| Univerza v Ljiubljani
Veterinarska fakulteta

X A

l :
\

\

¢

BREDA JAKOVAC STRAJIN, MARJANA GRANDIC

LABORATORIJSKE
ANALIZE
KRME

Ucbenik za Studente veterinarske medicine










LABORATORIJSKE ANALIZE KRME

AVTORICI

doc. dr. Breda Jakovac Strajn, dr. vet. med.
asist. dr. Marjana Grandic, dr. vet. med.

JEZIKOVNI PREGLED
Prof. dr. JoZe Jurca

OBLIKOVANJE
Luka Mil¢inski

RECENZENTA

Prof. dr. Andrej Kirbis, dr. vet. med., Univerza v Ljubljani, Veterinarska fakulteta
|zr. prof. dr. Petra Zrimsek, univ. dipl. kem., prof. kem., Univerza v Ljubljani,
Veterinarska fakulteta

|ZDAJATELJ

Univerza v Ljubljani, Veterinarska fakulteta

LETO IZIDA

2015

CIP - Katalozni zapis o publikaciji

Narodna in univerzitetna knjiznica, Ljubljana

543:636.086(075.8)
579.64.083.1:636.086(075.8)

JAKOVAGStrajn, Breda
Laboratorijske analize krme [Elektronski vir] : u¢benik za Studente ve-

terinarske medicine / Breda Jakovac Strajn, Marjana Grandic. - El. knjiga.
- Ljubljana : Veterinarska fakulteta, 2015

ISBN 978-961-6199-74-2 (pdf)
1. Grandi¢, Marjana
281293056



|
N G
AT
e
Qb
|

1
Univerza v Ljubljani

Veterinarska fakulteta

BREDA JAKOVAC STRAJIN, MARJANA GRANDIC

LABORATORIJSK
ANALIZ
KRM

Ucbenik za Studente veterinarske medicine




KAZALQG

VO et 12
ZANVAIA 13
T VARNOST V LABORATORIU ..o sssesssssssessssseens 14
1.1 Glavne NevarnoSti VIaDOratorijU ... 14

1.2 Osebna varovalna oprema........
1.3 Izredni dogodki v laboratoriju
2 VZORCENJE IN PRIPRAVA VZORCEV KRME ZA MIKROBIOLOSKE IN KEMIJSKE ANALIZE .20

2.1 VZOTCEINJE oottt s
2.1.1 OPrema Za OAVZEM VZOTCRY .....vveiiverieeeeesseeeseseeesssssssss s ssessssssssssesesssenes
2.1.2 TENNIKE VZOTCONJA ...ooooiveeie et
20,20 VZOTCENJE KITNE i
2.1.2.2 Vzor&enje tekocih mascob oziroma ol]

2.1.2.3 OAVZEM VZOTCEV VOUE ... vvoriervvcerieeseeesieesssessssee s ssesssss s e sssesssessseens
2.2 Priprava koncnega vzorca in poSiljianje v Iaboratorij ... ..o 27
2.3 Priprava vzorca za 1aboratorijske analiZe..........cooovivreseesseesessssesseeesseees 28
3 DOLOCANJE OSNOVNIH SKUPIN HRANILNIH SNOVI ..o 30
3.1 WEENASKA GNAIIZA i
311 DOIOCANIE VIGEE ..ot
3.1.2 Dolocanije surovih beljakovin (SB)

3.1.3 Dolocanje surovin MAasCob (SM) ...
3.1.4 Dolocanje suUrovega PEPEIA (SP).....c.iieseriees e
3.1.5 Dolocanje surove VIaKNINE (SV) ...
3.1.6 Dolocanje brezduSicnega izvIeCka (BDI) ... 56
3.2 Analiza ogljikovin Nidratov PO Van SOBSTU.........ivriesieeeeeres s 56
4 OSNOVNE KROMATOGRAFSKE TEHNIKE ZA ANALIZO KRME......ovvionrerrvienrereennnernnennen! 60
4.1 Tankoplastna kromatografija (TLC) ..o,

4.2 Tekocinska kromatografija visoke locljivosti (HPLC)

4.2.1 Doloc¢anje mikotoksinov s teNNiKO HPLC ...
4.2.2 Dolocanje vitamina A in E s tehNiko HPLC .....oooiiirvvereeceeesnsesssssssessssssessenns
4.3 Plinska kKromatografija (GC) ..o
4.3.1 Dolocanje nizjih mascobnih kislin s tehniko GC ..o
4.4 Tekocinska kromatografija s tandemsko masno spektrometrijo (LC/MS-MS) ............... 78
5 MIKROBIOLOSKE ANALIZE KRME ...

5.1 RAZAEIITEV MIKIODOV w.oecivvieriericoie e
5.2 Znacilnosti mikrobov, ki kontaminirajo KIMO ... 81
5.3 ZaKONSKI PrEADIST ..vcovevveeraeiieiiiesiii s 82
5.4 Dolocanje stopnje kontaminacije s saprofitskimi MiKrobi ..., 83
6 MIKROSKOPSKE PREISKAVE KRME .......vviirrreesisssesessssssssscssssssssesssssssssessssssssesssssssssesssseens 20
6.1 Preiskave na vsebnost necistocC in strupenih snovi rastlinskega izvora ..., 91
6.2 Preiskave na vsebnost tkiv ZiValISKEZa IZVOTa ... 92
6.2.1 Mikroskopske preiskave na sestavine Zivalskega izvora ..., 93
6.2.2 Druge metode za dolocanje tkiv Zivalskega izvora v K., 96
7 METODE ZA DOLOCANJE ELEMENTOV V KRMI ..o 102

71 PIIDIAVA VZOTCEY ..o 102



7.2 Induktivno sklopljena plazma z masno detekcijo (ICP-MS).......ccoorremrrieinnerieneeeen: 104

7.3 Atomska absorpcijska spektrometrija (AAS) ... 106
7.4 Dolocanje fosforja (P) s spektrofotometricno MetOdO ... .o 110
8 DOLOCANJE NARAVNIH SKODLJIVIH SNOVIV KRML..ooccooeoeooeeessoeseessessoessoes 116

8.1 Dolocanje cianogenih glikozidov ..

8.2 Dolocanje Nitratov iN NMITITOV ... sesnenes
8.2.1 Kvalitativno dolocanje nitratov in NItritoV V KM 119
8.2.2 Spektrofotometri€Na METOTA ... wwrrreesnrreeessn s 120
9 ANALIZA SILAZE IN VAMPOVEGA SOKA ...ooccoeoeeseesoessoesoessossoesssossossssesssosssess 126
9.1 ANGNIZA SHAZE v
9.1.1 Organolepti€na 0CENA SHlAZE .. ..o
9.1.2 Merjenje PH. .o,

9.1.3 Dolocanje nizjih mascobnih kislin
9.1.4 Delez dusika iz amonijaka v skUpnem dUSIKU ........ccccvverrrrennereresereeecsssessesneee 129
9.2 Preiskava VampPOVEZA SOKA ... 130
9.2.1 OrganOlePLICNG OCENA w...c.veieeieeiereeeie s 130
9.2.2 Razslojenost VamPOVEEZA SOKA ... eesssssesssesssssesssess s 131
9.2.3 Dolocanje aktivnosti vampove mikroflore z metilenskim modrilom ... 131
9.2.4 Merjenje PH .o
9.2.5 Dolocanije nizjih mas¢obnih kislin
9.2.6 Delez dusika iz amonijaka v SKUpNemM AUSIKU ..o
9.2.7 Posiljanje vzorcev vampovega soka v 1aDoratorij ...
10 DODATNE ANALIZE KRME ......ooirvviiiiieeeisiseseseesssesesessssessssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssessons
10.1 Dolocanje vitamina C s titrimetricNO METOAO ...
10.2 Dolocanje koncentracije KIoridov Vv KIMi ...
11 NADZOR KAKOVOSTI REZULTATOV LABORATORISKIH ANALIZ




SEZNAM KRATIC

BDI

GC

HPLC

ICP-MS

LC/MS-MS

oS

SB

SM

SP

SS

SV

TLC

brezdusicni izvlecek
plinska kromatografija (Gas Chromatography)

visoko locljivostna tekocinska kromatografija (High
Performance Liquid Chromatography)

induktivno sklopljena plazma z masno detekcijo
(Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry)

tekocinska kromatografija s tandemsko masno
spektrometrijo (Liquid Chromatography with tandem Mass
Spectrometry)

organska snov

surove beljakovine

surove mascobe

surov pepel

suha snov

surova vlaknina

tankoplastna kromatografija (Thin Layer Chromatography)



KAZALO SLIK

Slika T: SIMDONT Z8 NEVATNOST ..o ssesssssessses s 16
Slika 2: Razlicne 10patiCe 7a OAVZEM VZOICEV.......c.civerriineeeeieseeeeseeeisseseessssees e 21
Slika 3: RAZIIENE VISTE SONT ..o 22
SliKa 4 SPIFAING SONAA ..o 22
Slika 5: SONde 7a OAVZEM VZOTTEV IZ VIEC w....vvvierierreeerinrerseesmssessseessssesssessssesssessssesssesssssesssens 23
Slika 6: Primer odvzema vzorcev iz tovornjakov ali tovornin Vagonov..........ccens 25
Slika 7: Primer VZOr€eN|@ iZ SllOS@. ... v 25
Slika 8: Primer sonde za odvzem tekoCin MaSCob ... 26
Slika 9: Priprava zmanjSanega skupnega vzorca s Cetrtinjenjem.........cccoovvorrrvieneveoneeieinnenes 28
Slika 10: Kemijska sestava krme po Weendski analizi ... 31
Slika 11: Tehtici za dolo€anje vlage v vZorcin KIMe. ... 32
Slika 12: Vzorci krme v koncentrirani Zvepleni KiSlini. ... 37
Slika 13: Kuhanje vzorcev do zDiStritve teKOCINE ... 38
Slika 14: Dodajanje baze in destilacija amonijaka ... 38
Slika 15: VZOreC v PapirNati VIECKI ... ..irvverrreeesieereeessiseessesssssssssesssssessssssssessssssssssssesssessssens 42
Slika 17: LONCKa S SUTOVO MASCOD0 .ccvvecricreiiiirereeisniseesseesissessseesessesseessssesssesssesse s 43
Slika 16 SOXNIETOV @PAIAT... ..o 43
Slika 18: Zariina IoNCKa S PEPEIOM ...cccoooeeoeeeeeseeeeseeseoeses oo 47
Slika 19: Kuhanje vzorca v kislem in Dazicnem MedijU ... 51
SIika 20: FIIEITaN]@ VZOTTa oot 52
Slika 21: Skupine hranljivih snovi pri Weendski analizi in Pri ...,
analizi po Van Soestu z dodanimi @naliZami..........viesesessessessesesenes 57
Slika 22: Primer izpisa iz tekocinskega kromatografa (HPLC) ..o 61
Slika 23: Shematski prikaz tankoplastne kromatografije (TLC) ..o 63
Slika 23: Shematski prikaz tankoplastne kromatografije (TLC) ... 63
Slika 24: Tekocinski kromatograf z visoko [0€ljivoStjo (HPLC) ... 64
Slika 26: SNeMAtSKi PriKaz HPLC ... 65
Slika 25: Kromatografske KOlone Za HPLC ... 65
SliKa 27: KIrOMATOGIAM w..oeeoeievieieei et 66
Slika 28: Shematski prikaz imunoafinitetnin KOION ... 68
Slika 29: PlINSKi KFOMIATOZIAT ... 74
Slika 30: Shematski prikaz plinske Kromatografij. ... 75
Slika 31: Tekocinski kromatograf s tandemsko masno spektrometrijo (LC/MS-MS)............. 78
Slika 32: GOJISCA PO SCNMIATU ... 83
Slika 33: Nanasanje VZorca Na GOJISCO ... 84
Slika 35: Stetje zraslih kolonij saprofitskin bakterij, plesni in kvasovK............c.ooceeeree. 85
Slika 34: Rast plesni in KvasoVK V EIMMIOSTATU .....vwverrieeessieeieesesesesssesesesessessesesssenes 85
Slika 36: Ambrozija (Ambrosia QrtemiSiifoliQ) ... 91
Slika 37: Rastlinska vlakna sonénice (A), krompirjev SKrob (B) ..., 92
Slika 38: Razdelitev tkiv ZIVAISKEZa IZVOra ... 92
Slika 39: Diagram postopka za dolocanje tkiv Zivalskega izvora. ..., 93
Slika 40: TKIVa ZIVAISKEEA IZVOT . .....irerveeeriseereeisiseeseeesisseeseesssss s ssssss s sssssssesssenns 94
Slika 42: Priprava vzorca za doloanje elemMENTOV ... 103
Slika 43: Vzorec krme pripravljen za razklop (razkroj) v mikrovalovni pecici..........coe...... 104
Slika 44: Shematski prikaz ICP-MS SISTEMA ... 104
SIlika 45: TCP-MS @DATGEUIA v 105
Slika 46: a: Atomski absorpcijski SPrektrometer ... 107
Slika 47: Dolocanje clanidov V KM .. 117

Slika 48: Kvalitativno dolocanje Nitratov in NItHTOV. .. ..o 119



KAZALO PROTOKOLQOV

Protokol Stevilka 1: DOIOCANJE VIAGE .....cvvivireriec e
Protokol Stevilka 2: Dolocanje surovih beljakovin..

Protokol Stevilka 3: Dolocanje SUrovin MaSCob ...
Protokol Stevilka 4: Doloanje SUrOVeZa PEPEI ...
Protokol Stevilka 5: Dolocanje SUrove VIAKNINE ...
Protokol Stevilka 6: Dolocanje ohratoksina AV KIMMi........orrreesssssesses 69
Protokol Stevilka 7: Dolocanje vitamina Ain EV KMo, 72
Protokol Stevilka 8: Dolocanje nizjih mascobnin Kislin ..., 77
Protokol Stevilka 9: MikrobioloSka preiskava krme ...

Protokol Stevilka 10: Dolocanje tkiv zivalskega izvora

Protokol Stevilka 11: Dolocanje elementov v krmi s tehniko ICP-MS ..., 108
Protokol Stevilka 12: Dolocanje fosforja (P) v krmi s spektrofotometri¢no metodo......... 11
Protokol Stevilka 13: Dolocanje cianogenih glikozidov v KrMi....ennns 118
Protokol Stevilka 14: Dolocanje nitratov in nitritov v krmi s spektrofotometricno metodo. 121
Protokol Stevilka 15: Dolocanje vitamina C v krmi s titrimetricno metodo .........courvveennnn: 135

Protokol Stevilka 16: Dolocanje kloridov v krmi s titrimetricno metodo






UvOoD

Ucbenik Laboratorijske analize krme je namenjen predvsem Studentom ve-
terinarske medicine. Siroko podro¢je veterinarske medicine zajema tudi skrb
zavarno in kakovostno krmo, ki je pogoj za zdravje zivaliin neoporecnost Zivil
zivalskega izvora. Sestavni del zagotavljanja varne krme so kemijske analize
vzorcev krme, ki jih v naSem laboratoriju opravljamo ze vrsto let, Studenti
pa se z njimi seznanijo na vajah pri predmetih Fiziologija prehrane zivali in
Higiena in patologija prehrane zivali. Glavni namen ucbenika je, da Studente
poucimo o nacinih dolocanja osnovnih hranilnih snovi v krmi, vitaminov,
mineralov, mikotoksinov, mikrobov in drugih nezelenih snovi. Razlozimo jim
tudi, kako pravilno sporocati in interpretirati rezultate preiskav. Slednje je
za veterinarje v praksi velikega pomena.

Ucbenik je zasnovan tako, da je v vsakem poglavju opisana tehnika analize
krme, ki ji sledi protokol in delovni list. Na koncu vsakega poglavja so nave-
denivir in literatura, v kateri lahko bralec lahko najde dodatne informacije.

Snov je razdeljena na deset poglavij. V prvem govorimo o varnosti pri delu
v laboratoriju. Z vsebino tega poglavja morajo biti Studenti, pa tudi osebje
dobro seznanjeni. Drugo poglavje zajema vzorcenje krme, ki je kljucnega
pomena za reprezentativne rezultate analiz. Sledi poglavje o analizi osnovnih
skupin hranilnih snovi v krmi, med katere priStevamo suho snov, surove
beljakovine, surove mascobe, surov pepel, surovo viaknino in brezdusicni
izvlecek. V poglavju o kromatografskih tehnikah prikazujemo osnovna
nacela tistin kromatografskih metod, ki jih pri analizah krme najpogosteje
uporabljamo. Sledijo poglavja o mikrobioloskih in mikroskopskih analizah
ter o tehnikah dolocanja elementov v krmi. Vkljucili smo tudi poglavje o
ugotavljanju naravnih Skodljivih snovi in poglavje o preiskavah silaze ter
vampovega soka. V zadnjem poglavju so opisane dodatne analize krme.

Zaradi omejenega obsega pricujoCega dela nismo navedli vseh metod
dolocanja oziroma vseh snovi, ki jih v krmilahko dolo¢amo. Opisali nismo na
primer dolocanja pesticidov, dioksinov, kokcidiostatikov in drugih nezelenih
snovi v krmi ali dodatkov krmi, vendar bodo Studentje s poznavanjem
prej opisanih metod z lahkoto razumeli tudi vse ostale. Pomembno pa
je Se omeniti, da morajo tako Studenti veterinarstva kot veterinarji slediti

priporocilom za varnost krme in zakonodaji s tega podrodja.

Avtorici
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I VARNOST V
LABORATORIJU

Usposabljanje Studentov za varno delo v laboratoriju ima dva namena.
Prvi je prepreCevanje poskodb in nesrec, ki bi se lahko zgodile zaradi ne-
pravilnega ravnanja z laboratorijskim materialom, kemikalijami, aparati in
podobnim. Drugi namen pa je, da Studentom v Casu Studija postopki var-
nega dela postanejo samoumevni in jih bodo pri svojem vsakdanjem delu
tudi uporabljali.

Z delom in varnostnimi predpisi, ki veljajo v laboratoriju, morajo biti Studenti
seznanjeni se pred zacetkom laboratorijskih vaj. Poglavje o varnosti pri delu
je sestavni del vsakega standardnega operativnega postopka (SOP), ki se
v laboratoriju izvaja.

11 GLAVNE NEVARNOSTIV LABORATORIJU

V laboratoriju je veliko zdravju nevarnih in Skodljivih snovi. Da preprecimo
vnos teh snovi v telo, se moramo strogo drzati navodil. Po vsakem delu v
laboratoriju si temeljito umijemo roke. V laboratoriju je strogo prepovedano
piti in jesti, kaditi, hraniti hrano in pijaco v laboratorijskih hladilnikih, hraniti
kemikalije v embalazah za Zivila in pipetirati z usti.

V laboratoriju moramo biti vedno pozorni na razbito ali poskodovano steklo
in na ostri pribor. Zavedati se moramo nevarnosti poskodb zaradi jedkih,
vnetljivih ali celo radioaktivnih kemikalij in nenadzorovanih kemijskih reakcij.
Tudi priskrbnem delu lahko pride do pozara, opeklin ali elektricnega udara,
zato moramo biti vsak trenutek pripravljeni na ukrepanje.

STEKLOVINA
Najvec poskodb v laboratorijih se zgodi zaradi nepravilne uporabe steklo-
vine. Pogosto se s poceno in zdrobljeno steklovino porezemo, z vroco ste-
klovino pa opecemo. Paziti moramo, da stekla ne izpostavljamo prevelikim
in hitrim temperaturnim spremembam. Segrevamo ga pocasi in postopoma
ter pri tem uporabljamo zascitne rokavice. Ravno tako steklovino pocasi
ohlajamo.
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Nekaj splosnih pravil za ravnanje s steklovino:

nikoli ne uporabljamo pocene ali opraskane steklovine. Tako steklovino
takoj izlo¢imo iz uporabe.

Nikoli ne segrevamo zaprtih steklenih posod.
Steklovino segrevamo pocasi.

Za odparevanje pod vakuumom uporabljamo le temu namenjeno
steklovino.

Steklovino (na primer bucke, erlenmajerjeve steklenice...) prenasamo
z obema rokama.

ELEKTRICNI TOK

Elektricne naprave se v laboratorijih obicajno uporabljajo za segrevanje,
mesanje, ohlajevanje, Crpanje in za fizikalne meritve. Z nepravilno uporabo
lahko povzrocimo elektri¢ni udar, ki ima za cloveka lahko tudi pogubne
posledice. Na splosno velja, da mora biti elektricna oprema v laboratoriju
postavljena tako, da v primeru razlitja vode ali kemikalij ni nevarna. V pri-
meru nevarnosti moramo napravo takoj izklopiti iz elektricnega omrezja,
jo osusiti in ocistiti. Elektricne naprave lahko popravljajo samo strokovno
usposobljene osebe.

Nekaj splosnih pravil za ravnanje z elektri¢nimi napravami:
elektricni podaljSek uporabljamo le, ko je nujno in Se to ¢im krajsi as.

Pred uporabo elektricne opreme preverimo, Ce so elektricni vodniki
in izolacija neposkodovani in stikala izklopljena. Prav tako morajo biti

Vv v

vsa stikala izklopljena pred cis¢enjem in pred menjavo sestavnih delov.
Vsako pomanikljivost ali napako takoj sporocimo osebju laboratorija.

Pred uporabo elektricnih aparatov se vedno prepricamo, da delovni
pult ni moker in da v blizini ni vnetljivih snovi.

Pri delu z elektricno opremo ne smemo stati na mokrih tleh ali imeti
mokrih rok.

Po koncanem delu preverimo, ali so vse elektricne naprave izklopljene.

KEMIKALIJE

V laboratoriju delamo z vnetljivimi, eksplozivnimi, strupenimi, jedkimi, ra-
dioaktivnimi, oksidativnimi ali z drugimi, za okolje nevarnimi kemikalijami,
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ki lahko povzrocijo poskodbe, okvare ali celo smrt ljudi in Zivali ter okvare,
poskodbe in unicenje strojev, drugih naprav ali napeljave. Na osnovi Pravilnika
0 razvrscanju, pakiranju in oznacevanju nevarnih snovi razvrs¢amo nevarne
snovi glede na njihove fizikalnokemijske lastnosti, glede na njihov vpliv na
zdravje ljudiin na okolje. Podatke o lastnostih posamezne kemikalije razbe-
remo iz oznak na embalazi in iz varnostnih listov. To so listine, ki jih proiz-
vajalec prilozi kemikaliji in vsebujejo naslednje podatke: identifikacijo snovi,
podatke o dobavitelju, podatke o nevarnih sestavinah, ugotovitve o nevar-
nih lastnostih, navodila o ukrepih za prvo pomoc ob pozaru in nezgodnih
izpustih, navodila za skladiS¢enje in ravnanje s snovjo, fizikalne in kemijske
lastnosti, obstojnost in reaktivnost snovi, toksikoloske in ekotoksikoloSke
podatke, nacin odstranjevanija, transportne podatke,... Vsaka kemikalija mora
imeti tudi ustrezne podatke na svoji originalni embalazi. To so identifikacijski
podatki o kemikaliji (ime, trgovsko ime, racionalna molekularna formula,
Chemical Abstracts Service ali Stevilka CAS), podatki o proizvajalcu, stavki
Rin S ter simboli za nevarnost. Stavki R so opozorilne oznake in oznacujejo
nevarnost snovi. Stavki S pa so obvestilni in nas seznanjajo z ukrepi, ki jih
moramo izvajati pri ravnanju z nevarno snovjo. Poznamo deset simbolov
za nevarnost. To so ¢rni znaki na oranzni podlagi. Poleg znaka je tudi ¢rka,
ki pomeni oznako nevarnosti (slika 1).

F+

EKSPLOZIVNO ZELO LAHKD LAHKO
VHETLJIVD VNETLJIVO

T+ _ T

OKSIDATIVNO  ZELO ~ STRUPENO
STRUPEND

DRAVJD DRAZILNO
KODLJIVO

OKOLJU
NEVARND

Slika 1: Simboli za nevarnost



1T VARNOST V LABORATORIJU
Nekaj splosnih pravil za ravnanje s kemikalijami:

vedno upostevamo, da je meSanica kemikalij tako nevarna, kot so
nevarne njene komponente.

Neoznacenih kemikalij ne uporabljamo.

Oznake na kemikalijah pazljivo preberemo in jih upostevamo.
Embalazo, v katero smo shranili vzorec, takoj ustrezno oznacimo.
Kemikalij nikoli ne pokusamo. Nikoli ne pipetiramo z usti.

Pri delu s kemikalijami pazimo, da ne pridejo v stik s kozo in ocmi.
Kislino vedno dodajamo v vodo in nikoli vodo v kislino.

V kemikalije, ki smo jih segreli na 90°C, nikoli ne vlivamo vode.
Kemikalij nikoli se zlivamo v odtok.

Steklenic s kemikalijami nikoli ne postavljamo na rob delovne povrsine
ali police, prav tako jih ne izpostavljamo virom toplote.

Kemikalij ne shranjujemo v embalazo, ki je namenjena shranjevanju zivil.

Neporabljenih reagentov nikoli ne zlivamo nazaj v originalno embalazo,
saj tako onesnazimo zalogo kemikalije.

