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ROZPORZ~DZENIE MINISTRA ROLNICTWA I ROZWOJU WSI')

z dnia 6 marca 2006 r.

w sprawie metodyki postepowanla analitycznego w zakresie okreslania zawartosci skladnik6w pokarmowych
i dodatk6w paszowych w materialach paszowych, premiksach, mieszankach paszowych i paszach leczniczvch2)

Na podstawie art. 44 ust. 10 pkt 2 ustawy z dnia
23 sierpnia 2001 r. 0 srodkach iywienia zwierzqt

(Oz. U. z 2005 r. Nr 255, poz, 2143) zarzadza sie, co na­
stepuje:

1) Minister Rolnictwa i Rozwoju Wsi kieruje dziafem administracji rzqdowej - rolnictwo, na podstawie § 1 ust, 2 pkt 1 roz­
porzqdzenia Prezesa Rady Ministr6w z dnia 31 paidziernika 2005 r. w sprawie szczeg6towego zakresu dziafania Ministra
Rolnictwa i Rozwoju Wsi (Oz. U. Nr 220, poz. 1892).

2) Przepisy niniejszego rozporzadzenia wdraiajq postanowienia:
1) dyrektywy Komisji 71/250/EWG z dnia 15 czerwca 1971 r. ustanawiajqcej wsp61notowe metody analizy do cel6w urzedo­

wej kontroli pasz (Oz. Urz. WE L 155 z 12.07.1971, str. 13; Oz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, 1. 1, str. 237);
2) dyrektywy Komisji 71/393/EWG z dnia 181istopada 1971 r. ustanawiajqcej wsp61notowe metody analizy do cel6w urze­

dowej kontroli pasz (Oz. Urz. WE L 279 z 20.12.1971, str. 7; Oz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 1, str. 277);
3) dyrektywy Komisji 72/199/EWG z dnia 27 kwietnia 1972 r, ustanawiajqcej wsp61notowe metody analizy do cel6w urze­

dowej kontroli pasz (Oz. Urz. WE L 123 z 29.05.1972, str. 6; Oz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 1, str. 306).
4) dyrektywy Komisji 73/46/EWG z dnia 5 grudnia 1972 r. ustanawiajqcej wsp61notowe metody analizy do cel6w urzedo­

wej kontroli pasz (Oz. Urz. WE L 83 z 30.03.1973, str. 21; Oz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 2, str. 12);
5) dyrektywy Komisji 76/372/EWG z dnia 1 marca 1976 r. ustenawiajace] wsp61notowe metody analizy do cel6w urzedo­

wej kontroli pasz (Oz. Urz. WE L 102 z 15.04.1976, str. 8; Oz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 3, str. 28);
6) dyrektywy Komisji 78/633/EWG z dnia 15 czerwca 1978 r. ustanawiajqcej wsp61notowe metody analizy do cel6w urze­

dowej kontroli pasz (Oz. Urz. WE L 206 z 29.07.1978, str. 43; Oz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 3,
str.250);

7) dyrektywy Komisji 81n15/EWG z dnia 31 lipca 1981 r. ustanawiajqcej wsp61notowe metody analizy do cel6w urzedo­
wej kontroli pasz (Oz. Urz. WE L 257 z 10.09.1981, str. 38; Oz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 5, str. 76);

8) dyrektywy Komisji 84/425/EWG z dnia 25 lipca 1984 r. ustanawiajqcej wsp61notowe metody analizy do cel6w urzedo­
wej kontroli pasz (Oz. Urz. WE L 238 z 6.09.1984, str. 34; Oz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 6, str. 111);

9) dyrektywy Komisji 93nO/EWG z dnia 28 lipca 1993 r. ustanawiajqcej wsp61notowe metody analizy do cel6w urzedo­
wej kontroli pasz (Oz. Urz. WE L 234 z 17.09.1993, str. 17; Oz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 15, str. 67);

10) dyrektywy Komisji 93/117/WE z dnia 17 grudnia 1993 r. ustanawiajqcej wsp61notowe metody analizy do cel6w urze­
dowej kontroli pasz (Oz. Urz. WE L 329 z 30.12.1993, str. 54; Oz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 15,
str.254);

11) dyrektywy Komisji 98/64/WE z dnia 3 wrzesnia 1998 r. ustanawiajqcej wsp61notowe metody analiz do oznaczenia ami­
nokwas6w, surowych olej6w i tfuszcz6w oraz olaquindoksu w paszach i zmieniajqcej dyrektYWlil71/393/EWG (Oz. Urz.
WE L 257 z 19.09.1998, str. 14; Oz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 23, str. 433);
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§ 1. Ustala sie rnetodvke postepowania analitycz­
nego w zakresie okreslania zawartosci sktadnik6w po­
karmowych i dodatk6w paszowych w materiatach pa­
szowych, premiksach, mieszankach paszowych i pa­
szach leczniczyeh, stanowiaca zatacznik do rozporza­
dzenia.

§ 2. Traei moe rozporzqdzenie Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi z dnia 2 grudnia 2004 r. w sprawie me­
todyki postepowania analitycznego w zakresie okre-

slania zawartosci sktadnik6w pokarmowyeh i dodat­
k6w paszowych w materiatach paszowych, premik­
sach, mieszankach paszowych i paszach leczniezych
(Dz. U. Nr 271, poz. 2688).

§ 3. Rozporzqdzenie wchodzi w iycie po uptywie
14 dni od dnia ogtoszenia.

Minister Rolnictwa i Rozwoju Wsi: K. Jurgiel

12) dyrektywy Komisji 1999/27NVE z dnia 20 kwietnia 1999 r. ustanawiajqcej wsp61notowe metody analiz dotyczqcych
oznaczania amprolium, diklazurilu i karbadoksu w paszach oraz zmieniajqcej dyrektywy 71/250/EWG, 73/46/EWG
i uchylajl:lcej dyrelctyw~ 74/203/EWG (Oz. Urz. WE L 118 z 6.05.1999, str. 36; Oz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne,
rozdz. 3, t. 25, str. 235);

13) dyrektywy Komisji 1999/76NVE z dnia 23 lipca 1999 r. ustanawiajace] wsp61notowq rnetode analizy w celu oznaczania
lasalocidu-soli sodowej w paszach (Oz. Urz. WE L 207 z 6.08.1999, str. 13; Oz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne,
rozdz, 3, t. 26, str. 250);

14) dyrektywy Komisji 2000/45NVE z dnia 6 lipca 2000 r. ustanawiajqcej wsp61notowe metody analizy do cel6w oznacza­
nia witaminy A, witaminy E i tryptofanu w paszach (Oz. Urz. WE L 174 z 13.07.2000, str. 32; Oz. Urz. UE Polskie wyda­
nie specjalne, rozdz. 3, t, 30, str. 12);

15) dyrektywy Komisji 2002/70NVE z dnia 26 lipca 2002 r. ustanawiajqcej wymagania dotvczace oznaczania poziom6w
dioksyn i dioksynopodobnych PCB w paszach (Oz. Urz. WE L 209 z 6.08.2002, str. 15; Oz. Urz. UE Polskie wydanie spe­
cjalne, rozdz. 3, t. 36, str. 430);

16) dyrektywy Komisji 2003/126NVE z dnia 23 grudnia 2003 r. w sprawie analitycznej metody okreslania sktadnik6w po­
chodzenia zwierzeceqo do cel6w urzedowe] kontroli pasz (Oz. Urz. UE L 339 z 24.12.2003, str. 78).

Oane dotvczace ogtoszenia dyrektyw dotvcza ich ogtoszenia w Polskim wydaniu specjalnym Oziennika Urzedoweqo Unii
Europejskiej.
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ROZDZIAL 1

Poz. 389

POSTANOWIENIA OGOLNE DOTYCZL\CE METODYKI POSTF;POWANIA ANALITYCZNEGO
W ZAKRESIE OKRESLANIA ZAWARTOSCI SKLADNIKOW POKARMOWYCH I DODATKOW

PASZOWYCH W MATERIALACH PASZOWYCH, PREMIKSACH, MIESZANKACH PASZOWYCH
I PASZACH LECZNICZYCH

1.1. PRZYGOTOWANIE PROBEK DO BADAN

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
W rozdziale opisano tryb postepowania przy przygotowaniu probki do badari ze sredniej probki laboratoryjnej przesylanej do
laboratorium upowaznionego do prowadzenia badari w ramach kontroli urzedowej zgodnie z przepisami rozporzadzenia
Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 17 czerwca 2004 r. w sprawie szczegolowych warunk6w i sposobu pobierania
pr6bek srodkow zywienia zwierzat i pasz leczniczych do badari oraz postepowania z pobranymi probkami w ramach kontroli
urzedowej (Dz. U. Nr 158, poz. 1654). Probke do badari przygotowuje sie tak, aby odwazonc ilosci, zgodnie z metodyka
postepowania analitycznego, byly jednorodne i reprezentatywne w odniesieniu do sredniej pr6bki laboratoryjnej.
2. ZALECANE SRODKI OSTROZNOSCI
Wszystkie konieczne czynnosci powinny bye wykonywane w taki spos6b, aby zapobiec zanieczyszczeniu i zmianie skladu
probki do badan. Rozdrabnianie, mieszanie, przesiewanie powinno bye wykonywane mozliwie szybko, przy ograniczonym
dostepie powietrza i swiatla do pr6bki do badari, Mlynki i rozdrabniacze powodujace nagrzewanie pr6bki do badari podczas
pracy nie powinny bye stosowane. W przypadku srodkow zywienia zwierzat szczeg61nie wrazliwych na cieplo zaleca sie
reczne rozdrabnianie. Ponadto zastosowany sprzet nie powinien stanowic zrodla zanieczyszczenia srodka zywienia zwierzat
mikroelementami. W przypadku gdy przygotowanie pr6bki do badari nie moze bye przeprowadzone bez znacznych zmian
poziomu wilgotnosci sredniej probki laboratoryjnej, oznaczyc poziom jej wilgotnosci przed i po przygotowaniu pr6bki do
badari zgodnie z metoda oznaczania wilgotnosci,
3. SPOSOB POST~POWANIA
Srednia probka laboratoryjna jest dokladnie mieszana mechanicznie albo recznie, a nastepnie dzielona na dwie rowne czesci
i jezeli jest to wymagane, stosuje sie metode dzielenia na cwiartki, Jedna z uzyskanych czesci srcdniej probki laboratoryjnej
umiescic w odpowiednim, czystym i suchym pojemniku, wyposazonyrn w hermetyczny korek, a pozostala lub
reprezentatywna cz«se sredniej pr6bki laboratoryjnej 0 masie co najmniej 100 g przygotowac w spos6b opisany ponizej.
3.1. Pasze, kt6re rnoga bye zmielone.
W przypadku gdy w metodyce postepowania analitycznego nie ustalono inaczej, po zmieleniu, jezeli to konieczne, cala
probke przesiac przez sito 0 oczkach w ksztalcie kwadratu i boku wielkosci 1 mm, zgodnie z zaleceniem ISO R565. Unikac
nadmiemego rozdrobnienia. Przesiana probke zamieszac i umiescic w odpowiednim, czystym i suchym pojemniku
wyposazonym w hermetyczny korek. Bezposrednio przed odwazeniem probki do badari zamieszac powt6mie.
3.2. Pasze, kt6re moga bye zmielone po wysuszeniu.
W przypadku gdy w metodyce postepowania analitycznego nie ustalono inaczej, wysuszyc probke w celu obnizenia
poziomu wilgotnosci od 8 do 12 %, zgodnie ze wstepna procedura suszenia opisana w metodyce oznaczania wilgotnosci.
Nastepnie postepowac w sposob okreslony w ust. 3.1.
3.3. Pasze plynne lub p6lplynne.
Probke umiescic w odpowiednim, czystym i suchym pojemniku wyposazonym w hermetyczny korek. Bezposrcdnio przed
odwazeniem probki do badari dokladnie zamieszac.
3.4. Innc pasze.
Probki, kt6re nie moga bye przygotowane w jeden z wyzej opisanych sposobow, powinny bye przygotowane w spos6b, ktory
zapewni, ze odwazone ilosci wymagane do metodyki postepowania analitycznego sa jednorodne i reprezentatywne dla
sredniej pr6bki laboratoryjnej.
4. PRZECHOWYWANIE PROBEK DO BADAN
Pr6bki przechowuje sie w temperaturze, ktora nie spowoduje zmiany ich skladu. Probki przeznaczone do badania witamin
lub substancji, kt6re sa szczegolnie wrazliwe na swiatlo, przechowuje sie w brazowych szklanych pojemnikach.

1.2. WYTYCZNE DOTYCZJ\CE ODCZYNNIKOW I APARATURY UZYWANEJ W METODYCE
POST~POWANIA ANALITYCZNEGO

1.2.1. Jezeli nie zaznaczono inaczej w metodyce postepowania analitycznego, wszystkie stosowane odczynniki powinny
posiadac stopieri czystosci do analizy. W przypadku oznaczania mikroelement6w czystosc odczynnik6w sprawdza sie przez
wykonywanie slepej proby. Zaleznie od uzyskanych wynik6w, dalsze oczyszczanie odczynnik6w moze bye konieczne.
1.2.2. W przypadku gdy w metodyce postepowania analitycznego nie podano konkretnego rozpuszczalnika lub
rozciericzalnika, w przypadku czynnosci wymagajacych przygotowania roztwor6w, rozciericzania, splukiwania lub
przemywania stosowac wode. lako podstawowa przyjac zasade, ze pow inna bye stosowana woda destylowana lub
demineralizowana. W szczeg61nych przypadkach, wymienianych w metodach oznaczania, moga bye zalecone specjalne
sposoby oczyszczania wody.
1.2.3. Oprocz aparatury i sprzetu wymienionego w metodyce postepowania analitycznego stosowac aparature i sprzet
powszechnic stosowane w laboratorium, poniewaz w metodyce postepowania analitycznego wymienione zostaly tylko ta
aparatura i sprzet, ktore wymagaja szczegolnego zastosowania. Wszystkie urzadzenia powinny bye czyste, zwlaszcza wtedy,
gdy sa oznaczane bardzo male ilosci substancji.
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1.3. STOSOWANIE METODYKI POSTF;POWANIA ANALITYCZNEGO I WYRAZANIE WYNIKOW

1.3.1. Jedna metoda oznaczania jest zalecana do analizy zawartosci kazdej substancji w srodku zywienia zwierzat, Jezeli
moga bye zastosowane inne metody oznaczania tej samej substancji, metoda, przy uzyciu kt6rej wykonywano oznaczenie,
powinna bye wymieniona w sprawozdaniu z badari.
1.3.2. Wynik podany w sprawozdaniu z badari powinien stanowic srednia wartosc z co najmniej dwoch oznaczeri
wykonanych z oddzielnych czesci tej samej probki do badari i powinien charakteryzowac sie zadowalajaca powtarzalnoscia,
Wynik powinien bye wyrazony w sposob podany w metodyce postepowania analitycznego, zawierac odpowiednia liczbe cyfr
znaczacych i - jezeli to konieczne - powinien bye skorygowany do wilgotnosci sredniej pr6bki laboratoryjnej przed
przygotowaniem.
1.3.3. W przypadku substancji niepozadanych, 0 kt6rych mowa w rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia
28 czerwca 2004 r. w sprawie dopuszczalnych zawartosci substancji niepozadanych w paszach (Dz. D. Nr 162, poz. 1704
oraz z 2005 r. Nr 151, poz. 1267), w tym dioksyn i dioksynopodobnych polichlorowanych bifenyli (PCB), uznaje sie, ze
produkt przeznaczony do zywienia zwierzat jest niezgodny pod wzgledem ustalonej zawartosci maksymalnej, w przypadku
gdy wynik analizy wskazuje na przekroezenie zawartosci maksymalnej z uwzglednienicm rozszerzonej niepewnosci pomiaru
i poprawki na stopieri odzysku. Badane stezenie po uwzglednieniu poprawki i odjeciu rozszerzonej niepewnosci pomiaru
stanowi podstawe oeeny zgodnosci. Ma to zastosowanie jedynie w przypadkach, gdy stosowana metoda analizy pozwala na
ustalenie wartosci niepewnosci pomiaru i stopnia odzysku i dlatego nie jest to mozliwe miedzy innymi w przypadku analizy
mikroskopowej.
Wynik analizy przedstawia sie, jezeli stosowana metoda analizy pozwala na ustalenie wartosci niepewnosci pomiaru i stopnia
odzysku w sposob nastepujacy:
I) jako skorygowany lub nieskorygowany na stopieri odzysku, powinien bye wskazany sposob przedstawienia sprawozdania

oraz stopieri odzysku;
2) jako x ± D, gdzie x oznacza wynik analizy, a D rozszerzona niepewnosc pomiaru, stosujac wsp6lczynnik rozszerzenia

k=2, ktory daje wynik w przedziale ufnosci 95 %.

ROZDZIAI:, 2

BADANIE PODSTAWOWYCH SKI:.ADNIKOW POKARMOWYCH

2.1. OZNACZANIE BIAI:.KA SUROWEGO METODA KJELDAHLA

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci bialka surowego w paszach na podstawie zawartosci azotu oznaezonego metoda
Kjeldahla.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Pr6bka jest mineralizowana kwasem siarkowym w obecnosci katalizatora. Kwasny roztw6r jest alkalizowany przy uzyciu
wodorotlenku sodu. Amoniak oddestylowany z zasadowego roztworu jest zbierany w znanej ilosci roztworu kwasu
siarkowego, ktorego nadmiar jest nastepnie miareczkowany roztworem wodorotlenku sodu.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Siarczan potasu.
3.2. Katalizator: tlenek miedzi(II) CuO lub siarczan miedzi(II) CuS04 . 5HP pentahydrat.
3.3. Granulowany cynk.
3.4. Kwas siarkowy, P20 = 1,84 glm\.
3.5. Kwas siarkowy c(1/2 H2S04) = 0,5 mol/I.
3.6. Kwas siarkowy c(l/2 H2S04) = 0,1 moi/i.
3.7. Czerwien metylowa, wskaznik:

rozpuscic 300 mg czerwieni metylowej w 100 ml etanolu, 0' = 95 - 96 % (VN).
3.8. Wodorotlenek sodu (moze bye techniczny), roztwor 0 stezeniu 40 g w 100 ml (mN: 40 %).
3.9. Wodorotlenek sodu, roztwor 0 stezeniu c = 0,25 mol/l.
3.10. Wodorotlenek sodu, roztwor 0 stezeniu c = 0,1 mol/I.
3.11. Granulowany pumeks, przemyty kwasem chlorowodorowym i wyprazony.
3.12. Acetanilid (temperatura topnienia = 114°C, N = 10,36 %).
3.13. Sacharoza niezawierajaca azotu,
4. APARATURA I SPRZ~T
Aparatura i sprzet odpowiedni do przeprowadzenia mineralizacji, destylacji i miareczkowania wedlug metody Kjeldahla.
5. SPOSOB POST~POWANIA
5.1. Mineralizacja.
Odwazyc, z dokladnoscia do 0,001 g, Ig pr6bki i przeniesc do kolby aparatu do mineralizacji. Dodac IS g siarczanu potasu,
o kt6rym mowa w ust. 3.1, odpowiednia ilosc katalizatora, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, czyli od 0,3 do 0,4 g tlenku miedzi(II)
lub od 0,9 do 1,2 g pentahydratu siarczanu miedzi(II), 25 ml kwasu siarkowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4, kilka granul
pumeksu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.11, i zamieszac. Poczatkowo ogrzewac kolbe ostroznie, w razie koniecznosci mieszajac
od czasu do czasu, az do zweglenia substancji organicznej i zaniku piany; nastepnie zwiekszyc intensywnosc ogrzewania az
do trwalego wrzenia roztworu. Ogrzewanie jest wlasciwe, jezeli wrzacy kwas kondensuje sie na sciankach kolby. Zapobiegac
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miejscowemu przegrzewaniu silt materialu i przylepianiu czastek organicznych do tych miejsc. Od chwili, gdy roztwor stanie
silt klarowny i przyjmie jasnozielona barwe, kontynuowac ogrzewanie przez 2 godziny, a nastepnie pozostawic do
schlodzenia.
5.2. Destylacja.
Ostroznie dodac do kolby ilosc wody wystarczajaca do calkowitego rozpuszczenia siarczanow, Pozostawic do schlodzenia,
a nastepnie dodac kilka granulek cynku, 0 ktorych mowa w ust. 3.3. Umiescic w odbieralniku aparatu destylacyjnego
odmierzone 25 ml kwasu siarkowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.5 lub w ust. 3.6, zaleznie od przewidywanej zawartosci azotu.
Dodac kilka kropli wskaznika czerwieni metylowej, 0 ktorym mowa w ust. 3.7. Podlaczyc kolbe mineralizacyjna do
chlodnicy aparatu do destylacji i zanurzyc koniec chlodnicy w cieczy znajdujacej silt w kolbie odbieralnika na glebokosc co
najmniej I ern. Przy wykonywaniu tej czynnosci uwzglednic ust. 8.3. Ostroznie wlac 100 ml roztworu wodorotlenku sodu,
o ktorym mowa w ust. 3.8, do kolby mineralizacyjnej, nie dopuszczajac do strat amoniaku. Przy wykonywaniu tej czynnosci
uwzglednic ust. 8.1. Ogrzewac kolbe az do calkowitego oddestylowania amoniaku.
5.3. Miareczkowanie.
Odmiareczkowac nadmiar kwasu siarkowego w kolbie odbieralnika roztworem wodorotlenku sodu, 0 ktorym mowa
w ust. 3.9 lub w ust. 3.10, w zaleznosci od stezenia zastosowanego kwasu siarkowego, do uzyskania punktu koricowego,
5.4. Slepa proba,
W celu potwierdzenia, ze zastosowane odczynniki nie zawieraja azotu, przeprowadzic slepa probe, w ktorej sklad wchodza
mineralizacja, destylacja i miareczkowanie, stosujac I g sacharozy, 0 ktorej mowa w ust. 3.13, zamiast probki.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Zawartosc bialka surowego obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:

(Va - Va x c x 0,014 x 100 x 6,25
ill

gdzie:
Va - objetosc w ml wodorotlenku sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.9 lub w ust. 3.10, zuzytego do slepej proby,
VI - objetosc w ml wodorotlenku sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.9 lub w ust. 3.10, zuzytego do miareczkowania pr6bki,
c - stezenie w molll roztworu wodorotlenku sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.91ub w ust. 3.10,
m - mas a w g probki,
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Powtarzalnosc.
Roznica pomiedzy wynikami dw6ch r6wnoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac:
- 0,2 % wartosci bezwzglednej dla zawartosci bialka surowego ponizej 20 %,
- 1,0 % najwyzszego wyniku dla zawartosci bialka surowego od 20 % do 40 %,
- 0,4 % wartosci bezwzglednej dla zawartosci bialka surowego powyzej 40 %.
7.2. Dokladnosc.
Przeprowadzic analize, w ktorej sklad wchodza mineralizacja, destylacja i miareczkowanie, stosujac od 1,5 do 2,0 g
acetanilidu, 0 ktorym mowa w ust. 3.12, w obecnosci I g sacharozy, 0 ktorej mowa w ust. 3.13; I g acetanilidu zuzywa
14,80 ml kwasu siarkowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.5. Stopien odzysku powinien wynosic co najmniej 99 %.
8. OBJASNIENIA
8.1. Do oznaczania mozna stosowac prosty sprzet laboratoryjny, urzadzenia polautomatyczne lub calkowicie zautoma­
tyzowane. W przypadku koniecznosci przeniesienia zastosowanego urzadzenia pomiedzy etapami mineralizacji
i destylacji czynnosc ta powinna bye wykonana bez jakichkolwiek strat reagentow. Jezeli kolba aparatu destylacyjnego nie
jest wyposazona we wkraplacz, dodac wodorotlenek sodu natychmiast przed podlaczeniem kolby do chlodnicy, pozwalajac,
aby ciecz splywala powoli po sciankach.
8.2. Jezeli roztwor przechodzi w postac stala, ponownie przeprowadzic oznaczanie, stosujac wieksze ilosci kwasu
siarkowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.4, niz podano wyzej.
8.3. W przypadku analizy produktow 0 niskiej zawartosci azotu objetosc kwasu siarkowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.6, ktora
rna zostac dodana do kolby odbieralnika, moze, w miare potrzeby, bye zmniejszona do 10 lub 15 ml i uzupelniona woda do
objetosci 25 ml.

2.2. OZNACZANIE SUROWYCH BIAI,EK ROZPUSZCZONYCH PEPSYNJ\
I KWASEM CHLOROWODOROWYM

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania frakcji surowych bialek rozpuszczonych, w okreslonych warunkach, pepsynll kwasem
chlorowodorowym. Metode stosuje silt do analizowania wszystkich pasz.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Probke ogrzewa silt przez 48 godzin w temperaturze 40 °C w roztworze chlorowodorku pepsyny. Zawiesine filtruje silt,
a nastepnie oznacza zawartosc azotu w filtracie, zgodnie z metoda oznaczania bialka surowego metoda Kjeldahla.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Kwas chlorowodorowy, d = 1,125.
3.2. Kwas chlorowodorowy 0,075 N.
3.3. Pepsyna 0 aktywnosci 2,0 jednostek na mg (Vlmg). Aktywnosc pepsyny zostala okreslona w metodzie opisanej
w rozdziale 2 w czesci 2.2.1. i powinna bye okreslona zgodnie z til metoda.
3.4. Okolo 0,2 % (mIV) swiezo przygotowanego roztworu pepsyny w kwasie chlorowodorowym, 0 ktorym mowa w ust. 3.2,
o aktywnosci 400 jednostek na litr (VII).
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3.5. Emulsja zapobiegajaca spienieniu, proponuje sie zastosowac silikon.
3.6. Wszystkie odczynniki i roztwory okreslone w metodzie oznaczania bialka surowego metoda Kjeldahla, opisanej
w rozdziale 2 w czesci 2.1 w ust. 3.
4. APARATURA I SPRZJ<;T
4.1. Lamia wodna lub inkubator nastawiona na 40°C ± 1°C.
4.2. Kolba Kjeldahla.
4.3. Zestaw do destylacji.
5. SPOSOB POSTJ<;POWANIA
5. I. Przygotowanie roztworu.
Przy przygotowaniu roztworu uwzglednic ust. 8.2.
Odwazyc, z dokladnoscia do 1 mg, 2 g pr6bki i umiescic w kolbie miarowej 0 pojemnosci 500 m!. Dodac 450 ml roztworu
pepsyny, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4, uprzednio podgrzanego do 40°C, i zawartosc wstrzasnac, aby uniknac zbrylenia.
Sprawdzic, czy pH zawiesiny jest mniejsze niz I, 7. Kolbe umiescic w lazni wodnej lub w inkubatorze, 0 kt6rym mowa
w ust. 4.1, i pozostawic na 48 godzin. Wstrzasnac po 8 godzinach, 24 godzinach i 32 godzinach.
Po uplywie 48 godzin dodac 15 ml kwasu chlorowodorowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, i ostudzic do 20°C. Uzupelnic
woda do pelnej objetosci kolby i przefiltrowac.
5.2. Mineralizacja.
Odmierzyc 250 ml filtratu i umiescic w kolbie Kjeldahla. Dodac 15 g siarczanu potasu, odpowiednia ilosc katalizatora ­
0,3 do 0,4 g tlenku miedzi(II) lub 0,9 do 1,2 g pentahydratu siarczanu miedzi(II), 25 ml kwasu siarkowego - P20 = 1,84 g/ml,
kilka granul pumeksu przemytego kwasem chlorowodorowym i wyprazonego, Zamieszac je i doprowadzic do wrzenia. Jczeli
pojawi sie piana, dodac kilka kropli emulsji zapobiegajacej spienieniu. Kontynuowac wrzenie az do niemal calkowitego
odparowania wody. Ostroznie usunac resztki wody, zmniejszajac intensywnosc grzania. Kiedy roztw6r stanie sie klarowny
i bezbarwny lub jasnozielony, w przypadku uzycia katalizatora miedziowego, kontynuowac ogrzewanie jeszcze przez
godzine, a nastepnie pozostawic do ostygniecia.
5.3. Destylacja i miareczkowanie.
Postepowac wedlug metody oznaczania bialka surowego metoda Kjeldahla, opisanej w rozdziale 2 w czesci 2.1 w ust. 5.2
i 5.3.
5.4. Slepa pr6ba.
Przeprowadzic slepa probe wedlug tego samego sposobu postepowania, lecz bez odwazki analitycznej.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Odjac objetosc kwasu chlorowodorowego uzytego w slepej pr6bie od objetosci zuzytej przez badana probke. I ml kwasu
chlorowodorowego 0,1 N odpowiada 1,4 mg azotu. Pomnozyc ilosc uzyskana dla azotu przez wsp6lczynnik 6,25. Wyniki
przedstawic jako zawartosc procentowa pr6bki.
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Powtarzalnosc,
Roznica pomiedzy wynikami dw6ch r6wnoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej pr6bki nie powinna przekraczac:
- 0,4 wartosci bezwzglednej dla zawartosci surowych bialek rozpuszczonych pepsyna i kwasem chlorowodorowym do 20 %,
- 2,0 % wartosci wzglednej dJa zawartosci surowych bialek rozpuszczonych pepsyna i kwasem chlorowodorowym powyzej

20%do40 %,
- 0,8 wartosci bezwzglednej dla zawartosci surowych bialek rozpuszczonych pepsyna i kwasem chlorowodorowym powyzej

40%.
8. OBJASNIENIA
8.1. Wartosci otrzymane ta metoda nie maja bezposredniego zwiazku z przyswajalnoscia in vivo.
8.2. Produkty 0 zawartosci oleju lub tluszczu przekraczajacej 10 % poddac odtluszczeniu poprzez ekstrakcje przy uzyciu
eteru ropy naftowej w temperaturze wrzenia od 40 do 60°C.

2.2.1. OZNACZANIE AKTYWNOSCI PEPSYNY

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania aktywnosci pepsyny wykorzystywanej w oznaczaniu frakcji surowych bialek rozpuszczonych,
w okreslonych warunkach, pepsyna i kwasem chlorowodorowym.
2. OBJASNIENIA
Jednostka aktywnosci pepsyny to taka ilosc tego enzymu, kt6ra uwalnia w czasie minuty, w warunkach, w jakich jest
przeprowadzana ta metoda, taka ilose grup hydroksyarylowych, kt6ra po zabarwieniu odczynnikiem Folin-Ciocalteu rna
gestosc optyczn~ odpowiadajaca I urnol tyrozyny potraktowanej w ten sam spos6b.
3. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Hemoglobine traktuje sic roztworem pepsyny w kwasie chlorowodorowym. Niezhydrolizowana frakcje bialek straca sie
kwasem trichlorooctowym. Do filtratu dodaje sie wodorotlenk sodu i odczynnik Folin-Ciocalteu. Pomiaru absorbancji tego
roztworu dokonuje sie przy dlugosci fali 750 nm, a odpowiadajaca mu ilose tyrozyny odczytuje sie z krzywej kalibracyjnej.
4. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
Stosowac wylacznie odczynniki 0 znanej czystosci analitycznej i destylowana lub dejonizowana wode lub wode
o rownowaznej czystosci,
4.1. Kwas chlorowodorowy 0,2 N.
4.2. Kwas chlorowodorowy 0,06 N.
4.3. Kwas chlorowodorowy 0,025 N.
4.4. Roztw6r 5 % (m/V) kwasu trichlorooctowego.
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4.5. Roztw6r wodorotlenku sodu 0,5 N.
4.6. Odczynnik Folin-Ciocalteu:
Umiescic 100 g dwuhydratu wolframianu(VI) sodu (Na WO 2H 0), 25g dwuhydratu molibdenianu(VI) sodu

2 4 2

(Na MoO . 2H 0) i 700 ml wody w kolbie okraglodennej ze szlifem 0 pojemnosci 2 litr6w. Dodac 50 ml kwasu
242

ortofosforowego (d = 1,71) i 100 ml stezonego kwasu chlorowodorowego (d = 1,19). Kolbe podlaczyc do chlodnicy
zwrotnej, doprowadzic roztw6r do wrzenia i utrzymywac w stanie wrzenia, delikatnie gotujac przez 10 godzin. Pozostawic
do ostygniecia, odlaczyc chlodnice zwrotna, dodac 175 g dwuhydratu siarczanu(VI) litu (Li SO . 2H 0), 50 ml wody,

2 4 2

I ml bromu. Aby usunac nadmiar bromu, roztw6r gotowac przez 15 minut. Pozostawic do ostygniecia, nastepnie przelac
roztw6r do kolby miarowej 0 pojemnosci I litra. Uzupelnic woda do pelnej objetosci kolby, zamieszac i filtrowac.
Dopuszczalny jest kazdy kolor roztworu, z wyjatkiem zielonkawego. Przed uzyciem jedna objetosc odczynnika rozciericzyc
dwoma objetosciami wody.
4.7. Roztw6r hemoglobiny:
Odwazyc hemoglobine, okolo 2 g substratu bialkowego oznaczonego zgodnie z metoda Ansona, kt6ra odpowiada 354 mg
azotu", a nastepnie umiescic w kolbie 0 pojemnosci 200 ml z dopasowanym szlifem. Dodac kilka ml kwasu
chlorowodorowego, 0 kt6rym mowa w ust. 4.2, polaczyc kolbe z pompa prozniowa i wstrzasac zawartosc az do zupelnego
rozpuszczenia hemoglobiny. Odlaczyc pompe i ciagle wstrzasajac, rozciericzac kwasem chlorowodorowym, 0 kt6rym mowa
w ust. 4.2, do uzyskania objetosci 100 m!. Roztw6r przygotowac bezposrednio przed uzyciem,
4.8. Roztw6r wzorcowy tyrozyny:
W celu uzyskania podstawowego roztworu wzorcowego w kolbie miarowej 0 pojemnosci I litra rozpuscic 181,2 mg
tyrozyny w rozciericzonym kwasie chlorowodorowyrn, 0 kt6rym mowa w ust. 4.1, i uzupelnic do pelnej objetosci kolby tym
kwasem. Nastepnie pobrac pipeta 20,0 ml podstawowego roztworu wzorcowego do kolby miarowej 0 pojemnosci 100 m!.
Rozciericzyc zawartosc kwasem chlorowodorowym, 0 kt6rym mowa w ust. 4.1, i uzupelnic do pelnej objetosci kolby tym
kwasem. I ml tego roztworu zawiera 0,2 umola tyrozyny.
5. APARATURA I SPRZF;T
5.1. Laznia wodna z termostatem umozliwiajacym utrzymanie temperatury 25°C ± 0, 1°C.
5.2. Spektrometr.
5.3. Chronometr z odczytem co I sekunde.
5.4. Pehametr.
5.5. Szklana bagietka zjednej strony wyciagnieta,
6. SPOSOB POSTF;POWANIA
6.1. Przygotowanie roztworu.
Przy przygotowaniu roztworu uwzglednic ust. 8.1.
Rozpuscic 150 mg pepsyny w 100 ml kwasu chlorowodorowego, 0 kt6rym mowa w ust. 4.2. Odpipetowac 2 ml tego
roztworu do kolby miarowej 0 pojemnosci 50 rnl i uzupelnic rozciericzonym kwasem chlorowodorowym, 0 kt6rym mowa
w ust. 4.3, do pelnej objetosci kolby. Sprawdzone pH-metrem pH roztworu powinno wynosic 1,6 ± 0,1. Kolbe zanurzyc
w lazni wodnej, 0 kt6rej mowa w ust. 5.1.
6.2. Hydroliza.
Odpipetowac 5,0 ml roztworu hemoglobiny, 0 kt6rym mowa w ust. 4.7, do prob6wki. Probowke umiescic w lazni wodnej,
o kt6rej mowa w ust. 5.1, dodac I ml roztworu pepsyny otrzymanego w spos6b okreslony w ust. 6.1 i wymieszac szklana
bagietka, 0 kt6rej mowa w ust. 5.5, okolo 10 razy w obydwie strony. Probowke umiescic w lazni wodnej ustawionej na
25°C ± 0, 1 °C i trzymac przez 10 minut, liczac od dodania roztworu pepsyny. Temperature i czas dokladnie kontrolowac,
Nastepnie dodac 10,0 ml roztworu kwasu trichlorooctowego, 0 kt6rym mowa w ust. 4.4, uprzednio podgrzanego do
temperatury 25°C, wymieszac i przefiltrowac przez suchy filtr.
6.3. Wywolanie barwy i pomiar gestosci optycznej.
Odpipetowac 5,0 ml filtratu do kolby Erlenmeyera 0 pojemnosci 50 ml, dodac 10,0 ml roztworu wodorotlenku sodu,
o kt6rym mowa w ust. 4.5, i wstrzasajac, dodac 3 ml rozciericzoncgo odczynnika Folin-Ciocalteu, 0 ktorym mowa w ust. 4.6.
Po uplywie od 5 do 10 minut zmierzyc gestosc optyczq roztworu wzgledem wody przy dlugosci fali 750 nm, uzywajac
spektrometru i 1 em kuwet.
6.4. Slepa pr6ba.
Dla kazdego oznaczania przeprowadzic slepa probe w nastepujacy sposob:
Odpipetowac 5,0 ml roztworu hemoglobiny, 0 ktorym mowa w ust. 4.7, do probowki, Probowke umiescic w lazni wodnej,
o ktorej mowa w ust. 5. I, dodac 10,0 ml roztworu kwasu trichlorooctowego, 0 kt6rym mowa w ust. 4.4, uprzednio ogrzanego
do temperatury 25°C, wymieszac i dodac 1,0 ml roztworu pepsyny otrzyrnanego w sposob okreslony w ust. 6.1. Zmieszac
szklana bagietka i wstawic probowke do lazni wodnej, 0 ktorej mowa w ust. 5.1, 0 temperaturze 25°C na 10 minut.
Wymieszac i przefiltrowac przez suchy filtr. Nastepnie postepowac w spos6b okreslony w ust. 6.3.
6.5. Krzywa kalibracyjna.
Do kolb Erlenmeyera 0 pojemnosci 50 ml odmierzyc kolejno 1,0 ml, 2,0 rnl, 3,0 ml, 4,0 ml i 5,0 ml podzielna ilosc
wzorcowego roztworu tyrozyny, 0 ktorej mowa w ust. 4.8, co odpowiada kolejno 0,2 umol, 0,4/lmol, 0,6/lmol, 0,8/lmol
i 1,0 umol tyrozyny. Uzupelnic partie roztworem odniesienia wolnym od tyrozyny. Uzupelnic do objetosci 5 ml kwasem
chlorowodorowym, 0 ktorym mowa w ust. 4.1. Do kazdej kolby dodac po 10,0 ml roztworu wodorotlenku sodu, 0 ktorym
mowa w ust. 4.5, i ciagle wstrzasajac po 3,0 ml rozciericzonego odczynnika Folin-Ciocalteu, 0 ktorym mowa w ust. 4.6. Po
uplywie od 5 do 10 minut zrnierzyc gestosc optycza roztworu wzgledem wody przy dlugosci fali 750 nm, uzywajac
spektrometru i I ern kuwet. Wykreslic krzywa kalibracyjna w ukladzie zaleznosci gestosci optycznej od ilosci tyrozyny.

1) Oznaczyc zawartosc azotu, stosujac polmikrometode Kjeldahla. Teoretyczna zawartosc azotu wynosi 17,7 %.
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7. OBLICZANIE WYNIKOW
Z krzywej kalibracyjnej odczytac, w ,umolach, ilosc tyrozyny, kt6ra odpowiada gestosci optycznej zabarwionego roztworu,
skorygowana 0 wynik slepej pr6by.
Aktywnosc pepsyny wyrazona w zzmolach tyrozyny na mg i na minute, w temperaturze 25°C, obliczyc wedlug
nastepujacego wzoru:

0,32 a
jednostki w mg (Ulmg) = --­

P
gdzie:
a - jest iloscia tyrozyny odczytana z krzywej kalibracyjnej w umol,
P - jest iloscia pepsyny odwazona w mg, dodanej w ilosci, 0 kt6rej mowa w ust. 6.2.
8. OBJASNIENIA
8.1. Ilose rozpuszczonej pepsyny powinna bye tak dobrana, aby podczas ostatecznego pomiaru fotometrycznego otrzymac
natezenie optyczne 0,35 ± 0,035.
8.2. Dwie jednostki aktywnosci pepsyny na mg otrzymane z uzyciem tej metody odpowiadaja:
3,64 milijednostkom Ansona na mg (,umo1 tyrozyny na mg na minute w temperaturze 35,5 "C) lub
36 400 handlowym jednostkom na g (,umol tyrozyny na g w czasie 10 minut w temperaturze 35,5 °C).

2.3. OZNACZANIE WILGOTNOSCI

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania wilgotnosci pasz. Metody nie stosuje silt do badania produkt6w mlecznych wystepujacych jako
materialy paszowe, zwiazki mineralne, mieszaniny skladajace silt gl6wnie ze zwiazkow mineralnych oraz nasion i owoc6w
roslin oleistych okreslonych w rozporzadzeniu Rady nr 865/2004 z dnia 29 kwietnia 2004 r. w sprawie wsp6lnej organizacji
rynku oliwy z oliwek i oliwek stolowych oraz zmieniajacym rozporzadzenie (EWG) nr 827/68 (Dz. Urz. L 161 z 30.04.2004,
str. 97; Dz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 45, str. 153).
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Pr6bka jest suszona w warunkach dostosowanych do wiasciwosci pasz. Obnizenie masy jest okreslanc poprzez wazenie,
Konieczne jest przeprowadzenie wstepnego suszenia w przypadku, gdy pasze stale zawieraja duze ilosci wilgotnosci.
3.APARATURAISPRZ~T

3.1. Rozdrabniacz wykonany z material6w niepochlaniajacych wilgotnosci, latwy do czyszczenia, pozwalajacy na szybkie
rozdrobnienie materialu bez nadmiemego ogrzewania, ograniczajacy do minimum kontakt z powietrzem, spelniajacy
wymagania okreslone w ust. 4.1.1 i w ust. 4.1.2, w tym chlodzony woda mikrorozdrabniacz mlotkowy, skladany stozkowy
mlynek, rozdrabniacze wolnoobrotowe lub wyposazone w kolo zebate.
3.2. Waga analityczna, wazaca z dokladnoscia do 0,5 mg.
3.3. Suche pojemniki z nierdzewnego metalu lub szkla z przykrywkami umozliwiajqcymi hermetyczne zamkniecie,
o powierzchni roboczej umozliwiajacej r6wnomieme rozprowadzenie badanej pr6bki w warstwie 0,3 g/cm'.
3.4. Suszarka elektryczna z termostatem (± 1°C), dobrze wentylowana i pozwalajaca na szybka rcgulacje temperarury".
3.5. Termostatowana suszarka prozniowa zaopatrzona w pompe olejowa oraz mechanizm umozliwiajacy nawiew goracego
powietrza lub wprowadzenie czynnika suszacego; proponuje silt zastosowac tlenek wapnia.
3.6. Eksykator z plytka z grubego perforowanego metalu lub porcelany, zawierajacy efektywny czynnik suszacy,
4. SPOSOB POST~POWANIA
Czynnoscl opisane w tej cz~sci powinny bye wykonywane szybko po otworzeniu opakowania probki, Analiza powinna
bye wykonana co najmniej w dw6ch powterzeniach.
4.1. Przygotowanie.
4.1.1. Pasze inne niz okreslone w ust. 4.1.2 i w ust. 4.1.3 pobrac w ilosci co najmniej 50 g. Jezeli to konieczne, rozdrobnic
lub podzielic w taki spos6b, aby zapobiec jakimkolwiek zmianom w zawartosci wilgotnosci, uwzgledniajac ust. 7.
4.1.2. Zboza i kasze.
Pobrac co najmniej 50 g pr6bki. Rozdrobnic na czastki, kt6re przechodza przez oczka sita 0 srednicy 0,5 mm co najmniej
w 50 % i pozostaja w ilosc] nie wiekszej niz 10 % na sicie 0 oczkach 0 srednicy I mm.
4.1.3. Pasze ciekle lub w postaci pasty, pasze z przewagq olejow lub tluszczow,
Pobrac 25 g pr6bki, zwazyc z dokladnoscia do 10 mg, dodac odpowiednia ilosc bezwodnego piasku, odwazonego
z dokladnoscia do 10 mg, i zmieszac do uzyskania homogennego produktu.
4.2. Suszenie.
4.2.1. Pasze inne niz okreslone w ust. 4.2.2 i w ust. 4.2.3.
Zwazyc naczynko z przykrywka, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3, z dokladnoscia do 0,5 mg. Odwazyc do naczynka,
z dokladnoscia do 1 mg, okolo 5 g pr6bki i r6wno rozmiescic. Wstawic naczynko bez przykrywki do suszarki podgrzanej do
temperatury 103°C. Aby zapobiec nadmiememu spadkowi temperatury, urniescic naczynko w suszarce tak szybko, jak to
mozliwe. Suszyc przez 4 godziny od czasu, gdy suszarka osiagnie ponownie temperature 103°C. Nalozyc przykrywke na
naczynko, wyj,!e je z suszarki, pozostawic do schlodzenia w eksykatorze, 0 kt6rym mowa w ust. 3.6, na 30 do 45 minut

2) W celu suszenia ziarna zboz, rnaki, kasz i maczek stosowacsuszarki, ktore po wstepnyrn nastawieniu na temperature 131°C powroca do
tej temperatury w czasie krotszyrn niz 45 minut po umieszczeniu w nich maksymalnej liczby probek do jednoczesnego wysuszenia.
Wentylacjapowinna bye taka, aby wyniki suszeniamaksymalnej liczby probek pszenicypospolitej po 2 godzinachnie r6Znily si~ wiecej
niz 0,15 % w porownaniudo wynikow uzyskanychpo 4 godzinachsuszenia.
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i zwazyc z dokladnoscia do I mg. Pasze z przewazajqcym udzialem oleju lub tluszezu suszyc ponownie w suszaree przez
30 minut w temperaturze 130 "C. Roznica pomiedzy dwoma wazeniami nie powinna przekraczac 0,1 % wilgotnosci.
4.2.2. Zboza, maki, kasze i maczki.
Zwazyc naezynko z przykrywka, 0 ktorym mowa w ust. 3.3, z dokladnoscia do 0,5 mg. Odwazyc do naezynka,
z dokladnoscia do 1 mg, okolo 5 g rozdrobnionej probki i rowno rozmiescic. Wstawic naezynko bez przykrywki do suszarki
podgrzanej do temperatury 130 "C. Aby zapobiee nadmiememu spadkowi temperatury, umiescic naezynko w suszaree tak
szybko, jak to mozliwe. Suszyc przez 2 godziny, liczac od ezasu, gdy suszarka ponownie osiagnie temperature 130 "C.
Nalozyc przykrywke na naezynko, wyjac je z suszarki, pozostawic w eksykatorze, 0 ktorym mowa w ust. 3.6, na od 30 do 45
minut w eelu sehlodzenia i zwazyc z dokladnoscia do 1 mg.
4.2.3. Mieszanki paszowe zawierajace ponad 4 % saeharozy lub laktozy: materialy paszowe takie, jak ehleb swietojariski,
hydrolizowane produkty zbozowe, slod jeczrnienny, susz buraezany, hydrolizaty rybne i eukrowe, mieszanki z ponad 25 %
udzialem soli mineralnyeh zawierajacych wode krystalizacyjna,
Zwazyc naezynko z przykrywka, 0 ktorym mowa w ust. 3.3, z dokladnoscia do 0,5 mg. Odwazyc do naezynka,
z dokladnoscia do 1 mg, okolo 5 g probki i rowno rozmiescic, Wstawic naezynko bez przykrywki do suszarki prozniowej,
o ktorej mow a w ust. 3.5, podgrzanej do temperatury od 80 do 85 "C. Aby zapobiee nadmiememu spadkowi temperatury,
umiescic naezynko w suszaree tak szybko, jak to mozliwe. Podwyzszyc cisnienie do 100 Torr i pozostawic na 4 godziny pod
dzialaniem tego cisnienia, osuszajac powietrze albo stosujac ezynnik suszacy, okolo 300 g na 20 probek, W drugim
przypadku odlaczyc pompe prozniowa po uzyskaniu odpowiedniego cisnienia, Czas suszenia Iiczyc od ehwili, gdy suszarka
osiagnie ponownie temperature od 80 do 85 "C. Ostroznie zrownac cisnienie w suszarce z cisnieniem atmosferyeznym.
Otworzyc suszarke, szybko nalozyc przykrywke na naczynko i usunac je z suszarki. Pozostawic do sehlodzenia
w eksykatorze, 0 ktorym mowa w ust. 3.6, przez od 30 do 45 minut i zwazyc z dokladnoscia do 1 mg. Suszyc ponownie
w suszaree prozniowej przez 30 minut w temperaturze od 80 do 85 "C i zwazyc powtornie. Roznica pomiedzy dwoma
wazeniami nie powinna przekraczac 0, I % wilgotnosci,
4.3. Suszenie wstepne.
4.3.1. Pasze inne niz okreslone w ust. 4.3.2.
Pasze stale 0 wysokim poziomie wilgotnosci, trudne do rozdrabniania, poddac wstepnemu suszeniu w nastepujacy sposob:
Odwazyc 50 g nierozdrobnionej probki, przy ezym pasze sprasowane lub zbrylone moga wymagac wstepnego
rozdrobnienia, z dokladnoscia do 10 mg, do odpowiedniego naezynia, w tym na plytke alurniniowa 0 wymiaraeh
20 em x 12 em z obwodka 0 wysokosci 0,5 em. Suszyc w suszaree w temperaturze 60 do 70 "C, az poziom wilgotnosci
obnizy silt do 8 ~~ 12 %. Wyjac probke z suszarki, pozostawic bez przykryeia do sehlodzenia w laboratorium przez godzine
i zwazyc z dokladnoscia do 10 mg. Szybko rozdrobnic, postepujac w sposob okreslony w ust. 4.1.1, i suszyc w sposob
okreslony w ust. 4.2.1 lub w ust. 4.2.3 w zaleznosci od rodzaju paszy.
4.3.2. Zboza.
Ziamo zboz 0 wilgotnosci wyzszej niz 17 % poddac wstepnemu suszeniu w nastepujacy sposob:
Odwazyc 50 g nierozdrobnionego ziama, z dokladnoscia do 10 mg, do odpowiedniego naezynia, w tym na plytke
aluminiowa 0 wymiaraeh 20 em x 12 em z obwodka 0 wysokosci 0,5 em. Suszyc w suszaree przez 5 do 7 minut
w temperaturze 130 "C. WyjqC probke z suszarki, pozostawic bez przykryeia do sehlodzenia w laboratorium przez 2 godziny
i zwazyc z dokladnoscia do 10 mg. Szybko rozdrobnic, postepujac w sposob okreslony w ust. 4.1.2, i suszyc w sposob
okreslony w ust. 4.2.2.
5. OBLICZANIE WYNIK6W
Poziom wilgotnosci, w proeentaeh wagowyeh, obliczyc wedlug nastepujacych wzorow:
5.1. Suszenie bez wstepnego podsuszania:
(E - m) x IODIE
gdzie:
E - poczatkowa masa w g badanej probki,
m - masa w g badanej probki po wysuszeniu.
5.2. Suszenie z podsuszaniem:
[(M' - m) M / M' + E- M] x 100/ E = 100 (l - Mm / EM')
gdzie:
E - poczatkowa masa w g badanej probki,
M .~ masa w g badanej probki po wstepnym podsuszaniu,
M' masa w g badanej probki po rozdrobnieniu,
m - masa w g badanej probki po wysuszeniu.
6. SPRAWDZENIE METODY
6.1. Powtarzalnosc,
Roznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczeri wykonanyeh dla tej samej probki nie powinna przekraczac
0,2 % wilgotnosci.
7.0BJA8NIENIA
Jezeli rozdrabnianie probki jest konieezne i wplywa na poziom wilgotnosci w produkeie, wyniki analizy skladnikow
paszowyeh powinny bye skorygowane 0 poziom wilgotnosci w poczatkowyrn stanie probki.
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2.4. OZNACZANIE WILGOTNOSCI OLEJ6W I TLUSZcz6w

Poz. 389

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci wody i substancji lotnych w tluszczach i olejach pochodzenia zwierzecego oraz
roslinnego.
2. SPOS6B PRZEPROWADZENIA METODY
Probka jest suszona do stalej masy w remperaturze 103°C. Ubytek masy jest okreslany metoda wagowa,
3. APARA TURA I SPRZ~T
3.1. Naczynie z plaskim dnem wykonane z materialu nierdzewnego, 0 srednicy od 8 do 9 ern i wysokosci okolo 3 ern.
3.2. Termometr rteciowy z wzmocnionym zbiomikiem i nadmiarowa rurka w gornym koricu, z podzialka od 80 "C do 110 "C
lub wiecej i 0 dlugosci okolo 10 em.
3.3. Laznia piaskowa lub elektryczna plyta grzewcza.
3.4. Eksykator zawierajacy efektywny srodek suszacy.
3.5. Waga analityczna.
4. SPOS6B POST~POWANIA
Odwazyc, z dokladnoscia do I mg, okolo 20 g homogennej probki do suchego, zwazonego naczynia, 0 ktoryrn mowa
w ust. 3.1, zawierajacego termometr, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.2. Ogrzewac na lazni piaskowej lub plycie grzewczej,
o ktorych mowa w ust. 3.3, ciagle mieszajac termometrem, tak aby uzyskac wzrost temperatury do 90 "C w czasie okolo
7minut.
Zmniejszyc ogrzewanie, obserwujac czestotliwosc odrywania sitepecherzykow powietrza od dna naczynia. Temperatura nie
moze przekroczyc 105°C. Kontynuowac mieszanie, pocierajac dno naczynia do czasu, az przestana siterworzyc pecherzyki.
W celu calkowitego odparowania wilgotnosci ogrzewac probke kilka razy do temperatury 103 "C ± 2 "C, schladzajac
do 93 "C pomiedzy kolejnymi ogrzewaniami. Nastepnie schlodzic probke do temperatury pokojowej w eksykatorze, 0 ktoryrn
mowa w ust. 3.4, i zwazyc. Powtarzac ogrzewanie, dopoki ubytek masy pomiedzy dwoma kolejnymi wazeniami nie bedzie
wiekszy niz 2 mg.
Wzrost masy probki po powtornym ogrzewaniu wskazuje na utlenienie sif tluszczu. W takim przypadku do obliczenia
wyniku wziqc ostatniq mase probki, zanim wzroslajej masa.
5. OBLICZANIE WYNIKOW
Wilgotnosc, w procentach wagowych, obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:
(M 1 - M 2) x 100IMo
gdzie:
M - masa w g badanej probki,

o
M

1
- masa w g naczynia z zawartoscia przed ogrzewaniem,

M - masa w g naczynia z zawartoscia po ogrzewaniu.
2

Wyniki oznaczania nizsze od 0,05 % zapisac, uzywajac okreslenia .nizsze od 0,05 %".
6. SPRAWDZENIE METODY
6.1. Powtarzalnosc.
Roznica wilgotnosci pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej probki nie powinna
przekraczac 0,05 % wartosci bezwzglednej.

2.5. OZNACZANIE POPIOLU SUROWEGO

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci popiolu surowego w paszach.
2. SPOS6B PRZEPROWADZENIA METODY
Spopielanie probki w temperaturze 550 "C i wazenie uzyskanego popiolu.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Azotan amonu, roztwor 20 % (InN).
4. APARATURA I SPRZ~T
4.1. Plyta grzewcza.
4.2. Elektryczny piec do spalari z termostatem.
4.3. Tygle do spalari platynowe lub ze stopu platyny i zlota 0 zawartosci 10 % Pr, 90 % Au, prostokatne 0 wymiarach
60 x 40 x 25 mm lub okragle 0 srednicy 60 - 75 mm i wysokosci 20 - 25 mm.
5. SPOS6B POST~POWANIA
Odwazyc, z dokladnoscia do 1 mg, okolo 5 g probki lub 2,5 g w przypadku substancji peczniejacych i urmescic
w wyprazonym tyglu do spalari 0 stalej masie. Tygiel postawic na plycie grzewczej i ogrzewac stopniowo az do zweglenia,
Nastepnie wstawic go do pieca 0 temperaturze ustawionej na 550 °e± 5 "C. Utrzymywac w tej temperaturze az do uzyskania
popiolu 0 barwie bialej, jasnoszarej lub jasnoczerwonej, swiadczacej 0 niewystepowaniu czasteczek weglowych. Umiescic
tygiel w eksykatorze, pozostawic do ochlodzenia i zwazyc,
6. OBLICZANIE WYNIK6w
Zawartosc popiolu surowego X obliczyc w procentach wedlug nastepujacego wzoru:

(a-b)xIOO
X (%) = ------

m
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gdzie:
a - masa w g tygla z probka po spaleniu,
b - masa w g tygla,
m - masa w g probki.
Roznica zawartosci popiolu surowego pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczeri wykonanych w tej samej probce
nie moze przekraczac 5 % wartosci wzglednej,
7. OBJASNIENIA
7.1. Substancje, ktore trudno silt spopielaja, powinny bye wstepnie spopielane, przez co najmniej 3 godziny, schlodzone,
a nastepnie dodac do nich, ostroznie, w taki sposob, aby nie spowodowac strat popiolu i tworzenia silt zbrylen, kilka kropli
20 % roztworu azotanu amonu. Po wysuszeniu kontynuowac zweglanie w piecu. Powtarzac czynnosc az do calkowitego
spopielenia.
7.2. W przypadku gdy badane produkty trudno poddaja silt postepowaniu okreslonemu w ust. 7.1, postepuje silt
w nastepujacy sposob:
Po spopielaniu przez 3 godziny popiol umiescic w cieplej wodzie i przefiltrowac przez maly bezpopiolowy filtr. Spopielic
filtr z zawartoscia w tyglu. Filtrat umiescic w schlodzonym tyglu, odparowac do sucha, spopielic i zwazyc,
7.3. W przypadku olejow i tluszczow odwazka powinna wynosic 25 g. Zweglac w tyglu odpowiedniej wielkosci, przenoszac
plomieri na substancje skrawkiem bezpopiolowej bibuly filtracyjnej. Po spaleniu pozostalosc zwilzyc mala iloscia wody.
Wysuszyc i spopielac w sposob okreslony w ust. 5.

