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Pokud krmivo obsahuje vice nez 5 % uhlicitand vyjadfenych jako uhli¢itan vépenaty, pfipoji se filtracni kelimek
(4.2) s navaZenym vzorkem k zahffvaci jednotce (4.1). Vzorek se promyje t¥ikrat 30 ml kyseliny chlorovodikové
(3.6). Po kazdém ptidani kyseliny se filtruje po minutové prodlevé. Nakonec se promyje 30 ml vody a pokracuje
se podle bodu 5.

Pokud se pouzivd piistroj, u kterého je nékolik filtra¢nich kelimki pfipojeno k jedné zahfivaci jednotce,
neprovadi se obé paralelni stanoveni u téhoz vzorku ve stejné sérii.

Pokud je po varu s kyselinou nebo louhem obtizné roztok prefiltrovat, pouzije se stlaceny vzduch z vypoustéctho
ventilu zahfivaci jednotky a potom se pokracuje ve filtraci.

Teplota spalovani nesmi presahnout 500 °C, aby se prodlouzila zZivotnost sklenénych filtracnich kelimkd. Béhem
zahifvdni a ochlazovani nesmi byt kelimky vystaveny nadmérnému teplotnimu Soku.

J.  STANOVENI OBSAHU CUKRU
Ucel a rozsah

Tato metoda umoziiuje stanoveni obsahu redukujicich cukrii a veskerych cukrii po inverzi vyjadienych jako
glukéza nebo sacharéza s pouzitim faktoru 0,95. Je pouzitelnd pro krmné smési. Pro ostatni krmiva jsou
pouzivany zvldstni metody. Je-li to nutné, muze byt obsah laktdzy zjistén zvldst a potom zahrnut do celkového

vysledku.

Princip

Cukry se vyextrahuji zfedénym ethanolem. Extrakt se vycefi Carrezovymi Cinidly I a II. Ethanol se odstrani
a mnozstvi cukru pfed a po inverzi se stanovi metodou podle Luff-Schorla.

Chemikilie
Ethanol, 40% roztok (v/v), hustota: 0,948 g/ml pfi 20 °C, neutralizovany na fenolftalein.

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

Carrezovo ¢inidlo I: ve vodé se rozpusti 10,6 g kyanozZeleznatanu draselného (ferrokyanidu draselného)
K,Fe(CN)4 . 3H,0. Doplni se vodou na 100 ml.

Methyloranz, 0,1% roztok (w[v).
Kyselina chlorovodikovd 4 mol/l.
Kyselina chlorovodikové 0,1 mol/l.
Roztok hydroxidu sodného, 0,1 mol/l.
Luff-Schoorlovo ¢inidlo:

Za opatrného michdn{ se nalije roztok kyseliny citrénové (3.8.2) do roztoku uhli¢itanu sodného (3.8.3). Piid4 se
roztok siranu médnatého (3.8.1) a doplni se vodou na 1 litr. Nechd se pfes noc usadit a pak se prefiltruje.

Zkontroluje se koncentrace takto ziskaného ¢inidla (Cu — 0,05 mol/l; Na,CO; — 1 mol/l), viz posledni odstavec
bodu 5.4. pH tohoto roztoku je pfiblizné 9,4.

Roztok siranu médnatého: ve 100 ml vody se rozpusti 25 g siranu médnatého (Cu SO, . 5H,0) prostého Zeleza.
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Roztok kyseliny citronové: v 50 ml vody se rozpusti 50 g kyseliny citrénové (C¢HgO; . H,0).

Roztok uhli¢itanu sodného: v piiblizné 300 ml teplé vody se rozpusti 143,8 g bezvodého uhlicitanu sodného.
Nechd se vychladnout.

Roztok thiosiranu sodného 0,1 mol/l.

Roztok skrobu: ve 30 ml vody se rozpusti 5 g skrobu a tato smés se piidd do jednoho litru vrouci vody. Vai se tii
minuty, nechd se vychladnout a v piipadé potfeby se pfidd 10 mg jodidu rtutnatého jako stabilizatoru.

Kyselina sirovd 3 mol/l.
Roztok jodidu draselného 30 % (w/v).
Granulovand pemza vyvafend v kyseliné chlorovodikové, proprand ve vodé a vysusend.

3-methylbutan-1-ol (isopenthanol).

Pfistroje a pomiicky

Michaci zafizenf: piiblizné 35-40 otdcek/min.