1.2 0SEBNA VAROVALNA OPREMA

Osebna varovalna oprema je oblacilo, naprava ali drugi pripomocki, s kateri-
mi se laboratorijsko osebje zasciti pred morebitnim nastankom poskodb. V
laboratoriju ni dovoljeno opravljanje dela brez zascitne opreme. Predpisano
0sebno varovalno opremo moramo namensko uporabljatiin je ne smemo
nositi iz laboratorija. Med osnovno zascitno opremo spadajo zascitna ocala,
zascitna halja, zascitne rokavice in zascitna obutev.

Zascitna ocala varujejo pred mehanskimi in opticnimi nevarnostmi. Poznamo
ocala s stransko zascito in tesno prilegajoca se panoramska ocala. Slednja
so obvezna za vse, ki nosijo kontaktne lece ali ocala. Osebe z daljSimi lasmi
si morajo pri delu v laboratoriju lase speti.

Zascitna halja mora biti iz 100% bombaza. Imeti mora dolge rokave in segati
Cez kolena. Najbolj priporocljiva barva zascitne obleke je bela. Za stalno
zaposleno laboratorijsko osebje je priporocljivo nosenje zascitnih hlac in
majic, ki morajo biti prav tako bombazne. Zascitna obleka naj bo ustrezne
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velikosti, saj se tako izognemo zatikanju ohlapnih rokavov v laboratorijsko
opremo in morebitnim nesrecam pri delu.

Zascitne rokavice izberemo glede na vrsto dela in nevarnosti. Obstaja ve-
liko razlicnih vrst rokavic, ki se med seboj razlikujejo po stopnji odpornosti
proti razlicnim kemikalijam. Tudi pri rokavicah pazimo, da nosimo ustrezno
velikost. Zascitna obutev mora biti taksna, da pred poskodbami varuje celo
stopalo ter omogoca varen in trden korak. Uporaba sandal ali natikacev v
laboratoriju ni dovoljena.

1.3 1ZREDNI DOGODKI'V LABORATORIJU

V laboratoriju smo stalno izpostavljeni nevarnosti poskodb pri delu. Moznost
za pojav nesrec in poskodb, ki jih imenujemo izredni dogodek, pa se Se
poveca, Ce pridelu v laboratoriju ne upoStevamo pravil varnega dela. Izredni
dogodek je torej vsak pojav, pri katerem pride do poskodbe, poklicne bolezni,
pozara, eksplozije, okvare na laboratorijski opremi, materialne sSkode ali
nevarnosti za onesnazenje okolja.

V primeru izrednega dogodka moramo nujno obvestiti osebje laboratorija.
V primeru vecjih nesrec (na primer pozarov ali eksplozij) ali poskodovanih
oseb je potrebno obvestiti Center za obveScanje (112), kjier povemo kaj, kje
in kdaj se je zgodilo, kdo klice, koliko je ponesrecencey, kaksne so poskodbe
in okoliscine nesrece. Ponesrecencem moramo znati nuditi ustrezno prvo
pomoc. Delavci v laboratoriju morajo vedeti, kje je v laboratoriju omarica
S prvo pomocjo.

Najpogosteje nudimo v laboratoriju prvo pomoc zaradi vreznin, opeklin
ali stika s korozivnimi snovmi. Vreznine ocistimo in prekrijemo s povojem
ali oblizem. Opekline hladimo pod mrzlo vodo. Ne uporabliamo mazil. V
primeru stika korozivnih snovi z o¢mi ali kozo je zelo pomembno hitro
ukrepanje. Oko ali kozo spiramo z velikimi kolicinami vode vsaj 15 minut.
Kemijski laboratoriji so opremljeni z varnostno prho, ki jo uporabimo v pri-
meru politja z nevarnimi snovmi.

V primerih pozarov je potrebno vedeti, kje v laboratoriju so gasilni aparati.
Glede na snov, ki gori (trde snovi, vnetljive tekocine, plin, kovine in mascobe)
moramo uporabiti ustrezni gasilni aparat (CO,, prah...). Gasimo po navodilih
za uporabo, ki so napisana na gasilnem aparatu.
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2 VZORCENJE IN
PRIPRAVA VZORCEV KRME
ZA MIKROBIOLOSKE IN
KEMIJSKE ANALIZE

Pravilno vzorcenje je osnova za zanesljive in tocne podatke o kvaliteti, last-
nostih ter sestavi razlicnih vrst krme. Napaka, narejena pri vzorcenju, se
ponavlja na vseh korakih Se tako natancne laboratorijske analize in nepravilni
rezultati so v takSnem primeru neizbezni.

Osnova vzorcenija je pravilo, da morajo lastnostiin sestava odvzetega vzor-
ca natancno ustrezati lastnostim in sestavi celote, od katere je bil vzorec
vzet. Pravimo, da mora biti vzorec reprezentativen. Vzorci za monitoring
in inSpekcijski nadzor krme, dodatkov in premiksov, odvzeti z namenom
preverjanja skladnosti z zahtevami iz predpisov o zdravstveni ustreznosti
krme, dodatkov in premiksov in s predpisi o kakovosti krme, dodatkov in
premiksov, so reprezentativni takrat, ko jih pooblascena oseba za vzorcenje
krme odvzame v skladu z Uredbo komisije (ES) $t. 691/2013 o spremembi
uredbe (ES) 152/2009 glede dolocitve metod vzorcenja in analitskih metod
za uradni nadzor krme. Pravilom vzorcenja krme iz omenjene uredbe je
smiselno slediti v vsakem primeru vzorcenja, na primer vzorcenje za na-
men pridobitve informacije o kvaliteti in varnosti lastnih oziroma uvozenih
surovin.

Ce odvzeti vzorci (in s tem tudi rezultati) niso reprezentativni, lahko
povzrocimo nepotrebno ekonomsko skodo ali Se hujSe, obolevnost zivali
in ljudi.

21VZORCENJE

Pri odvzemu vzorcev upoStevamo nekaj osnovnih pravil. Priporocljivo je,
da se povezemo z laboratorijem, ki opravlja doloCene analize, iz katerega
nas bodo opozorilina morebitne posebne zahteve glede odvzema, shran-
jevanja ali posiljanja dolocCenih vzorcev. Glede opreme v grobem velja, da
je za kemijske analize (na primer Weendska analiza, analiza mikotoksinovin
dodatkov krmi) dovolj, ¢e vzorce odvzamemo s Cisto opremo. Pri odvzemu
vzorcev za bakterioloSke preiskave mora biti oprema za odvzem vzorcev
sterilna. Vzorec moramo v vsakem primeru odvzeti tako, da se njegove last-
nosti med vzorcenjem in transportiranjem do laboratorija ne spremenijo.
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2.110OPREMA ZA ODVZEM VZORCEV

Izbira pravilne opreme za odvzem vzorcev krme je odvisna od lastnosti
vzorCenega materiala, nacina vzorcenja, mesta, kjer je material shranjen
in pogostosti vzorcenja. V vsakem primeru pa mora biti oprema izdelana
iz inertnega materiala, ki ne more vplivati na vzorec ali ga kontaminirati.
Priporocljiva je oprema, ki je narejena iz nerjavecega jekla in visoko kvalitet-
nih sinteticnih ali plasti¢nih materialov. Omenjeni materiali so obstojni,
enostavni za CiSCenje in primerni za sterilizacijo (pomembno pri odvzemu
vzorcev za mikrobioloske preiskave). Uporabliamo lahko tuditakSno opremo,
ki jo po odvzemu vzorcev zavrzemo. Oprema ne sme imeti nobene praske
oziroma ne sme biti poskodovana, ker bi v tem primeru lahko prenasali
necistoce med posameznimi vzordci.

Vzorce jemljemo roc¢no, le prijemanju vzorcev s transportnih sredstev lahko
uporabimo mehansko opremo. Pri rocnem jemanju uporabljamo:

1. Lopatice (zajemalke) z ravnim dnom in navpicnimi stranicami (slika 2).

2. Sonde zvzdolzno rezo ali prekatom. Velikost sonde mora biti prilagojena
znacilnostim serije (globina kontejnerja, dimenzije vrec, itd.) in velikosti
delcev krme, dodatka ali premiksa (slika 3).

Ad 1) NajprimernejSe so plasti¢ne lopatice iz polipropilena. Narejene so iz
enega kosa in nimajo sti¢nih robov, v katerih bi se lahko zadrzeval mate-
rial. Odporne so proti razlicnim kemijskim snovem in imajo zaradi razli¢nih
dodatkov antistaticne ali antimikrobne lastnosti. So preproste za Ciscenje
in odporne proti visokim temperaturam.

Slika 2: Razlicne lopatice za odvzem vzorcev

Ad 2) Najpogosteje vzorce odvzamemo s sondami, ki so primerne za odvzem
velikih kolicin razli¢nih vrst krme oziroma sipkih surovin.
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Poznamo vec vrst sond:

+sonda z veC zaprtimi celicami, s katerimi zajamemo pri vzorcenju vso
globino.

+Sonda za jemanije vzorcev iz ene plasti na doloceni globini.
+Sonda z eno zaprto komoro za jemanje vzorcev iz doloCene globine.

Sonde so razlicno velike, na primer dolzine od 55 cm (primerne za vzorcenje
iz vreC) pa vse do 250 cm za vzorcenije iz silosov ali kamionoy, razli¢nih pre-
merov in iz razli¢nih materialov. Najveckrat so iz nerjavecega jekla ali ano-
diziranega aluminija. Zunanja in notranja povrsina je gladka, kar preprecuje

zastajanje materiala in omogoca enostavno cis¢enje. Sonde mehansko
ocistimo s SCetkami za CiSCenje.

QT —— [S——

. ———
e

Slika 3: Razlicne vrste sond

Spiralna sonda (slika 4) je posebno primerna za vzorcenje surovin z vecjimi
delci, kot so zita, semena in peleti v skladiscih, iz kamionov, iz tovornih va-
gonov, itn. S takSno sondo lahko natancno vzorcimo iz vseh plasti vzorcenega
materiala. Zaradi spiralne razvrstitve se odprtine odpirajo druga za drugo
od dna proti vrhu. Najnizja odprtina se tako napolni prva, nato pa po
vrsti vse nad njo. Oblika odprtin je takSna, da pri zapiranju dodatno ne
poskodujemo vzorca.

Slika 4: Spiralna sonda
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Za odvzem vzorcev iz vreC imamo vec vec razlicnih vrst sond. Izberemo jih
glede na surovine, ki jih vzorcimo (slika 5). Poznamo:

1. Enostavne sonde, ki so primerne za vedje kolicine in sipke materiale
nad 1 cm premera kot so na primer briketi ali Zita iz velikih vreC. Na
sondo nataknemo zbiralno vrecko, ki jo drzimo z roko, nato zabodemo
sondo do zahtevane globine. Ko roko umaknemo, se vzorec vsuje skozi
odprtino sonde v zbiralno vrecko (slika 5 levo).

2. Sonde za vzorcenje finejSih, prahastih snovi (slika 5 desno).

23

Slika 5: Sonde za odvzem vzorcev iz vrec (levo: enostavna sonda, pri-

merna za vecje koli€ine in sipke materiale; desno: sonda za vzorcenje
finejSih, prahastih snovi)

2.1.2 TEHNIKE VZORCENJA

Koliksno Stevilo posamicnih vzorcev moramo odvzeti pri doloceni kolicini
materiala je navedeno v Uredbi komisije (ES) St. 691/2013 o dolocitvi metod
vzorcenja in analitskih metod za uradni nadzor krme. Obicajno vzorcimo
Cez vse plasti materiala, da zagotovimo reprezentativen odvzem. Vizjemnih
primerih pa se za tocno determinacijo materiala na prej dolocenih tockah
uporablja tudi t.i. tar¢no vzorcenje.
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21.21VZORCENJE KRME

Primeri lokacij, iz katerih najpogosteje jemljemo vzorce krme:
+meSalec krme;

Posamicne vzorce jemljemo priizhodni odprtini ob praznjenju mesalca. Ne
vzorcimo zacetnega in koncnega materiala, ker so pri takSnem odvzemu
rezultati obicajno variabilni.

Ce ugotavljamo ucinkovitost mesanja oz. izenacenost materiala, vzorcev
ne zdruzujemo. V preostalih primerih pa vzorce zdruzimo v zbirni vzorec.

+ Vegekolicine krmein surovinvzorcimo med nakladanjem alirazkladanjem
v dolocenih casovnih intervalih, da zagotovimo reprezentativen vzorec.
Uporabljamo avtomatsko ali navadno sondo ter razlicne lopatke.

+ Vzorce krme iz vreC jemljemo s posebnimi sondami (slika 5). V praksi se
vzorci iz vreC pogosto odvzamejo z zajemalko ali lopatico, vendar na ta
nacin ne zagotovimo reprezentativnosti. VrecCe polozimo horizontalno,
sondo pa zabodemo diagonalno od enega do drugega konca vrece in
odvzamemo vzorec.

Pri odvzemu vzorcev za nadzor nezazelenih sestavin in Skodljivih snovi, Ki
so v krmi, premiksih in dodatkih neenakomerno porazdeljene (na primer
mikotoksini in strupena semena), je v uredbi predpisano vecje Stevilo posa-
meznih vzorcev. V nasprotnem primeru so dobljeni rezultati lahko nepo-

novljivi in nepravicni do strank, ker:
1. kontaminirana zrna ne vsebujejo enakih kolicin toksinoy,
2. vsa zrna ne vsebujejo toksinoy,

3. kontaminirana zrna in strupena semena v surovini niso enakomerno
razporejena,

4. razmerje med kontaminiranimiin cistimi zrni ni stalno.

Vzorlenje zit iz tovornih vagonov pomeni tehnicen problem, ki se vcasih
zdi nepremagljiv. V takSnem primeru je najbolje uporabljati avtomatsko
vzorcenje v dolocenih casovnih intervalih med nakladanjem ali razkladanjem
surovin. Ce vzorce jemljemo ro¢no s sondo, si serijo navidezno razdelimo
na doloceno Stevilo enakih delov in med njimi nakljucno izberemo Stevilo

predpisanih skupnih vzorcev (sliki 6 in 7).
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Slika 6: Primer odvzema vzorcev iz tovornjakov ali tovornih vagonov
(vzor€imo iz mest, oznacenih z »o«; Ce potrebujemo vec vzorcev,
vzorcéimo Se iz mest »x«)

Slika 7: Primer vzorcenja iz silosa (zunaniji krog mora biti priblizno 50
c¢m odmaknjen od sten silosa; notranji krog mora biti priblizno na dveh
tretjinah razdalje od sredine do stene silosa)

Svezo zeleno krmo na pasnikih vzorcimo tako, da posamezne vzorce
odvzamemo vsaj na 30 mestih pasnika. Vzorcimo pred izpustom zivali na
paso in travno ruso odrezemo na visini, kjer jo zivali popasejo. Izogibamo se
rastlinam, ki jih zivali nerade jedo. Posamezne vzorce zberemo v plasticno
posodo, jih premesamo in shranimo v plasticne vrecke, pri Cemer iz vreck
iztisnemo ¢im vec zraka.

Privzorcenju sena oziroma slame na senikih odvzamemo posamezne vzorce
na 12 do 15 razlicnih mestih in pri tem vzorce jemljemo iz globine, sredine
in z vrha. Ce imamo seno ali slamo v balah, jemljemo vzorce iz naklju¢no
izbranih bal. Obicajno vzorcimo vsako cCetrto ali peto balo na polju pred
spravilom.

20
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Eno bolj zapletenih vzorcenj je vzorcenje silaze. Privzorcenju silaze iz kori-
tastih silosov odvzamemo do 20 posameznih vzorcev in jih nato zmeSamo
skupaj. Pazimo, da ne jemljemo silaze globje od 10 cm od tal in 10 cm od
povrsine, saj je na teh mestih silaza pogosto pokvarjena in je zivalim ne kr-
mijo. Ce vzorca ne posliemo na kemijske analize takoj, ga moramo zamrzniti.

21.2.2 VZORCENJE TEKOCIH MASCOB 0ZIROMA 0LJ

Pripripravi kakovostne krme je zelo pomembno, da odvzamemo reprezenta-
tivni vzorec vseh mascob, ki se zameSajo v krmo. Uporabljamo posebne
sonde. StozCasta sonda je dolga zbiralna cev, ki ima na koncu zbiralno
bucko. Lahko je iz aluminija in mora biti dovolj dolga, da doseze dno cis-
terne ali zbiralne posode. Sondo spustimo pocasi v mascobo. Ko dosezemo
dno, zaklopke na bucki zapremo in izvlecemo sondo. Posamicne vzorce
pretocimo in premeSamo, preden napolnimo vzorcne posode ali stekleni-
ce. Obicajno odvzamemo vzorce iz vseh plasti. Za odvzem vzorca iz enega
nivoja mascobe uporabljamo drugacne sonde (slika 8).

Slika 8: Primer sonde za odvzem tekocih mascob

Poznamo Se nacin kontinuiranega vzorcenja, pri katerem se sonda vgradi
v razkladalno linijo med filter in posodo za skladis¢enje mascobe. Ves cas
razkladanja surovine se sonda odpira in zapira v enakomernih ¢asovnih
presledkih.
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2.1.2.3 0DVZEM VZORCEV VODE

Preiskave vzorcev pitne vode so mikrobioloske, fizikalne, kemijske, bioloSke
in radioloske (Pravilnik o zdravstveni ustreznosti pitne vode; Ul RS 19/04).
Odvzem, konzerviranje, transport in hranjenje vzorcev morajo potekati
tako, da se ohrani kakovost vzorca do zacetka preiskave. Vzorce za analizo
je potrebno odvzeti v skladu s predpisanimi standardi.

Tudivzorcivode morajo biti reprezentativni. Voda naj pred odvzemom nekaj
Cesa teCe, nato posodico za odvzem vzorca najprej s to vodo speremo, Sele
potem jo napolnimo. Vzorce jemljemo v Ciste steklene ali plasti¢ne posodice.

Za mikrobiolosko preiskavo morajo biti posodice sterilne. V kolikor vzorcimo
klorirano pitno vodo, moramo dodati natrijev tiosulfat, ki nevtralizira klor.
Embalaze ne smemo napolniti do vrha in potem visek vode odliti. Pri odvze-
mu ne sme priti do stika vratu embalaze z mestom odvzema vode. Posodico
odpremo v ¢asu vzorcenja in jo potem takoj zapremo. Zamaska ne smemo
odlagati in ga drzimo obrnjenega navzdol.

2.2 PRIPRAVA KONCNEGA VZORCA IN POSILJANJE V
LABORATORIJ

Postopek vzorcenja je za vecino vrst krme enak. Na podlagi podatka o kolicini
vzorcene surovine siv skladu z Uredbo komisije (ES) St. 691/2013 o dolocitvi
metod vzorcenja in analitskih metod za uradni nadzor krme izracunamo
Stevilo posameznih vzorcey, ki jih odvzamemo po zgoraj opisanem po-
stopku. Velikost posameznega vzorca je najmanj 100 g ali 25 g, Ce gre
za voluminozno krmo. Posamezne vzorce zdruzimo v zbirni vzorec in ga
dobro premesamo. Na ta nacin ga homogeniziramo. Zbirni vzorec mora
imeti maso vsaj 4 kg ali 4 L. Z uporabo mehanskega oziroma avtomatskega
razdelilnika ali z razdelitvijo na Cetrtine (slika 9) ga zmanjSamo tako, da do-
bimo zmanjsan zbirni vzorec, katerega kolicina znasa najmanj 2 kg ali 2 L.
Zmanijsan zbirnivzorec razdelimo in pripravimo najmanj dva koncna vzorca,
ki tehtata vsaj 0,5 kg ali 0,5 L.

Po vzorcenju je potrebno vzorec pripraviti za transport. Pravilno ravnanje z
vzorcem med odvzemom, transportom in samim postopkom v laboratoriju
je klju¢no za doseganje pravilnih rezultatov. Pri pripravi kon¢nega vzorca
pazimo, da iztisnemo zrak. Najpogosteje uporabljamo plasticne vrecke, ki
so oznacene s kodo in jih po zaprtju ne moremo vec odpreti, ne da bi jih
poskodovali. Vzorce hranimo na suhem in hladnem ter jih ¢im prej dostavimo
v laboratorij. Koncne vzorce ustrezno oznacimo in evidentiramo tako, da
se lahko vsak koncni vzorec nedvoumno prepozna. V laboratorij posljemo
en koncni vzorec, drugi pa ostane lastniku krme. Na Zeljo lastnika lahko
odvzamemo Se en koncni vzorec za referencne namene. Ob jemanju urad-
nih vzorcev mora pooblascena oseba napisati uradni zapisnik o vzorcenju,

na katerem morajo biti naslednji podatki:

2/
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ime in sedeZ organa, ki je odvzel vzorec,
mesto in datum jemanja vzorca,
oznaka vzorca,
serija,

Stevilo posameznih vzorcey,

ime in podpis vzorcevalca ter navzocih,

nacin priprave in koli¢ina zbirnega vzorca,

nacin priprave in kolicina zmanjSanega zbirnega vzorca,
zahtevane analize,

placnik analiz,

prejemnik rezultatov analiz.

Zapisnik se napise v treh izvodih, od katerih enega zadrzi vzorcevalec, enega
28 prejme lastnik krme, tretjega pa posljemo skupaj z vzorcem v laboratorij.

Slika 9: Priprava zmanjSanega skupnega vzorca s Cetrtinjenjem

2.3 PRIPRAVA VZORCA ZA LABORATORIJSKE ANALIZE

Vzorec krme, ki ga posljejo ali prinesejo v laboratorij, je obicajno zapakiran
v plasti¢no vrecko, priloZzen pa mu je dopis z osnovnimi podatki o vzorcy,
lastniku in zahtevanih analizah.



2 VZORCENJE IN PRIPRAVA VZORCEV KRME ZA MIKROBIOLOSKE IN KEMIJSKE ANALIZE

Uradni vzorec za laboratorijsko analizo je zapakiran v uradno vrecko in us-
trezno oznacen, spremlja pa ga pravilno izpolnjen zapisnik.

Vlaboratoriju embalazo odprejo, vzorec pa vpisejo v evidenco in 0znacijo z
interno Stevilko laboratorija. Podatki o lastniku krme osebju v laboratoriju
tako niso znani, kar je pomembno zaradi nepristranosti preiskav. Vzorec
razdelimo na dva enaka dela, od katerih se en del zmelje, drugi del pa os-
tane nezmlet za potrebe ponovnih ali dodatnih analiz. Vzorce je potrebno
do analize hraniti v takih razmerah, da ne pride do spreminjanja lastnosti
vzorca, obicajno v hladilni komori pri 10°C. Analizo vzorca je potrebno
opraviti ¢imprej po prejetju vzorca.
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3 DOLOCANJE OSNOVNIH
SKUPIN HRANILNIH SNOVI

Vzorec krme posljemo na laboratorijske analize zaradi razlicnih razlogov.
Eden je zagotovo izvajanje uradnega nadzora z namenom preverjanja
skladnosti lastnosti krme z zakonodajo ter s pravili o zdravstvenem varstvu
in zasciti zivali. Z analizo krme lahko preverjamo podatke iz deklaracije in
tako ugotavljamo, ali je sestava za doloCeno zivalsko vrsto ustrezna. Namen
analize krme je lahko tudi ocena kvalitete krme, ki se zaradi razlicnih de-
javnikov (to so na primer vremenski vplivi, gnojenje, zatiranje skodljivcey,
skladiscenje) zelo spreminja. Na osnovi rezultatov analize krme lahko sesta-
vimo ustrezen obrok in sestavimo optimalno krmno mesanico, e ob tem
poznamo potrebe posamezne zivalske vrste. Pri znanstveno-raziskovalnem
delu, na primer v zvezi z uvajanjem novih surovin v krmo za zivali, so ustrezni
analitski rezultati bistvenega pomena.

3.1 WEENDSKA ANALIZA

Weendska analiza je ze dolgo poznana klasicna kvantitativna kemijska
analiza, ki Se vedno velja za zlati standard. Ime ima po raziskovalni postaji
Weende v Gottingenu v Nem(diji, kjer sta jo leta 1865 razvila Henneberg in
Stohmann. Sprva je bila Weendska analiza namenjena predvsem locevanju
ogljikovih hidratov na dve glavni skupini in sicer na surova vlakna in na
brezdusi¢ni izvlecek. Stevilo posamic¢nih hranilnih snovi je v nekem vzorcu
hrane oziroma krme lahko zelo veliko (vec kot 50), zato je vse prakticno
nemogoce doloditi. Hranilne snovi zato razdelimo na Sest osnovnih skupin,
ki jih dolo¢imo s postopkom Weendske analize: suha snov (SS), surove
mascobe (SM), surove beljakovine (SB), surov pepel (SP), surova vlaknina
(SV) in brezdusicni izvleCek (BDI). Prvih pet skupin doloc¢imo s kemijskimi
analizami, brezdusSicni izvlecek pa izracunamo (slika 10).
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‘ Krma ali Zival (sveza snov) ‘

‘ Surovavoda ‘ ‘ Suha snov (SS) ‘
[
‘ Organska snov (0S) ‘ Surovipepel (SP)
| (anorganske snovi)
[ [ [ | X
Surove Surove Surova Brezdusicni. Pesek,
beljakovine (SB) mascobe (SM) vlaknina (SV) izvlecek (BDI) glina

i 1 lzratunano
! izrazlike

I:I Dolo¢eno z
analizo

Slika 10: Kemijska sestava krme po Weendski analizi (povzeto po
Lavrencic, 2003)

Weendska analiza ima svoje prednosti, ima pa tudi nekaj slabosti, ki jih mo-
ramo poznati in pri interpretaciji rezultatov upoStevati. Weendsko analizo
ucinkovito uporabljamo v praksi, ker je dogovorjena, standardizirana in
cenovno ugodna metoda. Potek analize je enostaven, razmeroma hiter (ce-
lotno analizo lahko zaklju¢imo v dveh dneh) in ne zahteva predrage opreme.
Spada v skupino empiri¢nih metod, pri katerih so rezultati pogosto odvisni
od uporabljene metode dolocCevanja, zato se je priizvedbi analize potrebno
natancno drzati predpisanega standardnega postopka. Samo na takSen
nacin dobljeni rezultati so tocni, ponovljivi in primerljivi.