2.6. OZNACZANIE POPIOLU NIEROZPUSZCZALNEGO W KWASIE CHLOROWODOROWYM

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci substancji mineralnych nierozpuszczalnych w kwasie chlorowodorowym w paszach.
W zaleznosci od rodzaju probki stosuje silt dwie metody:
1.1. Metoda A - majaca zastosowanie do materialow paszowych i do wiekszosci mieszanek paszowych.
1.2. Metoda B - majaca zastosowanie do mieszanek paszowych mineralnych, mieszanin oraz do mieszanek paszowych
zawierajacych substancje nierozpuszczalne w kwasie chlorowodorowym w ilosci powyzej I %, co sprawdza silt, stosujac
wczesniej metode A.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
2.1. Metoda A: probka jest spopielana, popiol gotowany w kwasie chlorowodorowym, a nierozpuszczalna pozostalosc jest
filtrowana i wazona,
2.2. Metoda B: probka jest traktowana kwasem chlorowodorowym. Roztwor filtruje silt, pozostalosc spopiela i z otrzymanym
popiolem postepuje silt w sposob opisany w metodzie A.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Kwas chlorowodorowy, roztwor 3 N.
3.2. 20 % roztwor w rnN kwasu trichlorooctowego.
3.3. 1% roztwor w rnN kwasu trichlorooctowego.
4. APARATURA I SPRZJi;T
4.1. Plyta grzewcza.
4.2. Elektryczny piec muflowy z termostatem.
4.3. Tygle do spalari platynowe lub ze stopu platyny i zlota 0 zawartosci 10 % Pt, 90 % Au, prostokatne 0 wymiarach
60 x 40 x 25 mm lub okragle 0 srednicy 60 - 75 mm i wysokosci 20 - 25 mm.
5. SPOSOB POSTJi;POWANIA
5.1. Metoda A.
Spopielic probke metoda opisana przy oznaczaniu popiolu surowego. Popiel uzyskany z tej analizy moze bye takze
wykorzystany do badania. Przeniesc popiol do zlewki 0 pojemnosci od 250 do 400 ml przy uzyciu 75 ml kwasu
chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.1. Powoli doprowadzic do wrzenia i gotowac ostroznie przez 15 minut.
Przefiltrowac goracy roztwor przez bibule bez popiolu i przemywac pozostalosc gorqca woda, az reakcja z kwasem przestanie
bye widoczna. Filtr z osadem wysuszyc i spopielic w uprzednio wytarowanym tyglu w temperaturze nie nizszej od 550°C
i nie wyzszej od 700°C. Ostudzic w eksykatorze i zwazy6.
5.2. Metoda B.
Odwazyc 5 g probki, z dokladnoscia do I mg, i umiescic w zlewce 0 pojemnosci od 250 do 400 rnl. Dodac kolejno
25 ml wody i 25 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.1, wymieszac i odczekac, az roztwor przestanie silt
burzyc, Dodac kolejne 50 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.1. Odczekac do ulotnienia silt gazu,
nastepnie umiescic zlewke we wrzacej lazni wodnej i trzyrnac jll tam przez 30 minut lub dluzej w celu calkowitej hydrolizy
skrobi.
Goracy roztwor przefiltrowac przez bibule bez popiolu i przemyc 50 ml goracej wody, uwzgledniajac ust. 7. Filtr z osadem
umiescic w tyglu do spalari, wysuszyc i spopielac w temperaturze nie nizszej od 550°C i nie wyzszej od 700°C. Popiel
umiescic w zlewce 0 pojemnosci 250 do 400 ml przy uzyciu 75 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.1.
Powoli doprowadzic do wrzenia i gotowac ostroznie przez 15 minut. Przefiltrowac goracy roztwor przez bibule bez popiolu
i przemywac pozostalosc goraca woda, az reakcja z kwasem przestanie bye widoczna. Filtr z osadem wysuszyc i spopielic
w uprzednio wytarowanym tyglu w temperaturze nie nizszej od 550°C i nie wyzszej od 700°C. Ostudzic w eksykatorze
i zwazyc.
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6. OBLICZANIE WYNIKOW
Mase pozostalosci obliczyc, odejmujac tare. Wynik wyrazic jako udzial procentowy w probce.
7.0BJASNIENIA
Jezeli filtracja rna trudny przebieg, zaleca silt powtorne przeprowadzenie analizy, zastepujac 50 ml kwasu chlorowo­
dorowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.1, 50 ml kwasu trichlorooctowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2, i przcmywajac filtr
cieplym roztworem kwasu trichlorooctowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3.

2.7. OZNACZANIE WLOKNA SUROWEGO

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania w paszach zawartosci nietluszczowych substancji organicznych, ktore nie rozpuszczaja silt ani
w srodowisku kwasnym, ani zasadowym i kt6re zwyczajowo okresla silt mianem wlokna surowego.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Probke, w razie koniecznosci odtluszczonq, gotuje silt w roztworach kwasu siarkowego i wodorotlenku potasu
o odpowiednim stezeniu. Pozostalosc jest rozdzielana przez filtracje na filtrze ze szklanego spieku, przemywana, suszona,
wazona i spopielana w temperaturze od 475 do 500 DC. Ubytek masy po spopielaniu odpowiada zawartosci wl6kna surowego
w badanej pr6bce.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Kwas siarkowy, c = 0,13 mol/I.
3.2. Odczynnik przeciwpieniacy, proponuje silt zastosowac n-oktanol.
3.3. Material wspornagajacy filtrowanie (Celit 545 lub podobny), wyprazony w temperaturze 500 DC przez 4 godziny, przy
uwzglednieniu ust. 8.6.
3.4. Aceton.
3.5. Eter naftowy, 0 temperaturze wrzenia od 40 do 60 DC.
3.6. Kwas chlorowodorowy, c = 0,5 mol/I.
3.7. Roztwor wodorotlenku potasu, c = 0,23 mol/I.
4. APARATURA I SPRZ~T
4.1. Urzadzenie grzewcze do roztwarzania kwasem siarkowym lub roztworem wodorotlenku potasu, wyposazone
w podstawke mocujaca tygiel filtracyjny, 0 kt6rym mowa w ust. 4.2, i rurke odprowadzajaca z kranem sluzaca do ujscia
cieczy i prozni, ewentualnie ze sprzezonym powietrzem. Przed uzyciem kazdego dnia podgrzac urzadzenie, przernywajac
wrzaca woda przez 5 minut.
4.2. Szklany tygiel filtracyjny ze spiekiem 0 porach od 40 do 90 11m. Przed pierwszym uzycicm ogrzewac przez kilka minut
w temperaturze 500 DC i schlodzic, uwzglcdniajac ust. 8.6.
4.3. Cylinder 0 pojemnosci co najmniej 270 ml z chlodnica zwrotna, przystosowany do gotowania.
4.4. Suszarka z termostatem.
4.5. Piec muflowy z termostatem.
4.6. Urzadzcnie do ekstrakcji skladajace silt z podstawki mocujacej tygiel filtracyjny, 0 kt6rym mowa w ust. 4.2, i z rurki
odprowadzajacej z kranem sluzacej do ujscia cieczy i prozni,
4.7. Pierscienic laczacc, sluzace do polaczenia urzadzenia grzewczego, 0 ktorym mowa w ust. 4.1, tygla filtracyjnego,
o kt6rym mowa w ust. 4.2, cylindra, 0 ktorym mowa w ust. 4.3, oraz do polaczenia urzadzenia ekstrakcyjnego do ekstrakcji
na zimno, 0 ktorym mowa w ust. 4.6, i tygla.
5. SPOSOB POST~POWANIA

Odwazyc, z dokladnoscia do 0,001 g, I g przygotowanej pr6bki do tygla, 0 ktorym mowa w ust. 4.2, uwzgledniajac
informacje ckrcslone w ust. 8.1, 8.2 i 8.3, i dodac I g materialu wspomagajacego filtrowanie, 0 ktorym mowa w ust. 3.3.
Podlaczyc rygiel, 0 ktorym mowa w ust. 4.2, do urzadzena grzewczego, 0 ktorym mowa w ust. 4.1, a nastepnie przylaczyc
cylinder, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.3, do wczesniej wspomnianego tygla. Wlac 150 ml wrzacego kwasu siarkowego, 0 kt6rym
mowa w ust. 3.1, do cylindra polaczonego z tyglem i, w razie potrzeby, dodac kilka kropli odczynnika przeciwpieniacego,
o ktorym mowa w ust. 3.2. Doprowadzic ciecz do wrzenia w czasie 5 ± 2 minut i gotowac przez 30 minut.
Otworzyc kran rurki odprowadzajacej, 0 kt6rej mowa w ust. 4.1, i w warunkach prozni filtrowac kwas siarkowy przez tygiel
filtracyjny i przernyc pozostalosc trzykrotnie 30 ml porcjami wrzacej wody, upewniajac silt, ze pozostalosc przefiltrowano do
sucha po kazdyrn przemyciu. Zamknac ujscie kranu i wlac 150 ml wrzacego roztworu wodorotlenku potasu, 0 ktorym mowa
w ust. 3.7, do cylindra polaczonego z tyglem i dodac kilka kropli odczynnika przeciwpieniacego, 0 ktorym mowa w ust. 3.2.
Doprowadzic ciecz do wrzenia w czasie 5 ± 2 minut i gotowac przez 30 minut. Przefiltrowac i powtorzyc procedure
przemywania wykorzystana w odniesieniu do kwasu siarkowego.
Po ostatnim przemyciu i wysuszeniu odlaczyc tygiel i jego zawartosc i podlaczyc go do urzadzenia do zimnej ekstrakcji,
o ktorym mowa w ust. 4.6. W warunkach prozni przemywac pozostalosc w tyglu trzema kolejnymi porcjami 25 ml acetonu,
o kt6rym mowa w ust. 3.4, upewniajac silt, ze pozostalosc przefiltrowano do sucha po kazdym przemyciu.
Wysuszyc tygiel do stalej masy w suszarce ustawionej na temperature 130°C. Po kazdym suszeniu schlodzic w eksykatorze
i niezwlocznie zwazyc, Umiescic tygiel w piecu muflowym i spopielac do stalej masy w temperaturze od 475 do 500 DC
przez co najmniej 30 minut.
Przed wazeniem po kazdym ogrzewaniu najpierw schlodzic w piecu, a nastepnie w eksykatorze.
Przeprowadzic test slepej pr6by bez pr6bki. Ubytek masy po spopielaniu nie moze przekraczac 4 mg.



Dziennik Ustaw Nr 54 - 2256- Poz. 389

6. OBLICZANIE WYNIK6W
Procentowa zawartosc wl6kna surowego w probce obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:

(b - c) x 100
a

gdzie:
a - masa probki, w g,
b - ubytek masy po spopieleniu, w trakcie oznaczania, w g,
c - ubytek masy po spopieleniu w trakcie slepej proby, w g.
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Powtarzalnosc.
Roznica pomiedzy wynikami dw6ch r6wnoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej pr6bki nie powinna przekraczac:
- 0,3 % wartosci bezwzglednej dla zawartosci wl6kna surowego ponizej 10 %,
- 3 % wzgledern wyzszego wyniku dla zawartosci wl6kna surowego r6wnej lub wyzszej niz 10 %.
8. OBJASNIENIA
8.1. Pasze zawierajace ponad 10 % tluszczu surowego przed oznaczaniem odtluscic eterem naftowym, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.5. Podlaczyc tygiel filtracyjny, 0 kt6rym mowa w ust. 4.2, wraz z jego zawartoscia do elementu sluzacego do
ekstrakcji na zimno, 0 ktorym mowa w ust. 4.6, zastosowac proznie i przemyc pozostalosc trzykrotnie 30 ml porcjami eteru
naftowego, upewniajac sie, ze pozostalosc jest sucha. Podlaczyc tygiel wraz z jego zawartoscia do urzadzenia grzewczego,
o ktoryrn mowa w ust. 4.1, i postepowac w sposob okreslony w ust. 5.
8.2. Pasze zawierajace tluszcze, ktore nie nie moga bye bezposrednio ekstrahowane eterem naftowym, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.5, odtluscic, w sposob okreslony w ust. 8.1, i ponownie odtluscic po gotowaniu w kwasie.
Po gotowaniu z kwasem, a nastepnie przemyciu, podlaczyc tygiel wraz z jego zawartoscia do zestawu do elementu sluzacego
do ekstrakcji na zimno, 0 kt6rym mowa w ust. 4.6, i przemyc trzykrotnie 30 ml acetonu, a nastepnie trzykrotnie
30 ml porcjami eteru naftowego. Przefiltrowac w warunkach pr6i:ni do sucha i postepowac w spos6b okreslony w ust. 5,
rozpoczynajac postepowanie z wodorotlenkiem potasu.
8.3. W przypadku gdy pasze zawieraja ponad 5 % weglanow, wyrazonych jako weglan wapnia, podlaczyc tygiel, 0 ktorym
mowa w ust. 4.2, z odwazona probka do urzadzenia grzewczego, 0 kt6rym mowa w ust. 4.1. Przemyc probke trzykrotnie
30 ml porcjami kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.6. Po dodaniu kazdej porcji kwasu pozostawic probke na
okolo minute przed filtrowaniem. Przemyc 30 ml wody i postepowac w sposob okreslony w ust. 5.
8.4. Jczeli uzywana jest aparatura stojaca, a w szczegolnosci kilka tygli jest podlaczonych do jednego urzadzenia
grzewczego, nie wykonywac dwoch pojedynczych oznaczeri tej samej pr6bki w tej samej partii.
8.5. Jezeli po gotowaniu filtrowanie roztworu kwasowego i zasadowego jest trudne, przepuscic sprezone powietrze przez
rurke podlaczana do urzadzenia grzewczego i nastepnie kontynuowac filtrowanie.
8.6. Temperatura spopielania nie powinna przekraczac 500°C ze wzgledu na wytrzymalosc szklanego tygla. Postepowac
w taki sposob, aby uniknac szoku termicznego podczas ogrzewania i schladzania.

2.8. OZNACZANIE SUROWEGO OLEJU I TLUSZCZU

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci surowych olej6w i tluszcz6w w paszach. Metody nie stosuje sie do analizy nasion
i owocow roslin oleistych okreslonych w rozporzadzeniu Rady nr 865/2004 z dnia 29 kwietnia 2004 r. w sprawie wsp61nej
organizacji rynku oliwy z oliwek i oliwek stolowych oraz zmieniajacym rozporzadzenie (EWG) nr 827/68 (Dz. Urz, L 161
z 30.04.2004, str. 97; Dz. Urz, VE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 45, str. 153).
Zastosowanie dwoch sposob6w postepowania opisanych ponizej zalezy od rodzaju i skladu paszy oraz celu prowadzenia
oznaczeri.
1.1. Postepowanie A - Bezposrednio ekstrahowane oleje i tluszcze.
Postepowanie rna zastosowanie do material6w paszowych pochodzenia roslinnego, z wyjatkiem tych, ktore zostaly objete
zakresem postepowania B.
1.2. Postepowanie B - Calkowite surowe oleje i tluszcze.
Postepowanie rna zastosowanie do material6w paszowych pochodzenia zwierzecego i wszystkich mieszanek paszowych. Jest
stosowane do tych wszystkich materialow, z ktorych oleje i tluszcze nie moga bye w calosci wyekstrahowane bez uprzedniej
hydrolizy, a w szczegolnosci do glutenu, drozdzy, bialka ziemniaczanego i produkt6w poddanych przetwarzaniu,
w szczegolnosci poprzez ekstruzje, platkowanie, ogrzewanie.
1.3. Interpretacja wynikow,
We wszystkich przypadkach, gdy wynik otrzymany przy zastosowaniu postepowania B jest wyi:szy od otrzymanego przy
zastosowaniu postepowania A, traktowac wynik otrzymany przy zastosowaniu postepowania B jako rzeczywisty.
2. SPOS6B PRZEPROWADZENIA METODY
2.1. Postepowanie A.
Probka jest poddawana ekstrakcji eterem naftowym. Roztwor jest odparowywany, a pozostalosc jest suszona i wazona.
2.2. Postepowanie B.
Probka jest ogrzewana kwasem chlorowodorowym. Mieszanina jest oziebiana i filtrowana. Pozostalosc jest przemywana
i suszona, a nastepnie poddawana oznaczaniu przy zastosowaniu postepowania A.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Eter naftowy 0 zakresie temperatur wrzenia od 40 do 60°C. Wartosc bromowa powinna bye mniejsza niz I,
a pozostalosc po odparowaniu mniejsza od 2 mg/IOO m!.
3.2. Siarczan sodu bezwodny.
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3.3. Kwas chlorowodorowy, c = 3 mol HCl/1.
3.4. Material wspomagajacy filtracje; proponuje sie zastosowac Kieselguhr, Hyflo-superceI.
4. APARATURA I SPRZF;T
4.1. Aparat do ekstrakcji. Jezeli jest wyposazony w syfon tak jak aparat Soxhleta, szybkosc skraplania powinna wynosic
okolo 10 cykli na godzine, Jezeli aparat nie rna syfonu, wowczas szybkosc skraplania powinna wynosic okolo 10 ml na
minute.
4.2. Gilzy do ekstrakcji niezawierajace substancji rozpuszczalnych w eterze naftowym i 0 porowatosci odpowiadajecej
wymaganiom okreslonym w ust. 4.1.
4.3. Suszarka albo suszarka prozniowa z mozliwoscia ustawienia temperatury suszenia na 75°C ± 3°C lub suszarka
nawiewna z mozliwoscia ustawienia temperatury na 100 °C ± 3 "C.
5. SPOS6B POSTF;POWANIA
5.1. Postepowanie A.
Przy postepowaniu A uwzglednic ust. 8.1.
Odwazyc 5 g pr6bki, z dokladnoscia do I mg, przeniesc do gilzy ekstrakcyjnej, 0 kt6rej mowa w ust. 4.2, i przykryc
beztluszczowym zwitkiem waty bawelnianej. Umiescic gilze w aparacie do ekstrakcji, 0 kt6rym mowa w ust. 4.1,
i ekstrahowac przez 6 godzin eterem naftowym, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1. Zebrac ekstrakt eterowy do suchej, zwazonej
kolby zawierajacej kawalki pumeksu",
Oddestylowac rozpuszczalnik. Suszyc pozostalosc, umieszczajac kolbe w suszarce, 0 ktorej mowa w ust. 4.3, na 1,5 godziny.
Ochlodzic w eksykatorze i zwazyc, Suszyc ponownie przez 30 minut w celu zapewnienia stalej masy olejow i t1uszcz6w,
przy czym straty masy pomiedzy dwoma kolejnymi wazeniami nie powinny przekraczac I mg.
5.2. Postepowanie B.
Przy uwzglednieniu ust. 8.2 odwazyc 2,5 g probki, z dokladnoscia do I rng, umiescic w zlewce 0 pojemnosci 400 ml lub
w kolbie stozkowej 0 pojemnosci 300 ml i dodac 100 ml kwasu chlorowodorowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3, oraz kawalki
pumcksu. Przykryc zlewke szkielkiern zegarkowym lub dopasowac kolbe stozkowa z chlodnica zwrotna, Doprowadzic
rnieszanine do spokojnego wrzenia w malyrn plornieniu palnika lub na plytce grzewczej i utrzymywac wrzenie przez
godzine. Nie dopuszczac do osadzania sie produktu na scianach naczynia.
Ochlodzic i dodac material wspomagajacy filtracje, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4, w ilosci zapobiegajacej jakimkolwiek stratom
oleju i t1uszczu podczas filtracji. Przefiltrowac przez zwilzony, beztluszczowy podw6jny filtr papierowy. Przemywac
pozostalosc zimna woda do uzyskania obojetnego filtratu. Sprawdzic, czy filtrat nie zawiera sladow olej6w lub t1uszcz6w.
Ich obecnosc wskazuje na koniecznosc przeprowadzenia przed hydroliza ekstrakcji eterem naftowym przy zastosowaniu
postepowania A.
Umiescic na szkielku zegarkowym podw6jny filtr papierowy z pozostaloscia i suszyc przez 1,5 godziny w suszarce
nawiewnej, 0 kt6rej mowa w ust. 4.3, w temperaturze 100 °C ± 3 °C.
Umiescic podwojny filtr papierowy zawierajacy sucha pozostalosc w gilzie ekstrakcyjnej, 0 kt6rej mowa w ust. 4.2,
i przykryc beztluszczowym zwitkiem waty bawelnianej. Umiescic gilze w aparacie do ekstrakcji, 0 kt6rym mowa w ust. 4.1,
i postepowac w spos6b okreslony w ust. 5.1.
6. WYRAZENIE WYNIK6w
W przypadku postepowania A i B mase pozostalosci wyrazic jako procent wagowy probki,
7. SPRAWDZENIE METODY
7. I. Powtarzalnosc.
Roznica pomiedzy wynikami dw6ch r6wnoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej pr6bki nie powinna przekraczac:
- 0,2 % w wartosci bezwzglednej dla zawartosci oleju i t1uszczu ponizej 5 %,
- 4,0 % wzgledern najwyzszego wyniku dla zawartosci oleju i tluszczu od 5 do 10 %,
- 0,4 % w wartosci bezwzglednej dla zawartosci oleju i tluszczu powyzej 10 %.
8.0BJASNIENIA
8.1. Jezeli produkty maja wysoka zawartosc olej6w i t1uszcz6w, kt6re sa trudne do rozdrobnienia lub osiagniecia
homogennosci badanej probki, postepowac w spos6b podany ponizej.
Odwazyc 20 g pr6bki, z dokladnoscia do 1 mg, i zmieszac z 109 lub wiecej bezwodnego siarczanu sodu, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.2. Ekstrahowac eterem naftowym, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, jak okreslono w ust. 5.1. Otrzymany ekstrakt
uzupelnic do objetosci 500 ml eterem, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, i zmieszac. Pobrac 50 ml roztworu i przeniesc do malej,
suchej i zwazonej kolby zawierajacej kawalki pumeksu", Oddestylowac rozpuszczalnik. Suszyc pozostalosc, umieszczajac
kolbe w suszarce, 0 ktorej mowa w ust. 4.3, na 1,5 godziny. Ochlodzic w eksykatorze i zwai;yc. Suszyc ponownie przez
30 minut w celu zapewnienia stalcj masy olej6w i tluszcz6w, przy czym straty masy pomiedzy dwoma kolejnymi wazeniami
nie moga przekraczac I mg.
Usunac rozpuszczalnik z pozostalosci po ekstrakcji w gilzie, rozdrobnic pozostalosc na I mm czastki, ponownie umiescic
w gilzie, nie dodawac siarczanu sodu. Umiescic gilze w aparacie do ekstrakcji, 0 kt6rym mowa w ust. 4.1, i ekstrahowac
przez 6 godzin eterem naftowym, 0 kt6rym mowa w ust, 3.1. Zebrac ekstrakt eterowy do suchej, zwazonej kolby zawierajacej
kawalki pumeksu".
Oddestylowac rozpuszczalnik. Suszyc pozostalosc, umieszczajac kolbe w suszarce, 0 kt6rej mowa w ust. 4.3, na 1,5 godziny.
Ochlodzic w eksykatorze i zwai;yc. Suszyc ponownie przez 30 minut w celu zapewnienia stalej masy olejow i tiuszcz6w,
przy czym straty masy pomiedzy dwoma kolejnymi wazeniami nie moga przekraczac I mg.
Zawartosc oleju i t1uszczu obliczyc w procentach wagowych probki wedlug nastepujacego wzoru:

(lOa+b)x5

3) W przypadkach gdy t1uszcz lub olej powinien bye poddany dalszym badaniom jakosciowym, zastapic pumeks kuleczkami szklanymi.
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gdzie:
a - masa w g pozostalosci po pierwszej ekstrakcji, podzielnej czesci ekstraktu,
b -- masa w g pozostalosci po drugiej ekstrakcji.
8.2. Dla produktow 0 niskiej zawartosci olejow i tluszczow probke mozna zwiekszyc do 5 g.
8.3. W przypadku karmy dla zwierzat domowych 0 wysokiej zawartosci wody moze wystapic potrzeba zmieszania tej karmy
przed hydroliza i ekstrakcja z bezwodnym siarczanem sodu przy zastosowaniu postepowania B.
8.4. W przypadku postepowania B okreslonego w ust. 5.2 do przemywania pozostalosci po filtracji lepiej uzycwody goracej
zamiast zimnej.
8.5. W przypadku niektorych pasz czas suszenia wynoszacy 1,5 godziny moze bye przedluzony, Unikac jednak nadmiernego
suszenia, gdyz moze to prowadzic do zanizania wynikow. Mozna rowniez stosowac kuchenki rnikrofalowe.
8.6. Jezeli zawartosc surowego oleju lub t1uszczu jest wieksza niz 15 %, zaleca sie wstepna ekstrakcje przy zastosowaniu
postepowania A przed hydroliza i powtorna ekstrakcje przy zastosowaniu postepowania B. W pewnyrn stopniu postepowanie
to zalezy od rodzaju paszy i rodzaju oleju lub t1uszczu w paszy.

2.9. OZNACZANIE SKROBI METODJ\ POLARYMETRYCZNJ\

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do polarymertycznego oznaczania zawartosci skrobi i wysokoczasteczkowych produktow jej rozkladu
w paszach w celu sprawdzenia zgodnosci z rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 12 maja 2005 r.
w sprawie dodatkowych inforrnacji umieszczanych na oznakowaniu pasz (Dz. U. Nr 92, poz. 773).
2. SPOS6B PRZEPROWADZENIA METODY
Metoda sklada sie z dwoch oznaczeri. W pierwszym ciepla pr6bka jest traktowana rozciericzonym kwasern
chlorowodorowym. Po sklarowaniu i przefiltrowaniu mierzy sie polarymetrycznie skrecalnosc optyczna roztworu.
W drugim oznaczeniu probka jest ekstrahowana 40 % etanolem. Po zakwaszeniu filtratu kwasem chlorowodorowyrn,
sklarowaniu i przefiltrowaniu mierzy sie tak jak w pierwszym oznaczeniu skrecalnosc optyczna,
Roznica pomiedzy dwoma pomiarami, pomnozona przez znany wspolczynnik, daje zawartosc skrobi w probce.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3. I. Kwas chlorowodorowy, 25 % (w/w), d = I, I26 g/ml,
3.2. Kwas chlorowodorowy, (mN) 1,128 %.
Stezenie sprawdzic poprzez miareczkowanie przy uzyciu roztworu wodorotlenku sodu 0,1 mol/l w obecnosci czerwieni
metylowej 0,1 % (rn/V) w 94 % (VN) etanolu. 10 ml = 30,94 ml NaOH 0 stezeniu 0,1 mol/l.
3.3. Roztwor Carreza I:
Rozpuscic w wodzie 21,9 g octanu cynku, Zn(CH COO) . 2H 0, i 3 g lodowatego kwasu octowego. Uzupelnic do objetosci

322
I Iitra woda,
3.4. Roztwor Carreza II:
Rozpuscic w wodzie 10,6 g heksacyjanozelazianu(II) potasu [K Fe(CN) ]. 3H O. Uzupelnic do objetosci I litra woda.

4 6 2

3.5. Etanol, 40 % (VN), d = 0,948 g/ml w temperaturze 20°C.
4. APARATURA I SPRZ~T
4. I. Kolba Erlenmeyera 0 pojemnosci 250 ml ze szlifem szklanyrn i chlodnica zwrotna,
4.2. Polarymetr lub sacharymetr.
5. SPOSOB POST~POWANIA

5.1. Przygotowanie probki.
Rozdrobnic probke tak, aby przesiewala siteprzez oczka sita 0 srednicy 0,5 mm.
5.2. Oznaczanie calkowitej skrecalnosci optycznej (P lub S), przy uwzglednieniu ust. 7. I.
Odwazyc, z dokladnoscia do I mg, 2,5 g rozdrobnionej probki i umiescic w kolbie miarowej 0 pojemnosci 100 mi. Dodac
25 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.2, wstrzasnac do rownomiernego rozprowadzenia probki i dodac
nastepna porcje 25 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.2. Kolbe zanurzyc we wrzacej lazni wodnej. Aby
zapobiec aglomeracji, przez pierwsze 3 minuty nieprzerwanie wstrzasac kolba. Systematycznie uzupelniac wode w lazni, ale
tak, aby woda pozostawala w stanie wrzenia, gdy jest w niej zanurzona kolba. Nie wyjmowac kolby z wody w trakcie
wstrzasania, Po 15 minutach wyjac kolbe z lazni wodnej, dodac 30 ml zimnej wody i natychmiast schlodzic do temperatury
20°C.
Dodac 5 ml roztworu Carreza I, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.3, i wstrzasac przez minute. Nastepnie dodac 5 ml roztworu
Carreza II, 0 ktorym mowa w ust. 3.4, i ponownie wstrzasac przez minute. Uzupelnic woda do pelnej objetosci kolby,
zmieszac i przefiltrowac, W tym rzadkim przypadku, gdy filtrat nie jest idealnie klarowny, powtorzyc oznaczanie przy uzyciu
wiekszej ilosci roztworow Carreza I i II; proponuje sie zastosowac 10 mi.
Zmierzyc skrecalnosc optyczna roztworu w 200 mm rurce przy zastosowaniu polarymetru lub sacharymetru.
5.3. Oznaczanie skrecalnosci optycznej (P' lub S') produktow rozpuszczonych w 40 % etanolu.
Odwazyc, z dokladnoscia do I mg, 5 g probki, umiescic w kolbie miarowej 0 pojemnosci 100 ml i dodac okolo 80 ml
etanolu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.5, uwzgledniajac ust. 7.2. Pozostawic kolbe na godzine w temperaturze pokojowej,
wstrzasajac w tym czasie szesciokrotnie kolba, tak aby probka zostala dobrze zmieszana z etanolem. Uzupelnic etanolem,
o ktoryrn mowa w ust. 3.5, do pelnej objetosci kolby, zmieszac i przefiltrowac, Pobrac pipeta 50 ml filtratu, co jest rowne
2,5 g probki, do kolby Erlenmeyera 0 pojemnosci 250 ml, dodac 2, I ml kwasu chlorowodorowego, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.1, i energicznie wstrzasnac, Przyrnocowac chlodnice zwrotna do kolby Erlenmeyera i zanurzyc te kolbe we wrzacej
lazni wodnej. Po 15 minutach wyjac kolbe Erlenmeyera z lazni, przeniesc zawartosc do kolby miarowej 0 pojemnosci
100 ml, splukac kolbe Erlenmeyera niewielka iloscia zimnej wody i schlodzic do temperatury 20°C. Sklarowac przy uzyciu



Dziennik Ustaw Nr 54 - 2259 - Poz. 389

roztwor6w Carreza T, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3, i Carreza II, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4, uzupelnic woda do pelnej objetosci
kolby, zmieszac, przefiltrowac i zmierzyc skrecalnosc optyczna w spos6b okreslony w drugim i trzecim akapicie ust. 5.2.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Zawartosc skrobi obliczyc w procentach wedlug nastepujacych wzor6w:
6.1. Pomiary przy uzyciu po1arymetru.
Zawartosc skrobi (%) = 2000 (P-P') / [a]20

o

o
gdzie:
P -- calkowita skrecalnosc optyczna w stopniach katowych,
P' - skrecalnosc optyczna w stopniach katowych substancji rozpuszczonych w 40 % (VN) etanolu,
[a]20

o

o - okreslona skrecalnosc optyczna czystej skrobi; umowne wartosci liczbowe przyjete dla wsp6lczynnika sa
nastepujace:
+ 185,9° : skrobia ryzowa
+ 185,4° : skrobia ziemniaczana
+ 184,6° : skrobia kukurydziana
+ 182,7° : skrobia pszenna
+ 181,5° : skrobia jeczmienna
+ 181,3° : skrobia owsiana
+ 184,0° : inne typy skrobi i jej mieszaniny w mieszankach paszowych.
6.2. Pomiary przy uzyciu sacharymetru.
Zawartosc skrobi (%) = 2000 /[a]20

o
o x [(2N x 0,665) x (S - S') /100] - [26,6 N x (S - S') /[afOoo]

gdzie:
S - calkowita skrecalnosc optyczna w stopniach sacharymetru,
S' -- skrecalnosc optyczna w stopniach sacharymetru substancji rozpuszczonych w 40 % (VN) etanolu,
N - masa w g sacharozy w 100 ml wody ulegajaca skrecalnosci optycznej 100 stopni sacharymetrycznych, podczas pomiaru
przy uzyciu rurki 0 dlugosci 200 mm:
16,29 - dla sacharymetr6w francuskich,
26,00 - dla sacharymetr6w niemieckich,
20,00 - dla sacharymetr6w polaczonych,
[afO°0- okreslona skrecalnosc optyczna czystej skrobi przy uwzglednieniu ust. 6.1.
6.3. Powtarzalnosc.
Roznica porniedzy wynikami dw6ch r6wnoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej pr6bki nie powinna przekraczac:
- 0,4 % w wartosci bezwzglednej dla zawartosci skrobi ponizej 40 % i
.- 1, I % odpowiednio dla zawartosci skrobi r6wnej lub wyzszej niz 40 %.
7.0BJASNIENIA
7.1. Jezeli pr6bka zawiera wiecej niz 6 % weglanow, w przeliczeniu na weglan wapnia, zniszczyc je przy uzyciu
odpowiedniej ilosci rozcienczonego kwasu siarkowego przed okrcsleniem calkowitej skrecalnosci optycznej.
7.2. W przypadku produkt6w 0 wysokiej zawartosci laktozy, takich jak mleko w proszku serum lub p61tluste mleko
w proszku, postepowac w nastepujacy spos6b: po dodaniu 80 ml etanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.5, przyrnocowac chlodnice
zwrotna do kolby i kolbe te zanurzyc w lazni wodnej 0 temperaturze 50°C na 30 minut. Pozostawic do ochlodzenia
i kontynuowac analize w spos6b okreslony w ust. 5.3.
7.3. Nastepujacc materiaty paszowe, w przypadku obecnosci w znacznych ilosciach w paszy, powoduja interferencje podczas
okreslania zawartosci skrobi metoda polarymetryczna i moga wplywac na otrzymywanie nieprawidlowych wynik6w:
- produkty z burak6w cukrowych takie, jak wyslodki buraczane, melasa buraczana, wyslodki buraczane melasowane, wywar

buraczany rnelasowany,
- miazga (pulpa, wyslodki) cytrusowa,
- siernie lniane, ekspelery z siemienia lnianego, siemie Iniane ekstrahowane,
- nasion a rzepaku, ekspelery z nasion rzepaku, ekstrahowane nasiona rzepaku, luski nasion rzepaku,
- nasiona slonecznika, ekstrahowane nasiona slonecznika, nasiona slonecznika czesciowo hiskane, ekstrahowane,
- ekspelery kopry, kopra ekstrahowana,
- miazga (pulpa) ziemniaczana,
- drozdze odwodnione,
- produkty bogate w inuline, a w szczegolnosci chipsy i maczka z karczoch6w jerozolimskich,
- skwarki.

2.10. OZNACZANIE CUKR6W

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci cukr6w redukujacych i calkowitej zawartosci cukr6w po inwersji wyrazonych jako
glukoza lub w razie potrzeby jako sacharoza, przeliczajac przez wsp6lczynnik 0,95. Metoda jest stosowana do mieszanek
paszowych. D1a innych pasz stosuje sie specjalne metody. W razie potrzeby laktoze mierzy sic oddzielnie, uwzgledniajac jll
w obliczeniach.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Cukry ekstrahuje sie w rozciericzonyrn etanolu. Otrzymany roztw6r klaruje sie roztworami Carreza Ti II. Po wyeliminowaniu
etanolu zawartosc cukr6w przed i po inwersji oznacza sie metoda Luff-Schoorla.
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3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Etanol, 40 % (VN), d = 0,948 g/ml przy temperaturze 20 DC, obojetny wobec fenoloftaleiny.
3.2. Roztw6r Carreza I:
Rozpuscic w wodzie 21,9 g octanu cynku, Zn(CH COO) . 2H 0 i 3 g lodowatego kwasu octowego. Uzupelnic do objetosci

3 2 2

I litra woda.
3.3. Roztw6r Carreza II:
Rozpuscic w wodzie 10,6 g heksacyjanozelazianutIl) potasu K Fe(CN) . 3H O. Uzupelnic do objetosci I litra woda.

4 6 2

3.4. Roztw6r 0,1 % (m/V) oranzu metylowego.
3.5. Kwas chlorowodorowy 4 N.
3.6. Kwas chlorowodorowy 0, I N.
3.7. Roztw6r wodorotlenku sodu 0,1 N.
3.8. Odczynnik Luff-Schoorla:
Ostroznie mieszajac, dodac roztw6r kwasu cytrynowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.8.2, do roztworu weglanu sodu, 0 kt6rym
mowa w ust. 3.8.3. Nastepnie dodac roztw6r siarczanu miedzi, 0 kt6rym mowa w ust. 3.8.1, i uzupelnic do objetosci I litra
woda, Zostawic na noc do osadzenia i przefiltrowac. Sprawdzic normalnosc otrzymanego odczynnika (Cu 0,1 N,
Na CO 2 N). pH roztworu powinno wynosic okolo 9,4.

2 3
3.8.1. Roztw6r siarczanu miedzi:
Rozpuscic 25 g siarczanu miedzi CuSO . 5H 0, wolnego od zelaza, w 100 ml wody.

4 2

3.8.2. Roztw6r kwasu cytrynowego:
Rozpuscic 50 g kwasu cytrynowego C H 0 . HOw 50 ml wody.

6 8 7 2

3.8.3. Roztw6r weglanu sodu:
Rozpuscic 143,8 g bezwodnego weglanu sodu w okolo 300 ml cieplej wody. Pozostawic do schlodzenia.
3.9. Roztw6r tiosiarczanu(VI) sodu 0,1 N.
3.10. Roztw6r skrobi:
Do I Iitra wrzacej wody dodac 5 g skrobi rozpuszczonej w 30 ml wody. Gotowac 3 minuty, pozostawic do schlodzenia,
a jezeli to konieczne dodac 10 mg jodku rteci jako srodka konserwujacego,
3.11. Kwas siarkowy 6 N.
3.12. 30 % (mN) roztw6r jodku potasu.
3.13. Granulki pumeksu gotowane w kwasie chlorowodorowym, przemyte woda i wysuszone.
3.14. 3-metylobutan-l-o!.
4. APARATURA I SPRZ~T
Mikser lub tumbler: od 35 do 40 obr/min.
5. SPOS6B POST~POWANIA
5.1. Ekstrakcja pr6bki.
Odwazyc 2,5 g pr6bki, z dokladnoscia do I mg, i umiescic w kolbie miarowej 0 pojemnosci 250 ml. Dodac 200 rnl etanolu,
o kt6rym mowa w ust. 3.1, zmieszac w mikserze przez godzine, Dodac 5 ml roztworu Carreza 1,0 kt6rym mowa w ust. 3.2,
i mieszac przez minute. Dodac 5 ml roztworu Carreza II, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3, i ponownie mieszac przez minute.
Uzupelnic do pelnej objetosci kolby etanolem, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, homogenizowac i przefiltrowac. Pobrac 200 ml
filtratu i odparowac do okolo polowy objetosci w celu usuniecia wiekszosci etanolu, Przeniesc ilosciowo pozostalosc po
odparowaniu do kolby miarowej 0 pojemnosci 200 ml przy uzyciu cieplej wody, schlodzic, uzupelnic do pelnej objetosci
kolby woda, homogenizowac i, jezeli to konieczne, przefiltrowac. Roztw6r ten bedzie uzyty do oznaczenia zawartosci
cukr6w redukujacych i, po inwersji, calkowitej zawartosci cukr6w.
5.2. Oznaczanie cukr6w redukujacych,
Uzywajac pipety, pobrac nie wiecej niz 25 ml roztworu zawierajacego mniej niz 60 mg cukr6w reduknjacych wyrazonych
jako glukoza. Jezeli to konieczne, uzupelnic do objetosci 25 ml woda destylowana i oznaczyc zawartosc cukrow
redukujacych metoda Luff-Schoorla. Wynik wyrazic jako procentowa zawartosc glukozy w pr6bce.
5.3. Oznaczenie calkowitej zawartosci cukrow po inwersji.
Uzywajac pipety, pobrac 50 ml roztworu i przeniesc go do kolby miarowej 0 pojemnosci 100 m!. Dodac kilka kropli
roztworu oranzu metylowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.4, i nastepnie, ostroznie mieszajac, dodac kwas chlorowodorowy,
o kt6rym mowa w ust. 3.5, az do zmiany barwy cieczy na czerwona. Dodac 15 ml kwasu chlorowodorowego, 0 kt6rym
mowa w ust. 3.6, zanurzyc kolbe we wrzaccj lazni wodnej na 30 minut. Szybko schlodzic do temperatury okolo 20 DC
i dodac 15 ml roztworu wodorotlenku sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.7. Uzupelnic kolbe do objetosci I litra woda
i homogenizowac. Pobrac nie wiecej niz 25 ml roztworu zawierajacego mniej niz 60 mg cukr6w redukujacych wyrazonych
jako glukoza. Jezeli to konieczne, uzupelnic kolbe do objetosci 25 ml woda destylowana i oznaczyc zawartosc cukr6w
redukujacych metoda Luff-Schoorla. Wynik wyrazic jako procentowa zawartosc glukozy lub, jezeli to konieczne ­
sacharozy, mnozac przez wsp6lczynnik 0,95.
5.4. Miareczkowanie metoda Luff-Schoorla.
Uzywajac pipety, pobrac 25 ml odczynnika Luff-Schoorla, 0 kt6rym mowa w ust. 3.8, i przeniesc go do kolby Erlenmayera
o pojemnosci 300 ml, dodac 25 ml klarownego roztworu cukru. Dodac 2 granulki pumeksu, 0 kt6rych mowa w ust. 3.13,
ogrzewac nad srednim plomieniem, recznie mieszajac, i doprowadzic ciecz do wrzenia w czasie okolo 2 minut. Natychmiast
postawic kolbe na siatce azbestowej z otworem 0 srednicy okolo 6 em, pod kt6rym pali sie plomien. Plomieri powinien bye
tak ustawiony, aby ogrzewane bylo tylko dno kolby. Dopasowac chlodnice zwrotna do kolby Erlenmayera. Gotowac
10 minut. Schlodzic natychmiast zimna woda i po okolo 5 minutach miareczkowac w nastcpujacy sposob:
Dodac 10 ml roztworu jodku potasu, 0 ktorym mowa w ust. 3.12, i od razu po tej czynnosci, zachowujac ostroznosc ze
wzgledu na ryzyko powstania piany, dodac 25 ml kwasu siarkowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.11. Miareczkowac roztworem
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tiosiarczanu(VI) sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.9, do pojawienia sie metnej zoltej barwy, dodac wskaznik skrobiowy,
o ktorym mowa w ust. 3.10, i dokoriczyc miareczkowanie.
Przeprowadzic takie sarno miareczkowanie na mieszaninie 25 ml odczynnika Luff-Schoorla, 0 ktorej mowa w ust. 3.8,
i 25 ml wody, po dodaniu 10 ml roztworu jodku potasu, 0 ktorym mowa w ust. 3.12, i 25 ml kwasu siarkowego, 0 ktorym
mowa w ust. 3.11, bez gotowania.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Wykorzystujac tabele I, okreslic ilosc glukozy w mg, ktora odpowiada roznicy miedzy wynikami dwoch miareczkowari,
wyrazonych w mg tiosiarczanu(VI) sodu 0,1 N.
Wynik wyrazic jako udzial procentowyw probce,

Tabela 1. Wartosci dla 25 ml odczynnika Luff-Schoorla,
ml Na,S,O, 0, I N,2 minutv ogrzewama, 10 mmut wrzema

Na2SP3
Glukoza, fruktoza,

Laktoza Maltoza Na2S203
0,1 N

cukry inwertowane
C12H22011 C12H22O I I 0,1 N

C6HI206

ml mg roznica mil: roznica mg roznica ml
I 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23

7. SPOSOB POSTI;;POWANIA
7.1. W przypadku pasz bogatych w melase i innych pasz, ktore nie S!! szczegolnie homogenizowane, odwazyc 20 g probki
i umiescic z 500 ml wody w kolbie miarowej 0 pojemnosci I litra. Mieszac przez godzine w mikserze. Sklarowac
odczynnikami Carreza 1,0 ktorych mowa w ust. 3.2, i Carreza II, 0 ktorych mowa w ust. 3.3, w sposob okreslony w ust. 5.1
przy uzyciu czterokrotnie wiekszych ilosci kazdego odczynnika. Uzupelnic kolbe do objetosci 80 % etanolem (VN).
Homogenizowac i przefiltrowac, Usunac etanol w sposob okreslony w ust. 5.1. Jezeli nie rna dekstrynowanej skrobi,
uzupelnic do pelnej objetosci kolby woda destylowana,
7.2. W przypadku melasy i materialow paszowych bogatych w cukier i prawie wolnych od skrobi, takich jak chleb
swietojariski, suszone krajane buraki cwiklowe, odwazyc 5 g probki, umiescic w kolbie miarowej 0 pojemnosci 250 ml,
dodac 200 ml wody destylowanej, mieszac w mikserze przez godzine lub, jesli to konieczne, dluzej, Roztwor klarowac
odczynnikami Carreza I, 0 ktorych mowa w ust. 3.2, i Carreza II, 0 ktorych mowa w ust. 3.3, w sposob okreslony w ust. 5.1.
Uzupelnic zimna woda do pelnej objetosci kolby, homogenizowac i przefiltrowac, Nastepnie postepowac w sposob okreslony
w ust. 5.3, w celu okreslenia zawartosci cukrow,
8. OBJASNIENIA
8.1. Aby zapobiec powstawaniu piany, dodaje silt niezaleznie od objetosci okolo I ml 3-metylobutan-I-olu, 0 ktorym mowa
w ust. 3.14, przed gotowaniem z odczynnikiem Luff-Schoorla.
8.2. Roznica pomiedzy zawartoscia calkowita cukrow po inwersji, wyrazonych jako glukoza, a zawartoscia cukrow
redukujacych, wyrazonych jako glukoza, pomnozona przez 0,95 daje procentowa zawartosc sacharozy.
8.3. Aby oznaczyc zawartosc cukrow redukujacych, z wylaczeniem laktozy, mozna zastosowac dwie nastepujace metody:
8.3.1. Dla szacunkowych obliczeri pomnozyc zawartosc laktozy oznaczona irma metoda przez 0,675 i uzyskany wynik odjac
od zawartosci cukrow redukujacych.
8.3.2 Aby dokladnie obliczyc zawartosc cukrow redukujacych, z wylaczeniem laktozy, ta sarna probka powinna bye uzyta do
dwoch koricowych oznaczeri. Jedna analize przeprowadza silt na czesci roztworu otrzyrnanego w sposob okreslony
w ust, 5.1, druga na czesci roztworu otrzymanego podczas oznaczania laktozy metoda sluzaca do jej oznaczania
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(po fennentaeji innyeh rodzajow cukrow i sklarowaniu). W obu przypadkaeh ilosc eukru jest oznaezana metoda
Luff-Sehoorla i przeliezana na I mg glukozy. Jedna wartosc jest odejmowana od drugiej, a roznica jest wyrazana jako udzial
procentowy probki,
Przyklad
Dwie pobrane objetosci odpowiadaja probce 0 masie probki 250 mg, dla kazdego oznaczenia.
W pierwszym przypadku 17 ml 0, I N roztworu tiosiarczanu(VI) sodu odpowiada 44,2 mg zuzytej glukozy, w drugim II ml
odpowiada 27,6 mg glukozy.
Roznica wynosi 16,6 mg glukozy.
Zawartosc cukrow redukujacych (z wylaczeniem laktozy), w przeliczeniu na glukoze,
wynosi:

4 x 16,6
----=6,64%

10

2.11. OZNACZANIE LAKTOZY

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaezania zawartosci laktozy w paszach zawierajacych ponad 0,5 % laktozy.
2. SPOS6B PRZEPROWADZENIA METODY
Cukry sa rozpuszczane w wodzie. Roztwor poddawany jest fennentacji w obecnosci drozdzy Saccharomyces cervevisae,
ktore nie rozkladaja laktozy. Po sklarowaniu i przefiltrowaniu zawartosc laktozy w filtracie jest oznaezana metoda
Luff-Schoorla.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Suspensja drozdzy Saccharomyces cervevisae:
25 g swiezych drozdzy umiescic w 100 ml wody. Zawiesine przechowywac w lodowce nie dluzej niz przez tydzieri od jej
sporzadzenia.
3.2. Roztwor Carreza I:
Rozpuscic w wodzie 21,9 g oetanu cynku, Zn(CH COO) . 2H 0 i 3 g lodowatego kwasu oetowego. Uzupelnic kolbe do

3 2 2

objetosci I litra woda.
3.3. Rozrwor Carreza II:
Rozpuscic w wodzie 10,6 g heksacyjanozelazianutIl) potasu [K Fe(CN)6J . 3H O. Uzupelnic kolbe do objetosci 1 litra woda.

4 2

3.4. Odczynnik Luff-Sehoorla:
Ostroznie mieszajac, dodac roztwor kwasu cytrynowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4.2, do roztworu weglanu sodu, 0 kt6rym
mowa w ust. 3.4.3. Nastepnie dodac roztw6r siarczanu miedzi, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4.1, i uzupelnic kolbe do objetosci
I litra woda, Zostawic na noe do osadzenia i przefiltrowac. Sprawdzic normalnosc otrzymanego odezynnika (Cu 0, I N,
Na CO 2 N). pH roztworu powinno wynosic okolo 9,4.

2 3

3.4.1. Roztw6r siarczanu miedzi:
Rozpuscic 25 g siarezanu miedzi CuSO . 5H 0 wolnego od zelaza w 100 ml wody.

4 2

3.4.2. Roztw6r kwasu cytrynowego:
Rozpuscic 50 g kwasu cytrynowego C H 0 ·H 0 w 50 ml wody.

6 8 7 2

3.4.3. Roztw6r weglanu sodu:
Rozpuscic 143,8 g bezwodnego weglanu sodu w okolo 300 ml cieplej wody. Pozostawic do schlodzenia.
3.5. Granulki pumeksu gotowane w kwasie chlorowodorowym, przemyte woda i wysuszone.
3.6. 30 % roztw6r jodku sodu (mIV).
3.7. Kwas siarkowy 6 N.
3.8. Roztw6r tiosiarczanu sodu 0, I N.
3.9. Roztw6r skrobi:
Do I litra wrzacej wody dodac 5 g skrobi rozpuszczonej w 30 ml wody. Gotowac 3 minuty, pozostawic do schlodzenia,
a jezeli to konieczne dodac 10 mg jodku rteci jako srodka konserwujacego.
4. APARATURA I SPRZI;;T
4.1. Laznia wodna z tennostatem umozliwiajacym utrzymanie temperatury od 38 do 40°C.
5. SPOS6B POSTI;;POWANIA
Odwazyc 1 g probki, z dokladnoscia do 1 mg, i umiescic w kolbie miarowej 0 pojemnosci 100 m!. Dodac od 25 do 30 ml
wody. Umiescic kolbe we wrzacej lazni wodnej na 30 minut, a nastepnie schlodzic do temperatury okolo 35°C. Dodac 5 ml
zawiesiny drozdzy, 0 kt6rej mowa w ust, 3.1, i homogenizowac, Pozostawic kolbe na 2 godziny w laini wodnej
o temperaturze od 38 do 40°C. Schlodzic do temperatury okolo 20°C.
Dodac 2,5 ml roztworu Carreza 1,0 kt6rym mowa w ust, 3.2, i mieszac przez 30 sekund, nastepnie dodac 2,5 ml roztworu
Carreza II, 0 kt6rym mowa w ust, 3.3, i ponownie mieszac przez 30 sekund. Uzupelnic kolbe do objetosci I litra woda,
zmieszac i przefiltrowac, Uzywajac pipety, pobrac nie wiecej niz 25 ml filtratu, ktory zawiera od 40 do 80 mg laktozy,
i umiescic go w kolbie Erlenmeyera 0 pojemnosci 300 m!' W miare potrzeby uzupelnic kolbe do objetosci 25 ml woda.
W ten sam spos6b przeprowadzic test slepej pr6by z 5 ml suspensji drozdzowej, 0 kt6rej mowa w us!. 3.1.
Oznaczyc zawartosc laktozy wedlug Luff-Schoorla w nastepujqcy spos6b:
Dodac 25 ml odezynnika Luff-Schoorla, 0 kt6rym mowa w ust, 3.4, i dwie granulki pumeksu, 0 kt6rym mowa w ust, 3.5.
Ogrzewac nad srednim plomieniem, recznie mieszajac, i doprowadzic cieez do wrzenia w czasie okolo 2 minut. Natychmiast
postawic kolbe Erlenmeyera na siatee azbestowej z otworem 0 srednicy okolo 6 em, pod kt6rym pali sie plornieri, Plornieri
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powinien bye tak ustawiony, aby ogrzewane bylo tylko dno kolby Erlenmeyera. Dopasowac chlodnice zwrotna do kolby
Erlenmeyera. Gotowac 10 minut. Schlodzic natychmiast zimna woda i po okolo 5 minutach miareczkowac w nastepujacy
sposob:
Dodac 10 ml roztworu jodku sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.6, i niezwlocznie, zachowujac ostroznosc ze wzgledu na ryzyko
powstania piany, dodac 25 ml kwasu siarkowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.7. Miareczkowac roztworem tiosiarczanu
sodowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.8, do pojawienia sie metnej zoite] barwy, dodac kilka kropli wskaznika skrobiowego,
o ktorym mowa w ust. 3.9, i dokonczyc miareczkowanie.
Przeprowadzic takie sarno miareczkowanie na odmierzonej mieszaninie 25 ml odczynnika Luff-Schoorla, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.4, i 25 ml wody, po dodaniu 10 ml roztworu jodku sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.6, i 25 ml kwasu siarkowego,
o kt6rym mowa w ust. 3.7, bez gotowania.
6. OBLICZANIE WYNIK6w
Wykorzystujac tabele I, okreslic ilosc laktozy w mg, ktora odpowiada roznicy miedzy wynikami dwoch miareczkowari,
wyrazonych w ml roztworu tiosiarczanu sodu 0, I N. Wynik wyrazic jako udzial procentowy bezwodnej laktozy w pr6bce.
7.0BJASNIENIA
W przypadku produkt6w zawierajacych ponad 40 % fermentujacych cukr6w dodac wiecej niz 5 ml zawiesiny drozdzy,
o kt6rej mowa w ust. 3.1.

