za razgradnju priklju¢i se na kondenzator za destilaciju

i vrsak kondenzatora uroni u tekucinu u tikvici za prikupljanje najmanje
do dubine od 1 cm (vidi napomenu pod to¢kom 8.3. ovoga

Dijela). U tikvicu za razgradnju polagano se ulije 100 mL otopine
natrijevog hidroksida (to¢ka 3.9. ovoga Dijela) bez gubitka amonijaka
(vidi napomenu pod to¢kom 8.1. ovoga Dijela). Tikvica se

zagrijava do potpune destilacije amonijaka.

5.2.2. Destilacija u bornoj kiselini

Kod rugne titracije amonijaka iz destilata koristi se dolje navedeni
postupak. Kod destilacijskih jedinica koje su u potpunosti automatizirane
i obuhvacaju titraciju amonijaka iz destilata, postupa se

prema uputama proizvodada za rukovanje destilacijskom jedinicom.
Tikvica za prikupljanje s 25 — 30 mL otopine borne kiseline

(tocka 3.18. ovoga Dijela) postavi se ispod izlaznog otvora kondenzatora
tako da ispusna cijev bude ispod povrsine suviska otopine

borne kiseline. Destilacijska se jedinica namjesti tako da ispusta 50

mL otopine natrijevog hidroksida (to¢ka 3.9. ovoga Dijela). Destilacijskom
se jedinicom rukuje sukladno uputama proizvodada, a oslobodeni

se amonijak destilira dodavanjem otopine natrijevog hidroksida.
Destilat se prikupi u otopini borne kiseline. Koli¢ina destilata

(vrijeme destilacije parom) ovisi o koli¢ini dusika u uzorku. Treba

se pridrzavati uputa proizvodaca.

Napomena. u polautomatskoj destilacijskoj jedinici dodavanje

suviska natrijevog hidroksida i destilacija parom automatizirani su



postupci.
5.3. Titracija
Postupa se sukladno to¢ki 5.3.1. ili 5.3.2. ovoga Dijela
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8.4. Kod rutinske analize za odredivanje sirovih bjelan¢evina

mogu se koristiti zamjenske analiticke metode, iako je metoda po
Kjeldahlu, opisana u Dijelu C, referentna metoda. Za svaki matriks
pojedinaéno treba dokazati da su rezultati dobiveni zamjenskom
metodom (npr. DUMAS) jednakovrijedni rezultatima dobivenim
referentnom metodom. U izvje$¢u o analizi treba navesti analiticku
metodu koristenu za odredivanje sirovih bjelanéevina buduéi da rezultati
dobiveni zamjenskom metodom, ¢ak i nakon potvrde jednakovrijednosti,
mogu odstupati od rezultata dobivenih referentnom

metodom.

Dio D.

ODREDIVANJE UREE

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucava odredivanje sadrzaja uree u

hrani za zivotinje.

2. Nacelo

Uzorak se suspendira u vodi u prisutnosti tvari za bistrenje.
Suspenzija se fi Itrira. Udio uree u fi Itratu odreduje se nakon dodavanja
4-dimetilaminobenzaldehida (4-DMAB) mjerenjem opticke
gustoce na valnoj duljini od 420 nm.

3. Reagensi

3.1. Otopina 4-dimetilaminobenzaldehida: otopi se 1,6 g

4-DMAB u 100 mL 96% etanola i doda 10 mL kloridne kiseline (p2o
1,19 g/mL). Taj se reagens moze ¢uvati najvise dva tjedna.

3.2. Otopina Carrez I: u vodi se otopi 21,9 g cinkovog acetata
Zn(CH3COO0)22H20 i 3 g ledene octene kiseline. Dopuni se vodom
do 100 mL.

3.3. Otopina Carrez II: u vodi se otopi 10,6 g kalijevog ferocijanida
(K4Fe(CN)s x 3H20); Dopuni se vodom do 100 mL.

3.4. Aktivni ugljen koji ne apsorbira ureu (treba provijeriti).

3.5. Urea, 0,1% otopina (w/v)

4. Oprema



4.1. Mijesalica (rotacijska): priblizno 35 do 40 okr./min.

4.2. Epruvete: 160 x 16 mm s ubrugenim ¢epovima

4.3. Spektrofotometar

5. Postupak

5.1. Analiza uzorka

Odvagne se 2 g uzorka s precizno$¢u od 1 mg i prenese se

1 g aktivnog ugljena (to¢ka 3.4. ovoga Dijela) u odmijernu tikvicu
volumena 500 mL. Doda se 400 mL vode i 5 mL otopine Carrez |
(tocka 3.2. ovoga Dijela), mijesa priblizno 30 sekundi i doda 5 mL
otopine Carrez Il (to¢ka 3.3. ovoga Dijela). Mijesa se 30 minuta na
mijesalici. Dopuni se vodom do oznake, protrese i fi ltrira.

Uzme se 5 mL prozirnog bezbojnog fi Itrata i prenese u epruvete
s ubrusenim ¢epovima, doda 5 mL otopine 4-DMAB (toc¢ka 3.1.
ovoga Dijela) i promijesa. Epruvete se postave u vodenu kupelj na
20 oC (+/-4 oC). Nakon 15 minuta spektrofotometrom se izmjeri
opticka gustoca otopine uzorka na 420 nm. Rezultat se usporedi s
otopinom reagensa iz slijepe probe.

5.2. Kalibracijska krivulja

Uzme se 1, 2,4, 5i 10 mL otopine uree (to¢ka 3.5. ovoga Dijela)

i prenese u odmjerne tikvice volumena 100 mL koje se dopune
vodom do oznake. Od svake se otopine pipetom uzme 5 mL, u svaku
se doda 5 mL otopine 4-DMAB (to¢ka 3.1. ovoga Dijela), homogepri
cemu je:

m = masa (g) testnog uzorka;

¢ = koncentracija (mol/L) standardne volumetrijske otopine
kloridne kiseline (tocka 3.19.

ovoga Dijela);

Vo = volumen (mL) kloridne kiseline koristen u slijepoj probi;

V1 = volumen (mL) kloridne kiseline koristen u testnom uzorku.
6.2.2. Titracifa sa sulfatnom kiselinom

Udio sirovih bjelancevina, iskazan kao maseni udio, izratunava

se sljede¢om formulom:

pri ¢emu je:

m = masa (g) testnog uzorka;

¢ = koncentracija (mol/L) standardne volumetrijske otopine
sulfatne kiseline (tocka 3.6.

ovoga Dijela);

Vo = volumen (mL) sulfatne kiseline (to¢ka 3.6. ovoga Dijela)
koristen u slijepoj probi;

V1= volumen (mL) sulfatne kiseline (to¢ka 3.6. ovoga Dijela)



koristen u testnom uzorku.

7. Provjera metode

7.1. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja,
izvedena na istom uzorku, ne smije prijeci:

—0,2% apsolutne vrijednosti za udio sirovih bjelanéevina manji

od 20%,

—1,0% vece vrijednosti za udio sirovih bjelanéevina u rasponu

od 20 - 40%,

—0,4% apsolutne vrijednosti za udio sirovih bjelanéevina vedi

od 40%.

7.2. Tocnost

Za analizu (razgradnja, destilacija, titracija) koristi se 1,5 do

2,0 g acetanilida (toc¢ka 3.13. ovoga Dijela) uz dodatak 1 g saharoze
(tocka 3.14. ovoga Dijela); za 1 g acetanilida koristi se 14,80 mL
sulfatne kiseline (to¢ka 3.5. ovoga Dijela). Iskoristenje mora iznositi
najmanje 99%.

8. Napomene:

8.1. Oprema moze biti ru¢na, poluautomatska ili automatska.

Ako je u radu opreme potreban prijenos izmedu razgradnje i destilacije,
taj se prijenos mora izvrsiti bez gubitka. Ako tikvica uredaja

za destilaciju nije opremljena lijevkom za dokapavanje, natrijev se
hidroksid dodaje neposredno prije priklju¢ivanja tikvice na kondenzator,
pri ¢emu se tekucina ulijeva polako niz stjenke tikvice.

8.2. Ako se sadrzaj tikvice stvrdnjava, postupak odredivanja zapocinje
se iznova, ali s kolicinom sulfatne kiseline (to¢ka 3.4. ovoga

Dijela) ve¢om od gore navedene.

8.3. Kod proizvoda s niskim udjelom dusika volumen sulfatne

kiseline (tocka 3.7. ovoga Dijela) koji se dodaje u tikvicu za prikupljanje,
po potrebi se moze smanjiti na 10 ili 15 mL, a tikvica se

dopuni vodom do 25 mL.
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vog karbonata (to¢ka 3.4. ove Glave) i poklopac hermeticki zatvori.
Clanak se oprezno okreée u vodoravnoj ravnini tako da se reagensi
pomijesaju. Ostavi se najmanje Cetiri sata na sobnoj temperaturi ili
jedan sat na temperaturi 40 oC.

Mikrobiretom (toc¢ka 4.3. ove Glave) se hlapljive baze u otopini



borne kiseline titriraju sulfatnom kiselinom (tocka 3.5. ove Glave).
Slijepa se proba izvodi istim postupkom, ali bez uzorka za analizu.
6. Izracun rezultata

1 mL H2S040,01 mol/L odgovara 0,34 mg amonijaka.

Rezultat analize iskazuje se kao postotni udio uzorka.
Ponovijivost

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja,
izvedena na istom uzorku, ne smije prijeci:

— 10% relativne vrijednosti za udio amonijaka manji od 1,0%,
—0,1% apsolutne vrijednosti za udio amonijaka 1,0% ili vedi.

7. Napomena

Ako je udio amonijaka u uzorku veéi od 0,6% pocetni se fi Itrat
razrijedi.

Shika 1.

CONWAYEV CLANAK

Omjer 1/1

(1) (2)
3)4)

(1) Popreéni presjek poklopca Sz Ss

(2) Popreéni presjek poklopca S Ss

(3) Tlocrt ¢lanka

(4) Tlocrt poklopca od brusenog stakla

nizira i izmjeri opti¢ka gustoca, kako se navodi gore, u usporedbi s
kontrolnom otopinom koja sadrzi 5 mL 4-DMAB i 5 mL vode bez
uree. Pripremi se kalibracijska krivulja.

6. Izracun rezultata

Koli¢ina uree u uzorku odreduje se iz kalibracijske krivulje.
Rezultat se iskazuje kao postotni udio uzorka.

7. Napomene

7.1. Ako udio uree prelazi 3%, uzorak se smanji na 1 g ili se poc¢etna
otopina razrijedi tako da u 500 mL nema vise od 50 mg uree.

7.2. Ako je udio uree nizak, uzorak se povecava sve dok je fi Itrat
proziran i bezbojan.

7.3. Ako uzorak sadrzi jednostavne dusi¢ne spojeve, poput aminokiselina,
opticka se gustoca mjeri na 435 nm.

Dio E.

ODREBIVANJE HLAPLJIVIH DUSIKOVIH BAZA

Glava .

MIKRODIFUZIJA

1. Svrha i opseg primjene



Ova se metoda koristi za odredivanje udjela hlapljivih dusikovih
baza u hrani za zivotinje iskazanog kao amonijak.

2. Nacelo

Uzorak se ekstrahira vodom, otopina se izbistri i fi Itrira. Hlapljive
dusi¢ne baze istiskuju se mikrodifuzijom uporabom otopine
kalijevog karbonata, prikupe u otopinu borne kiseline i titriraju sulfatnom
kiselinom.

3. Reagensi

3.1. Trikloroctena kiselina, 20% otopina (w/v)

3.2. Indikator: otopi se 33 mg bromkrezol zelenila i 65 mg metilnog
crvenila u 100 mL 95 — 96% etanola (v/v).

3.3. Otopina borne kiseline: u odmjernoj tikvici volumena od 1

litre otopi se 10 g borne kiseline u 200 mL 95 — 96% etanola (v/v)

i 700 mL vode. Doda se 10 mL indikatora (toc¢ka 3.2. ove Glave).
Promijesa se, a po potrebi dodavanjem otopine natrijevog hidroksida
boja otopine se podesi na svijetlo crvenu. Koli¢ina od 1 mL te
otopine vezat ¢e najvise 300 pug NHs.

3.4. Zasi¢ena otopina kalijevog karbonata: u 100 mL vrele vode
otopi se 100 g kalijevog karbonata. Ostavi se ohladiti, a zatim fi Itrira.
3.5. Sulfatna kiselina, 0,01 mol/L

4. Oprema

4.1. Mijesalica (rotacijska): priblizno 35 do 40 okr./min.

4.2. Stakleni ili plasti¢ni Conwayevi ¢lanci (vidi sliku 1.)

4.3. Mikrobirete graduirane s podjelom 1/100 mL

5. Postupak

Odvagne se 10 g uzorka s preciznoséu od 1 mg i prenese sa

100 mL vode u odmjernu tikvicu volumena 200 mL. Promijesa se ili
protrese u rotacijskoj mijesalici tijekom 30 minuta. Doda se 50 mL
otopine trikloroctene kiseline (to¢ka 3.1. ove Glave), dopuni vodom
do oznake, snazno protrese i fi Itrira kroz nabrani fi Itar.

Pipetom se doda 1 mL otopine borne kiseline (to¢ka 3.3. ove
Glave) u srednji dio Conwayevog ¢lanka i 1 mL fi ltrata uzorka u
gornji dio ¢lanka. Djelomi¢no se pokrije namascenim poklopcem.

U gornji dio ¢lanka brzo se nakapa 1 mL zasi¢ene otopine kalijePONEDJELJAK,
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za sljede¢e aminokiseline: cist(e)in, metionin, lizin, treonin, alanin,

arginin, aspartatna kiselina, glutaminska kiselina, glicin, histidin,

izoleucin, leucin, fenilalanin, prolin, serin, tirozin i valin.



Ovom se metodom ne mogu razlikovati soli aminokiselina niti

je moguce utvrditi razliku izmedu oblika D i L aminokiselina. Ta
metoda nije primjerena za odredivanje triptofana ili hidroksi-analoga
aminokiselina.

2. Nacelo

2.1. Slobodne aminokiseline

Slobodne aminokiseline ekstrahiraju se razrijedenom kloridnom
kiselinom. Koekstrahirane dusi¢cne makromolekule istaloze se
sulfosalicilnom kiselinom i uklone fi Itriranjem. Vrijednost pH fi ltrirane
otopine podesi se na 2,20. Aminokiseline se razdvoje ionskoizmjenjivatkom
kromatografi jom i odrede reakcijom s ninhidrinom

fotometrijskom detekcijom na 570 nm.

2.2. Ukupne aminokiseline

Odabir postupka ovisi o ispitivanim aminokiselinama. Cist(e)in

i metionin se prije hidrolize moraju oksidirati u cisteinsku kiselinu

i metionin-sulfon. Tirozin se mora odrediti u hidrolizatima neoksidiranih
uzoraka. Sve druge aminokiseline navedene u tocki 1. ovoga

Dijela mogu se odrediti u oksidiranom ili neoksidiranom uzorku.
Oksidacija se vrsi na 0.C mjesavinom peroksimravlje kiseline i

fenola. Visak oksidacijskog reagensa razgradi se natrijevim disulfi -
tom. Oksidirani ili neoksidirani uzorak se 23 sata hidrolizira kloridnom
kiselinom (to¢ka 3.20. ovoga Dijela). Vrijednost pH hidrolizata

se podesi na 2,20. Aminokiseline se razdijele ionsko-izmjenjivackom
kromatografi jom i odrede reakcijom s ninhidrinom fotometrijskom
detekcijom na 570 nm (440 nm za prolin).

3. Reagensi

Obvezno se koristi dvostruko destilirana voda ili voda jednake
kakvoce (provodljivost < 10 pS)

3.1. Vodikov peroksid, w (w/w) = 30%

3.2. Mravlja kiselina, w (w/w) = 98 — 100%

3.3. Fenol

3.4. Natrijev disulfi t

3.5. Natrijev hidroksid

3.6. 5-sulfosalicilna kiselina dihidrat

3.7. Kloridna kiselina, gustoée priblizno 1,18 g/mL

3.8. Trinatrij citrat dihidrat

3.9. 2,2'-tiodietanol (tiodiglikol)

3.10. Natrijev klorid

3.11. Ninhidrin

3.12. Lagani petrolej, vreliste 40 — 60 oC



3.13. Norleucin ili drugi spoj primjeren za uporabu kao interni
standard

3.14. Plinoviti dusik (< 10 ppm kisika)

3.15. 1-oktanol

3.16. Aminokiseline

3.16.1. Standardne tvari iz tocke 1. Cisti spojevi bez kristalizirane
vode. Prije uporabe suse se 1 tjedan u vakumu s P20s ili H2SOa.
3.16.2. Cisteinska kiselina

3.16.3. Metionin-sulfon

3.17. Otopina natrijevog hidroksida, ¢ = 7,5 mol/L:

U vodi se otopi 300 g NaOH (to¢ka 3.5. ovoga Dijela) i dopuni
vodom do 1 litre.

Glava Il.

DESTILACIJA

1. Svrha i opseg primjene

Ova se metoda koristi za odredivanje udjela hlapljivih dusikovih
baza, iskazanih kao amonijak, u ribljem brasnu koje prakti¢no

ne sadrzi ureu. Koristi se samo za udio amonijaka nizi od 0,25%.
2. Nacelo

Uzorak se ekstrahira vodom, a otopina izbistri i fi ltrira. Hlapljive
dusi¢ne baze se istisnu na temperaturi vrelista dodavanjem
magnezijevog oksida i prikupe u odredenoj koli¢ini sulfatne kiseline,
suvisak koje se titrira otopinom natrijevog hidroksida.

3. Reagensi

3.1. Trikloroctena kiselina, 20% otopina (w/v).

3.2. Magnezijev oksid.

3.3. Emulzija protiv pjenjenja (npr. silikon).

3.4. Sulfatna kiselina, 0,05 mol/L.

3.5. Otopina natrijevog hidroksida, 0,1 mol/L.

3.6. Otopina metilnog crvenila 0,3% u 95 — 96% etanolu (v/v).

4. Oprema

4.1. Mijesalica (rotacijska): priblizno 35 do 40 okr./min.

4.2. Uredaj za destilaciju po Kjeldahlu.

5. Postupak

Odvagne se 10 g uzorka s precizno$¢u od 1 mg i prenese sa

100 mL vode u odmjernu tikvicu volumena 200 mL. Promijesa se ili
protrese u rotacijskoj mijesalici tijekom 30 minuta. Doda se 50 mL
otopine trikloroctene kiseline (to¢ka 3.1. ove Glave), dopuni vodom
do oznake, snazno protrese i fi Itrira kroz nabrani fi Itar papir.

Pipetom se prenese koli¢ina bistrog fi Itrata koja odgovara o¢ekivanom



udjelu hlapljivih dusikovih baza (obi¢no je dovoljno 100

mL). Razrijedi se na 200 mL, doda se 2 g magnezijevog oksida (toc¢ka
3.2. ove Glave) i nekoliko kapi emulzije protiv pjenjenja (tocka

3.3. ove Glave). Otopina mora biti alkalna pri pokusu s lakmusovim
papirom; ako to nije slu¢aj, doda se magnezijev oksid (toc¢ka 3.2. ove
Glave). Postupa se sukladno to¢kama 5.2. i 5.3. Dijela C ovog Priloga,
tj. analiticke metode za odredivanje udjela sirovih bjelangevina.
Slijepa se proba izvodi istim postupkom, ali bez uzorka za analizu.

6. Izracun rezultata

1 mL H2S040,05 mol/L odgovara 1,7 mg amonijaka.

Rezultat se iskazuje kao postotni udio uzorka.

Ponovijivost

Relativna razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka
odredivanja, izvedena na istom uzorku, ne smije prije¢i 10% relativne
vrijednosti amonijaka.

Dio F.

ODREDIVANJE AMINOKISELINA (OSIM

TRIPTOFANA)

1. Svrha i opseg primjene
Ova se metoda koristi za odredivanje slobodnih (sintetickih i
prirodnih) i ukupnih (vezanih na peptide i slobodnih) aminokiselina

u hrani za zivotinje pomo¢u analizatora aminokiselina. Koristi se
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i metionin-sulfon i ¢ = 10 nmol/50 pL za druge aminokiseline. U
¢asi volumena 100 mL otopi se 2,2 g natrijevog klorida (to¢ka 3.10.
ovoga Dijela) s 30 mL citratnog pufera (to¢ka 3.24. ovoga Dijela).
Doda se 4,00 mL osnovne standardne otopine aminokiseline (toc¢ka
3.27.1. ovoga Dijela), 4,00 mL osnovne standardne otopine cisteinske
kiseline i metionin-sulfona (to¢ka 3.27.2. ovoga Dijela) i 0,50

mL osnovne standardne otopine internog standarda (tocka 3.27.3.
ovoga Dijela), ako se isti koristi. Koristenjem natrijevog hidroksida
pH vrijednost se podesi na 2,20 (to¢ka 3.18. ovoga Dijela).

Sadrzaj se kvantitativno prebaci u odmjernu tikvicu volumena

50 mL, dopuni citratnim puferom (to¢ka 3.24. ovoga Dijela) do
oznake i promijesa.

Pohrani se na rok ne duzi od 3 mjeseca na temperaturi nizoj



od 5.C.

Vidi takoder napomenu pod to¢kom 9.1. ovoga Dijela.

3.27.5. Pripremi se kalibracijska otopina standardnih aminokiselina
koja se koristi s hidrolizatima sukladno to¢ki 5.3.3.1. ovoga

Dijela, a za ekstrakte sukladno toc¢ki 5.2. ovoga Dijela. Kalibracijska
otopina se pripremi sukladno toc¢ki 3.27.4. ovoga Dijela, ali bez natrijevog
klorida.

Pohrani se na rok ne duzi od 3 mjeseca na temperaturi nizoj

od 5 oC.

4. Oprema

4.1. Tikvica s okruglim dnom volumena 100 ili 250 mL s povratnim
hladilom.

4.2. Staklena posuda od borosilikatnog stakla volumena 100 mL

s navojnim ¢epom obloZenim gumom/tefl onom (npr. Duran, Schott)
za uporabu u susioniku.

4.3. Susionik s prisilnom ventilacijom i regulatorom temperature
to¢nosti ve¢e od X} 2.C.

4.4. pH metar (na tri decimalna mjesta)

4.5. Membranski fi Itar (0,22 pum).

4.6 Centrifuga.

4.7. Rotacioni vakuum otparivag.

4.8. Mehanicka tresilica ili magnetska mijesalica.

4.9. Analizator aminokiselina ili oprema za HPLC opremljena
kolonom za izmjenu iona, napravom za ninhidrin, derivatizaciju nakon
kolone i fotometrijskim detektorom.

Kolona se napuni smolama sulfoniranog polistirena koje mogu
razdvajati aminokiseline jedne od drugih i od drugih materijala koji
reagiraju na ninhidrin. Tok u puferskoj i ninhidrinskoj liniji osigurava
se crpkama s tokom stabilnosti [XI} 0,5% u vremenu koje obuhvaéa
izvodenje standardnog kalibriranja i analizu uzorka.

Kod nekih analizatora aminokiselina mogu se koristiti postupci
hidrolize kod kojih je koncentracija natrija u hidrolizatu c = 0,8
mol/L, a hidrolizat sadrzi sve ostatke mravlje kiseline iz postupka
oksidacije. Druge metode ne postizu zadovoljavajuée razdvajanje
nekih aminokiselina ako se u hidrolizatu nalazi visak mravlje kiseline
i/ili visoka koncentracija natrijevih iona. U tom se slu¢aju

volumen kiseline nakon hidrolize i prije podesavanja pH smanjuje
isparavanjem na priblizno 5 mL. Isparavanje se vrsi pod vakuumom
na najvise 40 oC.

5. Postupak



5.1. Priprema uzorka

Uzorak se samelje tako da prolazi kroz sito veli¢ine 0,5 mm.

Uzorci s visokim udjelom vode moraju se prije mljevenja osusiti na
3.18. Otopina natrijevog hidroksida, ¢ = 1 mol/L:

U vodi se otopi 40 g NaOH (toc¢ka 3.5. ovoga Dijela) i dopuni
vodom do 1 litre.

3.19. Mravlja kiselina — otopina fenola:

Pomijesa se 889 g mravlje kiseline (to¢ka 3.2. ovoga Dijela) sa

111 g vode i doda 4,73 g fenola (to¢ka 3.3. ovoga Dijela).

3.20. Smjesa za hidrolizu, ¢ = 6 mol HCl/I koja sadrzi 1 g

fenola/!:

Doda se 1 g fenola (to¢ka 3.3. ovoga Dijela) u 492 mL HCI

(toc¢ka 3.7. ovoga Dijela) i dopuni vodom do 1 litre.

3.21. Smjesa za ekstrakciju, ¢ = 0,1 mol HCl/I koja sadrzi 2%
tiodiglikola: 8,2 mL HCI (to¢ka 3.7. ovoga Dijela) se razrijedi s priblizno
900 mL vode, doda se 20 mL tiodiglikola (to¢ka 3.9. ovoga

Dijela) i dopuni vodom do 1 litre (ne smiju se izravno mijesati tvari
iz tocaka 3.7. i1 3.9. ovoga Dijela).

3.22. 5-sulfosalicilna kiselina, s = 6%:

U vodi se otopi 60 g 5-sulfosalicilne kiseline (toc¢ka 3.6. ovoga
Dijela) i dopuni vodom do 1 litre.

3.23. Oksidacijska smjesa (peroksimravlja kiselina — fenol):

Pomijesa se 0,5 mL vodikovog peroksida (to¢ka 3.1. ovoga Dijela)

s 4,5 mL otopine mravlje kiseline i fenola (to¢ka 3.19. ovoga

Dijela) u maloj ¢asi. Inkubira se 1 sat na 20 — 30 oC kako bi se dobila
peroksimravlja kiselina, zatim se hladi u ledenoj kupelji (15 min)
prije dodavanja u uzorak.

Upozorenje 1zbjegavati dodir s kozom i nositi zastitnu odjec¢u.

3.24. Citratni pufer, ¢ = 0,2 mol Na-/L, pH 2,20:

U priblizno 800 mL vode otopi se 19,61 g natrijevog citrata

(tocka 3.8. ovoga Dijela), 5 mL tiodiglikola (to¢ka 3.9. ovoga Dijela),
1 g fenola (toc¢ka 3.3. ovoga Dijela) i 16,50 mL HCI (to¢ka 3.7. ovoga
Dijela). Vrijednost pH se podesi na 2,20. Dopuni se vodom do 1 litre.
3.25. Puferi za eluiranje, pripravljeni sukladno uputama za analizator
koji se koristi (tocka 4.9. ovoga Dijela).

3.26. Reagens ninhidrin, pripravljen sukladno uputama za analizator
koji se koristi (to¢ka 4.9. ovoga Dijela).

3.27. Standardne otopine aminokiselina. Ove se otopine drze

na temperaturi ispod 5 oC.

3.27.1. Osnovna standardna otopina aminokiselina (tocka



3.16.1. ovoga Dijela).

¢ = 2,5 pmol/mL za svaku u kloridnoj kiselini.

Komercijalno je dostupna.

3.27.2. Osnovna standardna otopina cisteinske kiseline i metionin-
sulfona, ¢ = 1,25 pmol/mL.

U odmjernoj tikvici obujma 1 L otopi se 0,2115 g cisteinske kiseline
(tocka 3.16.2. ovoga Dijela) i 0,2265 g metionin-sulfona (tocka
3.16.3. ovoga Dijela) u citratnom puferu (to¢ka 3.24. ovoga Dijela)

i dopuni citratnim puferom do oznake. Pohrani se na rok ne duzi
od 12 mjeseci na temperaturi nizoj od 50.C. Ta se otopina ne koristi
ako osnovna standardna otopina (to¢ka 3.27.1. ovoga Dijela) sadrzi
cisteinsku kiselinu i metionin-sulfon.

3.27.3. Osnovna standardna otopina internog standarda, npr.
norleucina, ¢ = 20 pmol/mL.

U odmjernoj se tikvici otopi 0,6560 g norleucina (to¢ka 3.13.

ovoga Dijela) u citratnom puferu (to¢ka 3.24. ovoga Dijela) i dopuni
citratnim puferom do 250 mL. Pohrani se na rok ne duzi od 6
mjeseci na temperaturi nizoj od 5 oC.

3.27.4. Kalibracijska otopina standardnih aminokiselina koja

se koristi s hidrolizatima, ¢ = 5 nmol/50 uL za cisteinsku kiselinu
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5.3.2.2. Hidroliza neoksidiranih uzoraka

U tikvicu s okruglim dnom volumena 100 mL ili 250 mL (tocka

4.1. ovoga Dijela) ili u bocu s navojnim ¢epom volumena 100

mL (tocka 4.2. ovoga Dijela) odvagne se 0,1 — 1 g pripravljenog
uzorka (toc¢ka 5.1. ovoga Dijela) s preciznos¢u od 0,2 mg. U odvaganom
uzorkovanom dijelu udio dusika mora iznositi priblizno 10

mg. Oprezno se doda 25 mL smjese za hidrolizu (to¢ka 3.20. ovoga
Dijela) i pomijesa s uzorkom. Nastavlja se sukladno toc¢ki 5.3.2.3. ili
5.3.2.4. ovoga Dijela.

5.3.2.3. Otvorena hidroliza

U smjesu koja se nalazi u tikvici (pripremljenu sukladno tocki
5.3.2.1.1li 5.3.2.2. ovoga Dijela) dodaju se 3 staklene kuglice, zatim

se ostavi kljucati 23 sata uz stalno vrenje pod refl uksom. Po zavrsetku
hidrolize kondenzator se ispere s 5 mL citratnog pufera (tocka

3.24. ovoga Dijela). Tikvica se odvoji i ohladi u ledenoj kupelji.

Nastavlja se sukladno tocki 5.3.3. ovoga Dijela.



5.3.2.4. Zatvorena hidroliza

Boca sa smjesom pripravljenom sukladno toc¢ki 5.3.2.1. ili

5.3.2.2. ovoga Dijela postavi se u susionik (to¢ka 4.3. ovoga Dijela)
na temperaturi od 110 oC. Kako bi se tijekom prvog sata sprijecilo
povecanje tlaka (zbog nastanka plinovitih tvari) i eksplozija, poklopac
s navojem treba postavi na vrh posude. Posuda se ne smije zatvoriti
poklopcem. Nakon jednog sata posuda se zatvori poklopcem

i ostavi 23 sata u susioniku (tocka 4.3. ovoga Dijela). Po zavrsetku
hidrolize boca se izvadi iz susionika, oprezno se otvori poklopac
boce i boca polozi u ledenu kupelj. Ostavi se ohladiti.

Ovisno o postupku za podesavanje pH (toc¢ka 5.3.3. ovoga Dijela)
sadrzaj posude sa citratnim puferom (toc¢ka 3.24. ovoga Dijela) se
kvantitativno prenese u ¢asu volumena 250 mL ili tikvicu s okruglim
dnom volumena 250 mL.

Nastavlja se sukladno to¢ki 5.3.3. ovoga Dijela.

5.3.3. Podesavanje pH

Uzimajuéi u obzir odstupanje analizatora aminokiselina (to¢ka

4.9. ovoga Dijela) za natrij, ugadanje pH se provodi sukladno togki
5.3.3.1.1li 5.3.3.2. ovoga Dijela.

5.3.3.1. Kromatografski sustavi (to¢ka 4.9. ovoga Dijela) koji
zahtijevaju nisku koncentraciju natrija

Pri upotrebi analizatora aminokiselina koji zahtijevaju nisku
koncentraciju natrija (kada treba smanijiti volumen kiseline) preporuca
se uporaba otopine internog osnovnog standarda (toc¢ka 3.27.3.
ovoga Dijela).

U tom se slu¢aju hidrolizatu prije isparavanja dodaje 2,00 mL
otopine internog osnovnog standarda (to¢ka 3.27.3. ovoga Dijela).
U hidrolizat dobiven postupkom sukladno to¢ki 5.3.2.3. ili

5.3.2.4. dodaju se 2 kapi 1-oktanola (tocka 3.15.).

Volumen se smanji na 5 — 10 mL rotacijskim otparivacem (4.7.)

pod vakuumom na 40 oC. Ako se volumen slu¢ajno smanji ispod 5
mL, hidrolizat se mora odbaciti i iznova zapoceti analizu.

Otopinom natrijevog hidroksida (to¢ka 3.18. ovoga Dijela) vrijednost
pH se podesi na 2,20 i zatim nastavi sukladno to¢ki 5.3.4.

5.3.3.2. Za sve druge analizatore aminokiselina (to¢ka 4.9. ovoga
Dijela)

Hidrolizati dobiveni sukladno toc¢ki 5.3.2.3. ili 5.3.2.4. ovoga Dijela
djelomiéno se neutraliziraju opreznim dodavanjem, uz mijesanje,

17 mL otopine natrijevog hidroksida (to¢ka 3.17. ovoga Dijela),

pri éemu se temperatura mora odrzavati ispod 400C.



Na sobnoj temperaturi podesi se vrijednost pH na 2,20 prvotno
otopinom natrijevog hidroksida (to¢ka 3.17. ovoga Dijela) i kona¢no
zraku na temperaturi koja ne prelazi 50 oC ili liofi lizacijom. Uzorci

s visokim udjelom masti ekstrahiraju se laganim petrolejem (to¢ka
3.12. ovoga Dijela) prije mljevenja.

5.2. Odredivanje slobodnih aminokiselina u hrani za zivotinje

I premiksima

Odvagne se primjerena koli¢ina (1 -5 g) pripravljenog uzorka
(tocka 5.1. ovoga Dijela) s preciznoséu od 0,2 mg i prenese u konusnu
tikvicu, u §to se doda 100,0 mL smjese za ekstrakciju (tocka

3.21. ovoga Dijela). Smjesa se 60 minuta muc¢ka mehani¢kom tresilicom
ili magnetskom mijesalicom (tocka 4.8. ovoga Dijela). Priceka

se da talog padne na dno i pipetom prenese 10,0 mL supernatanta
u ¢asu obujma 100 mL.

Tijekom mijesanja doda se 5,0 mL otopine sulfosalicilne kiseline
(tocka 3.22. ovoga Dijela) i nastavi 5 minuta mijesati magnetskom
mijesalicom. Supernatant se fi ltrira ili centrifugira kako bi se
uklonio cjelokupni talog. U ¢asu obujma 100 mL izlije se 10,0 mL
dobivene otopine i vrijednost pH podesi na 2,20 otopinom natrijevog
hidroksida (toc¢ka 3.18. ovoga Dijela), prenese pomoc¢u citratnog
pufera (toc¢ka 3.24. ovoga Dijela) u odmjernu tikvicu primjerenog
volumena i dopuni otopinom pufera (to¢ka 3.24. ovoga Dijela) do
oznake.

Ako se koristi interni standard, za svakih 100 mL konaéne otopine
doda se 1,00 mL internog standarda (to¢ka 3.27.3. ovoga Dijela)

i dopuni otopinom pufera (tocka 3.24. ovoga Dijela) do oznake.
Nastavlja se s kromatografi jom sukladno tocki 5.4. ovoga Dijela.
Ako se ekstrakti ne analiziraju isti dan, moraju se pohraniti na
temperaturi nizoj od 5 oC.

5.3 Odredivanje ukupnih aminokiselina

5.3.1 Oksidacija

Odvagne se 0,1 — 1 g pripravljenog uzorka (to¢ka 5.1. ovoga

Dijela) s preciznoséu od 0,2 mg, u:

— tikvicu s okruglim dnom volumena 100 mL (toc¢ka 4.1. ovoga
Dijela) (za otvorenu hidrolizu to¢ka 5.3.2.3. ovoga Dijela), ili

— tikvicu s okruglim dnom volumena 250 mL (toc¢ka 4.1. ovoga
Dijela), ako se zahtijeva niska koncentracija natrija (tocka 5.3.3.1.
ovoga Dijela), ili

— staklenu bocu s navojnim ¢epom volumena 100 mL (tocka

4.2. ovoga Dijela), za zatvorenu hidrolizu (to¢ka 5.3.2.4. ovoga Dijela).



U odvaganom dijelu uzorka udio dusika mora iznositi priblizno

10 mg, a udio vode ne smije biti ve¢i od 100 mg.

Tikvica/boca se postavi u ledenu kupelj i ohladi na 0 oC, doda se

5 mL oksidacijske smjese (to¢ka 3.23. ovoga Dijela) i mijesa staklenom
lopaticom sa zakrivljenim vrhom. Tikvica/boca s lopaticom se
hermeticki zatvori fi Imom, a ledena kupelj s hermeticki zatvorenom
posudom stavi u hladnjak na 0 oC i ostavi 16 sati. Nakon 16 sati posuda
se izvadi iz hladnjaka, a visak oksidacijskog reagensa se razgradi
dodavanjem 0,84 g natrijevog disulfi ta (tocka 3.4. ovoga Dijela).
Nastavlja se sukladno tocki 5.3.2.1. ovoga Dijela.

5.3.2. Hidroliza

5.3.2.1. Hidroliza oksidiranih uzoraka

U oksidirani uzorak, pripravljen sukladno toc¢ki 5.3.1. ovoga Dijela,
doda se 25 mL smjese za hidrolizu (toc¢ka 3.20. ovoga Dijela),

pri ¢emu treba pazljivo isprati sve ostatke uzorka sa stjenke posude

i lopatice.

Nastavlja se sukladno toc¢ki 5.3.2.3. ili 5.3.2.4. ovoga Dijela, ovisno

o koristenom postupku hidrolize.
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Ako se koristi interni standard pomnozi se sa: b
c

A = povrsina pika hidrolizata ili ekstrakta;

B = povrsina pika standardne kalibracijske otopine;

C = povrsina pika hidrolizata ili ekstrakta kao internog standarda;
D = povrsina pika standardne kalibracijske otopine kao internog
standarda;

M = molekulska masa aminokiseline koja se odreduje;

¢ = koncentracija standarda u pmol/mL;

m = masa uzorka u gramima (ispravljena na poéetnu masu ako

je uzorak isusen ili odmascen);

V = mL ukupnog hidrolizata (to¢ka 5.3.4. ovoga Dijela) ili izraéunati
ukupni volumen otopine ekstrakta (to¢ka 6.1. ovoga Dijela)

u mL.

Cistin i cistein se odreduju kao cisteinska kiselina u hidrolizatima
oksidiranog uzorka, ali se izraéunavaju kao cistin (CeH12N204Sz,

M 240,30 g/mol) uporabom molekulske mase 120,15 g/mol (= 0,5
x 240,30 g/mol).



Metionin se odreduje kao metionin-sulfon u hidrolizatima oksidiranog
uzorka, ali se izra¢unava kao metionin uporabom molekulske
mase metionina: 149,21 g/mol.

Dodani slobodni metionin odreduje se nakon ekstrakcije kao
metionin, a za izracun se koristi ista molekulska masa.

6.1. Ukupni volumen otopine ekstrakata (F) za odredivanje
slobodnih aminokiselina (toc¢ka 5.2. ovoga Dijela) izradunava se
sljede¢om formulom:

V = volumen konaénog ekstrakta.

7. Validacija metode

Metoda je provjerena u medulaboratorijskom ispitivanju na
medunarodnoj razini provedenom 1990. godine na &etiri razli¢ite
vrste hrane za zivotinje (krmna smjesa za svinje, krmna smjesa za
pilice u tovu, proteinske dopunske krmne smjese, premiks). Rezultati
srednjih vrijednosti i standardne devijacije, bez ekstremnih vrijednosti,
prikazani su u tablici u ovoj to¢ki:

Srednje vrijednosti u g/kg

Referentni materijal Aminokiselina

Treonin Cist(e)in Metionin Lizin

Krmna smjesa za svinje 6,94

n=15

3,01

n=17

3,27

n=17

9,55

n=13

Krmna smjesa za pilice

u tovu

9,31

n=16

3,92

n=18

5,08

n=18

13,93

n=16

Proteinska dopunska krmna

smjesa

22,32



n=16

5,06

n=17

12,01

n=17

47,74

n=15

Premiks 58,42

n=16

-90,21

n=16

98,03

n=16

n = Broj uklju¢enih laboratorija

7.1. Ponovijivost

Ponovljivost gore navedene medulaboratorijske usporedbe,
iskazana kao > unutarlaboratorijska standardna devijacija <, prikazana
je u donjoj tablici:

Unutarlaboratorijska standardna devijacija (sr), iskazana u g/kg
otopinom natrijevog hidroksida (to¢ka 3.18. ovoga Dijela). Nastavlja
se sukladno tocki 5.3.4. ovoga Dijela.

5.3.4. Otopina uzorka za kromatografi ju

Hidrolizat (to¢ka 5.3.3.1. ili 5.3.3.2. ovoga Dijela) s podesenom
vrijednosti pH citratnim se puferom (3.24.) kvantitativno prenese u
odmjernu tikvicu volumena 200 mL i dopuni puferom (tocka 3.24.
ovoga Dijela) do oznake.

Ako do tada nije koristen interni standard, doda se 2,00 mL
internog standarda (to¢ka 3.27.3. ovoga Dijela), zatim dopuni citratnim
puferom (toc¢ka 3.24. ovoga Dijela), do oznake. Temeljito

se promijesa.

Nastavlja se s kromatografi jom (to¢ka 5.4. ovoga Dijela).

Ako se otopine uzorka ne analiziraju isti dan, moraju se pohraniti
na temperaturi nizoj od 5 oC.

5.4. Kromatografi ja

Prije kromatografi je temperatura ekstrakta (to¢ka 5.2. ovoga
Dijela) ili hidrolizata (to¢ka 5.3.4. ovoga Dijela) mora se izjednaciti
sa sobnom temperaturom. Smjesa se protrese i prikladna koli¢ina
fi Itrira kroz membranski fi Itar 0,22 um (toc¢ka 4.5. ovoga Dijela).
Dobivena bistra otopina se podvrgne kromatografi ji s izmjenom

iona uporabom analizatora aminokiselina (to¢ka 4.9. ovoga Dijela).



Ubrizgavanje se moze izvesti rué¢no ili automatski. Vazno je na
kolonu za analizu standarda i uzoraka dodati istu koli¢inu otopine
(X} 0,5%) osim kada se koristi interni standard, a omjeri natrija i
aminokiselina u otopinama standarda i uzorka trebaju biti $to je
moguce sli¢niji.

Opcéenito ucestalost postupaka kalibracije ovisi o stabilnosti reagensa
ninhidrina i sustava za analizu. Standard ili uzorak se razrijede
citratnim puferom (tocka 3.24. ovoga Dijela) tako da povrsina

pika standarda dostize 30 — 200% povrsine pika aminokiselina u
uzorku.

Kromatografi ja aminokiselina neznatno se razlikuje s obzirom

na vrstu koristenog analizatora i smole. Odabrani sustav mora imati
moguénost razdvajanja aminokiselina medusobno i od drugih materijala
koji reagiraju na ninhidrin. U radnom podrugju kromatografski
sustav mora imati linearan odziv na promjene koli¢ine aminokiselina
dodanih na kolonu.

U fazi kromatografi je primjenjuju se dolje navedeni omjeri minimuma
i maksimuma visine pika kod analize ekvimolarnih otopina
(aminokiselina koje se odreduju). Ekvimolarna otopina mora sadrzavati
najmanje 30% maksimalnog udjela svake aminokiseline koji

se moze to¢no izmjeriti sustavom za analizu aminokiselina (to¢ka

4.9. ovoga Dijela).

Kod postupka razdvajanja treonina od serina omjer minimuma

i maksimuma visine pika za aminokiselinu s nizom vrijednosti izmedu
dvije aminokiseline koje se preklapaju na kromatogramu ne

smije prije¢i 2:10. (Ako se odreduju samo cist(e)in, metionin, treonin

i lizin, nedovoljno razdvajanje izmedu susjednih pikova stetno

¢e djelovati na postupak odredivanja). Za sve druge aminokiseline
razdvajanje mora biti veé¢e od 1:10.

Sustav mora jamgiti razdvajanje lizina od > lizinskih artefakata <

i ornitina.

6. Izracun rezultata

Za svaku pojedinaénu aminokiselinu izmjeri se povrsina pikova
uzorka i standarda, a koli¢ina (X), iskazana u g aminokiseline na kg

uzorka, izradunava se na sljedeci naéin:
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Premiks 4,3



n=16

—6,9
n=16
6,7
n=16

n = Broj ukljuéenih laboratorija

8. Upotreba referentnih materijala

Pravilna primjena metode provjerava se ponovljenim mjerenjima

na certifi ciranim referentnim materijalima, kada su dostupni.
Preporuca se izvrsiti kalibraciju s certifi ciranom otopinom za kalibraciju
aminokiselina.

9. Napomene

9.1. Zbog razlika izmedu analizatora aminokiselina za smjernice

se uzimaju konaéne koncentracije otopina standardnih aminokiselina
za kalibraciju (vidi tocke 3.27.4. i 3.27.5. ovoga Dijela) i

hidrolizata (vidi to¢ku 5.3.4. ovoga Dijela).

Za sve aminokiseline treba provjeriti podrugje linearnog odziva
uredaja.

Standardna otopina se razrijedi citratnim puferom tako da se
povrsine pika nalaze u sredini podrugja.

9.2. Kada se za analizu hidrolizata koristi oprema za visokodjelatnu
tekuc¢insku kromatografi ju uvjeti pokusa moraju se optimizirati
sukladno preporukama proizvodaca.

9.3. Kod primjene metode za hranu za zivotinje koja sadrzi vise

od 1% klorida (dopunske krmne smjese, mineralne mjesavine, dopuna
hrani za Zivotinje (engl. suplementary feeds) moze doéi do

preniske procjene udjela metionina, §to zahtijeva posebnu obradu.
Dio G.

ODREDIVANJE TRIPTOFANA

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucava odredivanje ukupnog i slobodnog
triptofana u hrani za Zivotinje. Njom se ne omogucava razlikovanje
izmedu D-i L- oblika.

2. Nacelo

Za odredivanje ukupnog triptofana uzorak se hidrolizira u bazi¢nim
uvjetima zasi¢cenom otopinom barijevog hidroksida i 20 sati

grije na 110 oC. Nakon hidrolize doda se interni standard.

Za odredivanje slobodnog triptofana uzorak se ekstrahira u blago

kiselim uvjetima u prisutnosti internog standarda.



Triptofan i interni standard u hidrolizatu ili ekstraktu odreduju
se postupkom HPLC s fl uorescentnom detekcijom.

3. Reagensi

3.1. Obvezno se koristi redestilirana voda ili voda jednake kakvoée
(provodljivost < 10 uS/cm).

3.2. Standardna tvar: triptofan (Gisto¢a/udio = 99%), osusen
pod vakuumom iznad fosfornog pentoksida.

3.3. Interna standardna tvar: a-metil-triptofan (Cisto¢a/udio =
99%), osusen pod vakuumom iznad fosfornog pentoksida.
3.4. Barijev hidroksid oktahidrat (treba paziti da se Ba(OH)

x 8 H20 pretjerano ne izlaze zraku kako bi se izbjeglo nastajanje
BaCO:s koji moze remetiti postupak odredivanja) (vidi napomenu
pod tockom 9.3. ovoga Dijela).

3.5. Natrijev hidroksid

3.6. Ortofosforna kiselina, w (w/w) = 85%

3.7 Kloridna kiselina, p201,19 g/mL

Referentni materijal Aminokiselina

Treonin Cist(e)in Metionin Lizin

Krmna smjesa za svinje 0,13

n=15

0,10

n=17

0,11

n=17

0,26

n=13

Krmna smjesa za pilice

u tovu

0,20

n=16

0,11

n=18

0,16

n=18

0,28

n=16

Proteinska dopunska krmna

smjesa

0,48

n=16



0,13

n=17

0,27

n=17

0,99

n=15

Premiks 1,30

n=16

—2,19

n=16

2,06

n=16

n = Broj uklju¢enih laboratorija
Koefi cijent varijacije (%) za unutarlaboratorijsku standardnu devijaciju
(s)

Referentni materijal Aminokiselina
Treonin Cist(e)in Metionin Lizin
Krmna smjesa za svinje 1,9
n=15

33

n=17

34

n=17

2,8

n=13

Krmna smjesa za pili¢e

u tovu

2,1

n=16

2,8

n=18

31

n=18

2,1

n=16

Proteinska dopunska

krmna smjesa

2,6

n=17

2,2



n=17

2,4

n=15
Premiks 2,2
n=16
—24
n=16

2,1

n=16

n = Broj uklju¢enih laboratorija
7.2 Obnovijivost

Rezultati gore navedene medulaboratorijske usporedbe, iskazani
kao standardna devijacija izmedu laboratorija, prikazani su u
donjoj tablici:

Standardna devijacija (sR) izmedu laboratorija u g/kg
Referentni materijal Aminokiselina
Treonin Cist(e)in Metionin Lizin
Krmna smjesa za svinje 0,28
n=15

0,30

n=17

0,23

n=17

0,30

n=13

Krmna smjesa za pili¢e

u tovu

0,48

n=16

0,34

n=18

0,55

n=18

0,75

n=16

Proteinska dopunska

krmna smjesa

0,85

n=16

0,62



n=17

1,57

n=17

1,24

n=15

Premiks 2,49

n=16

— 6,20

n=16

6,62

n=16

n = Broj uklju¢enih laboratorija
Koefi cijent varijacije (%) za standardne devijacije (sR) izmedu laboratorija
Referentni materijal Aminokiselina
Treonin Cist(e)in Metionin Lizin
Krmna smjesa za

svinje

41

n=15

99

n=17

7,0

n=17

3.2

n=13

Krmna smjesa za pili¢e

u tovu

52

n=16

8,8

n=18

10,9

n=18

54

n=16

Proteinska dopunska

krmna smjesa

3,8

n=16

12,3



n=17
13,0
n=17

n=15
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4.3. pH-metar
4.4. Polipropilenska tikvica, volumena 125 mL, sa sirokim vratom
i navojnim ¢epom
4.5. Membranski fi Itar, 0,45 um
4.6. Autoklav, 110 (X} 2) oC, 1,4 (X} 0,1) bar
4.7. Mehani¢ka tresilica ili magnetska mijesalica
4.8. Vrtlozna mijesalica
5. Postupak
5.1. Priprema uzoraka
Uzorak se samelje tako da prolazi kroz sito veli¢ine 0,5 mm.
Uzorci s visokim udjelom vode moraju se prije usitnjavanja osusiti
na zraku na temperaturi koja ne prelazi 50 oC ili liofi lizacijom.
Uzorci s visokim udjelom masti ekstrahiraju se laganim petrolejem
(tocka 3.9. ovoga Dijela) prije usitnjavanja.
5.2. Odredivanje slobodnog triptofana (ekstrakt)
Odvagne se primjerena koli¢ina (1 -5 g) pripravljenog uzorka
(to¢ka 5.1. ovoga Dijela) s preciznoséu od 1 mg i prenese u konusnu
tikvicu. Doda se 100,0 mL kloridne kiseline (to¢ka 3.13. ovoga Dijela)
i 5,00 mL koncentrirane otopine internog standarda (tocka 3.16.
ovoga Dijela). Mucka se ili mijesa 60 minuta mehani¢kom tresilicom
ili magnetskom mijesalicom (tocka 4.7. ovoga Dijela). Priceka se da
talog padne na dno i pipetom prenese 10,0 mL otopine supernatanta
u ¢asu. Doda se 5 mL ortofosforne kiseline (to¢ka 3.14. ovoga
Dijela). Natrijevim hidroksidom se pH vrijednost otopine (tocka
3.10. ovoga Dijela) podesi na 3. Doda se dovoljno metanola (to¢ka
3.8. ovoga Dijela) kako bi u kona¢nom volumenu koncentracija metanola
iznosila izmedu 10% i 30%. Prenese se u odmjernu tikvicu
primjerenog volumena i razrijedi vodom na volumen potreban za
kromatografi ju (priblizno jednak volumen kao kod standardne kalibracijske
otopine (toc¢ka 3.17. ovoga Dijela)).