Kot Ze omenjeno, ima Weendska analiza tudi nekaj slabosti. Zavedati se
moramo, da dolocamo le skupine hranilnih snovi oziroma njihovo kolicino,
pri tem pa ne dobimo nobenega podatka o tem, kaksna je njihova sesta-
va in fizioloSka vrednost za posamezno vrsto zivali. Te podatke dobimo z
drugimi analizami kot sta na primer preiskava aminokislinske sestave in
mascobnokislinske sestave ali pa iz literature. Nadalje nekaterih skupin
hranilnih snovi (na primer BDI) ne dolocamo analitsko, temvec racunsko,
zato moramo biti pozorni, saj se vse prej narejene napake priizracunu BDI
sestejejo. Vzorec krme, ki ga analiziramo, obicajno vsebuje razlicne hlapne
snovi, kot so hlapne mascobne kisline in arome. Te ob suSenju vzorca izhla-
pevajo, zato vsebnost SS v vzorcu ni popolnoma tocna. Ob sezigu vzorca
izhlapevajo tudi nekatere anorganske snovi, zato tudi rezultat glede na SP
v nekaterih primerih ni Cisto korekten. DuSikove spojine, kot so na primer
fosfolipidi, se pojavljajo kot rezultat meritev v dveh skupinah hranilnih snovi
in sicer kot SB in SM.

Vse omenjene napake so del rutinske Weendske analize. Pravilno je, da pri
vsaki skupini hranilnin snovi vedno uporabljamo pridevnik »surovs, ki nas
spomni, da dobljeni rezultat lahko skriva napake.
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Najvecja pomanjkljivost Weendske analize je povezana z dolocevanjem SV
in BDI oziroma skupine ogljikovih hidratov. Da bi o tem dobili natancnejse
podatke, moramo narediti analizo po Van Soestu, ki bo opisana kasneje v
poglavju 3.2.

3.11DOLOCANJE VLAGE

Vsebnost vlage oziroma suhe snovi (SS) v vzorcu je za kakovost krme
zelo pomembna. Od vsebnosti vlage je odvisna obstojnost krme med
skladiscenjem, dovzetnost za kvarjenje ter kolicina, ki jo je zival sposobna
zauziti. Kljub temu, da SS ni hranilna snov v pravem pomenu besede, je
njeno dolocanje bistveno, saj vsebnosti hranilnih snovi v razli¢nih krmilih
pogosto podajamo na 100 % SS. Na takSen nacin lahko krmila med seboj
primerjamo.

Vlago oziroma SS v vzorcu dolocimo s postopkom susenja v susilniku. Susimo
toliko Casa, da se masa veC ne spreminja oziroma da izhlapijo vse snovi.
Pravimo, da vzorec susimo do konstantne mase. Suho snov doloc¢imo kot
razliko v masi vzorca pred in po susenju. Ker lastnosti vzorca pri susenju
spremenimo, vzorec nivec uporaben za druge analize. Nekatere vrste krme
(predvsem zelo vlazne) obicajno vsebujejo snovi, ki pri susenju lahko izhlapi-
jo. To so kratkoverizne mascobne kisline (ocetna, propionska, maslena...)
in olja (na primer mentol, kafra...). Susenje vzorcev pri 103°C povzroci zato
tudi izgubo hlapljivih snovi, kar pomeni vecjo vlago oziroma nizjo vrednost
suhe snovi. Na sliki 11 prikazujemo tehtice za susenje vzorcev.

50!‘8”__ F 50/8

= |
=30m ~30ml

Slika 11: Tehtici za dolo€anje vlage v vzorcih krme
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AKTIVNOST VODE

Obstojnost krme med skladis¢enjem in dovzetnost za kvarjenje je v
veliki meri odvisna od kolicine vlage v krmi, zato v€asih dolo¢amo tudi
ti. termodinamsko aktivnost vode (a ). Pomeni kolicino vode v krmi, ki je
na voljo za mikrobe in je poleg temperature najpomembnejsi dejavnik
okolja, ki vpliva na razvoj mikrobov. Aktivnost vode matematicno izra-
zimo kot razmerje med parnim tlakom snovi (P) in parnim tlakom ciste
vode (P,) pri isti temperaturi (glej formulo).

Ker je preprecevanije rasti mikroorganizmov v krmi in zivilih zelo pormem-
bno, so dolocili minimalno aktivnost vode, pri kateri mikroorganizmi
Se rastejo. Bakterije potrebujejo vedjo aktivnost vode od kvasovk, te
pa potrebujejo vedjo aktivnost vode od plesni. Plesni se torej poja-
vljajo v krmi in Zivilih z nizjo aktivnostjo vode. To lahko v krmi in Zivilih
zmanjsamo, na primer s susenjem, dodajanjem vodotopnih snovi (sol,
sladkor) ali z zamrzovanjem (voda kristalizira). Npr. mejna vrednost za
L. monocytogenes v Zivilih je 0,93.
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PROTOKOL STEVILKA 1: DOLOCANJE VLAGE
KRMA IN ZITA
1. Tehti¢ s pokrovom stehtamo na 0,001 g natancno.

2.V tehti¢ natehtamo priblizno 5 g zmletega vzorca oziroma homogene zmesi, ga pokrijemo s
pokrovom in stehtamo na 0,001 g natancno.

3. Tehti¢ z odprtim pokrovom postavimo v susilnik, ki ga za susenje vzorcev zit predhodno ogrejemo
na 130°C, za suSenje ostalih vzorcev pa na 103°C (zita).

4. Privzorcih zit susenje zaklju¢imo po 2 urah, v primeru drugih vzorcev pa po 4 urah. Tehti¢ pokrijemo
s pokrovom in ga postavimo v eksikator.

5. Pustimo 30 do 45 minut, da se tehtic¢ z vzorcem ohladi.

6. Ohlajeni tehti¢ stehtamo na 0,001 g natancno.

KRMA Z VECJO VSEBNOSTJO VLAGE

Vzorce z vecjo vsebnostjo viage, ki otezuje mletje (silaza, sveza trava, pesni rezanci...), predhodno
posusimo.

1. Vzorec razdelimo na dva ¢im bolj enaka homogena podvzorca mase vsaj 50 g. Optimalno je, Ce
naredimo pri silazi dva podvzorca po 200 g, pri travi pa po 100 g.

2. Podvzorca polozimo na pladnja iz papirja ali alufolije, ki smo ju pred tem stehtali na 0,001 g
natanc¢no.

3. Vsak pladenj z vzorcem stehtamo na 0,001 g natancno.

4. Pladenjz vzorcem polozimo v susilnik, predhodno ogret na 60°C in susimo ¢ez noc. Vmes vzorce
premesamo.

5. Pladenj z vzorcem vzamemo iz susilnika, ga ohladimo na zraku (1 uro) in stehtamo na 0,001 g
natancno.

6. Podvzorca zdruzimo, ju zmeljemo in naprej susimo po zgoraj opisanem postopku za krmo in Zita.
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INTERPRETACIJA REZULTATOV

Vsebnost vlage, izrazeno v odstotkih, v krmi in zitih izracunamo po enacbi:

m (tehtic z vzorcem pred suSenjem )-m (tehtic s posusenim vzorcem)
zatehta vzorca*

vsebnost viage (%)= x 100

*zatehta vzorca=m (tehtic z vzorcem in pokrovom)-m (tehtic s pokrovom, brez vzorca)

Rezultat lahko izrazimo tudi kot vsebnost suhe snovi (SS), izraZzeno v odstotkih:

vsebnost SS (%) = 100 - vsebnost viage (%)

Pri postopku s predhodnim suSenjem izracunamo vlago po zgornji formuli za vsak del postopka
loceno, vendar namesto mase tehtica uporabimo maso pladnja. Koncni rezultat za suho snov in
vlago izracunamo pa enacbi:

SScelotna=SS; X 55, X 0,01

SS, - suha snov, dobljena s predhodnim susenjem

SS, - suha snov, dobljena z nadaljnjim susenjem

vsebnost viage (%)=100-5S.c/o:nq (%)

Za vzorce tekocCe ali kaSaste krme (npr. hrana za pse in macke v ploCevinkah) izraCunamo vlago po
naslednjih enacbah:

m (tehtic z vzorcem)-m (tehtic s posusSenim vzorcem)x 100

vsebnost viage (%)= zatehta vzorca x f

[-razmerje med maso vzorca in vsoto mase vzorca in mase brezvodnega, pred analizo posusenega
kvarcnega peska

m vzorca
m vzorca+m peska

f=
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3.1.2 DOLOCANJE SUROVIH BELJAKOVIN (SB)

SB v vzorcih krme dolocamo z metodo po Kjeldahlu. Kjeldahl je bil danski
znanstvenik, ki je metodo za dolocanje SB razvil leta 1883. Ukvarjal se s
postopki varjenja piva in ugotovil, da je vsebnost beljakovin v jeCmenu
lahko zelo razli¢na in mocno vpliva na kakovost koncnega izdelka. Metoda
se je do danes tehnicno precej spremenila, glede zamisli pa je Se vedno
enaka. S Kjeldahlovo metodo ne dolocimo kolic¢ine beljakovin v vzorcu,
temvec koli¢ino duSika v vzorcu, zato govorimo o surovih beljakovinah ozi-
roma o vseh snoveh, ki vsebujejo dusik. To pomeni, da surove beljakovine
poleg pravih beljakovin vsebujejo tudi druge dusicne spojine, ki vsebujejo
dusik. Beljakovine v povprecju vsebujejo 16 % dusika, zato upoStevamo pri
preracunu faktor 6,25 (100+16). Ker je koli¢ina dusika v razli¢nih beljakovinah
razlicna (soja 17,5 %; mleko 6,37 %; jeCmen, psenica, oves 17,1 %), izracun
SB iz vsebnosti dobljenega dusika ni popolnoma natancen, vendar kljub
temu ustreza za prakticno uporabo.

Metodo po Kjeldahlu sestavlja priprava vzorca z zvepleno kislino in des-
tilacija ter titracija spros¢enega amonijaka. Na zaCetku analize v stekleno
Kjeldahlovo epruveto natehtamo vzorec. Dodamo koncentrirano zvepleno
kislino in v epruveti kuhamo (mokri sezig; slika 12), dokler se raztopina ne zbi-
stri(slika 13). DuSik iz vzorca v postopku mokrega seziga reagira z zvepleno
kislino in nastane amonijev sulfat. Po kon¢anem razklopu pustimo, da se
vsebina v epruvetah ohladi.

Slika 12: Vzorci krme v koncentrirani Zvepleni kislini
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Slika 13: Kuhanje vzorcev do zbistritve tekocine

Epruveto z ohlajenim vzorcem vstavimo v aparat in dodamo koncentrirano
bazo (32 % NaOH) v prebitku, da reagira z amonijevim sulfatom (slika 14).
Posledica je izlo¢anje amonijaka, ki ga preko destilacijskega hladilnika lovimo
v kislino poznane koncentracije. Destilacija traja dve minuti, amonijak reagira
s kislino in zato se pH raztopine veca. Ko je postopek destilacije koncan,
vnesemo Vv titracijski aparat podatek o zatehtivzorca in oznako vzorca, nato
zacne aparat sam dozirati 0,1 M HCI. Titracija je zakljuCene, ko je ves nastal
amonijak nevtraliziran. Dobljeno porabo kisline (mL) pri titriranju mnozimo
s faktorjem, ki uposSteva razredcitve in kolicino N v beljakovinah, rezultat
pa nam predstavlja g/kg surovih beljakovin v vzorcu. Rezultat izrazimo v %.

Slika 14: Dodajanje baze in destilacija amonijaka



PROTOKOL STEVILKA 2: DOLOCANJE SUROVIH BELJAKOVIN

V Kjeldahlovo epruveto natehtamo 1 g (Ce je pricakovana vsebnost beljakovin v vzorcu pod 40 %)
oziroma 0,5 g ali manj (Ce je pricakovana vsebnost beljakovin v vzorcu nad 40 %) dobro zmletega
in homogeniziranega vzorca.

Kot katalizator dodamo 2 tableti Kjeldahl (vsebuje npr. meSanico CuSO, in K,SO,) in 25 mL
koncentrirane Zveplene kisline (H,SO,).

Kjeldahlove epruvete vstavimo v Kjeldahlov aparat, kjer vzorce segrejemo do vrenja. Vreti pustimo
1,5 ure, da raztopina vzorca v epruveti postane bistra.

Raztopino ohladimo in previdno dodamo deionizirano vodo.
Epruveto namestimo v destilacijsko enoto sistema Kjeldahl. Opravimo postopek destilacije, ki traja

dve minuti. Ko se postopek zakljuci, vnesemo v titracijski aparat podatek o zatehti vzorca in oznako
vzorce. Aparat sam dozira 0,1 M HCl. Titracija se zakljuci, ko je ves nastali amonijak nevtraliziran.
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INTERPRETACIJA REZULTATOV

Vsebnost beljakovin v krmi, izrazeno v g/kg, izracunamo po enacbi:

VxCxM(N)x 6,25
} vsebnost beljakovin (I%)= Xex nf)x

V - volumen (mL) HCl, porabljene pri titraciji

C - koncentracija HCl izrazena v mol/L
M(N) - molska masa dusika (14 g/mol)

m - zatehta vzorca (g)

NE POZABIMO!

Surove beljakovine vkljuc€ujejo vse dusicne spojine, torej prave beljakovine in nebeljakovinske
dusicne snovi.
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3.1.3 DOLOCANJE SUROVIH MASCOB (SM)

Surove mascobe dolo¢amo z ekstrakcijo z etrom ali drugim primernim or-
ganskim topilom v Soxhletovem aparatu. Izraz ekstrakcija pomeni izlocanje
trdnih ali tekocih zmesi s topilom tako, da se pritem snov kemicno ne spre-
meni. Pritem v ekstrakt ne preidejo le prave mastiin olja, ampak tudi veliko
drugih, v organskih topilih topnih spojin (klorofil, rastlinski voski, smole, pig-
menti...), ki jih zivali ne morejo izkoristiti kot vir energije. Zato uporabljamo
izraz surove mascobe, ki zajema vse snovi, topne v organskih topilih. Slednje
moramo Se posebno upostevati pri dobljenih rezultatih za voluminozno
krmo, ki je revna z mascobami in bogata z barvili.

Surove mascobe Zivalskega izvora so pretezno prave mascobe. Ker se del v
etru topnih snovi lahko ekstrahira Sele po razbitju strukture vzorca (mlecni
proizvodi, kostna moka, pasja/macja hrana,...), moramo pred ekstrakcijo
z etrom narediti razklop vzorca s klorovodikovo kislino (HCI). Ta postopek
imenujemo tudi hidroliza mascob. Po tem postopku dolocen delez mascob
imenujemo skupne mascobe.

Vzorec natehtamo v papirnato vrecko in ga damo v Soxhletov aparat (slika
15). Pred pricetkom postopka ekstrakcije loncek, v katerega lovimo ekstra-
hirano mascobo, stehtamo. V loncek nalijemo eter ter ga segrevamo. Ko
eter vre, po cevki potuje do hladilnika, kjer se hladi in utekocinja ter kaplja
Cez vzorec (slika 16). Proces traja dve uri, nato eter odparimo in na dnu
loncka ostane mascoba (slika 17). Eter veZe tudi vodo, zato loncek susimo
eno uro v susilniku. Nato ga ohladimo, stehtamo in izracunamo odstotek
surovih mascob.

Slika 15: Vzorec v papirnati vrecki
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Slika 17: Loncka s surovo mascobo
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PROTOKOL STEVILKA 3: DOLOCANJE SUROVIH MASCOB
1. Stekleni loncek stehtamo.
2. Vvrecko iz papirja natehtamo priblizno 5 g vzorca na 0,001 g natancno.
3. Vrecko vlozimo v stekleni tulec na Soxhletovem aparatu.
4. V stekleni loncek nalijemo 120 mL petroletra in loncek vstavimo v Soxhletov aparat.

5. Vzorec ekstrahiramo 120 minut. Ob koncu ekstrakcijskega postopka mora biti topilo v ekstrakcijskem
nastavku.

6. Ekstrakt v loncku susimo pol ure pri 100 + 3 °C.

7. Loncek z ekstraktom ohladimo v eksikatorju in ga ohlajenega stehtamo.

DOLOCANJE SUROVIH MASCOB S HIDROLIZO

Vzorce, ki vsebujejo mascobo zivalskega izvora, pred ekstrakcijo s petroletrom v Soxhletovem aparatu
obdelamo s klorovodikovo kislino.

1.V erlenmajerjevo steklenico natehtamo 2,5 do 3 g vzorca na 0,001 g natancno.

2. Dolijemo 80 mL vode in 80 mL 37 % klorovodikove kisline ter erlenmajerjevo steklenico pokrijemo
z urnim steklom. Dobljena raztopina je priblizno 6 M.

3. Raztopino segrejemo do vrenja in pustimo vreti 1 uro.

4. Po koncanem kuhanju raztopino razredcimo z nekaj vrele vode in Se vroce filtriramo.

5. Vzorec spiramo z vroco vodo do negativne reakcije na klorid z AGNO, (srebrov nitrat)*

6. Filtrirni papir s preostankom vzorca susimo v susilniku 1,5 ure pri 100 + 3°C.

7. Filter viozimo v stekleni tulec in nadaljujemo z ekstrakcijo v Soxhletovem aparatu.

*\/ epruveto nalijemo nekaj mL srebrovega nitrata in dodamo enako kolicino filtrirata. Ce so v filtratu

Se kloridi, ki nastanejo ob reakciji s HCl, bo v raztopini nastala oborina oziroma bo meSanica postala
motna. Ko kloridov ni vec, ostane raztopina po dodatku filtrata bistra.
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INTERPRETACIJA REZULTATOV

Vsebnost mascobe v krmi izracunamo tako:

. m (loncek z mascobo)-m (prazen loncek)
vsebnost mascobe (%)= x 100
zatehta vzorca

m - masa (g)

NE POZABIMO!

Surove mascobe vkljuc€ujejo vse spojine, topne v organskih topilin: poleg pravih mascob torej
Se ostale snovi, ki jih Zivali ne morejo izkoristiti kot vir energije.
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3.1.4 DOLOCANJE SUROVEGA PEPELA (SP)

Surovi pepel dolocamo s sezigom vzorca krme privisoki temperaturi. Na ta
nacin v vzorcu sezgemo vse organske snovi, ostanejo pa nam anorganske,
ki jih stentamo in imenujemo surovi pepel (slika 18). Tako kot pri dolocanju
suhe snovi oziroma vlage v vzorcu, tudi pri dolo¢anju surovega pepela ne
dobimo popolnoma natan¢nega rezultata, saj pri sezigu izhlapevajo nekateri
minerali (Se, Pb, Cd). Surovi pepel prav tako ne pomeni Ciste anorganske
snovi, saj vsebuje tudi organski material (na primer zveplo in fosfor iz belja-
kovin). Vsebuje lahko tudi primesi kot sta pesek in glina. Te dolocimo tako,
da surovi pepel raztopimo v kislini. Del, ki je v kislini netopen, so primesi.

Dolocitev surovega pepela nam ne da podatka o vsebnosti posameznih
mineralov v vzorcu, temvec o vsebnosti vseh mineralov v vzorcu. Obicajno
iz pepela nadalje dolo¢amo minerale s spektrofotometri¢nimi ali drugimi
metodami (ICP-MS, atomska absorpcija...).

Slika 18: Zarilna lon¢ka s pepelom

47



PROTOKOL STEVILKA 4: DOLOCANJE SUROVEGA PEPELA

Stehtamo zarilni loncek.
.V zarilni loncek natehtamo priblizno 5 g vzorca na 0,001 g natancno.
. Zarilni lon¢ek z vzorcem postavimo v Zarilno pec.

Vzorec zgemo pritemperaturi 550 + 5°C, dokler ne dobimo belega, svetlo sivega ali rdeckastega
pepela brez karboniziranih ostankoy, to je priblizno 6 ur.

. Zarilni loncek vzamemo iz peci in postavimo v eksikator, da se ohladi.

Ohlajeni loncek z vzorcem stehtamo.
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INTERPRETACIJA REZULTATOV

Vsebnost surovega pepela (SP) v krmi, izrazeno v odstotkih, izracunamo po enacbi:

m (loncek s pepelom)-m (prazen loncek,
vsebnost SP (%)= a pPep )-m (p ) x 100
m (zatehta vzorca)

m - Mmasa

} vsebnost organske snovi (0S) (% )=vsebnost SS (%)-vsebnost SP (%)
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3.1.5 DOLOCANJE SUROVE VLAKNINE (SV)

Surova vlaknina je sploSen izraz, ki ga uporabljamo za snovi, netopne v ki-
sliniin bazi. Postopek je podoben procesom prebave v organizmu (najprej
kislo, potem bazicno okolje; ni pa delovanja encimov). Je tisti del krmila, ki
ni prebavljiv in vsebuje netopne ali slabo topne ogljikove hidrate. Mednje
pristevamo celulozo, del hemiceluloze, pentozane, heksozane in lignin.

Surovo vlaknino dolo¢amo tako, da vzorec najprej kuhamo v kislem mediju
in nato Se v bazi¢nem (slika 19). Vsebino nato prefiltriramo in speremo
(slika 20). Ostanek, ki je netopna snov v kislinah in bazah, Se zgemo, da
odstranimo anorganske snovi. Na koncu s tehtanjem izracunamo kolicino
surove vlaknine v vzorcu.

Slika 19: Kuhanje vzorca v kislem in bazicnem mediju
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Slika 20: Filtriranje vzorca



PROTOKOL STEVILKA 5: DOLOCANJE SUROVE VLAKNINE

10.

1.

V erlenmaijerjevo steklenico natehtamo 1 g vzorca na 0,001 g natancno.

Dolijemo 150 mL 0,13 M zveplene kisline. MeSanica naj zavre v 5 + 2 minutah. Pustimo, da mocno
vre to¢no 30 minut.

Vzorec prefiltriramo skozi steklen filtrirni loncek, v katerega damo 1 g diatomejske zemlje.
Ostanek 3x speremo s 30 mL vrele vode.

Ostanek vzorca skupaj z diatomejsko zemljo stresemo v erlenmajerjevo steklenico in prilijemo 150
mL 0,23 M kalijevega hidroksida (KOH). MeSanica naj zavre v 5 + 2 minutah. Pustimo, da mocno
vre tocno 30 minut.

Vzorec prefiltriramo in spiramo enako kot v tocki 4.

Ostanek speremo Se 3x s 25 mL acetona.

Ostanek posusimo v susilniku pri 130°C do konstantne mase.

Ohladimo v eksikatorju in stehtamo.

Vzorec zazgemo v peci pri 475-500°C (vsaj 30 minut).

Ohlajen vzorec ponovno stehtamo.
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INTERPRETACIJA REZULTATOV

Vsebnost surove viaknine (SV) v vzorcu krme, izrazene v odstotkih, izracunamo po naslednji enacbi:

m (vzorca+loncka pred Zarenjem)-m (masa vzorca+loncka po Zarenju)
b'¢

100
zatehta vzorca

vsebnost SV (%)=
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3.1.6 DOLOCANJE BREZDUSICNEGA IZVLECKA (BDI)

Brezdusicni izvlecek (BDI) je zelo raznolika skupina snovi, ki jo v glavnem
sestavljajo ogljikovi hidrati. Poleg teh pa BDI vsebuje tudi druge organske
snovi, kot so organske kisline, del lignina, kutina in podobno. BDI vsebuje
topne ogljikove hidrate v krmi, kot so Skrob in razlicni sladkorji, medtem ko
surova vlaknina vsebuje netopne ogljikove hidrate.

BDI ne dolo¢amo analitsko ampak ga izraCcunamo s pomocjo rezultatoy, i
jinh dobimo prianalizi SB, SM, SP, SV in SS. Morebitne napake pri analitiki teh
snovi se priracunanju BDI seStejejo, kar je ze omenjena slabost Weendske
analize.

