PRILOG 1
METODE ZA UZIMANJE UZORAKA ZA LABORATORISKA ISPITIVANJA HRANE ZA ZIVOTINJE

Die |
Naéin uzimanja uzoraka

Uzorel za kontrolu hrane 2a 2votinge uzirmaju <2 u skladu sa metodama kao reprezentatvn uzorc|

Reprezentatvn| uzorak se dobija iz manje koliine W serge za odredivanje bilo kojeg posebnog svojstva te kolitine 8o predstavija sredrgu
vrijednost svojstva serge

Uzimarge uzoraka 1z senja vrS se uzmanjem pojedinalnih uzoraka iz razliith poloZaja u sedjl, 2 pojedinalni uzorcl kombinuju s& migeZanjem
radi formiran)a zbirog uzorka 12 kojeg se repre zentatvrem dijelie njemn pripremaju repre zentativil konatre uzorc

Ako =e vizuelnim pregledom utvrdi raziika u kvaltetu djelova hrane za Zvotinje koja s= uzorkuje u odnosu na preostali dio iste senje, b dslovi
razdvajau se od ostatka hrane za Bvolinje 3 ngmia 2 postupa kao sa odvegenom podsenjom, a ako nije mogule podijedti hranu za Zivobirge u odvoene
podsenje, hrana za Bvotinje uzorkuje se kao jedna serja | ta) podatak se navod) u izve3taju o uzimanju uzoraka

Uzeti uzorak hrane za Inotinje treba da bude zape€acen na na&n da uzorku nije moguce prstupiti bez lomijenja i uklanjan)a pecata, a oznaka
petata treba da bude jasno prepoznatljiva | vidipva

Uzeti uzorak hrane za Invotinje moZe se stavit u posudu koj@a se zatvara na nafin da se ne moe otvonb ber ostecenja posude &ime ss
1zhjegava ponovno konicenje te posude

Uzeti uzorak hrane za Zivotinie treba da bude neizonsiva oznaten | dentifikovan na nadin da postojl nedvosmigdens veza sa izviesdtalem o
uzorku

Dioll
Oprema za uzimanje uzoraka

Cprema 73 uamanje uzoraka treba da je izradena od matenjala koji e maZe kontaminirati proizvode nanjenjene uzorkovaniu
Oprema koja je namijenjena visestruko upotrebt treba da bude pednostavna za Sistenye kako ke se izbjegla unakrsna kontaminacija
Za néno yzimranje uzoraka £yrste hrane za dvotinje koristi se sfedeta oprema

ot lopatica sa ravnim dnom | vertkalnim stranicama,

- sonda za uzimange uZoraka sz dugim prorezom il pregradama

Demenzge sonde za uzmanje uzoraka treba da odgovarau osabinarma uzorka (dubina posude, velidina vrece) | veliini estca hrane za
Invotinge, a ako sonda za uzimange uzoraka ira nekoliko otvora, oni s2 odvajaju pregradama Il rasporedenim otvorina kako bi se obezbjedilo da se uzorak
uzima na ragi¢itm mjestma uzdu? sonde

Zz mehanitko uzimanie uzoraka hrane za Zivoteye koja j& u pokretu mole se konstti odgovarajucz mehanitka oprema kojom se moZe
uzorkovat najmanje Citav dio protoka, a uzimanje uzorska heane za 2vatinje u pokretu (pri velikim brzinama protoka moZe se sprovest automatizovanom
opremom

Z3 razdvajanie uzorka na pnbliZne jednake djelove konst s= oprema za papremu redukovaninh uzoraka na reprezentativan natn (Gekoc)
peerma potreb

Diolll
Koligina i broj pojedinaénih uzoraka

Eroj pogedinatnih uzoraka utwdenih iz tac 1.1 | 1.2 ovog dyela orimperguju s 23 uzorkovane dielove u kolilinama do napvise 500 tons kol se
rmogu uzorkovatl na repreze ntativan nadin, 8 postupak uziranga uzoraka odnost <2 | za kolifine vece od propisane maksmalne kokGne uzorkovanog dijela,
pod uslovom da se najved broj pojedinatnih uzoraka |z Tabele 1 ne uzaima u obzir, vec se broj pojedinagnih uzoraka odreduje formulom kvadratnog konena
u skladu sa tatkom 13, ovog ggela, a ngmanrga zbirna kolilina uzorka proporcionalno se uvedava, s lim da se ne sprecava razdvajanje velike serije u
nekoliko manyih podsersa | uzimange uzoraka svake podserije u skladu satac. 1.1 1 1.2 ovog dipela

Vehéina uzorkovanog dijela treba da bude takva da svaki od njegowh sastavndh dijelova moie biti uzorkovan

Z3 jako velke senje |l podserje (> S00 tona) | 2a serije koje s2 prevoze il skladidte na takav nadin da je usmanje uzoraka nemogule u skiadu
sa tat.1 1 112 ovog deela pnimjerygye se postupak uamanje uzorakaiztacie 1.3,

Ako nije moguce uzeti uzorake zbog nepnhvatijve komercijalne Ztete na serji (zbog oblika pakovana, prevoznih wredstava; nadna
skladiZen|a), mo2s se primgendti aiternatini nadin uzimanje uzoraka pod usiovom da j2 5o reprezentativniji | U potpunosti opisan | dokumrentovan

1.1. Koli¢ina pojedinaénih uzoraka pri kontroli materija ili proizvoda ravnomjerno zastupljenih u Evrstoj hrani 2a Zivotinje u rasutom stanju

| Velléina uzorkovanog dijela Najmanji broj pojedinaénih uzoraka
I 25 tone 7
=2 5 tone Kyadratni korgen iz broja tona od kojeg je napravijen uzorkovani dio prethodno pormmozen
I_ 53 207, do 40 pojedinalnih uzoraka
*.Kada dobyen broj rge cijeli brog, zaokruiuje se na siieded oijeli broy
12 Koli¢ina pojedinaénih uzoraka pri kontroli materija ili proizvoda ravnomjerno zastupljenih u teénoj hrani 2a Zivotinje u rasutom stanju
[Veliina uzorkovanog dijela Najmanji broj pojedinacnin uzoraka
<7 5tone < 2 500 Wtara [4*
>3 5 tone il >2 500 litara 7*

F-Ako nije moguce dobit hormogenu tefnost, povedava s bro] poyedinalnih utoraka

13 Kolidina pojedinaénih uzoraka pri kontroll materija ill prolzvoda ravnomjerno zastupljenih za upakovanu hranu za Zivotinje
Hrana za fivotinge (u Evrstom ili teénom stanju) mo e se pakovat uwrece, imenke, badve (u daliem teksu: jedinice)
Velike jedirece (2 500 kg i¥ litarz) uzorkuju s skiadu sa u skizdusatad 1.1 112 ovogdijela, za hranu za fivotinje u rasutom stanju

[VeliEina uzorkovanog dijela Minimalan broj jedinica (najmanje jedna) namijenjenih uzimanju pojedinaénog uzorka®
1 do 20 jedmca 1 jedruca™

21 do 150 jedinica 3 jednice™




151 do 400 jedinica 5 Jearnca'_'
>400 jedinica Jedna cetwrting kvadratnog korjena iz broya jedireca u uzorkovanom dijelu*™*, do 40 jedinica
*.U slucspu kada otvaranje jedinice moZe wicati na anakzu (npr kvarjiva vlazna hrana za Zvatine), neotvorena jediraca sludl kao pojedinacme

uzarak
*.Zajedinioz 8ji sadriz ne prelas 1 kilogram ili jedan itar, pojedinatne uzorak je sadrizj jedne izvome jedinice

"*.¥ad dobijeni broj nije cijeh broj, zaokruzue se na sljeded ajeli brog

14 Koli¢ina pojedinaénih uzoraka pri kontroli materija ili proizvoda ravnomjerno zastupljenih u hrani za Zivetinje u blokovima ili kamenoj soli za
lizanje

Najrmanje 1 blok il kamen 2z lizanje za uzorkovanje po uzorkovanom dijelu od 25 jedinica, do najvise 4 bloka Ili kamena za lizanje

Za Cetini bloka il kamena za lizanje kojirma pojedinatna tedina rge veca od 1 kg, pojedinadnt uzorak sadrd jedan blok th jedan karmen za hzanje
15 Koeli¢ina pojedinaénih uzoraka pri kontroli materija ili proizvoda ravnomjerno zastupljenih u viaknastoj hrani/hranivima

[VeliEina uzorkevanog dijela Najmany| bro] poJedinacnih uzoraka:
< 5 1ona 5
>5tona Kvadratni korjen 1z broja tona od kogeg je napravijen uzoovani do prethodno pormnoken sa
5", do 40 poedinainih uzoraka

*zima e u obzir da u odredersm stuacdjama [npr. kod silaZa) nije moguce uzet potrebne pojedinacne uzorke bez uzrokovan)a nepnhvatijive
Stete na senji U tim situacijama moie se pmijend druga metodas uzamanje uzoraka, a smgernice za uzmanje uzoraka takwih serija obgasnit ¢e se
prye stupanja na snagu ave Uredbe.

I"-Kada dobijeni broj nije cijell broj, zaokruZuje s& na sljededi cyek bro|

16 Koliéina pojedinaénih uzoraka 2a kontrolu materija |li prolzvoda ravnomjemo rasporedenih u hrani za Zivotinje

Kolitine pogedinatnih uzoraka koriste se za
- kontrols aflatoksina, raZenih gljMca, ostalih miotoksina » Stetreh b otanitkih necistota u hrani za 2votegs,
- kordrola unakrsne kontaminadije sastojkom, ulutujuti | genstski modifikavars matenjal, 4l matenja 7a koju se ofekuge neujednadena distnbucija u hrani
Ia Zivotnye

Ukoliko postog 0snovana surmga za postojan| e negednalene distnbucye 1 u slutaju unakrsne kontaminace sastogom 4l matesjom u krmnoj
smess, pnmyenjuju se koliting uzorka date u sljedeto) tabel)

Tabela
Koligina uzorkovanog deola | Najmanji broj pojedinaénih uzoraka
<B0tona [olicing iz tacke 1.1 ovog dijela, broj pojedinatnih 7ahtieva Koji s8 moraju uzet mnod s2
sa2b
= 80 tona 00

1.7 Koliéina pojedinaénih uzoraka kod velikih s erija

| gisfaju velikih djelova {uzorkovare dielovi = 500 tona), broj pojedinaénih uzoraka namgengenih uzorkovanju = 40 pojedinaénih uzoraka + kvadratni kanen
iz koligine tona pn kontroli materja & proizvoda ravnomierno rasporedenih u cielom uzorku & 100 pojedinacnih uzoraka + kvadratni konjen iz kolitine tora
pn kontrok sastojaka il matenja vierovatno neravnomjemo rasporedenih u hrame 23 Zivotinje

Die IV
KOLICINA ZBIRNIH UZORAKA
[Vrste hrane za 3ivotinje za Koje Je potreban je samo Jedan zbimi uzorak s
Vrsta hrane 2a Zivotinje Najmanji veli¢ina zbirnog uzoraka (") (77)

1 [Hrana 72 ﬁvunnle U rasstom stanju 4 kg

2 [P akovana hrana za fivobnge 14 kg***
5 ecna ill polutetna hrana za Zvotinge 4|

L Frrnni blokowt ill kamene sol za kzane

141 [poedinatne mase vede od 1 kg 14 kg

1472 poedinalne rrase ne vede od 1 kg masa Cetin onginaing blokz il kamena 23 lizanje
F Viaknasta hranaimano A g

*-Ako se uzorkuje hrana za Zvotinje viscke vnjednost, moze se uzetl manja kolitna zbimog uzorka pod uslovomda s2 to opise | navede

u Zapisniku 0 uzimanju uzoraka

**-U skladu sa odredbama possbnog propisa o wtvrdivanju metoda unmarga uzoraka | analize za sluZbenu kontrolu hrane za Zivoting,
uzimajuti u obzir prsushvo genetski modfikovanog matenjala za koji je postupak odobravanja u toku & je odobrenje isteklo, zhirni uzorak
za kontmiu pnsustva genetskl madifikovanog materjata mora da sadrdl namanje 35 000 semenlozma, a veli€ina zbimog  uzorka za
kukuruz mara da bude najmanje 10,5 kg, 2 za soju 7 ko, 3 7a astalo siemenje kao Sto je jeéam, proso, ovas, pinnac, raZ, pSenica i sjeme
repe, 7oirna vehtina uzoka od 4 kg odgovara kolidmi od 35 000 sjemenki

"l slulaju upakovane hrane za fivotine, modda nete biti moguce poshici velidinu od 4 kg za zobimi uzorak, zavisno od velicine
pojedinacnih jedimica

****.1) slutaju viaknaste hrane il hrane niske specifiéne teaine (sgeno, slama), zbimi uzorak treba bit najmanje 1 kg

Dio V
KOUCINA KONACNIH UZORA KA ZA LABORA TORIJSKO ISPITIVANJE
Za laboratonjsko ispitvanje potrebno e ispitvanie nagranje jednog konatnog uzorka, 3 kobiéing konafnog uzorka za laboratorgsko spvanie ne srrje biti
manja od:

Evrsta hrana za fivotinge 500 g (*) ("™
tetna & polutedna hrana za Zvobrgs S00 mi

- Konalnl uzorak za kontrolu prsustva genetsks modifiovanog matenjala mora da sadr2a najmanje 10 000 sjemenkizina, a za kukuruz veliting
konafnog uzorka mora biti najmanje 3000 g, 3 za soju 2 000 g., a 23 ostalo semenje kao &o je jefam, proso, 20b, pinnac, ral, pSenica | seme




Tepe, ZDIMa Vel na uzofxa 0 500 § 0050vara vise 00 10 000 Semenia

Ak Je zhirnl uzorak znatno mank od 4 Kg () Itra moZe s2 uzet | manga kolicina zbimog uzorka pod wslovormn da se opise | navede u zapisdku 0
uzmanju uzoraka

"Priuzimanju uzoraska mahunarkl, zma 2itarica | orafastog vola 23 odredivarge ostataka pestioda, najmanja veidina konatnog uzorka imosi 1 kg
u skladu sa propisem kojm se uraduju metode za uzemanje uzoraka xa siuZbenu kontrolu ostataks pesticida u | na proizvodima bilpog | ﬁvnu'gskugl
ponjekda

Dio V1
METODE UZIMANJA UZORAKA VELIKIH SERIA ILI SERIJA KOJE SE SKLADISTE ILI PREVOZE NA NACIN DA UZORKOVANJE U EITAVOQY
SERNI NIJE MOGUCE

Ako natin prevoza ili skiadidtenjz senje onemogucava uamanje pojedmnatnih uzoraka u itavoj seriji, uman)e uzoraka th senja vr se kada je
senja u protoku

Kod velikih skladi$ta namijenjenin skladistenju hrane za 2ivotrge, reba da bude ugradena oprema u skladiSts koja omogulava automatsko
uzimanje uzoraka u Sitavo skdadisnoj seriji

Unmangs uzoraka velikih senja u brodovwa sprovodi se po moguinosti dok j2 proizvod u protoku (dinamitko uzorkovanje) na sijedet natin
uzimanje uzoraka s2 vrsi u brodskom skiadistu.

Erodska skladifa djelimitno se prame ©dno 73 drugim tako da potemo fizidko odvajanje vise ne postoji nakon prenosa u skladisnim
obyektima, 8 uimanje uzoraka se moZe sprovest na pocetnom fizitkom razdvajanju Il ra razdvajanju nakon prencsa u skiaddne objekte

Istovar broda mole trajati nekoliko dana, a unmanie uzoraka mora Serovest u e dovnim inte rvasma tokom Irajanja 1stovara, @ akao nije moguce
uzimanje uzoraka tokom Citavoq trajan)z istovara, uzord se uzimaju za dio (uzorkovani dio) Citave senje

Erol poedinadnih uzoraka adreduje s uzimanjem u obzr uzodkovanog dyela

Ako = uzorkuje dio serge brane za Bvotinje (ste kiase il opisa | utvrdi da ta) dio serije ne odgovara propisanim zahtjevima | smatra se da sva
hrana za Zivotings 1Z 18 Serye ne ispunjava propisane zahtjeve, osim ako s& detalnom analizom utvrdi da da ostatak serje Ispunjava propisane zahtjeye

Uzimarge uzoraka autorratski vrdl se u prisustvu Inspektora za bezbjednost hrane

Ukoliko se automatsko uzimarge uzoraka speovod Sa unaprijed odredenim parametnma koji Se ne mogu mgenjati tokom uzimanja uzoraka, a
posedinaéni uzom se skupljaju U rapefaceni pnjerni rezervoar fime se specava svaka moguda zloupotreba, uzimanje uzoraka vrii se U prisustu
inspektora za behjedrost hrane visi se na na podetku uzeman|a uzoraka, pri sYako) promjeni prijennog rezenvoasa za uzorak | na kraju uznmanja uzoraka.

Dio VII
Statitko uzimanje uzoraka serija koje se prevoze brodom

Ako s2 uzimarge uzoraka v statékim uzorkovargem, primjenjuje s= postupak za skladifne objelte (silose) kojima s2 pristupa sa gomnje strane
u skladu sa tackom 1 1 dijela XX ovog pnloga

Unmangs uzoraka se mora sprovesti na prstupaénom dijgle (odozgo) senje/brodskog skiadidta, a broj pojedinatnih wzoraka odreduye se voded:
racuna o velifini uzorkovanog desla

Ako se uzorkuje dio senje hrane za fivotnge iste klase ili opisa | utwdi se da taj dio serije ne ispunjava propisane zantjeve, smatrs se da sva
hrana za fivotings iZ te serve ne iIspunjava propisans zahtjeve, osim ako se detalipom analizom utvidh da ostatak serje ispunjava propisane zahtjeve

Dio VIl
Uzimanje uzoraka vellkih serija koje se skiadidte u skladidtima

Uzimange uzoraka se mora sprovest na pristupatnom dijelu serye, a broy pojedinatnih uzoraka odredue se uzimzue u obair velidinu
uzorkovanog dijeia

Ako s2 uzorkuje dio serpe hrane 23 Zvotinje 1ste lase il opesa | utvrd se da t3) dio senje ne odgovara propesanim zahtievima smatra se da sva
hrana za fivotinie iz 12 serje takode n2 ispunjava propssane zahtjeve, osm ako s2 detalinom analizom utvrdi da ostatak senje ispunjava propisans
zahtieve

Dio IX
Uzimanje uzoraka iz skladiénih objekata (silosa)

1. Uzimanje uzoraka iz silosa kojima se (jednostavno) pristupa odozgo

Uzimanyje uzoraka se mora sprovest na pastupatnom dijelu serije, 2 broj pojedinalnih uzoraka odreduje se vodel ratuna o velidini uzorkovanog dyela.
Ako se uzarkuje dio serije hrane za Zivotinje Iste klase @ opisa | ubvrdl se da ta dio serije ne odgovara propisanim zahtjevima, smatra se da sva hrana za
Fivatinge iz te sarje takode ne ispunjava propisane zahtjeve, osim ako se detaljnomn anadzom utvrdi da ostatak senje ispunjava propisane zahfjeve

2. Uzimanje uzoraka iz sifosa kojima se ne pristupa odozgo (zatvoreni silosi)

2.1 U silosima kojima se ne pristupa odo zgo (zatvareni sibos) velitine >100 tona hrana a3 fnvotinge se ne moie uzorkovat na statitls nacin.

Ako se hrana za Zivotinje u sfosu mora uzorkovati | ne postojl maguénost premjestan;a podiljke, lice koje upravija silosom treba da obizbijedi inspektora
kada ée se slos istovarits kako bi e somogutilo uzrmanje uzoraka u trenutku kada je hrana za Bvotinje u protoku.

2.2 Sllos kojem =e ne pristupa odozgo (zatvoreni silos) veliéine <100 tona, uzimanje uzoraka ukljutuje ispustanie u prijermm e zenvoar kolidine od 50 do 100
ko i uzimanje uzorka iz njega

Veligina thimeg uzorka odgovara Citavey seriji, a broj pojednatnih uzoraka odnos: se na kolitinu iz silesa puitenu u prijemni rezervoar za uzimanje

uzoraka

Ako se uzorkuje dio serje hrane za Zvotinje iste klase 4i opesa | utvrdi se da t3j do senje ne odgovara propisanm zahtievira, smatra se da sva hrans za
fivotings 17 te serije takode ne ispuryava propisane zahtjeve, osim ako s detalinom anakzom utvrdi da ostatak serge ispunjava propisane zahtjeve

Uzimanje uzoraka hrane za Zivotinje u rasutom stanju u 2atvorenim posudama
Serje hrane za fivotinje u rasitom stanju mogu se uzorkavat samo nakon stavara, a ako nije moguts obavit istovar na mesty utovara 1l kontrole uzorc
se uzimaju uzoraka obavlja pn 1stovaru tih posuda



Dio X
NACIN UZIMANJA, PRIPREMANJA | PAKOVANJA UZORAKA

1. Nagin uzimanja pojedinaénih uzoraka

1.4 Uzora treba da se uaman | prgremaju bez nepotrebnog odlaganja vz prdrzavanie miera opreza kopma se spretava promena sastava il
kontarmenacya proizvoda, 3 instrumentl, adne pavriine | posude 2a prgern uzoraka trebs da budu St | sud

1.2. Pojedinaim uzorci treba da se szemaju nasumicno iz cijelog uzorka | treba da budu prbhEno pednake velitine

1.3. Velilina pogedinalnog uzorka iznosi nagmanje 100 grama il 25 grama 23 viaknastu hranu i heanu reske speciilne teZing.

14 Ako se urimange uzoraka vrs o skladu sa dgeiom VI ovog priloga, uzima s& ranje od 40 pojedinalnih uzoraka, 3 velitna poedinacnih uzoraka
odreduje se prema veliGini Zbimog uzorka u skladu =3 deelom IV ovog prioga

1.5. U siuiaju uzmanja uzoraka malih senja pakovane hrane za Zivotinie gdie je prema kolcinslam zahtjevima potrebne uzet ogranicen broj pojedinaénih
uzoraka, pojedinatni uzorak e sadria) jedne izvome jedesce Cii sadeia)ne prelaz | kg b jedan itar

16U =ucaju uzimanja uzoraka pakovane hrane za Iivotinje sastavljene od malih jedinica (npr. < 250 g), velifina pojedinacnog uzorka zavisi o velicini
jedrnce

2. Naéin uzimanja uzoraka hrane za Zivotinje u rasutom stanju
Uzimanje uzoraka vrsi se pn premjestanju wuzorka (pr utovaru il istovans), prema potrebi

3. Naéin uzimanja uzoraka pakovane hrane za Zivotinje
Uzorci pakovane hrane za faotine uzmaju se sondom & fopatcom u skiadu sa dijelom Il ovog priloga, a uzorci s2 mogu uzet nakon odvwojenog
prainjerya jedireca, prema potrebi.

4. Nadin uzimanja uzoraka homogene Il tene ill polutetne hrane 2a Zivotinje pogodne 2a homogenizaciju

Uzorcl homogene teéne ill poluteéne hrane za Zivotinje uzimaju se u skladu sa dijelom Il ovog prloga, a njihov sadriaj s= prema potrebi homogenszuje i iz
svake se jedinice uama odredena kolicina

Fojedinatm uzord se mogu uaimati pri praZnjenju sadriaja rezervoara

§. Nadin uzimanja uzoraka teéne |ll polutedne hrane 2a Zivotinje koja nije pogodna 2a homogenizaciju

6.1, Uzoro tetne il polutetne hrane za Zvotnge koja mge pogodna 22 homogenizaciu uzmap s2 u skiadu sa dijelom |l ovog pnloga, 2 uzora se uzimau
saraziGuh nvoa

5.2. Uzors se mogu uzel | 23 wgeme pralnjen)a sadraja, ali se prva kol€ina mora odhacit

Usludajuiztal 61152 ovog dijela wkupna zapremina uzeth uzorak ne mo2e it manya od deset litara

6. Nadin uzimanja uzoraka krmnih blokova ili kamene soli za lizanje

6.1 Uzoro krminsh blokova ) kamene soli 23 lizanje uzimap se u skiadu sa dijelom 1l ovog priloga, 3 uzorak s& moZe se uzeti kao dio svakog bloka il
kamene soll za lizanje, 3 U sluCaju surmree da blok il kamena so 23 lizanje reje pogodan za homogenizaciju, Stav blok il kamena so za lizanje mole s
uzeb kao uzorak

16.2 Za tet bloka ili kamene soli za lizanje kojma pojednalna telina nye veca od | xg, pojedinalni uzorak je sadria) jednog bloka & jedne kamene soli
Ia kzane.

7. Priprema zbirnih uzoraka
Pojedinagni uzera mijeZaju se tako da stvare zhirrs uzorak

8. Priprema konaénih uzoraka

Zbimi uzorak treba da se padjivo izmiesa !

Friprema konadrsh uzoraka wii se na sljededs nacin

- uzorak se tuva u pogodnoy posudiprjemnom razervoary, uz preduzimangs mies opreza kako bi se tokom prevoza i skiadidtenya sphjedila promgena
sastava uzorka i kontamnacia

- u sluézu kontrole materija ili poizvoda ravnomgemo rasporedenih u hrani zz fivotinje, zhimi uzorak moie se reprezentatvno smanjiti na namanje 2,0 kg
ili 2,0 %r3 (redukovars uzorzk) 2, po moguénest mehanitkim ili automatskim distributerom, za kontroks prisustva ostataka pesticda u mahunarkama, zmima
#tanca | oradastom vodu, namanja velidina redukovanog uzorka 1meosi 3 kg, a ako svojstva hrane za Zvotinje ne doxvoljavaju konsceme distnbutera il
distributer nije dostupan, uzorak se smangge diglenjem na Cetiri dijela, 3 iz smanjenih uzoraka pripremaju se konatni uzord (za potrebe kontrole,
sluzbenog postupka i u referentne svrne) prbliing jednake veiitine u skiadu sa dijslom V ovop pnloga, @ u dutzu kontrole proizvodz, ukljutujuti genstsk
rrodifikovacd matenjal il matenja ko su neravnomiemo rasporedene u hram za votinge, Zbimi uzorak j&

- potpuno homegenizovan | nalmadno podjeljen u konatne uzorke ili
- redukovan na naimanje 2 kg ili 2 ¥tra ? mehanickirn i autormatskim distribute rom
U slufaju kada svojstva hrane za Zvotinje onemogutavigu korsenje distributera, uzorak se rrole po potrebi sranitl dijeferyem na Cetin diels.
Za kontrolu prsustva genetsk modifikovanog matergala redukovani uzorak mora sadriat nagmanje 35000 gemenlazrna kako bi se omogutilo dobijarge
konaénih uzoraka za potrebe ispitivarga, 2 U slucaju referentnog uzorka od naymarge 10000 sjemenki xma u skdadu =a diglomn IV 1V ovog priloga

9. Pakovanje uzoraka
Posude ili pakovanja uzoraka treba das u zapecaceni i cznateni tako da i nije maoguce otvorti bez oStecenja pedata, kon zahvata cijelu stiketu

10. Slanje uzoraka u laborateriju
Uzorak se bez odlaganga 3alju u laboratoniu, zajedno sa podaoima

11. Podaci o uzimanju uzoraka
O svakom uzoku moraju se voditi evdencije kako bi se svaki uzorkavani dio | njegova veliGinz mogla nedvosmisieno prepoznati
U evidencijama se unos svako odstup anje od postupka uzimanja uzoraka

! Sve grudvice se razbyu (prema potrebl, 1ako da s2 adyoje | zatimvrate y uzorak)
* Oz u sluCau kernog bilja | heaau 2a Ivatinge sa mslom specifitnom tedinom
* Dsimu sluaju krmnog bilja i hranu 2z Svoting s3 melom specifitnom tefinom



PRILOG2
ANALITICKE METODE ZA PRIPREMU UZORAKA HRANE ZA ZIVOTINJE ZA LABORA TORIJSKO ISPITIVANJE

Dio |
ANALITICKE METODE ZA HRANU ZA ZIVOTINJE

1. Priprema uzoraka za laboratorijsko ispitivanje

Friprema uzoraka hrane za Invotinje koji s2 2alju u laboratoriju 23 1sptivanje & se na nacin da zmjerene koli€ine budu homogene | reprezentatvne za
konacne uzorke

2. Mjere opreza

Puostupak prpremana uzoraka vrs se u zavisnost od analiticleh metoda loje ¢e s2 konstib, kao i proizvoda | matenjala koji se kontroliZu

Potrebni postupci treba da se sprovedu na nadn kogm se u najvecoj moguca) men sprecava kontamnacia i promiena sastava uzorka.

Mijevenje, mijesaryz | prosijavanje treba da se wii bez odlagarga kako bi se uzorak Sto kraceizlagao vazduhu | svijetiot | ne mogu se koristiti mlinow |
drobilice koji bi magli znatno zagnjat uzorak.

Uzorei hrane 72 Zvotinje treba da s2 nuéno melju ako je ogjetijiva na toplotu, 3 oprema ne smee da bude izvar kontamnacie

Aka se pnprema ne mo2e obavti bez znatne promjene sadriza vizge u uzorku, sadria) viage se odreduje prije | nakon pripreme, u skladu sa deslom |
priloga 3 ovog praviinka

3. Postupak
3.1 Opéti postupel

Do uzorka 23 analizu vaima se iz konatnog uzorka | ne preporutuje se dyelienje uzoraka metodom rasporedivan|a u oblik kruga i kupe 1 njegovo dieljene
na tetin dysla po diagonak, jer 52 na 13 natin magu dobiti dielovi uzokaz za analizu 53 velikom gredkom dijsienya

311 Hrana za dvotinje koja se mo2e samljet: bez dodatne okrade

Frosijao konagni uzorak s2 pomgesa i prikup u 00govaraucy Gistu | suvu posudy 53 hemmetidkinm zatyaralem, 3 neposredno prije rmyerena kolidine uzorka
za analizu, uzorzk se ponovo pomiesa kako bi se obezbjedila patpuna homogenizacia

312 Mranz za Zvotinje koja se mo2e samljiet nakon susenja

Konalri uzorak se, u skladu satatkom 4.3 dijela | prloga 3 ovog praviinka suditako da se sadrZaj viage snizi na 8%—12%, a zatim se nastavija u skiacu
satatkom3. 1.1 ovog diela.

313 Teina ik polutetna twana za Zivotinge

Konadni uzocak se sakuplia u edgovarajuu Sty | suvu posudu 3 hemrmetickim zatvaralem, 3 neposredno prije rierenja kolidine uzorka 23 analizu, uzorak
se dorbo promijesa kako bi se cbezbjedia patpuna homogenizacija.

314 Ostalabvana za hivobrge

Konagru uzorat kojl 52 ne mogu pripremtl u skladu satag 3.1.1,3.1.21 3.1.3 ovog dijels obraduju =e bdo kojirn drugim postupkom kojrm se obe zhjeduje ca
e izmgerena koligéina uzorka za analizu homogena | reprezentativna za konaéne uzorke

3.2 Posebni postupak pri provjeri vizuelnom kontrolem ili mikroskopijom ili kada je ¢itav zbimi uzorak homogen

U slugaju proviere vizuelnom kontrolom (bez konisenja mikroskopa), za provieru se lonst Gtay [aboratorjski uzorak
U slugaju mikroskopske proviere, u laboratoryi se moZe smanjiti zhirre uzorak ili dodatno smanjib mdukovani uzorak.
Konaéri uzorci za referentne uzorke uzimaju se na identiéan nadin kao konakni uzoraci u postupku kontrole

Ako je gitav ztirni uzorak homogen, konatni uzorci uzma s= iz homogenog zbimog uzorka

4. Cuvanje uzoraka

Uzora treba da se Euvau na temperatun koja nece promijenit njihov sastav, 3 uzoro namiengent za anafizu vieanmina & matena posebno ogethvin na
svietlost treba da se Suvaju U uslovima U kojima uzorak nije pod Stetnim uticajem svietlost

Dioll
REAGENSI | OPREMA KOJA SE KORISTI U ANALITICKIM METODAMA

1. Swireagensi kop se koniste u analiticken metodama treba da budu analgicke dstoce (ovo anahs! (p.2 )), 2 fistoca reagensa treba da se provien sijepom
probom, U Zavisnost od dobyenih rezultata, moze biti potrebno dodatno prefiSCavanje reagensa

2. Priikoen pnmene anatickh metoda koye uklutuju pipreranje rastivora, razbladvanie, Ispirarse Il pranje. a kod kojik se ne navodi vista koricenog
rastvora Il rastvaraca, kon st s voda, ko je demineralizovana i destiovana

3. Oprema i instrument koji se koriste za Bboratorysko spitivanje treba da budu &8, possbno kod odredivanja vrio malih kolitina matenja

Dio Il
PRIMJENA ANALITICKIH METODA | PRIKAZ REZULTATA
1. Postupak ekstrakcije

Ukoliko je anahtickom metedom utvrden poseban postupak ekstrakdje, osim postupka utvidenog metodormn mogu se konstit | drugi postupct ekstrakoge,
pod uslovomn da je efikasnost konécenog postupka ekstrakcge za analizirani matniks istovjetna sa postupkom navedenim u metodi.

2. Postupak prediséavanja

Ukoliko je analtickom metodom utvrden poseban postupak pre€istavanja, osim postupka wutvrd@enog metodom mogu se konstiti | drugi postupc
preciScavansa, pod uslovom da je efikasnost kongcenog postupkz prediscavanja za anakzirani matriks istovjetna sa pestupkom navedenam u metods



3. Broj postupaka odredivanja

Kod analize nepoielnin matenjz, ako @ rezuRat prvog odredivanja natro (> 50 %) nidi od specifikacie koja se kontralide, ne sprovade se dodatr postupc
odredivarya pod uslovom Gz su konsterd odgovarajutl postupa za obezbjedivanje kvaiteta

U drugim slutajevirra potrebna je dvostruka anakza (sekundamo odredivang) kako ti se (skljudia mogutnost unutrasnje ukrSten e kontaminacie |l sucane
zameene uzoraka, a za potvrdivane uskiadeno st konsti s2 srednja vrjednost dva odredivanja, uzerajudi u obzir nesiQUMOoSE merenja

Prilikom kontrole deklarssanog sadr2aja matenje il sastogka, ako <8 rezultatom prvog odredivanja potvrdi oznaden) sadris), 0dnosno ako je rezultst anshize
unutar pritvatlivih granica odstupanja od oznacenog sadizaja, ne sprovode 2 dodatni postupc odredivanja pod uslovom da su koriSters adgovarsjuts
postupd za cbezbjedivange kvaliteta.

U drugim sluéajevirra potrebna je dvostruka analiza (selundamo odredivan2) kako bi s2 1skdjulla mooutnost unutradnje ukritene kontaminacye il dutamne
rarmyerie uzoraka, 3 za potvrdivanje uskladeno st konsh se srednja vrijednost dva edredivanja, uzemajut u obzir nesigurnost myerenja.

4. lzvjestaj o koriséenoj analitickoj metodi

Uizviedtaps o analizi hrane za Znvotinge navods se | konscena analiticka metoda.

§. lzvjeStavanje o rezultatima analize

Rezultat analize prkazule se na nadn utvrden anaitickon metodom, 2 prerma potrehi se kongue u donosu na sadrza vode u kenatnom uzorku prie
papreme.

6. Nesigurnost mjerenja | stepen iskoridéenja pri anallzi nepoZeljnih materija

Ukoliko se analizom utvrdt da hrana za Zvotnje sadrii nepoeline materie koje prelaze dozvolbenu kol 3 ako je rezultst analize, u odnosu na hranu za
Ivotirge 53 sadr2ajem viage od 12 %, veti od maksimalng dozvoljene koliding, uzimaudt u obzir prodirenu nesigumost myeren|a | korekoju za skonstenje,
2 72 ogeny uskladenost karisti se analizirana koncentracija nakon korekcie za iskondcenje | nakon oduzimanja prodirens nesigumaost mereniz o
slutzevima kadza analittka metoda omogucava progenu nesigurnostl myerenia | korekciu 2z skonscenje (na pr rqe moguce u shtaju mikroskopske
analize)

Rezuitati anabze tskangu se na sljsdeci natin (ako konstena analititka metoda omoguiuwe ogenu nesgurnosh Mgeren)a | korekoju za iskonséenje):

(a) sa korekcijom 23 iskon&tene, pi Cermu se navodi nivo iskon$tensa, a karekcija za iskonétergs nije potrebna ako (e postotak iskondtenja zmadu 90% |
110%

(b) kao . x2U°, pn Cerru je x rezuRat analize, U proSirena nesigurnost mierenja uz upotrebu faktora pokrvenostt 2, &ime se postize nivo pouzdanosti od
pabhing 85%

Ako je rezultat analize znatno (> 50%) nik od specifikacje koja se kontrokge | pod uslovam da su kanftenl odgovaraputl postupc 23 obezhjedene kvaliteta,
rezultat analize moZe se prkazati bez korekcye za iskoriEgenje s bm 5to se korekoja za iskonStenje | nesigumost mierenja mogu izostamty,



PRILOG3
ANALITICKE METODE ZA KONTROLU SASTAVA SIROVINA ZA HRANU ZA ZIVOTINJE | KRMNIH SMJESA

Dio |
ODREBIVANJE VLAGE

1. Predmet i podruéje primjene
Qdredivanje sadrZss Viage u hrani za Zivaotinge vrii se kada hrana za Zyvotinje sadrd sparljive materije, poput organshah kisjelina, pn €ermu treba uzeti u
obzir da =e pn odredivanju viage obutwata i znatna kokona i sparipsh materija.
Analticka metoda ra kontrolu sastava sirovina za hranu za Zvotnge | krminib smyeda ne obutwvata analizu miijeénih prozvoda kao sirovna za hranu za
Inotinge, analizu mmeralnih rraterija ¢ srjesa sastavljenih uglavnom od maneralnih maternya, analizu 2nvotingskih | Bilinih mast | ulfa (b analizu semenk
uljanca | uljanog voca
2. Princip
Uzorak hrane za Zvotinge se suf pod odredenim uslovina koy & mienjaju zavisno od wste hrane za Zvotnje, a gubitak mase utwduie se rrjerenjem, a
kod &vrste hrane 23 2votinie sa visokem sadrzajemage vrdi s2 prethodno sudenge
3. Oprema koja se koristi kontroiu sastava sirovina za hranu 2a Zivotinje
3.1. Orobikca od materiala ko)l ne apsodbuje viagu 1 lako s8 Gsti, omogutava brzo | ravnomiemo drobljenie bez preyeranod zagnjavania, u naveto)
moguco) mien spretava kontakt sa spoljnim vazduhom te 1spunjava zaftieve iz tat 4 1114 1.2 ovog gyela (npr udame Il vodom hiadene mikrodrobilice,
konusni mimovi $3 sklopvim konusimaz, spore drobilice i drobilice sa zupéamcimna)
3.2 Analititka vaga sa preciznostu do 1 mg
3.9 Suve posuce od nekorodirguceg metata il stakla sa poklopcima koji emoguduu hermetitko zatvarange, radna povr&ina koja omogucava rasprostirane
uzorka 72 ispitivanie na pridlizno 0,3 o
34 |zotenmicka sudnica (22°C) sa elektiénim zzgrijavanjem i adekvatnim provietravanjem $to omoguéava brzu regulaciju temperature
3.5 Podesva eleltnéna vakuum susnica opremijena uljanom pumpom | mehanizmom za dovod viudeg suvog vazduha ili sredstva za isudvarge (npr
kalcijum oksid)
3 B. Eksikator s3 debelom metainom ik porculanskom perforiranom plofom loja sadrii efikasno sredstvo z3 susenje.
4. Postupak
msmpe; susenja treba da se spravecu odrrah po otvaranju pakovanya sa uzorcema, a analiza treba da s2 i2wd najrranje dvaput zaredom

A rema
4.1.1. Hrana za Zivotinje
Uzroci hrane za 3vounje osim Hanca, grube krupice, tedne ill kasasta hrane za hvotinje  hrane xa Invotinge koja se sastop ugfavnom od ulja 1 mast
uzimaju s2 naymane 50 g uzorka, a prema potrebl se ustnl il podgeh tako da <2 sprijed promjena udeia vage.
4.1.2. Zitarice i gruba krupica
Unma 2 naimanje 50 g uzorka, 3 uzorax o= samele tako da naymarge 50% Cestca prolaz kroz sto sa otvorima veliéine 0.5 mmn, 3 na situ 53 okrughim
otvorima velicine 1 rom ostane napase 10% Cestica.
413, Teéna ili kagasta hrana za Zivotinje | hrana za Zivotinje koja se sastoji uglavnom od ulja i masti
lzrrgen s pribliino 25 g uzorka sa preciznodu od 10 mg, doda se adekyatna koddinag bezvodnog peska izvyerenog sa preciznodiu od 10 mg 1| iZnyjesa
dok se ne dobge homogena masa
4.2. Sudenje
4.2.1, Hrana za Zivotinje osim Zitarica, bradna, grube, sitme krupice | krmnih smjeda
Izmien se posuda s3 poklopcem sa preoznodcu od 1 mg, a u izmjerenu posudu stavi se pnbiino 5 g uzorka s3 preciznostu od | mgi raviamyemo rasin
Posuda se bez poklopca stavija u suSnucu prethadno zagnjanu nz 103 °C.
Posuda s2 stavljz u suinicu $to je moguce bre kaks bi se sphjetio prevelk pad temperathae, 3 susenje trae tebn satz od trenutka kada temperatura u
sudnic) ponovo dostigne 103 C, a posuda se pokrije poklopcem, izvadi iz sudrice, ostaw da se hiad U eksikatoru {tacka 36 ) 30 do 45 minutz i izmjeri s3
precizneituod 1 mg
Hrana za Invotinge koja se sasto)i uglavnom od ulja s mast susi se u susnici dodatnih 30 minuta na 1307 C. a razlika izmedu dva myererga ne treba da bude
vecaod 0,1 % viage.
422 Zitarice, brglno. gruba krupica i sitna krupica
lzrmijen se posuda (tacka 3.3.) sa podopoem =a preciimnesos od 0,5 mg, au wmierenu posudu se izrmyeri pribliine 5 g usitngenog uzorka sa precizmostu od
| mg | ravnoemyemo radn,
Posia se bez pokiopca stavlja u suSnocu prethodno zagnjanu na 130 °C
Posuda ge stavga'go wgﬂcu &0 je moguce brie kako be se sprjedio prevelik pad terrperature, a sudenje traje 2 sata od tenutka kada temperatura u susnict
ponovo dostigne *C.
Posuda se pokrije pokiopcem, 1zvacs (2 susnice, ostaw da se hadi u eksikatoru (tatka 36 30 do 45 minuta « lzmen sa preciznodcu od 1 mg.

4.23. Krrne smese koje sadr2e wie od 4% saharoze & laktoze siroving za hranu za Zivotinge poput rogala, hidrolizovanh 2itnih prorzvoda, gemenk|
slada, sufene mijevene repe, ribe i rastvora $2fera, kemne smjese ko sadrie e od 25% mineraish soli, uldjutujudi knstalne vodu.

1zrjen s2 posuda (tatka 3.3 ) sa poklopcem sa preciznodtu od 0.5 mg, 2 u ipvierenu posudu $2 izmgen pnbliing S g uzorka sa precznodtu od 1 mg |
ravnomjemo radin. Posuda bez pokiopca stavlja se u vakuum sudnicu (atka 3 5 ) prethodno zagrganu na B0- 85° C,

Posuda se stavia u susnicu to @ moguce brie kako bi s2 sprjedio prevelik pad temperature

Pritisak se povecta na 100 torra i na tom se pritisky ostavi da s2 sudi Cetin sata na vruéem suvom vazduhu il upotrebom sredstva za isuivanje (priblizno
300 g za 20 uzoraka)

U posliednjem sluCayu se vakuumn purrpa 1skdjuci kad se dostigne traZens prtsak. Vrhjemes suZenja ratuna se od trenutka kada terperatura u sudnici
ponovo dostigne 80-85° C.

Opreno se igednadi prtsak u suSnicl sa atmosferskem petiskom, a sudnica e ctvan, posuda se odmah pologe poklopoam | | 2vadi 12 suSnicersce, ostavi
da se hiadi 30 do 45 minuta u eks&atoru (talka 36.) | 1zryen se sa preciznostu od | mg.

Susi se dodatrah 3¢ minuta U vakuum sudnic na B0-85" C1ponavo mien, a razika izmedu dva mjererya ne ma2e da bude veca od 0,1% viage.

4.3. Prethodno susenje

4.3.1. Hrana 2a divotinje, osim Zitarica

a hrana za Ivotine s visokim sadr2zem viage koja se teSko drodl treba da se prethodno su& na gjededi nabin u cdgovarajuty posudu {npr
aurninijumski tanyir veldne 20x12 om as ruborn 0.5 om) se izmjen 50 g neusinjenog uzorka sz precizno$ty od 10 mg (szbgena Il Zgusnuta hranz z2
#ivatings mo e se prema potrebi grubo podijei)
Ostan se da se sudi u susnici na 60-70° C, sve dok s2 sadria) viage ne smanji na 8§ 12%
Posuda s= izvadi iz susnicesusnice ¢ jedan sat hladi bez polopca u laboratorn)i, zatm se izmien s3 grenznodtu od 10 mg, a hrana 2z fivotinje s2 odmazh
usitre, u skizcu satatkom 4. 1.1 ovogdijela, isudiuskladusatac 421 ili4 23 ovog diela, u zavisnosti od vrsti hrane za Zivotrge

432, Zitarice
Zrna sa sadriajem viage vetimod 17% moraju se prethodno suditi na siedeti nadin u odgovarajucu posudu (npr. alumngumski taner velitine 20<12 cm sa
rubom 0,5 cm) se izmjen 50 g neusitrgenog zrna sa preciznosos od 10 mg

*. Zs sudenp Iancs, bragns, grube krupice 1 sine krupgice suZnca mora imati 1akav tophni kapacitet da se nakon postavljsnja temperature na 131° C vraca na tu temperatury 23
mang od 45 minuta nakon 50 58 U sudnicy postavi maksimalan broy uzoraka 2a ispitieanga na istovrameno sudeng. Ventilacya mara biti takva da 38, 0 sludaju kada se u susnici dva
s sufl napet mogu beoj uzorsks pienice, rezultati ra2likuju za marge od 0,15% od uzoraka koji su suden 4 sala.



Ostav se da se sus 5 do 7 minuga u sudnicina 130° C
Posuda se izvadi iz susnice 1 2 sata hladi bez poklopca u laboratory, zatim se izmien sa precizno$cu od 10 mg
Oamah se usitre, u skladu satatkom4 1.2 ovog dyela, | osud, u skiadu sa tatkomd 2.2 ovog diela.
§. lzradunavanje rezuitata
Sadriaj viage (X, pnkazan kao procentni dio uzorka, izradunava se pomodu skedede forrmul
§.1. Sudenje bez prethodnog sudenja
X = (m-m,) 100

m m
goe e ,
m- poletna mass u2orka u gramema
My - masa swvog uzoka u gramima
6.2. Suscenje sa prethodnim susenjem
m, -m,)-m 100 m -m
X, = (m, -mg)-m; L+m-m, -—=100-|1-——L
m, m m-m,

g9 Je.
M- poLetna Masa uorka u oramima

M), - masa uzorka nakon prethodnog SuSen|a U gramma,
M, - masa urarka naken ustnjavanja il mijevenja

My - masa suvog uzorka u gramina

§.3. Ponovljivost
;?aml;a izmedu rezultsta dva paralelna postupaks odredivan)s, Zvedena na istom uzorku, ne smye prelazit 0,2% ap solutne vriednost vage .
A omena
U sluCap kada e potrebno mievenje za koje s& pokale da mijenja sadr2aj viage u proizvodu, potrebno je korigovat rezultate analize sastojaka hrane za
Zvotirgs ob Zrom na sadr2a) vIage u uZotku v POSSINOM Stanu

Diell
ODREDIVANJE VLAGE U MASTIMA | ULJIMA ZIVOTINJSKOG | BILUINOG PORWEKLA

1. Predmet | podrudje primjene
ga:‘a"x‘anje sadrzaja viage 1 isparljmh materija u mastena | uljima Avotinjskog | biljnog ponjekda, vrd se u skizdu s3 sijededom metodom

P
Uzorak se osuéi do konstantne mase (gqubdak mase izmedu dva uzastopna mysrenja ne treba da prelaz 1 mg) na 103° C, a qubitak mase utwdye se
mierenjem
3. Oprema
3.1. Posuda sa raynim dnom i zradena od nekorodirajudeg matenjala, pregnika B do 9 cmi wvisine priblizno 3 em.
3.2 Termometar sa ojacanom kugbcom | ekspanzivnom kamomm na gomjem dijelu, baZdaren od pnbéiino B0 °C do najmanje 110° C | dufine pnbiing
10on
3.3. Pjedtano kupatblo 4| elektnéna zagrijana plota
34 Exsikator sa efikasmim sredstvom Za suSvanje
3.5 Analticka vaga
4. Postupak
izmien se prolizne 20 g homogenog uzoka $3 preciznosiu 0 1 Mg | prenese u Suvu (zamgerenu posudu (tacka 3.1 ovog cyela) u koo s2 natazl
termometar (tatka 3 2 ovog dijela)
Zagnijava se u pesZanom Kugatilu il na grejno) plod {tacka 2.3 ) uz staino mijesanje termametrom, tako da temperatura dostigne 80 °C u pribliZzno sedam
minuta
Smany se temperatura Zagnjavana | vri se nadzor utestalosh pockzan)z miehunca $a dna posude, 3 temperatura ne smge pred 105° C, te s2 nastav se
sa rmijedaniem Uz struganje dna posude sve dok ne prestane stvaranje mjehurica
Radi obezbjedivania potpunog uklanjanje viage, nekokko puta se zagnje na 1032£2° C uz hladerge na 93° C izmedu uzastoprsh zagrijavanja, a zatim se
uzorak ostavi da se hladi na sobnoj terrperatun u eksikatoru (tatka 34 ) ovog dijela i izmgen, 2 postupak se ponavya sve dok gubitak mase izmedu dva
uzastopna meren)z ne bude manji od 2 mg
Napomena Povecane mase uzorka nakon uzastopnog zagryavanja upucuje na oksidaoju mast, 3 rezutat se (zrafunava mjerengem neposredno pnge
pofetka povecavanja mase
§. lzraunavanje rezultata
Sadriaj viage (X), pnkazan kao procentni dio uzorka, izradunava se pormocu skedece fonrule:

xX= -m, ——

m, —m, —
oo je ’
m- masa uzorks u gramima,

l'l'\t - masa posude sa sadriajem pnje ragnjavana, u gramima,

M, -masa posude sa sadriaiem nakon Zagnjavana, U Qramima.

Rezultat mznji od 0,05% navode se kao manj od 0.05%"°
Ponovljivest
Razika izmedu rezultata dva paralelna postupaka odredivanja, izvedena na |stom uzorku, ne treba da prelaz 0 05% apsolutne vijednost

Diolll
ODREBDIVANJE SADRZAJA SIROVIH PROTEINA
1. Predmet i podrucje primjene
g)ipgdwanj; sadrlaja sirovh protema u hranl 2a Evolings na osnovu Saddr2aa azota odvedenog metodom po Keldahl-u vrs se sliedecom metodom
. Postup
Uzorak se minershzue suerpornom kigelinom u pasustvu katakzatora, a kigell rastvor se prevede u bazi dodavaniem rastvora natnjum hedroksida, a
amonijak s destiluje | sakupe uizmersng kolitew sumpome kisjeling, a isak se ttnye standarcoam rastvorom natnjum hidroksida.
Destifacijz oslobodenog amonijaka wil se u visku rastvora bome kisjeling, nakon tega slysdi ttracya rastvorom hlorovodonsne ili sumporme kisjeline



3. Reagensl|
31 Kalgum sulfat
3.2 Katalizator bakar{ll)}-oksid CuQili bakae(ll) sulfat pentzhidrat, CuSOexEH-0
3.3 Cinku granulama
34 Sumporna kigjelina, p20 = 1,84 a/mé
3.5 Sumpoma kigelina, standardni volumetrijsk rastvor, ofH,;5C4) = 0,25 mol/l.
3 8 Sumporna kisielina, standardns volumetrgsk rastvor, c{H:50s) = 0,10 moll.
3.7 Sumporna kisielina, standardni volumetrgski rastvor, e{H;50%) = 0,05 mold
3.8 Indikator metil crvena: rastvon se 300 mg metd crvenog u 100 mil etanola, o=85-95% (w\v).
3.9. Rastvor natryurn hedroksda (moguca upotreba tehnicke Cistote) B=40 97100 mi (miv. 40 %).
3.10. Natnjum hedroksid, standardni volurmetrjski rastvor, o{NaGH) = 0,25 moll.
3.11. Natrijum hedrokaid, standardni volumetrijski rastver, c{NaOH) = 0,10 mold.
312, Plovuéac u zrnu, ispran u hlorovodigngj lasieling | kalcifikovan
3.13. Acetanisd (termperatura topljenja=114" C, udio N=10,36%).
3.14 Saharoza (bez 320ta)
3.15. Borna lagelina {(H8C;)
3.16. Rastvor Indiatora metd crveno. rastvori <2 100 mg metl crvenog u 100 mil 21anotz i metanola.
3.17 Rastvor brarkrezol zelenog: rastvori se 100 mg bramkre zol zelenog u 100 i etanctz (i metancla
3.18 Rastvor bome kisjeline (1040 g1, zawsno od opreme koja se korst)
Metodom kolonmetrijskog odredivanja tacke ekvivalencie, rastvonma borne kisjelne treba da se dodaju indikatori metl crveno 1 brorkrezol zeleno
Kod pripreme 1 Iara rastvora borne kisjeline, prije prilagodavanja zapremine, doda se 7 mil rastvora indikatora metil crvenog (tatka 3 16 ovog dijela) 1 10 ml
rastvora bromkrezol zelenog {tatka 3 17, ovog diela)
Zavisno od vode koja se konsti, pH vnjednost rastvors bome kisEine mofe se razikovati od senje do serije, 3 7a daobijanje pontane sijepe probe Eesto
treba izvest pnlagodavanje malim volumenom alkalija
Nagomena Oténo je dovoljne dodati 3 do 4 mi NaOH (tatka 3.11 owog dsela) u 1 Itar borme laseline 10 g/, a rastvor se fuva na sobnog termperatun |
zagticen od svjetlosti | para amonijaka
3.19. Hlorovodoniéna kisjelina, standardni volumetnjsko rastvor, ¢{HCI) =0, 10 molf
Napomena Mogu se koristiti | druge koncentraoje volumetrijskih rastvora {tacka 35 38, 37,310, 3 11.1 3.19. ovog dijela), ako se to uzima u obar u
obraturema, a koncentracije se uviek navode sa etin decmalna rrjesta
4. Oprema
Ureda) za izvoderye postupaka mneralizacije, destilacye | titracje prerma metod po Kjeldahi-u
6. Postupak
6.1. Razgradnja
Izrrieri s2 1 g uroka sa preniznostu od 0,001 g | prenese u Wvetu aparata za mineralizacju, doda se 15 g kalyumn sulfata (tacka 3.1, odgovarajuca
kolitina katalizatora (tatka 3.2.) (0,3-0.4 g bakar(ll -oksida I 0.2-1,2 g bakar{ll) sulfat pertahidrata), 26 ml sumpome kisjeline (tatka 34 ), prema potrebi
nekoliko zma plovetca (tatka 3 12 )i promijesa.
Kiveta se prvo umjereno zagrjava | prema potrebi povremeno protrese, sve dok masa potouno ne pacini | nestane pjena, zabtm se jate zagnjava oo
ravnomemogq vrenja te€nosti, 2 zagnjavange je odgovarguce ako se yrels kisjehna kondenzuje na adovima kevete 1 treba sprstiti pregnjavanje adava |
priganjanie organskih testica na nph.
Kadz se rastvor razbistn | postane svijetiozelen, ostavi se da kijuda jod 2 sata, 3 zatim se ostav da se ohladi
§.2. Destilacija
Cpremmoe se doda dovolina kolifina vode kako b se sulfati potpuno rastvonl | ostavi se da se obfadi | prema petrebl doda nekoliko granula onka (tatka
33), dastilacija se nastavlja u skladu satal 52 1.1 522 ovog dijela
§.2.1. Destilacija u sumpornoj kisjelini
U pesudu za prikupyarye aparata za destilaciju doda se tafno izmjerena koliGna od 28 mi sumpome kisjeline (tadka 3.5 ili (tacka 3.7 ) zavisno o
pretpostavijenog udiels azota | doda se nekalika kapi indikatara metil crvenog (tagka 3.8))
l:]veta za rrineralizacyu pikdjulG se na konden zator aparata za destilacju « vrh kondenzatora uroni u tecnost u tleact za prkuplanje, najmanje de dubine od
om.
U tikvcu za mneralizacju polako se ulije 100 mi rastvora natrijum hidroksida {tafka 3.9.) bez gubitka amonijaka | tkvica se zagnjava do potpune destilac)je
Srmonijaka.
5.2.2. Destilacija u bornoj kisjelini
Kod destizcionih jedinica koje su u potpunost automatske | obuhvataju Titraciju amongaka iz destilatz, postuna se premz uputstvema proizvodata za
rukovanje destiaconom edinicorn.
Posuda 23 prikupljanje sa 25-30 ml rastvora bome kigjelne (tatka 3.18.) postavi se ispod izlaznog atvora kondenzatora tako da |spusna cyev bude ispod
paovriine wika rastvara borne kisjeline.
Destilacionaa jedinica se namyjesti tako da isporutige 50 mi rastvors natrgum hidroksida (tatka 3 9)
Destilzcionom jedinicom se rukuje u skiadu $a upatstvima proizvadada, 3 osloboden amongak se destluje dodavanje m rastvora nanjum hicroksida
Destilat se prkupi u rastvoru borme kisieline, 3 kolidina destilata (vrijeme destlacie parom) zavis od kolitine 270tz u uzorku
mﬂaﬁ U poluautomnatskioy destilacionoj jedinio dodavanje wika natnjum hidroksida 1 destilacija parom su automatski proces
s cija
Titracya se vrdi uskladu sz ta€ 531 il 532 ovog diela.
§.3.1. Sumporna kisjelina
Visak sumporne kigieline titruje se u posud z3 prkupbane do tacke ekvivalencie rastvorom natnjum hedroksida (tacka 310 i 3 11 ), u zavisnosti od
koncentracye konicene surpome lasieine.
§.3.2. Borna kisjelina
Sadria) posude za pokuphane true se standardnim volumetniskam rastvorom hlorovodonidne kisjeling (tatka 3 19.) &1 standardoem volumetryskam
rastvarom sumporne kigeline {tagka 3 6.), pn Gerru se koristi bireta | odtava 9= koliéina upotrijebiencg itranta
Kod metode kolonmetrijskog adredvanja tacke ekvvalenaje, tatia ekvivalencye se dostize kod peve pojave rubicastog obogena sadriaja | octava se
zapremina birete sz preczno$tu od 0,05 mi,
Zz pomot kod uotavanja tatke ekvivalencie mogu se koastti magnetna resalica sa osvﬁumem 1§ fatometjski cetektor.
Fastupak kolonmetnjskog odredivanja tacke ekvivalencie mole se izvest autormatsk upotre pare s3 autermatskom biracijorn
Kod rukavan)a odredenim tpom destitatora il destilatoratitratora treba se prdrZavati uoutstva proizvodads

Napomena

a)kod automatskog sistema titracipe, fitracija zapotinje odmah po poéetku destilacije, a koristi se rastvor borne kisieline 1% (tatka 3 18)

b) kod potpuno automatske destilacione jedinice, postupak automatske fitracije amonizka mofe s izvodit | odredvanjiem tacke ekvivalence metodom
potenciometrijske taracee pH

) kod potpuno automatske destilacione jedinice konsh se automratsh titrator <3 pH-metrom, a pravina kalibracja pH metra izvodi se u podrutju vijednosti
pH 4 do pH 7 uobisjenim Iaboratorgskim postupcima 7a kalibraciju pH-metra

d)tacka ekvivalencije pH titracje dostiZe se pri pH 4 8, kada je nagib ttracione krive najwéi (tada infleksje).