Prije ubrizgavanja na kolonu za HPLC fi ltrira se nekoliko mL



otopine kroz membranski fi ltar 0,45 um (tocka 4.5. ovoga Dijela).
Nastavlja se s kromatografi jom sukladno toc¢ki 5.4. ovoga Dijela.
Standardna otopina i ekstrakti se zastite od izravnog sunéevog
svjetla. Ako se ekstrakti ne mogu analizirati istog dana, mogu se
pohraniti na rok ne duzi od 3 dana na 5 oC.

5.3. Odredivanje ukupnog triptofana (hidrolizat)

Odvagne se 0,1 — 1 g pripravljenog uzorka (to¢ka 5.1. ovoga

Dijela) s preciznoséu od 0,2 mg i prenese u polipropilensku tikvicu
(tocka 4.4. ovoga Dijela). Udio dusika u odvaganom dijelu uzorka
treba iznositi priblizno 10 mg. Doda se 8,4 mg barijevog hidroksid
oktahidrata (toc¢ka 3.4. ovoga Dijela) i 10 mL vode. Mijesa se vrtloznom
mijesalicom (to¢ka 4.8. ovoga Dijela) ili magnetskom mijesalicom
(tocka 4.7. ovoga Dijela). U smjesi se ostavi magnet oblozen

tefl onom. Stjenke posude se isperu s 4 mL vode. Tikvica se poklopi
navojnim ¢epom i lagano zatvori. Prenese se u autoklav (tocka 4.6.
ovoga Dijela) s vrelom vodom i ostavi u pari 30 — 60 minuta. Autoklav
se zatvori i 20 sati autoklavira na 110 (X} 2) oC.

Prije otvaranja autoklava temperatura se snizi na malo ispod

100 oC. Kako bi se sprijecila kristalizacija Ba(OH)2x 8 H20, u toplu
se smjesu doda 30 mL vode sobne temperature. Lagano se promucka
ili promijesa. Doda se 2,00 mL koncentrirane otopine internog
standarda (a-metil-triptofana) (tocka 3.16. ovoga Dijela). Posude se
15 minuta hlade na vodenoj/ledenoj kupelji.

Zatim se doda 5 mL ortofosforne kiseline (to¢ka 3.14. ovoga
Dijela). Posuda se drzi u hladnoj kupelji, uz protresanje neutralizira
s HCl (to¢ka 3.11. ovoga Dijela), pH vrijednost se podesi na 3,0 s
HCI (tocka 3.12. ovoga Dijela). Doda se dovoljno metanola kako bi
3.8. Metanol, ekvivalent za HPLC &istocu

3.9. Lagani petrolej, vreliste 40 — 60 oC

3.10. Otopina natrijevog hidroksida, c = 1 mol/L:

U vodi se otopi 40,0 g NaOH (tocka 3.5. ovoga Dijela) i dopuni
vodom do 1 litre (to¢ka 3.1. ovoga Dijela).

3.11. Kloridna kiselina, ¢ = 6 mol/L:

Uzme se 492 mL HCI (to¢ka 3.7. ovoga Dijela) i dopuni vodom

do 1 litre.

3.12. Kloridna kiselina, ¢ = 1 mol/L:

Uzme se 82 mL HCI (to¢ka 3.7. ovoga Dijela) i dopuni vodom

do 1 litre.

3.13. Kloridna kiselina, ¢ = 0,1 mol/L:

Uzme se 8,2 mL HCI (to¢ka 3.7. ovoga Dijela) i dopuni vodom



do 1 litre.

3.14. Ortofosforna kiselina, ¢ = 0,5 mol/L:

Uzme se 34 mL ortofosforne kiseline (to¢ka 3.6. ovoga Dijela)

i dopuni vodom (toc¢ka 3.1. ovoga Dijela) do 1 litre.

3.15. Koncentrirana otopina triptofana (toc¢ka 3.2. ovoga Dijela),

¢ = 2,50 pmol/mL:

U odmjernoj tikvici volumena 500 mL otopi se 0,2553 g triptofana
(tocka 3.2. ovoga Dijela) u kloridnoj kiselini (to¢ka 3.13. ovoga

Dijela) i dopuni kloridnom kiselinom (to¢ka 3.13. ovoga Dijela) do
oznake. Pohrani se na rok ne duzi od 4 tjedna na —18 oC.

3.16. Koncentrirana otopina internog standarda, ¢ = 2,50 pmol/

mL:

U odmjernoj tikvici volumena 500 mL otopi se 0,2728 g a-metiltriptofana
(toc¢ka 3.3. ovoga Dijela) u kloridnoj kiselini (togka 3.13.

ovoga Dijela) i dopuni kloridnom kiselinom (to¢ka 3.13. ovoga Dijela)
do oznake. Pohrani se na rok ne duzi od 4 tjedna na —18 oC.

3.17. Kalibracijska standardna otopina triptofana i internog
standarda:

Pripremi se 2,00 mL koncentrirane otopine triptofana (tocka

3.15. ovoga Dijela) i 2,00 mL koncentrirane otopine internog standarda
(a-metil-triptofan) (tocka 3.16. ovoga Dijela). Razrijedi se

vodom (toc¢ka 3.1. ovoga Dijela) i metanolom (to¢ka 3.8. ovoga Dijela)
na priblizno jednak volumen i priblizno jednaku koncentraciju
metanola (10 — 30%) kao kod konaénog hidrolizata.

Ova se otopina mora pripremiti svjeza prije uporabe.

Tijekom pripreme treba je zastiti od izravnog sunéevog svjetla.

3.18. Octena kiselina

3.19. 1,1,1-triklor-2-metil-2-propanol

3.20. Etanolamin, w (w/w) > 98%

3.21. Otopina 1 g 1,1,1-triklor-2-metil-2-propanola (to¢ka 3.19.
ovoga Dijela) u 100 mL metanola (to¢ka 3.8. ovoga Dijela).

3.22. Mobilna faza za HPLC: 3,00 g octene kiseline (tocka 3.18.

ovoga Dijela) + 900 mL vode (to¢ka 3.1. ovoga Dijela) + 50,0 mL
otopine (toc¢ka 3.21. ovoga Dijela) 1,1,1-triklor-2-metil-2-propanola
(to¢ka 3.19. ovoga Dijela) u metanolu (to¢ka 3.8. ovoga Dijela) (1
g/100 mL). Etanolaminom se vrijednost pH podesi na 5,00 (to¢ka
3.20. ovoga Dijela). Dopuni se vodom do 1000 mL (to¢ka 3.1. ovoga
Dijela).

4. Oprema

4.1. Oprema za HPLC sa spektrofl uorometrijskim detektorom



4.2. Kolona za teku¢insku kromatografi ju, 125 mm x 4 mm Cis,

veli¢ina ¢estica punila 3 pm ili ekvivalentna
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D = povrsina pika triptofana, standardna kalibracijska otopina
(to¢ka 3.17. ovoga Dijela);

V3 = volumen u mL (= 2,00 mL) koncentrirane otopine internog
standarda (to¢ka 3.16. ovoga Dijela), dodane standardnoj kalibracijskoj
otopini (to¢ka 3.17. ovoga Dijela);

m = masa uzorka u g (korigirana na izvornu masu ako je uzorak
isusen i/ili odmascen);

M = molekulska masa triptofana (= 204,23 g/mol).

7. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja,
izvedena na istom uzorku, ne smije prije¢i 10% u odnosu na najvisi
rezultat.

8. Rezultati studije medulaboratorijske suradnje

Provedena je medulaboratorijska studija na razini Europske

unije (u daljnjem tekstu EU), (¢etvrta medulaboratorijska usporedba),
u kojoj se u 12 laboratorija analiziralo 3 uzorka za potvrdivanje
metode za hidrolizu. Svaki se uzorak analizirao pet puta. Rezultati
su prikazani u donjoj tablici:

Uzorak 1

Krmna

smjesa za

svinje

Uzorak 2

Krmna smjesa za

svinje s dodanim

L-triptofanom

Uzorak 3

Dopunska

krmna smjesa

za svinje

L1212 12

n 50 55 50

Srednja vrijednost
[9/kg]



2,42 3,40 4,22

sr[g/kg] 0,05 0,05 0,08

r [9/kg] 0,14 0,14 0,22

CVi[%] 191,619

sr[g/kg] 0,15 0,20 0,09

R [9/kg] 0,42 0,56 0,25

CVr[%] 6,3 6,0 2,2

L = broj laboratorija koji su dostavili rezultate;

n = broj koristenih pojedina¢nih rezultata bez ekstremnih vrijednost (identifi
ciranih Cochran-Dixonovim testom za ekstremne vrijednosti);

sr= standardna devijacija ponovljivosti;

sr = standardna devijacija obnovljivosti (engl. reproducibility);

r = ponovljivost;

R = obnovljivost

CV: = koefi cijent varijacije ponovljivosti u %;

CVr = koefi cijent varijacije u obnovljivosti %.

Provedena je jo§ jedna medulaboratorijska studija na razini EU
(tre¢a medulaboratorijska usporedba), u kojoj se u 13 laboratorija
analiziralo 2 uzorka za potvrdivanje metode za ekstrakciju slobodnog
triptofana. Svaki se uzorak analizirao pet puta. Rezultati su prikazani
u donjoj tablici:

Uzorak 4

Smjesa psenice

i soje

Uzorak 5

Smjesa psenice i

soje (= uzorak 4) s

dodanim triptofanom

(0,457 g/kg 1)

L1212

n 5560

u konaénom obujmu koncentracija metanola iznosila 10 — 30%. Prenese
se u odmjernu tikvicu primjerenog volumena i razrijedi vodom

do odredenog volumena potrebnog za kromatografi ju (na primjer,
100 mL). Dodavanje metanola ne smije izazvati talozenje.

Prije ubrizgavanja na HPLC kolonu nekoliko mL otopine se

fi Itrira kroz membranski fi Itar 0,45 um (toc¢ka 4.5. ovoga Dijela).
Nastavlja se s kromatografi jom sukladno toc¢ki 5.4. ovoga Dijela.
Standardna otopina i hidrolizati se zastite od izravnog sunéevog
svjetla. Ako se ekstrakti ne mogu analizirati istog dana, mogu se

pohraniti na rok ne duzi od 3 dana na 5 oC.



5.4. HPLC odredivanje

Za izokratsko se eluiranje kao smjernice predlazu sljedeci uvjeti;
mogu se koristiti i drugi uvjeti ako se njima jamée jednakovrijedni
rezultati (takoder vidi napomene pod to¢kama 9.1.i 9.2. ovoga
Dijela).

Kolona za teku¢insku kromatografi ju

(tocka 4.2. ovoga Dijela): 125 mm x 4 mm, Cis, veli¢ina Cestica
punila 3 pm iliekvivalentna

Temperatura kolone: sobna temperatura

Mobilna faza

(tocka 3.22. ovoga Dijela): 3,00 g octene kiseline (to¢ka 3.18.
ovoga Dijela) + 900 mL vode (tocka

3.1. ovoga Dijela) + 50,0 mL otopine

(tocka 3.21. ovoga Dijela) 1,1,1-triklor-

2-metil-2-propanola (to¢ka 3.19. ovoga

Dijela) u metanolu (toc¢ka 3.8. ovoga

Dijela) (1 g/100 mL). Etanolaminom

se pH vrijednost otopine (tocka 3.20.

ovoga Dijela) podesi na 5,00. Dopuni

se vodom (tocka 3.1. ovoga Dijela) do

1000 mL.

Brzina protoka: 1 mL/min

Ukupno vrijeme protoka: priblizno 34 min

Valna duljina detekcije: ekscitacija: 280 nm, emisija: 356 nm.
Injektirani volumen: 20 pL

6. Izracun rezultata

Koli¢ina triptofana (X), iskazana u g na 100 g uzorka, izraéunava
se sljede¢om formulom:

A = povrsina pika internog standarda, standardna kalibracijska
otopina (to¢ka 3.17. ovoga Dijela);

B = povrsina pika triptofana, ekstrakt (tocka 5.2. ovoga Dijela)
ili hidrolizat (to¢ka 5.3. ovoga Dijela);

V1= volumen u mL (2 mL) koncentrirane otopine triptofana
(tocka 3.15. ovoga Dijela) dodane kalibracijskoj otopini (to¢ka 3.17.
ovoga Dijela);

¢ = koncentracija u pmol/mL (= 2,50) koncentrirane otopine
triptofana (to¢ka 3.15. ovoga Dijela) dodane kalibracijskoj otopini
(tocka 3.17. ovoga Dijela);

V2 = volumen u mL koncentrirane otopine internog standarda

(tocka 3.16. ovoga Dijela) dodane pri ekstrakciji (to¢ka 5.2. ovoga



Dijela) (= 5,00 mL) ili hidrolizatu (to¢ka 5.3. ovoga Dijela) (= 2,00
mL);
C = povrsina pika internog standarda, ekstrakt (to¢ka 5.2. ovoga

Dijela) ili hidrolizat (to¢ka 5.3. ovoga Dijela);
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Temperatura kolone: 32 oC

Mobilna faza: A: 0,01 mol/L KH2POs/metanol, 95 + 5

v + V).

B: Metanol

Gradijentni program: 0 min 100% A 0% B

15 min 100% A 0% B

17 min 60% A 40% B

19 min 60% A 40% B

21 min 100% A 0% B

33 min 100% A 0% B

Brzina protoka: 1,2 mL/min

Ukupno vrijeme protoka: oko 33 min

9.2. Postupak kromatografi je se razlikuje s obzirom na vrstu

HPLC i koristeni materijal za punjenje kolone. Odabrani sustav mora
osiguravati razdvajanje bazne linije triptofana i internog standarda.
Osim toga, vazno je dobro odijeliti produkte razgradnje od triptofana
i internog standarda. Propustaju se hidrolizati bez internog
standarda za provjeru bazne linije internog standarda na neéistoce.
Vazno je da vrijeme protoka bude dovoljno dugo za eluiranje svih
produkata razgradnje, inace bi zakasnjeli pikovi protoka mogli remetiti
kasnije postupke kromatografi ranja.

U radnom podrugju kromatografski sustav mora imati linearni
odziv. Linearni se odziv mjeri s konstantnom (uobi¢ajenom) koncentracijom
internog standarda i razli¢itim koncentracijama triptofana.

Vazno je da veli¢ine pikova triptofana i internog standarda

budu u linearnom podrugju HPLC/fl uorescentnog sustava. Ako je
pik triptofana i/ili internog standarda prenizak ili previsok, analizu
treba ponoviti s drugom koli¢inom uzorka i/ili drugim konaénim
volumenom.

9.3. Barijev hidroksid

S vremenom se topljivost barijevog hidroksida smanjuje. Posljedica

toga je mutna otopina za HPLC odredivanje, $to moze dovesti



do niskih rezultata za triptofan.

Dio H.

ODREDIVANJE SIROVIH ULJA | MASTI

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje sirovih ulja i masti

u hrani za zivotinje. Ona ne obuhvaca analizu u sjemenkama uljarica
i plodova uljarica.

Primjena dolje navedenih postupaka ovisi o vrsti i sastavu hrane
za zivotinje i razlogu za provedbu analize.

1.1. Postupak A — Sirova ulja i masti koje se ekstrahiraju

izravno

Ova se metoda koristi za krmiva biljnog podrijetla, osim one
koja je obuhvaéena opsegom primjene Postupka B.

1.2. Postupak B — Ukupna sirova ulja i masti

Ova se metoda koristi za krmiva zivotinjskog podrijetla i za sve
krmne smjese. Koristi se za sva krmiva iz kojih se bez prethodne
hidrolize ne mogu potpuno ekstrahirati ulja i masti (npr. gluteni,
kvasac, krumpirovi proteini i proizvodi koji se podvrgavaju postupcima
poput, ekstrudiranja, pahuljicanja i zagrijavanja).

1.3. Tumacenje rezultata

Kada je rezultat dobiven Postupkom B visi od rezultata dobivenog
Postupkom A uvijek se kao toéna vrijednost uzima rezultat
dobiven Postupkom B.

Srednja vrijednost [g/kg] 0,391 0,931

sr[g/kg] 0,005 0,012

r [g/kg] 0,014 0,034

CVi[%] 1,34 1,34

sr[g/kg] 0,018 0,048

R [9/kg] 0,050 0,134

CVr[%] 4,71 5,11

L = broj laboratorija koji su dostavili rezultate;

n = broj koristenih pojedina¢nih rezultata bez ekstremnih vrijednost (identifi
ciranih Cochran-Dixonovim testom za ekstremne vrijednosti);

sr= standardna devijacija ponovljivosti;

sr = standardna devijacija obnovljivosti;

r = ponovljivost;

R = obnovljivosti

CV:r = koefi cijent varijacije ponovljivosti u %;

CVr = koefi cijent varijacije obnovljivosti u %.

Provedena je jo§ jedna medulaboratorijska studija na razini EU

u kojoj se u 7 laboratorija analiziralo 4 uzorka za potvrdivanje triptofana



za hidrolizu. Rezultati su prikazani u donjoj tablici. Svaki se

uzorak analizirao pet puta.
Uzorak 1
Krmne

smjese

za svinje

(CRM 117)
Uzorak 2

Riblje brasno s
niskim udjelom
masti

(CRM 118)
Uzorak 3
Sojino

brasno

(CRM 119)
Uzorak 4
Obrano
mlijeko u
prahu

(CRM 120)
L7777

n 25303030

Srednja vrijednost

lg/kg]

2,064 8,801 6,882 5,236

sr[g/kg] 0,021 0,101 0,089 0,040

r [9/kg] 0,059 0,283 0,249 0,112

CVr[%] 1,04 1,15 1,30 0,76

sz[9/kg] 0,031 0,413 0,283 0,221

R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619

CVr[%] 1,48 4,69 4,11 4,22

L = broj laboratorija koji su dostavili rezultate;

n = broj koristenih pojedina¢nih rezultata bez ekstremnih vrijednost (identifi
ciranih Cochran-Dixonovim testom za ekstremne vrijednosti;
sr= standardna devijacija ponovljivosti;

sr = standardna devijacija obnovljivosti;

r = ponovljivost;

R = obnovljivost;

CVr = koefi cijent varijacije ponovljivosti u%;

CVr = koefi cijent varijacije obnovljivosti u%.

9. Napomene

9.1. Bolje razdvajanje triptofana i a-metil-triptofana moze se



postic¢i sljede¢im kromatografskim uvjetima.

Izokratsko eluiranje, nakon ¢ega slijedi gradijentno procis¢avanje
kolone:

Kolona za tekucinsku

kromatografi ju: 125 mm x 4 mm, Cis, veli¢ina Cestica

punjenja 5 um ili ekvivalentna
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Dvostruki fi ltar papir na kojem je ostatak, prenese se na satno
staklo i sat i pol susi u zratnom susioniku (to¢ka 4.3. ovoga Dijela)
na 100 oC [X]} 3 oC.

Dvostruki fi ltar papir sa suhim ostatkom se prenese u tuljac

za ekstrahiranje (tocka 4.2. ovoga Dijela) i pokrije ¢epom od vate
koji ne sadrzi masti. Tuljac se postavi u ekstraktor (to¢ka 4.1. ovoga
Dijela) i postupak nastavi kako se navodi u drugom i tre¢em stavku
tocke 5.1. ovoga Dijela.

6. Prikaz rezultata

Masa ostatka se iskazuje kao postotni udio uzorka.

7. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja

koja na istom uzorku izvodi isti analiti¢ar ne smije prijeéi:

- 0,2% apsolutne vrijednosti za udio sirovih ulja i masti manji

od 5%,

—4,0% u odnosu na najvisi rezultat za udio od 5 - 10%,

—0,4% apsolutne vrijednosti za udio iznad 10%.

8. Napomene

8.1. Kod proizvoda s visokim udjelom ulja i masti koji se tesko
usitnjavaju ili nisu primjereni za pripremanje homogenog reduciranog
testnog uzorka primjenjuje se sljedeéi postupak.

Odvagne se 20 g uzorka s preciznos¢u od 1 mg i pomijesa s

10 g ili vise bezvodnog natrijevog sulfata (to¢ka 3.2. ovoga Dijela).
Ekstrahira se laganim petrolejem (to¢ka 3.1. ovoga Dijela) sukladno
toc¢ki 5.1. ovoga Dijela. Ekstrakt se dopuni laganim petrolejem do
500 mL (to¢ka 3.1. ovoga Dijela) i promijesa. Uzme se 50 mL otopine
i prenese u malenu, suhu, izvaganu tikvicu s krhotinama plovuéca.
Destilacijom se ukloni otapalo, osusi se i nastavi sukladno zadnjem
stavku tocke 5.1. ovoga Dijela

Iz ostatka ekstrakcije koji se nalazi u tuljcu ukloni se otapalo,



ostatak se usitni do veli¢ine ¢estica 1 mm i vrati u tuljac za ekstrakciju
(ne dodaje se natrijev sulfat), zatim se nastavi kako se navodi u
drugom i tre¢em stavku tocke 5.1. ovoga Dijela.

Udio ulja i masti kao postotni udio uzorka izracunava se sljede¢om
formulom:

(10m1 + m2) x 5

pri ¢emu je:

m1 = masa ostatka nakon prve ekstrakcije (alikvotni dio ekstrakta)

u gramima;

m2 = masa ostatka nakon druge ekstrakcije u gramima.

8.2. Kod proizvoda s niskim udjelom ulja i masti testni se uzorak
moze povecatina 5 g.

8.3. Hranu za kuéne ljubimce s visokim udjelom vode ponekad

prije hidrolize i ekstrakcije trebati pomijesati s bezvodnim natrijevim
sulfatom, sukladno Postupku B.

8.4. U tocki 5.2. ovoga Dijela, za ispiranje ostatka nakon fi Itracije
ucinkovitije bi bilo koristiti vru¢u umjesto hladne vode.

8.5. Za odredenu hranu za zivotinje mozda ¢e trebati produljiti
vrijeme susenja na vise od 1 h'i 30 min. Treba izbjegavati prekomjerno
su$enje zato §to moze dovesti do niskih rezultata. Moze se

koristiti i mikrovalna peénica.

8.6. Ako je udio sirovih ulja/masti visi od 15%, preporuéa se

prije hidrolize izvrsiti prethodnu ekstrakciju sukladno Postupku A

i ponovnu ekstrakciju sukladno Postupku B. U odredenoj mjeri, to
ovisi o vrsti hrane za zivotinje i vrsti ulja/masti u hrani za zivotinje.
2. Nacelo

2.1. Postupak A

Uzorak se ekstrahira laganim petrolejem. Otapalo se ukloni
destilacijom, a ostatak osusi i izvaze.

2.2. Postupak B

Uzorak se uz zagrijavanje obradi kloridnom kiselinom. Smjesa

se ohladi i fi Itrira. Ostatak se ispere i osusi, zatim se provede odredivanje
sukladno Postupku A.

3. Reagensi

3.1. Lagani petrolej, vreliste 40 — 60 oC. Bromni broj mora biti

nizi od 1, a ostatak nakon isparavanja manji od 2 mg/100 mL.

3.2. Natrijev sulfat, bezvodni

3.3. Kloridna kiselina, ¢ = 3 mol/L

3.4. Filtracijsko sredstvo, npr. Kieselguhr, Hyfl o-supercel

4. Oprema



4.1. Uredaj za ekstrakciju. Ako je opremljen sifonom (uredaj
Soxhlet), brzina refl uksa treba biti takva da proizvodi priblizno 10
ciklusa na sat; ako nije opremljena sifonom, brzina refl uksa treba
iznositi priblizno 10 mL u minuti.

4.2. Tuljci za ekstrakciju, slobodni od tvari topljivih u laganom
petroleju i poroznosti sukladno zahtjevima iz to¢ke 4.1. ovoga Dijela.
4.3. Susionik, ili vakuumski, postavljen na 75 oC X} 3 oG, ili zraéni,
postavljen na 100 oC [X]} 3 oC.

5. Postupak

5.1. Postupak A (vidi to¢ku 8.1. ovoga Dijela)

Odvagne se 5 g uzorka s preciznoséu od 1 mg, prenese u tuljac

za ekstrakciju (to¢ka 4.2. ovoga Dijela) i pokrije vatom koja je
slobodna od masti.

Tuljac se postavi u ekstraktor (tocka 4.1. ovoga Dijela) i sest

sati ekstrahira laganim petrolejem (to¢ka 3.1. ovoga Dijela). Ekstrakt
laganog petroleja se prikupi u suhu, izvaganu tikvicu koja sadrzi
krhotine plovuécar.

Otapalo se ukloni destilacijom. Ostatak se osusi tako da se tikvica
sat i pol drzi u susioniku (to¢ka 4.3. ovoga Dijela). Ostavi se

ohladiti u eksikatoru i izvaze. Ponovo se susi 30 minuta kako bi se
osigurala konstantna masa ulja i masti (qubitak mase izmedu dva
uzastopna vaganja ne smije prije¢i 1 mg).

5.2. Postupak B

Odvagne se 2,5 g uzorka s preciznoséu od 1 mg (vidi to¢ku 8.2.
ovoga Dijela), prenese u ¢asu volumena 400 mL ili konusnu tikvicu
volumena 300 mL i doda 100 mL kloridne kiseline (to¢ka 3.3. ovoga
Dijela) i krhotine plovuéca. Casa se pokrije satnim staklom ili

se konusna tikvica spoji s povratnim hladilom. Smjesa se polagano
dovede do klju¢anja iznad niskog plamena ili na elektri¢noj grijacoj
ploci i tamo drzi jedan sat. Treba paziti da se uzorak ne zalijepi za
stienke posude.

Ohladi se i doda onoliko sredstva za fi Itriranje (tocka 3.4. ovoga
Dijela) koliko je potrebno da tijekom fi ltriranja ne dode do gubitka
ulja i masti. Filtrira se kroz navlazen dvostruki fi Itar papir koji je
slobodan od masti. Ostatak se ispire hladnom vodom sve dok fi Itrat
ne postane neutralan. Treba provjeriti da fi Itrat ne sadrzi nikakva
ulja ili masti. Njihova prisutnost znaci da se uzorak prije hidrolize

mora ekstrahirati laganim petrolejem prema Postupku A.
7Kada se ulje ili mast podvrgavaju naknadnim testovima kakvoce, krhotine

plovuéca zamjenjuju se staklenim kuglicama.
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Otvori se slavina na ispusnoj cijevi (to¢ka 4.1. ovoga Dijela),

sulfatna kiselina se pod vakuumom fi Itrira kroz fi Itarski lon¢i¢,
ostatak se triput uzastopno ispere koli¢inom od 30 mL prokljucale
vode, pri éemu treba osigurati da se nakon svakog ispiranja ostatak
fi Itrira do suhog.

Ispusna se slavina zatvori, u spojeni valjak-longi¢ nalije se 150

mL prokljucale otopine kalijevog hidroksida (to¢ka 3.7. ovoga Dijela),
zatim se doda nekoliko kapi sredstva protiv pjenjenja (tocka 3.2.
ovoga Dijela). Tekuéina se zagrijava do toc¢ke klju¢anja u 5 minuta
[} 2 minute i ostavi jako klju¢ati to¢no 30 minuta. Filtrira se i ponovi
postupak ispiranja kako se navodi za postupak sa sulfatnom
kiselinom.

Nakon kona¢nog ispiranja i susenja, odvoji se lonéi¢ sa sadrzajem

i prikljuéi na jedinicu za hladnu ekstrakciju (to¢ka 4.6. ovoga

Dijela). Ostatak u longi¢u se pod vakuumom triput uzastopno ispere
kolicinom od 25 mL acetona (to¢ka 3.4. ovoga Dijela), pri ¢emu
treba osigurati da se nakon svakog ispiranja ostatak fi Itrira do suhog.
Longi¢ se osusi u susioniku na 130.C do konstantne mase. Nakon
svakog susenja ohladi se u eksikatoru i brzo izvaze. Lon¢i¢ se
postavi u mufolnu pe¢ i zari najmanje 30 minuta na 475 — 500 oC

do konstantne mase (gubitak mase izmedu dva uzastopna vaganja
ne smije prije¢i 2 mg).

Nakon svakog grijanja i prije vaganja, lon¢i¢ se prvo ohladi u

pedi, a zatim u eksikatoru.

Slijepa se proba izvodi bez uzorka. Gubitak mase pri zarenju

ne smije prije¢i 4 mg.

6. Izracun rezultata

Udio sirove vlaknine, iskazan kao postotni udio uzorka, izraéunava
se sljede¢om formulom:

pri ¢emu je:

m = masa uzorka u gramima;

mo = gubitak mase nakon Zarenja tijekom postupka odredivanja,

u gramima;

m1 = gubitak mase nakon Zzarenja tijekom slijepe probe, u gramima.
7. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja,



izvedena na istom uzorku, ne smije prijeci:

—0,6% apsolutne vrijednosti za udio sirove vlaknine manji od
10%,

— 6% u odnosu na najvisi rezultat za udio sirove vlaknine jednak
ili ve¢i od 10%.

8. Napomene

8.1. Hranu za zivotinje koja sadrzi vise od 10% sirovih masti

prije analize treba odmastiti laganim petrolejem (to¢ka 3.5. ovoga
Dijela). Filtarski se lon¢i¢ (to¢ka 4.2. ovoga Dijela) sa svojim sadrzajem
spoji na jedinicu za hladnu ekstrakciju (to¢ka 4.6. ovoga Dijela),
ostatak se pod vakuumom triput ispere koli¢inom od 30 mL laganog
petroleja, pri éemu treba osigurati da je ostatak suh. Nakon sto se
longi¢ sa svojim sadrzajem priklju¢i na grijacu jedinicu (tocka 4.1.
ovoga Dijela), nastavlja se sukladno to¢ki 5. ovoga Dijela.

8.2. Hranu za zivotinje koja sadrzi masti koje se ne mogu direktno
ekstrahirati laganim petrolejem (toc¢ka 3.5. ovoga Dijela), treba
Dio I.

ODREDIVANIJE SIROVE VLAKNINE

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucava odredivanje bezmasnih organskih
tvari u hrani za Zivotinje koje su netopive u kiselim i baznim
medijima i uobi¢ajeno se nazivaju sirova vlaknina.

2. Nacelo

Uzorak se po potrebi odmasti i uzastopno obradi prokljugalim
otopinama sulfatne kiseline i kalijevog hidroksida u navedenim koncentracijama.
Ostatak se odvaja fi ltracijom kroz fi Itar od sinteriranog

stakla, ispere, osusi, izvaze i zari na 475 — 500 oC. Gubitak mase
uslijed zarenja odgovara udjelu sirove vlaknine u testnom uzorku.
3. Reagensi

3.1. Sulfatna kiselina, ¢ = 0,13 mol/L

3.2. Sredstvo protiv pjenjenja (npr. n-oktanol)

3.3. Sredstvo za fi Itriranje (Celite 545 ili ekvivalentno), koje se
Cetiri sata grije na 500 oC (toc¢ka 8.6. ovoga Dijela)

3.4. Aceton

3.5. Lagani petrolej s vrelistem 40 — 60 oC

3.6. Kloridna kiselina, ¢ = 0,5 mol/L

3.7. Otopina kalijevog hidroksida, ¢ = 0,23 mol/L

4. Oprema

4.1. Grijaca jedinica za razgradnju otopinama sulfatne kiseline i



kalijevog hidroksida, opremljena dodatkom za fi Itarski longi¢ (tocka
4.2. ovoga Dijela) i ispusnom cijevi sa slavinom za tekuéinu i vakuum,
po moguénosti sa stlatenim zrakom. Svakog dana prije pocetka
upotrebe, jedinica se pet minuta zagrijava proklju¢alom vodom.
4.2. Stakleni fi Itarski longi¢ s fi ltarskom ploéom od sinteriranog
stakla, veli¢ine pora 40 — 90 um. Prije prve upotrebe treba se
nekoliko minuta grijati na 500 oC i ohladiti (to¢ka 8.6. ovoga Dijela).
4.3. Valjak volumena najmanje 270 mL s povratnim hladilom,
pogodan za kljuganje.

4.4. Susionik s termostatom

4.5. Mufolna pe¢ s termostatom

4.6. Jedinica za ekstrakciju sastavljena od nosive ploce za fi Itarski
longi¢ (tocka 4.2. ovoga Dijela) i ispusne cijevi sa slavinom

za tekuéinu i vakuum.

4.7. Spojni prstenovi za sklapanje grijaée jedinice (tocka 4.1.

ovoga Dijela), lon¢i¢a (tocka 4.2. ovoga Dijela) i valjka (tocka 4.3.
ovoga Dijela) i za prikljugivanje jedinice za hladnu ekstrakciju (to¢ka
4.6. ovoga Dijela) i lon¢i¢a.

5. Postupak

Odvagne se 1 g pripravljenog uzorka s preciznos¢u od 1 mg i
prenese u lon¢i¢ (tocka 4.2. ovoga Dijela) (vidi napomene pod to¢kama
8.1, 8.2.18.3. ovoga Dijela) i doda 1 g sredstva za fi Itriranje

(tocka 3.3. ovoga Dijela).

Najprije se sklopi grija¢a jedinica (to¢ka 4.1. ovoga Dijela) i

fi ltarski lonci¢ (tocka 4.2. ovoga Dijela), zatim se valjak (4.3 ovoga
Dijela.) spoji na longi¢. U spojeni valjak i lon¢i¢ nalije se 150 mL
prokljucale sulfatne kiseline (tocka 3.1. ovoga Dijela) i po potrebi
nekoliko kapi sredstva protiv pjenjenja (toc¢ka 3.2. ovoga Dijela).
Tekucéina se zagrijava do klju¢anja u 5 minuta X} 2 minute i

ostavi jako kljuéati toéno 30 minuta.
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Provjeri se koncentracija tako dobivenih reagensa (Cu 0,05
mol/L; Na2COs3 1 mol/L), vidi zadnji stavak tocke 5.4. ovoga Dijela.
pH vrijednost otopine treba biti priblizno 9,4.
3.8.1. Otopina bakrovog sulfata: u 100 mL vode otopi se 25 g
bakrovog sulfata (CuSO4x 5H20) koja je slobodna od zeljeza.
3.8.2. Otopina limunske kiseline: u 50 mL vode otopi se 50 g



limunske kiseline (CsHsO7.x H20).

3.8.3. Otopina natrijevog karbonata: u priblizno 300 mL tople

vode otopi se 143,8 g bezvodnog natrijevog karbonata. Ostavi se
ohladiti.

3.9. Otopina natrijevog tiosulfata, 0,1 mol/L.

3.10. Otopina skroba: u litru proklju¢ale vode doda se smjesa 5

g topljivog skroba u 30 mL vode. Ostavi se klju¢ati 3 minute, zatim
se ohladi i po potrebi doda 10 mg Zivinog jodida kao konzervansa.
3.11. Sulfatna kiselina, 3 mol/L

3.12. Kalijev jodid, 30% otopina (w/v)

3.13. Plovuéac u zrnu prokuhan u kloridnoj kiselini, ispran vodom

i osusen

3.14. 3-metilbutan-1-ol

4. Oprema

Mijesalica (rotacijska): priblizno 35 do 40 okr./min.

5. Postupak

5.1. Ekstrakcija uzorka

Odvagne se 2,5 g uzorka s preciznoséu od 1 mg i prenese u
odmjernu tikvicu volumena 250 mL. Doda se 200 mL etanola (toc¢ka
3.1. ovoga Dijela) i 1 sat mijesa u mijesalici. Doda se 5 mL otopine
Carrez | (to¢ka 3.2. ovoga Dijela) i mijesa priblizno 30 sekundi.

Doda se 5 mL otopine Carrez Il (to¢ka 3.3. ovoga Dijela) i ponovo
mijesa 1 minutu. Dopuni se do oznake etanolom (toc¢ka 3.1. ovoga
Dijela), homogenizira i fi Itrira. Uzme se 200 mL fi Itrata i otpari priblizno
polovica kako bi se uklonila vecina etanola. Toplom vodom se
ostatak nakon otparavanja kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu
volumena 200 mL, ohladi, dopuni vodom do oznake, homogenizira
i po potrebi fi ltrira. Ta se otopina koristi za odredivanje koli¢ine
reducirajucih secera, a nakon inverzije ukupnih seéera.

5.2. Odredivanje reducirajucih secera

Pipetom se prenese najvise 25 mL otopine koja sadrzi manje

od 60 mg reducirajucih Secera, iskazanih kao glukoza. Po potrebi se
dopuni destiliranom vodom do 25 mL i Luff -Schoorlovom metodom
odredi udio reducirajudih seéera. Rezultat se iskazuje kao postotni
udio glukoze sadrzan u uzorku.

5.3. Odredivanje ukupnih se¢era nakon inverzije

Pipetom se prenese 50 mL otopine u odmjernu tikvicu volumena
100 mL. Doda se nekoliko kapi otopine metiloranza (toc¢ka 3.4.
ovoga Dijela), zatim se oprezno, uz stalno mijesanje, dodaje kloridna

kiselina (to¢ka 3.5. ovoga Dijela) sve dok tekuéina ne postane



potpuno crvena. Doda se 15 mL kloridne kiseline (to¢ka 3.6. ovoga
Dijela), tikvica se potopi u vodenu kupelj koja jako klju¢a i u njoj
ostavi 30 minuta. Brzo se ohladi na priblizno 20 -.C i doda 15 mL
otopine natrijevog hidroksida (toc¢ka 3.7. ovoga Dijela). Dopuni se
vodom do 100 mL i homogenizira. Prenese se najvise 25 mL otopine
koja sadrzi manje od 60 mg reducirajucih Secera, iskazanih kao
glukoza. Po potrebi se dopuni destiliranom vodom do 25 mL i Luff -
Schoorlovom metodom odredi udio reducirajucih secera. Rezultat se
iskazuje kao postotak glukoze ili, po potrebi, saharoze §to se dobije
mnozenjem s faktorom 0,95.

odmastiti sukladno tocki 8.1. ovoga Dijela i ponovo odmastiti nakon
kuhanja s kiselinom. Nakon kuhanja s kiselinom i naknadnog
ispiranja, lon¢i¢ se sa svojim sadrzajem spoji na jedinicu za hladnu
ekstrakciju (tocka 4.6. ovoga Dijela) i triput ispere koli¢inom od 30
mL acetona i triput koli¢inom od 30 mL laganog petroleja. Filtrira

se pod vakuumom do suhog i nastavlja analiza sukladno togki 5.
ovoga Dijela, pri ¢emu se postupak zapoéne dodavanjem kalijevog
hidroksida.

8.3. Ako hrana za zivotinje sadrzi vise od 5% karbonata, iskazanih
kao kalcijev karbonat, lon¢i¢ (tocka 4.2. ovoga Dijela) s izvaganim
uzorkom se spoji na grija¢u jedinicu (to¢ka 4.1. ovoga Dijela).
Uzorak se triput ispere kolicinom od 30 mL kloridne kiseline (to¢ka
3.6. ovoga Dijela). Nakon svakog dodavanja, uzorak se ostavi priblizno
jednu minutu prije fi ltriranja. Ponovo se ispere s 30 mL vode i
nastavi sukladno tocki 5. ovoga Dijela.

8.4. Ako se koristi uredaj u obliku stalka (nekoliko lonéi¢a priklju¢enih
na istu grijacu jedinicu), u istoj se seriji ne smiju izvesti

dva postupka odredivanja na istom uzorku za analizu.

8.5. Ako se kisele i bazi¢ne otopine nakon klju¢anja tesko fi ltriraju,
propuse se stlaceni zrak kroz ispusnu cijev grijace jedinice i

nastavi s fi ltriranjem.

8.6. Temperatura Zarenja ne smije prije¢i 500 oC kako bi se produljio
vijek trajanja staklenih fi Itarskih longi¢a. Pri tome se mora

voditi racuna kako bi se sprijecio pretjerani toplinski sok izmedu
ciklusa grijanja i hladenja.

Dio J.

ODREDIVANJE SECERA

1. Svrha i opseg primjene
Ovom se metodom omogucava odredivanje koli¢ine reducirajuéih

Secera i ukupnih secera nakon inverzije, iskazanih kao glukoza



ili, ovisno o slu¢aju, saharoza s faktorom konverzije 0,95. Primjenjuje
se za krmne smjese. Za drugu hranu za Zivotinje primjenjuju se
posebne metode. Po potrebi, laktoza se odreduje odvojeno i uzima
u obzir pri izratunu rezultata.

2. Nacelo

Seceri se ekstrahiraju razrijedenim etanolom; otopina se izbistri
otopinama Carrez | i Carrez Il. Nakon uklanjanja etanola odreduju
se koli¢ine prije i nakon inverzije Luff -Schoorlovom metodom.

3. Reagensi

3.1. Otopina etanola 40% (v/v) gustoce: 0,948 g/mL na 20 oC,
neutralizirana prema fenolft aleinu

3.2. Otopina Carrez I: u vodi se otopi 21,9 g cinkovog acetata
Zn(CH3COO0)2x 2H20 i 3 g ledene octene kiseline. Dopuni se vodom
do 100 mL.

3.3. Otopina Carrez II: u vodi se otopi 10,6 g kalijevog ferocijanida
KsFe(CN)e x 3H20. Dopuni se vodom do 100 mL.

3.4. Metiloranz, otopina 0,1% (w/v)

3.5. Kloridna kiselina, 4 mol/L

3.6. Kloridna kiselina, 0,1 mol/L

3.7. Otopina natrijevog hidroksida, 0,1 mol/L

3.8. Luff -Schoorlov reagens:

Uz oprezno mijesanje, u otopinu natrijevog karbonata (tocka

3.8.3. ovoga Dijela) ulije se otopina limunske kiseline (to¢ka 3.8.2.
ovoga Dijela). Doda se otopina bakrovog sulfata (tocka 3.8.1. ovoga

Dijela) i dopuni vodom do 1 litre. Ostavi se preko no¢i i fi ltrira.
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8.3.1. Za priblizan izra¢un, udio se laktoze, odreden drugom
analitickom metodom, pomnozi s 0,675, a dobiveni rezultat oduzme
od udjela reducirajuéih secera.

8.3.2. Za todan izra¢un reducirajucih Secéera, osim laktoze, mora

se koristiti isti uzorak za dva konaéna postupka odredivanja. Jedna

se analiza izvodi na dijelu otopine dobivene postupkom iz tocke 5.1.
ovoga Dijela, druga na dijelu otopine dobivene pri odredivanju laktoze
metodom utvrdenom za tu svrhu (nakon fermentiranja drugih

vrsta Secera i bistrenja).

U oba se slucaja koli¢ina se¢era odreduje Luff -Schoorlovom

metodom i izradunava u mg glukoze. Jedna se vrijednost oduzme



od druge i razlika iskazuje kao postotni udio uzorka.

Primyer:

Dva koristena volumena odgovaraju, za svaki postupak odredivanja,
uzorku od 250 mg.

U prvom se slucaju potrosi 17 mL otopine natrijevog tiosulfata
0,1 mol/L, $to odgovara 44,2 mg glukoze, u drugom se potrosi 11
mL, §to odgovara 27,6 mg glukoze.

Razlika je 16,6 mg glukoze.

Udio reducirajuéih secera (osim laktoze), izraéunan kao glukoza,
dakle iznosi:

Tablica vrijednosti za 25 mL Luff -Schoorlovog reagensa

mL Naz2S2030,1 mol/L, 2 minute grijanja, 10 minuta klju¢anja
NazS20s Glukoza, fruktoza,

invertirani seceri

CeH1206

Laktoza Maltoza NazS20s

0,1 mol/L Ci2H22011 C12H22011 0,1 mol/L

mL mg razlika mg razlika mg razlika mL

12424363739391
24824733778392
3722511,03711,7393
497251473,71564,04
512,2251843,7196395
614,72522,13,7235406
7172262583,7275407
81982629537315408
92242633238355409
1025,02,6 37,0 3,839,54,0 10
1127,6 2,7 40,8 3,843,54,0 11
1230,32,744,63,847,54,112
1333,02,74843851,64,113
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,114
1538,52,856,03,95984,115
1641,329599396394,116
17 44,22,963,83,968,04,2 17
1847,12967,7407224,318
1950,03,071,74076,54419
2053,03,075,74,18094,5 20
2156,03,179,84,1854 4,621
22 59,13,183,94,190,04,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23



5.4 Titracija prema Luff -Schoorlovoj metodi

Pipetom se prenese 25 mL Luff -Schoorlovog reagensa (tocka

3.8. ovoga Dijela) u Erlenmeyerovu tikvicu volumena 300 mL; doda
se to¢no 25 mL izbistrene otopine $ecera. Doda se 2 zrnca plovuéca
(tocka 3.13. ovoga Dijela), zagrijava nad otvorenim plamenom srednje
jagine, uz ru¢no mijesanje, tako da tekuéina proklju¢a za priblizno
dvije minute. Erlenmeyerova se tikvica odmah postavi na zi¢anu
mrezZicu presvuéenu azbestom s otvorom promjera 6 cm, ispod kojeg
se upali plamen. Plamen se namjesti tako da se zagrijava samo dno
Erlenmeyerove tikvice. Na Erlenmeyerovu se tikvicu prikljuéi povratno
hladilo. Ostavi se klju¢ati toéno 10 minuta. Odmah se ohladi

u hladnoj vodi i nakon priblizno pet minuta titrira na sljede¢i nacin:
Doda se 10 mL otopine kalijevog jodida (to¢ka 3.12. ovoga

Dijela) i odmah nakon toga (oprezno, zbog opasnosti od snaznog
pjenjenja) 25 mL sulfatne kiseline (to¢ka 3.11. ovoga Dijela). Titrira

se otopinom natrijevog tiosulfata (tocka 3.9. ovoga Dijela) do pojave
mutno Zute boje, doda se indikator skrob (to¢ka 3.10. ovoga Dijela)

i dovrsi titracija.

Jednaka se titracija izvede bez klju¢anja na to¢no izmjerenoj

smjesi 25 mL Luff -Schoorlovog reagensa (tocka 3.8. ovoga Dijela) i
25 mL vode, nakon dodavanja 10 mL otopine kalijevog jodida (to¢ka
3.12. ovoga Dijela) i 25 mL sulfatne kiseline (to¢ka 3.11. ovoga
Dijela).

6. Izracun rezultata

Iz tablice se odredi koli¢ina glukoze u mg koja odgovara razlici
izmedu vrijednosti dvije titracije, iskazanih u mg natrijevog tiosulfata
0,1 mol/L. Rezultat se iskazuje kao postotni udio uzorka.

7. Posebni postupci

7.1. Kod hrane za zivotinje koja je bogata melasom i drugih

vrsta hrane za Zivotinje koje nisu osobito homogene, odvagne se

20 g uzorka i prenese s 500 mL vode u odmjernu tikvicu volumena

1 1. Mijesa se 1 sat u rotacijskoj mijesalici. Otopina se izbistri
reagensima Carrez | (to¢ka 3.2. ovoga Dijela) i Il (toc¢ka 3.3. ovoga
Dijela), sukladno tocki 5.1. ovoga Dijela, ovaj put s ¢etverostrukom
kolicinom svakog reagensa. Volumen se dopuni 80% etanolom (v/v).
Homogenizira se i fi ltrira. Etanol se ukloni sukladno togki 5.1.

ovoga Dijela. Ako nije dostupan dekstrinirani skrob, volumen se dopuni
destiliranom vodom.

7.2. Kod melasa i sirovina za zivotinjsku hranu bogatih se¢erom

i gotovo potpuno bez skroba (rogag, suseni rezanci Se¢erne repe



itd.), odvagne se 5 g i prenese u odmjernu tikvicu volumena 250
mL, doda se 200 mL destilirane vode i mijesa u rotacijskoj mijesalici
jedan sat ili po potrebi vi§e. Otopina se izbistri reagensima Carrez
| (toc¢ka 3.2. ovoga Dijela) i Il (to¢ka 3.3. ovoga Dijela), sukladno
toc¢ki 5.1. ovoga Dijela. Volumen se dopuni, homogenizira i fi Itrira.
Za odredivanje koli¢ine ukupnih se¢era nastavi se sukladno tocki
5.3. ovoga Dijela.

8. Napomene

8.1. Za sprjecavanje pjenjenja preporuca se prije klju¢anja s Luff
-Schoorlovim reagensom dodati (bez obzira na obujam) priblizno
1 mL 3-metilbutan-l-ola (to¢ka 3.14. ovoga Dijela).

8.2. Razlika izmedu udjela ukupnih $ec¢era nakon inverzije,
iskazanih kao glukoza, i udjela reducirajucih secera, iskazanih kao
glukoza, pomnozeno s 0,95, daje postotni udio saharoze.