BDI izracunamo po naslednjih enacbah:

} BDI (% )=sveZa snov-viaga (%)-SP (%)-SM (%)-SB (%)-SV
} BDI (%)=SS (%)-SP (%)-SM (%)-SB (%)-SV
} BDI (%)=0S (%)-SM (%)-SB (%)-SV (%)

} BDI (%)=100 %-((SP (%)+SM (%)+SB (%)+SV (%)+vliaga (%))

3.2 ANALIZA OGLJIKOVIH HIDRATOV PO VAN SOESTU

Veckrat smo ze omenili, da je najvedja pomanjkljivost Weendske analize
dolocCevanije SVin BDI, ker obe skupini vsebujeta ogljikove hidrate. V skupino
SV spadajo manj, v skupino BDI pa bolj prebavljivi ogljikovi hidrati.

V vlaknini so snovi, ki sestavljajo rastlinsko celicno steno in se v prebavilih
ljudi ali zivali pod vplivom encimov ne prebavijo. Kljub temu ima vlakni-
na v procesu prebave velik pomen. Ce vlaknino dolo¢amo po postopku
Weendske analize, pri tem ne zajamemo vseh sestavin celicne stene, kot
so na primer hemiceluloza in pektini, ki so popolnoma topni, ali celuloza in
lignin, ki sta delno topna. Omenjene tezave lahko reSimo z dodatno analizo
vzorca po Van Soestu, pri kateri z detergentsko analizo viaken ogljikove hi-
drate razvrstimo glede na topnost v razli¢nih topilih. Dolo¢amo naslednje
skupine (slika 21):
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+vlakna, netopna v nevtralnem detergentu (NDV): sem uvrsc¢amo ogrodne
celicne snovi - celulozo, hemicelulozo in lignin. Te snovi pogosto enacimo
z rastlinsko celi¢no steno. Kolicina NDV se v rastlini s starostjo rastline
povecuje. Ce je v rastlinah ve¢ NDV, bodo Zivali zauZile manj suhe snovi,
zauzito hrano pa bodo bolj prezvecile. NDV je tudi dober pokazatel]
kakovosti krme in zrelosti rastlin. Krma slabe kvalitete vsebuje vec kot
50% NDV. Leguminoze so dobre kvalitete takrat, ko vsebujejo manj kot
40% NDV. Dobra voluminozna krma vsebuje manj kot 50% NDV, slaba
pa vec kot 60%.

+Vlakna, netopna v kislem detergentu (KDV): sem uvrs¢amo celulozo,
lignin, kutin in v kislini netopen pepel. To so slabo prebavljive sestavine
celicne stene. KDV se pogosto uporablja za napovedovanje energetske
vrednosti krmil, lahko pa na podlagi KDV ocenjujemo tudi kakovost
krme. Vecje vrednosti KDV (nad 35%) kazejo na slabso kakovost krme
(leguminoze in voluminozna krma).

+ Vkislem detergentu netopni lignin (KDL)
+ Nevlaknasti ogljikovi hidrati (NVOH): so tisti del vzorca, ki je v celi¢ni

vsebini poleg SM, SP in SB. Z drugimi analizami jih lahko razdelimo Se
na skrob in sladkorje.

Skupine hranljivih snovi pri weendski analizi in pri analizi po Van Soestu zdodanimi analizami

Weendska analiza Weendska analiza Weendska analiza
Van Soest Van Soest
Druge analize
100% | s. pepel S pepel i S.pepel
. beljak. s.beljak. S. beljak.
S. masé. S. masé. SnO\.n.v S. mas¢.
celici "
Skrob
Organski Sladkor
Brez- ostanek*® Org.ost.*
50% g
dusicni
p-4 *
lzvlecek Hemi- NDV = Hemi-
Celuloze* cerodnc iy celuloze*
: Celuloza* Celuloza*
S.vlaknina KDV
KDL } Il KDL

0%

* _izratunano

Legenda: S-surovo; org. ost. - organski ostanek; NDV- vlakna, netopna v nevtralnem detergentu; KDV - vlakna,
netopna v kislem detergentu, KDL - v kislem detergentu netopni lignin

Slika 21: Skupine hranljivih snovi pri Weendski analizi in pri analizi po
Van Soestu z dodanimi analizami (povzeto po Lavrencic, 2003)
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4 OSNOVNE
KROMATOGRAFSKE TEHNIKE
/A ANALIZO KRME

Kromatografija je analizna tehnika, s katero loCujemo posamezne spojine
v zmeseh. Osnovno vodilo kromatografije je potovanje raztopliene zmesi
v mobilni fazi skozi stacionarno fazo, kjer se snovi med seboj locijo zaradi
razlicnih fizikalnih in kemijskih lastnosti. Stacionarna faza je obicajno v kro-
matografski koloni, mobilna faza je obicajno plin ali tekocina (odvisno od
tipa kromatografije), ki se pomika skozi kromatografsko kolono. Porazdelitev
spojin med stacionarno in mobilno fazo v neki zmesi je odvisna od njihove
hlapnosti, polarnosti, funkcionalnih skupin, priizlocitveni kromatografiji pa
tudi od velikosti molekul.

Tehniko je v zacetku 20. stoletja razvil ruski botanik
Mikhail Tsvet (na fotografiji), ki je prouceval pigmente
kot so klorofili in ksantofili v listih rastlin. Rastlinski
ekstrakt je prelil v steklene kolone, napolnjene s
kalcijevim karbonatom. Posamezni pigmenti so se
pokazali kot raznobarvni pasovi v stekleni koloni, kar
je metodi dalo ime. Kromatografija v grscini pomeni:
chroma - barva in graphein - pisati.

Zanimivost!

Tsvet v rus€ini pomeni barva ali cvetenje.

Pri kvantitativnem dolocanju neke snovi moramo najprej ugotoviti povezavo
med velikostjo odziva detektorja in koncentracijo snovi, ki jo dolo¢amo.
To naredimo tako, da izmerimo odzive raztopin referencnih standardov z
znanimi koncentracijamiin narisemo diagram odvisnosti velikosti odziva od
koncentracije analita. Na abscisni osi so koncentracije standarda, na ordi-
natni pa povrsine kromatografskega vrha. Skozi dobljene tocke nariSemo
krivuljo, ki jo imenujemo umeritvena krivulja. Najbolj uporabna je linearna
umeritvena krivulja, ki jo opisemo z enacbo premice y=b,+b.x , kjer b,
pomeni presecisCe premice z 0sjo y, b, pa naklon premice. Merilo, kako
dobro se umeritvena krivulja prilega eksperimentalnim podatkom, imenu-
jemo regresijski koeficient. V primeru idealnega prileganja oziroma, Ce je
umeritvena krivulja popolnoma linearna (odvisnost odziva od koncentracije
analita je popolnoma linearna), je njegova vrednost 1. Regresijski koeficient
je tem manjsi, ¢im slabse je prileganje umeritvene krivulje eksperimen-
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talnim podatkom. V tem primeru tocke ne lezijo na premici, temvec na
obeh straneh premice. Se sprejemljiva vrednost regresijskega koeficienta
je obicajno 0,995 (regresijski koeficient >0,995).

Ce povzamemo: za vsako snoy, ki jo dolo¢amo, naredimo pred meritvijo
vzorcev meritev standardnih raztopin in umeritveno krivuljo. Na sliki 22
je prikazan primer kromatogramov standardnih raztopin in umeritvene
krivulje za kokcidiostatik monenzin. V tem primeru je regresijski koeficient
1 (R: 1.000).

Project Mame lonoforil

Overlaid Chromatogram
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Name: Monenzin,  Fit Type: Linear (1st Order); A:-27507.8; B: 2.190e+005; R 1,0000;
Drate Calibrated: 1/21/2015 8:33:19 AM

Slika 22: Primer izpisa iz tekocinskega kromatografa (HPLC) (A: kroma-
togrami standardnih raztopin; B: umeritvena krivulja)
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Glede na namen delimo kromatografijo na analitsko in preparativno. Pri
analitski kromatografiji merimo koli¢ino snovi v vzorcu, medtem ko s pre-
parativno kromatografijo lo¢imo komponente v vzorcu tako, da je uporaben

za nadaljnje analize (na primer izolacija ucinkovin v farmacevtski industriji...).

Pomembne znacilnost analiznega postopka so meja zaznavanja (angl. imit
of detection, LOD), meja vrednotenja (angl. limit of quantification, LOQ) in izko-
ristek. Prianaliznem postopku moramo vzorec primerno pripraviti. Priprava
obicajno obsega ekstrakcijo analizirane snovi iz vzorca s primernim topilom
in CisCenje ekstrakta. Pogosto je nemogoce analizirano snov popolnoma
ekstrahirati iz vzorca, prav tako jo med cis¢enjem nekaj izgubimo. Zaradi
tega je kolicina snovi v koncni raztopini manjsa, kot je bila v originalnem
vzorcu. Razmerje med njima imenujemo izkoristek. Preden zacnemo analizni
postopek uporabljati, moramo ugotoviti njegov izkoristek, ki ga kasneje pri
analizivzorcev uporabljiamo za korekcijo rezultatov. Meja zaznavanja pomeni
najmanjso koli¢ino oziroma koncentracijo snovi, ki jo z dolocenim analiznim
postopkom Se zaznamo. Koncentracija je tako nizka, da jo zaznamo, ne
moremo pa je kvantitativno ovrednotiti. Meja vrednotenja je koncentracija,
obicajno trikrat visja kot meja zaznavanja, ki jo lahko kvantitativno doloc¢imo.

Merilna negotovost je povezana s ponovljivostjo kemijskin meritev.
Predstavljamo si lahko, da pri ponavljanju analize istega vzorca nikoli ne
bomo dobili popolnoma enakih rezultatov, ampak bodo ti razporejeni v
nekem intervalu. Predvidevamo, da je prava vrednost srednja vrednost
(povpredje) vseh dobljenih vrednosti, vendar pa so verjetni tudi vsi drugi
rezultati oziroma vrednosti v intervalu. Merilna negotovost nam pove, v
kakSnem intervalu navzgor in navzdol od srednje vrednosti lezi (z dolo¢eno
zanesljivostjo) prava vrednost. Ce uporabimo razsirjeno merilno negoto-

v

dovoljenim koncentracijam, rezultat podamo v obliki x +U.

Kot smo ze omenili, se kromatografske tehnike med seboj razlikujejo glede
na agregatno stanje mobilne ali stacionarne faze. Mobilna faza je lahko plin
ali tekocina, stacionarna faza pa je lahko v trdnem ali tekocem agregatnem
stanju. Stacionarna faza je naneSena v obliki tanke plasti na plosco ali pa
je z njo napolnjena kolona (kot pri Tsvetovem poskusu). V nadaljevanju so
opisane osnovne kromatografske tehnike glede na vrsto stacionarne in mo-
bilne faze. Opisani so primeri, ki se najpogosteje uporabljajo pri analizi krme.

41 TANKOPLASTNA KROMATOGRAFIJA (TLC)

Pri tankoplastni kromatografiji (angl. Thin Layer Chromatography, TLC) je
stacionarna faza (v trdnem agregatnem stanju) z vezivom nanesena na
stekleno, plastic¢no ali aluminijasto plosco. Vrsta stacionarne faze je odvi-
sna od lastnosti loCevane zmesi. Obicajno je stacionarna faza silikagel ali
aluminijev oksid, lahko pa je tudi celuloza, poliamid ali podobno. Mobilna
faza je pri tankoplastni kromatografiji tekocina. Izbrati moramo ustrezno
topilo, v katerem bo loCevana zmes topna. Na kromatografsko plosco s ka-
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pilaro nanesemo preiskovaniin primerjalni vzorec (standard). Pri nanasanju
vzorcev s kapilaro pazimo, da je premer nastale lise okoli 3-5 mm. Plosce
razvijamo v kadickah oziroma kromatografskih komorah. To so obicajno
steklene komore, ki se dobro zaprejo. Vanje nalijemo mobilno fazo v visini
3-5 mm. Pri nekaterih analiznih postopkih dve tretjini komore oblozimo s
filtrirnim papirjem, ki omogoci hitrejSe nasicenje komore s parami mobilne
faze. Ce pare v komori niso nasicene, mobilna faza, ki potuje po kromato-
grafski plosci, odpareva, kar ima za posledico slabso locljivost in ponovlji-
vost rezultatov. V komoro postavimo kromatografsko plosco (naneseni del
obrnemo navzdol) in jo pokrijemo. Kromatogram je razvit, ko je topilo nekaj
milimetrov pod vrhom plosce. Topilo potuje namrec hitreje od vseh kompo-
nent, ki so v njem raztopljene. Primerjamo polozaj in intenzivnost dobljenih
lis v standardnih raztopinah in vzorcih. Pri obarvanih spojinah so lise vidne
S prostim o¢esom, pri neobarvanih spojinah pa po koncani kromatografiji
ploSco osvetlimo z UV-svetilko in tako ocenimo polozaj lis. Pomagamo si
lahko tudi s fluorescencnim indikatorjem, ki ga primeSamo stacionarni
fazi. Ce detekcija spojin na osnovi njihove fluorescence ni mogoca, lahko
ploSce orosimo z ustreznim reagentom, ki reagira s spojinami in nastanejo
obarvani produkti. Shematski prikaz tankoplastne kromatografije prikazu-
jemo na sliki 23.

Komora z
mobilno fazo Kapilarni vlek

1 7

Stacionarna faza

8§
\\\\\
“u (N
L I ]
|
L AN
topilo topilo
Zacetek Po 10 min

Slika 23: Shematski prikaz tankoplastne kromatografije (TLC) (povzeto
po www.waters.com).

4.2 TEKOCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE LOCLJIVOSTI
(HPLC)

Tekocinska kromatografija visoke locljivosti (angl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) je eno izmed najboljsih orodij analitske kemije. Je
kolonska kromatografija, pri kateri vzorec potuje skozi kolono, ki vsebuje
ustrezne delce stacionarne faze. Topilo (mobilna faza) potuje skozi kolono
in pri tem s seboj odnasa delce vzorca. Tako kot pri Tsvetovem poskusu,
se tudi tukaj spojine med seboj locijo, saj skozi stacionarno fazo potujejo
razlicno hitro. S HPLC lahko loc¢imo, doloc¢imo in koli¢insko izmerimo spojine,
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ki so v vsakem vzorcu, topnem v tekocini. Ugotavljamo lahko tudi spojine, ki
so v vzorcih v izredno nizkih koncentracijah. HPLC uporabljamo za analizo
Stevilnih vzorcev zdravil, hrane, kozmeticnih izdelkov, forenzi¢nih vzorcey,
industrijskih kemikalij in podobno. Tekocinski kromatograf je prikazan na
sliki 24.

Slika 24: TekocCinski kromatograf z visoko locljivostjo (HPLC)

HPLC pristevamo med tekocinsko kromatografijo, saj kot mobilno fazo
uporabljamo tekocino (vodo, organska topila, pufre). Stacionarna faza je v
kovinskih kromatografskih kolonah. Te so ozke in dolge, premera 2-4 mm
in dolZine 10-30 cm (slika 25).
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Slika 25: Kromatografske kolone za HPLC

Na sliki 26 je shematsko prikazan princip delovanja HPLC. V rezervoarju je
ustrezno topilo (mobilna faza). Visokotlacna Crpalka ustvarja ustrezen tlak
za pretok topila ¢ez kolono. Hitrost potovanja topila je obic¢ajno nekaj milili-
trov na minuto. Injektor (imenovan tudi avtosampler) dodaja tocno doloceno
koli¢ino vzorca v mobilno fazo, ki s konstantnim tokom prenese vzorec v
HPLC kolono, kjer je stacionarna faza. Zaradi kemijskih ali fizikalnih lastnosti
obeh faz pride na HPLC koloni do eluiranja, se pravi loCevanja spojin, kar
zazna detektor. Mobilno fazo, ki gre mimo detektorja in ¢ez HPLC kolono,
zavrzemo. Detektor je povezan z racunalniskim programom, ki izriSe kro-
matogram, ga analizira in izmeri koli¢ino iskane spojine. Ker so lastnosti
iskanih spojin (analitov) lahko zelo razli¢ne, uporabljamo vec vrst detektorjev
(detektor na lomni koli¢nik, UV-VIS spektrofotometri¢ni detektor, detektor
s serijo diod - DAD, fluorescencni, elektrokemicni,...).

Kolona
Kromatogram
—e
—
Injektor
—9
Mobilna ) - .
s Vzorec
Crpalka Detektor

Odpad

Slika 26: Shematski prikaz HPLC (povzeto po www.waters.com)

Posamezne komponente zmesi, ki se locijo na kromatografski koloni,
zaznamo z detektorjem. Signal iz detektorja potuje do racunalnika. Zapis
detektorja v odvisnosti od ¢asa imenujemo kromatogram. Na kromatogramu
lahko vidimo kromatografske vrhove (angl. peak), kiimajo obliko Gaussove
krivulje. Vrhovi naj bi bili ¢im ozji in naj se med seboj ne bi prekrivali, kar
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omogoca locljivost, vrednotenije pa je zato zanesljivejse (slika 27). Vsak kro-
matografskivrh pomeni doloceno spojino. Kako vemo, kateri kromatografski
vrh pomeniiskano snov? Vsaka iskana spojina potrebuje za potovanje skozi
kromatografsko kolono dolo¢en ¢as. Cas od vnosa vzorca v mobilno fazo
do pojava kromatografskega vrha na kromatogramu (zaznava spojine na
detektorju) imenujemo retencijski cas (t,). Vsaka spojina ima svoj retencijski
Cas. S primerjavo retencijskih casov kromatografskih vrhov z vrhovi stand-
ardnih raztopin lahko v vzorcu ugotovimo iskano spojino.

PRIMER

Na kromatogramu je s puscico oznacen kromatografski vrh standarda
vitamina E. Njegov retencijski cas je 1,829. Tako vemo, da je v vzorcu
vitamin E vsakic, ko bomo na kromatogramu (pri enakih pogojih analize)
dobili vrh pri retencijskem casu 1,829.

0.0557 Retencijski ¢as

Vitamin E

Kromatografskivrh

= =
o o
= (=]
T
-~ Jb\.’ilamin A-5720

: Scoin
100 200 300 400 500
Minutes

Slika 27: Kromatogram

Za dodatno preverjanje rezultatov dodamo standardno raztopino tudi v
preiskovani vzorec ter kromatogram primerjamo s kromatogramom stan-
dardne raztopine in kromatogramom preiskovanega vzorca. Razlozimo si
to na primeru vitamina E: kromatogram vzorca, ki bi mu dodali standard,
bi imel na mestu 1,829 (dovoljena manjsa odstopanja) visji vrh. S tem se
dodatno prepricamo, da je v nasem vzorcu res vitamin E. V nasprotnem
primeru bi lahko dobili dve spojini (dva vrhova) zelo blizu skupaij.
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KAKO VEMO KOLIKO JE ISKANE SPOJINE V VZORCU?

Detektor v sistemu HPLC zazna koli¢ino iskane snovi v vzorcu. Vecja kot je
koncentracija snovi, mocnejsi je signal in na kromatogramu se izrise Vvisji
kromatografskivrh. Za dolocanje kolicine vzorca moramo dolociti povrsino
pod krivuljo kromatografskega vrha. Povrsino, dobljeno z vzorcem primer-
jamo s povrsino, dobljeno s standardno raztopino.

HPLC uporabljamo za dolocanje mikotoksinov, naravnih skodljivin snovi, vi-
taminov, kokcidiostatikov oziroma krmnih dodatkov, veterinarskih zdravil, itn.

4.21DOLOCANJE MIKOTOKSINOV S TEHNIKO HPLC

Ugotavljanje oziroma dokazovanje mikotoksinov je zahtevno predvsem
zaradi razlik v lastnostih posameznih substratov (zita, premiksi, krmne
mesanice, silaza...) in zaradi razlik v kemijski zgradbi toksinov. Na splosno
laboratorijsko ugotavljanje mikotoksinov obsega:

vzorcenje,
ekstrakdijo,
CisCenje in

dolocitev (kvantifikacijo) toksina.

EKSTRAKCIJA IN CISCENJE:

Pri doloCevanju posameznih toksinov v razlicnih vzorcih (zita, krmne
mesanice, premiksi, mleko, ledvica, jetra) uporabljamo razlicne ekstrakci-
je. Ker ekstrakt vsebuje motece snovi, zlasti mascobe in pigmente, ga je
potrebno pred kvantifikacijo ocistiti. Uporabljamo lahko reekstrakcijo z
drugim topilom, precipitacijo ali kromatografijo, obicajno pa si pomagamo
z imunoafinitetnimi kolonami (slika 28).

Omenimo naj, da ima vsaka imunoafinitetna kolona oziroma kolona za
CisCenje svojo zmogljivost (kapaciteto). V primeru moc¢no kontaminiranega
vzorca lahko zato dobimo napacen rezultat.

6/
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IMUNOAFINITETNE KOLONE ZA DOLOCANJE MIKOTOKSINOV

Uporabljamo jih za ciscenje vzorcev, v katerih dolo¢amo mikotoksine.
Njihova prednost je visoka stopnja selektivnosti. Predvsem so upo-
rabne za vzorce, ki vsebujejo ve¢ mikotoksinov (moc¢no kontaminirani
vzorci), mi pa moramo dolociti le enega. Mikotoksini so molekule z nizko
molekulsko maso - imunogene so le, Ce so vezane na proteinski nosilec.
V imunoafinitetnih kolonah imamo protitelesa proti dolocenim miko-
toksinom vezana na nosilec (agarozo, sefarozo ali dekstran). Molekule
mikotoksina se tako selektivno vezejo na protitelesa s Sibkimi, neko-
valentnimi vezmi. S spiranjem kolone (z destilirano vodo) odstranimo
odvecen matriks (vzorec, brez iskanega mikotoksina). Po spiranju do-
damo topilo (eluent), ki denaturira protitelesa. Molekule mikotoksina se
tako sprostijo in jih skupaj s topilom ujamemo v HPLC vialo (steklenicko).

PRIPRAVA KOLONE DODATEK VZORCA SPIRANIE ELUIRANIJE
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Slika 28: Shematski prikaz imunoafinitetnih kolon

KVANTIFIKACIJA:

Identifikacijo in kvantifikacijo mikotoksinov izvedemo s primerjavo kroma-
togramov vzorcev in standardnih raztopin.



PROTOKOL STEVILKA 6: DOLOCANJE OHRATOKSINA AV KRMI
V ekstrakcijsko bucko (250 mL) natehtamo 50 g vzorca. Ce analiziramo seno, natehtamo 25 g.
Dodamo 100 mL meSanice acetonitrila in vode (60:40).
Stresamo 1 uro na sobni temperaturi.
Ekstrakt prefiltriramo skozi filtrirni papir.
4 mL ekstrakta (8 mL za seno) zmeSamo s 44 mL fosfatnega pufra (PBS).

Mesanico pocasi spustimo skozi imunoafinitetno kolono, specificno za doloCevanje ohratoksina
A (komercialne imunoafinitetne kolone).

Kolono enkrat speremo z 10 mL PBS.
. Toksin pocasi eluiramo z 1 mL meSanice metanola in ocetne kisline (98:2) v vialo za HPLC.

Kolono speremo Se z 1 mL deionizirane vode. V viali za HPLC dobimo tako skupno 2 mL vzorca.
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4.2.2 DOLOCANJE VITAMINA A IN E S TEHNIKO HPLC

Ugotavljanje vsebnosti vitaminov je pomembno predvsem pri sumih na
pomanikanje ali presezek dolocenih vitaminov v krmi, pa tudi pri redni
kontroli uradnih vzorcev. Vitamin A in E se lahko dolocata tudi v bioloSkem
materialu (krvni serum ali jetra), ki je pri vseh vrstah zivali dober pokazatelj
preskrbe z vitamini. Obcutljiva sta predvsem za direktno svetlobo, zato
analize opravljamo v zaprtem prostoru in z zatemnjeno steklovino.

Analiza vitamina A in E v vzorcu krme je sestavljena iz treh korakov. Vzorec
najprej umilimo in s tem vitamina Ain E v vzorcu pretvorimo v alkoholno ob-
liko. Nato vitamina ekstrahiramo z organskim topilom. V ekstraktu dolo¢imo
vitamina s tehniko HPLC. Za detekcijo uporabimo UV detektor pri valovni
dolzini 285 nm.