Postup
Extrakce vzorku

Do 250 ml odmérné banky se navazi 2,5 g vzorku s pfesnosti na 1 mg. Pfidd se 200 ml ethanolu (3.1) a michd
se po dobu jedné hodiny na michacim zafizeni. Pfidd se 5 ml Carrezova ¢inidla I (3.2) a asi 30 sekund se micha.
Piidd se 5 ml Carrezova ¢inidla II (3.2) a znovu se michd jednu minutu. Doplni se po znacku ethanolem (3.1),
homogenizuje a prefiltruje. Odpipetuje se 200 ml filtrdtu a odpafi se na polovinu objemu, aby se odstranila
vétsina ethanolu. Zbytek po odparovéni se kvantitativné pfevede do 200 ml odmérné bainky pomoci horké vody.
Zchladi se, doplni se vodou po znacku, homogenizuje a v pfipadé potieby prefiltruje. Tento roztok se pouZije pro
stanoveni obsahu redukujicich cukrt a, po inverzi, pro stanoveni obsahu veskerych cukrii.

Stanoveni redukujicich cukrii

Odpipetuje se maximalné 25 ml roztoku, ktery obsahuje nejvyse 60 mg redukujicich cukrli vyjadfenych jako
glukdza. V pifpadé poteby se odpipetovany objem doplni destilovanou vodou na 25 ml. Obsah redukujicich
cukrt se stanovi metodou podle Luff-Schorla. Vysledek se vyjadii jako procentni obsah glukézy ve vzorku.

Stanoveni obsahu veskerych cukrii po inverzi

Do 100 ml odmérné bariky se odpipetuje 50 ml roztoku. Pfidd se nékolik kapek roztoku methyloranze (3.4)
a potom se za stalého, opatrného michdni pfidd kyselina chlorovodikova (3.5), aZ se kapalina trvale zbarvi do
Cervena. Poté se pfidd 15 ml kyseliny chlorovodikové (3.6) a banka se rychle ponoii do vafici vodni 1dzné, kde se
ponechd tiicet minut. Rychle se vychladi na 20 °C a pfidd se 15 ml roztoku hydroxidu sodného (3.7). Doplni se
vodou do 100 ml a homogenizuje. Odpipetuje se maximalné 25 ml roztoku, ktery obsahuje nejvyse 60 mg
redukujicich cukri vyjadfenych jako glukéza. V piipadé potieby se odpipetovany objem doplni destilovanou
vodou na 25 ml. Obsah redukujicich cukrt se stanovi metodou podle Luff-Schorla. Vysledek se vyjadii jako
procento glukézy nebo, kde je to vhodné, jako sacharézy po vyndsobeni faktorem 0,95.

Titrace (metoda podle Luff-Schoorla)

Do 300 ml Erlenmeyerovy banky se odpipetuje 25 ml Luff-Schoorlova cinidla (3.8); pfidd se pfesné 25 ml
vycefeného cukerného roztoku. Pridaji se dvé granule pemzy (3.13) a pfi ruénim michdni se zahiivd nad
otevienym plamenem stiedni délky tak, aby se kapalina uvedla do varu pfiblizné za dvé minuty. Pak se
Erlenmeyerova batika neprodlené umisti na azbestem potazenou dréténou sitku s otvorem o priméru piiblizné
6 cm, pod kterou je zapdlen plamen. Tento plamen musi byt regulovin tak, aby se zahfivalo pouze dno
Erlenmeyerovy banky. K Erlenmeyerové barice se pfipoji zpétny chladi¢ a vaif se pfesné deset minut. Potom se
barika ihned vychladi ve studené vodé a pfiblizné po péti minutéch se titruje takto:
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Do barky se pridd 10 ml roztoku jodidu draselného (3.12) a ihned poté (opatrné a pomalu, vzhledem k riziku
nadmérného pénéni) se pridd 25 ml kyseliny sirové (3.11). Titruje se roztokem thiosiranu sodného (3.9), az se
objevi kalné 7lutd barva. Pak se pfidd skrobovy indikdtor (3.10) a dokondf se titrace.

Stejnd titrace se provede s presné odméfenou smési 25 ml Luff-Schoorlova ¢inidla (3.8) a 25 ml vody, 10 ml
roztoku jodidu draselného (3.12) a 25 ml kyseliny sirové (3.11) bez vateni.

Vypocet a vyjadieni vysledki

S pouzitim tabulky se stanovi obsah glukézy v mg, ktery odpovidd rozdilu mezi hodnotami obou titraci
vyjadienych v mg thiosiranu sodného 0,1 mol/l. Vysledek se vyjadii jako procento vzorku.

Zvlastni postupy

V piipadé krmiv bohatych na melasu nebo jinych krmiv, kterd nejsou zcela homogennt, se do 1 000 ml odmérné
banky navazi 20 g vzorku a pfidd se 500 ml vody. Michd se jednu hodinu na michacim zafizeni. Vyceii se
Carrezovymi Cinidly [ a II (3.2 a 3.3), jak je uvedeno v odstavci 5.1, ale v tomto pifpadé se Ctyfndsobnym
mnozstvim obou ¢inidel. Doplni se po znacku 80% ethanolem (v/v).

Homogenizuje se a prefiltruje. Ethanol se odstrani postupem uvedenym v odstavci 5.1. Pokud ve smési neni
zadny dextrinovany $krob, doplni se po znacku destilovanou vodou.