8.3. Za odredivanje udjela reducirajucih secera, osim laktoze,

mogu se koristiti dvije metode:
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Na isti se naéin izvodi slijepa proba s 5 mL suspenzije kvasca

(tocka 3.1. ovoga Dijela). Udio laktoze se odreduje Luff -Schoorlovom
metodom na sljedeci nacin: doda se to¢no 25 mL Luff -Schoorlovog
reagensa (to¢ka 3.4. ovoga Dijela) i 2 zrna plovuéca (tocka

3.5. ovoga Dijela). Uz ru¢no mijesanje zagrijava se iznad otvorenog
plamena srednje jakosti tako da tekuéina proklju¢a za priblizno dvije
2 minute. Erlenmeyerova se tikvica odmah postavi na Zi¢anu mrezicu
presvuc¢enu azbestom s otvorom promjera 6 cm, ispod kojeg

se upali plamen. Plamen se namjesti tako da se zagrijava samo dno
Erlenmeyerove tikvice. Na Erlenmeyerovu se tikvicu prikljuéi povratno
hladilo. Ostavi se klju¢ati toéno 10 minuta. Odmah se ohladi

u hladnoj vodi i nakon priblizno pet minuta titrira na sljede¢i nagin:
Doda se 10 mL otopine kalijevog jodida (toc¢ka 3.6. ovoga Dijela)

i odmah nakon toga (oprezno, zbog opasnosti od snaznog pjenjenja)
25 mL sulfatne kiseline (to¢ka 3.7. ovoga Dijela). Titrira se otopinom
natrijevog tiosulfata (to¢ka 3.8. ovoga Dijela) do pojave mutno zute
boje, doda se indikator skrob (tocka 3.9.) i dovrsi titracija.

Jednaka se titracija izvede bez klju¢anja na to¢no izmjerenoj

smjesi 25 mL Luff -Schoorlovog reagensa (tocka 3.4. ovoga Dijela) i

25 mL vode, nakon dodavanja 10 mL otopine kalijevog jodida (to¢ka



3.6. ovoga Dijela) i 25 mL sulfatne kiseline (to¢ka 3.7. ovoga Dijela).
6. Izracun rezultata

Iz tablice se odredi koli¢ina laktoze u mg koja odgovara razlici
izmedu vrijednosti dvije titracije, iskazanim u mL natrijevog tiosulfata
0,1 mol/L.

Rezultat se iskazuje kao postotak udjela bezvodne laktoze u
uzorku.

7. Napomena

Za proizvode koji sadrze vise od 40% fermentiranog $ecera

koristi se vise od 5 mL suspenzije kvasca (toc¢ka 3.1. ovoga Dijela).
Tablica vrijednosti za 25 mL Luff -Schoorlovog reagensa

mL NazS20:0,1 mol/L, 2 minute grijanja, 10 minuta klju¢anja
Na2S:03 Glukoza, fruktoza,

invertirani seceri

CeH1206

Laktoza Maltoza NazS:03

0,1 mol/L Ci2H22011 C12H220110,1 mol/L

mL mg razlika mg razlika mg razlika mL
12424363739391
24824733778392
3722511,03,711,7393
49,72514,73,71564,04
5122251843,7196395

6 14,7 2,522,13,72354,06
717,22,62583,72754,07
8198262953,7315408
922426332383554,09
10 25,02,6 37,03,839,54,0 10
1127,62,740,83,84354,0 11
1230,32,744,63,84754,112
1333,02,74843,85164,113
14 35,7 2,852,23,85574,114
1538,52,856,03,95984,115
1641,32,959,93,96394,116
17 44,2 2,963,83,96804,217
1847,129677407224,318
1950,03,071,74,076,54,419
Dio K.

ODREDIVANJE LAKTOZE

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucava odredivanje razine laktoze u



hrani za zivotinje koja sadrzi vise od 0,5% laktoze.

2. Nacelo

Seceri se otope u vodi. Otopina se fermentira kvascem vrste
Saccharomyces cerevisiae koji ne mijenja laktozu. Nakon bistrenja
i fi ltriranja, udio laktoze u fi ltratu odreduje se Luff -Schoorlovom
metodom.

3. Reagensi

3.1. Suspenzija kvasca vrste Saccharomyces cerevisiae. otopi

se 25 g svjezeg kvasca u 100 mL vode. Suspenzija se uz drzanje u
hladnjaku moze koristiti na rok ne duzi od jedan tjedan.

3.2. Otopina Carrez I: u vodi se otopi 21,9 g cinkovog acetata
Zn(CH3COO0)2x 2H20 i 3 g ledene octene kiseline. Dopuni se vodom
do 100 mL.

3.3. Otopina Carrez II: u vodi se otopi 10,6 g kalijevog ferocijanida
KsFe(CN)e x 3H20. Dopuni se vodom do 100 mL.

3.4. Luff -Schoorlov reagens:

Uz oprezno mijesanje, u otopinu natrijevog karbonata (to¢ka
3.4.3. ovoga Dijela) ulije se otopina limunske kiseline (to¢ka 3.4.2.
ovoga Dijela). Doda se otopina bakrovog sulfata (to¢ka 3.4.1. ovoga
Dijela) i dopuni vodom do 1 litre. Ostavi se preko no¢i i fi ltrira.
Provjeri se koncentracija tako dobivenog reagensa (Cu 0,05 mol/L,
Na2COs3 1 mol/L). pH vrijednost otopine je priblizno 9,4.

3.4.1. Otopina bakrovog sulfata: u 100 mL vode otopi se 25 g
bakrovog sulfata (CuSO4x 5H20) koja je slobodna od Zeljeza.
3.4.2. Otopina limunske kiseline: u 50 mL vode otopi se 50 g
limunske kiseline (CsHsO7.x H20).

3.4.3. Otopina natrijevog karbonata: u priblizno 300 mL tople
vode otopi se 143,8 g bezvodnog natrijevog karbonata. Ostavi se
ohladiti.

3.5. Plovu¢ac u zrnu, ispran u kloridnoj kiselini i osusen.

3.6. Kalijev jodid, 30% otopina (w/v)

3.7. Sulfatna kiselina, 3 mol/L

3.8. Otopina natrijevog tiosulfata, 0,1 mol/L

3.9. Otopina skroba: u litru vrele vode doda se smjesa 5 g topljivog
skroba u 30 mL vode. Ostavi se klju¢ati 3 minute, zatim se

ohladi i po potrebi doda 10 mg zivinog jodida kao konzervansa.
4. Oprema

Vodena kupelj s termostatom postavljenim na 38 — 40 oC

5. Postupak

Odvagne se 1 g uzorka s precizno$é¢u od 1 mg i prenese u odmjernu



tikvicu volumena 100 mL. Doda se 25 — 30 mL vode. Tikvica

se stavi u proklju¢alu vodenu kupelj i u njoj ostavi 30 minuta, zatim
se ohladi na priblizno 35 oC. Doda se 5 mL suspenzije kvasca (to¢ka
3.1. ovoga Dijela) i homogenizira. Tikvica se ostavi 2 sata u vodenoj
kupelji na temperaturi 38 — 40 oC. Ohladi se na priblizno 20 oC.

Doda se 2,5 mL otopine Carrez | (tocka 3.2. ovoga Dijela) i

mijesa 30 sekundi, zatim 2,5 mL otopine Carrez Il (to¢ka 3.3. ovoga
Dijela) i ponovo mijesa 30 sekundi. Dopuni se vodom do 100 mL,
promijesa i fi ltrira. Dio fi ltrata ne veci od 25 mL, koji pozeljno sadrzi
40 do 80 mg laktoze, pipetom se prenese u Erlenmeyerovu tikvicu

volumena 300 mL. Po potrebi se dopuni vodom do 25 mL.
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testni uzorak ravhomjerno raspodijeli i doda jos 25 mL kloridne
kiseline (toc¢ka 3.2. ovoga Dijela). Tikvica se stavi u proklju¢alu vodenu
kupelj i prve 3 minute jako i ravnomjerno mucka kako bi se

sprijeéilo nastajanje aglomerata. U vodenoj kupelji mora biti toliko
vode da kada se u nju stavi tikvica kupelj ostane na tocki klju¢anja.
Tikvica se tijekom muc¢kanja ne smije vaditi iz kupelji. Nakon to¢no

15 minuta, tikvica se izvadi iz kupelji, doda se 30 mL hladne vode

i odmah ohladi na 20 oC.

Doda se 5 mL otopine Carrez | (to¢ka 3.3. ovoga Dijela) i mucka
priblizno 30 sekundi. Zatim se doda 5 mL otopine Carrez Il (to¢ka

3.4. ovoga Dijela) i ponovo muc¢ka 30 sekundi. Volumen se dopuni
vodom, promijesa i fi ltrira. Ako fi Itrat nije potpuno bistar (sto se
rijetko dogada), ponovi se postupak odredivanja uz koristenje vece
koli¢ine otopina Carrez | i Il, na primjer 10 mL.

Polarimetrom ili saharimetrom se izmjeri opticka rotacija otopine

u epruveti volumena 200 mL.

5.3. Odredivanje optic ke rotacije (P’ ili S) tvari topljivih u

40% etanolu

Odvagne se 5 g uzorka s preciznos$éu od 1 mg, prenese u graduiranu
tikvicu volumena 100 mL i doda priblizno 80 mL etanola

(tocka 3.5. ovoga Dijela) (vidi napomenu pod to¢kom 7.2. ovoga
Dijela). Tikvica se ostavi 1 sat na sobnoj temperaturi; u tom se vremenskom
razdoblju sest puta snazno promucka kako bi se testni

uzorak temeljito promijesao s etanolom. Volumen se dopuni etanolom

(toc¢ka 3.5. ovoga Dijela), promijesa i fi ltrira.



Pipetom se prenese 50 mL fi Itrata (§to odgovara 2,5 g uzorka) u
Erlenmeyerovu tikvicu volumena 250 mL, doda se 2,1 mL kloridne
kiseline (toc¢ka 3.1. ovoga Dijela) i jako promucka. Povratno hladilo
se priklju¢i na Erlenmeyerovu tikvicu i stavi u proklju¢alu vodenu
kupelj. Nakon to¢no 15 minuta, Erlenmeyerova se tikvica izvadi iz
kupelji, a njezin sadrzaj prenese u graduiranu tikvicu volumena 100
mL, ispere s malo hladne vode i ohladi na 20 oC.

Izbistri se otopinama Carrez | (tocka 3.3. ovoga Dijela) i Il (tocka
3.4. ovoga Dijela), volumen se dopuni vodom, promijesa i fi ltrira,
a zatim izmjeri opticka rotacija, kako je navedeno u drugom i tre¢em
stavku tocke 5.2. ovoga Dijela.

6. Izracun rezultata

Udio skroba (%) izraéunava se na sljede¢i nagin:

6.1. Mjerenje polarimetrom

Udio skroba (%) =

P = ukupna opticka rotacija u kutnim stupnjevima;

P' = opticka rotacija tvari topljivih u 40% etanolu (v/v), u kutnim
stupnjevima;

= specifi ¢na opticka rotacija ¢istog skroba. Broj¢ane vrijednosti
koje se smatraju uobi¢ajeno prihvaéenima su:

+185,9: rizin skrob;

+185,70: krumpirov skrob;

+184,60: kukuruzni skrob;

+182,70.: pseni¢ni skrob;

+181,50: je¢meni skrob;

+181,30: zobeni skrob;

+184,00: druge vrste skroba i skrobnih mjesavina u krmnim
smjesama.

2053,03,075,74,18094,520

2156,03,17984,18544,621

22 59,13,183,94,190,04,6 22

23 62,2 88,094,6 23

Dio L.

ODREDBIVANJE SKROBA

POLARIMETRIJSKA METODA

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucava odredivanje razine skroba i visokomolekularnih
produkata razgradnje $kroba u hrani za zivotinje

za provjeru uskladenosti s deklariranom energetskom vrijednoséu

(odredbe iz Priloga VII. ovoga Pravilnika) i Pravilnik o stavljanju



na trziste i koristenju hrane za Zivotinje (®» Narodne novine €, broj
156/09).4

2. Nacelo

Metoda obuhvac¢a dva postupka odredivanja. U prvom se postupku
uzorak obradi razrijedenom kloridnom kiselinom. Nakon

bistrenja i fi Itriranja, polarimetrijom se izmjeri opticka rotacija otopine.
U drugom se postupku uzorak ekstrahira s 40% etanolom.

Nakon kiseljenja fi Itrata kloridnom kiselinom, bistrenja i fi Itriranja,
izmjeri se opticka rotacija na isti na¢in kao u prvom postupku
odredivanja.

Razlika izmedu dva mjerenja, pomnozena s poznatim faktorom,
daje udio skroba u uzorku.

3. Reagensi

3.1. Kloridna kiselina, 25% otopina (w/w), gustoc¢a: 1,126 g/mL

3.2. Kloridna kiselina, 1,13% otopina (w/v)

Koncentracija se mora provjeriti titracijom s otopinom natrijevog
hidroksida 0,1 mol/L u prisutnosti 0,1% metilnog crvenila (w/v)

u 94% etanolu (v/v). Za neutralizaciju 10 mL potrebno je 30,94 mL
NaOH 0,1 mol/L.

3.3. Otopina Carrez I: u vodi se otopi 21,9 g cinkovog acetata
Zn(CH3COO)2x 2H:20 i 3 g ledene octene kiseline. Dopuni se vodom
do 100 mL.

3.4. Otopina Carrez II: u vodi se otopi 10,6 g kalijevog ferocijanida
Ka(Fe(CN)s x 3H20. Dopuni se vodom do 100 mL.

3.5. Etanol, 40% otopina (v/v), gustoca: 0,948 g/mL na 20 oC

4. Oprema

4.1. Erlenmeyerova tikvica volumena 250 mL sa standardnim
brugenim vratom i povratnim hladilom

4.2. Polarimetar ili saharometar

5. Postupak

5.1. Priprema uzorka

Uzorak se samelje tako da sve ¢estice mogu proéi kroz sito s
okruglim o¢icama promjera 0,5 mm.

5.2. Odredivanje ukupne opticke rotacije (P ili S) (vidi napomenu
pod tockom 7.1. ovoga Dijela)

Odvagne se 2,5 g usitnjenog uzorka s preciznoséu od 1 mg i
prenese u graduiranu tikvicu volumena 100 mL. Doda se 25 mL

kloridne kiseline (to¢ka 3.2. ovoga Dijela), promucka tako da se
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2. Nacelo

Uzorak se spali na 550 oC; ostatak se izvaze.

3. Reagensi

Amonijev nitrat, 20% otopina (w/v)

4. Oprema

4.1. Grijaca plo¢a

4.2. Elektricna mufolna pe¢ s termostatom

4.3. Lon¢i¢i za spaljivanje od kvarcnog stakla, porculana ili platine,
pravokutni (priblizno 60 x 40 x 25 mm) ili okrugli (promjer:

60 do 75 mm, visina: 20 do 40 mm)

5. Postupak

Odvagne se priblizno 5 g uzorka s preciznoséu od 1 mg (2,5 g

kod proizvoda koji lako nabubre) i prenese u lon¢i¢ za spaljivanje
koji se prethodno zagrije na 550 oC, ohladi i tarira. Longi¢ se postavi
na grijacu plo¢u i postupno zagrijava sve dok tvar ne pougljeni. Spali
se sukladno tocki 5.1. ili 5.2. ovoga Dijela.

5.1. Longi¢ se postavi u umjerenu mufolnu pe¢ zagrijanu na

550 oC. Ostavi se na toj temperaturi sve do nastanka bijelog, svijetlo
sivog ili crvenkastog pepela koji izgleda kao da ne sadrzi ugljicne Cestice.
Longi¢ se postavi u eksikator, ostavi se ohladiti i odmah izvaze.

5.2. Longi¢ se postavi u umjerenu mufolnu pe¢ zagrijanu na

550 oC. U pedi se spaljuje 3 sata. Lon¢i¢ se postavi u eksikator, ostavi
se ohladiti i odmah izvaze. Ponovo se 30 minuta spaljuje kako bi se
osiguralo da je masa pepela konstantna (gubitak mase izmedu dva
uzastopna vaganja mora biti maniji ili jednak 1 mg).

6. Izracun rezultata

Masa ostatka se izracuna tako da se oduzme tara.

Rezultat se iskazuje kao postotni udio uzorka.

7. Napomene

7.1. Tvari koje se tesko spaljuju moraju se izloziti prvom spaljivanju
u trajanju od najmanje tri sata, zatim se ohlade i dodaje im

se nekoliko kapi 20% otopine amonijevog nitrata ili vode (oprezno,
kako bi se sprijecilo rasprsivanje pepela ili nastanak gruda). Nakon
su$enja u susioniku nastavi se sa spaljivanjem. Postupak se po potrebi
ponovi, sve do potpunog spaljivanja.

7.2. Kod tvari koje su otporne na obradu iz to¢ke 7.1. ovoga Dijela,



postupa se na sljede¢i naéin: nakon trosatnog spaljivanja, pepeo

se prenese u toplu vodu i fi Itrira kroz mali fi Itar slobodan od pepela.
Filtar i njegov sadrzaj se spale u istom lon¢icu. Filtrat se prenese u
ohladen longi¢, otpari do suhog, spali i izvaze.

7.3. Kod ulja i masti, to¢no se izvaze 25 g u longi¢ prikladne

veli¢ine. Karbonizira se tako da se tvar zapali vrpcom od fi Itar papira
slobodnog od pepela. Nakon spaljivanja navlazi se §to je mogucée
manjom koli¢inom vode. Osusi se i spali sukladno toc¢ki 5. ovoga
Dijela.

Dio N.

ODREDIVANJE PEPELA, NETOPLJIVOG U

KLORIDNOJ KISELINI

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucava odredivanje razine mineralnih
tvari netopljivih u kloridnoj kiselini u hrani za zivotinje. Uzimajuci

u obzir prirodu uzorka mogu se primijeniti dvije metode.

6.2. Mjerenje saharimetrom

Udio skroba (%) =

S = ukupna opticka rotacija u stupnjevima saharimetra;

S’ = opticka rotacija tvari topljivih u 40% etanolu (v/v), u stupnjevima
saharimetra;

N = masa (g) saharoze u 100 mL vode s optickom rotacijom

od 100 saharimetarskih stupnjeva kada se mjeri koriste¢i epruvetu
od 200 mm;

16,29 g za francuske saharimetre;

26,00 g za njemacke saharimetre;

20,00 g za kombinirane saharimetre;

= specifi ¢na opticka rotacija ¢istog skroba (vidi tocku

6.1. ovoga Dijela).

6.3. Ponovijivost

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja,
izvedena na istom uzorku, ne smije prije¢i 0,4 apsolutne vrijednosti
za udio skroba nizi od 40% i 1% relativne vrijednosti za udio skroba
jednak ili ve¢i od 40%.

7. Napomene

7.1. Ako uzorak sadrzi vise od 6% karbonata, iskazanih kao

kalcijev karbonat, oni se prije odredivanja ukupne opticke rotacije
moraju unistiti obradom s toéno potrebnom koli¢inom razrijedene

sulfatne kiseline.



7.2. Kod proizvoda s visokim udjelom laktoze, poput mlijeénog
seruma u prahu ili obranog mlijeka u prahu, nakon dodavanja 80
mL etanola (to¢ka 3.5. ovoga Dijela) postupa se na sljedeéi naéin.
Na tikvicu se priklju¢i povratno hladilo i tikvica se 30 minuta drzi
u vodenoj kupelji na 50 oC. Ostavi se ohladiti i nastavi s analizom
sukladno to¢ki 5.3. ovoga Dijela.

7.3. Sljedeca krmiva, kada su u znatnoj koligini prisutna u hrani

za zivotinje, smatraju se uzrokom smetnji pri odredivanju udjela
skroba polarimetrijskom metodom, §to moze dovesti do netoénih
rezultata:

— proizvodi iz $ecerne repe poput suhih rezanaca secerne repe,
melase Secerne repe, melasiranih rezanaca $ecerne repe, vinase $ec¢erne
repe, Secera od Secerne repe,

— pulpa citrusa,

— sjemenke lana; pogaca od lanenih sjemenki; saéma od lanenih
sjemenki,

— sjemenke uljane repice; pogaca uljane repice; satma uljane
repice; ljuske uljane repice,

— sjemenke suncokreta; saéma od sjemenki suncokreta; saéma

od djelomi¢no oljustenih sjemenki suncokreta,

— pogaca kokosa, satma kokosa (kopre),

— pulpa krumpira,

— suhi kvasac,

— proizvodi s visokim udjelom inulina (npr. kriske i brasno od
gicoke lat. Heliathus tuberosus),

— &varci.

Dio M.

ODREDIVANJE SIROVOG PEPELA

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omoguc¢ava odredivanje udjela sirovog pepela

u hrani za zivotinje.
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ispere toplom otopinom 1% trikloroctene kiseline (to¢ka 3.3. ovoga
Dijela).

Dio O.
ODREDIVANJE KARBONATA



1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucava odredivanje koli¢ine karbonata

u vedini hrane za zivotinje koji se uobigajeno iskazuju kao kalcijev
karbonat.

Medutim, u nekim se slu¢ajevima (na primjer, kod Zeljezo karbonata)
treba primijeniti posebna metoda.

2. Nacelo

Karbonati se razlazu kloridnom kiselinom; oslobodeni se ugljikov
dioksid prikupi u graduiranu cijev, a njegov volumen usporedi s
volumenom koji se pod istim uvjetima oslobada iz poznate koli¢ine
kalcijevog karbonata.

3. Reagensi

3.1. Kloridna kiselina, gusto¢a 1,10 g/mL

3.2. Kalcijev karbonat

3.3. Sulfatna kiselina, priblizno 0,05 mol/L, obojana metilnim
crvenilom

4. Oprema

Scheibler-Dietrichova naprava (vidi sliku 2.) ili druga ekvivalentna
naprava

5. Postupak

S obzirom na udio karbonata u uzorku odvagne se dio uzorka,
kako se navodi dalje u tekstu:

- 0,5 g kod proizvoda koji sadrze 50 — 100% karbonata, iskazanih
kao kalcijev karbonat,

— 1 g kod proizvoda koji sadrze 40 — 50% karbonata, iskazanih

kao kalcijev karbonat,

— 2 do 3 g za druge proizvode.

Odvagnuti se dio uzorka prenese u posebnu tikvicu (dio 4. slike

2.) naprave, opremljenu malom epruvetom od neslomljivog materijala
u kojoj se nalazi 10 mL kloridne kiseline (3.1.) te se tikvica

spoji s napravom. Troputni se ventil (dio 5. slike 2.) okrene tako da
je cijev (dio 1. slike 2.) otvorena prema van. Pomiénom cijevi (dio
2. slike 2.), napunjenom obojanom sulfatnom kiselinom (tocka 3.3.
ovoga Dijela) i povezanom s graduiranom cijevi (dio 1. slike 2.),
razina tekuc¢ine dovede se do oznake nula. Ventil (dio 5. slike 2.) se
okrene tako da se spoje cijev (dio 1. slike 2.) i cijev (dio 3. slike 2.),
zatim se provjeri je li razina na oznaci nula.

Naginjanjem tikvice (dio 4. slike 2) kloridna se kiselina (to¢ka

3.1. ovoga Dijela) polako prelijeva preko uzorka. Tlak se izjednagi

spustanjem cijevi (dio 2. slike 2.). Tikvica (dio 4. slike 2.) se mucka



sve dok potpuno ne prestane oslobadanje ugljikovog dioksida.
Ponovo se uspostavi tlak vra¢anjem razine tekuéina u cijevi (dio

1. slike 2.) i cijevi (dio 2. slike 2.) na istu razinu. Rezultat se oéita
nakon nekoliko minuta kada se ustali obujam plina.

U istim se uvjetima izvede kontrolni pokus s 0,5 g kalcijevog
karbonata (to¢ka 3.2. ovoga Dijela).

6. Izracun rezultata

Udio karbonata, iskazanih kao kalcijev karbonat, izraéunava se
sliede¢om formulom:

1.1. Metoda A: primjenjuje se za krmiva organskog podrijetla

i ve¢inu krmnih smjesa;

1.2. Metoda B: primjenjuje se za mineralna krmiva, mineralne
mjesavine i za krmne smjese koje, prema metodi A, sadrze vise od
1% tvari netopljivih u kloridnoj kiselini.

2. Nacelo

2.1. Metoda A: uzorak se spali, pepeo se kuha u kloridnoj kiselini,
a netopljivi ostatak se fi Itrira i izvaze.

2.2. Metoda B: uzorak se obradi kloridnom kiselinom. Otopina

se fi Itrira, ostatak spali, a tako dobiveni pepeo obradi sukladno
metodi A.

3. Reagensi

3.1. Kloridna kiselina, 3 mol/L

3.2. Trikloroctena kiselina, 20% otopina (w/v)

3.3. Trikloroctena kiselina, 1% otopina (w/v)

4. Oprema

4.1. Grijaca ploc¢a

4.2. Elektricna mufolna pe¢ s termostatom

4.3. Longi¢i za spaljivanje iz kvarcnog stakla, porculana ili platine,
pravokutni (priblizno 60 x 40 x 25 mm) ili okrugli (promjer:

60 do 75 mm, visina: 20 do 40 mm)

5. Postupak

5.1. Metoda A

Uzorak se spali sukladno metodi za odredivanje sirovog pepela.
Moze se koristiti i pepeo dobiven tijekom navedene analize.
Pepeo se prenese u ¢asu volumena 250 mL do 400 mL sa 75

mL kloridne kiseline (to¢ka 3.1. ovoga Dijela). Polako se zagrije do
klju¢anja i petnaest minuta ostavi lagano klju¢ati. Topla otopina se
fi Itrira kroz papir za fi ltriranje slobodan od pepela, ostatak se ispire
toplom vodom sve do prestanka kisele reakcije. Filtar s ostatkom i

pepelom se osusi u tariranom longi¢u za spaljivanje na 550 — 700 oC.



Ohladi se u eksikatoru i izvaze.

5.2. Metoda B

Odvagne se 5 g uzorka s preciznoséu od 1 mg i prenese u ¢asu
volumena 250 mL do 400 mL. Doda se 25 mL vode, zatim 25 mL
kloridne kiseline (to¢ka 3.1. ovoga Dijela), promijesa i pri¢eka da se
reakcija umiri. Doda se jo§ 50 mL kloridne kiseline (to¢ka 3.1. ovoga
Dijela). Priceka se dok potpuno ne prestane ispustanje plina, zatim
se ¢asa stavi u proklju¢alu vodenu kupelj i tamo drzi 30 minuta ili po
potrebi dulje kako bi se potpuno hidrolizirao sav eventualno prisutni
skrob. Filtrira se dok je topao kroz fi Itar slobodan od pepela, a fi Itar
ispere s 50 mL tople vode (vidi napomenu pod to¢ckom 7. ovoga
Dijela). Filtar koji sadrzi ostatak prenese se u longi¢ za spaljivanje,
osusi i spali na 550 — 700 oC. Pepeo se prenese u ¢asu volumena
250 mL do 400 mL sa 75 mL kloridne kiseline (to¢ka 3.1. ovoga
Dijela); nastavi se kako je opisano u drugom podstavku tocke 5.1.
ovoga Dijela.

6. Izracun rezultata

Masa ostatka se izracuna tako da se oduzme tara. Rezultat se
iskazuje kao postotni udio uzorka.

7. Napomena

Ako pri fi ltriranju nastupe poteskoce, analiza se ponovi, pri

¢emu se 50 mL kloridne kiseline (to¢ka 3.1. ovoga Dijela) zamijeni

s 50 mL 20% trikloroctene kiseline (to¢ka 3.2. ovoga Dijela), a fi ltar
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zvoda s niskim udjelom fosfora. U nekim se slu¢ajevima (kod proizvoda
bogatih fosforom) moze primijeniti i gravimetrijska metoda.

2. Nacelo

Uzorak se mineralizira bilo suhim sagorijevanjem (kod organske
hrane za zivotinje) bilo digestijom kiselinom (kod mineralnih
mjesavina i tekuce hrane za Zivotinje) i prenese u kiselu otopinu.
Otopina se obradi molibdovanadatnim reagensom. Opti¢ka gustoca
tako dobivene zute otopine mjeri se spektrofotometrom na 430 nm.
3. Reagensi

3.1. Kalcijev karbonat

3.2. Kloridna kiselina, p2o = 1,10 g/mL (priblizno 6 mol/L)

3.3. Dusiéna kiselina, p20 = 1,045 g/mL

3.4. Dusi¢na kiselina, po = 1,38 do 1,42 g/mL



3.5. Sulfatna kiselina, p20 = 1,84 g/mL

3.6. Molibdovanadatni reagens: u graduiranoj tikvici volumena

1L pomijesa se 200 mL otopine amonijevog heptamolibdata (to¢ka
3.6.1. ovoga Dijela), 200 mL otopine amonijevog monovanadata
(tocka 3.6.2. ovoga Dijela) i 134 mL dusiéne kiseline (to¢ka 3.4. ovoga
Dijela). Dopuni se vodom do oznake.

3.6.1. Otopina amonijevog heptamolibdata: u vru¢oj se vodi

otopi 100 g amonijevog heptamolibdata ((NHa)s x Mo7024x 4H20).
Doda se 10 mL amonijaka (gusto¢a 0,91 g/mL) i dopuni vodom do
1 litre.

3.6.2. Otopina amonijevog monovanadata: u 400 mL vruée vode
otopi se 2,35 g amonijevog monovanadata (NH4VOs). Uz stalno mijesanje
polako se dodaje 20 mL razrijedene dusi¢ne kiseline (7 mL

HNO:s (3.4) + 13 mL H20) i dopuni vodom do 1 litre.

3.7. Standardna otopina 1 mg fosfora na mL: u vodi se otopi

4,387 g kalijevog dihidrogen fosfata (KH2PQOa4). Dopuni se vodom
do 1 litre.

4. Oprema

4.1. Lon¢i¢i za spaljivanje iz kvarcnog stakla, porculana ili platine
4.2. Elektricna mufolna pe¢ s termostatom postavljenim na

550,C

4.3. Kjeldahlova tikvica volumena 250 mL

4.4. Graduirane tikvice i precizne pipete

4.5. Spektrofotometar

4.6. Epruvete promjera priblizno 16 mm, s brusenim ¢epovima
promjera 14,5 mm, volumena 25 - 30 mL

5. Postupak

5.1. Priprema otopine

Uzimajuéi u obzir prirodu uzorka, otopina se pripravlja sukladno
toc¢ki 5.1.1.ili 5.1.2. ovoga Dijela.

5.1.1. Standardni postupak

Odvagne se 1 g uzorka ili vise s precizno$¢u od 1 mg. Uzorak

se prenese u Kjeldahlovu tikvicu, doda se 20 mL sulfatne kiseline
(tocka 3.5. ovoga Dijela) i promucka kako bi se uzorak u potpunosti
natopio kiselinom i sprije¢ilo njegovo prijanjanje na stjenke tikvice,
zatim se zagrije i ostavi klju¢ati 10 minuta. Ostavi se ohladiti, doda
se 2 mL dusi¢ne kiseline (toc¢ka 3.4. ovoga Dijela), lagano se zagrije,
malo se ohladi, doda se jo§ malo dusi¢ne kiseline (to¢ka 3.4. ovoga
Dijela) i ponovo zagrije do klju¢anja. Postupak se ponavlja sve dok

se ne dobije bezbojna otopina. Ohladi se, doda malo vode, tekucina



se odlije u graduiranu tikvicu volumena 500 mL, a Kjeldahlova
pri ¢emu je:

X =% (w/w) karbonata u uzorku, iskazanih kao kalcijev karbonat;
V = mL oslobodenog CO: iz dijela uzorka;

V1= mL oslobodenog CO:iz 0,5 g CaCOs;

m = masa dijela uzorka u gramima.

7. Napomene

7.1. Kada je masa dijela uzorka vec¢a od 2 g, prvo se u tikvicu
(dio 4. slike 2.) ulije 15 mL destilirane vode i promijesa prije pocetka
pokusa. Za kontrolni se pokus koristi jednaka koli¢ina vode.

7.2. Ako koristena aparatura ima razli¢iti volumen u odnosu

na Scheibler-Dietrichovu aparaturu, potrebno je na primjeren nacin
prilagoditi koli¢inu dijelova uzorka i kontrolne tvari i izracun
rezultata.

Shika 2.

Scheiber-Dietrichova aparatura za odredivanje CO:

(myere u mm)

Dio P.

ODREDBIVANJE UKUPNOG FOSFORA

FOTOMETRIJSKA METODA

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucava odredivanje ukupnog udjela

fosfora u hrani za zivotinje. Osobito je primjerena za analizu proiSTRANICA
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kiselinom, a kloridi istaloze otopinom srebrnog nitrata u obliku srebrnog
klorida. Visak srebrnog nitrata titrira se otopinom amonijevog
tiocijanata po Volhardovoj metodi.

3. Reagensi

3.1. Otopina amonijevog tiocijanata, 0,1 mol/L

3.2. Otopina srebrnog nitrata, 0,1 mol/L

3.3. Zasi¢ena otopina amonijevog Zeljeznog sulfata (NH4)
Fe(S0a4)2

3.4. Dusi¢na kiselina, gustoca: 1,38 g/mL

3.5. Dietil eter

3.6. Aceton

3.7. Otopina Carrez I: u vodi se otopi 21,9 g cinkovog acetata



Zn(CH3COO0)2x 2H20 i 3 g ledene octene kiseline. Dopuni se vodom
do 100 mL.

3.8. Otopina Carrez II: u vodi se otopi 10,6 g kalijevog ferocijanida
KsFe(CN)e x 3H20. Dopuni se vodom do 100 mL.

3.9. Aktivni ugljen koji ne sadrzi kloride niti ih apsorbira.

4. Oprema

Mijesalica (rotacijska): priblizno 35 do 40 okr./min.

5. Postupak

5.1. Priprema otopine

Uzimajuéi u obzir prirodu uzorka, otopina se pripravlja kako je
navedeno u tockama 5.1.1,, 5.1.2. ili 5.1.3. ovoga Dijela.
Istovremeno se izvodi slijepa proba bez uzorka koji se analizira.
5.1.1. Uzorci bez organskih tvari

Odvagne se najvise 10 g uzorka koji sadrzi najvise 3 g klora u
obliku klorida s preciznoséu od 1 mg. Prenese se u odmjernu tikvicu
volumena 500 mL s 400 mL vode na priblizno 20 oC. Mijesa se 30
minuta u rotacijskoj mijesalici, dopuni do oznake, homogenizira i

fi Itrira.

5.1.2. Uzorci koji sadrze organske tvari, osim proizvoda iz

tocke 5.1.3. ovoga Dijela

Odvagne se priblizno 5 g uzorka s preciznos¢u od 1 mg i prenese
zajedno s 1 g aktivnog ugljena u odmjernu tikvicu volumena 500
mL. Doda se 400 mL vode temperature priblizno 20 oC i 5 mL otopine
Carrez | (tocka 3.7. ovoga Dijela), mijesa se 30 sekundi i doda 5

mL otopine Carrez Il (to¢ka 3.8. ovoga Dijela). Mijesa se 30 minuta
u rotacijskoj mijesalici, volumen se dopuni, homogenizira i fi Itrira.
5.1.3. Kuhana hrana za Zivotinje, lanene pogace i brasno,

proizvodi bogati lanenim brasnom i drugi proizvodi bogati sluzima
ili koloidnim tvarima (na primyjer, dekstrinirani $krob)

Otopina se pripravi sukladno to¢ki 5.1.2. ovoga Dijela, ali se

ne fi Itrira. Dekantira se (po potrebi centrifugira), uzme se 100 mL
supernatanta i prenese u tikvicu volumena 200 mL. Pomijesa se s
acetonom (tocka 3.6. ovoga Dijela) i s tim se otapalom volumen
dopuni, homogenizira i fi Itrira.

5.2. Titracija

Pipetom se u Erlenmeyerovu tikvicu prenese 25 — 100 mL fi ltrata
(uzimajuéi u obzir pretpostavljeni udio klora) dobivenog postupkom
iz tocke 5.1.1,, 5.1.2. ili 5.1.3. ovoga Dijela. Alikvotni dio

ne smije sadrzavati vise od 150 mg klora (Cl). Po potrebi se razrijedi

vodom na najmanje 50 mL, doda se 5 mL dusi¢ne kiseline (tocka



3.4. ovoga Dijela), 20 mL zasi¢ene otopine amonijevog zeljeznog
sulfata (tocka 3.3. ovoga Dijela) i 2 kapi otopine amonijevog tiocijanata
(tocka 3.1. ovoga Dijela), koji se prenese iz birete napunjene

tikvica se ispere vruéom vodom. Ostavi se ohladiti, dopuni vodom

do oznake, homogenizira i fi ltrira.

5.1.2. Uzorci koji sadrze organske tvari i ne sadre kalcjjeve

i magnezijeve dihidrogen fosfate

Odvagne se i prenese u lon¢i¢ za spaljivanje 2,5 g uzorka s

preciznoséu od 1 mg. Doda se 1 g kalcijevog karbonata (tocka 3.1.
ovoga Dijela) i mijesa sa testnim uzorkom dok se u potpunosti ne
izmijesaju. Spaljuje se u peci pri 550 oC do nastanka bijelog ili sivog
pepela (malena koli¢ina ugljena ne predstavlja problem). Pepeo se
prenese u ¢asu volumena 250 mL. Doda se 20 mL vode i kloridna kiselina
(to¢ka 3.2. ovoga Dijela) sve dok ne prestane pjenjenje. Doda

se jos 10 mL kloridne kiseline (to¢ka 3.2. ovoga Dijela). Ca3a se

stavi u pjes¢anu kupelj i ostavi ispariti do suhog, da kvarcni pijesak
postane netopljiv. Ostatak se ponovo otopi u 10 mL dusiéne kiseline
(to¢ka 3.3. ovoga Dijela) i ostavi klju¢ati 5 minuta u pjes¢anoj kupelji

ili na grijacoj plog¢i, ali se ne smije potpuno ispariti. Tekuéina

se odlije u graduiranu tikvicu volumena 500 mL, ¢asa se vise puta
ispere vru¢om vodom. Ostavi se ohladiti, dopuni vodom do oznake,
homogenizira i fi ltrira.

5.2. Nastanak obojenja i mjerenje optic ke gustoce

Razrijedi se alikvotni dio fi Itrata iz to¢ke 5.1.1 ili 5.1.2. ovoga

Dijela do koncentracije fosfora ne ve¢e od 40 pug/mL. U epruvetu
(tocka 4.6. ovoga Dijela) se prenese 10 mL te otopine i doda 10 mL
molibdovanadatnog reagensa (to¢ka 3.6. ovoga Dijela). Homogenizira
se i ostavi najmanje 10 minuta na 20 oC. Spektrofotometrom se

izmjeri opti¢ka gustoca na 430 nm usporedbom s otopinom dobivenom
dodavanjem 10 mL molibdovanadatnog reagensa (tocka 3.6.

ovoga Dijela) u 10 mL vode.

5.3. Kalibracifska krivulja

Iz standardne otopine (to¢ka 3.7. ovoga Dijela) priprave se otopine
koje sadrze 5, 10, 20, 30 i 40 pg fosfora na mL. Uzme se 10 mL

od svake navedene otopine i doda 10 mL molibdovanadatnog reagensa
(tocka 3.6. ovoga Dijela). Homogenizira se i ostavi najmanje

10 minuta na 20 oC. Izmjeri se opti¢ka gustoca sukladno tocki 5.2.
ovoga Dijela Kalibracijska se krivulja pripremi tako da se u dijagram
unesu izmjerene opticke gustoce za odgovarajuée koli¢ine fosfora.

Za koncentracije u podruéju od 0 — 40 pg/mL krivulja je linearna.



6. Izracun rezultata

Koli¢ina fosfora u testnom uzorku odreduje se iz kalibracijske
krivulje.

Rezultat se iskazuje kao postotni udio uzorka.

Ponovijivost

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja,
izvedena na istom uzorku, ne smije prijeci:

— 3% u odnosu na najvisi rezultat, ako je udio fosfora nizi od
5%,

- 0,15% apsolutne vrijednosti, ako je udio fosfora 5% ili vise.
Dio Q.

ODREDIVANJE KLORA 1Z KLORIDA

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucava odredivanje koli¢ine klora u
kloridima topljivim u vodi koji se uobi¢ajeno iskazuju kao natrijev
klorid. Primjenjuje se za svu hranu za Zivotinje.

2. Nacelo

Kloridi se otope u vodi. Ako proizvod sadrzi organske tvari,

koristi se postupak bistrenja. Otopina se lagano zakiseli dusicnom
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3.3. Metanol

3.4. Otopina kalijevog hidroksida, ¢ = 50 g/100 mL

3.5. Otopina natrijevog askorbata, c = 10 g/100 mL (vidi napomenu
pod to¢kom 7.7. ovoga Dijela)

3.6. Natrijev sulfi d, NazS x X H2O0 (X =7 -9)

3.6.1. Otopina natrijevog sulfi da, ¢ = 0,5 mol/L u gliceroly, s =

120 g/L (za X = 9) (vidi napomenu pod to¢kom 7.8. ovoga Dijela)
3.7. Otopina fenolft aleina, ¢ = 2 g/100 mL u etanolu (tocka 3.1.
ovoga Dijela)

3.8. 2-propanol

3.9. HPLC mobilna faza: smjesa metanola (toc¢ka 3.3. ovoga Dijela)

i vode, npr. 980 + 20 (v + v). To¢an se omjer odreduje sukladno
osobinama koristene kolone.

3.10. Dusik, bez kisika

3.11. Trans-vitamin A acetat, posebne Cistoce, certifi cirane aktivnosti,
npr. 2,80 x 106 1U/g



3.11.1. Osnovna otopina trans-vitamin A acetata: odvagne se

50 mg acetata vitamina A (toc¢ka 3.11. ovoga Dijela) s preciznoséu
od 0,1 mg i prenese u graduiranu tikvicu volumena 100 mL. Otopi
se u 2-propanolu (tocka 3.8. ovoga Dijela) i dopuni istim otapalom
do oznake. Nominalna koncentracija te otopine iznosi 1400 IU vitamina
A na mL. Toéan se udio odreduje sukladno to¢ki 5.6.3.1.

ovoga Dijela.

3.12. Trans-vitamin A palmitat, posebne ¢istoce, certifi cirane
aktivnosti, npr. 1,80 x 106 I1U/g

3.12.1. Osnovna otopina trans-vitamin A palmitata: odvagne se

80 mg vitamina A palmitata (tocka 3.12. ovoga Dijela) s preciznoséu
od 0,1 mg i prenese u graduiranu tikvicu volumena 100 mL. Otopi
se u 2-propanolu (to¢ka 3.8. ovoga Dijela) i dopuni istim otapalom
do oznake. Nominalna koncentracija te otopine iznosi 1400 U vitamina
A na mL. Toéan se udio odreduje sukladno to¢ki 5.6.3.2.

ovoga Dijela.

3.13 2,6-Di-tert-butil-4-metilfenol (BHT) (vidi napomenu pod
tockom 7.5. ovoga Dijela)

4. Oprema

4.1. Rotacioni vakuum otparivaé

4.2. Laboratorijsko posude od smedeg stakla

4.2.1. Tikvice s ravnim dnom ili konusne tikvice, volumena 500

mL, s brusenim vratom

4.2.2. Graduirane tikvice s ¢epovima od brusenog stakla, s

uskim vratom, volumena 10, 25, 100 i 500 mL

4.2.3. Lijevci za odjeljivanje, konusni, 1000 mL, s ¢epovima od
brusenog stakla

4.2 4. Kruskaste tikvice, 250 mL, s ¢epovima od brusenog stakla
4.3. Allihnov kondenzator, duljine omotaga 300 mm sa spojem

od brusenog stakla i nastavkom za dovodnu cijev plina

4.4. Nabrani fi ltar papir za razdvajanje faza, promjera 185 mm
(npr. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)

4.5. Oprema za HPLC sa sustavom za injektiranje

4.5.1. Kolona za tekuéinsku kromatografi ju, 250 mm x 4 mm,

Cis, veli¢ina gestica punjenja 5 ili 10 pm ili ekvivalentna (mjerilo
uéinkovitosti: samo jedan pik za sve izomere retinola u uvjetima
za HPLC)

4.5.2. UV ili fl uorescentni detektor s moguénoséu promjene

valne duljine

4.6. Spektrofotometar s kvarcnim kivetama od 10 mm



do nulte oznake. Biretom se prenese otopina srebrnog nitrata (tocka
3.2. ovoga Dijela) tako da nastane 5 mL viska. Doda se 5 mL dietil
etera (to¢ka 3.5. ovoga Dijela) i dobro promucka tako da se talog
zgrusa. Visak srebrnog nitrata titrira se otopinom amonijevog tiocijanata
(tocka 3.1. ovoga Dijela) sve dok crvenkasto-smede obojenje

ne potraje 1 minutu.

6. Izracun rezultata

Koli¢ina klora (X), iskazana kao postotni udio natrijevog klorida,
izradunava se sljede¢om formulom:

pri ¢emu je:

V1= mL dodane otopine srebrnog nitrata 0,1 mol/L;

V2 = mL otopine amonijevog tiocijanata 0,1 mol/L koristene

za titraciju;

m = masa uzorka.

Ako se pri slijepoj probi potrosi otopina srebrnog nitrata 0,1
mol/L, ta se vrijednost oduzme od volumena (V1— V2).

7. Napomene

7.1. Titracija se moze izvrsiti i potenciometrijskom titracijom.

7.2. Proizvodi bogati uljima i mastima prvo se odmaste dietil
eterom ili laganim petrolejem.

7.3. Kod ribljeg brasna, titracija se moze izvrsiti Mohrovom

metodom.
PRILOG 1V.

ANALITICKE METODE ZA KONTROLU KOLICINE

ODOBRENIH DODATAKA HRANI ZA ZIVOTINJE
DIO A.
ODREDIVANJE VITAMINA A

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucéava odredivanje sadrzaja vitamina

A (retinola) u hrani za zZivotinje i premiksima. Vitamin A uklju¢uje
trans-retinil alkohol i njegove cis izomere koji se odreduju ovom
metodom. Udio vitamina A iskazuje se u medunarodnim jedinicama
(IU) na kg. Jedna IU odgovara djelovanju 0,300 ug trans-vitamin

A alkohola ili 0,344 pg trans-vitamin A acetata ili 0,550 ug transvitamin
A palmitata.

Granica kvantifi kacije je 2000 IU vitamina A/kg.

2. Nacelo

Uzorak se hidrolizira otopinom etanolnog kalijevog hidroksida,

a vitamin A se ekstrahira laganim petrolejem. Otapalo se ukloni



otparavanjem, a ostatak otopi u metanolu i po potrebi razrijedi do

trazene koncentracije. Udio vitamina A se odreduje visoko djelatnom
tekuc¢inskom kromatografi jom reverznih faza (RP-HPLC) s UV

ili fl uorescencijskim detektorom. Odaberu se oni kromatografski parametri
koji omogucuju da se trans-vitamin A alkohol i njegovi cis

izomeri ne razdvoje.

3. Reagensi

3.1. Etanol, 0 = 96%

3.2. Lagani petrolej, vreliste 40 — 60 oC
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Cetiri ispiranja). Isprani se ekstrakt fi ltrira kroz suhi nabrani fi ltar

za razdvajanje faza (to¢ka 4.4. ovoga Dijela) u graduiranu tikvicu
volumena 500 mL (tocka 4.2.2. ovoga Dijela) kako bi se uklonila preostala
voda. Lijevak za odjeljivanje i fi Itar se isperu s 50 mL laganog
petroleja (tocka 3.2. ovoga Dijela), dopuni se laganim petrolejem do
oznake (toc¢ka 3.2. ovoga Dijela) i dobro promijesa.

5.3.2. Ekstrakcija napravom za ekstrakciju (tocka 4.8. ovoga

Dijela)

Kada se slojevi odijele (vidi napomenu pod to¢kom 7.3. ovoga
Dijela), slavina staklenog valjka (to¢ka 4.8.1. ovoga Dijela) se zamijeni
s uloskom od brusenog stakla (to¢ka 4.8.2. ovoga Dijela), a

donji dio prilagodljive cijevi u obliku slova U postavi se odmah iznad
razine veznog sklopa. Tlakom koji tvori dusik u boénoj rugici gornji
se sloj laganog petroleja prenese u lijevke za odjeljivanje volumena
1000 mL (tocka 4.2.3. ovoga Dijela). U stakleni se valjak doda 100

mL laganog petroleja (tocka 3.2. ovoga Dijela), zacepi i dobro promucka.
Priceka se do razdvajanja slojeva, a gornji se sloj prenese u

ljevak za odjeljivanje kao i prije. Postupak ekstrakcije se ponovi sa
100 mL laganog petroleja (tocka 3.2. ovoga Dijela), zatim dvaput s
koli¢inom od 50 mL laganog petroleja (tocka 3.2. ovoga Dijela), a
slojevi laganog petroleja dodaju u lijevak za odjeljivanje.

Spojeni se ekstrakti laganog petroleja isperu, sukladno togki

5.3.1 ovoga Dijela, zatim se nastavi sukladno navedenoj tocki.

5.4. Priprema otopine uzorka za HPLC

Alikvotni dio otopine laganog petroleja (iz tocke 5.3.1.ili 5.3.2.
ovoga Dijela) prenese se pipetom u krugkoliku tikvicu volumena 250

mL (toc¢ka 4.2.4. ovoga Dijela). Otapalo se otpari skoro do suhog u



rotacionom otparivacu (toc¢ka 4.1. ovoga Dijela) pri snizenom tlaku

i temperaturi kupelji do 40 -.C. Dovodenjem dusika uspostavi se
atmosferski tlak (tocka 3.10. ovoga Dijela), a tikvica se izvadi iz rotacionog
otparivaca. Preostalo se otapalo otpari u struji dusika (tocka

3.10. ovoga Dijela), a ostatak odmah otopi u poznatom volumenu
(10 — 100 mL) metanola (to¢ka 3.3. ovoga Dijela) (koncentracija
vitamina A mora biti 5 - 30 [U/mL).