PROTOKOL STEVILKA 7: DOLOCANJE VITAMINA A IN E V KRMI
UMILJANJE:
1.V merilno bucko natehtamo vzorec: 1 g premiksa, 10 g krme ali 0,5 g koncentrata
2. Dodamo:
2 mL raztopine askorbinske kisline
2 mL raztopine BHT (butil hidroksitoluen; 2,6-di-tetra-butil-4-metilfenol, E321)
40 mL etanola
2 mL natrijevega askorbata
10 mL 2M raztopine KOH
(vsi dodatki pred KOH so stabilizatorji vitaminov, KOH pa omogoca umiljanje)

3. Kuhamo na 90°C v vodni kopeli 10 minut

EKSTRAKCIJA:

1. Bucko ohladimo pod hladno vodo
2. Dodamo 50 mL petroletra

3. Stresamo na stresalniku 10 minut

4. Petroletrsko fazo prenesemo v vialo za HPLC

KVANTIFIKACIJA NA HPLC:

Vzorec injiciramo v tekocinski kromatograf in merimo z UV detektorjem pri valovni dolzini 285 nm.
Kvantitativho dolocanje vsebnosti vitamina v vzorcu izvedemo s pomocjo standardnih raztopin.
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4.3 PLINSKA KROMATOGRAFIJA (GC)

Potek plinske kromatografije (angl. Gas Chromatography, GC) je podobno
poteku tekocinske kromatografije, le da kot mobilno fazo uporabljamo plin,
ki je kemicno inerten. Obicajno uporabljiamo helij, lahko pa tudi argon, dusik
ali vodik. Vrsto plina izberemo glede na vrsto detektorja. Stacionarna faza
je tako kot pri sistemu HPLC nanesena na delce polnila v kromatografskih
kolonah. Je mikroskopsko tanka plast tekocine ali polimera na inertni trdni
podlagi v kromatografskih kolonah, ki so steklene ali kovinske, dolge nekaj
metrov in premera do 8 mm. Imenujemo jih polnjene kolone. Danes so v
uporabi pretezno kapilarne kromatografske kolone, ki so narejene iz sta-
lienega kvarca (angl. fused silica). V takih kolonah je stacionarna faza nane-
sena na notranjo steno. Premer kapilarnih kolon je zelo majhen in sicer do
1 mm, dolge pa so od 10 do 50 m. V primerjavi s polnjenimi kolonami so
kapilarne veliko bolj ucinkovite. Ker so zelo dolge, so obicajno zvite v klobdic,
da se prilegajo aparatu GC (slika 29). Stacionarne faze pri GC se med seboj
razlikujejo po polarnosti. Mobilna faza, plin, pa le prenasa komponente
mesanice, ki se termicno desorbirajo s stacionarne faze, naprej po koloni.
Proces locevanja spojin pri GC lahko poteka pri konstantni temperaturi
(izotermno) ali pa temperaturo med analizo spreminjamo, cemur re¢emo
temperaturno programiranje. GC je primerna predvsem za doloCevanje
spojin, ki so dovolj hlapne in termicno stabilne (na primer nekateri miko-
toksini, nizje mascobne kisline,...)

Slika 29: Plinski kromatograf

Pri GC se vzorec v plinastem ali tekoCem stanju z injektorjem v izredno ma-
jhnih koli¢inah injicira v podrocje vhoda v kromatografsko kolono. Molekule
vzorca se s tokom plina pomikajo po koloniin se v stacionarni fazi adsorbi-

rajo. Hitrost, s katero molekule potujejo po koloni je odvisna od moci ad-
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sorpcije, ta pa je odvisna od vrste molekule ter od lastnosti stacionarne
faze. Ker ima vsaka vrsta molekul analiziranega vzorca drugacne lastnosti
in s tem razli¢no hitrost potovanja po koloni, se razlicne molekule med se-
boj locijo in v razlicnem Casu dosezejo konec kolone. Imajo torej razlicne
retencijske Case (glej poglavje 4.1.2). Za kromatografsko kolono je namescen
detektor, ki belezi Cas potovanja posamezne komponente skozi kolono in
kolicino posamezne komponente. Detektor poslje podatke v racunalniski
program, ki nam izrise kromatogram. Pri tehniki GC se snovi kvalitativho
dolodijo z vrstnim redom elucije iz kolone in z retencijskim ¢asom-seveda
v primerjavi s standardnimi vzorci (slika 30).

Za detekcijo spojin se pri GC najpogosteje uporabljata detektorja FID in TCD.
Detektor FID je plamensko ionizacijski detektor (angl. flame ionization detec-
tor, FID), pri katerem so elektrode namescene na izhodu kromatografske
kolone ob plamenu (meSanica vodika in zraka). Plamen pirolizira vse dusik
vsebujoce spojine, kiizstopijo iz kolone. Piroliza povzroci razpad molekul na
katione in elektrone, ki ustvarijo tok med elektrodama. Signal, ki nastane ob
povecanju toka, se prevede do racunalnika, kar vidimo kot kromatografski
vrh. Detektorji FID imajo nizko mejo detekcije.

Detektor TCD je detektor na toplotno prevodnost (ang. thermal conductiv-
ity detector, TCD). Deluje na principu prehoda toka skozi tungsten-renijev
filament. Ko molekule vzorca skupaj s plinom zapustijo kromatografsko
kolono, se toplotna prevodnost zmanjSa, kar povzroci povecano tempera-
turo filamenta in spremembo napetosti. To detektor zazna in poslje signal
racunalniku.

INJEKTOR VZORCA
WVENTIL ZA KONTROLO _A_A__

PRETOKA
$ ODPAD
KROMATOGRAFSKA \
KOLOMA
DETEKTOR
MOBILNA FAZA (PLIN) PECICA ZA KROMATOGRAFSKO

KOLONO

Slika 30: Shematski prikaz plinske kromatografije (povzeto po Skoog,
1992)

4.31DOLOCANJE NIZJIH MASCOBNIH KISLIN S TEHNIKO GC

Nizje mascobne kisline so organske kisline, ki se tvorijo v krmi pri procesu
siliranja. Mednje pristevamo mlecno, ocetno in masleno kislino. Bistvo
siliranja krme je v tem, da z nastajanjem nizjih mascobnih kislin, posebno

/9
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mlecne kisline, Skodljivim mikrobom v svezi krmi prepre¢imo delovanje in
krmo na ta nacin konzerviramo. V silazi je najbolj zazelena mlec¢na kislina, ki
kaze na pravilen potek siliranja in na dobro uspelo silazo. Najmanj zazelena
pa je maslena kislina, ki kaze na slabo uspelo, pokvarjeno silazo. Ta lahko
negativno vpliva na zdravstveno stanje govedi, zato je ocenjevanje deleza
posameznih nizjih mascobnih kislin v silazi zelo pomembno. Posamezne
mascobne kisline v silazah dolocamo na plinskem kromatografu. Razmerje
med kislinami nam rabi kot osnova za oceno silaze po Fliegu, s katero silazo
uvrstimo v enega izmed petih kakovostnih razredov (zelo dobra; dobra;
zadovoljiva; komaj zadovoljiva; slaba; tabela 1).

Tabela 1: Ocena silaZe po Fliegu

| OCENA SILAZE PO FLIEGU |

% skupnih Tocke % skupnih  Tocke % skupnih Tocke % skupnih Tocke
kislin kislin kislin kislin

1. Mleéna kislina

0,0-25,0 0 40,1-42,0 8 56,1-58,0 16 68,1-69,0 23
25,1-27,5 1 42,1-44,0 9 58,1-60,0 17 69,1-70,0 24
27,6-30,0 2 44,1-46,0 10 60,1-62,0 18 70,1-71,2 25
30,1-32,0 3 46,1-48,0 11 62,1-64,0 19 71,3-72,4 26
32,1-34,0 4 48,1-50,0 12 64,1-66,0 20 72,5-73,7 27
34,1-36,0 5 50,1-52,0 13 66,1-67,0 21 73,8-75,0 28
36,1-38,0 6 52,1-54,0 14 67,1-68,0 22 cez 75,0 30
38,1-40,0 7 54,1-56,0 15

2. Ocetna kislina

0,0-15,0 20 24,1-25,4 15 30,8-32,0 10 37,5-38,7 5
15,1-17,5 19 25,5-26,7 14 32,1-33,4 9 38,8-40,0 4
17,6-20,0 18 26,8-28,0 13 33,5-34,7 8 40,1-42,5 3
20,1-22,0 17 28,1-29,4 12 34,8-36,0 7 42,6-45,0 2
22,1-24,0 16 29,5-30,7 11 36,1-37,4 6 cez 45,0 0

3. Maslena kislina
0,0-1,5 50 8,1-10,0 9 17,1-18,0 4 32,1-34,0 -2

1,6-3,0 30 10,1-12,0 8 18,1-19,0 3 34,1-36,0 -3

3,1-4,0 20 12,1-14,0 7 19,1-20,0 2 36,1-38,0 -4

4,1-6,0 15 14,1-16,0 6 20,1-30,0 0 38,1-40,0 -5

6,1-8,0 10 16,1-17,0 5 30,1-32,0 -1 cez 40,0 -10

OCENA:

1: -Tocke 81 - 100 - zelo dobra; 3: -Tocke 41 - 60 - zadovoljiva; 5: -Tocke O - 20 - slaba.
2: -Tocke 61 - 80 - dobra; 4: -Tocke 21 - 40 - komaj zadovoljiva;



PROTOKOL STEVILKA 8: DOLOCANJE NIZJIH MASCOBNIH KISLIN

10.

1.

12.

V ¢aSo natehtamo 50 g silaze.

Dodamo 450 mL vode.

PremeSamo in pustimo stati preko nodi.

Zjutraj premesamo (lahko izmerimo pH).

Odmerimo 10 mL v erlenmajerjevo steklenico (100 mL).

Dodamo kapljico indikatorja fenolftaleina in titriramo z 0,1 M NaOH do preskoka barve (iz
brezbarvne do roznate).

Nato dodamo Se enak volumen porabljene 0,1 M NaOH (¢e smo do preskoka porabili na primer
3 mL NaOH, ga dodamo Se 3 mL).

Erlenmajerjevo steklenico postavimo na kuhalnik (moc¢ 3 do 4) in vsebino pocasi odparevamo,
da se posusi.

Suh ostanek raztopimo v 10 mL 2 M HCl.
Prefiltriramo.
0,5 mL filtrata prenesemo v 10 mL bucko in razredc¢imo z 2 M HCl do oznake.

Raztopino prenesemo v vialo za GC in analiziramo na plinskem kromatografu.
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4.4 TEKOCINSKA KROMATOGRAFIJA S TANDEMSKO MASNO

SPEKTROMETRIJO (LC/MS-MS)

Tekocinska kromatografija s tandemsko masno spektrometrijo (angl. Liquid
Chromatography with tandem Mass Spectrometry, LC/MS-MS) je novejsa kro-
matografska metoda, ki omogoca zelo natancno dolocanje snovi v vzorcu.
Osnovno vodilo tehnike je zelo podobno kot pri ze opisani HPLC tehniki.
Glavna razlika je v nacinu detekcije vzorca (slika 31).

Vecina detektorjevima omejeno selektivnost. Na primer, z uporabo UV de-
tektorja pri tehniki HPLC poleg izbranega analita zaznamo tudi vse ostale
snovi, ki absorbirajo svetlobo iste valovne dolzine. Pri tehniki LC/MS-MS
poteka detekcija z masnim detektorjem, ki loCuje spojine na osnovi razmerja
molskih mas in naboja (m/z), zato doseze veliko selektivnost. Molekule spojin
privstopu v detektor ioniziramo. Masni detektor lahko zazna tudi fragme-
nte, na katere razpadejo posamezne molekule in fragmente, na katere Se
dodatno razpadejo izbrani izhodni fragmenti. Identifikacija spojin z veliko
stopnjo zanesljivosti je mogoca z izbiro primernega izhodnega fragmenta,
ki mu recemo prekurzorski ion, in nastalih produktnih ionov, ki so znacilni
za posamezne molekule.

Pri vecini detektorjev, ki jih uporabljamo v analizni kemiji, smo pri meritvi
omejeni na dolocanje enega oziroma nekaj kemijsko podobnih analitov. LC/
MS-MS pa spada med modernejSe tehnike, ki na osnovi zaznavanja mol-
skih mas omogocajo isto¢asno dolocanje velikega Stevila snovi, na primer
dolocanje vec¢ mikotoksinov ali pa zdravil hkrati pri eni meritvi vzorca.

Slika 31: TekocCinski kromatograf s tandemsko masno spektrometrijo
(LC/MS-MS)
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Za ovrednotenje rezultatov pri vecini kemijskih tehnik uporabljamo stan-
dardne raztopine snovi, ki jo dolo¢amo, se pravi raztopine znane koncen-
tracije. Odzive detektorja pri vzorcu primerjamo z odzivi pri standardnih
raztopinah razlicnih koncentracij. Na ta nacin lahko dolo¢amo znane snovi,
za katere nas zanima, ali so v vzorcu in v kaksni koncentraciji. V primeru, ko
ugotavljamo, katere snovi so v vzorcu (na primer v forenziki, v znanstveno
raziskovalnem delu), pa nacin z uporabo standardnih raztopin ni mogoc.
Za ta namen obstajajo podatkovne baze masnih spektrov velikega Stevila

snovi, s katerimi lahko identificiramno neznane snovi v vzorcu.
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5 MIKROBIOLOSKE ANALIZE
KRME

Ugotavljanje mikrobov (bakterij, gliv) je pomemben postopek pri ocenjevanju
zdravstvene ustreznosti krme. Krmo, ki vsebuje Skodljive mikroorganizme
ali je zaradi mikrobioloske kontaminacije pokvarjena, ne smemo uporabljati
za prehrano zivali. Zaradi delovanja mikroorganizmov pride obicajno do
zmanjsanja koli¢ine hranilnih snovi v krmi. Mikroorganizmi lahko sintetizirajo
stranske produkte, ki poleg tega, da zmanjSajo konzumacijo pokvarjene
krme, tudi Skodujejo zdravju zivali. Seveda pa se je potrebno zavedati tudi,
da ima krmljenje zivali z mikrobiolosko oporecno krmo lahko Skodljive po-

sledice za uporabnike Zivil zivalskega izvora.

Krma je zaradi svoje sestave idealno okolje za rast in razmnozevanje mikro-
organizmov. Ti so lahko saprofitski, patogeni, pogojno patogeni ali toksicni.
Njihova rast in razmnozevanje sta odvisni od Stevilnih dejavnikov, kot je
vlaga, temperatura, pH, sestava krme, aerobne ali anaerobne razmere
v okolju, kemicne lastnosti krme, nacini skladiscenja... Do kontaminacije
krme z mikroorganizmi lahko pride Ze na polju - med rastjo, nadalje med
spravilom, med predelavo ali med skladis¢enjem. Kot rezultat hranjenja s
kontaminirano krmo se v Credi zivali hitro pokaze vecje Stevilo kuznih obo-
lenj ali slabsi proizvodni rezultati, zato je mikrobioloska analiza krme zelo
pomembna.

Z mikrobioloskimi analizami krme lahko ugotavljamo Stevilne vrste mikro-
organizmov. Najpogosteje dolocamo bakterije iz druzine enterobakterij, med
katerimi sta najpomembnejsa rodova Escherichia in Salmonella, bakterije iz
rodu Listeria, plesni iz rodu Aspergillus, probioticne bakterije in kvasovke ter
sulfit-reducirajoci klostridiji.

V krmi lahko ugotavljamo tudi odrasle ali razvojne oblike parazitov.
Najpogosteje opravljamo preiskave na Toxoplasma gondii, Echinococcus
spp. in Trichinella spp.

o.| RAZDELITEV MIKROBOV

Mikroorganizmi so bolj ali manj razSirjeni povsod v naravi. Najdemo jih v
zraku, v vodi, v zemlji, na ljudeh in zivalih ter v krmi. Do kontaminacije krme
pride najveckrat v okolju, kjer se krma proizvaja, predeluje, skladisciin upo-
rablja. Z vidika patologije prehrane mikroorganizme v krmi razvrs¢amo v

naslednje skupine:
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a.) Ubikvitarno razsirjene saprofitske bakterije, plesniin kvasovke (saprofit
je organizem, na primer bakterija, ki zivi na mrtvi organski snovi in
povzroca njen razkroj oziroma gnitje).

b.) Mikroorganizmi, ki povzrocajo specificne bolezniin zastrupitve pri zivalih:

Patogeni mikroorganizmi, ki lahko povzrocijo nastanek kuznih bolezni
(na primer Brucella spp., Mycobacterium spp., Bacillus antharcis,...)

Mikroorganizmi, ki se razmnozujejo v krmi in povzrocijo okuzbo zivali,
ko dosezejo infekcijsko dozo (na primer Salmonella spp., Listeria spp.,...)

Mikroorganizmi, ki proizvajajo toksine v krmi. Za tvorbo toksinov so
poleg hranljivih snovi potrebne Se posebne razmere. Med bakterijami
sta najpomembnejSa Clostridium botulinum in Staphylococcus aureus,
med plesnimi pa tiste iz rodov Aspergillus, Penicillium in Fusarium.

V nadaljevanju bomo natancneje opisali metodo dolocanja saprofitskih mi-
kroorganizmov v krmi. Ceprav vecina mikroorganizmov iz krme v prebavilih
odmre zaradi delovanja pepsina in solne kisline, lahko huda kontaminacija
krme s saprofiti porusi bakterijsko ravnovesje v prebavilih zivali. Po odmrtju
saprofitskin mikroorganizmov se v prebavilih tvori veliko Skodljivih razkrojnih
produktov, sproscajo se encimi in toksini, ki poskodujejo ¢revesno sluznico
in povzrocijo nastanek obolenja.

5.2 ZNACILNOSTI MIKROBOV, KI KONTAMINIRAJO KRMO

BAKTERIJE

Krma je vedno bolj ali manj kontaminirana z razlicnimi, predvsem sapro-
fitskimi bakterijami, ki se v normalnih razmerah skladis¢enja razmnozujejo
razmeroma pocasi. Ce se vlaga in temperatura povecata nad kritiéno vre-
dnost, se zacnejo bakterije intenzivno razmnozevati. Za vecino vrst bakterij,
ki povzrocajo kvarjenje krme, je potrebna razmeroma visoka relativna zracna

vlaga in temperatura med 30°C in 45°C.

Pri nepokvarjeni krmi zrastejo na gojiscu po Schmidtu bakterije iz rodov
Erwinia, Enterobacter, Escherichia, Proteus, Pseudomonas in Aeromonas. Ker so
kolonije nastetih bakterij rumeno obarvane, jim s skupno besedo recemo
tudi rumeno pigmentirane bakterije.

Na pokvarjenost krme kaze prevladujoce Stevilo kolonij bakterij iz rodov
Bacillus, Staphylococcus, Micrococcus in Streptomyces. Pri kvarjenju krme po-
gosto sodelujejo tudi aktinomicete iz rodu Actinomyces.
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PLESNI

Spore plesni so prakticno povsod v naravi. Med patogene plesni, ki jih lahko
izoliramo iz krme, pristevamo zlasti tiste, ki povzrocijo aspergilozo. Sicer pa
sta med glivicnimi boleznimi pri zivalih in ljudeh najpogostejsi trinofitoza
in mikrosporoza. Nekateri sevi plesni izlocajo v krmo ob dolocenih pogojih
mikotoksine, ki lahko povzrocijo nastanek proizvodnih, zdravstvenih in re-
produkcijskih motenj pri domacih zivalih. Kot ostanki ali rezidui v zivilih pa
lahko ogrozijo tudi zdravje ljudi.

KVASOVKE

Kvasovke se hitro razmnozujejo v krmi z veliko vsebnostjo vlage. Taksna
krma spremeni barvo, okus in vonj, oziroma pride do kvarjenja krme. Stevilo
kvasovk je v nepokvarjeni krmi obic¢ajno majhno.

5.3 ZAKONSKI PREDPISI

V Sloveniji imamo trenutno v veljavi veC pravnih aktov (tabela 2), kjer so
dolocCeni mikrobioloski kriteriji krme le za salmonele in druge bakterije iz
druzine enterobakterij. Ker ni nobene omejitve glede Stevila kolonij sa-
profitskih mikroorganizmoyv, si pri ovrednotenju rezultatov pomagamo s
priporocili Evropske organizacije za mikrobiologijo krme (European Feed
Microbiology Organisation, EFMO). V omenjenih priporocilih se vrste krme
glede na Stevilno zraslih kolonij bakterij, plesniin kvasovk razdeliv 4 razrede:
od odlicne do taksne, za katero odsvetujejo krmljenje.

Tabela 2: Pravni akti z mikrobioloskimi kriteriji

MIKROBIOLOSKI KRITERIJI

= . I
MIKROBIOLOSKI KRITERIJI ZA KRMO 7A KRMILA ZIVALSKEGA IZVORA *

Uredba (ES) $t1069/2009 o dolocitvi zdravstvenih pravil
za stranske Zzivalske proizvode in pridobljene proizvode,
ki niso namenjeni prehrani ljudi, ter razveljavitvi Uredbe

(ES)st.1774/2002 (UL L 8t. 300/2009), z vsemi

dopolnitvami
Pravilnik o pogojih za zagotavljanje Uredba Komisije (EU) st. 142/2011 o izvajanju Uredbe
varnosti krme (Uradni list RS, St. 58/11, (ES) $t.1069/2009 o dolotitvi zdravstvenih pravil za
35/14) stranske Zivalske proizvode in pridobljene proizvode, ki

niso namenjeni prehrani ljudi, ter o izvajanju Direktive
Sveta 97/78/ES glede nekaterih vzorcev in predmetoy,
ki so izvzeti iz veterinarskih pregledov na meji v skladu
z navedeno direktivo (UL L §t. 54/2011), z vsemi

dopolnitvami.

* Navedeni pravni akti se spreminjajo, zato je potrebno njihovo veljavnost in morebitne dopolnitve preveritil
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5.4 DOLOCANJE STOPNJE KONTAMINACIJE S
SAPROFITSKIMI MIKROBI

Pri dolocanju stopnje kontaminacije s saprofitskimi mikroorganizmi upo-
rabljamo metode, ki jih priporoca Evropska organizacija za mikrobiologijo
krme. Postopki s prispelimi vzorci morajo potekati tako, da se izognemo
dodatni kontaminaciji krme. Suho krmo je potrebno analizirati najkasneje 7
dni po prejemu vzorca. Do analize hranimo krmo v Cistih steklenih kozarcih
v suhem in hladnem prostoru. Vzorce krme z vecjimi trdnimi delci zmeljemo
na mlinih, ki so opremljeni s siti z odprtinami do 3 mm?2.

Za ugotavljanje stopnje kontaminacije s saprofitskimi mikroorganizmi upo-
rabljamo razredcitveni (dilucijski) test. V sterilno bucko natehtamo 10 g
vzorca in mu dodamo 90 ml sterilne 0,5% raztopine peptona v destilirani
vodi. Suspenzijo homogeniziramo 10 minut na horizontalnem tresilcu. Nato
iz osnovne raztopine, ki jo oznacimo kot redcitev 107, pripravimo razredcitve
102,10-3in 104 tako, da 1 mL ustrezne raztopine pomeSamo z 9 mL sterilne
vode z dodatkom peptona.

Postopek je do te tocke enak tako za dolocanje saprofitskih mezofilnih
bakterij, kot za dolocanje saprofitskih plesni in kvasovk. Od tu dalje pa se
postopka razlikujeta.

Kot gojisCe za mezofilne bakterije uporabljamo petrijevke s triptoznim agar-
jem po Schmidtu, ki mu dodamo antimikotik (slika 32).

Slika 32: GojiSca po Schmidtu. Zgoraj-gojiSca za bakterije; spodaj-gojisca
za plesni in kvasovke

83
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Na gojisCe nanesemo 0,1 mL suspenzije vzorca iz razredcitve 10-3 za dolocitev
Stevila kolonij pri razreddcitvi 104, oziroma 0,1 mL suspenzije vzorca iz
razredcitve 104 za dolocitev Stevila kolonij pri razredcitvi 10-5. Pri mocnejSi
kontaminaciji vzorca je potrebno pripraviti tudi petrijevke z razredcitvijo
106, Suspenzije vzorcev enakomerno razmazemo po povrsini gojisca z
bakteriolosko zanko (ezo) (slika 33). GojisCa inkubiramo v termostatu 2 do
3 dni pri 30°C (slika 34). Za vsako razredcitev uporabimo dve petrijevki. Pri
Stetju upoStevamo gojisca, na katerih je zraslo vec kot 20 in manj kot 200
bakterijskih kolonij. Bakterije posameznih rodov identificiramo in preStejemo
(slika 35). Med kontaminante, znacilne za doloceno krmo, Stejemo rumeno
pigmentirane bakterije, enterobakterije, korineformne bakterije in bakterije
iz rodu Pseudomonas. 1z pokvarjene krme pogosto izoliramo bakterije iz
rodov Bacillus, Staphylococcus, Micrococcus in Streptomyces.

.....

iz sladnega ekstrakta, glukoze, kvasnega izvlecka, agarja in vode (slika 32).
Dodana ste se Marlofen 810, ki omejuje prehitro rast posameznih kolonij
plesni in antibiotik, ki preprecuje rast bakterij. Gojis¢em je dodano tudi
barvilo Bengalsko rdece, da jih lazje lo¢imo od gojis¢ za bakterije. Na gojisce
nanesemo 1 mlL suspenzije vzorca razredcitve 103 (slika 33). Nasajene
ploSce inkubiramo v termostatu pri temperaturi 25-27°C (slika 34). Prvo
Stetje kolonij opravimo tretji dan, naslednjega pa ¢ez 5-7 dni. Kot kon¢ni
rezultat upostevamo Stetje, ki je pokazalo vecje Stevilo kolonij. Pri Stetju
upostevamo plosce, na katerih je vec kot 15 in manj kot 150 kolonij plesni
ali kvasovk. Ce je Stevilo kolonij plesniin kvasovk na gojis¢u manjse od 15 ali
vecje od 150, potem v rezultatu oznacimo, da vzorec vsebuje manj oziroma
vecC kot je dejansko ugotovljeno Stevilo kolonij. Grobo identifikacijo plesni
opravimo z makroskopsko in mikroskopsko preiskavo kolonij plesni na
gojis¢u (slika 35). Ce je le mogoce, naj vsebuje porocilo o rezultatih mikolodke
preiskave poleg skupnega Stevila kolonij plesni tudi navedbo Stevila posa-
meznih, najpomembnejsih rodov. Med plesni, tipi¢ne za dolocen produkt,
razvrsCamo zlasti plesni iz druzine Dematicaceae. Med tiste, ki kazejo na
kvarjenje krme pa predvsem plesniiz rodov Penicillium, Aspergillus in Mucor.