§.4.Slijepa proba

Kao potvrda da reagens ne sadrie azot konst se slijepa proba (mineralizaca, destilaoja 1 titracya), u kojoj =2 urmpesto uzarka konst | g sahamze (tatka
3.14).

6. Izradunavanje rezultata

|zratunavanje se vrél u skladu satac 6.1.1li 6.2 ovog diela

6.1. Izradunavanje za titraciju sum pome kisjeline

Sadria) sirovih proteina, 203 Zen kao masen procenat, izrzatunava se parmoty sjedede formule



V,-V, -.¢-0,014.100-6,25
m

gde je
V,, - zzpremina (mi) NaOH (ta¢ka 3.10.ili 3 11 ) kori&éena u sijepoj prob,

V, - zapraming (mi) NaOH (tacka 310010 3 11.) koriStena kod tiracie uzorka,

¢ - koncentraoja {moll) natnjum hidroksida (tatka 3.10)

m- masa (g) uzorka

6.2, Izradunavanje 2a titraciju borne kisjeline

6.2.1. Titracija hlorovodoniénom kisjelinom

Sadriaj sirovih proteina, izra2en kao masen: procenat, izratunava se pomocu siedece formule

V,-V, :c1,4.6,25
m

gde je:
m- masa (g) uzarka,
© - koncentraoya {moll) standardnog valuretrijskog @stvora,

Vo - zapemina {mi) hlorovodonitne lageine kondtena u shepol probi,

V, - zapremina {mi} hlorovodoniéne legeline konZtena u uzorkovanom dijelu
6.2.2. Titracija sa sumpornom kisjelinom

V,-V, -c-2,8-6,25
m

Sadrta sirovih proteina, izvaZen kao maseni procenat, |zratunava se pomoty slhedece formule

ode je:
m- masa (g) uzorka,
¢ - koncentraoya (mol) standardnog volumetrjskog rastvora,

V0 - zzpeming (mi) sumporme kisieline koridtena u slijepoj prodi,

V, - zaprermina () surmpome kisjeling koriStena u uzorkovanom dyelu.

7. Provjera metode
7.1. Ponovijivost
Razlika izmedu rezultata dva paralelna postupka odredvwan)a, (zvedena na istom uzorku, ne smye prec

- 0,2% apsolutne vnjednost za sadrza sirovih proteinz manji od 20%,

- 1,0% vece vrijednosti 72 sadria sirovih proteina w rasponu od 20-40%,

- 0 4% apsolutne ynjednastl 7a sadrz3) sirovih proteina ved od 40%
7.2. Taénost
Za anabizu (mineralizacys, destilacija, titrac)a) koriste e 1.5 do 2,0 g acetanilida (tacka 3.13.) u prisustvu 1 g saharoze (tacka 3.14.), 3 za 1 g acetanibda
konst se 14,80 ml sumporne kisjeline (tacka 3.5 ) 1iskonStavan) e treba da iznosit najrranje 99%
8. Napomene
8.1. Oprema treba da bude ruéna, poluautomatska ili automatska, a ako aparatura zatibjeva prelaz iomedu minerali zacie | destdacye, ta se prelaz mora
1Zvesti bez gubitka.
Ako kiveta aparata za destlacju nye opremiiena lpevkom za dokapavane, natogam hidroksid se dodze neposredno prje pnkiulivana levele na
kondenzator, pri Cemu $2 tefnost uliva polako niz adove kivete.
82 Akn se sadria) knete stwdnjava, postupak odredivanya zapodirge se 12 poletka, ab 53 kolidinom sumparme kisjeling (talka 34 ) koja j& veda od
sumprne kigjeling date utatki 7.2, ovog dijelz.
83 Kod proizvodz sa niskim sadriajem azota zapremina sumpome kijeline (tadka 3 7 ) koji s2 dodaje u posudu za prkupdanje, prema potrebl se mois
smanjit nz 10 (h 15 ml, a posuda dopunit vodom do 25 mi
84 Kod rutinske analize za ocredivanje sirovib proteina mogu se konstit | druge metode analize, 12ko je metoda po Kjeldzhl-u, referentnz metoda, za svaki
matriks pojedinatno treba dokazati da su rezuliat dobijeni zamie nskom metodom (npr. DUMAS) elkovivalentni rezultatimna dobijenim referergnom metodom,
2 u izvjestaju o anadip navodk se analticka metoda konécenu 73 ndredivanje sirovih proteina bududi da rezuktati dobijeni zamienskom metodom, Eak | nakon
poetvide ekvivalentnosti, mogu odstupati od rezultata dobijerdh referentnom metodom

Dio IV
ODREBIVANJE UREE
1. Predmet | podruéje primjene
?"alanrgnja nivoa ureé u hrare za Zvotinge visi s= u skaldu sa djedecom metodorn
P
Uzorak =e suspenduje u vodi u pnsustvu sredstva za bestrenje. Suspenzja <o fitnra SadrZaj uree u filtratu odreduje se nakon dodavarga 4-
grr;.t:arrin?be nzaideheda (4-OMAB) mjene njem optithke gusting na talasno) duZini od £20 nm
. Reagens|
3.1, Rastor 4-drmetilaminobenzaldetuda. raston <o 1,6g 4-OMAB u 100 rril etanola 96% 1 doda 10 mi hlorovodoniCne kigeling (ox 1,19 gfimi). Taj s
reagens mole tuvall najvise dvije nedele.
3.2 Rastvor Camez | u vodi se rastvon 21 9 g cink acetata Zn(CHsCOOE x2H20 1 3 g glaojaine sincetne kigeline. Dopurs se vodom do 100 mi
3.3 Rastvor Carrez |l u vodi se rastvon 10,6 g katijum ferocyanida KeFe(CTN)s x3H20. Dopuni s2 vodom do 100 mi
34 Aktvrn uga) koji ne apsorbuje ureu (freba provient)
3.5 Lrea, rzstvor 0,1% (V)
4. Oprema
4.1 Mjesalica (mtacona) prnbhzno 35 do 40 obr'min
4.2 Epruvete: 180216 mm s bruSensm Eepovima
43 Spektrofotornetar
5. Postupak
6.1. Analiza uzorka
lzmien se 2 g uzorka sa precimostu od 1 mg | prenese sa 1 g aktivnog uglja (tagka 34.) u sud zapremine 500 mi 1 doda se 400 ml vade + 5 mi rastvara
Camez | (tatka 32 ), mie£a priblZno 30 sekundi i doda § mi rastvora Carez | (tacka 3 3). Mijesa se 30 minutz na mesalici
DOopuni se vodom do oznake, promudka i filtnra
Uzme se 5 mi prozrnog bezhojnog filtrata | preness u epruvete sa bruSanim Cepom, doda se 5 mi rastvora 4-OMAB (tacka 3 1) | promijesa.



Epravete se stave u vodeno lapatilo na 20° C (+- 4 °C), a2 nakon 15 minuta spektrofotometrom se izrgen opbéka gusting rastvorz uzoka na 420 nm |
rezultat se upored sa rastvorom reagensa iz slijepe probe

§.2. Kalibraciona kriva

Uzme se 1,2, 4, 5110 mi rastvora uree (tatka 3.5 ) | preness u sudove zapremine 100 ml ko se dopune vodom do nznake 17 svakog rastvora se odstrani
Smil, t2 se u svak doda 5 ml rastvora 4.OMAE (tatka 3.1 ), homogenizse | izmieni optitka gusting, kako |2 gore navedeno, u porsdenju sa korgroinim
rastvarom koji sadrd 5 ml 4-DMAB | § mi vode bez uree.

Pripremi se kalibracona knva

6. Izradunavanje rezultata

Kalitina uree u uzorku odredup s2 12 kalibracone krve

Renitat 52 jskazuje kao procentni sadr2aj uzorka.

7. Napomene

7.1, Ako sadriaj uree prelaz 3%, koli€ina uzorka se smarg na 1 g ili se pogetni rastvor razhlaZi tako da u 500 ml nema vise od 50 mg uree.

7.2 Ako je sadr2a) uree nizak, koliina uzorka se povecava sve dok e fitrat proziran | bezbojan

7.3 Ako uzorak sadrli jednostawa azotna jedinjen|a, poput amenokisielina, optlka gusting se myeri na 435 nm.

Dio ¥V
ODREDIVANJE ISPARLJIVIH AZOTNIH BAZA
| MIKRODIFUZIVA
1. Predmet i podrudje primjene
g«a metoda se kornstl 2a odredivanie sadriza ispaclivin azotnih baza u hrare 23 Zvotnje (zrazenog kao armonijak.
Princip
Uznrak se ekstrahuje vodom, a rastvor se izbistr | filnra |sparljive azone baze istskuju se mikrodfunjom upotrebom rastvora kalijum karbonata, pekupe u
rastvor home kisieline i tanraps sumpomaom kisjelinom
3. Reagensi
3.1 Trihlorsiréetena kigelina, rastvor 20% (m'v)
3.2 Indikator: rastvon se 33 mg bromkre zol zetenog | 85 mg metil crvenog u 100 mi etanola 85 - 96% (vv)
3.3. Rastvor borne kasjeline: u sudu od 1 litra rastopi s 10 g bome kigeline u 200 i etanola 25-86 % (v/v) i 700 ml vode | doda s= 10 ml indikatora (tacka
3.2) Promjesa se, a2 prema potrehi boja rastyora promijeni u svijetlo covenu dodavangem rastvora natrijum tudroksda. Kolicma od 1 mi rastvora vezace sa
navise 300 ug NH,.
34 Zasteni ?astvnr kalijum karbonata u 100 mi vrele vode rastvon se 100 g kalijum karbonata. Ostavi se da se ohiadl, 3 zatim se filtrira.
3.5 Sumporna kigjelna, 0,01 moll
4. Oprema
4.1 Mjesalica (rotaciona) pnblizno 35 do 40 obrfmin
4.2 Saklene il plashicne Convay-eve posude
4.3 Mikrobirete graduisane sa podjeiom 11100 mi.
5. Postupak
Ilzvgen s2 10 g uzorka s3 precznodtu od 1 mg | prenese sa 100 mi vode u sud zzapremene 200 mi. Mucka s2 il mgeda 30 minuta u rotacionoj mesalic |
doda se 50 mi rastvora tnhlorsréetne kisjeine (tatka 3.1), dopuni vodom @0 nznake, snakno protrese | fignra kroz nabrani filter
Fipetom se doda | ml rastvorz bome kigieline (tatka 3.3 ) u srednji do Comezy-eve posude | 1 mi filtrata uzorka u gomji dio pasude | dishmiino se poknge
podmazanim poklopcem
U goenji dio posude brzo s2 nakapa 1 mi zasicenog rastvora kalijum karbonata (tacka 3 4 ) i poklopac hermetitki zatvon
Posuda se ogr%m olrece u vodoravno) ravni tako da se reagensi pomijesaju 1 ostavi se nymanje éebin sata na sobnoj temperatun ik jedan sat na
temnperatun 4
Milkrobiretom {tafka 4 3 ) se isparjive baze u rastvoru bome kisjshine titruju sumpomom kasjelinom (tatka 3 5 ).
Eligepa proba se izvodi istim postupkom, 2i bez uzorka za analizu
6. lzraunavanje rezultata
1 mil HaS05 0,01 mol odgovara 0,34 mg amonijaka.
Rexnultat analize iskazuie se kao procentrs sadriaj uzoka.
Fonavivast
Razlka izmedu rezultata dva paralelna postupaka odredivan)a, izvedena na |Stom uzorku, ne smye prijec
— 10% relatvne vrijednosti 23 sadriz amangaka manji od 1,0%,
—0.1% apsolutne wesdnost za sacria) amonijaka 1,0% il ved
7. Napomena
Ako je sadr2z amongaka v uzorku vedi od 0,6% potetn filtrat s2 razhiad

CONWAY-EVA POSUDA
Qdnasin
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1| DESTILACIWA

1. Predmet | podruéje primjene

Odredivanje sadriaja isparvin azotnih baza, iskazanih kao amongak, u nbljem bradnu koje prakbéno ne sadrdi weu vrd = U skladu sa3 syedecom
metodom, samo 7a sadrza) amonyaks red od 0.25%

2. Princip

Uzorak se ekstrahuje vodorn, a rastvor izbistri | filtrea |sparipve azotne baze se istsnu na termperatun tacke kljucanja dodavanjern magnezipum oksida |
prikupe u adradenoj koligini sumporne kisjeline, dji vidak koji s2 retitruje rastvorom natrijum hidroksida

3. Reagensi

3.1. Trihlorsirtetna kigjelna, rastvor 20 % (mdv).



32 Magne pjum oksid

3.3 Enuizija prativ pienudanja (npr. séikon)

34 Sumpoma kigelna, 0,05 moll

35 Rastvor natrjum hidroksda, 0,1 mell,

36 Rastvor metil orvenog 0,3% u etanolu 25% - 86% (wv)

4. Oprema

4.1 Mjesalica (mtacona) priblizno 35 do 40 obrfmin

4.2 Uredaj za destlaciju po Kjeidahl-u

§. Postupak

Izrrjen se 10 g uzorka sa preciznodtu od 1 g prenese sa 100 mi vode u sud zaprermine 200 ml

Mucka s2 i rmyesa 30 rrenuta na rotacionoj myesalict | doda se 50 mi rasivora tnhlorswéetne kigjieling (tacka 3.1), dopurs vodom do omnake, snaino
protre e | filtrira kroz nabrani fiker papir

Fipetam o2 prenese kol€ing bistrog filtrata koga odgovara otelavanom sadriaju isparljivih azotndy baza (obiéno je dovolino 100 mi)
Razbia se na 200 ml, doda se 2 g magnezijum oksida (tacka 3.2 ) | nekoliko kapl)ica emulzije protiv pienusanja (tatka 3.3.).
Rastvor mora b alkalan pn ogledu sa 1akmus pageom 3ko o nije duta), doda se magnezjum oksid (tatka 3.2))

Postupa se u skladu sa tackama 5 2 | 5.3. metode analize 23 odredevanie sadrZaia sirovih proteina (dio I ovog Pnloga).

Shigepa peoba se 1zvodi istim postupkom, 3l bez uzorka za ansizu

6. 1zraéunavanje rezultata

1 mi Hz504 0,05 mol/ odgovara 1.7 mg amonijaka

Rezuitat s2 iskazuje kao procentn) satr2a) uzorka.

Fonovjyvast

Razlika izmedu rezultata dva paralelna postupaka odredivan)a, zvedena na Istom uzorku, ne smge preci 10% relatvne ynjednosti amonijaka

Dio V1
ODREBDIVANJE AMINOKISJELINA (OSIM TRIPTOFANA)
1. Predmet i podruéje primjene

Odredivanje slobodrsh (srtetiCldh 1 prirodnih) | ukupnih (vezanih pephde | slobodmh) aminokigelina u hrani za Zivotinje pormodu anakizatora
aminokisielina za sjedece aminolageline: ostieln, metionin, lizin, treonin, alanin, arginin, asparaginska kisjelma, glutaminska kesjea, ghian, histidin,
1zoleucin, leuon, fenilalanin, prolin, senn, trozin i valin vrd <o u skiadu sa sljedetom metodom,

Ovom metodom =e ne mogu razlikovat soli aminokigielina niti je mogute utvrdit razliku 1 zmedu oblbéka D- | L-amnokigelina

Ova retoda rije primpenjiva za odredvanje tiptofana il hidroksi-analoga arminokisjehna.

2. Princip

2.1. Slobodne aminokisjeline

Slobodne amnckigieline ekdrahyu se razblaZzenom hlorevodoniCnom kigelinom Koekstrahovars azotn rrakromolekull istaloZe se sulfosaliclnom
kigelinom 1 uklone filtriranjemn.

Vnjednost pH filtnranog rastvora podest s2 na 2,20

Aminckisjeline se razdvoge jonsko- Zmieniivatkom hromatografijom i odrede reakoiom sa ninhudnnom fotore tjskom ostekeyom na 570 nm

22, Ukupne aminokisjeline

Odabir postupka zavisi od 1sodivanih amnokisielinama

Cistleyn 1 metiordn $2 pnje hidralize moraju oksidovati u csteinska lesginu | metionin-sulfon, 3 Tozn & morz odredtl U hedrolizatima necksidovanin
uzoraka, 3 sve druge amnokisieling iz tatke 1 ovog dij2la mogu s= adreditl w oksidovanom & neoksidovanom uzorkou

Cksidagga se Izvodk na 0° C mjesavinom peroksmravie kigeline | fenola, 2 viak oksdovanog reagensa razgradi se natnjum disulfitom

Qksidovani il neoksidovan uzorak se 23 sata hidrolizuje hlorovodaniénom kisielinom (tacka 3.20 )

Vrjednost pH hedrolizats podesi se na 2,20

Aminckisjeline =e razdvoje jonsko-lzmyenjivatkom hrommatografgom | odrede reakcijom sa ninhidrinom fotormetrijskom detekcijom na 570 nm (440 nm za
peolin)

3. Reagensi

Obvezno se konst dvostruko destéovana voda il voda slicnog kvaliteta (provodljvost <10 pS)

3.1. Vodonik peroksid, m (rmfm) = 30%

3.2 Mravia kigelina, m(m/m) = 88% — 100%.

3.3 Fenol

34 Natnjum disuifit.

3.5. Natrijurm hedroksid

3.6 5-sulfosaliciing kisielna dihidrat

3.7 Hiorovodarstna kisieling, gustne prblizno 1,18 g/ml

3.8 Trinatrijum citrat dihidrat

8 2 .2-tiogketanol (tiodighikol ),

10. Natnjum hond.

11, Ninhedrin

12, Petrol etar, tatka kljucansa 40 - 60° C.

13. Nedeuan & drugo jedinjenenje pogodno 2z upotebu kao intems standard

14, Gasovit azot (<10 ppm kiseonika)

15. 1-oktanol

16, Aminckasjelne.

6.1 Standardne materije |2 tatke 1 Cista jedinjenja koja ne sadrie kristalnu vodu. Prije upotrebe suse se 1 nedelu pod vakuurmom sa PaOy il HeS0s
16.2 Cigteinska kigjena.

16.3 Metionin-sulfon.

3.17. Rastvor natnjum hidroksida, € = 7.5 mold

U vodi se rastvori 200 g NaOH (talka 35) | dopurw vocomdo 1 lra

3.18. Rastvor natnjum hidroksida, ¢ = 1 mol/l.

Uvodi se rastvori 40 g NaCH (tatka 3.5.) | dopurs vodom do 1 lara.

3.18. Mravija ki geitna — rastvor fenola:

Pormgesa se 889 g mravije kigjedne (facka 3.2 jsa 111 g vode | dodz 4,73 g fenotz (tatka 33

320 Smesa za hudrolizu, € = 6 mol HCIA koja sadrfi 1 g fenolal

Doda se 1 g fenala (tatka 33 ) u482 miHCI (tacka 3.7 )i dopuni vodom do 1 litra

3.21. Smesa 73 ekstrakaiju, © = 0,1 mol HCW koga sadrd 2% todighkotz 8,2 mi HCI (tacka 3.7 ) se razbladi s< pnb&ino 800 mi vode, dodz se 20 ml
tiodighkola (tacka 3.9 ) 1 dopurs vodom do 1 lerz (ne smiju s= direkino mejesat materije iztataka 37 139)

3.22 S-zulfosaliciina kisjelina, & =6 %

Uvodi se rastyori 80 g S-sulfosaliclne kigjeline {tacka 3.6.) i dopuni vodomdo 1| Era.

3.23 Cksidaciona smiesa {perksimeavlja kisjelina - fenol)

Izrmiesa =2 0,5 mi vodond peroksida (tacka 3.1 ) 53 4.5 mi rastvora mravie kisieline | fenols (tacka 3 18 ) u malgj €asi Inkubira se 1 sat na 20 - 30 °C kako
bi sz dobila peroksmavia kiselina, zatim se chlad u ledenom vodenom kupatiu (15 min) prije dodavanja u uzorak.

Upozorerge |zbpegavat dodir sa koZom i nositi zafttnu odjecu

3.24 Citratni pefer, c = 0,2 ma! Na*l, pH 2,20

U priblino BOO mi vode rastvon se 19,61 g natrijum otrata (tacka 3 8.), 5 mi tiodiglikola (tacka 38.), 1 g fenola (tadka 33)1 16,50 ml KO [racka 3.7)),
vrijednost pH se podesina 2,201 dopuni se vodom do 1 litra

WWWwwwwwwwww



325 Puferi 7a eluiranje, prpremijeni u skladu sa uputsvima za analizator koji se korist (tatkz 4 8 )

3 26 Reagens ninhidrin, pnpremijen u skiadu sa upuetstvima za analizator koji se konst (tacka4.9)

327 Standardni rastvor aminokisieling treba da se dedi na temperatun nizoy od 5° C

3.27 1 Osnovni standardni rastvor aminokisjelinz (tatka 3 161 )

¢ = 2,5 pmolimi za svaku u horovodoniéno kigelni.

3.27.2 OCsnovni standardni rastvor cisteinske kisjeline | metionin-sulfona, c = 125 pmolfmi.

U sixdu zapremine 1) rastvon se 0,2115 g cisteinske kigieline (tatka 3 16.2.)1 0,2265 g metionin-sulfona (tacka 3 16 3 ) u citratnom pufens (tatka 3.24 ) 1

dopuni ctratnim puferom do omake | moie se fuvati naduZe 12 mesed na termperstun niZoj od 5° C i ne konst se ako osnovni standardni rastvor tadka

3.27 1 ) sadrd dsteinsku kiselinu | metionin-sulfon

3.27.3 Osnowvni standardni rastvor internog standarda, npr. nodeucina, ¢ = 20 ymolfml.

U posudi se rastvon 0,6560 g nodeucina (tadka 3.13 ) u atratnom puferu (tatka 3.24 ) | dopurs citratnim puferoms do 250 mi | moZe se tuvall nadue Sest

mjeseci na ternperatun nifojod 5 °C

3.27 4 Kalbraconi rastvor standardnib aminokigelina koji s2 korist s3 medrolizatera, © = 5 nmolS0 pl za astemsku kisjelinu | rmebonin-sulfon | © =

10 nrrolS0 pl za druge aminolkesEine.

U Ca% zapreming 100 mi rastvon s2 2,2 g natjum hlonda (tatka 3.10 ) sa 30 ml otratnog pufera (tatkaz 3.24 ) | doda se 4,00 mi asnovnog standardnog

rastvora arminolesefine (tacka 3.27 1), 4,00 mi osnovnog standardnog rastvora asteinske kisieline | meborwn-sulfona (tocka 3 27.2 )1 0,50 mi osnovnog

standardnog rastvora intemog standarda (tatks 3 27 3.) ako se st konsti, vgzdnast pH s2 podes natripum hidroksicemna 2,20 {tatkz 3.18 ).

Sadrial se kvanttatvno preness u sud zapremine S0 mi, dopuni citratnim puferom (tatka 3.24 ) éo oznaxe | promijesa

Cuva se najduze i migseca na temperatun nitoj od 5° C

3275 Prigrere se kallbracioni rastvor standardnih aminokasjelina koji se koristi $3 hidrolizatera u sKadu sa tatkom 5.3.3 1. ovog deela, a 23 ekstrakte u

skadu 3 tatkom 5.2 ovog dijela, 3 kalioracion rastvor s2 pripreny u skladu s3 tatkom 3.27 4 avog dgsla, 34 bez natnjum hionda

Cuva se najduie 3 meseca na termperatun nizoj od 5 °C

4. Oprema

4.1 Balon sa okruglim dnom zapremine 100 il 250 mi sa povratnim hladenjerm

4.2 Staklena posuda od borsil&atnog stakia zapremine 100 mi sa navejnim éepom obloZenim gumomtteflonam {npr. Ouran, Schott] za upotrebu u sunici

4.3 Suénica sz forsranom ventiacgom | regudato om temperature tadénosti vecs od 12°C

44 pH metar (na trl decemaina miesta).

4.5 Membranski filter {0.22 pm)

4.6. Certnfuga

4.7 Rotaocomn vakuun upanvac

4.8. Meham cka muckalica di rragnetna myesaica

4.9 Analizator amenokisieing Il oprema za HPLC sa kofonom za izmjenu jona, aparaturom za ninhidnn | dervatizaciiu nason kolone 8 fotometrysiim

deteldorom

Kolona se napuni smolarma sufoniranog polistrena koje mogu razdvaat aminokigeline jedne od drugih 1 od drugits matenjala kop reaguu na ranhiden. Tok

u pufersko) | nemddnnsko) knijl obezhjeduje se pumpama 3 protokom statenost 20,5% u vremenu koje obuhvats izvoGene standardne kalbracije | anakzu

uzorka

Kod nekih analizatora aminokisjelina mogu s2 kanstih postupo hidrokze kod kojik )2 koncentracija natrguma u kedrolizaty © = 0,8 molll, 2 medrolizat sadrdi

sav ostatak mravie kiselineg 17 procesa oksidaoye

Frirgenom drugth metodz ne postize s zadovoljavauce razdvajanje nekih aminokigeling ako se u hedrofizatu nalaz visak reavije kisehne il visoka

koncertracya natajsmovih jona, u tom slutzju sadriaj kasjeline nakeon hidrodize | prije podedavanja pH smanjuje 2 uparavaniem na pabkino Smi, a

uparavanje se wii pod vakuumom na najvige 40°C.

5, Postupak

§.1. Priprema uzorka

Uzorak se samelje tako da prolazn kroz sto velidine 0.5 mm, a uzord sa visokim sadrZajem viage moraju se pnje mijevenja osuiitt na vazduhu na

temperatun koja ne prelazi 50 °C il smrzavanem

Uzorci sa visokim sadrZajem rmasti ekstrahuju se petrol etrom (tatka 3 12 ) prije mijevensa,

§.2. Odredivanje slobodnih aminokisjelina u hrani za Zivotinje i premiksima

lzmien se odgovarajuca koli@na (1 - & g) pripremijenog uzorka (tatka 5.1.) sa preamescu od 0,2 mg 1 prenese u erlenmajer, pa se doda 100,0 ml smjese

23 ekstrakayu (tacka 3.21))

Smjesa se 60 minuta mucka na mehamtko) mutkala Il magnetsko) miesalic) (tatka 4 8.) | priceka da talog padne na dno | pipetom prenese 100 ml

superratanta u Ea%u zapremine 100 mi

Tokom mijesanjz doda se 5,0 mi rastvora sulfosalicilne kisjeline (tatka 3 .22 ) ¢ nastavi § minuta meedat magnetnommyesalicom

Supematant <e fitnra |l centnfugira Kako bl s& uklorsa gelokupni talog.

U £z zzgeemme 100 ml izsje se 10,0 mi dobijenog rastvora | vigednost oH podesi na 2,20 rastvorom natnjum hidroksida (tatka 3 18 ), prenese citratnim

paferom (tatka 3 24 ) u sud odgovaraude zaprermine | dopuni rastvorom pufera (tacka 3 24 ) do oznake

gkzz s)edokoris:niaxeui standard, 73 svakih 100 mi konaénog rastvora doda se 1,00 mi intemog standarda (tacka 3 27 3 ) | dopuni rastvorom pufera (tatka
Jdooz i

Nastavija se sa hiromatografijcm u skladu sa tatkom 5 4 ovog dgsia

Ako s2 ekstrakt ne analiziraju 1sti dan, moraju se Cuyvab na temperatun rnifojod 5° C

5.3, Odredivanje ukupnih aminokisjelina

§.3.1. Oksidacija

Izmyeri se 0,11 g pripremijenog uzorka (tatka 5 1 ) sa preciznodcu od 0,2 mg 1 prenese U

= baion sz okeuglim dnom zapremme 100 i {tatka 4 1) za otvorenu hidrolizu (tatka 5 32 3},
= balon s3 okruglim dnom zapremne 250 i {tatka 4 1.) ako se zahtijeva niska koncentraja natmurma (tacka 5.3.3.1 ),

= staklenu bocu sa navojmim Eepom zapremine 100 mi (tacka 4.7 ) za zatvorenu hidrolizu (tatka 5374 )
U izmjerenom dijelu uzorka sadriaj azota mara iznositi priblidno 10 mg, 3 sadriaj viage ne treba da bude vedi od 100 mg
Balonboca se postavi u ledeno vodeno  kupatio ¢ ohladi na 0 *C, doda se § mi oksdacione smese (@acka 3.23.) | mije3a staklenom lopaticom sa
zakrwgerum vrhom. Balon/boca sa lopaticom se hermetitki zatvon filmom, a ledeno vodeno kupatilo sa hermeticlke zatvorenom posudom stav u fodider na
0°Ciostaw 16 sati
MNakon 16 sati posuda se rzvadi iz fnZidera, a viSak oksidadonog reagensa se razgradi dodavanjern 0,84 g natrijum disulfta tacka 3.4 ) | nastaviia se
postupak u skladu sa tackom 5.3.2 1 ovog diyela
§.3.2. Hidroliza
§.3.2.1. Hidroliza oksidiovanih uzoraka
U oksidovani uzorak, pripremijen u skladu sa tackom 5.3.1 ovog dijela doda se 25 mi smyese za hidmlizs (tagka 3.20 ), pn cemu treba paBjive isprati sve
ostatke uzorka 53 1dova posude | lopalice | nastaviia se postupak u sikdadu satat §323 1115324, u zavisnost od kordtenom postupku hidmlize
5.3.2.2. Hidroliza neoksidovanih uzoraka
U baton sa okruglim dnom zaprermine 100 mil il 250 ml (tacka 4.1.) il u bocu sa navonimn Cepom zapremine 100 mi (taltka 4 2 izvgen se 01-1g
pdpremienog uzorka (1atka 5.1) sa preoznostu od 0,2 mg, u izmerenom dijelu uzorka sadria) azota mora (0ot priblino 10 mg | oprezno se doda
25 mi smjede 2z hidrobizu (tatkz 3.20 ) | pormyes3 sa uzorkom | nastavija se u skiadu satat 5323 1115.3.24 ovog digta
5323, hidroliza
U smyesu koja se natazl u dalonu (pripremijenu u skladu sa tatkom 5 3.2 1,41 5.3 22 ovog dijela) dodaju se tn stakdene pere, zabm se ostav da kuta 23
sata uz stalno vrenje pod refluksom
Fo zawietku hidrobze kondenzator se 1spere sa 5 mi otratnog pufera (tacka 3.24.), a balon se odvo) 1 ohladi u ledenom vodenom kupatilu | nastaviz se u
skadu sa tatkam 5.3 3. ovog dijela
5.3.2.4. Zatvorena hidroliza



Eocz sa smijesom pripremiienom u skladu satad §32.1 #5322 ovog dijsia postav se u susnicy (tatka 4 3 ) nz temperatun od 110 °C, kako bi s2
tokom prvog sat3 spnjedlo povecanje prtiska | eksplozijz (7bog nastanka gasova), poklopac 52 navoiem treba postavi na vih posude,

Fosuda s2 ne smige zatvonti poklopeem, nakon jednog sata posuda se zatvori poklopcem i ostavi 23 sata u suénici (tatka 4.3), 3 po zavrSethu hidrogze
boca se izvadi 17 sudnice, oprezno se otvon poklopac boce | boca polodi uledeno vadeno kupatilo 1 ostavi se da se oblad

Zayisno od postupka podedavaniz pH {tatks 5 3 3) sadria) posude se citratnim puferom (tacka 3 24 ) kvantrativno prenese u £a%s zapremine 250 mi ili
bafon sa3 okruglirn dnom zapremne 250 mi i nastavia se postupak u skladu sa tafkom 5.3 3. ovog diela.

§.3.3. Podedavanje pH

Zavisno od cdstupanga analizatora ammckisjelina (tacka 4 9) za natrijum, podesavanje pH se sprovodi u skladu satac 5331 #5332 ovog dgela
§.3.3.1. Hromatografski sistemi (tacka 4.9.) koji zahtijevaju nisku koncentraciju natrijuma

Fri upotrebi analizatora arminokigelina koji zahbjevaju nisku koncentraciju natrijma (kada treba smanjit zaprerminu kigjeline) preporuduje <@ upotreba
rastvora internog osnovnoyg standarda (tatka 3.27.3).

U tom slu€aju se hidrolizaty prije 1sparavania dodaje 2,00 rrl rastvora internog osnovnog standarda (tacka 3273 )

U higrolizat dobijen postupkom u skladu s ta€ §3.2 3.1l 53.24 ovog dijela dodaju se 2 kapljce 1-oktanala (tacka 3.15.)

Zapremina se smang na 5-10 mi rotacionim (uparivatem (tatka 4.7.) pod vakumom na 40° C, a ako se zapremina sluaino sanjl na manje od 5mi,
hidrolizat 2 mora odbacit | ponovo zapodell analza

Rastvorom natrgumn heroksida (tacka 3 18 } wiednost pH podes: s na 2,20 | nastavlja u skladu sa tafkom 5.3 4 ovog dijeta

§.3.3.2, Za sve druge analizatore aminokisjelina (tacka 4.3.)

Hidrolizati cobyent u skiacu satat 5323115324 ovog diela dielimiéno se neutralizujue opreznim dodavanjem, uz mijesanje, 17 ml rastvora natnjum
hidroksida (tatka 3 17 ), pn £emu se temperatura morz odrizvat na manje od 40 °C

Na sobno| temperatun pedes: se vrijednost pH na 2,20 rastvorom natrguen hidroksida (tadka 317 )1 zatim rastvorom natnjum ridroksida (tatka 3.18))
MNastavija se u skiadu 53 tatkom 5 3 4 ovog dijelz

§.3.4, Rastvor uzorka za hromatografiju

Hidrolizat (tacka 53.3 1 i 5332 ) sa podedenom vrijednostu pH, otratrem puferom (tatka 3.24 ) se kvantitativno prenese u sud zapreming 200 mil |
dopuni puferom (tacka 3.24 ) do oznake, a ako do t3da nije kondcen ntemy standard, doda se 2,00 ml mtemog standarda (tacka 327.3) | zatim dopuni
citratnim puferom {tacka 3 24 ) do oznake, intezwno se prormijesa i nastaviia se sa hromatografijom (tacka 54 )

Ako s2 rastvor uzorka ne analizira ist dan, mora se fuvat na temperatun nizoj od 5 °C

§5.4. Hromatografija

Frije hromatografije termperatury ekstralda (tagka 5.2 ) il hidroli zata {tacka 5 3 4 jtreba igednadt sa sobnom ternperaturom

F[myeta se prorrutka 1+ odgovarajuca kolltna fitrira kroz membranski fiter 0,22 um (tacka 4.5 ). a dobijeni bistn rastvor <8 podvrgne hromatografi) sa
izrmenam jona upotrebormn anakzatora aminokiselina (tatka 4 8.).

Ubrizgavanje se moke ixvesti rucno il automatskd, a na kolonu za anal zu standarda | uzoraka dodaje se ista kolitina rastvora (20 5%), osen kada se konst
intermt standard, 3 0dnos natrijuma | aminokiseiina u rastvonma standarda i uzorka treba da budu po Moguinest 3to shfnip.

Opfta ulestalost kalibracie zavisi od Stabilnosti reagensa ninhidnna | Sstema zz anah 2.

Standard & uzorak se razhla 2e otratren pulerom (tatks 3 24 ) tako da povraing pika dandarda dostiZe 30-200% powvrSine pika aminologena u uzoku
Hromatograhja aminolisiehna neznatno se razlikuje, obzim na wstu koridienog analizatora | smoie.

Ocaorani sistem mora imat moguenost razdvaaniz aminakisieling medusobno | od drugih matenja koje reagiraju na minhidan, 2 u racnom podudu
hromatografski sistern mora imat knearan odzv na prosnene kolicing aminokisjeling dodanih na kolonu

U faz hrormatografee pnmienjuu se odnosi izmedu najrafin | napadh vijednost kod analize ekwmolamih rastvora (aminokisieling koje se odreduju), 3
ekvumolaéni rastvor maorz sadriat najmanje 30% maksimalnog udieta svake aminolisjeling koj se moe tatno izrent sistermaom za analizu aminokisieing
(talka49))

Kod postupka razdvajanja treonina od safina, odnos izmedu namniZe | nayvi3e vrijednosti 7a aminokigjelinu sa nifom vnjedno$cu 1zmedu dvje aminolesjeine
koje se preklapaju na hromatogranu ne smije preci 7 10, (Ako se odreduju samo cist{ejin, metionin, treanin 1 lizin, nedavoljno razdvajanje izmedu susjednih
pikova ometace postupak odredivanja) Za sve druge aminokigietineg razdvajanje mora bit vecs od 110

Sistem mora garantovati razdvajanje bzna od lizingab artefakatz” | omitina

6. lzradunavanje rezuitata

Za svaku pojedinadnu aminckigielinu 1zmjen se povrdina pika uzorka | standarda, 3 kolitina {X), prikazana u g aminokigeline na kg uzorka, izratunava se

na syededi nadin
X= AcM-V
B-m-1000
Ako s2 konst interme standard pomno i se sa
b
C

ode je:

A - povréina pika hidmolizata il ekstrakta

B- povrgina pika standardnog kaitbracionog rastvora

C - pavréina pika ridrolzata i ekstrakta

O - povrsina pikova standarcnog kaboracionog rastvora, intemog standard

M - molama masa aminokisjelne koga se odreduje

¢ - koncentracya standanda u pmalimd

m-masa uzorka u gramima (kofigovana na pocemu masu ako 2 uzorak osusen Il odmascen)

V- il ukupnog fedrolizata (tadka 5.3 4. ) 1% izradunata ukupna zapremina ekstrakta (tacka 61 Juml

Cistin | ostein se odreduju kao cisteinska kisjelinag u hudrolizatima oksidovnog uzorka, ali se izratunavaju kao astin (CoH pNZ08S;, M 240,30 g/mal)
upotrebom molarne rmase 120,15 gfmol (= 0,5 x 240,30 g/mol)

Metionin se odreduje kao metionin-suifon u hidrolizatera oksidovanog uzorka, ali se izradunava kao metionin upotrebom molame mase metionina
148,21 gimal

Dodati slobodni metionin odreduje se nakon ekstrakcie kao metonin, 3 za obradun se konsti ista molelogska masa

6.1 Ukupna zapremina rastvora ekstrakata (F) za odredwvanje slobodnih aminokiseling (tatka 5.2 jizratunava s= stedecom formudome

l:_100ml- 10mi+Sml v
10 ml 10

gde je:
V - zaprermna konatnog ekstrakta
7. Vrednovanje metode

Rezultati srednjih vijednosti i standardreh dewvijaoja, bez ekstremnih vrgednost, pikazani su u shededo) tabeli:
Srednje vrijednosti u glkg

Y Aminolaseing
gl njal Treorn Cistien Mebonin Lezin
2 5,94 01 32t 8.55
MijeSana hrana za svine n=15 n=17 n=17 n=13
Smjesa 1a brogere 231 392 5,08 1393




n=18 n=18 n=18 n=18
2232 5,06 1201 4779
Proteinski koncentrat n=18 n=17 n=17 n=15
5842 an21 98,03
Premiks n=16 =2 n=16 n=16
n = Brog ukljucenih laboratornja

7.1. Ponovljivost

Ponovianie medulzboratonjskog paredensa, pnkazana kao ,unutarizboratoriska standardna devijacija”, prikazana je u sljedecim tabelama
Unutar |aboratorijska standardna devijacija (S,), iskazana u gikg

Referentni matenjal AminolegEking
Treonin Cist(e)n Metionin Lizin
Mije5ana hrana za svirge 0,13 0,10 a1 0,26
n=15 n=17 n=17 n=13
Smjesa 73 brofere 0,20 on 0,16 0,28
n=16 n=18 n=18 n=16
Proteireki koncentrat 048 0,13 0,27 0,99
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 1,30 . 2,19 208
n=18 n=16 n=186
n = Broj ukljuemh laboraton)a.
Koeficijent varijacije (%) za unutarlaboratorijsku standardnu devijaciju (S}
Referenini matenjal Aminokisesina
Treonn Cisi(e)n Metionin Lizin
Mije3ana hrana za svine 18 33 34 28
n=15 n=17 n=17 n=13
Smjesa za bropere 24 28 kKR 21
n=16 n=18 n=18 n=18
Proteinski koncentrat a7 28 22 24
n=16 n=17 n=17 n=15
Premuks 22 24 2.1
n=18 = n=16 n=16
n = Broj ukljuéenih |aboratorija
7.2. Ponovijivost
Rezultati medulshoratorysko g poredena, prkazan kao standardna devgacya zmedu aboratonja, prikazare su u sliedetim tabetama
Standardna devijacija izm edu laboratorija (Ss) u glkg
Reterentni matenjal Aminoleselna
Treonn Cist(eyn Metionin Lzin
Mijesana hrana za svnge 0,28 0,30 0,23 0,30
n=15 n=17 n=17 n=13
Smiesa za brogere 048 0,34 0,55 0.75
n=16 n=18 n=18 n=16
Proteinski koncentrat 0,85 0,62 157 1.24
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 744 6,20 6,62
n=16 — n=16 n=186
n = Broj ukljuéenih laboratorija.
Koeficijent varijacije (%) za standardnu devijaciju izmedu laboratorija (Sg)
Referentni matenjal Aminokiseing
Treomin Cist{eyn Mebonin bizin
Mijesana hrana za svirge 41 99 70 32
n=15 n=17 n=17 n=13
Simjesa za brojere 5.2 88 04 54
n=16 n=18 n=18 n=18
Pmteinski koncentrat 38 123 13,0 30
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 43 S 69 6,7
n=16 n=16 n=18
n = Broj ukliué=nih lab oraton)a

8. Upotreba referentnih materijala

Fraviina primjena metode provierava Se ponovigenem myerenjima na seaifikovanm referentnim materjalima, kada su dostupni, pn Cermu | potrabno izveSt
kalibraciju up otrebom sertifikovanog rastvora za kalibraciju aminokiselina

9. Napomene

8.1 Zbog radika rzmedu anakizatora aminokigieling, kao syiemice s& uzimau konatne koncentracie rasivora standardnih aminolkesielina za kalibracyu 1z
tat. 3274 13275 ovag dijela | hecrolizatz tacke 534 ovog dijela

Za sve aminokigeline reba provjerit podrudie lineamog odzava uredaja

Standardni rastvor $2 razbladl caratnim puferom tako da se povrSng pikova nataze u sredire podrulja

22 Kada se zz analizu hidrolizata lonst oprema 23 tetnu hromatografiju visoke efikasnosti, usow ogleda se moraju opimiziratl u sikdadu $a preparukama
proizvocata

93 Kod pnmgene metode za hranu za Zivotinje kofz sadréi vige od 1% hlonda (koncentrat, mineralna hrana za Zvotinje, dodac hrani za Zvotinje) moZe
dodi do prereske progene sadrzaja metionina, $to zahtieva posebnu obradu



Dio VI
ODREDIVANJE TRIPTOFANA
1. Predmet | podruéje primjene
g&edivanje ukupnog i slobodnog tptofanz u hranl za fivotinge wéi se premjenom sljedece metode, kojom se ne omogutava razlikovane izredu cblika D L
Princip
Za odredivanje ukupnog trptofana uzorak se hedrofizuge u baznim uslovima zasicenim rastvorom barijum hidroksida i 20 sab zagrijava na 110° C, 2 nakon
hidrolize dodaje se interni standard
Za odredivanye slobodnog triptofana uzorak se ekstrahuie u slabo kisjelim ustovirsa u prisustvu mternog standarda
Tnptofan i interms standard u lidrolizatu il ekstraktu odreduju s= postupkom HPLC =a fluore scentnom detekcijorm
3. Reagensi
3.1. Chaveno se korst redestilovana vods ik voda shiinog kvaliteta (provedivost < 10 pSiom)
3.2 Swandardna materija: triptofan (Sistotalsadriaj 2 88 %), osusen pod vakuumom iznad fosfor pentoksida
3.3, Interna standardna maternja. a-metl-tdptofan (G stotalsadrza) 2 98 %), osuden pod vakuumom iznad fosfor pentoksida
3.4 Barjum hidroksid oktahidrat (treba pazit da se Ba{OH ) xBH:0 pretierano ne | daze vazduhu kako bi se 1ztgeglo nastajanje BaCOs koji mole poremetit
postupak odredivana)
3.5, Natnjurm hidroksid
3.6 Ortofostorna kigjelina, m () = 85 %.
3.7. Hiorevodonitna kisielinz, pzo 1,19 ofml
38 Metanol, za HPLC
3.9 Petrod etar, raspon tatke kljucanja 40-80° C
3.10. Rastvor natnjumn hidroksida, ¢ = 1 mol
Uvodi se rastvon 40,0 g NaOH (tacka 3 5 )1 dopun vodom do 1 litra (tadka 3.1 )
3 11, Hlorsvodonitna kisjeina, ¢ = 6 molf
Uzme se 492 mi HCH (tatka 3.7 ) | dopuni vodom do 1 litra
3.12. Hiorovodonitna kisjena, ¢ = 1 moll
Uzme se 82 ml HCI (tatka 3 7} i dopuri vadomn do | Iitra
3.13 Hlorovodonitna kisjelna, © = 0,1 moll:
Uzrre se 8,2 ml HCI (tacka 3.7 )1 dopuni vodom de 1 litra.
3.14. Orwofosforna Kgelina, ¢ = 0,5 molk
Uzme se 34 ml ortofosfome kisjeline (tacka 3 6.} | dopuni vodom (tagka 3.1 )do 1 ktra
3.15. Konoentrovani rastvor triptofana (tacka 3.2.), ¢ = 2,50 yrrolimi.
U odgovarastem sudu zapresmine 500 mi rastvorl se 0,2553 ¢ tptofana (tacka 3.2.) u horovodonicno) kisjelini (tatka 3,13.) | dopuni hleeovadoniCnom
kigelnom (tatka 3.13.) do oznake | Cuva se najdule 4 nedelje na —18° C.
3.16. Koncertrovani rastvor sternog standarda, ¢ = 2,50 pmolimi
U odgovarajutermsudu  zaprerming 500 mé rastvonl s& 02728g e-metibtrptofana (tatka 33) u Morovodonidng kigelini (tatka 313) 1+ dopuni
hiorovodonitnom kisjelinom (tatka 3 13 ) do oznakei tuva se najduze 4 nedelje na —18° C.
317 Standardni rastvor trotofana i intemog standarda za kalibraciju:
Pripremi se 2,00 ml koncentrovanog rastvora tniptofana (tafka 3 15} 12,00 ml koncentrovanog rastvora intemog standarda (o-metktnptofan ) (tacks 3.16)
Razbiad se vodom (tatka 3 1) i metanolom ({tadka 3 B.) na prbliino jecnaku zapreminu | pradhkino jednaku koncentracyu metanola (10-30%) kao kod
konatnog hidrobzata, 3 rastvor se mora prpresmiti sve? pege upotrebe | reba da bude zadticen od direktnog sunéevog svietla
3.18. Sircetna kigjelina
314 1,1 1-tnhlor-2-metl-2-propanal.
320 Etanolamin, m (m'm) >98%
321.Rastvor 1.g 1.1,1-tnhlar-2-metil-2-prapanola (tacka 3 19.) u 100 mi metanols (tatka 38)
3.22 Mobilna faza za HPLC: 300 g sréetne lagelne (tacka 3.18.) +200 m! vode (tatka 3.1) + 500 ml rastvora (tacka 3.21) 1,1,1-tnhlor-2-metil-2-
propanola (tacka 2.19.) u metanolu (tacka 38.) (1 g/100 mi) Banolaminom {tadka 3.20) se vrijednost pH podesi na 5,00 Dopuni se vodom {tatka 3.1 ) do
1000 mi.
. Oprema
1. Oprema za HPLC sa speitrofiucrometrijslam detekicrom.
g Kolona za tecnu hromatogratiyu, 125 mred mm Cye, vekGna Cestica puryenia 3 pm di exvivalentna
A, pH metar
4 Polipropitenska thvica, zapremine 125 mi, sa Simbormn veatom i navojnim Lepom
5. Membranski filtar, 045 ym
B Autokdav, 110 (£ 2)°C, 14 (2 0.1) bar
7 Mehanitka muckalica 4i magnetna mijedaica,
4.8 Vitloina mjesaica
5. Postupak
5.1, Priprema uzoraka
Uzorak se samelie tako da prolazn kroz sito veliones 0,5 mm
Uzorc sa visokim sadrzajem viage moraju se pnje usitnjavan)a osust na vazduhu na termperatun koja ne prelaz 50° C ili liofdizacyom
Uzorgi s3 visokim sadrajem masti ekstrahuju se petro, etrom (tackz 3.9 ) prije ustnjavanja
§.2. Odredivanje slobodnog triptofana (ekstrakt)
lzmjen se pogodna lobéna (1-5 g) prpremljenog uzorka (tacka 5.1 | sa preciznoscu od 1 ma 1 prenese u edenmajer 1 doda se 1000 ml Norovodaniéne
kigjeline (tacka 3.13 )1 5,00 mi koncentrovanog rastvora intermoyg standarda (tatka 3.16.), a zatim mucka se il mijea 60 minuta mehaniZkom mudkalcom 1h
rmagnetnom myesalicom (tatka 4.7 ) | priteka se da talog padne ra dno i pipetorn prenese 10 .0 mi supernatanta u casu. Doda se & mil ortolosforne kesjelne
(tatka 314
Natryurm hedroksidomn (tacka 3 10.) se pH vrijednost rastvora podesi na 3 | doda se dovaljno metanola (tacka 3.8 ) kako bi u konacnoj zaremni Koncertracia
rretanola (znostla 10-30%
Frenese s2 u sud pogodne zapremne | razola2i vodom na zapreminu potrebnu za hromategrafu (poblizno jednaka zapreming volumen kao kod
standardnog kalibraconog rastvora (tackz 317 )
Prije worizgavana na Kolonu za HPLC filtrira s& nekolko mi rastyora kroz membransk filtar 045 pm (tatka 4.5.) | nastavlja se sa hromatografyom u skladu
satatkom54 ovog disia
Standardni rastvor | ekstrakti teba da budu zasticers od direkine sunfeve svjetlosti, 3 3ko se ekstrakt ne mogu anakzirat istog dana, mogu se Guvatl ra
temperaturi od 5 *C u n3jdue tn dana.
§.3. Odredivanje ukupnog triptofana (hidrolizat)
lzvyerni se 0,1-1 g prioremienog uzorka (tatka 5 1) s apreciznodcu od 0,2 g | prenese u polipropilensku tikvicy (tatkad 4.)
Sadriaj 3z0ta uizmjerenom dighs uzocka mora iznosit pribliino 10 mg
Doda se 8 4 g banjum hidrokssd oktahidrata (tacka 34 )i 10 ml voder mijesa se yrtloZnom myesalicom (tacka 4.8 ) ili magnetnom mjesakcom {tacka 4.7 ),
a usmmiesi s2 ostavi magnet oblofen teflonom.
Zidavi posude se isperu s3a 4 mi vode, 3 tikvica s& polopi navojnim Eepom | Iagano zatvon, prenese se u autoklav (tadka 4 6 ) sa vrelom vodom i ostaw u
pan 30-60 munuta | autoldav se zatvon | 20 sati autokiavira na 110 (£2) °C
Frije otvaranja autolava, temperatura se snizi na malo ispod 100° C. kako b =e sprijecila kristakzacija Ba[CH);x8H;0. utoplu smiesu s= doda 30 mi vode
sobne termperature, lagana se promutka il promeesa | doda se 2,00 ml koncentrovanog rastvora internog standarda (a-rmeti-tnptofana) (tatka 3.16 ), a
posude se 15 minuta hlade u vodenomledenom kupatis.
Zatim 5= doda & mi ortofosforme kigeline {tadka 3.14.).

“
4
4
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Posuda se drdi u kupki 73 hladenje | uz mijesanje neutralide sz HCI (tafka 3.11 ), 2 pH vrjednost s2 podest na 3,0 s2 HO (tacka 312 ) i doda se dovolno
rretanola kake bi u konaénoj zapremini koncentradja metanala iznosilz 10-30 %

Frensse se u sud odgovarauce zapremine i razbiaZl vodom do Zapremne potrebne za hromatografiju (nz prrer, 100 mi), a dodavanje metanola ne smipe
izazvat taloZene

Frije ubnzgavania na HPLC kolonu nekoliko mi rastvara se filtnra kroz membranski filtar 045 pm (tacka 4 5.) | nastavija se sa hromatografijom u skdadu s
tackom 5 4.

Standardni rastvor | hidrolizah se zastte od direkine sunéeve syietiosh, ako s2 ekstrakti ne mogu analizirah stog dana, mogu se tuvah na temperatun od &
°C uvremenu od najduie 3 dana,

§.4. Odredivanje HPLC-om

Za izokratsko eluranje se kao smermice prediau gjeded uslav), rmogu se konstit | druge usiow ake se njima garantuju ekvivalentni re zultati

Kolona 7a teérw hromatografiu tadka 4 2): 125 mmx4 mm, Ce. veliiing testica punjenja 3 pmili ekvivalentna

emperatura kolone sobna erstura
X 3.00 0 SHOEME WSJENNe (1ac%a 3 18.) * 00 M vooe (tatka 3.1 )

+ 50,0 mi rastvora (tatks 3.21) 1,1, 1-tnhlor-2-metil-2-propanal a
(ta¥ka 3.19) u metanolu {ta¢ka 38 ) (1 q/100 mi). Etanolaminom
(tatka 3 20.) s pH vnjednost rastvora podesi na 5,00 Dopuni se
vodom (tacka 3 1) do 1000 mi

1 miimin

oKo 34 min

ehsctacy 280 nm,_emisia 350 e
20 ul

6. lzradunavanje rezultat:
Koliéina tnptofana (X), prkazana u g na 100 g uzorkaz, izratunava se shedecom formulom

= ABVcV, M
C-D-V,-10000-m
gobe je:

A - povrding piks intemog standarda, standardni kadibracioni rastvor
B - povrding pika tnptofana, ekstrakt (tacka 5.2 ) il hidrolizat (tatka 5 3)

V, - zapremina, u mi {2 ml), koncentravani rastvor tnptofana (tacka 3 15 ) dodat u katbraoon rastvor (tatka 317 )
¢ - koncentragya, u pmotimi (= 2,50) koncentrovanog rastvora tnplofana (tacka 3.15) dodatog u kalibracioni rastvor (tatka 3.17.)
V2 - Zpreming, b mi, koncentrovanog rastvora internog standarda {tatks 3 18 ) dodatog pri ekstrakeiji {tadka 52.) (= 5,00 ml) & v hidrobzat (tatka 53 ) (=

2,00 mi)
C - povriina pika intemog standarda, ekstrakt (tatka 5.2 ) il hidrolizat (tacka 5.3)
D - povréina pika triptofana, standardni kalibraconii rastvor (tatka 3.17)

V3- Zzpreming, umi (= 2,00 mi), koncentrovanog rastvora ntemog standarda (tatka 3 16 ), dodatog standardni kalibraconi rastvor (tatka 3.17))

m- masa uzorka u g (kongovna na polaznu masy ako @ uzorak osusen ifll cbhezmaicen

M - molama maza tnptofana (= 204 23 g/mol).