5.5. HPLC odredivanje

Vitamin A se razdvaja na koloni C18 s reverznim fazama (tocka
4.5.1. ovoga Dijela), koncentracija se izmjeri UV detektorom (325
nm) ili fl uorescentnim detektorom (ekscitacija: 325 nm, emisija: 475
nm) (tocka 4.5.2. ovoga Dijela).

Injektira se alikvotni dio (npr. 20 pl) otopine metanola dobivene

u tocki 5.4. ovoga Dijela i eluira mobilnom fazom (toc¢ka 3.9.

ovoga Dijela). Izraduna se srednja vrijednost visine (povrsine) pika
za vise injektiranja otopine istog uzorka i srednje vrijednosti visina
(povrsina) pika za vise injektiranja kalibracijskih otopina (tocka
5.6.2. ovoga Dijela).

Uvjeti za HPLC

Sljededi uvjeti predlazu se kao smjernice; mogu se koristiti i

drugi uvjeti ako se njima jam¢e jednakovrijedni rezultati.

Kolona za teku¢insku kromatografi ju

(toc¢ka 4.5.1. ovoga Dijela): 250 mm x 4 mm, Cis, veli¢ina ¢estica
punjenja 5 ili 10 um ili ekvivalentna

Mobilna faza

(tocka 3.9. ovoga Dijela): Smjesa metanola (to¢ka 3.3. ovoga

Dijela) i vode, npr. 980 + 20 (v + V)

Brzina protoka: 1 — 2 mL/min

Detektor

(tocka 4.5.2. ovoga Dijela): UV detektor (325 nm) ili fl uorescentni
detektor (ekscitacija: 325 nm/emisija:

475 nm)

4.7.Vodena kupelj s magnetnom mijesalicom

4.8. Naprava za ekstrakciju (vidi sliku 3.) koja se sastoji od:

4.8.1. Staklenog valjka volumena | litra s vratom od brusenog

stakla i cepom;

4.8.2. Uloska od brusenog stakla s bo¢nom rugicom i prilagodljivom
cijevi koja prolazi kroz srediste. Prilagodljiva cijev ima donji

dio u obliku slova U i mlaznicu na suprotnom kraju tako da se gornji

sloj teku¢ine u valjku moze prenijeti u lijevak za odjeljivanje.



5. Postupak

Napomena: Vitamin A je osjetljiv na UV svjetlo i oksidaciju. Svi

se postupci izvode bez svjetla (u laboratorijskom posudu od smedeg
stakla ili u staklenim posudama zasti¢enim aluminijskom folijjom) i
kisika (ispire se dusikom). Tijekom ekstrakcije zrak iznad tekuéine
zamijeni se dusikom (povremenim popustanjem ¢epa izbjegava se
previsoki tlak).

5.1. Priprema uzorka

Uzorak se samelje tako da prolazi kroz sito veli¢ine ogice T mm,

pri ¢emu treba izbjegavati stvaranje topline. Mljevenje se mora izvrsiti
neposredno prije vaganja i saponifi kacije, ina¢e moze do¢i do
gubitka vitamina A.

5.2. Saponifi kacija

Ovisno o sadrzaju vitamina A, odvagne se 2 — 25 g uzorka s
preciznoséu od 1 mg i prenese u tikvicu s ravnim dnom ili konusnu
tikvicu volumena 500 mL (toc¢ka 4.2.1. ovoga Dijela). Uz stalno
vrtlozenje, jedno za drugim dodaje se 130 mL etanola (to¢ka 3.1.
ovoga Dijela), priblizno 100 mg BHT (toc¢ka 3.13. ovoga Dijela), 2

mL otopine natrijevog askorbata (to¢ka 3.5. ovoga Dijela) i 2 mL
otopine natrijevog sulfi da (to¢ka 3.6. ovoga Dijela). Na tikvicu se
priklju¢i kondenzator (tocka 4.3. ovoga Dijela) i tikvica se stavi u
vodenu kupelj s magnetnom mijesalicom (to¢ka 4.7. ovoga Dijela).
Zagrije se do klju¢anja i 5 minuta ostavi klju¢ati uz refl uks. Zatim

se kroz kondenzator doda 25 mL otopine kalijevog hidroksida (to¢ka
3.4. ovoga Dijela) i ostavi klju¢ati uz refl uks (tocka 4.3. ovoga Dijela)
sljede¢ih 25 minuta, uz mijesanje pod laganom strujom dusika. Zatim
se kondenzator ispere s priblizno 20 mL vode, a sadrzaj tikvice
ohladi na sobnu temperaturu.

5.3. Ekstrakcija

Otopina za saponifi kaciju kvantitativno se prenese dekantiranjem

u lijevak za odjeljivanje volumena 1000 mL (to¢ka 4.2.3. ovoga
Dijela) ili u napravu za ekstrakciju (to¢ka 4.8. ovoga Dijela), tako sto
se ispere s ukupno 250 mL vode. Zatim se tikvica za saponifi kaciju
ispere, jedno za drugim, sa 25 mL etanola (to¢ka 3.1. ovoga Dijela)

i 100 mL laganog petroleja (tocka 3.2. ovoga Dijela), a isprane tekuéine
prenesu u lijevak za odjeljivanje ili napravu za ekstrakciju.

Omjer vode i etanola u pomijesanim otopinama mora biti priblizno
2:1. Jako se mucka 2 minute i zatim ostavi stajati 2 minute.

5.3.1 Ekstrakcija ljjevkom za odjeljivanje (tocka 4.2.3. ovoga

Dijela)



Kad se slojevi razdvoje (vidi napomenu pod to¢ckom 7.3. ovoga
Dijela), sloj laganog petroleja se prenese u drugi lijevak za odjeljivanje
(tocka 4.2.3. ovoga Dijela). Ekstrakcija se ponovi dvaput sa

100 mL laganog petroleja (to¢ka 3.2. ovoga Dijela) i dvaput s 50 mL
laganog petroleja (toc¢ka 3.2. ovoga Dijela).

Pomijesani se ekstrakti u lijevku za odjeljivanje dvaput isperu

sa 100 mL vode, uz lagano vrtlozenje (kako bi se sprije¢io nastanak
emulzija), zatim uz ponavljano muc¢kanje s dodatnim koli¢inama

po 100 mL vode, sve dok voda pri dodavanju otopine fenolft aleina

(tocka 3.7. ovoga Dijela) ne ostane bezbojna (obi¢no je dovoljno
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Izra¢un udjela vitamina A:

IU vitamina A/mL = Es26 x 19,0

(EE za vitamin A palmitat = 957 na 326 nm u 2-propanolu)

5.6.3.3. Standardna radna otopina vitamina A

Pipetom se prenese 3,0 mL nerazrijedene standardne radne
otopine vitamina A, pripravljene sukladno to¢ki 5.6.1. ovoga Dijela,
u graduiranu tikvicu volumena 50 mL (to¢ka 4.2.2. ovoga Dijela) i
dopuni 2-propanolom (to¢ka 3.8. ovoga Dijela) do oznake. Pipetom
se prenese 5,0 mL te otopine u graduiranu tikvicu volumena 25 mL
i dopuni 2-propanolom (toc¢ka 3.8. ovoga Dijela) do oznake. Nominalna
koncentracija te otopine iznosi 6,72 IU vitamina A na mL.

Izmjeri se UV spektar te otopine prema 2-propanolu (to¢ka 3.8. ovoga
Dijela) u spektrofotometru (to¢ka 4.6. ovoga Dijela) izmedu 300

i 400 nm. Maksimalna ekstinkcija mora biti izmedu 325 i 327 nm.
Izragun udjela vitamina A:

IU vitamina A/mL = Es2s x 18,3

(EE za vitamin A alkohol = 1821 na 325 nm u 2-propanolu)

6. Izracun rezultata

Iz srednje vrijednosti visine (povrsine) pika vitamina A iz otopine
uzorka odreduje se koncentracija otopine uzorka u lU/mL iz
kalibracijske krivulje (to¢ka 5.6.2. ovoga Dijela).

Udio vitamina A (w) u uzorku, iskazan u 1U/kg, izraéunava se
sliede¢om formulom:

pri ¢emu je:

¢ = koncentracija vitamina A (toc¢ka 5.4. ovoga Dijela) otopine

uzorka, iskazana u IlU/mL;



V1 = volumen otopine uzorka (to¢ka 5.4. ovoga Dijela) u mL;

V2 = volumen alikvotnog dijela koristenog u toc¢ki 5.4. ovoga

Dijela, u mL;

m = masa testnog uzorka u gramima.

7. Napomene

7.1. Kod uzoraka s niskom koncentracijom vitamina A moze

biti korisno pomijesati ekstrakte laganog petroleja iz dviju serija za
saponifi kaciju (izvagana koli¢ina: 25 g) u jednu otopinu uzorka za
HPLC odredivanje.

7.2. Masa uzorka za analizu ne smije sadrzavati vise od 2 g

masti.

7.3. Ako se faze ne razdvoje, doda se priblizno 10 mL etanola

(tocka 3.1. ovoga Dijela) za razbijanje emulzije.

7.4. Kod ulja iz jetre bakalara i drugih ¢istih masti vrijeme trajanja
saponifi kacije treba produziti na 45 — 60 minuta.

7.5. Umjesto BHT moze se koristiti hidrokinon.

7.6. 1zomere retinola moguce je razdvojiti obiécnom faznom kolonom.
U ovom sluéaju za izraGune treba zbrojiti visine (povrsine)

pika svih cis i trans izomera.

7.7. Umjesto otopine natrijevog askorbata moze se koristiti priblizno
150 mg askorbinske kiseline.

7.8. Umjesto otopine natrijevog sulfi da moze se koristiti priblizno
50 mg EDTA.

7.9. Pri analizi vitamina A u mlije¢nim zamjenicama treba paziti:

- kod saponifi kacije (to¢ka 5.2. ovoga Dijela): zbog koli¢ine

masti u uzorku moze biti potrebna veca koli¢ina otopine kalijevog
hidroksida (toc¢ka 3.4. ovoga Dijela),

5.6. Kalibracifa

5.6.1. Priprema standardnih radnih otopina

Pipetom se prenese 20 mL osnovne otopine vitamin A acetata
(tocka 3.11.1. ovoga Dijela) ili 20 mL osnovne otopine vitamin

A palmitata (to¢ka 3.12.1. ovoga Dijela) u tikvicu s ravnim dnom
volumena 500 mL ili konusnu tikvicu (to¢ka 4.2.1. ovoga Dijela) i
hidrolizira sukladno to¢ki 5.2. ovoga Dijela, ali bez dodatka BHT.
Zatim se ekstrahira s laganim petrolejem (to¢ka 3.2. ovoga Dijela)
sukladno togki 5.3. ovoga Dijela i dopuni laganim petrolejem do 500
mL (to¢ka 3.2. ovoga Dijela). U rotacijskom se otparivacu (vidi tocku
5.4.) otpari 100 mL tog ekstrakta gotovo do suhog, u struji dusika
otpari preostalo otapalo (to¢ka 3.10. ovoga Dijela), a ostatak ponovo

otopi u 10,0 mL metanola (to¢ka 3.3. ovoga Dijela). Nominalna koncentracija



te otopine iznosi 560 IU vitamina A na mL. To¢an udio

treba se odrediti sukladno to¢ki 5.6.3.3. ovoga Dijela. Standardna
radna otopina treba se pripremiti svjeza prije upotrebe.

Pipetom se prenese 2,0 mL te standardne radne otopine u graduiranu
tikvicu volumena 20 mL, dopuni metanolom (to¢ka 3.3.

ovoga Dijela) do oznake i promijesa. Nominalna koncentracija takve
razrijedene standardne radne otopine iznosi 56 U vitamina A

na mL.

5.6.2. Priprema kalibracijske otopine i kalibracijske krivulje

Prenese se 1,0; 2,0; 5,0 i 10,0 mL razrijedene standardne radne
otopine u seriju odmjernih tikvica volumena 20 mL, dopuni metanolom
(tocka 3.3. ovoga Dijela) do oznake i promijesa. Nominalne
koncentracije tih otopina iznose 2,8; 5,6; 14,0 i 28,0 IU vitamina A

na mL.

Vise puta se injektira 20 pL svake kalibracijske otopine i odrede
srednje vrijednosti visina (povrsina) pika. Iz srednjih se vrijednosti
visina (povrsina) pika pripremi kalibracijska krivulja uzimajuéi u
obzir rezultate UV kontrole (to¢ka 5.6.3.3. ovoga Dijela).

5.6.3. UV standardizacija standardnih otopina

5.6.3.1. Osnovna otopina vitamin A acetata

Pipetom se prenese 2,0 mL osnovne otopine vitamin A acetata
(tocka 3.11.1. ovoga Dijela) u graduiranu tikvicu volumena 50 mL
(tocka 4.2.2. ovoga Dijela) i dopuni 2-propanolom (toc¢ka 3.8. ovoga
Dijela) do oznake. Nominalna koncentracija te otopine iznosi 56 IU
vitamina A na mL. Pipetom se prenese 3,0 mL te razrijedene otopine
vitamin A acetata u graduiranu tikvicu volumena 25 mL i dopuni
2-propanolom (tocka 3.8. ovoga Dijela) do oznake. Nominalna koncentracija
te otopine iznosi 6,72 IU vitamina A na mL. Izmjeri se

UV spektar te otopine prema 2-propanolu (toc¢ka 3.8. ovoga Dijela)
u spektrofotometru (to¢ka 4.6. ovoga Dijela) izmedu 300 i 400 nm.
Maksimalna ekstinkcija mora biti izmedu 325 i 327 nm.

Izra¢un udjela vitamina A:

IU vitamina A/mL = Esz26 x 19,0

(EE za vitamin A acetat = 1530 na 326 nm u 2-propanolu)

5.6.3.2. Osnovna otopina vitamin A palmitata

Pipetom se prenese 2,0 mL osnovne otopine vitamin A palmitata
(tocka 3.12.1. ovoga Dijela) u graduiranu tikvicu volumena 50 mL
(tocka 4.2.2. ovoga Dijela) i dopuni 2-propanolom (to¢ka 3.8. ovoga
Dijela) do oznake. Nominalna koncentracija te otopine iznosi 56 IU

vitamina A na mL. Pipetom se prenese 3,0 mL te razrijedene otopine



vitamin A palmitata u graduiranu tikvicu volumena 25 mL i dopuni
2-propanolom (to¢ka 3.8. ovoga Dijela) do oznake. Nominalna koncentracija
te otopine iznosi 6,72 IU vitamina A na mL. Izmjeri se

UV spektar te otopine prema 2-propanolu (to¢ka 3.8. ovoga Dijela)

u spektrofotometru (tocka 4.6. ovoga Dijela) izmedu 300 i 400 nm.

Maksimalna ekstinkcija mora biti izmedu 325 i 327 nm.
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Dio B.
ODREDIVANJE VITAMINA E
1. Svrha i opseg primjene
Ovom se metodom omogucava odredivanje udjela vitamina E
u hrani za zivotinje i premiksima. Udio vitamina E iskazuje se u
mg DL-a-tokoferol acetata na kg. Koli¢ina od 1 mg DL-a-tokoferol
acetata odgovara 0,91 mg DL-a-tokoferola (vitamina E).
Granica kvantifi kacije je 2 mg vitamina E/kg. Ta se granica
kvantifi kacije moze dosegnuti samo fl uorescentnim detektorom.
Granica kvantifi kacije za UV detektor iznosi 10 mg/kg.
2. Nacelo
Uzorak se hidrolizira otopinom etanolnog kalijevog hidroksida,
a vitamin E se ekstrahira laganim petrolejem. Otapalo se ukloni
otparivanjem, a ostatak otopi u metanolu i po potrebi razrijedi do
trazene koncentracije. Udio vitamina E odreduje se visoko djelatnom
tekuc¢inskom kromatografi jom reverznih faza (RP-HPLC) i UV
ili fl uorescentnim detektorom.
3. Reagensi
3.1. Etanol, 0 = 96%
3.2. Lagani petrolej, vreliste 40 — 60 oC
3.3. Metanol
3.4. Otopina kalijevog hidroksida, ¢ = 50 g/100 mL
3.5. Otopina natrijevog askorbata, ¢ = 10 g/100 mL (vidi napomenu
pod tockom 7.7. ovoga Dijela)
3.6. Natrijev sulfi d, NazS x X H20 (X =7 -9)
3.6.1. Otopina natrijevog sulfi da, ¢ = 0,5 mol/L u glicerolu, B =
120 g/L (za X = 9) (vidi napomenu pod tockom 7.8. ovoga Dijela)
3.7. Otopina fenolft aleina, c = 2 g/100 mL u etanolu (to¢ka 3.1.

ovoga Dijela)



3.8. Mobilna faza za HPLC: smjesa metanola (toc¢ka 3.3. ovoga
Dijela) i vode, npr. 980 + 20 (v + v). To¢an se omjer odreduje sukladno
osobinama koristene kolone.

3.9. Dusik, bez kisika

3.10. DL-a-tokoferol acetat, posebne ¢istoce, certifi cirane aktivnosti
3.10.1. Osnovna otopina DL-a-tokoferol acetata: odvagne se 100
mg DL-a-tokoferol acetata (tocka 3.10. ovoga Dijela) s preciznoséu
od 0,1 mg i prenese u graduiranu tikvicu volumena 100 mL. Otopi
se u etanolu (to¢ka 3.1. ovoga Dijela) i dopuni istim otapalom do
oznake. 1 mL te otopine sadrzi 1 mg DL-a-tokoferol acetata. (Za

UV kontrolu vidi to¢ku 5.6.1.3. ovoga Dijela; za stabilizaciju vidi
napomenu pod to¢kom 7.4. ovoga Dijela)

3.11. DL-a-tokoferol, posebne &istoce, certifi cirane aktivnosti
3.11.1. Osnovna otopina DL-a-tokoferola: odvagne se 100 mg
DL-a-tokoferola (to¢ka 3.10. ovoga Dijela) s preciznos¢u od 0,1 mg

i prenese u graduiranu tikvicu volumena 100 mL. Otopi se u etanolu
(to¢ka 3.1. ovoga Dijela) i dopuni istim otapalom do oznake. 1 mL
te otopine sadrzi 1 mg DL-a-tokoferola. (Za UV kontrolu vidi tocku
5.6.2.3. ovoga Dijela; za stabilizaciju vidi napomenu pod tockom 7.4.
ovoga Dijela)

3.12 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol (BHT) (vidi napomenu pod
tockom 7.5. ovoga Dijela)

4. Oprema

4.1. Rotacioni vakuum otparivaé

4.2. Laboratorijsko posude od smedeg stakla

— kod ekstrakcije (to¢ka 5.3. ovoga Dijela): zbog prisutnosti

emulzija moze biti potrebno prilagoditi omjer voda/etanol 2:1.

Za provjeru pouzdanosti rezultata dobivenih koristenom analitickom
metodom na doti¢nom specifi énom matriksu (mlije¢na

zamjenica) treba na dodatnom testnom uzorku izvrsiti test iskoristenja.
Ako je iskoristenje manje od 80%, rezultat analize treba

korigirati za iskoristenje.

8. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja,
izvedena na istom uzorku, ne smije prije¢i 15% u odnosu na najvisi
rezultat.

9. Rezultati medulaboratorijskog odredivanjas

Premiks Dopunske

krmne

smjese



Mineralne

mjesavine

Proteinske

dopunske

krmne

smjese

Krmne

smjese za

prasad

L1312131213

n 48 45 47 46 49

srednja

vrijednost

[1U/kg]

17,02 x

106

1,21 x 106537 100 151 800 18 070

Sr [IU/kg] 0,51 x 1060,039 x 10622 080 12 280 682
r [IlU/kg] 1,43 x 1060,109 x 10661 824 34 384 1 910
CVr[%] 3,03,54,18,13,8

s [IU/kg] 1,36 x 1060,069 x 10646 300 23 060 3 614
R [1U/kg] 3,81 x 1060,193 x 106 129 640 64 568 10 119
CVr[%] 8,0 6,2 8,6 15 20

L = broj laboratorija;

n = broj pojedinacnih vrijednosti;

sr = standardna devijacija ponovljivosti;

sr = standardna devijacija obnovljivosti;

r = ponovljivost;

R = obnovljivost;

CV: = koefi cijent varijacije ponovljivosti;

CVr = koefi cijent varijacije obnovljivosti.

Slika 3. Naprava za ekstrakciju (to¢ka 4.8. ovoga Dijela)

Stakleni valjak

(tocka 4.8.1. ovoga Dijela)
(visine oko 48 cm)

Vodeni sloj

¥

saponificirana

hrana za Zivotinje

Sloj

laganog

petroleja

UloZak od brusenog stakla
(tocka 4.8.2. ovoga Dijela)
(duljine oko 45 cm)
Prilagodljiva

cijev

sOdredivanje je provela radna skupina za hranu za zivotinje Verband Deutscher
Landwirtschaft licher Untersuchungs — und Forschungsanstalten

(VDLUFA).
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se ispere s ukupno 250 mL vode. Zatim se tikvica za saponifi kaciju
ispere, jedno za drugim, sa 25 mL etanola (to¢ka 3.1. ovoga Dijela) i
100 mL laganog petroleja (to¢ka 3.2. ovoga Dijela) i isprane tekuéine
prenesu u lijevak za odjeljivanje ili napravu za ekstrakciju. Omjer
vode i etanola u pomijesanim otopinama mora biti priblizno 2:1.
Jako se mucka 2 minute, zatim ostavi stajati 2 minute.

5.3.1. Ekstrakcija s ljjevkom za odjeljivanje (tocka 4.2.3. ovoga

Dijela)

Kad se slojevi odijele (vidi napomenu pod tockom 7.3), sloj

laganog petroleja se prenese u drugi lijevak za odjeljivanje (tocka
4.2.3. ovoga Dijela). Ekstrakcija se ponovi dvaput sa 100 mL laganog
petroleja (tocka 3.2. ovoga Dijela) i dvaput s 50 mL laganog petroleja
(tocka 3.2. ovoga Dijela).

Pomijesani ekstrakti u lijevku za odjeljivanje isperu se dvaput

sa 100 mL vode, uz lagano vrtlozenje (kako bi se sprije¢io nastanak
emulzija), zatim uz ponavljano muckanje s dodatnim koli¢inama

po 100 mL vode, sve dok voda pri dodavanju otopine fenolft aleina
(tocka 3.7. ovoga Dijela) ne ostane bezbojna (obi¢no je dovoljno
Cetiri ispiranja). Isprani se ekstrakt fi ltrira kroz suhi nabrani fi ltar

za razdvajanje faza (tocka 4.4. ovoga Dijela) u graduiranu tikvicu
volumena 500 mL (toc¢ka 4.2.2. ovoga Dijela) kako bi se uklonila preostala
voda. Lijevak za odjeljivanje i fi ltar se isperu s 50 mL laganog
petroleja (tocka 3.2. ovoga Dijela), dopuni se laganim petrolejem
(tocka 3.2. ovoga Dijela) do oznake i dobro promijesa.

5.3.2. Ekstrakcija napravom za ekstrakciju (tocka 4.8. ovoga

Dijela)

Kada se slojevi odijele (vidi napomenu pod to¢ckom 7.3. ovoga
Dijela), zamijeni se slavina staklenog valjka (to¢ka 4.8.1. ovoga
Dijela) uloskom od brusenog stakla (to¢ka 4.8.2. ovoga Dijela), a
donji dio prilagodljive cijevi u obliku slova U postavi odmah iznad
razine veznog sklopa. Tlakom koji tvori dusik u boénoj rugici gornji
se sloj laganog petroleja prenese u lijevak za odjeljivanje volumena
1000 mL (tocka 4.2.3. ovoga Dijela). U stakleni se valjak doda 100
mL laganog petroleja (to¢ka 3.2. ovoga Dijela), zagepi i dobro promucéka.
Priceka se do razdvajanja slojeva, gornji se sloj prenese u

lijevak za odjeljivanje kao i prije. Postupak ekstrakcije se ponovi sa
100 mL laganog petroleja (tocka 3.2. ovoga Dijela), zatim dvaput s
kolicinom od 50 mL laganog petroleja (to¢ka 3.2. ovoga Dijela), a
slojevi laganog petroleja dodaju u lijevak za odjeljivanje.

Spojeni se ekstrakti laganog petroleja isperu, sukladno togki



5.3.1. ovoga Dijela, zatim se nastavi sukladno uputama u navedenoj
tocki.

5.4. Priprema otopine uzorka za HPLC

Alikvotni dio otopine laganog petroleja (iz tocka 5.3.1.ili 5.3.2.
ovoga Dijela) prenese se pipetom u krugkoliku tikvicu volumena 250
mL (to¢ka 4.2.4. ovoga Dijela). Otapalo se otpari skoro do suhog pomocu
rotacionog otparivaca (to¢ka 4.1. ovoga Dijela) pri snizenom

tlaku i temperaturi kupelji do 40 oC. Dovodenjem dusika uspostavi
se atmosferski tlak (tocka 3.9. ovoga Dijela), a tikvica izvadi iz rotacionog
otparivacda. Preostalo se otapalo ukloni u struji dusika (tocka

3.9. ovoga Dijela), a ostatak odmah otopi u poznatom volumenu (10
— 100 mL) metanola (to¢ka 3.3. ovoga Dijela) (koncentracija DL-a-
tokoferola mora biti u podrugju 5 pg/mL do 30 pug/mL).

5.5. HPLC odredivanje

Vitamin E se razdvaja na koloni Cis s reverznim fazama (tocka

4.5.1. ovoga Dijela), a koncentracija izmjeri fl uorescentnim detektorom
(ekscitacija: 295 nm, emisija: 330 nm) ili UV detektorom (292

nm) (toc¢ka 4.5.2. ovoga Dijela).

Injektira se alikvotni dio (npr. 20 pL) otopine metanola dobivene

u tocki 5.4. ovoga Dijela i eluira mobilnom fazom (toc¢ka 3.8.

4.2.1. Tikvice s ravnim dnom ili konusne tikvice, volumena 500

mL, s brusenim vratom

4.2.2. Graduirane tikvice s ¢epovima od brusenog stakla, s

uskim vratom, volumena 10 mL, 25 mL, 100 mL i 500 mL

4.2.3. Lijevci za odjeljivanje, konusni, volumena 1000 mL, s
¢epovima od brusenog stakla

4.2.4. Kruskolike tikvice, volumena 250 mL, s ¢epovima od

brusenog stakla

4.3. Allihnov kondenzator, duljine omota¢a 300 mm sa spojem

od brusenog stakla i nastavkom za dovodnu cijev plina

4.4. Nabrani fi Itar papir za razdvajanje faza, promjera 185 mm

(npr. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)

4.5. Oprema za HPLC sa sustavom za injektiranje

4.5.1. Kolona za teku¢insku kromatografi ju, 250 mm x 4 mm,

C18, veli¢ina gestica punjenja 5 ili 10 um ili ekvivalentna

4.5.2. UV ili fl uorescentni detektor s moguénoséu promjene

valne duljine

4.6. Spektrofotometar s kvarcnim kivetama od 10 mm

4.7. Vodena kupelj s magnetnom mijesalicom

4.8. Naprava za ekstrakciju (vidi sliku 4.) koja se sastoji od:



4.8.1. Staklenog valjka volumena od | L s vratom od brusenog

stakla i cepom;

4.8.2. Uloska od brusenog stakla s bo¢nom rugicom i prilagodljivom
cijevi koja prolazi kroz srediste. Prilagodljiva cijev ima donji

dio u obliku slova U i mlaznicu na suprotnom kraju tako da se gornji
sloj teku¢ine u valjku moze prenijeti u lijevak za odjeljivanje.

5. Postupak

Napomena: Vitamin E osjetljiv je na UV svjetlo i oksidaciju. Svi

se postupci izvode bez svjetla (u laboratorijskom posudu od smedeg
stakla ili u staklenim posudama zasti¢enim aluminijskom folijom) i
kisika (ispire se dusikom). Tijekom ekstrakcije zrak iznad tekuéine
zamijeni se dusikom (povremenim popustanjem ¢epa izbjegava se
previsoki tlak).

5.1. Priprema uzorka

Uzorak se samelje tako da prolazi kroz sito veli¢ine ogice 1 mm,

pri ¢emu treba izbjegavati stvaranje topline. Mljevenje se mora izvrsiti
neposredno prije vaganja i saponifi kacije, inate moze do¢i do
gubitka vitamina E.

5.2. Saponifi kacija

Ovisno o udjelu vitamina E, odvagne se 2 — 25 g uzorka s precizno$éu
od 0,01 g i prenese u tikvicu s ravnim dnom volumena 500

mL ili konusnu tikvicu (to¢ka 4.2.1. ovoga Dijela). Uz stalno vrtlozenje,
jedno za drugim se dodaje 130 mL etanola (to¢ka 3.1. ovoga

Dijela), priblizno 100 mg BHT (to¢ka 3.12. ovoga Dijela), 2 mL otopine
natrijevog askorbata (toc¢ka 3.5. ovoga Dijela) i 2 mL otopine
natrijevog sulfi da (toc¢ka 3.6. ovoga Dijela). Na tikvicu se prikljuci
kondenzator (toc¢ka 4.3. ovoga Dijela) i tikvica stavi u vodenu kupelj

s magnetnom mijesalicom (to¢ka 4.7. ovoga Dijela). Zagrije se do
klju¢anja i 5 minuta ostavi kljuéati uz refl uks. Kroz kondenzator
(tocka 4.3. ovoga Dijela) se doda 25 mL otopine kalijevog hidroksida
(tocka 3.4. ovoga Dijela) i ostavi uz refl uks sljedeé¢ih 25 minuta, uz
mijesanje u laganoj struji dusika. Zatim se kondenzator ispere s priblizno
20 mL vode, a sadrzaj tikvice ohladi na sobnu temperaturu.

5.3. Ekstrakcija

Otopina za saponifi kaciju kvantitativno se prenese dekantiranjem

u lijevak za odjeljivanje volumena 1000 mL (to¢ka 4.2.3. ovoga

Dijela) ili u napravu za ekstrakciju (to¢ka 4.8. ovoga Dijela), tako $to
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otopi u metanolu (to¢ka 3.3. ovoga Dijela) i dopuni do oznake metanolom.
Nominalna koncentracija te otopine iznosi 40 ug DL-a-

tokoferola na mL, §to je ekvivalentno 44,0 ug DL-a-tokoferol acetata
na mL. Standardna radna otopina treba se pripremiti svjeza prije
upotrebe.

5.6.2.2. Priprema kalibracijskih otopina i kalibracijske krivulje
Prenese se 1,0; 2,0; 4,0 i 10,0 mL standardne radne otopine u

seriju graduiranih tikvica volumena 20 mL, metanolom (toc¢ka 3.3.
ovoga Dijela) dopuni do oznake i promijesa. Nominalne koncentracije
tih otopina iznose 2,0; 4,0; 8,0 i 20,0 pg/mL DL-a-tokoferola, tj.

2,20; 4,40; 8,79 i 22,8 ug/mL DL-a-tokoferol acetata.

Vise puta se injektira 20 pL svake kalibracijske otopine i odrede
srednje vrijednosti visina (povrsina) pika. Iz srednjih se vrijednosti
visina (povrsina) pika pripremi kalibracijska krivulja.

5.6.2.3. UV standardizacija osnovne otopine DL-a-tokoferola

(to¢ka 3.11.1. ovoga Dijela)

Etanolom se razrijedi 2,0 mL osnovne otopine DL-a-tokoferola
(to¢ka 3.11.1. ovoga Dijela) na 25,0 mL, izmjeri UV spektar te otopine
prema etanolu (tocka 3.1. ovoga Dijela) u spektrofotometru (tocka
4.6. ovoga Dijela) izmedu 250 i 320 nm. Maksimalna apsorpcija
treba biti na 292 nm:

E = 75,8 na 292 nm u etanolu

Za to se razrjedenje mora dobiti vrijednost ekstinkcije od 0,6.

6. Izracun rezultata

Iz srednje se vrijednosti visine (povrsine) pika vitamina E iz

otopine uzorka odreduje koncentracija otopine uzorka u pg/mL
(izradunana kao DL-a-tokoferol acetat) iz kalibracijske krivulje (tocka
5.6.1.2.ili 5.6.2.2. ovoga Dijela).

Udio vitamina E (w) u mg/kg u uzorku izraéunava se sljede¢om
formulom:

pri ¢emu je:

¢ = koncentracija vitamina E (kao a-tokoferol acetata) u otopini
uzorka (toc¢ka 5.4. ovoga Dijela) u ug/mL;

V1 = volumen otopine uzorka (to¢ka 5.4. ovoga Dijela) u mL;

V2 = volumen alikvotnog dijela koristenog u toc¢ki 5.4. ovoga

Dijela, u mL;



m = masa testnog uzorka u gramima.

7. Napomene

7.1. Kod uzoraka s niskom koncentracijom vitamina E moze

biti korisno pomijesati ekstrakte laganog petroleja iz dviju serija za
saponifi kaciju (izvagana koli¢ina: 25 g) u jednu otopinu uzorka za
HPLC odredivanje.

7.2. Masa uzorka za analizu ne smije sadrzavati vise od 2 g

masti.

7.3. Ako se faze ne razdvoje, doda se priblizno 10 mL etanola
(tocka 3.1. ovoga Dijela) za razbijanje emulzije.

7.4. Nakon spektrofotometrijskog mjerenja otopine DL-a-
tokoferol acetata ili otopine DL-a-tokoferola sukladno tocki 5.6.1.3.
ili 5.6.2.3. ovoga Dijela, doda se priblizno 10 mg BHT (to¢ka 3.12.
ovoga Dijela) u otopinu (to¢ka 3.10.1. ili 3.10.2. ovoga Dijela), a otopina
pohrani u hladnjaku (moze se drzati najvise 4 tjedna).

7.5. Umjesto BHT moze se koristiti hidrokinon.

7.6. Obicnom faznom kolonom moze se odijeliti a-, B-, y—i
S-tokoferol.

ovoga Dijela). Izraéuna se srednja vrijednost visina (povrsina) pika
za vise injektiranja otopine istog uzorka i srednje vrijednosti visina
(povrsina) pika za vise injektiranja kalibracijskih otopina (tocka
5.6.2. ovoga Dijela).

Uvjeti za HPLC

Sljededi uvjeti predlazu se kao smjernice; mogu se koristiti i

drugi uvjeti ako se njima jamce jednakovrijedni rezultati.

Kolona za teku¢insku kromatografi ju

(tocka 4.5.1. ovoga Dijela): 250 mm x 4 mm, Cis, veli¢ina Cestica
punjenja 5 ili 10 um ili ekvivalentna

Mobilna faza

(tocka 3.8. ovoga Dijela): Smjesa metanola (to¢ka 3.3. ovoga
Dijela) i vode, npr. 980 + 20 (v + V)

Brzina protoka: 1 — 2 mL/min

Detektor

(tocka 4.5.2. ovoga Dijela): Fluorescentni detektor (ekscitacija:

295 nm/emisija: 330 nm) ili

UV detektor (292 nm)

5.6. Kalibracija (DL-a-tokoferol acetat ili DL-a-tokoferol)

5.6.1. Standard DL-a-tokoferol acetata

5.6.1.1. Priprema standardne radne otopine

Pipetom se prenese 25 mL osnovne otopine DL-a-tokoferol acetata



(tocka 3.10.1. ovoga Dijela) u tikvicu s ravnim dnom volumena

500 mL ili konusnu tikvicu (to¢ka 4.2.1. ovoga Dijela) i hidrolizira,
sukladno tocki 5.2. Zatim se ekstrahira laganim petrolejem (tocka

3.2. ovoga Dijela) sukladno to¢ki 5.3. ovoga Dijela i laganim petrolejem
dopuni do 500 mL. U rotacionom otparivadu (vidi tocku 5.4.

ovoga Dijela) otpari se 25 mL tog ekstrakta gotovo do suhog, u struji
dusika ukloni preostalo otapalo (to¢ka 3.9. ovoga Dijela), a ostatak

se ponovo otopi u 25,0 mL metanola (to¢ka 3.3. ovoga Dijela). Nominalna
koncentracija te otopine iznosi 45,5 pg DL-a-tokoferola na

mL, §to je ekvivalentno 50 pug DL-a-tokoferol acetata na mL. Standardna
radna otopina treba se pripremiti svjeza prije upotrebe.

5.6.1.2. Priprema kalibracijske otopine i kalibracijske krivulje

Prenese se 1,0; 2,0; 4,0 i 10,0 mL standardne radne otopine u

seriju graduiranih tikvica volumena 20 mL, metanolom (toc¢ka 3.3.
ovoga Dijela) dopuni do oznake i promijesa. Nominalne koncentracije
tih otopina iznose 2,5; 5,0; 10,0 i 25,0 pg/mL DL-a-tokoferol

acetata, tj. 2,28; 4,55; 9,10 i 22,8 pg/mL DL-a-tokoferola.

Vise puta se injektira 20 pL svake kalibracijske otopine i odrede
srednje vrijednosti visina (povrsina) pika. Iz srednjih se vrijednosti
visina (povrsina) pika pripremi kalibracijska krivulja.

5.6.1.3. UV standardizacija osnovne otopine DL-a-tokoferol

acetata (to¢ka 3.10.1. ovoga Dijela)

Etanolom se razrijedi 5,0 mL osnovne otopine DL-a-tokoferol

acetata (tocka 3.10.1. ovoga Dijela) na 25,0 mL i izmjeri UV spektar

te otopine prema etanolu (to¢ka 3.1. ovoga Dijela) u spektrofotometru
(tocka 4.6. ovoga Dijela) izmedu 250 i 320 nm.

Maksimalna apsorpcija treba biti na 284 nm:

E = 43,6 na 284 nm u etanolu

Za to se razrjedenje mora dobiti vrijednost ekstinkcije od 0,84

do 0,88.

5.6.2. Standard DL-a-tokoferola

5.6.2.1. Priprema standardne radne otopine

Pipetom se prenese 2 mL osnovne otopine DL-a-tokoferola

(tocka 3.11.1. ovoga Dijela) u graduiranu tikvicu volumena 50 mL,
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Dio C.

ODREDIVANJE ZELJEZA, BAKRA, MANGANA |

CINKA U TRAGOVIMA

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje zeljeza, bakra, mangana
i cinka u tragovima u hrani za zivotinje. Granice kvantifi kacije su:
- zeljezo (Fe): 20 mg/kg,

— bakar (Cu): 10 mg/kg,

—mangan (Mn): 20 mg/kg,

—cink (Zn): 20 mg/kg.

2. Nacelo

Nakon razgradnje eventualno prisutnih organskih tvari uzorak

se otopi u kloridnoj kiselini. Nakon primjerenog razrjedivanja,
atomskom apsorpcijskom spektrometrijom odreduju se elementi
zeljezo, bakar, mangan i cink.

3. Reagensi

Uvodne napomene

Za pripremanje reagensa i otopina za analizu koristi se redestilirana
voda bez kationa, (koje treba odrediti), dobivena redestilacijom

u destilatoru od borosilikatnog ili kvarcnog stakla ili dvostrukom
obradom ionsko-izmjenjivatkom smolom.

Reagensi moraju biti najmanje analiticke ¢istoée. Odsutnost elementa
koji se odreduje provjerava se slijepom probom. Po potrebi

se reagensi moraju dodatno progistiti.

Umjesto dolje navedenih standardnih otopina mogu se koristiti
komercijalne standardne otopine pod uvjetom da imaju jamstvo i
provjere se prije upotrebe.

3.1. Kloridna kiselina (d: 1,19 g/mL)

3.2. Kloridna kiselina (6 mol/L)

3.3. Kloridna kiselina (0,5 mol/L)

3.4. Fluoridna kiselina 38 — 40% (v/v) sa udjelom zeljeza (Fe)
manjim od 1 mg/L i ostatkom nakon isparavanja manjim od 10
mg/L (u obliku sulfata)

3.5. Sulfatna kiselina (d: 1,84 g/mL)

3.6. Vodikov peroksid (priblizno 100 volumnih dijelova kisika
(30% po masi)

3.7. Standardna otopina Zeljeza (1000 pg Fe/mL), pripravljena

na sljedeci nacin ili ekvivalentna komercijalno dostupna otopina:

otopi se 1 g zeljezne Zice u 200 mL kloridne kiseline 6 mol/L (tocka



3.2. ovoga Dijela), doda 16 mL vodikovog peroksida (tocka 3.6.
ovoga Dijela) i dopuni vodom do 1 litre.

3.7.1. Standardna radna otopina zeljeza (100 pg Fe/mL), pripravljena
razrjedivanjem 1 dijela standardne otopine (tocka 3.7.

ovoga Dijela) s 9 dijelova vode.

3.8. Standardna otopina bakra (1000 pug Cu/mL), pripravljena

na sljedeci nacin ili ekvivalentna komercijalno dostupna otopina:

— otopi se 1 g bakra u prahu u 25 mL kloridne kiseline 6 mol/L
(tocka 3.2. ovoga Dijela), doda 5 mL vodikovog peroksida (tocka 3.6.
ovoga Dijela) i dopuni vodom do 1 litre.

3.8.1. Standardna radna otopina bakra (10 pg Cu/mL), pripravljena
razrjedivanjem 1 dijela standardne otopine (to¢ka 3.8. ovoga

Dijela) s 9 dijelova vode, zatim razrjedivanjem 1 dijela te otopine s

9 dijelova vode.

3.9. Standardna otopina mangana (1000 pug Mn/mL), pripravljena

na sljededi naéin ili ekvivalentna komercijalno dostupna otopina:
7.7. Umjesto otopine natrijevog askorbata moze se koristiti priblizno
150 mg askorbinske kiseline.

7.8. Umjesto otopine natrijevog sulfi da moze se koristiti priblizno
50 mg EDTA.

7.9. Vitamin E acetat se u alkalnim uvjetima vrlo brzo hidrolizira,
zato je vrlo osjetljiv na oksidaciju, osobito u prisutnosti elemenata

u tragovima, poput zeljeza ili bakra. Postupak odredivanja

vitamina E u premiksima s razinama visim od 5000 mg/kg moze
dovesti do razgradnje vitamina E. Zbog toga se za potvrdu preporuca
metoda HPLC s enzimskom razgradnjom struktura vitamina E

bez alkalne saponifi kacije.

8. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja,
izvedena na istom uzorku, ne smije prije¢i 15% u odnosu na najvisi
rezultat.

9. Rezultati medulaboratorijskog odredivanjas

Premiks Dopunske

krmne

smjese

Mineralne

mjesavine

Proteinske

dopunske

krmne

smjese



Krmne

smjese za

prasad

L1212121212

n 48 48 48 48 48

srednja vrijednost

[mg/kg]

17 380 1 187 926 315 61,3

sr[mg/kg] 384 45,3 25,2 13,0 2,3

r [mg/kg] 1 075 126,8 70,6 36,4 6,4
CVi[%] 2238274138

sk [mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7,8

R [mg/kgl 2 324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVr[%] 4,8 5,56,06,0 12,7

L = broj laboratorija;

n = broj pojedinacnih vrijednosti;

sr= standardna devijacija ponovljivosti;
sk = standardna devijacija obnovljivosti;
r = ponovljivost;

R = obnovljivost;

CV: = koefi cijent varijacije ponovljivosti;
CVr = koefi cijent varijacije obnovljivosti.

Slika 4. Naprava za ekstrakciju (tocka 4.8. ovoga Dijela)

Stakleni valjak

(tocka 4.8.1. ovoga Dijela)
(visine oko 48 cm)

Vodeni sloj

+

saponificirana

hrana za Zivotinje

Sloj

laganog

petroleja

UloZak od brusenog stakla
(tocka 4.8.2. ovoga Dijela)
(duljine oko 45 cm)
Prilagodljiva

cijev

9Odredivanje je provela radna skupina za hranu za zivotinje Verband Deutscher

Landwirtschaft licher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Pepeo se navlazi vodom i prenese u ¢asu volumena 250 mL.

Longi¢ se ispere s ukupno priblizno 5 mL kloridne kiseline (toc¢ka
3.1. ovoga Dijela), a udio se polako i oprezno prenese u ¢asu (moze
do¢i do burne reakcije zbog tvorbe CO2). U kapljicama se dodaje
kloridna kiselina (to¢ka 3.1. ovoga Dijela), uz stalno mijesanje dok
ne prestane pjenjenje. Otpari se do suhog, uz povremeno mijesanje

staklenim stapi¢em.



Zatim se u ostatak doda 15 mL kloridne kiseline 6 mol/L (tocka

3.2. ovoga Dijela) i priblizno 120 mL vode. Promijesa se staklenim
Stapicem, koji se ostavi u ¢asi, a ¢asa se pokrije satnim staklom. Polako
se zagrijava do klju¢anja i ostavi klju¢ati do potpunog otapanja
pepela. Filtrira se kroz fi Itar papir slobodan od pepela i prikupi u
odmjernoj tikvici volumena 250 mL. Caga i fi ltar se isperu s 5 mL
vruée kloridne kiseline 6 mol/L (to¢ka 3.2. ovoga Dijela) i dvaput
vrelom vodom. Odmjerna se tikvica dopuni vodom do oznake (koncentracija
HCl priblizno 0,5 mol/L).

5.1.1.2. Ako ostatak na fi Itru izgleda crn (ugljik), ponovo se stavi

u pe¢ i spali na 450 — 475 oC. To je spaljivanje, za koje treba samo
nekoliko sati (priblizno 3 — 5 sati), potpuno kada pepeo postane bijel
ili gotovo bijel. Ostatak se otopi s priblizno 2 mL kloridne kiseline
(toc¢ka 3.1. ovoga Dijela), otpari se do suhog i doda 5 mL kloridne
kiseline 6 mol/L (tocka 3.2. ovoga Dijela). Zagrije se, otopina se fi Itrira
u odmjernu tikvicu i dopuni vodom do oznake (koncentracija

HCl priblizno 0,5 mol/L).

Napomene:

(a) Pri odredivanju elemenata u tragovima vazno je biti na

oprezu zbog opasnosti od onegis¢enja, osobito cinkom, bakrom i
zeljezom. Zbog toga oprema koja se koristi za pripremu uzoraka ne
smije sadrzavati navedene metale.

Kako bi se smanjio op¢i rizik od onegis¢enja treba raditi u

atmosferi bez prasine s potpuno ¢istom opremom i temeljito opranim
staklenim posudem. Odredivanje cinka osobito je osjetljivo na

vise vrsta oneciséenja, npr. staklenim posudem, reagensima, prasinom
itd.

(b) Masa uzorka koji se spaljuje izra¢unava se iz pribliznog

udjela elemenata u tragovima u hrani za Zivotinje s obzirom na
osjetljivost koristenog spektrofotometra. Kod nekih vrsta hrane za
zivotinje s niskim udjelom elemenata u tragovima trebat ¢e mozda
zapocdeti s 10 — 20 g uzorka i konaénu otopinu dopuniti do samo

100 mL.

(c) Spaljivanje se mora izvrsiti u zatvorenoj peéi bez upuhivanja

zraka ili kisika.

(d) Temperatura na pirometru ne smije prije¢i 475 oC.

5.1.2. Odredivanje spektrofotometrijom

5.1.2.1. Priprema kalibracijske otopine

Za svaki element koji se odreduje pripremi se serija kalibracijskih

otopina iz standardnih radnih otopina iz to¢aka 3.7.1., 3.8.1,,



3.9.1.i 3.10.1. ovoga Dijela, pri ¢emu koncentracija HCl u svakoj
iznosi priblizno 0,5 mol/L (i (kod zeljeza, mangana i cinka) koncentracija
lantanovog klorida koja odgovara 0,1% La (w/v)).

Odabrane koncentracije elemenata u tragovima moraju biti

unutar podrugja osjetljivosti koristenog spektrofotometra. U donjim
se tablicama kao primjer navode tipi¢na podrugja za kalibracijske
otopine; ovisno o vrsti i osjetljivosti koristenog spektrofotometra
mozda ¢e trebati odabrati drugacije koncentracije.

Zeljezo

pg Fe/mL00512345

mL standardne radne otopine

— otopi se 1 g mangana u prahu u 25 mL kloridne kiseline 6

mol/L (to¢ka 3.2. ovoga Dijela) i dopuni vodom do 1 litre.

3.9.1. Standardna radna otopina mangana (10 ug Mn/mL),
pripravljena razrjedivanjem 1 dijela standardne otopine (tocka 3.9.
ovoga Dijela) s 9 dijelova vode, zatim razrjedivanjem 1 dijela te otopine
s 9 dijelova vode.

3.10. Standardna otopina cinka (1000 ug Zn/mL), pripravljena

na sljededi nadin ili ekvivalentna komercijalno dostupna otopina:

— otopi se 1 g cinka u foliji ili zrncima u 25 mL kloridne kiseline

6 mol/L (to¢ka 3.2. ovoga Dijela) i dopuni vodom do 1 litre.

3.10.1. Standardna radna otopina cinka (10 pug Zn/mL), pripravljena
razrjedivanjem 1 dijela standardne otopine (to¢ka 3.10.

ovoga Dijela) s 9 dijelova vode, zatim razrjedivanjem 1 dijela te
otopine s 9 dijelova vode.

3.11. Otopina lantanovoga klorida: otopi se 12 g lantanovog
oksida u 150 mL vode, doda se 100 mL kloridne kiseline 6 mol/L
(toc¢ka 3.2. ovoga Dijela) i dopuni vodom do 1 litre.

4. Oprema

4.1. Mufolna pe¢ s regulacijom temperature i po moguénosti
zapisivatem

4.2. Stakleni dijelova moraju biti od otpornog borosilikata,
preporuca se upotreba opreme namijenjene iskljugivo odredivanju
elemenata u tragovima.

4.3. Atomski apsorpcijski spektrofotometar koji ispunjava zahtjeve
metode glede osjetljivosti i to¢nosti u potrebnom podrugju.