Slika 33: NanaSanje vzorca na gojiSce (levo: plesni in kvasovke (1 mL iz
razredCitve vzorca 103); desno: bakterije (0,1 mL iz razredcitve vzorca
104)
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Slika 35: Stetje zraslih kolonij saprofitskih bakterij, plesni in kvasovk
(levo: kolonije plesni in kvasovk; desno: kolonije bakterij)

Stevilo zraslih kolonij (angl. Colony Forming Unit, CFU) izracunamo tako, 85
da ugotovljeno povprecno Stevilo kolonij na petrijevkah pomnozimo z

razredcitvijo vzorca. Stevilo saprofitskin bakterij v vzorcu prikazemo v mili-

jonih na gram ali mililiter, Stevilo plesni in kvasovk pa v tisocih na gram ali

mililiter (tabela 3).

NE POZABIMO!

Glavne razlike med dilucijskim testom za dolocanje kontaminacije krme
z bakterijami in plesnimi ter kvasovkami:

Tabela 3: Znacilnosti dilucijskega testa

BAKTERIJE PLESNIIN KVASOVKE

Gojis¢e po Schmidt
Gojisce po Schmidtu (svetlo) z OlISce po Schidtu 2

Gojisc dodatk tibiotika in barvil
ojisce St odatkom anl iotika in barvila
(roznato)
Vzorec 0,I mL iz razredcitve 104 I mL iz razredcitve 102
Razmazemo po povrsini gojisca 5 o
i Razlijemo po povrsini gojisca
s cepilno zanko
Temperatura inkubacije 30°C 25-27°C
Cas inkubacije 2 do 3 dni Sdo 7 dni
Rezultati Plosce z 20 do 200 kolonijami Plosce z15 do 150 kolonijami

CFU v milijonih/g ali L CFU v tisocih/g ali L
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S standardiziranimi mikrobioloSkimi metodami lahko torej ugotovimo
naslednje:

krma s primarno mikrofloro. Primarna mikroflora je znacilna za
tehnolosko neobdelane produkte, kot so Zita in stranski proizvodi
mlevske industrije.

Krma s spremenjeno mikrofloro (zaradi odstranitve primarne mikroflore
ali kontaminacije s sekundarno, za produkt netipi¢no mikrofloro). Ta je
znacilna za razlicne vrste krmil (tropine, zivalski proteini in peletirane
krmne mesanice).

Krma z mikrofloro, ki povzroca njeno kvarjenje.

Osnovna mikoloska in bakterioloSka preiskava, s katero ugotovimo skupno
Stevilo zraslih kolonij bakterij, plesniin kvasovk, nam da torej le vpogled v sto-
pnjo kvarjenja krme. Za ugotovitev skodljivosti oziroma neskodljivosti krme
je potrebno osnovne mikrobioloske preiskave Se dopolniti z organolepticno
preiskavo krme, kemijskimi analizami, mikroskopskimi preiskavami, lahko
pa tudi z bioloskim poskusom na laboratorijskih zivalih.



PROTOKOL STEVILKA 9: MIKROBIOLOSKA PREISKAVA KRME
1.V merilno bucko natehtamo 10 g zmletega vzorca.
2. Dodamo 90 mL peptonske suspenzije in dobimo osnovno raztopino 107
3. Stresamo 10 min na stresalniku.
4. Pripravimo 3 epruvete in vsako napolnimo z 9 mL suspenzije.

5. lzmerilne bucke po stresanju odpipetiramo 1 mL vzorca in ga dodamo v prvo epruveto ter dobro
pretresemo - razredcitev 102,

6. Iz prve epruvete odpipetiramo 1 mL vzorca in ga dodamo v drugo epruveto ter dobro pretresemo
- razredcitev 103,

7. lzdruge epruvete odpipetiramo 1 mlL vzorcain ga dodamo v tretjo epruveto ter dobro pretresemo
- razredcitev 104,

Od tu dalje delamo razli¢no za:
a.) Ugotavljanje kontaminacije vzorca s saprofitskimi bakterijami.

b.) Ugotavljanje kontaminacije vzorca s plesnimi in kvasovkami (mikoloSka preiskava)

DOLOCANJE STEVILA SAPROFITSKIH BAKTERIJ

1. Iztretje epruvete (104) vzamemo 0,1 mL vzorcain ga nanesemo na pripravljeno gojisce za bakterije
(svetlo rumeno) - razredcitev 10->.

2. Vzorec s cepilno zanko razmazemo po gojiscu.
3. Petrijevko z gojisCem prenesemo v termostat na 30°C za 2 do 3 dni.

4. Odcitamo rezultat - prestejemo kolonije.

DOLOCANJE STEVILA PLESNI IN KVASOVK (MIKOLOSKA PREISKAVA)

1. Iz druge epruvete vzamemo 1 mL vzorca in ga nanesemo na pripravljeno gojisce za plesni in
kvasovke (roZznate barve) - razredcitev 103,

2. Vzorec narahlo razlijemo po gojiscu.
3. Petrijevko prenesemo v termostat na 25 do 27°C za 6 do 7 dni.

4. Odcitamo rezultat - prestejemo kolonije.
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PRIMER VREDNOTENJA MIKROBIOLOSKE PREISKAVE KRME:

RazredCitve na petrijevkah 102 193 194 10° " |dentifikacija:
Cladosporium: sp. 3000 CFU/g

48 7 / / Aureobasidium: sp. 1500 CFU/g
B 2o pllesi Nediferencirane: 1060 CFU/g
kvasovke po Schmidtu

58 g9 / / Kvasovke: niso bile ugotovljene
Izracun stevila* = (48+58+7+9) : ((2+0,2) x 10-?) = 5545 Stevilo plesni: 5,5 x 18- CFU/g
Triptozni agar, aereobne / 123 14 /
mezofilne bakterije / 129 18 /
Izracun stevila* = (123+129+14+18) : ((2+0,2) x 10-%) = 129090 Aerobne mezofilne bakterije:
(zaokroZeno na 130000) 0.13x105CFU/g

*N=3C:((n, +0,1 xn,)xd)

N = Stevilo CFU; yC = vsota vseh kolonij vseh preStetih ploS¢; n, = Stevilo petrijevk, prestetih pri prvi
razredcitvi; n, = Stevilo petrijevk, prestetih pri drugi razredcitvi; d = najmanjSa razredcitev, pri kateri je
bilo opravljeno Stetje (na primer za bakterije 10-3)
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6 MIKROSKOPSKE
PREISKAVE KRME

Proizvodi, namenjeni za zivalsko krmo, ne smejo biti nevarni za zdravje
zivaliin posredno tudi za zdravje ljudi, prav tako ne smejo Skodljivo vplivati
na okolje. Krmo za zivali moramo zato redno analizirati. Vasih zadostuje
Ze senzoricna ocena, za natancnejSe podatke o kakovosti in zdravstveni
ustreznosti krme pa moramo narediti Se mikrobioloske, kemijske, mikro-
skopske in druge analize.

Glavni del mikroskopskih analiz je mikroskopiranje. Mikroskop nam omogoca,
da strukturo dolocenega delcka v krmi opazujemo natancneje kot s pro-
stim ocesom. Namen mikroskopske preiskave krme je identifikacija njenih
sestavin na podlagi morfoloskih in histoloskih znacilnosti, ocenjevanje
koli¢ine in razmerja sestavin v krmnih mesSanicah ter ugotavljanje more-
bitne onesnazenosti krme.

V primerjavi s kemijskimi analizami krme, ki zahtevajo z dragimi apara-
turami opremljene laboratorije, nam mikroskopija na hiter in preprost
nacin omogoci dober vpogled v kakovost surovin in sestavo krme. Nobena
surovina za krmo ni popolnoma cista, zato se majhen del dolocenih pri-
mesi (slama, semena, plodovi drugih vrst rastlin, luscine, pesek, zemlja,...)
vecinoma dopusca. Nasprotno pa je na primer pri strupenih semenih ali
drugih delih strupenih rastlin, ki imajo skodljiv vpliv na zdravje zivali in jih
v surovinah ali krmi ne sme biti. Ni jih mogoce povsem odpraviti, zato je
pomembno, da krmo oziroma surovine redno preiskujemo. Ob tem moramo
upostevati stopnjo strupenosti teh snovi, sposobnost bioloskega kopicenja
in razgradljivost v organizmu ter v proizvodih, namenjenih za krmo zivali.
Z mikroskopsko metodo lahko, poleg nastetega, ugotovimo tudi ponare-
janje krme z dodajanjem manj vrednih in slabse prebavljivin snovi. Podatki
0 delezih teh snovi v krmi so zelo uporabni. Z mikroskopskimi analizami
ugotovimo tudi spremenjeno strukturo krme, ki je lahko posledica nepravil-
nega postopka izdelave. Na primer, previsoka temperatura obdelave lahko
negativno ucinkuje na kakovost dodanih sestavin, kot so mlecni proizvodi,
krmna moka ali sojine tropine. Ugotovimo lahko tudi morebitno kontami-
nacijo krme z bakterijami, plesnimi, insekti ali drugimi skodljivci.

Pri mikroskopski analizi so nam v veliko pomoc¢ dodatni postopki, kot so
sejanje in loCevanje razlicno velikih delcev, flotacija, sedimentacija in kon-
centracija struktur, ki jin proucujemo ter uporaba specificnih reagentov za

njihovo obarvanje.
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Pri. mikroskopskih preiskavah krme potrebujemo poleg pomoznih
pripomockov (mlini, mesaldi, sita,...) tudi vec vrst mikroskopov: streomikro-
skop, svetlobni mikroskop s polarizacijsko in fluorescencno svetlobo ter
mikroskop s faznim kontrastom. Prvi korak pri mikroskopski oceni krme
je lahko optic¢na preiskava s pomocjo stereomikroskopa, s katero dobimo
podatke o strukturi krme in vsebnosti nezelenih snovi (na primer plesni,
nedeklariranih snovi,...). Ce pri taki preiskavi krme ne dobimo zadovoljivih
odgovorov, je potrebna natancna mikroskopska preiskava, ki jo lahko opravi
le izkuSen analitik — mikroskopist. Od izkuSenosti analitika je odvisno, ko-
liko uporabnih podatkov bomo dobili z mikroskopsko preiskavo krme.
Bistvenega pomena je tudi arhivska zbirka posameznih sestavin krme, i
je slike ne morejo nadomestiti.

6.1 PREISKAVE NA VSEBNOST NECISTOC IN STRUPENIH
SNOVIRASTLINSKEGA IZVORA

V krmi lahko z mikroskopsko preiskavo med drugim ugotavljamo tudi delcke
strupenih rastlin oziroma njihova semena. Najvecje dovoljene vsebnosti
posameznih strupenih snovi so navedene v Direktivi ES o nezelenih snoveh
v Zivalski krmi $t. 2002/32/ES, z vsemi dopolnitvami. Clanice Evropske sku-
pnosti (ES) lahko ob nevarnosti za zdravje ljudi, zivali ali za okolje zacasno
predpisejo nizje najvisje dovoljene vsebnosti nezelenih snovi. Dolocijo lahko
tudi najvisjo dovoljeno vsebnost za druge snovi ali celo prepovedo prisot-
nost takih snovi v proizvodih, ki so namenjeni za zivalsko krmo.

V vecini primerov nam pri identifikaciji rastlin pomagajo morfoloske
znacilnosti semen. Opazujemo predvsem njihovo velikost, obliko, barvo,
povrsinska znamenja, teksturo, obliko in lego semenske brazgotine. V pomoc
so nam lahko tudi druge znacilnosti, kot so lupina, bodice, Skrobna zrnca
in laski. Te strukture so pri semenih poljs¢in ali semenih travniskih rastlin
pogosto unicene ze med zetvijo ali pa kasneje med ciSCenjem oziroma pri
drugih postopkih obdelave, kar nam otezuje prepoznavanje (sliki 36 in 37).

> S ] 8 5

Slika 36: Ambrozija (Ambrosia artemisiifolia); A: rastlina, B: seme
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Slika 37: Rastlinska vlakna soncnice (A), kromplrjev Skrob (B)

6.2 PREISKAVE NA VSEBNOST TKIV ZIVALSKEGA IZVORA

Pomemben del mikroskopskih preiskav krme zavzema mikroskopska pre-
iskava krme glede na vsebnost sestavin ali tkiv zivalskega izvora. Pred po-
javom bovine spongiformne encefalopatije (BSE) je bilo za krmljene zivali
dovoljeno uporabljati razlicna krmila Zivalskega izvora. Po ugotovitvi, da je
vzrok za izbruh BSE zelo verjetno nezadostno termi¢no obdelana mesno-
kostna moka, so uporabo vecine krmil Zivalskega izvora prepovedali ozi-
roma omejili (slika 38).

Tkiva zivalskega izvora

/

Tkiva kopenskih zivali Tkiva rib

Slika 38: Razdelitev tkiv Zivalskega izvora

Pri preprecevanju Sirjenja BSE je nadzor nad tkivi Zivalskega izvora v krmi
zelo pomemben. Evropska unija je s tem namenom dolocila mikroskop-
sko metodo kot uradno metodo za dolocanje tkiv zivalskega izvora v krmi
v koncentracijah, ki so viSje od 0,1%. Uporabna pa je tudi za ugotavljanje
koncentracij, ki so nizje od 0,1% (slika 39).



6 MIKROSKOPSKE PREISKAVE KRME

Vedji delei - A

Vsaj 50 g —
zmk‘ega - 5 g - -
vzorca e

Manjsi delci - B

Celoten sediment
(S)

l

/TN

Vetji delci - D Manj¥i delci - E
= Stereo mikroskop
FrakeiA,8 | —— (binokularni)
Mikroskop
Frake{ji B, S : (svetlobni)

Slika 39: Diagram postopka za dolocanje tkiv Zivalskega izvora (po
Direktivi Komisije 2003/126/EC)

6.21 MIKROSKOPSKE PREISKAVE NA SESTAVINE ZIVALSKEGA IZVORA

Mikroskopske strukture tkiv sesalcev, perutnine in rib postanejo pod
mikroskopom vidne pri razlicnih povecavah. Najpogosteje najdeni delci
Zivalskega izvora v krmi so kosti in misicna vlakna, poleg njih pa Se delci
hrustanca, dlake, perja, jajcne lupine, luske, vezi in podobno.

Delci kosti sesalcev so bele ali rumenkaste barve, medtem ko so delci pe-
rutninskih kosti temnejSi in ostrejsih robov. V primerjavi z ribjimi kostmi,
ki so prosojne, so kosti sesalcev in perutnine neprosojne. Delce dolgih
kosti sesalcev prepoznamo po lakunah, ki so razporejene okrog osrednje-
ga (Haversovega) kanala, med seboj pa so povezane z drobnimi kanalcki
(kanalikuli). V hrustancu vidimo votlinice, ki so v primerjavi s tistimi v kosteh
bolj okroglaste oblike in med seboj niso povezane s kanalcki. Ribje kosti
imajo pogosto romboidno obliko ali obliko cevi, lakune pa so obicajno ne-
koliko podolgovate oblike. Razlikovanje med posamicnimi krmili, v katerih
so perutninske sestavine in krmo, v kateri so komponente sesalcey, je zelo
zahtevno, poleg tega pa v predpisih EU ni dolodil za razlicne vrste kopen-

I3
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skih zivali, ampak samo za kopenske Zivali. Vsak vzorec, v katerem dolo¢imo
tkiva sesalcev ali perutnine, zato oznacimo kot pozitiven na tkiva kopenskih
zivali. Na spodnijih slikah prikazujemo nekaj primerov sestavin Zivalskega
izvora (sliki 40 in 41).

Slika 40: Tkiva Zivalskega izvora, A: kost kopenske Zivali, B: hrustanec,
C: ribja kost (povecava 10 x 20)

Delcki kostiv razlicnih krmah Zivalskega izvora nam povedo najvec o izvoru
krme. Kot dodaten dokaz za potrditev tkiv zivalskega izvora v krmi nam
sluzijo tudi druga tkiva, kot so dlake, zobje, peresni filamenti, jajcne lupine,
ribje luske, ribje Skrge,...
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Slika 41: Tkiva Zivalskega izvora, A: del peresa, obdelanega s cistinskim
reagentom (povecava 10 x 10), B: delcek ribje luske (povecava 10 x 20), C:
delcek ribjega zoba (povecava 10 x 40)

Zivalske beljakovine v krmi preverimo z dolocanjem misicnih viaken.
Krma, ki je sesalskega, perutninskega ali ribjega izvora, vsebuje viakna
precnoprogastih in gladkih misic. Misicno tkivo je obicajno v obliki viaken,
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ki so razbita na razlicno dolge delcke, Sirina posameznih vlaken pa je odvi-
sna od prehranskega stanja zivali in od postopkov med klanjem. Dolocanje
posamezne sestavine zivalskega izvora v krmi je mogoce z dolo¢anjem t.i.
misicnega razmerja. To je razmerje med Stevilom precnih prog in enoto
Sirine vlakna oziroma kvocient med Sirino vlakna in dolzino sarkomere.,

6.2.2 DRUGE METODE ZA DOLOCANJE TKIV ZIVALSKEGA IZVORA V KRMI

METODE ZA UGOTAVLJANJE DNK

Mesno-kostna moka in drugi stranski zivalski proizvodi vsebujejo beljako-
vine, mascobe in ogljikove hidrate, ki so sestavni del tkiv in jih lahko upo-
rabimo za dolocanje Zivalske vrste. V ta namen uporabljamo metodo s
polimerazno verizno reakcijo (@angl. Polymerase Chain Reaction, PCR), s katero
pomnozimo delcke DNK. Ker so te metode zelo obcutljive, jih lahko upora-
bljamo tudi pri ugotavljanju prepovedane mesno-kostne moke oziroma pri
ugotavljanju tkiv Zivalskega izvora v krmnih mesanicah. Prednost metode
PCR je njena visoka specificnost in moznost uporabe tudi pri vzorcih, ki so
industrijsko predelani oziroma obdelani. Metoda PCR je primerna za iskanje
in razlikovanje med DNK vretencarjev, sesalcey, prezvekovalcev, govedi, ovc,
koz, prasicev, perutnine in konjev. Metoda je v primerjavi z mikroskopsko
preiskavo draga, a zelo obetavna. Uporabimo jo lahko tudi pri analizah
tekocih vzorcev.

IMUNOKEMIJSKE METODE

Poleg metod za detekcijo DNK so se po pojavu BSE zacele pojavljati tudi
druge metode. Osnova imunokemijskih metod je specificno prepoznavanje
med protitelesi in antigeni. Uporabljajo se predvsem za ugotavljanje vrste
mesa. Najpogosteje uporabljeni metodi sta EIA (angl. Enzyme Immunoassay)
in ELISA (angl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Omenjeni metodi te-
meljita na vezavi vrstno specificnih antigenov v mesu zivali s protitelesi,
vezanimi v analitskem kitu. ELISA je metoda, s katero lahko dolocimo vrstno
specificne antigene. V primeru dolocanja tkiv zivalskega izvora je hitra in
cenovno ugodna metoda, primerna kot presejalno (angl. screening) metoda.
Pri pozitivnih rezultatih je potrebna dodatna potrditev.

TEHNIKE NIR

Med tehnike NIR (angl. Near Infrared) pristevamo NIRS (angl. Near Infarred
Spectroscopy) in NIRM (angl. Near Infrared Microscopy). Tehnika NIRS temelji
na sposobnosti molekul v analiziranem vzorcu, da absorbirajo elektromag-
netno valovanje dolocCenih valovnih dolzin. Ta metoda ima Sirok spekter
uporabe. Poleg uporabe na najrazlicnejsin podrodjih prehrambne, far-
macevtske in kemicne industrije, se uporablja tudi za doloc¢anje kemicnih
in bioloskih vrednosti v krmi za zivali (voda, beljakovine, mascoba, Skrob,

vlaknine, prebavljivost, energetska vrednost,...). Je hitra metoda, ki zahteva
le minimalno pripravo vzorca.
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Metoda NIRM zdruzuje analiticne prednosti mikroskopske in spektroskop-
ske metode. Omogoca nam, da infrardeci zarek usmerimo na vsak delec v
vzorcu in tako dobimo njegov spekter NIR. Rezultat analize je zbirka stotine
spektroy, ki so »molekularni odtis« sestavine v krmni mesanici.

Na splosno so tehnike NIR v analitiki krme zanimive, saj so nedestruktivne,
natancne, zanesljive, enostavne, hitre in poceni.

Pri obeh metodah je potrebno razviti podatkovno bazo in ju validirati na ve-
likem Stevilu razlicnih vzorcev. Metode NIR se lahko uporabljajo kot zacetne

metode za dolocanje tkiv zivalskega izvora, rezultate pa moramo potrditi
Se z drugo metodo (na primer PCR).

NE POZABIMO!

Mikroskopska metoda je uradna metoda za dolocanije tkiv zivalskega
izvora. Poleg mikroskopske metode lahko uporabimo Se:

PCR

ELISA

NIRM/NIRS 97
HPLC

Q-TOF-MS (Quadrupole Time Of Flight Mass Spectrometry)

MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time
Of Flight Mass Spectrometry)

Olfaktometricno metodo



PROTOKOL STEVILKA 10: DOLOCANJE TKIV ZIVALSKEGA IZVORA
Za mikroskopsko analizo moramo imeti najmanj 50 g vzorca.
Vzorec moramo pred preiskavo zmleti z ustrezno opremo za mletje
Iz zmletega vzorca vzamemo dva dela mase, vsajpa 5 g.
Prvi del uporabimo za sejano frakcijo, drugi del pa za koncentrirani sediment.

5 g vzorca presejemo tako, da dobimo dve frakciji in sicer z delci v velikosti premera vec kot 0,5
mm in manj kot 0,5 mm).

Frakcijo z vecjimi delci pregledamo pod stereomikroskopom pri razli¢nih povecavah.
Iz frakcije z manjsimi delci naredimo mikroskopski preparat (na predmetno stekelce z vzorcem

kanemo kapljico glicerola in ga pokrijemo s krovnim stekelcem) in ga analiziramo s svetlobnim
mikroskopom pri razlicnih povecavah.

PRIPRAVA KONCENTRIRANEGA SEDIMENTA:
V lij lo¢nik ali odprto koni¢no ¢aso prenesemo vsaj 5 g vzorca.
Dodamo 50 mL tetrakloretilena.
MeSanico veckrat premeSamo ali pretresemo.
Ce uporabljamo zaprt lij lo¢nik, pustimo sediment stati najmanj tri minute in ga Sele nato lo¢imo
od ostale mesanice. Ponovno pretresemo mesanico v liju lo¢niku in ponovno pustimo tri minute

ter ponovno odstranimo sediment.

Ce uporabljiamo odprto ¢a3o, sediment pustimo stati vsaj pet minut, preden ga lo¢imo od ostale
mesanice.

Ves sediment nato posusimo.

Sediment stehtamo na 0,001 g natan¢no, ¢e moramo oceniti odstotek vsebnosti sestavin Zivalskega
izvora v krmi.

Ce je v sedimentu veliko vecjin delcev, ga lahko s sitom z velikostjo odprtin 0,5 mm presejemo v
dve frakciji. Posusen sediment nato preis¢emo s stereomikroskopom in svetlobnim mikroskopom
ter tako dolo¢imo morebitno vsebnost delcev kosti.

Za mikroskopsko identifikacijo delcev se lahko dodatno uporabijo razli¢na sredstva za pripravo
preparatov in reagenti za obarvanje (lugolova raztopina: raztopina kalijevega jodida in joda, alizarin
rdece, cistinski reagent).
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7 METODE ZA DOLOCANJE
ELEMENTOV V KRMI

Zavse hranilne snovi, torej tudi za elemente oziroma minerale v krmi velja,
da jih morajo zivali dobivati v ustreznih kolicinah. Elementi so za zivali lahko
esencialni ali neesencialni. V organizmu imajo Stevilne pomembne na-
loge. Sodelujejo pri homeostazi tekocin, pri elektrolitskem in acidobaznem
ravnotezju, pri prenosu zivcnih drazljajev in kr¢enju misic, nekateri pa so
sestavni deli encimov ali encimskih kompleksov. Potrebe po mineralih v
krmi so odvisne od vrste, spola in starosti zivali ter od proizvodne sposob-
nosti. Ker so interakcije med posameznimi elementiv krmi zelo pogoste, je
pravilna koli¢ina in ustrezno razmerje med elementi bistvenega pomena.
V nasprotnem primeru lahko pride do antagonisticnega ucinka med posa-
meznimi elementi. Pomanjkanje enega ali veC elementov povzroci motnje
v celi¢ni presnovi, ki se najpogosteje kazejo kot nespecificne, klinicno tezko
zaznavne motnje. Opazimo manjso proizvodnjo, plodnostne motnje, roje-
vanje slabo vitalnih mladicey, lizavost zivali, anemije, itn. Vsi elementi v krmi
pa postanejo za organizem toksicni, Ce jih je prevec. To se zgodi predvsem
zaradi napak priizdelavi krme ali mineralnih dodatkov, lahko pa tudi zaradi
prevelike vsebnosti nekaterih elementov v posameznih sestavinah krme.
PogostejSe so zastrupitve z elementi, kjer je meja med fiziolosko in toksicno

koncentracijo zelo majhna (na primer pri bakru in selenu).