7. Ponovljivost

Razika izmedu rezultata dva patalelna postupka odredivanja, izvedenia na istomn uzarku, ne smie preci 10% u odnosu na najvigi ezultat.
8. Rezultati medulaboratorijske studije

Analidrano je tri uzorka u 12 laboratorija, a svaki uzorak |e anakzran pet puta rezultals su prikazani u sjedecos tabel

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3
Hrana za sving Hrana za svinje sa dodatim L- Koncentrat hrane za svinje
mptofanom

L 12 12 12

n 30 55 o0

Sredrga vmednost [akg] 242 340 422
S [akg] 0,85 0,08 0,08

r{g’al 0.14 0,14 022

CV, [%] 19 1.6 19

S (okg] 015 020 0,08

L 12 12 12

n S0 55 a0

gde je:
L - broj iaboratonija koji su dostavile rezultate
n - broj kondZenih posedinadnih rezultata bez ekstrerrnih vrijedn osti (identiféovanib Cochran-Dixor-ovim testom 23 ekstrerrne vijednosti)

S, - gandardna dewjacija ponovijivost

S, - standardna deviacija obnovivost

f - ponovipvost

R-ob

CVr - koeficient vargacie ponoviivest u %

CVr - koefichent vargacye obnoviivost u %,

Analizirano je dva uzorka u tinaest kzboratorjz 23 potvdivanje metode 7z ekstrakeiju slobodnog triptofana, svak uzormk se analkizvao pet puta, a rezultat
su prikazam u sliedeto] tabeli

Uzorak 4 Uzorak &
Srmyesa pSenice | soje Smjesa pienice | soe (Suzorak 4) sa dodatm
tiptofanom (0,457 g'kal)

L 12 12

n 55 B0

Sredn;a vrge dnost [gka] 0,381 0,931

s, [oka] 0,005 0,012

r(gfkgl 0014 0,034

CV, [%] 1,34 1,34




Se [okg] 0,018 0,048

R (o] 0,050 0,134
CVr [%] 4,71 5,11

gge je:
L - broj iaboratonja Koy su dostam e rezultate
n - broy konséenih pogedinadnih rezultata bez ekstrernih vrijednost {dentifkovanih Cochran-Dixon-ovim testom 23 ekstrenne vnjednost)

S, - standardna devjacya ponovijivosn

S, - standardna devijacia obnovivost

r - ponovijivost

R« obnovivost

CVr - koeficijent vaniacie ponoviivest u %

CVr - koeficjent vanjacye obnoviivost u %

Analizirano je €etn uzorka u sedam laborztonja za potvrdivanie trptofana 7a hidrolizu, a svalke uzorak je analizran pet puta, rezultati su pnkazani u
sliedeco tabeli

Uzorak 1 Uzarak 2 Uzorak 3 Ulzorak 4
Mgesana hrana za sanje Riblje bragno s niskim Sojino bragno Chrano mijeko u prahu
(CRM 117) udjelom mast (CRM 119) {CRM 120)
({CRM 118)

L 7 7 7 7

n 25 20 a0 30
Srednja vajednost [ghg] 2,064 8,801 6,882 5236
5, [afka] 0,021 0,101 0,088 0,040
r{o/ka] 0,058 0,283 0,249 0,112
CV, (%] 1,04 1,15 1,30 0,76
Sg [0rkg] 0,031 0413 0,283 0221
R [afa] 0,087 1,156 0,792 0619
CVa[%] 458 411 472 148

ode e
L - broj iaboratonja koji su dostavile rezultate
n - broj konEcenih poedinadnih rezultata bez ekstrermnih vrijednost (identiféovanih Cochran-Dixon-ovim testom za ekstrerme vrijednosti)

S, - standardna devjacja ponavijivost

SQ - standardna dewjacia obnovijivost

f - ponavipvost

R - obnovivost

CVr - koeficijent varjacie ponoyvivest u %
CNr - koeficient varjacye obnovivost: u %

9. Napomene
9.1 Bole razdvajane triptofana | a-metl-trnptofana mo 2e s postic diedetim hromatografskim uslovima.
I zokratska eluiranje, nakon kojeg shijedi gradijentno G3<enje kolone:

Kolona za tetou hromatografyu l!?S m x4 rom, Cye, velitinalestica puniersa 5 pm i
ehvivalentna
Temperatura kolone 32°C
Mobilna faza A0 0,01 molfl KH;PQyfmetanal, 85 = 5 (V +V)
8: Metanal _
Gradijentni program 0 min 00 9% A 0% 8
15 min 00 % A % 6
T min B0 %A A% E
T3 min 50 % A a0% B
21 min 100 % A 0% 8
33 min 100 % A 0% 8
1.2 m¥min
oko 33 min

9.2 Postupak hromatograije 2 raziikuje s obzrom na vistu HPLC-2 1 konStem materjal zz punjenje kolone, a odabrani sistem mara obeziedit
razdvajarge bazne linje tiptofana 1 internog standard | sprovodi se postupak sa hidrolizatima bez intemog standarda za provieru bazne finije intemog
standarda na nedistode, 3 vrijeme eluiranja bude dovolino 2z eluiranje svin produkata razoradmge, 2 kasmenje pikova eluran)a bi moglo poremetti kasnije
pastupke hromatogeafiranjz

U radnom podrutiu hromatografske sistern mora imati lineams odaiv, a lineams oday s2 myeri sa kenstantnom (uobitzenom] koncentraciom intemog
standarda + mzhtmm koncentraciiama tnptofana, 2 velfine pikova trptofana | internog standarda treba da budu u kneamom podrudju sisterna za
HPLCHuorescenciju

Ako su pikovi tnptofana il internog standarda preniska 1§ previsola, analizu treba ponowiti sa drugom koligéinom uzorka Vili dregom krajnjom zapreminom

2.3 Banjum hidroksid

Posljedica toga je mutni rastvor za HPLC smange s2 vremenom £to moie dovesti do niskih rezultata za triptofan

Dio VIl
ODREDIVANJE SIROVIH ULJA | MASTI
1. Predmet i primjena metode
Qdredivanje sadriaja sirovih ufa i masti u hrani za fivotinge vrsi <e sljedecom metodomn, osim analize jemenki ujanca | uljnog voca
1.1. Postupak A - Sirova ulja i masti koja se ekstrahuju direktno
Postupak A konst se za hranu za Zvolinje bitjnog porijekla, osm sirovh ulia | masy



1.2. Postupak B - Ukupna sirova ulja i masti
konsti se 73 hranu 23 fivetinie Svotinjskog ponjelda | 7a sve krmne srjede, sve sirovine za dobijanje Zivotinjske hrane iz kojih se bez prethodne hidrokze
ne mogu potpuno ekstrahovati Ua | mast (npro gluters, kvassc, krompirovi proteini | proizvodi kojl S8 podvigavau postuptima poput istiskivanja,
panuljiéanja i zagnjavan)a)
1.3. Tumaéenje rezultata
gag; je rezultat dobijen postupkom B vi& od rezultata dobijenog postupkom A uvijek se kao tafna vnjednest uama rezultat dobijen postupkom B.

nelp
2.1. Postupak A
Uzorak se ekstrahuje petro, etrom, a rastvarat se ukloni destilacijomn, 3 ostatak osud i izmjen
22. Postupak B
Uzorak se ux zagrijavanie obradi hlorovodoniCnom kigielinom, a srreSa se ohladh | ftrira, ostatak se ispere | 0sud, a zatim e 12w odrednvanie u skiadu sa
postupkom A.
3. Reagensi
3.1, Petrol etar, raspon kljuZan)a 40-60° C, bromed broj mora b ni2i od 1, 3 ostatak nakon |sparerga many od 2 g/ 100 mil,
3.2 Natnjum suifat, bezvodni
3.3. Hiorovadorséna kisielina, ¢ = 3 molh
34 Filtraciono srecstvo, npr. Kieselguhr, Hyflo-supercel
4, Oprema
4.1 Uredaj za ekstrakoju, 2 ako je ureda opremien sifonom (Soxhlet aparat), braina refluksa mora biti takva da poizvodi prblizno 10 cklusa na sat, ako
rupe opremnbien sifanom, brzing povratnog toka mora iznosti prdk 2no 10 mi u minub
42 Hilzne za ekstrakoju, bez maternja @stvorljivii u petrol ety i poraznosti u skéadu s3 zahtievna @ tacke 4.1 ovog dijela
4.3 Vakuum sudnica podesena na (75£3)° C, ihvazdudna podedenanz (100£3)°C
§. Postupak
§.1. Postupak A
lzmjen se S g uzorka sa precznostu od 1 mg, prenese u hilznu za ekstrakogu (tadka 4.2 ) 1 poknje ceporn od vate koji ne sadrd mast.
Hilzna se postavi u ekstraktor (tacka 4.1 )i Sest sat ekstrahuje petrol etrom (tacka 3.1)). Ekstrakt petrol etra se sakupi u suvy, izmgerenu pasudu koja sadrii
komadice plovuéca *
Rastvor se ukloni destilacijorn, 2 ostatak se osusi tako da =e posuda sat 1 po drd u sufnicl (tatka 4.3.) 1 ostav 92 da se ohladi u eksikatoru pa se (zmen |
ggm'r,vo se sﬁgo minuta kako bi se obezbjedia konstantna masa ulja  mast (qubitak rmase (zmedu dva uzastopna rmjerenja ne smije pred 1 mo)

. Postup.

|zrrien se 2,5 g uzorka sa preciznoStu od 1 mg, prenese u Casu zapremme 400 mi ili ederenajer zaprermine 300 mi « doda 100 mi hlorovodongne kigeine
(talka 3.3.) | komadital plovuteca 1 CaSa se polrge satim staklom il se edenmajer spojl & akandenzatorom $a povratrem protokom, smyesa se potagand
dovede do kljucanja iznad riskog plamena Ilina elekinénoj Ere;no; plod | tamo ostavi jedan sat s i ¢ Se uzorak ne smye zalij=pii za zidove posude
Ohtad se | doda onoliko sredstva 2a fitiranje (tatka 3.4.) koliko je potretno da tokom filtnranja ne dode do gubitika ulja | masti, a fitnra se koz nadazen
avostruks filter papir Koyl ne saded mast, ostatak S2 ispire hiadnom vodom sve dok filtrat ne postane neutraian 1 treba provierdl da fitrat ne sadrd nikakva
iz il mast, jer njihove psustvo znati da se uzorak pnje hidrolize mora ekstrahovatl petrol £trom primjenom postupka A,
Ovostruki filter papir nz kajem je ostatak prenese se nz sahatno stadoi s3ti po susi v sudnici (tatka 4.3 ) na (100£3)° C
Dvostruka filter papir sa suvim ostatkom se prenese U hilznu za ekstrahavanje {tatka 4 7 ) 1 poknje €epom od vate koji ne sadr masti, hilzna se postaw u
ekstraktor (tatka 4.1 }1 postupak nastavi kako je u skladu sast 213 tacke 5 1 ovog etz
6. Prikaz rezultata
Masa ostatka iskazue se k3o procentni sadriaj uzorka
7. Ponovljivost
Razlika izmedu rezultata dva paralelna postupka odredivana kese na istomuzorku izvodi ist anakbéar ne smge prjed:

- 0,2% apsolutne vrjednost za sadrZa sirovih ulja | mast marge od 5%,

- 4,0% wisg rezultats 7a sadrzaj od 5-10%,

- 0,49 apsolutne vrjednost za sadrza imad 10%
8. Napomene
8.1 Kod proizvoda sa visokim sadrajem ulja | rasti kop se t2Sko usitrgavau |l nijesu pogadni 2a prpremanie homogenog smanjenog uzorka 23 ispitivarge
pamerjuje se shededi postupak.
lzrvgen se 20 g uzorka s3 preciznodcu od | g | pomijesa s3 10 g di vi3e bevadnog natnjum sulfata (tatks 3 2 ), ekstrahuje se petrol etrom ftatka 31 J u
skadu sa tatkom 5.1 ovog dg=ia i ekstrale se dopuni petrol etrom (tacka 3 1) do 500 mi i promijesa, zatim se uzme se 50 ml rastvors | prenese u suvu,
izmerenu posudu sa komadidima plovucea, destilacjom se ukloni rastvor, osud se i nastav postupak u sidadu sa tatkom 5.1 ovog dijela
1z nstatka ekstrakcye koji s2 nalaz u erdenmajery uklon se rastvor, pstatak s= usitre do velise Gestica 1| mm i vrab u erdenmajer za ekstrakciju (ne dodase
se natrijum sulfat), zatim s2 nastav u skadu satadke 51 st 213 ovog pnloga
Udio ulja i mast kao procentni sadria) uzoka izratunava se pomrocu sljedece fomese

(10my +mg) x5

gde je:

rmy - masa pstatka nakon prve ekstrakeije {alikvotni dio ekstrakta) u gramema,

my - masa ostatka nakon druge ekstrakoje u gramima.

8.2. Kod proizvoda sa niskim sadriajem ulia i masti uzorak za isptivanje se moZe povecatina 5g.

8.3 Hranu za kutne hubimce =3 visckim sadrZajem viage ponekad prje hidrolize | ekstrakoge treba pomnijeZat sa bezvodnim natrijum sulfatom, u skiadu =3
postupkom B.

84 Utall 52, za sspran)e ostatka nakon hitracije efikasnije ke bito konstt toplu vodu vrriesto hladne vode

85 Za odredenu hranu za Zivotinge mo2e se pmdula virjeme susenga na vise od 1.5 h. s tim ¢a treba izbeegavat prekomiemo sudenje zato 8o moze
dovesti do niskin rezufiata, a moe s korigtit + mikrotaasna pet

8.6 Ako je sadrla) srovih uljafmash veci od 15%, greporuduje se da se pnje hidrodze izvede prethodna ekstrakoya u skladu a postupkom A | ponovna
ekstrakcija v sdadu sz postupkom B u zawsnost od vrste fwane za 2votinge | vistl ua/masti u heani 22 2votinge.

Dio IX

ODREDIVANJE SIROVIH VLAKNA
1. Predmet | podruéje primjene
Odredivanje bezmasnih organskih matenya u hrame 7a fivotinge koje s2 ne rastvaraps u kisjelim 1 baznim sredinama (ova viakna) wéi se u skladu sa
shedecom metodom
2. Princlp
Uzorak s2 prema potrebi odmasti | uzastopno obradi vrelim rastvonima sumpome kasjeline | kaljum hidroksida u navedenim kancentraojama, a ostatak se
odvaja filtracyom kroz fiter od sinterovanog stakla, ispere, osusi, izmjen | fan na 475 - 500° C, gubitak mase Zarenja treba da odgovara sadriap siowih
viakana u uzorku za ispitivanje
3. Reagensi
3.1. Sumporna kisjelina, ¢ = 0,13 molf.
3.2 Sredstvo protiv stvaranja pjene (npr. n-oktanol)
3.3 Sredshvo za itdranje (Celite 545 & ekvivalent), koje se Cetir sata 2an na 500 *C (tatka BB ).
34 Aceton
3.5 Petrol etar sa rasponom tadke toplienja od 40-60° T

*. Kada =& uljg i mast podvigav aj dodatnom ispiivany: kvsliteta, dielovi plavucca zamenjuju se staklenim kughcams .



36 Hlorovodoretna kisieling, c= 0,5 moll

37 Rastvor kalijum hidroksida, © = 0,23 mold

4. Oprema

4.1 Grena jedinica 73 mmeralizacju rastvora sumpome kisieline | kalijum hidmksida, opremijena dodatkom z3 filtersia lonfic (tacka 4 7)) 1 ispusnom cyevi
koja Je preko siavine prikjuéena na tecnost | vakuum, po mogucnasti 53 sabijenim vazduhom, s tim $to prie podetka upotrebe se pet minuta zagnjava
vrelom vodom.

42 Stakdeni fiterski lonée sa filterskom plocom od sinterovanog stakla, veliéine pora 40-80 pm koji prye upotrebe treba nekoltko minutz zagrati na 500°C
i ohladiti (tatka BS)

4.3. Cilindar obima najmanje 270 mi sa kondenzatorom sa povratnim protokom, pogodan za Mjuianje

4.4 Sufnica s termostatomn

4.5 Mufoina pec £ termostatom

4.6. Jedireca za ekstrakciju sastavijena od nosive ploce za fiterski londic (tacka 4 2.) 1| spuzne cijevi ko je preko slavne prikljucena na tafnost 1 vakuum.
4.7 Spojni pratenov ra sklapanje grejne jedinice (tagka 4 1, londita (tacka 4.2.) 1 valjka (tatka 4.3 ] | za prkfjuCrvanje jedinioe za Kadnu ekstrakcyu (tatka
4.6)1 loncica.

5. Postupak

|2rryen se 1 g priprembienog uzorka a3 preciznoScu od | mg 1 prenese u londs {tatka 4 2) pa se doda 1 g sredstva za filtriran e (tacka 3.3 )

Sklopl s2 grena jedreca (tatka 4.1.) 1 filtarski bonlic (tacka 4 2), a zatim 2 valjak (tafka 4.3) pakdjuli na loncic, a usklopieni valjak | longié nalije se
150 ml vrele sumporne kisieling (tatka 3.1) | prema potrebi nekolko kapi sredstva potiv stvaraniz pjene {tadka 3.2 )

Tetnost se zagnjava do klutanja u vremenu od 522 minuta | ostavi da snaino kljuta tatno 30 minuta

Cevorl 52 davina naispusno) cijevi (tatka 4.1), sumpoma kigielina se pod vakuumom fltrira kroz e rski lon&E | ostatak se tn puta uzastopno 1Spere $a po
30 mi vrele vode, pn femu treba provient ca se nakon svakog ispirarya ostatak filnra do suwva

Ispusna slavinz se zatvori, u skiop cilindar-lonfic nalije se 150 ml vrelog rastvora kalijum hégdroksida (tacka 3 7.) « doda se nekoliko Kapl sredstva proty
stvaranja pjene (tacka 3.2, 2 tefnost se 7agnjava do tadke klutanja u wemenu od 522 minuta | ostav snaino da kjuéa tadno 30 miresta, filtrira s2 1 ponovi
postupak ispiranja kao kod sumpome kigeline

MNakon konaénog ispiranja i suZenja, lonSc =a sadrimem se odvop | pridjudl na jedinicu za Hadnu ekstrako (tatka 4.6 ) 1 ostatak u lonBicu se ped
vakuusmom tri puta uzastopno ispere sa po 25 mi acetona (tacka 34 ), pr Cemu treba provierti da se nakon svakog ispirana ostatak filtrira do suva

Lonfic == osu& u suénici na 130 °C do konstantne mase, anakan svakog sufenja ohladi se u eksikatoru i brzo zmjeri | stavi u mufolnu ped | zagnjava
nagmanie 30 minuta na 475-500° C do konstartne mase (gubitsk mase izmedu dva uzastopna rmiererya ne smie preci 2mg)

Nakon svakoga grjanja | prije rjerenja, londic s& prvo ohladi u ped, a zatm u ekaikatoru.

lzvodi se slijepa proba bez uzorka, 3 gubitak mase pn farergu ne smye prijed 4 mg

6. lzradunavanje rezultata

Sadria) sirovih viakana, 1ska zan kao procentn| sadr2aj uzorka, |zracunavs s pomotu sliedece formue.

x=_Mo-M, 100
m

gz Je. ,
m- masa uzorka u gramima,

mu - gubitak mass nakon kaljenja tokom postupka odredvanja, u gramima,

m, - gubitak mase nakan kaljenja tokom slijepe probe, u graming

7. Ponovljivost
Razika izmedu rezultata dva paralelna postupka odredvvan)a, izvedena na istom uzorky, ne smye prec

- 0,6% apsolutne vjednost 7a sadria) sirovih viakana mang od 10%,

- 6% vete vnjednost 73 sadria) srovih viakana jednak il veds od 10%
8. Napomene
8.1 Hranu za Zivotrye kog2 sadrii vige od 10% sirovih mast prije analize treba odmastiti petrol etrom (tacka 35 )
Lonfic 7a filtnrange (tatka 4 2 ) sa sadriajem spoji se na jedinicu 72 hladnu ekstrakciju (tatka 4 §), 3 ostatak se pod vakuurmom tn puta tspere sa po 30 ml
petrol etra, pn emu treba provient da je ostatak suv, 3 nakaon $to se londic sa sadriajern prikjud: na grepw jedinicu (tacka 4 1)), nastavlja se postupak iz
tacke 5 ovog dijela
8.2 Hranu za Zivotinje kaja sadrii mast koje se ne mogu direkino ekstrabovat petrol etrom {tacka 3.5 ), treba odmastiti u skladu =a tatkem 8.1 1 ponovo
odmastiti nakon klutania sa laseinom, a nakon kKjuania sa kigelinom | naknadnog ispranja, lontit sa sadrfajem spog se na jedinics za hladnu
ekstrakciju {tacka 46 ) i tn puta 1spere sa po 30 ml acetona | tn puta <a po 30 mi petrol etra, fitrira se pod vakuumom | sprovedi postupak u skladu sa
tatom 5 ovog dizela, s im da postupak zapoZne dodavanjern kalgum hesroksda.
8.3. Ako hrana 23 hivotinie sadell vise od 5% karbonata, 1zraZenih kao kalogum karbonat, londic (tatka 4 2.) sa | zmyerenim uzorkom s2 prkljuli na grejnu
jecinicu (tacka 4.1)
Uzorak se tr puta ispere sa po 30 mi hlorovodoruine kespefing (tatka 3 8), a nakon svakog dodavanja, uzorak se ostavi pribliino pedan menut prje filtnrana
| Ispere se 5z 30 ml vode 1 postupak nastavi u skiadu sa tatkom 5 ovog dijela
8.4 Ako se konst ureds) u obliku stalka (nekadko lon&Ez pridulenih na istu grejnu jedinicu), u sstoj se senji ne smiju izvest dva postupka odredivanja na
istom uzorku zz analizu
8.5 Ako & kigell | bazr rastvori nakon kljutanja tesko fitriraju, propusti s2 zhijen vazdub kroz ispusniu ojev grene jedinice | nastaw s filtrranjem.
8.6 Temperatura Zarenia ne smye pred 500° C kako b s2 produiio wek trajan)a stakienin fiterskih lontEa, zhog tega se mora vodit raduna da ne dodede
do pretjeranog toplotnog Soka izmedu ciklusa griiania | hladenja

Dio X
ODREDIVANJE SECERA
1. Predmet i podruéje primjene
Odredivanje kolitine redulwjucih £2cera | ukupnih Secera nakon inverzje, iskazanih kao glukoza ili kao saharoza, prema potrebi sa faktorom konveraje
0,95 u krmnim smjefama vrdl se prema sijededo) metod
m'z:‘ se odreduje othvojeno | uzrra u obir pa izradunavaniu rezultata.
P
Seten se ekstrabuju razhiaZenim etanolom, rastvor se izbistri rastvarima Carrez || Carrez 11, a nakon ukdanjanja etanola odreduju s kolitine prije 1 naken
inverzje Luf-Schoor-ovom rretodam
3. Reagensi
3.1 Rastvor etanofa £0% (v/v) gustine. 0,928 g/mina 20" C, neutralrsan prema fenolftaleinu.
3.2 Rastvor Carrez | uvodi se rastvon 219 g cink acetata Zn {CH:COOL 2H20 | 3 g glaciaine airtetne hgehne. Dopunt se vodam do 100 mi
3.3 Rastvor Camez i uvod se rastvon 10,6 g kaljum ferocganida KeFe{CNJs x3H0 Dopuni se vodam do 100 mi
34 Metdoran, rastvor 0,1% (myv)
3.5, Horoyodonitng kisjelina, 4 moll
3 6. Hlorovodorstna kisieling, 0,1 mol/l
37 Rastvor natrjum hidroksda, 0,1 mold.
3.8 Luff-Schoorl-ov reagens
Uz oprezno mijesanye, u rastvor natrgum karbonata (tacka 3.8 3 ) uije se rastvor imunske laseline (tacka 3.8.2), doda s= rastvor bakar sulfata (tacka
38.1), dopuni vodom do 1 litra 1 ostavi se preko noc | filtnra
Provjen se koncentracija dobijenog reagensa (Cu 0,05 moll, N3; C©Oy 1 mold), pH vajednost rastvors je pribhzno 3 4



381 Rastvor bakar sulfata: u 100 ml vode rastvon se 25 g bakar sulfata {CuSQy x5H,0) koj ne sadrii gvoiide
382 Rastvorlimunske lossine: u 50 mi vode rastvor se 50 g limunske lageline (CeoHgOrxH20),

3.8.3 Rastvor natnjum karbonata u priblizno 300 mi topée vode rastvori se 1438 g bezvodnog natrijum karbonata Ostaw se da se ohtadi,

3.9 Rastvor natrjum tiosulfatz, 0,1 mold

310 Rastvor skroba: u litar kijudale vode doda se suspenzija 5 g rastvorjivog skroba w 30 ml vode Ostavi se 3 minuga da vi, zatim se ohladi | prema
potretx doda 10 mg Aivineg jodida kao konzervansa.

311 Sumporna kigelina. 3 mol?

312 Kalijum jodid, rastvar 30% (miv)

3.13, Plovucac u zrmu prokuvan u hlorovediZnoj kisjelire, sspran vodom i osugen

214 Z-metilbutan-1-ol

4. Oprema

Mjesalica (rotaciona): pnblizng 35 do 40 abifmin

6. Postupak

6.1, Ekstrakcija uzorka

lzvgen s2 2.5 g uzorka $a grecimestu od 1 my

miesalio, zatim se doda 5 mi rastvora Carrezl (latka 3 231
Se dopuni Se do omake etanolom (tatka 3.1), hamogenizuje | filtrsa

Uzme se 200 el filtrata « upan pnblifno polovina kako bi se uklonda vetina etanoia, a toplom vodom ostatak rakon uparavanga se kvantitativno prenese u
odgovargudi sud zapremine 200 mi, ohladi, dopuni vodom do omake, homogenizge | prema potrebi filtrira | rastvor s2 korsti 73 odredvanje kolicine
redukuguli Secera, 3 nakon inverzije, ukupni $2iera.

§.2. Odredivanje redukujuéih $ecera

Fipetomn s preness najvise 25 mil rastvora kogg sadrd mane od 60 mg redukovaniy Secsra, tskazanth kao glukoza, 2 prema potrebl s& dopuni
destiovanom vodom do 25 mii Luff-Schoorl-ovorn metodom odredi sadrza) redukuudih Secera, rezultat se izrafava kao procenat glukoze sadrian u uzorku
73 analizu

§.3. Odredivanje ukupnih Seéera nakon inverzije

Fipetom =e prenese 50 ml rastvora u sud zapremane 100 mi | doda se nekoliko kapi rastvora metdorania {tatka 34 ), zatm se oprezno, uz stalno
mijesanje, dodae hlorovodoniéna kigelina (tafka 3 5.) sve dok tefnost na pestane patpuno crvena

Doda se 15 ml hlorovodiéne kigeline {tatka 36, sud se uroni u vodenc kupatilo koe snaino kljuéa 1 u njemu) osta 30 minuta.

Erzo s ohiadi na pabliZno 20° C 1 doda 15 ml rastvora natrgum tedrokssda (tacka 2.7 ) 1 dopuni & vodorn do 100 mil | hormogenizuje

Fipetormn se prenese napage 25 mi rastvora koja sadrd mange od B0 mg redukujucih S=¢era, iskazanh kae glukoza, a prema potrebi se dopuni destéovanom
vodom do 25 mi | Luff-Schoor-ovom metodom odredi sadrzaj redukujucih Secera, a rezultat se iskazue kao procentni udio glukoze ili, prerma potrets,
saharoze 310 s& dobije mno2enjem sa faktorom 0,85

5.4. Titracija prem a Luff-Schoorl-ovej metodi

Pipetom s prenese 25 mi Luff-Schoor-ovog reagensa (tacka 3.8 ) u Efenmeyerovu tikvicu zapremine 300 mi, doda se tafno 25 ml izistrencg rastvora
Sedera.

Dodaju s= dva 2rna plovucea (tatka 3 13)), zagrjava nad obvarenim plamenom srednge jatine, uz ruéno meesane, tako da tednost proljutz za pridizno
dva minuta. Edenmeyemyva tikvica se odmah postavi na déanu mredou presvuteru azbestom sz otvorom precnika 6 cm, ispod kojeg se upali plamen, 3
plamen se nameesti t2ko da e 7agrgava samo dno Erenmeyerove tkvice

Na Erlenmayerova tikvica se prikljut na kondenzator sa povrataim protakom | ostavi se da kljuéa tatno 10 mewta, odmah s2 ohladi u hladno) vodi | nakon
priblifno pet minuta titryje na slieded natin

Doda se 10 mi rastvora kafijum jodida (taéka 3.12 ) 1 odmah nakon toga (opreno, zbog opasnost od snainog pjenusanja) 25 ml sumparne kisjelne {tatks
211)

Titruje se rastvorom natnjum tiosulfata {tatka 3.9)) do pojave mutno fute boje, doda se indikator skrob (tatka 3 10 )1 dovrdi titracja

Ista titracija se izvede bez Kjucanja na tatno izmjerenoj smyedi 25 mi Luff-Schoori-ovog reagensa (tacka 3.8.)1 25 ml vode, nakon dodavanga 10 mi rastvora
kalipurn jodida (tacka 3 .12.) 1 25 ml sumporne kisjeline ((acka 3.11)

6. lzradunavanje rezultata

Kolitina glukoze odreduje se u rrg koja odgovara razlict iznedu vrjednosti obje titracije, rskazanih u mg natnjum tosafata 0,1 mol/, 3 rezultat se iskazuje
kao procentni sadrZaj uzorka

7. Posebni postupci

7.1 Kod hrane za Zivotinge koja je bogata metasom | drugh vrsta hrane za Zvotine ko nisu posebno homogene, izmjen se 20g uzorka | prenese sa
500 mi vode u sad zapreming 1|, myesa se 1 3t na rota0ono) miesalicl, 3 rastvor S2 1zistn reagensima Carez | (tacka 3.2) 1l (tatka 33)), u skladu s
tatkom 5 1., ova) put sa Ceworosuukom kolicinom svakog reagensa | tkvica se dopurs do oznake etanolom B0% (wiv)

Homogennm;e se | hitrira.a etanol se uldoni u skladu s3 tackom 5.1 ovog dijela, ako nema dekstrniranog skroba, dopurs se desthranom vodom do oznake.
72 Kod melasa | sroving za hranu za dvotinge begatin $2cerom | gotovo potpung bez skroba (rogat, suseni rezanci Seceme repe itd ), izmgen se 59 |
preness u sud zapremine 250 mi, doda se 200 mi destilirane vode | mijesa na rogacionoy miedalici jledan sat ili prema potrebi vise

Rastvor se izbistri reagensima Camrez | (tatka 32 1 Il (ratka 33}, u skiadu sa tatkom 51 ovog dijela | dopumw se hiadnom vodom do oznake,
harmagenizuje ¢ filtrra, a za odredivanje kolifine ukupnih $ecera nastavijz se postupkom iz tatke 5.3 ovog dijela

8. Napomene

8.1 Za spriecavanje pienudania preporuiue se prije klpéanja sa Luff-Schoorl-ovim reagensom dodati (bez obzra na zapreminu) pnblino 1mi 3
rretibutan-l-ola (tacks 3.14 )

8.2 Razlika izmedu sadriaja ukupnih $etera nakon inveraje, iskazanih k3o glukoza, | sadriaja redukujutih Setera, skazanih kao glukoza, pomnodeno 3
0,85, da= procentrs sadrfaj saharze iztacke 83 ovog dijeis, 3 73 odredivanje sadrfaja redukuutin Secera, osim lakioze, mogu se konstiti dvije metode
8.3 Za priblizan rezultat, sadriz) lsktoze, odreden drugom analtickom metodom, pomnod s= sa 0675, a3 dobgens rezultat ocduzme od sadriaa
redubujuc Secera.

832 Zatatan rezultat redukujuch Secera, osim laktoze, mora se Koristdl 1st uzorak za dva kanactna postupka odredivania.

Jedna analiza se 1zvodi na dijelu rastvora dobienog postupkom iz tatke 51 oveg dijela, druga na cyelu rastvora dobijenog pn odreGvanju laktoze
rretodom utvrdenomn za tu svihu (nakon fermentisarga drugih vsta Secera i bistrenja), a koliGna Zecera odreduje Luff-Schood-ovorn metodom i izratunava
u g glukoze, 3 |edna viijednost se oduzme od druge | raziika skazwe kao procentni Sadrla) uzorka.

Prim

oagmara;ucl sud zapremine 250 mi | dods se 200 i etanola {tatka 31) 11 sat mijess na
mijesa pribhiZno 30 sekundi | & ml rastvors Carrez || (tatka 3.3) | ponovo migess 1 e, zatim

vje koriscene zapreming od?)vara.u za svaks postupak odreavan;a uzorku od 250 mgy
U prvoen slugaju se potrodi 17 mi rastvora natrijuen tiosulfata 0,1 mo¥l, o odgovara 44,2 mg glukoze, u dragom se potro& 11 i, $to odgovara 27,6 mg

ghukoze
Razlika je 16,6 mg giukoze
Sadria) redukujuch $ecera (osim laktozz), 1zratunat kao glukoza, dakée iznosi
4.16,6
———=6,64%
10
Tabela vrijednosti za 28§ ml Luff-Schoori-ovog reagensa
mi Na;$;0.0,1 molil, dva minuta zagrijavanja, 10 minuta kljuéanja
Naz5:05 Glukoza, fruktoza, invertovani Laktoza Maltoza Na:5 05
0,1 mali Eacen Cﬂ"ﬁzO" CqHzo" 0,1 molh
CeHizCe
m mg radika mg razlika mg razika mi
1 24 24 36 3.7 38 38 1




2 42 Z4 73 37 78 38 2
3 12 25 no 3.7 n.7 38 3
4 87 25 147 37 158 40 4
5 12,2 25 184 37 196 38 5
] 14,7 25 221 3.7 235 40 B
7 17.2 28 258 37 275 40 7
8 128 28 295 37 315 40 8
a 224 26 332 38 355 40 k|
10 250 28 370 3s 385 40 10
1 76 27 408 38 435 40 1"
12 303 27 448 38 475 4 12
13 30 2.7 404 an 516 41 13
14 35,7 28 822 38 55,7 a0 14
15 385 28 56,0 349 598 4 15
16 413 29 598 39 632 41 16
17 442 29 63,8 39 68,0 4.2 17
18 471 28 67,7 40 722 43 18
19 50,0 30 n7 40 78,5 44 19
20 530 30 757 4.1 80,2 45 20
21 56,0 3.1 798 4,1 854 45 pa)
22 581 31 838 a1 0,0 48 2
23 622 880 848 23
Die X1
OOREDIVANJE LAKTOZE

1. Predmet | podruéje primjene

Odredivanje nivoa laktoze u hrani za fivotinje kaja sadrdl wie od 0,5% |aktoze wii se sljedecom metodom

2. Princip

Secern e rastvore u void, a r astvor se fermentie kvascem wrste Saccharamyces cerevisiae koji ne mienja falktozu, a nakon bistrenja i filtriranja, sadriaj
laktoze u fitratu odreduje se Luff-Schood-ovom metodom

3. Reagensi

3.1. Suspenzsa kvasca wste Saccharomyoss cerevisiae rastvori se 25 g sviefeg kvasca u 100 mi vode. Suspenzija se mo2e konstit najduZe jednu nedelu
ukoliko s drii u fnzderu

3.2 Rastvor Carrez | u vodi se rastvon 21,9 g cink acetata Zn{CH:COO0L x2H:0 | 3 g glacyjalne sirtetne kisjeling | dopuni s& vodom do 100 mil.

3.3. Rastvor Carrez |l uvodi se rastvon 10,6 g kalijum ferocyanida KgFe{CN)s x3H0. Dopuni se vodam do 100 ml

34 Luff-Schoorl-ov reagens:

Uz oprezno mijesane, u rasthvor natrgum karbonata (tatka 34.3 ) uhje s= rastvor limunske kigeling (tatka 34.2), doda se rastvor bakar sulfata (tatka
341 )1 dopun vodom do 1 litra, ostavi se preko nod | filtnra

Frovjen se koncentracija tako dolvjenog reagensa {Cu 0,05 moll, Naz COs 1 moi), a pH vrjednost rastvora je pablizno 94

341 Rastvor bakar sulfata: u 100 mil vode rastvor: se 25 g bakar sulfata CuSCy x5H20 kol ne sadei gvo2Ge.

342 Rastvor limunske lkegeine: u 50 mi vode rastvor se 50 g limunske kigeline CeHgOmtz0.

3.4 3. Rastvor natnjum karbonata: u pribliZno 300 mi topée vode rastvori se 1438 g bezvadnog natrijum karbonata | 0staw se da se ohtadh

35 Plovudat u zmu, prokuvan u horovodoniéngg kigelini, ispran | osusen

3.6 Kalgum jodd, rastvor 30% (mév).

3.7 Sumpoma kisjelina, 3 mold

38 Rastvor natryum tiosulfata, 0,1 mold

3.9 Rastvor skraba: u Itar vrele vode doda se suspenzya 5 g rastvarfivog skroba u 30 mil vode | ostavi se da vri tn minuta, zabm se ohladi | prema potreb)
doda 10 mg Zvinog jodida kao konzervansa.

4. Oprema

Vodeno hupatilo sa termostatomn postavijenim na 38-40° C

5. Postupak

lzrryen s& 1 g uzorks sa preciznoStu od 1mg | prenese u sud zapreming 100 mi. Doda se 25 — 30 mi vode, sud s8 uronl U kiulalo vodeno kupatilo | u
nyerru ostayi 30 munuta, zatim se ohiadi na priblizno 35 *C i doda se § mi suspenzije kvasca (tadka 2.1 )1 homogenizuje.

Sud se ostavi 2 sata u vodenom kupatilu na temperaturi 38-40° C i ohladi e na pnbliine 20° C

Doda se 2,5 ml rastvora Carrez | (talka 3.2.) 1 mijesa 30 sekund, zatem 2,5 mi rastvora Carrez |l (tatka 3 3 ) | ponovo mijesa 30 sekundh 1 dopuni se vodom
do 100 mi, promyesz i filtnra.

Dio fittrata ne veti od 25 ml, koji po2eino sadrdi 40 do B0 my lakoze, pipstom se prene se u Erenmeye mvu tkvicu zapremine 300 mi, a prema poteebi se
dopuni vodorn do 25 ml

Na st natin sprovod se slijepa proba sa 5 mi suspenzje kvascz (tatkz 31,

Sadria) laktoze s= odredue Luff-Schoord-ovom metodom na sfededi nadn doda se tadno 25 ml Luff-Schoord-ovog eagensa (tadka 34) 1 dva oma
plovucea (tatka 2.5, uz nuéno mijedanje 7agnjava se inad otvorenog plamena srednje jadine take da tednost prokdjuéa za priblizno dva minuta
Erenmeyerova tkvica se odmsh postavi na B&anu nredicy presvuceny azbestom sa otvorom prefnika 6 om, ispod kojeg se upall plamen, plamen s
namiesti tako da s zagryava sano dno Erenmeyerave tikwce, na Erdenmeyercvy tikvicu s2 prikduts kondenzator 53 povratem protokom, ostav se da
Kjluéa tadno 10 merasta 1 odmah se ohiadi u hladno) vodi | nakon pribiZno pet minuta titnge na slieded natin:

Doda s2 10 ml rastvora kalipjum jodida (tacka 3.6) 1 odmah nakon toga (oprezno, zbog opasnost od snaZnog pjereenia) 25 ml sumpome kigjeline [tacka
3.7.) Tinge se rastvorom natrijum tiosulfata (tacka 3.8.) do pojave rrutno 2ute boje, doda =e mdikater skrob (tacka 3.9.) | dovrsi ttracifa.

Ista titracija se izvrdi bez luéanja na taéno izmyerenoj smyedi 25 mi Luff-Schoorl-ovog reagensa (tadka 3.4} 1 25 mi vode, nakon dodavanja 10 mi rastvora
kalijum jodida (tadka 3.6.) | 25 ml sumpome kisjeline (tadka 3 7))

6. lzraéunavanje rezultata

12 tablice se odred) koiCina laktoze u mg koja odgovara razhict izmedu vnjednost dvije tiracije, iskazane u mi natnjum vosu¥ata 0,1 rrold

Rezitat se iskazuje kao procenat sadrzaa bezvodne iaktoze u uzork.

7. Napomena

Z3 proizvode ko)l sadr2e wie od 40% fermentisanog 3ecera konstl se vise od 5 mi suspenzije kvasca (tacka 3.1 )

Tabela vrijednosti za 26 ml Luff-Schoorlovog reagensa
ml Na;$;0:0,1 molfl, dva minuta zagrijavanja, 10 minuta klju¢anja

Na;5;0, Gluko zz, fruktoza, invertirani Laktoza Maltoza Na; 50,
0,1 mald Zacen CrzHaz0n CHz0y 0,1 mold
CeHCe :

mi mg radika g razlika ma EIlka mi

1 24 24 36 37 38 38 1

2 48 24 73 3.7 78 38 2

3 72 25 110 3.7 "7 33 3

4 a7 25 14,7 37 15,6 40 4

5 122 25 184 37 1896 38 5

B 14.7 25 22.1 3.7 235 40 B




7 17.2 28 258 37 275 40 7

8 18,8 28 295 3.7 315 40 8

g 24 28 332 38 355 40 9

10 250 28 370 38 395 40 10
n 278 27 408 38 435 40 1"
12 303 21 448 38 475 41 12
13 330 27 484 38 516 41 13
14 3.7 28 522 38 85,7 4.1 14
15 85 28 56.0 38 60,8 41 15
16 413 28 599 39 63.9 4.1 16
17 442 29 638 39 68.0 42 17
18 471 29 67,7 40 722 43 18
19 50,0 3.0 n.7 40 76.5 44 19
20 530 30 757 41 80,2 45 20
21 56,0 31 798 41 B54 48 21
22 581 a 83.9 41 80,0 45 22
23 622 88.0 948 3

Dio Xl
ODREBIVANJE SKROBA
POLARIMETRIJSKA METODA

1. Predmet i podruéje primjene
Qaredivanie nivoa skroba i visokomolekulamih produkata razgradnye skroba u hirani za Zivotinge, Za provjery uskiadenost s3 deklansanom energetskom
;‘rijedno%u vrsi s& prema sliedeto] metodi

P
Metoda 1z tatke 1 ovog diela obuhwata dva postupka odredvanja
U prvom postupl se uzorak obraduje razblaienom hlorovodoniCnom kisjelinom, a nakon bistrenja | filtranja, potanmetrijom se Izmen opticka rotacija
rastvars,
U drugom postupku se uzorak ekstrabuje s3 40 %-trem etanolom, a nakon zalesiekavanja fitrata hlorovodoniEnom kigelinam, bistrenja i filtiranja, izmjeri se
ophtxa rotacya na st nadin k30 u prvom postupkuy odredivanja
Razlika izmedu dva mjerenia, porrnoZena sa poznatim faléorom, daje sadriaj skroba u uzorku,
3. Reagensi
3.1. Hlorovadorséna kisjelina, rastvor 25% (rrvmy), gustina: 1,126 gimil.
3.2 Hlorovodoretna kisielina, rastvor 1,13 % (mim)
Kancentracija se mora provjerit titracjom sa rastvoram natnjum hidroksida 0,1 molfl u prsustvu metil crvenog 0,1% (m#v) u etanolu 84% (wv). Za
neutrabracju 10 mi potrebno je 30,84 mi NaOH 0,1 mold
3.3 Rastvor Carrez | uvodi se rastvon 21 9 g cink acetata Zn(CHyCOO) x 2H:0 | 3 g glacijalne sirtetne kisieline. Dopuni se vodom da 100 mi
34 Rastvor Carrez ll uvodi se rastvorl 1069 kamum feroqamda K4FelCN)s] x3H20. Dopuni se vodom do 100 mi
3.5 Erandd, rastvor 40% (wv), gustina: 0 848 gimina 2
4. Oprema
4.1 _Edenmeyerova tikvica zapreming 250 mi sz Siforn i povratremn hiagenjem
4.2 Polanmetar ik sahanmetar
5. Postupak
§.1. Priprema uzorka
Uzorak se usitni tako da sve ¢estice mogu proo kroz sito sa3 oknughnm otvonma preéndkea 0.5 mm,
§.2. Odredivanje ukupne opti¢ke rotacije (P ili §)
Izmmyeri se 2,5 g usitnjenog uzorka sa preoznostu od 1 mg | prenese u sud zapremine 100ml | doda se 25 ml hlorovodonicne kigeline {tacka 3.2.),
promudka tako da se uzorak za ispitvanje ravrnomyerno raspadijeli | doda jeg 25 mil hlorovedonine kisjeline {(tacka 3.2.).
Sud se potop! u kljualo vodeno kupatilo | prva 3 minuta snaino 1 ravnomjermo mucka kako bi se sprijefilo nastajanje aglomerata
U vodenam kupatilu mara biti toliko vode da kada se u njega potopi sud kupatilo ostane na tatld kljutanya, 3 tikvica se tokom muckanja ne smge vadib iz
kupatia, a nakon tacno 15 minuta, sud se izvadi iz kupatila, doda se 30 mi hladne vode 1 odmah obdadina 20" C.
Doda se 5 i rastvora Carrez | tatka 33) | mucka pnblino 30 sekundi, zatim 2 doda 5 il rastvora Carrez || (tatka 34 ) | ponovo mutka 30 sekund |
dopuni se vodom do omake, promejesa i filtira, 3 ako fikrat nije potpuno bistar (£to se njetko dogada), ponovi se postupak odredivanja uz konScerye vece
kolig¢ine rastvora Camrez!ill, na prirmyer 10 mi
Polarmetrom il saharimetrom se [amjern optiCka rotacya rastvora u epruvetl zapremine 200 mi.
§.3. Odredivanje opticke rotacije (P' ili $') materije rastvorljivih u etanclu 40 %
lmg‘en’ se 5 g uzorka 53 preciznodts od 1 mg, prenese u sud zagreming 100 mi 1« doda priblizno BO mil etanola {tafka 35 )
Sud se ostavi 1 53t na sobnoj temperature, u tom viemenskom perodu se 3est puta snaz2no promucka kako bi se uzorak za ispitvanie potpuno izmjesso
sa etanciom Dopuni se etanolom (t3¢ka 3.5 ) do oznake, promijesa i filtrira
Fipetom se prenese 50 mi filtrata (80 odgovara kolidini od 2.5 g uzorka) u Edenmeyerovu tkvicu zapremine 250 mé, doda se 2,1 mi hlorovodonitne
kigieline (tatka 3.1 )i snaino promacka, a3 kondenzator sa povratnimn protokom se prikljud na Eﬂenmegeruw tikvicu | uroni u klju€alo vodeno kupatilo |
naxon 15 mnuta, Erenmeyerova tikvica se izvadi iz kupatilz, a rgen sadria) prenese u sud zapremine 100 ml, ispere s2 malo hiadne vode | ohladi na 20°
C
Izbéstn se rastvorom Camez | (tacka 3.3.) 1 1l {tagka 34 ), dopuni vodom do omake, promijesa i filtrira, 2 zatim se izmgen optitka rotaoja, u skadu sa
tackom 5.2. ovog dijela
6. |zradunavanje rezultata
Sadriaj skoba (%) zratunava se na sljeded natn
6.1. Mjerenje polarimetrom

2000 P-P!
20°
a D

Sadrzaj skroba(%) =

gde je
P« ukupna ophcka rotacea u wgaonim stepenima
P’- optitka rotacija matenja rastvariiivih u 40% (viv) etanolu, L ugaonim stepenema

20*
a o - specifitna optcka rotaca Gistog skmoba . Brojne vrijednost koje se smatraju uobiCajeno prilvadenima za ovay faktor su




T8I 5" |

1813 seni skrob,

184 0 & VTSI Skroba | SKobnih STIeEa U kimnim Sreama
6.2 Mjerenje saharom etrom

Sadisai skroba(os 2000 2N-0,665 - §-& 26,6N: S-&
aj SKroba = - =
! %) a™ 100 a
o o

G je

S - ukupna opti tka ro1aces u stepenima saharometra

S. opticka rotacia matersa rastvoripwvih u 40%-tnom etanolu (vv), u stepenima szharometra

N - masa (9) ssharoze u 100 ml vode pn kojo) je opticka mtaciia 100 ssharometarskih stepeni, kada se mjen upotrebom eprvete od 200 mm
- 16,28 g za francuske saharometre
- 26,00 g za njerracke saharometre
- 20,00 g za mesoyee saharometre

20*
a B - specifitna optéka rotadja Sistog skmba

6.3. Ponovljivost
Razika izmedu rezultata dva paraleina postupka odredivanja, |zvedena na istorm uzorku, ne smge predi 0.4 apsolutne vryjednost: 1a sadrZa) skrobanid od
40% | 1% relativne viijednosti za sadr2a; skroba jednak il ved od 40%.
7. Napomene
7.1 Ako uzorak sadrd wie od 5% karbonata, 1zraZenih kao kalcium karhonat, prije odredivanja ukupne optitke rotaciie, s2 moraju razonti obradom s
tatno potrebnom kolitinom razblaZens sumpome kiseline
7.2 Kod proizvoda s3 visolim sadrzzem [3kinze, poput mijednog ssruma u prahu ili obranog mijeka u prahu, nakon dodavanz 80 mi etanola (tatka 3.5)
postupa se na djededi natin
Na tikvicu se prikluti kondenzator 53 povratrem protokom | tkvica se 30 menuta dra potopliena u vodenom kupatlu na 50 *C | ostaw se da se ohladi |
nastavi postupakiz tatke 5 3. ovop dijela
7.9 Sirovine za hrani za Zivotinge, koje su prisutne u znatngg kolitini u hrani za Zvotinje, uzrokuju smetmje pri odredvanju sadriaja skroba polanmetnjskom
metodom, &to moe dovesti do netspravnih rezultata
- proizvodi od Secerne repe, poput suvih rezanaca Seceme repe, melase Seceme repe, melasiranih re zanaca Seceme repe, vinase Secermne repe,
decera od feceme repe,
pulpa citrusa,
siemenke lana, pogaca od sjiemenki [ana; saéma od sjemenki lana,
sjeme uljane repice, pogaca uhane repice, sacma ulane repice, huske uljane repice,
siemenke suncokreta, satos od semenki suncokreta, salma od dielimdno oljuitenih sjemenki suncokreta,
pogata od kokosa, safma kokosa,
pulpa Krurmpira,
Sum kvasac,
proizvodh 53 visokim sadriajem inulina (npr. komadt i beasno od Cifoke, I3t Hekathus lubeosus),
Gvarci

Dio Xill
ODREDIVANJE SIROVOG PEPELA
1. Predmet i podrucje primjene
Qdredivanje s3adriaja sirovog pepela u hram za Zivotinje vrai se sliedecom metodom
2, Princlp
Uzorak se spal na 550 *C, ostatak s= izmjen
3. Reagensi
Amonigum nitrat, 20%-tra (miv)
4. Oprema

4.1. Gregna ploca.

4.2 Bleltritna mufolna pet sa termostatomn.

23 Lor)\titi 23 spaljivanje od kvarcnog stakla, porcuana il platine, pravougaoni (priblhizno B0=40x25 mm) Il okrugll (precnik B0 do 75 rem, vena 20 do
mm

5. Postupak

lszégeg =& pribliZne § g uzorka sa precizno$cu od 1 myg (2.5 g kod proizvoda logl kako nabubre) | prenese u lonG & 2a spaljivanje ko)l s& prethodno zagnje na

*C, ohladh | tanra

Lontic se postavi na greynu plotu | postepeno zagnjava sve dok matenja ne pocrni | spali s2 u skladu satat 51 & 52 ovog dhjela

5.1 Lontit se postav u kalibesanu mufolnu ped zagrganu na 550 “C i ostavi s& na tog temperaturl sve do nastanka bijelog, svjetio-avog il crvenkastog

pepela kop 1zoleda kao da ne sadrd ughene Cestice.

Lontic s2 postavi u eksikator, ostaw s2 da se ohtadi | odmah | zmyen

52 Lonti¢ se postavi u umjerenu mufolnu pec zagrijanu nz 550° C

U pedi se spaijuje tn sata, a loncic se postav u eksikator, ostavi s2 da se ohiadi | odmah izmien | panovo se 30 minuta spajuie kako bi se cbezbjedilo da j&

masa pepels kanstanina (gubitak mass izmedu dva uzastopna myerenja ne smije preti 1 mg;}

6. lzraéunavanje rezultata

Masa ostatka se zracuna tako da se oduzme tara.

Rezultat se iskazuje kao procentni sadrZaj uzorka

7. Napomene

7.1. Matenje koje se tesko spaljuju moraju se izioZit prvom spaljivanju u trajanju od najmanje tri sata, zabm se ohiade | dodae im se nekolko kapi 20%-

tnog rastvora amonijum nitrata ik vode (oprezno, kako bi se sprijetilo raspriavanie pepela ili nastanak grudvi)

Nakon suSenja u suSnici nastavi se 53 spaljivanem, a postupak se prerma potrets ponavia, sve do potpunog spaljivana.

7.2. Kod raterija koje su otporne na obradu iz tatke 7.1. ovog dijela, postupa se rea sheded nadin

- nakon trosatnog spaljivanga, pepeo se preness u toplu vodu 1 fitdra kroz mali filter bez pepela;

-fiker | ryegov udio s& spale u istom tonditu, a filtrat s& prenese u ohladen lontit, osuli, spall | izmyern

1.3 Kod uja | masti, tatno se izmjerl 25 g u lontic cdgovarauce veliting, spaljuje se tako da se materija zapall trakom od filtamog papira bez pepela, a

nakon spaliivanja nava se $to je mogude manjom koddinom vode, osud se | spak u skladu 3 tatkom § ovog prloga.

Dio XiV
ODREDIVANJE PEPELA RASTVORLJIVOG U HLOROVODONIENOJ KISJELINI
1. Predmet i podruéje primjene
Qaredivanje nivoa minerainh matenja u hranl za Zivotinje, rastvornih u hlorovodoni tnog kigelini ves se sijededim metodama .



11 Msfoce A primjenjuje se Za organske sirovine za hranu za fivotines | vedinu kmnih smijesa

1.2 lNHoda 8: pnmienjuje s= 73 mineraine kemne smiese | krne smieée koje, premma metodi A, sadrie wie od 1% matenja rastvorjivih u hiorovodomséno)

kigelini

2. Princlp

21, Mafodz A uzorak se spall, pepeo s2 rastvon uwrelo) hlorovodoniéngj kisjehni, 2 rastvorljv ostatak se filtnra i izrmgen

gg“Melo&: 8 uzorak se obradi hlorovodoniénom kisjelnom, rastvor =2 filtira, ostatak spali, a tako dobijeni pepeo obrads u skladu s metodom A.

3 gens

3.1 Hiorovodonséna kisielina, 3 moll

3.2, Trihlarsiréetna kigjelina, rastvor 20% ()

3.3 Trihlarsirtetna kigelna, rastvor 1% (miv).

4. Oprema

4.1. Grepna ploca.

4.2 Bledtritna mufolna ped sa termostatom.

gs!. Lontiti za spayivanie | zraden od kvarcnog stakda, poroutana il piatine, pravougaoni (pablizno B0=40x25 mm) & okmgli (promger. B0 do 756 rrm, visina
do 40 mm)

6. Postupak

5.1. Matoda A

Uzorak se spah u skadu s3 metodom za odredivange sirgvog pepela, 3 moZe s2 konstiti | pepeo dobijen tkom analize

Pepeo s2 prenese u a8y zapreming 250 mié do 400 mi sz 75 mi Norovodoniéne kisjeline {tatka 3.1), polako se zagnje do kljutanz | petnaest minuta

ostav lagano da kljuta  Topli rastvor se filtrira kroz papir za filtiranie bez pepela. ostatak se Ispsre toplom vedom sve do prestanka kigele reakoje, a filter

sa ostatkom | pepelom se asus| u tanranom londitu za spaljvanje na 550-700° C 1 ohiadi se u ekskatoru | izmgen

§.2. Metoda B

lzmjen se § g uzorka 52 preciznoééu od 1 mg, preness u éadu zapremene 250 mi do 400 mi | doda se 25 ml vode, zatim 25 ml hlomvodonitne kisjsins

(tatka 2.1 ). promijega priceka da prestane izdavajanje myehurova gass, zatim se doda se jog 50 mi hlorovodoniéne kigjeline (tacka 3 1) i priceka se dok

potpuno ne prestane izdvajanje gasa, ratim se cada stav u klju€alo vodeno kupatilo i tamo dri 30 minuta il prema potrets due kako bi se potpuno

hidrolizovao sav eventuaino pnsutan skrob

Sadria) =e fitnra dok je topao kroz filter bez pepela, 3 filter se ispere sa 50 ml tople vode, zatim se filter koji sadrd ostatak prenese se u lon&c za

spaljivanje, osudi | spak na 550-700" C, a pepeo =e prenese u €asu zapremire 250 mi do 400 ml sa 75 mi hlorovodonsne losjeline (tadka 3.1.) 1 nagtavja

se postupak u skladu sa tadkom 5.1 ovog dipela.

6. lzraunavanje rezultata

Masa ostatka se izraluna tako da se oduzme tara. Rezultat se (ska 2ae kao procentni sadria) uzorka

7. Napomena

Ako o ﬁlmraryu nastanu poteskole, analiza se ponom, pr Cemu se 60 mi hlorovodonitne Kigeline {tatka 2.1) zamgeni sa 50 ml triblarsircetne kigjelne

20% (tacka 3.2.), a filter ispere topim rastvorom trihlorsiréetne loseine 1% (tatka 3.3).

Dio XV
ODREDIVANJE KARBONATA
1. Predmet i podruéje primjene

Qoredivanje kolitine karbonata u vecini hrane za Ivotinge, kog s2 uohiCaeno izrazavau k3o kalcijum karbonat, wi se prema djedeco metodi
2. Princip
Karbonati se razlaiu u hloravodoninoj laselrs, osiobiodeni uglien dicksid s2 sakupi U graduisanu epruvetu, 3 mjegova zapreming uparedi sa zapreminom
koji =2 pod isbm uslowma oslobada 1z poznate kolidine kalcyum karbonata
. Rea i

3 1 Hlorevodoniéna kisjelina, gustinz 1,10 g/mi
3.2, Kalcijum karbonat.
3.3. Sumparna kigjelina, pribliZno 0,05 molil, ohojena metil crvenim.
4. Oprema
Scheibler-Dietrich-ova aparatura ili druga ekvivalentna aparatura.
6. Postupak
Zavizno od sadr2afa karbonata u uzorku izmjen se do uzorka.
- 0.5 g kod proazvoda kog sadrze 50-100% karbonata, 1va2enih kao kalojum karbonat,
- 1 g«od proizvoda koji saorde 40-50% karbonatz, 1zraZendy k2o kalcyum karbonat,
- 2 do 3 g za druge proczvode .
lzmierens oo uzorka se prenese u possbnu tkicu (Skka 4) sprave, oprembenu malom epravetom od nefombivog matenyala u kojoy s2 nalaa 10ml
hioeovodoniéne kisjelne (tacka 3.1 ), pa se tikwca spoji $a aparaturom
Trosmeerna stavina (5) se okrene tako da je epruveta (1) otvorena prema spolja, pomiénom epruvetom (2), napuresnom obojenom sumpornom kisjelinom
(tatka 3 3 )i povezanom sa graduwsanom epruvetom (1), nivo tednost dovede se do omnake nuiz Slavina (5) se okrene 1ako da s2 spoje epruvete (1)1 (3),
zaten se provien e li nivo na onaci nula
Maginjanjem tikvice (4) hlorovodonitna kiselina se (tatka 3 1.) polako prefiva preko uzorka, pritisak se izednad spustanjem epruvete (2), a thvica (4) se
mucka sve dok potpuno ne prestane oslobadanje wgljen dioksida
Fonove se uspostavi pritisak vracanjem nivoa tetnosti u epruvetama (1) | {2) na ist nivo, rezultat se ofitava nakon nekoliko minuts kada s ustall
zapremina gasa
U istim uslovima se 1zvede kantrolmi ogled =a 0.5 g kalojum karbonata (tagka 32)).
6. Izraéunavanje rezultata
Sadria) karbonata, izraZenih kao Kalcljum karbonat, 1zradunava se pomocu shedede formule.

x=v-100
V-2m

ode je:

X - % (mim) karbonatz u uzorku, izratenih kao kaldjum karbonat

Y - mi oslobodenog CO; iz dijela uzotka

Vy - ml oslobodenog CO; iz 0,5 g CaCO,

m- masa dijela uzorks u gramema.

7. Napomene

7.1. Kada je masa dijela uzorka veca od 2 g, prvo se u thvios (4) ulije 15 mi destiovane vode | promijesa prie pofetka ogleda, a za kerdrcini ogled s=
koristi jednaka kolicina vode

7.2 Ako se zapremina koristene aparature raZikize od obima Scheibler-Chetrich-ove aparature, potrebno je na pogodan nadin prlagoditl koliGnu ayelova
uzorka | kontroing rraténje | izraCunavanje rezuitata.



