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Evropska predmluva

Tento dokument (EN 17683:2023) vypracovala technicka komise CEN/TC 327 Krmiva - Metody
odbéru vzorki a analyzy, jejiz sekretariat zajistuje NEN.

Této evropské normé je nutno nejpozdéji do zari 2023 udélit status ndrodni normy, a to bud vydanim
identického textu, nebo schvalenim k primému pouzivani, a narodni normy, které jsou s ni v rozporu,
je nutno zrusit nejpozdéji do zari 2023.

Upozornuje se na moznost, ze nékteré prvky tohoto dokumentu mohou byt predmétem patentovych
prav. CEN nelze Cinit odpovédnym za identifikaci jakéhokoliv nebo vSech patentovych prav.

Tento dokument byl vypracovan na zékladé normaliza¢niho pozadavku udéleného CEN Evropskou
komisi
a Evropskym sdruzenim volného obchodu.

Jakdkoli zpétnda vazba a otdzky tykajici se tohoto dokumentu maji byt adresovany narodnimu
normaliza¢nimu organu uzivatele. Uplny seznam téchto organt lze nalézt na webovych strankéch
CEN.

Podle vnitinich predpisut CEN-CENELEC jsou tuto evropskou normu povinny zavést narodni
normaliza¢ni organizace nésledujicich zemi: Belgie, Bulharska, Ceské republiky, Dénska, Estonska,
Finska, Francie, Chorvatska, Irska, Islandu, Italie, Kypru, Litvy, LotySska, Lucemburska, Madarska,
Malty, Némecka, Nizozemska, Norska, Polska, Portugalska, Rakouska, Republiky Severni
Makedonie, Rumunska, Recka, Slovenska, Slovinska, Spojeného kralovstvi, Srbska, Spanélska,
Svédska, Svycarska a Turecka.



Uvod

Pyrrolizidinové alkaloidy (PA) jsou sekundarni metabolity kvetoucich rostlin. Poziti vysSich davek
vede k akutnimu poskozeni jater. Pri studiich na zviratech bylo prokazano, ze nékteré PA jsou
genotoxické karcinogeny. Proto jsou PA v potravinach a krmivech nezadoucimi latkami [1], [2].
Otravy u zvirat byly dolozeny v pripadech pripsanych rodim Heliotropium, Trichodesma, Senecio

a Crotalaria. Pasouci se zvirata se obvykle rostlindm obsahujicim PA vyhybaji. AvSak jsou-li plevelné
rostliny vyuzity pro produkci sena, sildze nebo jinych krmnych surovin rostlinného puvodu, zvirata jiz
nemaji moznost se jim pri krmeni vyhnout, protoze toxiny preckaji skladovani a jsou zcela
promichany s krmivem. Proto je potrebna analytickda metoda pro kontrolu irovni PA v krmivech [1],
[2]. Tento dokument popisuje metody vzorkovani a analyzy pro stanoveni pyrrolizidinovych alkaloidi
v krmivech

pomoci LC-MS/MS.

Metoda byla uspésné validovana ve spole¢né zkousce pro matrice kompletni krmivo pro koné,
doplnkové krmivo pro koné, doplnkové krmivo pro hlodavce, seno, vojtésku a travni silaz. Validace
byla provedena pro PA a rozsahy koncentraci popsané v kapitole 1. Ukazalo se, ze izomerni pary PA
senecivernin a senecionin, stejné jako senecivernin-N-oxid a senecionin-N-oxid nelze stanovit
jednotlivé z divodu nedostate¢né chromatografické separace. Soucty jednotlivych PA izomernich
part vSak byly kvantifikovany s dostate¢nou reprodukovatelnosti. Je tfeba vzit v ivahu koeluci
dal$ich izomerQ PA, které nejsou zahrnuty do rozsahu metody. Seznam potencialné koelutujicich
izomeru je uveden v narizeni Komise (EU) ¢. 2020/2040 [3].