ROZDZIAL3

BADANIE AMINOKWAS6w

3.1. OZNACZANIE AMINOKWxsow

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci wolnych, syntetycznych i naturalnych, oraz calkowitych, zwiazanych i wolnych
peptydow, aminokwasow w paszach przy uzyciu analizatora aminokwasow. Metoda rna zastosowanie do nastepujacych
aminokwas6w: cystyny (cysteiny), metioniny, lizyny, treoniny, alaniny, argininy, kwasu asparaginowego, kwasu
glutaminowego, glicyny, histydyny, izoleucyny, leucyny, fenyloalaniny, proliny, seryny, tyrozyny i waliny.
Metoda nie pozwala odroznic soli aminokwasow, a rakze form D i L aminokwas6w. Nie mozna jej stosowac do oznaczania
tryptofanu lub hydroksyanalogow aminokwas6w.
2. SPOS6B PRZEPROWADZENIA METODY
2.1. Wolne aminokwasy.
Wolne aminokwasy sa ekstrahowane rozciericzonym kwasem chlorowodorowym. Wyekstrahowane jednoczesnie
makroczasteczki zwiazkow azotowych sa wytracane kwasem sulfosalicylowym i usuwane przez filtrowanie. Filtrowany
roztw6r jest dostosowany do pH 2,20. Aminokwasy sa oddzielane w drodze chromatografii jonowymiennej i oznaczane przy
zastosowaniu reakcji z ninhydryna, poprzez fotometryczna detekcje przy 570 nm.
2.2. Aminokwasy calkowite.
Wybor sposobu postepowania zalezy od oznaczanych aminokwas6w. Cystyne (cysteine) i rnetionine przed hydroliza poddac
utlenianiu, odpowiednio do kwasu cysteinowego i sulfonu metioniny. Tyrozyna powinna bye oznaczana w hydrolizatach
pr6bek niepoddanych utlenieniu. Wszystkie inne aminokwasy wymienione w ust. I mogq bye oznaczane albo w probce
utlenionej, albo niepoddanej utlenianiu.
Utlenianie jest przeprowadzane w temperaturze 0 °C przy uzyciu mieszaniny kwasu nadmr6wkowego i fenolu. Nadmiar
odczynnika utleniajacego jest rozkladany przy uzyciu dwusiarczku sodu. Utleniona lub niepoddana utlenianiu probka jest
hydrolizowana kwasem chlorowodorowym (c = 6 mol/l) przez 23 godziny. Hydrolizat jest dostosowany do pH 2,20.
Aminokwasy sa oddzielane w drodze chromatografii jonowymiennej i oznaczane na drodze reakcji z ninhydryna, poprzez
fotometryczna detekcje przy 570 nm lub w przypadku proliny 440 nm.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
Stosowac wode destylowana lub podobnej czystosci 0 przewodnosci < 10 J..lS.
3.1. Nadtlenek wodoru, w = 30 %.
3.2. Kwas rnr6wkowy, w = 98 - 100 %.
3.3. Feno!.
3.4. Dwusiarczyn sodu.
3.5. Wodorotlenek sodu.
3.6. Kwas 5-sulfosalicylowy dwuhydrat.
3.7. Kwas chlorowodorowy, gestosc okolo 1,18 g/m!.
3.8. Cytrynian trisodu, dwuhydrat.
3.9.2,2' Tiodwuetanol (tiodwuglikol).
3.10. Chlorek sodu.
3.11. Ninhydryna.
3.12. Eter naftowy 0 temperaturze wrzenia 40 - 60°C.
3.13. Norleucyna lub inny zwiazek odpowiedni do stosowania jako wzorzec wewnetrzny.
3.14. Azot gazowy « 10 ppm tlenu).
3.15. I-oktano!.
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3.16. Aminokwasy.
3.16.1. Substancje wzorcowe okreslone w ust. I. Czyste zwiazki niezawierajace wody krystalizacyjnej. Suszyc w warunkach
prozni w obecnosci P20S lub H2S04 przez rydzien przed uzyciem.
3.16.2. Kwas cysteinowy.
3.16.3. Sulfon metioniny.
3.17. Roztw6r wodorotlenku sodu, c = 7,5 mol/l:
Rozpuscic 300 g wodorotlenku sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.5, w wodzie i uzupelnic kolbe do objetosci I litra woda,
3.18. Roztwor wodorotlenku sodu, c = I molll:
Rozpuscic 40 g wodorotlenku sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.5, w wodzie i uzupelnic kolbe do objetosci I litra woda.
3.19. Roztw6r wodny kwasu mr6wkowego i fenolu:
Zrnieszac 889 g kwasu mr6wkowego, 0 krorym mowa w ust. 3.2, z III g wody i dodac 4,73 g fenolu, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.3.
3.20. Mieszanina hydrolizujaca, c = 6 mol HClII, zawierajaca I g fenolu/l:
Dodac I g fenolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.3, do 492 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.7, i uzupelnic
kolbe do objetosci I litra woda,
3.21. Mieszanina ekstrakcyjna, c = 0,1 mol RCi/I, zawierajaca 2 % tiodwuglikolu:
Pobrae 8,2 ml kwasu chlorowodorowcgo, 0 ktorym mowa w ust. 3.7, rozpuscic w okolo 900 ml wody, dodac 20 ml
tiodwuglikolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.9, i uzupelnic kolbe do objetosci ] litra woda, nie mieszac bezposrcdnio
odczynnik6w okreslonych w ust. 3.7 i ust. 3.9.
3.22. Kwas 5-sulfosalicylowy, ~ = 6 %:
Rozpuscic 60 g kwasu 5-sulfosalicylowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.6, w wodzie i uzupelnic kolbe do objetosci I litra woda.
3.23. Mieszanina utleniajaca (kwas nadmr6wkowy - fenol):
Zmieszac w malej zlewce 0,5 ml nadtleneku wodoru, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, z 4,5 ml roztworu kwasu mr6wkowego
i fenolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.19. Inkubowac w temperaturze od 20 do 30°C przez godzine w celu utworzenia kwasu
nadrnrowkowego, nastepnie schlodzic w lodowej lazni wodnej przez 15 minut przed dodaniem do probki.
Wykonujac powyzsze czynnosci, unikac kontaktu zc skora i nosic odziez ochronna,
3.24. Bufor cytrynianowy, c = 0,2 mol Na' 11, pH 2,20:
Rozpuscic 19,61 g cytrynianu sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.8, 5 ml tiodwuglikolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.9, I g fenolu,
o kt6rym mowa w ust. 3.3, i 16,50 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.7, w okolo 800 ml wody.
Dostosowac pH do 2,20. Uzupelnic kolbe do objetosci I litra woda,
3.25. Bufor wymywajacy, przygotowany zgodnie z warunkami stosowanego analizatora, 0 kt6rym mowa w ust. 4.9.
3.26. Odczynnik ninhydrynowy, przygotowany zgodnie z warunkami stosowanego analizatora, 0 kt6rym mowa w ust. 4.9.
3.27. Wzorcowe roztwory aminokwas6w, krore nalezy przechowywac w tempcraturze ponizej 5°C.
3.27.1. Podstawowy wzorcowy roztwor aminokwasow, 0 ktorych mowa w ust. 3.16.1, kazdy 0 stezeniu c = 2,5 umol/ml,
w kwasie chlorowodorowym. Moga bye stosowane gotowe wzorce.
3.27.2. Podstawowe wzorcowe roztwory kwasu cysteinowego i sulfonu metioniny, c = I ,25 umol/m I.
Rozpuscic 0,2115 g kwasu cysteinowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.16.2, i 0,2265 sulfonu metioniny, 0 ktorym mowa
w ust. 3.16.3, w buforze cytrynianowyrn, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.24, w kolbie miarowej 0 pojemnosci I litra i uzupelnic do
pelnej objetosci kolby buforcm cytrynianowym. Przcchowywac w temperaturze ponizej 5°C nie dluzej niz 12 miesiecy.
Roztworu nie stosuje sie, jezeli podstawowy wzorcowy roztwor, 0 ktorym mowa w ust. 3.27.1, zawiera kwas cysteinowy
i sulfon metioniny.
3.27.3. Podstawowy wzorcowy roztwor wzorca wewnetrznego; proponuje sie zastosowac norleucyne, c = 20 umol/ml.
Rozpuscic 0,6560 g norleucyny, 0 kt6rej mowa w ust. 3.13, w buforze cytrynianowym, 0 ktorym mowa w ust. 3.24, w kolbie
miarowej i uzupelnic kolbe do objetosci 250 ml buforem cytrynianowym. Przechowywac w temperaturze ponizej 5 °C nie
dluzej niz 6 rniesiecy.
3.27.4. Kalibracyjny roztwor wzorca aminokwasow do uzycia z hydrolizatami, c = 5 nmoll50 ~I kwasu cystcinowego
i sulfonu metioniny i c = 10 nmol/50 ~I innych aminokwas6w.
Rozpuscic 2,2 g chlorku sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.10, w zlewce 0 pojemnosci 100 ml z 30 rnl buforu cytrynianowcgo,
o ktorym mowa w ust. 3.24. Dodac 4,00 ml podstawowego roztworu wzorcowego aminokwasow, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.27.1, 4,00 ml podstawowego roztworu wzorcowego kwasu cysteinowego i sulfonu metioniny, 0 ktorych mowa
w ust. 3.27.2, i, jezeli jest stosowany, 0,50 ml podstawowcgo roztworu wzorcowego wzorca wewnetrznego, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.27.3. Dostosowac pH do 2,20 przy uzyciu wodorotlenku sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.18. Przeniesc ilosciowo do
kolby miarowej 0 pojemnosci 50 ml, uzupelnic do pelnej objetosci kolby buforem cytrynianowym, 0 ktoryrn mowa
w ust. 3.24, i zmieszac. Przechowywac w temperaturze ponizej 5°C nie dluzej niz 3 miesiace. Przy wykonywaniu
powyzszych czynnosci uwzglednic ust. 9.1.
3.27.5. Kalibracyjny roztwor wzorca arninokwasow do stosowania z hydrolizatami przygotowanymi w sposob okreslony
w ust. 5.3.3.1 i do uzycia z ckstraktami, 0 kt6rych mowa w ust. 5.2. Roztw6r kalibracyjny przygotowywac w sposob
okreslony w ust. 3.27.4, z porninieciem chlorku sodu. Przechowywac w temperaturze ponizej 5 °C nie dluzej niz 3 rniesiace.
4. APARATURA I SPRZJ<;T
4.1. Kolba okrqglodenna 0 pojernnosci 100 lub 250 ml z chlodnica zwrotna.
4.2. Butelka ze szkla borokrzemowego 0 pojemnosci 100 ml z nakretka pokryta guma lub teflonem; proponuje Sl~

zastosowac Duran, Scott, do stosowania w suszarce.
4.3. Suszarka z silnym nawiewem i mozliwoscia regulacji temperatury z dokladnoscia wieksza niz ±2 "C.
4.4. Pehametr z pomiarem do trzech miejsc po przecinku.
4.5. Filtr membranowy (0,2 urn).
4.6. Wir6wka.
4.7. Obrotowa wyparka prozniowa.
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4.8. Mieszadlo magnetyczne lub mechaniczna wytrzasarka.
4.9. Analizator aminokwasow lub wyposazenie do HPLe z kolumna jonowymienna, z przystawka do ninhydryny, post­
kolumnowa derywatyzacja i detektorem fotometrycznym.
Kolumna jest wypelniona sulfonowana zywica polistyrenowa majaca zdolnosc rozdzialu amir.ok wasow od siebie i od innych
skladnik6w reagujacych z ninhydryna, Przeplyw buforu i ninhydryny jest przeprowadzany przez pompy 0 stabilnosci
przeplywu ± 0,5 % w czasie testowania kalibracyjnych roztworow, jak i analizy pr6bek.
W niektorych analizatorach aminokwasow moga bye stosowane metody hydrolizy, w ktorych hydrolizat zawiera stezenie
sodu c = 0,8 moll! i zawiera cala pozostalosc kwasu mrowkowego z etapu utleniania. lnne analizatory nie daja
zadowalajacego rozdzialu niektorych aminokwasow, jezeli hydrolizat zawiera nadmiar kwasu mrowkowego lub wysokie
stezenie jonow sodowych. W tym przypadku objetosc kwasu jest zmniejszana przez odparowanie po hydrolizie do objetosci
okolo 5 ml i przed ustaleniem pH. Odparowywanie powinno bye prowadzone w warunkach prozni w temperaturze nie
wyzszej niz 40 "C.
5. SPOSOB POST~POWANIA
5.1. Przygotowanie probek.
Rozdrobnic probke, tak aby przesiewala sie przez oczka sita 0 srednicy 0,5 mm. Probki 0 duzej zawartosci wilgotnosci przed
rozdrobnieniem wysuszyc albo suchym powietrzem 0 temperaturze nieprzekraczajacej 50 "C, albo przez zamrozenie, Probki
o wysokiej zawartosci t1uszczu przed rozdrobnieniem poddaje sic ekstrakcji eterem naftowym, 0 kt6rym mowa w ust. 3.12.
5.2. Oznaczanie wolnych aminokwasow w paszach i premiksach.
Odwazyc, z dokladnoscia do 0,2 mg, od I do 5 g probki przygotowanej w sposob okreslony w ust. 5.1 do kolby stozkowej
i dodac 100,0 ml mieszaniny ekstrakcyjnej, 0 kt6rej mowa w ust. 3.21. Wstrzasac mieszanine przez 60 minut, uzywajac
wytrzasarki mechanicznej lub mieszadla magnetycznego, 0 ktorym mowa w ust. 4.8. Odstawic do sedymentacji osadu
i pobrac pipeta 10,0 ml supernatantu roztworu do zlewki 0 objetosci 100 m!.
Dodac, mieszajac, 5,0 ml roztworu kwasu sulfosalicylowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.22, i kontynuowac mieszanie przy
uzyciu mieszadla magnetycznego przez 5 minut. Przefiltrowac lub odwirowac supernatant w celu usuniecia osadu. Umiescic
10,0 ml otrzymanego roztworu w zlewce 0 objetosci 100 ml, dostosowac pH do 2,20 przy uzyciu roztworu wodorotlenku
sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.18, przeniesc do wolumetrycznej kolby, 0 ktorej mowa w ust. 4.1,0 odpowiedniej pojemnosci,
przy uzyciu buforu cytrynianowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.24, i uzupelnic roztworem buforu cytrynianowego do pelnej
objetosci tej kolby.
Jezeli jest stosowany wzorzec wewnetrzny, dodac 1,0 ml roztworu wzorca wewnetrznego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.27.3, na
kazde 100 ml koricowego roztworu i uzupelnic roztworem buforu cytrynianowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.24, do pelnej
objetosci kolby, 0 ktorej mowa w ust. 4.1. Przeprowadzic rozdzial chromatograficzny w sposob okreslony w ust. 5.4. Jezeli
ekstrakty nie beda oznaczane tego samego dnia, przechowywac je w temperaturze ponizej 5 "C.
5.3. Oznaczanie calkowitej zawartosci aminokwasow,
5.3.1. Utlenianie.
Odwazyc, z dokladnoscia do 0,2 mg, od 0, I g do 1 g probki przygotowanej w sposob okreslony w ust. 5.1 do:
- kolby okraglodennej 0 pojemnosci 100 ml, 0 kt6rej mowa w ust. 4.1, do hydrolizy otwartej okreslonej w ust. 5.3.2.3 lub
- kolby okraglodcrmej 0 pojemnosci 250 ml, 0 kt6rej mowa w ust. 4.1, jezeli wymagane jest niskie stezenie sodu

w przypadku okreslonym w ust. 5.3.3.1, lub
- butelki 0 pojemnosci 100 ml z nakretka, 0 ktorych mowa w ust. 4.2, w przypadku hydrolizy zamknietej okreslonej

w ust. 5.3.2.4.
Odwazona probka powinna zawierac okolo 10 mg azotu, a poziom wilgotnosci nie powinien przekraczac 100 mg.
Umiescic kolbe lub butelke w lodowej lazni wodnej i oziebic do temperatury 0 "C, dodac 5 ml mieszaniny utleniajacej,
o ktorej mowa w ust. 3.23, i zmieszac, uzywajac szklanej bagietki z wygietym koricem. Uszczelnic kolbe lub butelke wraz
z bagietka przy zastosowaniu hermetycznego filmu, umiescic wraz z lodowa laznia wodna w lodowce 0 temperaturze 0 "C
i pozostawic na 16 godzin. Po 16 godzinach wyjac z lodowki i rozlozyc nadmiar odczynnika utleniajacego przez dodanie
0,84 g dwusiarczynu sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.4. Nastepnie postepowac w sposob okreslony w ust. 5.3.2.1.
5.3.2. Hydroliza.
5.3.2.1. Hydroliza probek utlenionych.
Do utlenionej probki, przygotowanej w sposob okreslony w ust. 5.3.1, dodac 25 ml mieszaniny hydrolizujacej, 0 ktorej mowa
w ust. 3.20, zwracajac uwage, aby zrnyc pozostalosci probki przywierajace do bocznych scianek naczynia i bagietki.
W zaleznosci od sposobu przeprowadzonej hydrolizy, postepowac w sposob okreslony w ust. 5.3.2.3 lub ust. 5.3.2.4.
5.3.2.2. Hydroliza probek nieutlenionych.
Odwazyc, z dokladnoscia do 0,2 mg, od 0, I g do I g probki otrzymanej w spos6b okreslony w ust. 5.1 do kolby
okraglodennej 0 pojemnosci 100 ml lub 250 ml, 0 ktorej mowa w ust. 4.1, lub do butelki z nakretka 0 pojernnosci 100 ml,
o kt6rej mowa w ust. 4.2. Odwazona probka powinna zawierac okolo 10 mg azotu. Ostroznie dodac 25 ml mieszaniny
hydrolizujacej, 0 ktorej mowa w ust. 3.20, i zmieszac z probka. Nastepnie postepowac w sposob okreslony w ust. 5.3.2.3 lub
ust. 5.3.2.4.
5.3.2.3. Hydroliza otwarta.
Do kolby z mieszanina, przygotowana w sposob okreslony w ust. 5.3.2.1 lub ust. 5.3.2.2, dodac 3 szklane perelki i gotowac,
utrzymujac stan wrzenia ze zwrotem skroplin przez 23 godziny. Po zakoriczonej hydrolizie przemyc chlodnice od dolu
5 ml buforu cytrynianowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.24. Odlaczyc kolbe i schlodzic w lazni lodowej. Nastepnie postepowac
w sposob okreslony w ust. 5.3.3.
5.3.2.4. Hydroliza zamknieta,
Umiescic butelke zawierajaca mieszanine, przygotowanll w spos6b okreslony w ust. 5.3.2.1 lub ust. 5.3.2.2, w suszarce,
o kt6rej mowa w ust. 4.3, w temperaturze 110 0c. W czasie pierwszej godziny hydrolizy, aby uniknllc gwaltownego wzrostu
cisnienia, w wyniku powstawania substancji gazowych, i wybuchu, umiescic nakr«tk« na naczyniu. Nie zamykac naczynia
korkiem. Po godzinie dokr«cic nakr«tk« i pozostawic w suszarce, 0 kt6rej mowa w ust. 4.3, przez 23 godziny.
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Po zakoriczeniu hydrolizy wyjac butelke z suszarki, ostroznie odkrecic nakretke i umiescic butelke w lodowej lazni wodnej.
Pozostawic do schlodzenia.
W zaleznosci od sposobu dostosowania pH, 0 ktorym mowa w ust. 5.3.3, przeniesc ilosciowo zawartosc butelki do zlewki
lub kolby okraglodennej 0 pojemnosci 250 ml, stosujac bufor cytrynianowy, 0 ktorym mowa w ust. 3.24. Nastepnie
postepowac w sposob okreslony w ust. 5.3.3.
5.3.3 Dostosowanie pH.
W zaleznosci od tolerancji analizatora aminokwasow, 0 ktorym mowa w ust. 4.9, na sod, pH dostosowuje sie w sposob
okreslony w ust. 5.3.3.1 lub ust. 5.3.3.2.
5.3.3.1. Dla systemow chromatograficznych, 0 ktorych mowa w ust. 4.9, wymagajacych niskiego stezenia sodu:
wskazane jest zastosowanie roztworu podstawowego wzorca wewnetrznego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.27.3, gdy analizatory
aminokwasow wymagaja niskiego stezenia sodu, w przypadku gdy nalezy zredukowac objetosc kwasu.
W tym przypadku dodac 2,00 ml roztworu podstawowego wzorca wewnetrznego, 0 ktorym mowa w ust. 3.27.3, do
hydrolizatu przed odparowaniem. Dodac 2 krople l-oktanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.15, do hydrolizatu otrzymanego
w sposob okreslony w ust. 5.3.2.3 lub ust. 5.3.2.4. Stosujac obrotowa wyparke prozniowa, 0 ktorej mowa w ust. 4.7,
zmniejszyc objetosc do 5 - 10 ml, w warunkach prozni w temperaturze 40°C. Jezeli objetosc roztworu zostanie
przypadkowo zredukowana ponizej 5 ml, hydrolizat wyrzucic i powtorzyc analize. Dostosowac pH do 2,20 przy uzyciu
roztworu wodorotlenku sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.18, i postepowac w sposob okreslony w ust. 5.3.4.
5.3.3.2. Dla wszystkich innych analizatorow aminokwasow, 0 ktorych mowa w ust. 4.9, pobrac hydrolizaty otrzymane
w sposob okreslony w ust. 5.3.2.3 lub ust. 5.3.2.4 i czesciowo je zneutralizowac, mieszajac ostroznie, dodajac 17 ml roztworu
wodorotlenku sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.17, zwracajac uwage, aby temperatura roztworu nie przekraczala 40°C.
Dostosowac pH do 2,20 w temperaturze pokojowej, dodajac roztwor wodorotlenku sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.17, a pod
koniec rozrwor wodorotlenku sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.18. Nastepnie postepowac w sposob okreslony w ust. 5.3.4.
5.3.4. Przygotowanie roztworu probki do analizy chromatograficznej.
Przenicsc ilosciowo hydrolizaty 0 pH dostosowanym w sposob okreslony w ust. 5.3.3.1 lub ust. 5.3.3.2 przy uzyciu buforu
cytrynianowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.24, do kolby miarowej 0 pojernnosci 200 ml i uzupelnic do pelnej objetosci kolby
buforem cytrynianowym, 0 ktorym mowa w ust. 3.24. Jezeli wczesniej nie dodawano wzorca wewnetrznego, dodac 2,00 ml
roztworu wzorca wewnetrznego, 0 ktorym mowa w ust. 3.27.3, i uzupelnic buforem cytrynianowym, 0 ktorym mowa
w ust. 3.24, do pelnej objetosci kolby. Dokladnie zmieszac. Nastepnie wykonac analize chromatograficzna, 0 ktorej mowa
w ust. 5.4. Jezeli roztwory probek nie beda analizowane tego samego dnia, przechowywuje sic je w temperaturze
ponizej 5 -c.
5.4. Chromatografia.
Przed analiza chromatograficzna doprowadzic ekstrakt, otrzymany w sposob okreslony w ust. 5.2, lub hydrolizat, otrzymany
w sposob okreslony w ust. 5.3.4, do temperatury pokojowej. Wstrzasnac mieszanina i przefiltrowac jej odpowiednia ilosc
przez filtr membranowy, 0 ktorym mowa w ust. 4.5. Otrzymany klarowny roztwor jest przeznaczony do chromatografii
jonowymiennej przy wykorzystaniu analizatora aminokwasow, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.9.
Dozowanie wykonuje sie recznie lub automatycznie. Na kolumne nanosi sie takie same ilosci roztworow z dokladnoscia
± 0,5 % zarowno w przypadku analizy wzorcow, jak i badanych probek, z wyjatkiern gdy jest stosowany wzorzec
wewnetrzny, oraz aby stosunek sodu do aminokwasu w roztworze badanej probki byl podobny jak w roztworze wzorcowym.
Czestosc przeprowadzania kalibracji zalezy od stabilnosci odczynnika ninhydrynowego i od systemu analitycznego. Wzorzec
lub probka sa wymywane buforem cytrynianowym, 0 ktorym mow a w ust. 3.24, tak aby powierzchnia piku wzorca
odpowiadala 30 - 200 % powierzchni piku badanej probki aminokwasu.
Analiza chromatograficzna aminokwasow bedzie roznic sie nieznacznie w zaleznosci od typu stosowanego analizatora
i zywicy, Wybrany system powinien miec zdolnosc oddzielenia od siebie aminokwasow oraz od innych substancji dajacych
z ninhydryna reakcje. W badanym zakresie stosowany system chromatograficzny powinien dawac liniowa odpowiedz na
zmiany ilosci aminokwasow dodawanych na kolumne.
W czasie analizy chromatograficznej opisany ponizej stosunek doliny do wysokosci piku odnosi sie do przypadku, gdy jest
analizowany rownomolowy roztwor oznaczanego aminokwasu. Rownornolowy roztwor aminokwasu powinien zawierac co
najmniej 30 % maksymalnej zawartosci kazdego aminokwasu, ktory mozna aktualnie oznaczyc z uzyciem danego analizatora
aminokwasow, 0 ktorym mowa w ust. 4.9.
Dla oddzielenia treoniny od seryny stosunek doliny do wysokosci piku nizszego z pokrywajacych sie aminokwasow na
chromatografie nie powinien przekraczac 2: 10 w przypadku, gdy oznaczane sa tylko cystyna (cysteina), metionina, treonina
i lizyna; niewystarczajace oddzielenie od sprzezonych pikow bedzie ujemnie wplywalo na oznaczenie. Dla wszystkich
innych aminokwasow rozdzial powinien bye lepszy niz I: IO.
System powinien zapewniac oddzielenie lizyny od "artefaktow lizyny" i od omityny.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Powierzchnie pikow probki i wzorca mierzy sie dla kazdego pojedynczego aminokwasu, a zawartosc aminokwasu w glkg
probki jest obliczana wedlug nastepujaccgo wzoru:
AxExMWxF
------- = g aminokwasu na kg probki

B x Wx 1000
Jezeli jest stosowany wzorzec wewnetrzny, wyrazenie mnozymy przez D/C,
gdzie:
A - powierzchnia piku hydrolizatu lub ekstraktu,
B - powierzchnia piku wzorcowego roztworu kalibracyjnego,
C - powierzchnia piku wzorca wewnetrznego w hydrolizacie lub ekstrakcie,
D - powierzchnia piku wzorca wewnetrznego, roztworu wzorca kalibracyjnego,
MW - masa czasteczkowa oznaczanego aminokwasu,
E - stezenie wzorca w umol/ml,
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W - masa pr6bki w g przeliczona na mase oryginalnej pr6bki w przypadku odtluszczania lub podsuszania,
F - hydrolizat og61em w ml otrzymany w spos6b okreslony w ust. 5.3.4 lub obliczona og61na objetosc w ml rozciericzonego
ekstraktu.
Cystyna i cysteina sa oznaczane jako kwas cysteinowy w hydrolizatach utlenionej probki, ale sa obliczane jak cystyna
- C6H12NP4S2' MW 240,30 przez zastosowanie MW 120,15 (= 0,5 x 240,30).
Metionina jest oznaczana jako sulfon metioniny w hydrolizatach utlenionej probki, ale jest obliczana jak metionina przez
zastosowanie MW metioniny: 149,21.
Dodana wolna metionina jest oznaczana po ekstrakcji jako metionina, przy czym dla obliczen stosowana jest taka sarna
wartosc M'W.
Ogolna objetosc rozciericzonych ekstrakt6w (F) w przypadku oznaczania zawartosci wolnych aminokwasow, 0 kt6rych
mowa w ust. 5.2, obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:

(10 ml + 5 ml) V ml
F= 100mi x x ---

10mi 10mi
gdzie:
V - objetosc koricowego ekstraktu.
7. OCENA METODY
Miedzynarodowe badania por6wnawcze metody byly przeprowadzone w 1990 r. przy uzyciu czterech pasz, w tym mieszanki
paszowej dla swiri, mieszanki paszowej dla brojler6w, koncentratu bialkowego i premiksu. Po odrzuceniu wynik6w
odbiegajacych srednie wyniki i odchylenia standardowe sa przedstawione w ponizszej tabeli 2:

Tabela 2. Srednie wielkosci w g/kg

n - hczba uczestniczacych laboratonow
7.1. Powtarzalnosc,
Powtarzalnosc wyrazona jako "odchylenie standardowe wewnatrz laboratorium" omawianego powyzej por6wnawczego
badania jest przedstawiona w tabeli 3 i 4.

Tabela 3. Odchylenie standardowe wewnatrz laboratorium (S,) w g/kg

Aminokwas
Material badany

treonina cystyna / cysteina metionina lizyna

Mieszanka paszowa dla swiri
6,94 3,01 3,27 9,55

n = 15 n= 17 n = 17 n = 13

Mieszanka paszowa dla brojler6w
9,31 3,92 5,08 13,93

n = 16 n= 18 n= 18 n= 16

Koncentrat bialkowy
22,32 5,06 12,01 47,74
n = 16 n= 17 n = 17 n= 15

Premiks
58,42

-
90,21 98,03

n = 16 n= 16 n= 16
.,

n - hczba uczestniczacych laboratonow

Aminokwas

Material badany
treonina cystyna / cysteina metionina lizyna

Mieszanka paszowa dla swin
0,13 0,10 0,11 0,26

n= 15 n = 17 n= 17 n= 13

Mieszanka paszowa dla brojler6w
0,20 0,11 0,16 0,28

n = 16 n= 18 n= 18 n= 16

Koncentrat bialkowy 0,48 0,13 0,27 0,99
n = 16 n > 17 n= 17 n = 15

Premiks 1,30 2,19 2,06
n= 16

-

n > 16 n= 16
.,
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Tabela 4. Wspolczynnik zmiennosci (%) dla odchylenia standardowego wewnatrz laboratorium (Sf)

Aminokwas
Material badany

treonina cystyna / cysteina metionina Iizyna

Mieszanka paszowa dla swiri 1,9 3,3 3,4 2,8
n = 15 n= 17 n= 17 n= 13

Mieszanka paszowa dla brojlerow
2,1 2,8 3,1 2.1

n= 16 n= 18 n= 18 n= 16

Koncentrat bialkowy
2,7 2,6 2,2 2,4

n= 16 n= 17 n= 17 n= 15

Premiks
2,2 - 2,4 2,1

n = 16 n= 16 n= 16

n = hczba uczestniczacych laboratoriow
7.2.0dtwarzalnosc.
Wyniki odchylenia standardowego miedzy laboratoriami otrzymane w wyniku przeprowadzenia omawianego powyzej
porownawczego badania sa przedstawione w tabeli 5 i 6.

Tabela 5. Odchylenie standardowe miedzy laboratoriami (SR)w g/kg

Aminokwas

Material badany
treonina cystyna / cysteina metionina Iizyna

Mieszanka paszowa dla swiri
0,28 0,30 0,23 0,30

n= 15 n= 17 n= 17 n = 13

Mieszanka paszowa dla brojlerow
0,48 0,34 0,55 0,75

n = 16 n= 18 n= 18 n= 16

Koncentrat bialkowy
0,85 0,62 1,57 1,24

n = 16 n= 17 n= 17 n= 15

Premiks
2,49

-
6,20 6,62

n= 16 n= 16 n= 16

n = hczba uczestniczacych laboratoriow

Tabela 6. Wspolczynnik zmiennosci (%) dla odchylenia standardowego miedzy laboratoriami (SR)

Aminokwas

Material badany
treonina cystyna / cysteina metionina Iizyna

Mieszanka paszowa dla swiri
4,1 9,9 7,0 3,2

n = 15 n= 17 n= 17 n = 13

Mieszanka paszowa dla brojlerow
5,2 8,8 10,9 5,4

n= 16 n= 18 n = 18 n= 16

Koncentrat bialkowy
3,8 12,3 13,0 3,0

n = 16 n= 17 n= 17 n= 15

Premiks
4,3

-
6,9 6,7

n= 16 n= 16 n= 16

n = hczba uczestniczacych laboratoriow
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8. SPRAWDZENIE METODY
Prawidlowe stosowanie metody weryfikowac poprzez wykonywanie powtarzalnych oznaczeri certyfikowanych materialow
odwolawczych, jezeli takie sa dostepne, Zalecana jest takze kalibracja z zastosowaniem certyfikowanych kalibracyjnych
roztworow aminokwasow.
9. OBJASNIENIA
9.1. Z powodu roznic pomiedzy analizatorami aminokwasow koncowe stezenia kalibracyjnych roztworow aminokwasow
wzorcowych okreslonych w ust. 3.27.4 i ust. 3.27.5 oraz hydrolizatu okreslonego w ust. 5.3.4 traktowac jako przykladowe.
Zakres liniowej odpowiedzi aparatu powinien zostac sprawdzony dla wszystkich aminokwasow.
Rozrwor wzorcowy jest rozcienczany buforem cytrynianowym, tak aby otrzymac powierzchnie piku 0 srednim zasiegu,
9.2. Jezeli do analizy produktow hydrolizy wykorzystywany jest wysokosprawny chromatograf cieczowy, zoptymalizowac
warunki doswiadczalne analizy zgodnie z zaleceniami producenta.
9.3. Przy stosowaniu tej metody do pasz zawierajacych wiecej niz 1 % chlorkow, w tym koncentraty, mieszanki mineralne,
mieszanki paszowe uzupelniajace, wyniki oznaczania metioniny moga bye zanizone i nalezy stosowac specjalne
postepowanie,

3.2. OZNACZANIE TRYPTOFANU

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci calkowitego i wolnego tryptofanu w paszach. Metoda niewyroznienia form D i L.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
W celu oznaczenia calkowitego tryptofanu probka jest hydrolizowana w srodowisku zasadowym przy uzyciu nasyconego
roztworu wodorotlenku baru i ogrzewana do 110°C przez 20 godzin. Po hydrolizie dodany jest wzorzec wewnetrzny.
W celu oznaczenia wolnego tryptofanu probka jest ekstrahowana w warunkach lekko kwasnych w obecnosci wzorca
wewnetrznego. Tryptofan i wzorzec wewnetrzny w hydrolizacie lub w ekstrakcie jest oznaczony metoda HPLC z detekcja
fluorescencyjna,
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Woda podwojnie destylowana lub woda 0 porownywalnej jakosci 0 przewodnictwie < 10 J.(S/cm.
3.2. Substancja wzorcowa: tryptofan (czystosc I zawartosc ~ 99 %) suszony w prozni nad pieciotlenkiem fosforu.
3.3. Substancja wzorcowa wewnetrznetrzna: u-metylo-tryptofan (czystosc I zawartosc ~ 99 %) suszony w prozni nad
pieciotlenkiem fosforu.
3.4. Wodorotlenek baru, oktahydrat.
Nie wystawiac Ba(OHh . 8HP na nadmieme dzialanie powietrza, aby uniknac tworzenia sic BaC03, ktory moglby utrudniac
oznaczenie. Uwzglednic ust. 9.3.
3.5. Wodorotlenek sodu.
3.6. Kwas ortofosforowy, w = 85 %.
3.7. Kwas chlorowodorowy, Pzo = 1,19 g/m!.
3.8. Metanol do HPLC.
3.9. Eter naftowy 0 temperaturze wrzenia od 40 do 60°C.
3.10. Roztwor wodorotlenku sodu, c = 1 mol/l:
Rozpuscic 40,0 g wodorotlenku sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.5, w wodzie i uzupelnic do objetosci 1 litra woda,
3.11. Kwas chlorowodorowy, c = 6 rnol/l:
Odmierzyc 492 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.7, i uzupelnic do objetosci I Iitra woda,
3.12. Kwas chlorowodorowy, c = 1 mol/l:
Odmierzyc 82 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.7, i uzupelnic do objetosci 1 litra woda.
3.13. Kwas chlorowodorowy, c = 0,1 mol/l:
Odmierzyc 8,2 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.7, i uzupelnic do objetosci 1 litra woda,
3.14. Kwas ortofosforowy, c = 0,5 mol/I:
Odmierzyc 34 ml kwasu ortofosforowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.6, i uzupelnic do objetosci 1 litra woda,
3.15. Stezony roztwor tryptofanu, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, c = 2,50 umol/ml:
W kolbie miarowej 0 pojemnosci 500 ml rozpuscic 0,2553 g tryptofanu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.2, w kwasie
chlorowodorowym, 0 ktorym mowa w ust. 3.13, i uzupelnic do objetosci kwasem chlorowodorowym, 0 ktorym mowa
w ust. 3.13. Przechowywac w temperaturze -18 °C nie dluzej niz 4 tygodnie.
3.16. Stezony roztwor wzorca wewnetrznego, c = 2,50 urnol/ml:
W kolbie miarowej 0 pojemnosci 500 ml rozpuscic 0,2728 g u-metylo-tryptofanu, 0 ktorym mowa w ust. 3.3, w kwasie
chlorowodorowym, 0 kt6rym mowa w ust. 3.13, i uzupelnic do pelnej objetosci kolby tym kwasem. Przechowywac
w temperaturze -18°C nie dluzej niz 4 tygodnie.
3.17. Kalibracyjny roztwor wzorcowy tryptofanu i wzorca wewnetrznego:
Odmierzyc 2,00 ml stezonego roztworu tryptofanu, 0 ktorym mowa w ust. 3.15, i 2,00 ml stezonego roztworu wzorca
wewnetrznego (c-metylo-rryptofanu), 0 kt6rym mowa w ust. 3.16. Rozcienczyc woda, 0 ktorej mowa w ust. 3.1,
i metanolem, 0 ktorym mowa w ust. 3.8, w przyblizeniu do tej samej objetosci i tego samego stezenia metanolu (10 --30 %)
jak w koricowym hydrolizacie.
Roztwor przygotowuje sie bezposrednio przed uzyciem,
Chronic przed bezposrednim dzialaniem swiatla podczas przygotowywania.
3.J 8. Kwas octowy.
3.19. 1,1,I-trichloro-2-metylo-2-propanol.
3.20. Etanoloamina > 98 %.
3.21. Roztwor I g 1,1,I-trichloro-2-metylo-2-propanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.19, w 100 ml metanolu, 0 ktorym mowa
w ust. 3.8.
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3.22. Faza ruchoma do HCLP: mieszanina 3,00 g kwasu octowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.18, 900 ml wody, 0 kt6rej mowa
w ust. 3.1, i 50,0 ml roztworu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.21. Dostosowac pH do 5,00, stosujac etanoloamine, 0 kt6rej mowa
w ust. 3.20. Uzupelnic do objetosci 1 litra woda.
4.APARATURAISPRZ~T

4.1. Wyposazenie HPLC z detektorem spektrofluorometrycznym.
4.2. Kolumna do chromatografii cieczowej, 125 mm x 4 mm, C18, wypelnienie 311m lub rownowazne.
4.3. Pehametr.
4.4. Kolby propylenowe 0 pojemnosci 125 ml, z szeroka szyjka i wkrecana nakretka.
4.5. Filtr membranowy, 0,45 11m.
4.6. Autoklaw, 110 (±2) °C, 1,4 (±O,1) bar.
4.7. Wstrzasarka mechaniczna lub mieszadlo magnetyczne.
4.8. Mieszadlo Vortex.
5. SPOS6B POST~POWANIA

5.1. Przygotowanie probek.
Rozdrobnic probke tak, aby przesiewala sie przez oczka sita 0 srednicy 0,5 mm. Pr6bki 0 duzej zawartosci wilgotnosci przed
rozdrobnieniem wysuszyc albo na powietrzu w temperaturze nieprzekraczajacej 50°C, albo przez wymrazanie, Probki
o wysokiej zawartosci tluszczu przed rozdrobnieniem poddac ekstrakcji eterem naftowym, 0 ktorym mowa w ust. 3.9.
5.2. Oznaczanie wolnego tryptofanu (ekstrakt).
Odwazyc, z dokladnoscia do 1 mg, od I g do 5 g probki przygotowanej w sposob okreslony w ust 5.1 do kolby stozkowej.
Dodac 100,0 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.13, i 5,00 ml stezonego roztworu wzorca wewnetrznego,
o ktorym mowa w ust. 3.16. Wstrzasac lub mieszac przez 60 minut przy uzyciu wstrzasarki mechanicznej lub mieszadla
magnetycznego, 0 ktorych mowa w ust. 4.7. Pozostawic do oddzielenia sie osadu i przeniesc pipeta 10,0 ml supematantu
roztworu do zlewki. Dodac 5 ml kwasu ortofosforowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.14. Dostosowac pH do 3,0 przy uzyciu
wodorotlenku sodu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.10. Dodac taka ilosc metanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.8, aby uzyskac stezenia
od 10 do 30 % metanolu w koricowej objetosci. Przeniesc do kolby miarowej 0 odpowiedniej pojemnosci i rozciericzyc woda
do objetosci wlasciwej dla chromatografii, odpowiadajacej objetosci kalibracyjnego roztworu wzorcowego okreslonego
w ust. 3.17. Przefiltrowac kilka ml roztworu przez filtr membranowy 0,45 11m, 0 ktorym mowa w ust. 4.5, przed dozowaniem
na kolumne HPLC. Przeprowadzic chromatografie w sposob okreslony w ust. 5.4.
Roztwor wzorcowy i ekstrakty chronic przed bezposrednim dzialaniem swiatla slonecznego. Jezeli niemozliwe jest
dokonanie analizy ekstraktow tego samego dnia, ekstrakty przechowuje sie w temperaturze 5 °C nie dluzej niz przez 3 dni.
5.3. Oznaczanie calkowitego tryptofanu (hydrolizat).
Odwazyc, z dokladnoscia do 0,2 mg, od 0, I do 1 g pr6bki, otrzymanej w spos6b okreslony w ust. 5.1, do kolby
propylenowej, 0 kt6rej mowa w ust. 4.4. Odwazona pr6bka powinna zawierac okolo 10 mg azotu. Dodac 8,4 g oktahydratu
wodorotlenku baru, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4, i 10 ml wody. Mieszac przy uzyciu mieszadla Vortex, 0 ktorym mowa
w ust. 4.8, lub mieszadla magnetycznego, 0 kt6rym mowa w ust. 4.7. Pozostawic osloniety teflonem magnes w mieszaninie.
Splukac sciany naczynia przy uzyciu 4 ml wody. Nalozyc nakretke i zamknac luzno naczynie. Przeniesc kolbe do autoklawu,
o ktorym mowa w ust. 4.6, z wrzaca woda i para i utrzymywac ja w czasie od 30 do 60 minut. Zamknac autoklaw
i autoklawowac w temperaturze 110°C (± 2°C) przez 20 godzin.
Przed otwarciem autoklawu obnizyc temperature nieco ponizej 100°C. W celu unikniecia krystalizacji Ba(OH)2 . 8H20
dodac do cieplej mieszaniny 30 ml wody 0 temperaturze pokojowej. Lagodnie wstrzasac lub mieszac, Dodac 2,00 ml
stezoncgo roztworu wzorca wewnetrznego (c-metylo-tryptofanu), 0 kt6rym mowa w ust. 3.16. Studzic naczynia w lazni
wodnej lub lodowej przez 15 minut.
Nastepnie dodac 5 rnl kwasu ortofosforowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.14. Utrzymujac naczynie w zimnej lazni, zobojetnic
przy uzyciu kwasu chlorowodorowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.11, mieszajac, i dostosowac pH do 3,0 przy uzyciu kwasu
chlorowodorowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.12. Dodac ilosc metanolu niezbedna do uzyskania stezenia od 10 do 30 %
metanolu w koncowej objetosci. Przeniesc do kolby miarowej 0 odpowiedniej pojemnosci i rozciericzyc woda do objetosci
niezbednej do chromatografii; proponuje sie zastosowac 100 ml Duran, Scott. Dodanie metanolu nie powinno powodowac
wytracania. Przefiltrowac kilka ml roztworu przez filtr membranowy 0,45 11m, 0 ktorym mowa w ust. 4.5, przed dozowaniem
na kolumne HPLC. Przeprowadzic chromatografie w spos6b okreslony w ust. 5.4.
Roztw6r wzorcowy i produkty hydrolizy chronic przed bezposrednim dzialaniem swiatla slonecznego. Jezeli niemozliwe jest
dokonanie analizy produkt6w hydrolizy tego samego dnia, produkty hydrolizy przechowywac w temperaturze 5 °C nie dluzej
niz przez 3 dni.
5.4. Oznaczanie HPLC.
Ponizsze parametry izokratycznej elucji sa przykladowe. Przy oznaczaniu HPLC uwzglednic ust. 9.1 i ust. 9.2:

Kolumna do chromatografii cieczowej, 0 kt6rej mowa 125 mm x 4 mm, C18, wypelnienie 311m lub rownowazne
wust. 4.2:

Temperatura kolunmy:

Faza ruchoma, 0 kt6rej mowa w ust. 3.22:

temperatura pokojowa

Mieszanina 3,00 g kwasu octowego, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.18, 900 ml wody, 0 ktorej mowa w ust. 3.1,
i 50,0 ml roztworu, 0 ktorym mowa w ust. 3.21. Dostosowac
pH do 5,00 przy uzyciu etanoloaminy, 0 kt6rej mowa
w ust. 3.20. Uzupelnic do objetosci 1 litra woda, 0 kt6rej
mowa w ust. 3.1
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Szybkosc przeplywu: 1 ml/min

Calkowity czas analizy chromatograficznej: okolo 34 minuty

Dlugosc fali przy detekcji: wzbudzenie: 280 nm, emisja: 356 nm

Dozowana objetosc: 20 /-II
Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametrow gwarantujacych uzyskanie rownowaznych wynikow,
6. OBLICZANIE WYNIKOW
AxBxCxDxExMW
---------- = g tryptofanu na 100 g probki
F x G x H x 10000 x W

gdzie:
A - powierzchnia piku wzorca wewnetrznego, kalibracyjny roztwor wzorcowy, 0 ktorym mowa w ust. 3.17,
B - powierzchnia piku tryptofanu, ekstraktu, 0 ktorym mowa w ust. 5.2, lub hydrolizatu, 0 ktoryrn mowa w ust. 5.3,
C - objetosc w ml (2 ml) stezonego roztworu tryptofanu, 0 ktorym mowa w ust. 3.15, dodanego do roztworu kalibracyjnego,
o ktorym mowa w ust. 3.17,
D - stezenie w umol/ml (= 2,50) stezonego roztworu tryptofanu, 0 ktorym mowa w ust. 3.15, dodanego do roztworu
kalibracyjnego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.17,
E - objetosc w ml stezonego roztworu wzorca wewnetrznego, 0 ktorym mowa w ust. 3.16, dodanego przy ekstrakcji
(= 5,00 ml), 0 ktorej mowa w ust. 5.2, lub do hydrolizatu (= 2,00 ml), 0 ktorym mowa w ust. 5.3,
F - powierzchnia piku wzorca wewnetrznego, ekstraktu, 0 ktorym mowa w ust. 5.2, lub hydrolizatu, 0 ktoryrn mowa
w ust. 5.3,
G - powierzchnia piku tryptofanu, kalibracyjnego roztworu wzorca, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.17,
H -- objetosc w ml stezonego roztworu wzorca wewnetrznego, 0 ktorym mowa w ust. 3.16, dodanego do kalibracyjnego
roztworu wzorcowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.17,
W - nawazka probki w g, skorygowana wzgledem masy wyjsciowej, w przypadku gdy byla podsuszana lub odtluszczana,
MW - ciezar czasteczkowy tryptofanu (= 204,23).
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Powtarzalnosc,
Roznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac
10 % wzgledem najwyzszego wyniku.
8. WYNIKI BADAN MIF;DZYLABORATORYJNYCH
We Wspolnocie przeprowadzono badania porownawcze (czwarte porownanie wynikow roznych laboratoriow), w ktorych
trzy probki byly analizowane przez 12 Iaboratoriow w celu sprawdzenia metody hydrolizy. Na kazdej probce powtorzono
analizy pieciokrotnie. Jej wyniki sa przedstawione w tabeli 7.

rd hdhh k17Tblbd'

L - liczba laboratonow; n - liczba pojedynczych zachowanych wynikow eliminujacych wartosci oddalone (wedlug
Cochrana, proba wartosci oddalonych Dixona); s, - odchylenie standardowe powtarzalnosci; SR- odchylenie standardowe
odtwarzalnosci; r - powtarzalnosc wynikow; R - odtwarzalnosc wynikow; CV, - wspolczynnik zmiennosci powtarzalnosci;
CVR - wspolczynnik zmiennosci odtwarzalnosci

Tabe a • a e a a an porownawczyc wyt onanvc w ce u spraw zerna meta iv ivdro IZY

Pr6bka 2
Pr6bka 3

Pr6bka 1 Pasza dla swiri
Pasza dla swiri uzupelniona

Koncentrat paszowy dla

L-tryptofanem
swill

L 12 12 12
n 50 55 50
Srednia rg/kg1 2,42 3,40 4,22
s. rg/kg1 0,05 0,05 0,08
r rz/kz] 0,14 0,14 0,22
CVrr%l 1,9 1,6 1,9
SR rg/kg1 0,15 0,20 0,09
R rg/kgl 0,42 0,56 0,25
CVR r%l 6,3 6,0 2,2

.,

W koJejnym badaniu porownawczym we Wspolnocie (trzecie porownanie wynikow roznych laboratoriow) dwie probki byly
analizowane przez 13 laboratoriow w celu sprawdzenia metody ekstrakcji wolnego tryptofanu. Na kazdej probce powtorzono
analize pieciokrotnie, Jej wyniki sa przedstawione w tabeli 8.
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d k kcidhh kTbl8Tbi badana e a a e a a an porownawczvc wvi onanvc w ce u spraw zema meta tv e stra en wo nezo trvnto anu

Pr6bka 4
Pr6bka 5

Mieszanka pszenicy i soi
Mieszanka pszenicy i soi (= probka 4)
z dodatkiem tryptofanu (0,457 glkg)

L 12 12
n 55 60
Srednia rglkg1 0,391 0,931
srg/kgl 0,005 0012
r lz/kal 0,014 0,034
cv.rsa 1,34 1,34
SR rg/kg] 0018 0048
R rglkgl 0,050 0,134
CVvr%l 4,71 5,11
L - liczba laboratoriow; n - hczba pojedynczych zachowanych wynikow eliminujacych wartosci oddalone (wedlug
Cochrana, proba wartosci oddalonych Dixona); s, - odchylenie standardowe powtarzalnosci; SR - odchylenie standardowe
odtwarzalnosci; r - powtarzalnosc wynikow; R - odtwarzalnosc wynikow; CV r - wspolczynnik zmiennosci powtarzalnosci;
CVR - wspolczynnik zmiennosci odtwarzalnosci

W kolejnym badaniu porownawczyrn we Wsp61nocie cztery pr6bki byly anaIizowane przez 7 laboratoriow w celu
sprawdzenia metody hydrolizy tryptofanu. Na kazdej probce powt6rzono analize pieciokrotnie. Jej wyniki sa przedstawione
w tabeli 9.

Tabela 9. Tabela badari porownawczvch wvkonanvch w celu snrawdzenia metodv hvdrolizv trvptofanu

Probka I Probka 2
Pr6bka 3

Pr6bka4
Mieszanka paszowa Niskotluszczowa

Maczka sojowa
Odtluszczone mleko

dla swiri maczka rybna w proszku
(CRM 117) (CRM 118)

(CRM 119)
(CRM 120)

L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Srednia rglkg 1 2,064 8,801 6,882 5,236
s. rg/kg 0,021 0,101 0,089 0,040
r ra/kz 0059 0283 0249 0112
cv.rss 104 I 15 130 076
sv rg/kg 0,031 0,413 0283 0,221
R rglkg 0,087 1,156 0,792 0,619

CVRr% 148 469 4,1 I 422
L - hczba laboratoriow; n - hczba pojedynczych zachowanych wynikow eliminujacych wartosci oddalone (wedlug
Cochrana, proba wartosci oddalonych Dixona); s, - odchylenie standardowe powtarzalnosci; SR - odchylenie standardowe
odtwarzalnosci; r - powtarzalnosc wynikow; R - odtwarzalnosc wynik6w; CV r - wspolczynnik zmiennosci powtarzalnosci;
CVR - wspolczynnik zrniennosci odtwarzalnosci
9. OBJA8NIENIA
9. I. Lepszy rozdzial tryptofanu i a-metylo-tryptofanu moze nastapic przy uwzglednieniu nastepujacych parametrow:
Izokratyczna elucja po gradientowym czyszczeniu kolumny:

Kolumna do chromatografii cieczowej: 125 mm x 4 mm, CIS' wypelnienie 5 urn lub rownowazne

Temperatura kolumny: 32°C

Faza ruchoma:

Program gradientowy:

A: Mieszanina, w stosunku 95 + 5 (V+V): 0,01 mol/l
KH2P04 i metanolu
B: Metanol
omin 100 % A 0 % B

Szybkosc przeplywu:

Calkowity czas analizy chromatograficznej:

15 min IOO%A

17min 60%A

19min 60%A

21 min 100%A

33 min 100%A

1,2 mllmin

okolo 33 minuty

O%B

40%B

40%B

O%B

O%B
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9.2. Analiza chromatograficzna bedzie sie zmieniac w zaleznosci od typu HPLC i materialu uzytego do wypelnienia
kolumny. Wybrany system powinien umozliwic uzyskanie oddzielajacej linii bazowej pomiedzy tryptofanem i wzorcem
wewnetrznym. Produkty degradacji powinny zostac dobrze oddzielone od tryptofanu i wzorca wewnetrznego. Hydrolizaty
bez wzorca wewnetrznego powinny bye poddane analizie w celu sprawdzenia linii bazowej stosownie do wzorca
wewnetrznego wzgledem zanieczyszczeri. Czas analizy powinien bye wystarczajaco dlugi dla elucji wszystkich produkt6w
degradacji, w przeciwnym razie ostatnie eluujace piki na chromatogramie moga zaklocac kolejna analize,
W zakresie badanych stezeri uklad chromatograficzny powinien zapewniac liniowa odpowiedz. Liniowa odpowiedz mierzyc
przy stalym (normalnym) stezeniu wzorca wewnetrznego i zmieniajacych sie stezeniach tryptofanu. Wielkosc pik6w
tryptofanu i wzorca wewnetrznego powinna zawierac sie w liniowym zakresie ukladu HPLC z detekcja fluorescencyjna,
Jezeli piki tryptofanu lub wzorca wewnetrznego sa zbyt male lub zbyt duze, analiza powinna bye powt6rzona, przy
zrnienionej wielkosci pr6bki lub jej objetosci koncowej.
9.3. Wodorotlenek baru.
Ze wzgledu na fakt, ze wodorotlenek baru z czasem jest coraz trudniejszy do rozpuszczenia, wplywa to na nieklarownosc
roztworu do oznaczania HPLC, kt6ra moze bye przyczyna zanizania wynik6w oznaczania tryptofanu.

ROZDZIAI:..4

BADANIE SKl:..ADNIK6w MINERALNYCH

4.1. OZNACZANIE WAPNIA

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania calkowitej zawartosci wapnia w paszach.
2. SPOS6B PRZEPROWADZENIA METODY
Wapri jest spopielany, popi61 traktowany jest kwasem chlorowodorowym, a wapri wytracany jako szczawian wapnia. Osad
jest rozpuszczany w kwasie siarkowym i miareczkowany kwasem szczawiowym, kt6ry powstaje wraz z roztworem
manganianu(VII) potasu.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Kwas chlorowodorowy, d = 1,14.
3.2. Kwas azotowy, d = 1,40.
3.3. Kwas siarkowy, d = 1,13.
3.4. Amoniak, d = 0,98.
3.5. Zimny nasycony roztw6r szczawianu amonu.
3.6. 30 % roztw6r kwasu cytrynowego, (m/V).
3.7.5 % roztw6r chlorku amonu, (m/V).
3.8. 0,04 % roztw6r zieleni bromokrezolowej, (m/V),
3.9. Roztw6r manganianu(VII) potasu 0,1 N.
4. APARATURA I SPRZF;T
4.1. Elektryczny piec mutlowy z termostatem i mozliwoscia cyrkulacji powietrza.
4.2. Tygle do spalari platynowe, kwarcowe lub porcelanowe.
4.3. Szklane tygle ze spiekiem 0 porowatosci G4.

5. SPOS6B POSTF;POWANIA
Odwazyc okolo 5 g pr6bki, z dokladnoscia do I mg, spopielic w temperaturze 550°C i przeniesc popi61 do zlewki
o pojemnosci 250 m!.
Dodac 40 ml kwasu chlorowodorowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1,60 ml wody i kilka kropli kwasu azotowego, 0 kt6rym
mowa w ust. 3.2. Doprowadzic do wrzenia i utrzymywac w temperaturze wrzenia przez 30 minut. Schlodzic i przeniesc
roztw6r do kolby miarowej 0 pojemnosci 250 m!. Przeplukac i uzupelnic do pelnej objetosci kolby woda, homogenizowac
i przefiltrowac,
Przy zastosowaniu pipety przeniesc do zlewki 0 pojemnosci 250 ml podzielna czt<se roztworu zawierajaca od 10 do 40 mg
wapnia zgodnie z przewidywana zawartoscia. Dodac I ml roztworu kwasu cytrynowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.6,
i 5 ml roztworu chlorku amonu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.7.
Uzupelnic do objetosci okolo I litra woda. Doprowadzic do wrzenia, dodac 8 do 10 kropli roztworu zieleni
bromokrezolowej, 0 kt6rym mowa w ust. 3.8, i 30 ml goracego roztworu szczawianu amonu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.5.
Jezeli pojawi sie osad, rozpuscic go, dodajac kilka kropli kwasu chlorowodorowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1.
Zobojetniac bardzo wolno amoniakiem, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4, ciagle mieszajac, do dostosowania pH od 4,4 do 4,6, co
jest sygnalizowane zmiana barwy wskaznika, Umiescic zlewke we wrzacej lazni wodnej i utrzymywac przez 30 minut do
stracenia osadu. Usunac zlewke z lazni wodnej. Pozostawic na godzine do odstania osadu i przefiltrowac przez tygiel
filtracyjny,o kt6rym mowa w ust. 4.3.
Przernywac woda zlewke i tygiel do calkowitego usuniecia nadmiaru szczawianu amonowego. Nieobecnosc chlork6w
w roztworze po przemyciu swiadczy 0 tym, ze osad zostal zupelnie przemyty.
Osad wytracony na filtrze rozpuscic w 50 ml goracego kwasu siarkowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3. Splukac tygiel goraca
woda i uzupelnic filtrat do okolo 100 m!. Podgrzac do temperatury od 70 do 80°C i miareczkowac, kroplami, roztworem
manganianu(VII) potasu, 0 ktorym mowa w ust. 3.9, do pojawienia sie rozowego zabarwienia utrzymujacego sie co najmniej
przez minute.
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6. OBLICZANIE WYNIKOW
1 ml 0,1 N manganianu(VII) potasu odpowiada 2,004 mg wapnia.
Wynik wyrazic jako udzial procentowy pr6bki.
7.0BJASNIENIA
7.1. Przy malych zawartosciach wapnia postepowac w nastepujacy spos6b:
Osad szczawianu wapnia przefiltrowac przez filtr bezpopiolowy. Po przemyciu fiItr wysuszyc i spopielic w platynowym
tyglu w temperaturze 550°C. Rozpuscic pozostalosc w kilku kroplach kwasu siarkowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3,
odparowac do sucha, wstawic ponownie do pieca, w kt6rym panuje temperatura 550°C, i po wyjeciu z pieca zwazyc, Jezeli
W jest masa otrzymanego siarczanu wapnia, to podzielna czr<sc zawartosci wapnia pobrana jako pr6bka stanowi W x 0,2944.
7.2. Jezeli pr6bka sklada sie jedynie z substancji mineralnych, rozpuscic jll w kwasie chlorowodorowym bez uprzedniego
spopielania. W przypadku produkt6w takich jak fosforan(V) wapniowo-glinowy, kt6re trudno rozpuszczaja sie w kwasie,
przed rozpuszczeniem stopic je w procesie alkalicznym w nastepujacy spos6b:
W tyglu platynowym umiescic analizowana probke i dokladnie jll zmieszac z mieszanina 0 masie r6wnej pieciokrotnej masie
pr6bki, skladajacej sie z r6wnych ilosci weglanu potasu i weglanu sodu. Delikatnie ogrzewac do calkowitego stopienia
mieszaniny. Schlodzic i rozpuscic w kwasie chlorowodorowym.
7.3. Jezeli pr6bka zawiera podwyzszona zawartosc magnezu, powt6mie stracic szczawian wapnia.

4.2. OZNACZANIE SODU

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci sodu w paszach.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Pr6bka jest spopielana, a popi61 rozpuszczany w kwasie chlorowodorowym. Zawartosc sodu w roztworze jest oznaczana
metoda fotometrii plomieniowej w obecnosci chlorku cezu i azotanu glinu. Dodatek tych substancji w duzym stopniu
eliminuje interferencje innych pierwiastk6w.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Kwas chlorowodorowy, d = 1,12.
3.2. Chlorek cezu.
3.3. Azotan glinu Al(NO)3 . 9H

2
O.

3.4. Chlorek sodu, bezwodny.
3.5. Czynnik obciazajacy:
Rozpuscic w wodzie 50 g chlorku cezu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2, i 250 g azotanu glinu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3,
uzupelnic do objetosci 1 litra woda i homogenizowac, Przechowywac w plastikowej butelce.
3.6. Roztw6r wzorcowy sodu:
Rozpuscic w wodzie 2,542 g chlorku sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4, dodac 5 ml kwasu chlorowodorowego, 0 kt6rym
mowa w ust. 3.1, uzupelnic do objetosci 1 Iitra woda i homogenizowac, Przechowywac w plastikowej butelce. 1 ml tego
roztworu zawiera 1,0 mg sodu.
4. APARATURA I SPRZ~T
4.1. Tygle do spalari platynowe, kwarcowe lub porcelanowe, z pokrywkami.
4.2. Elektryczny piec muflowy z termostatem.
4.3. Fotometr plomieniowy.
5. SPOSOB POST~POWANIA
5.1. Analiza pr6bki.
Odwazyc 109 pr6bki, z dokladnoscia do 10 mg, umiescic w tyglu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.1, i spopielac przez 3 godziny
w temperaturze 450°C. Nie dopuscic do zapalenia sie pr6bki. Po schlodzeniu przeniesc popi61 ilosciowo do kolby miarowej
o pojernnosci 500 ml, uzywajac od 250 do 300 ml wody, a nastepnie 50 ml kwasu chlorowodorowego, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.1. Po ustaniu wydzielania sie dwutlenku wegla roztw6r ogrzac i utrzymywac przez 2 godziny w temperaturze okolo
90°C, od czasu do czasu mieszajac, Po schlodzeniu do temperatury pokojowej uzupelnic do pelnej objetosci kolby woda,
wstrzasnac i przefiltrowac, W kolbie miarowej 0 pojemnosci 100 ml umiescic podzielna czr<sc fiItratu zawierajaca nie wiecej
niz 1,0 mg sodu, dodac 10,0 ml czynnika obciazajacego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.5, uzupelnic do pelnej objetosci kolby
woda i homogenizowac. W przypadku wyzszej zawartosci sodu rozciericzyc w odpowiedniej proporcji analizowany roztw6r
przed dodaniem czynnika obciazajacego. W tabeli 10 podano przyklad dla pr6bki 0 masie okolo 109.

kSbkilOP klddlTabela rzyl a a pro 1 0 masie 0 010 109

Zakladana zawartosc sodu w pr6bce
Wsp6lczynnik rozcieticzenia Podzielna czesc roztworu, w ml

(% Na)

do 0,1 - 50

powyzej 0, I do 0,5 - 10

powyzej 0,5 do 1,0 - 5

powyzej 1,0 do 5,0 1 : 10 10

powyzej 5,0 do 10,0 1: 10 5

powyzej 10,0 do 20,0 1 : 20 5
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Dokonac pomiaru fotometrycznego przy dlugosci fali 589 nm. Obliczyc wynik, korzystajac z krzywej kalibracyjnej.
5.2. Krzywa kalibracyjna.
Odmierzyc 10 ml roztworu wzorcowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.6, i umiescic w kolbie miarowej 0 pojernnosci 250 m!.
Uzupelnic woda do pelnej objetosci kolby i homogenizowac. W kolbach miarowych 0 pojemnosci 100 ml odmierzyc kolejno
5, 10, 15, 20 i 25 ml tego roztworu, co odpowiada 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 i 1,0 mg zawartosci sodu. Do partii kolb dodac
dodatkowa kolbe niezawierajaca roztworu wzorcowego. Dodac do kazdej kolby 10 ml czynnika obciazajacego, 0 ktorym
mowa w ust. 3.5, uzupelnic woda do pelnej objetosci kolby i hornogenizowac, Przeprowadzic oznaczenie w sposob okreslony
w ust. 5.1. Krzywa kalibracyjna rna przebieg liniowy wzgledem stezenia sodu I mg w 100 ml roztworu.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Wynik wyrazic jako udzial procentowy w probce.
7. OBJASNIENIA
7.1. W przypadku produktow zawierajacych ponad 4 % sodu wskazane jest spopielanie substancji przez 2 godziny w tyglu
z pokrywka. Po schlodzeniu dodac wody, utworzyc z popiolu zawiesine przy zastosowaniu drucika platynowego, wysuszyc
i ponownie spopielac przez 2 godziny w tyglu z pokrywka.
7.2. Jezeli probka zawiera wylacznie substancje mineralne, rozpuscic j'! bez spopielania.