Dio XV1
ODREDIVANJE UKUPNOG FOSFORA
FOTOMETRIJSKA METODA

1. Predmet i podruéje primjene
QOdredivanje ukupnog sadriaja fosfors u hrani za Zivotinje wéi se prema sljed ecoj metodi
2. Princip
Uzorak se mineralizuje bl suvim spalpvanjern (kod organske hrane za Zivotinie) bdo digestjom kisjelinemn (kod mineraimh mjesavna | tedne hrane za
Ivotingz) | prenese u kigeli rastvor.
Rastvor 2 obradi molbdovanadatrem reagensom, 3 opbka gustina tako dobijene futog rastvora rmyen se spektrefatormetrom na 430 nm
3. Reagensi
3.1, Kalcijum karbonat.
3.2 Hlorovodonitna kisieling, pzo = 1,10 g/ml {priblizno 6 moll}.
33. Azotna kigelna, pxo = 1,045 o/mi
34 Azotna kigelna, pxo =138 do 1,42 gime
35 Sumporma Kisielna, pxo = 1,84 o/ml
3 6 Molibdovanadatni reagens u sudu zapremine | | pomijesda se 200 mi rastvora amon?’( heptarmolibdata (tacka 36.1), 200 rré rastvora amonijum
rmonovanadata (tacka 36 2.) 1 134 ml azotne kigeline {tatka 34 ), dopurs s vodom do oznake,
361 Rasivor amonijum heptamolibdatz u vreto) vodi se rastvori 100 g amonijum neptamolibdata ((NHa) 8Mo;0x4H:0), doda se 10 mi amongaka
(gustina 0,91 g/ml) i dopuni vodom do 1 litra.
3.6 2 Rastvor amonijum monovanadata: u 400 mi vruce vode rastvori se 2,35 g amonijum monovanadata (NHsVO;) Uz stalno mijesangs polako se dodaje
20 mi razhlazene azotne kigeline {7 ml HNO, (tatka 3.4 ) + 13 ml H;0) i dopuni vodom do 1 litra.
3.7 Sandardné rastvor 1 mg fosfora na mi u vodi se rastvon 4,387 g kaljum dihidrogen fosfata (KHPQy). Dopuni se vodomdo 1 litra
4. Oprema
4.1, Lonéits za spaljvanje od kvaronog stakéa, porculana ih platine
4.2 BleMtritna mufolna pet sa terrmostatorn postadjenim na 550 °C.
4.3 Tikivca po Keldahi-u zagremine 250 ml
44 Sudow | precizne pipete.
4.5 Speltrolotometar
ga',oannr.z precoka pnbhino 16 mm, sa brusenim Cepovima precnika 14,5 mm, zapremine 25 - 30 mi
. Postup:
5.1, Priprema rastvora
Rastvor s2 priprema u skladu satat. 511 i 5.1.2. ovog dyela u zavisnost od prirode uzorka,
§.1.1, Standardn| postupak
lzrjen se 1g uzorka il wie sa preciznodtu od 1 mg, a uzarak se prenese u tikvicu po Keidahl-u | doda se 20 mi surporne kisjeline (tatka 35 ) i
promiatka kako bi 52 uzorak u potpunosti natopio kisjelinom i sprijedilo njesovo prianjarge na zidove thvice, zabm se zagnje | ostavi da kljutz 10 minuta
Ostavi se da se ohladi, doda se 2 mi azotne kigieline {tafka 3 4), Izgano se zagrije, malo se ohladi, doda se jod malo azotne kisieline (tatka 34 ) i ponovo
zagnje do kljutanja. Postupak se ponavija sve dok se ne dobije be zhop rastvor 1 ohladi se, doda ma% vode, tefnost se odlije u sud zapremine 500 mi, 3
tikvica po Keeldaht-u ispere vrucom vadom, ostavi se da se ohiadi, dopurns vodom do oznake, homagemizue i filtrira



5.1.2. Uzorel kojl sadrie organske materije | ne sadrie kalcljumove | magnezijumove dihidrogen fosfate
lzmjeru se i prenese u londic 72 spaljivanie 2,5 g uzorka sa precznoétu od 1 mg i doda se 1 g kalcijum karbonata (tacka 3 1 )i miesa dok se materija u
potpunost ne izmijesa.
Spaljuje se u pet: na 850° C do nastanka bijelog & sivog pepela (mala koliGing ugha ne predstavia problem), a pepen se prenese u £asy zapremne
250 ml Doda se 20 mivode i hlorovodoniéne leseine (tacka 3 2) sve dok ne prestane gienuganje. Deda se jos 10 mi hlorovodoniéne kisieline {tacka 37)
Cags =& stavi u pjeEtano kupatilo | ostavi da sadriaj ispan do suva, kako bi kvarcni pgesak postao nerastvorjiv. Ostatak se ponovo rastvori u 10 mi azotne
kisjeline (tatka 3.3 )1 ostam da uca § minutz u peeitanom kupatiu il na grejno) plod, i da ne ispan potpuno. Tednost se odlije u sud zapremine 500 mi,
€asa se vide puta ispere vrucom vadom Ostavi se da se chladi, dopur vodom do oznake, homogenizuje | filtrea
§.2. Nastanak obojenja i mjerenje opticke gustine
Alikvol filtrata iz tacke 511, i 5.1.2 razblaZi se do koncentracije fosfora ne vede od 40 pg/ml. U epruvetu (tacka 4.6 ) se prenese 10 mi tog rastvora i doda
10 ml molibdovanadatnog reagensa (tacka 3.6.). Homogenizuje se | ostavi najmange 10 mnuta na 20° C. Speltrofotormatrom se amijer| optitka gustina ra
430 nm uporedivargem sa rastvorom dobijerim dodavangem 10 mi molibdovanadatnog reagensa (tadka 3.6.) u 10 mi vode
6.3. Kalibraciona kriva
Od standardnog rastvora (tatka 3 7.) naprave se rastvorl koje sadr2e 5, 10, 20, 30 1 40 pg fosfora na mi. Uzme se po 10 ml od svakog rastvora | doda 10 mi
rolibdovanadatnog reagensa (tatka 3 6.) Homogenizuje se | ostav najmanje 10 minuta na 20 °C Izmyen se optitka gusting u skadu 3 tatkom 5.2
Kalibracona kriva s prgrerms tako da s2 u dyagram unesu izmjerene opticke gustine odgovarajutih kosdna fostora. Za koncentracie u rasponu od 0 —40
po¥mi krva je lingama.
6. Izraéunavanje rezultata
Kolitina fosfora u oglednom uzorky odreduie se iz kalibracione knve
Rezndtat s2 prkazuje kao procentni sacr2a) uzorka
Fonoviyvast
Razlika izmedu rezultata dva paralelana postupka odredivan)a, izvedena na stom uzorku, ne smge precs

- 3% veceq ezutata, ako je sadriz fosfora nid od 5%,

- 0,15% apsolutne yjednosti, ako je sadrzz) fosfora 5% ili vige

Dio XVII
ODREDRIVANJE HLORA IZ HLORIDA
1. Predmet i podruéje primjene
oaegwan;u Kolitine hlora u hlondima rastvorljmm u vodi ko)l 92 uobi Cageno (zraZavags kao natrijum hlond u sovo) hrani 23 2votinge visi se prema shededo)
metodi.
2. Princip
Hioridi se rastvore u vodh. Axo proizvod sadrdi organske matenje, konsti se postupak bistrenja. Rastvor se lagano zakisjeli azotnom kigjelnom, a hloridi
?ag:e u ot:hku srebro hlonda, upotrebom rastyora srebro nitrata. Visak srebro nitrata bry)e Se rastvonom amonijum tocijanata po Volhard-vo) metoc
. Reagens|
3.1. Rastvor amonijumtiocanata, 0.1 moWitra.
3.2 Rastvor sreoro nitrata, 0.1 maod
33 Zaseni rastvor amongums-gywoide sulfata (NHa)Fe{SOulz
34 Azotna kisjelna, gusting: 1,38 g/m?
3.5 Deetileter
36 Aceton
37 Rastvor Carrez |: u vodi se rastvan 21,9 g cink acetats Zn (CHxCOOLx2H;0 1 3 g glacjalnesirtetne kisjeline. Dopuni s2 vodom do 100 mi
3.8. Rastvor Carrez [I' uvodi se rastvorl 10,6 g kalijum ferocganida KagFe{CN)px3H,;0 Dopuni se vadom do 100 mi
39 Aktvniuga) koji ne sadrdi hioride niti ih zpsorbuje
4. Oprema
Mjesalica (rotaciona): pnblizno 35 do 40 obrmin
6. Postupak
§.1. Priprema rastvora
Rastvor s2 pnprema u skladu satac. 5.1 1., 5.1.2. ik 5.1.3 ovog dijela u zavisnosti od prrode uzorka.
Istovremena se 12vodi sijepa proba bez uzorka koji se anadora.
5.1.1. Uzorci bez organskih materija
lzrien se najvise 10 g uzoka koji sadr2i napase 3 g hlora u obliku hlonda s3 preazncsts od 1 mg. Prenese se u sud zapremine 500 mid 53 400 mi vode na
pabking 20° C. Mije$a se 30 minuta na rotaciono) rmiesalio, dopunt do omake, homogenizuje | filtrira
6.1.2. Uzorci koji sadrie organske materije, osim proizvoda iz tacke5.1.3.
lzmyen se pribh o 5 g uzorka sa precznodtu od 1 mg | prenese zajedno sa 1 g aétvnog ugla u sud zapreming 500 mi Doda se 400 mi vode terrperature
prbkino 20° C i 5 mi rastvora Carrez | (tafka 3.7 ), mista se 30 sekundt | dodz 5 ml rastvora Carrez [l (fatka 3.8 ). Myesa se 30 minutz na rotaciono)
miesalio, dopuni do onake, homogenizuje i fitrira

§.13, Kuvana hrana za #ivotinje, lanene pogate | bradno, prolzvod bogatl lanenim bragnom | drugl proizvedi bogati sluzima ili keloidnim
materijama (na primjer, dekstrinirani skrob)

Rastvar se priprema u skladu sa tatkomn 5 1.2 ovog dijela, all se ne filtnra Dekantge se (prema potreb: centrfugira), uzme se 100 ml supematanta |
preness u sud zapremine 200 ml Pomije3a s2 sa acetonom (tatka 3 6 )i sa tim rastvorom dopurs do oznake, homogenizuje i filnra

§.2. Titracija

Fipetom se u Edenmeyerovu tikvicu prenese 25-100 mi filtrata (uzmauc u obzir pretpostavien sadriaj hlors) dobijenog postupkom iz tacke 511 512
i 5.1.3. Alikvotrs dio ne smije sadriat vide od 150 mg hlora (1) Prema potrebi =& razblad vodom na najmange 50 mi, doda =& 5 ml azotne kisjeline (tadka
3.4), 20 i zasitenog rastvora amonijum-gvoldde sulfata (tacka 3.3.) 1 2 kapi rastvora amongum tocianata (tacks 3.1 ), kop se prenese |z berete napunjene
do nulte oznake. Bretormn se preness rastvor srebro nitrata (tadka 3.2 ) tako da nastane 5 ml viska. Doda se 5 mil éetiletrs (tatka 3.5 ) | dobro promucka
tako da se talog zgrufa. Vidak srebro nitrata titruje 52 rastvor amonijum bocijanata (tatka 3.1.) sve dok avenkasto-smede obojenje ne potraje 1 minut

6. Izraéunavanje rezultata

Kolitina héora (X), 1zra2ena kao procentry $a3ce23) nainjum hlonda, 1zralunava se prema sljededo) formuli

500-¢-V,-1000
= U/ ks
w V,:m .

gde je:
Vl - mi dodatog rastvora srebeo nitrata 0,1 mold,

V2 - i rastvara amonijum tiocganata 0,1 mol/l koriZcenog za tiracgu,

m- masa uzorka

Aka se pn sljepa probi potrod rastvar srebro nitrata 0,1 mol/, ta se ynjednost oduzrme od zapremine (V- Va)
7. Napomene

7.1 Titracy3a se moZe zvest | potenciometarskom titracijom.

72 Proizvack bogat ulpma | mashrra orvo se odmaste dietieterom il petrol etrom

7.3 Kod ribljeg bradnaz, titracyz se moie izvest Mohr-ovomn metodom



PRILOG4
METODE ZA KONTROLU NIVOA DODATAKA HRAN ZA ZIVOTINJE

Dio |
ODREDIVANJE VITAMINA A

1. Predmet i podruéje primjene

Qdredivanje revoa witamina A {retincla) u hrani z3 fwvotinge | premiksima vrsi s2 u skiadu sa djedecom metodom. Vtammn A uk§ucuje trans-retinil alkohal |
ryegove cis izomere koji se odreduju ovom metodom Sadria) vitamina A izraZava se u medunarodnim jedinicama (IU) na kg Jedna IU odgovara djelovargu
0,300 pg franssatamin A alkohola il 0,344 pg trans-wtamin A acetata il 0,550 ug frans-vitamin A palmitata.

Granica kvantifikacije je 2000 1U vitamina Afkg.

2. Princip

Uzorak se hidrolizuje rastvorom etanol kalum hidroksida, 3 vitarmin A se ekstrabuge petrol etrom. Rastvor se uklon uparavanjem, a ostatak rastvori u
rretanolu | prema potrets razbladi do traZens koncentracie. Sadriaj wtaming A se odredue reverzno-faznom tefnom hrematografyom viskoh perfarmans
{RP-HPLC) s3 UV Ili fluorescentrim detektorom Odaberu se hromatografsh parametn koji omoguéavaju da se trans-vitamn A alkohol  njegow s izomer|
ne razdvoge

3. Reagensi

3.1, Etanci, 0 =96 %

3.2 Petrol etar, raspon tacke kjludanja 40-60° C

33 Metanol.

34 Rastvor kalijum hidroksida, ¢ = 50 g/100 mi

3.5 Rastvor natryum askorbata, ©=10 g/100 mi

36 Natnjum suffid, Na;S x H;0 (x =7-9)

3.6.1 Rastvor natnjum suifida, c=0.5 moll u glicerolu, £=120 g (za x=8)

3.7 Rastvor fenciftaleina, c=2 g/100 ml u etanalu (tacka 3.1.).

3.8 2-propanol

3.9. Mohilna faza za HPLC: smje2a metanola (tacka 3 3} i vode, npr. 880+20 (v+v). Tadan cdnos cdreduje se u skladu sa osobinama konséene kolone
3.10. Azot, bez keseorika

3.11. Trans-vitarmn A acetat, posehne Gstoce, sertfikovane aktvn osti, npr. 2,80x10% 1Urg.

3.11.1 Osnovni rastvor frans-vitamin A acetata: izmjeri se 50 mg acetat yvtamina A (tacka 3.11.) sa preciznostu od 0.1 mg | prenese u sud zapremne
100 i Rastvon se u 2-propanolu {tacka 3.8.) 1 dopuni isim rastvorom do oznake. Nommalna koncentracija avog rastvora iznos 1400 U vitamina A na mi
Tatan sadriz se odredue U skadu sa tatkom 56 3.1,

312, Transwvitamin A palmitat, posebne cistoce, sertifikovane aktvnost, npr 1,80 x 10%1Uig.

3121 Csnovni rastvor all-trans-wtamn A palmitata: izmjen se 80 mg palmitata vitarmma A tadka 312 sa preciznostu od 0,1 mg | prenese u sud
zaprermine 100 ml. Rastvorr se u 2-propanola (tacka 3.8 ) 1 dopuni istim rastvorom do omake. Nomnaing koncentrac)a ovog rastvora je 1400 1U vitarming A
na mil. Tatan sadr2g) se odredus U skadu s3 tatkom 56.9.2.

313 2 6-Di-tert-hutikd-metifenol (BHT)

Oprema

1. Rotacon vakuum upanvat

2 Laboratorijsko posuce od tamnog stakia

2.1, Baloni sa ravnim dnom ik konusne tikvice, zapremine 500 mi, s3 brugenimwatom

gg Sudovi sa cepovima od brufenog stakla, sa uskim vratom, zapremine 102, 25, 100 1 500 ml.

2

4.
4.
4
4
4.
q Lijevex za odvajanie, konusni, 1000 mé, sa éepovima od brudenng stakda
424 Kruskaste thvice, 250 ml, sa éepowma od brugenog stalda
4.3. Alihn-ov kondenzator, dufine 300 mm sa nastavkom od brusenog stakla | nastavkom za dovodnu ojev gasa
4.4 Nabeani filter papir za razdvajanje faza, precnika 185 mm{npr. Schleicher & Schuell 537 HY 1/2)
4.5, Cprema za HPLC sa sistermom 2a injektranje
451 Kolona za teénu hromatografiju, 250 mm x4 mm, Cy, velifina cestica punjernsa 5 il 10 pm il ekvivalentna (myerilo efikasnost: samo jedan plk 23 sve
1zomere retinola u usiovima za HPLC).
452 UV ilinuomnscentr detektor sa mogunodiu pramyene talasne duzine
4.6. Spektrofotometar sa kvarcnim kivetama ogd 10 mm
4.7 Vodeno kupatio sz magnetnom mesakcom
4.8 Uredaj za exstrakcyu koji se sasto)i od.
4.8.1 Stakenog olindra zapremine 1 1itar sa vratom | ¢2pom od brusenog stakea,
482 UloZsk od brusenog stakla sa botnom rudicom 1 prlagodijivorn cjevi koja profazi kroz sredinu. Prilagodljiva cijev ma donji cio u obliku slova U |
rsﬂaz;nw na :kuprmn kraju tako da s gomyi sloj tednost v chindrs moZe prenijed u lijevak za odvajanje

. Postup
Nepomena Vitamin A 2 osietliv na UV svjetiost i oksidaciju Svi postupcs se izvode bez prsustva svietiost (u izboratonijskom pasudu od tamnog stakla i u
staklenimn posudama zastcersm alumingurmskom folijom) 1 keseonika (ispira se azotom) Tokom skstrakcije vazduh iznad ®Enosh zamiens se azotom
{pavremenim popuitargem fepa izbjegava se pravizole pnbsak)
§.1. Pripremanje uzorka
Umrak se samelie tako da prolazi kroz sito velitine prefrekas otvora | mm, pn éemu treba izbyegavati stvaranje toplote. Mljgvenje se mora izvisal
neposredno pnje myerena i saponifikacije, inate moZe dot do gubitka vitamina A
5.2. Saponifikacija
Zavisno od sadraja vitarmna A, (zmien se 2-25 g uzorka <a prediznostu od 1 mg | peenese u balon sa ravnim dnorm [k konusnu tkvicu zapresmine 500 mi
(talka 42 1) Uz stalno vtlo2no mijetang, jedno 2a drugim docdaje s 130 mil etanola (tatka 2.1 ), pablizno 100 mg BHT-a (tatka 3 13 ), 2 mi rastvora
natrijum askorbata (tacka 35 1 2 mi rastvora natrijum sulfida (tacka 3 6.). Na balon se spoji kondenzator (tacka 4.3.)1 balon potopi u vodeno kupatlo =
rragnetnom myesalicom (tacka 4.7 ). Zagrje =& do kljuCanja | § minuta ostavi uz refluks. Zatim se kroz kondenzator doda 25 ri rastvora kalijum tedroksda
(tatka 34 ) 1 ostavi uz refluks (tacka 4 .3) shededih 25 mouta, uz miesanje pod laganom strujom azota. Zatim se kondenzator ispere sa pribhno 20 mi
vode, 3 sadra) balons ohladi na sobnoj temperaturi
§.3. Ekstrakcija
Rastvor za saponifikanju kvantitabvno s= prenese dekantovaniem u ljevak zz odvaane zapremine 1000 mi (tatka 4 2 3) 1k u ureGa 23 skstrakoiju (tatka
4.8), 1ako &o se ispere 3 ukupno 250 mi vode. Zatim se baton za saponifikacju ispere sz 25 mi etanofa (tacka 3.1 ) 1 100 mi petrol etra {tatka 32), 2
isprane tetnost prenesu u lijevak 73 odvajanje ili ureds) za skstrakcip. Odnos vode | etanola u pormijesanim rastvorima mara bit pnobiino 21 Snaino se
mucka 2 minuta i zatim ostavi 2 minuta da se slegne
§.3.1, Ekstrakcija lijevkom 23 odvajanje (tatka 4.23)
Kad se dojew razdvoje, sloj petrof era se prenese U drugi ligvak 7a odvajaree (tatka 4 7 3 ) Ekstrakcija s2 ponovi dva putz sa 100 mi petrol etrs (tatka
3.2)1 dva puta sa 50 mi petrol etra {tafka 32))
Pomgesani ekstrakt =2 u lijevios 23 odvajanje dva puta isperu sa 100 ml vode, uz lagano vitfoZno maesanje (kako bl se sprjedio nastanak emulzja), zatim
uz staing muctkanie s3 dodatrem porojama od po 100 mi vode, sve dok voda pn dodavanju rastvora fenolftaleina (tacdka 3 7.) ne nstane bezbojna (obitno je
dovoljno éetin ispranga). Isprani ekstrakt se filtriraju kroz suvi nabrani fiter za odvag@anje faza (tatka 4 4) u sud zapremine500 mi (tacka 4 2.2.) kako hi se
uklonila precstala voda Lyevak za odvajanje i filter se isperu sa 50 mi petrol etra (tacka 3.2}, sud se dopuni petrol etrom do omake (tacka 3.2)) | dabro

promiesa,

6.3.2. Ekstrakcija uredajem za ekstrakciju (tadka4.8.)

Kada se slojevi razdvoje, Gep staklenog cilndra (tacka 4.8 1) s» zamijeni uloSkom od brugenog stakla (tacka 4 8.2.), a donji dio prilagodljive cyew u obliku
slova U postavi se odmah iznad nivoa povezane aparature Priiskom koji stvon azot u banoj ruia, gormji sleg petrol etra se prenese u ljevak 23 odvajarge



zapremine 1000 mi (tatka 4 2.3 ) U stakleni olindar se doda 100 mi petrol etra (tacka 3.2 ), zadeps | dobro promucka Pnéska se do razovajanja siojeva, 2

gomji dloj se preness ulijevak 73 odvajanje kao 1 prije. Postupak ekstrakoje se ponovi $3 100 mi petrol etra {tadka 3 2), zatim dva puta s2 po 50 mi petrol

etra (tatka 3.2 ), a slojevi petrol era dodaju s u ljevak 22 odvajange.

Pormge3ani ekstrakti petrol etrz se ispery, u skladu sa tatkom 5 3.1 . 3 7atim se nastav U skiadu sa navedenom tatkom

§.4. Priprema rastvora uzorka za HPLC

Alikvotni dio rastvora petrol efra (iztatke 53.1. i 5.3 2 prenese se pipetom u kruskastu tikvicu zaprermine 250 mi {tatka 4 24 ). Rastvor se upari skoro do

suva U rotacionom uparvacy (taéka 4 1) pn snizenom pritisku i temperatun kupatila do 40° C Dovodengem azota uspostav se atmosferski prtisak (tatka

3.10), a tikvica se izvadi iz rotacionog upanvaca, Preostali rastvor se upari u strup azota (tatka 3 10), 2 ostatak odmah rastvon u poznatoj zapremini (10—

100 mi) metanola (tacka 3.3 ) (koncentraoja vitarmina A maora biti u rasponu od 5 do 30 1LUVml)

65.6. Odredivanje HPLC-om

Vitarrin A s2 razdvaja na kolonl Cyg Sa reverzoim fazama (talka 4.5.1.), koncentracija se izmyen UV deteltorom (325 nm) ili fluoroscentram detektarom

(ekscitacya 325 nm, ermesija 475 nm) (tatka 4.52).

Alikvotni dio (npr. 20 uf) rastvora metanola dobgene u tadks 54 se injektira | elura mobdnom fazom (tadka 2.9.) Izrauna se srednja vjednost visne

&ol:rane] ﬂ’kt éa vide ingektiranya | SLoQ rastvora uzorka  srednje vrijednost wsina (povrSina) pikova 2a vise ingektiranga kallbraciond rastvora {tatka 56.2)
za

Za HPLC mogu s konstit | grugl usiovs ke se njima garantuju ekvavalentn) rezultat

Kolona za tetru hromatografyu aat'ka £451) 250 T % 4 1T, Cra, vElCing Cestea purgenys o 4 10 urmili
elkvivalentna
Mobilna faza (tacka 38 } §|e§ metanola (tatka 3.3) | vode npr. TB0+20 (v+v)
] 3 1-2 mi/min
07 (tackad 52) UV detektor (325 nm) i fluoroscentrs detector (ekscitacga 325
nnvernisija: 475 nm)

5.6, Kallbracija

§.6.1, Priprema radnih standardnih rastvora

Fipetom se prenese 20 ml osnownog rastvora acetata vaaming A (tacka 3 11.1.) i 20 ml osnovnog rastvora palmetata vitaminag A (taéka 3 12.1 Ju balon s3
ravnim dnom ili konusnu tikvicu zaprerrene 500 mi (tacka 4 2.1 ) | hidroknwe u skladu =a tackomn £.2., ab bez dodatka BHT-a. Zatim se ekstrahue =3 petrol
etrom (tatka 3.2) u skladu sa tackom 5.3 | dopurs petrol efrom (tadka 3.2 ) do 500 mi. U rotacionom upanvacu se upan 100 ml ovog eksirakta gotovo do
Suva, strujom 2rzota {tadka 3 10.) ukdoni se precstali rastvor, a ostatak ponovno rastvon u 10,0 ml metanola (tacka 33) Nominaina koncentraoja oveg
rastvara je 560 |U vitamina A na ml Tafan sadriaj se odreduje u skladu =a tackom 5533 Radm standardni rastvor mora se pripremit sviei prie

upotrebe.
Fipetomn se prenese 2.0 ml ovog radnog standardnog rastvora u sud zapremine 20 mil, dopuni metanolom (tacka 3 3.) do oznake | promijega. Nominaing
koncentracya takvog razblaZencg radnog standardnog rastvora iznosi 56 U vitamina A na mil
6.6.2. Priprema kalibraconog rastvora i kalibracione krive
Prenese s2 1.0, 2,0, 501 10,0 mi razolaZenog radnog standardnog rastvora u senju sudova zapremine 20 mi, dopuni metanolom (tafka 3.3.) do oznake |
promijesa, Nominalne konce ntradje ovih rastvara iznose 2, 8,5, 8, 14,0 | 28,0 1) witamina A na ml
Vise puta s# injektira 20 pl svakog kakbracionog rastvora | odrede srednje vojednost visina (povrdina) pkova, 12 sredryh vijednost visina (pavrina) pikova
se konstruise kalibraciona kiva uamajuti u obzir rezultate UV kontrole {tatka 6.3 3 ).
§.6.3. UV standardizacija standardnih rastvora
6.6.3.1. Osnovni rastvor acetata vitamina A
FPipetom se prenese 2,0 ml osnovnog rasthvira acetata vitaming A (tatkz 3.11.1.) u sud zapremine 50 mi talka 4 2.2)) | dopur 2-propanciom (tatka 3.8)
0 oznake. Nominalna koncentraca ovog rastvora je 56 U vitamina A na ml Pipetom s2 prenese 3.0 ml ovog razhlaZenog rastvora acetata vitamina A u
sud zapremine 25 mi i dopuni 2-propanolom (tatka 3 8) do omake Nominalna koncentracija ovog rastvora je 6,72 IU vitamina A na mi. Snimi se UV
spelear ovog rastvora prema 2-propancis (tacka 3 8 | na spelerofotometru (taéka 4 8 ) 1zmedu 300 1400 nm. Maksimalna ekstinkoga mora bitrizmedu 3251
327 nm
Qbratun sadriaja vitamina A

U vitamina A/mi = Exn x 180
(E'™ ,em 23 acetat vitamina A = 1530 na 326 nmu 2-propanoly)
6.63.2. Osnovwni rastvor palmitata vitamina A
Fipetomn se prenese 2.0 mi osnovnog rastvora palmitata vitamina A (tatka 3 121 ) u sud zapremine 50 mi {tadka 4 2.2) | dopuni 2-propanolom (tacka 3.8 )
do oznake Nominalna koncentracia ovag rastvora je 56 |U vitamina A na ml. Pipetom se prenese 3,0 ml ovog razidaZenog rastvora palmetata vitamina A u
sud zapremine 26 mi | dopum Z-propanolom acka 3 8.) do omake Nominalna koncentragja ovog rastvara je 6,72 IU vitamina A na mil. Sremi se UV
ggg’ldar ovog rastvora prema 2-proganoly (tadka 3 8 ) na spelarofotometru (tatka 4 6.) izmedu 300 | 400 nem. Maksimalna ekstinkoga mara bt (zmedu 325 |

nm

Obratun sadriaja vitarmina A

U vatarming A/mi = Exe x 19,0
E'™ yen 22 paimitat vitamina A = 857 na 326 nm u Z-propanohs )

6.3.3. Radni standardni rastvor vitamina A

Fipetom se prenes: 3,0 ml nérazbiaZenog radnog standardnog rastvora vitamina A, pripremijenog u skadu sa tatkom 5.6.1. ovog diela, u sud zapremns
50 ml (tacka 4 22 )1 dopuni Z-propanolom (ta¢ka 3.8.) do omzke Pipstom s prenese 5,0 mi ovog rastvora u sud zapremme 25 ml i dopuni 2-propanolom
{tatka 3.8) do oznake Nominainz koncentracija ovog rastvora je 6,72 IU vitamina A nz mi |Snine se UV spektar ovog rastvora prema 2-propanolu tatka
3.8 ) na spektrofotometru (tacka 4.6 ) izmedu 300 1400 nm. Maksimalna ekstinkcija morz biti izmedu 325 1327 nm
Obratun sadriaja vitamina A

U vitamina Afmi = Exs ¥ 18,3

(E'™ om 22 vitamin A alkoho! = 1 821 na 325 nm u 2-propanolu)

6. lzraéunavanje rezultata

[z srednye vrijednosti visine (powréine) pikova vitamina A iz rastvora urorka, odreduje se koncentraciga rastvora uzarka u IU/mi iz kalibracione krive [talka
562).

Sadria vitamina A (w) u uzorku, iskazan u Vg, izradunava se pomocu sijedece formule:

_500-c-V,

Ik
o

gdke je:
¢ - koncentraoya vitaming A {izrazena u 1Uml)
V‘ - zapremina rastvora uzorka {tafka 54.J uml

Vz - zapremna 3l lkvota korStenog u tadtki 54 ovog dijela, umi

m- masa uzorka u gramima

7. Napomene

7.1. Kod uzoraka =a niskom koncentraciom vitamina A moZe bl korisno gjediniti ekstralkte petrol efra iz dva nezavisna postupka saponifikacije (izmjerena
koligina: 25 g) u jedan rastvor uzotka za adredivanje HPLC-om

7.2 Masa uzorka 7a analizu ne smije sadrZavat vise od 2 g mast

7.3. Ako =2 faze ne razdvoje, doda se priblizno 10 mi etanola {tacka 3 1) za razbijange emulzije



74 Kod Uiz 7 tre bakalara | drugih &isth mast ynjeme trajanja saponfikacje treba produiit na 45 - 50 minuta

75 Umjesto BHT-2 moZe se koristiti hidrohinon. A

76 |zomere retinola moguée je razdvosti wobitajenom faznom kolonom: U tom slucau, za izratunavanie treba sabrati visine (povréne) pikovs svih os |
trans izomers

7.7 Umijesto rastvara natrijum askaorbata mo#e se kanstiti pnblizng 150 mg askorbinske lagjehine

7.8. Umjesto rastvara natrijum sulfida moie se koristiti pribliino 50 ng E0TA.

79 Pn anzhzi wtaminz A U dodacima miijeka treba pazti na sljedecs
- kod saponifiacije (tactka 5 2.): zoog koddine masti u uzorku moZda ce trebati veéa koligina rastvora kalijum hidroksida {tafka 34 ),
- kod skstrakcipe (tadka 5.3 ) zhog prisustva emulzja moida ce trebati pnlagodit odnos vodaletanal 2.1

Za provjeru pouzdanost rezultata dobgensh kongdenom analib&om metodom na ovomn specficnorm matrksu (dodatak mkjeka) treba na dodatnorn uzorku

2SIt test iskoristenja. Ako je skonSterge manye od 80%, rezultat anahize treba kongovat za iskondtenje

8. Ponovljivest

Razika izmedu rezultata dva paralelna postupaka odredivan)a, izvedena na |stom uzorku, ne smge predt 15% u odnosu na napisi rezultat
9. Rezutati medulaboratorijske studije

Fredsmiesa %’&mmﬁ: Mmeralni kencentrat Pmtenm:;ana o Hrana za prasite
L 12 12 13 12 13
n 48 a5 47 46 49
mnjavnjednost 17,02 x10° 121 %10 537 100 151 80D 18 070
| S, 051 =107 [(REEERIH 22 080 12 280 B2
r!Uﬁf 143 x10° 0,108 x 10° 61 B24 34 384 1810
f 3.0 a5 4.1 8.1 48
| SellUikg] 1,36 x 100 0,069 x 10° 48 300 23 DEO 3614
R [IUfkg] 3,81 =107 0,193 = 10° 129 640 64 568 10118
CVr [%] 8.0 62 BE 15 20

L - broj laboratona

- broj pojednatnih vrijednost

S, - Standardna devizaclja ponovipvost
S - gtandandna devijacija obnovijivast:

r- pon
R - obnoviivest

CV, - koeficgent vanjace ponovijnvosti
CVg - kosfiojent varjacije cbnovljivosti
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ODREBIVANJE VITAMINA E
1. Predmet i podruéje primjene
Odredivanje nivoa vitamina E u hrani za Svotinje | predsmjesama v se prema sljedeco metodi. SadrZay vitamina £ wraZava <e u mg DL-a-tokoferol
acetata na ky Kobting od 1 mg DL«-tokoferol acetata odgovara kolidini od 0,81 mg DL-a-tokoferola (vitamina E)
Granica kvantifikagje je 2 mg vitamina E'kg Ova granica kvartifikadje sa mole dostiti samo fluorascentnirn detektorom. Granica kvantifikacje za UV
detektor iznosl 10 makg.
2. Princip
Uzorak se hidrolizuje rastvorom etanol kaljum hidroksida, 2 vitamin E se ekstrabuje petrol etrom. Rastvor se ukloni uparavangem, 3 ostatak rastvor u
rretanolu | prema potrebl razdali do raZene koncentracie. Sadrzay vitamena E odreGuye <@ reverzno-fazom tetnom hroratografjom visokih perfarmansi
(RP-HPLC) 1 UV I fluorescentnilm detektorom
3. Reagensi
31. Etancd, 0=96%
3.2 Petrol etar, tacka kljuéanjz 40-80°C
3.3 Metanol.
34 Rastvor kalijum hidroksida, c=50 g/100 mi
3 5. Rastvor natrijum askarbata, c=10 g/100 mi
3.B. Natnjum sulfid, Na,;S x H;0 (x =7-8).
3.6 1 Rastvor natnjum sulfida, =05 molf u ghcerolu, B=120 g/ (73 x=9)
3.7 Rastvor fenciftaleina, c=2 o/100 ml u etanalu (tacka 3.1 ).
3.8. Mobilna faza za HPLC: smjea metanola {tatka 3 3.} | vode, npr. 980+20 (v+v). Tagan odnos <e odreduje u skladu sa osobinama konstene kolone
39 Azot bezkseonka
3.10. DL-a-tokoferol acetat, posebne Gistoce, serfikovane aktvnost
3.10.1. Osnovni rastvor DL-o-tokoferol acetata. (zmjen se 100 mg DL-o-tokoferol acetata (tacka 3 10.) sa preciznostu od 0,1 mg | prenese u sud zapremne
100 ml. Rastvon se u etanolu (tacks 3.1 ) | dopuni istim rastvorom do omake. 1 mil avog rastvora sadrdi | mg OL-o-tokoferol acetata



311 Dl-e-tokoferol, posebne distace, seriflkovane aktvnost
3111 Osnovni rastvar DL-otokoferola: izmjen se 100 mg DL-a-tokoferola (tacka 3 10 ) s2 preciznodcu od 0,1 mg | prenese u sud zapremine 100 mi
Rastvan se u etanolu (tatka 3.1 ) | dopun istim rastvoram do oznake . | mi tog rastvora sadrdl 1 mg DU-a-tokoferoda.
312, 2 6-deterc-butil-4-metiffenol (BHT)
4. Oprema
4.1. Rotaoon vakuum upanvac.
4.2 |zboratorysko posude od tamnog stakla
421 Balom sa ravnim dnom ik konusne tikvice, zapremine 500 mi, 53 watom od brusenog stakda.
4.22 |zmyerne tikvice sa bruenim Gepovima, sa uskim vratomn, zapremine 10 mil, 25 ml, 100 mi | S00 mi
4.2.3. Lijevo 23 odvajange, konusni, zaprermine 1000 mé, sa bruSenim Cepovima
4.24 Kruikaste tkvice, zaprerrine 250 mi, €a bruSenim Cepovima,
4.3. Albn-oy kondenzator, dufine 300 rrm sa krajem od bruenog stakla | nastavkom xa dovodnu cijev gasa.
4.4 Nabeanifiter papir za odvajanje faza, precnika 185 mm (npr. Schiescher & Schuell 587 HY 1/2)
4.5 Oprems za HPLC sa sisternom za injektiranje
5.1 Kolona 23 tetnu hromatografiju, 250 mm > 4 mm, Cyg, veliding Cestica purgerga 5 i 10 um il ekvivalentna.
5.2 UViliNuocoscentrs detektor sa moguénoZtu promiene talasne dufine
6. Speltrofotornetar sa kvarcnim kivetama od 10 mm
7. Vodeno kupatio $3 magnetnom rryesakcom
8. Uredaj za ekstrakogu (shika 1) koji 2 sastop od:
48.1 Staldencg olindrz zapremine 1 litar <a vratom od brusenog stakiz | Cepom.
482 Ulozk od brudenog stakla sa bodnom naticom 1 pnlagodijivom cijevi koja profaz kroz sredinu. Prlagodijva cijlev sna donjl dio u obliku slova U |
relaznicu na suprotnom kraju tako dz se gomyl sloj teénost u clindru moZe prengsti u lijevak 7a odvaanie
§. Postupak
Napomena Vitamin E ogetijiv je na (UV) svietlost 1 oksidaoju. Svi postupa se izvode bez svietla (u laboratoriskom posudu od tamnog stakla ili u staklenim
posudarma zafticenim aluminyumskom folgorn) i kiseonika (ispira se azotomn) Tokom ekstrakcije vazduh iznad teénosti zamijeni se azotom (povremenim
popustanjem éepa izbjegava se previsoki pnbsak).
§.1. Priprema uzorka
Uzorak se samelje tako da prolazi kroz sito veliGine prefreka otvora | mm, pn €emu treba izZbyegavati stvaranje toplote. Mijevenje se mora 1zvesti
neposredno pnje vaganga | saponifikacie, inafe moZe dodi do gubitka vitamina £
6.2. Saponifikacija
U zavisnost od sadr2aja vitarmna E, 1zrmgen se 2-25 g uzorka =a precimo®tu od 0,01 g 1 prenese u balon <a raviim dnom il konusnu tkvicu rapremmne
500 mi (talka 4 2.1) Uz staino vrtioZno mijeSane, jedno 2a drugm se dodaje 130 mi etancés (tacka 3.1 ), pobkZno 100 mg BHT-a (tatka 3.12), Z2ml
rastvora natrium askorbata (tatka 3.5) 1 2 ml rastvora natnjum sulfidz {talka 3.6.) Na balon se pnkljuti kondenzator (tatkz 4.3 ) | balon potop u vodeno
kupatio sa rragnetnom myesSakcom (tacks 4 7) Zagrije se do KMjutanja i 5 minuts ostavi uz refluks. Kroz kondenzator (tatka 4.3 ) o= doda 25 mi rastvora
kaljum hidroksida (tatka 34.) | ostavi uz refluks sijededih 25 minuta, uz meetanje pod faganom stnyom azota. Zatim se kondenzator ispere sa pribliZno
20 mi vode, 3 udio balona ohladi na scbnoj terperatun
§.3. Ekstrakelja
Rastvor 7a saponffikaciju kvantitativno se prenese dekantramem u ljevak za odvajanje kapaciteta 1000 mi (tatka 4.2 .3 ) ili v ureda) za ekstrakaiju (tacka
4.0). tako &to se ispere sa ukupno 250 mi vode. Zatim se balon za saponifikacipy ispere sa 25 mi etanaia (tatka 3 1)1 100 i petrol etra (tatka 32 ) 1
isprana te¢nost prenese u lijgvak za odvajanje il uredaj za ekstrakciju. odnos vode i etanola u pomijesanim rastvonima morz bt pnbliznog 21, Snano se
mucka 7 minuta, zatim ostavi ajati 2 minuta.
§.3.1, Ekstrakcija lijevkom 23 odvajanje (tatka 42.3))
Kad se slojew razdvoje, sloj petrol etra se prensse u drugl lijevak 73 odvajanie (tatka 4 2.3) Ekstrakoya se ponovi dva puta sz 100 mi petrol etra (tatka
32) 1 dva puta s 50 mi petrol etra (tacka 32 )
PormeeZani ekstrakti u lijevku z2 odvajanje ssperu se dva puta sa 100 mf vode, uz lagano vitloZno mijepanje (kako bl se sprje@io nastanak emulaja), zatim
uz ponavijane muckanje =a dodatnim porciiarma od po 100 mi vode, sve dok voda pri dodavanju rastvora fenciftaleina (tadka 3.7 ) ne ostane berbojna
{obitno je dovaljno Cetin ispiranja). ksprani ekstrakt s2 filtrea kroz suyi nabean filter za odjelivan)e faza (tacka 4 4.) u sud zapremine 500 mi (talka 4.2.2 )
kako bi se uldonila preostala voda. Lijevak za razdvajanje i fiker se isperu sa 50 mi petrol etra (tatka 3.2.), dopuni se petrol efrom (tacka 3.2 ) do oznake |
dobro promgesa
§.3.2. Ekstrakcija uredajem za ekstrakciju (tackad4.8.)
Kada se shiogewi razdvoje, zamgend se Cep staklenog valika (tatka 4.8 1) ueskom od brufenog stakia (tatks 4 8.2, 2 donji dio pnlagodlive cijevi u obliku
siovz U postavi odmzh iznad nivoa vezane aparature. Pritiskom kogi stvara azot u bolngy nutici gomz']l sloj petrol etra se preness u lijevak za odvaans
kapaciteta 1000 mi (tacka 4 2.3). U stakienl clindar s2 doda 100 mil petrol etra (tacka 3.2 ), zatep | dobro procrucka. Prideka s2 do razovagana sojeva, pa
se gorji sy prenese U levak 2a odvajanje kao i prije. Postupak ekstrakciie s2 ponovi 53 100 mi petrol era (tatka 3 2 ), zabm dva puta sa 50 mi petrol etra
{tatka 3 2.), a slojew petrol etra se dodaju u lgevak 22 odvajange
Pormgesani ekstrakt petrol etra seispery, u skladu s3 tackom 5.3 1 | zatim s2 nastavi u skladu sa upustvima u navedengj tacki
5.4. Priprema rastvora uzorka za HPLC
Alikvotni cho rastvora petrol etra (iztatke 53 1 il 5.3 2 ) prenese se pipetom u krudkastu tikvicu zapremine 250 mi (taCka 4 2 4 ). rastvor se upan skom do
suva u rotacionom upanvadu (tacka 4 1) pn snifenom pritiska | temperatun kupatla do 40° C Dovodenjern 3zota (tacka 3 9.) uspostavi s2 atmosferski
pritisak, 3 tikvica 1zvadi 1z rotacionog uparnvada. Preostall rastvor se ukloni strujom azota (tatka 32, a ostatak cdmah rastvon u poznato] zapmini (10—
100 mi) metanola (tacka 3.3 ) (koncentracja DL a-tokoferola mora biti u podrutju S pwimi do 30 piml)
§.5. Odredivanje putem HPLC-a
Vitamin E se razdvaja na kolore Cyg 53 reverznim fazama (tacka 4.5 1), a koncentracija 1zmeni fluoroscentrimn detektorom (eksctacya: 285 nm, emisija:
330 nm) ik UV detektorom (292 nm) (tacka 4 5.2)

Alikvotni dio (npe 20 pl) rastvora metanola dobijen U tadki 54 se ingektira | elura mobinom fazom tacka 3.8)) lzratunava se srednfa vrijednost visna
g)gvzrstna) pikova za WSe injektirania istog rastvora uzorka | srednje vnjednosti wsna (povrsina) pikova za vise injektranja kalibraciordh rastvora (tatka

B2).

PN O e

Uslow za HPLT

hedeti ugov predlaZu se kao smjernice, mogu Se korstiti | drugi uslov ako se njima 250 frim % 4 mm, E.._ vellina testca puryena 5li 10 pmili
antulu ekvvalentrs rezuftat Kolona za tednu hromatografiu (tatka 4.5 1 ) elvivalentnz

Mobiina faza (tacka 3 B) Smieza metanola (tatka 3 3)1 vade, npr. 880420 {v )

Brana protoka 1 - 2 mijrin

Cretektor (tatka4.5.2)) Fluoroscentrs detektor

(ekscitadija 285 nmiemvsija 330 nm) & LIV detektor (292 nm) |

5.6 Kalibracija (DL-a-tokaoferof acetat ilf DL-a-tokoferol)

5.6.1 Standardni DL-a-tokoferol acetat

5.6.1.1 Priprema radnog standardnog rastvora

Pipetorn s prenese 25 mi osnovnog rastvors DU-o-tokoferol acetata (tacka 3101 ) u balon sa ravim dnom ili konusne tkvicu zapremine 500 mi (tacka
4.2.1) 1 hidrolizge, u skladu s3 tatkom 52 Zatm se ekstrahwe petrol etom (tacks 32 ) u skladu sa tackom 53 i petrol etrom dopuni do 500 mi L)
rotacionom uparvat osudi se 25 mi tog ekstrakia gotovo do suva, stujom zzota uklond preostali rastvor (tadka 39 ), 3 ostatak S8 ponovo rastvori u
25,0 i metanola (tatka 3.3 ) Nominalna koncentracija tog rastvora iznos 45 .5 pg DL-atokoferola na mi, $to j@ ekvivalentno 50 pg DL-e-tokoferol acetata
na mi. Radni standardni rastvor treba pripremti svjez pnje upctrebe.



5.6.1.2. Priprema kalibracijskog rastvora | kalibracijske krive

Frenese se 1,0, 20,401 10,0 m! radnog standardnog rastvora u sergu sudova zapremine 20 mi, metanolom (tacka 3 3.} dopuni do nznake | promijesa
MNominaline Koncentracije ovinh rastvora inose 2.5, 5.0, 10,01 25,0 s DU-c-tokoferol acetata, . 2,28, 455, 9,101 22,8 pgimi DL-o-tokoferola.

Vise puta se mektira 20 yl svakog kalibracionog rastvora | odrede srednje vnjednast vising (povrSna) pikova |z sredogh vijednost visine (povréina)
pikova se pripremi kalibraciona kniva

§.6.1.3. UV standardizacija osnovnog rastvora DL-u-tok oferol acetata (tadka 3.10.1.)

Etanolom s= razrbladl 5,0 mi osnovnog rastvora CL-a-tokofeml acetata (tatka 3 101 ) na 25,0 ml | snimi LIV spektar tog rastvorz prema etanolu (tatkz 3.1)
na spektrofotometru (tacka 4.6 ) izmedu 2501320 nm.

Maksimalns apsorpoja je na 284 nm

E'™ | =436 na 284 nm u etanolu

Zato razblaZenje mora se dobiti wrijednost ekstrka)e u rasponu od 0,84 do 0,88

5.6.2. Standard DL-atokoferola

6.6.2.1 Priprema radnog standardnog rastvora

Fipetom <e prenese 2 mi osnovnog rastvora DL-o-tokofecola (tacka 3 111 ) u sud zagremine 50 mi, castvorl u metanolu (tatka 3.3.) | dopurs do oznake
rretanolom Nominalna koncentracija ovog rastvors 12008 40 pg DL-c-wokoferols na mi, &0 e ekvivalerdno 44,0 pg DL-a-tokoferol acetata na ml Radnl
standardni rastvor mora se pripremiti svjel pnje upotrebe

§.6.2.2. Priprema kalibracionog rastvora i Kalibraciene krive

FPrensse se 10, 20, 4,0 1 10,0 mi radnog standardnog rastvora u senju sud zagremine 20 ml, metanolom (tatka 3.3 ) dopurs do omazke 1 prorijesa
MNomnalne koncemrao'je ovih rastvoraiznose 2,0, 4.0, 8,0 1 20,0 pg'mi DL-cetokoferola, . 2,20, 4,40, 8,791 22,0 pgimi DL-q-tokoferol acetata

Vise puta se irgektira 20 pl svakog kalibracionog rastvora | odrede srednje vrijednost vising (povrsna) pikova. |2 sredn)in se vigednostl visina (povrsing)
pikova pripremi kaloraciona knva

§.6.2.3. UV standardizacija osnovnog rastvora DL-u-tokoferola (tadka 3.11.1.)

Etanolom se razhlaZi 2,0 mi osnovnog rastvora DL-a-tokoferola (tacka 3.11 1 ) na 25,0 ml te se sremi UV spektar ovog rastvora prema etanolu (tacka 3.1 )
u seekwfomnmm (tacka 4 B ) 1zmedu 250 1 320 nm. Maksimalna apsorpdja e na 282 nmn

E'* | an = 75,8 na 232 nmu etanolu

Za to razblafenje mors se doksti vrijednost ekstinktije od 0B

6. lzraunavanje rezultata

|z sredrje vijednosti visine (povrne) pikova vitarmina E 12 rastvora uzorka se odreduje koncentracija rastvora uzorka o pg/mi (izratunana kao o-tokoferol
acetat) 12 kalibracone keve (talka 5612 415622,

Sardriaj vitamina E (w) u mg/kg u uzorku 1zradunava se pomoedu sliedece formule

=500V,

mg/kg

ode je.
c - koncentracja vitamina E {kao a-tokoferol acetata u rastvoru uzarka (tacka 5.4) u pgiml
V, - zapremina rastvara uzorka (tafka 54 uml,

Vz' zapremina alikvota korstenog u tatki 54 umi,
m-masa uzorka u gramima

7. Napomene

7.1. Kod uzoraka sa niskom koncentracijom vitamina £ moZe biti korisno pormyjesatl ekstrakte petroletra 12 dvije zavisna posupka saponfikaa)e (izrjerena
koliZina: 25 g) u jedan rastvor uzorka 22 odredivanje HPLC-om

7.2 Masa uzorka za analizu ne smmije sadriavsti vise od 2 g masti

7.3. Ako =2 taze ne razdvoje, doda se priblizno 10 ml etanola {tadka 3.1.) za razbijane ermulzije.

74 Nakon spektrofotometnjskog mierenja rastvora DL-o-tokoferol scetata il rastvora OL-a-tokoferola u skladu =3 talkom 56 13 4 5623, dods se
pablizno 10 mg 8HT-2 (tatkz 3 12) urashvor (tatka 3.10.1 # 3.10 2 ), a rastvor tuva u friidernu (moze se drzati nadule 4 nedelje)

7.5. Umjesto BHT-a mo2e e korisat hidrohinon

7.8 Cicnom fzznom kolonom moze se razdvegts a-, -, y- | d-tokoferol

7 7. Umijesto rastvora natrjum askorbata mo e se konstiti pnbliing 150 mg askorbinske kgelne

7.8 Umjesto rastvora natrijum sulfida mofe se konstiti priblifng 50 mg EOTA

79 Acetat vitamina € se u bamim uslovima viio brzo hidrolizge, zato je viio osjetliiv na oksidaciju, pesebno u prisustvu elemenata u tragovima, paput
gvo2da | hakra. Postupak odredvanja vitaming E u premiksma sa nivoirra vidim od 5 000 mgikg moZe dovesti do razgradnje vitamina E Zbog toga se za
potvrdu preponstuge metoda HPLC sa enzimskom razgradogom strultura vitamina £ bez alkalne saponifikacije

8. Ponovljlvost
Razlika izmedu rezultata dva paralelna postupaka odredivanja, izvedsna na istom wzorku, ne smge prijeci 15% najviseg rezutata

9. Rezultati medulaboratorijske studije’

Predsmesa Gotove predsmjess Mreralm koncentrat Proteinska hrana 73 Mrara za prasite
73 ishraru Sivotina Ivotine
L 12 12 12 12 12
n 48 43 38 28 £
sr‘j:nja vnjednost 17 380 1187 926 315 613
s, [IUka] 384 453 2572 13,0 23
r[IUikg] 1075 1268 70,6 364 6.4
CV, %] 22 38 2.7 41 38
SellUlkg) 830 850 55,9 18,9 18
R [IUMka] 2324 182,0 155 4 520 21,8
CVg [%] 48 55 6.0 60 12,7

L - broj Iaboratosija

n - broj pojedinatnih vnjednost
5, - standardna devijacija panovipvaosti
Sp - standardna devijacija ohnovijivost

7 - ponavipvost
R — obnovigvost

CV, - koeficgent varijagje ponovjvosti
OV - koeficyent variaae obnovijivosti

! - Studia 23 gofnu hranu po Verband Dewtscher Landwinschadlicher Untersuchungs- und Forschungsanstatten (VDLUFA).
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ODREDIVANJE GYOZDA, BAKRA, MANGANA | CINKA U TRAGOVIMA
1. Predmet i podrudje primjene
Qdredivanje gvo2Ga, bakra, mangana | cinka u tragovima U hrani Za 2wotinje v se prema sljedeto metodi. Granice 23 kvantfikaciju su:
gvozde (Fe) 20 mokg

bakar (Cu) 10 mgig

reangan (Mn): 20 mofkg
cink {Zn). 20 mgikg

2. Princi

P
Nakon razgradnje eventualno prsutnih organskih materya uzorak se rastvorl u hlorovodoniCngl lagekni. Nakon pogodnog razblaZenga, atomskom
apsorpciskom spektrometnjom odreduju se slementi gvoide, bakar, mangan 1 cink
3. Reagensi
Uvodne napom ene
Za pripremangs reagenasa | rastvora za anahzu konsti se voda ber katjona koje treba odredit, dobijena dvostnom desth acijom vode u destilatons od
baroglikatnog il kyarcnog stakla ili dvostrukom obradom jonsko.izmpenjivackom smolom
Reagens moraju b4 najmanje analbdke fstoce Odsutnost elermenta koji se odreduse provierava se dijepom probom Prema potrebi se reagensi morau
dodatno predstti
Urmyesto dolje navedenih standardnih rastvora mogu se konsutt karrercyalni standardm rastvon pod uslovom da imaju garancju | da se prije upotrebe
provjere
3.1. Hlorovodorséna kisjelina (d 1,18 go/mi)
3.2, Hioravadoretna kisjelina (6 molf)
3.3. Hiorovodon tna kigielina (0,5 molh).
34 Fluorovodoniéna ksjelina 38—40% (W) sa sadrZajern gvo2da (Fe) mangm od 1 gl | ostatkorn nakon iparavarga mangm od 10 mafl (u cblilos sulfata)
2.5 Surmpoma kiselina {g: 1,84 gfmi)
3.6 Vodonk peroksid (pnblino 100 zapreminskih dvjelova lszonika (30% po rmasi)).
3.7 Stangtardni rastvor gvods (1000 pg Fedimd), pripremijen na s§ededi natin i) elvivalentni komercijaine dostuoni rastvor rastvori se 1 g gvoideve fice u
700 mi horovodonitne kissline 6 mold (tatka 3 2), doda 16 ml vodonik peroksda (tatka 3.6 ) | dopuni vodom do 1 litra,
3.7.1. Radni standardni rastvor gvo2da (100 ug Felri), pripremijen razbia2ivanjem 1 dijefa standardnog rastvora (tatka 3.7.) sa3 9 dijelova vode.
3.8 Stancardni rastvor bakra (1 000 pg Cwmi). pripremijen na djedeci natn i ekvivalentns komerciain dostupni rastvor



- rastvori se 1 g bakra u prahu u 25 mi hlorovodanitne lesjeline 6 mol (tacka 3 7 ), doda 5 mi vodanik perckswda (taéka 3 6 )1 dopuns vodom do 1 liva
381 Radni standamdni rastvor bakra (10 pg Cufmi), pripremijen razblaZivanjern 1 disla standardnog rastvora (tackas 3.8) sa 9 dielova vode, zabm
razblativaniem 1 dyela tog rastvora 53 9 dijelova vode
38 Standardni rastvor mangana (1 000 pg Mn/mi), prioremien na sljedeci natin i ekvivaientn) komercijalnl dostupni rastvor

. rastvon se 1 g mangana u prahu u 25 mi hlorovadoniéne lesjeline 6 mol/l (tatka 3.2 ) i dopuni vodom do 1 litra
3.9.1 Radni standardni rastvar mangana (10 yg Mn/mi), pripremijen razbiafivanjern 1 dijeia standardnog rastvora (tatka 3.9) sa 9 dijelova vode, zatim
razblafivanjem 1 dyela tog rastvora sa 9 dijelova vode
3.10. Standardni rastvor onka (1 000 pg Zn/mi), prprermijen na sliedeci natin ili ekvivalentni komercijalrd dostupni rastvor

- rastvon se 1 g onka u oblku folije ili Histica u 25 mi hlorovodoniEne kisjeline B molfl (tacka 3.2.) + dopuni vodom do 1 litra
2.10.1 Radm standardni rastvor cinka (10 pg Zriml), popremljen razbiaZvanjern! dijela standardnog rastvora (tadka 3.10) sa 9 dijelova vode. zatim
razblaZivanjern 1 dgela tog rastvora 3 9 dijelova vode.
311, Rastvor lantan hionda: rastvori se 12 g lantan cksida u 150 mi vode, doda =2 100 mi hlorovodonitne kesjeline B moldl (tatka 3.2 )i dopunivodomdo 1 litra
4. Oprema
4.1. Mufaina pec sa reguiachom lemperature | po moguinosti pisatem
4.2 Staklenl digiovi moraju bit od otpomog borsilikata, 3 peeporuduje se upotreba opreme koja je namipenjena Iskljutivo odreGivanu elemsnata u
tragovima
4.3 Atorrei agsorpcuska spekirofotometar spunjava zahtjeve metode s cbzirom na ogethivost | talnost u potrebnom podrudu
5. Postupak
6.1. Uzorci koji sadrie organske materije
5.1.1. Spaljivanje | priprema rastvora za analizu”
51101 Izmijen se 5-10 g uzorka sz precimodtu od 0.2 mg 1 prenese u loncic za spaljivanje od kvaronog staklz il platine, osusl u suSnici na 105° C |
postavi u hladnu mufolnu pec (tacka 4.1 ) Ped se zatvon, atemperatura se tokom 90 minuta postupno podiZe na 450-475° C Tatemperatura se zadrd 4-
16 sati {(npr. tokom noti) kako bi s2 uklonile ugljenikove matenje, a zatim se pec otvon i ohladi
Pepeo se navlaii vodom | prenese u €asu zapremine 250 mi. Lonéic se ispere <3 ukupno pribiZno § mi hlorovodonicne lasjeline (tafka 3.1 ), 3 sadria) se
pofaka | opre zno prenese u Ea2u (moZe dodi do bume reakcije Zbog stvararga CO;) U kapljicama se dodage hlorovodoniéna kigelina (tadka 3.1 ), uz stalno
mijeSanje dok ne prestane pjenusanje. Upari se do suva, uz povremeno mijesange staklensm Stapicem
Zatim se u ostatak doda 15 mi hlorovodoniéne kisjeline B molfl (tacka 3 2 )i prbiino 120 mi vode Promije£a se staldenim tapicem, koji se ostaviu €adi, a
Casa se poknje sahatnim stakdom Polako se zagrjava do kjucanja i ostavi kbuat do potpunog rastvaranja pepela. Filtrira se kroz filter koji ne sadrdi pepeo
| prikupt u sud zapremne 250 il Cada | fitar se isperu sa & i viuce hlorovodonicne kigeline 6 mold (tadka 3 2.) | dva puta vrelom vodom. Sud 2 napuni
vodorn do omake (koncentracya HCI priblizne 0.5 moll)
5.1.1 2. Ako ostatak na fitru ixgleda cm (ugljenik), ponovo se stavi u ped i spal na 450-475° C To je spalpvanje, 2a koje treba samo nekoliko sati (pnbh 2o
3-5 sab), gotovo kada pepec postane byel & gotovo bijel . Ostatak se rastvor 52 pnblino 2 mi hiocovodonitng lasesne [tatka 3.1.), upan se do suva | doda
5 mil hlarovodoniéne kigehne 6 molf {tatka 3 2). Zagree s2, rastvor s2 filtrira u sud | dopuni vodom do oznake (koncentracija HC| peioli 2no 0,5 molf)

e

{a) Pn odredivanu elemenata u tragovima vaZno |& il na oprezu zbog opasnost od kontarinacie, posebno cinkom, bakrom | gvodem. Zbog toga
oprema koja se konst Za priprenu uzoraka ne smije sadr2avat navedene metaie
Kako bi se smanjio opdt nzik od zagadenja treba radib u atmosfen bez pradine sz potpuno Gstom opremom | dotro ogranim staklenim posudem
QOdredivanje anka posabno |e osietljivo na vide wrsta kontaminacije, npr. staldéenim posudem, reagensima, pradinomitd
(b) Masa uzorka koji se spalpie iZratunava se iz pribbinog sadriaa elementa u tragovwma u hrani za Ivotige s obamom ra ogetljivost konitenog
spelarofotormretra. Kod nelh vrsta hrane za fivotinie sa niskim sadriajemn elemenata u tragovima trebace moida zapodet s3 10-20 g uzorka i konacni
rastvor dopuniti do samo 100 mi,
(c) Spaljivanie s mora izvest u zabvorenoj pedi bez uduvavania vazduha ili kiseoniika
(d) Temperatura na pimmetru ne smie prijet 475 °C.
§.1.2. Odredivanje spektrofotom etrijom
§.1.2.1. Priprema kalibracionog rastvora
Za svald dement koji se odreduje priprem se serija kalbracdonih rastvora od standardnih radnih rastvora iztaé 3.7.1,38.1,38.1 | 3101 ovog dijela, pn
Cerru koncentracya HO u svakom imest pribhEno 0,5 mol | (u sefaju gvoida, mangana | onka) kencentraciju tantan Honda ko odgovara 0,1% La (miv))
Odabrane koncentracye elemenata u tragovima moraju biti unutar podruéja osietljvost kon 2¢enog spektrofotormetra
Sastav bipicnih podrudja kabbracionih rastvora, zavisno od vrste | osjetijivosti koriScenog speldrofotorretra dati su shededim tabelama

Gvo2de
q Fefrrl { 0 0.5 1 2 3 4 5
m ?ednou standardnoq rastvora (tacka 3 71,5 (1 mi = 100] o 05 1 2 3 4 5
m HCI (tacka 2.2 ) _ 7 7 7 7 7 7 7
»10 mi rastvora lantan hlonda (tacks 311 ] | dopuniti vodom do 100
Bakar
Jug Cudrmd i 0.1 0.2 [ (i3 [IE] 10
mi radnog standardnog rastvora (tadka 381) (1 mi =10 0 1 2 a B 2 10
g Cu) 2
mi HCOl tacks 3.2 ) B B 8 g 8 8 ]
Mangan
i 0.1 02 4 05 0.8 1.0
0 1 2 4 B 8 10
B 7 ki 7 7 7 yi H
lantan hionda (tacka 3.11.)+ dopunit vodom do 100 mi
Cink
m Znimi () 0,05 0.1 0.2 04 0.6 0.8
mi radnog stancacdnog rastvora tatka 3891 ) (1 e = 10 0 05 \ a 4 5 g
q Mn) X
mi KO {tacka 3.2 ] A 7 7 7 7 1 ki
+10 mi rastvora lantan hlonda {taéka 3.11.) | dopunti vodom do 100 mi

. Mogu s korigtit | druge metode za mineralzaci sko dokszano garantuju uporedive rezultate (poput, mikiotalasne mineralizacie pod prtiskom)

7.4 elenim hranivima (svjem ili osuZeniny) mogu se nadi velike kditine kvarca biinog porijkla koji moZe sadrfat dlements U tragovima koje trebs uklonit Kod uzorska takve
hrane za fivotings vebs sprovesti sljededi izmienjeni pestupak. Sprovodu s8 postupci iz 1acks 5.1.1. 1 eve do fltracie. Filter papir koj sadedi nerastrory ostatak se dva puts ispers
vrelom vodom i prenesa u lonéié za spafivani od kvarcnog stakia ill plstine. Spah <& u mufolno) ped (fatka 4.1 na samperatun nidoj od 550° C do potpunog nastanka svih uglEnih
matesija Ostavi s& da se ohladi, doda se nekolio kap vode | 1015 mi Suondne kegelne (1ataa 34, 2abrn se upan do suva na otprilike 150° C Ao se u ostatiu | dabe natazl
kvarcn pipsak, ponowo & rash ori u nekoliko miiktars fluondne kisgeline (tacka 34) j upan do suva Doda se pef kapi sumpome kiggeline (tacka 35 | zagryava dok ne presane
iZlaati el dim Nakon dodavanga 5 mi hlorovodoniéne ksidne B mold (tata 32.) i oko 30 mi vode, zagrije se i rastyae filtrirs u sud 2apramine 280 mi te dopuni yodom do oznaks
(koncentraciis HCloko 05 mold). Nastav se sa utrdvanem u skisdu s tadkom 5.1.2.