5. Postupakio

5.1. Uzorci koji sadrze organske tvari

5.1.1. Spaljivanje i priprema otopine za analizus

5.1.1.1. Odvagne se 5 — 10 g uzorka s preciznos¢u od 0,2 mg



i prenese u lon¢i¢ za spaljivanje od kvarcnog stakla ili platine (vidi
napomenu pod to¢kom (b) ovoga Odjeljka), osusi u susioniku na
105 oC i postavi u hladnu mufolnu pe¢ (to¢ka 4.1. ovoga Dijela).
Pe¢ se zatvori (vidi napomenu pod to¢kom (c) ovoga Odjeljka), a
temperatura se tijekom 90 minuta postupno digne na 450 — 475 oC.
Ta se temperatura zadrzi 4 — 16 sati (npr. preko no¢i) kako bi se
uklonile organske tvari, zatim se pe¢ otvori i ohladi (vidi napomenu
pod to¢kom (d) ovoga Odjeljka).

10 Mogu se koristiti i druge metode za mineralizaciju ako dokazano jam¢e
usporedive rezultate (poput, primjerice, mikrovalne mineralizacije pod

tlakom).

11U zelenoj se krmi (svjezoj ili osusenoj) mogu nadi velike koli¢ine kvarca
biljnog podrijetla, koji moze sadrzavati elemente u tragovima, i mora biti
uklonjen. Kod uzoraka takve hrane za Zivotinje treba provesti sljedeci izmijenjeni
postupak. Provode se postupci iz tocke 5.1.1.1. ovoga Dijela sve do

fi ltracije. Filtarski se papir koji sadrzi netopljiv ostatak dvaput ispere vrelom
vodom i prenese u longi¢ za spaljivanje od kvarcnog stakla ili platine. Spali

se u mufolnoj pedi (tocka 4.1. ovoga Dijela) na temperaturi nizoj od 550 oC

do potpunog nestanka svih organskih tvari. Ostavi se ohladiti, doda nekoliko
kapi vode i 10 — 15 mL fl uoridne kiseline (to¢ka 3.4. ovoga Dijela), zatim se
otpari do suhog na otprilike 150 oC. Ako se u ostatku i dalje nalazi kvarcni
pijesak, ponovno se otopi u nekoliko mililitara kloridne kiseline (tocka 3.4.
ovoga Dijela) i otpari do suhog. Doda se pet kapi sulfatne kiseline (tocka

3.5. ovoga Dijela) i grije dok ne prestane izlaziti bijeli dim. Nakon dodavanja

5 mL kloridne kiseline 6 mol/L (to¢ka 3.2. ovoga Dijela) i oko 30 mL vode,
zagrije se i otopina fi Itrira u odmjernu tikvicu volumena 250 mL te dopuni
vodom do oznake (koncentracija HCl oko 0,5 mol/L). Nastavi se s utvrdivanjem

sukladno to¢ki 5.1.2. ovoga Dijela.
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Svako se mjerenje izvodi ¢etiri puta.

5.2. Mineralna mjesavina

Ako uzorak ne sadrzi organske tvari, nije potrebno prethodno
spaljivanje. Nastavlja se sukladno drugom stavku to¢ke 5.1.1.1.
ovoga Dijela. Moze se izostaviti otparavanje u prisutnosti kloridne
kiseline.

6. Izracun rezultata

Koncentracija elementa u tragovima u otopini koja se analizira

izracuna se iz kalibracijske krivulje, a rezultat se iskazuje u miligramima



elemenata u tragovima na kilogram uzorka (ppm).

7. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja

koja na istom uzorku izvodi isti analiti¢ar ne smije prijeci:

— 5 mg/kg apsolutne vrijednosti za udio elementa u tragovima

do 50 mg/kg,

—10% u odnosu na visi rezultat za udio elementa u tragovima

od 50 — 100 mg/kg,

— 10 mg/kg apsolutne vrijednosti za udio elementa u tragovima
od 100 - 200 mg/kg,

— 5% u odnosu na visi rezultat za udio elementa u tragovima

iznad 200 mg/kg.

8. Napomena

Prisutnost velike koli¢ine fosfata moze ometati postupak odredivanja
7eljeza, mangana i cinka. Takve se smetnje moraju korigirati
dodavanjem otopine lantanovog klorida (toc¢ka 3.11. ovoga Dijela).
Ako je maseni omjer u uzorku (Ca + Mg/P) > 2, mozZe se izostaviti
dodavanje otopine lantanovog klorida (to¢ka 3.11. ovoga Dijela) u
otopinu za analizu i u kalibracijsku otopinu.

Dio D.

ODREDIVANJE HALOFUGINONA
DL-trans-7-brom-6-klor-3-[3-(3-hidroksi-2-piperidil)
acetonil]-kinazolin-4-(3H)-jedan hidrobromid

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje razine halofuginona

u hrani za zivotinje. Granica kvantifi kacije je 1 mg/kg.

2. Nacelo

Nakon obrade vruéom vodom halofuginon se ekstrahira u obliku
slobodne baze u etil acetatu, zatim razdvoji kao hidroklorid u
vodenoj otopini kiseline. Ekstrakt se progisti ionsko-izmjenjivackom
kromatografi jom. Udio se halofuginona odreduje visokodjelatnom
tekuc¢inskom kromatografi jom (HPLC) reverznih faza uz upotrebu
UV detektora.

3. Reagensi

3.1. Acetonitril, za HPLC

3.2. Smola Amberlite XAD-2

3.3. Amonijev acetat

3.4. Etil acetat

3.5. Ledena octena kiselina



3.6. Standardna tvar halofuginon (DL-trans-7-brom-6-klor-3-
[3-hidroksi-2-piperidil) acetonil]-kinazolin-4-(3H)— jedan hidrobromid,
E 764)

(to¢ka 3.7.1. ovoga Dijela)

(TmL=100pgFe)00512345

mL HCI (to¢ka 3.2. ovoga Dijela) 7777777

+ 10 mL otopine lantanovog klorida (to¢ka 3.11. ovoga Dijela) i
dopuniti vodom do 100 mL

Bakar

pg Cu/mL00,10,204060,81,0

mL standardne radne otopine

(tocka 3.8.1. ovoga Dijela)

(TmL=10pugCu)01246810

mL HCI (to¢ka 3.2. ovoga Dijela) 8888888

Mangan

pug Mn/mL00,10,2040,60,8 1,0

mL standardne radne otopine

(tocka 3.9.1. ovoga Dijela)

(TmL=10ugMn)01246810

mL HCI (to¢ka 3.2. ovoga Dijela) 7777777

+ 10 mL otopine lantanovog klorida (to¢ka 3.11. ovoga Dijela) i
dopuniti vodom do 100 mL

Cink

Mg Zn/mL00,050,10,20,4 0,6 0,8

mL standardne radne otopine

(to¢ka 3.10.1. ovoga Dijela)

(TmL=10pugZn)00512468

mL HCI (to¢ka 3.2. ovoga Dijela) 7777777

+ 10 mL otopine lantanovog klorida

(tocka 3.11. ovoga Dijela) i

dopuniti vodom do 100 mL

5.1.2.2. Priprema otopine za analizu

Za odredivanje bakra, otopina pripravljena sukladno to¢ki

5.1.1. ovoga Dijela obi¢no se moze koristiti izravno. Ako je potrebno
koncentraciju prilagoditi podrugju kalibracijskih otopina, pipetom
se prenese alikvotni dio u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i
dopuni do oznake kloridnom kiselinom 0,5 mol/L (to¢ka 3.3. ovoga
Dijela).

Za odredivanje Zeljeza, mangana i cinka, pipetom se u odmjernu

tikvicu volumena 100 mL prenese alikvotni dio otopine pripravljene



sukladno to¢ki 5.1.1. ovoga Dijela, doda 10 mL otopine

lantanovog klorida (to¢ka 3.11. ovoga Dijela) i dopuni do oznake
kloridnom kiselinom 0,5 mol/L (to¢ka 3.3. ovoga Dijela) (vidi takoder
napomenu pod to¢kom 8. ovoga Dijela).

5.1.2.3. Slijepa proba

Slijepa proba mora obuhvacati sve propisane korake postupka,
osim $to se izostavlja uzorak. Kao otopina za slijepu probu ne smije
se koristiti kalibracijska otopina »0<.

5.1.2.4. Mjerenje atomske apsorpcije

Oskidacijskim plamenom zrak-acetilen izmjeri se atomska apsorpcija
kalibracijskih otopina na sljede¢im valnim duljinama:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm

Mn: 279,5 nm

Zn:213,8 nm
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4.4. HPLC oprema s ultravioletnim detektorom s moguénoséu
promjene valne duljine ili detektorom s nizom dioda

4.4.1. Kolona za teku¢insku kromatografi ju, 300 mm x 4 mm,

Cis, veligina gestica punjenja 10 pm ili ekvivalentna kolona

4.5. Staklena kolona (300 mm x 10 mm) s fi ltrom od sinteriranog
stakla i pipcem

4.6. Filtri od staklenih vlakana, promjera 150 mm

4.7. Membranski fi Itri, 0,45 pm

4.8. Membranski fi Itri, 0,22 pm

5. Postupak

Napomena. Halofuginon kao slobodna baza je nestabilan u baziénim
i etil-acetatnim otopinama. Ne smije se ostaviti u etil acetatu

dulje od 30 minuta.

5.1. Opéenito

5.1.1. Analizom slijepe probe hrane za Zivotinje treba potvrditi

da nije prisutan ni halofuginon niti interferentne tvari.

5.1.2. Test iskoristenja vrsi se analizom slijepe probe hrane za
Zivotinje kojoj se doda koli¢ina halofuginona sli¢na koli¢ini u uzorku.

Za dobivanje koncentracije 3 mg/kg u 10 g slijepe probe hrane



za zivotinje doda se 300 pL osnovne standardne otopine (tocka 3.6.1.
ovoga Dijela), promijesa i priceka 10 minuta prije pocéetka postupka
ekstrakcije (to¢ka 5.2. ovoga Dijela).

Napomena. U provedbi ove metode slijepa proba hrane za zZivotinje
treba biti sli¢na uzorku, a analizom se mora potvrditi odsutnost
halofuginona.

5.2. Ekstrakcija

Odvagne se 10 g pripravljenog uzorka s preciznoséu od 0,1 g i
prenese u epruvetu za centrifugiranje volumena 200 mL, doda 0,5

g natrijevog askorbata (to¢ka 3.10. ovoga Dijela), 0,5 g EDTA (tocka
3.13. ovoga Dijela) i 20 mL vode i promijesa. Epruveta se 5 minuta
drzi u vodenoj kupelji (80 °C). Nakon hladenja na sobnu temperaturu
doda se 20 mL otopine natrijevog karbonata (toc¢ka 3.15. ovoga
Dijela) i promijesa. Odmah se doda 100 mL etilacetata (tocka 3.4.
ovoga Dijela) i 15 sekundi jako muéka ru¢no. Zatim se epruveta 3
minute drzi u ultrazvuénoj kupelji (tocka 4.1. ovoga Dijela) i olabavi
slavina. Centrifugira se 2 minute, faza etilacetata se dekantira kroz

fi Itar iz staklenih vlakana (tocka 4.6. ovoga Dijela) u lijevak za odjeljivanje
volumena 500 mL. Ponovi se ekstrakcija uzorka s dodatnih

100 mL etilacetata. Pomijesani se kiselinski ekstrakti ispiru 1 minutu
s 50 mL otopine natrijevog karbonata zasi¢ene natrijevim kloridom
(to¢ka 3.16. ovoga Dijela), a vodeni se sloj odbaci.

Organski se sloj ekstrahira 1 minutu s 50 mL kloridne kiseline

(tocka 3.17. ovoga Dijela). Donji se kiselinski sloj prenese u

ljevak za odjeljivanje volumena 250 mL. Organski se sloj ponovo
ekstrahira 1,5 minutu s dodatnih 50 mL kloridne kiseline, ekstrakt

se pomijesa s prvim ekstraktom. Pomijesani se kiselinski ekstrakti
priblizno 10 sekundi ispiru mué¢kanjem s 10 mL etilacetata (tocka

3.4. ovoga Dijela).

Vodeni se sloj kvantitativno prenese u tikvicu s okruglim dnom
volumena 250 mL, organska se faza odbaci. Iz kisele se otopine u
rotacijskom otparivacu (to¢ka 4.2. ovoga Dijela) otpari sav preostali
etilacetat. Temperatura vodene kupelji ne smije prijeé¢i 40 °C. Pod
vakuumom na priblizno 25 milibara, odstrani se sav preostali etilacetat
u 5 minuta na 38 °C.

5.3. Prociséavanje

5.3.1. Priprema kolone s Amberlitom

Kolona XAD-2 se priprema za svaki ekstrakt uzorka. Metanolom
(tocka 3.8. ovoga Dijela) se prenese 10 g pripravljenog Amber-

3.6.1. Osnovna standardna otopina halofuginona, 100 pg/mL



Odvagne se 50 mg halofuginona (to¢ka 3.6. ovoga Dijela) s
precizno$¢u od 0,1 mg i prenese u graduiranu tikvicu volumena
500 mL, otopi u puferskoj otopini amonijevog acetata (tocka 3.18.
ovoga Dijela), dopuni puferskom otopinom do oznake i promijesa.
Ova je otopina stabilna tri tjedna na 5 -C ako se pohrani u tamnom
prostoru.

3.6.2. Kalibracijske otopine

U seriju graduiranih tikvica volumena 100 mL prenese se 1,0;

2,0; 3,0; 4,0 i 6,0 mL osnovne standardne otopine (to¢ka 3.6.1. ovoga
Dijela). Dopuni se do oznake mobilnom fazom (to¢ka 3.21. ovoga
Dijela) i promijesa. U ovim otopinama koncentracija halofuginona
iznosi 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 i 6,0 pg/mL. Ove se otopine moraju pripremiti
svjeze prije uporabe.

3.7. Kloridna kiselina (p20 priblizno 1,16 g/mL)

3.8. Metanol

3.9. Srebrni nitrat

3.10. Natrijev askorbat

3.11. Natrijev karbonat

3.12. Natrijev klorid

3.13. EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina, dinatrijeva sol)

3.14. Voda, za HPLC

3.15. Otopina natrijevog karbonata, c = 10 g/100 mL

3.16. Otopina natrijevog karbonata zasi¢ena natrijevim kloridom,
¢=59g/100 mL

U vodi se otopi 50 g natrijevog karbonata (to¢ka 3.11. ovoga
Dijela), razrijedi do 1 litre, zatim se dodaje natrijev klorid (tocka
3.12. ovoga Dijela) do zasi¢enja otopine.

3.17. Kloridna kiselina, priblizno 0,1 mol/L

Vodom se razrijedi 10 mL HCI (to¢ka 3.7. ovoga Dijela) do 1

litre.

3.18 Puferska otopina amonijevog acetata, priblizno 0,25 mol/L

U vodi (to¢ka 3.14. ovoga Dijela) se otopi 19,3 g amonijevog
acetata (tocka 3.3. ovoga Dijela) i 30 mL octene kiseline (tocka 3.5.
ovoga Dijela) i razrijedi do 1 litre.

3.19. Priprema smole Amberlite XAD-2

Vodom se ispere primjerena koli¢ina Amberlita (to¢ka 3.2. ovoga
Dijela) dok se ne uklone svi kloridni ioni, §to se pokazuje pokusom
sa srebrnim nitratom (toc¢ka 3.20. ovoga Dijela) u uklonjenoj
vodenoj fazi. Zatim se smola ispere s 50 mL metanola (to¢ka 3.8.

ovoga Dijela), metanol ukloni, a smola pohrani u svjezem metanolu.



3.20. Otopina srebrnog nitrata, priblizno 0,1 mol/L

Otopi se 0,17 g srebrnog nitrata (toc¢ka 3.9. ovoga Dijela) u 10

mL vode.

3.21. HPLC mobilna faza

Pomijesa se 500 mL acetonitrila (to¢ka 3.1. ovoga Dijela) s 300

mL puferske otopine amonijevog acetata (tocka 3.18. ovoga Dijela)
i 1200 mL vode (to¢ka 3.14. ovoga Dijela). Octenom se kiselinom
vrijednost pH podesi na 4,3 (to¢ka 3.5. ovoga Dijela). Filtrira se kroz
fi ltar 0,22 um (toc¢ka 4.8. ovoga Dijela), otopina se otplini (npr. 10
minuta u ultrazvuénoj kupelji). Ova je otopina stabilna mjesec dana
ako se drzi u zatvorenoj posudi u tamnom prostoru.

4. Oprema

4.1. Ultrazvuéna kupelj

4.2. Rotacijski otparivac¢

4.3. Centrifuga
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pri ¢emu je:

¢ = koncentracija halofuginona u otopini uzorka u pug/mL;

m = masa testnog uzorka u gramima.

7. Validacija rezultata

7.1. Identifi kacija

Identifi kacija analita moze se potvrditi ko-kromatografi jom ili
detektorom s nizom dioda kojim se usporeduje spektar ekstrakta
uzorka i spektar kalibracijske otopine (to¢ka 3.6.2. ovoga Dijela)
koncentracije 6,0 ug/mL.

7.1.1. Ko-kromatografi ja

U ekstrakt uzorka doda se primjerena koli¢ina kalibracijske otopine
(tocka 3.6.2. ovoga Dijela). Koli¢ina dodanog halofuginona mora
biti slicna procijenjenoj koli¢ini halofuginona u ekstraktu uzorka.
Dopusteno je povecanje samo visine pika halofuginona uzimajudéi
u obzir dodane koli¢ine i razrjedenje ekstrakta. Sirina pika na
polovici maksimalne visine mora biti unutar X|} 10% pocetne sirine.
7.1.2. Detektor s nizom dioda

Rezultati se ocjenjuju sukladno sljede¢im mjerilima:

(a) valne duljine maksimalne apsorpcije spektra uzorka i spektra



standarda, zabiljezene na najvi$oj toc¢ki pika kromatograma,

moraju biti jednake unutar granice odredene razlu¢ivoséu sustava

za detekciju. Kod detektora s nizom dioda ta se vrijednost obi¢no
nalazi unutar X} 2 nm;

(b) izmedu 225 i 300 nm, spektar uzorka i spektar standarda,
zabiljezeni na najvisoj toc¢ki pika kromatograma, ne smiju se razlikovati
za dijelove spektra unutar podrugja 10 — 100% relativne apsorbancije.
Ovo je mjerilo ispunjeno kada su prisutne jednake najvise

vrijednosti i kada odstupanje izmedu dva spektra ni na jednoj tocki

ne prelazi 15% apsorbancije standardnog analita;

(c) izmedu 225 i 300 nm, spektri krivulje rasta, najvise tocke

pika i krivulje pada dobiveni iz ekstrakta uzorka, ne smiju se medusobno
razlikovati za dijelove spektra unutar podrugja 10 — 100%

relativne apsorbancije. Ovo je mjerilo ispunjeno kada su prisutne
jednake najvise vrijednosti i kada odstupanje izmedu dva spektra

ni na jednoj tocki ne prelazi 15% apsorbancije spektra najvise tocke.
Ako nije ispunjeno jedno od navedenih mjerila, prisutnost analita

nije potvrdena.

7.2. Ponovijivost

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja,
izvedena na istom uzorku, ne smije prije¢i 0,5 mg/kg za udio halofuginona
do 3 mg/kg.

7.3. Iskoristenje

Za obogaceni slijepi uzorak iskoristenje mora iznositi najmanje

80%.

8. Rezultati medulaboratorijskog odredivanja

Provedeno je medulaboratorijsko odredivanje u kojem se u

osam laboratorija analiziralo tri uzorka.

Rezultati
Uzorak A
(slijepi) kod
prijama
Uzorak B (bragno) Uzorak C (pelete)
Kod
prijama
Nakon 2
mjeseca
Kod
prijama
Nakon 2

mjeseca



Srednja vrijednost

[mg/kg]

ND 2,80 2,42 2,89 2,45

12Th e Analyst 108, 1983., str. 1252-1256.

lita (to¢ka 3.19. ovoga Dijela) u staklenu kolonu (toc¢ka 4.5. ovoga
Dijela). Na vrh posteljice od smole postavi se tampon od staklene
vune. Metanol se ispusti iz kolone, a smola ispere sa 100 mL vode
tako da se dotok vode zaustavi kada tekuc¢ina dosegne vrh posteljice
od smole. Prije upotrebe kolona se ostavi 10 minuta kako bi se
uravnotezila. Kolona se nikad ne smije ostaviti na suhom.

5.3.2. Ciséenje uzorka

Ekstrakt (to¢ka 5.2. ovoga Dijela) se kvantitativno prenese na

vrh pripravljene kolone s Amberlitom (to¢ka 5.3.1. ovoga Dijela) i
eluira, a eluat se odbaci. Brzina protoka ne smije biti ve¢a od 20
mL/min. Tikvica s okruglim dnom se ispere s 20 mL kloridne kiseline
(tocka 3.17. ovoga Dijela), a udio iskoristi za ispiranje kolone

sa smolom. Preostala se kiselinska otopina ukloni propuhivanjem
zraka. Odbaci se tekuéina od ispiranja. U kolonu se doda 100 mL
metanola (toc¢ka 3.8. ovoga Dijela), 5 — 10 mL se eluira, a eluat se
prikupi u tikvicu s okruglim dnom volumena 250 mL. Preostali se
metanol ostavi 10 minuta kako bi se uravnotezio sa smolom; nastavi
se eluiranje brzinom koja ne prelazi 20 mL/min, a eluat se prikuplja
u istoj tikvici s okruglim dnom. Metanol se otpari na rotacijskom
otparivadu (tocka 4.2. ovoga Dijela), pri éemu temperatura vodene
kupelji ne smije prije¢i 40 oC. Ostatak se s mobilnom fazom (toc¢ka
3.21. ovoga Dijela) kvantitativno prenese u graduiranu tikvicu volumena
10 mL. Dopuni se mobilnom fazom do oznake i promijesa.

Alikvot se fi Itrira kroz membranski fi Itar (tocka 4.7. ovoga Dijela).
Ta se otopina pohrani za HPLC odredivanje (to¢ka 5.4. ovoga Dijela).
5.4. HPLC odredivanje

5.4.1. Parametri

Sljedec¢i se uvjeti predlazu kao smjernice; mogu se koristiti i

drugi uvjeti ako se njima jamée jednakovrijedni rezultati.

Kolona za tekué¢insku kromatografi ju (tocka 4.4.1. ovoga Dijela)
HPLC mobilna faza (tocka 3.21. ovoga Dijela)

Brzina protoka: 1,5 — 2 mL/min

Valna duljina detekcije: 243 nm

Injektirani volumen: 40 do 100 pL

Provjeri se stabilnost kromatografskog sustava visekratnim

injektiranjem kalibracijske otopine koncentracije 3,0 pg/mL (tocka



3.6.2. ovoga Dijela) sve dok se ne dobiju konstantne visine (ili povrsine)
pika i retencijska vremena.

5.4.2. Kalibracijska krivulja

Svaka se kalibracijska otopina (toc¢ka 3.6.2. ovoga Dijela) injektira

vie puta i za svaku koncentraciju izmjere srednje vrijednosti visina
(povrsina) pika. Kalibracijska krivulja se pripremi tako da se na

ordinatu nanose srednje vrijednosti visina ili povrsina pika kalibracijskih
otopina, a na apscisu odgovarajuée koncentracije u pg/mL.

5.4.3. Otopina uzorka

Vise puta se injektira ekstrakt uzorka (to¢ka 5.3.2. ovoga Dijela),

pri ¢emu se koriste jednaki volumeni kao za kalibracijske

otopine, zatim se odredi srednja vrijednost visina (povrsina) pika
halofuginona.

6. Izracun rezultata

Koncentracija otopine uzorka u pg/mL odreduje se iz srednjih
vrijednosti visina (povrsina) pika halofuginona u otopini uzorka iz
kalibracijske krivulje (to¢ka 5.4.2. ovoga Dijela).

Udio halofuginona (w) (mg/kg) u uzorku izratunava se sljede¢om

formulom:
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Filtrira se kroz fi ltar 0,22 um (toc¢ka 4.6. ovoga Dijela), otopina

se zatim otplini (npr. 10 minuta u ultrazvu¢noj kupelji).

3.9. Standardna tvar

Cisti robenidin: 1,3-bis[4-klorbenziliden)amino]gvanidin — hidroklorid
3.9.1. Osnovna standardna otopina robenidina: 300 pg/mL

Odvagne se 30 mg standardnog robenidina (to¢ka 3.9. ovoga

Dijela) s preciznoséu od 0,1 mg. Otopi se u zakiseljenom metanolu
(tocka 3.2. ovoga Dijela) u graduiranoj tikvici volumena 100 mL,
dopuni istim otapalom do oznake i promijesa. Tikvica se omota aluminijskom
folijom i pohrani na tamnom.

3.9.2. Intermedijarna standardna otopina robenidina: 12 pg/mL

U graduiranu tikvicu volumena 250 mL prenese se 10,0 mL

osnovne standardne otopine robenidina (to¢ka 3.9.1. ovoga Dijela),
dopuni mobilnom fazom (tocka 3.8. ovoga Dijela) do oznake

i promijesa. Tikvica se omota aluminijskom folijom i pohrani na



tamnom.

3.9.3. Kalibracijske otopine

U seriju odmjernih tikvica volumena 50 mL prenese se 5,0;

10,0; 15,0; 20,0 i 25,0 mL intermedijarne standardne otopine (toc¢ka
3.9.2. ovoga Dijela). Dopuni se mobilnom fazom (toc¢ka 3.8. ovoga
Dijela) do oznake i promijesa. Ove otopine odgovaraju koncentracijama
robenidina od 1,2; 2,4; 3,6; 4,8 i 6,0 ug/mL. Ove se otopine

moraju pripremiti svjeze prije uporabe.

3.10. Voda za HPLC

4. Oprema

4.1. Staklena kolona

Iz smedeg stakla, s pipcem i spremnikom volumena priblizno

150 mL, internog promjera 10 — 15 mm, duzine 250 mm

4.2. Mehanicka tresilica ili magnetska mijesalica

4.3. Tankoslojni rotacijski otparivaé¢

4.4. Oprema za HPLC s ultraljubi¢astim detektorom s moguénoséu
promjene valne duljine ili detektorom s nizom dioda s radnim
podrugjem od 250 — 400 nm

4.4.1. Kolona za teku¢insku kromatografi ju: 300 mm x 4 mm,

C18, s veli¢éinom &estica punjenja 10 um ili ekvivalentnim

4.5. Filtar papir od staklenih vlakana (Whatman GF/A ili ekvivalentan)
4.6. Membranski fi Itri, 0,22 pm

4.7. Membranski fi Itri, 0,45 pm

5. Postupak

Napomena: Robenidin je osjetljiv na svjetlo. U svim se postupcima
mora koristiti posude od smedeg stakla.

5.1. Opcéenito

5.1.1. Analizom slijepe probe hrane za Zivotinje treba potvrditi

da nije prisutan ni robenidin niti interferentne tvari.

5.1.2. Test iskoristenja vrsi se analizom slijepe probe hrane za
zivotinje (to¢ka 5.1.1. ovoga Dijela) koja se obogati robenidinom u
podjednakoj koli¢ini kao u uzorku. Za obogacivanje na razinu od
60 mg/kg prenese se 3,0 mL osnovne standardne otopine (to¢ka
3.9.1. ovoga Dijela) u konusnu tikvicu volumena 250 mL. Otopina
se otpari u struji dusika do priblizno 0,5 mL. Doda se 15 g slijepe
probe hrane za zivotinje, promijesa, ostavi 10 minuta i nastavi s
ekstrakcijom (to¢ka 5.2. ovoga Dijela).

Napomena: U provedbi ove metode slijepa proba hrane za zivotinje
treba biti sli¢na uzorku, a analizom se mora potvrditi odsutnost

robenidina.



sk [mg/kg] — 0, 0,43 0,40 0,42

CVr[%] — 45 18 14 17

Rec. [%] 16 74 88 75

86

ND = nije detektirano;

sk = standardna devijacija obnovljivosti;

CVr = koefi cijent varijacije obnovljivosti (%);

Rec. = iskoristenje (%).
Dio E.

ODREDIVANJE ROBENIDINA

1,3-bis [(4-klorbenziliden)amino]gvanidin — hidroklorid

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucava odredivanje razine robenidina

u hrani za zivotinje. Granica kvantifi kacije je 5 mg/kg.

2. Nacelo

Uzorak se ekstrahira zakiseljenim metanolom. Ekstrakt se osusi

i alikvotni dio procisti na koloni aluminijevog oksida. Robenidin se
eluira metanolom iz kolone, koncentrira i dopuni mobilnom fazom
do prikladnog volumena. Udio robenidina se odreduje visoko djelatnom
tekuc¢inskom kromatografi jom (HPLC) s reverznim fazama

uz upotrebu UV detektora.

3. Reagensi

3.1. Metanol

3.2. Zakiseljeni metanol

U graduiranu tikvicu volumena 500 mL prenese se 4,0 mL

kloridne kiseline (p20 = 1,18 g/mL), dopuni metanolom do oznake
(tocka 3.1. ovoga Dijela) i promijesa. Ova se otopina mora pripremiti
svjeza prije uporabe.

3.3. Acetonitril, za HPLC

3.4. Molekularno sito

Tip 3A, ocice mreze 8 do 12 (ocice promjera 1,6 — 2,5 mm,

kristalni aluminijev silikat, promjer pora 0,3 mm)

3.5. Aluminijev oksid kiselinske aktivnosti | stupnja, za kolonsku
kromatografi ju

U prikladnu se posudu prenese 100 g aluminijevog oksida i

doda 2,0 mL vode. Zagepi se i muc¢ka priblizno 20 minuta. Drzi se
u ¢vrsto zatvorenoj posudi.

3.6. Otopina kalijevog dihidrogenfosfata, ¢ = 0,025 mol/L

U vodi se otopi 3,40 g kalijevog dihidrogenfosfata (za HPLC)

u graduiranoj tikvici volumena 1000 mL, dopuni do oznake i promijesa.



3.7. Otopina dinatrijevog hidrogenfosfata, ¢ = 0,025 mol/L

U vodi se otopi 3,55 g bezvodnog dinatrijevog hidrogenfosfata
(ili 4,45 g dihidrata ili 8,95 g dodekahidrata) (za HPLC) u graduiranoj
tikvici volumena 1000 mL, dopuni do oznake i promijesa.

3.8. HPLC mobilna faza

Pomijesaju se sljededi reagensi:

650 mL acetonitrila (to¢ka 3.3. ovoga Dijela),

250 mL vode (za HPLQ),

50 mL otopine kalijevog dihidrogenfosfata (tocka 3.6. ovoga
Dijela),

50 mL otopine dinatrijevog hidrogenfosfata (to¢ka 3.7. ovoga

Dijela).

PONEDJEUAK, 27. PROSINCA 2010. BROJ 146 — STRANICA 43

SLUZBENI LIST REPUBLIKE HR VA TSKE

6. Izracun rezultata

Koncentracija otopine uzorka u pg/mL odreduje se iz srednje
vrijednosti visina (povrsina) pika robenidina u otopini uzorka iz
kalibracijske krivulje (to¢ka 5.4.2. ovoga Dijela).

Udio robenidina (w) (mg/kg) u uzorku izra¢unava se sljede¢om
formulom:

pri ¢emu je:

¢ = koncentracija robenidina u otopini uzorka u pg/mL;

m = masa testnog uzorka u gramima.

7. Validacija rezultata

7.1. Identifi kacija

Identifi kacija analita moze se potvrditi ko-kromatografi jom ili
detektorom s nizom dioda kojim se usporeduje spektar ekstrakta
uzorka i spektar kalibracijske otopine (to¢ka 3.9.3. ovoga Dijela)
koncentracije 6,0 pg/mL.

7.1.1. Ko-kromatografi ja

U ekstrakt uzorka doda se primjerena koli¢ina kalibracijske
otopine (toc¢ka 3.9.3. ovoga Dijela). Koli¢ina dodanog robenidina
mora biti sli¢na procijenjenoj koligini robenidina u ekstraktu uzorka.
Dopusteno je povecanje samo visine pika robenidina uzimajuci

u obzir dodane koli¢ine i razrjedenje ekstrakta. Sirina pika na polovici

maksimalne visine mora biti unutar priblizno X|} 10% pocetne



Sirine.

7.1.2. Detektor s nizom dioda

Rezultati se procjenjuju sukladno sljede¢im mjerilima:

(a) valne duljine maksimalne apsorpcije spektra uzorka i spektra
standarda, zabiljezene na najvi$oj toc¢ki pika kromatograma,

moraju biti jednake unutar granice odredene razlu¢ivoséu sustava

za detekciju. Kod detektora s nizom dioda ta se vrijednost obi¢no
nalazi unutar X} 2 nm;

(b) izmedu 250 i 400 nm, spektar uzorka i spektar standarda,
zabiljezeni na najvisoj tocki pika kromatograma, ne smiju se razlikovati
za dijelove spektra unutar podrugja 10 — 100% relativne apsorbancije.
Ovo je mjerilo ispunjeno kada su prisutne jednake najvise

vrijednosti i kada odstupanje izmedu dva spektra ni na jednoj tocki
ne prelazi 15% apsorbancije standardnog analita;

(c) izmedu 250 i 400 nm, spektri krivulje rasta, najvise tocke

pika i krivulje pada pika dobiveni iz ekstrakta uzorka, ne smiju

se medusobno razlikovati za dijelove spektra unutar podrugja 10

— 100% relativne apsorbancije. Ovo je mjerilo ispunjeno kada su
prisutne jednake najvise vrijednosti i kada odstupanje izmedu dva
spektra ni na jednoj to¢ki ne prelazi 15% apsorbancije spektra najvise
tocke.

Ako nije ispunjeno jedno od navedenih mjerila, prisutnost analita
nije potvrdena.

7.2. Ponovijivost

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja,
izvedena na istom uzorku, ne smije prije¢i 10% vrijednosti u odnosu
na visi rezultat za udio robenidina visi od 15 mg/kg.

7.3. Iskoristenje

Za obogaceni slijepi uzorak hrane za zivotinje, iskoristenje

mora iznositi najmanje 85%.

5.2. Ekstrakcifa

Odvagne se priblizno 15 g uzorka s preciznos¢u od 0,01 g.

Prenese se u konusnu tikvicu volumena 250 mL, doda 100,0 mL
zakiseljenog metanola (to¢ka 3.2. ovoga Dijela), za¢epi i mucka jedan
sat na tresilici (to¢ka 4.2. ovoga Dijela). Otopina se fi ltrira kroz

fi Itar papir od staklenih vlakana (to¢ka 4.5. ovoga Dijela) u konusnu
tikvicu volumena 150 mL. Doda se 7,5 g molekularnog sita (to¢ka

3.4. ovoga Dijela), za¢epi i muc¢ka pet minuta. Odmah se fi ltrira kroz
fi Itar papir od staklenih vlakana. Otopina se pohrani za fazu progis¢avanja

(tocka 5.3. ovoga Dijela).



5.3. Prociséavanje

5.3.1. Priprema kolone s aluminijevim oksidom

U donji dio staklene kolone postavi se mali ¢ep od staklene

vune (toc¢ka 4.1. ovoga Dijela) i potisne staklenim stapi¢cem. Odvagne
se 11,0 g pripravljenog aluminijevog oksida (to¢ka 3.5. ovoga

Dijela) i prenese u kolonu. Pri tom izlozenost zraku tijekom navedenog
postupka treba biti §to je moguée manja. Laganim udarcima po
donjem dijelu napunjene kolone istalozi se aluminijev oksid.

5.3.2. Progis¢avanje uzorka

U kolonu se pipetom prenese 5,0 mL ekstrakta uzorka pripravljenog

u (tocka 5.2. ovoga Dijela). Vrh pipete se nasloni na stjenku

kolone, zatim se pusti da aluminijev oksid apsorbira otopinu. Robenidin
se eluira iz kolone sa 100 mL metanola (to¢ka 3.1. ovoga Dijela)

uz brzinu protoka od 2 — 3 mL/min, a eluat se prikupi u tikvicu

s okruglim dnom volumena 250 mL. Otopina metanola se otpari u
rotacijskom otparivacu (toc¢ka 4.3. ovoga Dijela) do suhog pri snizenom
tlaku na 40 oC. Ostatak se ponovo otopi u 3 —4 mL mobilne

faze (tocka 3.8. ovoga Dijela) i kvantitativho prenese u graduiranu
tikvicu volumena 10 mL. Tikvica se nekoliko puta ispere koli¢inom

od 1 -2 mL mobilne faze, a isprana tekucina prenese u graduiranu
tikvicu. Dopuni se istim otapalom do oznake i promijesa. Alikvot

se fi Itrira kroz membranski fi Itar 0,45 um (to¢ka 4.7. ovoga Dijela).
Otopina se pohrani za HPLC odredivanje (to¢ka 5.4. ovoga Dijela).

5.4. HPLC odredivanje

5.4.1. Parametri

Sljedec¢i se uvjeti predlazu kao smjernice; mogu se koristiti i

drugi uvjeti ako se njima jamée jednakovrijedni rezultati:

Kolona za tekué¢insku kromatografi ju (tocka 4.4.1. ovoga Dijela),

HPLC mobilna faza (to¢ka 3.8. ovoga Dijela),

brzina protoka: 1,5 - 2 mL/min,

valna duljina detekcije: 317 nm,

injektirani volumen: 20 — 50 pL.

Provjeri se stabilnost kromatografskog sustava visekratnim
injektiranjem kalibracijske otopine koncentracije 3,6 pg/mL (tocka
3.9.3. ovoga Dijela) sve dok se ne postignu konstantne visine pika i
konstantna vremena retencije.

5.4.2. Kalibracijska krivulja

Vise puta se injektira svaka kalibracijska otopina (toc¢ka 3.9.3.

ovoga Dijela) i za svaku koncentraciju izmjere vrijednosti visina (povrsina)

pika. Kalibracijska se krivulja pripremi tako da se na ordinatu



nanose srednje vrijednosti visina ili povrsina pika kalibracijskih
otopina, a na apscisu odgovarajuc¢e koncentracije u pg/mL.

5.4.3. Otopina uzorka

Vise puta se injektira ekstrakt uzorka (toc¢ka 5.3.2. ovoga Dijela),
pri ¢emu se koriste jednaki volumeni kao za kalibracijske otopine,

zatim se odredi srednja vrijednost visina (povrsina) pika robenidina.
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deg stakla i pohrani u hladnjaku. Na temperaturi < 4 oC otopina je
stabilna 1 mjesec.

3.8.2. Standardna otopina diklazurila, 50 pg/mL

U graduiranu tikvicu volumena 50 mL prenese se 5,00 mL
osnovne standardne otopine (to¢ka 3.8.1. ovoga Dijela), dopuni s
DMF (to¢ka 3.6. ovoga Dijela) do oznake i promijesa. Tikvica se
omota aluminijskom folijom ili se koristi tikvica od smedeg stakla

i pohrani u hladnjaku. Na temperaturi < 4 °C otopina je stabilna

1 mjesec.

3.9. Interni standard: 2,6 diklor-a-(4-klorfenil)-4-(4,5 dihidro-
3,5-diokso-1,2,4-triazin-2 (3H)- il) a-metilbenzen-acetonitril.
3.9.1. Osnovna otopina internog standarda, 500 pg/mL

Odvagne se 25 mg internog standarda (to¢ka 3.9. ovoga Dijela)

s preciznoséu od 0,1 mg i prenese u graduiranu tikvicu volumena
50 mL. Otopi se u DMF (to¢ka 3.6. ovoga Dijela), tikvica se dopuni
s DMF (toc¢ka 3.6. ovoga Dijela) do oznake i promijesa. Tikvica se
omota aluminijskom folijom ili se koristi tikvica od smedeg stakla

i pohrani u hladnjaku. Na temperaturi < 4 °C otopina je stabilna 1
mjesec.

3.9.2. Otopina internog standarda, 50 pg/mL

U graduiranu tikvicu volumena 50 mL prenese se 5,00 mL
osnovne otopine internog standarda (to¢ka 3.9.1. ovoga Dijela), dopuni
s DMF (toc¢ka 3.6. ovoga Dijela) do oznake i promijesa. Tikvica

se omota aluminijskom folijom ili se koristi tikvica od smedeg stakla
i pohrani u hladnjaku. Na temperaturi < 4 °C otopina je stabilna 1
mjesec.

3.9.3. Otopina internog standarda za premikse, p/1000 mg/mL

(p = nominalni udio diklazurila u premiksu, u mg/kg)



Odvagne se p/10 mg internog standarda s preciznos¢u od 0,1

mg i prenese u graduiranu tikvicu volumena 100 mL, otopi u DMF
(tocka 3.6. ovoga Dijela) u ultrazvuénoj kupelji (tocka 4.6. ovoga
Dijela), dopuni s DMF do oznake i promijesa. Tikvica se omota aluminijskom
folijom ili se koristi tikvica od smedeg stakla i pohrani

u hladnjaku. Na temperaturi < 4 oC otopina je stabilna 1 mjesec.
3.10. Kalibracijska otopina, 2 pg/mL

Pipetom se prenese 2,00 mL standardne otopine diklazurila

(tocka 3.8.2. ovoga Dijela) i 2,00 mL otopine internog standarda
(toc¢ka 3.9.2. ovoga Dijela) u graduiranu tikvicu volumena 50 mL.
Doda se 16 mL DMF (to¢ka 3.6. ovoga Dijela), tikvica se dopuni
vodom do oznake i promijesa. Ova se otopina mora pripremiti svjeza
prije uporabe.

3.11. Ciskolona za ekstrakciju u krutoj fazi, npr. Bond Elut,

veli¢ina: 1 cc, masa punila: 100 mg

3.12. Ekstrakcijsko otapalo: zakiseljeni metanol

Pipetom se prenese 5,0 mL kloridne kiseline (to¢ka 3.7. ovoga
Dijela) u 1000 mL metanola (to¢ka 3.5. ovoga Dijela) i promijesa.
3.13. HPLC mobilna faza

3.13.1 Eluent A: otopina amonijevog acetata i tetrabutilamonijevog
hidrogen sulfata

Otopi se 5 g amonijevog acetata (toc¢ka 3.2. ovoga Dijela) i 3,4

g TBHS (to¢ka 3.3. ovoga Dijela) u 1000 mL vode (to¢ka 3.1. ovoga
Dijela) i promijesa.

3.13.2. Eluent B: acetonitril (to¢ka 3.4. ovoga Dijela)

3.13.3. Eluent C: metanol (to¢ka 3.5. ovoga Dijela)

4. Oprema

4.1. Mehanicka tresilica

4.2. Oprema za HPLC s ternarnim gradijentom

8. Rezultati medulaboratorijskog odredivanja

Provedeno je medulaboratorijsko odredivanje na razini EU u

kojoj se u 12 laboratorija analiziralo ¢etiri uzorka hrane za perad i
kuniée u obliku bragna ili peleta. Svaki se uzorak analizirao dvaput.
Rezultati su prikazani u donjoj tablici:

perad kuniéi

Brasno Pelete Brasno Pelete

Srednja vrijednost [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1

sr [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66

CVr[%] 54 4,5 3,3 4,1

sr[mg/kg] 4,36 3,36 4,61 3,91



CVr[%] 16,1 12,0 10,6 9,7

Iskoristenje [%] 90,0 93,3 87,2 80,2
sr= standardna devijacija ponovljivosti;
CV: = koefi cijent varijacije ponovljivosti u %;
sk = standardna devijacija obnovljivosti;

CVr = koefi cijent varijacije obnovljivosti u %.

Dio F.

ODREDIVANJE DIKLAZURILA

(+)-4-klorfenil [2,6-diklor-4-(2,3,4,5-tetrahidro-3,5-diokso-1,2,4-
triazin-2-il)fenil] acetonitril

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje udjela diklazurila u
hrani za zivotinje i premiksima. Granica detekcije iznosi 0,1 mg/kg,
a granica kvantifi kacije 0,5 mg/kg.

2. Nacelo

Nakon dodavanja internog standarda, uzorak se ekstrahira zakiseljenim
metanolom. Kod hrane za zivotinje alikvotni se dio ekstrakta
progisti na Ciskoloni za ekstrakciju u krutoj fazi. Diklazuril

se eluira sa kolone smjesom zakiseljenog metanola i vode. Nakon
otparavanja, ostatak se otopi u smjesi DMF/voda. Kod premiksa,
ekstrakt se otpari, a ostatak otopi u smjesi DMF/voda. Udio diklazurila
odreduje se visokodjelatnom tekué¢inskom kromatografi jom
(HPLC) s reverznom fazom i ternarnim gradijentom uz upotrebu
UV detektora.

3. Reagensi

3.1. Voda, za HPLC

3.2. Amonijev acetat

3.3. Tetrabutilamonijev hidrogen sulfat (TBHS)

3.4. Acetonitril, za HPLC

3.5. Metanol, za HPLC

3.6. N,N-dimetilformamid (DMF)

3.7. Kloridna kiselina, p20 = 1,19 g/mL

3.8. Standardna tvar: Diklazuril 11-24: (+)-4-klorfenil [2,6-diklor-
4-(2,3,4,5-tetrahidro-3,5-diokso-1,2,4-triazin-2-il)fenil]acetonitril,
zajamcene &istoce, E771.

3.8.1. Osnovna standardna otopina diklazurila, 500 ug/mL
Odvagne se 25 mg standardne tvari diklazurila (to¢ka 3.8. ovoga
Dijela) s preciznoséu od 0,1 mg i prenese u graduiranu tikvicu
volumena 50 mL. Otopi se u DMF (to¢ka 3.6. ovoga Dijela), tikvica

se dopuni s DMF (to¢ka 3.6. ovoga Dijela) do oznake i promijesa.
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snizenim tlakom na 60 oC u rotacijskom otparivadu (toc¢ka 4.3. ovoga
Dijela) dok se ne po¢ne susiti. Ostatak se ponovo otopi u 10,0 mL
DMF (tocka 3.6. ovoga Dijela), doda 15,0 mL vode (toc¢ka 3.1. ovoga
Dijela) i promijesa. Prelazi se na postupak HPLC odredivanja (to¢ka
5.3. ovoga Dijela).

5.3. HPLC odredivanje

5.3.1. Parametri

Sljededi se uvjeti predlazu kao smjernice; mogu se koristiti i

drugi uvjeti ako se njima jamée jednakovrijedni rezultati.

Kolona za tekuéinsku

kromatografi ju (tocka

4.2.1. ovoga Dijela):

100 mm x 4,6 mm, Hypersil ODS,

veli¢ina ¢estica punjenja 3 um ili

ekvivalentna

Mobilna faza: Eluent A (tocka 3.13.1. ovoga Dijela):

vodena otopina amonijevog acetata i

tetrabutil amonijevog hidrogen sulfata

Eluent B (to¢ka 3.13.2. ovoga Dijela):

acetonitril

Eluent C (to¢ka 3.13.3. ovoga Dijela):

metanol

Nacin protoka: — linearni gradijent

— pocetni uvjeti: A + B+ C =60 + 20 +

20(V+V +V)

— nakon 10 minuta, protok s gradijentom

tijekom 30 minutado: A + B + C

=45+20+35(V+V+V)

Ispiranje 10 minuta s B.

Brzina protoka: 1,5 -2 mL/min

Injektirani volumen: 20 pL

Valna duljina detekcije: 280 nm

Provjeri se stabilnost kromatografskog sustava visekratnim
injektiranjem kalibracijske otopine koncentracije 2,0 pg/mL (tocka

3.10. ovoga Dijela) sve dok se ne postignu konstantne visine pika i



konstantna vremena retencije.

5.3.2. Kalibracijska otopina

Vise puta se injektira kalibracijska otopina (toc¢ka 3.10. ovoga
Dijela) i odredi srednja vrijednost visine (povrsine) pika diklazurila
i pikova internog standarda.

5.3.3. Otopina uzorka

Vise puta se injektira 20 pL otopine uzorka (toc¢ka 5.2.1. ili

5.2.2. ovoga Dijela) i odredi srednja vrijednost visine (povrsine) pika
diklazurila i pikova internog standarda.

6. Izracun rezultata

6.1. Hrana za Zivotinje

Udio diklazurila w (mg/kg) u uzorku izradunava se sljede¢om
formulom:

pri ¢emu je:

hds = visina (povrsina) pika diklazurila u otopini uzorka (to¢ka
5.2.1. ovoga Dijela);

his = visina (povrsina) pika internog standarda u otopini uzorka
(tocka 5.2.1. ovoga Dijela);

hdc = visina (povrsina) pika diklazurila u kalibracijskoj otopini
(to¢ka 3.10. ovoga Dijela);

4.2.1. Kolona za teku¢insku kromatografi ju, Hypersil ODS, veli¢ina
¢estica punjenja 3 um, 100 mm x 4,6 mm ili ekvivalentna

4.2.2. UV detektor s moguénoséu promjene valne duljine ili
detektor s nizom dioda.

4.3. Tankoslojni rotacijski otparivaé

4.4. Membranski fi ltar, 0,45 um

4.5. Vakuumski ventil

4.6. Ultrazvuéna kupelj

5. Postupak

5.1. Opcenito

5.1.1. Slijepa proba hrane za zivotinje

Analizom slijepe probe hrane za zivotinje treba potvrditi da nije
prisutan ni diklazuril niti interferentne tvari. Slijepa proba hrane
za zivotinje treba biti sli¢na uzorku, a analizom se mora potvrditi
odsutnost diklazurila ili interferentnih tvari.

5.1.2. Test iskoristenja

Test iskoristenja vrsi se analizom slijepe probe hrane za Zivotinje
obogacenoj kolicinom diklazurila u podjednakoj koli¢ini kao u
uzorku. Za dobivanje koncentracije 1 mg/kg doda se 0,1 mL osnovne

standardne otopine (to¢ka 3.8.1. ovoga Dijela) u 50 g slijepe probe



hrane za zivotinje, temeljito promijesa i ostavi 10 minuta, a prije
nastavka (toc¢ka 5.2. ovoga Dijela) se mijesanje vise puta ponovi.

Ako nije dostupna slijepa probe hrane za zivotinje sli¢ne vrste

kao uzorak (vidi to¢ku 5.1.1. ovoga Dijela), test iskoristenja moze se
provesti metodom s dodavanjem standarda. U tom se slu¢aju uzorak
za analizu obogati koli¢inom diklazurila slicnom onoj koja se ve¢
nalazi u uzorku. Uzorak se analizira zajedno s uzorkom bez dodanog
diklazurila, a iskoristenje se izraduna oduzimanjem.