4.3. OZNACZANIE POTASU

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci potasu w paszach.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Pr6bka jest spopielana, a popi61 rozpuszczany w kwasie chlorowodorowym. Zawartosc potasu w roztworze jest oznaczana
metoda fotometrii plomieniowej w obecnosci chlorku cezu i azotanu glinu. Dodatek tych substancji w duzym stopniu
eliminuje interferencje innych pierwiastkow.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Kwas chlorowodorowy, d = 1,12.
3.2. Chlorek cczu.
3.3. Azotan glinu AI(N0

3
\ . 9H

20.

3.4. Chlorek potasu, bezwodny.
3.5. Czynnik obciazajacy:
Rozpuscic w wodzie 50 g chlorku cezu, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, i 250 g azotanu glinu, 0 ktorym mowa w ust. 3.3,
uzupelnic do objetosci I litra woda i homogenizowac. Przechowywac w plastikowej butelce.
3.6. Roztwor wzorcowy potasu:
Rozpuscic w wodzie 1,907 g chlorku potasu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.4, dodac 5 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym
mowa w ust. 3.1, uzupelnic do objetosci I litra woda i homogenizowac. Przechowywac w plastikowej butelce. I ml tego
roztworu zawiera I mg potasu.
4. APARATURA I SPRZ~T
4.1. Tygle do spalari platynowe, kwarcowe lub porcelanowe, z pokrywkami.
4.2. Elektryczny piec muflowy z termostatem.
4.3. Fotometr plomieniowy.
5. SPOSOB POST~POWANIA

5.1. Analiza probki,
Odwazyc 109 probki, z dokladnoscia do 10 mg, umiescic w tyglu, 0 ktorym mowa w ust. 4.1, i spopielac przez 3 godziny
w temperaturze 450°C. Po schlodzeniu przeniesc popi61 ilosciowo do kolby miarowej 0 pojemnosci 500 ml, uzywajac
od 250 do 300 ml wody, a nastepnie dodac 50 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.1. Po calkowitym
ustaniu wydzielania sie dwutlenku wegla ogrzac roztwor i utrzymywac przez 2 godziny w temperaturze okolo 90°C, od
czasu do czasu mieszajac. Po schlodzeniu do temperatury pokojowej uzupelnic woda do pelnej objetosci kolby, wstrzasnac
i przefiltrowac. W kolbie miarowej 0 pojemnosci 100 ml umiescic podzielna czesc filtratu zawierajaca nie wiecej niz
I mg potasu, dodac 10,0 ml czynnika obciazajacego, 0 ktorym mowa w ust. 3.5, uzupelnic woda do pelnej objetosci kolby
i homogenizowac. W przypadku wyzszej zawartosci potasu rozciericzyc w odpowiedniej proporcji analizowany roztwor
przed dodaniem czynnika obciazajacego, W tabeli II podano przyklad dla probki 0 masie okolo 10 g.

kilOSbkiT b I 11 P kl d dla e a rzv a a pro 10 mas ie 0 00 g

Zakladana zawartosc potasu w probce
Wspolczynnik rozciericzenia Podzielna czesc roztworu, w ml

(% K)

do 0,1 - 50

powyzej 0, I do 0,5 -~ 10

powyzej 0,5 do 1,0 - 5

powyzej 1,0 do 5,0 I: 10 10

powyzej 5,0 do 10,0 I: 10 5

powyzej 10,0 do 20,0 1 : 20 5
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Dokonac pomiaru fotometrycznego przy dlugosci fali 768 nm. Obliczyc wynik, korzystajac z krzywej kalibracyjnej.
5.2. Krzywa kalibracyjna.
Odmierzyc 10 ml roztworu wzorcowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.6, i umiescic w kolbie miarowej 0 pojernnosci 250 m!.
Uzupelnic woda do pelnej objetosci kolby i homogenizowac, W kolbach miarowych 0 pojemnosci 100 ml odmierzyc kolejno
5, 10, 15, 20 i 25 ml tego roztworu, co odpowiada 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 i 1,0 mg zawartosci potasu. Do partii kolb dodac
dodatkowa kolbe niezawierajaca roztworu wzorcowego. Do kazdej kolby dodac 10 ml czynnika obciqzajacego, 0 ktorym
mowa w ust. 3.5, uzupelnic woda do pelnej objetosci kolby i homogenizowac. Przeprowadzic oznaczenie w sposob okreslony
w ust. 5.1. Krzywa kalibracyjna rna przebieg liniowy wzgledem stezenia potasu I mg na 100 ml roztworu.
6. OBLICZANIE WYNIK6w
Wynik wyrazic jako udzial procentowy w probce.
7.0BJASNIENIA
Dodawanie czynnika obciazajacego, 0 ktorym mowa w ust. 3.5, w celu wyeliminowania interferencji innych pierwiastkow
nie zawsze jest konieczne.

4.4. OZNACZANIE CHLORK6W

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci chloru w chlorkach rozpuszczalnych w wodzie, umownie wyrazanego jako chlorek
sodu w paszach.
2. SPOS6B PRZEPROWADZENIA METODY
Chlorki sa rozpuszczane w wodzie. Jezeli badany produkt zawiera substancje organiczne, rozrwor jest klarowany. Po
nieznacznym zakwaszeniu kwasem azotowym chlorki straca sie w postaci chlorku srebra przy uzyciu roztworu azotanu
srebra. Nadmiar azotanu srebrajest miareczkowany roztworem tiocyjanianu amonu wedlug metody Volharda.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Roztwor tiocyjanianu amonu, 0, I N.
3.2. Roztwor azotanu srebra, 0,1 N.
3.3. Nasycony roztwor siarczanu(VI) amonu i zelaza,
3.4. Kwas azotowy, d = 1,38.
3.5. Eter dwuetylowy.
3.6. Aceton.
3.7. Roztwor Carreza I:
Rozpuscic w wodzie 21,9 g octanu cynku, Zn(CH COO) . 2H 0 i 3 g lodowatego kwasu octowego. Uzupelnic do objetosci

3 2 2

I Iitra woda.
3.8. Roztwor Carreza II:
Rozpuscic w wodzie 10,6 g heksacyjanozclazianurll) potasu K Fe(CN) ·3H O. Uzupelnic do objetosci I litra woda.

4 6 2

3.9. Wegiel aktywny, wolny od chlorkow i nieabsorbujacy chlorkow.
4. AP ARATURA I SPRZF;T
Mikser lub tumbler: od 35 do 40 obr/min.
5. SPOS6B POSTF;POWANIA
5.1. Przygotowanie roztworu.
Zaleznie od rodzaju probki, przygotowac roztwor, w sposob okreslony w jednej z metod opisanych w ust. 5.1.1, w ust. 5.1.2
lub w ust. 5.1.3. W tym samym czasie przeprowadzic slepa probe, pomijajac analizowana probke,
5.1.1. Probki niezawierajqce substancji organicznej.
Odwazyc, z dokladnoscia do I mg, nie wiecej niz 10 g probki zawierajacej nie wiecej niz 3 g chloru w postaci chlorkow,
Odwazke umiescic z 400 ml wody 0 temperaturze okolo 20 DC w kolbie miarowej 0 pojemnosci 500 m!. Mieszac przez
30 minut w mikserze, uzupelnic do pelnej objetosci kolby, homogenizowac i przefiltrowac,
5.1.2. Probki zawierajace substancje organiczne, z wylaczeniem przypadkow opisanych w ust. 5.1.3.
Odwazyc okolo 5 g probki, z dokladnoscia do I mg, i wraz zig wegla aktywnego umiescic w kolbie miarowej 0 pojemnosci
500 m!. Dodac 400 ml wody 0 temperaturze okolo 20 DC i 5 ml roztworu Carreza I, 0 ktorym mowa w ust. 3.7, wymieszac
i dodac 5 ml roztworu Carreza II, 0 ktorym mowa w ust. 3.8. Mieszac przez 30 minut w mikserze, uzupelnic do pelnej
objetosci kolby, homogenizowac i przefiltrowac.
5.1.3. Pasze po obrobce cieplnej, makuchy Iniane, maczka Iniana, produkty bogate w maczke lniana i inne produkty bogate
w sluz lub substancje koloidalne, w tym dekstryna skrobi.
Przygotowac roztwor w sposob okreslony w ust. 5.1.2, ale nie filtrowac. Zdekantowac, jezeli jest to konieczne, odwirowac,
pobrac 100 ml plynnego supematantu i przeniesc go do kolby miarowej 0 pojemnosci 200 m!. Zmieszac z acetonem,
o ktoryrn mowa w ust. 3.6, i uzupelnic do pelnej objetosci kolby tym samym rozpuszczalnikiem, homogenizowac
i przefiltrowac,
5.2. Miareczkowanie.
Przy uzyciu pipety przeniesc do kolby Erlenmeyera, w zaleznosci od przewidywanej zawartosci chlorku, od 25 do 100 ml
filtratu, otrzymanego w sposob okreslony w ust. 5.1.1, ust. 5.1.2 lub ust. 5.1.3. Podzielna cZt(scnie powinna zawierac wiecej
niz 150 mg chloru. Rozciericzyc w razie potrzeby woda do objetosci nie mniejszej niz 50 ml, dodac 5 ml kwasu azotowego,
o ktorym mowa w ust. 3.4, 20 ml nasyconego roztworu, 0 ktorym mowa w ust. 3.3, i 2 krople roztworu tiocyjanianu amonu,
o ktorym mowa w ust. 3.1, przeniesionego przy zastosowaniu biurety wypelnionej do znaku zero. Przy zastosowaniu biurety
przeniesc roztwor azotanu srebra, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, tak aby nadmiar wyniosl 5 m!. Dodac 5 ml eteru dwuetylowego,
o ktorym mowa w ust. 3.5, i mocno wstrzasac do skoagulowania sic osadu.
Nadmiar azotanu srebra miareczkowac roztworem tiocyjanianu amonu, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, az do uzyskania
czerwonobrazowego odcienia utrzyrnujacego sie przez minute,
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6. OBLICZANIE WYNIKOW
Ilosc chlorku (W), wyrazonego jako chlorek sodu, znajdujaca sie w tiltracie pobranym do miareczkowania, obliczyc wedlug
nastepujacego wzoru:

W = 5,845 (VI - V2) mg
gdzie:
VI objetosc w ml dodanego 0, I N roztworu azotanu srebra,
V2 - objetosc w ml uzytego 0, I N roztworu tiocyjanku amonu do miareczkowania.
Jezcli slepa proba wykaze, ze 0, I N roztwor azotanu srebra zostal zuzyty, odjac jego objetosc od objetosci (V I - V2) ·

7.0BJASNIENIA
7.1. Mozna zastosowac miareczkowanie potencjometryczne.
7.2. W przypadku produkt6w bogatych w oleje i tluszcze najpierw odtluscic jc eterern dwuctylowym lub etcrem naftowym.
7.3. W przypadku maczki rybnej miareczkowanie mozna prowadzic metoda Mohra.

4.5. OZNACZANlE MAGNEZU

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci magnezu w paszach. Metoda powinna bye stosowana do oznaczania zawartosci
magnezu ponizej 5 %.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Probka jest spopielana i rozpuszczana w rozciericzonym kwasie chlorowodorowym. Jezeli probka zawiera substancje
nieorganiczne, jest rozpuszczana bezposrednio w rozciericzonym kwasie chlorowodorowym. Roztwor jest rozciericzany,
a zawartosc magnezu oznaczana metoda spektrofotornetrii absorpcji atomowej przy 285,2 nm przez porownanie
z roztworami wzorcowymi.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Kwas chlorowodorowy, d = 1,16.
3.2. Stezony kwas chlorowodorowy, d = 1,19.
3.3. Drut lub wstazka magnezowa, lub heptahydrat siarczanu magnezu wysuszony w temperaturze pokojowej.
3.4. Rozrwor soli strontu (chlorek lub azotan), przy 2,5 % strontu (mN), (76,08 g SrCl

z
. 6H

20
lub 60,38 g Sr(NO)).

3.5. Wzorcowy roztwor magnezu:
Odwazyc, z dokladnoscia do I mg, I g magnezu, 0 ktorym mowa w ust. 3.3, oczyszczonego z powloki tlenku lub
rownowazna ilosc (10,143 g) heptahydratu siarczanu magnezu, 0 ktorym mowa w ust. 3.3. Odwazke umiescic w kolbie
miarowej 0 pojemnosci I I, dodac 80 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, pozostawic do rozpuszczenia
i uzupelnic woda do pelnej objetosci. Iml tego roztworu zawiera 1000 mg magnezu.
4. APARATURA I SPRZF;T
4.1. Platynowe, kwarcowe lub porcelanowe tygle do spalari,
4.2. Elektryczny piec muflowy z termostatem.
4.3. Spektrofotometr absorpcji atomowej.
5. SPOSOB POSTF;POWANIA
5.1. Przygotowanie roztworu pr6bki.
5.1.1. Pasze skladajace sic wylacznie z substancji mineralnych.
Odwazyc 5 g probki, z dokladnoscia do I mg, i umiescic w kolbie miarowej 0 pojemnosci 500 ml zawierajacej od 250 do
300 ml wody. Dodac 40 ml kwasu chlorowodorowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, doprowadzic ciecz do wrzenia
1 podtrzymywac stan wrzenia, lagodnie gotujac przcz 30 minut. Schlodzic, uzupelnic do pelnej objetosci woda, zmieszac
i przefiltrowac przez suchy karbowany tiltr do suchej zlewki. Odrzucic pierwsze 30 ml filtratu. W przypadku obecnosci
krzemu 5 g probki potraktowac od 15 do 30 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, odparowac do sucha
na laini wodnej i przeniesc do suszarki ustawionej na temperature 105 DC na okolo godzine. Pozostalosc potraktowac
10 ml kwasu chlorowodorowcgo, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, i przcniesc do kolby miarowej 0 pojemnosci 500 ml przy uzyciu
cieplej wody. Pozostawic do schlodzenia i uzupelnic woda do pelnej objetosci kolby. Zmieszac i przefiltrowac przez suchy
karbowany filtr do suchej zlewki. Odrzucic picrwsze 30 ml filtratu.
5.1.2. Pasze skladajace sic glownie z substancji mincralnych.
Odwazyc 5 g probki, z dokladnoscia do I mg, i umiescic w tyglu, spopielac w temperaturze 550 DC w piecu muflowym az do
uzyskania popiolu wolnego od czasteczek weglowych, a nastepnie schlodzic. W celu usuniecia krzemionki dodac do popiolu
od 15 do 30 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.2. odparowac do sucha na lazni wodnej i umiescic na
godzine w suszarce w temperaturze 105 DC. Pozostalosc potraktowac 10 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktoryrn mowa
w ust. 3.1, i przcniesc do kolby miarowej 0 pojemnosci 500 ml przy uzyciu cieplej wody. Pozostawic do schlodzenia
i uzupelnic do objetosci woda, Zmieszac i przefiltrowac przez suchy karbowany filtr do suchej zlewki. Odrzucic pierwsze
30 ml filtratu.
5.1.3. Pasze skladajace sic glownie z substancji organicznych.
Odwazyc 5 g probki, z dokladnoscia do I rng, i umiescic w tyglu, spopielac w piecu muflowym w temperaturze 550DC az do
uzyskania popiolu wolnego od czasteczek weglowych. W celu wytracenia nierozpuszczalnej krzemionki popiol potraktowac
5 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, odparowac do sucha na lazni wodnej i umiescic na godzine
w suszarcc w temperaturze 105 DC. Popiel potraktowac 5 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.1,
i przeniesc do kolby miarowej 0 pojemnosci 250 ml przy uzyciu cieplej wody, doprowadzic do wrzenia, pozostawic do
schlodzenia i uzupelnic woda do pelnej objctosci kolby. Zmieszac i przefiltrowac przez suchy karbowany filtr do suchej
zlewki. Odrzucic pierwsze 30 ml filtratu.
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5.2. Pomiar metoda absorpcji atomowej.
Rozcienczajac woda rozrwor wzorcowy, 0 kt6rym mowa w ust. 3.5, przygotowac co najmniej 5 roztworow odniesienia
o wzrastajacych stezeniach odpowiadajacych optymalnemu zakresowi pomiaru na spektrofotometrze. Do kazdego roztworu
dodac po 10 ml roztworu soli strontu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4, i uzupelnic do objetosci 100 ml woda. Rozciericzyc woda
jedna podzielna CZ«SC filtratu otrzymanego w spos6b okreslony w ust. 5.1.1, ust. 5.1.2 lub ust. 5.1.3, tak aby otrzymac
stezenie magnezu mieszczace silt w zakresie stezeri roztworow odniesienia. Stezenie kwasu chlorowodorowego tego
roztworu nie powinno przekraczac 0,4 N. Dodac 10 ml roztworu soli strontu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4, i nastepnie
uzupelnic do objetosci I litra woda, Zmierzyc absorpcje roztworu badanego i roztworow odniesienia przy 285,2 nm.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Zawartosc magnezu w probce obliczamy przez por6wnanie z roztworami odniesienia. Wynik wyrazic w procentach probki.
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Powtarzalnosc.
Roznica pomiedzy wynikami dwoch r6wnoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej pr6bki nie powinna przekraczac
5 % wartosci wzglednej,

4.6. OZNACZANIE CALKOWITEJ ZAWARTOSCI FOSFORU METODi\ FOTOMETRYCZNi\

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci calkowitego fosforu w paszach. Metoda powinna bye stosowana do analizy pasz
o niskiej zawartosci fosforu. W niekt6rych przypadkach, zwlaszcza w przypadku produkt6w bogatych w fosfor, dopuszcza
silt stosowanie metody wagowej.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Probka jest mineralizowana poprzez suche spalanie, zwlaszcza w przypadku pasz organicznych, lub przez rozpuszczenie
kwasem, zwlaszcza w przypadku zwiazkow mineralnych i pasz cieklych, a nastepnie wprowadzona do kwasnego roztworu.
Roztwor jest traktowany odczynnikiem molibdenowanadowym. Gestosc optyczna utworzonego zoltego roztworu mierzona
jest w spektrofotometrze przy 430 nm.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Weglan wapnia.
3.2. Kwas chlorowodorowy, d = 1,1 (okolo 6 N).
3.3. Kwas azotowy, d = 1,045.
3.4. Kwas azotowy, od d = 1,38 do 1,42.
3.5. Kwas siarkowy, d = 1,84.
3.6. Odczynnik molibdenowanadowy:
Zmieszac 200 ml roztworu heptamolibdenianu amonu, 0 ktorym mowa w ust. 3.6.1, 200 ml roztworu wanadanu amonu,
o kt6rym mowa w ust. 3.6.2, i 134 ml kwasu azotowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4, w kolbie miarowej 0 pojemnosci I litra.
Uzupelnic do pelnej objetosci kolby woda,
3.6.1. Roztw6r heptamolibdenianu(VI) amonu:
Rozpuscic w goracej wodzie 100 g heptamolibdenianu(VI) amonu (NH ) Mo 0 . 4H O. Dodac 10 ml amoniaku (d = 0,91)
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i uzupelnic do objetosci 1 litra woda,
3.6.2. Roztw6r wanadanu(V) amonu:
2,35 g wanadanu(V) amonu NH VO rozpuscic w 400 ml goracej wody. Stale mieszajac, dodawac powoli 20 ml roz­

4 3

ciericzonego kwasu azotowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.4, (7 ml HNO + 13 ml H 0) i uzupelnic do objetosci I litra woda.
3 2

3.7. Roztw6r wzorcowy fosforu 0 stezeniu I mg/ml:
Rozpuscic 4,387 g dwuwodorofosforanu potasu KH PO w wodzie. Uzupelnic do objetosci I litra woda.

2 4
4. APARATURA I SPRZ~T
4. I. Tygle kwarcowe lub porcelanowe.
4.2. Piec muflowy z termostatem nastawianym na temperature 550°C.
4.3. Kolba Kjeldahla 0 pojemnosci 250 m!.
4.4. Kolby i pipety miarowe.
4.5. Spektrofotometr.
4.6. Prob6wki 0 srednicy 16 mm z korkiem 0 srednicy do 14,5 mm i 0 pojemnosci od 25 do 30 m!.
5. SPOSOB POST~POWANIA
5.1. Przygotowanie roztworu.
W zaleznosci od rodzaju probki, przygotowac roztw6r w sposob okreslony w ust. 5.1.1 lub ust. 5.1.2.
5.1.1. Kolejnosc wykonywania czynnosci,
Odwazyc co najmniej I g pr6bki z dokladnoscia do I mg. Umiescic probke w kolbie Kjeldahla, dodac 20 ml kwasu
siarkowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.5, wstrzasnac do nasycenia calkowitego kwasem i niedopuszczenia do przyklejania
czastek do scianek kolby, podgrzac i utrzymywac w stanie wrzenia przez 10 minut. Nieznacznie schlodzic, dodac 2 ml kwasu
azotowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4, ostroznie podgrzac, ponownie nieznacznie schlodzic i dodac nieco wiecej kwasu
azotowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.4, a nastepnie doprowadzic do wrzenia. Powtarzac t« czynnosc az do uzyskania
bezbarwnego roztworu. Schlodzic, dodac troche wody, zdekantowac ciecz do kolby miarowej 0 pojemnosci 500 ml, splukac
kolbc Kjeldahla goraca woda, Schlodzic, uzupelnic woda do pelnej objetosci kolby, homogenizowac i przefiltrowac,
5.1.2. Probki zawierajace substancje organiczne, wolne od dwuwodorofosforanu magnezu i wapnia.
Odwazyc okolo 2,5 g probki, z dokladnoscia do I mg, i umiescic w tyglu. Zmieszac dokladnie probke zIg weglanu wapnia,
o ktorym mowa w ust. 3.1. Spopielac w piecu w temperaturze 550 ± 5 °C do uzyskania popiolu 0 jasnej lub szarej barwie,
w kt6rym dopuszcza silt niewielkie ilosci wegla drzewnego. Przeniesc popi61 do zlewki 0 pojernnosci 250 m!. Dodac
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20 m! wody i kwasu ch!orowodorowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2, az do zaprzestania pienienia sie,Nastepnie dodac 10 m! kwasu
ch!orowodorowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2. Umiescic zlewke na lazni piaskowej i odparowac do sucha do powstania
nierozpuszcza!nej krzemionki. Pozostalosc rozpuscic w 10 ml kwasu azotowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3, i gotowac na
lazni piaskowej przez 5 minut, nie doprowadzajac do zupelnego odparowania cieczy. Przeniesc ciecz do ko!by miarowej
o pojemnosci 500 ml, splukujac ki!kakrotnie zlewke goraca woda. Pozostawic do schlodzenia, uzupelnic woda do pelnej
objetosci kolby, homogenizowac i przefiltrowac,
5.2. Wywolanie zabarwienia i gestosci optycznej.
Rozciericzyc podzielna czesc filtratu otrzymanego w spos6b okreslony w ust. 5.1.1 lub ust. 5.1.2 do uzyskania stezenia
fosforu nie wiekszego niz 40 ug/rnl. Umiescic 10 ml tego roztworu w prob6wce, 0 kt6rej mowa w ust. 4.6, i dodac
10 m! odczynnika mo!ibdenowanadowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.6. Homogenizowac i pozostawic co najmniej na
!0 minut w temperaturze 20°C. Zmierzyc gestosc optyczna w spektrofotometrze przy 430 nm w stosunku do roztworu
otrzymanego przez dodanie 10 m! odczynnika molibdenowanadowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.6, do 10 m! wody.
5.3. Krzywa kalibracyjna.
Z roztworu wzorcowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.7, przygotowac roztwory zawierajace odpowiednio 5, 10,20,30 i 40 ug
fosforu w I m!. Pobrac 10m! kazdego z tych roztwor6w i dodac do nich po 10m! odczynnika mo!ibdenowanadowego,
o kt6rym mowa w ust. 3.6. Homogenizowac i pozostawic co najmniej na 10 minut w temperaturze 20°C. Zmierzyc gestosc
optyczna w spos6b okreslony w ust. 5.2. Wykreslic krzywa kalibracyjna, odkladajac wartosci gestosci optycznej w stosunku
do odpowiadajacej jej ilosci fosforu. W zakresie stezcn od 0 do 40 ug/ml krzywa jest !iniowa.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Okreslic zawartosc fosforu w badanej pr6bce przy zastosowaniu krzywej kalibracyjnej.
Wynik wyrazic jako udzial procentowy w pr6bce.
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Powtarzalnosc,
Roznica pomiedzy wynikami dw6ch r6wnoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej pr6bki nie powinna przekraczac
3 % wartosci wzglednej dla zawartosci fosforu ponizej 5 % i 0,15 % wartosci bezwzglednej dla zawartosci fosforu r6wnej
lub wyzszej niz 5 %.

4.7. OZNACZANIE WF;GLANOW

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci weglanow, umownie wyrazanych jako na weglan wapnia, w wiekszosci pasz.
W niekt6rych przypadkach, zwlaszcza w przypadku weglanu zelaza, zastosowac irma metode badawcza.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Weglany rozklada sic kwasem chlorowodorowym. Powstaly dwutlenek wegla zbiera sie do prob6wki miarowej, a jego
objetosc jest por6wnywana z objetoscia uwolniona ze znanej ilosci weglanu wapnia w tych samych warunkach.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Kwas chlorowodorowy, d = 1,10.
3.2. Wyglan wapnia.
3.3. Kwas siarkowy, okolo 0,1 N, zabarwiony czerwienia metylowq.
4. APARATURA I SPRZ~T
Zestaw Scheiblera-Dietricha (rys. I) lub podobny.
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rysunek I. Aparat Scheiblera-Dietricha do oznaczania CO2, Skala 1:8. Wymiary podane w mm.
5. SPOSOB POSTF,;POWANIA
W zaleznosci od zawartosci weglanow w probce, zwazyc probke 0 masie:
I) 0,5 g w przypadku produktu zawierajacego powyzej 50 do 100 % weglanow, wyrazonych jako weglan wapnia;
2) I g w przypadku produktu zawierajacego od 40 do 50 % weglanow, wyrazonych jako weglan wapnia;
3) 2 do 3 g w przypadku innych produktow.
Probke umiescic w specjalnej kolbie aparatu, oznaczonej cyfra 4 na rysunku I, wyposazonej w mala probowke wykonana
z nietlukacego sie szkla zawierajaca 10 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, i podlaczyc kolbe do
aparatury. Kran trojdrozny, oznaczony cyfra 5 na rysunku I, ustawic tak, aby rurka, oznaczona cyfra I na rysunku I, byla
podlaczona z wyjsciem. Uzywajac ruchomej rurki, oznaczonej cyfra 2 na rysunku I, wypelnionej barwnym kwasem
siarkowym, 0 ktorym mowa w ust. 3.3, i polaczonej z wykalibrowana rurka, oznaczona cyfra I na rysunku I, doprowadzic
poziom cieczy do znaku zero, ktory jest wyznaczony na podzialce. Przekrecic kran, oznaczony cyfra 5 na rysunku 1, tak, aby
podlaczyc rurke oznaczona cyfra I na rysunku I z rurka oznaczona cyfra 3 na rysunku 1, i sprawdzic, czy poziom cieczy
zostal doprowadzony do znaku zero.
Przechylajac kolbe, oznaczona cyfra 4 na rysunku I, powoli wlewac kwas chlorowodorowy, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, do
probki. Wyrownac cisnienie, obnizajac rurke oznaczona cyfra 2 na rysunku 1. Potrzasac kolba, oznaczona cyfra 4 na rysun­
ku I, dopoki nie ustanie wydzielanie sie dwutlenku wegla,
Przywrocic cisnienie, doprowadzajac ciecz w rurkach oznaczonych cyframi I i 2 na rysunku I do tego samego poziomu. Po
kilku minutach, kiedy ustali sic objetosc gazu, wykonac odczyt.
Przeprowadzic test kontrolny w tych samych warunkach z 0,5 g weglanu wapnia, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.2.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Zawartosc weglanow, podana w g, wyrazic jako procentowa zawartosc weglanu wapnia w probce wedlug nastepujacego
wzoru:

Vx 100

Tx2W



Dziennik Ustaw Nr 54 - 2281 - Poz. 389

gdzie:
V - ilosc CO2 w ml uwolniona z probki,
T ~ ilosc CO2 w ml uwolniona z 0,5 g CaC03,

W ~ masa w g probki,
7. OBJASNIENIA
7.1. Jezeli probka jest wieksza niz 2 g, do kolby, oznaczonej cyfra 4 na rysunku I, wlac najpierw IS ml wody destylowanej
i zrnieszac przed rozpoczeciem badania. Do testu kontrolnego zastosowac taka sama objetosc wody.
7.2. Jezeli objetosc zastosowanej aparatury rozni sie od objetosci aparatu Scheiblera-Dietricha, dopasowac porcje badanej
probki i substancji kontrolnej i obliczyc wyniki.

4.8. OZNACZANIE ZELAZA, MIEDZI, MANGANU I CYNKU

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci zelaza, rniedzi, manganu i cynku w paszach. Dolne granice oznaczalnosci metody
wynosza dla:
zelaza (Fe): 20 mg/kg,
miedzi (Cu): 10 mg/kg,
manganu (Mn): 20 mg/kg,
cynku (Zn): 20 mg/kg.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Probke wprowadza sie do roztworu kwasu chlorowodorowego po zniszczeniu ewentualnej substancji organicznej.
Mikroelementy: zelazo, miedz, mangan i cynk sa oznaczane, po odpowiednim rozciericzeniu, przy uzyciu spektrometrii
absorpcji atomowej.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
Do przygotowania odczynnikow i roztworow u:i:ywanych w postepowaniu analitycznym stosuje sie wode wolna od
oznaczanych kationow, otrzymana w drodze podwojnej destylacji w destylarce ze szkla borokrzemowego lub kwarcowego
lub otrzymana w wyniku podwojnego traktowania na zywicy jonowymiennej.
Stosowac odczynniki czyste do analizy. Nieobecnosc oznaczanych pierwiastkow w stosowanych odczynnikach i roztworach
powinna bye sprawdzana poprzez slep~ probe, Odczynnik, jezeli to konieczne, poddaje sie oczyszczeniu przed
zastosowaniem.
Zamiast przygotowania wzorcowych roztworow opisanych ponizej dopuszcza sie stosowanie innych dostepnych
wzorcowych roztworow, pod warunkiem ze zostaly one sprawdzone przed uzyciem.
3.1. Kwas chlorowodorowy (d = 1,19).
3.2. Kwas chlorowodorowy (6 N).
3.3. Kwas chlorowodorowy (0,5 N).
3.4. Kwas fluorowodorowy od 38 do 40 % (VN), 0 zawartosci zelaza ponizej 1 mg Fellitr i pozostalosci po odparowaniu
ponizej 10 mg (jako siarczanu)/Iitr.
3.5. Kwas siarkowy (d = 1,84).
3.6. Nadtlenek wodoru - okolo 100 objetosci tlenu; 30 % wagowych.
3.7. Roztwor wzorcowy zelaza (1000 Ilg Fe/ml) przygotowany w nastepujacy sposob:
Rozpuscic I g drutu zelaznego w 200 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, dodac 16 ml nadtlenku
wodoru, 0 ktorym mowa w ust. 3.6, i uzupelnic do objetosci I litra woda.
3.7.1. Roboczy roztwor wzorcowy zelaza (100 ug Fe/ml) przygotowany przez rozciericzenie roztworu wzorcowego, 0 ktorym
mowa w ust. 3.7, woda w stosunku 1:9.
3.8. Roztwor wzorcowy miedzi (1000 ug Cu/ml) przygotowany w nastepujacy sposob:
Rozpuscic I g sproszkowanej miedzi w 25 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, dodac 5 ml nadtlenku
wodoru, 0 ktorym mowa w ust. 3.6, i uzupelnic do objetosci I litra woda,
3.8.1. Roztwor wzorcowy roboczy miedzi (10 ug Cu/ml) przygotowany przez rozcienczenie roztworu wzorcowego, 0 ktorym
mowa w ust. 3.8, woda w stosunku I :9, a nastepnie przez ponowne rozciericzenie uzyskanego roztworu woda w takim
samym stosunku.
3.9. Roztwor wzorcowy manganu (1000 ug Mn/ml) przygotowany w nastepujacy sposob:
Rozpuscic I g sproszkowanego manganu w 25 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, i uzupelnic do
objetosci I litra woda.
3.9.1. Roztwor wzorcowy roboczy manganu (10 ug Mn/ml) przygotowany przez rozciericzenie roztworu wzorcowego,
o ktorym mowa w ust. 3.9, woda w stosunku 1:9, a nastepnie przez ponowne rozciericzenie uzyskanego roztworu woda
w takim samym stosunku.
3.10. Roztwor wzorcowy cynku (1000 ug Zn/ml) przygotowany w nastepujacy sposob:
Rozpuscic I g cynku w postaci paska lub listka w 25 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, i uzupelnic do
objetosci 1 litra woda,
3.10.1. Roztwor wzorcowy roboczy cynku (10 ug Zn/ml) przygotowany przez rozciericzenie roztworu wzorcowego,
o ktorym mowa w ust. 3.10, woda w stosunku I:9, a nastepnie przez ponowne rozciericzenie uzyskanego roztworu woda
w takim samym stosunku.
3.11. Roztwor chlorku lantanu przygotowany w nastepujacy sposob:
Rozpuscic 12 g tlenku lantanu w ISO ml wody, dodac 100 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.2,
i uzupelnic do objetosci I litra woda,
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4.APARATURAJSPRZ~T

4.1. Piec muflowy z regulacja temperatury i rejestratorem.
4.2. Naczynie szklane z odpomego borokrzemowego szkla; zalecane jest stosowanie sprzetu wylacznie do oznaczama
mikroelementow.
4.3. Tygle platynowe lub kwarcowe.
4.4. Spektrofotometr absorpcji atomowej 0 czulosci i precyzji w zakresie prezentowanej metody.
5. SPOSOB POSTJ;:POWANJA
5.1. Probki zawierajace substancje organiczna.
5.1.1. Spopielanie i przygotowanie roztworu do analizy.
Zielonki swieie lub suszone mogq zawierac duze ilosci krzemionki roslinnej, ktora moie zawierac mikroelementy i ktorq
naleiy usunqc. Dlatego tei w przypadku analizy takich pasz zastosowac nastepujqce, zmodyfikowane postepowanie.
Postepowac w sposob okreslony w ust: 5.1.1.1 do etapu filtrowania: Przemyc dwukrotnie wrzqcq wodq filtr zawierajqcy
nierozpuszczalnq pozostalosc i umiescic w platynowym tyglu, 0 ktorym mowa w ust: 4.3. Spopielac w piecu muflowym
w temperaturze poniiej 550 'C do calkowitego zaniku czqstek wegla: Pozostawic do schlodzenia, dodac kilka kropli wody,
a nastepnie 10 do 15 ml kwasu fluorowodorowego, 0 ktOrym mowa w ust: 3.4, a nastepnie odparowac do sucha
w temperaturze okolo 150 'C. Jeieli krzemionka widoczna jest nadal w pozostaiosci, powtomie rozpuscic pozostalose w kilku
ml kwasu fluorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust: 3.4, i odparowac do sucha. Dodac 5 kropli kwasu siarkowego, 0 ktOrym
mowa w ust. 3.5, i ogrzewac ai do zaniku bialych dymow. Po dodaniu 5 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa
w ust. 3.2, i okolo 30 ml wody podgrzac, przefiltrowac rouwor do kolby miarowej 0 pojemnosci 250 ml i uzupelnic do pelnej
objetosci kolby wodq tak, aby u'lJ'skaesteienie Belokolo 0,5 N. Kontynuowac oznaczanie w sposob okreslony w ust: 5.1.2.
5.1.1. I. Odwazyc od 5 do 109 probki, z dokladnoscia do 0,2 mg, i umiescic w kwarcowym lub platynowym tyglu, 0 ktoryrn
mowa w ust. 4.3, przy czyrn mase probki, kt6ra rna bye spopielona, szacuje silt na podstawie przyblizonej zawartosci
mikroelementu w paszy, w stosunku do czulosci stosowanego spektrofotometru. W przypadku pasz ubogich w mikro­
elementy moze zaistniec koniecznosc rozpoczecia oznaczania od odwazenia od 10 do 20 g probki i sporzadzenia roztworu
o koricowej objetosci 100 ml; wysuszyc w suszarce w temperaturze 105°C i wstawic tygiel do zimnego pieca muflowego,
o kt6rym mowa w ust. 4.1. Zamknac piec tak, aby spopielanie bylo prowadzone bez dostepu powietrza lub tlenu i stopniowo
podwyzszac temperature do 450 - 475°C w czasie okolo 90 minut. Utrzymywac tlt temperature od 4 do 16 godzin, najlepiej
przez noc, w celu usuniecia zwiazkow weglowych, nastepnie otworzyc piec i pozostawic do schlodzenia, gdzie temperatura
wedlug wskazan pirometru nie powinna bye wyzsza niz 475°C.
Przemyc tygiel przy uzyciu okolo 5 ml kwasu chlorowodorowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, a do zlewki dodawac powoli
i ostroznie pozostala czesc kwasu, gdyz moze zajsc gwaltowna reakcja w wyniku powstania dwutlenku wegla. Dodawac
kwas chlorowodorowy, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, kroplami, mieszajac, do zaniku burzenia silt mieszaniny. Odparowac do
sucha, od czasu do czasu mieszajac szklana bagietka.
Nastepnie dodac do pozostalosci 15 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, a nastepnie okolo
120 ml wody. Zamieszac szklana bagietka, kt6ra powinna pozostac w zlewce, i przykryc zlewke szkielkiem zegarkowym.
Doprowadzic ostroznie do wrzenia i pozostawic w tym stanie az do calkowitego rozpuszczenia rozpuszczalnych czastek
popiolu. Przefiltrowac przez bezpopiolowy filtr i zebrac filtrat w kolbie miarowej 0 pojemnosci 250 ml. Splukac zlewke i filtr
przy uzyciu 5 ml goracego kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, i dwukrotnie wrzaca woda, Uzupelnic
kolbe miarowa, 0 ktorej mowa powyzej, do pelnej objetosci woda tak, aby uzyskac stezcnie HCl okolo 0,5 N.
5.1.1.2. Jczeli pozostalosc na filtrze jest czama (wegiel), wstawic z powrotem do pieca i ponownie spopielac w temperaturze
450 - 475°C. Spopielanie, ktore wymaga od 3 do 5 godzin, uwaza sie za zakoriczone, gdy popiol bedzie mial barwe biala lub
bialawa, Rozpuscic pozostalosc w okolo 2 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, odparowac do sucha
i dodae 5 ml kwasu chlorowodorowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2. Podgrzac, przefiltrowae roztw6r do kolby miarowej
i uzupelnie do pelnej objlttosci kolby wod'l tak, aby uzyskae stltzenie HCl okolo 0,5 N.
Pr'lJ' oznaczaniu mikroelementOw naleiy post~powae tak, aby nie dopuscie do zaniec'lJ'szczenia, zwlaszcza cynkiem,
miedziq i ielazem. Dlatego sprz~t stosowany podczas przygotowania probki powinien bye wolny od zaniec'lJ'szczen tymi
metalami.
W celu zmniejszenia ogolnego ryzyka zaniec'lJ'szczenia wykonywae oznaczenie w srodowisku wolnym od kurzu, dokladnie
czyszczqc wyposaienie i myjqc naczynia szklane. Zwlaszcza pr'lJ' oznaczaniu cynku wyst~puje rY'lJ'ko zanieczyszczen,
w szczegolnosci z naczynia szklanego, odczynnikow, kurzu.
5.1.2. Spektrofotometryczne oznaczanie.
5.1.2.1. Przygotowanie roztworow do kalibracji.
Dla kazdego z oznaczanych mikroelementow przygotowae, z roboczych roztworow wzorcowych okreslonych w ust. 3.7.1,
ust. 3.8.1, liSt. 3.9.1 i ust 3.10.1, roztwory do kalibracji 0 stltzeniu kwasu chlorowodorowego okolo 0,5 N i, w przypadku
zelaza, manganu i cynku - chlorek lantanu 0 stltzeniu 0,1 % La (mN). Wybrane stltzenia mikroelemelltow powillny miescic
silt w zakresie czulosci stosowallego spektrofotometru. W tabelach 12 - 15 podallo przykladowy sklad typowych zakresow
stltzen kalibracyjllych roztworow; w zalezllosci od typu i czulosci stosowallego spektrofotometru moze zachodzie
kOllieczllose wyboru illnych stltZel1.

Tabela 12 Zelazo
~g Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml roboczego roztworu wzorcowego,
o ktorym mowa w ust. 3.7.1,
(\ ml = 100 ~g Fe) 0 0,5 1 2 3 4 5
+ ml HCI, 0 ktorym mowa w Ust. 3.2 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml roztworu chlorku lantanu, 0 ktorym mowa w ust. 3.11, i uzupelllic woda do obietosci 100 ml
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Tabela 13 Miedz

ug Cu/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

ml roboczego roztworu wzorcowego,
o ktorym mowa w ust. 3.8.1,
(l ml = 10 ug Cu) 0 1 2 4 6 8 10

+ ml HCI, 0 ktorvm mowa w ust. 3.2 8 8 8 8 8 8 8

uzupelnic woda do obietosci 100 ml

T b I 14 Ma e a angan

/lg Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

ml roboczego roztworu wzorcowego,
o ktorym mowa w ust. 3.9.1,
(l ml = 10 ug Mn) 0 1 2 4 6 8 10
+ ml HCI, 0 ktorvm mowa w ust. 3.2 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztworu chlorku lantanu, 0 ktorvm mowa w ust. 3.11, i uzunelnic woda do obietosci 100 ml

T b 1 15 C ka e a . ~vn

uz Zn/ml 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8

ml roztworu wzorcowego roboczego,
o ktoryrn mowa w ust. 3.10.1,
(1 ml = 10 ug Zn) 0 0,5 1 2 4 6 8
+ ml HCI, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.2 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml roztworu chlorku lantanu, 0 ktorym mowa w ust, 3.11, i uzupelnic woda do objetosci 100 ml
5.1.2.2. Przygotowanie roztworu do anahzy.
W przypadku oznaczania miedzi moze bye wykorzystany rozrwor przygotowany w sposob okreslony w ust. 5.1.1.
W przypadku koniecznosci dostosowania jego stezenia do zakresu stezcri kalibracyjnych roztworow pobrac pipeta podzielna
CZI;SC roztworu do kolby miarowej 0 pojemnosci 100 ml i uzupelnic kwasem chlorowodorowym, 0 ktorym mowa w ust, 3.3,
do pelnej objetosci kolby.
Przy oznaczaniu zelaza, manganu i cynku pobrac pipeta podzielna czesc rozrworu przygotowanego w sposob okreslony
w ust. 5.1.1 do kolby miarowej 0 pojemnosci 100 ml, dodac 10 ml roztworu chlorku lantanu, 0 ktorym mowa w ust. 3.11,
i uzupelnic do pelnej objetosci kolby kwasem chlorowodorowym, 0 ktorym mowa w ust. 3.3. Przy przygotowaniu roztworu
do analizy uwzglednic ust. 8.
5.1.2.3. Slepa proba,
Slepa probe przeprowadzic zgodnie z kolejnoscia wykonywania czynnosci metody, pomijajac te czynnosci, w ktorych
material pr6bki zostal pominiety. Nie stosowac roztworu kalibracyjnego ,,0" jako slepej proby,
5.1.2.4. Pomiar absorpcji atomowej.
Zmierzyc absorpcje atomowa kalibracyjnych roztworow i badanego roztworu przy uzyciu utleniajacego plomienia
powietrzno-acetylenowego przy nastepujacych dlugosciach fal:
Fe : 248,3 nm,
Cu : 324,8 nm,
Mn: 279,5 nm,
Zn: 213,8 nm.

Kazdy pomiar przeprowadzic czterokrotnie.
5.2. Pasze mineralne.
Jezeli probka paszy nie zawiera substancji organicznych, wczesniejsze spopielanie nie jest konieczne. Postepowac w sposob
okreslony w ust. 5.1.1.1, poczynajac od akapitu drugiego. Mozna pominac etap odparowania z kwasem fluorowodorowym.
6. OBLICZANIE WYNIK6W
Przy zastosowaniu krzywej kalibracyjnej obliczyc zawartosc oznaczanego mikroelementu w roztworze do analizy i wyrazic
wynik w mg mikroelementu na kg probki (ppm).
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Powtarzamosc.
Roznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej pr6bki nie powinna przekraczac:
- 5 mg/kg wartosci bezwzglednej dla zawartosci mikroelementu do 50 mg/kg,
-- 10 % wyzszego wyniku dla zawartosci mikroelementu powyzej 50 do 100 mg/kg,
- 10 mglkg wartosci bezwzglednej dla zawartosci mikroelementu powyzej 100 do 200 mg/kg,
- 5 % wyzszego wyniku dla zawartosci mikroelementu powyzej 200 mglkg.
8. OBJASNIENIA
Obecnosc znacznych ilosci fosforanow moze interferowac przy oznaczaniu zelaza, manganu i cynku. Takie interferencje
powinny bye skorygowane przez dodanie chlorku lantanu, 0 ktorym mowa w ust. 3.11. Jezeli jednak w probce stosunek
wagowy Ca + Mg / P > 2, to dodanie roztworu chlorku lantanu, 0 ktorym mowa w ust. 3.11, do analizowanego roztworu
i kalibracyjnych roztworow moze bye pominiete,
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ROZDZIAi,5

BADANIE WITAMIN

5.1. OZNACZANIE WITAMINY A METOD1\ WYSOKOSPRAWNEJ
CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

Paz. 389

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci witaminy A (retinol) w paszach i premiksach. Metoda pozwala na oznaczenie
witaminy A obejmujacej wszystkie formy alkoholowe trans-retinolu i wszystkie jej izomery cis. Zawartosc witaminy A jest
wyrazana w jednostkach miedzynarodowych (IU) na kg. Jedna IU odpowiada aktywnosci 0,300 ug wszystkich form
alkoholowych trans-witaminy A lub 0,344 ug wszystkich form octanowych trans-witaminy A, lub 0,550 ug wszystkich form
palmitynianowych trans-witaminy A.
Granica oznaczalnosci metody wynosi 2000 IU witaminy A/kg.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Probka jest hydrolizowana w etanolowyrn roztworze wodorotlenku potasu, a witamina A ekstrahowana eterem naftowym.
Rozpuszczalnik jest usuwany przez odparowanie, a pozostalosc rozpuszczana w metanolu i, w razie koniecznosci,
rozciericzana do wyrnaganego stezenia. Zawartosc witaminy A jest oznaczana metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z faza odwrocona (RP-HPLC) przy wykorzystaniu detektora UV lub detektora fluorescencyjnego. Parametry
chromatograficzne zostaly tak dobrane, ze nie zachodzi rozdzial porniedzy wszystkimi formami alkoholowymi trans­
-witaminy A i jej cis-izomerami.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Etanol, cr= 96 %.
3.2. Eter naftowy, zakres wrzenia od 40°C do 60 °C.
3.3. Metano!.
3.4. Roztwor wodorotlenku potasu, ~ = 50 gil 00 m!.
3.5. Roztwor askorbinianu sodu, ~ = 10 g/iOO ml, przy uwzglednieniu ust. 7.7.
3.6. Siarczek sodu, Na2S . x Hp (x = 7-9).
3.6.1. Roztwor siarczku sodu, c = 0,5 molll w glicerolu, ~ = 120 gil (dla x = 9), przy uwzglednieniu ust. 7.8.
3.7. Roztwor fenoloftaleiny, ~ = 2 g/iOO ml w etanolu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.1.
3.8. 2-propano!.
3.9. Faza ruchoma do HPLC: mieszanina, w ktorej proponuje sie zastosowac stosunek 980 + 20 (V + V): metanolu, 0 ktorym
mowa w ust. 3.3, i wody. Dokladny wspolczynnik zostanie okreslony przez charakterystyke stosowanej kolumny.
3.10. Azot wolny od tlenu.
3.11. Wszystkie formy octanowe trans-witaminy A, 0 specjalnej czystosci i certyfikowanej aktywnosci; proponuje sie
zastosowac 2,80 x 106 IU/g.
3.11.1. Roztwor podstawowy wszystkich form octanowych trans-witaminy A. Odwazyc, z dokladnoscia do 0, I mg,
50 mg octanu witaminy A, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.11, do kolby miarowej 0 pojernnosci 100 m!. Rozpuscic w 2-propanolu,
o ktorym mowa w ust. 3.8, i uzupelnic tym samym rozpuszczalnikiem do pelnej objetosci kolby. Nominalne stezenie tego
roztworu wynosi 1400 IU witaminy A w I m!. Dokladna zawartosc oznaczyc w sposob okreslony w ust. 5.6.3.1.
3.12. Wszystkie formy palmitynianowe trans-witaminy A, 0 specjalnej czystosci i certyfikowanej aktywnosci; proponuje sic
zastosowac 1,80 x 106 IU/g.
3.12.1. Roztwor podstawowy wszystkich form palmitynianowych trans-witaminy A. Odwazyc, z dokladnoscia do 0,1 mg,
80 mg palmitynianu witaminy A, 0 ktorym mowa w ust. 3.12, do kolby miarowej 0 pojemnosci 100 ml. Rozpuscic
w 2-propanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.8, i uzupelnic tym samym rozpuszczalnikiem do pelnej objetosci tej kolby.
Nominalne stczenie tego roztworu wynosi 1400 IU witaminy Awl m!. Dokladna zawartosc oznaczyc w sposob okreslony
w ust. 5.6.3.2.
3.13. 2,6-dwu-tetr-butylo-4-metylofenol (BHT), przy uwzglednieniu ust. 7.5.
4. APARATURA I SPRZF;T
4.1. Rotacyjna wyparka prozniowa,
4.2. Szklo laboratoryjne oranzowe.
4.2.1. Kolba plaskodenna lub stozkowa 0 pojemnosci 500 ml, ze szlifem.
4.2.2. Kolby miarowe 0 waskich szyjkach 0 pojemnosciach 10,25, 100 i 500 ml, ze szklanymi korkami.
4.2.3. Rozdzielacze stozkowe 0 pojemnosci I I, ze szklanymi korkami.
4.2.4. Kolba gruszkowa 0 pojemnosci 250 ml, ze szlifem.
4.3. Chlodnica zwrotna kulkowa 0 dlugosci plaszcza 300 mm, z polaczeniami szlifowanymi, z nasadka do podlaczenia gazu.
4.4. Karbowany filtr bibulowy do rozdzielania faz 0 srednicy 185 mm; proponuje sie zastosowac Schleicher & SchueJi
597 HY Yz.
4.5. Wyposazenie HPLC z systemem dozowania.
4.5.1. Kolumna do chromatografii cieczowej, 250 mm x 4 mm, CIS' wypelnienie 5 lub 10 urn lub rownowazne, przy czym
kryterium poprawnosci: pojedynczy pik dla wszystkich izomerow retinolu w warunkach HPLC.
4.5.2. Detektor UV lub fluorescencyjny, z mozliwoscia zmiany dlugosci fali.
4.6. Spektrofotometr z kwarcowymi kuwetami 0 dlugosci drogi optycznej 10 mm.
4.7. Laznia wodna z mieszadlem magnetycznym.
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4.8. Aparat do ekstrakeji (rys. 2) zawierajacy:
4.8.1. Cylinder szklany 0 pojemnosci I litra, ze szlifem i korkiem.
4.8.2. Nasadka szklana ze szlifem z boeznikiem i ruchoma nastawna rurka przesuwajaca sie przez srodek nasadki. Zaleea sie,
aby nastawna rurka miala zakoriczenie w ksztalcie litery U i przeeiwlegly otw6r skierowany ku gorze, tak aby gorna warstwa
eieezy w eylindrze mogla bye przeniesiona do rozdzielaeza stozkowego,

CYlinder szklany (4.8.1)
(wysokosc okolo 48 em)

\ /

Warslwa eteru
naftowego

Warstwa wodna
+

zmydlona pasza

Nasadka szklana (4.8.2)
(dlugosc okoto 45 em)

Ruehoma rurka
..-,..-.

rysunek 2. Aparat do ekstrakeji, 0 kt6rym mowa w ust. 4.8
Cylinder szklany, 0 kt6rym mowa w ust. 4.8.1, 0 wysokosci okolo 48 em
Warstwa eteru naftowego
Warstwa wodna + zmydlona pasza
Nasadka szklana, 0 kt6rej mowa w ust. 4.8.2, 0 dlugosci okolo 45 em
Ruehoma rurka
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5. SPOSOB POSTF;POWANIA
Z uwagi na fakt, ie witamina A jest wrailiwa na swiatlo (UV) i utlenianie, zaleca sie, aby wszystkie czynnosci byly
przeprowadzane bez dostepu swiatla, z zastosowaniem szkia oranzowego lub szkla zabezpieczonego foliq aluminiowq
i tlenu, plukanie strumieniem azotu. Zaleca sie, aby podczas ekstrakcji powietrze znad cieczy bylo zastqpione azotem.
Zapoblegac zbyt wysokiemu cisnieniu, zwalniajqc od czasu do czasu korek.
5. I. Przygotowanie probki.
Rozdrobnic probke tak, aby przesiewala silt przez oczka sita 0 srednicy I mm, uwazajac, aby podczas rozdrabniania nie
wydzielalo silt cieplo. Aby zapobiec stratom witaminy A, rozdrabnianie powinno bye przeprowadzone tuz przed wazeniem
i zmydlaniem.
5.2. Zmydlanie.
W zaleznosci od zawartosci witaminy A, zwazyc, z dokladnoscia do 0,01 g, od 2 do 25 g probki do kolby plaskodennej lub
stozkowej, 0 ktorej mowa w ust. 4.2.1. Dodac kolejno, mieszajac, 130 ml etanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, okolo
100 mg BHT, 0 ktorym mowa w ust, 3.13,2 ml roztworu askorbinianu sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.5, i 2 ml roztworu
siarczku sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.6. Zalozyc chlodnice, 0 ktorej mowa w ust. 4.3, na kolbe i umiescic kolbe w lazni
wodnej z mieszadlem magnetycznym, 0 ktorej mowa w ust. 4.7. Ogrzac do wrzenia i skraplac przez 5 minut. Nastepnie
dodac 25 ml roztworu wodorotlenku potasu, 0 ktorym mowa w ust, 3.4, przez chlodnice, 0 ktorej mowa w ust. 4.3, i skraplac
przez nastepne 25 minut, mieszajac w trakcie powolnego przeplywu azotu. Nastepnie splukac chlodnice okolo 20 ml wody
i schlodzic zawartosc kolby do temperatury pokojowej.
5.3. Ekstrakcja.
Przeniesc, dekantujac, zmydlony roztwor, ilosciowo splukujac 250 ml wody, do rozdzielacza 0 pojemnosci 1 I, 0 kt6rym
mowa w ust. 4.2.3, lub do aparatu do ekstrakcji, 0 ktorym mowa w ust. 4.8. Splukac kolbe po zmydlaniu kolejno
25 ml etanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, i 100 ml eteru naftowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, i przcniesc popluczyny do
rozdzielacza lub do zestawu do ekstrakcji, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.8. Proporcja wody i etanolu w laczonych roztworach
powinna wynosic okolo 2: I. Wstrzasac energicznie przez 2 minuty i pozostawic w celu wytracenia silt osadu na 2 minuty.
5.3.1. Ekstrakcja przy uzyciu rozdzielacza stozkowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.2.3.
Po rozdzieleniu warstw, przy uwzglednieniu ust. 7.3, przeniesc warstwe eteru naftowego do innego rozdzielacza, 0 ktorym
mowa w ust. 4.2.3. Powtorzyc ekstrakcje dwukrotnie, uzywajac 100 ml eteru naftowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.2,
i dwukrotnie uzywajac 50 ml eteru naftowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.2.
Przemyc dwukrotnie polaczone ekstrakty w rozdzielaczu stozkowym 100 ml porcjami wody, ostroznie mieszajac, aby
zapobiec powstawaniu zawiesiny, a nastepnie wielokrotnie wstrzasajac, powtorzyc przemywanie kolejnymi 100 ml porcjami
wody, az woda pozostanie bezbarwna po dodaniu roztworu fenoloftaleiny, 0 ktorym mowa w ust. 3.7. Wystarczy zwykle
czterokrotne przemycie. Aby usunac suspensje wodna, filtrowac przemyty ekstrakt przez suchy karbowany filtr do
rozdzielania faz, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.4, do kolby miarowej 0 pojemnosci 500 ml, 0 ktorej mowa w ust. 4.2.2. Splukac
rozdzielacz i filtr przy uzyciu 50 ml eteru naftowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, uzupelnic eterem naftowym, 0 ktoryrn
mowa w ust. 3.2, do pelnej objetosci kolby i dobrze zmieszac.
5.3.2. Ekstrakcja przy uzyciu aparatu do ekstrakcji, 0 ktorym mowa w ust. 4.8.
Jezeli warstwy zostana rozdzielone, przy uwzglednieniu ust. 7.3, zastapic korek szklanego cylindra, 0 kt6rym mowa
w ust. 4.8. I, nasadka szklana ze szlifem, 0 kt6rej mowa w ust. 4.8.2, i ustawic nizszy koniec rurki w ksztalcie Iitery U, tak
aby znajdowal sie tuz ponad granica rozdzialu faz. Przez aplikacje cisnienia azotu doplywajqcego przez nasadke przeniesc
gorna warstwe eteru naftowego do rozdzielacza 0 pojemnosci I 1,0 ktorym mowa w ust. 4.2.3. Do szklancgo cylindra dodac
100 ml eteru naftowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2, zarnknac i dobrze wstrzasnac, Pozostawic do rozdzielenia silt faz
i przeniesc gorna warstwe do rozdzielacza w spos6b opisany powyzej, Powtorzyc postepowanie ekstrakcyjne, stosujac
kolejna porcje 100 ml eteru naftowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.2, a nastepnie stosujac dwukrotnie porcje 50 ml eteru
naftowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, a nastepnie dodac warstwy eteru naftowego do rozdzielacza. Przernyc polaczone
ekstrakty eteru naftowego w sposob okreslony w ust. 5.3. I i postepowac w spos6b okreslony w ust. 5.3.1.
5.4. Przygotowanie roztworu probki do HPLC.
Pobrac pipet'! podzielna CZltSC roztworu eteru naftowego, otrzymanego w sposob okreslony w ust. 5.3.1 lub w ust. 5.3.2, do
kolby gruszkowej, 0 ktorej mowa w ust. 4.2.4. Odparowac rozpuszczalnik prawie do sucha na rotacyjnej wyparce
prozniowej, 0 ktorej mowa w ust. 4. I, przy obnizonyrn cisnieniu na lazni wodnej w temperaturze nie wyzszej niz 40°C.
Przywrocic cisnienie atmosferyczne przez wpuszczenie azotu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.10, i zdj,!c kolbe z rotacyjnej wyparki
prozniowej, Usunac pozostaly rozpuszczalnik strumieniem azotu, 0 ktorym mowa w ust. 3.10, i szybko rozpuscic pozostalosc
w od 10 do 100 ml metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3. Stezenie witaminy A powinno wynosic od 5 IV/ml do 30 IV/mI.
5.5. Oznaczanie HPLC.
Witamina A jest rozdzielana na kolumnie z faza odwrocona CIS' 0 ktorej mowa w ust. 4.5. I, a stezenie jest mierzone przy
uzyciu detektora UV (325 nm) lub detektora fluorescencyjnego 0 czulosci - wzbudzanie: 325 nm, emisja: 475 nm, 0 ktorym
mowa w ust. 4.5.2.
Zadozowac podzielna czesc roztworu metanolowego, proponuje silt zastosowac 20 !J1, otrzymanego w sposob okreslony
w ust. 5.4 i wymywac faza ruchoma, 0 kt6rej mowa w ust. 3.9. Obliczyc srednia wysokosc (powierzchnie) piku kilku
kolejnych dozowari tego samego roztworu probki i srednie wysokosci (powierzchnie) piku kilku dozowari kalibracyjnych
roztwor6w, 0 ktorym mowa w ust. 5.6.2.