5.12.2. Priprema rastvora 2a analizu
Za odredivanje bakra, rastvor pipremien u skladu satackom 5.1 1 obstno s moZe konstt direking. Ake je koncentracju potrebno prlagaditi tako da bude
ggodm@u kahbgagionh rastvora, pipetom se prenese alikvotnd dio u gradussanu tikvicu zapremine 100 mi 1« dopuni do oznake hloravodiontnom ki gelinom
S moll tatka 3.3)
Z3 odredivanie gvoida, mangana i cinka, ppetom se u sud zaprermine 100 mi prenese alikvotni dio rastvera prpremijenog u skladu satackom 5.1.1 , doda
10 mi rastvora lantan hienda (tacka 3.11 )i dopuni do oznake hlorovodsZnom kiselinam 0,5 molfl (tatka 3.3)
§.1.2.3. Slijepa proba
Slipepa proba mora obuhvatat sve propisane korake postupka, osim 3o se izostavija uzorak Kso rastvor 23 shjepu probu ne smije se kanstits kalibraconi
rastvor 0",
5.1.2.4. Mjerenje atomske apsorpcije
Oksidacyskim plamenom vazdub-acetilen, (zmign se atorrska 3psomoa kalibracgskih rastvora | rastvora koju treba anahizirab, na sliedadimn talastm
duiinama
Fe 2483 nm
Cu. 324 8 nm
Mn 2795 nm
In 2138 nm
Seako se mjerenje 1ovedi tetin puta.
5.2. Mineraina hrana 2a Hivotinje
Ako uzorak ne sadrii organske matenje, nge porebno prethodno spaljivanje Nastavlja se kako je opisano u tadki 511 1 podevsi od drugog stava Moze
se izostant isparavanie u pnsutnost fluorovodonitne kissline
6. Izradunavanje rezultata
Koncentracija slementa u tragovimea u rastvoru koja se analiora izraunava se 17 kalibracone krive, a rezufiat se iskazye u miligramima sementa u
tragovima na kilogram uzondka (ppm)
7. Ponovljivost
Radika izmedu rezultata dva paralelna pogtupka odredivana kaga na sstom uzorku izvodi st anakbéar ne simyge prec
- 5 mg'kg apsolutne vnjednost 73 udio dotifnog elementa u tragovima do 50 mgkg,
- 10% viZeg rezultata za udio dotiénog elementa u tragovima od 50-100 mgikg,
- 10 mg'kg apsolutne vrpednest za udio dotinog elementa u tragavema od 100- 200 mgikg,
- 5 % wvideqg rezultata za udio dotitnog #lermenta u tragowvirna 1znad 200 mgika,
8. Napomena
Frisutnost vebke kolicine fosfata moZe ometat postupak odredivanja gvoda, mangana | anka. Takve se smetrje morau kongirat dodavanjem rastvara
fantan hionda (tatka 3.11.). Ako je, medutim, masens odnos u uzorku (C3 = Mg/P) > 2, moZe s& ostavitl dod avarge rastvora lantan hlonda {tatka 3.11 ju
rastvoru 2z analizu | v kalibracgskom rastvoru.

Dio IV
COREBDIVANJE HALOFUGINONA
OLrans-7-brom-§-hior-3-{3-( 3-ticroksi-2-pipendi) acetomi]-kinazoln-4-TH)-on hidrotromsd
1. Predmet i podruéje primjene
é.‘agxnje nivoa halofuginona u hrani za Zivotinge vrsi s u skladu sa sliedecom metodom Granicz kvantfikacije j2 1 mgkg.
P
Nakon obrade vrucom vodom halofuginon s2 ekstrahuje u obilu slobodne baze u etil acetatu, zatim razdvojl kao hidrohlond u vodenom rastvoru kisjeline
Ekstrakt se preGicava jonsko+zmenjivackom hromatografijom Udio halofuginona odreduje se teénom hromatografijom visoke efikasnost (HPLC)
reverznih faza uz upotrebu UV detektora
3. Reagensi
3.1 Acetonitnl, za HPLC.
3.2 Smmola Arrberiite XAD-2.
3.3. Amormurm acetat
34 Enl acetat
3.5 Swietna kigelina, glacjaina
3.8. Standardna supstanca halofuginona (DL-trans-7-brom-6-klor-3-{3-hidroksi- 2-pipe n dil) acetond]-kinazole-4-(3H)-an hdrobromid, E 764),
3.6.1 Osnovni rastvor standarda halofuginona, 100 pg/mi
Izmien s 50 mg halofuginona (tztka 36.) s preciznostu od 0,1 my | prenese u sud zaprerine 500 mi, rastvon u puferskom rastvoru amorjum acetata
(talka 3 18)), dopuni puferskim rastarom do oznake | prormejesa Taj je rastvor stabitan tri nedigfje na tempersatun od 5 °C ako s2 tuva na tamnom myssty,
36.2 Kalibracioni rastvoni
U senp sudova zaprerine 100 mi prenese se 1.0, 2,0, 3,0, 40 16,0 mi osnovnog rastvora standarda (tatkz 3.6 1.) Dopure se do oznake mobilnom fazom
(tatka 321 )1 promije$a U tim rastvorima koncentracija halofuginona iznosi 10, 2.0, 30, 40 | 6.0 pg/mi Ovi se rastvon moraju pnpremati sviedi prje

3.7 Hiorovodiéna kssina (pap prblifno 1,18 g/mi)

3.8 Metanol

38 Sebro nitrat.

310 Natnjum askorbat

311, Natmjum karbonat

312, Natnjum hfond

3.13. EOTA (et#=nciamintetrasiretna kigjelina, dinatrijurma so)

3.14 Voda, za HPLT

3.15. Rastvor natnjum karbonata, ¢ = 10 g/100 mi

3.16. Rastvor natnjurm karbonata zasicen natrijum hioridom, ¢ =5 g o0 mi.

U vodi se rastvori S0 g natryurn karbonata (tacks 3 11.), razhlad do 1 lara, zatim se dodaje natrijum hlorid {tadka 3.12.) do zasiCenga rastvora

317 Hlorovodiing kisieling, priblizno 0,1 ol

Vodom se razblad 10 mi WOl (tatka 3.7 ) do | &r3.

3.18, Puferski rastvor amonijum acetata, pnblizno 0.25 moi

Uvodi (tatka 3.14) s2 rastvon 19,3 g amonipsm acetats (tatka 3.3 )1 30 mi sirtetne kigieine (tackz 3.5 )1 razhla2e do 1 itra.

3.19. Pprema smoie Armberiite XAD-2.

Vodom se ispere odgovarguca koliding Amberkita (tacka 3.2 ) dok se ne uklone svi hiondni joni, $to se pokazuje ogledom s3 srebro nitratomn (tadka 3 20 ) u
odbateno vodenoj fazi, Zatim se smola ispere s 50 ml metanolz (tacka 3 B ), metanol se odbaa, 3 smola £uva u sviezem metanolu

3.20. Rastvor srebro nitrata, pnblizno 0,1 mol

Rastvon se 0,17 g srebro retrats (tacka 3.8 ) u 10 mi vode

3.2.1 Mobiina faza HPLC-a

Pormge£a se 500 mi acetonitrila {tadka 3.1.) s 300 mi puferskog rastvora amonijum acetata (tacka 3.18 )1 1 200 ml vode {tacka 3.14.). Sircetnom lagelinom
{tatka 35 ) se vnjednost pH podes na 4 3 Filtrira se kroz fitter 0,22 pm (tatka 4 8), | rastvor se degasfikuje (npr 10 menuta u ultrazvuénom lapatitu) Ta)
je rastvor stabdan mesec dana ako se drdi u zatvorenoj pesudi u tamnom prostoru

4. Oprema

4.1 Ultrazvucno kupatilo

4.2 Rotacon vakuum upanvad

4.3 Centrfuga

44 HPLC s ultraljubicastm deteldorom (LIV) s mogucnostu prormjene talasne dubne ik detektorom s nizom doda (OAD).



441 Kolona za tetnu hromatografiju, 300 mm = 4 mm, Cyg, veliéing testica pungsnia 10 um éskovvalentna kolona

4.5 Staklena kolona (200 nom = 10 mm) s fitrom od sinterovanog stakla i slavinom

4 6. Fitert od staklenih viakana, pretnika 150 mm

4.7 Membranski filten, 0 45 pm

4.8. Membranski filtteri, 0,22 pm

5. Postupak

Naoomena Halofuginon kao siebodna baza je nestabilan u alkainim | etil-acetatnim mRshvonmz. Ne smije e ostawti u el acetatu du?e od 30 minuta

§.1. Opste

5.1.1_Anahzom sljepe probe hrane za vobnie treba potvrditi da nijesu prisutni niti halofuginon ndi interferentne materije.

512 Tedt iskoridtenja (recovery) izvodi se analizom ¢lijepe probe hrane za hvotinje Kojoj se doda koliéina halofuginona skéna koliGm u uzorku. Za
dobganye koncertracije 3 mg'kg u 10 g slijgpe probe hrane za dvoline doda s# 300 pl osmovnog rastvora standarda (tacka 3.6 1), proeresa  prfeka 10
minuta prie pocetka postupka ekstrakcije (tatka 52 ).

Napormena Z; sprovoderye ove metode, slijepa proba hrane za Zvotinje treba bitr sliéna uzorks, a analizorm se rrora potyrdit od sutnost halofugsnona

6.2. Ekstrakcija

I zriere se 10 pnprg-r!i_}enog uzorka s preciznodtu od 0,1 g | prenese u epruvetu 2a centrifugiranje zapreming 200 i, doda s= 0.5 g natrijum zskorbata
(tatka 310.), 0,59 A (tacka 3.13) 1 20 mi vode 1 prorijess. Epruveta se 5 minuta drd u vodenom kupatlu {B0 *C) MNakon hladenja na sobno)
temperatun doda se 20 ml rastvora natijum karbonata (tatka 3.15) 1 proreeta. Odmah se coda 100 mi etitacetata (tacka 34.) | 15 sekundi snaZnwo
protese rukom. Zatim se epruveta 3 minutz drd u uitrazvulnom kupatilu (tacka 4 1) | otpusti slavina. Centrfugira se 2 minuta, 1e se faza etlacetata
dexantuje kroz filter od staklerdn viakana (tacka 4 6) u hjevak za razdvaianje od 500 ml Ponovi se ekstrakcljz uzorka s dodatnin 100 mi etdacetata
Porrgetani ekstrakt se isperu T mewdt sa S0 mil rastvora natnjum karbonata zaséemm natrijum hloridom (tatka 3 16), a vodeni s2 sl odbao

Organgh sloy 32 ekstrahuje 1 minut s3 50 mil hiorovadicne kisieline (tatka 3.17 ). Dorg kisiefinski sloy se prenese u ljevak 23 razovajanje od 250 mi
COrgansh sloj se ponovo ekstrahuje 1,5 mwnut s dodatnth 50 mil Rlorovodiéne kisieline | pomije$a s praim ekstraktom. Pomyedani kisjelinski ekstrakti se
pbbino 10 sekundi ispiraju protresivanjem s 10 mil etilacetata (tacka 34 )

Vodeni sloj se kvantitativno prenese u tilkvicu s okruglim dnom zapremine 250 mi, 2 omganska faza se odbaci 1z kigelog rastvora se u mtacdonom upanvadu
(tatka 4.2 ) ispari sav preostali etlacetat. Temperatura vodenog kupatila ne smyje predi 40 °C. Pod vakuurmom na priblizng 25 milibara, odstrani se say
preostali etilacetat u § minuta na 38 °C

5.3. Prediséavanje ekstrakta

6.3.1. Priprema kolone s Amberlitom

Pripremi se kolona XAD-2 23 svakl ekstrakt uzorka. Metanolom (tacka 3 8.) se peenese 10 g prpresmljenog Amberlita (tatka 3 18.) u stakdenu kolonu (tatka
4.5). Na vrh punyenja smole postavi se tarmpon od staldene vune Metanod se spusti iz kolone, a smofa ispere 53 100 mi vode tako da se dotok vode
zaustavi kada tecnost dosbigne wh smaole. Prije upotrebe kolonas se ostavs 10 minuta kako bs se uravnoteila. Kolona se nikad ne smije isufib

6.3.2. Preciséavanje uzorka

Ekstra (tatka 52 ) se kvanttatvno prensse na vrh pragremiene kolons sa Arrberitom {12¢ka 5.3.1 ) 1 eluira, a eluat s2 odbaci. Brzina eluranja ne smije
biti vecs od 20 mifmin. Tikvica s okrughm dnom se ispere s 20 mi hlorovodidne kigeline {tadia 317 ), a zatem se ida skonsh 3 ispiranje kolone £a
smolom. Kisjeling koja zaostane na koloni ukloni s2 produvavaniem vazduhom, Odbad s tednost od Ispiranja. U kofonu s2 doda 100 i metanola [tatka
3.8).18 - 10mi se eluira, 3 sluat se prkupi u tikacy s okrughm dnom zapremine 250 mil Preostali s2 metanal ostavi 10 minutz kako bi se uravnoteZio sa
smolom te se nastav eluiranje brznom kogz ne prelaz 20 mifmin, 2 eiuat se prikuplia u isto] tlkvia s okeuglim dnormn. Metznol se uspan na rotaciskom
uparnvatu (tadka 4. 2 ), pn Eemu temperatura vodenog kupatia ne smije predi 40 °C. Ostatak se upotrebom mobdne faze (tatka 3.21 ) kvantitativno preness
u gragusanu tikvicu zapremine 10 ml. Doguni se mobilnom fazom do oznake | promgesa. Alikvot se filtrira kroz merbranski filter (tatka 4 7 ) Ta se rastvor
tuva 73 odredvanie HPLC-om (tatka 54 )

§.4. Odredivanje na HPLC-u

54.1, Parametri

Sleded se uslow prediatu kao smemice; mogu s2 konsttl | drugi uslov 2ko se ngma garantup ekvivalentn) rezultats,

Kaolona 73 teénu hromatografiju (tacka 44 1))

Mobilna faza HALC-a (tacka 3 21 )

Erzina protoka 1.5 - 2 mifmn

Talasna dulina detelcipe. 243 nm

Zapremina za ubrizgavanje: 40 do 100 pl

Frovjeri se stabilno st hromatografekog sisterna injektiranjern kalibracionog rastvora (tatka 3.6.2) koncentracije 3,0 poiri, sve dok s2 ne dobiju konstantne
viane (i povrding ) plkova | Konstantna relencona vremena.

6.4.2. Kalibraciona kriva

Svaki se kalibracioni rastvor (1acka 3.6.2 ) injektira vide puta | 22 Svaku S kKoncentraceu izmgere srednge vrijednosti vising (povrding) pikova. Kalibraciona
krtva se priprem take da se na ordinatu nanose sredme yrednost visna |k povrdina pkova kalibracionih rastvora, a na apscisu odgovarajule koncentracye
upgimi

5§43, Rastvor uzorka

Vide puta s2 injelktira ekstrakt uzorka (tadka 5.3 2.), pn €enu se koriste jednake zapremine kao za kalbracioni rastvor, @ zatim se odredi srednja vrjgednost
visina {povrsina) pova halofugnona

6. Preradun rezultata

Koncentracija rashvora uzorka v po/mi odreduje se iz srednjih vrijednosti visina (povrdina) pika halofuginona u rastvoru uzorka 7 kalibracions knve (tacka
542)

Sadria) halofuginona {w) (mgky) u uzorky izratunava se slededom fornulom

w=t x 10/m
pri Cermu je
c=koncentracya halofugnona u rastvoru uzorka u ygimi,
rekoliting isptvan og uzorka u gramima
7. Yalidacija rezultata
7.1. ldentifikacija
Identfikacyz anzlita mo2e s& pobwddl ko-hramatografyom (Il upotrebom detelaora s mzom dioda (DAD) kojm se uporedue spektar ekslrakta uzorka |
speltar kalibracionog rastvora (tatks 36 2 ) koncentracys 6.0 po/mi
7.1.1. Ko-hromatografija
U ekstrakt uzorka doda s2 odredena kolitina kalibracionog rastvora (tatka 362 ) Kokina dodanog halofugronz morz bt sliénz procyenjeno) koblmni
hatofuginana u ekstrakdy uzorka
Dozvodeno je povecanie samo visne pika halofuginona uzimaisi u obair dodate kalitine | razblaZenje ekstrakta Sirina pika na polovini maksimalne wsine
morz bitt unutar £10% potetne Sinne
7.1.2. Detektor s nizom dioda
Rendtati se ocjenjuju u skladu sa slededim kntenjumma’
(a) tatasne duZine maksimalne apsorpoije spekira uzorka « speldra standarda, zatuljeZene na napiso) tadk pika hromatograma, moraju biti jednake unutar
granice odredene razluéivostu sistema za detekoju. Kod detektora sa nizam dioda ta se vrgednost obino nalazo unutar £2 nm,
(b) izmedu 225 | 300 nm, spektar uzorks | spektar standarda, zabiliezeni na namvidoj tatk pika hromatograma, ne smiju s2 ragikovat za deslove spekdra
unutar podrucja 10 - 100 % relativne apsorpaje. Taj kitenjum je ispunjen kada su pnsutne jednake najvige vnjednosti | kada odstupanje izmedu dva
spekera ni na jednoj tacki ne prelaza 15 % apsamuoje standardnog analita,
(c)izrmexdu 2251 300 nrm, speldn krive rasta, napiide tacke wha pika o krive pada pika dobijeni 12 ekstrakta uzorka, ne treba da se medusobno razlikuju za
dijelove spektra unutar padrugja 10 -~ 100 % relativne apsorpaje T3y kriteryum je ispunjen kada su prisutne jednake nagvide vrijednosti 1 kada odstuparge
1zmedu dva spektra m na jedno) tadle ne prelazi 15 % apsorpeije spektra najvize tacke.
Ako nije ispunjen jedan od navedenih knterjuma, pdsutnost anaita nije poterdena



7.2. Ponovijivest (Repeatablility)

Razika izmedu rezultata dva uporedna postupks odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije predi 0.5 mgikg za udio halofugnona do 3 mglkg
7.3. Iskoridéenje (Recovery)

Zz obogacens skjepl uzorak hrane za fivotinge iskonscenje mora iznasiti najmanje 80 %

8. Rezultati medulaboratorijskih ispitivanja

Medulaboratonjsko :spiﬁvmje“u kojem je o=am |aboratonja analiziralo tn uzorks

Rezultati
Uzorak A Uzorak B (bragno) Uzorak C (pelete
(slijepi)
kod prijema
—~ Kod papa Nakon 2 mjeseca Kod %!oma Nakon 2 mjeseca
3 vrgednost ] N 2 4 g 4
s D45 043 040 022
CVp [% — IE 18 14 17
Rec. [% 86 74 88 75
ND=mqe detektovano
SR=standardna devijacia obnovijivost
CVR=koeficgent varijacije obniovijvosti ()
Rec=iskoriienge
Dio V
ODREDIVANJE ROBENIDINA

1,3-bis [{4-hiorbenziiden)aminojgvandin — hidrohland

1. Predmet i podruéje primjene
garpzann&anje nivoa robenidina u hrars 23 Zvotine vrs se prema shededo) metodi Granica kyantifikacie je 5 mogkg.

P
Uzorak s ekstrahuje zakigelienim metanolom. Ekstrakt se osud | shkvotni dio pred&sti na kolont alumendjurn oksida, Robenidin se eluira metanclom 12
kolone, kancentruje | dopuni mobilnom fazom do edgovarapude zapremme. Udio robeniding se odredue tefnom hroematografjom viscke efikasnosti (HPLE)
s reverznim fazama uz upotre bu UV detektora
3. Reagensi
3.1 Metanol
32 Zakigeyeni metanol
U sud zapremine 500 mi prerese s2 4 0 mi hlorovodiéne kisjeline (pxp = 1,18 g/mi), dopurs metanolom (tacka 3 1] do oznake | promieia T3 se rastvor
mora pnpremiti svjet prije upotrebe
3.3 Acetonitnl, za HPLC
34 Molekulsko sito
Tip 3A, otvori mye 22 od 8 do 12 {otvon promyera 1 B - 2.5 mm, knstaln alumangum sihikat, promjer pora 0,3 mm).
3.5, Alurminijurm oksid kisjelinzke aktivnosti | stepena, za kolonsku hrorratografiju.
U ndgovarajucu posudu preness 100 g alumenyum oksida i doda 2.0 ml vode Zatepi se 1 promucka priblizno 20 mnuta Drdi se u éwrsto zatvoreno) posud|
3.6. Rastvor kaljum dihidrogenfosfata, c = 0,025 mold
Uwvodi se rastvori 340 g kalijum dihidrogenfosfata {za HPLC) u sudu zaprermene 1 000 rrd, dopuni do aznake | promijesa.
3.7 Rastvor dinatnjum radrogenfosfata, c = 0,025 mowl
U vod se rastvon 3,55 g bezvodnog dinatnjum hidregenfosfata (il 4,45 g dihicrats Ik 8,95 g dodekahidrata) (23 HPLC) u sudu zapremine 1 000 mi, dopuni
00 oznake i promijess.
3.8. Mobilna faza HPLCa
Porrgesaju se siedeti reagens!:
B850 ml acetondnla (tatka 33 ),
250 ml vode (za HPLC),
50 mi rastvora kalyum ditidrogenfosfata (tatka 3 6.),
50 mi rastvora dinatnjum hidrogenfosfata tatka 3 7))
Filtrira se kroz fiter 0,27 um (tatka 4 6 ), rastvor se zatim degasifikgge (npro 10 meneta U uitra zvuénom kup atiu)
3.9 Standardna supstanca
Cisti robenicin: 1,3-bisf4-hlorbenziliden)aminojgvanidin - hidmhlorid
39.1 QOsnovni rastvor standarda roberidna 300 pg/mi
izrrjeri se 30 mg standarda robenidina (tacka 3.9 ) s preciznoicu od 0,1 mg. Rastvon se u zakisjeljenom metanolu (ta¢ka 32 ) u sudu zapremne 100 mi,
dopuni istim rastvorom do omake | promijesa Sud se omota alumnijskom folljom | €uva na tamnom mjestu.
382 Intermedyarni rastvor standarda robenidina: 12 pgiml
U zudu zapremme 250 mi prenese se 10,0 ml osnovnog rastvora standarda robeniding (tacks 3.9 1)), dopuni mebilnom fazom (tacka 3.8.) do oznake |
promijesa. Sud se ometa alurminijskom folijomi Suva na tamnom myestu
393 Kalibraciors rastvon
U sanju sudova zapremine 50 mi prenese se 50, 10,0, 150, 20,01 25,0 mi mtermedijamogy rashvora standarda(tacka 3.8.2) Dopuni s& mobilnom tazom
{tatka 3.8.) do oznake i promgeZa. Ti rastvor odgovaraju koneentracgama robenidina od 1,2, 24, 35,4 .81 6.0 pg/ml. Tise rastvon moraju prpremib swyed
prize upotrebe
3.10.Voda za HPLC
4. Oprema
4.1 Staklena kolona:
Od tarnog stakla, s siavinem | rezervoarom zaprenne poblizno 150 mi, unutasnjeg prednika 10 — 15 mm, dudine 250 mm
4 2 Mehanitki Ssier il magnetna nyesalica
4.3 Rotaconi vakuum upanyat
44 Opremz za HRLC s utraljubiéastim detektorom (UV) s mogudnodcu promgene talasne duiine dufine & deteltcrom s nizom dioda (DAD) s radnim
podru§em od 250 - 400 nm
441 Kolonz za tetnu hromatografiju: 300 mm x 4 mm, Cg, s veldinom Cestica punjenja 10 pmill ekvivaientna
4.5 Filter papir od staklenih viakana (Ywhatman GF/A ili elevivalentni)
4.6 Membranski filteri, 0,22 pm
4.7 Membranski filter, 045 ym
6. Postupak
Napormena Robenidin je ogetiiv na svjetio. U svim se postupcsma mora koristiti posude od tamneg stalda
6.1. Opste
5.1.1. Anaizom slijepe probe heane 2a Zivotirge treba potvedit da iy e prisutan nitl robersdin nits Intarferentne maternije

4. The Analyst 103, 1983, =tr 1 262 - 1256



512 Test iskonstenja 1zvodi s2 analizom sljepe probe hrane za fivotine (tacka 51.1) kojo) se doda kolitina robenidinag shéna kolitini b uzoku. Za
dobyanje koncentracse 60 mg/kg prenese se 3,0 ml osnovnog rastvora standarda (tadka 3 9 1) u Konusnus tikvicu zapremine 250 mi. Rastvor se upan u
strup @zota do peiblizno 0,5 ml Doda se 16 g sijepe probe hrane za Zivotine, promijesa, ostaw 10 minuta | nastavi s ekstrakojom (tacka 5 2.).

Nagomena P sprovodenju ove metode slijepa proba hrane 7a fivotinie mora biti shitna uzorkw, a analizom se mora potvidti odsutnost robenidina

§.2. Ekstrakcija

tzmjen se priblizno 15 g uzoka s precanoscu od 001 g. Prenese s& u konusnu tikvicu zapremine 250 mi, doda 100,0 mi zakisjeljenog metanola (tatka
372), zateps | muctka jedan sat na Sejkeru (tatka 4 7 ) Rastvor se filtrira kroz fiker papir od staklenih viakana (tacka 4.5 ) u konusnu tikvicu zapremine
150 mi. Doda se 7.5 g molekulskog sita (tatka 3 4 ), zatepi | mucka pet minuta Odmah se filnra kroz filter papir od staklenih viakana Ovaj se rastvor cuva
za fazu predigcivanja (tatka 53 )

5.3. Prediscivanje

6.3.1. Priprema kelone s aluminijum cksidom

U doryi dio staklene kolone (tatka 4 1) postavi se mali Eep od staldene vune | nabije staklenim Stapicern. Izmjeri se 11,0 g priprerrijenog alurminijum oksida
(tacka 3.5.)1 prenese u kolonu Pr tom treba pant da izloZenost vazduhu tokom navedenog postupka bude &o je rmogute marga, Laganem udarcima po
donjem dijelu napunjens kolone istalo?l se aluminium oksid.

6.3.2. Predigéivanje uzorka

U kofonu se pipetomn prenese 5.0 ml ekstrakta uzorka pripremizenog u (tacka 5.2.). Vreh pipete s2 nagoni na nd kolone, zatim <e pust da alummsjurn oksd
apsorbugs rastvor. Robenidin <8 elurs iz kolone 53 100 mil metanola (1adka 3.1.) uz bezinu protoka od 2 — 3 mifmin, 3 eluat <2 prikupi u tikvcy s oknuglim
dnom zapremns 250 mi Rastvor metanola se upan u otaconom upanvaly (tatka 4.3.) do suva pn sniZenom pritisky, na 40 °C Ostatak se ponovo
rastvon u 3 = 4 mf mobilne faze (tatka 3 B.) | prenese u sud zapremine 10 ml Tavica se nekoliko puta ispere s 1 = 2 ml mobdne faze, a isprana tetnost
prenese u sud. Dopuni s2 istim rastvorom do oznake | promyesa. Alieot se filtnrz kroz membransk filter 0,45 pm {tacka 4 7). Ovaj se rastvor tuva 23
odredivanie na HPLC-u (tatka 54 )

§.4. Odredivanje na HPLC-u

§.4.1Parameti

Sledet uslow se predlazu kao smiemice, mogu s2 konstiti | drugi uslowv ako se ngma garantupu ekvivalentn) rezultate

kolona za teénu hromatografiju (tatka 44 1),

Mobilna faza HPLC [tatka 38),

brzina protoka: 1,5 - 2 mifmin,

talasna duZina detekcije. 317 nm,

injektovana zapremina; 20 — 50 pl,

Stabiinost hromatografskog sistema se provierava injeltovargem kalibraconog rastvora (tacka 3.9.3)) koncentracye 38 pgimi, sve dok se ne dobipu
konstantne visine plova | korstantna retenciona vremena

6542 Kalibraciona kriva

Vise puta se injektra syakl kalbraconi rastvior (tatka 3.9.3) | zz svaku koncentracju izmyere yrjednost vising (povrsing) pikova. Kalibracionz kiiva se
pripremi take da & na ordinatu nanose srednje vrijednost visng ili poveSing pilova kalibraconeh rastvora, 3 na apstisu odgavarajute Koncentracije u

mi.
5.4.3. Rastvor uzorka
Vise puta s2 mnjektira ekstrakt uzorka (tadka 5 3 2), pn Cermu se konste jednake zapremine kao 23 kalibracone rastvore, zatim se odredi srednja vegednost
visina (powrsina) pikava robervdina
6. lzraéunavanje rezultata
Koncentracijz rastvora uzorka u pg/mi odreduje se 7 srednje vruednost vising (povréna) pikova robenidina u rastvoru uzorka 17 kalibracione knve {tatka
542).
Sadriaj robenidna (w) (mafkg) U uzorku izracunava se sledecom fomulon

w=c x 200/m
pri cemu je.
c= koncentracia robenidina u rastvoru uzorka u pgimi,
ITF Masa ispitivanog uzorka u gramima.
7. Validacija rezultata
7.1. Identifikacija
Identfikacia analita mole se potvrdts Ke-hromatografijom Il detelktorom s nizom dioda kogm se uporeduje spektsr ekstrakla uzorka | speltar kalibraconog
rastvorz (tadka 3.8 3 ) koncentracije & pghml
7.1.1. Ko-hromatografija
U ekstrakt uzorka doda se odgovarajuta kolibna kalbracionog rastvora (fadks 39.3) Kolidina dodatog robeniding mora bt ditna prociiengeno) kohtini
robeniding u ekstraktu uzorka
Dozvoleno & povecans samo vising pika robersding uzimajuds u obzir dodate kolidine | razhlaZenje ekstrakta Sinna pika na polovini maksimalne vising
rrora bib unutar priblidno 10 % podetne Sirine
7.1.2, Detektor s nizom dioda (DAD)
Readtati se ocjenjuju u skladu sa sledadim kritenjumma
(a) tafasne dudine maksimalne apsorpeije spektra uzorka « spektra standarda, zabiliezene na napwiso) tatki pika hromatograma, moraju biti jednake unutar
granice odredens razluéivosiu sistema za detekoju. Kod detektora s nizom dioda tz s2 vrjednost obiéno nalaz unutar prbldno 2 nmy
{b) izmedu 250 i 400 nm, speltar uzorks | spelaar standarda, zabiljeZens na navisoj tatk pika hromatograma, ne smiju se razikovat za deslove spekira
unutar podruéja 10-100% reiativne apsorpoje. Ta) kntenjum je ispurgen kada su prisutne 2dnake naivide vrijednosti | kada odstupanje amedu dva spektra
¢ na jednoj tacki ne prelaz 15% apsorpcee standardnog analita;
(c)izmedu 250 | 400 nm, spektd knve rasta, napviZe tatke viha i knve pada dobijeni iz ekstrakta uzorka, ne smiyju se medusobno radikovati za djelove
spelra unutar podrucja 10-100 % refativne apsorpolje. Taj ketenjum je ispunjen kada su pnsutne jednake napise vwyednost | Kada odstuparye (zmedu dva
spektra ni n3 jedno) tadki ne pretaz 15% apsorpdije spektra najvide talie.
Ako nije ispunjen jedan od navedenih knterdjuma, prsutnost anakta nije potvrdena
7.2. Ponovijivost (Repeatability)
Razika :5zmedu rezultata dva uporedna postupka odredivanya, izvedenth na istom uzorku, ne smie preci 10 % vrjednost viseg rexudtata za udio robenicna
widiod 1
7.3 morlr:éqk e (Recovery)
Za ohogacers shjepl uzorak hrane za Zivotrge iskondcenje treba d3 Inos: najmane 85 %
8. Rezultati medulaboratorijskih ispitivanja
Medulaboratonjska 1spitivanga u kojoj se u 12 laboratorya anakziralo cetin uzorka hrane zz Zvinu | kunice u obliku bradna 1 pelets, 3 svakl se uzorsk
anakizirao dvaput | rezutati analize dati su u sedecoj tabeli

Hrana za 2ivinu Hrana 2a kuniée

Brasno olet
Sredrga vrijednost [mafkg] 27,00 40,1
= [mo/kal 128 156

2 K
CV, 54 5 3 4.1
g/ Eﬁﬁ 30 1 E1
80,

o I_@,i 120 F_('j',s
IskonStenje [%] 40,0 83,3 87,2




Sr=standardna devijacija ponovipvost
CVr=koeficient varijan)e ponowjivost (36)
SR=standardna devijacia obnovijivost
CVR=koeficgent varijacije obnovijvasti (%)

Die W1
ODREDIVANJE DIKLAZURILA
(+)-4-hiovfenil [2,6-dihbar-4+2, 3,4, 54etrahidro-3, 5-aakso-1, 2, 4-inazin-2-)fe mif acetondnl
1. Predmet i podrucje primjene
Qdredivanje nivoa diklazunia u hrani za Zivotinje i prermiksima vist se prerma sliedeco) metodi. Granica detekoje iznosi 0,1 mafka, a grareca kvantfikacye

Nakon dodavanja internog standarda, uzorak s ekstrahuje zakigelernim metanciomn Kod hrane za Inotinge alikvot ekstrakta se pre&GECava na kolor sa
SPE Cogpunjergem Diklazunl se eluira sa sa kolone smyesom zakisjefjenog metanola | vode. Nakon uparavanja, ostatak se rastvor u srjed OMFivoda
Kod premiksa, ekstrakt se upan, a ostatak rastvon u smes: DMFAvDda, Udio dikiazunla ooredue s2 tetnom hromatografijom visoke efikasnost (HPLC) s
reverznom fazom | termarnim gradsentorn uz upotrebu UV detektora
3. Reagensi
3.1.Voda, zaHPLC
3.2 Amongum acetat
3.3 Tetrabutitamonijum hidrogen sfat (TEHS).
34 Acetonitnl, za HPLC.
35 Metanol, 7a HPLC
36 NN.drretilformamed (CMF)
3.7 Hiorovodicna lageling, gy = 1,19 g/ml
g_% 'Sl.andardna supstanca Diklazunl 1-24; (+)4-hlorferd [2 8-dihlor-4-{2 3 4 5-tetrahidro-3, 5-diokso-1,2 4-tnazn-2-dferul Jacetorril, garantovane gistode,
38.1 Osnowni rastvor standarda diklazunla, 500 pg/ml
lzmien se 25 mg standardne matenje diklazunla (tacka 3.8.) s precmodiu od 0,1 mmg 1 prenese u sud zaprermine 50 i Rastvon se u DMF-u (tacka 36),
sud s dopunl DMF-om (tatka 36.) do oznake | prompesa. Sud se omota aluminijskom folyom (b se konstl sud od tamnog gakla | Zuva u inkiders, P
temperaturi £ 4 °C rastvor je stabilan 1 myesec
382 Rasvor standarda diklazunits, 50 padmi
U sid zapremne 50 ml peenese se 5,00 mil csnownog rastvora standarda (tacka 3.8.1.), dopurs DMF-om {talka 3.6.) do oznake | promijesa. Sud se omota
alurminijskom folijom il 2 konst sud od tamnog stakia | Cuva u ndeeru. Na ternperatur € 4 “C rastvor g stabilan 1 miesec
3.9 Intesni standard. 2.8 dihlor-a-{4-hlorfenil}-4-(4 .5 dihidro-3,5-diokeo-1,2 4-tnazin-2 {3H)- I} e-metibenzen-acetontal
3.9.1. Gsnovni rastvor sitemog standarda, 500 ugiml.
lzvier se 25 mg internog standarda {tacka 39 ) s preoznosiu od 0,1 myg | prenese u sud zapremine S0l Rastvon se u DMF-u (tatka 36 ), sud s=
doguni DMF-om (tatka 3.6 ) do oznake i promyjesa Sud se omota atuminijskom folijom i se koristi sud od tamnog staklz i Cuva u fndfidens. Na temperatun
<4 “C rastvor je stabilan 1 mjessc
382 Rastvor intermog standarda, 50 pgimi,
U sud zaprernine S0 mé prenese se 5,00 ml osnovnog rastvora intemog standarda (tacka 3 2 1), dopuni DMF-om (tatks 38 ) do oznake i promijeda Sud
se ormota aluminijskom folijom ili =2 konst sud od tamnog stakis | éuva u friaderu. Na temperstun € 4 °C rastvor je stabilan 1 myesec
393 Rastvorinternog standarda za premikse, pf1 000 mgimi
{p = nominairs udio dklazunla u premiksu, u mgtkg)
Izmjen s p/10 ma internog standarda s preciznedcu od 01 ma 1 prenese u sud zapremine 100 md, rastvori u DMF-u (tacka 3 6. ) u ultranvuénom kupatiu
{tatka 4 B ), dopuni DMF-om do oznake i promije$a. Sud se omota alurninijskom folijom ill se konsti sud od tamnog stakla | éwva u fifideru, Na temperatur
54 °C rastvor je stabilan 1 mjesec.
3.10. Kallbracioni rastvar, 2 pgfmi.
Fipetomn se prenese 2,00 mi rastvora standarda diklazunia {tadka 3.8.2 )i 2,00 ml rastvora internog standarda (tacka 3.9 2)) u sud zapremine 50 mi. Doda
se 16 ml OMF (tacka 3.6.), sud se dopuni vodom do oxnake | promijesa. Ovay se rastvor mora pripremit svie prije upotrebe
3.1 Kolona Cs za ekstrakeciju na dvrstof faz, npr. Bond Elut, vekGna 1 o, masa apsorbenta. 100 mg.
312 Ekstrakcioni rastyarat zakesieljers metanol
Fipetom s prenese 5,0 ml hiorovodiéne kesieine (todka 3.7 ) u 1 000 mé metanola (tatka 3 5) i promijess.
.13, Mobilna faza za HPLC
3131 Eluent A rastvor amoneum 3Ce1ata | tetrabutilamonium hidrogen sulfata
Rastvon se 5 g amonjjum acetata (tatka 3.2 )1 34 g TBHS-3 (tatkz 3 3 ) u 1 000 ml vode (tatka 3.1 )i promijeda

13 2 Elusnt B acetonitril (tacka 34 )

133 Eluentc metanol {tatka 35)

Me

1 ham‘.kn Sejker

2 Cprema za HPLC s temamuim gradipsntom

2.1 Kolona za tetnu hromatografiju, Hypersul Q0S, velting Cestica pungEniz J e, 100 mmx 4.6 mmili ekvivalentna

2.2, UV detektor s mogucnoécu promjene talasne dufine ili detektor s nizom dioda (DAD)

3. Rotaoconi vakuum upanvad

44 Membranski filter, 0 45 ym

4.5 Vakuurrski “manifold”

4.6 Ultrazvutno kupatilo

5. Postupak

6.1. Opste

5.1.1. Slijepa proba hrane 2a fivotinje

Analizom shepe probe hrane 23 Svotinje treba potvrditi da nif’e prisutan ni diklazuril ni druge interferentne materije Slijepa proba hrane za Zivotrgs treba da
bode shitna uzorky, a analizom s2 mora potvrddl odsutnost diklazunls il interférentrnh matenya.

5.1.2, Test iskorigéenja (Recovery test)

Test iskoridtenia izvodl se anahzom sljepe probe hrane 73 Zivotinie koyoj se dodz kaliGing diklazunta slicna koliCinl u uzorku. Zz dobijanje kencentracije od
| mghg doda se 0,1 mi osnovnog rastvora standarda (tacka 38 1) u 50 g slepe probe hrane za #votings, dobro promijesa | ostavi 10 minuta, 2 prie
nastavka (tatka 5 2 ) mijedanje se vise puta ponow

Ako nije dostupna slijepa probe hrane 2z dvotinje ditna uzorky, test iskon&lenjz moe se sprovesti metodom dodavanja standarda U o slutaju se
uzorku za analizu dodae kolitina diklazunla sliéna onoj koja se vet nalazl u uzorku. Taj se uzorak anakpra z3edno s uzorkom bez dodatog diklazunla, 2
iskonacenje se izratunava oduzimaniem

5.2. Ekstrakelja

§.2.1. Hrana za Zivotinje

Izrrjen se prblizno 50 g uzorka < preciznoécu od 0,01 g Prenese se u konusnu tilkvicu zaprerine 500 mil, doda 1,00 mi rastvora mtemog standarda (tacka
3.9.2.)i 200 ml ekstrakdonog rastvaraca (tatka 3.12)), rabm se tkvica zatvon. Sme€a se tokom nodl mutka na mesalici (tacka 4.1.) Ostavi s2 10 minuta
da se stalod U odgovarajutu stakdenu posudu prenese se alivot 20 rmi supernatanta | razblad sa 20 mil vode. T3y se rastvor prenese na SPE kelonu
{tatka 3.11.) i filtrira pod vakumom {tacka 4.5 ) Kolona se ispere = 25 mi smyese ekstrakcionog rastvora (tacka 3 12 )i vode, B5 + 35 (V + V) Prikupljens
se frakoje odbace, a komponente se eluirapu s 25 ml smjese ekstrakoonog rastvora (tacka 3,12) | vode, 80 + 20 (V + V). Ova =2 frakoja uparava u

3
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rotacionom upanvadu (tacks 4 3) pri 60 °C skoro do suva Ostatak se rastvor u 1,0 DMF-a (tatka 3 6), doda se 1,5 ml vode (talka 3 1) | promijeda
Filtrira se kroz membranska filter (tacka 4.4)) Prelan se na postupak odredivanja putem HPLC-a (facka 5.3 )

5§22, Premiksi

[zmgen s2 priblifno 19 uzorka s preciznodtu od 0,001 g Prensse s2 u konusnu tkicy zapremne 500 mi, doda se 1,00 mi rastvora intemog standarda
{tafka 29.3)i 200 ml ekstrakcionog rastvaraéa (tacka 3 12 ), zatim se tikvica zatvon . Smjeds se tokom nodi mucka na miesalio (tatka4d 1) Ostavise 10
minuta da se istalo3. U odgovarajucu veliku staklenu tévicu s okrughm dnom prenese se alikvot (10 000/p mi, p = nommnalni udio dikdazurla u ma/kg u
premiksu) supernatanta Upan se pod snifenim pritiskomnaz B0 °C u rotaconom upanvadu (1adka 4 3 ) skoro do suva Ostatak se rastvor u 10,0 mi DMF.
3 (tacka 3.6 ), doda s= 15,0 mivode (tacka 3.1 )i promiesa. Prelazi se na postupak ndredivanja putem HBPLC-a (tacka 53,

§.3. Odredivanje na HPLC-u

6.3.1. Parametri

Za odredivanje HPLC mogu se koristitl | deugl usion ako S8 njima garantuu ekvivalentni e zuitati.

[Folona 73 t=enu hromatografiju (taé-ka 421) 10D mm x 4.6 rmm, Hyperail COS,
ehina Cestica punjerya 3um &
|Mobilna faza: luent A (tacka3.13.1.) ‘vodeni rastvor amonijurm acetata
tetrabutil amonijum hidrogen sufats |
luent B (tacka3.13 2 ). acetonitrd
luent C (tatka 3 133 ) metanol

[Fatn eranya.

e 3 Qradyent
potetniusiovi A+ B+ C=G0+20 + 20 (V +V V)

nakon 10 minuta, eluiranje sa aradeentom tokom 30 minuta do. A+ B + C
5020035(\/*\/0\/)

Talasna dulina detekcie nm - -
Stabilnost hromatografskog sistema se provierava  ingektirangem kalbracionog rastvora koncentracee 2,0 ug/ml {tacka 3.10) sve dok se ne dobiu
konstantne visine pkova | konstantna retenciona vremena

6.3.2. Kalibracioni rastvor

Vise puta se injektira kalibraconi rastvar (tatka 3.10 ) i odredi sredrya vnjednost visine (povrSine) pikova diklazurila 1 internog standarda

§.3.3. Rastvor uzorka

Vise puta se injektira 20 pl kalibracionog rastvora (tacka 5.2.1 ili 5 2.2 ) i odreds srednya vrijednost visine (povriine) ptkova diklazunla 1internog standarda
6. lzratunavanje rezultata

6.1. Hrana za Zivotinje

Sadria dikiazurila (w) (makg) u uzorku izratunava se sledecom formulom

W x hi iz X hao) % (Cae x 10 V)im (maika)

pal Cemu je.

hys = wvisina {powiina) pika diklazurila u rastvoru uzorka (tacka 5 21)

hys = wisina {povréina) pika internoq standarda u rastvory uzorka (tadka 521 )

hae = wisina {povwsina) pika diklazurila u kalibracionom rastvonu (tatka 3.10)

e = wisina (povrdina) pika internog standarda u kalibracionom rastvoru {tacka 3.10))
Cao = koncentracya dilazurila u kalibracionony rastvors u pg/mi (tacka 3.10)

m = masaispitivanog uzorka u gramima

v = zapremina ekstrakta uzorka u skiadu s tatkom 5.2.1 (4. 2.5 mi)

6.2. Premiksl

Sadriaj dikiazunla (w) {moka) u uzorku izracunava se sledecom farmulom
Wb x higie X hae) X (Cae 2 0,02V x pyim (molkg)

el Cenmu e
~ = visina (powdina) pika diklazurila u kalibraclonom rastvoru (tacka 3.10))
Pee = visina {povwEina) pika internog standarda u kalbracionom rastvoru (tacka 3.10 )
has = wvisina (powréna) pika diklazunla u rastvoru uzorka (tacka 5.22)
his = wvisina {powsina) pika internog standarda u rastvorns uzorka {tadka 52 2 )
Cae = koncentracia dildazurila u kalibraconom rastvoru u ygimi (tacka 3.10.)
m = masalspitivanog uzorka u gramima
v = zapremina ekstrakta uzoka u skiadu s tatkom 5. 2.2 (4. 25 ml)

nominalni udio diklazurnilz u mevkg u premisy

7 Validacija rezultata

7.1. identifikacija

Identifilkzcijz analitz moe se potvrditl ko-hromatografijom ili detektorom s nizom dioda (DAD) kopm se uporedue spektar ekstrakta uzorka (tadka 521 1
5§22 )ispektar kalibracionog rastvora {tatks 3.10)

7.1.1, Ko-hrom atografija

U ekstrakt uzorka {tafka 52 1 & § 2.2.) doda se odgovarajuta kolitina kalibracionog rastvora (tacka 3 10.). Koliina dodanog diklazunla mora biti si€éna
koli€ini dikdazunla odredenoj u ekstraktu uzorka

Dozvoleno je povedanje sama visine pika diklazunla i intemog standarda uzimajuél u obair dodate koligine | razblaZenje ekstrakta. Sinna pka na polovini
visine mora biti unutar £ 10 % potetne Sirine pilka dikiazurla i pka intermnog standarda ekstrakta uzorka bez dodatka

7.1.2. Detekcija s nizom dioda (DAD)

Rexitati se ogjenjuju u skiadu sa slededim kritenjurmima

(a) Talasne duline maksimaine apsorpcije spekira uzorka | spektra standarda, zabilje 2ene na nagio) tatkl pika hromatograma, moraju bit jednake unutar
granice odredens razlulivosty sistema 23 detekcyu. Kod detelktora s nizom dioda ta se viednost obitno nalaa unutar £ 2 nm

(h) lamedu 230 1 320 nm, spektar uzorka | spektar standarda, zabilieteni na napado) tadki pika hromatograma, ne smiju $2 razlikovati za dyelove spekira
unutar padrucja 10-100% retativne apsorpdje. Ta) knterjum je 1spungen kada su pnsutng jednake napise vrijednosti | kada odstupanje izmedu dva spektra
™ Na jecno) tadki ne prelazi 15 % apsorpcije standardnog analita.

(c) izmedu 230 | 320 nm, spektr krive rasta, napse tatke pika i kive pada dobijeni iz ekstrakta uzorka, ne smiju se medusobno raziikovati 73 dijetove spektra unutar
podrutia 10100 % retativne apsorpeije. Taj kriteryum je ispunjen kada su prisuine jednake najvide vrjednost | kada odstupanje izmedu dva spektra ni na
[ednn) tatle ne prelazl 15 % apsorpcije spektra namée tatke
Ako nije ispunjen jedan od navedenih krtenuma, prsutnost analita nije potwdena
7.2. Ponovijivost (Repeatability)

Razlika izmedu rezultata dva uporedna postupka odredivan)a, izvedenih na istom uzorku, ne smee prjec
- 30 % relativne vrijednosti u odnosu na najvisu vijednost za udio diklazunia izmedu 0,5-2.5 makg,
0,75 mg/kg za udio dikizzunla izmedu 2.5 - 5 mghkg,
- 15 % relatvne vnjednosti u odnosu za napviu vrijednost 73 udio diklazunia vedi od § matkg



7.3. Iskoridéenje (Recovery)

Za obogaceni (slyepi)y uzorak hrane za fivatinje iskondcenje mora iznosti najmanje 80%

8. Rezultati medulaboratorijskih ispitivanja

Medulzboratonjsko spitivanje u kojem 11 Izboratorija analiziralo pet uzoraka. Ti su se uzorel sastojal od dva premiksa; jedan je bio pomieéan s organskom
rmatriksom (O 100}, a drugi s neorganskim matrisom (A 100) Teoretski sadriaj iznosi 100 mg dédazunla na kg. Tn razlifita proizvodata (NL) (LUZ1/K1)
proizvela su 3 mjeSavine hrane za fivinu. Teoretski sadriaj iznosi 1 mg diklazunla na kg Od laboratorija je zatrafeno da svaki uzorak analiziraju jedanput il
avaput (Detaljnye informacije o navedenoj medulaboratorskom ispitivanju mogu se pronadl u Jowna! of AOAC intemations!, dio 77, br 6, 1894 | str
13528 ~ 1 381 ) Rezuitat |aboratorijskih analiza dat su u sljedecoj tabeli

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak §
A 100 0O 100 L1 Z1 K1
11 11 11 1
n 19 18_ 18 El ﬁL
Srednja vrijednost 100,8 1035 023 15 0,89
S{mg/kg) E,aa 754 0.15 0,02 0,03
CV, (%) 83 738 17,32 192 3,34
Se(rmakg) 7,50 7 54 0,17 0,11 0,12
w5 {U6) 53 73 18,61 967 13,65
Nominalni udio| 100 100 1 1 1
(mafg)
L = broj lahocatorya
n = Droj poecknalnih vrjednost
S = stardardna devijacija ponovlivosti
oY, = koeficiient vanjacse ponovljivost
S = standardna devijacija obnovijivosti
Cvg = koeficient vanjacie oboovljivosti
9. Napomena

Prethodno treba dokazati da je odziv diklazunla finearan u podrugju koncergao‘;a koje se mjers
o VIl

ODREBIVANJE LASALOCID NATRWUMA

Nafnjumova so poliefer monokarbokaine lagieline koju proizvodl Streplomyces lasalensis
1. Predmet i podruéje primjene
Qdredivanje nivoa lasaload natrjurma u hrani za Zvoltinje | premikarna vis se prema sljedeto) metod. Granmica detekaje iznos 5 makg, a granica
kvartifikacije 10 mg/kg.
2. Princip
Lasalocid natipum se ekstrahuje 12 vzorka u zakigelen metanol | odredwe tefnomn hromatograhjomn wisoke efikasnost (HPLC) s revermom fazom uz
upolrebu spektrofisorimetrijskog detektora
3. Reagensi
3.1 Kalgum dirsdrogen fosfat (KH2PO.)
3.2. Ontofostorna kigjeling, m (nvm) = 85 %
3.3. Rastvor ortofosfom= ksskne, © = 20 %
23,5 mi ortofosforne kisjeline (tacka 3.2 ) razblad se vodom do 100 mi
34 B-metil-2-heptilamin {1 5-dimetineksi amn), m (mm) = 99 %
3.5 Metanol, za HPLC
36 Horovodiéna lageing, gusting = 1,19 giml
37. Rastvor fosfatnog pufera, ¢ = 0,01 mald
Rastvon se 1,36 g KH;PQq (tacka 3.1.) u 500 mi vode (tacka 3.11.), doda se 3.5 mi ortofosforne kisjelne (tatka 3.2.) 1 10,0 mi 6-metil-2-heptilamina [tacka
34) Rastvor ortofosforme b gieline (tatka 3 3 ) pH wrijednost se podes na 4,01 razreedi vodom (tatkz 311 ) do 1 000 mi
3 8. Zakgeleni metanol
U sud zapremine 1 000 mi prenese se 5,0 ml hlorovodiéne kisjeline {tacka 3.8.), dopum metanolom (tacka 3 5) do omnake | promijesa Ovaj se rasbvor
rrora pnprermit svjel prije upotrebe
3.9 Mobilna faza HPLC-a, rastvor fosfatnog puféra | metanola 5 + 85 (V +V).
PormeZa se § mi rastvora fosfatnog pufera (tatka 3.7.) sa 95 mi metanola {tatka 35)
3.0 Lasalocd natrjum standardna  supstanca garantovane Gistoce, CsHeOpNa (natnjumova so  polieter monokarboksiine lageline kogu
proi 2vodh Stlreplomyces Bsatensis), ETB3 .
3.10.1 Osnavni rastvor standarda lasalocid natrjurra, 500 pgimi
Izrrgert se 50 mg lasalood natnjuma (tatka 3.10)) s preciznodtu od 0,1 mg 1 prenese u sud zapeermme 100 i, rastvon u zakigelienom metanolu (tatka
3.8.) 1 igtim rastvorom dopuni do oznake | promijesa. Ovaj S8 rastvor mora pripremitt sve pnje upotrebe
3102 Interrmedijami rastvor standarda lasalocid natnjuma, 50 pg/mi
Fipetom se prenese 10,0 mi osnovnog rastvora standarda (fatka 3.10.1 ) u sud zagremne 100 mi & zakigieliersm metanolom (tadka 3.8 ) dopuni do oznake
| promije$a. Ovaj S8 13stvor mora prpremitt 422 pnje upotrebe
3.10.3 Kalbracion rastvon
U senju sudova zapremine 50 mi prenese se 10, 20, 4.0, 50 1 10,0 mé intenmedijarnog rastvora standarda (tatka 3102 ) Zakigelenim s metanolom
dopuni do oznake (tacka 3 8) | promijeda. Ovi rastvon odgovaraju 1,0, 2,0, 40, 50 100 pg lasalood natnjuma na mi. Ovi se rastvon moraju prprenmti
svied prije upotrebe
3.11. Voda, za HPLC
4. Oprema
4.1 Ultrazvuéno kspatilo (& vodeno kupatilo s3 mudkanjem) sa lontrolom temperature
4 2 Membranski filten, 045 ym
4 3. Cprema 23 tednu hromatografiju visoke efikasnogtl (HPLCT) sa injekcionim sistemom odgovarajutim za sgekiovanje zapremina od 20 4
4.3.1 Kolona za tetnu hromatografiju 125 mm x4 mm, reverzna faza Cy, velifina estica punjenja § pm ik ekvivalentna
4.3.2 Spettrofiuorimetar € mogucno £t promijene talasne duboe (eksotadije | ermisse)
5. Postupak
5.1. Opste
6.1.1. Slijepa proba hrane za Zivotinje
Z3 sprovedenja testa Iskonstenja (tatka 5.1.2.) analizira s2 siepa proba hrane za Zvotinje kako bi se potvrdlo 62 nisu prisutni ni [asalocid natrgum, nl
interferentne materye. Slijepa probz hrane za Zivotinge mora bit Slicna uzorky, 3 analizom se mora potvrdib odsutnost zsaload natrijuma § iInterferentrin
rraterija
5.1.2. Test iskoriscenja (Recovery test)
Test iskoristenja izvodi se anah zom slyepe probe hane za Ivotinge %oja se obogactuje dodavaniem kohtine fasalocd natnjuma slitne koli€ini u uzorku. Za
dobjanie koncentradije 100 mg/kg prenese s2 10,0 mi osnownog standardnog rastvora (tacka 3.10.1) u konusnu tikvicu zaprerine 250 mi | rastvor uparn do
pabkiino 0,50 ml Doda se 50 g shjepe probe hrane za fivotinje, dobro promije$a i ostavi 10 minuta, & pnje ekstrakeije, mijesangs se vide puta ponovt (tacka
52)
Ako nije dostupna slijepa probe hrane zz Svotinje sitnia uzorky, test iskoistenja moie se sprovesti metodom dodavanja standarda U tom slu€aju se
uzorku 73 analizu doda kolidina 1asalocid natrijuma skéna onoj koja se vec nalazi u uzorku Ovaj se uzorak analizira zaEdno sa uzorkom bez dodatog
lasalood natnjuma, 3 iskoniStenje se izratuna eduzimanjem



§.2. Ekstrakelja
5.2.1. Hrana za Zivotinje
Izmien se 5-10g uzorka s precizno$cu od 001 g | prenese U konusnu tkvicu  zapremine 250 mi s G2pom, Pipetom se doda 1000 mi zakisielienog
reetanola (tacka 3.8). Poklopac se lagano zatvon i tikvica prorrucka rack disperzge uzorka Tikvica se drd 20 mnuta u ulirazvutnom kupatilu (tatka 4.1 )
na priblifno 40 °C, zatim se izvadi iz kupatila | ohladi na sobnoj temperatun. Ostavi se pnbliino 1 sat dok se suspenzija ne istalodi, zatim se aSkvotni dio
21;1.'23 lgnz mﬁranski filter 0,45 um (tacka 4 2.) u prikladnu posudu. Prelaz =2 na postupak odredivania putern HPLC-a (tacka 5.3 )

. Prem
lzrrjen se prblizno 2 g neustnjenog premiksa s preciznodtu od 0001 gt prensse u  sud zapremine 250 mi, Doda s= 1000 mi zakiseljenog metanola
(tafka 3.8 ), tkvica se protrese radi disperzje uzorka Sud sa sadrizem drd se 20 minuta J ultrazvuénom kupatilu (tacka 4.1.) na pnblizno 40 °C, zatim se
1zvads iz kupatila | ohladi na sobnoj ternperatun. Zakisjeljenim metanolom se (tacka 3 8) razblaki do omake | dobro promijesa. Ostavi se 1 sat dok se
suspenzia ne istalok, zatim se alikvotnl dio fitrira kroz membranski fiter 045 um (tatka 42.) Odgovarajuta zapremina Gstog filtrata razblad se
rakigeljenim metanciom (tafka 3.8)), Cime =e dobya konacni test rastvor koncentracye pnblizno 4 pg/mi lasaload natrguma. Prelaz se na postupak
odredivarya putermn HPLC-a (tacka 53.)
§.3. Odredivanje na HPLC-u
§.3.1. Parametri
Za odredivarye HPLC mogu s2 koristiti | drug) usiow 3ko se njima garantuu ekvivalentni re zultat)

Kolora za tednu hromatografiju 725 (M = 4 f7F7, POV LS 1323 C s, VENGNA L8 SUCA PUMETSs 5
tatka 43.1) il _ekvivalentna
Mobina faza (tatka 39 ) Srmjesa rastvora 10S1atn0n pUTera (Lacha 3.7] | Mmetanola (Lacka
35),5+85(V+V)
B;zma protoka 1.2 mifmin
Talasna dufina detekeije:
Ekstitac)a 310 nm
Mistja: 418 nm
Zapreming 13 injekbrane 20 i
Stabilnost hrorratografskog ssterra provierava se mgektiraryem kalibracionog rastvora loncentraoje 4,0 pg/mi (tacka 3.10.3) sve dok se ne postignu

Konstantne vising (& povrsing) pikova | konstantng reténciona viemena

§.32. Kalibraciona kriva

Vise puta se ingektira svaki kalibraciorn rastvor (tatka 3.103.) 1 za svalos konoentracsu izmere se srednje vryednost visna {powdina) pika Kalibraciona
kriva & priprermi tako da s& ria ordinatu nanose srednje vijednost visina (povrSing) pikova kalbracionh rastyora, 3 na apscisu odgovaraude Koncentracye

U g

55% Rastvor uzorka

Vise puta se injektiraju ekstrakti uzorka dobijeni utatki 5.2.1. 1 5.2.2. ovog dyela, pn e se konst jednaka zapremna kao za kabbracioni rastvor | odreds
srednje ynjednosti vising (povrsina) pikova lasaiocd natijuma

6. Izradunavanje rezultata

1z sredrgh vnjednost visina (povr$ing) pikava dobijenth injektiranjer rastvora uzoka (tatka 5.3.3.) ooreduje se kencentraca Iasalocid natrijuma (pgimi) 1z
kalibracione krive

6.1. Hrana za Hvotinje

Udio lasalocid natnjuma (w) (mofkg) u uzorku izradunava se sledecom formulom:

vw=c x V1/im mgkg
pa cemu je
c koncentracea |asalood natrjuma u rastvoru uzorka (ta8ka 5 2.1 ) u pgiml
Wy rapremina ekstrakta uzorka u skiadu satatkem 5. 2.1 u mi (tj. 100)
m = masaispitivanog uzorka u gramima,
6.2. Premiksi
Udio lasalocid natnjurma (w) (ma'kg) u uzorku izraCunava se sledetom formulom

w=C x V2 x tim mafkg
P Camu je.
c koncertracsa lasalood natnuma U rastvoru uzorka (taltka 5.2.2 ) upgimi

Vs = zapremina ekstrakta uzorka u skladu satatkom 5.2.2 u mi {tj. 250)
f = falgor razblaienja u skladus5.22
m = masaispitivanog uzorka u gramima

7. Validacija rezultata
7.1. Identifikacija
Metode koje se teme§e na spektrofluorometrii mange su podiodne interferencama od metoda kod kojib se konsti UV detekdja Identifkacija anaita moZe s2
potvrditi ko-hromatografijom
7.1.1. Ko-hromatografija
Ekstradtu uzorka {tacka 5.2.1 il 5.2.2) doda =& odgovarajuta kolicina kalibracionog rastvora (tacka 3.10.3.). Kobiéina dodatog lasalocid natnjurma mora bati
sliéna kolicini fasalocid natrpuma u ekstraktu uzorka, Swee se povecati same visina pika fasalocid natrjuma uzimsjuci u obzir kolidine dodatog |asalocdd
natrijuma | razblaZenje ekstralta Sinna pika, na polovini visine, mora bii unutar = 10 % pocetne vrijednosti Zirine pika dobijene iz ekstral¢a uzarka bez
dodatog la salocid natrijurra
7.2. Ponovijivost (Repeatability)
Razika (zmedu rezultata dva uporedna postupka odredivan)a, 1zvedenin nz | Stom uzorku, ne smiye pnjecs;

: 15 % wide vriednost 23 udio Iasalocid natnjuma od 30 — 100 mgkg,

- 15 mokg za udho |asalood natipuma od 100 - 200 mgfkg,

2 7.5 % vise vrijednost za udio lasziocd natrijuma vedi od 200 mgig
7.3. Iskoriééenje (Recovery)
Za obogagne;z (slijepi) uzorak hrane 23 Fivotings iskonééenie mara inositi najranje B0% Za obogacene uzoke premésa tskon$éenje mors nosit
naane
8. Rezultati medulaboratorijskog Ispitivanja
Medulaboratonjsko ispaivanje” u kojem je 12 Iaboratorija analiziralo 2 premiksa (uzorci 11 2) 1 § uzoraka hrane za Zivotinje (uzoro 3 - 7), Svaki se uzorak
analizirao dva puta, Rezultati su prikazami u donjoj tabeh

. Apaly=t, 1995 ,120,2 175 - 2180.



Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak § Uzorak 6 Uzorak 7
Premiks za | Premiks 2a ¢urke | Granulat za ¢urke| Mrvice 2a pilice | Hrana 2a ¢urke | Hrana 2a Zivinu | Hrana za Zivinu
pilice A B

L 12 12 12 12 12 12 12

i 23 23 23 23 23 23 23

Srednyz vnje dnost [k 5050 16 200 76.5 784 92 9 48 3 32 6

§ irriikgj 107 408 1,71 223 227 1493 115

CV, (%] 212 252 224 2584 244 4 00 537

| sa[maika] 286 883 385 732 529 347 349

Chp [%] 5 66 545 503 934 5 68 7.18 10,70
[Romnaint wdio frokal 5000 () 16 000 () a0 () 105 (%) 120 (1) 50 (%) 35 (%)

() Udio kop je naveo proizvodal

Vg

J Hrana za 2ivotinge pripremijena u laboratonii
L = oo laboratona,
n = o) poyedinalnin vnEonost
St = [stancardna devjacja ponovljvoss
S = |standardna dewvijadja obnovljivosti
CV, |= koehcyent vanjag)e ponojvost u %

Koeficyent vanjao e obnovijivost u %




Prilog 5

METODE ZA KONTROLU NEPOZELJNIH SUPSTANCI U HRANI ZA
ZIVOTINJE

Dio |
ODREDIVANJE SLOBODNOG I UKUPNOG GOSIPOLA

1. Predmet i podruéje primjene

Odredivanje nivoa slobodnog i ukupnog gosipola i hemijski sli¢nih materija u sjemenu pamuka,
brasnu od pamukovog sjemena i pogaci od pamukovog sjemena i u smjeSama za ishranu zivotinja
koje sadrze odredene sirovine za hranu za zivotinje, kada je koncentracija slobodnog i ukupnog
gosipola i hemijski srodnih materija ve¢a od 20 mg/kg vrsi se prema sljede¢oj metodi.

2. Princip

Gosipol se ekstrahuje u prisustvu 3-aminopropan-1-ola, bilo smjeSom propan-2-ola i heksana kod
odredivanja slobodnoga gosipola, bilo dimetilformamidom kod odredivanja ukupnog gosipola.
Gosipol se anilinom pretvori u gosipol-dianilin, ¢ija se opticka gustina mjeri na 440 nm.

3. Reagensi

3.1. SmjeSa propan-2-0l-heksana: pomijeSa se 60 zapreminskih dijelova propan-2-ola s 40
zapreminskih dijelova n-heksana

3.2. Rastvara¢ A: U sud zapremine 1 1 doda se priblizno 500 ml smjese propan-2-0l-heksana (tacka
3.1.), 2 ml 3-aminopropan-1-ola, 8 ml glacijalne siréetne kisjeline i 50 ml vode. Dopuni se do
oznake smjeSom propan-2-ola i heksana (tacka 3.1.). Ovaj je reagens stabilan nedjelju dana.

3.3. Rastvara¢ B: U sud zapremine 100 ml pipetom se prenese 2 ml 3-aminopropan-1-ola i 10 ml
glacijalne siréetne kisjeline. Ohladi se na sobnoj temperaturi i dopuni do oznake N,N-
dimetilformamidom. Ovaj je reagens stabilan nedjelju dana.

3.4. Anilin: Ako optic¢ka gustina U testu sa slijepom probom prelazi 0,022, anilin se destiluje iznad
cinka u prahu, pri ¢emu se odbaci prva i zadnja frakcija od 10 % destilata. Ako se reagens drzi u
frizideru u zatvorenoj posudi od tamnog stakla, moze se odrzati nekoliko mjeseci.

3.5. Standardni rastvor gosipola A: U sud zapremine 250 ml doda se 27,9 mg gosipol acetata.
Rastvori se 1 dopuni rastvaraCem A (tacka 3.2.) do oznake. Pipetom se prenese 50 ml ovog rastvora



u sud zapremine 250 ml i dopuni rastvaratem A do oznake. Koncentracija gosipola u tom rastvoru
iznosi 0,02 mg/ml. Prije upotrebe rastvor se ostavi jedan sat na sobnoj temperaturi.

3.6. Standardni rastvor gosipola B: U sud zapremine 50 ml doda se 27,9 mg gosipol acetata.
Rastvori se i dopuni rastvaratem B (tacka 3.3.) do oznake. Koncentracija gosipola u tom rastvoru
iznosi 0,5 mg/ml. Ako se zastite od svjetla, standardni rastvora gosipola A i1 B stabilni su 24 sata.

4.0Oprema
4.1. Mjesalica (rotaciona): priblizno 35 obr./min.
4.2. Spektrofotometar

5. Postupak

5.1. Ispitivani uzorak

Koli¢ina koris¢enog ispitivanog uzorka zavisi o oekivanom sadrzaju gosipola u uzorku. Pozeljno
je koristiti malu koli¢inu ispitivanog uzorka i relativno velik alikvot filtrata tako da se dobije
dovoljna koli¢ina gosipola za ta¢na fotometrijska mjerenja. Kod odredivanja slobodnog gosipola u
sjemenu pamuka, braSnu od pamukovog sjemena i pogaci od pamukovog sjemena, koliina
ispitivanog uzorka ne prelazi 1 g; za smjeSu za ishranu zivotinja koli¢ina moze biti do 5 g. U vecini
primjera je odgovarajuci alikvot filtrata od 10 ml, isti sadrzi 50 — 100 pg gosipola. Kod odredivanja
ukupnog gosipola, ispitivani uzorak iznosi 0,5 — 5 g, tako da alikvot filtrata od 2 ml sadrzi 40 — 200
ug gosipola.

Analiza se sprovodi na sobnoj temperaturi na priblizno 20 °C.

5.2. Odredivanje slobodnog gosipola

Uzorak se prenese u tikvicu sa brusenim grlom zapremine 250 ml, ¢ije je dno prekriveno drobljenim
staklom.

Pipetom se doda 50 ml rastvaraca A (tacka 3.2.), tikvica se zatvori i mijeSa jedan sat na mjesalici.
Filtrira se kroz suvi filter i filtrat prikupi u maloj tikvici s bruSenim grlom. Tokom filtriranja lijevak
se prekrije sahatnim staklom.

Pipetom se u svaka od dva suda zapremine 25 ml (A i B) prenesu jednaki alikvoti filtrata, koji
sadrze 50 — 100 pg gosipola. Prema potrebi se dopune rastvaracem A (tacka 3.2.) do 10 ml. Sud (A)
se do oznake dopuni smjeSom propan-2-0Ol-heksana (tacka 3.1.). Ovaj se rastvor Koristi kao
referentni rastvor za mjerenje rastvora uzorka. Pipetom se u svaka od dva druga suda zapremine 25
ml (C 1 D) prenese 10 ml rastvaraca A (tacka 3.2.). Sud (C) se do oznake dopuni smjeSom propan-
20l-heksana (tacka 3.1.). Ovaj rastvor se Koristi kao referentni rastvor za mjerenje rastvora slijepe
probe.

U sudove (D) i (B) se doda po 2 ml anilina (tacka 3.4.). Zagrijava se 30 minuta nad vrelim vodenim
kupatilom, do obojenja. Ohladi se na sobnoj temperaturi, dopuni do oznake smjeSom propan-2-0l-
heksana (tacka 3.1.), homogenizuje i ostavi jedan sat.

Opticka gustina rastvora iz slijepe probe (D) odredi se uporedivanjem s referentnim rastvorom (C),
a opticka gustina rastvora uzorka (B) uporedivanjem s referentnim rastvorom (A) u
spektrofotometru na 440 nm sa staklenim kivetama veli¢ine 1 cm.

Oduzme se opticka gustina rastvora slijepe probe od opticke gustine rastvora uzorka (= korigovana
opticka gustina). Iz te se vrijednosti izraCunava udio slobodnog gosipola, u skladu sa tatkom 6 ovog
dijela.

5.3. Odredivanje ukupnog gosipola

U sud zapremine 50 ml prenese se ispitivani uzorak sa 1 — 5 mg gosipola i doda 10 ml rastvaraca B
(tacka 3.3.). Istovremeno se pripremi slijepa proba, tako da se u drugi sud zapremine 50 ml prenese
10 ml rastvaraca B (tacka 3.3.). Oba suda se zagrijavaju 30 minuta iznad vrelog vodenog kupatila.
Ohlade se na sobnoj temperaturi, svaki sud se dopuni do oznake smjeSom propan-2-ola i heksana
(tacka 3.1.). Homogenizuje se 1 ostavi 10 — 15 minuta da se istalozi, zatim se filtrira u tikvicu sa
bruSenim grlom.



U dva suda zapremine 25 ml pipetom se prenese po 2 ml filtrata uzorka, a u druga dva suda
zapremine 25 ml po 2 ml filtrata slijepe probe. Po jedan sud iz svake serije dopuni se do 25 ml
smjeSom propan-2-0l-heksana (tacka 3.1.). Ovi rastvori se koriste kao referentni rastvori.

U svaki od preostala dva suda doda se 2 ml anilina (tacka 3.4.). Zagrijavaju se 30 minuta iznad
vrelog vodenog kupatila do nastanka obojenja. Ohladi se na sobnoj temperaturi, dopuni smjeSom
propan-2-ola i heksana (tacka 3.1.) do 25 ml, homogenizuje i ostavi jedan sat.
Opticka gustina slobodnog gosipola odreduje se u skladu sa tackom 5.2. Iz te vrijednosti se
izraCunava udio ukupnoga gosipola, u skladu sa tatkom 6 ovog dijela.

6. Izracunavanje rezultata

Rezultati se mogu izracunati bilo iz specifi¢ne opticke gustine (tacka 6.1.) ili iz kalibracione krive
(tacka 6.2.).

6.1. Iz specifi¢ne opticke gustine

Specifi¢ne opticke gustine, pri opisanim uslovima, su sljedece:

Slobodni gosipol: E (1%/1cm)=625

Ukupni gosipol: E (1%/1cm)=600

Udio slobodnog ili ukupnog gosipola u uzorku izracunava se slede¢com formulom:
% gosipol: E x1250/E1%1lcm - p - a

pri ¢emu je:

E = korigovana opticka gustina, odredena u skladu s tackom 5.2,

p = masa ispitivanog uzorka u gramima,

a = alikvot filtrata u mililitrima.
6.2. 1z kalibracione krive
6.2.1. Slobodni gosipol
Pripreme se dvije serije po pet sudova zapremine 25 ml. U svaku seriju sudova pipetom se prenesu
alikvoti od 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 i 10,0 ml standardnog rastvora gosipola A (tacka 3.5.). RastvaraCem A
(tacka 3.2.) se dopuni do 10 ml. Svaka se serija dopuni jednim sudom zapremine 25 ml koja sadrzi
samo 10 ml rastvaraca A (tacka 3.2.) (slijepa proba).
Sud iz prve serije (ukljuéujuci sud za slijepu probu) dopuni se do 25 ml smjeSom propan-2-ola i
heksana (tacka 3.1.) (referentna serija).
U svaki sud iz druge serije (ukljucujuéi sud za slijepu probu) doda se 2 ml anilina (tacka 3.4.).
Zagrijava se 30 minuta iznad vrelog vodenog kupatila do nastanka obojenja. Ohladi se na sobnoj
temperaturi, dopuni do oznake smjeSom propan-2-0l-heksana (tacka 3.1.), homogenizuje i ostavi
jedan sat (standardna serija).
Opticka gustina rastvora iz standardne serije 1 odgovarajucih rastvora iz referentne serije odredi se u
skladu s tackom 5.2. Kalibraciona kriva se pripremi tako da se u dijagram unesu izmjerene opticke
gustine u odnosu na koli¢ine gosipola (u pg).
6.2.2. Ukupni gosipol
Pripremi se Sest sudova zapremine 50 ml. U prvi sud se prenese 10 ml rastvaraca B (tacka 3.3.),au
ostale 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 1 10,0 ml standardnog rastvora gosipola B (tacka 3.6.). Svaki sud se dopuni
do 10 ml rastvaracem B (tacka 3.3.). Zagrijava se 30 minuta iznad vrelog vodenog kupatila. Ohladi
se na sobnoj temperaturi, dopuni do o0znake smjeSom propan-2-0l-heksana (tacka 3.1.) i
homogenizuje.
Prenese se po 2,0 ml svakog od navedenih rastvora u svaku od dvije serije od po Sest sudova
zapremine 25 ml. Sudovi iz prve serije se dopune se do 25 ml smjeSom propan-2-0l-heksana (tacka
3.1.) (referentna serija).



U svaki od sudova iz druge serije doda se 2 ml anilina (tacka 3.4.). Zagrijava se 30 minuta iznad
vrelog vodenog kupatila. Ohladi se na sobnoj temperaturi, dopuni do oznake smjesom propan-2-ol-
heksana (tacka 3.1.), homogenizuje i ostavi jedan sat (standardna serija).

Opticka gustina rastvora iz standardne serije 1 odgovarajucih rastvora iz referentne serije odredi se u
skladu s taCkom 5.2. Kalibraciona kriva se pripremi tako da se u dijagram unesu izmjerene opticke
gustine u odnosu na koli¢ine gosipola (u pg).

6.3. Ponovljivost

Razlika izmedu rezultata dva uporedna postupka odredivanja, izvedenih na istom uzorku, ne smije
preci:

- 15 % viSe vrijednosti za udio gosipola manji od 500 ppm,

- 75 ppm apsolutne vrijednosti za udio gosipola od 500 — 750 ppm,

- 10 % vise vrijednosti za udio gosipola vec¢i od 750 ppm.

Dio 11
ODREDIVANJE NIVOA DIOKSINA (PCDD/PCDF) I PCB-a

Metode uzimanja uzoraka i tumacenje rezultata analize

1.Predmet i podrucje primjene

Uzorci za sluzbenu kontrolu nivoa polihlorovanih dibenzo-p-dioksina (PCDD polihlorovanih
dibenzofurana (PCDF), polihlorovanih bifenila sli¢nih dioksinu (PCB)® i PCB-a koji nisu sli¢ni
dioksinu u hrani uzimaju se u skladu sa propisom kojim su uredeni zahtjevi za higijenu hrane za
zivotinje 1 nepozeljne supstance u hrani za zivotinje.

Za potrebe ovog priloga primjenjuju se definicije utvrdene Pravilnikom o metodama za uzimanje
uzoraka i laboratorijska ispitivanja hrane za Zivotinje'®.

Skrining metode su metode koje se koriste za selekciju onih uzoraka sa nivoima PCDD/PCDF-a i
PCB-a sli¢nih dioksinu koje prelaze maksimalno dozvoljene koli¢ine. One omogucavaju troskovno
efikasnu veliku propusnost uzoraka i tako povec¢avaju moguénost za otkrivanje novih incidenata sa
velikom izloZeno§¢u i rizicima za zdravlje potroSaca. Skrining metode zasnivaju Se na
bioanalitickim i GC-MS metodama. Rezultati analize uzoraka koji prelaze cut-off vrijednost za
provjeru uskladenosti sa maksimalno dozvoljenom koli€¢inom provjeravaju se kompletno
ponovljenom analizom originalnog uzorka potvrdnom metodom.

Potvrdne metode su metode koje obezbjeduju potpune ili dodatne informacije koje omogucavaju
nedvosmisleno otkrivanje i kvantifikaciju maksimalno dozvoljene koli¢cine PCDD/PCDF-a i
dioksinu sliénih PCB-a. Za potvrdne metode koriste se gasna hromatografija i masena
spektrometrija visoke rezolucije(GC-HRMS) ili gasna hromatografija i tandem masena
spektrometrija (GC-MS/MS).

2. Uskladenost serije ili podserije sa maksimalno dozvoljenom koli¢inom

2.1. U pogledu PCB-a koji nisu sli¢ni dioksinu

Serija se prihvata ako analiticki rezultat ne prelazi maksimalno dozvoljenu koli¢inu za PCB-a koji
nijesu sli¢ni dioksinu. Serija nije u skladu sa maksimalno dozvoljenim koli¢inama utvrdenih
propisom o maksimalno dozvoljenim koli¢inama nepoZeljnih materija u hrani za Zivotinje
uzimajué¢i u obzir mjernu nesigurnost(3) ako gornji® analiticki rezultat potvrden dvostrukom
analizom®, prelazi maksimalno dozvoljene koli¢ine. Srednja vrijednost dva odredivanja koristi se
za provjeru usaglasenosti, uzimaju¢i u obzir mjernu nesigurnost. Mjerna nesigurnost moze se uzeti
u obzir u skladu sa jednim od sljede¢ih pristupa: - obra¢unom proSirene nesigurnosti, koristeci
faktor pokrivanja 2, ¢ime se dobija pouzdanost od oko 95%. Serija odnosno podserija nije



usaglasena ako je izmjerena vrijednost umanjena za mjernu nesigurnost (U) iznad utvrdene
maksimalno dozvoljene koli¢ine.

Odredbe ove tacke primjenjuju se na rezultate analize dobijene iz uzorka za sluzbene kontrole, a
slu¢aju potrebe za dodatnim analizama ili referentne potrebe, primjenjuju se nacionalni propisi.

Kongener \Vrijednost Kongener \Vrijednost

TEF-a TEF-a
Dibenzo-p-dioksini (,PCDD-ovi’) i dibenzo-p- ,Dioksinima sli¢ni’ PCB-ovi
furani (,PCDF-ovi’) Ne-orto PCB-ovi + mono-orto

PCB-ovi
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Ne-orto PCB-ovi
1,2,3,4,7,8-HXCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HXCDD 0,1 PCB 81 0,0003
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 0,03
OCDD 0,0003 Mono-orto PCB-
ovi

2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003
1,2,3,4,7,8-HXCDF 0,1 PCB 123 0,00003
1,2,3,6,7,8-HXCDF 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-HXCDF 0,1 PCB 157 0,00003
2,3,4,6,7,8-HXCDF 0,1 PCB 167 0,00003
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0003

Upotrijebljene skracenice: ,T” = tetra; ,Pe’ = penta; ,Hx’ = heksa; ,Hp’ = hepta; ,0’ = okta; ,CDD’
= hlordibenzodioksin; ,CDF’ = hlordibenzofuran; ,CB’ = hlorbifenil.

(1) Tabela faktora ekvivalentne toksi¢nosti (TEF) za PCDD-ove, PCDF-ove i PCB-ove sli¢ne
dioksinima: WHO-TEF-ovi za procjenu rizika za zdravlje ljudi na osnovu zakljucaka sa stru¢nog
zasjedanja Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) — Medunarodni program za bezbjednost
hemikalija (IPCS) odrzanog u Zenevi u junu 2005. (Martin van den Berg et al., The 2005 World
Health Organization Re-evaluation of Human and Mammalian Toxic Equivalency Factors for
Dioxins and Dioxin-like Compounds. Toxicological Sciences 93(2), 223-241. (2006.)).

(®) Pravilnik o metodama za uzimanje uzoraka i laboratorijska ispitivanja hrane za Zivotinje
("Sluzbeni list CG", broj 78/16)

() Nagela opisana u smjernicama ‘“Guidance Document on Measurement Uncertainty for
laboratories performing PCDD/F and PCB Analysis using Isotope Dilution Mass Spectrometry
postuju se ako su primjenjiva.

() Pojam ,gornji’ zahtijeva primjenu granice kvantifikacije za izraunavanje doprinosa svakog
pojedina¢nog nekvantifikovanog kongenera. Pojam ,donji’ zahtijeva primjenu nule za
izraCunavanje doprinosa svakog pojedinacnog nekvantifikovanog kongenera. Pojam ,srednji’



zahtijeva primjenu polovine granice kvantifikacije za izra¢unavanje doprinosa svakog pojedina¢nog
nekvantifikovanog kongenera.

(°) Dvostruka analiza: odvojena analiza predmetnih analita upotrebom drugog alikvota istog
homogenizovanog uzorka. Primjenjuju se zahtjevi za dvostruku analizu iz Priloga 2, Dio 11 tacka 3.
Medutim, za metode u kojima se upotrebljava 13C-obiljeieni unutrasnji standard za odgovarajuce
analite dvostruka analiza potrebna je samo ako rezultat prvog odredivanja nije uskladen. Dvostruka
analiza potrebna je kako bi se isklju¢ila moguénost unutrasnje uzajamne kontaminacije ili slu¢ajne
zamjene uzoraka. Ako se analiza izvodi tokom incidenta kontaminacije, potvrdivanje dvostrukom
analizom moze se izostaviti u slucaju da su uzorci koji su odabrani za analizu sljedivo$¢u povezani
s incidentom kontaminacije i otkrivena je koli¢ina znatno vec¢a od najvece dopustene koli¢ine.

(®) Pojam ,gornji’ zahtijeva primjenu granice kvantifikacije za izratunavanje doprinosa svakog
pojedina¢nog nekvantifikovanog kongenera ekvivalentu toksi¢nosti (TEQ). Pojam ,donji’ zahtijeva
primjenu nule za izraCunavanje doprinosa svakog pojedina¢nog nekvantifikovanog kongenera
ekvivalentu toksi¢nosti (TEQ). Pojam ,srednji’ zahtijeva primjenu polovine granice kvantifikacije
za obracun doprinosa svakog pojedina¢nog nekvantifikovanog kongenera ekvivalentu toksi¢nosti
(TEQ).

(") Primjenjuju se zahtjevi za dvostruku analizu iz Priloga Il. Dio Il tagke 2. Medutim, za
potvrdne metode u kojima se upotrebljava *C-obiljeZeni unutrasnji standard za odgovarajuée
analite dvostruka analiza potrebna je samo ako rezultat prvog odredivanja nije uskladen. Dvostruka
analiza potrebna je kako bi se iskljuéila moguénost unutrasnje uzajamne kontaminacije ili slu¢ajne
zamjene uzoraka. Ako se analiza izvodi tokom incidenta kontaminacije, potvrdivanje dvostrukom
analizom moze se izostaviti u slucaju da su uzorci koji su odabrani za analizu sljedivo$¢éu povezani
sa incidentom kontaminacije i otkrivena je koli¢ina znatno veéa od najvece dopustene koliCine.

() Jednako obrazlozenje i zahtjevi za dvostruku analizu za kontrolu pragova za pokretanje
postupka za najvece dopustene koliCine.

() Bioanaliticke metode nijesu specifiéne za te kongenere koji su ukljuceni u sistem TEF. U
izolatu uzorka mogu biti prisutni i druga strukturno povezana jedinjena koja se vezu na receptor
aromatskih ugljovodonika (AhR), $to doprinosi opStem odgovoru. Stoga bioanaliti¢ki rezultati
nijesu procjena, ve¢ vise pokazatelj vrijednosti TEQ u uzorku.

(!9 ,Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F and
PCB Analysis using Isotope Dilution Mass Spectrometry’ (http://ec.europa.eu/food/safety/animal-
feed en), ,Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the Field
of Contaminants in Feed and Food’ (http://ec.europa.cu/food/safety/animal-feed_en).

(™ U odnosu na najveée dopustene koligine.

(*) Trenutni zahtjevi zasnivaju se na TEF-ovima objavljenima u: M. Van den Berg et al., Toxicol
Sci 93 (2), 223-241. (2006.).

(**) Kongeneri za koje je Gesto ustanovljeno da ko-eluiraju su npr. PCB 28/31, PCB 52/69 i PCB
138/163/164. Za GC-MS uzimaju se u obzir i moguée interferencije fragmenata visih hloriranih
kongenera.

(*®) Nagela opisana u smjernicama ,Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for
Measurements in the Field of  Contaminants in Feed and  Food’
(http://ec.europa.eu/food/safety/animal-feed en) poStuju se ako su primjenjiva.

(**) Preporucuje se nizi doprinos nivoa reagensa u slijepoj probi od nivoa kontaminanta u uzorku.
Laboratorija je odgovorna za kontrolu varijacije nivoa vrijednosti slijepih proba, posebno ako su te
vrijednosti oduzete.

(*) Trenutni zahtjevi temelje se na TEF-ovima objavljenima u: M. Van den Berg et al., Toxicol Sci
93 (2), 223-241. (2006.).

*® Koris¢enje svih Sest B3C-oznacenih analoga prema zahtjevima internih standarda.



2.2. U pogledu PCDD/F-a i dioksinu sli¢nih PCB-a

Serija je u skladu sa maksimalno dozvoljenim koli¢inama ako rezultat pojedinacne analize:

- sprovedene skrining metodom sa sadrzajem lazno uskladenih rezultata manjim od 5% ukazuje da
nivo ne prelazi maksimalno dozvoljene kolicine PCDD/PCDF-a i sume PCDD/PCDF-a i dioksinu
slicnih PCB-a utvrdenih propisom o maksimalno dozvoljenim koli¢inama nepoZzeljnih materija u
hrani za zivotinje,

- sprovedene potvrdnom metodom ne prelazi maksimalno dozvoljene koli¢ine PCDD/PCDF-a i
sume PCDD/PCDF-a i dioksinu slicnih PCB-a utvrdenih propisom o maksimalno dozvoljenim
koli¢inama nepozeljnih materija u hrani za zivotinje uzimajuci u obzir mjernu nesigurnost.

Za skrining testove potrebno je odrediti cut-off vrijednost za odluku o uskladenosti sa maksimalno
dozvoljenim koli¢inama odredenim za PCDD/PCDF ili za sumu PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih
PCB-a.

Serija nije u skladu sa maksimalno dozvoljenim koli¢inama utvrdenih propisom o maksimalno
dozvoljenim koli¢inama nepozeljnih materija u hrani za Zivotin;e, ako gornji(e) analiticki rezultat
dobijen potvrdnom metodom i potvrden dvostrukom analizom®”, prelazi bez sumnje maksimalno
dozvoljenu koli¢inu uzimajuéi u obzir mjernu nesigurnost.

Srednja vrijednost dva odredivanja koristi se za provjeru uskladenosti uzimaju¢i u obzir mjernu
nesigurnost. Mjerna nesigurnost moze se uzeti u obzir u skladu sa jednim od sljede¢ih pristupa: -
obracunom prosirene nesigurnosti, koriste¢i faktor pokrivanja 2, ¢ime se dobija pouzdanost od oko
95%. Serija odnosno podserija nije uskladena ako je izmjerena vrijednost umanjena za mjernu
nesigurnost (U) iznad utvrdene maksimalno dozvoljene koli¢ine.

U slucaju kada se odvojeno odreduju PCDD/PCDF i dioksinu slicni PCB-i, tada se koristi suma
procijenjenih proSirenih nesigurnosti za svaki rezultat analize PCDD/PCDF-a 1 dioksinu sli¢nih

PCB-a zasebno, kako bi se dobila suma PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a.

Odredbe ove tacke primjenjuju se na rezultate analize dobijene na uzorku sluzbene kontrole. U
slucaju potrebe za dodatnim analizama ili referentne potrebe, primjenjuju se nacionalni propisi.

3. Rezultati koji prelaze nivo potreban za pokretanje postupka utvrdenih propisom o
maksimalno dozvoljenim koli¢inama nepoZeljnih materija u hrani za Zivotinje

Nivoi potrebni za pokretanje postupka predstavljaju alat za odabir uzoraka u kojima je potrebno
utvrditi izvor kontaminacije i preduzeti mjere za smanjenje ili uklanjanje. Skrining metode
uspostavljaju odgovarajuce cut-off vrijednosti za uzorke. Mjere potrebne za otkrivanje izvora i za
smanjenje ili uklanjanje kontaminacije sprovode se samo ako je pokretanje postupka potvrdeno
dvostrukom analizom koriste¢i potvrdnu metodu i uzimajuc¢i u obzir mjernu nesigurnost 8,

Dio Il
Priprema uzorka i zahtjevi za metode analize koje se koriste za kontrolu koli¢ina dioksina
(PCDD/PCDF) i dioksinu sli¢cnih PCB-a u odredenoj hrani

1.Podrucje primjene

Zahtjevi iz ovog dijela primjenjuju se za sluzbenu kontrolu hrane u kojoj se odreduju koli¢ina
2,3,7,8-supstituiranih  polihlorovanih  dibenzo-p-dioksina i polihlorovanih  dibenzofurana
(PCDD/PCDF) i dioksinu sli¢nih polihlorovanih bifenila (dioksinu sliéni PCB-i) i za druge
regulatorne potrebe ukljucujuc¢i kontrole koje sprovodi subjekat u poslovanju sa hranom za
iivotinje(g)'

Monitoring prisustva PCDD/PCDF-a i dioksinu slicnih PCB-a u hrani moze se vrsti sljede¢im
metodama:



@) Skrining metode

Cilj skrining metoda je odabir uzoraka sa nivoima PCDD/PCDF-a i dioksinu slicnih PCB-a koje
prelaze maksimalno dozvoljene koliCine ili nivo potreban za pokretanje postupka. Skrining metode
treba da omoguce efikasnu veliku propusnost uzoraka i povecanje moguénosti za otkrivanje novih
incidenata sa velikom izlozenoS¢u i rizicima za zdravlje potroSac¢a. Osmisljene su kako bi se izbjegli
lazno pozitivni rezultati, a mogu ukljucivati bioanaliticke metode i GCMS metode.

Skrining metode porede analiticke rezultate sa cut-off vrijednoS¢u, iz kojih proizilazi DA ili NE
odluka u pogledu moguéeg prelazenja maksimalno dozvoljene koli¢ine ili nivoa za pokretanje
postupka. Koncentracija PCDD/PCDF-a i zbir PCDD/F-a i dioksinu sli¢nih PCB-a u uzorcima za
koje se sumnja da su neuskladeni sa maksimalno dozvoljenom koli¢inom mora biti
odredena/potvrdena potvrdnom metodom.

Osim toga, skrining metode mogu pokazati nivoe PCDD/PCDF-a i dioksinu slicnih PCB-a prisutne
u uzorku. U sluc¢aju primjene bioanalitickih skrining metoda rezultat se izrazava kao bioanaliticki
ckvivalenti (BEQ), dok se u slu¢aju primjene fizi¢ko-hemijskih GC-MS metoda izrazava kao
toksi¢ni ekvivalenti (TEQ). Brojcano navedeni rezultati skrining metoda odgovarajuéi su za
dokazivanje uskladenosti ili sumnje na neuskladenost ili prelazenja nivoa potreban za pokretanje
postupka i pokazuju raspon nivoa u slucaju daljeg pra¢enja pomocu potvrdnih metoda. Oni nisu
prikladni u svrhe kao $to su ocjena koli¢ine prisutnosti, procjena unosa, pra¢enje vremenskih
kretanja kod koli¢ina ili ponovljena ocjena nivoa potrebnog za pokretanje postupka i maksimalno
dozvoljene kolicine.

(b)  Potvrdne metode

Potvrdne metode omogucavajuju odredivanje koli¢ine PCDD/PCDF-a i dioksinu slicnith PCB-a u
uzorku i obezbjeduju punu informaciju na nivou kongenera. Stoga te metode omogucavaju kontrolu
maksimalno dozvoljenih koli¢ina i potrebnog nivoa za pokretanje postupka ukljucujuéi potvrdu
rezultata dobijenih skrining metodama. Osim toga rezultati se mogu koristiti u druge svrhe kao $to
su odredivanje niskih koli¢ina prisutnosti kod prac¢enja hrane, pradenja vremenskih kretanja,
procjena izlozenosti populacije i stvaranje baze podataka zbog moguée ponovne ocjene potrebnog
nivoa za pokretanje postupka i maksimalno dozvoljenih koli¢ina. One su vaZzne i za odredivanje
uzoraka kongenera kako bi se ustanovio izvor moguée kontaminacije. Pri takvim metodama koristi
se GC-HRMS. Za potvrdivanje usaglaSenosti ili neusaglasenosti sa maksimalno dozvoljenom
koli¢inom moze se koristiti i GC-MS/MS.

2. NAPOMENE:

Za obracun koncentracija toksi¢nih ekvivalenata (TEQ), koncentracije pojedinacnih materija u
datom uzorku pomnoze se njihovim odgovaraju¢im faktorom toksi¢ne ekvivalentnosti (TEF), a
zatim saberu kako bi se dobila ukupna koncentracija dioksinu sli¢nih jedinjenja izraZenih kao TEQ.

Za potrebe ovog dijela B, prihvacena specificna granica kvantifikacije pojedina¢nog kongenera
znali najniza koncentracija analita koja se moZe izmjeriti sa prihvatljivom statistickom sigurnoscu,
ispunjavajuci kriterijume identifikacije koji su opisani u medunarodno priznatim standardima, npr.
u standardu MEST EN 16215:2014 (Hrana za zivotinje - Odredivanje dioksina i PCB-a sli¢nih
dioksinu GC/HRMS-om i indikatora PCB-a GC/HRMS-om) i/ili u metodi EPA 1613 i 1668 kako
su revidovani.

Granica kvantifikacije pojedinog kongenera moZze se odrediti na sljedec¢i nacin:

(a) koncentracija analita u ekstraktu uzorka koja proizvodi reagovanje instrumenta na dva razlicita
jona koji se prate uz odnos signala i Suma (signal/Sum) 3:1 pri manje osjetljivom signalu; ili

(b) ako zbog tehnickih razloga obracun signal-Sum ne daje pouzdane rezultate, najniza tacka
koncentracije na kalibracionoj krivoj koja daje prihvatljivo (< 30%) i dosljedno (mjereno najmanje
na pocetku i na kraju analiticke serije uzoraka) odstupanje prosje¢nom faktoru relativnog odgovora
izraCunato za sve tacke na kalibracionoj krivoj u svakoj seriji uzoraka. LOQ se racuna iz najnize
kalibracione tacke uzimajuci u obzir reagovanje (recovery) internih standarda i unos uzorka.



Bioanaliti¢ke skrining metode ne daju rezultate na nivou kongenera, ve¢ samo navode®® vrijednosti
TEQ izrazene u bioanaliti¢kim ekvivalentima (BEQ), obzirom na to da sve komponente prisutne u
ekstraktu uzorka koji proizvedu odgovor pri ispitivanju mozda ne ispunjavaju sve zahtjeve nacela
TEQ.

Skrining i potvrdne metode mogu se upotrijebiti za kontrolu odredenog matriksa samo ako su
dovoljno osjetljive za pouzdano utvrdivanje koli¢ina koje su na potrebnom nivou za pokretanje
postupka ili maksimalno dozvoljene koli¢ine.

3. Zahtjevi za obezbjedivanje kvaliteta

3.1. Mjere za spreCavanja uzajamne kontaminacije moraju se preduzeti tokom uzimanja uzoraka i
analize.

3.2. Uzorci se moraju Cuvati 1 prevoziti u posudama od stakla, aluminijuma, polipropilena ili
polietilena koje su odgovarjuce za Cuvanje i ne uticu na sadrzaj PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih
PCB-a u uzorcima. Tragovi papirne prasine moraju se ukloniti iz posuda.

3.3. Skladistenje i prevoz moraju biti sprovedeni tako da se ocuva cjelovitost uzorka hrane.

3.4. Svaki laboratorijski uzorak treba sitno samljeti i dobro promijesati koristec¢i postupak kojim se
postize potpuna homogenizacija (npr. prosijavanjem samljevenog uzorka kroz sito otvora 1 mm);
ako je sadrzaj vlage u uzorku previsok, uzorak se prije mljevenja mora osusiti, prema potrebi.

3.5. Od opste je vaznosti kontrola reagenasa, stakla 1 opreme, zbog moguceg uticaja na rezultate
izrazene u TEQ ili BEQ.

3.6 Slijepu probu treba analizirati, sprovode¢i cijeli analiticki postupak ali bez uzorka.

3.7. Za bioanaliti¢ke metode vrlo je vazno da su sva stakla i rastvori koji se koriste u analizi ispitani
i da su slobodni od jedinjenja koji interferiraju prilikom detekcije ciljanih komponenti u radnom
obimu. Staklo treba isprati rastvorima ili/i grijati na temperaturama koje su pogodne za otklanjanje
tragova PCDD/PCDF-a, dioksinu sli¢nih jedinjenja i interferiraju¢ih jedinjenja sa njene povrsine.
3.8. Koli¢ina uzorka za ekstrakciju mora biti dovoljna da se zadovolje zahtjevi u pogledu dovoljno
niskog radnog raspona ukljucuju¢i koncentracije na nivou maksimalno dozvoljene koli¢ine ili
potrebnog nivoa za pokretanje postupka.

3.9. Posebni postupci pripreme uzorka koji se koriste za proizvode koji se ispituju moraju biti u
skladu sa medunarodno priznatim smjernicama.

4. Zahtjevi za laboratorije

4.1. Laboratorije treba da su akreditovane u skladu sa zakonom, sa zahtjevima ISO vodica br. 58
(radi obezbjedenja analitiCkog kvaliteta) 1 u skladu sa standardom MEST EN ISO/IEC 17025:2011 1
u skladu sa propisom kojim je uredena bezbjednost hrane. Nacela opisana u tehnickim smjernicama
za procjenu mjerne nesigurnosti i granica kvantifikacije za analizu PCDD/PCDF-ova i PCB-ova
poStuju se ako su primj enjiva(ll)'

4.2. Laboratorije treba da kontinuirano ucestvuju u medulaboratorijskim studijama za odredivanje
PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢cnih PCB-a u relevantnim matriksima hrane i rasponima koncentracija.
4.3. Laboratorije koji sprovode skrining metode pri rutinskim kontrolama uzoraka treba da
uspostave saradnju sa laboratorijima koji sprovode potvrdne metode zbog kontrole kvaliteta i
potvrde analiti¢kih rezultata sumnjivih uzoraka.

5. Osnovni zahtjevi za analitiCke postupke za dioksine (PCDD/PCDF) i dioksinu slicne PCB-e
5.1. Nizak radni opseg i granica kvantifikacije

Za PCDD/PCDF, osjetljivost odredivanja mora biti na nivou pikograma (10 g) zbog visoke
toksicnosti nekih od ovih jedinjenja. Za ve¢inu PCB kongenera dovoljna je osjetljivost u podrucju

nanograma (10 g). Medutim za mjerenje toksi¢nijih kongenera dioksinu slinih PCB-a (posebno
ne-orto supstituisanih kongenera) donja granica radnog obima mora dosti¢i donje pikogramsko



podrugje (102 g). Za sve druge kongenere PCB-a, dovoljan je nivo kvantifikacije u nanogramskom
rasponu (10 g).

5.2. Visoka selektivnost (specifi¢nost)

5.2.1. Potrebno je praviti razliku izmedu PCDD-a, PCDF-a i dioksinu sli¢cnih PCB-a i mnogobrojnih
drugih, istovremeno ekstrahovanih 1 vjerovatno interferiraju¢ih jedinjenja, prisutnih u
koncentracijama koje su nekoliko redova veli¢ine ve¢e od koncentracija predmetnih analita. Kod
metoda gasne hromatografije/masene spektrometrije (GC-MS), treba praviti razliku izmedu
razli¢itih kongenera, na primjer: izmedu toksi¢nih (npr. 17 2,3,7,8-supstituisanin PCDD/PCDF i 12
dioksinu sli¢nih PCB-ova) i drugih kongenera.

5.2.2. Bioanaliticke metode moraju biti u stanju da detektuju ciljana jedinjenja kao suma
PCDD/PCDF-a i/ili dioksinu sli¢cnih PCB-a. Pre¢iS¢avanje uzorka ima za cilj uklanjanje jedinjenja
koji uzrokuju laznu neuskladenost rezultata ili jedinjenja koji mogu smanjiti odgovor i
prouzrokovati lazno uskladene rezultate.

5.3. Visoka ta¢nost (istinitost i preciznost, o¢ito iskoris¢enje pri bioloskim testovima)

5.3.1. Kod metoda GC-MS odredivanje treba da obezbjedi validnu procjenu prave koncentracije u
uzorku. Visoka ta¢nost (tatnost mjerenja: podudarnost izmedu rezultata mjerenja i stvarne ili
prihvacene referentne vrijednosti mjerenog) potrebna je da bi se izbjeglo odbijanje rezultata analize
uzorka na osnovu nepouzdane procjene rezultata TEQ-a. Ta¢nost se izrazava kao istinitost (razlika
izmedu izmjerene srednje vrijednosti za analit u sertifikovanom materijalu i njegove sertifikovane
vrijednosti, izrazene kao procenat ove vrijednosti) i preciznost (RSDg relativna standardna
devijacija izraCunata iz rezultata dobijenih u uslovima obnovljivosti (reproducibility)).

5.3.2. Kod bionalitickih metoda potrebno je odrediti ociglednu iskoris¢enost pri bioloskim
testovima. Ocigledna iskoriS¢enost pri bioloskim testovima zna¢i nivo BEQ-a izraCunat iz
kalibracione krive TCDD-a ili PCB-a 126, korigovana za vrijednost slijepe probe i zatim
podijeljena sa vrijednosti TEQ-a, koja je odredena potvrdnom metodom. Njegova namjena je
ispravljanje faktora poput gubitka PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih jedinjenja tokom postupka
ekstrakcije i preciS¢avanja, povecavanje ili smanjivanje odgovora koekstrahovanih jedinjenja
(agonisticki 1 antagonisticki efekti), kvalitet prilagodavanja krive, ili razlike izmedu vrijednosti
faktora ekvivalenta toksi¢nosti (TEF) i relativne potencije (REP). Ocigledno iskori$¢enje pri
bioloskim testovima izracunava se iz odgovarajucih referentnih uzoraka, koji imaju reprezentativnu
raspodjelu kongenera u blizini predmetnog nivoa.

5.4. Validnost u rasponu maksimalno dozvoljene koli¢ine i opSte mjere za kontrolu kvaliteta
5.4.1. Laboratorije moraju dokazati efikasnost izvodenja metode u odredenom rasponu maksimalno
dozvoljene koli¢ine, npr. 0,5x, 1x 1 2x ve¢om koli¢inom od maksimalno dozvoljene koli¢ine, sa
prihvatljivom relativnom standardnom devijacijom ponovljene analize tokom postupka validacije
i/ili rutinske analize.

5.4.2. Redovne slijepe probe i ogledi sa dodavanjem (spajkovanjem) ili analize kontrolnih uzoraka
(ako je dostupan, poZeljan je sertifikovani referentni materijal) sprovode se kao mjere unutrasnje
kontrole kvaliteta. Dijagrami kontrole kvaliteta (QC) za slijepe probe, oglede sa dodavanjem
(spajkovanjem) ili analize kontrolnih uzoraka, biljeze se 1 provjeravaju kako bi se sprovodenje
analiza u skladu sa zahtjevima.

5.5. Granica odredivanja (LOQ)

5.5.1. Za bioanaliticku skrining metodu, odredivanje LOQ nije potrebno, ali je potrebno dokazati da
metoda moze razlikovati slijepu probu od cut-off vrijednosti. Pri odredivanju vrijednosti BEQ
odreduje se nivo izvjeStavanja zbog postupanja sa uzorcima koji daju odgovor ispod tog nivoa. Za
nivo izvjestavanja potrebno je dokazati da se razlikuje najmanje za tri puta od postupka sa slijepom
probom sa odgovorom ispod radnog raspona. Stoga se izracunava na temelju uzoraka koji sadrze
ciljana jedinjenja blizu najniZe zahtijevanog nivoa, a ne iz odnosa izmedu signala i Suma ili slijepe
probe.



5.5.2. Granica odredivanja (LOQ) za potvrdnu metodu treba da bude priblizno jedna petina
maksimalno dozvoljene koli¢ine.

5.6. Analiti¢ki kriterijum

Za pouzdane rezultate potvrdnih ili skrining metoda moraju biti ispunjeni sljede¢i kriterijumi u
rasponu maksimalno dozvoljene koli¢ine ili nivoa potrebnog za pokretanje postupka, za TEQ
vrijednosti odnosno BEQ vrijednosti, koje se odreduju kao ukupna vrijednost TEQ (kao suma
PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a), ili odvojeno za PCDD/PCDF i dioksinu sli¢ne PCB-e:

Skrining metode sa Potvrdne metode
bioanaliti¢kim ili fizi¢ko-
hemijskim metodama

Ucestalost lazno uskladenih <5%

rezultata @

Istinitost —20% do +20%
Ponovljivost (repeatability) <20%

(RSDr)

Unutar laboratorijska < 25% <15%

obnovljivost (RSDg)

(1) U odnosu na maksimalno
dozvoljene koli¢ine.

5.7. Posebni zahtjevi za skrining metode

5.7.1. Mogu se koristiti GC-MS metode analize i bioanaliticke metode. Za GC-MS metode
primjenjuju se zahtjevi utvrdeni u tacki 6 ovog dijela. Za ¢elijske bioanaliticke metode primjenjuju
se posebni zahtjevi utvrdeni u tacki 7 ovog dijela.

5.7.2. Laboratorije koje sprovode skrining metode za rutinsku kontrolu uzoraka moraju uspostaviti
usku suradnju sa laboratorijama koji sprovode potvrdnu metodu.

5.7.3. Tokom rutinske analize potrebno je sprovesti provjeru mogucnosti skrining metode pomocu
kontrole analitiCkog kvaliteta 1 stalnog vrednovanja metoda. Kontinuirano se mora sprovoditi
program za kontrolu uskladenosti rezultata.

5.7.4. Provjera moguceg smanjenja celijskog odgovora i citotoksi¢nosti:

20% izolata uzoraka mjeri se u rutinskom skrining pregledu bez i sa dodatim 2,3,7,8-TCDD koji
odgovara maksimalno dozvoljene koli€ini ili nivou potrebnog za pokretanje postupka kako bi se
provjerilo je li odgovor mozda smanjen zbog interferiraju¢ih supstanci prisutnih u ekstraktu uzorka.
Izmjerena koncentracija uzorka sa dodatkom (spajkom) poredi se sa sumom koncentracija ekstrakta
bez dodatka i koncentracije koja je dodata (spajkovana). Ako je ta izmjerena koncentracija za vise
od 25% manja od izracunate (zbirne) koncentracije, to ukazuje na moguce smanjenje signala i da te
rezultate treba podvréi potvrdnoj analizi GC-HRMS. Rezultati se prate na dijagramima kontrole
kvaliteta.

5.7.5. Kontrola kvaliteta uskladenih uzoraka:

Otprilike od 2% do 10% uskladenih uzoraka, zavisno od matriksa uzorka i laboratorijskog iskustva,
bic¢e potvrdena GC-HRMS analizom.

5.7.6. Odredivanje ucestalosti lazno uskladenih rezultata na temelju podataka QC:

Odreduje se ucestalost lazno uskladenih rezultata dobijenih skrining metodama analize uzoraka
ispod i iznad maksimalno dozvoljene koli¢ine ili nivoa potrebnog za pokretanje postupka. Stvarna
ucestalost lazno uskladenih rezultata mora biti ispod 5%. Kada je najmanje 20 potvrdenih rezultata
po matriksu/grupi matriksa dostupno iz kontrole kvaliteta uskladenih uzoraka, donose se zakljucci o
ucestalosti lazno uskladenih rezultata iz te baze podataka. Rezultati uzoraka analizirani prstenastim



probama ili tokom incidenata kontaminacije koji pokrivaju raspon koncentracije do npr. 2Xx
maksimalno dozvoljene koli¢ine (MDK), mogu se ukljuciti i u minimum od 20 rezultata za
procjenu ucestalosti lazno uskladenih rezultata. Uzorci moraju ukljucivati najce$¢e uzorke
kongenera koji predstavljaju razlicite izvore.

lako su skrining metode usmjerene prvenstveno na otkrivanje uzoraka koji prelaze nivo potreban za
pokretanje postupka, kriterijum za odredivanje lazno uskladenih rezultata je maksimalno dozvoljena
koli€ina, uzimajuci u obzir mjernu nesigurnost potvrdne metode.

5.7.7. Mogu¢i neuskladeni rezultati iz skrining metode moraju se uvijek provjeriti komplet
ponovljenom analizom na originalnom uzorku potvrdnom metodom. Ti se uzorci mogu Koristiti i za
procjenu ucestalosti lazno uskladenih rezultata. Kod skrining metoda ucestalost ,,laznih uskladenih
rezultata” je dio rezultata za koje je potvrdeno da su uskladeni potvrdnom analizom, dok je
prethodnom skrining metodom analize za uzorak izraZzena sumnja da nije uskladen. Medutim,
procjena prednosti skrining metode zasniva se na uporedivanju lazno uskladenih rezultata sa
ukupnim brojem pregledanih uzoraka. Ta ucestalost mora biti dovoljno niska da je upotreba
skrining metode Kkorisna.

5.7.8. Bioanaliticke metode moraju barem u uslovima validnosti tacno pokazati koli¢inu TEQ,
izraCunatu 1 izraZzenu kao BEQ. I kod bioanaliti¢kih metoda sprovedenih u uslovima ponovljanja,
unutar-laboratorijska ponovljivost RSDr je uobi¢ajeno manja nego obnovljivost RSDR.

6. Posebni zahtjevi koje moraju ispunjavati metode GC-MS za skrining ili potvrdne metode
6.1. Prihvatljive razlike izmedu gornje i donje granice nivoa WHO-TEQ

Razlika izmedu gornje i donje granice ne smije biti ve¢a od 20% da bi se potvrdilo prelazenje
maksimalno dozvoljene koli¢ine ili u slu¢aju potrebe prelazenja nivoa potrebnog za pokretanje
postupka.

6.2. Kontrola iskoriS¢enja (Control of recoveries)

6.2.1. Dodavanje '*C-oznagenih 2,3,7.8-hlor supstituisanih internih standarda za PCDD/PCDF i
13C-oznagenih internih standarda za dioksinu sliéne PCB-e je potrebno sprovesti na samom pocetku
analize, na primjer prije ekstrakcije kako bi se vrednovao analiticki postupak. Najmanje se mora
dodati po jedan kongener za sve tetra do okta-hlorirane homologne grupe za PCDD/PCDF i
najmanje po jedan kongener za sve homologne grupe za dioksinima slicne PCB-e (odnosno
najmanje po jedan kongener za svaki izabrani jon u spektrometriji masa koja se koristi za pracenje
PCDD/PCDF-a odnosno dioksinima sli¢nih PCB-a). U slu¢aju potvrdnih metoda koristi se svih 17
13C-oznagenih 2,3,7,8-hlor supstituisanih internih standarda za PCDD/PCDF-e i svih 12 *C-
oznacenih internih standarda za dioksinu slicne PCB-e.

6.2.2. Relativne faktore odgovora treba utvrditi i za one kongenere za koje se ne dodaje ni jedan
BC-oznacen analog, tako $to ¢e se koristiti odgovarajuci kalibracioni rastvori.

6.2.3. Za hranu biljnog i zivotinjskog porijekla koja sadrzi manje od 10% masti, interni standardi se
obavezno dodaju prije ekstrakcije. Za hranu zivotinjskog porijekla u kojoj je sadrzaj masti ve¢i od
10%, interni standardi se mogu dodati prije ili poslije ekstrakcije masti. Mora se sprovesti
odgovarajuce vrednovanje efikasnosti ekstrakcije, Sto zavisi od toga dodaje li se interni standard
prije ili nakon ekstrakcije masti, i o tome izrazavaju li se rezultati na sadrzaj masti u uzorku ili na
cijeli uzorak.

6.2.4. Prije GC-MS analize treba dodati 1 ili 2 (surogat) standarda radi provjere iskori$¢enja. 6.2.5.
Potrebno je kontrolisati iskoriS¢enje. Za potvrdne metode, iskoriS¢enje pojedinacnih internih
standarda mora biti u rasponu izmedu 60% i1 120%. Manje ili veée iskoris¢enje za pojedinacne
kongenere, a posebno za neke hepta- i okta-hlorirane dibenzo-p-dioksine i dibenzofurane, je
prihvatljivo pod uslovom da je njihov doprinos TEQ vrijednosti manji od 10% ukupne TEQ
vrijednosti (dobijene na osnovu zbira PCDD/PCDF-a i dioksinima slicnih PCB-a). Za skrining
metode GC-MS iskoris¢enje mora biti u rasponu izmedu 30% i 140%.

6.3. Uklanjanje interferirajucih materija



- Odvajanje PCDD/PCDF-a od interferiraju¢ih hlorovanih jedinjenja kao $to su PCB-i koji nisu
slicni dioksinu i hlorovani difenil eteri se sprovodi pomoc¢u odgovarajuc¢ih hromatografskih tehnika
(najbolje pomocu kolone sa florisilom, aluminijum-oksidom i/ili aktivnim ugljem).

- Razdvajanje izomera gasnom hromatografijom mora biti zadovoljavajuce (<25% od pika do pika
izmedu 1,2,3,4,7,8-HXCDF i 1,2,3,6,7,8HXCDF).

6.4. Kalibracija sa standardnom krivom

Raspon kalibracione krive mora obuhvatati relevantni raspon maksimalno dozvoljenih koli¢ina ili
nivoa potrebnog za pokretanje postupka.

6.5. Posebni zahtjevi za potvrdne metode

- Za GC-HRMS:

- U HRMS, rezolucija je tipi¢no veca ili jednaka 10000 za cijeli maseni raspon pri 10% najmanjeg
razmaka izmedu dva pika vrijednosti jednakog intenziteta.

- Ispunjavanje daljih kriterijuma za identifikaciju 1 potvrdivanje kako su opisani u medunarodno
priznatim standardima, na primjer u standardu MEST EN 16215:2014 (Hrana za Zzivotinje -
Odredivanje dioksina i PCB-a sli¢nih dioksinu GC/HRMS-om i indikatora PCB-a GC/HRMS-om)
i/ili u metodama EPA 1613 i 1668, kako su revidirane.

- Za GC-MS/MS:

- Pradenje barem dva specificna prekursora jona, svakog sa jednim posebnim odgovarajuéim
prelaznim jonom produkta za sve oznacene 1 neoznacene analite u okviru analize.

- Najveée dozvoljeno odstupanje relativnih intenziteta jona od +15% za odabranu tranziciju jona
produkta u poredenju sa izracunatim ili izmjerenim vrijednostima (prosjek iz kalibracionih normi),
primjenjujuci identicne MS/MS uslove, posebno energiju kolizije i pritisak gasa kolizije, za svaku
tranziciju jednog analita.

- Rezoluciju za svaki kvadropol treba postaviti jednako ili bolje od jedini¢éne masene rezolucije
(Jedinicna masena rezolucija: rezolucija koje je dovoljna da dva pika razdvoji za jednu masenu
jedinicu) kako bi se smanjila moguc¢a medudjelovanja ispitivanih analita.

- Ispunjavanje zahtjeva medunarodno priznatih standarda, na primjer u standardu MEST EN
16215:2014 (Hrana za zivotinje - Odredivanje dioksina i PCB-a sli¢nih dioksinu GC/HRMS-om i
indikatora PCB-a GC/HRMS-om) i/ili u revidiranim metodama EPA 1613 i 1668, osim obaveze da
se koristi GC-HRMS.

7. Posebni zahtjevi za bioanaliticke metode

Bioanaliticke metode su metode zasnovane na upotrebi bioloskih nacela kao §to su testovi na
¢elijskoj osnovi, testovi na bazi receptora ili imunoloski testovi.

Skrining metoda klasifikuje uzorak kao uskladen ili kao sumnjiv da nije uskladen. U tu svrhu
izraCunata vrijednost BEQ uporeduje se sa cut-off vrijednos¢u. Uzorci ispod cut-off vrijednosti
smatraju se uskladenima, za uzorke jednake ili iznad cut-off vrijednosti sumnja se da nisu uskladeni,
Sto zahtijeva analizu potvrdnom metodom. U praksi BEQ vrijednost koja odgovara 2/3 maksimalno
dozvoljene koli¢ine moze se koristiti kao najprimjerenija cut-off vrijednost obezbjedujuci uéestalost
laZzno uskladenih rezultata ispod 5% 1 prihvatljivu ucestalost lazno neuskladenih rezultata. Kako su
maksimalno dozvoljene koli¢ine odvojene za PCDD/PCDF i za zbir PCDD/PCDF-a i dioksinu
slicnih PCB-a, provjera uskladenosti uzoraka bez frakcionisanja zahtijeva odgovarajuce cut-off
vrijednosti za PCDD/PCDF-¢ kod bioloskih testova. Za provjeru uzoraka koji prelaze nivoa
potrebne za pokretanje postupka, odgovarajuéi procenat nivoa potrebnog za pokretanje postupka
moze se Kkoristiti kao cut-off vrijednost. Kod nekih bioanalitickih metoda okvirna vrijednost
izrazena u BEQ moze se navesti za uzorke unutar radnog raspona koji prelaze nivoe izvjestavanja.
7.1. Procjena odgovora na ispitivanje

7.1.1. Opsti zahtjevi

- Kada se koncentracije izracunavaju iz kalibracione krive za TCDD, vrijednosti na donjem i
gornjem kraju krive pokazuju veliku razliku (visok koeficijent varijacije (CV)). Radni raspon je



raspon u kojem je CV manji od 15%. Donji dio radnog raspona (nivo izvjeStavanja) mora se dalje
odrediti u znatno ve¢oj mjeri (najmanje tri puta vise) od postupka slijepe probe. Gornji dio radnog
raspona obi¢no predstavlja vrijednost EC7g (70% najvece efikasne koncentracije), ali je nizi ako je
CV u tom rasponu veéi od 15%. Radni raspon se odreduje tokom validacije. Cut-off vrijednosti
(7.3.) moraju biti dobro unutar radnog raspona.