5.2. Ekstrakcija

5.2.1 Hrana za zivotinje

Odvagne se priblizno 50 g uzorka s preciznoséu od 0,01 g. Prenese
se u konusnu tikvicu volumena 500 mL, doda 1,00 mL otopine
internog standarda (to¢ka 3.9.2. ovoga Dijela) i 200 mL ekstrakcijskog
otapala (tocka 3.12. ovoga Dijela), zatim se tikvica zatvori.

Smjesa se preko noéi protresa u tresilici (tocka 4.1. ovoga Dijela).
Ostavi se istaloziti 10 minuta. U primjerenu staklenu posudu prenese
se alikvot 20 mL supernatanta i razrijedi s 20 mL vode. Ova se
otopina prenese u kolonu za ekstrakciju (to¢ka 3.11. ovoga Dijela)

i fi ltrira pod vakuumom (tocka 4.5. ovoga Dijela). Kolona se ispere

s 25 mL smjese ekstrakcijskog otapala (tocka 3.12. ovoga Dijela) i
vode, 65 + 35 (V + V). Prikupljene se frakcije odbace, a spojevi
eluiraju s 25 mL smjese ekstrakcijskog otapala (to¢ka 3.12. ovoga
Dijela) i vode, 80 + 20 (V + V). Ova se frakcija otparava u rotacijskom
otparivacu (tocka 4.3. ovoga Dijela) pri 60 oC dok se ne po¢ne

susiti. Ostatak se otopi u 1,0 mL DMF (toc¢ka 3.6. ovoga Dijela), doda
1,5 mL vode (to¢ka 3.1. ovoga Dijela) i promijesa. Filtrira se kroz
membranski fi Itar (tocka 4.4. ovoga Dijela). Prelazi se na postupak
HPLC odredivanja (to¢ka 5.3. ovoga Dijela).

5.2.2. Premiksi

Odvagne se priblizno 1 g uzorka s preciznoséu od 0,001 g. Prenese
se u konusnu tikvicu volumena 500 mL, doda se 1,00 mL otopine
internog standarda (toc¢ka 3.9.3. ovoga Dijela) i 200 mL ekstrakcijskog
otapala (to¢ka 3.12. ovoga Dijela), zatim se tikvica zatvori.

Smjesa se preko noéi protresa u tresilici (tocka 4.1. ovoga Dijela).
Ostavi se istaloziti 10 minuta. U primjereno veliku staklenu tikvicu

s okruglim dnom prenese se alikvot (10000/p mL, p = nominalni

udio diklazurila u mg/kg u premiksu) supernatanta. Otparava se pod
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vrijednosti i kada odstupanje izmedu dva spektra ni na jednoj tocki
ne prelazi 15% apsorbancije standardnog analita;

(c) izmedu 230 i 320 nm, spektri krivulje rasta, najvise tocke

pika i krivulje pada pika dobiveni iz ekstrakta uzorka, ne smiju

se medusobno razlikovati za dijelove spektra unutar podrugja 10

— 100% relativne apsorbancije. Ovo je mjerilo ispunjeno kada su
prisutne jednake najvise vrijednosti i kada odstupanje izmedu dva
spektra ni na jednoj tocki ne prelazi 15% apsorbancije spektra najvise
tocke pika.

Ako nije ispunjeno jedno od navedenih mjerila, prisutnost analita
nije potvrdena.

7.2. Ponovijivost

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja,
izvedena na istom uzorku, ne smije prijeéi:

— 30% relativne vrijednosti u odnosu na najvisu vrijednost za

udio diklazurila izmedu 0,5 - 2,5 mg/kg,

- 0,75 mg/kg za udio diklazurila izmedu 2,5 - 5 mg/kg,

— 15% relativne vrijednosti u odnosu na najvisu vrijednost za

udio diklazurila veé¢i od 5 mg/kg.

7.3. Iskoristenje

Za obogaceni (slijepi) uzorak hrane za zivotinje iskoristenje

mora iznositi najmanje 80%.

8. Rezultati medulaboratorijskog odredivanja

Provedeno je medulaboratorijsko odredivanje u kojem se u

11 laboratorija analiziralo 5 uzoraka. Ti su uzorci saéinjeni iz dva
premiksa; jedan je bio pomijesan s organskim matriksom (O 100),

a drugi s anorganskim matriksom (A 100). Teoretski udio iznosi

100 mg diklazurila na kg. Tri razli¢ita proizvodaca (NL) (L1/Z21/K1)
proizvela su 3 mjesavine hrane za perad. Teoretski udio iznosi 1 mg
diklazurila na kg. Od laboratorija je zatrazeno da svaki uzorak analiziraju
jedanput ili dvaput. (Detaljnije informacije o navedenom medulaboratorijskom
odredivanju mogu se pronaéi u Journal of ACAC

International, svezak 77, br. 6, 1994, str. 1359-1361). Rezultati su

prikazani u donjoj tablici.



Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5
A 100 O 100 L1 Z1 K1
L111111116

n191819 1912

Srednja

vrijednost

100,8 103,50,89 1,15 0,89
sr(mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
CV: (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34
sr(mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CVr(%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Nominalni udio

(mg/kg)

100 1001 11

L = broj laboratorija;

n = broj pojedinacnih vrijednosti;

sr= standardna devijacija ponovljivosti;

CVr = koefi cijent varijacije ponovljivosti;
sk = standardna devijacija obnovljivosti;

CVr = koefi cijent varijacije obnovljivosti.

9. Napomena

Prethodno treba dokazati da je odziv diklazurila linearan u podrugju
koncentracija koje se mjere.

hic = visina (povrsina) pika internog standarda u kalibracijskoj
otopini (tocka 3.10. ovoga Dijela);

cde = koncentracija diklazurila u kalibracijskoj otopini u ug/mL
(tocka 3.10. ovoga Dijela);

m = masa testnog uzorka u gramima;

V = volumen ekstrakta uzorka sukladno toc¢ki 5.2.1. ovoga Dijela
(tj. 2,5 mL).

6.2. Premiksi

Udio diklazurila w (mg/kg) u uzorku izracunava se sljede¢om
formulom:

pri ¢emu je:

hdc = visina (povrsina) pika diklazurila u kalibracijskoj otopini
(tocka 3.10. ovoga Dijela);

hic = visina (povrsina) pika internog standarda u kalibracijskoj
otopini (tocka 3.10. ovoga Dijela);

has = visina (povrsina) pika diklazurila u otopini uzorka (tocka
5.2.2. ovoga Dijela);

his = visina (povrsina) pika internog standarda u otopini uzorka

(tocka 5.2.2. ovoga Dijela);



cdc = koncentracija diklazurila u kalibracijskoj otopini u pg/mL
(tocka 3.10. ovoga Dijela);

m = masa testnog uzorka u gramima;

V = volumen ekstrakta uzorka sukladno toc¢ki 5.2.2. ovoga Dijela
(tj. 25 mL);

p = nominalni udio diklazurila u mg/kg u premiksu.

7. Validacija rezultata

7.1 Identifi kacija

Identifi kacija analita moze se potvrditi ko-kromatografi jom ili
detektorom s nizom dioda kojim se usporeduje spektar ekstrakta
uzorka (to¢ka 5.2.1.ili 5.2.2. ovoga Dijela) i spektar kalibracijske
otopine (to¢ka 3.10. ovoga Dijela).

7.1.1. Ko-kromatografi ja

U ekstrakt uzorka (toc¢ka 5.2.1.ili 5.2.2. ovoga Dijela) doda se
primjerena koli¢ina kalibracijske otopine (to¢ka 3.10. ovoga Dijela).
Koli¢ina obogacenja sa diklazurilom mora biti podjednaka koli¢ini
diklazurila odredenoj u ekstraktu uzorka.

Dopusteno je povecanje samo visine pika diklazurila i pika internog
standarda uzimajuéi u obzir dodane koli¢ine i razrjedenje

ekstrakta. Sirina pika na polovici visine mora biti unutar X} 10%
pocetne sirine pika diklazurila ili pika internog standarda neobogaéenog
uzorka ekstrakta.

7.1.2. Detekcija s nizom dioda

Rezultati se procjenjuju sukladno sljede¢im mjerilima:

(a) valne duljine maksimalne apsorpcije spektra uzorka i spektra
standarda, zabiljezene na najvisoj toc¢ki pika kromatograma,
moraju biti jednake unutar granice odredene razlu¢ivoséu sustava
za detekciju. Kod detektora s nizom dioda ta se vrijednost obi¢no
nalazi unutar X} 2 nm;

(b) izmedu 230 i 320 nm, spektar uzorka i spektar standarda,
zabiljezeni na najvisoj tocki pika kromatograma, ne smiju se razlikovati
za dijelove spektra unutar podrugja 10 — 100% relativne apsorbancije.

Ovo je mjerilo ispunjeno kada su prisutne jednake najvise

PONEDJEUAK, 27. PROSINCA 2010. BROJ 146 — STRANICA 47

SLUZBENI LIST REPUBLIKE HR VA TSKE

3.10.2. ovoga Dijela). Zakiseljenim se metanolom dopuni do oznake



(tocka 3.8. ovoga Dijela) i promijesa. Ove otopine odgovaraju 1,0;
2,0;4,0; 5,0 i 10,0 ug lasalocid natrija na mL. Ove se otopine moraju
pripremiti svjeZe prije uporabe.

3.11. Voda, za HPLC

4. Oprema

4.1. Ultrazvuéna kupelj (ili vodena kupelj s protresanjem) s
kontrolom temperature

4.2. Membranski fi Itri, 0,45 um

4.3. Oprema za visoko djelatnu tekuc¢insku kromatografi ju

(HPLC) sa sustavom za injektiranje primjerenim za injektiranje volumena
od 20 pL

4.3.1. Kolona za teku¢insku kromatografi ju 125 mm x 4 mm,
reverzna faza C18, veli¢ina ¢estica punjenja 5 um ili ekvivalentna
4.3.2. Spektrofl uorimetar s moguénoséu promjene valne duljine
(ekscitacije i emisije)

5. Postupak

5.1. Opcenito

5.1.1. Slijepa proba hrane za zivotinje

Za provedbu testa iskoristenja (to¢ka 5.1.2. ovoga Dijela) analizira
se slijepa proba hrane za Zivotinje kako bi se potvrdilo da nije
prisutan ni lasalocid natrij niti interferentne tvari. Slijepa proba hrane
za zivotinje treba biti sli¢ne vrste kao uzorak, a analizom se mora
potvrditi odsutnost lasalocid natrija ili interferentnih tvari.

5.1.2. Test iskoristenja

Test iskoristenja provodi se analizom slijepe probe hrane za
zivotinje koja se obogacuje dodavanjem koli¢ine lasalocid natrija
koja je sli¢na koligini u uzorku. Za obogacivanje na razinu 100 mg/
kg prenese se 10,0 mL osnovne standardne otopine (to¢ka 3.10.1.
ovoga Dijela) u konusnu tikvicu volumena 250 mL i otopina otpari
do priblizno 0,5 mL. Doda se 50 g slijepe probe hrane za Zivotinje,
temeljito promijesa i ostavi 10 minuta, a prije ekstrakcije mijesanje
se vie puta ponovi (to¢ka 5.2. ovoga Dijela).

Ako nije dostupna slijepa proba hrane za zivotinje sli¢ne vrste

kao uzorak (vidi toc¢ku 5.1.1. ovoga Dijela), test iskoristenja moze se
provesti metodom s dodavanjem standarda. U tom se slu¢aju uzorku
za analizu obogati koli¢inom lasalocid natrija koja je podjednaka
onoj koja se ve¢ nalazi u uzorku. Taj se uzorak analizira zajedno s
neobogaéenim uzorkom, a iskoristenje se izraduna oduzimanjem.
5.2. Ekstrakcija

5.2.1. Hrana za zivotinje



Odvagne se 5 - 10 g uzorka s preciznos¢u od 0,01 g i prenese

u konusnu tikvicu volumena 250 mL s ¢epom. Pipetom se doda
100,0 mL zakiseljenog metanola (tocka 3.8. ovoga Dijela). Poklopac
se lagano zatvori i tikvica protrese radi disperzije uzorka. Tikvica

se drzi 20 minuta u ultrazvuénoj kupelji (to¢ka 4.1. ovoga Dijela)

na priblizno 40 oC, zatim se izvadi iz kupelji i ohladi na sobnu temperaturu.
Ostavi se odstajati priblizno 1 sat dok se suspenzija ne

istalozi, zatim se alikvotni dio fi ltrira kroz membranski fi ltar 0,45
Mm (tocka 4.2. ovoga Dijela) u prikladnu posudu. Prelazi se na HPLC
odredivanje (to¢ka 5.3. ovoga Dijela).

5.2.2. Premiksi

Odvagne se priblizno 2 g neusitnjenog premiksa s preciznoséu

od 0,001 g i prenese u graduiranu tikvicu volumena 250 mL. Doda
se 100,0 mL zakiseljenog metanola (to¢ka 3.8. ovoga Dijela), tikvica
se protrese radi disperzije uzorka. Tikvica se sa sadrzajem drzi 20

minuta u ultrazvuénoj kupelji (to¢ka 4.1. ovoga Dijela) na priblizno

Dio G.
ODREDIVANJE LASALOCID NATRIJA

Natrijeva sol polieter monokarboksilne kiseline koju proizvodi
Streptomyces lasaliensis

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucava odredivanje razine lasalocid
natrija u hrani za zivotinje i premiksima. Granica detekcije iznosi
5 mg/kg, a granica kvantifi kacije 10 mg/kg.

2. Nacelo

Lasalocid natrij se ekstrahira iz uzorka u zakiseljeni metanol i
odreduje visoko djelatnom teku¢inskom kromatografi jom (HPLC)
s reverznom fazom uz upotrebu spektrofl uorimetrijskog detektora.
3. Reagensi

3.1. Kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4)

3.2. Ortofosforna kiselina, w (w/w) = 85%

3.3. Otopina ortofosforne kiseline, c = 20%

Razrijedi se 23,5 mL ortofosforne kiseline (to¢ka 3.2. ovoga
Dijela) sa 100 mL vode.

3.4. 6-metil-2-heptilamin (1,5-dimetilheksilamin), w (w/w) = 99%
3.5. Metanol, za HPLC

3.6. Kloridna kiselina, gusto¢a = 1,19 g/mL

3.7. Otopina fosfatnog pufera, c = 0,01 mol/L

Otopi se 1,36 g KH2PO4 (toc¢ka 3.1. ovoga Dijela) u 500 mL

vode (to¢ka 3.11.), doda se 3,5 mL ortofosforne kiseline (to¢ka 3.2.



ovoga Dijela) i 10,0 mL 6-metil-2-heptilamina (to¢ka 3.4. ovoga Dijela).
Otopinom ortofosforne kiseline (to¢ka 3.3. ovoga Dijela) pH
vrijednost se podesi na 4,0 i razrijedi vodom (to¢ka 3.11. ovoga
Dijela) do 1000 mL.

3.8. Zakiseljeni metanol

U graduiranu tikvicu volumena 1000 mL prenese se 5,0 mL

kloridne kiseline (to¢ka 3.6. ovoga Dijela), dopuni metanolom (toc¢ka
3.5. ovoga Dijela) do oznake i promijesa. Ova se otopina mora
pripremiti svjeza prije uporabe.

3.9. HPLC mobilna faza, otopina fosfatnog pufera i metanola
5+95(V+V)

Pomijesa se 5 mL otopine fosfatnog pufera (tocka 3.7. ovoga

Dijela) s 95 mL metanola (to¢ka 3.5. ovoga Dijela).

3.10. Lasalocid natrij standardna tvar, zajaméene &istoce,
C34H5308Na (natrijeva sol polieter monokarboksilne kiseline koju
proizvodi Streptomyces lasaliensis), E763

3.10.1. Osnovna standardna otopina lasalocid natrija, 500 pug/mL
Odvagne se 50 mg lasalocid natrija (to¢ka 3.10. ovoga Dijela)

s preciznoséu od 0,1 mg i prenese u graduiranu tikvicu volumena
100 mL, otopi u zakiseljenom metanolu (toc¢ka 3.8. ovoga Dijela) i
istim otapalom dopuni do oznake i promijesa. Ova se otopina mora
pripremiti svjeza prije uporabe.

3.10.2. Intermedijarna standardna otopina lasalocid natrija, 50
Hg/mL

Pipetom se prenese 10,0 mL osnovne standardne otopine (to¢ka
3.10.1. ovoga Dijela) u graduiranu tikvicu volumena 100 mL i zakiseljenim
metanolom (toc¢ka 3.8. ovoga Dijela) dopuni do oznake

i promijesa. Ova se otopina mora pripremiti svjeza prije uporabe.
3.10.3. Kalibracijske otopine

U seriju graduiranih tikvica volumena 50 mL prenese se 1,0;

2,0;4,0; 5,0 10,0 mL intermedijarne standardne otopine (tocka
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pri ¢emu je:
¢ = koncentracija lasalocid natrija u otopini uzorka (to¢ka 5.2.1.

ovoga Dijela) u pug/mL;



V1 = volumen ekstrakta uzorka sukladno to¢ki 5.2.1. ovoga Dijela

u mL (tj. 100);

m = masa testnog uzorka u gramima.

6.2. Premiksi

Udio lasalocid natrija (w) (mg/kg) u uzorku izracunava se sljede¢om
formulom:

pri ¢emu je:

¢ = koncentracija lasalocid natrija u otopini uzorka (to¢ka 5.2.2.
ovoga Dijela) u pg/mL;

V2 = volumen ekstrakta uzorka sukladno to¢ki 5.2.2. ovoga Dijela

u mL (tj. 250);

f = faktor razrjedenja sukladno tocki 5.2.2. ovoga Dijela;

m = masa testnog uzorka u gramima.

7. Validacija rezultata

7.1. Identifi kacija

Metode koje se temelje na spektrofl uorometriji manje su podlozne
interferencijama od metoda kod kojih se koristi UV detekcija.
Identifi kacija analita moze se potvrditi ko-kromatografi jom.

7.1.1. Ko-kromatografi ja

Ekstrakt uzorka (toc¢ka 5.2.1. ili 5.2.2. ovoga Dijela) obogati se
primjerenom koli¢inom kalibracijske otopine (to¢ka 3.10.3. ovoga
Dijela). Koli¢ina dodanog lasalocid natrija mora biti podjednaka koli¢ini
lasalocid natrija u ekstraktu uzorka. Smije se povecati samo

visina pika lasalocid natrija uzimajuéi u obzir koli¢ine dodanog lasalocid
natrija i razrjedenje ekstrakta. Sirina pika, na polovici visine,

mora biti unutar XJ} 10% pocetne vrijednosti sirine pika dobivene iz
neobogacéenog ekstrakta uzorka.

7.2. Ponovijivost

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja,
izvedena na istom uzorku, ne smije prijeéi:

— 15% relativno u odnosu na visu vrijednost za udio lasalocid
natrija od 30 — 100 mg/kg,

— 15 mg/kg za udio lasalocid natrija od 100 — 200 mg/kg,

—7,5% relativno u odnosu na visu vrijednost za udio lasalocid
natrija ve¢i od 200 mg/kg.

7.3. Iskoristenje

Za obogaceni (slijepi) uzorak hrane za zivotinje iskoristenje

mora iznositi najmanje 80%. Za obogacene uzorke premiksa iskoristenje
mora iznositi najmanje 90%.

40 oC, zatim se izvadi iz kupelji i ohladi na sobnu temperaturu. Zakiseljenim



se metanolom (tocka 3.8. ovoga Dijela) razrijedi do oznake

i dobro promijesa. Ostavi se odstajati 1 sat dok se suspenzija ne istalozi,
zatim se alikvotni dio fi Itrira kroz membranski fi Itar 0,45 um

(tocka 4.2. ovoga Dijela). Prikladan volumen ¢istog fi ltrata razrijedi
se zakiseljenim metanolom (toc¢ka 3.8. ovoga Dijela), ¢ime se dobiva
kona¢na testna otopina koncentracije priblizno 4 pg/mL lasalocid
natrija. Prelazi se na HPLC odredivanje (toc¢ka 5.3. ovoga Dijela).

5.3. HPLC odredivanje

5.3.1. Parametri

Sljede¢i uvjeti predlazu se kao smjernice; mogu se koristiti i

drugi uvjeti ako se njima jamée jednakovrijedni rezultati:

Kolona za tekuéinsku kromatografi

ju (tocka 4.3.1.

ovoga Dijela):

125 mm x 4 mm, reverzna faza Cis,

veli¢ina ¢estica punjenja 5 um ili

ekvivalentna

Mobilna faza (tocka 3.9.

ovoga Dijela):

Smjesa otopine fosfatnog pufera (tocka

3.7. ovoga Dijela) i metanola (to¢ka

3.5. ovoga Dijela), 5 + 95 (V + V)

Brzina protoka: 1,2 mL/min

Valna duljina detekcije:

Ekscitacija: 310 nm

Emisija: 419 nm

Injektirani volumen: 20 pL

Provjeri se stabilnost kromatografskog sustava visekratnim
injektiranjem kalibracijske otopine koncentracije 4,0 ug/mL (tocka
3.10.3. ovoga Dijela) sve dok se ne postignu konstantne visine (ili
povrsine) pika i konstantna vremena retencije.

5.3.2. Kalibracijska krivulja

Vise puta se injektira svaka kalibracijska otopina (toc¢ka 3.10.3.
ovoga Dijela) i za svaku koncentraciju odrede srednje vrijednosti visina
(povrsina) pika. Kalibracijska se krivulja pripremi tako da se na
ordinatu nanose srednje vrijednosti visina (povrsina) pika kalibracijskih
otopina, a na apscisu odgovarajuc¢e koncentracije u pg/mL.

5.3.3. Otopina uzorka

Vise puta se injektiraju ekstrakti uzorka dobiveni u tocki 5.2.1.

ili 5.2.2. ovoga Dijela, pri éemu se koristi jednak volumen kao za



kalibracijsku otopinu i odrede srednje vrijednosti visina (povrsina)
pika lasalocid natrija.

6. Izracun rezultata

Iz srednjih se vrijednosti visina (povrsina) pika dobivenih
injektiranjem otopine uzorka (toc¢ka 5.3.3. ovoga Dijela) odreduje
koncentracija lasalocid natrija (ug/mL) iz kalibracijske krivulje.
6.1. Hrana za Zivotinje

Udio lasalocid natrija (w) (mg/kg) u uzorku izratunava se sljede¢om
formulom:

8. Rezultati medulaboratorijskog odredivanja

Provedeno je medulaboratorijsko odredivanje* u kojem se u 12 laboratorija analiziralo 2 premiksa
(uzorci 1i2)i5 uzoraka hrane za

Zivotinje (uzorci 3 — 7). Svaki se uzorak analizirao dva puta. Rezultati su prikazani u donjoj tablici:
Uzorak 1

Premiks za

pilice

Uzorak 2

Premiks za

purane

Uzorak 3

Pelete za

purane

Uzorak 4

Mrvice za

pilice

Uzorak 5

Hrana za

purane

Uzorak 6

Hrana za

perad A

Uzorak 7

Hrana za

perad B

L12121212121212

n23232323232323
*Analyst, 1995., 120, 2175-2180;



PONEDJEUAK, 27. PROSINCA 2010. BROJ 146 — STRANICA 49

SLUZBENI LIST REPUBLIKE HR VA TSKE

Srednja vrijednost [mg/kg] 5 050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
sr 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75

CVr [%] 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 5,37

sk [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49

CVr[%] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70

Nominalni udio [mg/ kg] 5 000 (*) 16 000 (*) 80 (*) 105 (*) 120 (*) 50 (**) 35 (**)
(*) Udio koji je naveo proizvodac.

(**) Hrana za zivotinje pripravljena u laboratoriju.

L = broj laboratorija;

n = broj pojedinacnih vrijednosti;

sr= standardna devijacija ponovljivosti;

sr = standardna devijacija obnovljivosti;

CV: = koefi cijent varijacije ponovljivosti u %;

CVr = koefi cijent varijacije obnovljivosti u %;
PRILOG V.

ANALITICKE METODE ZA KONTROLU NEPOZELJNIH TVARI U HRANI ZA
ZIVOTINJE

Dio A.

ODREDIVANJE SLOBODNOG | UKUPNOG GOSIPOLA

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucava odredivanje razine slobodnog

i ukupnog gosipola te kemijski srodnih tvari u sjemenu, brasnu i

pogaci od pamukovog sjemena te u krmnim smjesama koje sadrze
navedene sirovine za krmiva kada je koncentracija slobodnog i ukupnog
gosipola te kemijski srodnih tvari ve¢a od 20 mg/kg.

2. Nacelo

Gosipol se ekstrahira u prisutnosti 3-aminopropan-1-ola ili

smjesom propan-2-ola i heksana, kod odredivanja slobodnog gosipola
ili u prisutnosti dimetilformamida kod odredivanja ukupnog

gosipola. Gosipol sa anilinom prelazi u gosipol-dianilin, ¢ija se opticka
gustoca mjeri na 440 nm.

3. Reagensi

3.1. Smjesa propan-2-ol-heksan: pomijesa se 60 volumnih dijelova
propan-2-ola s 40 volumnih dijelova n-heksana.

3.2. Otapalo A: U graduiranu tikvicu volumena 1 L doda se



priblizno 500 mL smjese propan-2-ol-heksan (to¢ka 3.1. ovoga Dijela),
2 mL 3-aminopropan-1-ola, 8 mL ledene octene kiseline i 50

mL vode. Dopuni se do oznake smjesom propan-2-ol-heksana (to¢ka
3.1. ovoga Dijela). Ovaj je reagens stabilan tjedan dana.

3.3. Otapalo B: U graduiranu tikvicu volumena 100 mL pipetom

se prenese 2 mL 3-aminopropan-1-olai 10 mL ledene octene

kiseline. Ohladi se na sobnu temperaturu i dopuni do oznake N,Ndimetilformamidom.
Ovaj je reagens stabilan tjedan dana.

3.4. Anilin: Ako opti¢ka gustocéa u slijepoj probi prelazi 0,022,

anilin se destilira iznad cinka u prahu, pri ¢emu se odbaci prva i zadnja
frakcija od 10% destilata. Ako se reagens drzi u hladnjaku u zatvorenoj
posudi od smedeg stakla, moze se odrzati nekoliko mjeseci.

3.5. Standardna otopina gosipola A: U graduiranu tikvicu volumena
250 mL doda se 27,9 mg gosipol acetata. Otopi se i dopuni

otapalom A (to¢ka 3.2. ovoga Dijela) do oznake. Pipetom se prenese
50 mL te otopine u graduiranu tikvicu volumena 250 mL i dopuni
otapalom A do oznake. Koncentracija gosipola u toj otopini iznosi
0,02 mg/mL. Prije uporabe otopina se ostavi jedan sat na sobnoj
temperaturi.

3.6. Standardna otopina gosipola B: U graduiranu tikvicu volumena

50 mL doda se 27,9 mg gosipol acetata. Otopi se i dopuni

otapalom B (toc¢ka 3.3. ovoga Dijela) do oznake. Koncentracija gosipola
u toj otopini iznosi 0,5 mg/mL.

Ako se zastite od svjetla, standardne su otopine gosipola A i B
stabilne 24 sata.

4. Oprema

4.1. Mijesalica (rotacijska): priblizno 35 okr./min.

4.2. Spektrofotometar

5. Postupak

5.1. Testni uzorak

Koli¢ina koristenog testnog uzorka ovisi o oéekivanom udjelu
gosipola u uzorku. Pozeljno je koristiti mali testni uzorak i relativno
velik alikvotni dio fi Itrata tako da se dobije dovoljna koli¢ina gosipola
za to¢na fotometrijska mjerenja. Kod odredivanja slobodnog

gosipola u sjemenu, brasnu i pogaéi od pamukovog sjemena koli¢ina
testnog uzorka ne prelazi 1 g; za krmnu smjesu koli¢ina moze biti do
5 g. U vedini je primjera prikladan alikvotni dio fi Itrata od 10 mL;

isti sadrzi 50 — 100 pg gosipola. Kod odredivanja ukupnog gosipola,
testni uzorak iznosi 0,5 - 5 g, tako da alikvotni dio fi ltrata od 2 mL

sadrzi 40 — 200 pg gosipola.



Analiza se provodi na sobnoj temperaturi od priblizno 20 oC.

5.2. Odredivanje slobodnog gosipola

Testni se uzorak prenese u tikvicu s brusenim vratom volumena

250 mL, ¢ije je dno prekriveno drobljenim staklom. Pipetom se doda
50 mL otapala A (to¢ka 3.2. ovoga Dijela), tikvica se zatvori i mijesa
jedan sat u mijesalici. Filtrira se kroz suhi fi Itar i fi Itrat prikupi u
maloj tikvici s brusenim vratom. Tijekom fi Itriranja lijevak se prekrije
satnim staklom.

Pipetom se u obje graduirane tikvice volumena 25 mL (A i B)
prenesu jednaki alikvotni dijelovi fi Itrata, koji sadrze 50 — 100 ug
gosipola. Po potrebi se dopuni otapalom A (to¢ka 3.2. ovoga Dijela)
do 10 mL. Tikvica (A) se do oznake dopuni smjesom propan-2-olheksana
(tocka 3.1. ovoga Dijela). Ova se otopina koristi kao referentna
otopina za mjerenje otopine uzorka.

Pipetom se u obje graduirane tikvice volumena 25 mL (C i D)

prenese 10 mL otapala A (toc¢ka 3.2. ovoga Dijela). Dopuni se do
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pri ¢emu je:

E = korigirana opticka gustoc¢a odredena sukladno togki 5.2.
ovoga Dijela;

p = masa testnog uzorka u g;

a = alikvotni dio fi ltrata u mL

6.2. Iz kalibracijske krivulje

6.2.1. Slobodni gosipol

Pripreme se 2 serije po pet graduiranih tikvica volumena 25

mL. U svaku seriju tikvica pipetom se prenesu alikvoti od 2,0; 4,0;
6,0; 8,01 10,0 mL standardne otopine gosipola A (to¢ka 3.5. ovoga
Dijela). Otapalom A (toc¢ka 3.2. ovoga Dijela) se dopune volumeni
do 10 mL. Zadnja graduirana tikvica volumena 25 mL u svakoj
seriji sadrzi samo 10 mL otapala A (toc¢ka 3.2. ovoga Dijela) (slijepa
proba).

Tikvice iz prve serije (ukljuéujuéi tikvicu za slijepu probu) dopune
se do 25 mL smjesom propan-2-ol-heksana (to¢ka 3.1. ovoga
Dijela) (referentna serija).

......

U svaku tikvicu iz druge serije (ukljuéujuéi tikvicu za slijepu



probu) doda se 2 mL anilina (to¢ka 3.4. ovoga Dijela). Zagrijava se

30 minuta iznad vrele vodene kupelji do nastanka obojenja. Ohladi

se na sobnu temperaturu, dopuni do oznake smjesom propan-2-olheksana
(tocka 3.1. ovoga Dijela), homogenizira i ostavi stajati jedan

sat (standardna serija).

Opticka gustoca otopina iz standardne serije i odgovarajucih

otopina iz referentne serije odredi se sukladno tocki 5.2. ovoga Dijela.
Kalibracijska se krivulja pripremi tako da se u dijagram unesu
izmjerene opticke gustoée nasuprot koli¢ine gosipola (u ug).

6.2.2. Ukupni gosipol

Pripremi se Sest graduiranih tikvica volumena 50 mL. U prvu se
tikvicu prenese 10 mL otapala B (tocka 3.3. ovoga Dijela), a u druge
2,0;4,0; 6,0, 8,0i 10,0 mL standardne otopine gosipola B (to¢ka 3.6.
ovoga Dijela). Svaka se tikvica dopuni do 10 mL otapalom B (tocka
3.3. ovoga Dijela). Zagrijava se 30 minuta iznad vrele vodene kupelji.
Ohladi se na sobnu temperaturu, dopuni do oznake smjesom propan-
2-ol- heksana (to¢ka 3.1. ovoga Dijela) i homogenizira.

Prenese se po 2,0 mL svake od navedenih otopina u svaku od

dvije serije po $est graduiranih tikvica volumena 25 mL. Tikvice

iz prve serije dopune se do 25 mL smjesom propan-2-ol- heksana
(tocka 3.1. ovoga Dijela) (referentna serija).

U svaku tikvicu iz druge serije doda se 2 mL anilina (to¢ka

3.4. ovoga Dijela). Zagrijava se 30 minuta iznad vrele vodene kupelji.
Ohladi se na sobnu temperaturu, dopuni do oznake smjesom
propan-2-ol-heksana (toc¢ka 3.1. ovoga Dijela), homogenizira i ostavi
stajati jedan sat (standardna serija).

Opticka gustoc¢a otopina iz standardne serije i odgovarajuéih

otopina iz referentne serije odredi se sukladno toc¢ki 5.2. ovoga Dijela.
Kalibracijska se krivulja pripremi tako da se u dijagram unesu
izmjerene opticke gustoce nasuprot koli¢ine gosipola (u pg).

6.3. Ponovijivost

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja,
izvedena na istom uzorku, ne smije prijeci:

— 15% relativno u odnosu na visu vrijednost za udio gosipola

manji od 500 ppm,

— 75 ppm, apsolutne vrijednosti za udio gosipola od 500 — 750

ppm,

— 10% relativno u odnosu na visu vrijednost za udio gosipola

veéi od 750 ppm.

oznake smjesom propan-2-ol-heksana (to¢ka 3.1. ovoga Dijela) Tikvica



(C) se do oznake dopuni smjesom propan-2-ol-heksana (to¢ka

3.1. ovoga Dijela). Ova se otopina koristi kao referentna otopina za
mjerenje otopine slijepe probe.

U tikvice (D) i (B) se doda 2 mL anilina (to¢ka 3.4. ovoga Dijela).
Grije se 30 minuta nad vrelom vodenom kupelji, do obojenja.
Ohladi se na sobnu temperaturu, dopuni do oznake smjesom propan-
2-ol-heksana (toc¢ka 3.1. ovoga Dijela), homogenizira i ostavi

stajati jedan sat.

Opticka gustoca otopine iz slijepe probe (D) odredi se usporedbom
s referentnom otopinom (C), a opti¢ka gustoc¢a otopine uzorka

(B) usporedbom s referentnom otopinom (A) u spektrofotometru na
440 nm sa staklenim kivetama veli¢ine 1 cm.

Oduzme se opticka gustoc¢a otopine slijepe probe od opticke
gustoce otopine uzorka (= korigirana optic¢ka gustoca). Iz ove se
vrijednosti izra¢unava udio slobodnog gosipola, sukladno tocki 6.
ovoga Dijela.

5.3. Odredivanje ukupnog gosipola

U graduiranu se tikvicu volumena 50 mL prenese testni uzorak

s 1 -5 mg gosipola i doda 10 mL otapala B (to¢ka 3.3. ovoga
Dijela). Istovremeno se pripremi slijepa proba, tako da se u drugu
graduiranu tikvicu volumena 50 mL prenese 10 mL otapala B (tocka
3.3. ovoga Dijela). Obje se tikivce griju 30 minuta iznad vrele vodene
kupelji. Ohladi se na sobnu temperaturu, obje se tikvice dopune

do oznake smjesom propan-2-ol-heksana (toc¢ka 3.1. ovoga Dijela).
Homogenizira se i ostavi stajati 10 — 15 minuta da se istalozi, zatim
se fi Itrira u tikvicu s brusenim vratom.

U dvije se graduirane tikvice volumena 25 mL pipetom prenese

po 2 mL fi ltrata uzorka, a u druge dvije graduirane tikvice volumena
25 mL po 2 mL fi ltrata slijepe probe. Po jedna se tikvica iz svake
serije dopuni do 25 mL smjesom propan-2-ol-heksana (to¢ka 3.1.
ovoga Dijela). Ove se otopine koriste kao referentne otopine.

U svaku od preostalih tikvica doda se 2 mL anilina (to¢ka 3.4.

ovoga Dijela). Zagrijava se 30 minuta iznad vrele vodene kupelji do
nastanka obojenja. Ohladi se na sobnu temperaturu, dopuni smjesom
propan-2-ol-heksana (to¢ka 3.1. ovoga Dijela) do 25 mL, homogenizira
i ostavi stajati jedan sat.

Opticka gustoca slobodnog gosipola odreduje se sukladno tocki

5.2. ovoga Dijela. Iz ove se vrijednosti izraéunava udio ukupnog
gosipola, sukladno tocki 6. ovoga Dijela.

6. Izradun rezultata



Rezultati se mogu izra¢unati bilo iz specifi ¢ne opticke gustoce
(tocka 6.1. ovoga Dijela) ili iz kalibracijske krivulje (to¢ka 6.2. ovoga
Dijela).

6.1. Iz specifi ¢ne opticke gustote

Specifi ¢ne opticke gustoce, pri opisanim uvjetima, su sljedece:
Slobodni gosipol:

Ukupni gosipol:

Udio slobodnog ili ukupnog gosipola u uzorku izradunava se
sliede¢om formulom:

% gosipola: :
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2. Sukladnost serije (engl. /o?) ili podserije (engl. sublot) sa

specifi kacijom

Serija se prihvaca ako rezultat pojedina¢ne analize ne prelazi
odredenu najvisu dopustenu koli¢inu odredenu Pravilnika o nepozeljnim
tvarimas uzimajuci u obzir mjernu nesigurnost.

Serija nije sukladna najvisoj dopustenoj koli¢ini odredenoj
Pravilnikom o nepozeljnim tvarimas ako rezultat analize zaokruzen
nagorei4, potvrden dvostrukom analizomss, izvan razumne sumnje
prelazi najvisu dopustenu koli¢inu uzimajuéi u obzir mjernu nesigurnost.
Mjerna nesigurnost uzima se u obzir sukladno jednom od sljedecih
pristupa:

— izradun prosirene nesigurnosti uz uporabu obuhvatnog faktora

2, ¢éime se postize razina pouzdanosti od 95%. Serija nije sukladna
ako je izmjerena vrijednost minus U iznad najvise vrijednosti. Kod
postupka odvojenog odredivanja dioksina i dioksinu sli¢nih PCB-a,
za zbroj dioksina i dioksinu sliénih PCB-a koristi se zbroj procijenjene
prosirene nesigurnosti odvojenih analitickih rezultata dioksina i
dioksinu sli¢nih PCB-g;

— utvrdivanjem graniéne koncentracije (koli¢ine) analita (CCa)
sukladno Pravilniku o provodenju analitickih metoda i tumacenju
rezultata (» Narodne novine <, broj 2/2005)16 (to¢ka 2.1.2.5 Priloga
l. — u slu¢aju tvari s utvrdenom najvisom dopustenom koli¢inom).
Serija nije sukladna ako je izmjerena vrijednost jednaka ili ve¢a od
CCa.



Sadasnja pravila tumadenja primjenjuju se na rezultat analize
uzorka za sluzbenu kontrolu.

Glava Il.

PRIPREMA UZORKA | ZAHTJEVI ZA ANALITICKE

METODE KOD SLUZBENE KONTROLE RAZINE DIOKSINA
(PCDD/PCDF) | DIOKSINU SLICNIH PCB-a

1. Svrha i podrugje primjene

Ovi se zahtjevi primjenjuju kada se krmiva i hrana za zivotinje
analiziraju za odredivanje koli¢ine dioksina (polikloriranih dibenzo-
p-dioksina (PCDD) i polikloriranih dibenzofurana (PCDF)) te
polikloriranih dioksinu sli¢nih bifenila (PCB).

Monitoring prisutnosti dioksina u hrani za zivotinje moze se
provoditi strategijom temeljenoj na orjentacijskoj (eng/. screening)
metodi za odabir uzoraka u kojima razine dioksina i dioksinu sli¢nih
PCB-a prelaze znacajnu vrijednost ili su od nje manje za najvise
25%. Koncentracija dioksina u uzorcima sa znacajnim razinama treba
se odrediti/potvrditi potvrdnom metodom.

Orijentacijske metode su metode koje se koriste za otkrivanje
prisutnosti znacajnih vrijednosti dioksina i dioksinu sli¢nih PCB-a.
Ovim se metodama moze analizirati velik broj uzoraka i upotrebljavaju
se za probiranje velikog broja uzoraka s moguéim pozitivnim
rezultatima analize. Ove se metode posebno osmisljavaju kako bi se

izbjegla moguénost dobivanja lazno negativnih rezultata.

15 Dvostuka je analiza potrebna kako bi se iskljuéila moguénost unutarnje
unakrsne kontaminacije ili slu¢ajne zamjene uzoraka. Prva se analiza, uzimajudi
u obzir mjernu nesigurnost, koristi za potvrdu sukladnosti.

Ako se analiza provodi u sklopu incidenta sa kontaminacijom dioksinom,
potvrda s dvostrukom analizom moze se izostaviti kada su uzorci odabrani

za analizu sljedivi do incidenta sa kontaminacijom dioksinom.

16 Pravilnikom su preuzete odredbe Odluke Komisije 2002/657/EZ od 12.
kolovoza 2002. godine kojom se primjenjuje Direktiva Vije¢a 96/23/EZ o

provodenju analitickih metoda i tumagenju rezultata.
Dio B.

ODREDIVANJE RAZINE DIOKSINA (PCDD/PCDF) |
DIOKSINU SLICNIH PCB-a

Glava |,

METODE UZORKOVANJA | TUMACENJE REZULTATA
ANALIZE

1. Svrha i opseg primjene

Uzorci za sluzbenu kontrolu razine dioksina (polikloriranih dibenzo-



p-dioksina (PCDD) i polikloriranih dibenzofurana (PCDF))

te dioksinu sli¢nih polikloriranih bifenila (PCB)13 u hrani za Zivotinje
uzimaju se sukladno odredbama Priloga I. ovoga Pravilnika.
Primjenjuju se koli¢inski zahtjevi za kontrolu tvari ili proizvoda
ravnomjerno rasporedenih u hrani za zivotinje kako je predvideno
tockom 5.A. Priloga |. ovoga Pravilnika. Skupni uzorci dobiveni na
taj na¢in smatraju se reprezentativnim za serije i podserije iz kojih
su uzeti. Sukladnost s najvisim dopustenim koli¢inama odredenim
Pravilnika o nepozeljnim tvarimas, utvrduje se temeljem koli¢ina
utvrdenih na laboratorijskim uzorcima.

Tablica faktora ekvivalentne toksicnosti (TEF) za doksine, furane i
dioksinu slicne PCB-e14

Kongeneri Vrijednost

TEF

Kongeneri Vrijednost

TEF

Dibenzo-p-dioksini

(>»PCDD-ix)

Dioksinu sli¢ni

PCB-i:

2,3,7,8-TCDD 1

1,2,3,7,8-PeCDD 1 Ne-orto PCB-i

1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001

1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0001

1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1

1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,01

OCDD 0,0001 Mono-orto PCB-i

PCB 105 0,0001

Dibenzofurani

(> PCDFK)

PCB 114 0,0005

2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 118 0,0001

1,2,3,7,8-PeCDF 0,05 PCB 123 0,0001

2,3,4,7,8-PeCDF 0,5 PCB 156 0,0005

1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 157 0,0005

1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00001

1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 189 0,0001

2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1

1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01

1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01



OCDF 0,0001

Koristene kratice: > T< = tetra; »Pe< = penta; »Hx < = heksa; » Hp <= hepta;
>0« = okta; »CDDK = klordibenzo-p-dioksin; »CDF < = klordibenzofuran;
> CB<K = klorbifenil.

13 Tablica faktora ekvivalentne toksi¢nosti (TEF) za dioksine, furane i dioksinu
sli¢ne PCB-e — vidi ispred u tekstu

12Pojam > zaokruzeno na vise < zahtijeva uporabu granice kvantifi kacije za
doprinos svakog nekvantifi ciranog kongenera ekvivalentu toksi¢nosti (TEQ).
Pojam > zaokruzeno na dolje € zahtijeva uporabu nule za doprinos svakog
nekvantifi ciranog kongenera ekvivalentu toksi¢nosti (TEQ).

Pojam > zaokruzeno prema sredini € zahtijeva uporabu polovice granice
kvantifi kacije za izradun doprinosa svakog nekvantifi ciranog kongenera

ekvivalentu toksi¢nosti (TEQ).
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— Laboratorije akreditira tijelo za akreditaciju koje djeluje sukladno
ISO Uputama 58, ¢ime se jam¢i da laboratoriji u analizama

provode mjere osiguranja kvalitete. Laboratoriji se akreditiraju sukladno
normi HR EN ISO/IEC 17025.

5. Zahtjevi za analiticke postupke za dioksine i dioksinu

slicne PCB-e

Osnovni zahtjevi za prihvacanje analitickih postupaka:

— Visoka osjetljivost i niske granice detekcije. Za PCDD-e i

PCDF-e, detektabilne koligéine moraju biti u podru¢ju pikograma
TEQ (10-12g) zbog visoke toksi¢nosti nekih od navedenih spojeva.
Poznato je kako se PCB-i pojavljuju u ve¢im koli¢inama od PCDD-a

i PCDF-a. Za ve¢inu kongenera PCB-a dovoljna je osjetljivost u podrugju
nanograma (10-o g). Medutim, za mjerenje toksi¢nijih kongerera
dioksinu slicnih PCB-a (osobito ne-orto supstituiranih kongenera)
treba postic¢i jednaku osjetljivost kao kod PCDD-a i PCDF-g;

— Visoka selektivnost (specifi ¢nost). Potrebno je razlikovati izmedu
PCDD-a, PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a i mnogobrojnih

drugih, istovremeno ekstrahiranih i vjerojatno interferentnih spojeva,
prisutnih u koncentracijama koje su nekoliko redova veli¢ine

vece od koncentracija predmetnih analita. Kod metoda plinske
kromatografi je/masene spektrometrije (GC/MS) nuzno je razlikovati
izmedu razli¢itih kongenera, na primjer izmedu toksiénih (npr. 17
2,3,7,8-supstituiranih PCDD-a i PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a) i



drugih kongenera. Biotestovi moraju omogucditi selektivho odredivanje
vrijednosti TEQ kao sume PCDD-a, PCDF-a i dioksinu sli¢nih

PCB-a;

— Visoka to¢nost (istinitost i preciznost). Postupak odredivanja

mora dati valjane i pouzdane procjene stvarne koncentracije u uzorku.
Potrebna je visoka to¢nost (to¢nost mjerenja: suglasnost izmedu
rezultata mjerenja sa stvarnom ili dogovorenom vrijednosti mjerene
veli¢ine) kako bi se sprije¢ilo odbacivanje rezultata analize uzorka

na temelju slabe pouzdanosti procjene TEQ. Toénost se iskazuje kao
istinitost (razlika izmedu srednje vrijednosti koja je izmjerena za

analit u certifi ciranom materijalu i njegove certifi cirane vrijednosti,
iskazano kao postotak te vrijednosti ) i preciznost (RSDk, relativna
standardna devijacija dobivena iz rezultata pod uvjetima obnovljivosti).
Orijentacijske metode mogu ukljuéivati biotestove i GC/MS

metode; potvrdne metode su metode visoko djelatne plinske kromatografi
je/ visoko djelatne masene spektrometrije (HRGC/HRMS).

Za ukupnu vrijednost TEQ moraju se ispuniti sljede¢a mjerila:
Orijentacijske

metode

Potvrdne metode

Udjel lazno negativnih

rezultata

< 1%

Istinitost — 20% do + 20%

Preciznost RSDr < 30% < 15%

6. Posebni zahtjevi koje moraju ispunjavati GC/MS metode

koje se koriste u svrhu orijentacije ili potvrde

— Pri vrednovanju analiticke metode, unutarnji standardi

PCDD/F-ova supstituirani klorom na polozaju 2, 3, 7, 8 i obiljezeni
izotopom 13C i unutarnji standardi dioksinima sli¢ni PCB-i obiljezeni
izotopom 13C moraju se dodati na samom pocetku analitickog
postupka, npr. prije ekstrakcije. Najmanje se mora dodati po jedan
kongener za sve tetra do okta-klorirane homologne skupine za
PCDD/F-a i najmanje po jedan kongener za sve homologne skupi-
Potvrdne metode su metode koje daju potpune ili dodatne informacije
putem kojih se mogu identifi cirati i to¢no kvantitativno

odrediti dioksini i dioksinu sli¢ni PCB-i na razini znagajne vrijednosti.

2. Kontekst primjene

Budué¢i da uzorci iz okolisa i bioloski uzorci (uklju¢ujuéi uzorke

krmiva/hrane za zivotinje) opéenito sadrze kompleksne smjese razli¢itih



kongenera dioksina razvijen je koncept faktora ekvivalentne
toksi¢nosti (TEF) kako bi se olaksala procjena opasnosti. TEF-ovi su
uvedeni za iskazivanje koncentracija smjesa 2; 3; 7; 8-supstituiranih
PCDD-a i PCDF-a i nekih ne-orto i mono-orto klor-supstituiranih
PCB-a s djelovanjem sliénim dioksinu u ekvivalentima toksi¢nosti
(TEQ) 2; 3; 7; 8-TCDD-a. Koncentracije pojedinaé¢nih tvari u danom
uzorku pomnoze se s odgovaraju¢im TEF-om i zatim zbroje kako bi
se dobila ukupna koncentracija spojeva sli¢nih dioksinu iskazana u
ekvivalentima toksi¢nosti.

Isklju¢ivo za potrebe ovoga Pravilnika, prihvatljiva specifi ¢na
granica kvantifi kacije pojedina¢nog kongenera je koncentracija
analita u ekstraktu uzorka koja proizvodi odziv instrumenta na dva
razli¢ita iona koji se prate s omjerom S/S (signal/sum) (engl. S/N
signal/noise) 3:1 za manje osjetljiv signal i ispunjavanje temeljnog
zahtjeva, npr. vrijeme retencije i omjer izotopa sukladno postupku
odredivanja opisanom u EPA-inoj metodi 1613, revizija B.

3. Zahtjevi za osiguranje kvalitete kojima treba udovoljiti
tijekom pripreme uzorka

Primjenjuju se opée odredbe za pripremu uzoraka za analizu iz
Priloga Il. ovoga Pravilnika.