Podane nizej parametry oznaczania sa przykladowe.
Kolumna do chromatografii cieczowej, 0 kt6rej mowa 250 mm x 4 mm, CIS' wypelnienie 5 lub 10 urn lub
w ust. 4.5.1: rownowazne

Faza ruchoma, 0 kt6rej mowa w ust. 3.9: Mieszanina, w krorej proponuje silt zastosowac stosunek
980 + 20 (V + V): metanolu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.3,
i wody
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Szybkosc przeplywu:
Detektor, 0 kt6rym mowa w ust. 4.5.2:

1 ~ 2 ml/min
Detektor fluoreseeneyjny - wzbudzenie: 325 nm, emisja:
475 nm lub detektor UV - 325 nm

Dopuszezalne jest zastosowanie innyeh parametr6w gwarantujacych uzyskanie rownowaznych wynik6w.
5.6. Kalibraeja.
5.6.1. Przygotowanie roboczych roztwor6w wzorcowych.
Pobrac pipet'! 20 ml podstawowego roztworu oetanowej witaminy A, 0 kt6rym mowa w ust. 3.11.1, lub 20 ml podstawowego
roztworu palmitynianowej witaminy A, 0 kt6rym mowa w ust. 3.12.1, do kolby plaskodennej lub stozkowej, 0 kt6rej mowa
w ust. 4.2.1, i hydrolizowac, w spos6b okreslony w ust. 5.2, lecz bez dodawania BHT. Nastepnie ekstrahowac eterem
naftowym, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2, w spos6b okreslony w ust. 5.3 i uzupelnic do objetosci 500 ml eterem naftowym,
o kt6rym mowa w ust. 3.2. Odparowac 100 ml tego ekstraktu na rotaeyjnej wyparce prozniowej, przy uwzglednieniu ust. 5.4,
prawie do sucha, usunac pozostaly rozpuszezalnik strumieniem azotu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.10, i ponownie rozpuscic
pozostalosc w 10,0 ml metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3. Nominalne stezenie tego roztworu wynosi 560 IU witaminy A
na 1 m!. Oznaczyc dokladna zawartosc ekstraktu w spos6b okreslony w ust. 5.6.3.3. Roztw6r wzorcowy roboezy
przygotowac bezposrednio przed uzyciem.
Przeniesc pipet'! 2,0 ml tego roboczego roztworu wzorcowego do kolby miarowej 0 pojemnosci 20 ml, nzupelnic metanolem,
o kt6rym mowa w ust. 3.3, do pelnej objetosci kolby i zmieszac, Nominalne stezenie tego rozciericzonego roboezego
roztworu wzorcowego wynosi 56 IU witaminy A na I m!.
5.6.2. Przygotowanie kalibracyjnych roztwor6w i krzywej kaJibraeyjnej.
Przeniesc 1,0, 2,0, 5,0 i 10,0 ml rozciericzonego roboczego roztworu wzorcowego do partii kolb miarowych 0 pojemnosci
20 ml, uzupelnic metanolem, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3, do pelnej objetosci kolb i zmieszac, Nominalne stezenia tych
roztwor6w wynosza 2,8, 5,6, 14,0 i 28,0 IU witaminy A na I m!.
Zadozowac kilka razy 20 /-II kazdego z roztwor6w kalibracyjnych i okreslic srednie wysokosci (powierzchnie) piku.
Wykorzystujac srednie wysokosci (powierzchnie) piku, wykreslic krzywa kalibracyjna, uwzgledniajac wyniki kontroli UV,
o kt6rych mowa w ust. 5.6.3.3.
5.6.3. Standaryzacja UV wzorcowych roztwor6w.
5.6.3. I. Roztw6r podstawowy oetanowej witaminy A.
Pobrac pipeta 2,0 ml roztworu podstawowego oetanowej witaminy A, 0 kt6rym mowa w ust. 3. I I. I, do kolby miarowej
o pojemnosci 50 ml, 0 kt6rej mowa w ust. 4.2.2, i uzupelnic 2-propanolem, 0 kt6rym mowa w ust. 3.8, do pelnej objetosci
kolby. Nominalne stezenie tego roztworu wynosi 56 IU witaminy A na I m!. Pobrac pipeta 3,0 ml tego rozciericzonego
roztworu oetanowej witaminy A do kolby miarowej 0 pojemnosci 25 ml i uzupelnic 2-propanolem, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.8, do pe!nej objetosci kolby. Nominalne stezenie tego roztworu wynosi 6,72 IU witaminy A na I m!. Zmierzyc
spektrum UV tego roztworu wzgledem 2-propanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.8, w spektrofotometrze, 0 kt6rym mowa
w ust. 4.6, pomiedzy 300 nm a 400 nm. Maksimum wygasniecia powinno znajdowac sie pomiedzy 325 a 327 nm.
Obliezenie zawartosci witaminy A:
IU witaminy NI ml = E326 x 19,0

1%
(E ---- dla oetanowej witaminy A = 1530 przy 326 nm w 2-propanolu)

lem
5.6.3.2. Roztw6r podstawowy palmitynianowej witaminy A.
Pobrac pipeta 2,0 ml roztworu podstawowego palmitynianowej witaminy A, 0 kt6rym mowa w ust. 3.12.1, do kolby
miarowej 0 pojemnosci 50 ml, 0 kt6rej mowa w ust. 4.2.2, i uzupelnic do pelnej objetosci kolby 2-propanolem, 0 kt6rym
mowa w ust. 3.8. Nominalne stezenie tego roztworu wynosi 56 IU witaminy A na 1 m!. Pobrac pipeta 3,0 ml tego
rozciericzoncgo roztworu palmitynianowej witaminy A do kolby miarowej 0 pojemnosci 25 ml i uzupelnic do pelnej
objetosci kolby 2-propanolem, 0 kt6rym mowa w ust. 3.8. Nominalne stezenie tego roztworu wynosi 6,72 IU witaminy A na
I m!. Zmierzyc spektrum UV tego roztworu wzgledem 2-propanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.8, w spektrofotometrze,
o kt6rym mowa w ust. 4.6, pomiedzy300 nm a 400 nm. Maksimum wygasniecia powinno znajdowac siepomiedzy325 a 327 run.
Obliczenie zawartosci witaminy A:
IU witaminy All ml = Em x 19,0

1%

lem
5.6.3.3. Roboeze roztwory wzorcowe witaminy A.
Pobrac pipet'! 3,0 ml nierozciericzonego roboezego roztworu wzoreowego witaminy A, przygotowanego w spos6b okreslony
w ust. 5.6. I, do kolby miarowej 0 pojemnosci 50 ml, 0 kt6rej mowa w ust. 4.2.2, i uzupelnic 2-propanolem, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.8, do pelnej objetosci kolby. Pobrac pipeta 5,0 ml tego roztworu do kolby miarowej 0 pojemnosci 25 ml i uzupelnic
do pelnej objetosci kolby 2-propanolem, 0 kt6rym mowa w ust. 3.8. Nominalne stezenie tego roztworu wynosi 6,72 IU
witaminy A na 1 m!. Zmierzyc spektrum UV tego roztworu wzgledern 2-propanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.8,
w spektrofotometrze, 0 ktorym mowa w ust. 4.6, pomiedzy 300 nm a 400 nm. Maksimum wygasniecia powinno znajdowac
sie pomiedzy 325 a 327 nm.
Obliezenie zawartosci witaminy A:
IU witaminy NI ml = Em x 18,3

1%

I em
---dla alkoholowej witaminy A = 182 I przy 325 nm w 2-propanolu)(E
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6. OBLICZANIE WYNIKOW
Na podstawie sredniej wysokosci (powierzchni) pikow witaminy A roztworu probki okreslic stezenie roztworu probki
w IU/ml, odnoszac sic do wykresu kalibracyjnego, 0 ktorym mowa w ust. 5.6.2.
Zawartosc witaminy A w IU/kg probki obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:

500 x 13 x V2 X 1000
w = "[IU Ikg]

V,xm

gdzie:
13 - stezenie w IU/ml witaminy A w roztworze probki, 0 ktorym mowa w ust. SA,
V t - objetosc w ml roztworu probki, 0 ktorym mowa w ust. SA,
V2~" objetosc w ml pobranej podzielnej CZl<SCi z roztworu probki, 0 ktoryrn mowa w ust. 5.4,
m - masa w g probki,
7.0BJASNIENIA
7.1. W przypadku probek 0 niskim stezeniu witaminy A wskazane jest polaczenie ekstraktow eteru naftowego dwoch
zrnydlanych nawazek 0 wadze 25 g kazda w jeden roztwor probki przeznaczony do oznaczania HPLe.
7.2. Probka pobrana do analizy nie powinna zawierac wiecej niz 2 g tluszczu.
7.3. Jezeli nie dochodzi do rozdzielenia faz, dodac okolo 10 ml etanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, aby rozbic emulsje.
704. W przypadku oleju z watroby dorsza i innych czystych tluszczow zaleca sie przedluzenic czasu zmydlania do
45 -60 minut.
7.5. Zamiast BHT moze bye uzyty hydrochinon.
7.6. Przy zastosowaniu zwyklej kolumny mozliwe jest oddzielenie izornerow retinolu.
7.7. Zamiast roztworu askorbinianu sodu mozna zastosowac okolo ISO mg kwasu askorbinowego.
7.8. Zamiast roztworu siarczku sodu mozna zastosowac okolo 50 mg EDTA.
8. SPRAWDZENIE METODY
8.1. Powtarzalnosc.
Roznica porniedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac
IS % wzgledem wyzszego wyniku.
9. WYNIKI BADAN MIF;DZYLABORATORYJNYCH
Wyniki badari miedzylaboratoryjnych przeprowadzonych przez grupe robocza do spraw pasz Verband Deutscher
Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA). W tabeli 16 podano wyniki tych badan.

hT b I 16 W iki b d 'a e a /vrn 1 a an porownawczyc

Pasza
Mieszanka

Premiks
zpremiksem

paszowa Pasza bialkowa Prosieta
mineralna

L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
Srednia IU/kg] 1702 x 106 1,21 X 106 537100 lSI 800 18070
s, [IU/kg] 0,51 x 106 0,039 X 106 22080 12280 682
r [IUlkg" 1,43 x 106 0,109 X 106 61824 34384 1910
cv.rsa 3,0 3,5 4,1 8,1 3,8
So [IUlkg] 1,36 x 106 0069 X 106 46300 23060 3614
R [IUlkg] 3,81 x 106 o193 X 106 129640 64568 10 119
eVor%l 80 62 8,6 IS 20
L - hczba laboratoriow; n - hczba pojedynczych wartosci; sr- odchylenie standardowe dla powtarzalnosci; SR ~ odchylenie
standardowe odtwarzalnosci; r - powtarzalnosc wynikow; R - odtwarzalnosc wynikow; eVr - wspolczynnik zrniennosci
powtarzalnosci; evR - wspolczynnik zmiennosci odtwarzalnosci

5.2. OZNACZANIE WITAMINY E METODJ\ WYSOKOSPRAWNEJ
CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci witaminy E w paszach i premiksach. Zawartosc witaminy E jest wyrazana w mg
octanu DL-a-tokoferolu na kg. I mg octanu DL-a-tokoferolu odpowiada 0,91 mg DL-a-tokoferolu (witamina E).
Granica oznaczalnosci metody wynosi 2 mg witaminy E/kg.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Probka jest hydrolizowana etanolowyrn roztworem wodorotlenku potasu, a witamina E jest ekstrahowana eterem naftowym.
Rozpuszczalnik jest usuwany przez odparowanie, a pozostalosc rozpuszczana w metanolu i, w razie koniecznosci,
rozciericzana do wymaganego stezenia. Zawartosc witaminy E jest oznaczana metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z faza odwrocona (RP-HPLC) przy wykorzystaniu detektora UV lub detektora fluorescencyjnego.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Etanol, (J = 96 %.
3.2. Eter naftowy, zakres wrzenia od 40 "C do 60 "C.
3.3. Metano!'
3A. Roztwor wodorotlenku potasu, 13 = 50 gil 00 m!.
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3.5. Roztwor askorbinianu sodu, 13 = 10 g/I00 ml, przy uwzglednieniu ust. 7.7.
3.6. Siarczek sodu, Na2S . x Hp (x = 7-9).
3.6.1. Roztwor siarczku sodu, c = 0,5 mol/l w glicerolu, 13 = 120 gIl (dla x = 9), przy uwzglednieniu ust. 7.8.
3.7. Roztwor fenoloftaleiny, 13 = 2 g/lOO ml w etanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.1.
3.8. Faza ruchoma do HPLC: mieszanina, w ktorej proponuje sie zastosowac stosunek 980 + 20 (V + V): metanolu, 0 ktorym
mowa w ust. 3.3, i wody. Dokladny wspolczynnik jest okreslony przez charakterystyke stosowanej kolumny.
3.9. Azot wolny od tlenu.
3.10. Octan DL-a-tokoferolu, 0 specjalnej czystosci i certyfikowanej aktywnosci.
3.10.1. Roztwor podstawowy octanu DL-a-tokoferolu:
Odwazyc, z dokladnoscia do 0,1 mg, 100 mg octanu DL-a-tokoferolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.10, do kolby miarowej
o pojemnosci 100 ml, Rozpuscic w etanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, i uzupelnic do objetosci tym samym
rozpuszczalnikiem. I ml tego roztworu zawiera 1 mg octanu Dl.-c-tokoferolu. W przypadku kontroli UV uwzglednic
ust. 5.6.1.3, natomiast w przypadku stabilizacji uwzglednic ust. 7.4.
3.11. DL-a-tokoferol, 0 specjalnej czystosci i certyfikowanej aktywnosci.
3.11.1. Odwazyc, z dokladnoscia do 0,1 mg, 100 mg DL-a-tokoferolu, 0 kt6rym mowa w ust, 3.10, do kolby miarowej
o pojemnosci 100 ml, Rozpuscic w etanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, i uzupelnic do objetosci tym samym
rozpuszczalnikiem. I ml tego roztworu zawiera I mg DL-a-tokoferolu. W przypadku kontroli UV uwzglednic ust. 5.6.2.3,
natomiast w przypadku stabilizacji uwzglednic ust. 7.4.
3.12. 2,6-dwu-tetr-butylo-4-metylofenol (BHT), przy uwzglednieniu ust. 7.5.
4. APARA TURA I SPRZ~T
4.1. Rotacyjna wyparka prozniowa.
4.2. Szklo laboratoryjne oranzowe.
4.2.1. Kolba plaskodenna lub stozkowa 0 pojemnosci 500 ml, ze szlifem.
4.2.2. Kolby miarowe 0 waskich szyjkach 0 pojemnosciach 10, 25, 100 i 500 ml, ze szklanymi korkami.
4.2.3. Rozdzielacze stozkowe 0 pojemnosci I I, ze szklanymi korkami.
4.2.4. Kolba gruszkowa 0 pojemnosci 250 ml, ze szlifem.
4.3. Chlodnica zwrotna kulkowa 0 dlugosci plaszcza 300 mm, z polaczeniarni szlifowanymi, z nasadka do podlaczenia gazu.
4.4. Karbowany filtr bibulowy do rozdzielania faz 0 srednicy 185 mm; proponuje sie zastosowac Schleicher & Schuell
597 HY Yz.
4.5. Wyposazenie HPLC z systemem dozowania.
4.5.1. Kolumna do chromatografii cieczowej, 250 mm x 4 mm, C18, wypelnienie 5 lub 10 urn lub rownowazne,
4.5.2 Detektor UV lub fluorescencyjny, z rnozliwoscia zmiany dlugosci fali.
4.6. Spektrofotometr z kwarcowymi kuwetami 0 dlugosci drogi optycznej 10 mm.
4.7. Lamia wodna z mieszadlem magnetycznym.
4.8. Aparat do ekstrakcji (rys. 2) zawierajacy:
4.8.1. Cylinder szklany 0 pojemnosci I litra, ze szlifem i korkiem.
4.8.2. Nasadka szklana ze szlifem z bocznikiem i ruchoma nastawna rurka przesuwajaca sic przez srodek nasadki. Zaleca sie,
aby nastawna rurka miala zakoriczenie w ksztalcie litery U i przeciwlegly otwor skierowany ku gorze, tak aby gorna warstwa
cieczy w cylindrze mogla bye przeniesiona do rozdzielacza stozkowego.
5. SPOS6B POST~POWANIA
Z uwagi na fakt, ie witamina E jest wrailiwa na swiatlo (UV) i utlenianie, zaleca sie, aby wszystkie czynnosci byly
przeprowadzane bez dostepu swiatla, z zastosowaniem szkla oraniowego lub szkia zabezpieczonego foliq aluminiowq,
i tlenu, plukanie strumieniem azotu. Zaleca sie, aby podczas ekstrakcji powietrze znad cieczy byto zastqpione azotem.
Zapobiegtu:zbyt wysokiemu cisnieniu, zwalniajqc od czasu do czasu korek.
5.1. Przygotowanie probki,
Rozdrobnic probke tak, aby przesiewala sie przez oczka sita 0 srednicy I mm, uwazajac, aby podczas rozdrabniania nie
wydzielalo sic cieplo. Aby zapobiec stratom witaminy E, rozdrabnianie powinno bye przeprowadzone tuz przed wazeniem
i zmydlaniem.
5.2. Zmydlanie.
W zaleznosci od zawartosci witaminy E zwazyc, z dokladnoscia do 0,01 g, od 2 do 25 g probki do kolby plaskodennej lub
stozkowej, 0 ktorej mowa w ust. 4.2.1. Dodac kolejno, mieszajac, 130 ml etanolu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.1, okolo 100 mg
BHT, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.12, 2 ml roztworu askorbinianu sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.5, i 2 ml roztworu siarczku
sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.6. Zalozyc chlodnice, 0 ktorej mowa w ust. 4.3, na kolbe i umiescic kolbe na lazni wodnej,
o ktorej mowa w ust. 4.7. Ogrzac do wrzenia i skraplac przez 5 minut. Nastepnie dodac 25 ml roztworu wodorotlenku potasu,
o ktoryrn mowa w ust. 3.4, przez chlodnice, 0 ktorej mowa w ust. 4.3, i skraplac przez nastepne 25 minut, mieszajac pod
powolnym przeplywem azotu. Nastepnie splukac chlodnice okolo 20 ml wody i schlodzic zawartosc kolby do temperatury
pokojowej.
5.3. Ekstrakcja.
Przeniesc, dekantujac, zmydlony roztwor, ilosciowo splukujac 250 ml wody, do rozdzielacza, 0 kt6rym mowa w ust. 4.2.3,
lub do aparatu do ekstrakcji, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.8. Splukac kolbe po zmydlaniu kolejno 25 ml etanolu, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.1, i 100 ml eteru naftowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2, i przeniesc popluczyny do rozdzielacza lub do aparatu do
ekstrakcji. Proporcja wody i etanolu w laczonych roztworach powinna wynosic okolo 2: I. Wstrzasac energicznie przez
2 minuty i pozostawic na 2 minuty.
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250 mill x 4 mill, C18, wypelnienie 5 lub 10 urn lub rownowazne

Mieszanina, w kt6rej proponuje sie zastosowac stosunek
980 + 20 (V +V): metanolu, 0 kt6rymmowa w ust. 3.3, i wody

5.3.1. Ekstrakcja przy uzyciu rozdzielacza stozkowego, 0 kt6rym mowa w ust. 4.2.3.
Po rozdzieleniu warstw, przy uwzglednieniu ust. 7.3, przeniesc warstwe eteru naftowego do innego rozdzielacza, 0 kt6rym
mowa w ust. 4.2.3. Powtorzyc ekstrakcje dwukrotnie, uzywajac 100 ml eteru naftowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.2,
i uzywajac dwukrotnie 50 ml eteru naftowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2.
Przemyc dwukrotnie polaczone ekstrakty w rozdzielaczu stozkowym 100 ml porcjami wody, ostroznie mieszajac, aby
zapobiec powstawaniu zawiesiny, a nastepnie powtorzyc przemywanie kolejnymi 100 ml porcjami wody, az woda pozostanie
bezbarwna po dodaniu roztworu fenoloftaleiny, 0 kt6rym mowa w ust. 3.7. Wystarczy zwykle czterokrotne przemycie. Aby
usunac suspensje wodna, filtrowac przemyty ekstrakt przez suchy karbowany filtr do rozdzielania faz, 0 ktorym mowa
w ust. 4.4, do kolby miarowej 0 pojemnosci 500 ml, 0 kt6rej mowa w ust. 4.2.2. Splukac rozdzielacz przy uzyciu 50 ml eteru
naftowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2, uzupelnic do objetosci eterem naftowym, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, i dobrze
zrnieszac.
5.3.2. Ekstrakcja przy uzyciu aparatu do ekstrakcji, 0 ktorym mowa w ust. 4.8.
Jezeli warstwy zostana rozdzielone, przy uwzglednieniu ust. 7.3, zastapic korek szklanego cylindra, 0 kt6rym mowa
w ust. 4.8.1, nasadka szklana ze szlifem, 0 kt6rej mowa w ust. 4.8.2, i ustawic nizszy koniec rurki w ksztalcie litery U, tak
aby znajdowal sie tuz ponad granica rozdzialu faz. Przez aplikacje cisnienia azotu doplywajacego przez nasadke przeniesc
gorna warstwe eteru naftowego do rozdzielacza, 0 ktorym mowa w ust. 4.2.3. Do szklanego cylindra dodac 100 ml eteru
naftowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2, zamknac i dobrze wstrzasnac. Pozostawic do rozdzielenia sie faz i przeniesc gorna
warstwe do rozdzielacza w sposob opisany powyzej, Powtorzyc postepowanie ekstrakcyjne, stosujac kolejna porcje
100 ml eteru naftowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2, a nastepnie stosujac dwukrotnie porcje i 50 ml eteru naftowego,
o ktoryrn mowa w ust. 3.2, a nastepnie dodac warstwy eteru naftowego. Przernyc polaczone ekstrakty eteru naftowego
w spos6b okreslony w ust. 5.3.1 i postepowac w spos6b okreslony w ust. 5.3.1.
5.4. Przygotowanie roztworu pr6bki do HPLC.
Pobrac pipeta czesc eteru naftowego roztworu, otrzymanego w sposob okreslony w ust. 5.3.1 lub ust. 5.3.2, do kolby, 0 kt6rej
mowa w ust. 4.2.4. Odparowac rozpuszczalnik prawie do sucha na rotacyjnej wyparce prozniowej, 0 ktorej mowa w ust. 4.1,
przy obnizonym cisnieniu na laini wodnej w temperaturze nie wyzszej niz 40°C. Przywrocic cisnienie atrnosferyczne przez
wpuszczenie azotu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.9, i zdj~c kolbe z rotacyjnej wyparki prozniowej, Usunac pozostaly
rozpuszczalnik strumieniem azotu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.9, i szybko rozpuscic pozostalosc w od 10 do 100 ml metanolu,
o kt6rym mowa w ust. 3.3. Stezenie DL-a-tokoferolu wynosilo od 5 ug/ml do 30 ug/ml.
5.5. Oznaczanie HPLC.
Witamina E jest rozdzielana na kolumnie z faza odwrocona C18, 0 kt6rej mowa w ust. 4.5.1, a stezenie jest mierzone przy
uzyciu detektora UV (292 nm), 0 kt6rym mowa w ust. 4.5.2, lub detektora fluorescencyjnego 0 czulosci - wzbudzanie:
295 nm, emisja: 330 nm, 0 kt6rym mowa w ust. 4.5.2.
Zadozowac podzielna czesc roztworu metanolowego, proponuje sie zastosowac 20 /-II, otrzyrnanego w spos6b okreslony
w ust. 5.4 i wymywac faza ruchorna, 0 ktorej mowa w ust. 3.8. Obliczyc srednie wysokosci (powierzchnie) piku kilku
kolejnych dozowari tego same go roztworu pr6bki i srednie wysokosci (powierzchnie) piku kilku dozowari kalibracyjnych
roztwor6w, 0 ktorych mowa w ust. 5.6.2.
Warunki HPLC
Podane nizej parametry oznaczania sa przykladowe.

Kolumna do chromatografii cieczowej, 0 kt6rej mowa
w ust. 4.5.1:
Faza ruchoma, 0 kt6rej mowa w ust. 3.8:

Szybkosc przeplywu:

Detektor, 0 ktorym mowa w ust. 4.5.2:

1 - 2 ml/min

Detektor fluorescencyjny - wzbudzenie: 295 nm, emisja:
330 nm lub detektor UV - 292 nm

Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametr6w gwarantujacych uzyskanie rownowaznych wynik6w.
5.6. Kalibracja (octan DL-a-tokoferolu lub DL-a-tokoferol).
5.6.1. Wzorzec octanu DL-a-tokoferolu.
5.6.1.1. Przygotowanie roboczego roztworu wzorcowego.
Pobrac pipetq 25 ml podstawowego roztworu octanu Dl.-c-tokoterolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.10.1, do kolby plaskodennej
lub stozkowej, 0 kt6rej mowa w ust. 4.2.1, i hydrolizowac, w sposob okreslony w ust. 5.2. Nastepnie ekstrahowac eterem
naftowym, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2, w spos6b okreslony w ust. 5.3, i uzupelnic do objetosci 500 ml eterem naftowym,
o kt6rym mowa w ust. 3.2. Odparowac 25 ml tego ekstraktu na rotacyjnej wyparce prozniowej, przy uwzglednieniu ust. 5.4,
prawie do sucha, usunac pozostaly rozpuszczalnik strumieniem azotu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.9, i ponownie rozpuscic
pozostalosc w 25,0 ml metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3. Nominalne stezenie tego roztworu wynosi 45,5 ug
DL-a-tokoferolu na I ml, co odpowiada 50 ug octanu Dl.-cc-tokoferolu na 1 ml. Roztw6r wzorcowy roboczy przygotowuje
sic bezposrednio przed uzyciem.
5.6.1.2. Przygotowanie kalibracyjnych roztwor6w i krzywej kalibracyjnej.
Przeniesc 1,0, 2,0, 4,0 i 10,0 ml roboczego roztworu wzorcowego do kolb miarowych 0 pojemnosci 20 ml, uzupelnic do
objetosci metanolem, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3, i zrnieszac. Nominalne stezenia tych roztwor6w wynosza 2,5, 5,0, 10,0
i 25,0 /-Ig na 1 ml octanu DL-a-tokoferolu, co odpowiada 2,28, 4,55, 9,10 i 22,8 ug na 1 ml DL-a-tokoferolu.
Zadozowac kilka razy 20 /-II kazdego roztworu kalibracyjnego i okreslic srednic wysokosci (powierzchnie) piku.
Wykorzystujac srednic wysokosci (powierzchnie) piku, wykreslic krzywq kalibracyjna.
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5.6.1.3. Standaryzacja UV roztworu podstawowego octanu DL-a-tokoferolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.10.1.
Rozciericzyc 5,0 ml roztworu podstawowego octanu DL-a-tokoferolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.10.1, w 25,0 ml etanolu
i zmierzyc spektrum UV tego roztworu wzgledem etanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, w spektrofotometrzc 0 kt6rym mowa
w ust. 4.6, pomiedzy 250 nm i 320 nm.
Maksimum absorpcji powinno wystapic przy 284 nm:

1%

[mg/kg]w=

E~~~- = 43,6 przy 284 nm w etanolu
I em

Przy tym rozciericzeniu wartosc wygasniecia powinna wynosic od 0,84 do 0,88.
5.6.2. Wzorzec DL-a-tokoferolu.
5.6.2.1. Przygotowanie roboczego roztworu wzorcowego.
Pobrac pipeta 2,0 ml podstawowego roztworu wzorcowego DL-a-tokoferolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.11.1, do kolby
miarowej 0 pojemnosci 50 ml, rozpuscic w metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3, i uzupelnic do objetosci metanolem.
Nominalne stezenie tego roztworu wynosi 40 ug DL-a-tokoferolu na I ml, co odpowiada 44,0 ug octanu DL-a-tokoferolu na
I m\. Wzorcowy roztw6r roboczy przygotowuje sie bezposrednio przed uzyciem,
5.6.2.2. Przygotowanie roztwor6w kalibracyjnych i krzywej kalibracyjnej.
Przeniesc 1,0, 2,0, 4,0 i 10,0 ml roboczego roztworu wzorcowego do kolb miarowych 0 pojemnosci 20 ml, uzupeinic do
objetosci metanolem, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3, i zmieszac, Nominalne stezenia tych roztwor6w wynosza 2,0, 4,0, 8,0
i 20,0 ug/ml DL-a-tokoferolu, czyli 2,20, 4,40, 8,79 i 22,0 ug/ml octanu DL-a-tokoferolu.
Zadozowac kilka razy 20 J..lI kazdego roztworu kalibracyjnego i okreslic srednie wysokosci (powierzchnie) piku.
Wykorzystujac srednie wysokosci (powierzchnie) piku, wykreslic krzywa kalibracyjna.
5.6.2.3. Standaryzacja UV roztworu podstawowego DL-a-tokoferolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.11.1.
Rozciericzyc 2,0 ml roztworu podstawowego DL-a-tokoferolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.11.1, w 25,0 ml etanolu i zmierzyc
spektrum UV tego roztworu wzgledern etanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, w spektrofotometrze, 0 kt6rym mowa w ust. 4.6,
pomiedzy 250 nm i 320 nm.
Maksimum absorpcji powinno wystapic przy 292 nm.

1%
E--- = 75,8 przy 292 nm w etanolu

Icm
Przy tym rozciericzeniu wartosc wygasniecia powinna wynosic 0,6.
6. OBLICZANIE WYNIK6w
Na podstawie sredniej wysokosci (powierzchni) pik6w witaminy E roztworu pr6bki okreslic stezenie roztworu pr6bki
w ug/ml, obliczonej jako octan Dl.-n-tokoferolu, z krzywej wzorcowej, 0 kt6rej mowa w ust. 5.6.1.2 lub w ust. 5.6.2.2.
Zawartosc witaminy E w mg/kg pr6bki obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:

500 x pX V 2

gdzie:
p- stezenie w ug/ml witaminy E w roztworze pr6bki, 0 kt6rej mowa w ust. 5.4,
VI - objetosc w ml roztworu pr6bki, 0 kt6rym mowa w ust. 5.4,
V2 -- objetosc w ml podzielnej pobranej czesci z roztworu pr6bki, 0 kt6rym mowa w ust. 5.4,
m - masa w g pr6bki.
7.0BJASNIENIA
7.1. W przypadku pr6bek 0 niskim stezeniu witaminy E wskazane jest polaczenie ekstrakt6w eteru naftowego z dw6ch
zmydlonych nawazek 0 wadze 25 g kazda w jeden roztw6r pr6bki przeznaczony do oznaczania HPLC.
7.2. Pr6bka pobrana do analizy nie powinna zawierac wiecej niz 2 g tluszczu.
7.3. Jezeli nie dochodzi do rozdzielenia faz, dodac okolo 10 ml etanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, aby usunac ernulsje.
7.4. Po pomiarze spektrofotometrycznym roztworu octanu DL-a-tokoferolu lub DL-a-tokoferolu, wykonanym odpowiednio
w spos6b okreslony w ust. 5.6.1.3 lub w ust. 5.6.2.3, dodac 10 mg BHT, 0 kt6rym mowa w ust. 3.12, do roztworu, 0 kt6rym
mowa w ust. 3. 10.1 lub w ust. 3.11.1, i roztwor przechowywac w lodowce nie dluzej nit 4 tygodnie.
7.5. Zamiast BHT moze bye uzyty hydrochinon.
7.6. Przy zastosowaniu zwyklej kolumny rnozliwe jest oddzielenie a-, p-, x- i 8-tokoferolu.
7.7. Zamiast roztworu askorbinianu sodu mozna zastosowac okolo 150 mg kwasu askorbinowego.
7.8. Zamiast roztworu siarczku sodu mozna zastosowac okolo 50 mg EDTA.
8. SPRAWDZENIE METODY
8.1. Powtarzalnosc.
Roznica pomiedzy wynikami dw6ch r6wnoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej pr6bki nie powinna przekraczac
15 % wzgledem wyzszego wyniku.
9. WYNIKI BADAN MIF;DZYLABORATORYJNYCH
Wyniki badari rniedzylaboratoryjnych przeprowadzonych przez grupe robocza do spraw pasz Verband Deutscher
Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA). W tabeli 17 podano wyniki tych badari.
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hTbl17W iki badaria e a /vru 1 a an porownawczvc

Pasza
Mieszanka

Pasza
Premiksy

zpremiksem
paszowa

bialkowa
Prosieta

mineralna
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
Srednia rmz/kzl 17380 I 187 926 315 61 3
s.Irnz/kal 384 453 25,2 130 23
r Ima/ka 1075 1268 706 364 64
eVf%l 2,2 3,8 2,7 4,1 3,8
So [rug/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21 8
eVR[%l 4,8 5,5 60 60 127
L - hczba laboraton6w; n - hczba pojedynczych wartosci; s, - odchylenie standardowe powtarzalnosci; SR - odchylenie
standardowe odtwarzalnosci; r - powtarzalnosc wynik6w; R - odtwarzalnosc wynik6w; eVr - wsp6lczynnik zmiennosci
powtarzalnosci; evR - wsp6lczynnik zmiennosci odtwarzalnosci

ROZDZIAL6

BADANIE STYMULATOR6w WZROSTU

6.1. OZNACZANIE WIRGINIAMYCYNY METOD.-\ DYFUZJI W ZELU AGAROWYM

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci wirginiamycyny w paszach i premiksach, Dolna granica oznaczalnosci metody
wynosi 2 mg/kg (2 ppm).
I mg wirginiamycyny odpowiada 1000 jednostek angielskich,
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Pr6bka jest ekstrahowana metanolowym roztworem Tween 80. Ekstrakt dekantuje sie lub odwirowuje i rozciencza.
Aktywnosc antybiotyczna ekstraktu jest oznaczana przez pomiar dyfuzji wirginiamycyny w podlozu agarowym
zaszczepionym Micrococcus luteus. Dyfuzja objawia sie tworzeniem strefzahamowania mikroorganizmu. Srednica tych stref
jest wpros: proporcjonalna do logarytmu stezenia w antybiotyku w zakresie stosowanych stezeri antybiotyku,
3. MIKROORGANIZM: Micrococcus luteus ATCe 9341 (NCTe 8340, NCIB 8553)
3.1. Utrzymanie ku1tury macierzystej.
Szczepic Micrococcus luteus na skosy agarowe podloza do hodowli mikroorganizm6w, 0 kt6rym mowa w ust. 4.1.
Inkubowac przez 24 godziny w temperaturze 30°C. Przechowywac kulture bakteryjna w lod6wce w temperaturze 4 "C
i przeszczepiac na nowe skosy agarowe co 2 tygodnie.
3.2. Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej.
Zebrac kulture macierzysta ze swiezo przygotowanego skosu agarowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, przy uzyciu od 2 do
3 m1 roztworu chlorku sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.3. Uzyskana suspensja szczepic 250 ml podloza do hodowli
mikroorganizm6w, 0 kt6rym mowa w ust. 4.1, umieszczonego w kolbie Roux i inkubowac przez 18 do 20 godzin
w temperaturze 30°C. Zebrac hodowle i umiescic w 25 ml roztworu chlorku sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.3, i zmieszac,
Rozciericzyc suspensje w stosunku I: 10 roztworem chlorku sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.3. Transmisja swiatla przez
suspensje, mierzona przy 650 nm w I ern naczynku w stosunku do roztworu chlorku sodu, 0 ktorym mowa w ust. 4.3,
powinna wynosic okolo 75 %. Suspensja moze bye przechowywana przez tydzieri w temperaturze okolo 4 0C.
Moga bye zastosowane inne metody, jezeli pozwalajq uzyskac zawiesine bakteryjna 0 podobnym skladzie.
4. PODLOZA I ODCZYNNIKI
4.1. Podloza do hodowli mikroorganizm6w i ich analiza:
Pepton miesa 6,0 g
Trypton 4,0 g
Ekstrakt drozdzowy 3,0 g
Ekstrakt miesny 1,5 g
Glukoza 1,0 g
Agar 10,0 do 20,0 g
Woda II
pH 6,5 (po sterylizacji)
Moga bye zastosowane inne dostepne podloza 0 podobnym skladzie, dajace takie same wyniki.
4.2. Bufor fosforanowy, pH 6:
Wodorofosforan dwupotasu K2HP04 2,0 g
Dwuwodorofosforan potasu KH2P04 8,0 g
Woda do II.
4.3. 0,8 % roztw6r chlorku sodu, (mN):
Rozpuscic 8 g chlorku sodu w wodzie i rozciericzyc do objetosci I 1. Sterylizowac.
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10
Podobnie obliczyc punkty 0 .najlepszej zgodnosci'' dla najnizszego poziomu ekstraktu (UL) oraz dla najwyzszego poziomu
ekstraktu (UH), zastepujac w powyzszych wzorach SI' S2' S4' Ss- U I, U2, U4,U8-

4.4. Metanol.
4.5. Mieszanina buforu fosforanowego, 0 ktorym mowa w ust. 4.2, i metanolu, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.4: 80/20 (VN).
4.6. Tween 80, metanolowy roztwor 0,5 % (m/V):
Rozpuscic 5 g Tween 80 w metanolu, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.4, i rozciericzyc metanolem do objetosci I 1.
4.7. Substancja wzorcowa: wirginiamycyna 0 znanej aktywnosci,
5. ROZTWORY WZORCOWE
Rozpuscic dokladnie odwazona ilosc substancji wzorcowej, 0 ktorej mowa w ust. 4.7, w metanolu, 0 ktorym mowa
w ust. 4.4, i rozciericzyc metanolem, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.4, do uzyskania roztworu podstawowego zawierajacego
1000 ug wirginiamycyny w 1ml.
Roztwor przechowywany w zamknietej kolbie w temperaturze 4 °C zachowuje stabilnosc do 5 dni.
Z tego podstawowego roztworu przygotowac, metoda kolejnych rozcienczeri, przy uzyciu mieszaniny, 0 ktorej mowa
w ust. 4.5, nastepujace roztwory:

s, I ug/rnl
S4 0,5 ug/ml
S2 0,25 ug/ml
SI 0,125 ug/ml.

6. PRZYGOTOWANJE EKSTRAKTU J ROZTWOROW DO OZNACZANJA
6.1. Ekstrakcja.
6.1.1. Produkty 0 zawartosci wirginiamycyny do 100 mg/kg.
Odwazyc 50 g probki, dodac 200 ml roztworu, 0 ktorym mowa w ust. 4.6, i wstrzasac przez 30 minut. Pozostawic w celu
osadzenia lub odwirowac, pobrac 20 ml supematantu roztworu i odparowac do okolo 5 ml w wyparce rotacyjnej
w temperaturze nieprzekraczajacej 40°C. Rozciericzyc pozostalosc w mieszaninie, 0 ktorej mowa w ust. 4.5, aby otrzyrnac
oczekiwana zawartosc wirginiamycyny 1 ug/ml (= Us),
6.1.2. Produkty 0 zawartosci wirginiamycyny wyzszej niz 100 mg/kg.
Odwazyc probke 0 masie nie wiekszej niz 10,0 g i zawierajacej od 1 do 50 mg wirginiamycyny, dodac 100 ml roztworu,
o ktorym mowa w ust. 4.6, i wstrzasac przez 30 minut. Pozostawic w celu osadzenia lub odwirowac, nastepnie rozciericzyc
supematant roztworu mieszanina, 0 ktorej mowa w ust. 4.5, aby otrzymac oczekiwana zawartosc wirginiamycyny
1 ug/ml (= Us),
6.2. Roztwory do oznaczania.
Z roztworu Us przygotowac roztwor: U4, ktorego oczekiwana zawartosc wynosi 0,5 ug/ml, U2, ktorego oczekiwana
zawartosc wynosi 0,25 ug/ml, U I' ktorego oczekiwana zawartosc wynosi 0,125 ug/ml, metoda kolejnych rozciericzeri (1 + 1),
przy uzyciu mieszaniny, 0 ktorej mowa w ust. 4.5.
7. SPOSOB POST~POWANIA
7.1. Szczepienie analizowanego podloza.
Szczepic podloze do hodowali mikroorganizmow, 0 ktorym mowa w ust. 4.1, zawiesina bakteryjna, 0 ktorej mowa w ust. 3.2,
w temeraturze okolo 50 °C. Uwzgledniajac wstepne proby przeszczepu na plytki z analizowanym podlozem, 0 ktoryrn mowa
w ust. 4.1, okreslic wymagana ilosc zawiesiny bakteryjnej, przy ktorej wystepuja najwieksze i wyrazne strefy zahamowania
dla roznych stczeri wirginiamycyny.
7.2. Przygotowanie plytek.
Dyfuzja w agarze jest prowadzona na plytkach przy czterech stezeniach wzorcowych roztworow (Ss, S4, S2, Sl) i czterech
stezeniach analizowanych roztworow (Us, U4, U2, UJ Te cztery stezenia ekstraktu i wzorca powinny bye umieszczone na
kazdej plytce. W tym celu wybrac plytki 0 takich rozmiarach, aby mozna bylo w podlozu agaru zrobic 8 wglebieri 0 srednicy
od 10 do 13 mm i 0 odleglosci porniedzy srodkami wglebieri nie mniejszej niz 30 mm. Badania moga bye prowadzone na
szklanych plytkach z umieszczonym na ich gornej powierzchni aluminiowym lub plastikowym pierscieniem 0 srednicy
200 mm i wysokosci 20 mm.
Rozlac na plytki taka ilosc podloza, 0 ktorym mowa w ust. 4.1, zaszczepionego w sposob okreslony w ust. 7.1, aby otrzyrnac
warstwe 0 grubosci okolo 2 mrn, co odpowiada 60 ml wylanym na plytke 0 srednicy 200 mm. Pozostawic w pozycji
poziomej, a nastepnie zrobic wglebienia i umiescic w nich objetosci analizowanych i wzorcowych roztworow, od 0, 10 do
0,15 ml na wglebienie, odpowiednio do srednicy, Aplikowac kazde stezenie co najmniej czterokrotnie, tak aby kazde
oznaczenie odpowiadalo pomiarowi 32 strefzahamowania.
7.3. Inkubacja.
Inkubowac plytki przez od 16 do 18 godzin w temperaturze 30°C ± 2 "C.
8. OBLICZANIE WYNIKOW
Zmierzyc srednice strefzahamowania z dokladnoscia do 0,1 mm. Naniesc srednia wartosc pomiarow dla kazdego stezenia na
papier 0 skali pollogarytmicznej, pokazujac zaleznosc logarytrnu stezeri od srednicy stref zahamowania. Wykreslic linie
o najlepszej zgodnosci zarowno dla roztworu wzorcowego, jak i ekstraktu. Proponuje sie zastosowac nastepujacy przyklad.
Wyznaczyc punkt 0 .majlcpszcj zgodnosci" dla najnizszego poziomu wzorcowego (SL) wedlug nastepujacego wzoru:

7 S I + 4 S2+ S4- 2 Ss
(a) SL =

10
Wyznaczyc punkt 0 .majlepszcj zgodnosci" dla najwyzszego poziomu wzorcowego (SH) wedlug nastepujaccgo wzoru:

7 Ss +4 S4+ S2- 2 S,
(b) SH =



Dziennik Ustaw Nr 54 - 2294 - Poz. 389

Naniesc obliczone wartosci SL i SH na ten sam papier i polaczyc je, uzyskujac linie 0 "najlepszej zgodnosci" dla roztworu
wzorcowego. Podobnie naniesc wartosci UL i UH i polaczyc je, uzyskujac linie dla ekstraktu.
W przypadku braku interferencji linie powinny bye r6wnolegle. W praktyce linie mega bye uznane za r6wnolegle, jezeli
wartosci (SH-SL) i (UH-UL) nie roznia sie wiecej niz 0 10 % od ich sredniej wartosci.
Jezeli linie nie spelniaja warunku rownoleglosci, w6wczas w obliczeniach mozna pominac albo U I i St, albo Us iSs. Do
obliczenia wartosci SL, SH, UL i UH mozna zastosowac altematywne wzory, dajace altematywne linie 0 .najlepszej
zgodnosci":

5 S4+ 2 S2- SI
(b') SH=-----

6 6
i podobnie dla UL i UR. Zadowalajace sa takie same kryteria rownoleglosci, jakie zastosowano powyzej, W koricowym
sprawozdaniu z badari odnotowac, ze wyniki obliczono na podstawie 3 poziom6w.

Jezeli linie spelniaja warunek rownoleglosci, obliczyc logarytrn wzglednej aktywnosci (log A) wedlug jednego
z nastepujacych wzor6w, w zaleznosci od liczby poziom6w, wedlug kt6rych oceniano rownoleglosc:

Dla 4 poziom6w

(U I + U2+ U4+ Us - SI - S2- S4- Ss) x 0,602
(c) log A =

Dla 3 poziom6w
(U I + U2+ U4- S, - S2- S4) x 0,401

(d) log A = -----------

lub
(U2+ U4+ Us - 82- S4- Ss) x 0,401

(d') log A =-----

Aktywnosc ekstraktu pr6bki = aktywnosc odpowiedniego wzorca x aktywnosc wzgledna

Us = SsxA

Jezeli wzgledna aktywnosc nie miesci sie w przedziale od 0,5 do 2,0, powtorzyc oznaczanie, wprowadzajac odpowiednia
korekte stezenia ekstraktu lub, jezeli nie jest to mozliwe, dostosowujac stezenia wzorcowych roztwor6w. Jezeli wzgledna
aktywnosc nie miesci sie nadal w wymaganym przedziale, to uzyskane wyniki nalezy traktowac jako przyblizone
i odnotowac w koncowym sprawozdaniu z badari.
Jezeli linie uznane zostana za niespelniajace warunku rownoleglosci, powtorzyc oznaczenie. Jezeli warunek rownoleglosci
nie jest nadal spelniany, oznaczenie uznaje sie za niezadowalajace.
Wynik wyrazic w mg wirginiamycyny na kg paszy.
9. SPRAWDZENIE METODY
9.1. Powtarzalnosc.
Roznica pomiedzy wynikami dw6ch r6wnoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej pr6bki nie powinna przekraczac:
- 2 mg/kg w wartosci bezwzglednej dla zawartosci wirginiamycyny do 10 mg/kg,
- 20 % wzgledern wartosci najwyzszej dla zawartosci wirginiamycyny powyzej 10 do 25 mg/kg,
- 5 mg/kg w wartosci bezwzglednej dla zawartosci wirginiamycyny powyzej 25 do 50 mg/kg,
- 10 % wzgledem wartosci najwyzszej dla zawartosci wirginiamycyny powyzej 50 mg/kg.

6.2. OZNACZANIE ZN-BACYTRACYNY METOD1\ DYFUZJI W ZELU AGAROWYM

1. eEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci Zn-bacytracyny w paszach i premiksach. Dolna granica oznaczalnosci metody
wynosi 5 mg/kg (5 ppm).
I mg Zn-bacytracyny paszowej odpowiada 42 miedzynarodowym jednostkom (i.u.).
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Pr6bka jest poddawana ekstrakcji przy ph 2 przy uzyciu mieszaniny metanolu, wody, kwasu chlorowodorowego i roztworu
siarczku sodu. Dodanie siarczku sodu sluzy do stracania rozpuszczalnych soli miedzi, kt6re moga interferowac przy
oznaczaniu. Ekstrakt jest dostosowywany do pH 6,5, stezony, jezeli to konieczne, i rozciericzany. Aktywnosc antybiotyczna
ekstraktu jest oznaczana przez pomiar dyfuzji Zn-bacytracyny w podlozu agarowym zaszczepionym Micrococcus luteus
(flavus). Dyfuzja objawia sic tworzeniem strefzahamowania mikroorganizmu. Srednica tych strefjest wprost proporcjonalna
do logarytmu stezenia antybiotyku, w zakresie stosowanych stezeri antybiotyku.
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22,15 g
27,85 g
do I 000 ml

3. MTKROORGANIZM: Micrococcus luteus (FLAVUS) ATCC 10240
3.1. Utrzymanie kultury macierzystej.
Szczepic Micrococcus luteus (flavus) na skosy agarowe podloza do hodowli mikroorganizmow, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.1.
Inkubowac przez 24 godziny w temperaturze 30°C. Przechowywac kulture bakteryjna w lodowce w temperaturze 4 "C
i przeszczepiac na nowe skosy agarowe co 2 tygodnie.
3.2. Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej.
Zebrac kulture macierzysta ze swiezo przygotowanego skosu agarowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, przy uzyciu od 2 do
3 ml roztworu chlorku sodu, 0 ktorym mowa w ust. 4.3. Uzyskana suspensja szczepic 250 ml podloza do hodowli
mikroorganizmow, 0 ktorym mowa w ust. 4.1, umieszczonego w kolbie Roux i inkubowac przez 18 do 20 godzin
w temperaturze 30°C. Zebrac hodowle i umiescic w 25 ml roztworu chlorku sodu, 0 ktorym mowa w ust. 4.3, i zrnieszac,
Rozciericzyc suspensje w stosunku 1:10 roztworem chlorku sodu, 0 ktorym mowa w ust. 4.3. Transmisja swiatla przez
suspensje, mierzona przy 650 nm w I cm naczynku w stosunku do roztworu chlorku sodu, 0 ktorym mowa w ust. 4.3,
powinna wynosic okolo 75 %. Suspensja moze bye przechowywana przez tydzieri w temperaturze okolo 4°C.
Moga bye zastosowane inne metody, jezeli pozwalaja uzyskac zawiesine bakteryjna 0 podobnym skladzie.
4. PODLOZA TODCZYNNTKI
4.1. Podloza do hodowli mikroorganizmow:

Pepton miesa 6,0 g
Trypton 4,0 g
Ekstrakt drozdzowy 3,0 g
Ekstrakt miesny 1,5 g
Glukoza 1,0 g
Agar 10,0 do 20,0 g
Woda 11
pH 6,5 do 6,6 (po sterylizacji).

Moga bye zastosowane inne dostepne podloza 0 podobnym skladzie, dajace takie same wyniki.
4.2. Analiza podloza:

Trypton 10,0 g
Ekstrakt drozdzowy 3,0 g
Ekstrakt miesny 1,5 g
Glukoza 1,0 g
Agar 10,0 do 20,0 g
Tween 80 I ml
Woda II
pH 6,5 (po sterylizacji).

Mogq bye zastosowane inne dostcpne podloza 0 podobnym skladzie, dajace takie same wyniki.
4.3. Roztwor chlorku sodu, 0,8 % (mN):
Rozpuscic 8 g chlorku sodu w wodzie i rozciericzyc do objetosci I I. Sterylizowac.
4.4. Mieszanina: metanolu, wody i kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 4.6: 80/17,5/2,5 (VNN).
4.5. Bufor fosforanowy, pH 6,5:

Wodorofosforan dwupotasu K2HP04

Dwuwodorofosforan potasu KH 2P04
Woda

4.6. Kwas chlorowodorowy (d = od 1,18 do 1,19).
4.7. Kwas chlorowodorowy, roztwor 0,1 M.
4.8. Wodorotlenek sodu (I M).
4.9. Siarczek sodu, roztwor w przyblizeniu 0,5 M.
4.10. Roztwor purpury bromokrezolowej, 0,04 % (mN):
Rozpuscic 0, I g purpury bromokrezolowej w 18,5 ml 0,01 M roztworu wodorotlenku sodu. Uzupelnic do objetosci 2,5 litra
woda i zmieszac.
4.11. Substancja wzorcowa: Zn-bacytracyna 0 znanej aktywnosci (i.u.).
5. ROZTWORY WZORCOWE
Odwazyc taka ilosc wzorca Zn-bacytracyny, 0 ktorym mowa w ust. 4.11, ktora odpowiada 1050 i.u. zgodnie z podana
aktywnoscia. Dodac 5 ml 0,1 M kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 4.7, i pozostawic na 15 minut. Dodac
30 ml wody, dostosowac do pH 4,5 przy uzyciu okolo 4 ml buforu fosforanowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.5, uzupelnic do
objetosci 50 ml woda i dobrze zmieszac (I ml = 21 i.u.).
Z tego roztworu przygotowac, metoda kolejnych rozciericzeri przy uzyciu buforu fosforanowego, 0 ktorym mowa w ust. 4.5,
nastepujace roztwory:

s, 0,42 i.u./ ml
S4 0,21 i.u./ ml
S2 0,105 i.u./ml
S\ 0,0525 i.u./ m\.