- Standardni rastvori i ekstrakti uzoraka ispituju se barem dvostrukom analizom. Kad se Kkoriste
dvostruke analize, standardni rastvori ili ekstrakti kontrolnih uzoraka ispitani u 4 do 6 bunarcica
rasporedenih po plocici pokazuju odgovor ili koncentraciju (moguée samo u radnom rasponu) na
temelju CV<15%.

7.1.2. Kalibracija

7.1.2.1. Kalibracija sa standardnom krivom

- Nivoi u uzorcima mogu se procijeniti uporedivanjem odgovora na ispitivanje s kalibracionom
krivom TCDD (ili PCB 126 ili standardna mjeSavina PCDD/PCDF-a/dioksinu sli¢énih PCB-a) za
obracun BEQ vrijednosti u ekstraktu i kasnije u uzorku.

- Kalibraciona kriva sadrzi 8 do 12 koncentracija (barem dvostruko) sa dovoljno koncentracija u
donjem dijelu krive (radni raspon). Posebnu paznju treba obratiti na kvalitet prilagodljivosti krive u
radnom rasponu. Tako R? vrijednost ima malu ili nikakvu korist u procjeni ispravnosti
prilagodavanja pri nelinearnoj regresiji. Bolje prilagodavanje posti¢i ¢e se smanjivanjem razlike
izmedu izracunatih 1 primijeCenih vrijednosti u radnom rasponu krive (npr. smanjivanjem zbira
kvadrata rezidua).

- Procijenjena vrijednost u ekstraktu uzorka zatim se koriguje za vrijednost BEQ, izracunatu za
slijepi uzorak matriksa/rastvora (kako bi se uzele u obzir necisto¢e iz upotrijebljenih rastvora i
hemikalija) 1 za ocito iskoriS¢enje (izracunano iz vrijednosti BEQ odgovaraju¢ih referentnih
uzoraka sa reprezentativnim uzorcima kongenera u podru¢ju maksimalno dozvoljene kolicine ili
nivoa potrebnog za pokretanje postupka). Za korekciju iskoris¢enja, o¢igledno iskori$éenje treba
uvijek biti unutar zahtijevanog raspona. Referentni uzorci koji se koriste za korekciju iskoris¢enja
treba da su uskladeni sa zahtjevima iz tacke 7.2. ovog dijela.

7.1.2.2. Kalibracija sa referentnim uzorcima

Druga mogucnost je da se da se u blizini ciljnog nivoa upotrijebi kalibraciona kriva pripremljena iz
bar cetiri referentna uzorka jedan matriks slijepe probe 1 tri referentna uzorka sa 0,5x, 1,0x 1 2,0x
vecom vrijednosti od maksimalno dozvoljene koli¢ine ili nivoa potrebnog za pokretanje postupka)
zbog cega korekcija vrijednosti slijepih proba i iskoriS¢enja viSe nije potrebna. U ovom slucaju se
moze odgovor testa koji odgovara 2/3 maksimalno dozvoljene koli¢ine izraunati neposredno iz tih
uzoraka i upotrijebiti kao cut-off vrijednost. Za provjeru uzoraka koji prelaze nivoe potrebne za
pokretanje postupka, odgovaraju¢i procenat nivoa potrebnog za pokretanje postupka moze
odgovarati kao cut-off vrijednost.

7.1.3. Odvojeno odredivanje PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢énih PCB-a

Ekstrakti se mogu podijelitt u frakcije koje sadrze PCDD/PCDF 1 dioksinu slicne PCB-e
omogucavajuéi odvojeno iskazivanje vrijednosti TEQ za PCDD/PCDF i dioksinu sliéne PCB-e (u
BEQ). Po moguc¢nosti se koristi standardna kalibraciona kriva PCB 126 za procjenu rezultata za
frakciju koja sadrzi dioksinu sli¢ne PCB-e.

7.1.4. O¢igledno iskoriS¢avanje pri bioloSkim testovima

,»OCcigledno iskoris¢avanje pri bioloskim testovima” izracunava se iz odgovarajucih referentnih
uzoraka sa reprezentativnim uzorcima kongenera u podrucju oko maksimalno dozvoljene koli¢ine
ili nivoa potrebnog za pokretanje postupka i izrazava se kao procenat vrijednosti BEQ u
komparaciji sa vrijedno$¢u TEQ. Zavisno od vrste ispitivanja i upotrijebljenog ili upotrijebljenih
TEF-ova®® razlike izmedu faktora TEF i REP za dioksinu sliéne PCB-e mogu prouzrokovati manje
o¢ito iskoriSc¢enje za dioksinu sli¢ne PCB-¢ u poredenju s PCDD/PCDF-om. Stoga ako se sprovodi
odvojeno odredivanje PCDD/PCDF-a i dioksinu slicnih PCB-a ocito iskoris¢enje pri bioloskim



testovima iznosi: za dioksinu slitne PCB-e 20% do 60%, za PCDD/PCDF-e od 50% do 130%
(rasponi vaze za kalibracionu krivu TCDD). S obzirom da doprinos dioksinu sli¢nih PCB-a sumi
PCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a moze varirati kod razli¢itih matriksa i uzoraka, o¢igledno
iskori§¢avanje pri bioloskim testovima za parametar sume odrazava ove raspone koji iznose od 30%
do 130%. Bilo koja implikacija bitno revidiranih vrijednosti TEF-a na zakonodavstvo Unije za
PCDD/PCDF-¢ i dioksinu sli¢ne PCB-e zahtijeva reviziju ovih raspona.

7.1.5. Kontrola iskoriSéenja preciS¢avanja

Gubitak jedinjenja tokom preciS¢avanja uzorka provjerava se tokom validacije. Slijepa proba sa
dodatkom mjesSavine razli¢itih kongenera se podvrgava preciS¢avanju (najmanje n=3), a
iskoriS¢enje 1 varijabilnost provjeravaju se potvrdnom analizom. Iskori§¢enje iznosi od 60% do
120% narocito za kongenere koji doprinose vise od 10% vrijednosti TEQ u razli¢itim mjeSavinama.
7.1.6. Nivoi izvjeStavanja

Za izvjeStavanje o vrijednostima BEQ, nivo izvjeStavanja se odreduje na osnovu odgovarajuéih
matriksa uzoraka koji ukljuCuju tipicne uzorke kongenera, ali ne na osnovi kalibracione krive
standarda zbog niske preciznosti u donjem rasponu krive. Efekti ekstrakcije i precis¢avanja se
uzimaju u obzir. Nivo izvjeStavanja se odreduje znacajno iznad postupka sa uzorcima slijepe probe
(najmanje tri puta vise).

7.2. Koris¢enje referentnih uzoraka

7.2.1. Referentni uzorci predstavljaju uzorke matriksa, uzorke kongenera i raspone koncentracija za
PCDD/PCDF 1 dioksinu slicne PCB-e oko maksimalno dozvoljene koli¢ine ili nivo potreban za
pokretanje postupka.

7.2.2. Uz svaku seriju uzoraka koja se ispituje ukljucuje se jedna slijepa proba ili po moguénosti
slijepa proba datog matriksa 1 jedan referentni uzorak sa maksimalno dozvoljenom koli¢inom ili na
nivo potrebnom za pokretanje postupka. Ovi uzorci se ekstrahuju i analiziraju istovremeno u istim
uslovima. Referentni uzorak mora pokazati izrazito ve¢i odgovor od slijepog uzorka, S§to
obezbjeduje ispravnost testa, a uzorci se mogu koristiti za korekciju slijepe probe i iskoris¢enja.
7.2.3. Referentni uzorci koji se odaberu za korekciju iskoriS¢enja su reprezentativni za ogledne
uzorke, S$to znaci da uzorci kongenera ne uzrokuju preniske procjene vrijednosti.

7.2.4. Dodatnim referentnim uzorcima kojima su koli¢ine 0,5x i 2X ve¢e od maksimalno dozvoljene
koli¢ine ili nivoa potrebnog za pokretanje postupka mogu se ukljuéiti za dokazivanje ispravnosti
ispitivanja u rasponu propisanih koli¢ina za kontrolu maksimalno dozvoljene koli¢ine ili nivoa
potrebnog za pokretanje postupka. Ako se kombinuju, ovi uzorci se mogu koristiti za izratun
vrijednosti BEQ u oglednim uzorcima.

7.3. Odredivanje cut-off vrijednosti

Odnos izmedu bionalitickih rezultata u BEQ 1 rezultati GC/HRMS u TEQ odreduje se (npr.
kalibracijskim ogledima u matriksu, koji ukljuCuju referentne uzorke sa dodatkom (spajkom) O,
0,5x, 1x 1 2x maksimalno dozvoljene koli¢ine (MDK) sa Sest ponavljanja na svakom nivou (n=24)).
Faktori korekcije (slijepa proba i iskoriS¢enje) mogu se procijeniti iz ovog odnosa, ali se moraju
provjeravati u svakoj seriji ispitivanja u skladu sa tackom 7.2.2. ovog dijela.

Cut-off vrijednosti odreduju se za donosenje odluke o uskladenosti uzorka sa maksimalno
dozvoljenim koli¢inama ili za kontrolu nivoa potrebnog za pokretanje postupka, ako je relevantno, s
obzirom na doti¢nu maksimalno dozvoljenu koli¢inu ili nivoa potrebnog za pokretanje postupka
odredene posebno za PCDD/PCDF-¢ i za dioksinu slicne PCB-e ili za sumu PCDD/PCDF-a i
dioksinu slicnih PCB-a. Prikazuje ih donja krajnja tacka distribucije bioanalitickih rezultata
(korigovano za vrijednost slijepe probe i za iskoriS§¢enje) Sto odgovara odlucujucoj granici potvrdne
metode na bazi 95% nivoa povjerenja, Sto znaci da je sadrzaj lazno uskladenih rezultata <5% 1 na
osnovu RSD R<25 %. Odlucujuca granica potvrdne metode je maksimalno dozvoljene koli¢ina



uzimajuéi u obzir mjernu nesigurnost. U praksi se cut-off vrijednost (u BEQ) moze izraCunati na
sljedeci nacin:

7.3.1. Koris¢enje donjeg raspona 95% intervala predvidanja pri odluujucoj granici potvrdne
metode:

1 1 —2
Cut — of f vrijednost = BEQ DL — Sy x Xt oy =m —2 ;+E+(xi—x) /Qx

gdje je:
BEQDL - BEQ koji odgovara odluc¢ujucoj granici potvrdne metode, koja je maksimalno dozvoljena
koli¢ina uzimajuc¢i u obzir mjernu nesigurnost
Sy, x - standardna devijacija rezidua
to,f=m-2 - student faktor (a=5%, f=stepeni slobode, jednostrani)
m - ukupan broj kalibracionih tac¢aka (indeks j)
n - broj ponavljanja na svakom nivou
Xi - koncentracija uzorka (u TEQ) kalibracijske tacke i odredena potvrdnom metodom
X- srednja vrijednost koncentracija (u TEQ) svih kalibracionih uzoraka

m

Q xx= Y (xi-X)? - parametar zbira kvadrata, i = indeks za kalibracionu tacku i

=1
7.3.2. Obracun iz bioanalitickih rezultata (korigovano za vrijednost slijepe probe i za iskori¢enje)
viSestrukih analiza uzoraka (n > 6) kontaminiranih na odlucujucoj granici potvrdne metode, kao
donja krajnja tacka distribucije podataka pri odgovarajucoj srednjoj BEQ vrijednosti:
Cut-off vrijednost = BEQDL — 1,64 x SDR
gdje je:
SDR - standardna devijacija rezultata bioanalitickih testova pri BEQDL, izmjereno u unutar
laboratorijskim uslovima obnovljivosti
7.3.3. Obracun kao srednja vrijednost bioanalitickih rezultata (u BEQ, korigiovano za vrijednost
slijepe probe 1 za iskoriS¢enje) iz viSestrukih analiza uzoraka (n>6) kontaminiranih na 2/3
maksimalno dozvoljene koli¢ine ili nivoa potrebnog za pokretanje postupka, Sto se zasniva na
zapazanju o kretanju vrijednost oko cut-off vrijednosti datih u ta¢. 7.3.1. ili 7.3.2. ovog dijela.
Obracun cut-off vrijednosti na osnovu 95% nivoa povjerenja, §to znaci da je udio lazno uskladenih
rezultata <5 % i na osnovu RSD R < 25 %:
1) iz donjeg raspona 95% intervala predvidanja pri odlu¢ujucoj granici potvrdne metode;
2) iz visestrukih analiza uzoraka (n>6) kontaminiranih na odlu¢ujuéoj granici potvrdne metode kao
donja krajnja tacka distribucije (na slici prikazana krivom u obliku zvona) pri odgovarajucoj
srednjoj BEQ vrijednosti.



Slika 1.

Bioanaliticki
rezultati (BEQ)

BEQpraq za pokretane postuka

R=5%

.
.
’
,
.
’ ’
o T
. .
. .
. .
/0 .
’ ,
“ o ’
BEQodlugujuéa granic 7~ . S
P . L’
E O, /’ Linija regresije s intervalom
P 5 predvidanja od 95 %
Cut-off vrijednost Pailc) 5%
A 7 . 7
s o
7 O -
.
.
.
Pragza  Napeta Oduluuta  Rezyttati HRGCHRMS (TEQ)
pokretanje dopustena granica

postupka  koligina

QOO0
.
.

7.3.4. Ogranicenja cut-off vrijednosti

Cut-off vrijednosti na osnovu BEQ, izracunate iz RSDg postignute tokom validacije koristeci
ograni¢en broj uzoraka sa razli¢itim uzorcima matriksa/kongenera mogu biti vec¢e od maksimalno
dozvoljene koli¢ine ili nivoa potrebnog za pokretanje postupka, na osnovu TEQ zbog vece
preciznosti od one rutinski dobijene kada je potrebno kontrolisati nepoznati spektar mogucih
uzoraka kongenera. U takvim slu¢ajevima se cut-off vrijednosti izraGunaju iz RSDr=25%, ili se daje
prednost 2/3 maksimalno dozvoljene koli¢ine ili nivoa potrebnog za pokretanje postupka.

7.4. Karakteristike izvodljivosti (Performance caracteristic)

7.4.1. U bioanaliti¢kim metodama ne mogu se koristiti interni standardi, ve¢ se sprovode ispitivanja
ponavljanja kako bi se dobili podaci o standardnoj devijaciji unutar 1 izmedu serija ispitivanja.
Ponavljanje mora biti manja od 20%, a interna laboratorijska obnovljivost manja od 25%. To se
bazira na nivoima izraCunatih u BEQ nakon korekcije za vrijednost slijepe probe i za iskoriS¢enja.
7.4.2. U postupku validacije potrebno je dokazati da test pravi razliku izmedu slijepe probe i nivoa
na cut-off vrijednosti omoguéavajuci identifikaciju uzoraka iznad odgovarajuce cut-off vrijednosti.
7.4.3. Moraju se utvrditi ciljna jedinjenja, moguce interference i najvece prihvatljive koli¢ine za
slijepe probe.

7.4.4. Procenat standardne devijacije u odgovoru ili koncentraciji izracunat iz odgovora (moguce
samo u radnom rasponu) pri trostrukom odredivanju ekstrakta uzorka ne smije biti iznad 15%.
7.4.5. Nekorigovani rezultati referentnih uzoraka izrazeni u BEQ (vrijednost slijepe probe i pri
maksimalno dozvoljenoj koli€ini ili nivou potrebnom za pokretanje postupka) koriste se za ocjenu
izvodljivosti bioanaliticke metode u konstantnom vremenskom periodu.

7.4.6. Dijagrami kontrole kvaliteta (QC) za postupke sa uzorcima slijepe probe i svaka vrsta
referentnog uzorka biljeZze se i1 provjeravaju kako bi se obezbjedilo da je izvodljivost analiza u
skladu sa zahtjevima, a posebno za postupak sa slijepom probom u pogledu zahtijevane najmanje
razlike do donjeg dijela radnog raspona i za referentne uzorke u pogledu unutar laboratorijske
obnovljivosti. Postupke sa slijepim uzorcima potrebno je dobro kontrolisati kako bi se izbjegli lazno
uskladeni rezultati kada se oduzimaju.

7.4.7. Rezultati analiza sumnjivih uzoraka dobijenih potvrdnim metodama i 2 do 10% uskladenih
uzoraka (najmanje 20 uzoraka po matriksu) sakupljaju se i koriste za procjenu izvodljivosti skrining
metode 1 odnosa izmedu BEQ 1 TEQ. Ova baza podataka moze se koristiti za ponovljenu evaluaciju
cut-off vrijednosti koje se primjenjuju na rutinske uzorke za validovane matrikse.



7.4.8. Uspjesna izvodljivost metoda moze se takode dokazati prstenastim probama. Rezultati
uzoraka analiziranih prstenastim probama koje ukljuuju raspon koncentracija od npr. 2x
maksimalno dozvoljene koli¢ine, mogu takode biti ukljuéeni u procjenu ucestalosti lazno
uskladenih rezultata, ako laboratorija moze dokazati uspjeSnu izvodljivost. Uzroci ukljucuju
najcesce uzorke kongenera, koji predstavljaju razliCite izvore.

7.4.9. Tokom incidenata se mogu ponovo procijeniti cut-off vrijednosti uzimajuéi u obzir specifican
matriks i kongenere koji se pojavljuju u tom incidentu.

8. IzvjeStavanje o rezultatima

8.1. Potvrdne metode

8.1.1. U onoj mjeri u kojoj to analiticki postupak dozvoljava, analiticki rezultati moraju sadrzati
koli¢ine pojedinacnih PCDD/PCDF-a i kongenera dioksinu sli¢nih PCB-a i treba ih definisati kao
donje, gornje ili srednje kako bi se u izvjestaj ukljucilo $to vise podataka o rezultatima i na taj nacin
omogucilo tumacenje rezultata prema posebnim zahtjevima.

8.1.2. U izvjestaj je potrebno ukljuciti 1 metodu koja se koristi za ekstrakciju PCDD/PCDF-a,
dioksinu sli¢nih PCB-a.

8.1.3. Iskori$¢enja individualnih internih standarda moraju biti navedena u sluc¢aju da su van
raspona iz tacke 6.2.5. ovog dijela, u slucaju da je dobijeni rezultat ve¢i od maksimalno dozvoljene
koli¢ine (u tom slucaju iskoriS¢enje za jednu od dvije duple analize), a u drugim slucajevima na
zahtjev.

8.1.4. S obzirom da mjernu nesigurnost treba uzeti u obzir pri odluci o uskladivanju uzorka,
potrebno je navesti i taj parametar. Stoga se rezultati analize prikazuju kao x+U, gdje je x rezultat
analize, a U je proSirena mjerna nesigurnost koriste¢i faktor pokrivanja 2, ¢ime se dobija nivo
povjerenja od 95%. Odreduju li se odvojeno PCDD/PCDF-i i dioksinu sli¢éni PCB-i, tada se suma
procijenjene proSirene nesigurnosti za pojedinacne rezultate analiza PCDD/PCDF-a i dioksinu
slicnih PCB-a Kkoristi za sSumuPCDD/PCDF-a i dioksinu sli¢nih PCB-a.

8.1.5. Rezultati se iskazuju u istim mjernim jedinicama i1 zaokruzuju barem na jednak broj
decimalnih mjesta kao maksimalno dozvoljene koli¢ine u skladu sa propisom o maksimalno
dozvoljenim koli¢inama nepoZeljnih materija u hrani za Zivotinje.

8.2. Bioanaliticke skrining metode

8.2.1. Rezultat skrining metode izrazava se kao uskladen ili se za njega sumnja da je neuskladen
(,,sumnjiv”).

8.2.2. Osim toga, rezultat za PCDD/PCDF-¢ i/ili dioksinu slitne PCB-e moze se izraziti u
bioanalitickim ekvivalentima (ne TEQ).

8.2.3. Za uzorke sa odgovorom ispod granice izvjeStavanja navodi se da su ,ispod granice
izvjeStavanja”. Za uzorke sa odgovorom iznad radnog raspona navodi se da ,,prelaze radni raspon‘ i
odgovarajuca koli¢ina do gornjeg dijela radnog raspona navodi se u BEQ.

8.2.4. Za svaku vrstu matriksa uzorka u izvjestaju se navodi maksimalna dozvoljena koli¢ina ili
nivo potreban za pokretanje postupka na kojoj se procjena zasniva.

8.2.5. U izvjestaju se navodi vrsta ispitivanja koje se koristi, osnovno nacelo ispitivanja i vrsta
kalibracije.

8.2.6. U izvjestaju je potrebno ukljuciti i metodu koja se koristi za ekstrakciju PCDD/PCDF-a,
dioksinu sli¢nih PCB-a

8.2.7. U slu€aju uzoraka za koje se sumnja da nisu uskladeni, u izvjestaj treba ukljucivati napomenu
0 postupku koji treba preduzeti. Koncentracija PCDD/PCDF-a i zbir PCDD/PCDF-a i dioksinu
slicnth PCB-a u tim uzorcima sa poviSenim nivoima mora se odrediti/potvrditi potvrdnom
metodom.

8.2.8. Neuskladeni rezultati navode se samo iz potvrdne metode.

8.3. Fizicko-hemijske skrining metode



8.3.1. Rezultat skrining metode izraza se kao ,uskladen“ ili sew za njega ,sumnja da je
neuskladen*(sumnjiv).

8.3.2. Za svaku vrstu uzorka matriksa u izvjesStaju se navodi najvec¢a dopustena koli¢ina ili prag za
pokretanje postupka na kojima se temelji procjena.

8.3.3. Navode se koli¢ine za pojedine PCDD/PCDF-ove i/ili dioksinima slicne PCB kongenere i
TEQ vrijednosti izrazene kao donje, gornje i srednje. Rezultati se izrazavaju istim jedinicama i
zaokruzuju se barem na isti broj decimalnih mjesta kao najve¢e dozvoljene koli¢ine u skladu sa
propisom o maksimalno dozvoljenim koli¢inama nepozeljnih materija u hrani za Zivotinje.

8.3.4. Iskoristavanje pojedinih internih standarda navedena su ako su van raspona navedenog u tacki
6.2.5., u slucaju da je dobijeni rezultat veci od najveée dozvoljene koli¢ine (iskoriS¢avanje za jednu
ili dvije dvostruke analize) i u drugim slucajevima na zahtjev.

8.3.5. U izvjestaju se navodi primjenjena GC-MS metoda.

8.3.6. U izvjestaju je potrebno ukljuciti metodu koja se koristi za ekstrakciju PCDD/PCDF 1
dioksinima sli¢nih PCB-ova.

8.3.7. U slu€aju uzorka za koje se sumnja da nijesu uskladeni, izvjeStaj ukljucuje napomenu o
postupku koji treba preduzeti. Koncentracija PCDD/PCDF-ova i zbir PCDD/PCDF-ova i
dioksinima slicnih PCB-ova u tim uzorcima sa poveanim nivoima odreduje/potvrduje se
potvrdnom metodom.

8.3.8. O neuskladenosti odlucuje se poslije potvrdne analize.

Dio IV
Priprema uzorka i zahtjevi za metode analize koje se koriste za sluzbenu kontrolu
koli¢ina PCB-a koji nijesu sli¢ni dioksinima u hrani za Zivotinje

1.Podrucje primjene

Analiza hrane za Zivotinje za kontrolu nivoa PCB-ova koji nisu sli¢ni dioksinu i u pogledu pripreme
uzoraka 1 analitickih zahtjeva za druge regulatorske svrhe, ukljucuju¢i kontrole koje sprovodi
subjekt u poslovanju hranom za zivotinje uskladeni su sa Uredbom o blizim zahtjevima za higijenu
hrane za Zivotinje.

2.Metode detekcije koje se koriste
Gasna hromatografija/elektron apsorbuju¢i detektor (GC-ECD), GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-
HRMS ili istovjetne metode.

3. Identifikacija i potvrda traZenih analita

3.1. Relativno retenciono vrijeme u odnosu na interne standarde ili referentne standarde (prihvacena
devijacija od +0,25%).

3.2. Gasno hromatografska separacija svih Sest indikatorskih PCB-a od interferiraju¢ih materija,
posebno ko-eluiranih PCB-a, a posebno ako su uzorci u rasponu zakonski dozvoljenih granica i
neuskladenost se mora potvrditi(13)'

3.3. Zahtjevi za tehnike GC-MS

Monitoring najmanje:

(a) dva specifi¢na jona za HRMS;

(b) tri specifi¢na jona za LRMS;

(c) 2 specificna prekursor jona, svakog s jednim posebnim odgovaraju¢im prelaznim jonom
produkta za MS-MS.



Najveca dozvoljena odstupanja za odgovore odabranih masenih fragmenata: Relativna devijacija
intenziteta odabranih masenih fragmenata od teoretskog odgovora ili kalibracioni standard za ciljni
jon (jon s najsnaznijim odgovorom koji se prati) i potvrdnih jona: + 15 %.

3.4.Zahtjevi za tehnike GC-ECD

Potvrda rezultata koji prelaze dozvoljena odstupanja sa dvije GC kolone sa stacionarnim fazama
razli¢ite polarnosti.

4.Prikazivanje izvodenja metode
Performanse metode se mogu validovati u obim maksimalno dozvoljene koli¢ine (0,5 do 2 puta vise
od maksimalno dozvoljene koli¢ine) sa prihvatljivim koeficijentom varijacije za ponovljene analize.

5. Granica kvantifikacije

Vrijednosti slijepe probe™ ne smiju biti vece od 30% nivoa kontaminacije $to odgovara
maksimalno dozvoljenoj koli¢ini‘*®"

6. Kontrola kvaliteta

Redovne slijepe probe, analize uzoraka sa dodatkom, analize uzoraka za kontrolu kvaliteta, uces¢e u

medulaboratorijskim testovima sa razli¢itim matriksima uzoraka.

7. Kontrola iskoriS¢enja

7.1. Kori$¢enje pogodnih internih standarda sa fizicko-hemijskim svojstvima koji odgovaraju
analitima od interesa.

7.2. Dodavanje internih standarda:

Dodavanje proizvodima (prije ekstrakcije i postupka ¢iS¢enja).

7.3. Zahtjevi za metode u kojima se koristi svih Sest indikatorskih kongenera PCB-a oznacenih
izotopima:

(a) korekcija rezultata za iskoriSéenje internih standarda;

(b) iskori$éenje izotopski oznacenih internih standarda je izmedu 60 i 120%);

(c) manje ili vece iskoriS¢enje je prihvatljivo za pojedinacne kongenere koji ucestvuju sa manje od
10% u ukupnoj sumi.

7.4. Zahtjevi za metode u kojima se ne Koristi svih Sest izotopski oznac¢enih internih standarda ili se
koriste drugi interni standardi:

(a) kontrola iskori$¢enja internih standarda za svaki uzorak;

(b) prihvatljivo iskoriS¢enje internih standarda izmedu 60 i 120%;

(c) korekcija rezultata u pogledu iskoriS¢enja internih standarda.

7.5. IskoriS¢enje neoznacenih kongenera provjerava se analizom uzoraka sa dodatkom ili kontrolnih
uzoraka sa koncentracijama u rasponu maksimalno dozvoljene koli¢ine. Prihvatljivo iskoriséenje za
te kongenere je izmedu 60 i 120 %.

8. Zahtjevi za laboratorije

Laboratorije treba da su akreditovane u skladu sa zakonom, sa zahtjevima ISO vodica br. 58 (radi
obezbjedenja analitickog kvaliteta) 1 u skladu sa standardom MEST EN ISO/IEC 17025:2011 i u
skladu sa propisom kojim je uredena bezbjednost hrane. Nacela opisana u tehnickim smjernicama
za procjenu mjerne nesigurnosti i granica kvantifikacije za analizu PCB-ova postuju se ako su
primjenjiva*®:



9. Karakteristike izvodljivosti: Kriterijum za sumu PCB-a koji nijesu sli¢ni dioksinima pri
najveéoj dopustenoj koli¢ini

Razredivanje izotopa- Ostale tehnike
masena spektometrija "
Istinitost -20 do 20% -30 do +30%
Srednja preciznost (RSD) <15% <20%
Razlika izmedu izracunavanja | <20% <20%
gornjr i donje granice

10. IzvjeStaj o rezultatima

10.1. U onoj mjeri u kojoj to analiticki postupak dozvoljava, analiticki rezultati moraju sadrzati
kolic¢ine pojedinacnih PCB kongenera i treba ih definisati kao donje, gornje ili srednje kako bi se u
izvijestaju ukljucilo Sto viSe podataka o rezultatima i na taj nacin omogucilo tumacenje rezultata
prema posebnim zahtjevima.

10.2. U izvjestaju je potrebno ukljuciti i metodu koja se koristi za ekstrakciju PCB-a.

10.3. Iskoris¢enja pojedinih internih standarda moraju biti navedena u slucaju da su van raspona
datog u tacki 7 ovog dijela, u slucaju da je dobijeni rezultat ve¢i od maksimalno dozvoljenih
koliCina, a u drugim slu¢ajevima na zahtjev.

10.4. S obzirom na to da mjernu nesigurnost treba uzeti u obzir pri odluci o uskladenosti uzorka, taj
je parametar takode potrebno navesti. Stoga se rezultati analize prikazuju kao x+U, gdje je x
rezultat analize, a U je proSirena mjerna nesigurnost koriste¢i faktor pokrivanja 2, ¢ime se dobija
nivo povjerenja od 95%.

10.5. Rezultati se moraju iskazati u istim mjernim jedinicama i zaokruziti najmanje na jednak broj
decimalnih mjesta kao maksimalno dozvoljene koli¢ine, u skladu sa propisom o maksimalno
dozvoljenim koli¢inama nepozeljnih materija u hrani za Zivotinje.



PRILOG 6
METODE ZA ODREDIVANJE SASTOJAKA HRANE ZA ZIVOTINJE
1. CiLJ | PODRUCJE PRIMJENE

Odredivanje sastojaka Zivotinjskog porijekla u hrani za Zivotinje vrSi se u skladu sa sljeded¢im metodama.

Svjetlosna mikroskopija ili lanéana reakcija polimerazom (PCR) omogucavaju otkrivanje prisutnosti sastojaka Zivotinjskog
porijekla u hranivima i smjeSama za ishranu Zivotinja s tim da ne omogucavaju izralunavanje koliéine takvih sastojaka u
hranivima i smje$ama za ishranu Zivolinja.

Granicu detekcije ispod 0,1% (mm)
PCR metoda omogucuje odredivanje taksonomske grupe sastojaka prisutnih u hranivima i smjeSama za ishranu Zivotinja.

Zavisno od vrste hrane za Zivotinje koja se ispituje, ove metode mogu se koristiti u okviru jedinstvenog protokola samostalno ili
zajedno u skladu sa standardnim operativnim postupcima (SOP) koje je uspostavila referentna laboratorija za Zivotinjske
bjelanZevine u hrani za Zivotinje (EURLAP).

2. METODE
2.1.Svjetlosna mikroskopija
2.1.1.Princip

Sastojci Zivotinjskog porijekla koji mogu biti prisutni u hranivima | krmnim smjeSama poslati na analizu identifikuju se na temelju
tipiénih i mikroskopski prepoznatijivih karakteristika kao 3to su miSiéna viakna i ostale ¢estice mesa, hrskavica, kosti, rogovi,
dlaka, &ekinje, krv, kapljice mlijeka, kristali laktoze, perje ljuske jaja, riblje kosti i krijust.

2.1.2.Reagensi i oprema

2.1.2.1.Reagensi

2.1.2.1.1.Sredstvo za koncentrovanje

2.1.2.1.1.1.Tetrahloretilen (gustina 1,62)

2.1.2.1.2.Reagens za bojenje

2.1.2.1.2.1.Rastvor alizarin crveno (rastvori se 2,5 mi 1M hlorovodonitne kiseline u 100 ml vode i tom se rastvoru doda 200 mg
alizarin crvenog)

2.1.2.1.3.Sredstva za pripremu preparata

2.1.2.1.3.1.Baza (NaOH 2,5% wiv ili KOH 2,5% wiv)

2.1.2.1.3.2. Glicerol (nerazrijeden, viskoznost: 1 490 c¢P) ili sredstvo za pripremu preparata sa ekvivalentnim svojstvima za
pripremu privremenih preparata.

2.1.2.1.3.3.Norland” Optical Adhezive 65 (viskoznost 1 200 cP) ili smola sa istim svojstvima za pripremu trajnih preparata
2.1.2.1.4.Sredstva za pripremu preparata sa osobinama bojenja

2.1.2.1.4.1.Lugolov rastvor (rastvori se 2 g kalijum jodida u 100 ml vode, zatim se uz ¢esto muckanje doda 1 g joda)

2.1.2.1.4.2 Cistinski reagens (2 g olovo acetate, 10 g NaOH/100 ml vode)

2.1.2.1.4.3.Fehlingov reagens (pripremi se prije upotrebe od jednakih dijelova (1/1) osnovnih rastvora A i B. Rastvor A. 69 g
bakar (ll) sulfata pentahidrata rastvori seé u 100 ml vode. Rastvor B. 34,6 g kalijum-natrijum tartarata tetrahidrata i 12 g NaOH
rastvori se u 100 ml vode)

2.1.2.1.4.4. Tetrametilbenzidin vodonik peroksid (rastvori se u 3,3,5,5-tetrametilbenzidina (TMB) u 100 mi glacijaine siréetne
kiseline i 150 ml vode. Prije upotrebe izmjeSaju se 4 dijela ovog TMB rastvora s jednim dijelom 3 % vodonik peroksida

2.1.2.1.5.Sredstva za ispiranje

- 2.1.2.1.5.1.Etanol 2 96 % (tehni&ki Eist)

2.1.2.1.5.2.Aceton (tehnicki ist)

2.1.2.1.6.Reagens za izbjeljivanje .
2.1.2.1.6.1.Komercijalni rastvor natrijum hipohlorata (9-14 % aktivnog hlora)
2.1.2.2.0prema _

2.1.2.2.1 Analititka vaga sa precizno3éu od 0,001 g

2.1.2.2.2.Pribor za mijevenje: noZ ili mlin sa rotorom. Ako se koristi mlin sa rotorom zabranjena je upotreba mlinskih sitd = 0,5
mm.

2.1.2.2.3. Sita sa mreZicom kvadratnih oéica 3irine 0,25 mm’i 1 mm. Osim kod prethodnog prosijavanja uzorka, promjer sita ne
smije biti ve&i od 10 cm kako bi se izbjegao gubitak materijala. Kalibracija sita nije potrebna.
2.1.2.2.4. Konusni stakleni lijevak za odvajanje zapremine 250 ml sa teflonskom slavinom ili slavinom od bruSenog stakla.

Promjer otvora slavine mora biti 2 4 mm. Altemativno umjesto toga se moZe upotrijebiti £asa sa konusnim dnom za taloZenje
pod uslovom da je laboratoriaj dokazala da su granice detekcije iste onima kada se koristi konusni stakleni lijevak za odvajanje.



Lijevak za odvajanje

2650 mi

Promjer 4 mm

2.1.2.2 5. Stereomikroskop koji obuhvata najmanje 6,5 x do 40 x finalni obim povecanja

2.1.2.2.6. Sastavijeni mikroskop koji obuhvata najmanje 100 x do 400 x finalni obim povecanja sa poljem za propusteno svjetio.
Mogu se dodatno koristiti polarizirano svijetlo i diferencijainl interferentni contrast

2.1.2.2.7 .Standardno laboratorijsko posude od stakia

2.1.2.2.8. Oprema za pripremu preparata: klasiCna mikroskopska ploica, plogica sa udubljenjem, pokrovna ploéica (20 = 20
mm), pinceta, fina kasika

2.1.2.2.9 Laboratorijska peé

2.1.2.2.10.Centrifuga

2.1.2.2.11. Filter papir: kvalitativni celulozni filter (veli¢ine olvora 4-11 pm)
2.1.3.Uzimanje uzoraka i priprema uzorka

2.1.3.1. Uzimanje uzoraka

Koristi se reprezentativni uzorak uzet u skiadu sa Prilogom 1.

2.1.3.2. Kako bi se sprijedila unakrsna kontaminacija u labaratoriji, svu laboratorijsku opremu za viSekratnu upotrebu potrebno je
padijivo odistiti prije upotrebe. Djelove lijevka za odvajarfie potrebno je prije &iZéenja rastaviti. Djelove lijevka za odvajanije |
posude od stakla potrebno je prethodno oprati ruéno, a zatim oprati u masini za posude. Sita treba da se oliste &etkom sa
tvrdim sintetitkim diacicama. Preporuluje se zavrino &iSCenje sita acetonom i vazduhom iz kompresora nakon prosijavanija
masnog materijala, kao 5to je riblje bra3no.

2.1.3.3.Priprema uzoraka osim masti i ulja

2.1.3.3.1.SuSenje uzorka: uzorci sa sadrZajem viage > 14 % suie se prije rukovanja u skladu sa Prilogom 3.

2.1.3.3.2.Prethodno prosijavanje uzorka: kako bi se prikupile informacije © moguéem spoljnom zagadenju hrane za Zivotinje,
preporutuje se da se hrana u peletima i zmu prethodno prosije na 1 mm i da se dvije dobijene frakcije, koje se moraju smatrati
razlititm uzorcima, zatim odvojeno pripreme i analiziraju | da se o njima odvojeno izvijesti.

2.1.3.3.3.Razdvajanje uzorka u poduzroke i mljevenje: barem 50 g uzorka se razdvoji na poduzorke za analizu koji se zatim
melju

2.1.3.3.4. Ekstrakcija i priprema taloga: prenese se dio od 10 g (sa preciznoSéu od 0,01 g) samijevenog poduzorka u lijevak za
odvajanje ili ¢aSu sa konusnim dnom za taloZenje i doda se 50 ml tetrahloretilena. Dio koji je prenesen u lijevak mora se
ograniCiti na 3 g u slugaju ribljeg bradna ili drugih Eistih proizvoda Zivotinjskog porijekla, mineralnih sastojaka ili premiksa koji
proizvode vise od 10 % taloga. MjeSavinu je potrebno snaZno promudékati fokom najmanje 30 s | mora se oprezno dodati
najmanje jos 50 mi tetrahloretilena kako bi se isprali unutradnji zidovi lijevka i uklonile sve prijanjajuée Zestice. Tako dobijena
mjeSavina se ostavi stajati najmanje 5 minuta prije odvajanja taloga otvaranjem slavine.

Ako se koristi ¢asa sa konusnim dnom za taloZenje, mjeSavinu je potrebno snaZno mijeSati najmanje 15 s, a sve prijanjujuée
Eestice uz zidove &ade potrebno je paiijivo isprati niz unutradnju povrsinu sa najmanje 10 ml &istog tetrahloretilena. MjeSavinu je
potrebno ostaviti da stoji tokom 3 minuta i zatim ponovo promijeSati tokom 15 sekundi, a sve ¢estice koje prijanjaju uz zidove
&ade potrebno je paZljivo isprati niz unutraSnju povriinu sa najmanje 10 mi Eistog tetrahloretilena. Tako dobijena mjeSavina se
ostavi stajati najmanje 5 minuta, zatim se teéna frakcija odstrani i ukloni paZljivim dekantiranjem, vodedi ratuna da se ni malo
taloga ne izgubi. : :

Talog se prikuplja na filter papiru koji se stavija u lijevak kako bi se omogucilo odvajanje preostalog trihloretilena (TCE) i pritom
izbjeglo nakupljanje masti u talogu. Talog se zatim susi. Preporuéuje se da se talog zatim izvaga (sa preciznodéu od 0,001 g) u
svrhu kontrole faze sedimentacija. Konagno, osim ako se prosijavanje smatra nepotrebnim, talog se prosijava na 0,25 mm pa se
dvije dobijene frakcije ispituju.

2.1.3.3.5.Ekstrakcija i priprema flotata: nakon dobijanja taloga gore opisanom metodom, u lijevku za odvajanje moraju ostati
dvije faze: tefna koja se sastoji od tetrahloretilena i &vrsta koja se sastoji od plivajueg materijala. Ta &vrsta faza je fiotat koji se
izoluje tako da se tetrahloretilen u cijelosti odlije iz lijevka otvaranjem slavine. Okretanjem lijevka za odvajanje, flotat se prenese



u veliku Petrijevu Solju i susi na vazduhu u digestoru. Ako se vise od 5 % flotata sastoji od ¢estica > 0,50 mm, mora se prosijati
kroz sito 0,25 mm i dvije dobijene frakcije se ispituju
2.1.3.4.Priprema uzoraka koji se sastoje od masti i ulja
Potrebno je slijediti sljedei protokol za pripremu uzoraka koji se sastoje od mast ii ulja:.
- ako je mast u &vrstom stanju, zagrijava se u pecnici, dok ne postane te€na.
- koristeéi pipetu prenese se 40 ml masti ili ulja se’ dna uzorka u epruvetu za centrifugiranje.
- centrifugira se 10 minuta na 4 000 obr/min.
- ako se mast stvrdnula nakon centrifugiranja, zagrijava se u pecnici dok ne postane tecna.
-~ ponovo se centrifugira 5 min na 4 000 obr/min.
-  malom kaSikicom ili $patulom se prenese polovina dekvantovane neistoée na mikroskopsku plodicu za identifikaciju.
Kao sredstvo za pripremu preparata preporuéuje se glicerol.
- preostala nedistoéa koristi se za pripremu taloga kako je opisano u tacki 2.1.3.3.
2.1.3.5. Upotreba reagensa za bojenje
Kako bi se olakSala pravilna identifikacija sastojaka Zivotinjskog porijekla, subjekt moZe koristiti reagense za bojenje tokom
pripreme uzorka u skladu sa smjernicama koje je izdao EURL-AP.
Ako se koristi rastvor Alizarin crveno za bojanje taloga primjenjuje se sliedeéi protokol:

-  osuSeni talog se prenese u staklenu epruvetu i dvaput ispere sa priblizno 5 mil etanola (svaki put se koristi mijeSalica
(vortex) tokom 30 s, a rastvor se ostavi stajati priblizno 1 minut i 30 s | zatim odlije).

-  talog se izbijeli dodavanjemn najmanje 1 ml rastvora natrijum hipohlorita. Reakcija se razvija 10 min. Epruveta se
napuni vodom, talog se ostavi da stoji 2-3 min, a voda i suspendovane Cestice se paijivo odliju.

- talog se dva puta ispere sa 10 ml vode (koristi se mijeSalica (vartex) 30 s, ostavi se taloZiti | svaki put se odlije voda).

- Doda se 2-10 kapi rastvora Alizanin crveno i smjeSa se promucka na mje3alici. Trajanje reakcije je 3 sekundi i obojeni
talog se dvaput ispere sa priblizZno 5 ml etanola, zatim jedanput acetonom (svaki se put koristi mijeSalica 30 s, a
rastvor se ostavi da stoji pribliZno 1 minut i zatm odlije).

obojeni talog se osusi.
2.1.4. Hllu'mknpuld pregled

2.1.4.1.Priprema preparata

Mikroskopski preparati pripremaju se od taloga i, po izboru laboranta, od flotata ili sirovine. Ako se tokom pripreme preparata
koristiio prosijavanje, pripremaju se obje dobijene frakcije (fina i gruba). Ogledni dijelovi frakcija naneseni na plocice
reprezentativni su za ¢itavu frakciju.

Potrebno je pripremiti dovoljan broj preparata kako bi se obezbjedilo sprovodenije &itavog ispitivanja u skladu sa tatkom 2.1.4.2,
ovog dijela.

Mikroskopski preparati se pripremaju sa odgovarajucim sredstvom za pripremu preparata u skladu sa SOP-om koji je odredio
EURL-AP. Preparate je potrebno pokriti pokrovnim plodicama.

2.1.4.2. Dijagram toka pregleda za odredivanje Zivotinjskih estica u krmnim smjeSama i hranivima

Pripremijeni mikroskopski preparati pregledaju se u skladu s dijagramima toka pregleda propisanim u dijagramima 1.i 2.
Mikroskopski pregledi sprovode se koristeci sastavljeni mikroskop na talogu i, po izboru laboranta, na flotatu ili na sirovom
materijalu. Uz sastavijeni mikroskop moZe se koristiti i stereomikroskop za grube frakcije. Svaki preparat pregleda se u cjelini i
pod raziititim poveéanjima. Precizna objadnjenja o koristenju dijagrama toka pregleda detaljno su navedena u standardnim
operativnim postupcima (SOP) koje je utwrdila referentna laboratorija EU-a za Zivotinjske bjelanevine u hrani za Zivotinje
(EURL-AP) i objavila na svojim internet stranicama.

Najmanji broj preparata koji se mora pregledati u svakoj fazi dijagrama toka pregleda mora se strogo pn#tnvatl osim u
siutajevima kada cijeli materijal frakclje ne omogucuje postizanje utvrdenog broja preparata, primjerice u sluéaju nedobijanja
taloga. Pri svakom odredivanju upotrebljava se najviSe 6 preparata za biljeZenje broja Cestica.

Ako se na flotatu ili sirovini pripremaju dodatni preparati primjenom posebnog sredstva za pripremu preparata s osobinama
bojenja, kako je utvrdeno u tacki 2.1.2.1.4. za potrebe daljeg utvrdivanja struktura (npr. perja, diaka, mi5ica ili Cestica krvi)
otkrivenih na preparatima pripremljenim drugim sredstvom za pripremu preparata, kako je utvrdeno u tacki 2.1.2.1.3. broj
&estica raduna se na temelju broja preparata po odredivanju koji nije vedi od 6, ukljufujuéi dodatne preparate s posebnim
sredstvom za pripremu preparata.

Za lak3u identifikaciju vrste i porijekla éestica laborant moZe koristiti pomocne alate kao $to su sistemi za pomo¢ pri odiuéivanju,
slikovne knjiZice i referentni uzorci.



3 preparala  takoga < 0,25 mm
L

1 preparal iz Noiasla i siroving < 0,25 mm

irerak proavijen

Seladin o5 fockom

D1 i D2 odnose se na prvo i drygo odredivanje; *; kopneni ki¢menjaci, ribe)

3 preparata iz taloga < 0.25 mm
-
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=10
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U skladu s tockam
2.1.5.3 za to podnjetio
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flotata il sirovine > 0,25 mm




_ D1 i D2 odnose se na prvo i drugo odredivanje; *: kopneni kifmenjaci, ribe)
2.1.4.3. Broj odredivanja
Odredivanja se sprovode na razlifitim poduzorcima od po 50 9.
Ako se nakon prvog odredivanja sprovedenog u skladu s dijagramom toka pregleda propisanog u dijagramu 1. ne otkriju

Zivotinjske &estice, nije potrebno sprovoditi dodatno odredivanje, a o rezultatima analize potrebno je izvijestiti koriStenjem
terminologije iz tacke 2.1.5.1.

Ako se nakon prvog odredivanja sprovedenog u skladu s dijagramom toka pregleda propisanog u dijagramu 1. otkrije jedna ili
vise Zivotinjskih destica datog porijekla (tj. od kopnenih kiémenjaka ili ribe), a porijekio pronadenih &estica potvrduje prijavijeni
sadrZaj uzorka, nije potrebno sprovesti drugo odredivanje. Ako je broj Zivotinjskih Cestica datog porijekla otkrivenih tokom tog
prvog odredivanja veéi od 5, o rezultatima analize potrebno je izvjestiti po Zivotinjskom porijeklu koridtenjem terminologije iz
tatke 2.1.5.3. Inade je o rezuitatima analize potrebno izvijestiti po Zivotinjskom porijeklu koritenjem terminologije iz tatke
2.1.5.2.

U drugim sluéajevima, ako laboratoriji nije dostavijena deklaracija sadrZaja, sprovodi se drugo odredivanje na temelju novog
poduzorka.

Ako je, nakon drugog odredivanja sprovedenog u skladu s dijagramom toka pregleda propisanog u dijagramu 2., zbir
Zivotinjskih Cestica datog porijekia otkrivenih u dva odredivanja veéi od 10, o rezultatima analize potrebno je izvjestiti po
ZFivotinjskom porijekiu koriStenjem terminologije iz tatke 2.1.5.3. Inade e o rezultatima analize potrebno izvjestiti po Zivotinjskom
porijekiu koristenjem terminologije iz tatke 2.1.5.2.

2.1.5.Prikazivanje rezuitata

Pri izviedtavanju o rezultatima, laboratorija mora navestl na kojoj vrsti materijala je sprovedena analiza (talog, flotat ili sirovi
materijal). U izvje3taju se jasno navodi koliko je odredivanja sprovedeno i je li prije pripreme preparata sprovedeno prosijavanje
frakcija u skladu sa zadnjim stavom tacke 2.1.3.3.4.
Laboratorijski izviestaj mora sadrZati barem informacije o prisutnosti sastojaka porijekiom od kopnenih kiémenjaka ili ribe.
O razli¢itim slu&ajevima izvjeStava se na sljedece nacine.
2.1.5.1.Nije otkrivena nijedna Cestica datog porijekla:
- koliko je bilo moguée utvrditi pregledom svjetlasnim mikroskopom, u dostavijenom uzorku nije utvrdena prisutnost
&estica porijekiom od kopnenih kitmenjaka.
- koliko je bilo mogucée utvrditi pregiedom svjetlosnim mikroskopom, u dostavijenom uzorku nije utvrdena prisutnost
&estica porijeklom od ribe.
2.1.5.2. Pri sprovodenju samo jednog odredivanja otkriveno je od 1 do 5 Zivotinjskih destica datog porijekla ili pri sprovodeniju
dvaju odredivanija otkriveno je od 1 do 10 &estica datog porijekia (broj otkrivenih Cestica manji je od praga utvrdenog u
standardnim operativnim postupcima (SOP) koje je utvroila referentna laboratorija EU-a za Zivotinjske bjelandevine u hrani za
Zivotinje (EURL-AP).
Ako je provedeno samo jedno odredivanje:
- koliko je moguée utvrditi pregledom svjetiosnim mikroskopom, u dostavijenom uzorku nije utvrdena prisutnost vise od
5 &estica porijeklom od kopnenih kitmenjaka. Cestice su identifikovane kao kosti, hrskavica, misi¢, diaka, rogovi. Taj
nizak nivo prisutnosti niZi je od praga utwrdenog za tu mikroskopsku metodu.
- koliko je moguée utvrditi pregledom svjetlosnim mikroskopom, u dostavijenom uzorku nije utvrdena prisutnost vise od
5 &estica porijeklom od ribe. Cestice su identifikovane kao riblje kosti, riblja krijust, hrskavica, migi¢, otolit, $krge. Taj
nizak nivo prisutnosti nii je od praga utwdenog za tu mikroskopsku metodu.
Ako su sprovedena dva odredivanja:

-  koliko je mogucée utwrditi pregledom sﬁaﬂﬂsnim mikroskopom, u dostavijenom uzorku tokom dva odredivanja nije
utvrdena prisutnost vise od 10 &estica porijekiom od kopnenih kiémenjaka. Cestice su identifikovane kao kosti,
hrskavica, mi§i¢, dlaka, rogovi. Taj nizak nivo prisutnosti niZi je od praga utvrdenog za tu mikroskopsku metodu.

-  koliko je moguée utvrditi pregledom svjetlosnim mikroskopom, u dostavijenom uzorku tokom dva odredivanja nije
utvrdena prisutnost vise od 10 &estica porijeklom od ribe. Cestice su identifikovane kao riblje kosti, ribljia krijust,
hrskavica, misi¢, otolit, Skrge. Taj nizak nivo prisutnosti niZi je od praga utvrdenog za tu mikroskopsku metodu.

Osim toga:

- u slugaju prethodnog prosijavanja uzorka, u laboratorijskom izvjeStaju mora biti navedeno u kojoj su frakciji (prosijana
frakcija, peletirana frakcija ili zma) bile otkrivene Zivotinjske gestice, jer otkrivanje Zivotinjskih &estica samo u prosijanoj
frakciji moZe biti znak zagadenja iz okolne sredine.

- ako se otkriju samo Zivotinjske Zestice koje se ne mogu kategorizovati kao Zestice porijeklom od kopnenih kitmenjaka
ili ribe (npr. miSiéna viakna), u izvjeStaju se navodi da su otkrivene samo takve Zivotinjske &estice i da se ne moZe
iskljutiti da potiéu od kopnenih kiémenjaka. ‘

2.1.5.3. Pri sprovodenju samo jednog odredivanja otkriveno je vie od 5 Zivotinjskih &estica datog porijekia ili je pri sprovodenju
dvaiju odredivanja otkriveno viSe od 10 Eestica datog porijekia:
Ako je sprovedeno samo jedno odredivanje:

- koliko je moguce utvrditi pregledom svjetlosnim mikroskopom, u dostavijenom uzorku utvrdena je prisutnost vide od 5
&astica porijeklom od kopnenih kigmenjaka. Cestice su identifikovane kao kosti, hrskavica, misi¢, dlaka, rogovi.

- koliko je moguée utvrditi pregledom svjetlosnim mikroskopom, u dostavijenom uzorku utvrdena je prisutnost vise od 5
&estica porijeklom od ribe. Cestice su identifikovane kao riblje kosti, riblja krijuit, hrskavica, miié, otolit, 3krge.

Ako su sprovedena dva odredivanja:



- koliko je moguée utvrditi pregledom svjetlosnim mikroskopom, u dostavijenom uzorku tokom dva odredivanja utvrdena
je prisutnost vise od 10 Cestica porijeklom od kopnenih kiémenjaka. Cestice su identifikovane kao kosti, hrskavica,
misi¢, dlaka, rogovi.

- koliko je mogucée utvrditi pregledom svjetlosnim mikroskopom, u dostavijenom uzorku tokom dva odredivanja utvrdena
je prisutnost vise od 10 &estica porijekiom od ribe. Cestice su identifikovane kao riblje kosti, riblja krijust, hrskavica,
miSi¢, otolit, Skrge.

Osim toga.

- usluéaju prethodnog prosijavanja uzorka, u laboratorijskom izvjeStaju mora biti navedeno u kojoj su frakciji (prosijana
frakcija, peletirana frakcija ili zrna) bile otkrivene Zivotinjske estice, jer otkrivanje Zivotinjskih Cestica samo u prosijanoj
frakciji moze biti znak zagadenja iz okolne sredine.

- ako se otkriju samo Zivotinjske Cestice koje se ne mogu kategorizovati kao Zestice porijeklom od kopnenih kiémenjaka
ili ribe (npr. migi¢na viakna), u izvjestaju se navodi da su otkrivene samo takve Zivotinjske Cestice | da se ne moie
iskljutiti da poietu od kopnenih kiEmenjaka.

2.2.PCR
2.2.1.Princip

Fragmenti dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) Zivotinjskog porijekia koji mogu biti prisutni u hranivima i smjeSama za ishranu
Zivotinje otkrivaju se tehnikom genskog umnoZavanja putemn PCR-a koja cilja DNK sekvence znatajne za vrstu.

PCR metoda zahtijeva najpre ekstrakciju DNK-a. UmnoZavanje se wrii kasnije na dobijenom DNK ekstraktu kako bi se otkrila
ciliana Zivotinjska vrsta.

2.2.2.Reagensi | oprema

2.2.2.1.Reagensi

2.2.2.1.1.Reagensi za ekstrakciju DNK-a

Upotrebljavaju se samo reagensi koje je odobrioc EURL-AF i objavio na svojoj internet stranici.

2.2.2.1.2.Reagensi za umnoZavanje genskog materijala

2.2.2.1.2.1."Primers” | sonde

Upotrebljavaju se samo primer i sonde sa sekvencama oligonukleotida koje je odobrio EURL-AP i objavio na svojoj intemet
stranici.

2.2.2.1.2.2.Glavna mjesavina (Master mix)

Upotrebljavaju se samo rastvori glavne mjesavine koje ne sadrZe reagense koji bi mogli prouzorkovati laZne rezultate zbog
prisutnosti Zivotinjskog DNK-a.

2.2.2.1.2.3.Reagensi za dekontaminaciju.

2.2.2.1.2.3.1.Rastvor hlorovodoni&ne kisjeline (0,1 N).

2.2.2.1.2.3.2.I1zbjeljivat (rastvor natrijum hipohlorita s 0,15 % aktivnog Hlara}.

2.2.2.1.2.3.3.Ne korozivni reagensi za dekontaminaciju skupih uredaja kao ¥lo su analititke vage (napr. DNA Erase™
proizvodata MP Biomedicals).

2.2.2.2.0prema

2.2.2.2.1.Analiticka vaga sa preciznosé¢u od 0,001 g.

2.2.2.2.2 Pribor za mljevenje.

2.2.2.2.3.Uredaj za PCR (Themocycler) koji omuguéava PCR u stvamom vremenu.
2.2.2.2.4 Mikrocentrifuga za mikroepruvete,

2.2.2.2 5. Komplet mikropipeta koje omogucéavaju pipetiranje od 1 pl do 1 000 pl.
2.2.2.2.6.Standardna plastitna oprema za mikrobiologiju: mikroepruvete za mikrocentrifugu, plastiéni nastavci s filterima za
mikropipete, odgovarajuée ploice za uredaj za PCR (themocycler).

2.2.2.2.7 FriZideri za skladi5tenje uzoraka i reagensa

2.2.3.Uzimanje uzoraka i priprema uzorka

2.2.3.1.Uzimanje uzoraka

Reprezentativni uzorak je uzorak uzet u skladu sa odredbama Priloga | ovog pravilnika.
2.2.3.2.Pripreama uzorka

Pri pripremi laboratorijskih uzoraka do ekstrakcije DNK-a vrSi se u skladu sa zahtjevima datim u Prilogu Il ovog pravilnika. Od
najmanje 50 g uzorka se napravi poduzorak za analizu, koji se zatim samelje.

Priprema uzorka mora se sprovesti u drugom prostoru od onih koji se koriste za ekstrakciju DNK-a i umnoZavanje genskog
materijala u skladu sa standardom 150 24276.

Pripreme se dva tesna uzorka od najmanje 100 mg svaki.
2.2.4.Ekstrakcija DNK-a
Ekstrakcija DNK-a sprovodi se na svakom pripremljenom testnom uzorku koristeé¢i SOP koji je uspostavio EURL-AP i objavio na
svojoj internet stranici.
Za svaku seriju ekstrakcije DNK-a pripremaju se dva kontrolna uzorka kako je opisano u ISO standatdu 24276:
- slijepi kontrolni uzorak eksirakcije;
- pozitivni kontrolni uzorak ekstrakcije DNK-a.



2.2.5.UmnoZavanje genskog materijala

Genski material se umnoZava koristedi metode odobrene za svaku vrstu koja zahtjeva identifikaciju. Te metode su propisane u
SOP koji je uspostavio EURL-AP i objavio na svojoj internet stranici. Svaki ekstrakt DNK-a se analizira u najmanje dva razliita
razblaZenja kako bi se ocijenila inhibicija.
Za svaku ciljanu vrstu pripremaju se dva kontrolna uzorka koja se umnoZavaju kako je opisano u ISO standard 24276.

- pozitivni kontrolni uzorak s ciljanim DNK-om se upotrijebi za svaku plocicu ili seriju analiza PCR.

-  Kontrolni uzorak reagensa za umnoZavanje {(zZove se takode kontroini uzorak bez matrice) se upotrijebi za svaku

plogicu il seriju analiza PCR.

2.2.6.Tumatenje i prikaz rezultata

U izvjestaju o rezultatima laboratorija mora se navesti najmanje. masu upotrijebljenog testnog uzorka, koriSéene tehnike za
ekstrakciju, broj sprovedenih odredivanja i granicu detekcije metode.

Rezultati se ne smiju tumaditi | saop3tavati ako pozitivni kontrolni uzorak ekstrakcije DNK-a i pozitivni kontrolni uzorak s ciljanim
DNK-om ne omogudéavaju odredivanje ciljane vrste pri analizi, dok je rezultat kontrolnog uzorka reagensa za umnoZavanje
negativan.