Osim toga treba udovoljiti i sljede¢im zahtjevima:

— uzorke treba ¢uvati i prenositi u staklenim, aluminijskim,
polipropilenskim ili polietilenskim posudama. Iz posude za uzorke
treba odstraniti tragove papirne prasine. Staklene se posude ispiru
otapalima koja su prethodno provjerena na prisutnost dioksina;
—slijepa proba se vrsi tako da se provede cjelokupan analiticki
postupak, ali bez uzorka;

— masa uzorka koji se koristi za ekstrakciju mora biti dovoljna

da ispunjava zahtjeve glede osjetljivosti.

4. Zahtjevi za laboratorije

— Laboratoriji trebaju prikazati uginkovitost metode u podrugju
znacajne vrijednosti, npr. na razini jednakoj 0,5x, 1x i 2x znacajne
vrijednosti s prihvatljivim koefi cijentom varijacije za ponovljene
analize. Za detalje o mjerilima prihvatljivosti vidi to¢ku 5. ovoga
Dijela.

— Granica kvantifi kacije za potvrdnu metodu ne bi trebala prijeci
jednu petinu znaéajne vrijednosti kako bi se u podru¢ju razmatrane
vrijednosti osigurali prihvatljivi koefi cijenti varijacije.

— Redovite slijepe kontrole i pokusi s dodavanjem ili analize

kontrolnih uzoraka (ako je dostupan, pozeljan je certifi cirani referentni



materijal) provode se kao mjere interne kontrole kvalitete.

— Najbolji je natin kojim laboratorij dokazuje struénost u

provodenju odredenih analiza uspjesno sudjelovanje u medulaboratorijskom
odredivanju za ocjenu struénosti laboratorija. Uspjesno

sudjelovanje u medulaboratorijskom odredivanju, npr. za uzorke tla

ili otpadnih voda, ipak ne dokazuje nuzno struénost na podrugju

uzoraka hrane ili hrane za zivotinje u kojima se susre¢u nize razine
kontaminacije. Zbog toga je obvezno stalno sudjelovanje u medulaboratorijskim
odredivanjima za odredivanje dioksina i dioksinu

slicnih PCB-a u mjerodavnim matricama hrane za zivotinje/hrane.
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— Za potvrdu ucinkovitosti testa u zna¢ajnom podrugju radi
provjere znacajne vrijednosti koriste se dodatni referentni uzorci u
kojima su koli¢ine 0,5 i 2 puta vece od znacajne vrijednosti.

— Za ispitivanje ostalih matriksa potrebno je dokazati prikladnost
jednog ili vise referentnih uzoraka, najbolje ukljugivanjem

uzoraka za koje je HRGC/HRMS analiza pokazala da sadrze TEQ u
razini referentnoga uzorka ili tako da se slijepa proba obogati standardom
na toj razini.

— Buduéi da se u biotestovima ne mogu koristiti interni standardi,
vrlo su vazna ispitivanja ponovljivosti kako bi se dobili podaci

o standardnoj devijaciji unutar jedne serije ispitivanja. Koefi cijent
varijacije mora biti manji od 30%.

— U primjeni biotestova moraju se utvrditi ciljni spojevi, moguce
interferencije i najvece prihvatljive razine za slijepe probe.
Kvantitativni pristup

Kvantitativni pristup zahtijeva seriju razrijedenih standarda,
dvostruko ili trostruko procis¢avanje i mjerenje te kontrolu slijepe
probe i iskoristenja. Rezultat se moze iskazati kao TEQ, ¢ime se pretpostavlja
da spojevi odgovorni za signale odgovaraju nacelu TEQ-a.

U tu se svrhu moze koristiti TCDD (ili standardna smjesa dioksina/
furana/dioksinima sli¢nih PCB-a) kako bi se dobila kalibracijska
krivulja za izracun razine TEQ-a u ekstraktu i u uzorku. Rezultat
razine TEQ-a se naknadno korigira za vrijednost slijepe probe (kako

bi se isklju¢io utjecaj netistoca koje potjecu iz koristenih otapala i



kemikalija) i za iskoristenje (izracunato u kontroli kvalitete uzorka iz
razine TEQ-a koja je priblizna odgovaraju¢oj razini interesa). Vazno

je napomenuti kako na smanjenje iskoristenja dijelom moze utjecati
matriks efekt i/ili razlike izmedu vrijednosti TEF-a iz biotestova i
sluzbenih vrijednosti TEF-a koje je odredila Svjetska zdravstvena
organizacija (engl. World Health Organisation — WHO).

7.2 Zahtjevi za orijentacijske analitic ke metode

— Za orijentaciju se mogu koristiti analiticke GC/MS metode

i biotestovi. Za GC/MS metode primjenjuju se zahtjevi navedeni u
tocki 6. ove Glave. Posebni zahtjevi za stani¢ne biotestove navedeni
su u tocki 7.3. ove Glave, a za biotestove u kitu u toc¢ki 7.4. ove Glave.
— Potrebno je dobiti podatke o broju lazno pozitivnih i lazno
negativnih rezultata iz velikog broja uzoraka s kolicinama ispod ili
iznad najvise dopustene koli¢ine ili razine postupanja u odnosu na
udio TEQ-a utvrden potvrdnom analitictkom metodom. Stvarni udio
lazno negativnih uzoraka mora biti manji od 1%. Udio lazno pozitivnih
uzoraka mora biti dovoljno nizak da orijentacijska metoda

bude prihvatljiva.

— Pozitivni rezultati uvijek se moraju potvrditi potvrdnom

analitickom metodom (HRGC/HRMS). Dodatno, uzorci iz Sirokog
raspona TEQ vrijednosti potvrduju se HRGC/HRMS (priblizno od 2

do 10% negativnih uzoraka). Treba omoguditi dostupnost podataka

o odnosu rezultata dobivenih biotestom i HRGC/HRMS metodom.
7.3. Posebni zahtjevi za stani¢ ne biotestove

— Kod provedbe biotesta, za svaku je seriju odredenoga biotesta
potreban niz referentnih koncentracija TCDD-a ili smjese dioksina/
furana (Gitava krivulja odgovora na dozu pri R2 > 0,95). Medutim,

za potrebe orijentacijske metode, kod analize uzoraka s niskim koncentracijama
moze se upotrijebiti prosirena krivulja za nize razine.

— Na kontrolnoj karti kvalitete moraju se prikazati rezultati biotesta
kroz odredeno neprekinuto razdoblje za referentnu koncentraciju
TCDD-a (priblizno trostruka granica kvantifi kacije). Umjesto

toga, moze se koristiti relativan odgovor referentnoga uzorka u odnosu
na kalibracijski pravac za TCDD, buduéi da stani¢ni odgovor

moze ovisiti 0 mnogo ¢imbenika.

ne za dioksinima sliéne PCB-e (ili najmanje po jedan kongener za
svaki izabrani ion u spektrometriji masa koja se koristi za praé¢enje
PCDD/F-ova odnosno dioksinu sli¢nih PCB-a). Najbolje je koristiti,
osobito za potvrdne metode, svih 17 unutarnjih standarda PCDD/Fova

supstituiranih na polozaju 2, 3, 7, 8 i obiljezenih izotopom 13C i



svih 12 unutarnjih standarda dioksinima sli¢nih PCB-a obiljezenih
izotopom 13C.

— Relativne faktore odgovora treba utvrditi i za one kongenere

za koje se ne dodaje analog obiljezen izotopom 13C, tako $to ¢e se
koristiti odgovarajuce kalibracijske otopine.

— Za hranu biljnog i zivotinjskoga podrijetla koja sadrzi manje

od 10% masti, interni se standardi obavezno dodaju prije ekstrakcije.
Za hranu zivotinjskoga podrijetla u kojoj je udjel masti ve¢i od

10%, interni se standardi mogu dodati prije ili poslije ekstrakcije
masti. Mora se provesti odgovarajuée vrednovanje ucinkovitosti ekstrakcije,
ovisno o fazi u kojoj se interni standardi dodaju, te o tome

iskazuju li se rezultati na cijeli uzorak ili na udio masti u uzorku.

— Prije analize GC/MS treba dodati 1 ili 2 (surogat) standarda

radi provjere iskoristenja.

— Potrebno je kontrolirati iskoristenje. Za potvrdne metode
iskoristenje pojedinaénih internih standarda mora biti izmedu 60% i
120%. Prihvatljivo je manje ili veée iskoristenje za pojedina¢ne kongenere,
a posebno za neke hepta- i okta-klorirane dibenzodioksine i
dibenzofurane, pod uvjetom da je njihov doprinos vrijednosti TEQ
manji od 10% ukupne vrijednosti TEQ (dobivene na temelju zbroja
PCDD/F-ova i dioksinima sli¢nih PCB-a). Za orijentacijske metode
iskoristenje mora biti izmedu 30% i 140%.

— Dioksini se od kloriranih spojeva koji mogu interferirati u

analizi, poput PCB-a koji nisu sli¢ni dioksinu te kloriranih difenil

etera, odvajaju odgovaraju¢im kromatografskim tehnikama (najbolje
pomocu kolone s fl orisilom, aluminijevim oksidom i/ili aktivnim
ugljenom).

— Razdvajanje izomera plinskom kromatografi jom mora biti
zadovoljavajuce (preklapanje signala 1, 2, 3, 4, 7, 8-HxCDF i signala
1,2,3,6,7, 8-HXCDF < 25% od pika do pika).

— Tetra do okta-klorirani dioksini i furani odreduju se sukladno
EPA-inoj metodi 1613, revizija B, metodom izotopnog razrjedenja uz
primjenu HRGC/HRMS-a odnosno drugom metodom s ekvivalentnim
kriterijima ucinkovitosti.

— Razlika izmedu gornje i donje granice ne smije biti ve¢a od

20% za hranu za zivotinje u kojoj je kontaminacija dioksinima u podrugju
oko ili iznad najvise vrijednosti. Za hranu za zZivotinje u kojoj

je kontaminacijska razina osjetno ispod najvise vrijednosti, razlika
moze biti u podrugju od 25% — 40%.

7. Orijentacijske analiticke metode



7.1 Uvod

Razli¢iti analiti¢ki pristupi mogu se primijeniti za orijentacijske
metode: samo orijentacijski pristup i kvantitativni pristup.
Orijentacifjski pristup

Rezultati analize uzoraka usporeduju se s rezultatima referentnog
uzorka. Uzorci ¢iji su rezultati manji od rezultata referentnog
uzorka smatraju se negativnima, a oni s ve¢im rezultatima su sumnjivo
pozitivni. Zahtjevi su sljededi:

— Uz svaku seriju uzoraka mora se analizirati slijepa proba i
referentni uzorak/ci koji se ekstrahiraju i analiziraju pod identi¢nim
uvjetima. Rezultat referentnog uzorka mora nedvojbeno biti ve¢i od

rezultata slijepe probe.
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Ako se nesigurnost mjerenja racuna iz grani¢ne koncentracije
analita CCa (kako je opisano u tocki 2. Glavi I. ovoga Dijela B) tada

se mora navesti i taj parametar.
PRILOG VI

ANALITICKE METODE ZA ODREDIVANJE
SASTOJAKA ZIVOTINJSKOG PODRIJETLA ZA

SLUZBENU KONTROLU HRANE ZA ZIVOTINJE

UVJETI ZA MIKROSKOPSKU DETEKCIU,

IDENTIFIKACIJU ILI PROCJENU SASTOJAKA

ZIVOTINJSKOG PODRIJETLA U HRANI ZA ZIVOTINJE

1. Cilj i podrugje primjene

Ovi se uvjeti primjenjuju kada se utvrdivanje sastojaka Zivotinjskog
podrijetla (odredenih kao proizvodi iz prerade trupa ili dijelova
tijela sisavaca, peradi i riba) u hrani za zivotinje provodi mikroskopskim
pregledom u okviru koordiniranog programa inspekcije

u podrudju hranidbe Zivotinja sukladno Pravilniku o sluzbenim
kontrolama koje se provode radi verifi kacije postupanja u skladu s
odredbama propisa o hrani i hrani za Zivotinje, te propisa o zdravlju
i zastiti zivotinja (» Narodne novine € broj 99/07 i 74/08)17.

Ako se u svim sluzbenim testovima koriste metode iz ovog Priloga,

mogu se provesti i dodatni testovi koji se temelje na izmijenjenoj



ili drugoj metodi kako bi se poboljsala detekcija odredenih vrsta
sastojaka zivotinjskog podrijetla ili za podrobnije odredivanje izvora
sastojaka zivotinjskog podrijetla. Osim toga, kod pregledavanja nekih
posebnih sastojaka Zivotinjskog podrijetla, poput plazme ili kosti

u loju (vidi takoder to¢ku 9. ovoga Priloga) moze se koristiti inadica
protokola pod uvjetom da se navedene analize provode dodatno uz
analize predvidene uskladenim programom inspekcije.

2. Osjetljivost

Ovisno o vrsti sastojaka zivotinjskog podrijetla, u hrani za Zivotinje
mogu se detektirati vrlo male razine (< 0,1%).

3. Nacelo

Za identifi kaciju se koristi reprezentativni uzorak, uzet sukladno
odredbama Priloga I. ovoga Pravilnika te pripravljen na primjeren
nacin. Za obradu hrane za Zivotinje s niskim udjelom vode
primjeren je sljede¢i protokol. Prije obrade se hrana za Zivotinje sa
udjelom vode ve¢im od 14% osusi (kondenzira). Posebne vrste hrane
za zivotinje ili krmiva (npr. masti, ulja) treba namjenski obraditi

(vidi to¢ku 9. ovoga Priloga). Sastojci zivotinjskog podrijetla utvrduju
se na temelju tipi¢nih, mikroskopski prepoznatljivih karakteristika

(tj. misi¢nih vlakana i ostalih dijelova mesa, hrskavice, kosti,

rogova, dlake, ¢ekinja, krvi, perja, ljuske jaja, ribljih kosti, ljusaka).
Identifi kacija se mora izvrsiti na prosijanoj frakciji (to¢ka 6.1. ovoga
Priloga) i koncentriranom talogu (to¢ka 6.2. ovoga Priloga) uzorka.
4. Reagensi

4.1. Sredstvo za pripremu preparata

4.1.1. Kloral-hidrat (vodeni, 60% w/v)

4.1.2. Luzina (NaOH 2,5% w/v ili KOH 2,5% w/v) za prosijane

frakcije

17 Pravilnikom su preuzete odredbe Uredbe (EZ) br. 882/2004 Europskog
parlamenta i Vije¢a od 29. travnja 2004. godine o sluzbenim kontrolama

koje se provode radi verifi kacije postupanja u skladu s odredbama propisa o
hrani i hrani za Zivotinje, te propisa o zdravlju i dobrobiti zivotinja.

— Dijagrami kontrole kvalitete za svaki tip referentnoga materijala
biljeze se i provjeravaju kako bi se osigurao rezultat sukladan
navedenim smjernicama.

— Posebno kod kvantitativnih izracuna, razrijedenost uzorka

mora biti u linearnom podru¢ju odzivne krivulje. Uzorci s odgovorom
iznad linearnog podruéja odzivne krivulje moraju se razrijediti

i ponovo testirati. Stoga valja istodobno testirati najmanje tri ili vise

razrjedenja.



— Postotak standarde devijacije ne smije biti ve¢i od 15% pri
trostrukom odredivanju za svako razrjedenje uzorka, niti smije biti
vec¢i od 30% izmedu tri neovisna testiranja.

— Granica detekcije moze biti tri puta ve¢a od standardne devijacije
za otopinu slijepe probe odnosno od pozadinskog suma. Drugi

je pristup primjena odgovora viseg od pozadinskoga suma (faktor
indukcije 5x slijepa proba otapala) koji se izraéunava iz kalibracijske
krivulje za taj dan. Granica kvantifi kacije moze biti postavljena kao
5 - 6 puta vec¢a od standardne devijacije u odnosu na slijepu probu
otapala ili od pozadinskog suma, odnosno moze se primijeniti odgovor
koji je neupitno vec¢i od pozadinskoga suma (faktor indukcije

10x slijepa proba otapala) koji se izraéunava iz kalibracijske krivulje
za taj dan.

7.4. Posebni zahtjevi za biotestove u kitu

— Potrebno je osigurati dovoljnu osjetljivost i pouzdanost biotestova
u kitu kada se primjenjuju za hranu za zivotinje.

— Za pripremu uzorka i analize treba slijediti upute proizvodaca.

— Testni kitovi ne smiju se rabiti nakon isteka roka valjanosti.

— Ne smiju se rabiti materijali i sastojci namijenjeni uporabi s
drugim kompletima.

— Testni se kitovi ¢uvaju na odredenom rasponu temperatura

te se rabe na odredenoj radnoj temperaturi.

— Granica detekcije za imunotestove odreduje se kao suma

srednje vrijednosti i trostruke standardne devijacije, a na temelju

10 ponovljenih analiza slijepe probe, koja se dijeli s nagibom krivulje
u jednadzbi linearne regresije.

— Za laboratorijsko testiranje moraju se koristiti referentni standardi
koji osiguravaju odgovor standarda u prihvatljivom podrugju.

8. Izvjesca o ispitivanju

Ovisno o koristenom analitickom postupku, podaci koje izvjes¢e

0 ispitivanju mora sadrzavati su razine pojedinaénih kongenera
PCDD/F-a i PCB-a, a analiti¢ki rezultati trebaju biti navedeni kao
vece, manje ili srednje, kako bi se uklju¢ila maksimalna koli¢ina
podataka u izvjes¢a o rezultatima i omoguéilo tumadenje rezultata
sukladno posebnim zahtjevima.

U izvjestaj mora biti uklju¢en udio masti u uzorku kao i metoda
ekstrakcije masti.

Iskori§tenja pojedinih internih standarda moraju biti navedena

u slu¢aju da su izvan raspona navedenog u tocki 6. ove Glave, u

slu¢aju da je dobiveni rezultat veci od najveé¢e dopustene razine te u



drugim slu¢ajevima na poseban zahtjev.

Pri odluci o sukladnosti uzorka u obzir treba uzeti mjernu nesigurnost
koja mora biti dostupna. Rezultati analize se prikazuju kao

x X} U, gdje je x rezultat analize, a U je prosirena mjerna nesigurnost
uz faktor obuhvata 2, ¢ime se dobiva razina pouzdanosti od oko
95%. Odreduju li se dioksini odvojeno od dioksinima sli¢nih PCB-a,
tada se zbrajaju procijenjene prosirene nesigurnosti za pojedina¢ne
rezultate analiza dioksina i dioksinima sli¢nih PCB-a, koristene za

sumu dioksina i dioksinu sli¢nih PCB-a.
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razli¢itim povecanjima kako bi se detektirali sastojci Zivotinjskog
podrijetla.

Mikroskopski preparati iz prosijanih frakcija sa sitnim ¢esticama
sustavno se pregledavaju mikrobioloskim sastavljenim mikroskopom
(tocka 5.6. ovoga Priloga) pod razli¢itim povecanjima kako

bi se detektirali sastojci zivotinjskog podrijetla.

6.2. Identifi kaclja sastojaka zivotinjskog podrijetla u koncentriranom
talogu

U lijevke za odjeljivanje ili posudu s konusnim dnom za talozenje
prenese se najmanje 5 g (s preciznoséu od 0,01 g) uzorka i

obradi s najmanje 50 mL tetrakloretilena (to¢ka 4.3.1. ovoga Priloga).
Smjesa se vise puta promucka ili promijesa.

— Ako se koristi zatvoreni lijevak za odjeljivanje, otopina se

ostavi stajati dovoljno dugo (najmanje 3 minute) prije odvajanja taloga.
Vise puta se promucka i otopina ponovo ostavi stajati najmanje

3 minute. Ponovo se odvoji talog.

— Ako se koristi otvorena ¢asa, otopina se ostavi stajati najmanje

5 minuta prije odvajanja taloga.

Cjelokupni talog se osusi i zatim izvaze (s preciznoséu od 0,001

g). Vaganje je potrebno samo kada se zahtijeva procjena. Ako se
talog sastoji od velikog broja krupnijih ¢estica, moze se prosijati kroz
sito (toc¢ka 5.3. ovoga Priloga) u dvije frakcije. Osuseni se talog pregleda
pod stereomikroskopom (toc¢ka 5.5. ovoga Priloga) i mikrobioloskim
sastavljenim mikroskopom (to¢ka 5.6. ovoga Priloga) kako

bi se detektirali strukturni dijelovi kosti.



6.3. Uporaba sredstava za pripremu preparata i reagensa

za bojanje

Mikroskopska identifi kacija sastojaka zivotinjskog podrijetla

moze biti potpomognuta posebnim sredstvima za pripremu preparata
i reagensima za bojanje.

Kloral hidrat (to¢ka 4.1.1. ovoga Priloga): Uz oprezno zagrijavanje
stani¢ne se strukture vide bolje zato §to se skrobna zrnca
zelatiniziraju, a nepozeljni sastojci stanice uklone.

LuZina (to¢ka 4.1.2. ovoga Priloga): Uzorak hrane za zivotinje

ocisti se natrijevim hidroksidom ili kalijevim hidroksidom, $to olaksava
detekciju misi¢nih vlakana, dlake i drugih keratinskih struktura.

Parafi nsko ulje i glicerol (to¢ka 4.1.3. ovoga Priloga): Strukturni
dijelovi kosti mogu se dobro identifi cirati u tom sredstvu za pripremu
preparata zato $to je veéina kostanih lakuna i dalje ispunjena

zrakom koje se vide kao crne rupe veli¢ine priblizno 5 — 15 pm.
Otopina joda/kalijevog jodida (to¢ka 4.4.1. ovoga Priloga): Koristi

se za detekciju skroba (plavo-ljubi¢asto obojenje) i bjelanéevina
(zuto-narancasto obojenje). Po potrebi, otopine se mogu razrijediti.
Otopina alizarin crvenila (to¢ka 4.4.2. ovoga Priloga): Crveno/
ruzi¢asto obojenje kosti, ribljih kosti i ljusaka. Prije susenja taloga

(vidi tocku 6.2. ovoga Priloga), cjelokupni se talog prenese u staklenu
epruvetu i dvaput ispere s priblizno 5 mL alkohola (tocka 4.2.1.

ovoga Priloga) (svaki se put koristi vrtlozna mijesalica, a otapalo

se ostavi stajati priblizno 1 minutu i zatim odlije). Prije uporabe
reagensa za bojanje, talog se izbijeli dodavanjem najmanje 1 mL
otopine natrijevog hipoklorita (to¢ka 4.5.1. ovoga Priloga). Reakcija
se razvija 10 minuta. Epruveta se napuni vodom, talog se ostavi
stajati 2 — 3 minute, voda i suspendirane Cestice se odliju. Talog se
dvaput ispere s 10 mL vode (koristi se vrtlozna mijesalica, ostavi

se istaloziti i svaki se put odlije voda). Doda se 2 — 10 ili vise kapi
(ovisno o koli¢ini ostatka) otopine alizarin crvenila. Smjesa se promucka,
reakcija se razvija nekoliko sekundi. Obojani se talog dvaput

ispere s priblizno 5 mL alkohola (to¢ka 4.2.1. ovoga Priloga), zatim
4.1.3. Parafi nsko ulje ili glicerol (viskoznost: 68 — 81) za mikroskopsko
promatranje taloga

4.2. Sredstva za ispiranje

4.2.1. Alkohol, 96%

4.2.2. Aceton

4.3. Sredstvo za koncentriranje

4.3.1. Tetrakloretilen (gustoca 1,62)



4.4. Reagensi za bojanje

4.4.1. Otopina joda/kalijevog jodida (otopi se 2 g kalijevog jodida
u 100 mL vode, zatim se uz ¢esto mué¢kanje doda 1 g joda.)

4.4.2. Alizarin crvenilo (otopi se 2,5 mL 1M kloridne kiseline u

100 mL vode i toj se otopini doda 200 mg alizarin crvenila.)

4.4.3. Cistinski reagens (2 g olovnog acetata, 10 g NaOH/100

mL H20)

4.4.4. Otopina joda/kalijevog jodida (rastopljeno u 70% etanolu)
4.5. Reagens za izbjeljivanje

4.5.1. Komercijalna otopina natrijevog hipoklorita (9,6% aktivhog
klora)

5. Oprema i pomagala

5.1. Analiticka vaga (preciznost 0,01 g, za koncentrirani talog:
0,001 g)

5.2. Pribor za mljevenje (mlin ili muzar, osobito za hranu za
zivotinje koja kod analize sadrzi > 15% masti)

5.3. Sito s mrezicom kvadratnih o¢ica sirine najvise 0,50 mm

5.4. Lijevak za odjeljivanje ili posuda s konusnim dnom za talozenje
5.5. Stereomikroskop (najmanje 40x povecanje)

5.6. Mikrobioloski sastavljeni mikroskop (najmanje 400x povecanje),
propusteno svjetlo ili polarizirano svjetlo

5.7. Standardno laboratorijsko posude od stakla

Sva se oprema mora temeljito odistiti. Lijevci za odjeljivanje i
stakleno posude trebaju se oprati u stroju za pranje posuda. Sita se
moraju ocistiti ¢etkom s tvrdim dlacicama.

6. Postupak

Hrana za Zivotinje u zrnu moze se prethodno prosijati ako se

obje frakcije analiziraju kao odvojeni uzorci.

Obradi se najmanje 50 g uzorka (po potrebi, oprezno se samelje
prikladnom opremom za mljevenje (to¢ka 5.2. ovoga Priloga) kako
bi se dobila odgovarajuca struktura). Iz samljevenog se materijala
izuzmu dva reprezentativna dijela, jedan za frakciju za prosijavanje
(najmanje 5 g) (tocka 6.1. ovoga Priloga) i jedan za koncentrirani
talog (najmanje 5 g) (tocka 6.2. ovoga Priloga). Za identifi kaciju se
dodatno moze primijeniti bojanje s reagensima za bojanje (to¢ka
6.3. ovoga Priloga).

Za utvrdivanje prirode zivotinjskih bjelanéevina i podrijetla

Cestica, moze se koristiti sustav potpore odlucivanja poput ARIES i
referentni uzorci mogu biti dokumentirani.

6.1. Utvrdivanje sastojaka zivotinjskog podrijetla u prosijanim



frakcijama

Kroz sito se prosije najmanje 5 g uzorka (to¢ka 5.3. ovoga Priloga)

u dvije frakcije.

Prosijane frakcije s velikim ¢esticama (ili reprezentativni dio

frakcije) nanesu se u tankom sloju na primjerenu podlogu i sustavno

pregledavaju stereomikroskopom (toc¢ka 5.5. ovoga Priloga) pod
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cijski faktor (%) za procijenjeni udio ribljih kosti i dijelova ljusaka u
talogu, f = korekcijski faktor za udio kosti u sastojcima zivotinjskog
podrijetla u pregledanom uzorku, W = masa materijala uzorka za
sedimentaciju (mg)).

8. Prikaz rezultata pretraZivanja

Izvije$¢e sadrzi najmanje podatke o prisutnosti dijelova podrijetlom

od kopnenih zivotinja i ribljeg bragna. O razli¢itim se primjerima
izvjestava na sljedeéi nagin:

8.1. S obzirom na prisutnost dijelova podrijetlom od kopnenih
Zivotinja:

— koliko je moguce utvrditi mikroskopskim pregledom, u dostavljenom
uzorku nije utvrdena prisutnost dijelova podrijetlom od

kopnenih zivotinja,

ili

— koliko je moguce utvrditi mikroskopskim pregledom, u dostavljenom
uzorku je utvrdena prisutnost dijelova podrijetlom od

kopnenih zivotinja.

8.2. i, s obzirom na prisutnost ribljeg brasna:

— koliko je moguce utvrditi mikroskopskim pregledom, u dostavljenom
uzorku nije utvrdena prisutnost dijelova podrijetiom od

ribe,

ili

— koliko je moguce utvrditi mikroskopskim pregledom, u dostavljenom
uzorku je utvrdena prisutnost dijelova podrijetlom od

ribe.

Kada se utvrdi prisutnost dijelova podrijetlom od ribe ili podrijetlom
od kopnenih zivotinja, u izvijeséu o rezultatima pretraZivanja

moze se, po potrebi, dodatno navesti procjena razine detektiranih



dijelova (x% < 0,1%; 0,1 — 0,5%; 0,5 — 5% ili > 5%), nadalje utvrditi
vrstu kopnene zivotinje, ako je to moguce, te odrediti dijelove zivotinjskog
podrijetla (misi¢na vlakna, hrskavica, kosti, rogovi, dlaka,

cekinje, krv, ljuske jaja, riblje kosti, ljuske).

Kada se procjenjuje koli¢ina sastojaka zivotinja, treba navesti
koristeni korekcijski faktor f.

Kada se utvrduju dijelovi kosti kopnenih zivotinja, izvijes¢e

treba sadrzavati dodatni navod:

> Ne moze se iskljugiti moguénost da su gornji dijelovi podrijetiom
od sisavaca. <

Takav dodatni navod nije potreban kada su dijelovi kosti kopnenih
zivotinja to¢no navedeni kao dijelovi kosti peradi ili sisavaca.

9. Alternativni protokol za analizu masti ili ulja

Za analizu masti ili ulja moze se koristiti sljede¢i protokol:

— Ako je mast u krutom stanju, zagrijava se, na primjer u mikrovalnoj
pecnici, dok ne postane tekuca.

— Pipetom se prenese 40 mL masti s dna uzorka u epruvetu za
centrifugiranje.

— Centrifugira se 10 minuta na 4000 okr./min.

— Ako se mast skrutnula nakon centrifugiranja, ponovo se zagrijava
u pecnici dok ne postane tekuc¢a. Ponovo se centrifugira 5

minuta na 4000 okr./min.

— Polovica dekantirane necistoc¢e se prenese malom Zli¢icom

ili lopaticom u malu Petrijevu zdjelicu ili na mikroskopsko stakalce
za mikroskopsku identifi kaciju moguceg udjela dijelova zivotinja
(mesnih vliakana, perja, dijelova kosti itd.). Kao sredstvo za pripremu
preparata za mikroskopiranje preporuca se parafi nsko ulje ili
glicerol.

jedanput acetonom (tocka 4.2.2. ovoga Priloga) (svaki se put koristi
vrtlozna mijesalica, a otapalo se ostavi stajati priblizno 1 minutu i
zatim odlije). Talog je tada spreman za susenje.

Cistin reagens (to¢ka 4.4.3. ovoga Priloga): Uz oprezno zagrijavanje,
sastojci koji sadrze cistin (dlake, perje itd.) oboje se crnosmede.

6.4. Pregled hrane za zivotinje koja moze sadravati riblje

brasno

Pod mikrobioloskim sastavljenim mikroskopom pregleda se
najmanje jedan mikroskopski preparat iz sitno prosijane frakcije i
sitne frakcije taloga (vidi tocke 6.1.i 6.2. ovoga Priloga).

Kada se na oznaci navodi da sastojci sadrze riblje brasno ili

kada kod pocetnog pregleda postoji sumnja ili se detektira riblje



brasno, iz izvornog uzorka treba pregledati najmanje dva dodatna
mikroskopska preparata iz sitno prosijane frakcije i ukupne frakcije
taloga.

7. Izracun i procjena

Nadlezno tijelo osigurava da se postupci opisani u ovoj tocki
koriste u provedbi sluzbenih analiza za procjenu razine (a ne samo
prisutnosti) sastojaka Zivotinjskog podrijetla.

Izracun se moze izvrsiti iskljuéivo ako sastojci zivotinjskog podrijetla
sadrze dijelove kosti.

Dijelovi kosti toplokrvnih kopnenih Zivotinjskih vrsta (j. sisavaca

i ptica) mogu se u mikroskopskim preparatima razlugiti od

razli¢itih vrsta ribljih kosti na temelju tipi¢nih kostanih lakuna.

Udjel sastojaka zivotinjskog podrijetla u uzorkovanom se materijalu
procjenjuje s obzirom na:

— procijenjeni udio (% mase) kostanih dijelova u koncentriranom
talogu, i

— udio (% mase) kosti u sastojcima zivotinjskog podrijetla.

Procjena se mora temeljiti na najmanje tri mikroskopska preparata
(ukoliko je moguce) i najmanje pet polja po preparatu. Koncentrirani
talog u krmnim smjesama u pravilu ne sadrzi samo dijelove

kosti kopnenih zivotinja i riba, nego i druge dijelove visoke specifi ¢ne
mase, npr. minerale, pijesak, odrvenjele dijelove biljaka i sli¢no.

7.1. Procijenjena vrijednost postotnog udjela kostanih dijelova

% dijelova kosti kopnenih zivotinja = (S x ¢)/W

% dijelova ribljih kosti i ljusaka = (S x d)/W

(S = masa taloga (mg), ¢ = korekcijski faktor (%) za procijenjeni
udio kosti kopnenih Zivotinja u talogu, d = korekcijski faktor

(%) za procijenjeni udio ribljih kosti i dijelova ljusaka u talogu, W

= masa materijala uzorka za sedimentaciju (mg)).

7.2. Procijenjena vrijednost sastojaka zivotinjskog podrijetia

Udio kosti u proizvodima Zivotinjskog podrijetla moze se znatno
razlikovati. (Udio kosti u kostanom brasnu reda je veli¢ine 50 —
60%, u mesnom brasnu reda veli¢ine 20 — 30%; u ribljem se brasnu
udio kosti i ljusaka razlikuje s obzirom na kategoriju i podrijetlo
ribljeg brasna, obi¢no je reda veli¢ine 10 — 20%)).

Ako je poznata vrsta brasna Zivotinjskog podrijetla prisutnog u
uzorku, moguce je procijeniti udio:

Procijenjeni udio sastojaka proizvoda od kopnenih zivotinja

(%) = (S x ¢)/(W x f) x 100

Procijenjeni udio sastojaka ribljih proizvoda (%) = (S x d)/(W



x f) x 100
(S = masa taloga (mg), ¢ = korekcijski faktor (%) za procijenjeni

udio kostanih sastojaka kopnenih zivotinja u talogu, d = korekPONEDJELJAK,

27. PROSINCA 2010. BROJ 146 — STRANICA 57

SLUZBENI LIST REPUBLIKE HR VA TSKE

2. Nacelo

Metil benzokvat se iz uzorka ekstrahira otopinom metanol metansulfonske
kiseline. Ekstrakt se procisti diklormetanom ionskoizmjenjivaékom
kromatografi jom i zatim ponovo diklormetanom.

Udio metil benzokvata odreduje se visoko djelatnom tekuéinskom
kromatografi jom (HPLC) s reverznom fazom uz upotrebu UV detektora.
3. Reagensi

3.1. Diklormetan

3.2. Metanol, za HPLC

3.3. HPLC mobilna faza

Smjesa metanola (tocka 3.2. ovoga Dijela) i vode (za HPLC)

75+ 25 (v +v)

Filtrira se kroz fi Itar 0,22 um (toc¢ka 4.5. ovoga Dijela) i otopina
otplini (npr. 10 minuta u ultrazvuénoj kupelji).

3.4. Otopina metansulfonske kiseline, ¢ = 2%

Metanolom se razrijedi 20,0 mL metansulfonske kiseline do

1000 mL (tocka 3.2. ovoga Dijela).

3.5. Otopina kloridne kiseline, ¢ = 10%

Vodom se razrijedi 100 mL kloridne kiseline (p20 1,18 g/mL)

do 1000 mL.

3.6. Kationska izmjenjivacka smola Amberlite CG-120 (Na), 100

do 200 mesh

Smola se prije uporabe obradi. Suspendira se 100 g smole u 500
mL otopine kloridne kiseline (to¢ka 3.5. ovoga Dijela) i uz stalno
mijesanje zagrijava na grija¢oj plo¢i do klju¢anja. Ostavi se ohladiti i
kiselina se odlije. Filtrira se kroz fi Itar papir pod vakuumom. Smola
se dvaput ispere s 500 mL vode, zatim s 250 mL metanola (to¢ka
3.2. ovoga Dijela). Ispere se jos jednom s 250 mL metanola i osusi
propuhivanjem zraka kroz fi Itriranu pogacéu. Suha se smola pohrani
u zatvorenoj boci.

3.7. Standardna tvar: ¢isti metil benzokvat (7-benziloksi-6-butil-
3-metoksikarbonil-4-kinolon)

3.7.1. Standardna osnovna otopina metil benzokvata, 500 ug/



mL

Odvagne se 50 mg standardne tvari (to¢ka 3.7. ovoga Dijela)

s preciznos¢u od 0,1 mg, otopi u otopini metansulfonske kiseline
(tocka 3.4. ovoga Dijela) u graduiranoj tikvici volumena 100 mL,
dopuni do oznake i promijesa.

3.7.2. Intermedijarna standardna otopina metil benzokvata, 50
Hg/mL

Prenese se 5,0 mL osnovne standardne otopine metil benzokvata
(to¢ka 3.7.1. ovoga Dijela) u graduiranu tikvicu volumena 50 mL,
dopuni do oznake metanolom (to¢ka 3.2. ovoga Dijela) i promijesa.
3.7.3. Kalibracijske otopine

U seriju graduiranih tikvica volumena 25 mL prenese se 1,0;

2,0; 3,0; 4,0 5,0 mL intermedijarne standardne otopine metil benzokvata
(to¢ka 3.7.2. ovoga Dijela). Dopuni se do oznake mobilnom

fazom (tocka 3.3. ovoga Dijela) i promijesa. Koncentracija metil benzokvata
u tim otopinama iznosi 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 i 10,0 ug/mL. Te se

otopine moraju pripremiti svjeze prije uporabe.

4. Oprema

4.1. Laboratorijska tresilica

4.2. Tankoslojni rotacioni otpariva¢

4.3. Staklena kolona (250 mm x 15 mm) s pipcem i spremnikom
kapaciteta priblizno 200 mL

— Preostala nectistoca koristi se za sedimentaciju sukladno togki

6.2. ovoga Priloga.
PRILOG VIL

METODA IZRACUNA ENERGETSKE VRIJEDNOST]
KRMNIH SMJESA ZA PERAD

1. Metoda izraduna i izraZzavanja energetske vrijednosti
Energetska vrijednost krmnih smjesa za perad mora se izra¢unati
na temelju postotka nekih analitickih sastojaka hrane za Zivotinje,
prema formuli navedenoj u tekstu $to slijedi. Ova se vrijednost
iskazuje u megadzulima (MJ) metabolicke energije (ME), s korekcijama
za dusik, na kilogram krmne smjese:

MJ/kg ME = 0,1551 x% sirovih bjelanéevina + 0,3431 x%

sirovih masti + 0,1669 x% skroba + 0,1301 x% ukupnog $ecera
(iskazanog kao saharoza).

2. Odstupanja primjenjiva za oznacene vrijednosti

Ukoliko sluzbena inspekcija otkrije razliku izmedu rezultata
pregleda i oznadene energetske vrijednosti (poveéana ili smanjena

energetska vrijednost hrane za zivotinje), dopusteno je najmanje



odstupanje od 0,4 MJ/kg ME.

3. Izrazavanje rezultata

Nakon primjene gore navedene formule dobiveni rezultat treba

biti izrazen na jedno decimalno mjesto.

4. Metode uzorkovanja i analiticke metode

Uzorkovanje krmnih smjesa i odredivanje udjela analiti¢kih

sastojaka navedenih u metodi izraéuna treba se izvrsiti sukladno
metodama propisanim u skladu sa zakonodavstvom Europske unije
(u daljnjem tekstu: EU) i odnosnim analitickim metodama za sluzbene
kontrole hrane za Zivotinje.

Primjenjuje se sljedece:

— za odredivanje udjela sirove masti: postupak B metode za
odredivanje sirovih ulja i masti iz Dijela H Priloga Ill. ovoga Pravilnika,
— za odredivanje udjela skroba: polarimetrijska metoda iz Dijela

L Priloga Ill. ovoga Pravilnika.
PRILOG VIII.

ANALITICKE METODE ZA KONTROLU
PRISUTNOSTI NEDOPUSTENIH DODATAKA
HRANI ZA ZIVOTINJE

Vazne napomene:

Za detekciju prisutnosti nedopustenih dodataka hrani za zivotinje
mogu se primjenjivati osjetljivije analiticke metode od analiti¢kih
metoda navedenih u ovom Prilogu.

Za potvrdu se primjenjuju analiticke metode iz ovoga priloga.

Dio A.

ODREDIVANJE METIL BENZOKVATA
7-benziloksi-6-butil-3-metoksikarbonil-4-kinolon

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucuje odredivanje razine metil benzokvata

u hrani za zivotinje. Granica kvantifi kacije je 1 mg/kg.
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minutu. Eluat se odbaci. Metil benzokvat se iz kolone eluira sa 150
mL otopine metansulfonske kiseline (toc¢ka 3.4. ovoga Dijela), a eluat

iz kolone prikupi u konusnu tikvicu volumena 250 mL.



5.5. Razdvajanje tekuée-tekuce

Dobiveni eluat (to¢ka 5.4.2. ovoga Dijela) prenese se u lijevak

za odjeljivanje volumena 1 L. Konusna tikvica se ispere s 5 — 10 mL
metanola (to¢ka 3.2. ovoga Dijela), a isprana tekué¢ina pomijesa sa
udjelom u lijevku za razdvajanje. Doda se 300 mL otopine kloridne
kiseline (toc¢ka 3.5. ovoga Dijela) i 130 mL diklormetana (tocka 3.1.
ovoga Dijela). Mucka se 1 minutu i ostavi da se faze razdvoje. Donji
(diklormetanski) sloj se odlije u tikvicu s okruglim dnom volumena
500 mL. Ekstrakcija vodene faze se ponovi dvaput sa dodatnih 70
mL diklormetana, a oba ekstrakta pomijesaju s prvim u tikvici s
okruglim dnom.

Ekstrakt diklormetana se otpari do suhog u rotacionom otparivacu
(tocka 4.2. ovoga Dijela) pod snizenim tlakom na 40 oC. Ostatak

u tikvici se otopi u priblizno 5 mL metanola (to¢ka 3.2. ovoga Dijela),
a otopina prenese kvantitativno u graduiranu tikvicu volumena

10 mL. Tikvica s okruglim dnom se dvaput ispere s dodatnih 1 -2
mL metanola, a isprane tekuc¢ine prenesu u graduiranu tikvicu. Dopuni
se metanolom do oznake i promijesa. Alikvot se fi ltrira kroz
membranski fi ltar (tocka 4.6. ovoga Dijela). Ta se otopina pohrani
za HPLC odredivanje (to¢ka 5.6. ovoga Dijela).

5.6 HPLC odredivanje

5.6.1. Parametri

Sljede¢i uvjeti predlazu se kao smjernice; mogu se koristiti i

drugi uvjeti ako se njima jamée jednakovrijedni rezultati:

— kolona za teku¢insku kromatografi ju (tocka 4.4.1. ovoga Dijela);

— HPLC mobilna faza: smjesa metanola i vode (to¢ka 3.3. ovoga
Dijela);

— brzina protoka: 1 — 1,5 mL/min;

—valna duljina detekcije: 265 nm;

— volumen za injektiranje: 20-50 pL.

Provjeri se stabilnost kromatografskog sustava visekratnim
injektiranjem kalibracijske otopine koncentracije 4,0 pg/mL (tocka
3.7.3. ovoga Dijela) sve dok se ne dobiju konstantne visine ili povrsine
pika i konstantna vremena retencije.

5.6.2. Kalibracijska krivulja

Vise puta se injektira svaka kalibracijska otopina (toc¢ka 3.7.3.

ovoga Dijela) i za svaku koncentraciju izmjere vrijednosti visina (povrsina)
pika. Kalibracijska krivulja se pripremi tako da se na ordinatu

nanose srednje vrijednosti visina ili povrsina pika kalibracijskih

otopina, a na apscisu odgovarajuce koncentracije u pg/mL.



5.6.3. Otopina uzorka

Vise puta se injektira ekstrakt uzorka (to¢ka 5.5. ovoga Dijela),

pri ¢emu se koriste jednaki volumeni kao za kalibracijske otopine,
zatim se odredi srednja vrijednost visina (povrsina) pika metil benzokvata.
6. Izracun rezultata

Koncentracija otopine uzorka u pg/mL odreduje se iz srednjih
vrijednosti visina (povrsina) pika metil benzokvata iz kalibracijske
krivulje (to¢ka 5.6.2. ovoga Dijela).

Udio metil benzokvata (w) (mg/kg) u uzorku izratunava se
sliede¢om formulom:

4.4. Oprema za HPLC s ultraljubi¢astim detektorom s moguénoséu
promjene valne duljine ili detektorom s nizom dioda

4.4.1. Kolona za teku¢insku kromatografi ju: 300 mm x 4 mm,

Cis, s veli€éinom &estica punjenja 10 um ili ekvivalentna

4.5. Membranski fi Itri, 0,22 pm

4.6. Membranski fi Itri, 0,45 pm

5. Postupak

5.1. Opéenito

5.1.1. Analizom slijepe probe hrane za Zivotinje provjerava se

da nisu prisutni ni metil benzokvat niti interferentne tvari.

5.1.2. Test iskoristenja provodi se analizom slijepe probe hrane

za zivotinje koja se obogacuje dodavanjem koli¢ine metil benzokvata
podjednakoj koli¢ini u uzorku. Za obogacenje na razinu od 15 mg/
kg u 20 g slijepe probe hrane za zivotinje doda se 600 pl osnovne
standardne otopine (to¢ka 3.7.1. ovoga Dijela), promijesa i priceka
10 minuta prije pocetka postupka ekstrakcije (to¢ka 5.2. ovoga Dijela).
Napomena. Kod ove metode slijepa proba hrane za zivotinje

treba biti sli¢ne vrste kao i uzorak, a analizom se u njoj ne smije
utvrditi metil benzokvat.

5.2. Ekstrakcifa

Odvagne se priblizno 20 g pripravljenog uzorka s preciznoscéu

od 0,01 g i prenese u konusnu tikvicu volumena 250 mL. Doda se
100,0 mL otopine metansulfonske kiseline (tocka 3.4. ovoga Dijela)
i mehanicki protresa (to¢ka 4.1. ovoga Dijela) 30 minuta. Otopina se
fi Itrira kroz fi Itar papir, a fi Itrat se spremi za postupak razdvajanja
tekuce-tekuce (tocka 5.3. ovoga Dijela).

5.3. Razdvajanje tekuce-tekuce

U lijevak za odjeljivanje volumena 500 mL u kojem se nalazi

100 mL otopine kloridne kiseline (to¢ka 3.5. ovoga Dijela) prenese

se 25,0 mL fi ltrata dobivenog u postupku iz tocke 5.2. U lijevak se



doda 100 mL diklormetana (to¢ka 3.1. ovoga Dijela) i mucka jednu
minutu. Priceka se da se slojevi razdvoje, donji (diklormetanski) sloj
se odlije u tikvicu s okruglim dnom volumena 500 mL. Dvaput se
ponovi ekstrakcija vodene faze s 40 mL diklormetana, a dobiveni

se ekstrakti spoje s prvim ekstraktom u tikvici s okruglim dnom.
Ekstrakt diklormetana otpari se do suhog u rotacionom otparivacu
(tocka 4.2. ovoga Dijela) pri snizenom tlaku na 40 oC. Ostatak se
otopi u 20 — 25 mL metanola (to¢ka 3.2. ovoga Dijela), tikvica se
zacepi i sav ekstrakt spremi za ionsko-izmjenjiva¢ku kromatografi ju
(tocka 5.4. ovoga Dijela).

5.4 lonsko-izmjenjivacka kromatografi ja

5.4.1. Priprema kationske izmjenjivacke kolone

U donji dio staklene kolone postavi se mali ¢ep od staklene

vune (toc¢ka 4.3. ovoga Dijela). Pripremi se suspenzija s 5,0 g obradene
kationske izmjenjivatke smole (to¢ka 3.6. ovoga Dijela) i 50 mL
kloridne kiseline (to¢ka 3.5. ovoga Dijela), ulije u staklenu kolonu i
priceka da se umiri. Ukloni se visak kiseline do visine neposredno
iznad povrsine smole, zatim se kolona ispire vodom do neutralne
reakcije eluata na lakmus papir. U kolonu se prenese 50 mL metanola
(tocka 3.2. ovoga Dijela) i ostavi da istekne do povrsine smole.

5.4.2. Kolonska kromatografi ja

Dobiveni se ekstrakt (to¢ka 5.3. ovoga Dijela) pipetom pazljivo
prenese u kolonu. Tikvica s okruglim dnom se dvaput ispere s 5 - 10
mL metanola (tocka 3.2. ovoga Dijela), a isprane tekucine prenesu

u kolonu. Ekstrakt se ulije do povrsine smole i kolona ispere s 50

mL metanola, pri ¢emu brzina protoka ne smije prije¢i 5 mL na
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ND = nije detektirano;

sr= standardna devijacija ponovljivosti;
CV:r = koefi cijent varijacije ponovljivosti u %;
sk = standardna devijacija obnovljivosti;

CVr = koefi cijent varijacije obnovljivosti u %.

Dio B.
ODREDIVANJE OLAKVINDOKSA
2-[N-2’-(hidroksietil)karbamoil]-3-metilkinoksalin-N1,N4-



dioksid

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucduje odredivanje razine olakvindoksa

u hrani za zivotinje. Granica kvantifi kacije je 5 mg/kg.

2. Nacelo

Uzorak se ekstrahira smjesom vode i metanola. Udio olakvindoksa
odreduje se visokodjelatnom tekué¢inskom kromatografi jom

(HPLC) s reverznom fazom uz upotrebu UV detektora.

3. Reagensi

3.1. Metanol

3.2. Metanol, za HPLC

3.3. Voda, za HPLC

3.4. HPLC mobilna faza

Smjesa vode (toc¢ka 3.3. ovoga Dijela) i metanola (to¢ka 3.2.

ovoga Dijela), 900 + 100 (V + V)

3.5. Standardna tvar: ¢isti olakvindoks 2-[N-2'-(hidroksietil)
karbamoil]-3-metilkinoksalin-N1,N4-dioksid, E 851

3.5.1. Osnovna standardna otopina olakvindoksa, 250 ug/mL
Odvagne se 50 mg olakvindoksa (to¢ka 3.5. ovoga Dijela) s preciznoséu
od 0,1 mg i prenese u graduiranu tikvicu volumena 200

mL, zatim se doda priblizno 190 mL vode. Tikvica se zatim drzi

20 minuta u ultrazvuénoj kupelji (to¢ka 4.1. ovoga Dijela). Nakon
obrade ultrazvukom, otopina se zagrije do sobne temperature, dopuni
vodom do oznake i promijesa. Tikvica se omota aluminijskom
folijom i pohrani u hladnjaku. Ta se otopina mora pripremiti svjeza
svaki mjesec.