6. PRZYGOTOWANTE EKSTRAKTU TROZTWOR6w DO OZNACZANTA
6.1. Ekstrakcja.
6.1.1. Premiksy i materialy paszowe pochodzenia mineralnego.
Odwazyc od 2,0 do 5,0 g probki, dodac 29,0 ml mieszaniny, 0 ktorej mowa w ust. 4.4, 1 ml roztworu siarczku sodu,
o ktorym mowa w ust. 4.9, i krotko wstrzasnac. Sprawdzic, czy pH wynosi okolo 2. Wstrzasac przez 10 minut, dodac
30 ml buforu fosforanowego, 0 ktorym mowa w ust. 4.5, ponownie wstrzasac przez 15 minut i odwirowac. Pobrac
odpowiednia ilosc supematantu roztworu i dostosowac pH do 6,5 przy uzyciu roztworu wodorotlenku sodu, 0 ktorym mowa
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w ust. 4.8, sprawdzajac przy uzyciu pehametru lub wobec roztworu purpury bromokrezolowej, 0 kt6rym mowa w ust. 4.10,
jako wskaznika, Rozciericzyc buforem fosforanowyrn, 0 kt6rym mowa w ust. 4.5, aby otrzymac oczekiwana zawartosc
Zn-bacytracyny 0,42 i.u.zml (= Ug).
6.1.2. Koncentraty bialkowe.
Odwazyc probke 0 masie 10,0 g, dodac 49,0 ml mieszaniny, 0 kt6rej mowa w ust. 4.4, 1 ml roztworu siarczku sodu, 0 kt6ryrn
mowa w ust. 4.9, i kr6tko wstrzasac, Sprawdzic, czy pH wynosi okolo 2. Wstrzasac przez 10 minut. Dodac 50 ml buforu
fosforanowego, 0 kt6rym mowa w ust. 4.5, wstrzasac przez 15 minut i odwirowac, Pobrac odpowiednia ilosc supematantu
roztworu i dostosowac pH do 6,5 przy uzyciu roztworu wodorotlenku sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.8, sprawdzajac przy
uzyciu pehametru lub wobec roztworu purpury bromokrezolowej, 0 kt6rym mowa w ust. 4.10, jako wskaznika, Odparowac
do polowy objetosci w wyparce rotacyjnej w temperaturze nie wyzszej niz 35 "C. Rozciericzyc buforem fosforanowym,
o kt6ryrn mowa w ust. 4.5, aby otrzymac oczekiwana zawartosc Zn-bacytracyny 0,42 i.u.zrnl (= Ug).
6.1.3. Pozostale pasze.
Odwazyc 109 pr6bki, w przypadku zas gdy oczekiwana zawartosc Zn-bacytracyny wynosi 5 mg/kg, odwazyc 20,0 g. Dodac
mieszanine skladajaca sie z 24,0 ml mieszaniny, 0 kt6rej mowa w ust. 4.4, i 1,0 ml roztworu siarczku sodu, 0 kt6ryrn mowa
w ust. 4.9, i hornogenizowac przez 10 minut. Dodac 25 ml buforu fosforanowego, 0 kt6rym mowa w ust. 4.5, wstrzasac przez
15 minut i odwirowac. Pobrac 20 ml supematantu roztworu i dostosowac ph do 6,5 przy uzyciu roztworu wodorotlenku sodu,
o kt6rym mowa w ust. 4.8, sprawdzajac przy uzyciu pehametru lub wobec roztworu purpury brornokrezolowej, 0 kt6ryrn
mowa w ust. 4.10, jako wskaznika. Odparowac do objetosci okolo 4 ml w wyparce rotacyjnej w temperaturze nie wyzszej niz
35 "C. Rozciericzyc pozostalosc buforem fosforanowyrn, 0 kt6ryrn mowa w ust. 4.5, aby otrzyrnac oczekiwana zawartosc
Zn-bacytracyny 0,42 i.u.lml (= Ug).
6.2. Roztwory do oznaczenia.
Z roztworu Ug przygotowac roztw6r: U4, kt6rego oczekiwana zawartosc wynosi 0,21 i.u.zml, U2, kt6rego oczekiwana
zawartosc wynosi 0,105 i.u.zrnl, U I, kt6rego oczekiwana zawartosc wynosi 0,0525 i.u.zrnl, metoda kolejnych rozciericzeri
(I + I) przy uzyciu buforu fosforanowego, 0 kt6rym mowa w ust. 4.5.
7. SPOS6B POSTF;POWANIA
7.1. Szczepienie analizowanego podloza.
Analizowane podloze, 0 kt6rym mowa w ust. 4.2, szczepic zawiesina bakteryjna, 0 kt6rej mowa w ust. 3.2, w temperaturze
okolo 50 "C. Poprzez wstepne pr6by przeszczepu na plytki z analizowanym podlozem, 0 kt6ryrn mowa w ust. 4.2, okreslic
wyrnagana ilosc zawiesiny bakteryjnej, przy kt6rej wystepuja najwieksze i wyrazne strefy zahamowania dla roznych stezeri
Zn-bacytracyny.
7.2. Przygotowanie plytek.
Dyfuzja w agarze jest prowadzona na plytkach przy czterech stezeniach wzorcowych roztwor6w (Sg, S4' S2' Sj) i czterech
stezeniach badanych roztwor6w (Ug, U4, U2, UI)' Cztery stezenia ekstraktu i wzorca powinny bye umieszczone na kazdej
plytce. W tym celu wybrac plytki 0 takich rozmiarach, aby mozna bylo w podlozu agaru zrobic 8 wglebieri 0 srednicy od 10
do 13 mm i 0 odleglosci porniedzy srodkami wglebieri nie mniejszej niz 30 mm. Badania moga bye prowadzone na szklanych
plytkach z umieszczonym na ich g6mej powierzchni aluminiowyrn lub plastikowym pierscieniem 0 srednicy 200 mm
i wysokosci 20 mm.
Rozlac na plytki taka ilosc podloza, 0 kt6rym mowa w ust. 4.2, zaszczepionego w spos6b okreslony w ust. 7.1, aby otrzymac
warstwe 0 grubosci okolo 2 rnm, co odpowiada 60 ml na plytke 0 srednicy 200 mm. Pozostawic w pozycji poziomej,
a nastepnie zrobic wglebienia i umiescic w nich objetosci analizowanych i wzorcowych roztwor6w, od 0,10 do 0,15 ml na
wglebienie, odpowiednio do srednicy. Aplikowac kazde stezenie co najmniej czterokrotnie, tak aby kazde oznaczenie
odpowiadalo pomiarowi 32 stref zahamowania.
7.3. Inkubacja.
Inkubowac plytki przez od 16 do 18 godzin w temperaturze 30 "C ± 2 cc.
8. OBLICZANIE WYNIK6w
Zmierzyc srednice strefzahamowania z dokladnoscia do 0,1 mm. Naniesc srednia wartosc pomiar6w dla kazdego stezenia na
papier 0 skali p6llogarytrnicznej, pokazujac zaleznosc logarytrnu stezeri od srednicy stref zahamowania. Wykreslic linie
o .majlepszej zgodnosci" zar6wno dla roztworu wzorcowego,jak i ekstraktu. Proponuje sie zastosowac nastepujacy przyklad.
Wyznaczyc punkt 0 "najlepszej zgodnosci" dla najnizszego poziomu wzorcowego (SL) wedlug nastepujacego wzoru:

7 S. -t- 4 S2+ S4- 2 Sg
(a) SL =

10
Wyznaczyc punkt 0 "najlepszej zgodnosci" dla najwyzszego poziomu wzorcowego (SH) wedlug nastepujacego wzoru:

7 Sg+ 4 S4+ Sz - 2 SI
(b) SH =

10
Podobnie obliczyc punkty 0 .majlepszej zgodnosci" dla najnizszego poziomu ekstraktu (UL) oraz dla najwyzszego poziomu
ekstraktu (UH), zastepujac w powyzszych wzorach SI, S2, S4, Sg- UI, U2, U4, Ug.
Naniesc obliczone wartosci SL i SH na ten sam papier i polaczyc je, uzyskujac linie 0 "najlepszej zgodnosci" dla roztworu
wzorcowego. Podobnie naniesc wartosci UL i UH i polaczyc je, uzyskujac linie dla ekstraktu.
W przypadku braku interferencji linie powinny bye r6wnolegle. W praktyce linie moga bye uznane za r6wnolegle, jezeli
wartosci (SH-SL) i (UH-UL) nie roznia sie wiecej niz 0 10 % od ich sredniej wartosci.
Jezeli Iinie nie spelniaja warunku rownoleglosci, w6wczas w obliczeniach mozna pominac albo U I i Sj, albo U, i Sg. Do
obliczenia wartosci SL, SH, UL i UH mozna zastosowac altematywne wzory, dajace altematywne linie 0 "najlepszej
zgodnosci":
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5 SI + 2 S2~ S4 5 S2+ 2 S4~ Ss
(a') SL=--------- lub -------

6 6
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(b') SH =

5 S4+ 2 S2~ SI 5 Sg+ 2 S4-- S2
lub

6 6
i podobnie dla UL i UR. Zadowalajace sa takie same kryteria rownoleglosci, jakie zastosowano powyzej, W koricowym
sprawozdaniu z badari odnotowac, ze wyniki obliczono na podstawie 3 poziomow, wedlug kt6rych oceniano rownoleglosc,

Jezeli linie spelniaja warunek rownoleglosci, obliczyc logarytm wzglednej aktywnosci (log A) wedlug jednego
z nastepujacych wzorow, w zaleznosci od liczby poziornow, wedlug kt6rych oceniano rownoleglosc:

Dla 4 poziom6w
(U I + U2+ U4+ U, ~ SI ~ S2~ S4 - Sg) x 0,602

(c) log A =

Dla 3 poziom6w
(U I + U2+ U4~ SI ~ S2- S4)x 0,401

(d) log A

lub

(d') log A

Aktywnosc ekstraktu pr6bki = aktywnosc odpowiedniego wzorca x aktywnosc wzgledna

Jezeli wzgledna aktywnosc nie miesci sie w przedziale od 0,5 do 2,0, powtorzyc oznaczenie, wprowadzajac odpowiednia
korekte stezenia ekstraktu lub, jezeli nie jest to mozliwe, dostosowujac stezenia wzorcowych roztworow, Jezeli wzgledna
aktywnosc nie miesci sie nadal w wymaganym przedziale, to uzyskane wyniki nalezy traktowac jako przyblizone
i odnotowac w koncowym sprawozdaniu z badari.
Jezeli linie zostana uznane za niespelniajace warunku rownoleglosci, powtorzyc oznaczenie. Jezeli warunek rownoleglosci
nie jest nadal spelniany, oznaczenie uznaje sie za niezadowalajace.
Wynik wyrazic w mg Zn-bacytracyny na kg paszy.
9. SPRAWDZENIE METODY
9.1. Powtarzalnosc.
Roznica pomiedzy wynikami dw6ch r6wnoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej pr6bki nie powinna przekraczac:
- 2 mg/kg w wartosci bezwzglednej dla zawartosci Zn-bacytracyny do 10 mg/kg,
-- 20 % wzgledem wartosci najwyzszej dla zawartosci Zn-bacytracyny powyzej 10 do 25 mg/kg,
~ 5 mg/kg w wartosci bezwzglednej dla zawartosci Zn-bacytracyny powyzej 25 do 50 mg/kg,
- 10 % wzgledern wartosci najwyzszej dla zawartosci Zn-bacytracyny powyzej 50 mg/kg.

6.3. OZNACZANlE FLA WOFOSFOLIPOLU METOD", DYFUZJI W ZELU AGAROWYM

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci flawofosfolipolu w paszach, koncentratach premiksach. Dolna granica
oznaczalnosci metody wynosi I mg/kg (I ppm).
2. SPOS6B PRZEPROWADZENIA METODY
Pr6bka jest ekstrahowana rozciericzonym metanolem poprzez ogrzewanie pod chlodnica zwrotna. Po odwirowaniu ekstrakt
zostaje oczyszczony, jezeli jest to konieczne, poprzez traktowanie zywicami jonowymiennymi i rozciericzenie, Jego
akrywnosc antybiotyczna jest oznaczana przez pomiar dyfuzji flawofosfolipolu w zaszczepionym podlozu agarowym
Staphylococcus aureus. Dyfuzja jest widoczna poprzez tworzenie postaci stref zahamowania mikroorganizmu. Srednica tych
strefjest wprost proporcjonalna do logarytmu stezenia antybiotyku w zakresie stosowanych stezeri antybiotyku.
3. MIKROORGANIZM: Staphylococcus aureus ATCC 6538 P
3.1. Utrzymanie kultury macierzystej.
Szczepic Staphylococcus aureus na skosy agarowe podloza do hodowli rnikroorganizmow, 0 kt6rym mowa w ust. 4.1.
Inkubowac przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Przechowywac kulture bakteryjna w lod6wce w temperaturze okolo 4°C
i przeszczepiac na nowe skosy agarowe raz w miesiacu.
3.2. Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej.
Odstawic dwie prob6wki zawierajace kulture macierzysta, 0 kt6rej mowa w ust. 3.1, i przeszczepiac je raz w tygodniu.
Inkubowac przez 24 godziny w temperaturze 37°C i przechowywac w lod6wce w temperaturze okolo 4 "C. Na 24 godziny
przed oznaczaniem przeniesc tt( hodowle od 2 do 4 prob6wek zawierajacych skosy podloza do hodowli mikroorganizmow,
o ktoryrn mowa w ust. 4.1. Inkubowac przez 16 do 18 godzin w temperaturze 37°C. Przechowywac suspensje hodowli
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w roztworze chlorku sodu, 0 kt6ryrn mowa w ust. 4.3. Transmisja swiatla suspensji mierzona przy 578 nm w 1 ern naczynku
w stosunku do roztworu chlorku sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.3, powinna wynosic okolo 40 %.
Moga bye zastosowane inne metody, jezeli pozwalaja uzyskac zawiesine bakteryjna 0 podobnym skladzie.
4. PODEOZA I ODCZYNNIKI
4.1. Podloze do hodowli mikroorganizm6w:

Pepton miesa 6,0 g
Trypton 4,0 g
Ekstrakt drozdzowy 3,0 g
Ekstrakt miesny 1,5 g
Glukoza 1,0 g
Agar 15,0 g
Woda 11
pH 6,5 (po sterylizacji).

Moga bye zastosowane inne dostepne podloza 0 podobnym skladzie, dajace takie same wyniki, w tym oxoid antibiotic
medium 1 (CM 327) z dodatkiem agaru oxoid Nr 3 (L 13).
4.2. Analiza podloza.
4.2.1. Warstwa bazowa:

Pepton miesa 6,0 g
Ekstrakt drozdzowy 3,0 g
Ekstrakt miesny 1,5 g
Agar 10,0 g
Woda 11
pH 6,5 (po sterylizacji).

Moga bye zastosowane inne dostepne podloza 0 podobnym skladzie, dajace takie same wyniki, w tym oxoic antibiotic
medium 2 (CM 335) z dodatkiem agaru Nr 3 (L 13).
4.2.2. Warstwa do posiewu.
Sporzadzic w spos6b okreslony w ust. 4.1, z dodatkiem 2,0 g emulsji silikonowej zapobiegajacej pienieniu; proponuje silt
zastosowac SE2 z Wacker Chemic Gm bH Monachium.
4.3. Roztwor chlorku sodu, 0,4 % (m/V):
Rozpuscic 4 g chlorku sodu w wodzie i rozciericzyc do objetosci 1 I; poddac sterylizacji.
4.4. Metanol, czysty.
4.5. Metanol, 50 % (VN):
Rozciericzyc 500 ml metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.4, przy uzyciu wody 0 objetosci 500 m!.
4.6. Metanol, 80 % (VN):
Rozciericzyc 800 ml metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.4, przy uzyciu wody 0 objetosci 200 m!.
4.7. Tristhydroksymetylo)aminometan.
4.8. Roztw6r metanolowego chlorku potasu 1,5 % (rn/V):
Rozciericzyc 1,5 g chlorku potasu w 20 ml wody, uzupelnic metanolem, 0 kt6rym mowa w ust. 4.4, do objetosci 100 m!.
4.9. Wymiennik kationowy:
Dowex 50 W x 8, 20 do 50 mesh, forma sodowa (kat. Serva Nr 41600) lub podobna.
4.10. Wymiennik anionowy:
Dowex I x 2, 50 do 100 mesh, forma chlorkowa (kat. Serva Nr 41010) lub podobna. Przed uzyciem utrzymywac od 14
do 16 godzin w 80 % metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.6.
4.11. Wata szklana.
4.12. Papierek wskaznikowy (pH od 6,6 do 8,1).
4.13. Kwas askorbinowy.
4.14. Substancja wzorcowa: flawomycyna 0 znanej aktywnosci.
5. APARATURA I SPRZF;T
5.1. Kolumna chromatograficzna 0 srednicy wewnetrznej 9 mm, dlugosci od 150 do 200 mm, zakoriczona kranem na
wezszym, dolnym koricu i szlifem szklanym umozliwiajacym podlaczenie wkraplacza, 0 kt6rym mowa w ust. 5.2, w g6mym
koricu.
5.2. Wkraplacz 0 pojemnosci 250 rnl, z kranem i szlifem szklanym.
5.3. Kolba stozkowa 0 pojemnosci 250 ml, ze szlifem szklanym.
5.4. Chlodnica zwrotna ze szlifem szklanym.
6. ROZTWORY WZORCOWE
Rozpuscic substancje wzorcowa, 0 kt6rej mowa w ust. 4.14, w 50 % metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.5, i rozciericzyc,
uzyskujac roztw6r podstawowy zawierajacy 100 ug flawofosfolipolu w 1 m!. Roztw6r przechowywany w zamknietej kolbie
w temperaturze 4 °C zachowuje stabilnosc do 2 miesiecy,
Z roztworu podstawowego przygotowac metoda kolejnych rozciericzeri 50 % metanolem, 0 kt6rym mowa w ust. 4.5,
nastepujace roztwory:

s, 0,2 ug/ml
S4 0,1 ug/ml
S2 0,05 ug/rnl
S1 0,025 ug/ml.
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7. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTU
7. 1. Ekstrakcj a.
7.1. I. Koncentraty, premiksy i materialy paszowe pochodzenia mineralnego.
Odwazyc od 2,0 do 5,0 g probki i dodac okolo ISO mg kwasu askorbinowego, 0 ktorym mowa w ust. 4.13. Homogenizowac
z ISO ml 50 % metanolu, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.5, w kolbie stozkowej, 0 ktorej mowa w ust. 5.3, i dostowac pH do
8,1 - 8,2, przy uzyciu okolo 400 mg tris(hydroksymetylo)aminometanu, 0 ktorym mowa w ust. 4.7. Sprawdzic pH
papierkiem wskaznikowyrn, 0 ktorym mowa w ust. 4.12. Pozostawic na IS minut, nastepnie ponownie dostosowac pH
do 8,1 - 8,2 przy uzyciu tris(hydroksymetylo)aminometanu, 0 ktorym mowa w ust. 4.7, i gotowac przez 10 minut pod
chlodnica zwrotna, 0 ktorej mowa w ust. 5.4, stale mieszajac. Pozostawic do schlodzenia, odwirowac mieszanine
i zdekantowac ekstrakt.
7.1.2. Pozostale pasze.
Odwazyc od 5,0 do 30,0 g probki zawierajacej co najmniej 30 ug flawofosfolipolu. Homogenizowac z ISO ml
50 % metanolu, 0 ktorym mowa w ust. 4.5, w kolbie stozkowej, 0 ktorej mowa w ust. 5.3, i dostosowac pH do 8, I - 8,2, przy
uzyciu okolo 400 mg tris(hydroksymetylo)aminometanu, 0 ktorym mowa w ust. 4.7. Sprawdzic pH papierkiem
wskaznikowym, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.12. Pozostawic na IS minut, nastepnie ponownie dostosowac pH do 8,1 - 8,2 przy
uzyciu tris(hydroksymetylo)aminometanu, 0 ktorym mowa w ust. 4.7, i gotowac przez 10 minut pod chlodnica zwrotna,
o ktorej mowa w ust. 5.4, stale wstrzasajac, Pozostawic do schlodzenia, odwirowac mieszanine i zdekantowac ckstrakt.
7.2. Oczyszczanie, ktore moze bye pominiete w przypadku analizy koncentratow, premiksow i materialow paszowych
pochodzenia mineralnego.
Zrnieszac 110 ml ekstraktu z II g wymiennika kationowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.9, gotowac przez minute pod chlodnica
zwrotna, 0 ktorej mowa w ust. 5.4, stale mieszajac. Oddzielic wymiennik kationowy przez odwirowanie lub filtrowanie.
Zmieszac !00 m! ekstraktu z 150 ml metanolu, 0 ktorym mowa w ust. 4.4, i roztwor przechowywac przez od 12 do IS godzin
w temperaturze 4 "C. Odfiltrowac klaczkowata mase po ostygnieciu,
Umiescic zwitek waty szklanej, 0 ktorym mowa w ust. 4.11, na dole kolumny chromatograficznej, 0 ktorej mowa w ust. 5.1,
umiescic w kolumnie 5 ml wymiennika anionowego, 0 ktorym mowa w ust. 4.10, i przemyc kolumne, stosujqc 100 ml
80 % metanolu, 0 ktorym mowa w ust. 4.6. Przy uzyciu wkraplacza, 0 ktorym mowa w ust. 5.2, naniesc na kolumne filtrat
o objetosci co najmniej 100 ml, zawierajacy okolo 16 ug flawofosfolipolu, przy czym 200 ml dla 30 g probki paszy przy
I ppm. Przed wprowadzeniem na kolumne, jezeli to konieczne, rozciericzyc filtrat 80 % metanolem, 0 ktoryrn mowa
w ust. 4.6, w celu otrzymania oczekiwanej zawartosci flawomycyny 16 f.!g!100 m\. Dostosowac wielkosc przeplywu na okolo 2 ml
na minute. Odrzucic eluent. Nastepnie przemywac kolumne 50 ml metanolu, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.6, i ponownie odrzucic
eluent.
Eluowac flawofosfolipol roztworem chlorku potasu metanolowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.8, utrzymujac przeplyw na
okolo 2 ml na minute. Zebrac 50 ml eluatu w kolbie miarowej, dodac 30 ml wody i zmieszac. Zawartosc flawofosfolipolu
w tym roztworze powinna wynosic 0,2 ug/rnl (= Us).
7.3. Roztwory do oznaczania.
Gdy etap oczyszczania zostal porniniety, rozciericzyc otrzymany ekstrakt w sposob okreslony w ust. 7.1.1 przy uzyciu
metanolu,o ktorym mowa w ust. 4.5, aby otrzymac oczekiwana zawartosc flawofosfolipolu 0,2 ug/ml (= Us).
Z roztworu Us przygotowac roztwor: U4,ktorego oczekiwana zawartosc wynosi 0,1 ug/rnl, U2,ktorego oczekiwana zawartosc
wynosi 0,05 ug/rnl, i U I' ktorego oczekiwana zawartosc wynosi 0,025 ug/ml, metoda kolejnych rozciericzeri (I + I) przy uzyciu
metanolu,o ktorym mowa w ust. 4.5.
8. SPOSOB POST~POWANIA

8.1. Szczepienie podloza.
Szczepic podloze, 0 ktorym mowa w ust. 4.2.2, zawiesina bakteryjna, 0 ktorej mowa w ust. 3.2, w temperaturze okolo 50 °e.
Poprzez wstepne proby przeszczepu na plytki z analizowanym podlozem, 0 ktorym mowa w ust. 4.2.2, okreslic wymagana
ilosc zawiesiny bakteryjnej, przy ktorej wystepujq najwieksze i wyrazne strefy zahamowania dla roznych stezeri
flawofosfolipolu (okolo 30 mill).
8.2. Przygotowanie przeszczepu na plytki.
Dyfuzja w agarze jest prowadzona na plytkach przy czterech stezeniach wzorcowych roztworow (Ss, S4' S2' SI) i czterech
stezeniach analizowanych podlozy (Us, U4, Db U 1) . Te cztery stezenia ekstraktu i wzorca powinny bye umieszczone na
kazdej plytce. W tym celu wybrac plytki 0 takich rozmiarach, aby mozna bylo w podlozu agaru zrobic 8 wglebieri 0 srednicy
od 10 do 13 mm i 0 odleglosci pomiedzy srodkami wglebicri nie mniejszej niz 30 mm. Badania mogq bye prowadzone na
szklanych plytkach z umieszczonym na ich gornej powierzchni aluminiowym lub plastikowym pierscieniem 0 srednicy
200 mm i wysokosci 20 mm.
Rozlac na plytki taka ilosc podloza, 0 ktorym mowa w ust. 4.2.1, aby otrzyrnac warstwe 0 grubosci okolo !,5 mm, co
odpowiada 45 ml na plytke 0 srednicy 200 mm. Pozostawic w pozycji poziornej, a nastepnie naniesc gorna warstwe podloza,
o ktorym mowa w ust. 4.2.2, szczepiona w sposob okreslony w ust. 8.1, aby uzyskac warstwe 0 grubosci I mrn, co
odpowiada 30 ml na plytke 0 srednicy 200 m!. Ponownie pozostawic w pozycji poziornej, zrobic wglebienia i umiescic
w nich objetosci analizowanych i wzorcowych rozrworow, od 0,10 do 0,15 ml na wglebienie, odpowiednio do srednicy.
Aplikowac kazde stezenie co najmniej czterokrotnie, tak aby kazde oznaczenie odpowiadalo pomiarowi 32 stref
zahamowania.
8.3. Inkubacja.
Inkubowae plytki przez 16 do 18 godzin w temperaturze od 28 do 30°C.
9. OBLICZANIE WYNIKOW
Zmierzyc srednic~ strefzahamowania z dokladnosci'l do 0,1 mm. Naniesc sredni'l wartosc pomiar6w dla kazdego st~zenia na
papier 0 skali pollogarytrnicznej, pokazuj1!c zaleznose logarytmu st~zen od srednicy stref zahamowania. Wykreslie linie
o "najlepszej zgodnosci" zarowno dla roztworu wzorcowego, jak i ekstraktu. Proponuje si~ zastosowae nast~puj'lcyprzyklad.
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Wyznaczye punkt 0 "najlepszej zgodnosci" dla najnizszego poziomu wzorcowego (SL) wedlug nastepujacego wzoru:
7 SI + 4 S2+ S4- 2 Ss

(a) SL =

10
Wyznaczyc punkt 0 .najlepsze] zgodnosci" dla najwyzszego poziomu wzorcowego (SH) wedlug nastepujacego wzoru:

7 Ss + 4 S4 + S2 - 2 SI
(b) SH =

10
Podobnie obliczyc punkty 0 .majlepszej zgodnosci" dla najnizszego poziomu ekstraktu (UL) oraz dla najwyzszego poziomu
ekstraktu (UH), zastepujac w powyzszych wzorach SI, S2, S4' Ss- UI' U2,U4, Us.
Naniesc obliczone wartosci SL i SH na ten sam papier i polaczyc je, uzyskujac linie 0 "najlepszej zgodnosci" dla roztworu
wzorcowego. Podobnie naniesc wartosci UL i UH i polaczyc je, uzyskujac linie dla ekstraktu.
W przypadku braku interferencji Iinie powinny bye r6wnolegle. W praktyce linie moga bye uznane za r6wnolegle, jezeli
wartosci (SH-SL) i (UH-UL) nie roznia sie wiecej nit 010 % od ich sredniej wartosci,
Jezeli linie nie spelniaja warunku rownoleglosci, w6wczas w obliczeniach mozna pominac albo U I i Sj, albo Us i S8.
Do obliczenia wartosci SL, SH, UL i UH mozna zastosowac altematywne wzory, dajace altematywne linie 0 .majlepszej
zgodnosci":

5 SI + 2 S2~ S4 5 S2+ 2 S4- s,
(a') SL = lub

6 6

5 S4+ 2 S2 - SI 5 s, + 2 S4 - S2
(b') SH = lub

6 6
i podobnie dla UL i UH. Zadowalajace sa takie same kryteria rownoleglosci, jakie zastosowano powyzej, W koricowym
sprawozdaniu z badari odnotowac, ze wyniki obliczono na podstawie 3 poziom6w, wedlug ktorych oceniano rownoleglosc.

Jezeli linie spelniaja warunek rownoleglosci, obliczyc logarytm wzglednej aktywnosci (log A) wedlug jednego z na­
stepujacych wzor6w:

D1a 4 poziom6w

(c) log A =---------------

D1a 3 poziom6w

(d) log A

lub

(U 2+ U4+ Us - S2- S4 - Ss) x 0,401
(d') log A =-----------

Aktywnosc rzeczywista = aktywnosc przypuszczalna x aktywnosc wzgledna

Us = Ss x A

Jezeli linie nie spelniaja warunku rownoleglosci, powtorzyc oznaczenie. Jezeli warunek rownoleglosci nie jest nadal
spelniany, obliczyc logarytm wzglednej aktywnosci (log A) wedlug wzoru (c). Otrzymany w ten spos6b wynik uwazac za
przyblizony i odnotowac to w koricowyrn sprawozdaniu.
10. SPRAWDZENIE METODY
10.1. Powtarzalnosc,
Roznica pomiedzy wynikami dw6ch r6wnoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej pr6bki nie powinna przekraczac:
- 0,5 mg/kg w wartosciach bezwzglednych dla zawartosci flawofosfolipolu od 1 do 2 mg/kg,
- 25 % wzgledern najwytszej wartosci dla zawartosci flawofosfolipolu powyzej 2 do 10 mg/kg,
- 20 % wzgledem najwyzszej wartosci dla zawartosci flawofosfolipolu powyzej 10 do 25 mg/kg,
- 5 mg/kg w wartosciach bezwzglednych dla zawartosci flawofosfolipolu powyzej 25 do 50 mg/kg,
- 10 % wzgledem najwyzszej wartosci dla zawartosci flawofosfolipolu powyzej 50 mg/kg.
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6.4. OZNACZANIE SPlRAMYCYNY METODL\ DYFUZJI W ZELU AGAROWYM

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci spiramycyny w paszach i premiksach. Dolna granica oznaczalnosci metody wynosi
I mg/kg (l ppm). I mg spiramycyny odpowiada 3200 miedzynarodowym jednostkom (ill).
2. SPOS6B PRZEPROWADZENIA METODY
Metoda polega na ekstrakcji pr6bki przy uzyciu mieszaniny metanolu i roztworu buforu fosforanowo-wodorowe<glanowego
o pH 8. Ekstrakt jest dekantowany lub odwirowywany, a nastepnie rozciericzany, Aktywnosc antybiotyczna ekstraktu jest
oznaczana przez pomiar dyfuzji spiramycyny w podlozu agaru zaszczepionym Micrococcus luteus. Dyfuzja objawia sie
tworzeniem stref zahamowania mikroorganizmu. Srednica tych stref jest wprost proporcjonalna do logarytmu stezenia
antybiotyku w zakresie stosowanych stezeri antybiotyku.
3. MIKROORGANIZM: Micrococcus luteus ATCC 9341 (NCTC 8340, NCIB 8553)
3.1. Utrzymanie kultury macierzystej.
Szczepic Micrococcus luteus na skosy agarowe podloza do hodowli mikroorganizm6w, 0 kt6rym mowa w ust. 4.1.
Inkubowac przez 24 godziny w temperaturze 30°C. Przechowywac kulture bakteryjna w lodowce w temperaturze okolo 4 °C
i przeszczepiac na nowe skosy agarowe co 2 tygodnie.
3.2. Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej.
Zebrac kulture macierzysta ze swiezo przygotowanego skosu agarowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, przy uzyciu od 2 do
3 ml roztworu chlorku sodu, 0 ktorym mowa w ust. 4.3. Uzyskana suspensja szczepic 250 ml podloza do hodowli
mikroorganizmow, 0 ktorym mowa w ust. 4.1, umieszczonego w kolbie Roux i inkubowac przez 18 do 20 godzin
w temperaturze 30°C. Zebrac hodowle i umiescic w 25 ml roztworu chlorku sodu, 0 ktorym mowa w ust. 4.3, i zmieszac,
Rozciericzyc suspensje w stosunku 1:10 roztworem chlorku sodu, 0 ktorym mowa w ust. 4.3. Transmisja swiatla przez
suspensje, mierzona przy 650 nm w I em naczynku w stosunku do roztworu chlorku sodu, 0 ktorym mowa w ust. 4.3,
powinna wynosic okolo 75 %. Suspensja moze bye przechowywana przez tydzieri w temperaturze okolo 4°C.
Moga bye zastosowane inne metody, jezeli pozwalaja uzyskac zawiesine bakteryjna 0 podobnym skladzie.
4. PODLOZA I ODCZYNNIKI
4.1. Podloze do hodowli mikroorganizmow:

Pepton miesa 6,0 g
Trypton 4,0 g
Ekstrakt drozdzowy 3,0 g
Ekstrakt miesny 1,5 g
Glukoza 1,0 g
Agu I~Odo2~Og

Woda II
pH 6,5 do 6,6 (po sterylizacji).

Moga bye zastosowane inne dostepne podloza 0 podobnym skladzie, dajace takie same wyniki.
4.2. Analiza podloza:

Trypton 5,0 g
Ekstrakt drozdzowy 4,0 g
Ekstrakt miesny 3,0 g
Agar 10,0 do 20,0 g
Woda II
pH 8,0 (po sterylizacji).

Moga bye zastosowane inne dostepne podloza 0 podobnym skladzie, dajace takie same wyniki.
4.3. Roztwor chlorku sodu, 0,8 % (mN).
Rozpuscic 8 g chlorku sodu w wodzie i rozcienczyc do objetosci I I. Sterylizowac,
4.4. Bufor fosforanowo-weglanowy, pH 8,0:
Wodorofosforan dwupotasu K zHP0 4 16,7 g
Dwuwodorofosforan potasu KHZP04 0,5 g
Wodorowcglan sodu NaHC03 20,0 g
Woda do II.
4.5. Mieszanina: metanolu i buforu fosforanowo-weglanowego, 0 ktorym mowa w ust. 4.4, w stosunku 50/50 (VN).
4.6. Substancja wzorcowa: spiramycyna 0 znanej aktywnosci (lU).
5. ROZTWORY WZORCOWE
Rozpuscic substancje wzorcowa, 0 ktorej mowa w ust. 4.6, w mieszaninie, 0 ktorej mowa w ust. 4.5, i rozciericzyc ta sama
mieszanina, aby uzyskac roztwor podstawowy zawierajacy 1000 ill spiramycyny w I ml. Roztwor przechowywany
w zamknietej kolbie w temperaturze 4 °C zachowuje stabilnosc do 5 dni.
Z tego roztworu przygotowac, metoda kolejnych rozciericzeri przy uzyciu mieszaniny, 0 kt6rej mowa w ust. 4.5, nastepujace
roztwory:
s, I ill/ml
S4 0,5 ill/ml
S2 0,25 ill/ml
s, 0,125 ill/ml
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6. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTU I ROZTWOR6w DO OZNACZANIA
6.1. Ekstrakcja.
Odwazyc 20,0 g probki w przypadku pasz i od 1,0 do 20,0 g w przypadku premiksow, Dodac 100 ml mieszaniny, 0 ktorej
mowa w ust. 4.5, i wstrzasac przez 30 minut. Odwirowac lub zdekantowac i rozciericzyc roztwor supematantu przy uzyciu
mieszaniny, 0 ktorej mowa w ust. 4.5, aby otrzymac oczekiwana zawartosc spiramycyny I IV/ml (= Us).
W przypadku spodziewanych zawartosci spiramycyny nizszych niz 2,5 mg/kg paszy przeprowadzic ekstrakcje w nastepujacy
sposob. Odwazyc 20,0 g probki, Dodac 100 ml mieszaniny, 0 ktorej mowa w ust. 4.5, i wstrzasac przez 30 minut. Wirowac
przez kilka minut, pobrac 50 ml supematantu i odparowac do objetosci okolo 4 ml w wyparce rotacyjnej w temperaturze nie
wyzszej niz 40°C. Rozciericzyc pozostalosc mieszanina, 0 ktorej mowa w ust. 4.5, aby otrzymac oczekiwana zawartosc
spiramycyny I IV/ ml (= Us),
6.2. Roztwory do badari,
Z roztworu Us przygotowac roztwor: U4, ktorego oczekiwana zawartosc wynosi 0,5 IU/ml, Ub ktorego oczekiwana zawartosc
wynosi 0,25 IV/ml, i UI, ktorego oczekiwana zawartosc wynosi 0,125 IV/ml, metoda kolejnych rozciericzeri (I + I) przy uzyciu
mieszaniny, 0 ktorej mowa w ust. 4.5.
7. SPOS6B POSTF;POWANIA
7.1. Szczepienie analizowanego podloza.
Szczepic podloze do hodowli mikroorganizmow, 0 ktorym mowa w ust. 4.2, zawiesina bakteryjna, 0 ktorej mowa w ust. 3.2,
w temperaturze okolo 50°C. Uwzgledniajac wstepne proby przeszczepu na plytki z analizowanym podlozem, 0 ktorym
mowa w ust. 4.1, okreslic wymagana ilosc zawiesiny bakteryjnej, przy ktorej wystepuja najwieksze i wyrazne strefy
zahamowania dla roznych stezeri spiramycyny.
7.2. Przygotowanie plytek.
Dyfuzja w agarze jest prowadzona na plytkach przy czterech stezeniach wzorcowych roztworow (Ss, S4, S2, SI) i czterech
stezeniach analizowanych roztworow (Us, U4, U2, UI)' Te cztery stezenia ekstraktu i wzorca powinny bye umieszczone na
kazdej plytce. W tym celu wybrac plytki 0 takich rozmiarach, aby mozna bylo w podlozu agaru zrobic 8 wglebieri 0 srednicy
od 10 do 13 mm i 0 odleglosci pomiedzy srodkami wglebieri nie mniejszej niz 30 mm. Badania moga bye prowadzone na
szklanych plytkach z umieszczonym na ich gornej powierzchni aluminiowym lub plastikowym pierscieniem 0 srednicy
200 mm i wysokosci 20 mm.
Rozlac na plytki taka ilosc podloza, 0 ktorym mowa w ust. 4.2, zaszczepionego w sposob okreslony w ust. 7.1, aby otrzymac
warstwe 0 grubosci okolo 2 mm, co odpowiada 60 ml wylanym na plytke 0 srednicy 200 mrn, Pozostawic w pozycji
poziomej, a nastepnic zrobic wglebienia i urniescic w nich objetosci analizowanych i wzorcowych roztworow, od 0,10 do
0,15 ml na wglebienie, odpowiednio do srednicy. Aplikowac kazde stezenie co najmniej czterokrotnie, tak aby kazde
oznaczenie odpowiadalo pomiarowi 32 stref zahamowania.
7.3. Inkubacja.
Inkubowac plytki przez od 16 do 18 godzin w temperaturze 30°C ± 2°C.
8. OBLICZANIE WYNIK6w
Zmierzyc srednicc strcf zahamowania z dokladnoscia do 0, I mm. Nanicsc srcdnia wartosc porniarow dla kazdcgo stczenia na
papier 0 skali pollogarytmicznej, pokazujac zaleznosc logarytrnu stezeri od srednicy stref zahamowania. Wykreslic linie
o .majlepszej zgodnosci" zarowno dla roztworu wzorcowego, jak i ekstraktu. Proponuje sie zastosowac nastepujacy przyklad.
Wyznaczyc punkt 0 "najlepszej zgodnosci" dla najnizszego poziomu wzorcowego (SL) wed lug nastepujacego wzoru:

7 SI + 4 S2+ S4- 2 Ss
(a) SL =

10
Wyznaczyc punkt 0 .majlepszej zgodnosci" dla najwyzszego poziomu wzorcowego (SH) wedlug nastepujacego wzoru:

7 Ss + 4 S4+ S2- 2 SI
(b) SH =

10
Podobnie obliczyc punkty 0 .majlepszej zgodnosci" dla najnizszego poziomu ekstraktu (UL) oraz dla najwyzszego poziomu
ekstraktu (UH), zastepujac w powyzszych wzorach S1, S2' S4' Ss- UI, U2, U4, Us.
Naniesc obliczone wartosci SL i SH na ten sam papier i polaczyc je, uzyskujac linie 0 "najlepszej zgodnosci" dla roztworu
wzorcowego. Podobnie naniesc wartosci UL i UH i polaczyc je, uzyskujac linie dla ekstraktu.
W przypadku braku interferencji linie powinny bye rownolegle. W praktyce linie moga bye uznane za rownolegle, jezeli
wartosci (SH-SL) i (UH-UL) nie roznia sie wiecej niz 0 10 % od ich srcdniej wartosci.
Jezeli linie nie spelniaja warunku rownolcglosci, wowczas w obliczeniach mozna pominac albo UI i S1' albo Us iSs. Do
obliczenia wartosci SL, SH, UL i UH rnozna zastosowac altematywne wzory, dajace alternatywne linie 0 "najlepszej
zgodnosci":

5 SI + 2 S2- S4 5 S2+ 2 S4- Ss
(a') SL=~--·----- lub

6 6

(b') SH = lub
6 6

i podobnie dla UL i UB. Zadowalajace sa takie same kryteria rownoleglosci, jakie zastosowano powyzej. W koncowym
sprawozdaniu z badari odnotowac, ze wyniki obliczono na podstawie 3 poziornow, wedlug ktorych oceniono rownoleglosc.
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Jezeli linie spelniaja warunek rownoleglosci, obliczyc logarytm wzglednej aktywnosci (log A) wedlug jednego
z nastepujacych wzor6w, w zaleznosci od liczby poziom6w, wedlug kt6rych oceniano rownoleglosc:

Dla 4 poziom6w

(c) log A

Dla 3 poziom6w

(d) log A

lub
(U2 + U4 + Us - S2- S4-- Ss) x 0,401

(d') log A - ---~------~-----------
Us + Ss -- U2 - S2

Aktywnosc rzeczywista = aktywnosc przypuszczalna x aktywnosc wzgledna

Jezeli wzgledna aktywnosc nie miesci sic w przedziale od 0,5 do 2,0, powtorzyc oznaczanie, wprowadzajac odpowiednia
korekte stezenia ekstraktu lub, jezeli nie jest to mozliwe, dostosowujac stezenia wzorcowych roztwor6w. Jezeli wzgledna
aktywnosc nie miesci sit: nadal w wymaganym przedziale, to uzyskane wyniki nalezy traktowac jako przyblizone
i odnotowac w koricowym sprawozdaniu z badari,
Jezeli linie uznane zostana za niespclniajace warunku rownoleglosci, powtorzyc oznaczenie. Jezeli warunek rownoleglosci
nie jest nadal spelniany, oznaczenie uznaje sit: za niezadowalajace.
Wynik wyrazic w mg spiramycyny na kg paszy.
9. SPRAWDZENIE METODY
9.1. Powtarzalnosc,
Roznica pomiedzy wynikami dw6ch r6wnoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej pr6bki nic powinna przekraczac:
- 2 mg/kg w wartosciach bezwzglcdnych dla zawartosci spiramycyny do 10 mg/kg,
- 20 % wzgledem najwyzszej wartosci dla zawartosci spiramycyny powyzej 10 do 25 mg/kg,
- 5 mg/kg w wartosciach bezwzglednych dla zawartosci spiramycyny powyzej 25 do 50 mg/kg,
- 10 % wzgledcm wartosci najwyzszej dla zawartosci spiramycyny powyzej 50 mg/kg.

6.5. OZNACZANIE AWOPARCYNY METODi\ DYFUZJI W ZELU AGAROWYM

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci awoparcyny w paszach i premiksach. Dolna granica oznaczalnosci metody wynosi
2 mg/kg (2 ppm). Obecnosc antybiotyk6w polieterowych moze interferowac przy oznaczaniu.
2. SPOS6B PRZEPROWADZENIA METODY
Metoda polega na ekstrakcji awoparcyny przy uzyciu mieszaniny acetonu, wody i kwasu chlorowodorowego. Aktywnosc
antybiotyczna ekstraktu jest oznaczana przez pomiar dyfuzji awoparcyny w podlozu agaru zaszczepionym Bacillus subtilis.
Dyfuzja objawia sic tworzeniem stref zahamowania mikroorganizmu. Srednica tych stref jest wprost proporcjonalna do
logarytmu stezenia antybiotyku, w zakresie stosowanych stezen antybiotyku.
3. MIKROORGANIZM: Bacillus subtilis ATCC 6633 (NCIB 8054)
3. I. Utrzymanie kultury macierzystej.
Szczepic Bacillus subtilis na skosy agarowe podloza do hodowli mikroorganizmow, 0 kt6rym mowa w ust. 4.1. Inkubowac
przez noc w temperaturze 30 "C. Przechowywac kulture bakteryjna w lod6wce w temperaturze okolo 4 "C i przeszczepiac na
nowe skosy agarowe raz w miesiacu.
3.2. Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej.
Zebrac kulture macierzysta ze swiezo przygotowanego skosu agarowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, przy uzyciu od 2 do
3 ml sterylnej wody. Uzyskana suspensjq szczepic 300 ml podloza do hodowli mikroorganizrnow, 0 kt6rym mowa w ust. 4. I,
umieszczonego w kolbie Roux i inkubowac przez od 3 do 5 dni w temperaturze 30°C. Zebrac hodowle 15 ml etanolu,
o kt6rym mowa w ust. 4.2, po uprzednim sprawdzeniu pod mikroskopem i zmieszac, Suspensja moze bye przechowywana co
najmniej przez 5 miesiecy w temperaturze okolo 4 0C.
Moga bye zastosowane inne metody, jezeli pozwalaja uzyskac zawiesine bakteryjna 0 podobnym skladzie.
4. PODLOZA I ODCZYNNIKI
4.1. Podloze do hodowli mikroorganizrnow:

Pep ton rniesa 6,0 g
Trypton 4,0 g
Ekstrakt drozdzowy 3,0 g
Ekstrakt miesny 1,5 g
Glukoza 1,0 g
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Agar 15,0 g
VVoda I I
pH 6,5 (po sterylizacji),

Moga bye zastosowane inne dostepne podloza 0 podobnym skladzie, dajace takie same wyniki.
4.2. Etanol20 % (VN):
Rozcienczyc 200 ml etanolu w wodzie 0 objetosci 800 ml.
4.3. Kwas chlorowodorowy (d = od 1,18 do 1,19).
4.4. Roztwor wodorotlenku sodu, 2 M.
4.5. Bufor fosforanowy, 0,1 M:

Dwuwodorofosforan potasu KHl04 13,6 g

Woda do I 000 ml
pH dostosowac do 4,5

4.6. Mieszanina: acetonu, wody i kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 4.3, w stosunku 65/32,5/2,5 (VNN).
4.7. Substancja wzorcowa: awoparcyna 0 znanej aktywnosci,
5. ROZTWORY WZORCOWE
Rozpuscic w buforze fosforanowym, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.5, 10 mg substancji wzorcowej, 0 ktorej mowa w ust. 4.7,
a nastepnie rozciericzac tym buforem tak, aby otrzyrnac roztwor podstawowy zawierajacy 100 ug awoparcyny w I mJ.
Roztwor przechowywany w zarnknietej kolbie, w lodowce, w temperaturze 4 °C zachowuje stabilnosc do 7 dni.
5.1. Dla premiksow,
Z roztworu podstawowego przygotowac, metoda kolejnych rozciericzeri przy uzyciu buforu fosforanowego, 0 kt6rym mowa
w ust. 4.5, nastcpujace roztwory:

S 4,0 ug/ml
s

S4 2,0 ug/ml

S2 1,0 ug/ml

Sl 0.5 ug/ml

5.2. Dla pasz.
Z roztworu podstawowego przygotowac, metoda kolejnych rozciericzeri przy uzyciu buforu fosforanowego, 0 ktorym mowa
w ust. 4.5, nastepujace roztwory:

Ss 2,0 ug/ml

S4 1,0 ug/rnl

S 0,5 ug/ml
2

S 0,25 ug/rnl
I

6. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTU I ROZTWOROW DO OZNACZANIA
6.1. Premiksy.
Odwazyc, z dokladnoscia do 10 mg, taka ilosc probki, w kt6rej zawartych jest od 10 do 100 mg awoparcyny. Umiescic j'!
w kolbie miarowej 0 pojemnosci 100 ml zawierajacej 60 ml mieszaniny, 0 ktorej mowa w ust. 4.6, a nastepnie mieszac
i wstrzasac przez 15 minut przy zastosowaniu wstrzasarki mechanicznej. Sprawdzic pH i, jezeli to konieczne, dostosowac je
do 2, przy uzyciu kwasu chlorowodorowego, 0 kt6rym mowa w ust. 4.3. Uzupelnic kolbe do objetosci mieszaninq, 0 kt6rej
mowa w ust. 4.6, i zrnieszac. Przefiltrowac porcje przez odpowiedni filtr (proponuje sie zastosowac filtr VVhatman Nr I),
odrzucajac pierwsze 5 ml filtratu. Pobrac podzielna cz~sc pr6bki i dostosowac pH do 4,5 przy uzyciu roztworu wodorotlenku
sodu, 0 ktorym mowa w ust. 4.4. Rozciericzyc roztwor buforem, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.5, aby otrzymac oczekiwane
stezenie awoparcyny 4 ug/rnl (= U ). Z tego roztworu przygotowac roztwor: U , ktorego oczekiwana zawartosc wynosi

s 4

2 ug/ml, U , kt6rego oczekiwana zawartosc wynosi I ug/ml, i U , kt6rego oczekiwana zawartosc wynosi 0,5 ug/ml, metoda
2 I

kolejnych rozciericzeri (I + I) przy uzyciu buforu fosforanowego, 0 kt6rym mowa w ust. 4.5.
6.2. Pasze.
Odwazyc probke 0 masie 50 g i wstrzasac przez 30 minut ze 100 ml mieszaniny, 0 kt6rej mowa w ust. 4.6, przy zastosowaniu
wstrzasarki mechanicznej. Sklarowac ekstrakt przez odwirowanie, uzywajac zakorkowanych probowek. Nastepnie pobrac
podzielna czesc sklarowanego ekstraktu, przy uwzglednieniu tabeli 18, i dostosowac pH do 4,5 przy uzyciu roztworu
wodorotlenku sodu, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.4. Rozcienczyc te podzielna czesc buforem, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.5, aby
otrzyrnac oczekiwana wartosc U . Uwzglednic tabele 18. Z tego roztworu przygotowac roztw6r: U , kt6rego oczekiwana

s 4

zawartosc wynosi I ug/ml, U , ktorego oczekiwana zawartosc wynosi 0,5 ug/ml, U , kt6rego oczekiwana zawartosc wynosi
2 . I

0,25 ug/ml, metoda kolejnych rozciericzeri (I + I) buforem, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.5.

UT b 1 18 P kl d dla e a rZYI a a roztworu )"

Przewidywany poziom
awoparcyny, ma/kz 5 7,5 10 15 20 40
Masa probki, g (±O, I g) 50 50 50 50 50 50
Objetosc w ml mieszaniny, o kt6rej mowa 100 100 100 100 100 100
wust. 4.6
Obietosc w ml sklarownezo ekstraktu 20 15 20 15 20 10
Koricowa obietosc w ml U. 25 25 50 50 100 100
Oczekiwane stezenie w uz/ml U 2 okolo 2 2 okolo 2 2 2
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7. SPOSOB POST~POWANIA
7.1. Szczepienie analizowanego podloza.
Szczepic podloze do hodowali mikroorganizmow, 0 kt6rym mowa w ust. 4.1, zawiesina bakteryjna, 0 kt6rej mowa w ust. 3.2,
w temperaturze od 50 do 60°C. Uwzgledniajac wstepne pr6by przeszczepu na plytki z analizowanym podlozem, 0 kt6rym
mowa w ust. 4.1, okreslic wymagana ilosc zawiesiny bakteryjnej, przy kt6rej wystepuja najwieksze i wyrazne strefy
zahamowania dla roznych stezeri awoparcyny.
7.2. Przygotowanie plytek.
Dyfuzja w agarze jest prowadzona na plytkach przy czterech stezeniach wzorcowych roztwor6w (S8' S4' S20 SI) i czterech
stezeniach analizowanych roztwor6w (Vs, V 4 , V 2 , VI)' Te cztery stezenia ekstraktu i wzorca powinny bye umieszczone na
kazdej plytce. W tym celu wybrac piytki 0 takich rozrniarach, aby rnozna bylo w podlozu agaru zrobic 8 wglebieri 0 srednicy
od 10 do 13 mm i 0 odleglosci porniedzy srodkami wglebicri nie mniejszej niz 30 mm. Badania moga bye prowadzone na
szklanych plytkach z umieszczonym na ich g6mej powierzchni aluminiowym lub plastikowym pierscieniern 0 srednicy
200 mm i wysokosci 20 mm.
Rozlac na plytki taka ilosc podloza, 0 kt6rym mowa w ust. 4.1, zaszczepionego w spos6b okreslony w ust. 7. I, aby otrzymac
warstwe 0 grubosci okolo 2 mm, co odpowiada 60 ml wylanym na plytke 0 srednicy 200 mm. Pozostawic w pozycji
poziomej, a nastepnie zrobic wglebienia i umiescic w nich objetosci analizowanych i wzorcowych roztwor6w, od 0,10
do 0,15 ml na wglebienie, odpowiednio do srednicy, Aplikowac kazde stezenie co najmniej czterokrotnie, tak aby kazde
oznaczenie odpowiadalo pomiarowi 32 stref zahamowania.
7.3. Inkubacja.
Inkubowac plytki przez od 16 do 18 godzin w temperaturze 30°C.
8. OBLICZANIE WYNIKOW
Zmierzyc srednice strefzahamowania z dokladnoscia do 0,1 mm. Naniesc srednia wartosc pomiar6w dla kazdego stezenia na
papier 0 skali pollogarytmicznej, pokazujac zaleznosc logarytmu stezeri od srednicy stref zahamowania. Wykreslic linie
o .riajlcpszcj zgodnosci" zar6wno dla roztworu wzorcowego, jak i ekstraktu. Proponuje sie zastosowac nastepujacy przyklad.
Wyznaczyc punkt 0 .majlepszej zgodnosci" dla najnizszego poziomu wzorcowego (SL) wedlug nastepujacego wzoru:

7 SI + 4 S2+ S4- 2 Ss
(a) SL = ~~~~-~~---

10
Wyznaczyc punkt 0 .najlepszei zgodnosci" dla najwyzszego poziomu wzorcowego (SH) wedlug nastepujacego wzoru:

7 Ss + 4 S4+ S2- 2 SI
(b) SH =

10
Podobnie obliczyc punkty 0 .majlepszej zgodnosci" dla najnizszego poziomu ekstraktu (VL) oraz dla najwyzszego poziomu
ekstraktu (VH), zastepujac w powyzszych wzorach SI' S2, S4' Ss- VI' V 2, V 4, Vs'
Naniesc obliczone wartosci SL i SH na ten sam papier i polaczyc je, uzyskujac linie 0 .riajlcpszcj zgodnosci" dla roztworu
wzorcowego. Podobnie naniesc wartosci VL i VH i polaczyc je, uzyskujac linie 0 .riajlcpszcj zgodnosci" dla ekstraktu.
W przypadku braku interferencji linie powinny bye r6wnolegle. W praktyce linie moga bye uznane za rownolegle, jezeli
wartosci (SH~SL) i (VH-VL) nie roznia sie wiecej niz 0 10 % od ich sredniej wartosci,
Jezeli linie nie spelniaja warunku rownoleglosci, w6wczas w obliczeniach mozna pominac albo VI i SI' albo U, iSs. Do
obliczenia wartosci SL, SH, VL i VH mozna zastosowac altematywne wzory, dajace altematywne linie 0 .majlepszej
zgodnosci":

5 SI + 2 S2- S4 5 S2+ 2 S4- S,
(a') SL = ~-~~ ---~-- lub

6 6

5 S4+ 2 S2 -~ SI 5 Ss + 2 S4- S2
(b') SH = -~-~---- lub

6 6
i podobnie dla VL i VH. Zadowalajace sa takie same kryteria rownoleglosci, jakie zastosowano powyzej. W koricowyrn
sprawozdaniu z badari odnotowac, ze wyniki obliczono na podstawie 3 poziom6w, wedlug kt6rych oceniano rownolcglosc.
Jezeli linie spelniaja warunek rownoleglosci, obliczyc logarytrn wzglednej aktywnosci (log A) wedlug jednego
z nastepujacych wzor6w.
Dla 4 poziom6w

(V t V + V + V - S - S - S - S ) x 0 602
124 8124S'

(c)logA=-~~

V+V+S+S-V V-S-S
4848 I 212

Dla 3 poziom6w

(VI + V
2

+ V
4

- SI - S2- S) x 0,401
(d) log A = ~~~-~._----_.~~~­

V+S-V-S
4 4 I I
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lub
(U + U + U ~ S - S - S ) x 0,401

2 4 8 2 4 8
(d') log A = -------------

U+S-U-s
8 8 2 2
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10,0 g
2,5 g
0,69 g

0,45 g

10,0 - 20,0 g
1 I
6 (po sterylizacji).

Aktywnosc rzeczywista = aktywnosc przypuszczalna X aktywnosc wzgledna

Jezeli wzgledna aktywnosc nie miesci sie w przedziale od 0,5 do 2,0, powtorzyc oznaczenie, wprowadzajac odpowiednia
korekte stezenia ekstraktow lub, jezeli nie jest to mozliwe, wzorcowych roztworow, Jezeli wzgledna aktywnosc nie miesci
sie nadal w wymaganym przedziale, to uzyskane wyniki nalezy traktowac jako przyblizone i odnotowac w koricowym
sprawozdaniu z badari,
Jezeli linie uznane zostana za niespelniajace warunku rownoleglosci, powtorzyc oznaczenie. Jezeli warunek rownoleglosci
nie jest nadal spelniany, oznaczenie uznaje sie za niezadowalajace,
9. SPRAWDZENIE METODY
9.1. Powtarzalnosc,
Roznica pomiedzy wynikami dwoch r6wnoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac:
- 2 mg/kg w wartosci bezwzglednej dla zawartosci awoparcyny od 2 do 10 mg/kg,
- 20 % wzgledem najwyzszej wartosci dla zawartosci awoparcyny powyzej 10 do 25 mg/kg,
- 5 mg/kg w wartosci bezwzglednej dla zawartosci awoparcyny powyzej 25 do 50 mg/kg,
- 10 % wzgledern najwyzszej wartosci dla zawartosci awoparcyny powyzej 50 mg/kg.

6.6. OZNACZANIE SOLI SODOWEJ MONENZYNY METODJ\ DYFUZJI W ZELU AGAROWYM

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci soli sodowej monenzyny w paszach i premiksach. Dolna granica oznaczalnosci
metody wynosi 10 mg/kg (10 ppm). 1 mg soli sodowej monenzyny odpowiada 1000 UKjednostek.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Metoda polega na ekstrakcji pr6bki 90 % metanolem. Nastepnie, w zaleznosci od zawartosci monenzyny w probce, ekstrakt
poddac odpowiedniemu postepowaniu. Aktywnosc antybiotyczna jest oznaczana przez pomiar dyfuzji monenzyny sodowej
w podlozu agaru w osrodku agarowym zaszczepionym Bacillus subtilis. Dyfuzja objawia sie tworzeniem stref zahamowania
mikroorganizmu. Srednica tych stref jest wprost proporcjonalna do logarytmu stezenia antybiotyku w zakresie stosowanych
stezeri antybiotyku. Czulosc tej metody zmniejszaja jony sodu.
3. MIKROORGANIZM: Bacillus subtilis ATCC 6633 (NCIB 8054)
3.1. Utrzymanie kultury macierzystej.
Szczepic Bacillus subtilis na skosy agarowe podloza do hodowli mikroorganizmow, 0 kt6rym mowa w ust. 4.1. Inkubowac
przez noc w temperaturze 30 DC. Przechowywac kulture bakteryjna w lodowce w temperaturze okolo 4 DC i przeszczepiac na
nowe skosy agarowe raz w miesiacu,
3.2. Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej.
Zebrac kulture macierzysta ze swiezo przygotowanego agaru, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, przy uzyciu od 2 do 3 ml sterylnej
wody. Uzyskana suspensja szczepic 300 ml podloza do hodowli mikroorganizm6w, 0 kt6rym mowa w ust. 4.1,
umieszczonego w kolbie Roux i inkubowac od 3 do 5 dni w temperaturze 30 DC. Po uprzednim sprawdzeniu pod
mikroskopem zebrac hodowle 15 ml etanolu, 0 ktorym mowa w ust. 4.3, i zmieszac. Suspensja ta moze bye przechowywana
co najmniej przez 5 miesiecy w temperaturze okolo 4 DC.
Moga bye zastosowane inne metody, jezeli pozwalaja uzyskac zawiesine bakteryjna 0 podobnym skladzie.
4. PODLOZA I ODCZYNNIKI
4.1. Podloze do hodowli mikroorganizmow:

Trypton 10,0 g
Ekstrakt drozdzowy 3,0 g
Ekstrakt miesny 1,5 g
Glukoza 1,0 g
Agar 10,0 - 20,0 g
Woda II
pH 6,5 (po sterylizacji).

