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Verifikace metody
Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u stejného vzorku nesmi prekroit:
— 0,2 % v absolutni hodnoté¢ u obsaht dusikatych latek nizsich nez 20 %,
— 1,0 % relativné vzhledem k vy3si hodnot€, u obsaht dusikatych latek od 20 % do 40 %,

— 0,4 % v absolutni hodnoté¢ u obsaht dusikatych latek vyssich nez 40 %.

Presnost

Provede se zkouska (mineralizace, destilace a titrace) s 1,5-2,0 g acetanilidu (3.13) a 1 g sachardzy (3.14);
spotieba kyseliny sirové (3.5) na 1 g acetanilidu je 14,80 ml. Vytéznost musi byt nejméné 99 %.

Pozndmky

Piistroje mohou byt manudlni, poloautomatické nebo automatické. Pokud zafizeni vyzaduje pfevod mezi
mineralizacnim a destilacnim krokem, musi byt tento krok proveden bez ztrat. Pokud k barice destila¢niho
piistroje neni pfipojena piikapavaci nédlevka, prilévd se hydroxid sodny opatrné po sténé bezprostiedné pied
pfipojenim banky ke kondenzdtoru.

Pokud mineralizdt po zchladnuti ztuhne, opakuje se stanoveni s vétsim mnoZstvim kyseliny sirové (3.4), nez je
uvedeno vyse.

U produktt s nizkym obsahem dusiku miiZe byt objem kyseliny sirové (3.7) snizen na 10 nebo 15 ml a doplni se
vodou na objem 25 ml.

Pii rutinni zkousce lze pro stanoveni dusikatych ldtek pouzit alternativni metody, ale referencéni metodou je
Kjeldahlova metoda uvedend v ¢isti C. Ekvivalence vysledkd ziskanych alternativni metodou (napf. DUMAS)
v porovndni s referencni metodou musi byt prokdzdna samostatné pro kazdou matrici. Jelikoz vysledky ziskané
alternativni metodou se mohou i v piipadé ovéfeni ekvivalence nepatrné odchylovat od vysledki ziskanych
referencni metodou, je zapotiebi uvést v protokolu o zkousce metodu laboratorniho zkouseni pouZitou pro
stanoveni dusikatych latek.

D. STANOVEN[ OBSAHU MOCOVINY
Ugel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu mocoviny v krmivech.

Princip

Vzorek s ¢eficim ¢inidlem se rozmichd ve vodé. Suspenze se piefiltruje. Obsah mocoviny ve filtrdtu se stanovi po
pfiddni 4-dimethylaminobenzaldehydu (4-DMAB) spektrofotometricky pii vinové délce 420 nm.

Chemikilie

Roztok 4-dimethylaminobenzaldehydu: 1,6 g 4-DMAB se rozpusti v 100 ml 96 % ethanolu a p#idd se 10 ml
kyseliny chlorovodikové (pyo 1,19 g/ml). Skladovatelnost tohoto roztoku je nejvyse dva tydny.

Carrezovo ¢inidlo I: 21,9 g dihydrdtu octanu zinecnatého (CH;CO,),Zn . 2H,0 se rozpusti ve vodé¢ a pridaji se
3 ml ledové kyseliny octové. Doplni se vodou na objem 100 ml.

Carrezovo ¢inidlo II: 10,6 g trihydrtu hexakyanoZeleznatanu tetradraselného [K4Fe(CN)4] . 3H,0 se rozpusti ve
vodé. Doplni se vodou na objem 100 ml.

Aktivn{ uhli, které neabsorbuje mocovinu (musi byt ovéfeno).



L 54/20

Utedni véstnik Evropské unie

26.2.2009

3.5

4.1

4.2

4.3

5.1

5.2

7.1

7.2

7.3

Mocovina, 0,1% roztok (w/v).

Pfistroje a pomiicky

Michaci zafizeni: frekvence otdceni asi 35-40 otdcek/min.
Zkumavky: 160 mm x 16 mm se zabrousenou zatkou.

Spektrofotometr.

Postup
Analyza vzorku
Do 500ml odmérné bariky se navdzi 2 g vzorku £ 1 mg a pfidd se 1 g aktivniho uhli (3.4). P¥idd se 400 ml vody

a 5 ml Carrezova ¢inidla I (3.2), michd se po dobu 30 sekund a pfidd se 5 ml Carrezova ¢inidla II (3.3). Michd se
po dobu tficeti minut na michacim zaf{zeni. Doplni se vodou po znacku, promichd a prefiltruje.

Do zkumavek se zabrousenymi sklenénymi zdtkami se odpipetuje 5 ml ¢irého, bezbarvého filtrétu, piidd se 5 ml
roztoku 4-DMAB (3.1) a promichd. Zkumavky se vlozi do vodni 1dzné nastavené na teplotu 20 °C (+/- 4 °C). Po
patnécti minutdch se zméf absorbance roztoku na spektrofotometru pii vinové délce 420 nm. Porovnd se
slepou zkouskou roztoku ¢inidel.

Kalibracni kiivka

Do odmérnych ban¢k na 100 ml se napipetuje 1, 2, 4, 5 a 10 ml roztoku mocoviny (3.5) a doplni se po znacku
vodou. Z téchto roztoki se odpipetuje 5 ml, ke kazdému se pfidd 5 ml roztoku 4-DMAB (3.1), homogenizuje se

a zméf{ se absorbance, jak je uvedeno vyse, a porovnd s kontrolnim roztokem obsahujicim 5 ml 4-DMAB a 5 ml
vody bez mocoviny. Sestavi se kalibra¢ni kiivka.

Vypocet a vyjadieni vysledki

Stanovi se mnozstvi mocoviny ve vzorku s pouzitim kalibracni kfivky.

Vysledek se vyjadii jako procento vzorku.

Pozndmky

V piipadé, zZe vzorek obsahuje vice nez 3 % mocoviny, vzorek se redukuje na 1 g nebo se ptivodni roztok zfedi
tak, aby v ném nebylo vice nez 50 mg mocoviny na 500 ml roztoku.

V piipadé nizkého obsahu mocoviny se vzorek zvétsuje tak dlouho, az je filtrdt Ciry a bezbarvy.

V piipadé, Ze vzorek obsahuje jednoduché dusikaté slouceniny, jako napiiklad aminokyseliny, absorbance se
zméfi pi vinové délce 435 nm.

E.  STANOVENI OBSAHU TEKAVYCH DUSIKATYCH BAZ[
L MIKRODIFUZE
Ugel a rozsah

Tato metoda umozZiuje stanoveni obsahu tékavych dusikatych latek vyjadfenych jako amoniak v krmivech.

Princip

Vzorek se extrahuje vodou, roztok se vyceti a prefiltruje. Tékavé dusikaté baze se po pfidani roztoku uhlicitanu
draselného vytésni a mikrodifuzi se zachycuji v roztoku kyseliny borité a titruji se kyselinou sirovou.
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