Ackoli je kalibracni rozsah protokolu metody specifikovan od 10 pg/kg do 300 pg/kg, vysledky
spolecné studie ukazaly, ze redéni extraktl vzorku extrakty slepych vzorkl umoznuje kvantifikaci
koncentraci presahujicich

kalibracni rozsah. Uspokojivé reprodukovatelnosti bylo dosazeno pri kvantifikaci az do 1 428 pg/kg pro
jednotlivé PA a az do 887 pg/kg pro sumu izomernich péra.

UPOZORNENTI - Pouzivani tohoto protokolu miiZe byt spojeno s pouzivdnim nebezpeénych materiald,
pracovnich postupl a zarizeni. Tento protokol adresné neupozornuje na vsechny bezpecnostni
problémy spojené s jeho pouzitim. Je odpovédnosti uzivatele tohoto protokolu, aby pred pouzitim
stanovil vhodné zdravotni a bezpecnostni postupy a urcil jejich kompatibilitu s regulatornimi
omezenimi.



1 Predmet normy

Tento dokument specifikuje metodu pro kvantitativni stanoveni pyrrolizidinovych alkaloidl (PA)

v koncentracénich rozsazich uvedenych v tabulce 1 v kompletnich, dopliikovych a objemnych
krmivech pomoci kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) po
precisténi extrakci na pevné fazi (SPE).

Tabulka 1 - Shrnuti koncentra¢nich rozsahu pro PA zkouSené ve spole¢né zkouSce

ZkousSeny pyrrolizidinovy alkaloid (PA) Zkratka Zkouseny koncentracni
rozsah® (ng/kg)
Od Do
Echimidin Em 20 435
Echimidin-N-oxid EmN 5 30
Erucifolin Er 20 245
Erucifolin-N-oxid ErN 20 370
Europin Eu 15 330
Europin-N-oxid EuN 25 285
Heliotrin Hn 25 280
Heliotrin-N-oxid HnN 25 245
Jacobin Jb 20 230
Jacobin-N-oxid JbN 20 215
Lasiokarpin Lc 20 350
Lasiokarpin-N-oxid LcN 5 250
Intermedin Im 25 560
Intermedin-N-oxid ImN 5 395
Lykopsamin La 25 500
Lykopsamin-N-oxid LaN 20 280
Monokrotalin Mc 20 360
Monokrotalin-N-oxid McN 20 365
Retrorsin Re 250 375
Retrorsin-N-oxid ReN 5 285
Senecionin® Sc 25 205
Senecionin-N-oxidb ScN > 300
. . b Sv 20 205
Senecivernin
Senecivernin-N-oxidb SvN > 165
Senkirkin Sk 20 275
Senecifylin Sp 25 225
Senecifylin-N-oxid SpN 5 225
Trichodesmin Td 5 250
Intermedin + Lykopsamin Im + La 50 890
Intermedin-N-oxid + Lykopsamin-N-oxid ImN + LaN 5 645
Senecivernin + Senecionin Sv + Sc 30 280
Senecivernin-N-oxid + Senecionin-N-ide SvN + ScN 10 380

a

Zaokrouhleno

Jednotlivé PA izomernich part Sv + Sc a SvN + ScN nebyly vyhodnoceny statisticky kvuli
nedostatecné chromato-

grafické separaci.

b



POZNAMKA 1 Druhé metoda byla sou¢asti hlavni spoleéné zkousky pro validaci metody. U této
metody se PA-N-oxidy redukuji pridanim praskového zinku do extraktu krmné suroviny. Nasledujici
kroky odpovidaji prvni a hlavni metodé. Kvantitativni vysledky pro kazdy PA s vyjimkou
otonecinového typu PA senkirkinu predstavuji soucet volné baze PA a jejiho odpovidajiciho N-oxidu.

POZNAMKA 2 Vzhledem k nedostate¢nému poctu dat pro nékteré kombinace analytu a matrice
nebylo statistické hodnoceni pro standardizaci platné. Ziskana data naznacila pouzitelnost metod ve
zkuSenych laboratorich s odpovidajicimi opatrenimi pro zajiSténi kvality. Proto je popis této metody
zarazen jako informativni ptiloha (priloha D).

Konec nahledu - text dale pokracuje v placené verzi CSN.