3.5.2. Intermedijerna standardna otopina olakvindoksa, 25 pg/mL
Prenese se 10,0 mL osnovne standardne otopine (tocka 3.5.1.
ovoga Dijela) u graduiranu tikvicu volumena 100 mL, dopuni mobilnom
fazom (tocka 3.4. ovoga Dijela) do oznake i promijesa. Tikvica

se omota aluminijskom folijom i pohrani u hladnjaku. Ova se
otopina mora pripremiti svjeza svaki dan.

3.5.3. Kalibracijske otopine

U seriju graduiranih tikvica volumena 50 mL prenese se 1,0;

2,0; 5,0; 10,0; 15,0 i 20,0 mL intermedijerne standardne otopine
(toc¢ka 3.5.2. ovoga Dijela). Dopuni se mobilnom fazom (toc¢ka 3.4.
ovoga Dijela) do oznake i promijesa. Tikvice se omota aluminijskom
folijom. Ove otopine odgovaraju koli¢ini od 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5

i 10,0 ug olakvindoksa na mL. Ove se otopine moraju pripremiti

svjeze svaki dan.



4. Oprema

4.1. Ultrazvuéna kupelj

4.2. Mehanicka tresilica

4.3. Oprema za HPLC s detektorom ultraljubi¢astog svjetla s
moguénoscu promjene valne duljine ili detektorom s nizom dioda
pri ¢emu je:

¢ = koncentracija metil benzokvata u otopini uzorka u pg/mL;

m = masa testnog uzorka u gramima.

7. Validacija rezultata

7.1. Identifi kacija

Identifi kacija analita moze se potvrditi ko-kromatografi jom ili
detektorom s nizom dioda kojima se usporeduje spektar ekstrakta
uzorka i spektar kalibracijske otopine (to¢ka 3.7.3. ovoga Dijela)
koncentracije 10 pg/mL.

7.1.1. Ko-kromatografi ja

Ekstrakt uzorka se obogati dodavanjem odgovarajuce koli¢ine
intermedijarne standardne otopine (tocka 3.7.2. ovoga Dijela).
Koli¢ina dodanog metil benzokvata mora biti sli¢na procijenjenoj
koli¢ini metil benzokvata u ekstraktu uzorka.

Moze se povecati samo visina pika metil benzokvata uzimajuéi

u obzir dodane koli¢ine i razrjedenje ekstrakta. Sirina pika na polovici
njegove najvise visine mora biti priblizno unutar 10% vrijednosti
prvotne $irine.

7.1.2. Detekcija s nizom dioda

Rezultati se ocjenjuju sukladno sljede¢im mjerilima:

(a) valne duljine maksimalne apsorpcije spektra uzorka i spektra
standarda, zabiljezene na najvisoj tocki pika kromatograma,
moraju biti jednake unutar granice odredene razlu¢ivoséu sustava
za detekciju. Kod detektora s nizom dioda ta se vrijednost obi¢no
nalazi priblizno unutar 2 nm;

(b) izmedu 220 i 350 nm, spektar uzorka i spektar standarda,
zabiljezeni na najvisoj toc¢ki pika kromatograma, ne smiju se razlikovati
za dijelove spektra unutar podru¢ja 10 — 100% relativne apsorbancije.
To je mjerilo ispunjeno kada su prisutne jednake najvise
vrijednosti i kada odstupanje izmedu dva spektra ni na jednoj tocki
ne prelazi 15% apsorbancije standardnog analita;

(c) izmedu 220 i 350 nm, spektri krivulje rasta, najvise tocke

pika i krivulje pada pika dobiveni iz ekstrakta uzorka, ne smiju se
medusobno razlikovati za dijelove spektra unutar podrugja 10 —

100% relativne apsorbancije. To je mjerilo ispunjeno kada su prisutne



jednake najvise vrijednosti i kada odstupanje izmedu dva spektra
ni na jednoj tocki ne prelazi 15% apsorbancije spektra najvise tocke.
Ako nije ispunjeno jedno od navedenih mjerila, prisutnost analita
nije potvrdena.

7.2. Ponovijivost

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja,
izvedena na istom uzorku, ne smije prijeci: 10% relativho u odnosu
na najvisi rezultat za udio metil benzokvata izmedu 4 i 20 mg/kg.
7.3. Iskoristenje

Za obogaceni slijepi uzorak iskoristenje mora iznositi najmanje
90%.

8. Rezultati medulaboratorijskog odredivanja

Provedena je analiza 5 uzoraka u 10 laboratorija. Svaki se uzorak
analizirao dvaput.

Slijepa

proba Brasno 1 Pelete 1 Brasno 2 Pelete 2

Srednja vrijednost

[mg/kg] sr [mg/kg]

ND

4,50

0,30

4,50 0,20 8,90 0,60 8,70

0,50

CV:[%]

sk [mg/kg]

CVr[%]

Iskoristenje [%]

6,70
0,40
8,90
92,00
4,40
0,50
11,10
93,00
6,70
0,90 10,10
92,00



570
1,00
11,50
89,00
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5.4.3. Otopina uzorka

Vise puta se injektira ekstrakt uzorka (to¢ka 5.2. ovoga Dijela),

pri ¢emu se koriste jednaki volumeni kao za kalibracijsku otopinu,
zatim se odredi srednja vrijednost visina (povrsina) pika olakvindoksa.
6. Izracun rezultata

Koncentracija otopine uzorka u pg/mL odreduje se iz srednjih
vrijednosti visina (povrsina) pika olakvindoksa u otopini uzorka iz
kalibracijske krivulje (to¢ka 5.3.2. ovoga Dijela).

Udio olakvindoksa (w) (mg/kg) u uzorku izratunava se sljede¢om
formulom:

pri ¢emu je:

¢ = koncentracija olakvindoksa u ekstraktu uzorka (to¢ka 5.2.

ovoga Dijela) u pg/mL;

m = masa testnog uzorka u g (to¢ka 5.2. ovoga Dijela).

7. Validacija rezultata

7.1. Identifi kacija

Identifi kacija analita moze se potvrditi ko-kromatografi jom ili
detektorom s nizom dioda kojim se usporeduje spektar ekstrakta
uzorka (to¢ka 5.2. ovoga Dijela) i spektar kalibracijske otopine (to¢ka
3.5.3. ovoga Dijela) koncentracije 5,0 pg/mL.

7.1.1. Ko-kromatografi ja

Ekstrakt uzorka (toc¢ka 5.2. ovoga Dijela) se obogati dodavanjem
primjerene koli¢ine kalibracijske otopine (to¢ka 3.5.3. ovoga

Dijela). Koli¢ina dodanog olakvindoksa mora biti podjednaka utvrdenoj
koli¢ini olakvindoksa u ekstraktu uzorka.

Dopusteno je povecanje samo visine pika olakvindoksa uzimajuci

u obzir dodane razine i razrjedenje ekstrakta. Sirina pika, na

polovici maksimalne visine, mora biti unutar [X|} 10% pocetne sirine
pika olakvindoksa u ekstraktu neobogaé¢enog uzorka.

7.1.2. Detekcija s nizom dioda



Rezultati se ocjenjuju sukladno sljede¢im mijerilima:

(a) valne duljine maksimalne apsorpcije spektra uzorka i spektra
standarda, zabiljezene na najvi$oj toc¢ki pika kromatograma,

moraju biti jednake unutar granice odredene razlu¢ivoséu sustava
za detekciju. Kod detektora s nizom dioda ta se vrijednost obi¢no
nalazi unutar X} 2 nm;

(b) izmedu 220 i 400 nm, spektar uzorka i spektar standarda,
zabiljezeni na najvisoj tocki pika kromatograma, ne smiju se razlikovati
za dijelove spektra unutar podrugja 10 — 100% relativne apsorbancije.
Ovo je mjerilo ispunjeno kada su prisutne jednake najvise
vrijednosti i kada odstupanje izmedu dva spektra ni na jednoj tocki
ne prelazi 15% apsorbancije standardnog analita;

(c) izmedu 220 i 400 nm, spektri krivulje rasta, najvise tocke

pika i krivulje pada pika dobiveni iz ekstrakta uzorka, ne smiju

se medusobno razlikovati za dijelove spektra unutar podrugja 10

— 100% relativne apsorbancije. Ovo je mjerilo ispunjeno kada su
prisutne jednake najvise vrijednosti i kada odstupanje izmedu dva
spektra ni na jednoj to¢ki ne prelazi 15% apsorbancije spektra najvise
tocke pika.

Ako nije ispunjeno jedno od navedenih mjerila, prisutnost analita
nije potvrdena.

4.3.1. Kolona za teku¢insku kromatografi ju, 250 mm x 4 mm,

Crs, s velicinom ¢&estica punjenja 10 pm ili ekvivalentna

4.4. Membranski fi Itri, 0,45 pm

5. Postupak

Napomena. Olakvindoks je osjetljiv na svjetlo. Svi se postupci
izvode pod prigusenim svjetlom ili u laboratorijskom posudu od
smedeg stakla.

5.1. Opcéenito

5.1.1. Analizom slijepe probe hrane za zivotinje potvrduje se da

nisu prisutni ni olakvindoks niti interferentne tvari.

5.1.2. Test iskoristenja provodi se analizom slijepe probe hrane

za zivotinje koja se obogacuje dodavanjem koli¢ine olakvindoksa
podjednakoj koli¢ini u uzorku. Za obogac¢enje na razinu od 50 mg/
kg, prenese se 10,0 mL osnovne standardne otopine (toc¢ka 3.5.1.
ovoga Dijela) u konusnu tikvicu volumena 250 mL i otopina otpari
do priblizno 0,5 mL. Doda se 50 g slijepe probe hrane za Zivotinje,
dobro promijesa i ostavi 10 minuta te ponovo promijesa nekoliko
puta prije prelaska na postupak ekstrakcije (to¢ka 5.2. ovoga Dijela).

Napomena. U provedbi ove metode slijepa proba hrane za



Zivotinje treba biti slicna uzorku, a analizom se mora potvrditi odsutnost
olakvindoksa.

5.2. Ekstrakcifa

Odvagne se priblizno 50 g uzorka s preciznos¢u od 0,01 g.

Prenese se u konusnu tikvicu volumena 1000 mL, doda 100 mL
metanola (to¢ka 3.1. ovoga Dijela) i tikvica 5 minuta drzi u ultrazvuénoj
kupelji (to¢ka 4.1. ovoga Dijela). Doda se 410 mL vode i

ostavi daljnjih 15 minuta u ultrazvuénoj kupelji. Tikvica se izvadi iz
ultrazvuéne kupelji, 30 minuta protresa na tresilici (to¢ka 4.2. ovoga
Dijela), zatim fi ltrira kroz nabrani fi Itar. Prenese se 10,0 mL fi Itrata

u graduiranu tikvicu volumena 20 mL, dopuni vodom do oznake

i promijesa. Alikvot se fi Itrira kroz membranski fi ltar (tocka 4.4.

ovoga Dijela) (vidi Napomenu pod tockom 9. ovoga Dijela). Prelazi

se na HPLC odredivanje (to¢ka 5.3. ovoga Dijela).

5.3. HPLC odredivanje

5.3.1. Parametr.

Sljededi se uvjeti predlazu kao smjernice; mogu se koristiti i

drugi uvjeti ako se njima jam¢e jednakovrijedni rezultati.

Analiticka kolona

(tocka 4.3.1. ovoga Dijela)

Mobilna faza

(tocka 3.4. ovoga Dijela): smjesa vode (to¢ka 3.3. ovoga Dijela) i
metanola (to¢ka 3.2. ovoga Dijela),

900 + 100 (V + V)

Brzina protoka: 1,5 - 2 mL/min

Valna duljina detekcije: 380 nm

Volumen za injektiranje: 20 — 100 uL

Provjeri se stabilnost kromatografskog sustava visekratnim
injektiranjem kalibracijske otopine (to¢ka 3.5.3. ovoga Dijela) koncentracije
2,5 pg/mL sve dok se ne dobiju konstantne visine pika i

konstantna vremena retencije.

5.3.2. Kalibracifjska krivulja

Vise puta se injektira svaka kalibracijska otopina (toc¢ka 3.5.3.

ovoga Dijela) i za svaku koncentraciju izmjere srednje vrijednosti visina
(povrsina) pika. Kalibracijska krivulja se pripremi tako da se na
ordinatu nanose srednje vrijednosti visina (povrsina) pika kalibracijskih

otopina, a na apscisu odgovarajuc¢e koncentracije u pg/mL.
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3.3. Voda, za HPLC

3.4. Otopina natrijevog dihidrogen fosfata, ¢ = 0,1 mol/L

U graduiranoj tikvici volumena 1000 mL otopi se u vodi (tocka

3.3. ovoga Dijela) 13,80 g natrijevog dihidrogen fosfat monohidrata,
dopuni vodom (to¢ka 3.3. ovoga Dijela) do oznake i promijesa.

3.5. Otopina natrijevog perklorata, c = 1,6 mol/L

U graduiranoj tikvici volumena 1000 mL otopi se u vodi (to¢ka

3.3. ovoga Dijela) 224,74 g natrijevog perklorat monohidrata, dopuni
vodom (toc¢ka 3.3. ovoga Dijela) do oznake i promijesa.

3.6. HPLC mobilna faza (vidi Napomenu pod to¢kom 9.1. ovoga
Dijela).

Smjesa acetonitrila (to¢ka 3.2. ovoga Dijela), otopine natrijevog
dihidrogen fosfata (tocka 3.4. ovoga Dijela) i otopine natrijevog perklorata
(tocka 3.5. ovoga Dijela), 450 + 450 + 100 (v + v + v). Prije

uporabe fi Itrira se kroz membranski fi Itar 0,22 um (toc¢ka 4.3. ovoga
Dijela), a otopina se otplini (npr. najmanje 15 minuta u ultrazvuénoj
kupelji (tocka 4.4. ovoga Dijela)).

3.7. Standardna tvar: ¢isti amprolium, |-[(4-amino-2-propilpirimidin-
5-il)metil]-2-metil-piridinium klorid hidroklorid, E 750 (vidi

tocku 9.2. ovoga Dijela)

3.7.1. Osnovna standardna otopina amproliuma, 500 pg/mL

Odvagne se 50 mg amproliuma (to¢ka 3.7. ovoga Dijela) s preciznoséu
od 0,1 mg i prenese u graduiranu tikvicu volumena 100

mL, otopi u 80 mL metanola (to¢ka 3.1. ovoga Dijela) i tikvicu 10
minuta drzi u ultrazvuénoj kupelji (to¢ka 4.4. ovoga Dijela). Nakon
obrade ultrazvukom otopina se zagrije do sobne temperature, dopuni
vodom do oznake i promijesa. Na temperaturi < 4 oC otopina

je stabilna 1 mjesec.

3.7.2. Intermedijarna standardna otopina amproliuma, 50 pg/

mL

Pipetom se prenese 5,0 mL osnovne standardne otopine (tocka

3.7.1. ovoga Dijela) u graduiranu tikvicu volumena 50 mL, dopuni

do oznake ekstrakcijskim otapalom (to¢ka 3.8. ovoga Dijela) i promijesa.

Na temperaturi < 4 oC otopina je stabilna 1 mjesec.



3.7.3. Kalibracijske otopine

U seriju graduiranih tikvica volumena 50 mL prenese se 0,5;

1,01 2,0 mL intermedijarne standardne otopine (to¢ka 3.7.2. ovoga
Dijela). Dopuni se do oznake mobilnom fazom (to¢ka 3.6. ovoga
Dijela) i promijesa. Ove otopine odgovaraju koncentraciji od 0,5;
1,01 2,0 pg amproliuma na mL. Ove se otopine moraju pripremiti
svjeze prije uporabe.

3.8. Ekstrakcijsko otapalo

Smjesa metanola (to¢ka 3.1. ovoga Dijela) ivode 2 + 1 (v + v)

4. Oprema

4.1. Oprema za HPLC sa sustavom za injektiranje prikladnim

za injektiranje volumena od 100 pL

4.1.1. Kolona za tekuéinsku kromatografi ju, 125 mm x 4 mm

s izmjenom kationa, Nucleosil 10 SA veli¢ina ¢estica punila 5 ili 10
pum ili ekvivalentno

4.1.2. UV detektor s moguénoséu promjene valne duljine ili
detektor s nizom dioda

4.2. Membranski fi Itar, materijal PTFE, 0,45 pm

4.3. Membranski fi Itar, 0,22 pm

4.4. Ultrazvuéna kupelj

4.5. Mehani¢ka tresilica ili magnetska mijesalica

7.2. Ponovijivost

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja,
izvedena na istom uzorku, ne smije prije¢i 15% relativnho u odnosu
na najvisi rezultat za udio olakvindoksa izmedu 10 i 200 mg/kg.
7.3. Iskoristenje

Za obogaceni slijepi uzorak iskoristenje mora iznositi najmanje
90%.

8. Rezultati medulaboratorijskog odredivanja

Provedeno je medulaboratorijsko odredivanje na razini EU u
kojoj se u najvise 13 laboratorija analiziralo &etiri uzorka hrane za
prasad, ukljuéujuéi jednu slijepu probu. Rezultati su prikazani u
donjoj tablici:

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4

L1310 11 11

n 40 40 44 44

srednja vrijednost

[mg/kg]

— 14,6 48,0 95,4

sr[mg/kg] — 0,82 2,05 6,36



sk [mg/kg] — 1,62 4,28 8,42

CVr[%] — 564,367

CVr[%] —11,1898,8

Nominalni udio

[mg/kg] — 15 50 100

Iskoristenje % — 97,3 96,0 95,4

L= broj laboratorija;

n = broj pojedinacnih vrijednosti;

sr = standardna devijacija ponovljivosti;

sr = standardna devijacija obnovljivosti;

CV: = koefi cijent varijacije ponovljivosti;

CVr = koefi cijent varijacije obnovljivosti.

9. Napomena

lako metoda nije vrednovana za hranu za Zivotinje koja sadrzi

vise od 100 mg/kg olakvindoksa, mogu se dobiti zadovoljavajuéi rezultati
uporabom manje mase uzorka i/ili razrijedivanjem ekstrakta

(tocka 5.2. ovoga Dijela) tako da se dobije koncentracija u podrugju
kalibracijske krivulje (to¢ka 5.3.2. ovoga Dijela).

Dio C.

ODREDIVANJE AMPROLIUMA
1-[(4-amino-2-propilpirimidin-5-il)metil]-2-metil-piridinium
klorid hidroklorid

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucduje odredivanje razine amproliuma

u hrani za zivotinje i premiksima. Granica detekcije je 1 mg/kg, a
granica kvantifi kacije 5 mg/kg.

2. Nacelo

Uzorak se ekstrahira smjesom metanola i vode. Nakon razrjedivanja
mobilnom fazom i membranske fi Itracije, udio amproliuma
odreduje se visoko djelatnom tekucinskom kromatografi jom (HPLC)
s izmjenom kationa uz upotrebu UV detektora.

3. Reagensi

3.1. Metanol

3.2. Acetonitril, za HPLC
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fosfata (tocka 3.4. ovoga Dijela) i

otopine natrijevog perklorata (to¢ka

3.5. ovoga Dijela),

450 + 450 + 100 (v + v + V)

Brzina protoka: 0,7 — 1 mL/min

Valna duljina detekcije: 264 nm

Volumen za injektiranje: 100 pL

Provjeri se stabilnost kromatografskog sustava visekratnim
injektiranjem kalibracijske otopine (to¢ka 3.7.3. ovoga Dijela) koncentracije
1,0 pg/mL sve dok se ne dobiju konstantne visine pika i

konstantna vremena retencije.

5.3.2. Kalibracijska krivulja

Vise puta se injektira svaka kalibracijska otopina (to¢ka 3.7.3.

ovoga Dijela) i za svaku koncentraciju izmjere srednje vrijednosti visina
(povrsina) pika. Kalibracijska krivulja se pripremi tako da se na
ordinatu nanose srednje vrijednosti visina (povrsina) pika kalibracijskih
otopina, a na apscisu odgovarajuc¢e koncentracije u pg/mL.

5.3.3. Otopina uzorka

Vise puta se injektira ekstrakt uzorka (to¢ka 5.2. ovoga Dijela),

pri ¢emu se koriste jednaki volumeni kao za kalibracijske otopine, zatim
se odredi srednja vrijednost visina (povrs§ina) pikova amproliuma.

6. Izracun rezultata

Koncentracija otopine uzorka u pg/mL odreduje se iz srednjih
vrijednosti visina (povrsina) pikova amproliuma u otopini uzorka iz
kalibracijske krivulje (to¢ka 5.3.2. ovoga Dijela).

Udio amproliuma (w) (mg/kg) u uzorku izra¢unava se sljede¢om
formulom:

pri ¢emu je:

V = volumen ekstrakcijskog otapala (to¢ka 3.8. ovoga Dijela) u

mL sukladno to¢ki 5.2. ovoga Dijela (tj. 200 mL);

¢ = koncentracija amproliuma u ekstraktu uzorka (to¢ka 5.2.

ovoga Dijela) u pg/mL;

f = faktor razrjedenja sukladno to¢ki 5.2. ovoga Dijela;

m = masa testnog uzorka u gramima.

7. Validacija rezultata

7.1. Identifi kacija

Identifi kacija analita moze se potvrditi ko-kromatografi jom ili
detektorom s nizom dioda kojim se usporeduje spektar ekstrakta
uzorka (to¢ka 5.2. ovoga Dijela) i spektar kalibracijske otopine (tocka

3.7.3. ovoga Dijela) koncentracije 2,0 pg/mL.



7.1.1. Ko-kromatografi ja

Ekstrakt uzorka (to¢ka 5.2. ovoga Dijela) se obogati dodavanjem
prikladne koli¢ine kalibracijske otopine (to¢ka 3.7.3. ovoga

Dijela). Koligina dodanog amproliuma mora biti podjednaka procijenjenoj
koli¢ini amproliuma odredenoj u ekstraktu uzorka.

Dopusteno je povecanje samo visine pika amproliuma uzimajuci

u obzir dodane razine i razrjedenje ekstrakta. Sirina pika, na

polovici maksimalne visine, mora biti unutar Xl} 10% pocetne sirine
pika amproliuma u neobogacenom ekstraktu uzorka.

7.1.2. Detektor s nizom dioda

Rezultati se ocjenjuju sukladno sljede¢im mjerilima:

(a) valne duljine maksimalne apsorpcije spektra uzorka i spektra
standarda, zabiljezene na najvisoj tocki pika kromatograma,

5. Postupak

5.1. Opcéenito

5.1.1. Sljjepa proba hrane za zivotinje

Kod primjene testa iskoristenja (to¢ka 5.1.2. ovoga Dijela) analizom
slijepe probe hrane za zivotinje provjeri se da nisu prisutni ni
amprolium niti interferentne tvari. Slijepa proba hrane za zivotinje
treba biti slicne vrste kao i uzorak, a analizom se u njoj ne smiju
utvrditi niti amprolium niti interferentne tvari.

5.1.2. Test iskoristenja

Test iskoristenja provodi se analizom slijepe probe hrane za
zZivotinje koja se obogati dodavanjem koli¢ine amproliuma podjednakoj
koli¢ini u uzorku. Za obogacéenje na razinu od 100 mg/

kg, prenese se 10,0 mL osnovne standardne otopine (to¢ka 3.7.1.
ovoga Dijela) u konusnu tikvicu volumena 250 mL i otopina otpari
do priblizno 0,5 mL. Doda se 50 g slijepe probe hrane za Zivotinje,
dobro promijesa i ostavi 10 minuta te ponovo promijesa nekoliko
puta prije prelaska na postupak ekstrakcije (to¢ka 5.2. ovoga Dijela).
Ako nije dostupna slijepa probe hrane za Zivotinje sli¢na uzorku
(vidi to¢ku 5.1.1. ovoga Dijela), test iskoristenja moze se umjesto
toga provesti metodom dodavanja standarda. U tom se slu¢aju uzork
za analizu obogati sa koli¢inom amproliuma podjednakom onom u
uzorku. Taj se uzorak analizira zajedno s neobogac¢enim uzorkom, a
iskoristenje se izratuna oduzimanjem.

5.2. Ekstrakcifa

5.2.1. Premiksi (udio amproliuma < 1%) i hrana za Zivotinje
Odvagne se 5 — 40 g uzorka, ovisno o udjelu amproliuma, s

preciznos¢u od 0,01 g, prenese u konusnu tikvicu volumena 500 mL



i doda 200 mL ekstrakcijskog otapala (to¢ka 3.8. ovoga Dijela). Tikvica
se stavi u ultrazvuénu kupelj (to¢ka 4.4. ovoga Dijela) i ostavi

15 minuta. Izvadi se iz ultrazvuéne kupelji i 1 sat protresa u tresilici

ili mijesa magnetskom mijesalicom (toc¢ka 4.5. ovoga Dijela). Alikvot
ekstrakta se razrijedi mobilnom fazom (toc¢ka 3.6. ovoga Dijela) do
udjela amproliuma od 0,5 — 2 pg/mL i promijesa (vidi Napomenu
pod to¢kom 9.3. ovoga Dijela). Filtira se 5 — 10 mL tako razrijedene
otopine kroz membranski fi ltar (to¢ka 4.2. ovoga Dijela). Prelazi se
na HPLC odredivanje (to¢ka 5.3. ovoga Dijela).

5.2.2. Premiksi (udio amproliuma = 1%)

Odvagne se 1 -4 g uzorka, ovisno o udjelu amproliuma, s preciznoséu
od 0,001 g, prenese u konusnu tikvicu volumena 500 mL i

doda 200 mL ekstrakcijskog otapala (to¢ka 3.8. ovoga Dijela). Tikvica
se stavi u ultrazvuénu kupelj (to¢ka 4.4. ovoga Dijela) i ostavi 15
mijesa magnetskom mijesalicom (toc¢ka 4.5. ovoga Dijela). Alikvot
ekstrakta se razrijedi mobilnom fazom (toc¢ka 3.6. ovoga Dijela) do
udjela amproliuma od 0,5 — 2 pg/mL i promijesa. Filtira se 5 - 10

mL tako razrijedene otopine kroz membranski fi Itar (tocka 4.2. ovoga
Dijela). Prelazi se na HPLC odredivanje (to¢ka 5.3. ovoga Dijela).

5.3. HPLC odredivanje

5.3.1. Parametr.

Sljededi se uvjeti predlazu kao smjernice; mogu se koristiti i

drugi uvjeti ako se njima jamée jednakovrijedni rezultati.

Kolona za tekué¢insku kromatografi ju

(tocka 4.1.1. ovoga Dijela): 125 mm x 4 mm, s izmjenom kationa
Nucleosil 10 SA, veli¢ina ¢estica

punila 5 ili 10 um ili ekvivalentno

Mobilna faza

(tocka 3.6. ovoga Dijela): Smjesa acetonitrila (to¢ka 3.2. ovoga

Dijela), otopine natrijevog dihidrogen
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amprolium i tiamin se moraju razdvojiti. Ako se amprolium i tiamin
ne razdvajaju na koloni (to¢ka 4.1.1. ovoga Dijela) koristenoj u toj

metodi, metanolom se zamijeni do 50% acetonitrila u mobilnoj fazi



(tocka 3.6. ovoga Dijela).

9.2. Prema Britanskoj farmakopeji, najvise toc¢ke spektra otopine
amproliuma (c = 0,02 mol/L) u kloridnoj kiselini (c = 0,1 mol/L)
nalaze se na 246 nm i 262 nm. Apsorbancija iznosi 0,84 na 246 nm
0,80 na 262 nm.

9.3. Ekstrakt se uvijek mora razrijediti mobilnom fazom, u suprotnom
bi se retencijsko vrijeme pika amproliuma moglo znatno
pomaknuti zbog promjena ionske sile.

Dio D.

ODREDIVANJE KARBADOKSA

Metil 3-(2-kinoksalinilmetilen)karbazat N1,N4-dioksid

1. Svrha i opseg primjene

Ovom se metodom omogucduje odredivanje razine karbadoksa

u hrani za zivotinje, premiksima i pripravcima. Granica detekcije
iznosi 1 mg/kg, a granica kvantifi kacije 5 mg/kg.

2. Nacelo

Uzorak se uravnotezi vodom i ekstrahira metanol-acetonitrilom.
Kod hrane za zivotinje procisti se alikvotni dio fi Itriranog

ekstrakta na koloni iz aluminijevog oksida. Kod premiksa i pripravaka
alikvotni se dio fi Itriranog ekstrakta razrijedi do primjerene
koncentracije vodom, metanolom i acetonitrilom. Udio karbadoksa
odreduje se visoko djelatnom tekucinskom kromatografi jom (HPLC)
s reverznom fazom uz uporabu UV detektora.

3. Reagensi

3.1. Metanol.

3.2. Acetonitril, za HPLC.

3.3. Octena kiselina, w = 100%.

3.4. Aluminijev oksid: neutralni, stupnja aktivnosti I.

3.5. Metanol-acetonitril 1 + 1 (v + v).

Pomijesa se 500 mL metanola (to¢ka 3.1. ovoga Dijela) s 500

mL acetonitrila (to¢ka 3.2. ovoga Dijela).

3.6. Octena kiselina, 0 = 10%.

Vodom se razrijedi 10 mL octene kiseline (toc¢ka 3.3. ovoga

Dijela) do 100 mL.

3.7. Natrijev acetat

3.8. Voda, za HPLC.

3.9. Otopina acetatnog pufera, ¢ = 0,01 mol/L, pH = 6,0.

Otopi se 0,82 g natrijevog acetata (tocka 3.7. ovoga Dijela) u

700 mL vode (to¢ka 3.8. ovoga Dijela), vrijednost pH se octenom

kiselinom (to¢ka 3.6. ovoga Dijela) podesi na 6,0. Prenese se u graduiranu



tikvicu volumena 1000 mL, dopuni vodom (to¢ka 3.8. ovoga

Dijela) do oznake i promijesa.

3.10. HPLC mobilna faza

Pomijesa se 825 mL otopine acetatnog pufera (tocka 3.9. ovoga
Dijela) sa 175 mL acetonitrila (to¢ka 3.2. ovoga Dijela).

Filtrira se kroz fi ltar 0,22 um (toc¢ka 4.5. ovoga Dijela), a otopina
otplini (npr. 10 minuta u ultrazvuénoj kupelji).

3.11. Standardna tvar

Cisti karbadoks: metil 3-(2-kinoksalinilmetilen)karbazat N1,Na-
dioksid, E 850

moraju biti jednake unutar granice odredene razlugivoscéu sustava
za detekciju. Kod detektora s nizom dioda ta se vrijednost obi¢no
nalazi unutar X} 2 nm;

(b) izmedu 210 i 320 nm, spektar uzorka i spektar standarda,
zabiljezeni na najvisoj tocki pika kromatograma, ne smiju se razlikovati
za dijelove spektra unutar podru¢ja 10 — 100% relativne apsorbancije.
Ovo je mjerilo ispunjeno kada su prisutne jednake najvise
vrijednosti i kada odstupanje izmedu dva spektra ni na jednoj tocki
ne prelazi 15% apsorbancije standardnog analita;

(c) izmedu 210 i 320 nm, spektri krivulje rasta, najvise tocke

pika i krivulje pada pika dobiveni iz ekstrakta uzorka, ne smiju

se medusobno razlikovati za dijelove spektra unutar podruéja 10

- 100% relativne apsorbancije. Ovo je mjerilo ispunjeno kada su
prisutne jednake najvise vrijednosti i kada odstupanje izmedu dva
spektra ni na jednoj to¢ki ne prelazi 15% apsorbancije spektra najvise
tocke pika.

Ako nije ispunjeno jedno od navedenih mjerila, prisutnost analita
nije potvrdena.

7.2. Ponovijivost

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja,
izvedena na istom uzorku, ne smije prijeci:

— 15% relativno u odnosu na visu vrijednost za udio amproliuma

od 25 - 500 mg/kg,

— 75 mg/kg za udio amproliuma od 500 — 1000 mg/kg,

—7,5% relativno u odnosu na visu vrijednost za udio amproliuma
vec¢i od 1000 mg/kg.

7.3. Iskoristenje

Kod obogacéenog (slijepog) uzorka iskoristenje iznosi najmanje 90%.
8. Rezultati medulaboratorijskog odredivanja

Provedeno je medulaboratorijsko odredivanje u kojem se analiziralo



tri uzorka hrane za perad (uzorci 1 - 3), jedan uzorak mineralne
hrane za zivotinje (uzorak 4) i jedan uzorak premiksa (uzorak

5). Rezultati su navedeni u donjoj tablici:
Uzorak 1

(slijepa

proba

hrane za

zivotinje)

Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5

L1414 141415

n 56 56 56 56 60

srednja vrijednost

[mg/kg]

— 45,5188 5129 25140

sr [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550

CVr [%] — 4,95 1,90 3,46 2,20

sR [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760

CVR [%] — 6,47 6,27 5,19 3,00

Nominalni udio [mg/kg] — 50 200 5000 25000
L= broj laboratorija;

n = broj pojedinac¢nih vrijednosti;

sr= standardna devijacija ponovljivosti;
CVr = koefi cijent varijacije ponovljivosti;
sk = standardna devijacija obnovljivosti;
CVr = koefi cijent varijacije obnovljivosti.
9. Napomene

9.1. Ako uzorak sadrzi tiamin, pik tiamina u kromatogramu

pojavljuje se malo prije pika amproliuma. Sukladno ovoj metodi,
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treba biti slicne vrste kao i uzorak, a analizom se u njoj ne smiju

pronaci karbadoks niti interferentne tvari.

5.1.2. Test iskoristenyja

Test iskoristenja provodi se analizom slijepe probe hrane za

zivotinje (to¢ka 5.1.1. ovoga Dijela) koja se obogati dodavanjem koli¢ine
karbadoksa podjednakoj koli¢ini u uzorku. Za obogacivanje na

razinu od 50 mg/kg, prenese se 5,0 mL osnovne standardne otopine

(to¢ka 3.11.1. ovoga Dijela) u konusnu tikvicu volumena 200 mL.



Otopina se otpari do priblizno 0,5 mL u struji dusika. Doda se 10 g
slijepe probe hrane za Zivotinje, promijesa i ostavi 10 minuta prije
prelaska na postupak ekstrakcije (to¢ka 5.2. ovoga Dijela).

Ako nije dostupna slijepa probe hrane za zivotinje sli¢na uzorku

(vidi to¢ku 5.1.1. ovoga Dijela), test iskoristenja moze se umjesto
toga provesti metodom dodavanja standarda. U ovom se sluéaju
uzorak obogati koli¢inom karbadoksa podjednakoj koligini u uzorku.
Ovaj se uzorak analizira zajedno sa neobogaéenim uzorkom, a
iskoristenje se izratuna oduzimanjem.

5.2. Ekstrakcija

5.2.1. Hrana za zivotinje

Odvagne se 10 g uzorka s preciznos¢u od 0,01 g i prenese u
konusnu tikvicu volumena 200 mL. Doda se 15,0 mL vode, promijesa
i ostavi 5 minuta da se uravnotezi. Doda se 35,0 mL metanolacetonitrila
(tocka 3.5. ovoga Dijela), zagepi i mué¢ka 30 minuta u

Otopina se fi ltrira kroz fi Itar papir od staklenih vlakana (tocka 4.2.
ovoga Dijela). Ova se otopina pohrani do faze procis¢avanja (tocka
5.3. ovoga Dijela).

5.2.2. Premiksi (0,7 — 2,0%)

Odvagne se 1 g neusitnjenog uzorka s precizno$¢u od 0,001 g

i prenese u konusnu tikvicu volumena 200 mL. Doda se 15,0 mL
vode, promijesa i ostavi stajati 5 minuta da se uravnotezi. Doda se
35,0 mL metanol-acetonitrila (tocka 3.5 ovoga Dijela.), zag¢epi i mucka
4.1. ovoga Dijela). Otopina se fi Itrira kroz fi Itar papir od staklenih
vlakana (toc¢ka 4.2. ovoga Dijela).

Alikvot fi Itrata se pipetom prenese u kalibriranu tikvicu volumena
50 mL. Doda se 15,0 mL vode, dopuni do oznake metanolacetonitrilom
(toc¢ka 3.5. ovoga Dijela) i promijesa. Koncentracija

karbadoksa u konaénoj otopini iznosi priblizno 10 pg/mL. Alikvot

se fi Itrira kroz fi Itar 0,45 pum (toc¢ka 4.6. ovoga Dijela).

Prelazi se na HPLC odredivanje (to¢ka 5.4. ovoga Dijela).

5.2.3. Pripravci (> 2%)

Odvagne se 0,2 g neusitnjenog uzorka s preciznoséu od 0,001

g i prenese u konusnu tikvicu volumena 250 mL. Doda se 45,0 mL
vode, promijesa i ostavi stajati 5 minuta da se uravnotezi. Doda

se 105,0 mL metanol-acetonitrila (to¢ka 3.5. ovoga Dijela), zaéepi

i homogenizira. Uzorak se drzi 15 minuta u ultrazvuénoj kupelji

(tocka 4.7. ovoga Dijela), zatim 15 minuta protresa ili mijesa (tocka



4.1. ovoga Dijela). Otopina se fi Itrira kroz fi Itar papir od staklenih
vlakana (to¢ka 4.2. ovoga Dijela).

Alikvot fi ltrata razrijedi se smjesom vode, metanola i acetonitrila
(tocka 3.12. ovoga Dijela) tako da konaéna koncentracija karbadoksa
iznosi 10 — 15 pg/mL (za 10%-tni preparat, faktor razrjedenja

je 10). Alikvot se fi Itrira kroz fi Itar 0,45 um (to¢ka 4.6. ovoga Dijela).
Prelazi se na HPLC odredivanje (to¢ka 5.4. ovoga Dijela).

5.3. Prociséavanje

5.3.1. Priprema kolone aluminjjevog oksida

Odvagne se 4 g aluminijevog oksida (to¢ka 3.4. ovoga Dijela) i
prenese na staklenu kolonu (tocka 4.3. ovoga Dijela).

3.11.1. Osnovna standardna otopina karbadoksa, 100 ug/mL

(vidi Postupak pod to¢kom 5. ovoga Dijela):

Odvagne se 25 mg standardne tvari karbadoksa (to¢ka 3.11.

ovoga Dijela) s preciznoséu od 0,1 mg i prenese u graduiranu tikvicu
volumena 250 mL. Otopi se u metanol-acetonitrilu (to¢ka 3.5. ovoga
Dijela) obradom u ultrazvuénoj kupelji (tocka 4.7. ovoga Dijela). Nakon
obrade ultrazvukom, otopina se zagrije do sobne temperature,
dopuni do oznake metanol-acetonitrilom (to¢ka 3.5. ovoga Dijela)

i promijesa. Tikvica se omota aluminijskom folijom ili se koristi tikvica
od smedeg stakla i pohrani u hladnjaku. Na temperaturi < 4.,C
otopina je stabilna 1 mjesec.

3.11.2. Kalibracijske otopine

U seriju kalibriranih tikvica volumena 100 mL prenese se 2,0;

5.0; 10,0 i 20,0 mL osnovne standardne otopine (to¢ka 3.11.1. ovoga
Dijela). Doda se 30 mL vode, dopuni do oznake metanol-acetonitrilom
(tocka 3.5. ovoga Dijela) i promijesa. Tikvice se omotaju
aluminijskom folijom. Ove otopine odgovaraju koncentracijama
karbadoksa od 2,0; 5,0; 10,0 i 20,0 pg/mL.

Kalibracijske otopine treba pripremiti svjeze prije uporabe.
Napomena: Za odredivanje karbadoksa u hrani za Zivotinje

koja sadrzi manje od 10 mg/kg karbadoksa, moraju se pripremiti
kalibracijske otopine koncentracije manje od 2,0 ug/mL.

3.12. Smjesa voda-[metanol-acetonitril] (to¢ka 3.5. ovoga Dijela),
300 + 700 (v + v)

Pomijesa se 300 mL vode sa 700 mL smjese metanola i acetonitrila
(tocka 3.5. ovoga Dijela).

4. Oprema

4.1. Laboratorijska tresilica ili magnetska mijesalica

4.2. Filtar papir iz staklenih vlakana (Whatman GF/A ili ekvivalentan)



4.3. Staklena kolona (duljine 300 do 400 mm, interni promjer
priblizno 10 mm) sa sinteriranim staklenim fi ltrom i ispusnim pipcem
Napomena. Moze se koristiti i staklena kolona s pipcem ili
staklena kolona s konusnim zavrsetkom; u tom se slu¢aju u donji
kraj umetne mali jastuci¢ od staklene vune i staklenim $tapicem
potisne na dno.

4.4. Oprema za HPLC sa sustavom za injektiranje primjerenim

za injektiranje volumena od 20 pL

4.4.1. Kolona za teku¢insku kromatografi ju: 300 mm x 4 mm,
Crg, s velicinom ¢&estica punjenja 10 pm ili ekvivalentna

4.4.2. UV detektor s moguénoséu promjene valne duljine ili
detektor s nizom dioda u podrugju 225 do 400 nm

4.5. Membranski fi Itar, 0,22 pum

4.6. Membranski fi Itar, 0,45 um

4.7. Ultrazvuéna kupelj

5. Postupak

Napomena. Karbadoks je osjetljiv na svjetlo. Svi se postupci
izvode pod prigusenim svjetlom ili u laboratorijskom posudu od
smedeg stakla ili u posudu omotanom aluminijskom folijom.

5.1. Opcéenito

5.1.1. Slijepa proba hrane za zivotinje

Kod primjene testa iskoristenja (to¢ka 5.1.2. ovoga Dijela) analizom
slijepe probe hrane za Zivotinje provjeri se da nisu prisutni ni

karbadoks niti interferentne tvari. Slijepa proba hrane za Zivotinje
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pri ¢emu je:

¢ = koncentracija karbadoksa u ekstraktu uzorka (toc¢ka 5.2.2.

ili 5.2.3. ovoga Dijela) u pg/mL;

V2 = volumen ekstrakta u mL (tj. 50 za premikse; 150 za pripravke);
f = faktor razrjedenja sukladno tocki 5.2.2. ovoga Dijela (premiksi)
ili to¢ki 5.2.3. ovoga Dijela (pripravci);

m = masa testnog uzorka u gramima.

7. Validacija rezultata

7.1. Identifi kacija

Identifi kacija analita moze se potvrditi ko-kromatografi jom ili



detektorom s nizom dioda kojim se usporeduje spektar ekstrakta
uzorka i spektar kalibracijske otopine (to¢ka 3.11.2. ovoga Dijela)
koncentracije 10,0 pg/mL.

7.1.1. Ko-kromatografi ja

Ekstrakt uzorka se obogati dodavanjem prikladne koli¢ine kalibracijske
otopine (to¢ka 3.11.2. ovoga Dijela). Koli¢ina dodanog

karbadoksa mora biti podjednaka procijenjenoj koli¢ini karbadoksa
u ekstraktu uzorka.

Dopusteno je povecanje samo visine pika karbadoksa uzimajuéi

u obzir dodane razine i razrjedenje ekstrakta. Sirina pika, na polovici
maksimalne visine, mora biti unutar priblizno 10% pocetne sirine.
7.1.2. Detektor s nizom dioda

Rezultati se ocjenjuju sukladno sljede¢im mjerilima:

(a) valne duljine maksimalne apsorpcije spektra uzorka i spektra
standarda, zabiljezene na najvi$oj toc¢ki pika kromatograma,

moraju biti jednake unutar granice odredene razlu¢ivoséu sustava

za detekciju. Kod detektora s nizom dioda ova se vrijednost obi¢no
nalazi unutar X} 2 nm;

(b) izmedu 225 i 400 nm, spektar uzorka i spektar standarda,
zabiljezeni na najvioj to¢ki kromatograma, ne smiju se razlikovati
za dijelove spektra unutar podru¢ja 10 — 100% relativne apsorbancije.
Ovo je mjerilo ispunjeno kada su prisutne jednake najvise vrijednosti
i kada odstupanje izmedu dva spektra ni na jednoj tocki ne

prelazi 15% apsorbancije standardnog analita;

(c) izmedu 225 i 400 nm, spektri krivulje rasta pika, najvise

tocke pika i krivulje pada pika dobiveni iz ekstrakta uzorka, ne

smiju se medusobno razlikovati za dijelove spektra unutar podrugja
10 — 100% relativne apsorbancije. Ovo je mjerilo ispunjeno kada

su prisutne jednake najvise vrijednosti i kada odstupanje izmedu

dva spektra ni na jednoj tocki ne prelazi 15% apsorbancije spektra
najvise tocke pika.

Ukoliko nije ispunjeno jedno od navedenih mjerila, prisutnost
analita nije potvrdena.

7.2. Ponovijivost

Razlika izmedu rezultata dva usporedna postupka odredivanja,
izvedena na istom uzorku, za udio od 10 mg/kg i vise ne smije prijeci
15% relativno u odnosu na visi rezultat.

7.3. Iskoristenje

Kod obogacenog (slijepog) uzorka iskoristenje iznosi najmanje

90%.



8. Rezultati medulaboratorijskog odredivanja

Provedeno je medulaboratorijsko odredivanje u kojem se u

8 laboratorija analiziralo 6 uzoraka hrane za zivotinje, 4 uzorka
premiksa i 3 uzorka pripravaka. Svaki je uzorak analiziran dvaput.
(Detaljnije informacije o navedenom medulaboratorijskom odredi-
5.3.2. Proc¢iséavanje uzorka

Propusti se 15 mL fi Itriranoga ekstrakta (tocka 5.2.1. ovoga

Dijela) kroz kolonu od aluminijevog oksida, a prva 2 mL eluata se
odbace. Prikupi se sljedec¢ih 5 mL, alikvot se fi Itrira kroz fi Itar 0,45
pm (tocka 4.6. ovoga Dijela).

Prelazi se na HPLC odredivanje (to¢ka 5.4. ovoga Dijela).

5.4. HPLC odredivanje

5.4.1. Parametri

Sljededi se uvjeti predlazu kao smjernice; mogu se koristiti i

drugi uvjeti ako se njima jamée jednakovrijedni rezultati:

Kolona za tekué¢insku kromatografi ju

(tocka 4.4.1. ovoga Dijela): 300 mm x 4 mm, Cis, s veli¢éinom
Cestica punjenja 10 um ili ekvivalentna

Mobilna faza

(tocka 3.10. ovoga Dijela): Smjesa otopine acetatnog pufera (tocka
3.9. ovoga Dijela) i acetonitrila

(tocka 3.2. ovoga Dijela), 825 + 175

(V+v)

Brzina protoka: 1,5 - 2 mL/min

Valna duljina detekcije: 365 nm

Volumen za injektiranje: 20 pL

Provjeri se stabilnost kromatografskog sustava visekratnim
injektiranjem kalibracijske otopine (to¢ka 3.11.2. ovoga Dijela)
koncentracije 5,0 pg/mL sve dok se ne postignu konstantne visine
(povrsine) pika i konstantna vremena retencije.

5.4.2. Kalibracijska krivulja

Vise puta se injektira svaka kalibracijska otopina (to¢ka 3.11.2.
ovoga Dijela) i za svaku koncentraciju izmjere vrijednosti visina (povrsina)
pika. Kalibracijska krivulja se pripremi tako da se na ordinatu
nanose srednje vrijednosti visina ili povrsina pika kalibracijskih
otopina, a na apscisu odgovarajuce koncentracije u pg/mL.

5.4.3. Otopina uzorka

Vise puta se injektira ekstrakt uzorka [(to¢ka 5.3.2. ovoga Dijela)
za hranu za zivotinje, (to¢ka 5.2.2. ovoga Dijela) za premikse i

(tocka 5.2.3. ovoga Dijela) za pripravke] i odredi srednja vrijednost



visina (povrsina) pika karbadoksa.

6. Izracun rezultata

Koncentracija karbadoksa u otopini uzorka u pg/mL odreduje

se iz srednjih vrijednosti visina (povrsina) pika karbadoksa u otopini
uzorka iz kalibracijske krivulje (to¢ka 5.4.2. ovoga Dijela).

6.1. Hrana za Zivotinje

Udio karbadoksa w (mg/kg) u uzorku izracunava se sljede¢om
formulom:

pri ¢emu je:

¢ = koncentracija karbadoksa u ekstraktu uzorka (toc¢ka 5.3.2.
ovoga Dijela) u pg/mL;

V1 = volumen ekstrakta u mL (tj. 50);

m = masa testnog uzorka u gramima.

6.2. Premiksi i pripravci

Udio karbadoksa w (mg/kg) u uzorku izrac¢unava se sljede¢om
formulom:

vanju mogu se pronacéi u Journal of ACAC, svezak 71, 1988., 484,
str. 484-490.) Rezultati (bez ekstremnih vrijednosti), prikazani su
u donjim tablicama:

Tablica 1.

Rezultati medulaboratorijskog odredivanja za hranu za Zivotinje
Uzorak

1

Uzorak

2

Uzorak

3

Uzorak

4

Uzorak

5

Uzorak

6

L888888

n151415151515

Srednja vrijednost

(mg/kg) 50,0 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
sr(mg/kg) 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
CVi(%) 585629313243
sr(mg/kg) 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CVr(%) 7,88,74,652484,9

Nominalni udio



(mg/kg) 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Tablica 2.

Rezultati medulaboratorijskog odredivanja za premikse i pripravke
Premiksi Pripravci

ABCDABC

L7777888

n14 14141416 16 16

Srednja vrijednost

(9/kg) 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
sr (g/kg) 0,37 0,28 0,28 0,44 4,1 517,7
CVr(%)4,23,03050435274
sr(g/kg) 0,37 0,28 0,40 0,55 5,4 6,4 7,7
CVr(%) 4,23,04,36,357657,4
Nominalni udio

(g9/kg) 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100

L= broj laboratorija;

n= broj pojedina¢nih vrijednosti;

sr= standardna devijacija ponovljivosti;

CV:= koefi cijent varijacije ponovljivosti;
sr= standardna devijacija obnovljivosti;

CVr= koefi cijent varijacije obnovljivosti.