Za dolocanje elementov se uporablja vec razlicnih tehnik. V zadnjem Casu
je najpogosteje uporabljena tehnika induktivno sklopljena plazma z masno
detekdijo (angl. Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, ICP-MS). Se
vedno se uporablja tudi opticna emisijska spektrometrija z induktivno
skloplieno plazmo (ICP-OES), atomska absorbcijska spektrometrija (AAS)
in elektrotermicna atomska absorpcijska spektrometrija (ET-AAS). Tehnika
ICP-MS omogoca istoCasno merjenje zelenih elementov v razlicnih koncen-
tracijah, zato je Cas analize enega vzorca kratek in neodvisen od Stevila el-
ementoy, ki jih dolocamo. Tehnika hkrati omogoca tudi dolocanje elementov
v zelo nizkih koncentracijah (pg/kg). Tehnika je zahtevna predvsem zaradi
narave vzorcev in interferenc pri merjenju, zato si pomagamo z razli¢nimi
dodatki, ki jih vgradimo v napravo.

71 PRIPRAVAVZORCEV

Pred dolocanjem vsebnosti elementov v kompleksnih vzorcih kot je krma,
moramo vzorce ustrezno pripraviti. Tradicionalne tehnike za pripravo
vzorcev so dolgotrajne in zahtevajo uporabo dragih reagentov, ki so Skodljivi
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za okolje, hkrati pa lahko kontaminirajo preiskovani vzorec. Napredek pri
pripravi vzorcev v zadnjih desetletjih temelji na mikrovalovnem kislinskem
razklopu. Pritem postopku za razklop ali razkroj vzorca uporabljamo kislino
ali meSanico kislin in mikrovalove. Najveckrat uporabimo razklop v zaprtih
posodah (angl. close-vessel digestion) z dodatkom dusikove kisline (HNO,) ali
kombinacije z vodikovim peroksidom (H,0,; sliki 42 in 43). Razklop v zaprtih
posodah (teflonskih lonckih) ima pred razklopom v odprtih posodah (angl.
open-vessel digestion) nekaj prednosti:

zaradi poviSane temperature in tlaka v zaprtem sistemu je razklop hitrejsi
in ucinkovitejSi tudi pri tezko razgradljivih materialih.

V zaprtem sistemu ne pride do izgub zaradi izhlapevanja hlapnih
elementoy, kot so arzen, antimon, selen, bor, zivo srebro, krom in kositer.

“v

Ker ni izparevanja, je poraba reagentov manjsa.

Cv

Moznost kontaminacije vzorca je manjsa.

Vzorcu ne dodajamo soli za raztapljanje, ki povecajo koncentracijo le
teh v raztopini za aspiriranje.

Na voljo so kisline z visoko cistostjo, kar nam omogoca dolocanje
elementov v nizjih koncentracijah.

Slika 42: Priprava vzorca za dolo€anje elementov (levo: mikrovalovna
pecica, desno: teflonski loncki za razklop vzorcev)
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Slika 43: Vzorec krme pripravljen za razklop (razkroj) v mikrovalovni
pecici

7.2 INDUKTIVNO SKLOPLJENA PLAZMA ZMASNO
DETEKCIJO (ICP-MS)

ICP-MS je zahtevna in kompleksna tehnika za dolocanje koncentracije el-
ementov v vzorcih. Aparatura je sestavljena iz naslednjih najpomembnejsih
delov: sistem za uvajanje vzorca, izvor ionov, analizator, masni detektor,
vakuumski sistem in sistem za sprejem in obdelavo podatkov (slika 44).

e e "

plazma konusi  ionske lece masni analizator detektor

Slika 44: Shematski prikaz ICP-MS sistema

Induktivno sklopljiena plazma nastane v bakli (@angl. torch), ki je sestavljena
iz treh koncentri¢nih cevi, obicajno izdelanih iz kvarcnega stekla. Konec
bakle je vstavljen v indukcijsko spiralo, v katero dovajamo radio-frekvencni
elektricni tok. Po dveh zunanjih ceveh dovajamo plin argon in z uvajan-
jem elektricne iskre za kratek ¢as uvedemo proste elektrone v tok plina.
V indukcijski spirali se z dodano radio-frekvenco 27,12 ali 40,68 MHz in-
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ducira izmenic¢no elektromagnetno polje, v katerem se prosti elektroni
pospesijo. Pospeseni elektroni tr¢ijo z atomi argona in jim izbijejo zunaniji
elektron. Sprosceni elektroni se v izmeni¢nem elektromagnetnem polju
pospesijo. Tako nastane plazma, ki je sestavljena vecinoma iz argonovih
atomov in manjSega deleza prostih elektronov ter argonovih ionov in ima
temperaturo okrog 10000 K. ICP neprekinjeno vzdrzujemo v kvarcni bakli
s primernim dotokom argona med obema zunanjima cevema tako, da se
plazma ne dotika sten bakle. To dosezeno s pomoznim ali sekundarnim
tokom argona, ki ga uvajamo med centralno in vmesno cev. V srednjo cev
bakle dovajamo Se tretji tok, to je t.i. tok razprsilca, ki potuje skozi center
plazme, kjer ustvari kanal, hladnejSi od obdajajoce plazme. V kanal uvajamo
vzorce v obliki aerosola, ki ga ustvarimo z ustreznim razprsilcem (pnevmat-
ski ali ultrazvocni). Ko kapljica razprsenega vzorca vstopi v osrednji kanal
plazme, se upariin atomi elementov se zaradi izredno visoke temperature
plazme ionizirajo. Stopnja ionizacije je odvisna od ionizacijskega potenciala
elementa in je pri elementih, ki jih je lahko ionizirati (na primer natrij), tudi
do 100%. Nastali ioni nato potujejo do masnega spektrometra, s katerim
jih lahko dolocimo kvalitativno in kvantitativno. Plazma nastaja v atmos-
ferskem tlaku, masni spektrometer pa deluje v vakuumu, zato je prostor
med ICP in MS zelo pomemben, saj se mora tu ustvariti ustrezen vakuum.
Del ionov, nastalih v plazmi, potuje skozi dva konusa, ki omogocata nas-
tanek ustreznega vakuuma v masnem spektrometru. Konusi so obicajno
iz niklja ali platine. lonski Zarek se nato preko ionske optike usmeriv masni
analizator in ustrezni sistem za detekcijo. Za detekcijo ionov se uporabljajo
Faradayeve kletke in sekundarni elektronski pomnozevalniki. Vse operacije
so prilCP-MS vodene preko racunalnika, ki omogoca sprotno sprejemanje
in obdelavo podatkov (slika 45).

Slika 45: ICP-MS aparatura
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Za kvantitativno dolocanje posameznih elementov belezimo ¢/s (count per
second). lzmerjeni ¢/s v vzorcu primerjamo s ¢/s izmerjenih standardnih
raztopin, ki imajo znane koncentracije elementov. Tako dobimo koncen-
tracijo posameznega elementa v vzorcu (mg/L), z upostevanjem zatehte in
razredcitve vzorca pa tudi vsebnost elementov v mg/kg.

Prednosti ICP-MS tehnike so, da omogoca multi-elementno merjenje in
analiziranje velikega Stevila vzorcev v zelo kratkem Casu. Glede na visoko
temperaturo plazme lahko dolo¢amo tudi elemente z visokim ionizacijskim
potencialom. Dolocamo pa lahko tudi razlicne izotope nekega elementa.

7.3 ATOMSKA ABSORPCIJSKA SPEKTROMETRIJA (AAS)

Pri atomskih spektroskopskih metodah merimo bodisi absorpcijo ali pa
emisijo elektromagnetnega valovanja atomov nekega elementa. Da do-
bimo proste atome, moramo vzorec atomizirati (to je proces uparevanja in
razgradnje vzorca na atome in ione), kar dosezemo z visoko temperaturo
(T=1000 - 3150°C). Za atomizacijo s plamenom uporabljamo razlicne go-
rilne pline (butan, acetilen,...), ki dajo v kombinaciji z oksidantom (zrak, kisik
aliN,0), plamen ustrezno visoke temperature. Temperatura vpliva tako na
emisijo kot na absorpcijo, zato moramo pri atomizaciji vzdrzevati stabilno
sestavo plamena in stalno temperaturo. Koncentracijo preiskovanega el-
ementa v vzorcu ugotovimo s primerjanjem s standardi, ki jih izmerimo na
zacCetku analize (slika 46).

ABSORPCIJA

Pri tem nacinu potrebujemo za vsak element, ki ga zelimo meriti, svojo
votlo katodo (»Zarnico«). Metoda temelji na pravilu, da prosti, nevzbujeni
atomi absorbirajo svetlobo valovnih dolzin, ki so znacilne za vsak element.
Svetlobni vir posilja curek svetlobe skozi plamen, v katerega razprsujemo
preiskovano raztopino. V plamenu se pojavijo prosti atomi elementa, ki ga
dolo¢amo. Atomi absorbirajo svetlobo pri znacilnih valovnih dolzinah, iz
deleza absorbirane svetlobe pa izracunamo kolicino elementa. Na ta nacin
lahko v krmi dolocamo vecino elementov (Ca, Cu, Zn, F, Mg, Mn..)

EMISIJA

Merimo intenzivnost emitirane svetlobe, ki jo oddajajo atomi ob prehodu ele-
ktronov iz vzbujenega stanja v nizje ali osnovno energijsko stanje. Bistvena
razlika od absorpcije je v tem, da pri emisiji ne potrebujemo posebnega
vira svetlobe, saj valovanje emitira vzorec. Na ta nacin dolo¢amo v krmi

natrij in kalij.
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o

09 _ = B
Slika 46: A: Atomski absorpcijski sprektrometer; B: vsak element ima
svojo Zarnico, C: vsak element ima svojo barvo plamena
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PROTOKOL STEVILKA 11: DOLOCANJE ELEMENTOV V KRMI S TEHNIKO ICP-MS

V teflonski loncek natehtamo priblizno 0,5 g vzorca na 1 mg natancno.

Dodamo 5 mL 65 % dusikove kisline (HNO,) in 1 mL 30 % vodikovega peroksida (H,0,) ter pustimo
stati eno uro.

Loncek zapremo s pokrovckom XP 1500 Plus in ga vstavimo v visokotlacno posodo.
Sestavljene loncke (najvec 12) postavimo v mikrovalovni sistem.

Vzorce razklopimo po naslednjem programu:

Stopnja razklopa Cas (min) Temperatura (°C)
Segrevanje 15 200
Cakanje 20 200
Hlajenje 20 -

Ko se tlak v lonckih zniza, jih previdno odpremo.

Raztopine vzorcev prenesemo v 100 mL merilne bucke in dopolnimo do oznake z 1% raztopino
dusikove kisline.

Raztopine prefiltriramo in shranimo v plasti¢nih posodicah.

Pred merjenjem pripravljene raztopine ustrezno razredcimo.

MERJENJE NA ICP-MS:

Pred merjenjem aparaturo priblizno dve uri spiramo z 1% raztopino dusikove kisline.

Po spiranju aparaturo pripravimo s pomocjo avtomatske nastavitve z delovno standardno
raztopino VAR-TS-MS koncentracije 5 ppb.

Izmerimo ¢/s standardnih raztopin in pripravimo umeritveno krivuljo. Korelacijski koeficient
umeritvene krivulje mora biti najmanj 0,995, sicer moramo postopek ponoviti s svezimi standardnimi

raztopinami.

Izmerimo c/s raztopin vzorcev. Po vsakem devetem vzorcu izmerimo eno od delovnih standardnih
raztopin.

Na koncu serije Se enkrat zmerimo eno od delovnih standardnih raztopin.

Po merjenju aparaturo speremo z 1% raztopino dusikove kisline.
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7.4 DOLOCANJE FOSFORJA (P) S SPEKTROFOTOMETRICNO

Zaradi zahtevnosti mikrovalovnega razklopa vzorcev in dolocCanja el-
ementov s tehniko ICP-MS, na vajah dolo¢amo tudi fosfor z UV vidno
spektrofotometricno metodo. Vzorce pripravimo kot solno-kisle izvlecke
iz pepela.

Spektrofotometrija je tehnika, kjer s spektrofotometrom merimo delez
svetlobe dolocene valovne dolzine, ki preide skozi merjeni vzorec. Pritem
se del svetlobe absorbira, del pa pride do detektorja, kar imenujemo trans-
mitanca. Na vajah uporabljamo enozarkovni spektrofotometer. Meritev je
sestavljena iz dveh korakov:

spektrofotometer moramo najprej umeriti, kar imenujemo »nicelna
meritev«, Naredimo jo s t.i. »slepo probo, ki je raztopina vseh reagentov
brez vzorca. Absorbance vseh drugih merjenih vzorcev odcitamo glede
na nicelno meritev.

Naslednji korak je merjenje absorbance vzorcev standardov. To so
raztopine z znano koncentracijo iskane snovi, v nasem primeru fosforja.

Ce je raztopina brezbarvna, ji lahko dodamo reagente, s katerimi bo tvo-
rila obarvan produkt. Le-temu pa lahko spektrofotometri¢cno doloc¢imo
koncentracijo.

Po koncu meritev dobljene odcitke absorbanc vstavimo v formulo in
izracunamo koncentracijo fosforja v vzorcu (glej protokol).



PROTOKOL STEVILKA 12: DOLOCANJE FOSFORJA (P) V KRMI S SPEKTROFOTOMETRICNO METODO
1. PRIPRAVA SOLNO KISLEGA IZVLECKA (SKI)

Pripravljeni, ohlajeni in stehtani pepel prenesemo v 300 mL erlenmajerjevo steklenico, loncek
enkrat speremo z destilirano H,0.

Dodamo 10 mL HCl (37%) in jo postavimo na grelno plosco, da vsebina zavre (nekaj minut).
Erlenmajerjevo steklenico odstavimo z grelne plosce, da se vsebina ohladi.

Solno kisle izvlecke pepela prefiltriramo preko filtrirnega papirja v merilne bucke (100 mL). To je
osnovna raztopina.

Dopolnimo z destilirano vodo do oznake 100 mL.

Bucke zamasimo in dobro premesamo.

2.DOLOCITEV PV KRMI - SPEKTROFOTOMETRICNO
2.1 Raztopina vzorca
vzamemo 50 mL merilno bucko
1,0 mL solno kislega izvlecka (Ce delamo seno, vzamemo 5 mL)
5 mL 65 % raztopine HNO, : H,O vrazmerju 1: 2
5 mL 5 % amonijevega vanadata
5 mL 0,25 % amonijevega molibdata
dopolnimo do oznake 50 mL z destilirano H,O.
Bucke zamasimo, vsebino premeSamo in pustimo stati 1 uro, da se obarva rumeno.

Raztopino prelijemo do oznake v 1 cm kiveto in merimo absorbanco v 1 cm kiveti na spektrofotometru
privalovni dolzini 430 nm.

Kot rezultat podamo vsebnost fosforja, ki ga izrazimo v g/kg. Vsebnost fosforja izracunamo po formuli:

w(P)= Csr*xEy;x100
EgrxmyzxVy,

kjer je: w(P) - vsebnost fosforja v g/kg, ., — koncentracija standarda v mg/mL, A, - absorbanca
vzorca, A, - absorbanca standarda, m,,, - zatehta vzorca v g, V, - volumen (ml), odvzet iz osnovne
raztopine 100 ml



2.2 Standard s koncentracijo 1,0 mg P/mL in raztopina za slepi preizkus
Raztopina standarda (50 mL):
0,3 mL standarda fosforja s koncentracijo 1,0 mg/mL
5 mL raztopine 65 % HNO, : H20 v razmerju 1: 2
5 mL 5 % amonijevega vanadata
5mL 0,25 % amonijevega molibdata
dopolnimo do oznake 50 mL z destilirano H,0
Raztopina za slepi preizkus (umeritev spektrofotometra), 50 mL:
vzamemo merilno bucko (50 mL)
5 mL 65 % raztopine HNO, : H,O vrazmerju 1. 2
5 mL 5 % amonijevega vanadata
5mL 0,25 % amonijevega molibdata

dopolnimo do oznake 50 mL z destilirano H,0
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8 DOLOCANJE NARAVNIH
SKODLJIVIH SNOVI V KRM!

8.1 DOLOCANJE CIANOGENIH GLIKOZIDOV

Zastrupitve s cianovodikovo kislino najpogosteje nastanejo takrat, ko zivali
zauzijejo rastline, ki vsebujejo toksicno koli¢ino cianogenih glikozidov. 1z njih
se v prebavilih sprosca cianovodikova kislina (cianovodik, HCN), ki povzroci
paralizo dihalnega centra in hiter pogin zivali zaradi zadusitve. V literaturi
je opisanih okoli 1000 rastlin, ki vsebujejo cianide. Najpomembnejse so:

sudanska trava (nevarna je sveza; med susenjem cianogeni glikozidi
razpadejo),

tapioka,

sirek,

ogrscica, zelje, ohrovt,
bela detelja.

Do zastrupitev lahko pride tudi, Ce zivali popijejo vodo, onesnazeno s cia-
nidi iz odplak metalurskih, galvanometalurskih ali fotokemicnih obratov ali
pojedo umetno gnojilo, ki vsebuje Ca-cianid.

Zastrupitev s cianidi lahko potrdimo z laboratorijskim preskusom. Cianovodiki
so zelo neobstojni, zato je pri sumu na zastrupitev potrebno poslatijetra ali
zelodcno vsebino poginjenih zivali v analizo v 1 % raztopini zivosrebrovega
klorida (HgCl,). Reagent za dolocanje cianidov je pikrinska kislina v alkalnem
mediju, ki reagira s cianovodiki, ob tem pa se barva spremeni iz rumene v
opecnato (slika 47).

Dovoljena koli¢ina cianovodikove kisline v posamicnih krmilih in popolnih
krmnih meSanicah je navedena v Direktivi 2002/32/ES o nezazelenih snoveh
v zivalski krmi.



8 DOLOCANJE NARAVNIH SKODLJIVIH SNOVI V KRMI

Slika 47: Dolocanje cianidov v krmi



PROTOKOL STEVILKA 13: DOLOCANJE CIANOGENIH GLIKOZIDOV V KRMI
PRIPRAVA LISTICEV

Filter papir narezemo na ozke trakove, velikosti priblizno 1 cm x 5 cm.

Polozimo jih v petrijevko in prelijemo z reagentom. Posusimo.

PRIPRAVA REAGENTA
0,5% pikrinska kislina

2,5% Na,CO,

PRIPRAVA VZORCEV
V bucko natehtamo 25 g vzorca.
Dodamo 100 mL destilirane vode in dobro zapremo.

Dobro premeSamo.

Dodamo 5 kapljic kloroforma, pripravljeni filter papir pa zataknemo skupaj s pokrovckom. Pazimo,
da se papir ne zmodi.

Bucko prestavimo v vodno kopel na 37°C za eno uro.
V primeru, da so v krmi cianidi, se predhodno rumeni listici obarvajo opecnato rdece.

Pozitivna kontrola (glede na Direktivo 2002/32/ES o nezazelenih snoveh v zivalski krmi) je pripravljena
za oceno 50 mg HCN/kg krme.

V bucko odpipetiramo 25 pl pripravljene raztopine 5 % KCN.
Dodamo 100 mL destilirane vode.

Dobro premesamo.

Dodamo 5 kapljic kloroforma, pripravljeni filter papir pa zataknemo skupaj s pokrovckom. Pazimo,
da se papir ne zmoci.

Bucko prestavimo v vodno kopel na 37°C za eno uro.
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8.2 DOLOCANJE NITRATOV IN NITRITOV

NajpomembnejSi viri pri zastrupitvah zivali z nitrati in nitriti so voluminozna
krma, mineralna gnojila in voda. Prezvekovalci so za takSne zastrupitve zelo

obcutljivi, ker se v vampu prosti nitrati hitro reducirajo do nitritov, ti pa se
resorbirajo.

Zastrupitev z nitrati in nitriti ugotovimo na osnovi pregleda krme, preiskave
vampovega soka, krvne plazme, seruma ali oCesne tekocine. Mikrobi v
vampovem soku razgradijo nitrate, zato moramo ob sumu na zastrupitev
preiskave opraviti takoj ali pa sok zamrzniti. Lahko ga tudi konzerviramo
s koncentrirano (37 %) HCl. Vampovemu soku (priblizno 100 mL soka) do-
damo 2 mL HCl, da oborimo mikrobe. Omenjeni nacin uporabljamo pred-
vsem pri nacrtnih preiskavah krme glede na nitrate in nitrite v dolocenem
hlevu. Opravimo lahko tudi preiskave krvi, kjer ugotavljamo koncentracijo
methemoglobina (MHD). Pri milejSih zastrupitvah je v krvi 20 % MHD, pri
hujsih pa do 57 % MHb.

Zastrupljene zivali zdravimo z metilenskim modrilom (i.v.), ki reducira MHDb,
da ponovno odda kisik. Uporabljamo tudi sredstva za krepitev srca in zascito
jeter ter omejimo pokladanje krme, ki vsebuje preveliko kolicino nitratov
in nitritov.

Rezultati nasih preiskav so pokazali, da je okoli 5 % vzorcev trave in 9 %
vzorcev silaze vsebovalo prevec nitratov. Realna nevarnost za zastrupitev
z nitrati je zlasti v casu krmljenja konzervirane voluminozne krme.

Dovoljene kolic¢ine nitritov v ribji moki in popolnih krmnih mesSanicah so
navedene v Direktivi 2002/32/ES o nezazelenih snoveh v zivalski krmi.

8.21 KVALITATIVNO DOLOCANJE NITRATOV IN NITRITOV V KRMI

Za kvalitativno ugotavljanje nitratov in nitritov uporabljamo poseben rea-
gent, ki je sestavljen iz 0,5 g difenil amina; raztopimo ga v 20 mL vode in
dodamo 80 mL koncentrirane H,SO,. Nastanek izrazito modre barve je
znamenije vecje koli¢ine nitratov in nitritov v vzorcu (slika 48).

Slika 48: Kvalitativno dolocanje nitratov in nitritov (levo: negativna reak-
cija, desno: pozitivna reakcija)
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Ce je v krmi za preZvekovalce vec kot 1,5% nitratov, obstaja moznost za
zastrupitev. Pri konzervirani krmi so nevarne vrednosti > 1%, jetra pa so
obremenjena ze pri 0,5-0,75%.

8.2.2 SPEKTROFOTOMETRICNA METODA

Vsebnost nitratov in nitritov v krmi lahko dolo¢amo tudi spektrofotometricno.
Osnovni princip spektrofotometrije je opisan v poglavju 7.4.

Vzorec krme ekstrahiramo z raztopino kadmijevega in barijevega klorida.
Nitrate reduciramo na kadmijevi koloni do nitritov in vsebnosti dolo¢imo
spektrofotometricno.



PROTOKOL STEVILKA 14: DOLOCANJE NITRATOV IN NITRITOV V KRMI S
SPEKTROFOTOMETRICNO METODO
PRIPRAVA VZORCA KRME

V merilno bucko natehtamo 10 g vzorca, dodamo 100 mL 5 % raztopine kadmijevega in barijevega
klorida (CdCl, in BaCl,)in 100 mL destilirane H20 ter pustimo stati 1 uro. Zmes obfasno premesamo.

Dodamo 20 mL raztopine NaOH (2,5 M) in dopolnimo z destilirano H,O do oznake.
Raztopino prefiltriramo skozi filtrirni papir. Ce je filtrat moten, ga centrifugiramo.

V- merilno bucko (100 mL) odpipetiramo 10 mL pufrske raztopine amonijevega klorida (NH,Cl) in
dopolnimo s filtratom do oznake.

Za doloditev nitritov v merilno bucko (50 mL) odpipetiramo 25 mL pripravljene raztopine in 15
mL destilirane H,O ter nadaljujemo s postopkom za obarvanje raztopine. To je vzorec za prvo

meritev.

Za dolocitev nitritov in nitratov odpipetiramo 25 mL pripravljene raztopine ter nadaljujemo s
postopkom redukcije na koloni. To je vzorec za drugo meritev.

REDUKCIJA NA KOLONI
Na pripravljeno kadmijevo (Cd) kolono zaporedoma zlijemo posamezne delovne standardne
raztopine oziroma ustrezno koli¢ino vzorca in jih pustimo teci skozi kolono s konstantnim pretokom
3-5 mL/min. Eluat lovimo v merilno bucko (50 mL).

Kolono prelijemo s 15 mL raztopine NaCl in eluat lovimo v isto merilno bucko.

Kolono med posameznimi standardnimi raztopinami in vzorci speremo s 25 mL 0,1 M HC|, z
dvakrat po 25 mL destilirane H,0 in's 25 mL razredcene pufrske raztopine NH,Cl.