U sluéaju da rezultati dva testna uzorka nijesu u skladu, potrebno je ponoviti barem korak genskog umnoZavanja. Ako
laboratorija sumnja da razlog za neuskladenost mogu biti ekstrakti DNK-a, sprovodi se nova ekstrakcija DNK-a | umnoZavanje
genskog materijala prije tumatenja rezultata.

Konaéni prikaz rezultata mora se zasnivati na integracijl i tumacenju rezultata dva testna uzorka u skladu sa SOP-om koji je
uspostavio EURL-AP.

2.2.6.1.Negativni rezuitat

O negativhom rezultatu se izvjestava na sljededi nadin:

U dostavijenom uzorku nije bio otkriven ni jedan DNK iz X (X je Zivotinjska vrsta ili grupa Zivotinjskih vrsta koja je predmet
ispitivanja).

2.2.6.2.Pozitivni rezultat

O pozitivnom rezultatu se izvjeStava na sljedeci nacin:

DNK iz X je otkriven u dostavijenom uzorku (X je Zivotinjska vrsta ili grupa Zivotinjskih vrsta koja je predmet ispitivanja).



PRILOG7

METODA ZA ODREDIVANJE ENERGETSKE VRIJEDNOSTI HRANE

1. Metoda izrafunavanja | prikaza energetske vrijednost
Energetska vrijednost frane za #nvinu izraiava se u procentma sastojaks hrane za fivotinie Ensrgetska wvhjednost iskazuje se u megadiuima (MJ)
metaboli¢ks energije (ME), sa korekcijama za azot, na kilogram smiese:
MWkg ME = 0,1551 x % sirovih peoteina + 0,3431 x % sirovih masti + 0,186 x % skroba + 0,1301 x % ukupnog Secera (iskazanog kzo sahamza)
2. Odstupanja za wrijednosti
Ako se guZbenom kontrolom otkrije razlika (povecana #i smanjena energetska vrijednost hrane za Znvotinje) izmedu rezultata pregleda | energetske
;ﬁj;g:usu kq:d:;mdena na etiket dj oznaci koja prat hranu za dvotinje, dozvolieno je najmarge odstupanje od 0.4 MXkg ME
. az rez

Reznidtat ispitivarya energetske vitjedno st primjenom formule iz take | ovog prioga iskazuu se jednom decimalom.

4. Metode uzimanja uzoraka i metode analize

Uznmange uzoraka kimnih smyeda « odredivanie udieta analiickin sastopaka navedenih u metad 1zratunavana wi se u skiatdu 3 propisansem metodama
- 73 odredivanie udjela sirove mash. postupak B metode za odredivanis sirovib ulja | masti iz dijela 5 Paloga |l ovog pravilnika,
- 23 odredivanje udjela skroba. polarimetn|ska rmetoda iz dijela 8 Pricga il avog pravilnika.

PRILOGS
METODE KONTROLE DODA TAKA HRANI ZA ZIVOTINJE

Utvrdivanje pnsutnost dodataka hrams za: fivotinje u skladu $3 propisom kojim se ureduju dodac hranl za fivatine kao potvrdne metode vrsi se prema
sljiede toj metodi

Dio |
ODREDIVANJE METIL BENZOKVATA
7-berzioksi-6-buli-3-rredoksifarbomi-4-fincion
1. Predmet i podruéje primjene
gar:g:a?je nivoa metil benzokvala u hrani 23 Zvotinge vr& se prema slideco] metodi. Granica kvartifikacie 8 1 mgikg
icip
Metl benzokvat so 1z uzorka ekstrahuje rastvoromn metanol metansufonske kigeling Ekstrakt se prefisth  diblormetanom, jonsko- zenen) vackom
brormatografijom | zatim ponovo  dihlosmetanomn. Udio metil ben zokvata odreduje se tefnom heomatografi jom visoke efikasnost (HPLC) sreverznom fzzom
Uz upotrebu UY detekiora
3. Reagensi.
3.1. Dihlormetan.
3.2 Metanol, za HPLC.
3.3 Mobilna faza HPLC-2
Smije3a metanola (tacka 3.7 ) 1vade (7aHPLC) 75 + 25 v +v)
Filtrira se kroz fiter 0,22 ym (tacka 4 5 ) i rastvor s degazra (npr 10 menuta u ultrazvuénom kupatilu).
34 Rastvor metansulfonske kisjeine, © =2 %
Metanolom s= razblafi 20,0 mi metansufonske lesjeine do 1 000 mi (tack23 2)
3.5. Rastvor hlomvadidne kisjeline, ¢ = 10 %
Vodom se razhiaz 100 mi hiorovodicne kiseline (pao 1,18 ¢/ml) do 1 000 md
3.6. Katonska umpenpvatka smola Amberite CG-120 {Na), 100 do 200 mesh,
Smcta se prije upotrebe tretira. Suspenduie se 100 g smofe u 500 mi rastvora hlorevodoniéne kigeline (tacka 3.5 ) | uz stalno mije&anje zagrjava na vrelo)
piodi do kljucanja. Chladi s¢ i kisjelina odlije. Filtrira se keoz papirni fiter pod vakuumom. Smola se dvaput ispere € 500 mi vode, zatim sa 250 ml metancia
(talka 3 2.). |spere se jos Jednom sa 250 mi metanola 1 osudi produvavaniem vazduha kroz filtriranu pogadu, Suva se srola fuva u 2atvorengg boa.
3.7 Swandardna matenja. Gsh metd be nzokvat (7-benzilokseB-butil-3-rretoks karoonil-4-kinoton )
3.7.1 Csnovni rastvor dandarda metil benzokvata, 500 pgiml
Izvien se 50 mg stancdardne matenje (ta8ka 3.7 ) s preciznoste od 0,1 mg, rastvon u rastvoru metansulfonske kigeline (talka 34.) u sudu zaprermens
100 mi, dopuni do oznake « proemijess
372 Intermedyami rastvor standarda metil benzokvata, 50 pgimi
Prenese se 5,0 mi osnovnog rastvora standarda metl benzokvata (tatka 3 7.1) u sud zapremine 50 ml, dopuni do oznake metanolom (tatka 32) 1

pomijesa
373 Kalibracions rastvon
U senju sudova zapremine 25 ml prenese se 1,0,20, 30, 40 | 5§ 0ml intermedijamog rastvora standarda metil benzokvata (tatka 3.7 2), Dopuni s do
oznake mobilnom fazom (tatka 3 3.) 1 promijea. Koncentracija metil benzokvata u tim rastvanma 1znosi 2,0, 4.0, 60, 8,01 10,0 pg/mi. Prije upotrebe ovi se
rastvori moraju sviele pripremiti.
4. Oprema
4.1 Laboratorijzki Sejker
4.2 Rotaoont vakuum upanvat
4.3, Staklena kolona (250 rrm x 15 mm) sa slavinom | rezervosrom kapaciteta pablizno 200 mi.
44, HPLC sa dtraliubicastim detektorom (UV) s3 mogutnostu gromegene talasne duline, il detektorom sa rezom dioda (DAD)
441 Kolona za teénu hromatografiju. 300 rmm x 4 rom, Coa, s vebnom Cestica punjenja 10 umill ekvivalentns.
4.5 Membranski filter, 0,22 pm
4.6. Membranski filten, 0 45 pm
5. Postupak
5.1, Opste
5.1.1 Anzhzom dijepe probe heane za Zivobrge provierava se da nisu prasutr ni metd benzokvat nit Interferentne matenje
512 Tes iskoriécenia sprovodi se analizom slijepe probe hrane za Ivotinie kojoj s2 doda kodina metil benzokvata shina kolidini u uzorku. Za dobijarye
koncentracie od 15 mokg u 20 g shijepe probe hrane za fivotrge doda se 600 Wl osnovnog rastvora standarda(tatka 37 1), pomiesa | prdeka deset
minuta prye potetka postupka ekstrakeije (tatka 52 ).
;J;pg‘tena Klojd ove metode shijepa proba hrane za fivotinie mora biti sliéne vrste kao i uzorak, 2 analizom se u njoj ne srrije pronati retd benzokvat
. Ekstrakcija
Izmien se pribliino 20 g pripremiienog uzorka sa preciznoscu od 0,019 1 prenese u konusnu tikvicu zapremene 250 ml. Doda s 1000 mi ratvora
metansuifonske kisjeline (tatka 3.4 ) i mehancki protresa (tatka 4 1) 30 minuta. Rastvor se filtnra Kroz papirni fiter, 3 fitrat se spreny za postupak
razidvajania tecnost-tetnost (tacka 5 3 )



§3. Razdvajanje teénost-tednost
U lijevak za odvajanje zapremine S00 mi u kojemn se nalaza 100 mi rastvora hlorovodiéne kisjeline (tatks 3 5) preness s 25 0 mi fikrata dobijenog u
postupku iz tatke 52 U lijevak se doda 100 i diblormetana (tadka 31) | mutka jedan minut Pnéeka se da s slogew razdvoje pa se donjl
{dintormetanski) siog odiije u tilkvicu $ okruglim dnom zapremine 500 mi Ponovi se ekstrakega vodene faze sa 40 mi dihlormetana, 2 dobijeni se ekstrakti
pomijedsju s prvim ekstraktom u tkvici s okniglim dnom. Ekstrakt dihlormetana se upari do suva u rotaconom upanvacu (tacka 4.2 ) pri seZenom pritisku,
na 40 °C Ostatak se rastvon u 20 ~ 25 mi metanola (tatka 3 2.), tikvica se zaCepi | sav ekstrald spremi za jonsko-izmjenjivacku hromatografiju (tacka 54 )
§.4. Jonsko-izmjenjivaika hromatografija
§.4.1. Priprema katjonske izmjenjivacke kolone
U donji dio stakiene kolone postavi se mak ep od staklene vune (tafka 4.3.) Pnpremi se suspenzya sa 5,0 g obradene katjonske izmjenjivatke smole
(tacka 3.6.) i 50 ml hlorovoditne kisjeline (tatka 3.5 ), ulje u staklenu kolonu | priteka da se stalodi Ukloni se wisak kisjeline do visne neposredno imad
povrSine smole, zatim se kolona ispere vodom do neutralne reakoje eluata na lakenusov papir. U kolanu se prenese 50 ml metanola (talka 3 2.) 1 ostav ca
istekne do pavrSine smole.
65.4.2. Kolonska hromatografija
Dobijeni se skstrake (tatks 5.3.) pipetom paZijvo prenese u kolonu. Tiloacs sa okrughm dnom se dvaput ispere 53 § — 10 ml metanola (tatka 32, a
isprane tefnost preneésu se u kolonu Ekstrakt s2 ulse do pavrsine smole | kolona ispere sa 50 mi metanola, pn Cemu brzna protoka ne smije predi 5 mlu
minutl Eluat se odbad Metil benzokvat 2 iz kolone eluxa sa 150 mi rastvora metansulfonske kisjeling (tacka 34, a eluat 1z kolone prikupi u konusnu
tikvicu zaprerming 250 mi.
§.5. Razdvajanje teénost-teénost
Dobijers ehuat {tatka 54 2 ) prenese se u hjevak 7a razdajane zapreming 1 | Konusnz tikacz se spere sa § - 10 mi metanola (tacka 3 2&, a Isprana
tetnost pomijesa Sa sadr2aem u lesvi za razdvaanie. Doda se 300 md rastvora hlorovoditne kisieline (tacka 35.) 1 130 il dihbormetana (tatka 3.1.)
Mucka se 1 mnut | ostav da se faze razchvoje. Doni (dinlormetanski) sloj s& odlije u tikvicu s okruglim dnom zapremine 500 mi. Ekstrakcija vodens faze se
ponovi dvaput sa 70 mi dihlormetana, 2 oba se ekstrakta pomge3aju s prvim u tikvici s okrughim dnom
Ekstrakt diklormetana se upari do suva u rotacionom vakuum uparivadu {tatka 4 2. ) pod sniZersm pritiskom na 40°C. Ostatak u tkwce s2 rastvori o
prbliino § ml metanola (tacka 3.2), 2 rastvor prenese u sud zapremine 10 mi Tikvica = okrughm dnom se dvaput ispere sa 1 - 2 ml metanols, 3 sprane
tecnosti prenesu u sud Dopuni se metanolom do oznake i promijesa. Alikvotrs dio se filtnira kroz membranski filter (tatka 4 8 ). Ta se rasbvor cuva za
odredivanje putem HPLC-a (taéka 56.)
§.6. Odredivanje na HPLC-u
56.1. Parametri
Za odmavarye HPLC mogu se konstiti | drugl usiov 3ko se rjima garantuu ekvivalentni rzultati.
kolona za teénu hromatografiju (tatka44.1)),

- mobilna faza 23 HPLC-a smjeSa metancia | vode {tagka 3.3,

- brzina protoka. 1 — 1,5 mifmin,

- talasna du2na detekeije: 265 nm,

zapremina injektiranja 20 — Soul
stabtlnost hromatografskog sstema se provierava Injektiranjem kallbracionog rastvora koncentracije 4.0 pgimi (13cka 3.7.3) sve dok se ne dobiu
konstantne vising i povrSing pikava | konstantna retenciona viemena
§6.2, Kallbraciona kriva
Vise puta se injektra svaki kalbracioni rastvor (tatka 37 3) 1 73 svalu koncentracju izmyere vrjednost visina (povrénz) pikova, Kalibraciona knva s=
mofemu tako da s2 na ordinatu nanose srednje vrijednosti visna ili poveSing prkova kalibraconih rastvora, 3 n2 apsasu odgovarauce koncentracie u
mi

§.6.3. Rastvor uzorka
Vige puta se ubnzga ekstrakt uzoka (tatka 5.5.), pn éemu se konste jednaka zapremna kao za kalbracione rastvore, zabm se odred srednja vaednost
visina (povwrdina) pikova metil benzokvata
6. lzraunavanje rezultata
Koncentracija rastvora uzorka u pgimi edreduje se iz srednjih vrijednosti pikova (povrSina) metil benzokvata iz kalibracione krive (tatka 562
Udio metl benzokvata (w) {ma'ka) u uzorku izracunava se sledecom formulom

w=e x 40im
pri Cemu je.
c = korcentracija metil ben zokvata u rastvors uzorka u pgfmi
m = Masa (spitivanog uzorka u gramima.
7. Validacija rezultata
7.1. Identifikacija
Identfikacija analita mo2e s potvrdit ko-heomatog rafijom Il detektoeom s nizom dioda Kojima se uporeduje spektar ekstrakta uzorka | spektar kalibracionog
rastvora (tatka 3.7 3) koncentracie 10 pgiml
7.1.1. Ko-hromatografija
Ekstrakty uzorka se doda odgovarajuca koktma intermedjamog rastvora standardaitatka 372 ) Kobiéina dodatog metd benzokvata mora bit didna
prociienjeno) kolitini metl benzokvata u ekstrakiy uzorka.
Moze se povetati samo visina pia metd benzokvata, uzimajudi u obzr dodate koktine | razblaZenje ekstrakta Sima pika na polovird njegove najise visine
mora hitt unutar 10% vnjednost prvobitne Snne
7.1.2. Detekclja s nizom dioda
Rendtat se ogjenjuju w skladu sa sljededim myenlima:
(a) talasne duine maksimalne apsorpcije spekira uzorka 1 spelera standarda, zabilieZzene na napisdo) tadki pika hromatograma, moraju bit jednake unutar
granice odredene razluéivo$2u sistema za detekoju. Kod detektora s nizom dioda ta se vreednest obiéno nalaz unutar £ 2 nm
(b) rzredu 220 | 350 nm, spektar uzorka i speltar standarda, zabiljeZers na nagviSo) tacki pika hromatograma, ne smiju Se razkkovatl za degelove spektra
unutar podrugja 10 — 100 % relatane apsorpaje Ta) kntedum je spunjen kada Su prisutne jednake nagvife vnjednostl | kada odstupanje zmedu dva
spektra ni n3 jedno) tadki ne prelaz 15 % apsomoje standardnog analita;
(c)lzmedu 220 | 350 nm, spektri krive rasta, najvide tacke pika i knve pada dobijeni iz ekstrakta urorka, ne smiju s meduscbno razikovatl 23 dijelove
spektra unutar podrudja 10 — 100 % relatvne apsorpeije. Ta) kriterjurn j& ispunjen kada su prisutne jednake najvise vryednost | kada odstupanje 1zrmedu
dva spektra ni na jedno) tadki ne prelazi 15 % apsorpoije spektra najvise tatke.
Ako nije ispunjen jedan od navedenih kritenjura, prsutnost analita nije potwéena
7.2. Ponovijivost
Razlika -zn;%du rezultata dva uporedna postupka odredivanya, izvedenih na istomuzorku, ne smye prijec) 10 % napiteg rezultata 2z udio mebl benzokvata
izmedu 41 20 mykg.
7.3. Iskoridéenje (Rocowy)
Za obogaceni shjepi uzorak hrane za Zivobnge 1skonscenje mora i2nosit najmange 90 %
8. Rezultati medulaboratorijskog Ispitivanja
Sprovedena je analiza 5 uzoraka u 10 Isboratora. Svaki se uzorak analizirao dvaput

[ [Siijepa proba [Bragno 1 [Pelete Braino 2 Polete 2
|Segns viis dnostimgkal | 8] 4,50 450 890 h"’
g 030 0.20 0.60 0,50

CV, (%] - B.10 340 B.10 5.70

= [rrg/kg] : 0.40 0.50 0.20 00
Vg [%] & 5.00 1110 10.10 T.50
Iskonscenje [%] 2 92,00 93,00 92,00 89,00
ND = e detektovano




BN = standardna dewvijacija ponovijivosti
v, = koeficsent varijacile ponovijnvosti u %
S N standardna devijacja obnovljvost
CVp = koeficgent vanjacije obnovjivosti u %
Dioll
ODREDIVANJE OLAKVINDOKSA

2-{N-2'{ hidroksietil) karbarmoill. 3-metikinois alin-h N -diaksid
1. Svrhaipedruéje primjene

ghpagtvainje nivoa olakvindoksa u hrarm za Zvotinje vis: se prema sljedeco) metodi. Granica kvantificacije je 5 mgig

. Princip
Uzorak se ekstrahuje smyeSom vode | metanola. Udio olakvindoksa adreduje se te€nom hrornatografijom visoke efikasnost (HPLC) sa reverznom fazom uz
upotrebu LIV detektora.
3. Reagensi
3.1. Metanol
3.2 Metanol, za HPLC.
3.3 Voda, za HPLC
34 Mobilna faza za HPLC
Smijesa vode (tadka 3.3) i metanola {tatka 3 2), 800 + 100 (V + V)
35 Standardna matenja; Gsti olakvindoks 2-{N-2"-{hidroksieti jkarh amoill- 3-metisanok sain-N ' N -dioksid, E 851
351 Osnovni rastvor standarda olakvindoksa, 250 pgimi
Izvien se 50 mg olakvindokss (tatka 3.5 ) s preciznodtu od 0,1 mg | prenese u sud zapremine 200 mi, zatim se doda pnbliino 190 mi vode. Sud se zatm
drii 20 minuta u ultrazvufnom kupatiu (tatka 4.1) Nakon obrade utrazvukom, rastvor se zagnje do sobne temperature, dopunl vodom do oznake |
promyesa. sud se omota aluminijskom folijom i €uva u fnZideru Ova) se rastvar mora svje Ze pnpremit svaki mjesec
352 Interrmedijami rastvor standarda olakvindoksa, 25 pg/mi
Prenese se 10,0 ml osnovnog standardnog rastvora (tacka 3.5.1.) u sud zapremine 100 mi, dopuni mobilnom fazom (tadka 34 ) do oznake | promijesa Sod
se ormota alurminijskom folijom i Euva u fifidere. Ovaj se rastvor mora sviee papremiti svak dan
353 Kalibraciors rastvor
U sariju sudova zapremine 50 ml prenese se 10, 2.0, 50, 10,0, 15,01 20,0 ml intermedijarnog rastvora standarda (tatka 352 ). Dopuni s2 mobilnom
fazom (tatka 34 ) do omake | promyesa Sudovi se omotaju aluminijskom folljom Ow rastvori odgovaraju kolidni od 05, 10, 25, 50, 751 100 pa
olakvindoksa naml
Ovi rastvori se moraju sypeze prprematl svaki dan.
4. Oprema
4.1 Ulitrazvuéno kupatilo
4.2 Mehan ki Seker
4.3 Cpremaz 23 HPLC s detektoromutraljubifasto g svetla s moguinoscu pramgene talasne duine (i detektarom s nizom dioda
431 Kolona za tetnu hromatografiju, 250 mm % 4 rom, Cyg, 5 vellomom Cestica punjenja 10 pmili jednakovrjedna
4.4 Membranskifitten, 045 ym
5. Postupak
Napomena: Olaqvndoks |2 oty nz svietlo. Sv postupci se izvode pod pogutenim svietiomli u laboraton jskom posudu od tamnog stakla
§.1. Opste
511 Analizom slijepe pobe hrane za Zivotree potvrduje se da nisu prisutni niti olakvindoks niti interferentne matenje
512 Test iskoridCenga sprovadi s€ analizom siiepe probe hrane 73 fivotinge koja se ohogadwe dodavargem kolidine oizkvindoksa sliéne kolicini u uzorku
Hako bi s2 dobila loncentracija od 50 madkg, prenese se 10,0 ml osnovnog rastvora standarda(tacka 3.5 1) u konusnu tiovicu zapremine 250 mi | rastvor
upar do priblizne 0.5 ml Doda se 50 g shepe pmobe hrane za fivotinje, dobro promijesa | ostavi 10 minuta pa ponove promijesa nekokko puta prije
prelaska na postupak ekstrakcije (tatka 5.2)
;l;pm Uuspruvoaenju ove metode siepa proba hrane za dvotinje mora biti diéna uzorku, 3 analizom se rmora potvrdit odsutnost ofakvindoksa

. cija

lzrrjen e pribliZno 50 g uzorka s preciznostu od 0,01 g Prenese se u konusnu tikvcu zapremine 1 000 mi, doda 100 mi metanola (tacka 3.1 )| tikvica &
minuta drj u ultrazvucnom kupatilu (tacka 4.1.) Doda se 410 mi vode | ostavi slededih 15 minuta u ultrazvutnom kupatilu. Tévica se 1zvadi (2 ultrazvutnog
kupatda, 30 menetta orormutka na miesalic (talika 4.2 ) 1 zatim filtrica kroz nabraoi filter Preness s2 10,0 mi filtrata u sud zapremine 20 ml, dopuni vodom do
oznake | promiesa Alikvot se filtrira keoz membransks filtar (Tacka 4.4) Prelaz se na postupak odredivanja putemHPLC-3 [tatka 5.3).
§.3. Odredivanje na HPLC-u
5.3.1. Paramaetri:

Sledets se uslow prediau kao u $2 koristiti | drugi uslow 30 se r ju ekvivalentni rezultati.

STie5a VoOe (tatka 3.3 )| metanola (tacka 2.2 ), 900 + 100 (V + V)
5~ 2 mimin
0 nm
|Za;'gmma 73 meknrans - 100 pl
\inost hromatografskog Sstema se provierava injekbranjem kal@raconog rastvora (tatka 3.5.3) koncentracye 2.5 po/'mi sve dok se ne dobiju
konstantne visine pkova | konstardna retenciona vremena
5.3.2. Kalibraciona kriva
Vise puta s2 irgekbra svaki kalioracions rastvor (tatka 3 5.3 ) | za svaku koncentracyu izmiers srednje wiednast vising (powiina) pikova Kalibraciona kva
se prnpremi tako da se na ordinatu nanose srednje vijednosti vising (poviEng) pikova kalibracionih rastvora, a na apscisu odgovarajuts koncentraciye u

pa'mi

5.3.3. Rastvor uzorka

Vise puta se injektira ekstrakt uzorka (tatka 5. 2)), pn temu se konste jednake zapremine kao za kalibracijski rastvor, 72t s odredt srednja vryednost
visina (povriina) pikava olakvindoksa

6. lzraunavanje rezultata

Knn;enu'atua rastvora uzorka u pgfml edreduje se 1z sredngh vrgednost visina (povr&ina) pikova ol akvindoksa u rastvoru uzorka iz Kalibracone krive (tacka

Talasna duiina detekeiE

) 75

Udio olakvindoksa (w) {mg/ka) u uzorku izracunava se sljedetom fonmulom

w=e x 100m
pn Cenmu (e
c = koncentracsa olakvindoksa u ekstraktu uzorka (tatka 5.2 ) u pgim
m = masaspitivanog uzorka u g (tatka 5.2)
7. Valldacija rezultata
710 kacija

Identifikaciz analita rmoZe se potwrditi ko-womatografijom ill detektorom s mzom dioda kojim se uporeduge spelaar ekstrakta uzorka (1atka 5.2.) | spektar
kalibracionog rastvora (tatka 353 ) koncentracye 5.0 pgimi

7.1.1. Ko-hromatografija

U ekstrakt uzoka {tatka 52) dodz se odgovarajuta koliéina kalibracionng rastvora (tatka 353,) Koli€ina dodatog olakvindoksa mora biti siéna
procijienjenoj koli¢ini olakvindoksa u ekstrakte uzorka



Dozvoleno je povecanje samo visine pika ofakvind oksa uzimaud U obzir dodate kolitine | razhlazenje ekstrakta. Sirina pka, na polovini maksmalne visine,
rrora biti unutar £10% potetne Sinne pika olakvindoksa u ekstraktu uzorka bez dodanog olakvindoksa

7.1.2. Detekcija sa nizom dioda

Rezultat se ogjenjuju v skladu sa slededim lntenjumma

{a) Talasne dufine maksimalne spsorpoye spekira uzorka | spekirs standarda, zabiljieZens na napvido) tadki pikova hromatograma, morau biti jednake
unutar granice odredene razudivodiu sisterma 2a detekoiju Kod detektora =a nizom dioda ta se vnjednost obi€no nalaz unutar £ 2 nm

(b) Izmedu 270 1 400 nm, spekear uzorka | spektar standarda, zabiljigZeni na napado) tacki pika hromatograma, ne smiju se razlikovatl 7a dgslove spektra
urutar podrugja 10 - 100 % relativne apsorpoje. Taj kntenjum je spunjen kada su pnsutne jednake najvide vnjednost | kada odstupanje zmedu dva
spektra ni na jednoj tadki ne prelaza 15 % apsopoje standardnog analita

(c) lzmedu 220 1 400 nm, spektn krive rasta, napase talke wha | krive pada dobijeni iz ekstrakta urorka, ne smiju s2 medusobno razlikovati za djelove
spektra unutar podrucia 10 — 100 % relatvne apsorpeije. Ta) kriterjum j& spunjen kada su prisutne jednake najvise vryednost | kada odstuganie |zmedu
dva spektra ni na jednoj tadki ne prelazi 15 % apsorpoje speltra najvise tacke

Ako nije ispunjeno jedan od navedenih kriterguma, prisutnost analita nije potvrdena

7.2. Ponovljivost (Repeatability)

Razlika izmedu rezultata dva uporedna postupka odrednvanja, zvedenth nz istom uzorky, ne smije pnjed 15 % najviseg rezultata 23 udio olakvindoksa
izmedu 10 1200 mag.

7.3. Iskoriséenje (Recovery)

Za obogacen skjept uzorak heane za fivotinge iskonstenje mora 12nosit najmangs 90 %

8. Rezultati medulaboratorijskih ispitivanja

Medulaboratonjsko ispitange u kojem je utestvovalo 13 laboratonja analizirano Cetin uzorka hrane 23 prasad, ukljutujudi jednu sigepu probu. Rezultat
anaize datl su u sedecoj tabeli

[Uzorak zorak 2 [Czorak3 [Ozorakd
L 13 10 1
n a0 50 44 4
|Srednia vriednost [mg/kal - 14 6 148.0 a5 4
. 10 82 205 636
1l 8 167 28 47
- 56 {4,3 6,
- 11,1 CE] 8.8
Nomenalni udio I_
moka) - 15 50 100
Iskonséenje % = 97.3 |96,0 95 4
L = broj izboratona
n = oro) pojecinatnih vnjednost
S = standardna deviacia ponovijivost
= = standanina devjacia obnovijivast
v, = koeficijent varjaces ponoviivast
CVa = koeficijent vanjacis obnoviivost
9. Napomena

tako ova metoda rsje vrednovana za hranu za fivotinge koja sadrdi vise od 100 mghkg olakvindoksa, mogu se dobib zadovoljavajuc) rezultst upotrebom
rranje mase uzorka Wil razhiaZenjermn ekstrakia (tadka 5.2 ) tako da se dobije koncentracija u podruGu kalbradione knve (tatka§32)
Diolll
ODREBIVANJE AMPROLIUMA
1-f{4-arrano-2 propiowirridin-5-d)rmetilf-2-medi-pindintum hiorid hidroticrid

1. Predmet i podrucje primjene
Oaredivanie nivoa amproliura u hracd za Zvobnje « premiksima vrss s2 prema shedeto) metodi. Granica detekeie 2 1 mghky. a granica kvantfikac e
5 mgikg
Z.Wndp
Uzorak se ekstrabue smiesom metancla | vode Nakon razbia2enia mobiinom fazom |+ membranske filtracyie, udo amoroliuma odreduie s= tednom
hromatografjom wsoke efikasnosti (HPLC) s izmienom kationa uz upotrebu UY detektora
3. Reagensi
3.1 Metanol
3.2 Acetonitnl, za HPLC
3.3 Voda, za HPLC
3 4_Rastvor natrjum ditvdrogen fosfata, ¢ = 0,1 mold
U =ud zapremine 1 D00 mi rastvon se u vadi (tagka 3 3.) 13,80 g natrjum dihidrogen fosfat monohidrata, dopuni vodom (tacka 3.3 ) do oznake 1 promijesa.
3 5. Rastvor natryum perhlorata, © = 1,6 mal
U sudu zapremine 1 000 ml rastven s2 u vodi (tacka 3 3) 224,74 g natnjum perhlorat monohidrata, dopuni vodom (tacka 3.3 ) do oznake 1 promijesa
3.6. Mobilna faza za HPLC
Smyesa acetonitrila (tacka 3.2), rastvor natnjum ditedrogen fosfats (tatka 3 .4.) 1 rastvar natrgumn perbiorata (tatka 3.5.), 450 + 450 + 100 (v + v +v) Proe
upotrebe filtnra s2 membranskim filterom 0,22 pm (tacka 4 3 ), i degasira (npr. najmanje 15 minuta u ultrazvutnom kupatilu {tacks 4 4.))
3.7. Standardna materija: Gsti amprolium, H({4-armno-2-propdpinrmidin-5-il Jmetil}-2-metil-pindinijum hlord kedrolond, E 750
371 Osnovri rastvor standarda arrproliuma, 500 pgimi
fzmen s& 50 mg amproliuma {tatka 3.7 ) s precizno$tu od 0,1 mg | prenese u sud zapremne 100 mi, rastvon u 80 mi metanola (tatka 3.1) 1 sud se 10
minuta ordl u Uitrazvutnom kupatilu (tacka 44 ) Nakon tretiranja u ultrazvutnom kupatil rastvor se zagne do sobne temperature, dopunl vodom do
oznake | promijesa Natemperatun < 4 *C rastvor je stahbilan | mjesec
3.7.2 Intermediaemi rasivor stancarda amproliuma, 50 pgiml
Fpetom se prenese 5.0 mi osnownog rastvora standarda (tatka 3.7.1 ) u sud zapremine 50 mi, dopuni do oznake ekstrakoonsm rastvorom (tatka 38 ) |
promije$a Na temperatun €4 °C rastvor je stabilan 1 myesec
373 Kalibraciors rastvon
U senju sudova zapreming 50 mi prenese s2 0.5, 1,0, 1 2,0 ml intermedijamih rastvora standarda (tatka 3 7 2}, Dopum se do omake mobdnom fazom
(tatka 36.)1 promijesa. Ovi rastvon odgovaraju koncentraciy od 0,5, 1,01 2.0 pg amproliuma na ml O se rastvon moraju pnpremiti sviedi pnje upotrebe
3.8 Ekstrakcioni rastvor
Smieza metanola (tatka 3.1 )ivode 2+ 1 (v+v)
4. Oprema
1. HPLC sa injekcionim sistemom, prkiadnim za injektovanje zapremina od 100 pl
1.1 Kolona za tefnu hromatografiju, 125 mm x 4 mm s jzmjenom katjona, puryenje Nudeosil 10 SA velidina cestica 5 ili 10 pmili jadnakovnjedno
1.2 UV deteltor s moguéno3cu promjene talasne duine ili detektor s nizom dioda.
2. Membranski filter, reaterijal PTFE, 045 ym.
3. Membranski filear, 0.22 pm
A Ultrazvucno kupatlo
5.3

4
4
4
4
4
4
4.5 Mehanicki Seger ili magnetska miesalica.




5. Postupak

5.1. Opste

5.1.1, Slijepa proba hrane za Zivotinje

Kod primene testa iskonidcenja (tatka 5.1 2.) analizom slijepe probe hrane za fivotinie utvrduje s2 da nisu prsutrs niti 3mprolium niti interferentne materye
Elijepa proba hrane za Zvotinge mora biti sliéne vrste kao i uzorak, a analizom s= U njoj ne smyu pronadi amprolium nit interferentne tvari

5.1.2. Testiskoriééenja (Recovery)

Test iskoriécenga sprovodi se analizom slijepe probe hrane za fivoting u loju s2 doda koli€ing amprokuma ditna koliénd u uzorku Kako bi se dobilz
koncentracya od 100 mgkg, prenese se 10,0 ml osnovnog rastvora standarda(tacka 3.7 1 ) u kenusnu tikvicu zaprermine 250 mi i rastvor upan do pnbiino
0,5 ml Doda se 50 g sljepe probe hrane za Zivotinje, dobro promije3a i ostavi 10 minuta te ponovo promijesa nekoliko puta prije prelaska na postupak
ekstrakeie (tacka 5.2}

Ako nge dostupna slijepa probe hrane za Zvotege slifna uzorku, test iskonsCenja moke e umesto toga sprovestl metodomn dodavan)a standarda. U tom
slufaju se uzorku za analizu doda kobna amproliuma sbéna ongy u uzorku Taj se uzorak analizira zayedno < uzorkom ber dodstog ampeoliuma, a
iskonsten)e e izratunava odunmanem

6.2. Ekstrakcjja

6.2.1. Premiksi {udio amproliuma < 1 %) i hrana za Zivetinje

lzmgen s2 5§ — 40 g uzokka, zavisno o udjelu arproliuma, § preciznodtu od 0,01 g, prenese u konusnu tikviou zaprermine 500 mi, te <8 doda 200 ml
ekstrakeionog rastvora (tatka 3.8) Sud se stavi u ultrazvulno kupatilo (tadka 4 4.) | astavi 15 minuta. Izvadi se iz ultrazvulnog kupatila | T st mudka na
miesalic & mijess magnetskom mesdicom (tatka 4.5.) Alkvot ekstrakta se razblzd mobilnom fazom (tacka 3.6 ) do udjela amproliuma od 0.5 - 2 po/mi |
promgesa § - 10 ml tako razblazenog rastvora filtrea s2 kroz membranski filter (tatka 4 2 ) Prelazi s2 na postupak odredivanja putem HPLC-3 (tatka 5 3 )
5.2.2. Premiksi (udio amproliuma = 1%)

Izvien se 1 — 4 g uzorka, zavisno 0 udielu amprolivrma, s preciznodtu od 0,001 g, prenese u konusnu thvics zapremine 500 mi te se doda 200 ml
ekstrakcionog rastvora (tatka 3 8) Sud se stavi u ultrazvuiéno kupatilo (tacka 44 ) 1 ostavi 15 minuta 1zvad se iz ultrazvuénog kupatla | 1 sat mutka na
mjesalic ili mije$a magnetskom miesakicom (tacka 4 5.). Alkvot ekstralta se razblazi mobtinom fazom (tadka 3 6 ) do udjela amprouma od 0,5 - 2 po/ml
promyje£a, § ~ 10 ml tako razhlaZenog rastvor filtrra se kroz membranski filter (tatka 4.2.) Prelazn se na postupak adredevanja putem HPLC-3 {tatka 5 3 )
§.3. Odredivanje na HPLC-u

§.3.1. Parametri:

Za odredivarye HPLC se horistiti | drug) usion ako se at_'n_uﬂ_e_kvwalentm e zultati.

125mm >4 mm, s Er'rienom katjona {punjenie Nudeosil 10 54, VEliCinG cesica 5l
10 pmili_ekvivalentnio)

Smjeda acetonitnla (ta&a 32), rastvor natnjum dibedrogen fosfata (tacka a4 |
{rastvor natrijum perhlorata (tacka 3.5.), 450 + 450 + 100 (v +v + v)

0.7 = 1 mi/mm

nm

pl

Stabilnost hromatografskog sisterma se provierava injektovanjem kairbracionog rastvora (tacka 3.7.3) koncentracye 1,0 yo'mi sve dok =& ne dobiju
konstantne visine pikova i konstantna retenciona vremena

§.3.2. Kalibraciona kriva

Vise puta se mjektia svaki kalibracioni rastvor (tadka 3.7 3 ) te s2 za svaku koncentraciu izmjére srednje vrypednosti visina (pove&ing) Pikova Kalibraciona
kriva s pnpremi tako da se na ordinatu nanese srednje vijednost vising (povrsna) pikova kakbracionih rastvora, & na 3pscisu odgovaraule koncentracye
u paimi

6.3.3. Rastvor uzorka

Vise puta se injektra ekstrakt uzorka (tacka 5.2 ), pn Cemu se konste iste zapreming kao za kalbwanon rastvor, zatim se odredh stednja vrijlednost visna
(povriina) pikova amproliuma.

6. lzracunavanje rezultata

Koncentracija rastvora uzorka u po/mi odreduje se 1z sredrgh vijednost visina (povrina) pliova R oliuma u rastvory uzorks 1z kallbracijske knve (tatka
§32)

Udio amproliuma (w) (ma/kg) u uzorku izratunava se sledetom formulom

w=V xc xfim (mg/kg)

el
zapremina ekstrakcionog rastyora {tafka 3 8.) u rrl u skiadu s tatkom 5.2. (3. 200 mi)
koncentracija amproliuma u ekstraktu uzorka (tadka 5.2 ) u pg/ml
faktor razhla Zerya u skdadu s tatkom 5.2
masa ispitivanog uzorka u gramima.
7. Validacija rezultata
7.1. Identifikacija
Identifikacya analita moZe se potvraiti knnomam% jjom il detektorom s rezomn dioda kKojim se uporaduje spektar ekstralta uzorks (tatka 5.2.) | spektar
kalibracijskog rastvora (tatka 3 7.3 ) koncentracije 2,0 pa/mi
7.1.1. Ko-hromatografija
U ekstrakt uzorka (tatka 52) dodaje se cdgovarajuda koliina kalibracionog rastvora (tatka 3.7.3). Kohtina dodatog amproliuma mora bitl shina
procijenjeno] kolitini ampmiiuma u ekstraktu uzorka
Dozvodeno je povecanje samo visine pikava amprofuma uzimajutl u obair dodate kohtine | razblazenie ekstrakta Sinina pka, na polovs maksimalne
vising, mora bit unutar + 10 % pocetne Sinne amproliuma u ekstralay uzorka bez dodatog armgroliuma.
7.1.2, Detektor s nizom dioda
Rezultati se ogienjuju u skadu sa sledetim kternjumeng;
(a) Talasne dufine maksimalne apsorpoge spektra uzorka | spekira standarda, zabdjefene na napado) tadkl pikova hromatograma, moraju biti jednake
urutar granice odredene raziucivoiiu sisterma za detekoju. Kod detektora s nizom dioda t3 se vrijednost obiéno nalazi unatar + 7 nm
(b) Izvedu 2101 320 nm, spektar uzorka i spektar standarda, zabiliefeni na napadoj tatki pika hromatograma, ne smiju s& razlikovati za dyelove spektra
unutar raspona 10 - 100 % relatvne apsorpeije. Taj kntenjum je ispunjen kada su prisutne Jednake najvise vrgednosti | kada odstupanje zmedu dva
spektra ni na jednoj tadki ne prelaz 15 % apsompoje standardnog analita
{c) lzmedu 210 i 320 nm, spekin krive rasta, najvide tatke pikova i kewve pada dobigeni iz ekstrakta uzorka, ne sriju se medusobno razikovat za dijelove
spektra unwtar raspona 10 - 100 % relativne apsorpcije T3 loiterjum je ispurgen kada su prisutne jednake napviZe vrgednost | kada odstupanje izmedu
dva spektra ni na Jednoj tacki ne prelazi 15 % apsorpoje spektra najvise tatke
Ak nije 1spunjen jedan od navedenih knterdjuma, pasutnost anaita nije potvrdena
7.2. Ponovijivost (Repeatability)
Razikz lzmedu rezultata dva uporednz postupka odredivan)a, izvedenin na istom uzorku, ne smie prijeci

- 15 % wise vrijpdnosti za udio arrprofurra od 25 - 500 mgikg,

- 75 mgikg za udo amproliuma od S00 — 1 000 mgkg,

- 7.5 % wvise wuednosu za udio amproliuma vedi od 1 000 mgkg
73. lskoducnjo {Recovery,
Kod obogacenog (sljepog) uzmm iskoristernye Iznosi naimanje 90 %.
8, Rezultatl medulaboratorijskih ispitivanja
Medulzboratonjsko isplivanje u kojem se analizicalo tn uzorka hrane za Zvinu (uzorc) 1 - 3), j)edan uzorak mineralne hrane 7z aivotinie (uzorak 4) | jedan
uzorak premiksa (uzorak 5) Rezultat su dat u shedetoj tabeli
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ormnalnl Udio [mgka] = [50 00 [5 008 lfgom
L = broj Izboraton)a
n = broj pojedinacnib vnjednosti
5 - standardna devijacija panoviivost
v, = koeficijent varijacije ponovipvost
Sa = standardna devijacija obnovipvost
CVn = koeficijent varijacije obnovipvost
9. Napomene

9.1, Ako uzorak sadrki tiamin, pik tamina u hromatogramuy pojavijue se malo pree pilka amproluma. U skiadu sa ovom metodom, amprobum i tamin se
MOra razevojll. Ak Se arrprobum | Lamin ne razdvajaju na kolon (tatka 4 1.1 ) kori&tenod u ovoj metodi, metanolom se zamieni do 50 % acetontria u
mobiing) faz {tatks 3.6}

9.2 Prema Britanskoj farmakopejl, najvide tathe spekira rastvora amproliuma (c = 0,02 molf) u hlorovadidng) kisjelini (¢ = 0,1 molt) nalaze s2 na 246 nm |
262 nm. Agsorpcia iznosi 0,84 nz 246 nm 1 0,80 na 262 rm

g g Ekstrakt se uvijek mora razblazti mobilnom fazom, u suprotnom bi se retenciono yrjeme amproliuma moglo znatno pormjenti zhog promiena jonske
Si

Dio IV
ODREDIVANJE NIVOA KARBADOKSA
Metif 3.2 kinohsalinimetienkarbazal NN’ dioksid
1. Predmet | podruéje primjene
Odredivanje nivoa karbadoksa u hrani za Ivotinje, premiksima | preparatema vrsi se prema sljedeco) metodi Granica detekcije iznosi 1 mgkg Granica
kvantifikacie je 5 mgikg.
2. Princip

Uzorak se uravnotedi vodorn | ekstrabuje metanol-acetonitniom. Kod hrane za Zvotirge predisti se alikvotni dio fitriranog ekstrakta na koloni od alumingum
cksida. Kod premiksa | preparata alikvotrw se dio filtnranog ekstralta razblad do odgovarguce koncentracye vodom, retanolom | acetorstilom Udo
l;ar'gin:a(sa'odrea.‘e s tefnom hromatografyom visoke efikasnost (HPLC) s reverznom fazom uz upotrebu UV detektora
. Reagens
3.1 Metanol,
3.2 Acetonitnl, za HPLC
3.3 Srtetna kigelina, m =100 %
34 Aluminijum oksid: neutralni, stepena aktvnosh |
3.5 Metanol-acetonitnl 1+ 1(v+v).
Pormgesa se 500 mi metanola (tatka 3 1) s 500 mi acetonitrda (tatka 3 2)
36 Swcetna kisjebna, o= 10 %
Vodom se razblad 10 mi sirtetne kisjehne (tatka 33 ) do 100 mi
3.7. Natnjum acetat
38.Voda, za HPLC
3.9 Rastvor acetatnog pufera, ¢ = 0,01 molfl, pH =60
Rastvon se 0,82 g natrijurn acetata (tacka 3.7 ) u 700 mi vode (tadka 3.8.), pH vreednost se sircetnom kigelinom (tacka 36)) podes na §0. Prenese =2 u
sud zapremine 1 000 mi, dopuni vodorn (tagka 3 8.) do onake | promeesa
3.10. Mobilna faza za HPLC
Pormyesa se 825 mi rastvora acetatnog pufera (tafka 39.) <a 175 mi acetontnla (tacka 3.2 ).
Filtrira se kroz fiter 0,22 pm (tacka 4 5. ) i degasira (npr. 10 minuta u ultra nvucnam kupatilu)
3.11. Standardna materija
Cist karoadoks metil 3-(2-k noksalinimetlen)karbazat N' N .dioksid, E 850
3.11.1. Osnovrs rastvor standarda karbadoksa, 100 ug(rri
Izriert se 25 mg standardne matenije karbadoksa (tadka 3.11) < preciznoitu od 0,1 mg | prenese u sud zapremme 250 mi. Rastvon e u metano-
acetonitnlu (facka 3.5.) obradorn u uitrazvutnom kupatilu (tatka 4 7). Nakon tretiranja u uitrazvutnom kupatil, rastvor se zagnye do sobne temgerature,
doouni do oznake metanokacetontriom (tatka 3.5.) i promjesa. Sud s omoata aluminiiskom foljom i se koristi sud od tamnog stakla | éuva u frdidery, Na
temperatur < 4 *C rastvor |& stabilan 1 rmesec
3112 Kalibracion rashvon
U s=riju sudova zapremine 100 mi prenese se 2.0, 50, 10,01 20,0 mi osnovnog rastvors standard [tadka 3.11.1) Doda se 30 mi vode, dopuni do oznake
metanol-acetonitrilom (tacka 3 5.) | promijesa Sudovi se omataju alumingskom foljom. Ow rastvon odgovaraju koncentracijama karhadoksa od 2,0, 5.0,
10,0, 20,0 pgim
Kalibracone rastvore treba priprermeti sviele prije upotrebe
Napomena Za odredivanje karbadoksa u hrani za fivotinge koja sadrdi manje od 10 mo/kg karbadoksa, moraju se pripremti kalibraoors rastvon ija =
koncentracya manja od 2.0 pg/ml
3.12. Smyesa voda-[metanacl-acetonitril] (tacka 3.5.), 300+ TOD (v + v)
Pormgesa se 300 mi vode <a 700 mi gvyjese metanola i acetonitnla (tatks 3.5)
4. Oprema
4.1, Laboratorijski Sejker il magnetska miesaica
4.2 Filer papir od staklenih viakana (Whatman GFA I eloawvalentrs ).
4.3 Staklenz kolona (duline 300 co 400 mm, unutrady promyer peolizno 10 mm) sa sinterovanim staklenim filterom | ispusnom siavnom
Napomena MoZe se koristiti staklena kolona sz slavinom il stakiena kalona bez slavine, u tom Sutzu se u dong kraj umetne mall jastuic od staklene
vune i stakdenim Stapicem potsne na dno.
4.4 Cpremaz za HPLC sa injektorskim sistemonm, primyerenim 23 injektiranje zapremine od 20 i
441 Kolona 7z tefnu hromatografiju. 300 mm % 4 nm, Cye, s veldinom Cestica punjenja 10 pmili ekvivalentna
4.4 2 UV detektor s mogucnodcu pramjene tafasne dufing ili detektor s nizom dioda u podruiu 225 do 400 nm
4.5 Membranskifilter, 0,22 ym
4 6. Membranski filtter, 0 45 prn
4.7 Uitrazvuéno kupatilo
5. Postupak
Napomena Karbadoks je ogetiv na svietlo. Sv s2 postupci izvode pod pragussnim svietiom il u laboraton)skom posudu od tamnog stakla ili u possdu
orrotanom aluminijskom foljom



5.1. Opite

5.1.1. Slijepa proba hrane 2a Zivotinje

Kod primene testa iskondcenja (tatka 5.1.2) anakzom slijepe probe hrane za fivotrge utvsduje se da nesu prsutni ri karbadeks niti interferenine materije

Sliepa proba hrane 7a #votinge mora biti slidne vrste kao | uzorak, 3 analizom s2 u njo) ne smu pronati karbadoks niti interferentne materje

§.1.2. Testiskoriséenja (Recovery)

Test iskoniEtenja sprovodi se analizom slgepe probe hrane za Zivotinje (tadka 5.1.1.) u koju se doda kol &na karbadoksa sliéna koligini u uzorku. Kaka bi se
daobila koncentracija od 50 mgikg, prenese se 5,0 ml osnovnog rastvora standarda (tacka 3.11.1 ) u konusnu tkvicu zapremine 200 ml Rastvor se upan do
pribkizno 0,5 ml pod strujom azota. Doda se 10 g slijepe probe hrane za #ivotnie; promijesa i ostavi 10 minuts prije prelaska na postupak ekstrakcije (tacka
52)

Aka npe dostupna shjepa proba hrane za Bvotinje sliéna uzorku, test iskonstenja mole se urmjesto toga sprovest metodom dodavanja standarda. U tomn
slutau e uzorku za anadru doda kollbna karbadoksa skina ong u uzarku Taj se uzorak analizira zajedno s uzorkom bez dodatog kamadoksa, a
iskon&tenje se izradunava oduzimanem

6.2. Ekstrakcija

6.2.1. Hrana za divotinje

lzmgen se 10 g uzorka sa precznodcu od 0,01 g | prensse u konusnu tikvicu zagremine 200 ml Doda se 15,0 mi vode, promieda | ostavi pet minutz da s
uraynoted Ooda se 35,0 mi metanok-acetonitila (tacka 3.5), zagepi | trese 30 mimta na Sejkeru il mijesa magnetnom myesalicom {tatka 4 1 ). Rastvor se
filtrra kro 2 filter papir od staklenih viakana (tatika 4.2 ). Ovaj se rastvor Cuva za fazu predistavana (tatka 5.3)

522, Premiksi (01-2,0 %)

Izmien s2 1 g neustnienog uzorka s precizno$u od 0001 g | prenese u konusnu tikvicy zapremine 200 mi Dioda se 15,0 mi vode, promijess | ostavi §
minuta da se wawnateZi. Doda se 350 mi metanol-acetonilrda (tatka 3.5), zadepi | promutka 30 minuta na Sejkery (Il ryjesa magnetmom migsalicom
(tatka 4 1) Rastvor se filriva kroz filter pape od staklenih viakana (tatka4.2)

Alikvot filtrsta se ppetom prenese u sud zapremine S0l Doda se 150 ml vode, dopuni do oznake metanol-acetonitrilom (tacks 3.5 ) 1 promijeta

Koncentracija karbadoksa u konatnom rastvoru iznosi prbliino 10 pa/mi. Alikvat se filtnra kroz filter 0,45 pm (tacka 4 8)

Frelan s= na postupak odredivanya putem HPLC-a (tatka 54 )

$.23. Preparatl (> 2 %)

lzmrjeni se 0,2 g neusitnjenog uzorka s precznoscu od 0,001 g prenese u konusnu tikvicu zepremine 250 ml. Doda se 450 ml vode, promgesa i ostaw §
minuta da se wavnote#. Doda se 105,0 ml metanol-acetonitrda (tacka 3 5), zacepi i homogenizuje. Uzorak se dra 15 minuta u ultrazvutnom kupatiiu
(tatka 4 7.), zatim se 15 minuta protresa & mijesa {tatka 4 1) Rastvor =» filtrra kroz filter pape od staklenih viakana {tafka 4 2}

Alikvot filtrata raznjedi se srjesom vode, matanola | acetondrnila (tatka 3.12) tako da konacna koncentracya karbadoksa iznosi 10 — 15 pg/mi (za 10 %-tni
preparat faltor razbiafenja je 10). Alkvot se filtnra kroz fiter 045 pmi{tadka 4 6)).

Prefazs se na postupak odredivanya na HPLC-u (tatka 54)

6.3. Preciséavanje

§.3.1. Priprema kolone aluminijum oksida

Izrmien se 4 g aluminijum oksida (13cka 3.4 ) 1 prenese u staldenu kolonu (tatka 4.3 )

6.3.2. Praciséavanje uzorka

Kroz kolonu od aluminijum oksda propust s2 15 mi filtniranog ekstrakta (tacka 5.2 1), a prva 2 mi eluata se odbace. Prikupi s slededh 5 mi, alikvot s
filtnra kroz filter 0,45 um (tatka 4 6 ),

Prelzz se na postupak odredivanja na HPLC-u (1atka 54)

§.4. Odredivanje na HPLC-u

§4.1, Parametri
Se nima u jednakovrijedni rezultati
55% mm x 4 mm, élﬂ $ vehtinom testica punjenja 10 pm ill_ekvivalentia !
Smiesa rastvora acetatnoq pefers (tacka 39 i acetonitréa (tatks 3.2 ), 825
+ 175 (v +v)
L‘_S — 2 miimin
365 nm
Eapmmlna injektirana 70 ul

Stabilnost hromatografskog sistema provierava se injeltirangem kai-bracionog rastvora (taaa 3.11.2) koncentracje 5.0 po/mi, sve dok se ne dobipu
konstantne visine {povrEmne) pkova i konstanina retenciona vremena

5§42 Kalibraciona kriva

Vise puta se mjektira svak kalibraooni rastvor (tacka 3.11.2.) 1 za svaku koncentraciju izmjere vnjednosti visna (povrsing) pikova Kalibraciona knva se
prpremi tako da == na ordinatu nanose srednje vrijednosti visna ill povrdina pikova kalibracoreh rastvora, a na apscisu odgovarajuce koncentracije u

ol
g.:l. Rastvor uzorka
Vise puta se injektira ekstrakt uzorka ((tacka 5.3.2.) za hranu za Svotinje, (tacka 52 2 ) za premikse | (tatka 5.2 3.} za preparate) i odradi srednja vijednost
visina (povrEina) pikava larbadoksa
6. Izradunavanje
Koncentracija kabadokss u rastvoru urorka u pgiml odreduje se @ sredagh vrijednosti vigina (povrSna) pikova karbadoksa u rastvoru uzorka iz
kalibracione krive (tacka 54.2)
6.1. Hrana za Zivotinje
Udio karbadoksa (w) (mokg) u uzorku zratunava se sledecom formedony

w=C KV (mghg)
pi Cenu je
- koncentraces karbadoksa u ekstraktu uzorka (tatka 5 3.7) u pgiml
Vy zapremina ekstrakta umi (tj. 50)
m masa ispitivanog uzorka u gramima
6.2. Premiksiipreparati
Udio karbadoksa {w) (mgkg) u uzorku izradunava se sledecom formedom

we=c XV 2 x tim (mgfkg)

cemu je

koncertracga karbadoksa u ekstraktu uzorka (tatka 52.2.1115.2.3)) u pg/mi

zapremina ekstrakta u mi (Y. 50 za premikse, 150 za preparate)

faktor raztslaZenja u skiadu sa tatkom 522 (premika) 11523 (preparaty)

mMasa Ispitivanog uzorka u gramma
7. Yalidacija rezultata
7.1. ldentifikacija
ldentifikacia analita moZe se potvrdti ko-hromatografijom il detektorom § nizom dioda kopm se uporeduje spektar ekstrakla uzodka | speltar kalibracionog
rastvarz (tatka 3.11 2 ) koncentracije 10,0 pg/mi
7.1.1. Ko-hrom atografija
U ekstra«t uzorka dodz se odgovarajuca koliting kalibracionog rastvora (tatka 311 2) Kaoliina dodatog karbadoksa mora biti sliénz proojenjenay kolidini
karbadoksa u ekstraldu uzorka
Dozvoleno je povetanje samo visne pika karbadoksa uzimajuéi u obzir dodate kolitine i razblaZenje ekstrakta, Sirina pika, na polovini maksimalne visine,
morz biti unutar £10% potetne Sinne
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7.1.2. Detektor s nizom dioda

Readtan se ogjenjuju u skladu sa slededim kntenjumma

(a) talasne duiine makssmalne apsorpcije spektra uzorka | spekira standarda, zadlljeZens na napsoy talle pikova hromatograma, maray biti jednake
unutar granice odredene razludivosiu sisterra za detekoiju Kod detektora s nizom dioda ta se vajednost obaéno nataz) urtar £ 7 nmy

(b) izmedu 225 | 400 e, spektar uzorka i spelaar standarda, zabiljefeni na napidoj tatk pika hromatograma, ne smiju s2 razikovati za diglove spektra
unutar podrucja 10 — 100 % refativne apsorpcije. Taj knterjum je ispunjen kada su prisutne jednake napyige yrijednost | kada odstupanje amedu dva
spelara ni na jednoj tack ne prelaz 15 % apsomoje standardnog analita;

(c)izmedu 225 | 400 nm, spektn knve rasta, nagide tatke viha i knve pada dobijeni iz ekstrakta uzorka, ne smiju s2 meduscbno radikovat za dijelove
speldra unutar podrudja 10 — 100 % relatvne apsorpcije. Taj knterijum je ispunjen kada su prisutne jednake napvise vrijednosti | kada odstupanje izmedu
dva spektra ni na jedno) tadki ne prelazi 15 % apsorpaje speldra najvide tacke.

Ako nije ispunjen jedan od navedenih kritetjuma, prisutnost anakta nije potvrdena

7.2. Ponowijivost (Repeatability)

Radika izmedu rezultata dva uporedna postupka odrednvanja, zvedend na istorn uzocky, za udio od 10 mgfkg 1 viSe ne smiye prijedi 15 % vrijednosti viseg
rezultats.

7.3. Iskoris¢enje(Recovery)

Kod obogacenog (stiepog) uzorka iskoristense iznosi ngmanje 80 %

8. Rezultati medulaboratorijskog ispitivanja

Medutaboraton|sko spivanie U kojem se u 0sam Iaboraton)a analiziralo $25t uzoraka hrane za Zvotinge, Getin uzorka premiksa | n uzorka preparata. Svakl
uzorak je analizran dvaput. (Podrobnije informacye o navedenom medulzboraton)skom ispiivanju mogu se pronati u Journel of ACAC, dio 71, 1988, str
484 —490) Rezultati (b= ekstremnih wiednosti) su dati u gljedetm tabelama

Tabela 1.
Rezultati mcduhborltodiskisﬂ lsgitiv#l za hranu 2a Zivotinje
| [Uzorak 1 ral 2013 rak 5 Il_.izorak [
IC 8 B | CH B E”_ g
n 15 14 [ 15 15 15
Srednja vriednost !Mg} 50.0 AT 6 48,2 407 46 .9 40 7
|5 (ma/ka) 2,90 263 1,38 155 1,52 2.12
CVr (%) 5.8 58 249 3.1 3.2 4 3
S (mfkq) 397 413 223 258 2 26 244
CVg (%) 7 8.7 43 52 4 | F )
Nomynalni udio (rmgfkg) 500 500 50.0 500 50,0 50.0
Tabela 2.
_ Rezultati medulaboratorijskog ispitivanja za premikse i preparate
Premiksi Preparati B
A IE C D I B i
L 7 7 7 7 15 1] B
n 14_ 14 14 14 16 16 3
Srednya vraednost {aka) R 929 9,21 B,ﬁ 94 b 881 04
Sr(akg) 0,37 '.0,28 0,28 044 41 5.1 7.7
CN'r (%) 4.2 20 3.0 50 4.3 52 74
S (yka) 037 028 040 0,55 54 ] 7
& (Yo) 4.2 3.0 4.3 5.3 3.0 6.5 14
Nominalim udio (g'kg) 10,0 10,0 10,0 100 100 100 100
L = broj Iaboratorya
n < broj pojedinacénih vnjednost
Sr = standardna dewvijacija ponovijivast
vV = koeficijent varjacie ponovijivost
= = standardna devijacya ochnavijivost
CVn = koeficijent varjacge obnovijivost
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