Moga bye zastosowane inne dostepne podloza 0 podobnym skladzie, dajace takie same wyniki.
4.2. Analizowane podloze:

Glukoza
Ekstrakt drozdzowy
Wodorofosforan dwupotasowy K

2HP04

Dwuwodorofosforan potasowy KH PO
2 4

Agar
Woda
pH

4.3. Etanol20 % (VN):
Rozciericzyc 200 ml etanolu woda 0 objetosci 800 m!.
4.4. Metanol, bezwodny.
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8,0

4,0

2,0

4.5. Metanol90 % (VN):
900 ml metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.4, rozciericzyc woda 0 objetosci 100 m\.
4.6. Metanol50 % (VN):
500 ml metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.4, rozciericzyc woda 0 objetosci 500 m\.
4.7. Tlenek glinu, granulat (alcoa F, 20 mesh; aktywowany glin UG I: F. Lancaster & Co. lub podobne).
4.8. Substancja wzorcowa: s61 sodowa monenzyny 0 znanej aktywnosci (proponuje sie zastosowac te z International
Laboratory for Biological Standards, Central Veterinary Laboratory, Weybridge, UK-Surrey KT 153 NB).
5. APARATURA I SPRZ~T
5.1. Rotacyjna wyparka prozniowa z okraglodenna kolba 0 pojemnosci 250 m\.
5.2. Szklana kolumna chromatograficzna 0 srednicy wewnetrznej 25 mm, dlugosci 400 mm, otwartyrn koricu 0 srednicy
2mm.
5.3. Szklana kolumna chromatograficzna 0 srednicy wewnetrznej II mm, dlugosci okolo 300 mm, otwartyrn koricu
o srednicy 2 mm.
6. ROZTWORY WZORCOWE
Rozpuscic taka ilosc substancji wzorcowej, 0 kt6rej mowa w ust. 4.8, w metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.4, aby otrzymac
roztw6r podstawowy zawierajacy 800 ug monenzyny w I m\. Roztw6r przechowywany w zamknietej kolbie w temperaturze
4 DC zachowuje stabilnosc do 2 tygodni.
Z roztworu podstawowego przygotowac, metoda kolejnych rozciericzeri metanolem, 0 kt6rym mowa w ust. 4.6, nastepujace
roztwory:

S
8

S
4

S
2

S1 1,0 ug/rnl

7. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTU
7.1. Ekstrakcja.
7.l.\. Premiksy.
Odwazyc 2 g pr6bki, dodac 100 ml metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.5, zhomogenizowac i wirowac przez kilka minut.
Roztw6r supernatantu rozciericzyc 50% metanolem, tak aby uzyskac zawartosc monenzyny 8 ug/ml (= U ).

8

7.1.2. Pasze zawierajace 50 i wiecej ppm monenzyny.
Odwazyc probke 0 masie od 10 do 20 g, dodac 100 ml metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.5, homogenizowac przez 15 minut
i odstawic. Waski koniec kolumny, 0 kt6rej mowa w ust. 5.2, zatkac wata bawelniana i dodac tlenek glinu, 0 kt6rym mowa
w ust. 4.7, delikatnie dozujac, az kolumna napelni sie do wysokosci 75 - 80 mm. Dekantowac ekstrakt na kolumnie tlenku
glinu i zebrac filtrat. 30 ml filtratu rozciericzyc woda do objetosci 50 m\. Przeprowadzic nastepne rozciericzenie metanolem,
o kt6rym mowa w ust. 4.6, tak aby otrzymac oczekiwana zawartosc monenzyny 8 ug/ml (= U ).

8

7.1.3. Pasze zawierajace od 10 ppm do ponizej 50 ppm monenzyny.
Odwazyc probke 0 masie od 10 do 20 g, dodac 100 ml metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.5, homogenizowac przez 15 minut.
Wirowac w celu sklarowania. W przypadku pr6bki zawierajacej 20 ppm monenzyny pobrac 40 ml supernatantu cieczy.
W przypadku pr6bki zawierajacej 10 ppm pobrac 80 ml i odparowac do wysuszenia na rotacyjnej wyparce prozniowej,
o kt6rej mowa w ust. 5.1, w temperaturze nie wyzszej niz 40 DC. Pozostalosc rozpuscic w 10 ml metanolu, 0 kt6rym mowa
wust. 4.5.
Waski koniec kolumny, 0 kt6rej mowa w ust. 5.3, zatkac bawelniana wata i dodac tlenek glinu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.7,
delikatnie dozujac, az kolumna napelni sie do wysokosci 75 - 80 mm. Dekantowac pozostalosc roztworu metanolowego na
kolumnie tlenku glinu i zebrac filtrat. Przemyc kolumne 10 ml metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.5, i roztw6r pochodzacy
z przemycia polaczyc z filtratem. Roztw6r odparowac do sucha na rotacyjnej wyparce prozniowej, 0 kt6rej mowa w ust. 5.1,
w temperaturze nie wyzszej niz 40°C. Pozostalosc rozpuscic w 10 ml metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.4, i uzupelnic woda
do objetosci 20 m\. Roztw6r odwirowywac przy 4000 obr/min przez co najmniej 5 minut. Nastepne rozciericzenie sporzadzic
przy uzyciu metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.6, tak aby otrzymac oczekiwana zawartosc monenzyny 8 ug/ml (= U ).

8

7.2. Roztwory badane.
Z roztworu U , poprzez odpowiednie rozciericzenia (I +I) przy uzyciu 50 % metanolu, przygotowac roztw6r: U , kt6rego

8 4

oczekiwana zawartosc wynosi 4 ug/ml, U , kt6rego oczekiwana zawartosc wynosi 2 ug/ml, U , kt6rego oczekiwana
2 1

zawartosc wynosi I ug/ml.
8. SPOS6B POST~POWANIA
8.1. Szczepienie analizowanego podloza.
Szczepic podloze do hodowali mikroorganizm6w, 0 kt6rym mowa w ust. 4.2, zawiesina bakteryjnq, 0 kt6rej mowa w ust. 3.2,
w temperaturze od 50 do 60°C. Uwzgledniajac wstepne pr6by przeszczepu na plytki z analizowanym podlozem, 0 kt6rym
mowa w ust. 4.2, okreslic wymagana ilosc zawiesiny bakteryjnej, przy kt6rej wystepuja najwieksze i wyrazne strefy
zahamowania dla roznych stezeu wirginiamyeyny.
8.2. Przygotowanie plytek.
Dyfuzja w agarze jest prowadzona na plytkach przy czterech stezeniach wzorcowych roztwor6w (S8, S4, S2' SJ) i czterech
stezeniach analizowanych roztwor6w (U8, U4, U2, U 1) . Te cztery stezenia ekstraktu i wzorca powinny bye umieszczone na
kazdej ply tee. W tym celu wybrac plytki 0 takich rozmiarach, aby mozna bylo w podlozu agaru zrobic 8 wglebieri 0 srednicy
od 10 do 13 mm i 0 odleglosci pomiedzy srodkami wglebieri nie mniejszej niz 30 mm. Badania mega bye prowadzone na
szklanych plytkach z umieszczonym na ich g6rnej powierzchni aluminiowym lub plastikowym pierscieniem 0 srednicy
200 mm i wysokosci 20 mm.
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Rozlac na plytki taka ilose podloza, 0 kt6rym mowa w ust. 4.2, zaszczepionego w spos6b okreslony w ust, 8.1, aby otrzymac
warstwe 0 grubosci okolo 2 mm, co odpowiada 60 ml wylanym na plytke 0 srednicy 200 mm. Pozostawic w pozycji
poziomej, a nastepnie zrobic wglebienia i umiescic w nich objetosci analizowanych i wzorcowych roztwor6w, od 0, I0
do 0,15 ml na wglebienie, odpowiednio do srednicy, Aplikowac kazde stezenie co najmniej czterokrotnie, tak aby kazdc
oznaczenie odpowiadalo pomiarowi 32 stref zahamowania.
8.3. Inkubacja.
Inkubowac plytki przez 18 godzin w temperaturze od 35 do 37 DC.
9. OBLICZANIE WYNIK6w
Zmierzyc srednice strefzahamowania z dokladnoscia do 0,1 mm. Naniesc srednia wartosc pomiar6w dla kazdego stezenia na
papier 0 skali p6llogarytrnicznej, pokazujac zaleznosc logarytrnu stezeri od srednicy stref zahamowania. Wykreslic linie
o "najlepszej zgodnosci" zar6wno dla roztworu wzorcowego,jak i ekstraktu. Proponuje sie zastosowac nastepujacy przyklad.
Wyznaczyc punkt 0 .majlcpszej zgodnosci" dla najnizszego poziomu wzorcowego (SL) wed lug nastepujacego wzoru:

7 SI + 4 S2+ S4- 2 Ss
(a) SL =

10
Wyznaczyc punkt 0 "najlepszej zgodnosci" dla najwyzszego poziomu wzorcowego (SH) wedlug nastepujaccgo wzoru:

7 Ss + 4 S4 + S2- 2 S,
(b) SH =

10
Podobnie obliczyc punkty 0 .majlepszej zgodnosci" dla najnizszego poziomu ekstraktu (VL) oraz dla najwyzszego poziomu
ekstraktu (VH), zastepujac w powyzszych wzorach SI' S2' S4,SS- VI' V 2, V 4, Vg.
Naniesc obliczone wartosci SL i SH na ten sam papier i polaczyc je, uzyskujac linie 0 .majlepszej zgodnosci" dla roztworu
wzorcowego. Podobnie naniesc wartosci VL i VH i polaczyc je, uzyskujac linie 0 .majlepszej zgodnosci" dla ekstraktu.
W przypadku braku interferencji linie powinny bye r6wnolegle. W praktyce linie moga bye uznane za rownolcgle, jezeli
wartosci (SH-SL) i (VH-VL) nie roznia sie wiecej niz 010 % od ich sredniej wartosci,
Jezeli linie nie spelniaja warunku rownoleglosci, wowczas w obliczeniach mozna pominac albo VI i Sj, albo U, i Sg. Do
obliczenia wartosci SL, SH, VL i VH mozna zastosowac altematywne wzory, uzyskujac altematywne linie 0 .majlepszej
zgodnosci":

5 S, + 2 S2- S4 5 S2+ 2 S4- Sg
(a') SL = lub

6 6

5 S4+ 2 S2- SI 5 Ss + 2 S4- S2
(b') SH = lub

6 6
i podobnie dla VL i VB. Zadowalajace sa takie same kryteria rownoleglosci, jakie zastosowano powyzej. W koricowym
sprawozdaniu z badari odnotowac, ze wyniki obliczono na podstawie 3 poziom6w, wedlug kt6rych oceniano rownoleglosc.

Jezeli linie spelniaja warunek rownoleglosci, obliczyc logarytrn wzglednej aktywnosci (log A) wedlug jednego
z nastepujacych wzor6w:

Dla 4 poziom6w

(V + V + V + V - S - S - S - S ) x 0,602
124 gl24S

(c) log A = ----------------

V +V +S +S -V -V -S-S4 g 4 S1212

Dla 3 poziom6w

(d) log A = -------------

V+S-V-S
4 4 I I

lub

(d') log A=------------

V+S-V-S
s S 2 2

Aktywnosc rzeczywista = aktywnosc przypuszczalna x aktywnosc wzgledna

Jezeli wzgledna aktywnosc nie miesci sie w przedziale od 0,5 do 2,0, powtorzyc oznaczenie, wprowadzajac odpowiednia
korekte stezeri ekstraktu Iub, jezeli nie jest to mozliwe, wzorcowych roztwor6w. Jezeli wzgledna aktywnosc nie miesci si«
nadaI w wymaganym przedziale, to uzyskane wyniki naleiy traktowac jako przyblizone i odnotowac w koricowyrn
sprawozdaniu z badari.
Jezeli proste uznane zostana za niespelniajace warunku rownoleglosci, powtorzyc oznaczenie. Jezeli warunek rownoleglosci
nie jest nadaI spelniany, oznaczenie uznaje sie za niezadowalajace,
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10. SPRAWDZENIE METODY
10.1. Powtarzalnosc,
Roznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac:
- 20 % wzgledem najwyzszego wyniku dla zawartosci soli sodowej monenzyny od 10 do 25 mg/kg,
~ 5 mg/kg w wartosci bezwzglednej dla zawartosci soli sodowej monenzyny powyzej 25 do 50 mg/kg,
- 10 % wzgledem najwyzszego wyniku dla zawartosci soli sodowej monenzyny powyzej 50 mg/kg.

6.7. OZNACZANIE TYLOZYNY METODJ\ DYFUZJI W ZELU AGAROWYM

czystego metanolu, w stosunku

0,523 g
16,730 g
do I 000 ml

5,5 g
13,6 g
do I OOOml

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczenia zawartosci tylozyny w paszach, koncentratach i premiksach, przy zawartosci wyzszej niz
2,0 ppm.
2. SPOS6B PRZEPROWADZENIA METODY
Probka jest traktowana roztworem buforu fosforanowego 0 pH 8, wczesniej ogrzanym do temperatury 80°C, a nastepnie
ekstrahowana metanolem. Po odwirowaniu ekstrakt zostaje rozciericzony. Aktywnosc antybiotyczna jest oznaczana przez
pomiar dyfuzji tylozyny w podlozu agarowym zaszczepionym Sarcina lutea. Dyfuzja objawia sift tworzeniem stref
zahamowania mikroorganizmu. Srednica tych stref zahamowania jest wprost proporcjonalna do logarytrnu stezenia
antybiotyku.
3. MIKROORGANIZM: Sarcina lutea ATTC nr 9341
3.1. Utrzymanie kultury macierzystej.
Szczepic Sarcina lutea na skosy agarowe podloza do hodowli mikroorganizmow, 0 ktorym mowa w ust. 4.1. Dostosowac pH
do 7,0. Inkubowac przez noc w temperaturze okolo 35°C. Przechowywac kulture bakteryjna w lodowce i przeszczepiac na
nowe skosy agarowe raz w miesiacu.
3.2. Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej.
Zebrac kulture macierzysta ze swiezo przygotowanego skosu agarowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, przy uzyciu od 2 do
3 ml roztworu soli fizjologicznej, 0 ktorej mowa w ust. 4.4. Uzyskana suspensja szczepic 250 ml podloza do hodowli
mikroorganizmow, 0 ktorym mowa w ust. 4.1, umieszczonego w kolbie Roux, dostosowanej do pH 7,0. Inkubowac przez
24 godziny w temperaturze 35°C. Zebrac hodowle i umiescic w 25 ml roztworu soli fizjologicznej, 0 ktorej mowa w ust. 4.4.
Homogenizowac i rozciericzyc suspensje tak, aby transmisja swiatla przez suspensje, mierzona przy 650 nm, wynosila oko­
10 75 %. Suspensja przechowywana w lodowce zachowuje trwalosc przez tydzieri.
Poprzez wstepne proby przeszczepu na plytki z analizowanym podlozem, 0 ktorym mowa w ust. 4.1, okreslic wymagana
ilosc inokulatu, przy ktorej wystepuja najwieksze i wyrazne strefy zahamowania dla roznych stezeri tylozyny. Podloze do
hodowli mikroorganizmow szczepic w temperaturze od 48 do 50°C.
4. PODLOZE I ODCZYNNIKI
4.1. Podloze podstawowe:

Glukoza I g
Pepton trypsynowy 109
Ekstrakt rniesny 1,5 g
Ekstrakt drozdzowy 3 g
Agar ~ w zaleznosci od jakosci 109 do 20 g
Woda destylowana do I 000 ml

Bezposrednio przed uzyciem pH podloza dostosowac do 7,0, co jest niezbedne do utrzymania szczepu macierzystego
i suspensji bakteryjnej, a w przypadku oznaczania pH dostosowac do 8,0.
Moga bye zastosowane inne dostepne podloza 0 podobnym skladzie, dajace takie same wyniki.
4.2. Roztwor buforu fosforanowego, pH 8:

Dwuwodorofosforan potasu KH2P04

Wodorofosforan dwupotasu K 2HP0 4

Woda destylowana
4.3. Roztwor buforu fosforanowego, pH 7:

Dwuwodorofosforan potasu KH 2P04

Wodorofosforan dwupotasu K2HP04

Woda destylowana
4.4. Sterylny roztwor soli fizjologicznej.
4.5. Czysty metano!.
4.6.40 % (VN) metano!.
4.7. Mieszanina roztworu buforu fosforanowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.2,
objetosciowym 60:40.
4.8. Substancja wzorcowa: tylozyna 0 znanej aktywnosci.
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5. ROZTWORY WZORCOWE
Suszyc substancje wzorcowa, 0 ktorej mowa w ust. 4.8, przez 3 godziny w piecu prozmowym (5 mm slupa rteci)
w temperaturze 60°C. Nastepnie odwazyc do kolby miarowej 10-50 mg tej substancji, rozpuscic w 5 ml metanolu, 0 ktorym
mowa w ust. 4.5, i rozciericzyc roztworem buforu fosforanowego, 0 ktorym mowa w ust. 4.3, aby otrzymac roztwor
podstawowy tylozyny 0 stezeniu I 000 ug w I ml. Z otrzymanego roztworu podstawowego przygotowac roztwor wzorcowy
roboczy Sg zawierajacy 2,0 ug tylozyny w I ml, rozciericzajac mieszanina, 0 ktorej mowa w ust. 4.7. Nastepnie z tego
roztworu przygotowac, metoda kolejnych rozciericzeri (1+ I), przy uzyciu mieszaniny, 0 ktorej mowa w ust. 4.7, nastepujace
stezenia:
S4 1,0 ug/ml
S2 0,5 ug/ml
SI 0,25 ug/ml.
6. EKSTRAKCJA
W przypadku koncentratu przygotowac probke 0 wadze 109, w przypadku premiksu lub paszy 0 wadze 20 g. Dodac 60 ml
roztworu buforu fosforanowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.2, wczesniej ogrzanego do temperatury 80°C i homogenizowac
przez 2 minuty, uzywajac kuchennego miksera lub urzadzenia 0 podobnym dzialaniu. Pozostawic na 10 minut, dodac 40 ml
metanolu, 0 ktorym mowa w ust. 4.5, i hornogenizowac przez 5 minut. Ekstrakt odwirowac i rozciericzyc podzielna czesc
mieszanina, 0 ktorej mowa w ust. 4.7, aby otrzyrnac stezenie tylozyny wynoszace okolo 2,0 ug w 1 ml (= Us). Nastepnie
przygotowac stezenia U4, U2 i U I, metoda kolejnych rozciericzeri (1+1), przy uzyciu mieszaniny, 0 ktorej mowa w ust. 4.7.
W przypadku stezeri nizszych niz 10 ppm odparowac ekstrakt do sucha na wyparce rotacyjnej w temperaturze 35°C,
a nastepnie pozostalosc rozpuscic w metanolu, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.6.
7. SPOS6B POSTF;;POWANIA
7.1. Szczepienie podloza do hodowli mikroorganizrnow.
Szczepic podloze, 0 ktorym mowa w ust. 4.1, 0 pH = 8 zawiesina bakteryjna, 0 kt6rej mowa w ust. 3.2, w temperaturze
od 48 do 50°C.
7.2. Przygotowanie plytek.
Dyfuzja w agarze jest prowadzona na plytkach przy czterech stezeniach wzorcowych roztworow (Ss, S4' S2' S,) i czterech
stezeniach ekstraktu (Us, U4, U2, UI)' Te cztery stezenia ekstraktu i wzorca powinny bye umieszczone na kazdej plytce.
W tym celu wybrac plytki 0 takich rozrniarach, aby mozna bylo w podlozu agaru zrobic 8 wglebieri 0 srednicy od 10 do
13 mm. Obliczyc ilosc szczepionego podloza, 0 ktorym mowa w ust. 7.1, potrzebnego do jednolitego pokrycia tacki warstwa
o grubosci okolo 2 mm. Badania moga bye prowadzone na szklanych plytkach z umieszczonym na ich gornej powierzchni
aluminiowym lub plastikowym pierscieniem 0 srednicy 200 mm i wysokosci 20 rom.
Do kazdego wglebienia odpipetowac odmierzone objetosci roztworu antybiotyku, od 0,10 do 0,15 ml na wglebienie,
odpowiednio do srednicy. Aplikowac kazde stezenie co najmniej czterokrotnie; tak aby kazde oznaczenie odpowiadalo
pomiarowi 32 strefzahamowania.
7.3. Inkubacja.
Inkubowac plytki przez noc w temperaturze od 35 do 37°C.
8. OBLICZANIE WYNIK6w
Zmierzyc srednice stref zahamowania, najlepiej metoda rzutowania. Naniesc srednie wartosci na papier 0 skali
pollogarytmicznej, zaznaczajac zaleznosc stezenia logarytmu i odpowiadajaca mu srednice stref zahamowania. Wyznaczyc
linie dla roztworu wzorcowego i dla ekstraktu. Linie nie powinny w zadnym punkcie przecinac sie ze soba, lecz przebiegac
rownolegle.
Logarytrn aktywnosci wzglednej obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:

Aktywnosc rzeczywista = aktywnosc przypuszczalna x aktywnosc wzgledna
9. SPRAWDZENIE METODY
9.1. Powtarzalnosc.
Roznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej pr6bki nie powinna przekraczac
10 % w wartosci wzglednej,

6.8. OZNACZANIE KARBADOKSU
(metylo 3-(2-chinoksalinylometyleno)pikrynian Nt, N'-dwutlenek)

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci karbadoksu w paszach, premiksach i preparatach. Granica wykrywalnosci wynosi
1 mglkg, a granica oznaczalnosci wynosi 10 mglkg.
2. SPOS6B PRZEPROWADZENIA METODY
Pr6bka jest rownowazona woda i poddawana ekstrakcji przy uzyciu mieszaniny metanolu i acetonitrylu. W przypadku pasz
podzielna czesc przefiltrowanego ekstraktu zostaje oczyszczona na kolumnie z tlenkiem glinu. W przypadku premiksow
i preparatow podzielna czesc przefiltrowanego ekstraktu zostaje rozciericzona do odpowiedniego stezenia woda, metanolem
i acetonitrylem. Zawartosc karbadoksu oznacza sie metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej w ukladze faz
odwr6conych (HPLC) przy uzyciu detektora UV.
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3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Metano!.
3.2. Acetonitryl do HPLC.
3.3. Kwas octowy, w = 100 %.
3.4. Tlenek glinu: obojetny, stopieri aktywnosci I.
3.5. Metanol - acetonitryl I + I (V + V).
Zrnieszac 500 ml metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, z 500 ml acetonitrylu, 0 ktorym mowa w ust. 3.2.
3.6. Kwas octowy, o = 10 %.
Rozciericzyc 10 ml kwasu octowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3, woda do objetosci 100 m!.
3.7. Octan sodu, CH3COONa.

3.8. Woda do HPLC.
3.9. Roztw6r buforu octanowego, c = 0,01 mol/l, pH = 6,0.
Rozpuscic 0,82 g octanu sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.7, w 700 ml wody, 0 kt6rej mowa w ust. 3.8, i dostosowac pH do
wartosci 6,0 kwasem octowym, 0 kt6rym mowa w ust. 3.6. Przeniesc do kolby miarowej 0 pojemnosci I Iitra, uzupelnic
woda, 0 kt6rej mowa w ust. 3.8, do pelnej objetosci kolby i zmieszac,
3.10. Faza ruchoma do HPLC.
Zmieszac 825 ml roztworu buforu octanowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.9, i 175 ml acetonitrylu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2.
Przefiltrowac przez filtr membranowy, 0 kt6rym mowa w ust. 4.5, i odgazowac roztw6r. Do tej czynnosci proponuje sie
zastosowac laznie ultradzwiekowa przez 10 minut.
3.11. Substancja wzorcowa:
Czysty karbadoks: metylo 3-(2-chinoksalinylometyleno)pikrynian N I

, N4-dwutlenek, E 850.
3.11.1. Roztw6r wzorcowy podstawowy karbadoksu, 100 ug/ml, przy uwzglednieniu ust. 5.
Odwazyc, z dokladnoscia do 0, I rng, 25 mg substancji wzorcowej, 0 kt6rej mowa w ust. 3.11, do kolby miarowej
o pojemnosci 250 m!. Rozpuscic w mieszaninie metanolu i acetonitrylu, 0 kt6rej mowa w ust. 3.5, na lazni ultradzwiekowej,
o kt6rej mowa w ust. 4.7. Po zastosowaniu ultradzwiekow doprowadzic roztw6r do temperatury pokojowej, uzupelnic do
pelnej objetosci kolby mieszanina metanolu i acetonitrylu, 0 kt6rej mowa w ust. 3.5, i zmieszac, Kolbe owinac folia
aluminiowa lub zastosowac ciemne szklane naczynie laboratoryjne i przechowywac w lod6wce. Roztw6r w temperaturze do
4 °C zachowuje stabilnosc przez rniesiac.
3.11.2. Roztwory kalibracyjne.
Przeniesc 2,0, 5,0, 10,0 i 20,0 ml roztworu wzorcowego podstawowego karbadoksu, 0 ktorym mowa w ust. 3.11.1, do partii
kolb miarowych 0 pojemnosci 100 m!. Dodac 30 ml wody, uzupelnic mieszanina metanolu i acetonitrylu, 0 kt6rej mowa
w ust. 3.5, do pelnej objetosci kolb i zmieszac. Kolbe owinac folia aluminiowa. Roztwory te odpowiadaja odpowiednio 2,0,
5,0, 10,0 i 20,0 ug/rnl karbadoksu. Roztwory kalibracyjne sporzadza sie bezposrednio przed uzyciem,
Do oznaczenia karbadoksu w paszach zawierajqcycb poniiej 10 mg/kg sporzqdza si~ roziwory kalibracyjne 0 steieniu
poniiej 2,0 f.IlJ/mL
3.12. Mieszanina wody i mieszaniny metanolu z acetonitrylem, 0 kt6rej mowa w ust. 3.5, w stosunku 300 + 700 (V + V).
Zmieszac 300 ml wody z 700 ml mieszaniny metanolu i acetonitrylu, 0 kt6rej mowa w ust. 3.5.
4. APARATURA I SPRZ~T
4.1. Wstrzasarka laboratoryjna lub mieszadlo magnetyczne.
4.2. Filtr szklany, Whatman GF/A lub podobny.
4.3. Szklana kolumna 0 dlugosci od 300 do 400 mm, wewnetrznej srednicy okolo 10 mm, ze spiekiem szklanym oraz
zaworem odplywowym.
Dopuszcza si~ uiycie szklanej kolumny z kurkiem lub ze scietym koncem; w takim przypadku w dolnym koncu umieszcza
sie zwitek waty szklanej ubity szklanym pretem.
4.4. Sprzet do HPLC z systemem do dozowania umozliwiajacym dozowanie 20 Ill.
4.4.1. Kolumna do chromatografii cieczowej 0 wymiarach 300 mm x 4 mm, C18, wypelnienie 10 11m lub rownowazne.
4.4.2. Detektor UV z regulacja dlugosci fallub detektor diodowy pracujacy w zakresie do 225 do 400 nm.
4.5. Filtr membranowy, 0,22 11m.
4.6. Filtr membranowy, 0,45 11m.
4.7. Laznia ultradzwiekowa.
5. SPOS6B POST~POWANIA

Z uwagi na fakt, ie karbadoks jest wrailiwy na dziaianie swiatla, zaleca sie, aby wszystkie czynnosci byly przeprowadzane
pr<Jl ograniczonym dostepie swlatla lub z zastosowaniem szkia oraniowego lub szkla zabezpieczonego foliq aluminlowq:
5.1. Wskaz6wki og6lne.
5.1.1. Slepa pr6ba paszy.
Do badania odzysku przeprowadzic analize slepej pr6by paszy w celu sprawdzenia, czy nie zawiera ona ani karbadoksu, ani
substancji interferujacycn.
Slepa proba paszy powinna bye podobna do badanej probld, a jej analiza nie powlnna potwierdzac obecnosci karbadoksu
i substancji interferujqcych.
5.1.2. Badanie odzysku.
Badanie odzysku przeprowadzic, analizujac slepa probe paszy, 0 kt6rej mowa w ust. 5.1.1, fortyfikowana przez dodanie
znanej ilosci karbadoksu, 0 wadze zblizonej do tej, kt6ra znajduje sie w pr6bce. Aby fortyfikowac na poziomie 50 mg/kg,
dodac 5,0 ml roztworu wzorcowego podstawowego karbadoksu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.11.1, do kolby stozkowej
o pojemnosci 200 m!. Odparowac roztw6r w strumieniu azotu do objetosci okolo 0,5 m!. Dodac 109 slepej pr6by paszy,
zmieszac i pozostawic na 10 minut przed przejsciem do etapu ekstrakcji, 0 kt6rym mowa w ust. 5.2.
Jezeli nie mozna przeprowadzic badania slepej pr6by paszy podobnej do badanej pr6bki, uwzgledniajac ust. 5.1.1, badanie
odzysku mozna przeprowadzic, stosujac metode dodawania wzorca. W tyro przypadku przeznaczona do analizy pr6bka jest
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300 mm x 4 mm, C18, wypelnienie 10 urn lub rownowazne
Mieszanina, w stosunku 825 + 175 (V + V): bufom
octanowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.9, i acetonitrylu,
o ktorym mowa w ust. 3.2

fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci karbadoksu, 0 wadze zblizonej do tej, ktora znajduje sie w analizowanej probce.
Probke te poddaje sic analizie wraz z niefortyfikowana probka, a odzysk moze bye obliczony przez odjecie od probki
fortyfikowanej masy probki niefortyfikowanej.
5.2. Ekstrakcja.
5.2.1. Pasze.
Odwazyc, z dokladnoscia do 0,Ql g,okolo 10 g probki i przeniesc do kolby stozkowej 0 pojemnosci 200 m!. Dodac 15,0 ml
wody, zmieszac i rownowazyc przez 5 minut. Dodac 35,0 ml mieszaniny metanolu i acetonitrylu, 0 kt6rej mowa w ust. 3.5,
zamknac korkiem i wstrzasac przez 30 minut przy zastosowaniu wstrzasarki lub mieszadla magnetycznego, 0 ktorych mowa
w ust. 4.1. Przefiltrowac roztwor przez filtr szklany, 0 ktorym mowa w ust. 4.2. Roztwor zachowuje sie do etapu
oczyszczania, 0 kt6rym mowa w ust. 5.3.
5.2.2. Premiksy 0 zawartosci od 0,1 do 2,0 % karbadoksu.
Odwazyc, z dokladnoscia do 0,0 I g, okolo 1 g niezmielonej probki i przeniesc do kolby stozkowej 0 pojemnosci 200 m!.
Dodac 15,0 ml wody, zmieszac i rownowazyc przez 5 minut. Dodac 35 ml mieszaniny metanolu i acetonitrylu, 0 ktorej
mowa w ust. 3.5, zamknac korkiem i wstrzasac przez 30 minut przy uzyciu wstrzasarki lub mieszadla magnetycznego,
o kt6rych mowa w ust. 4.1. Przefiltrowac ten roztwor przez tiltr szklany, 0 kt6rym mowa w ust. 4.2. Pipet'! przeniesc
podzielna cz~sc filtratu do kolby miarowej 0 pojemnosci 50 m!. Dodac 15,0 ml wody, uzupelnic do pelnej objetosci kolby
mieszanina metanolu z acetonitrylem, 0 ktorej mowa w ust. 3.5, i zmieszac. Stezenie karbadoksu w roztworze koricowym
powinno wyniesc okolo 10 /..lg/m!. Podzielna cz~sc roztwom przefiltrowac przez tiltr, 0 ktorym mowa w ust. 4.6. Przystapic
do oznaczania HPLC, 0 ktorym mowa w ust. 5.4.
5.2.3. Preparaty 0 zawartosci powyzej 2,0 % karbadoksu.
Odwazyc, z dokladnoscia do 0,001 g, okolo 0,2 g niezmielonej pr6bki i przeniesc do kolby stozkowej 0 pojernnosci 250 m!.
Dodac 45,0 ml wody, zmieszac i rownowazyc przez 5 minut. Dodac 105,0 ml mieszaniny metanolu z acetonitrylem, 0 ktorej
mowa w ust. 3.5, zamknac korkiem i homogenizowac, Poddac probke dzialaniu ultradzwiekow przez 15 minut, a nastepnie
wstrzasac przy zastosowaniu wstrzasarki lub mieszadla magnetycznego, 0 ktorych mowa w ust. 4.1, przez 15 minut.
Przefiltrowac roztw6r przez tiltr szklany, 0 ktorym mowa w ust. 4.2. Rozciericzyc podzielna czesc tiltratu mieszanina wody
i mieszanina metanolu z acetonitrylem, 0 ktorej mowa w ust. 3.12, aby uzyskac ostateczne stezenie karbadoksu od 10 do
15 ug/ml; w przypadku preparatow 10 % wsp6lczynnik rozciericzania wynosi 10. Podzielna czesc przefiltrowac przez filtr,
o ktoryrn mowa w ust. 4.6. Przystapic do analizy HPLC, 0 ktorej mowa w ust. 5.4.
5.3.0czyszczanie.
5.3.1. Przygotowanie kolumny tlenku glinu.
Odwazyc 4 g t1enku glinu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4, i przeniesc do szklanej kolumny, 0 ktorej mowa w ust. 4.3.
5.3.2. Czyszczenie probki.
Umiescic 15 ml odfiltrowanego ekstraktu, 0 kt6rym mowa w ust. 5.2.1, w kolumnie z t1enkiem glinu i usunac pierwsze
2 ml eluatu. Nastepnie zebrac kolejne 5 ml i przefiltrowac podzielna cz~sc przez filtr, 0 ktorym mowa w ust. 4.6. Przystapic
do oznaczania HPLC, 0 kt6rym mowa w ust. 5.4.
5.4. Oznaczanie HPLC.
5.4.1. Parametry,
Podane nizej parametry oznaczania sa przykladowe.

Kolumna do chromatografii cieczowej, 0 ktorej mowa
w ust. 4.4.1:
Faza ruchoma, 0 kt6rej mowa w ust. 3.10:

Szybkosc przeplywu:

Dlugosc fali przy detekcji:

Dozowana objetosc:

1,5 - 2 ml/min

365 nm

20/..l1

Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametr6w gwarantujacych uzyskanie rownowaznych wynik6w.

Sprawdzic stabilnosc systemu chromatograficznego, dozujac kilka razy roztw6r kalibracyjny, 0 kt6rym mowa w ust. 3.11.2,
zawierajacy 5,0 ug/ml, az do uzyskania stalych wysokosci (powierzchni) piku i czas6w retencji.
5.4.2. Krzywa kalibracyjna.
Zadozowac kilka razy kazdy z wzorcowych roztwor6w, 0 kt6rych mowa w ust, 3.11.2, i okreslic wysokosci (powierzchnie)
piku dla kazdego stezenia. Wykreslic krzywa kalibracyjna, odkladajac srednie wysokosci (powierzchnie) piku roztwor6w
kalibracyjnych na osi rzednych oraz odpowiadajace im stezenia w ug/ml na osi odcietych,
5.4.3. Roztw6r probki,
Zadozowac kilka razy ekstrakt pr6bki otrzyrnany dla pasz, 0 kt6rych mowa w ust. 5.2.1, dla premiks6w, 0 kt6rych mowa
w ust. 5.2.2, oraz dla preparat6w, 0 kt6rych mowa ust. 5.2.3, i okreslic srednia wysokosc (powierzchnie) piku dla pik6w
karbadoksu.
6. OBLICZANIE WYNIK6w
Na podstawie sredniej wysokosci (powierzchni) pik6w karbadoksu roztwom pr6bki okreslic stezenie roztwom pr6bki
w ug/ml, odnoszac sie do wykresu kalibracyjnego, 0 kt6rym mowa w ust. 5.4.2.
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6.1. Pasze.
Zawartosc karbadoksu w probce, wyrazona w mg/kg, obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:

Ox VI
w = -----------

m
gdzie:
0- stezenic w ug/rnl karbadoksu w ekstrakcie probki, 0 ktorym mowa w ust. 5.3.2,
VI - objctosc w ml ekstraktu; w przypadku pasz proponuje sie zastosowac 50 ml,
m- masa w g probki.
6.2. Premiksy i preparaty.
Zawartosc karbadoksu w probce, wyrazona w mg/kg, obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:

(5 x V2 X f
w=-­

m
gdzie:
0- stezenie w ug/ml karbadoksu w ekstrakcie probki, 0 ktorym mowa w ust. 5.2.2 lub w ust. 5.2.3,
V2 - objetosc w ml ekstraktu; 50 ml w przypadku premiksow lub 150 ml w przypadku preparatow,
f - wspolczynnik rozciericzenia zgodny z ust. 5.2.2 w przypadku premiksow lub zgodny z ust. 5.2.3 w przypadku preparatow,
m - masa w g probki.
7. SPRA WDZENIE METODY
7. I. Sprawdzenie tozsamosci.
Tozsamosc analitu moze bye potwierdzona przez kochromatografie lub zastosowanie detektora diodowego, przy uzyciu
ktorego porownuje sie widma ekstraktu probki i roztworu kalibracyjnego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.11.2, zawierajacego
10,0 ug/ml karbadoksu.
7. I. I. Kochromatografia.
Ekstrakty probki fortyfikuje sic przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu kalibracyjnego, 0 ktorym mowa w ust. 3.11.2.
Ilosc dodanego karbadoksu powinna odpowiadac ilosci karbadoksu w ekstrakcie probki, Powinna zwiekszyc sie tylko
wysokosc piku karbadoksu po uwzglednieniu zarowno dodanej ilosci, jak i stopnia rozciericzenia ekstraktu. Szerokosc piku
w polowie jego wysokosci powinna miescic sie w granicach ± 10 % pierwotnej szerokosci,
7.1.2. Detekcja diodowa.
Wyniki ocenia sic wedlug nastepujacych kryteriow:
I) dlugosc fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji probki i widm wzorcowych zapisana w punkcie wierzcholka piku
zarejestrowanego na chromatogramie powinna bye taka sarna, po uwzglednieniu marginesu okreslonego zdolnoscia
rozdzielcza systemu detekcji. W przypadku detekcji diodowej zdolnosc rozdzie1cza miesci sie zazwyczaj w granicach ± 2 nm;
2) w zakresie pomiedzy 225 a 400 nm probka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzcholka piku na chromatogramie
nie powinny sie roznic dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej absorbancji; kryterium uwaza sie za
spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punktow rozbieznosc
miedzy dwoma widmami nie jest wieksza niz 15 % absorbancji wzorcowego analitu;
3) w zakresie od 225 do 400 nm widma wartosci rosnacych, szczytowych i malejacych ekstraktu probki nie powinny roznic
sil< od siebie dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzglednej; kryterium uwaza sie za spelnione,
jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punktow rozbieznosc miedzy dwoma
widmami nie jest wieksza niz 15 % widma wartosci szczytowej.
Jezcli jedno z tych kryteriow nie jest spelnione, obecnosc analitu nie jest potwierdzona.
7.2. Powtarzalnosc.
Roznica porniedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac
15 % najwyzszego wyniku dla zawartosci karbadoksu rownej lub wyzszej niz 10 mg/kg.
7.3.0dzysk.
W przypadku fortyfikacji slepej proby paszy lub proby paszy odzysk powinien wynosic co najmniej 90 %.
8. WYNIKI BADAN MIF;DZYLABORATORYJNYCH
W ramach wspolpracy osmiu laboratoriow przeprowadzono analize szesciu probek pasz, czterech premiksow i trzech
preparatow, Analize kazdej probki przeprowadzono dwukrotnie", W tabeli 19 i 20 podano wyniki przeprowadzonych badari
por6wnawczych.

h dlT b 1 19 W iki b d 'a e a .. /vru I a an norownawczvc a nasz

Probka I Probka 2 Probka 3 Probka 4 Probka 5 Probka 6

L 8 8 8 8 8 8
n 15 14 15 15 15 15
Srednia 50,0 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
[rug/kg]
s [me/kg] 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
cv. [%1 5,8 5,6 2,9 3,1 3,2 4,3
So [rug/kg1 3,92 4,13 223 2,58 2,26 2,44
cv, [%1 7,8 8,7 4,6 5,2 48 4,9
Zawartosc 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
nominalna
[rna/kg]

., Bardziej szczcgotowe infonnacje dotyczace tej analizy mozna znalezc w Dzienniku AOAC International, tom 71, 1988, str. 484--490.
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ik 'hdlT b I 20 W iki b d 'a e a nIl a an porownawczvc a prerru sow I nrenaratow

Premiksy Preparaty

A B C D A B C
L 7 7 7 7 8 8 8
n 14 14 14 14 16 16 16
Srednia 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
lma/kal
s, [rng/kg] 0,37 0,28 0,28 0,44 4,1 5,1 7,7
CV,[%] 4,2 3,0 3,0 5,0 4,3 5,2 7,4
SD lmz/kal 0,37 0,28 0,40 0,55 54 6,4 7,7
CV R f%] 4,2 30 43 6,3 5,7 6,5 7,4
Zawartosc 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100
nominalna
[mg/kg]

L - liczba laboratoriow; n - liczba pojedynczych wartosci; Sf - odchylenie standardowe powtarzalnosci; CV r - wspolczynnik
zmiennosci powtarzalnosci; SR - odchylenie standardowe odtwarzalnosci; CVR - wspolczynnik zmiennosci odtwarzalnosci

6.9. OZNACZANIE OLAQUINDOKSU
2-[N-2'-(hydroksyetyI)karbamoil]-3-metylochinoksalino-N I ,N4-dioksyd)

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci olaquindoksu w paszach. Dolna granica oznaczalnosci metody wynosi 5 mg/kg.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Probka jest ekstrahowana mieszanina wody i metanolu. Zawartosc olaquindoksu jest oznaczana metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) z faza odwrocona przy uzyciu detektora UV.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Metano!'
3.2. Metanol do HPLC.
3.3. Woda do HPLC.
3.4. Faza ruchoma do HPLC:
Mieszanina: w stosunku 900 + 100 (V + V): wody, 0 ktorej mowa w ust. 3.3, i metanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.2.
3.5. Substancja wzorcowa: czysty olaquindoks (2-[N-2'-(hydroksyetyl)karbamoil]-3-metylochinoksalino-N1,N4-dioksyd, E 851.
3.5.1. Roztwor wzorcowy podstawowy olaquindoksu, 250 ug/ml,
Odwazyc, z dokladnoscia do 0,1 mg, 50 mg olaquindoksu, 0 ktorym mowa w ust. 3.5, do kolby miarowej 0 pojemnosci
200 ml i dodac okolo 190 ml wody. Nastepnie umiescic kolbe w lazni ultradzwiekowej, 0 ktorej mowa w ust. 4.1, na
20 minut. Po zastosowaniu ultradzwiekow roztwor doprowadzic do temperatury pokojowej, uzupelnic woda do pelnej
objetosci kolby i zmieszac, Przykryc kolbe folia aluminiowa i przechowywac w lodowce, Roztwor powinien bye
przygotowywany raz w miesiacu.
3.5.2. Roztwor wzorcowy posredni olaquindoksu, 25 ug/ml.
Przeniesc 10 ml podstawowego roztworu wzorcowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.5.1, do kolby miarowej 0 pojemnosci
100 ml, uzupelnic do pelnej objetosci kolby faza ruchoma, 0 ktorej mowa w ust. 3.4, i zmieszac. Przykryc kolbe folia
aluminiowa. Roztwor powinien bye przygotowywany codziennie.
3.5.3. Roztwory kalibracyjne.
Do kolb miarowych 0 pojemnosci 50 ml przeniesc 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0 i 20,0 ml posredniego roztworu wzorcowego,
o ktoryrn mowa w ust. 3.5.2. Uzupelnic do pelnej objetosci kolb faza ruchoma, 0 ktorej mowa w ust. 3.4, i zmieszac.
Przykryc kolbe folia alurniniowa, Roztwory te odpowiadaja odpowiednio 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5, i 10 ug olaquindoksu/m!.
Roztwory powinny bye przygotowywane codziennie.
4. APARATURA I SPRZF,;T
4.1. Laznia ultradzwiekowa,
4.2. Wstrzasarka mechaniczna.
4.3. Aparat do HPLC z detektorem 0 zmiennej dlugosci fali lub detektorem diodowym.
4.3.1. Kolumna do chromatografii cieczowej 0 wymiarach 250 mm x 4 mm, C 18, wypelnienie 10 urn lub rownowazne.
4.4. Filtr membranowy, 0,45 urn,
5. SPOSOB POSTF,;POWANIA
Z uwagi na fakt, ie olaquindoks jest wrailiwy na dzialanie swiatla; zaleca sie, aby wszystkie czynnosci byly przepro­
wadzaneprzy ograniczonym dostepie swiatla lub z zastosowaniem szkla oraniowego.
5.1. Wskazowki ogolne.
5.1.1. Poddac analizie slepa probe paszy w celu potwierdzenia braku olaquindoksu i substancji interferujacych.
5.1.2. Badanie odzysku przeprowadzic, analizujac slepa probe paszy fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci olaquindoksu,
o wadze zblizonej do tej, ktora znajduje sie w probce, Aby fortyfikowac na poziomie 50 mg/kg, przeniesc
10 ml podstawowego roztworu wzorcowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.5.1, do kolby stozkowej 0 pojemnosci 250 ml
i odparowac roztwor do okolo 0,5 m!' Dodac 50 g slepej proby paszy, dokladnie zmieszac i pozostawic na 10 minut,
kilkakrotnie mieszajac przed przejsciem do etapu ekstrakcji, 0 ktoryrn mowa w ust. 5.2.
Slepa proba paszy powinna bye podobna do badanej probki, a jej analiza nie powinna potwierdzac obecnosci
olaquindoksu.
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5.2. Ekstrakcja.
Odwazyc, z dokladnoscia 0,01 g, okolo 50 g pr6bki. Przeniesc do kolby stozkowej 0 pojemnosci I I, dodac 100 ml metanolu,
o kt6rym mowa w ust. 3.1, i urniescic kolbe na 5 minut w lazni ultradzwiekowej, 0 kt6rej mowa w ust. 4.1. Dodac
410 ml wody i pozostawic w lazni ultradzwiekowej na nastepne IS minut. Wyjac kolbe z lazni i wstrzasac nia przez 30 minut
przy uzyciu wstrzasarki mechanicznej, 0 kt6rej mowa w ust. 4.2, nastepnie przefiltrowac przez pofaldowany filtr. Przeniesc
10 ml filtratu do kolby miarowej 0 pojemnosci 20 ml, uzupelnic do pelnej objetosci kolby woda i zmieszac. Przefiltrowac
podzielna czesc przez filtr membranowy, 0 kt6rym mowa w ust. 4.4, przy uwzglednieniu ust. 9. Przystapic do oznaczania
HPLC, 0 ktoryrn mowa w ust. 5.3.
5.3. Oznaczanie HPLC.
5.3.1. Parametry.
Podane nizej parametry oznaczania sa przykladowe.

Kolumna chromatograficzna, 0 kt6rej mowa w ust. 4.3.1: 250 mm x 4 mm, C18, wypelnienie 10 urn lub rownowazne

Faza ruchoma, 0 kt6rej mowa w ust. 3.4:

Szybkosc przeplywu:

Dlugosc fali przy detekcji:

Dozowana objetosc:

mieszanina, w stosunku 900 + 100 (V + V): wody, 0 kt6rej
mowa w ust. 3.3, i metanolu, 0 kt6ryrn mowa w ust. 3.2

1,5 - 2 ml/min

380nm

20 jll- 100 III

Sprawdzic stabilnosc systemu chromatograficznego, dozujac kilkakrotnie roztw6r kalibracyjny, 0 kt6rym mowa w ust. 3.5.3,
zawierajacy 2,5 ug/ml, az do uzyskania stalych wysokosci piku i czas6w retencji.
Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametr6w gwarantujacych uzyskanie rownowaznych wynik6w.
5.3.2. Krzywa kalibracyjna.
Zadozowac kilka razy kazdy z kalibracyjnych roztwor6w, 0 kt6rych mowa w ust. 3.5.3, i okreslic srednie wysokosci
(powierzchnie) piku dla kazdego stezenia, Wykreslic krzywa kalibracyjna, odkladajac srednie wysokosci (powierzchnie) piku
kalibracyjnych roztwor6w na osi rzednych oraz odpowiadajace im stezenia w ug/ml na osi odcietych,
5.3.3. Roztwor pr6bki.
Zadozowac kilka razy ekstrakt pr6bki, 0 kt6rym mowa w ust. 5.2, stosujac taka sama objetosc jak przy kalibracyjnych
roztworach, i okreslic srednia wysokosc (powierzchnie) piku dla pik6w olaquindoksu.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Na podstawie sredniej wysokosci (powierzchni) pik6w olaquindoksu roztworu pr6bki okreslic stezenie roztworu pr6bki
w ug/rnl, odnoszac silt do wykresu kalibracyjnego, 0 kt6rym mowa w ust. 5.3.2.
Zawartosc olaquindoksu w pr6bce w mg/kg obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:

c x 1000
w=--­

m
gdzie:
c - stezenie w ug/ml olaquindoksu w ekstrakcie pr6bki, 0 kt6ryrn mowa w ust. 5.2,
m - masa w g pr6bki, 0 kt6rej mowa w ust. 5.2.
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Sprawdzenie tozsamosci,
Tozsamosc analitu moze bye potwierdzona przez kochromatografie lub zastosowanie detektora diodowego, przy uzyciu
kt6rego porownuje silt widma ekstraktu probki, 0 ktorym mowa w ust. 5.2, i roztworu kalibracyjnego, 0 ktorym mowa
w ust. 3.5.3, zawierajacego 5 ug/ml olaquindoksu.
7.1.1. Kochromatografia.
Ekstrakt probki, 0 ktoryrn mowa w ust. 5.2, fortyfikuje silt przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu kalibracyjnego,
o ktorym mowa w ust. 3.5.3. Ilosc dodanego olaquindoksu powinna odpowiadac ilosci olaquindoksu w ekstrakcie pr6bki.
Powinna zwiekszyc silt tylko wysokosc piku olaquindoksu po uwzglcdnieniu zarowno dodanej ilosci, jak i rozciericzcnia
ekstraktu. Szerokosc piku w polowie jego wysokosci powinna miescic silt w granicach ±10 % pierwotnej szerokosci piku
niefortyfikowanego ekstraktu probki.
7.1.2. Detekcja diodowa.
Wyniki ocenia silt wedlug nastepujacych kryteri6w:
1) dlugosc fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji pr6bki i widm wzorcowych zapisana w punkcie wierzcholka piku
zarejestrowanego na chromatogramie powinna bye taka sarna, po uwzglednieniu marginesu okreslonego zdolnoscia
rozdzielcza systemu detekcji; w przypadku detekcji diodowej zdolnosc rozdzielcza miesci silt zazwyczaj w granicach ±2 nm;
2) w zakresie porniedzy 220 a 400 nm pr6bka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzcholka piku na chromatogramie
nie powinny silt roznic dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej absorbancji; kryterium uwaza silt za
spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punktow rozbieznosc
miedzy dwoma widmami nie jest wieksza niz IS % absorbancji wzorcowego analitu;
3) w zakresie ad 220 do 400 nrn widma wartosci rosnacych, szczytowych j rnalejl1cych ekstraktu pro1Jki nie powinny romit
silt od siebie dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzglednej; kryterium uwaza silt za spelnione,
jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci'i w ramach zadnego z obserwowanych punktow rozbieznosc miedzy dwoma
widmami nie jest wieksza niz IS % widma wartosci szczytowej.
Jezeli jedno z tych kryteri6w nie jest spelnione, obecnosc analitu nie zostanie potwierdzona.
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7.2. Powtarzalnosc.
Roznica pomiedzy wynikami dw6ch r6wnoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej pr6bki nie powinna przekraczac
15 % najwyzszego wyniku dla zawartosci olaquindoksu od 10 mg/kg do 200 mg/kg.
7.3. Odzysk.
Odzysk olaquindoksu dodanego do slepej pr6by paszy nie moze bye nizszy od 90 %.
8. WYNIKI BADAN MI~DZYLABORATORYJNYeH

W ramach wsp61pracy trzynastu laboratori6w przeprowadzono analize czterech pr6bek. Byly to pr6bki pobrane z paszy dla
prosiat, w tym jedna slepa pr6ba. W tabeli 21 podano wyniki przeprowadzonych badari por6wnawczych.

hT b I 21 W iki b d '

L - hczba laboratonow; n -- hczba pojedynczych wartosci; s, -- odchylenie standardowe powtarzalnosci; SR - odchylenie
standardowe odtwarzalnosci wynik6w; CVr - wsp6lczynnik zmiennosci powtarzalnosci; CVR - wsp6lczynnik zmiennosci
powtarzalnosci

a e a /vm 1 a an porownawczvc

Pr6bka 1 Pr6bka 2 Pr6bka 3 Pr6bka 4

L 13 10 II II
n 40 40 44 44
Srednia rmz/kz1 - 14,6 48,0 95,4
s lrnz/kal - 082 2,05 6,36
So lmz/kal - 1 62 4,28 8,42
cv. r%l - 5,6 4,3 6,7
eVD r%l - 11,1 8,9 8,8
Zawartosc nominalna

15 50 100
[ma/ka]

-

Odzvsk r%l - 97,3 96,0 95,4
., , .

9. OBJASNIENIA
Metoda nie byla sprawdzana dla pasz zawierajacych wiecej niz 100 mg/kg olaquindoksu, zaklada sie jednak otrzymanie
zadowalajacych wynik6w poprzez zmniejszenie odwazki analitycznej lub rozciericzcnie ekstraktu, 0 kt6rym mowa w ust. 5.2,
w celu otrzymania stezenia w zakresie krzywej kalibracyjnej, 0 kt6rym mowa w ust. 5.3.2.