V pifpadé melas a krmnych surovin, které jsou bohaté na cukry a téméf bez $krobu (svatojansky chléb, susené
fepné fizky), se odvdzi 5 g, vlozi se do 250 ml odmérné bariky, piidd se 200 ml destilované vody a michd se na
michacim zafizeni po dobu jedné hodiny a v piipadé potieby i déle. Vycet{ se Carrezovymi Cinidly I a II (3.2
a 3.3), jak uvedeno v odstavci 5.1. Doplni se po znacku studenou vodou, homogenizuje a prefiltruje. Pro
stanoveni obsahu veskerych cukri se déle postupuje podle bodu 5.3.

Pozndmky

Pro zamezeni pénéni se doporucuje pfidat (bez ohledu na mnozstvi vzorku) pfiblizné 1 ml isopenthanolu (3.14)
pfed varem s Luff-Schoorlovym ¢inidlem.

Rozdil mezi obsahem veskerych cukrii po inverzi vyjadfenych jako glukéza a obsahem redukujicich cukrt
vyjadienych jako glukéza vyndsobeny koeficientem 0,95 udavd procentni obsah sachardzy.

Pro stanoveni obsahu redukujicich cukrd, s vyjimkou lakt6zy, mohou byt pouzity dvé metody:

Pro piiblizny vypocet se obsah laktézy stanoveny jinou metodou zkousSeni vyndsobi koeficientem 0,675
a vysledek se odecte od obsahu redukujicich cukr.

Pro presny vypocet obsahu redukujicich cukrt, s vyjimkou laktdzy, se stejny vzorek musi pouzit pro dvé konecnd
stanovent. Jedna zkouska se provede s ¢asti roztoku ziskaného podle bodu 5.1, druhd zkouska se provede s ¢asti
roztoku ziskaného pii stanoveni lakt6zy metodou uréenou pro tento tcel (po fermentaci ostatnich druht cukrt
a vycefeni).

V obou piipadech se obsah pritomného cukru stanovi metodou podle Luff-Schoorla a vyjadii v mg glukézy.
Jeden tidaj se odecte od druhého a rozdil se vyjadii jako procento ve vzorku.

Priklad:

Oba objemy odpovidaji pro kazdé stanoveni hmotnosti navazky vzorku 250 mg.

V prvnim piipadé je spotfebovano 17 ml roztoku thiosiranu sodného 0,1 mol[l, coz odpovida 44,2 mg glukdzy.
V druhém piipadé je spotiebovano 11 ml téhoZz roztoku, coz odpovidd 27,6 mg glukozy.

Rozdil ¢ini 16,6 mg glukozy.
Obsah redukujicich cukrti (s vyjimkou lakt6zy) vyjadienych jako glukéza je tedy:

4 x 16,6

=6,64 %
10 ’



26.2.2009

Utedni véstnik Evropské unie

L 54/45

3.1

3.2

33

3.4

Tabulka hodnot pro 25 ml Luff-Schoorlova ¢inidla

ml roztoku thiosiranu sodného (Na,$,03) 0,1 mol/l, dvé minuty zahfivani k varu a deset minut varu

Na,$,03 Glukoza, frcliﬁ(t(l)Za, invertnt Lakt6za Maltdza Na,$,05
0,1 mol/l céH]%é C1oHpOry C1oHpOny 0.1 mol/l
ml mg rozdil mg rozdil mg rozdil ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 41 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23

K.  STANOVEN[ OBSAHU LAKTOZY
Ugel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni mnozstvi laktézy v krmivech obsahujicich vice nez 0,5 % laktozy.

Princip

Cukry se vyextrahuji ze vzorku vodou. Extrakt se vystavi fermentaénimu Géinku kvasinek Saccharomyces cerevisiae,
které ponechaji laktézu v nezménéném stavu. Po vycefeni a filtraci se obsah lakt6zy ve filtrdtu stanovi metodou
podle Luff-Schoorla.

Chemikalie

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae, suspenze: ve 100 ml vody se suspenduje 25 g Cerstvého drozdi. Suspenze vydrzi
v chladni¢ce maximdlné jeden tyden.

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

Carrezovo Cinidlo II: ve vodé se rozpusti 10,6 g kyanoZeleznatanu draselného (ferrokyanidu draselného)
K,Fe(CN)s . 3H,0. Doplni se vodou na 100 ml.

Luff-Schoorlovo ¢inidlo:

Za opatrného michdni se nalije roztok kyseliny citr6nové (3.4.2) do roztoku uhli¢itanu sodného (3.4.3). Pfid4 se
roztok siranu médnatého (3.4.1) a doplni se vodou na 1 litr. Nechd se pfes noc usadit a potom se piefiltruje.
Zkontroluje se koncentrace takto ziskaného ¢inidla (Cu 0,05 mol/l; Na, CO; 1 mol/l). pH tohoto roztoku je
piiblizné 9,4.
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