RAZVIJANJE BARVE

V 50 mL merilne bucke z eluati odpipetiramo po 5 mL raztopine sulfanilamida (0,5 %), dobro
premeSamo in pustimo stati 3 minute.

Nato v bucke dodamo po 2 mL 0,5 % raztopine N-(1-naftil)etilendiamin dihidroklorida in dopolnimo
z destilirano H,0 do oznake. Bucke dobro pretresemo in jih pustimo stati 20 minut.

Absorbanco raztopine merimo v kiveti (1 cm) na spektrofotometru pri valovni dolzini 540 nm.



Koncentracijo analita v koncni raztopini vzorca razberemo iz umeritvene krivulje. Vsebnosti nitratov
in nitritov, ki jih izrazimo v mg NaNO,/kg in mg NaNO,/kg, izracunamo po naslednji enacbi:
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kjer je m zatehta vzorca, izrazena v g, c koncentracija dusika v koncni raztopinivzorca, izrazena v gg/mL
in f faktor, v katerem je zajet volumen ekstrakcijskih reagentov, vse razredcitve do koncne raztopine
in pretvorniki med enotami. Iz prve meritve izracunamo vsebnost nitritov, iz druge pa vsoto nitritov
in nitratov. Vsebnost nitratov izracunamo iz razlike med drugo in prvo meritvijo.
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9 ANALIZA SILAZE IN
VAMPOVEGA SOKA

V tem poglavju so opisane analize silaze in vampovega soka, ki se v praksi
izvajajo redko. Kljub temu so podatki, ki jih dobimo na podlagi opisani analiz,
pomembni za oceno ustreznosti prehrane prezvekovalcev in prav je, da jih
Studenti veterinarstva poznajo.

91 ANALIZA SILAZE

Bistvo siliranja (okisanja) krme je v tem, da z nastajanjem organskih kislin,
posebno mlecne, preprecimo delovanje skodljivim mikroorganizmom v svezi
krmi in krmo na ta nacin konzerviramo. Procesiv silosu so delno rastlinsko
fizioloSkega, v vecji meri pa mikrobioloskega znacaja. Pri aerobnih pogojih,
ki so znacilno za prvo dobo po polnjenju silosa, se silirna masa segreva,
porabljajo se ogljikovi hidrati, nastaja pa tudi CO,, ki pomaga pri ustvar-
janju anaerobnih razmer. Vec kot je kisika, bolj se masa segreva in vecje so
izgube, zato moramo silos po koncanem polnjenju ¢im bolj neprodusno
zapreti. Na materialu, ki ga vnasamo v silos, je veliko mikroboy, zato nasta-
jajo v silazi na zacetku razlicna vrenja: alkoholno, kislinsko pa tudi gnilobni
razkroj. V najvedji meri nastaja ocetna kislina, vendar v dobro pripravljeni
silazi kmalu prevlada mlecnokislinsko vrenje. Mle¢nokislinske bakterije
potrebujejo za svoje delovanje zadostne kolicine ogljikovih hidratov (OH),
predvsem mono-in disaharidov. Mle¢na kislina ovira razvoj drugih, za silazo
Skodljivih mikroorganizmov. Ko se pH v silazi zniza pod 4,2 zacnejo odmirati
tudi mlecnokislinske bakterije, silaza postane primerna za krmljenje (17 do
21 dni). Ce v prvih treh dneh ne prevlada mle¢nokislinsko vrenje, se silaza
zacne kvariti. Predvsem se to dogaja, ¢e smo z rastlinami vnesli v silos tudi

zemljo ali pesek, ki spreminjata reakcijo substrata v alkalno smer.

Pri ustreznem poteku fermentacije spremembe v silirani krmi, v primerjavi
s travo, ne vplivajo bistveno na proizvodnjo in zdravstveno stanje zivali. Pri
slabo narejenih silazah pa lahko opazimo motnje v proizvodniji, reprodukciji
in zdravstvenem stanju.

Povprecna travna silaza naj bi vsebovala < 26% surove vlaknine in > 70 g

prebavljivih beljakovin (PB) v 1 kg SS.

Povprecna koruzna silaza pa naj bi vsebovala < 22% surove viaknine in >
40g PBv 1 kg SS.
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MLECNOKISLINSKA FERMENTACIJA

Pri tej fermentaciji prevladuje mle¢na kislina. Proizvajajo jo bakterije
mlecnokislinskega vrenja, pri 25 do 35°C. Energijo dobijo iz sladkorjey,
lahko tudi iz raznih organskih spojin, kisika ne potrebujejo. Nastala mle¢na
kislina se s produkti razgradnje beljakovin in tudi na druge nacine deloma
spet nevtralizira, zato moramo skrbeti, da je med siliranjem na voljo do-
volj sladkorjev. Iz mlec¢ne kisline v vampu nastaja propionska kislina, ki je
prekurzor za tvorbo glukoze (glukogena kislina).

OCETNOKISLINSKA FERMENTACIJA

V taksni silazi prevladuje ocetna kislina. Bakterije ocetnokislinskega vrenja
so nevarne skodljivke silaze, ker sodelujejo pri proteolizi. Silazo lahko na
ta nacin popolnoma pokvarijo, ker s svojimi produkti alkalizirajo substrat,
visajo temperaturo in pripravljajo pogoje za gnilobni razkroj. Ocetnokislinska

fermentacija vpliva tudi na okusnost silaze in je v vedjih kolicinah Skodljiva
za zivali.

MASLENOKISLINSKA FERMENTACIJA

Kadar v silazi nastaja malo kislin, lahko previadajo bakterije, ki proizvajajo
masleno kislino (koliformne bakterije, klostridiji). Maslenokislinske bakterije
razkrajajo razlicne organske snovi (sladkor, beljakovine), prav tako pa ze
nastalo mlec¢no kislino. Na ta nacin visajo pH v silazi. Posebno Skodujejo z
razgradnjo beljakovin, kar lahko ocenjujemo kot pravo gnitje. Za Cloveka ima
taksna silaza znacilen in neprijeten vonj, zivali pa ne moti prevec.

KAJ PA PROPIONSKA KISLINA?

Tudi ta kislina nastaja normalno v silazi, pri ocenisilaz pa jo priStevamo
k mlecni kislini.

Opis vonja posameznih kislin:
mlec¢na: aromaticen vonj,
ocetna: oster, pekoc vonj,
maslena: vonj po zarkem maslu.

Pri oceni vpliva nizjih mascobnih kislin iz silaz na presnovne procese pri
prezvekovalcih je treba upostevati, da pri siliranju nastajajo iz ogljikovih hi-
dratov iste mascobne kisline (ocetna, maslena, mlec¢na) kot pri fermentaciji
vvampu (mlecna kislina iz silaze se v vampu pretvori v propionsko kislino).
V presnovi nastane iz propionske kisline predvsem glukoza, ocetna in ma-

slena kislina pa se uporabita za potrebe organizma po energiji, za sintezo

127



LABORATORIJSKE ANALIZE KRME
mascob ter tvorbo mle¢ne toldc¢e. Ce upo3tevamo, da je propionska kislina
glukogena, maslena kislina pa ketogena, ni tezko opredeliti posledic krmlje-

nja z dobrimi mlecnokislinskimi silazami in silazami, v katerih prevladuje
maslena kislina.

Silaze imajo lahko pomemben delez pri patologiji prehrane, zato mora ve-
terinar vrste fermentacij in njihovo ustreznost prepoznati.

Metode, ki jih uporabljamo za analizo silaze so:
+ organolepti¢na ocena,
*merjenje pH vrednosti,

+dolocanje nizjih mascobnih kislin oziroma njihovega razmerja (ocena
po Fliegu - glej poglavje 4.3.1),

* ugotavljanje deleza dusika iz amonijaka (NH,) v skupnem dusiku.

911 ORGANOLEPTICNA OCENA SILAZE

1.VONJ
Vonj Tocke
Aromaticen, blago kisel 14
Blag vonj po masleni kislini ali mocan kisel vonj, blag vonj po prazenem 8
Zmeren vonj po masleni kislini, mocan vonj po prazenem in zatohlem 4
Mocan vonj po masleni kislini in amoniaku 2
Vonj po gnilem ali mo¢no plesnivem 0
2. STRUKTURA STEBEL IN LISTOV
Struktura Tocke
Struktura listov in stebel ohranjena 4
Struktura listov naceta 2
Struktura moéno naceta 1
Stebla in listi gnili in plesnivi 0
3.BARVA
Barva Tocke
Barva nespremenjena 2

Spremenjena barva 1

MoCno spremenjena barva 0
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KONCNA OCENA SILAZ

Skupno stevilo tock Ocena

18 do 20 Zelo dobra

14 do17 Dobra

7do13 Se zadovoljiva
Manj kot 7 Slaba

91.2 MERJENJE PH

Izmerjeni pH silaze ni osnovno merilo za oceno kakovosti silaze, ampak
orientacijski podatek.

Postopek:

Vzamemo en del silaze in 9 delov destilirane vode (na primer 100 g
silaze in 900 mL destilirane vode).

Pustimo stati en dan.

Veckrat premeSamo, nato zmerimo pH s pH metrom ali listici za merjenje
pH.
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9.1.3 DOLOCANJE NIZJIH MASCOBNIH KISLIN

Postopek dolocanja nizjih mascobnih kislin je opisan v poglavju 4.3.1.

9.1.4 DELEZ DUSIKA 1Z AMONIJAKA V SKUPNEM DUSIKU
S to analizo ugotavljamo, koliksen del beljakovin se je razkrojil do amonijaka.
Postopek:
Najprej po Kjeldahlu dolo¢imo skupni dusik v silazi (poglavje 3.1.2)

Nato v stekleno bucko natehtamo 50 g silaze, dodamo 10 g MgO in
450 mL vode.

Destiliramo amonijak in ga lovimo v kislino (HCI) znane molarnosti
z dodatkom indikatorja (metiloranz). Titriramo s kislino in iz porabe
izracunamo vsebnost amonijaka, iz vsebnosti amonijaka pa delez dusika
iz amonijaka.

Na osnovi deleza dusika iz amonijaka v skupnem dusiku nato ocenimo
silazo (< 5 % odli¢na silaza; > 20 % slaba silaza)
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9.2 PREISKAVA VAMPOVEGA SOKA

Osnova prebave v vampu je razgradnja ogljikovih hidratov do nizjih
mascobnih kislin. Dnevno nastane priblizno 4 L ocetne, 2 do 2,5 L propi-
onske in 1,5 L maslene kisline. Pomembna je kolicina kislin (pri pomanjkanju
ni dovolj energije) in pravo razmerje med njimi, na primer: Ce je prevec glu-
kogenih kislin na racun lipogenih, ni dovolj mlec¢ne tolSce. Vrsta krme vpliva
na razmerja med posameznimi nizjimi mascobnimi kislinami:

starejsa voluminozna krma (veliko celuloze) - vec ocetne kisline,
mlada voluminozna krma - vec propionske kisline,
veC OH koncentratov - vec propionske kisline.

Predvsem je kriticna velika kolicina maslene kisline, ker je ketogena.
Neobicajno je, Ce se tvori mle¢na kislina. Mikrobi OH razgradijo do enostavnih
sladkorjey, ki jih uporabijo v svojem metabolizmu. Iz enostavnih sladkorjev
proizvajajo pirogrozdno kislino, iz nje pa po razlicnih poteh nastajajo nizje
mascobne kisline. Pri krmljenju zivali s krmo, ki vsebuje veliko Skroba, se
kot vmesni produkt tvori mlec¢na kislina. Ker se ne more vsa tako hitro po-
rabiti za tvorbo propionske kisline, se vvampu kopici in zaradi svoje kislosti
znizuje pH. Lahko povzroci zakisanje vampove vsebine, se pravi acidozo.

Druga skupina hranilnih snovi — beljakovine se v vampu pod vplivom
proteoliticnih encimoy, ki jih izlocajo mikrobi, razgradijo do peptidov in do
prostih aminokislin (AK). Razgradnja dela AK poteka Se naprej do amonijaka,
ki ga mikroorganizmi uporabijo za sintezo svojih beljakovin. Dolocena kolicina
amonijaka je fizioloska. Pri preveliki kolicini lahko pride do zastrupitve, pri
pomanjkanju pa se bo zmanjsala proizvodnja.

V primerih nepravilne fermentacije vvampu lastnik zivali veterinarju obicajno
pove, da imajo tezave s proizvodnjo, z beljakovinami in mlecno tolS¢o (morda
tudi s kolicino mleka, vendar manj). Veterinar lahko odvzame vampov sok
in opravi nekaj osnovnih preiskav. Na dodatne preiskave lahko vampov sok
poslje v laboratorij.

9.2.1 ORGANOLEPTICNA OCENA

Barva vampovega soka je odvisna predvsem od krme. Prikrmljenju s senom
je barva svetlo zelena (rjavozelena), pri pokladanju zelenega obroka ali pri
zivalih na pasi je sok bolj zelene barve. Mlecno sivo barvo vampovega soka
opazimo pri pokladanju velikih koli¢in lahko prebavljivih ogljikovih hidratov.
Rjav, temen vampov sok dobimo pri zivalin, ki jin krmijo s pokvarjeno ali gnilo
krmo nasploh. Na osnovi barve torej dobimo oceno o obroku.

Od vrste krme je odvisen tudi vonj vampovega soka. Pri pokladanju do-
brega sena in kakovostne silaze ima vampov sok aromaticen vonj, pri pre-
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komernem krmljenju z ogljikovimi hidrati pa kisel. Plesniv in gniloben vonj
vampovega soka (po amonijaku) je zaradi obroka s preveliko koli¢ino belja-
kovin, nebeljakovinskih dusi¢nih snovi in zaradi pokvarjene ali gnile krme.
Vonjvampovega soka moramo oceniti takoj po odvzemu. Ce je sok temen in
ima neprijeten vonj po amonijaku, lahko gre za zastrupitev z ureo (alkaloza).
Vampov sok, ki ima vonj po kislem, je obicajno svetle barve in ima zrnat
sediment, kar je pogosto znamenje akutne ali kroni¢ne latentne acidoze.

Z organolepti¢no oceno vampovega soka lahko postavimo samo sum na
doloceno stanje v vampu (normalno, acidoza ali alkaloza).

9.2.2 RAZSLOJENOST VAMPOVEGA SOKA

Ce se vampov sok razsloji v 4 do 5 minutah pomeni, da so mikrobi aktivni
in razslojijo sok. Spodaj, na dnu opazimo belo meglico - to so protozoji. Po
velikosti jih razdelimo na velike, srednje in majhne. Najbolj obcutljivi so ve-
liki, potem srednji in majhni. Ko se mikrobna flora obnavlja, gre v obratnem
vrstnem redu - najprej se pojavijo majhni, nato srednji in na koncu veliki
protozoji. Kapljico vampovega soka kanemo na predmetno stekelce in pod
mikroskopom ocenimo velikost in gibljivost protozojev.

9.2.3 DOLOCANJE AKTIVNOSTI VAMPOVE MIKROFLORE Z
METILENSKIM MODRILOM

To je enostaven in hiter test za dolocCanje aktivnosti vampove mikroflore.
Mikroorganizmi, ki so v vampovem soku namrec razgradijo metilensko
modrilo in tako razbarvajo vampov sok.

Postopek:

V dve epruveti nalijemo po 20 mL vampovega soka.

Veno dodamo 1T mL 0,003 % metilenskega modrila (vsebina se obarva
modro), druga nam sluzi kot kontrola.

PomesSamo, damo v vodno kopel alina sobno temperaturo ter merimo
Cas redukcije metilenskega modrila, se pravi ¢as razbarvanja.

Razbarvanje vsebine v 1 do 6 minutah pomeni, da je aktivhost vampovih
mikrobov dobra.

PodaljSan Cas razbarvanja pomeni slabso aktivnost vampovih mikrobov.
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9.2.4 MERJENJE PH

Vampov sok mora biti pravilno odvzet. Ce mu je na primer primesana slina,
je pH visji, razmerje kislin pa ostane isto. V primeru, da jemljemo sok pri
poginulih Zivalih, je pomembna starost kadavra.

Normalen pH vampovega soka je blizu nevtralnega do rahlo kislega (6,5
do 7). Ce je v krmi ve¢ OH koncentratov, bo bolj kisel (tvori se vec kislin);
bolj alkalen pa bo takrat, ko je v obroku prevec beljakovin, nebeljakovinskih
dusicnih snovi ali ko je krma pokvarjena. pH zmerimo s pH metrom ali listici
za merjenje pH.

9.2.5 DOLOCANJE NIZJIH MASCOBNIH KISLIN

Je enako kot pri silazah in sicer na plinskem kromatografu (poglavje 4.3.1).
Vzorca vampovega soka ni potrebno posebej pripravljati, dovolj je, da ga
prefiltriramo in injiciramo v kromatograf. Seveda moramo imeti standard, s
katerim primerjamo dobljene rezultate analize vampovega soka. Rezultate
prikazujemo v enoti mmoL/L.

9.2.6 DELEZ DUSIKA 1Z AMONIJAKA V SKUPNEM DUSIKU

Postopek je enak kot pri dolocanju amonijaka v silazi (glej poglavje 9.1.4), le
da kot vzorec vzamemo 50 mL vampovega soka.

normalna vrednost NH, v vampovem soku je 8 do 50 mmolL/L

prevelika vsebnost NH, v vampovem soku (zastrupitev z ureo) je > 50
mmoL/L

9.2.7 POSILJANJE VZORCEV VAMPOVEGA SOKA V LABORATORIJ

Vzorce svezega vampovega soka je potrebno preiskati ¢im hitreje po odvze-
mu. Za dolocanje nizjih mascobnih kislin ga lahko tudi zamrznemo ali pa
konzerviramo s koncentrirano solno kislino (HCl) v razmerju 20:1 - na
primer, v steklenicko damo 95 mL vampovega soka in 5 mL 37 % HCl. Tako
konzerviran vampov sok lahko stoji na sobni temperaturi vsaj en mesec.

LITERATURA
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10 DODATNE ANALIZE KRME

10.1 DOLOCANJE VITAMINA C S TITRIMETRICNO METODO

Vecina zivali (z iziemo primatov, buder in nekaterih vrst netopirjev) ima
sposobnost, da same tvorijo vitamin C, kljub temu pa jim ga je priporocljivo
dodajativ hrano v obdobju rasti in brejosti ter ob stresnih situacijah. Vitamin
Cje topen v vodi, nalaga se v jetrih, kjer ga je dovolj priblizno za 3 mesece.
Vitamin C povecuje odpornost organizma, je mocan antioksidant in tako
varuje celice pred Skodljivimi vplivi prostih radikalov, ki kemijsko unicujejo
celicne komponente. Prosti radikali so nestabilne snovi, ki so proizvod me-
tabolizma, njihovo Stevilo pa povecujejo stresne situacije in strupi iz okolja.
Vitamin Cje pomemben tudi pri izgradnji kolagena. Kljub navedenemu pa
se ne priporoca uzivanje prevelikih kolicin vitamina C. Dokazano je, da pri
psih velike kolicine vitamina C vplivajo na retencijo Ca. Priljudeh se pri pre-
komernem in dalj Casa trajajoCem zauzivanju pojavijo driske, secni kamni
in preobremenitve z zelezom. Vitamin C lahko poskoduje tudi DNK.

Vitamin C dolo¢amo s titrimetricno metodo. Kot indikator uporabimo
Skrobovico. Titriramo z raztopino jodovice. Jod je mocan oksidant. Dokler
je vvzorcu askorbinska kislina (vitamin C), jo oksidira in se pri tem reducira.
Ko se askorbinska kislina porabi, jod reagira s Skrobom in raztopino obarva
modro. Glede na porabo jodovice po formuli izracunamo koncentracijo
vitamina C v vzorcu.



PROTOKOL STEVILKA 15: DOLOCANJE VITAMINA C V KRMI S TITRIMETRICNO METODO
REAGENT!I:
1MH,SO,

Odpipetiramo 27,7 mL 96% H,SO, v merilno bucko (500 mL) in dopolnimo do oznake z destilirano
H,0.

Skrobovica

Natehtamo 1,0 g Skroba v 100 mL merilno bucko, ga raztopimo v manjsi kolicini vroce destilirane
H,O in dopolnimo do oznake z destilirano H,O.

0,1 N jodovica
Natehtamo 12,7 gjoda (12) v merilno buco (1000 mL), dodamo 20 g kalijevega jodida (KI), raztopimo
v destilirani H,O in dopolnimo do oznake z destilirano H,O.

STANDARD:
natehtamo 100 mg vitamina C (askorbinska kislina) v erlenmajerjevo steklenico (300 mL)
dodamo: 100 mL destilirane H,O, 25 mL pripravijene H,S0,, T mL Skrobovice

titriramo z 0,1 N jodovico do preskoka barve iz brezbarvne raztopine v moder odtenek.

VZORCI:
natehtamo primerno koli¢ino vzorca
dodamo: 100 mL destilirane H,O, 25 mL pripravijene H,S0,, T mL Skrobovice
titriramo z 0,1 N jodovico do preskoka barve iz brezbarvne raztopine v moder odtenek.

Izracun koncentracije vitamina C v vzorcu:

V jodovi 1
} vitamin C (mg/kg)= jodovice (mD)x f

zatehta vzorca (g)

f=8,806 (v faktorju je upostevana zatehta vzorca, molska masa in pretvorniki med enotami)



LABORATORIJSKE ANALIZE KRME

10.2 DOLOCANJE KONCENTRACIJE KLORIDOV V KRM|

Ko govorimo o kloridih, mislimo predvsem na natrijev klorid ali kuhinj-
sko sol, ki je nepogresljiv dodatek krmi. Pogosto jo izdelkom dodajajo za
izboljSanje okusa in povecanje jeS¢nosti zivali. Prevelike koli¢ine soliv hrani
lahko povzrocijo povecan krvni tlak in poslabsajo stanje v zvezi s srénimi

boleznimi predvsem pri starejsih zivalih. Poznamo tudi zastrupitve s soljo.

Kloride dolocimo titrimetricno. Kot indikator dodamo kalijev kromat (K,CrO,),
ki raztopino obarva rumeno. Pri titraciji s srebrovim nitratom (AgNO,) na-
stane v vzorcu oranzna oborina. Glede na koli¢ino porabljenega srebrovega
nitrata po formuli izracunamo koncentracijo kloridov in natrijevega klorida
Vv Vzorcu.



PROTOKOL STEVILKA 16: DOLOCANJE KLORIDOV V KRMI S TITRIMETRICNO METODO
V merilno bucko (250 mL) natehtamo 5,0 g vzorca.
Dodamo do polovice destilirane vode.
PremesSamo, pustimo stati 30 do 60 minut.
Dopolnimo z destilirano vodo do oznake.
Filtriramo v bucko (100 mL).
Odpipetiramo 50 mL filtrata v erlenmajerjevo steklenico.
Dodamo 5 kapljic K,CrO, (raztopina se obarva rumeno).

Titriramo z 0,1 M AgNO,.

} Kloridi (%)=AgNO; (mi)xf,

} NaCl(%)=AgNOs(mi)xf,

f,= 0,355 (v faktorju so upoStevane zatehta vzorca, molske mase, razredcitve, koncentracija AgNO, in
pretvorniki med enotami)
f,= 0,585 (v faktorju so upoStevane zatehta vzorca, molske mase, razredcitve, koncentracija AgNO, in

pretvorniki med enotami)
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1T NADZOR KAKOVOST
REZULTATQOV
LABORATORIJSKIH ANALIZ

Za opravljanje preiskav za uradni nadzor mora biti laboratorij akreditiran
v skladu s standardom ISO/IEC 17025 (SploSne zahteve za usposobljenost
preskusevalnih in kalibracijskinh laboratorijev), s Cimer zagotavlja kakovostne
in primerljive rezultate analiz. V skladu z zahtevami standarda morajo biti
vsi postopki v laboratoriju (na primer sprejem in priprava vzorcev, ana-
lizni postopki, prikaz rezultatov analiz, kalibracije in preverjanje apara-
tur, usposabljanje izvajalcev analiz ...) opisani in dokumentirani. Analizni
postopki morajo biti pred uporabo validirani. Z validacijo dokazemo, da je
postopek glede na svoje znacilnosti (merilno obmocje merjenja, pravilnost,
natancnost, meja zaznavnosti, meja vrednotenja) primeren za predvideno
uporabo (za doloCeno vrsto vzorca). Privalidaciji preverjamo parametre kot
so linearnost, izkoristek, ponovljivost in znotraj laboratorijska obnovljivost
postopka, meja zaznavnosti in meja vrednotenja oziroma meja odlocitve
(decision limit, CCa), sposobnost zaznavanja (detection capability, CCP) ter
robustnost analiznega postopka.

Za nadzor analiznega postopka uporabljamo:
analizo t.i. slepih vzorcev (vzorci brez iskanega analita),
ponavljajoca testiranja,

analizo kontrolnega vzorca (vzorec z znano koncentracijo iskanega
analita),

analizo certificiranih referen¢nih materialov (materiali z znano sestavo),
kontrolne karte ter
sodelovanje v medlaboratorijskih primerjavah (analiza enakega vzorca v

dveh alivec razlicnih laboratorijin. Na ta nacin preverjamo usposobljienost
laboratorijev).
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