ROZDZIAL7

BADANIE KOKCYDIOSTATYK6W I INNYCH PRODUKT6w LECZNICZYCH

7.1. OZNACZANIE METYLOBENZOQUATU
(7-benzy loksy-6-butylo-3-metoksykarbonyI0-4-chinolon)

1. eEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci metylobenzoquatu w paszach. Dolna granica oznaczalnosci metody wynosi I mglkg.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Metylobenzoquat ekstrahuje sie z pr6bki metanolowym roztworem kwasu metanosulfonowego. Ekstrakt oczyszcza sie
dwuchlorometanem metoda chromatografii jonowymiennej, a nastepnie ponownie dwuchlorometanem. Zawartosc
metylobenzoquatu jest oznaczana metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwrocona faza (HPLC) przy uzyciu
detektora UV.
3. ODeZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Dwuchlorometan.
3.2. Metanol do HPLC.
3.3. Faza ruchoma HPLC:
Mieszanina, w stosunku 75 + 25 (V+V): metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2, i wody do HPLC.
Przefiltrowac przez filtr, 0 kt6rym mowa w ust. 4.5, i odgazowac roztwor, przy czym proponuje sie poddac roztw6r dzialaniu
ultradzwiekow przez 10 minut.
3.4. Roztw6r kwasu metanosulfonowego, s = 2 %.
Rozcienczyc 20,0 ml kwasu metanosulfonowego metanolem, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2, do objetosci 1 litra.
3.5. Roztw6r kwasu chlorowodorowego, s = 10 %.
Rozciericzyc 100 ml kwasu chlorowodorowego (P20 = 1,18 g/m\) woda do objetosci 1 litra.
3.6. Zywica kationowowymienna Amberlit CG-120 (Na), 100 do 200 oczek.
Zywice czesciowo przygotowuje sie przed uzyciem, sporzadzajac zawiesine ze 100 g zywicy i 500 ml roztworu kwasu
chlorowodorowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.5, i ogrzewajac na plycie grzewczej do wrzenia, ciagle mieszajac, Pozostawic
do schlodzenia i zdekantowac kwasem. Przefiltrowac w warunkach prozni na filtrze z bibuly. Zywice przemyc dwukrotnie
500 ml porcjami wody, a nastepnie 250 ml metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2. Przemyc ponownie zywice 250 ml metanolu
i wysuszyc, przepuszczajac powietrze przez warstwe zywicy na filtrze. Wysuszona zywice przechowywac w zakorkowanej
butelce.
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3.7. Substancja wzorcowa: czysty metylobenzoquat (7-benzyloksy-6-butylo-3-metoksykarbonylo-4-chinolon).
3.7.1. Roztwor wzorcowy podstawowy metylobenzoquatu, 500 ug/ml,
Odwazyc 50 mg substancji wzorcowej, 0 kt6rej mowa w ust. 3.7, z dokladnoscia do 0,1 mg, rozpuscic w roztworze kwasu
metanosulfonowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4, w kolbie miarowej 0 pojemnosci 100 ml, uzupelnic tyrn kwasem do pelnej
objetosci kolby i zmieszac,
3.7.2. Rozw6r wzorcowy posredni metylobenzoquatu, 50 ug/ml.
Do kolby miarowej 0 pojemnosci 50 ml przeniesc 5 ml podstawowego roztworu wzorcowego metylobenzoquatu, 0 ktorym
mowa w ust. 3.7.1, uzupelnic metanolem, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, do pelnej objetosci kolby i zrnieszac,
3.7.3. Roztwory wzorcowe do kalibracji.
Do kolb miarowych 0 pojemnosci 25 ml przeniesc kolejno 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 i 5,0 ml posredniego roztworu wzorcowego
metylobenzoquatu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.7.2. Uzupelnic zawartosc do pelnej objetosci kolb faza ruchoma, 0 ktorej mowa
w ust. 3.3, i zmieszac, Roztwory te maja odpowiednio stezenia 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 i 10,0 ug/ml metylobenzoquatu. Roztwory
te przygotowac bezposrednio przed uzyciem.
4. APARATURA I SPRZI\;T
4.1. Wstrzasarka laboratoryjna.
4.2. PrMniawa wyparka ratacyjna.
4.3. Kolumna szklana (250 mm x 15 mm) z kranem i zbiomikiem 0 pojemnosci okolo 200 m!.
4.4. Sprzet do HPLC z detektorem UV 0 zmiennej dlugosci fali miarowej lub z detektorem diodowym.
4.4.1. Kolumna do chromatografii cieczowej: 300 mm x 4 mm, C 18, wypelnienie 10 urn lub rownowazne,
4.5. Filtry membranowe, 0,22 urn.
4.6. Filtry membranowe, 0,45 urn,
5. SPOSOB POSTI\;POWANIA
5.1. Wskazowki og6lne.
5.1.1. Poddac analizie slepa probe paszy w celu sprawdzenia, czy nie zawiera ona zarowno metylobenzoquatu, jak i sub­
stancji interferujacych.
5.1.2. Przeprowadzic badanie odzysku, analizujac slepa probe paszy fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci
metylobenzoquatu, 0 wadze zblizonej do tej, ktora znajduje site w analizowanej probce, Aby fortyfikowac na poziomie
15 mg/kg, dodac 600 J.l1 wzorcowego roztworu podstawowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.7.1, do 20 g slepej proby paszy,
zrnieszac i odczekac 10 minut do rozpoczecia ekstrakcji, 0 ktorej mowa w ust. 5.2.
Slep« proba paszy powinna bye podobna do badanej probki, a jej analiza nie powinna potwierdzac obecnosci
metylobenzoquatu.
5.2. Ekstrakcja.
Odwazyc okolo 20 g przygotowanej proby z dokladnoscia do 0,01 g i umiescic w kolbie stozkowej 0 pojemnosci 250 m!.
Dodac 100,0 ml raztworu kwasu metanosulfonowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.4, i wstrzasac mechanicznie przy
zastosowaniu wstrzasarki, 0 ktorej mowa w ust. 4.1, przez 30 minut. Roztwor filtrowac przez filtr z bibuly i zachowac filtrat
do rozdzialu w ukladzie ciecz - ciecz, 0 ktorym mowa w ust. 5.3.
5.3. Rozdzial w ukladzie ciecz - ciecz.
Do rozdzielacza 0 pojemnosci 500 ml zawierajacego 100 ml roztworu kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa
w ust. 3.5, wprowadzic 25 ml otrzymanego wczesniej filtratu, 0 ktorym mowa w ust. 5.2. Dodac do rozdzielacza
100 ml dwuchlorometanu, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, i wstrzasac przez minute. Pozostawic do rozdzielenia site warstw,
a nastepnie dolna warstwe (dwuchlorometanowa) spuscic do kolby okraglodennej 0 pojemnosci 500 m!. Powtorzyc
ekstrakcje fazy wodnej, dodajac dwie nastepne porcje 40 ml dwuchlorometanu i polaczyc je z pierwszym ekstraktem
w kolbie okraglodennej. Odparowac ekstrakt dwuchlorometanu do sucha na prozniowej wyparce rotacyjnej, 0 ktorej mowa
w ust. 4.2, przy zmniejszonym cisnieniu w temperaturze 40°C. Pozostalosc rozpuscic w od 20 do 25 ml metanolu, 0 ktoryrn
mowa w ust. 3.2, zamknac kolbe i zachowac calosc ekstraktu do chromatografii jonowymiennej, 0 ktorej mowa w ust. 5.4.
5.4. Chromatografia jonowymienna.
5.4. J. Przygotowanie koJumny kationowowymiennej.
Dolny koniec kolumny, 0 ktorej mowa w ust. 4.3, zatkac zwitkiem waty szklanej. Przygotowac zawiesine 5 g zywicy
kationowowymiennej, 0 ktorej mowa w ust. 3.6, i 50 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.5. Wlac j'! do
kolumny i pozostawic do ustabilizowania site. Zlac nadmiar kwasu znad powierzchni zywicy i przemywac kolumne woda do
obojetnego odczynu wycieku wobec lakmusu. Przeniesc 50 ml metanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, do kolumny i pozwolic,
aby przesaczyl sitedo powierzchni zywicy,
5.4.2. Chromatografia kolumnowa.
Filtrat uzyskany w sposob, 0 ktorym mowa w ust. 5.3, przeniesc ostroznie pipeta do kolumny. Kolbe okraglodenna przemyc
dwoma porcjami od 5 do 10 ml metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2, a nastepnie roztwor z przemycia naniesc na kolumne.
Poczekac, az ekstrakt dojdzie do powierzchni Zywicy, nastepnie przemyc kolumne 50 ml metanolu, zapewniajac, ze szybkosc
wzbierania ekstraktu nie jest wieksza niz 5 ml na minute. Wyciek odrzucic. Metylobenzoquat wymyc z kolumny przy uzyciu
150 ml roztworu kwasu metanosulfonowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.4, i zebrac eluat w kolbie stozkowej 0 pojemnosci
250m!.
5.5. Rozdzial w ukladzie ciecz - ciecz.
Eluat otrzymany w spos6b okreslony w ust. 5.4.2 przeniesc do rozdzielacza 0 pojemnosci I litra. Przernyc kolbe stozkowa
od 5 do 10 ml metanolu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.2, i roztwor po przemyciu dolaczyc do zawartosci rozdzielacza. Dodac
300 ml raztwaru kwasu chlarawadarawega, a ktOrym mawa w ust. 3.5, i 130 ml dwuchlarametanu, a kt6rym rnowa w usr, 3.1.
Wstrzasac przez minute i pozostawic do rozdzielenia faz. Dolna warstwe (dwuchlorometan) przeniesc do kolby
okraglodennej 0 pojemnosci 500 m!. Powtorzyc ekstrakcje fazy wodnej nastepnymi dwoma porcjami 70 ml dwuchlo­
rometanu i ekstrakty dolaczyc do zawartosci pierwszej kolby okraglodenncj.
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Ekstrakt dwuchlorometanu odparowac do sucha na prozniowej wyparce rotacyjnej, 0 kt6rej mowa w ust. 4.2, przy
zmniejszonym cisnieniu w temperaturze 40°C. Pozostalosc rozpuscic w kolbie zawierajacej okolo 5 ml metanolu, 0 kt6rym
mowa w ust. 3.2, i roztw6r przeniesc ilosciowo do kolby miarowej 0 pojernnosci 10 ml. Przemyc 2 razy kolbe okraglodenna
nastepnymi dwoma porcjami I do 2 ml metanolu, a nastepnie przeniesc do kolby miarowej. Uzupelnic metanolem do pelnej
objetosci kolby i zmieszac. Podzielna czesc jest filtrowana przez filtr membranowy, 0 kt6rym mowa w ust. 4.6. Roztw6r
zachowac do oznaczania HPLC, 0 kt6rym mowa w ust. 5.6.
5.6. Oznaczanie HPLC.
5.6.1. Parametry.
Podane nizej parametry oznaczania sa przykladowe.

Kolumna do chromatografii cieczowej, 0 kt6rej mowa
w ust. 4.4.1: 300 mm x 4 mm, C18, wypelnienie 10 urn lub rownowazne

Faza ruchoma do HPLC:

Szybkosc przeplywu:

Dlugosci fali przy detekcji:

Dozowana objetosc:

mieszanina, w stosunku 75 + 25 (V+V): metanolu, 0 kto­
rym mowa w ust. 3.2, i wody do HPLC

od I do 1,5 mllmin

265nm

od 20 do 50 ul

Sprawdzic stabilnosc ukladu chromatograficznego, dozujac kilkakrotnie roztw6r wzorcowy do kalibracji, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.7.3, zawierajacy 4 ug/ml, az do ustalenia stalych wysokosci (powierzchni) piku i czas6w retencji.
Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametr6w gwarantujacych uzyskanie rownowaznych wynik6w.
5.6.2. Krzywa kalibracyjna.
Zadozowac kilka razy kazdy z kalibracyjnych roztwor6w, 0 kt6rych mowa w ust. 3.7.3, i okreslic wysokosci (powierzchnie)
piku dla kazdego stezenia, Wykreslic krzywa kalibracyjna, odkladajac srednie wysokosci (powierzchnie) piku kalibracyjnych
roztwor6w na osi rzednych oraz odpowiadajace im stezenia w ug/ml na osi odcietych.
5.6.3. Badany roztw6r pr6bki.
Zadozowac kilka razy ekstrakt pr6bki, 0 kt6rym mowa w ust. 5.5, stosujac taka sama objetosc jak przy roztworach
kalibracyjnych, i wyznaczyc srednia wysokosc (powierzchnie) piku metylobenzoquatu.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Na podstawie sredniej wysokosci (powierzchni) pik6w metylobenzoquatu roztworu pr6bki okreslic stezenie roztworu pr6bki
w ug/ml, odnoszac sie do wykresu kalibracyjnego, 0 kt6rym mowa w ust. 5.6.2.
Zawartosc metylobenzoquatu w mg/kg w pr6bce obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:

c x 200
w= ----­

m
gdzie:
c - stezenie w ug/ml metylobenzoquatu w roztworze pr6bki,
m - masa w g badanej pr6bki.
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Sprawdzanie tozsamosci,
Tozsamosc analitu moze bye potwierdzona przez kochromatografie lub zastosowanie detektora diodowego, przy uzyciu
kt6rego por6wnuje sie widma ekstraktu pr6bki i roztworu kalibracyjnego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.7.3, zawierajacego
10 ug/ml metylobenzoquatu.
7.1.1. Kochromatografia.
Ekstrakt pr6bki jest fortyfikowany przez dodanie odpowiedniej ilosci posredniego roztworu wzorcowego, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.7.2. 1I0se dodanego metylobenzoquatu powinna bye podobna do ilosci metylobenzoquatu w ekstrakcie pr6bki.
Powinna zwiekszyc sie tylko wysokosc piku metylobenzoquatu, po uwzglednieniu zar6wno dodanej ilosci, jak i rozciericzcnia
ekstraktu. Szerokosc piku w polowie jego wysokosci nie powinna przekraczac okolo 10 % pierwotnej szerokosci.
7.1.2. Detekcja diodowa.
Wyniki sprawdza sie wedlug nastepujacych kryteri6w:
1) dlugosc fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji pr6bki i widm wzorcowych zapisana w punkcie wierzcholka piku
zarejestrowanego na chromatogramie powinna bye taka sarna, po uwzglednieniu marginesu okresloncgo zdolnoscia
rozdzielcza systemu detekcji; w przypadku detekcji diodowej zdolnosc rozdzielcza miesci sic zazwyczaj w granicach 2 nm;
2) w zakresie pomiedzy 220 a 350 nm pr6bka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzcholka piku na chromatogramie
nie powinny sie roznic dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglcdnej absorbancji; kryterium uwaza sic za
spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punkt6w rozbieznosc
miedzy dwoma widmami nie jest wieksza niz 15 % absorbancji wzorcowego analitu;
3) w zakresie od 220 do 350 nm widma wartosci rosnacych, szczytowych i malejacych ekstraktu pr6bki nie powinny roznic
sie od siebie dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzglednej; kryterium uwaza sic za spelnione,
jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punkt6w rozbieznosc miedzy dwoma
widmami nie jest wieksza niz 15 % widma wartosci szczytowej.
Jezeli jedno z tych kryteri6w nie jest spelnione, obecnosc analitu nie zostanie potwierdzona.
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7.2. Powtarzalnosc.
Roznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac
10 % wzgledem wyzszego wyniku dla zawartosci metylobenzoquatu od 4 do 20 mg/kg.
7.3.0dzysk.
W przypadku fortyfikowanej slepej proby odzysk nie powinien bye mniejszy niz 90 %.
8. WYNTKT BADAN MTF;;DZYLABORATORYJNYCH
W ramach wsp6lpracy dzicsieciu laboratoriow przeprowadzono analize pieciu probek. Analize kazdej probki przeprowadzono
dwukrotnie. W tabeli 22 podano wyniki przeprowadzonych badari porownawczych,

h22 W iki b d r

n.w. - me wykryto; s, - odchylcnie standardowe powtarzalnosci; CV r - wspolczynmk zmiennosci powtarzalnosci;
SR - odchylenie standardowe odtwarzalnosci; CVR - wspolczynnik zmiennosci odtwarzalnosci

Tabela /vru 1 a an norownawczvc

Slepa proba Maczka I Granulat I Maczka 2 Granulat 2

Srednia [mg/kg] n.w. 4,50 4,50 8,90 8,70

s, [mg/kg] - 0,30 0,20 0,60 0,50

CVr[%]
- 6,70 4,40 6,70 5,70

SR [mg/kg] - 0,40 0,50 0,90 1,0

CVR [%] - 8,90 11,10 10,10 11,50

Odzysk [%] - 92,00 93,00 92,00 89,00
, .

7.2. OZNACZANIE HALOFUGINONU
(dl-trans-?-bromo-6-chloro-3-[3-(3-hydroksy-2-piperydylo)acetonylo]-chinazoliny-4-(3H)-1 bromowodorek)

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci halofuginonu w paszach. Dolna granica oznaczalnosci wynosi I mg/kg.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENTA METODY
Po potraktowaniu goraca woda, halofuginon ekstrahuje site w postaci wolnej zasady w octanie etylowym, a nastepnie
rozdziela jako chlorowodorek w wodnym roztworze kwasu. Ekstrakt jest oczyszczany przy wykorzystaniu chromatografii
jonowymiennej. Zawartosc halofuginonu okresla site metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej w ukladzie faz
odwroconych (HPLC) przy uzyciu detektora UV.
3. ODCZYNNIKI TROZTWORY
3.1. Acetonitryl do HPLC.
3.2. Zywica Amberlite XAD-2.
3.3. Octan amonu.
3.4. Octan etylu.
3.5. Lodowaty kwas octowy.
3.6. Substancja wzorcowa halofuginonu (dl-trans-?-bromo-6-chloro-3-[3-(3-hydroksy-2-piperydylo)acetonyloj-chinazoliny­
-4-(3H)-1 bromowodorek, E 764).
3.6.1. Roztwor wzorcowy podstawowy halofuginonu, 100 ug/ml:
Odwazyc, z dokladnoscia do 0, I mg, 50 mg halofuginonu, 0 ktorym mowa w ust. 3.6, do kolby miarowej 0 pojemnosci
500 ml, rozpuscic w roztworze buforu octanu amonu, 0 ktorym mowa w ust. 3.18, uzupelnic do pelnej objetosci kolby
roztworem buforu i zrnieszac. Roztwor jest stabilny przez 3 tygodnie, jezeli jest przechowywany bez dostepu swiatla
w temperaturze 5 "C.
3.6.2. Roztwory kalibracyjne.
Do partii kolb miarowych 0 pojemnosci 100 ml przeniesc kolejno 1,0, 2,0 3,0, 4,0, i 6,0 ml roztworu wzorcowego
podstawowego halofuginonu, 0 ktorym mowa w ust. 3.6.1. Po uzupelnieniu do pelnej objetosci kolb faza ruchoma, 0 ktorej
mowa w ust. 3.21, zrnieszac. Roztwory te odpowiadaja odpowiednio 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 i 6,0 ug/ml halofuginonu. Roztwory
te przygotowac bezposrednio przed uzyciern.
3.7. Kwas chlorowodorowy (P20 = okolo 1,16 g/ml).
3.8. Metano!.
3.9. Azotan srebra.
3.10. Askorbinian sodu.
3.11. Weglan sodu.
3.12. Chlorek sodu.
3.13. EDT A (etylenodwuaminoczterooctowy kwas, sol dwusodowa).
3.14. Woda do HPLC.
3.15. Roztwor weglanu sodu, V = 10 gil 00 m!'
3.16. Roztwor chlorku sodu nasyconego weglanem sodu, V = 5 gil 00 m!'
Rozpuscic 50 g weglanu sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.11, w wodzie, rozciericzyc do objetosci I litra i dodac chlorek sodu,
o ktorym mowa w ust. 3.12, az do otrzymania roztworu nasyconego.
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3.17. Kwas chlorowodorowy, stezenie okolo 0,1 mol/l.
Rozciericzyc 10 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.7, woda do objetosci Ilitra.
3.18. Roztwor buforu octanu amonu, okolo 0,25 mol/l.
Rozpuscic 19,3 g octanu amonu, 0 ktorym mowa w ust. 3.3, i 30 ml kwasu octowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.5, w wodzie,
o ktorej mowa w ust. 3.14, i rozciericzyc do objetosci 1 litra.
3.19. Przygotowanie zywicy Amberlit XAD-2.
Zywice, 0 ktorej mowa w ust. 3.2, przemywac odpowiednia iloscia wody az do zaniku wszystkich jonow chlorku, co
sprawdza silt roztworem azotanu srebra, 0 ktorym mowa w ust. 3.20, w odrzucanej fazie wodnej. Nastepnie przemyc zywice
50 ml metanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.8, odrzucic metanol i przechowywac zywice w swiezym metanolu.
3.20. Roztwor azotanu srebra okolo 0,1 mol/I.
Rozpuscic 0,17 g azotanu srebra, 0 ktorym mowa w ust. 3.9, w 10 ml wody.
3.21. Faza ruchoma do HPLC.
Zmieszac 500 ml acetonitrylu, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, z 300 ml roztworu buforu octanu amonu, 0 ktorym mowa
w ust. 3.18, i 1200 ml wody, 0 ktorej mowa w ust. 3.14. Przy uzyciu kwasu octowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.5,
dostosowac do pH 4,3. Przefiltrowac przez filtr membranowy, 0 ktorym mowa w ust. 4.8, a nastepnie odgazowac roztwor; do
tej czynnosci proponuje silt zastosowac lainilt ultradzwiekowa przez 10 minut. Roztwor ten jest stabilny przez miesiac, jezeli
jest przechowywany bez dostepu swiatla, w zamknietym naczyniu.
4. AP ARATURA I SPRZF;T
4.1. Laznia ultradzwiekowa,
4.2. Rotacyjna wyparka warstewkowa.
4.3. Wirowka,
4.4. Wyposazenie do HPLC z detektorem UV 0 zmiennej dlugosci fali lub z detektorem diodowym.
4.4.1. Kolumna do chromatografii cieczowej 0 wymiarach 300 mm x 4 mm, C 18, wypelnienie 10 urn lub rownowazne,
4.5. Kolumna szklana 0 wymiarach 300 mm x 10 mm z kranem i filtrem ze spiekanego szkla.
4.6. Filtry z wloknern szklanym 0 srednicy 150 mm.
4.7. Filtry membranowe 0,45 urn.
4.8. Filtry membranowe 0,22 urn.
5. SPOS6B POSTF;POWANIA
Halofuginon w formie wolnej zasady jest niestabilny w roztworacb zasadowych octanu etylowego. Nie powinien
pozostawac w octanie etylu dluiej nii 30 minut.
5.1. Wskazowki ogolne,
5.1.1. Slepa probe paszy przeanalizowac w celu sprawdzenia, czy nie zawiera ona ani halofuginonu, ani innych substancji
interferujacych,
5.1.2. Badanie odzysku przeprowadzic, analizujac slepa probe paszy fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci halofuginonu,
o wadze zblizonej do tej, ktora znajduje silt w probce, Aby fortyfikowac na poziomie 3 mg/kg, dodac 300 ml podstawowego
roztworu wzorcowego halofuginonu, 0 ktorym mowa w ust. 3.6.1, do 10 g slepej proby paszy, zmieszac i pozostawic na
10 minut przed przejsciem do etapu ekstrakcji, 0 ktorym mowa w ust. 5.2.
Slepa proba paszy powlnna bye podobna do badanej probki, a jej analiza nie powinna potwierdzac obecnosci
halofuginonu.
5.2. Ekstrakcja.
Odwazyc, z dokladnoscia do 0,1 g, 10 g przygotowanej probki i umiescic w probowce wirowkowej 0 pojemnosci 200 ml.
Dodac 0,5 g askorbinianu sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.10, 0,5 g EDTA, 0 ktorym mowa w ust. 3.13, 20 ml wody
i zmieszac, Probowke umiescic na 5 minut w lazni wodnej 0 temperaturze 80°C. Po schlodzeniu do temperatury pokojowej
dodac 20 ml roztworu weglanu sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.15, i zmieszac, Niezwlocznie dodac 100 ml octanu etylowego,
o ktorym mowa w ust. 3.4, i recznie energicznie wstrzasac przez 15 sekund. Nastepnie umiescic probowke w lazni
ultradzwiekowej, 0 ktorej mowa w ust. 4.1, na trzy minuty i odkorkowac, Wirowac przez 2 minuty i zdekantowac faze octanu
etylowego przez filtr, 0 ktorym mowa w ust. 4.6, do rozdzielacza 0 pojemnosci 500 ml. Powtorzyc ekstrakcje tej probki
druga porcja 100 ml octanu etylowego. Przemywac polaczone ekstrakty przez minute 50 ml roztworu chlorku sodu
nasyconego weglanern sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.16, i odrzucic warstwe wodna,
Warstwe organiczna ekstrahowac przez minute 50 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.17. Dolna
kwasowa warstwe spuscic do rozdzielacza 0 pojemnosci 250 ml. Przez 1,5 minuty powtarzac ekstrakcje warstwy organicznej
przy uzyciu nastepnej ilosci 50 ml kwasu chlorowodorowego i polaczyc z ekstraktem uzyskanym z pierwszego procesu.
Przemyc polaczone ekstrakty kwasu, wirujac z 10 ml octanu etylowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.4, przez okolo 10 sekund.
Warstwe wodna przeniesc ilosciowo do kolby okraglodennej 0 pojemnosci 250 ml i odrzucic warstwe organiczna,
Znajdujacy silt jeszcze w roztworze kwasu octan etylowy odparowac na rotacyjnej wyparce warstewkowej, 0 ktorej mowa
w ust. 4.2. Temperatura wody w lazni nie powinna przekraczac 40°C. W warunkach prozni okolo 25 milibarow caly
pozostaly octan etylu zostanie usuniety w czasie 5 minut w temperaturze 38°C.
5.3.0czyszczanie.
5.3.1. Przygotowanie kolumny z Amberlitem.
Dla kazdej probki ekstraktu przygotowac kolumne XAD-2. Przygotowany Amberlit 0 masie 109, 0 ktorym mowa
w ust. 3.19, umiescic w szklanej kolumnie, 0 ktorej mowa w ust. 4.5, z metanolem, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.8. Wprowadzic
maly zwitek waty szklanej w goma CZltSC podloza zywicy. Wydrenowac metanol z kolumny, a nastepnie przemyc zywice
100 ml wody, zatrzymujac proces w momencie, gdy ciecz dosiegnie gornej czesci powierzchni zywicy. Pozostawic kolumne
do ustabilizowania silt na 10 minut przed uzyciem. Nie dopuscic do osuszenia kolumny.
5.3.2. Oczyszczanie probki,
Ekstrakt uzyskany w sposob okreslony w ust. 5.2 przeniesc ilosciowo na gorna powierzchnie kolumny z Amberlitem
przygotowanej w sposob okreslony w ust. 5.3.1 i eluowac, odrzucajac eluat. Szybkosc elucji nie powinna przekraczac
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20 ml/min. Przemyc kolbe okraglodenna 20 ml kwasu chlorowodorowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.17. Uzyc tego kwasu do
przemycia kolumny z zywica, Usunac wszystkie pozostalosci roztworu kwasu strumieniem powietrza. Wylac popluczyny.
Dodac 100 ml metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.8, na kolumne i pozostawic od 5 do 10 ml w celu wymycia, zebrac eluat
do kolby okraglodennej 0 pojemnosci 250 ml. Pozostawic pozostaly metanol na 10 minut w celu ustabilizowania z zywica,
a nastepnie kontynuowac elucje, kt6rej szybkosc nie powinna przekraczac 20 ml/min, zbierajac eluat do tej samej kolby
okraglodennej. Odparowac metanol na rotacyjnej wyparce, 0 kt6rej mowa w ust. 4.2, przy czym temperatura wody w lazni
nie powinna bye wyzsza niz 40 DC. Za pomoca fazy ruchomej, 0 kt6rej mowa w ust. 3.21, przeniesc ilosciowo pozostalosc do
kolby miarowej 0 pojemnosci 10 ml, Uzupelnic do pelnej objetosci kolby faza ruchorna i zmieszac, Podzielna czesc jest
filtrowana przez filtr membranowy, 0 kt6rym mowa w ust. 4.7. Roztw6r zastosowac do oznaczania HPLC, 0 kt6rej mowa
w ust. 5.4.
5.4. Oznaczanie HPLC.
5.4.1. Parametry.
Podane nizej parametry oznaczania sa przykladowe.

Kolumna do chromatografii cieczowej, 0 kt6rej mowa
w ust. 4.4.1 300 rom x 4 mm, C18' wypelnienie 10 urn lub rownowazne

Faza ruchoma do HPLC, 0 kt6rej mowa w ust. 3.21:

Szybkosc przeplywu:

Dlugosc fali przy detekcji:

Dozowana objetosc

Zmieszac 500 ml acetonitrylu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1,
z 300 ml buforowego octanu amonu, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.18, i 1200 ml wody.
Przy uzyciu kwasu octowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.5,
dostosowac pH do 4,3. Filtrowac przez filtr, 0 kt6rym mowa
w ust. 4.8, a nastepnie odgazowac roztw6r; do tej czynnosci
proponuje sie zastosowac laznie ultradzwiekowa przez
lOminut.

od 1,5 do 2 ml/min

243nm

od 40 do 100 ul

Sprawdzic stabilnosc ukladu chromatograficznego, dozujac kilka razy roztw6r kalibracyjny, 0 kt6rym mowa w ust. 3.6.2,
o stezeniu 3,0 ug/ml, az do uzyskania stalych wysokosci (powierzchni) piku i czasow retencji.
Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametr6w gwarantujacych uzyskanie rownowaznych wynik6w.
5.4.2. Krzywa kalibracyjna.
Zadozowac kilka razy kazdy z kalibracyjnych roztwor6w, 0 kt6rych mowa w ust. 3.6.2, i okreslic wysokosci (powierzchnie)
piku dla kazdego stezenia, Wykreslic krzywa kalibracjna, odkladajac srednie wysokosci (powierzchnie) piku kalibracyjnych
roztwor6w na osi rzednych i odpowiadajace im stezenia w ug/m! na osi odcietych.
5.4.3. Roztw6r pr6bki.
Zadozowac kilka razy ekstrakt pr6bki, 0 kt6rym mowa w ust. 5.3.2, stosujac taka sama objetosc jak przy kalibracyjnych
roztworach, i okreslic srednia wysokosc (powierzchnie) pik6w halofuginonu.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Na podstawie sredniej wysokosci (powierzchni) pik6w halofuginonu roztworu pr6bki okreslic stezenie roztworu pr6bki
w ug/ml, odnoszac sie do wykresu kalibracyjnego, 0 kt6rym mowa w ust. 5.4.2.
Zawartosc halofuginonu w mg/kg w pr6bce obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:
w=c x lO/m
gdzie:
c - stezenie w ug/rnl halofuginonu w roztworze pr6bki odczytane z wykresu kalibracyjnego,
m - masa w g odwazki pr6bki.
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Sprawdzanie tozsamosci,
Tozsarnosc analitu moze bye potwierdzona przez kochromatografie lub zastosowanie detektora diodowego, przy uzyciu
kt6rego por6wnuje sie widma ekstraktu pr6bki i roztworu kalibracyjnego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.6.2, zawierajacego
6 ug/rnl halofuginonu.
7.1.1. Kochromatografia.
Ekstrakt pr6bki jest fortyfikowany przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu kalibracyjnego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.6.2.
Ilosc dodanego halofuginonu powinna bye podobna do tej w ekstrakcie pr6bki. Powinna zwiekszyc sie tylko wysokosc piku
halofuginonu, po uwzglednieniu zar6wno dodanej ilosci, jak i rozciericzenia ekstraktu. Szerokosc piku w polowie jego
wysokosci powinna miescic sie w granicach ± 10 % pierwotnej szerokosci.
7.1.2. Detekcja diodowa.
Wyniki sprawdza sie wedlug nastepujacych kryteri6w:
1) dlugosc fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji pr6bki i widm wzorcowych zapisana w punkcie wierzcholka piku
zarejestrowanego na chromatogramie powinna bye taka sarna, po uwzglednieniu marginesu okreslonego zdolnoscia
rozdzielcza systemu detekcji; w przypadku detekcji diodowej zdolnosc rozdzielcza miesci sie zazwyczaj w granicach 2 nm;
2) w zakresie pomiedzy 225 a 300 nm pr6bka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzcholka piku na chromatogramie
nie powinny sie roznic dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % lub wzglednej absorbancji; kryterium uwaza sie za
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spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punkt6w rozbieznosc
miedzy dwoma widmami nie jest wieksza niz 15 % absorbancji wzorcowego analitu;
3) w zakresie od 225 do 300 nm widma wartosci rosnacych, szczytowych i malejacych ekstraktu probki nie powinny roznic
sie od siebie dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzglednej; kryterium uwaza sie za spelnione,
jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punktow rozbieznosc miedzy dwoma
widmami nie jest wieksza niz 15 % widma wartosci szczytowej.
Jezeli jedno z tych kryteriow nie jest spelnione, obecnosc analitu nie zostanie potwierdzona.
7.2. Powtarzalnosc,
Roznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac
0,5 mg/kg dla zawartosci halofuginonu do 3 mg/kg.
7.3.0dzysk.
W przypadku fortyfikowanej slepcj proby odzysk nie powinien bye mniejszy niz 80 %.
8. WYNIKI BADAN MIF;DZYLABORATORYJNYCH
W ramach wspolpracy osrniu laboratoriow przeprowadzono analize" trzech probek. W tabeli 23 podano wyniki prze­
prowadzonych badari porownawczych.

hTbI23W"k"bd'a e a /vm 1 a an norownawczvc

Probka B (maczka) Probka C (granulki)
Probka A (slepa)

przy odbiorze przy odbiorze
po dwoch

przy odbiorze
po dwoch

miesiacach miesiacach

Srednia [mg/kg] n.w. 2,80 2,42 2,89 2,45

SR [mg/kg] - 0,45 0,43 0,40 0,42

CV R [%] - 16 18 14 17

rec. [%] - 86 74 88 75

n.w. - me wykryto; SR - odchyleme standardowe powtarzalnosci; CVR - wspolczynmk zmiennosci; rec. - odzysk

7.3. OZNACZANIE ROBENIDYNY
(chlorowodorek 1,3-bis[(4-chlorobenzylideno)amino]guanidyny)

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci robenidyny w paszach. Dolna granica oznaczalnosci metody wynosi 5 mg/kg.
2. SPOS6B PRZEPROWADZENIA METODY
Probke poddaje sie ekstrakcji zakwaszonym metanolem. Ekstrakt osusza sie, a podzielna czesc oczyszcza na kolumnie
z tlenkiem glinu. Robenidyne z kolumny wymywa sie metanolem, zateza i uzupelnia do odpowiedniej objetosci faza ruchoma,
Robcnidyne oznacza sic metoda chromatografii cieczowej (HPLC) z odwroconymi fazami przy uzyciu detektora UV.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Metano!.
3.2. Zakwaszony metanol:
W kolbie miarowej 0 pojernnosci 500 ml umiescic 4 ml kwasu chlorowodorowego (P20 = 1,18 g/ml), uzupelnic zawartosc do
pelnej objetosci kolby metanolem, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, i zmieszac, Roztwor przygotowuje sie bezposrednio przed
uzyciem.
3.3. Acetonitryl do HPLC.
3.4. Sito molekulame:
Typ 3A, granulki 8-12 mesh (granulki z glinokrzemianu krystalicznego 1,6 ~ 2,5 mm, srednica porow 0,3 mm).
3.5. Tlenek glinu pierwszego stopnia aktywnosci kwasowej do chromatografii:
100 g tlenku glinu umiescic w naczyniu i dodac 2 ml wody. Naczynie zakorkowac i wstrzasac przez okolo 20 minut.
Przechowywac w dobrze zamknietym naczyniu.
3.6. Roztwor dwuwodorofosforanu potasu, c = 0,25 mol/l:
3,40 g dwuwodorofosforanu potasu rozpuscic w wodzie w kolbie miarowej 0 pojemnosci 1 litra, uzupelnic do pelnej
objetosci kolby i zmieszac,
3.7. Wodorofosforan dwusodu, c = 0,025 mol/I:
3,55 g bezwodnego lub 4,45 g dwuhydratu, lub 8,95 g dekahydratu wodorofosforanu dwusodu rozpuscic w wodzie do HPLC
w kolbie miarowej 0 pojemnosci 1 litra, uzupelnic do pelnej objetosci kolby woda do HPLC i zmieszac.
3.8. Faza ruchoma do HPLC.
Zrnieszac razem: 650 ml acetonitrylu, 0 ktorym mowa w ust. 3.3, 250 ml wody do HPLC, 50 ml roztworu
dwuwodorofosforanu potasu, 0 ktorym mowa w ust. 3.6, 50 ml roztworu wodorofosforanu dwusodu, 0 ktorym mowa
w ust. 3.7. Filtrowac przez filtr, 0 ktorym mowa w ust. 4.6, i odgazowac roztwor; proponuje sie zastosowac ultradzwieki
przez 10 minut.
3.9. Substancja wzorcowa.
Czysta robenidyna: chlorowodorek 1,3-bis[(4-chlorobenzylideno)amino]chlorowodorku guanidyny, E 750.

5) The Analyst, nr 108 z 1983 r., str. 1252-1256.
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3.9.1. Roztwor wzorcowy podstawowy robenidyny: 300 ug/ml:
Odwazyc, z dokladnoscia do 0,1 mg, 30 mg substancji wzorcowej robenidyny, 0 ktorej mowa w ust. 3.9. Rozpuscic
w zakwaszonym metanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, w kolbie miarowej 0 pojemnosci 100 ml, uzupelnic do pelnej
objetosci kolby tym rozpuszczalnikiem i zmieszac. Kolbe owinac folia aluminiowa i przechowywac w ciemnym miejscu.
3.9.2. Roztwor wzorcowy posredni robenidyny: 12 ug/ml.
10 ml podstawowego roztworu wzorcowego robenidyny, 0 ktorym mowa w ust. 3.9.1, przeniesc do kolby miarowej
o pojemnosci 250 ml, uzupelnic do pelnej objetosci kolby faza ruchoma, 0 ktorej mowa w ust. 3.8, i zmieszac, Kolbe owinac
folia aluminiowa i przechowywac w ciemnym miejscu.
3.9.3. Roztwory kalibracyjne.
Do kolb miarowych 0 pojemnosci 50 ml przeniesc kolejno 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 i 25,0 ml roztworu wzorcowego
posredniego robenidyny, 0 ktorym mowa w ust. 3.9.2. Uzupelnic do pelnej objetosci kolb faza ruchoma, 0 ktorej mowa
w ust. 3.8, i zmieszac, Roztworom tym odpowiada kolejno 1,2, 2,4, 3,6, 4,8, 6,0 ug/ml robenidyny. Roztwory przygotowac
bezposrednio przed uzyciem.
4. APARATURA I SPRZF;T
4.1. Kolumna szklana.
Przygotowac kolumne ze szkla oranzowego wyposazona w kran zbiorniczek 0 pojemnosci okolo 150 ml, srednicy
wewnetrznej od 10 do 15 mm i dlugosci 250 mm.
4.2. Wstrzasarka laboratoryjna.
4.3. Rotacyjna wyparka warstwowa.
4.4. Wyposazenie do HPLC z detektorem UV lub diodowym pracujacym w zakresie 250 do 400 mm.
4.4.1. Kolumna do chromatografii cieczowej 0 wymiarach 300 mm x 4 mm, C18, wypelnienie 10 urn lub rownowazne.
4.5. Filtr szklany (Whatman GF/A lub podobny).
4.6. Filtry membranowe, 0,22 urn.
4.7. Filtry membranowe, 0,45 um,
5. SPOS6B POSTF;POWANIA
Z uwagi na fakt, ie robenidyna jest wrailiwa na sWiatlo, zaleca sif, aby wszystkie czynnosc! byly przeprowadzane bez
dostepu sWiatla, z zastosowaniem szkia oraniowego.
5.1. Wskazowki ogolne.
5.1.1. Slepa proba paszy powinna bye przebadana w celu sprawdzenia, czy nie zawiera ona ani robenidyny, ani innych
substancji interferujacych.
5.1.2. Przeprowadzic badanie odzysku, analizujac slepa probe paszy, 0 ktorej mowa w ust. 5.1.1, fortyfikowanej przez
dodanie znanej ilosci robenidyny, 0 wadze zblizonej do tej, ktora znajduje sie w analizowanej probce, Aby fortyfikowac na
poziomie 60 mg/kg, przeniesc 3,0 ml roztworu wzorcowego podstawowego robenidyny, 0 ktorym mowa w ust. 3.9.1, do
kolby stozkowej 0 pojemnosci 250 ml. Odparowac roztwor w strumieniu azotu do okolo 0,5 ml. Dodac 15 g slepej proby
paszy, starannie zmieszac i pozostawic na 10 minut przed przejsciem do etapu ekstrakcji 0 ktorym mowa w ust. 5.2.
Slepa proba paszy powinna bye podobna do badanej probki, a jej analiza nie powinna potwierdzae obecnosci robenidyny.
5.2. Ekstrakcja.
Odwazyc, z dokladnoscia do 0,01 g, 15 g wczesniej przygotowanej probki. Odwazke umiescic w kolbie stozkowej
o pojemnosci 250 ml i dodac 100,0 ml zakwaszonego metanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, zakorkowac i wstrzasac przez
godzine na wytrzasarce, 0 ktorej mowa w ust. 4.2. Roztwor ten filtrowac przez filtr szklany, 0 ktorym mowa w ust. 4.5,
a filtrat zebrac do kolby stozkowej 0 pojemnosci 150 ml. Dodac 7,5 g sita molekularnego, 0 ktorym mowa w ust. 3.4,
zamknac i wstrzasac przez 5 minut. Natychmiast filtrowac przez filtr szklany. Roztwor poddac oczyszczaniu w sposob
okreslony w ust. 5.3.
5.3. Oczyszczanie.
5.3.1. Przygotowanie kolumny z tlenkiem glinu.
Umiescic w dolnym koricu szklanej kolumny chromatograficznej, 0 ktorej mowa w ust, 4.1, zwitek waty szklanej i wbic go,
uzywajac szklanego precika. Odwazyc 11,0 g tlenku glinu, 0 ktorym mowa w ust. 3.5, i przeniesc go do kolumny. Zwrocic
uwage, aby w czasie wykonywania tej czynnosci zminimalizowac narazenie na dzialanie powietrza atmosferycznego.
Delikatnie postukac napelniona kolumne od dolnej strony w celu osadzenia t1enkuglinu.
5.3.2. Oczyszczanie probki,
Uzywajac pipety, przeniesc do kolumny 5 ml ekstraktu probki otrzymanego w sposob okreslony w ust. 5.2. Zakoriczenie
pipety przylozyc blisko do scianki kolumny i pozwolic, aby roztwor zostal wchloniety przez tlenek glinu. Wymyc robenidyne
z kolumny przy uzyciu 100 ml metanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, przy szybkosci przeplywu od 2 do 3 ml na minute,
a eluat zebrac do kolby okraglodennej 0 pojemnosci 250 ml, Na rotacyjnej wyparce, 0 ktore] mowa w ust. 4.3, odparowac
roztwor metanolu do sucha, przy pomniejszonym cisnieniu w temperaturze 40°C. Pozostalosc ponownie rozpuscic w od 3
do 4 ml fazy ruchomej, 0 ktorej mowa w ust. 3.8, i przeniesc ilosciowo do kolby miarowej 0 pojemnosci 10 m!. Kolbe
przemyc kilkakrotnie I do 2 ml porcjami fazy ruchomej, a popluczyny wlac do kolby miarowej. Uzupelnic do pelnej
objetosci kolby tym samym rozpuszczalnikiem i zmieszac. Podzielna czesc jest filtrowana przez filtr, 0 ktorym mowa
w ust. 4.7. Roztwor zastosowac do oznaczania HPLC, 0 ktorej mowa w ust. 5.4.
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5.4. Oznaczanie HPLC.
5.4.1. Parametry.
Podane nizej parametry oznaczania sa przykladowe.

Kolumna do chromatografii cieczowej, 0 ktorej mowa
wust.4.4.I:

Faza ruchoma do HPLC, 0 ktorej mowa w ust. 3.8:

Szybkosc przeplywu:

Dlugosci fali przy detekcji:

Dozowana objetosc:

300 mm x 4 mm, C 18, wypelnienie 10 urn lub rownowazne

Zmieszac: 650 ml acetonitrylu, 0 ktorym mowa w ust. 3.3,
250 ml wody czystej do HPLC, 50 ml roztworu
dwuwodorofosforanu potasu, 0 ktorym mowa w ust. 3.6,
50 ml roztworu wodorofosforanu dwusodu, 0 ktorym mowa
w ust. 3.7. Filtrowac przez filtr, 0 kt6rym mowa
w ust. 4.6, i odgazowac roztw6r; proponuje sie zastosowac
ultradzwieki przez 10 minut.

1,5 do 2 ml/min

317nm

20 do 50 ul

Sprawdzic stabilnosc ukladu chromatograficznego, dozujac kilka razy roztwor kalibracyjny, 0 ktorym mowa w ust. 3.9.3,
zawierajacy 3,6 ug/ml, az do uzyskania stalych wysokosci piku i czas6w retencji.
Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametrow gwarantujacych uzyskanie rownowaznych wynikow,
5.4.2. Krzywa kaIibracyjna.
Zadozowac kilka razy kazdy z kalibracyjnych roztwor6w, 0 kt6rych mowa w ust. 3.9.3, i okreslic wysokosci (powierzchnie)
piku dla kazdego stezenia, Wykreslic krzywa kalibracyjna, odkladajac srednie wysokosci (powierzchnie) piku kalibracyjnych
roztwor6w na osi rzednych i odpowiadajace im stezenia w ug/ml na osi odcietych.
5.4.3. Roztw6r probki.
Zadozowac kilka razy ekstrakt probki, 0 ktoryrn mowa w ust. 5.3.2, stosujac taka sama objetosc jak przy roztworach
kalibracyjnych, i okreslic srednia wysokosc (powierzchnie) piku dla pikow robenidyny.
6. OBLICZANIE WYNIK6w
Na podstawie sredniej wysokosci (powierzchni) pik6w robenidyny roztworu probki okreslic stczenie roztworu probki
w ug/ml, odnoszac sie do wykresu kalibracyjnego, 0 ktorym mowa w ust. 5.4.2.
Zawartosc robenidyny (w mg/kg) w pr6bce obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:

c x 200
w=---­

m
gdzie:
c - stezenie w ug/ml robenidyny w roztworze probki odczytane z wykresu,
m - masa w g badanej probki.
7. SPRAWDZENIE METODY
7. I. Sprawdzanie tozsamosci,
Tozsamosc anaIitu moze bye potwierdzona przez kochromatografie Iub zastosowanie detektora diodowego, przy uzyciu
kt6rego porownuje sie widma ekstraktu pr6bki i roztworu kaIibracyjnego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.9.3, zawierajacego
6 ug/ml robenidyny.
7.1.1. Kochromatografia.
Ekstrakt pr6bki jest fortyfikowany przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu kalibracyjnego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.9.3.
Ilosc dodanej robenidyny powinna bye porownywalna do ilosci robenidyny w ekstrakcie probki, Powinna zwiekszyc silt
tyIko wysokosc piku robenidyny, po uwzglednieniu zar6wno dodanej ilosci, jak i rozciericzenia ekstraktu. Szerokosc piku
w polowie jego wysokosci powinna miescic sie w granicach ± 10 % pierwotnej szerokosci,
7.1.2. Detekcja diodowa.
Wyniki sprawdza sie wedlug nastepujacych kryteriow:
I) dlugosc fali odpowiadajaca maksymaInej absorpcji probki i widm wzorcowych zapisana w punkcie wierzcholka piku
zarejestrowanego na chromatogramie powinna bye taka sarna, po uwzglednieniu marginesu okreslonego zdolnoscia
rozdzielcza systemu detekcji; w przypadku detekcji diodowej zdolnosc rozdzieIcza miesci sie zazwyczaj w granicach 2 nm;
2) w zakresie pomiedzy 250 a 400 nm probka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzcholka piku na chromatogramie
nie powinny sie roznic dla tych czesci widma w zakresie od 10 do IOO % wzglednej absorbancji; kryterium uwaza sie za
spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punktow rozbieznosc
miedzy dwoma widmami nie jest wieksza niz I5 % absorbancji wzorcowego analitu;
3) w zakresie od 250 do 400 nm widma wartosci rosnacych, szczytowych i rnalejacych ekstraktu probki nie powinny roznic
sie od siebie dla tych czesci widma w zakresie od IO do 100 % absorbancji wzglednej; kryterium uwaza sic za spelnione,
jezeli wystcpuja te same maksymaIne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punkt6w rozbieznosc miedzy dwoma
widmami nie jest wieksza niz 15 % widma wartosci szczytowej.
Jezcli jedno z tych kryteriow nie jest spelnione, obecnosc analitu nie zostanie potwierdzona.
7.2. Powtarzalnosc,
Roznica pomiedzy wynikami dw6ch r6wnoIeglych oznaczeri wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac
10 % najwyzszego wyniku dIa zawartosci robenidyny powyzej I5 mg/kg.



Dziennik Ustaw Nr 54 - 2325 - Poz. 389

7.3.0dzysk.
W przypadku fortyfikowanej slepej proby paszy odzysk powinien bye nie mniejszy niz 85 %.
8. WYNIKI BADAN MIF;DZYLABORATORYJNYCH
W ramach wspolpracy 12 laboratoriow przeprowadzono analizc cztcrech probek paszy db drobiu i krolikow w postaci
maczki lub granulatu. Analize kazdej pr6bki przeprowadzono dwukrotnie. W tabeli 24 podano wyniki przeprowadzonych
badari porownawczych.

h4 Wvniki b d rbTa ela 2 . .vru I a an norownawczvc

Pasza dla drobiu Pasza dla krolikow

maczka granulat maczka granulat

Srednia [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1

s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66

CV,[%] 5A 4,5 3.3 4,1

SR [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 3,91

CVR[%] 16,1 12,0 ]0,6 9,7

Odzysk [%] 90,0 93,3 P.7,2 P'0,2

s, - odchylenie standardowc powtarzalnosci; CV, wspolczynnik zmiennosci powtarzalnosci; SR odchylcnic standardowe
odtwarzalnosci; CV R -- wspolczynnik zmiennosci odtwarzalnosci

7.4. OZNACZANlE AMPROLIUM METOD1\ WYSOKOSPRAWNEJ
CHROMATOGRAFIl ClECZOWEJ

(chlorowodorek chlorku 1-[(4-amino-2-propylopirymidyno-5-y1)metyl]-2-metylo-pirydyny)

1. CEL I ZAKRES STOSOWA:"IIA METODY
Metoda stuzy do oznaczania zawartosci amprolium w paszach i premiksach. Granica wykrywalnosci wynosi I mg/kg,
granica oznaczalnosci wynosi 25 mg/kg.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Probka jest ekstrahowana mieszanina metanolu i wody. Po rozcicriczeniu faza ruchoma i filtrowaniu przez filtr membranowy
zawartosc amprolium jest oznaczana metoda kationowowyrnicnnq wysokosprawnej chromatografii cieczowcj HPLC przy
wykorzystaniu dctektora UV.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Metanol.
3.2. Acetonitryl do HPLC.
3.3. Woda do HPLC.
3.4. Roztwor dwuwodorofosforanu sodu, roztwor c = 0, I mol/l.
Rozpuscic 13,80 g monohydratu dwuwodorofosforanu sodu w wodzie, 0 ktorej mowa w ust. 3.3. w kolbie miarowej
o pojemnosci 1 litra, uzupelnic woda do pelnej objetosci kolby i zmieszac.
3.5. Roztwor nadchloranu sodu, c = 1,6 molil.
Rozpuscic 224,74 g monohydratu nadchloranu sodu w wodzie, 0 ktorej mowa w ust. 3.3, w kolbic miarowej 0 pojcmnosci
I litra, uzupelnic woda do pelnej objetosci kolby i zmieszac.
3.6. Faza ruchoma do HPLC, przy uwzglcdnieniu ust. 9.1.
Mieszanina, w stosunku 450 .~ 450 + 100 (VI V r V): acetonitrylu, 0 ktorym mowa w ust, 3.2, roztworu
dwuwodorofosforanu sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.4, oraz roztworu nadchloranu sodu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.5. Przed
uzyciem przefiltrowac przez filtr, 0 kt6rym mowa w ust. 4.3, i odgazowac roztw6r; do tej czynnosci proponuje sic
zastosowac lainit; ultradzwiekowa co najmniej przcz 15 minut.
3.7. Substancja wzorcowa:
Czyste amprolium, chlorowodorek chlorku 1-[(4-alllino-2-propylopirymidyno-5-y1)mctyl]-2-metylo-pirydyny. E 750, przy
uwzgednieniu ust. 9.2.
3.7.1. Roztw6r wzorcowy podstawowy amprolium, 500 ug/ ml.
Odwazyc, z dokladnoscia do 0, I mg, 50 mg amprolium, 0 ktorym mowa w ust. 3.7, do kolby miarowej 0 pojernnosci 100 ml,
rozpuscic w 80 ml metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, i umiescic kolbe na 10 minut w lazni ulrradzwickowcj, 0 ktorej
mowa w ust. 4.4. Nastepnie doprowadzic roztwor do temperatury pokojowej, uzupclnic woda do pclnej objetosci kolby
i zmieszac, Roztwor przechowywany w tcrnpcraturze 4 °C zachowuje stabilnosc do miesiaca.
3.7.2. Posredni wzorcowy roztw6r amprolium, 50 ug/ml.
Przeniesc pipeta 5 ml roztworu wzorcowego podstawowcgo, 0 ktorym mowa w ust. 3.7.1. do kolby miarowcj 0 pojemnosci
50 ml, uzupeinic do pelncj objetosci kolby roztworem do ekstrakcji, 0 ktorym mowa w ust. 3.8, i zmieszac. Roztwor
przechowywany w temperaturze 4 °C zachowuje stabilnosc do miesiaca.
3.7.3. Roztwory kalibracyjne.
Przeniesc 0,5, 1,0, i 2,0 ml posrednicgo wzorcowego roztworu, 0 kt6rym mowa w usr, 3.7.2. do partii kolb miarowych
o pojemnosci 50 ml. Uzupelnic do pclnej objetosci kolb faza ruchorna, 0 ktorej mowa w ust. 3.6, i zmicszac, Roztwory te
odpowiadaja odpowicdnio 0,5, 1,0 i 2,0 ug/rnl amprolium. Roztwory sporzadzic bezposrcdnio przed uzyciem.
3.8. Rozpuszczalnik ekstrakcyjny.
Mieszanina metanolu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, i wody w stosunku 2 + 1 (V + V).
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4. AP ARATURA J SPRZF;T
4.1. Zestaw do HPLC z dozownikiem umozliwiajacyrn dozowanie 100 Jil cieczy.
4.1.1. Kolumna do chromatografii cieczowej 0 wymiarach 125 mm x 4 mm, z Nucleosil 10 SA, wypelnienie 10 Jim lub
rownowazne.
4.1.2. Detektor UV z regulacja dlugosci fallub detektor diodowy.
4.2. Filtr membranowy, PTFE, 0,45 Jim.
4.3. Filtr membranowy, 0,22 Jim.
4.4. Lamia ultradzwiekowa.
4.5. Wstrzasarka mechaniczna lub mieszadlo magnetyczne.
5. SPOSOB POSTF;POWANIA
5.1. Wskazowki ogolne.
5.1.1. Slepa proba paszy.
W celu zbadania odzysku, 0 ktorym mowa w ust. 5.1.2, przeprowadzic analize slepej proby paszy, aby sprawdzic, ze nie
zawiera ona ani amprolium, ani substancji interferujacych.
Slepa proba pas7J'powinna bye podobna do badanej probki, a jej analiz;a nie powinna potwierdz.ae obecnosci amprolium
i substancji interferujqcych.
5.1.2. Badanie odzysku.
Badanie odzysku przeprowadzic, analizujac slepa probe paszy fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci amprolium, 0 wadze
zblizonej do tej, ktora znajduje silt w analizowanej probce, Aby fortyfikowac na poziomie 100 mg/kg, dodac 10,0 ml
roztworu wzorcowego podstawowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.7.1, do kolby stozkowej 0 pojemnosci 250 ml i odparowac
roztwor do objetosci okolo 0,5 m!. Dodac 50 g slepej proby paszy, zmieszac i pozostawic na 10 minut, mieszajac kilkakrotnie
przed przejsciem do etapu ekstrakcji, 0 ktorym mowa w ust. 5.2.
Jezeli nie mozna przeprowadzic badania slepej pr6by paszy podobnej do badanej probki, 0 ktorej mowa w ust. 5.1. J, badanie
odzysku mozna przeprowadzic, stosujac metode dodawania wzorca. W tym przypadku przeznaczona do anaJizy probka jest
fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci amprolium, 0 wadze zblizonej do tej, ktora znajduje silt w analizowanej probce,
Probke te poddaje silt analizie wraz z niefortyfikowana probka, a odzysk moze bye obliczony przez odjecie od masy probki
fortyfikowanej masy probki niefortyfikowanej.
5.2. Ekstrakcja.
5.2.1. Premiksy 0 zawartosci ponizej I % amprolium i pasze.
Odwazyc, z dokladnoscia do 0,01 g, 5 do 40 g probki, w zaleznosci od zawartosci amprolium, do kolby stozkowej
o pojemnosci 500 ml i dodac 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.8. Umiescic kolbe w lazni
ultradzwiekowej na IS minut. Wyjllc kolbe z lazni i wstrzasac nia przez godzine na wstrzasarce lub mieszadle
magnetycznym, 0 ktorych mowa w ust. 4.5. Rozciericzyc podzielna czesc ekstraktu faza ruchoma, 0 ktorej mowa w ust. 3.6,
do zawartosci amprolium od 0,5 do 2 ug/rnl i zmieszac przy uwzglednieniu ust. 9.3. Przefiltrowac od 5 do 10 ml tego
rozciericzonego roztworu przez filtr membranowy, 0 kt6rym mowa w ust. 4.2. Przystapic do oznaczania HPLC, 0 kt6rym
mowa w ust. 5.3.
5.2.2. Premiksy 0 zawartosci od I % amprolium.
Odwazyc, z dokladnoscia do 0,001 g, od I do 4 g premiksu, w zaleznosci od zawartosci amprolium, do kolby stozkowej
o pojemnosci 500 ml, dodac 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.8. Umiescic kolbe w lazni
ultradzwiekowej, 0 kt6rej mowa w ust. 4.4, na 15 minut. Wyjac kolbe z Iazni i wstrzasac nill przez godzine na wstrzasarce
lub mieszadle magnetycznym, 0 ktorych mowa w ust. 4.5. Rozciericzyc podzielna czesc ekstraktu faza ruchoma, 0 kt6rej
mowa w ust. 3.6, do zawartosci amprolium od 0,5 do 2 ug/ml i zmieszac, Przefiltrowac od 5 do 10 ml tego rozciericzonego
roztworu przez filtr, 0 kt6rym mowa w ust. 4.2. Przystapic do oznaczania HPLC, 0 ktoryrn mowa w ust. 5.3.
5.3. Oznaczanie HPLC.
5.3.1. Parametry.
Podane nizej parametry oznaczania sa przykladowe,

Kolumna do chromatografii cieczowej, 0 ktorej 125 mm x 4 mm, wymienny kation Nucleosil 10 SA, wypelnienie
mowa w ust. 4.1.1: 10 urn lub rownowazne

Faza ruchoma, 0 kt6rej mowa w ust. 3.6:

Szybkosc przeplywu:

Dlugosc fali przy detekcji:

Dozowana objetosc:

Mieszanina: w stosunku 450 + 450 + 100 (V + V + V): acetonitrylu,
o kt6rym mowa w ust. 3.2, roztworu dwuwodorofosforanu sodu,
o kt6rym mowa w ust. 3.4, i roztworu nadchloranu sodu, 0 kt6rym
mowa w ust. 3.5

0,7 ~ I mllmin

264nm

100 u l

Sprawdzic stabilnosc systemu chromatograficznego, dozujac kilkakrotnie roztw6r kalibracyjny, 0 kt6rym mowa w ust. 3.7.3,
zaw1erajqcy 1,0 Jig/ml, az do uzyskania stalych WYSOkOSC1 piku 1czas6w reteneji,
Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametr6w gwarantujacych uzyskanie rownowaznych wynik6w.
5.3.2. Krzywa kalibracyjna.
Zadozowac kilka razy kazdy z kalibracyjnych roztwor6w, 0 kt6rych mowa w ust. 3.7.3, i okreslic srednie wysokosci
(powierzchnie) piku dla kazdego stezenia, Wykreslic krzywa kalibracjna, odkladajac srednie wysokosci (powierzchnie) piku
kalibracyjnych roztworow na osi rzednych i odpowiadajace im stezenia w ug/rnl na osi odcietych,



Dziennik Ustaw Nr 54 - 2327 - Poz. 389

5.3.3. Roztwor probki.
Zadozowac kilka razy ekstrakt probki, 0 ktoryrn mowa w ust. 5.2, stosujac taka sama obj~tose jak przy kalibracyjnych
roztworach, i okreslic srednia wysokosc (powierzchnie) piku dla pikow amprolium.
6. OBLICZANIE WYNIK6W
Na podstawie sredniej wysokosci (powierzchni) pikow amprolium roztworu probki okreslic stezenie roztworu probki
w ug/ml, odnoszac sie do wykresu kalibracyjnego, 0 ktorym mowa w ust. 5.3.2.
Zawartosc amprolium w mg/kg probki obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:

Vx8x f
w"'------­

m

L - liczba laboratonow; n- liczba pojedynczych oznaczen; s, - odchylenie standardowe powtarzalnosci; CV, - wspolczynnik
zmiennosci powtarzalnosci; SR - odchylenie standardowe odrwarzalnosci; CVR - wsp6lczynnik zmiennosci odtwarzalnosci

gdzie:
V - objetosc w ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, 0 ktorym mowa w ust. 3.8; zgodnie z ust. 5.2 proponuje sie zastosowac
200ml,
8 - stezenie w ug/ml amprolium w ekstrakcie probki, 0 ktorym mowa w ust. 5.2,
f - wspolczynnik rozciericzania zgodny z ust. 5.2,
m - masa w g probki,
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Sprawdzenie tozsamosci.
Tozsamosc analitu moze bye potwierdzona przez kochromatografie lub zastosowanie detektora diodowego, przy uzyciu
ktorcgo porownuje sie widma ekstraktu probki, 0 ktorym mowa w ust. 5.2, i roztworu wzorcowego, 0 ktorym mowa
w ust. 3.7.3, zawierajacego 2,0 ug/ml amprolium.
7.1.1. Kochromatografia.
Ekstrakt probki, 0 ktorym mowa w ust. 5.2, fortyfikuje sic przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu kalibracyjnego,
o ktorym mowa w ust. 3.7.3. Ilosc dodanego amprolium powinna odpowiadac ilosci amprolium znajdujacego sic
w ekstrakcie probki.
Powinna zwiekszyc sie tylko wysokosc piku amprolium, po uwzglednieniu zarowno dodanej ilosci, jak i rozcienczcnia
ekstraktu. Szerokosc piku w polowie jego wysokosci powinna miescic sie w granicach ± 10 % pierwotnej szerokosci piku
amprolium niefortyfikowanego ekstraktu probki,
7.1.2. Detekcja diodowa.
Wyniki sprawdza sie wedlug nastepujacych kryteriow:
I) dlugosc fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji probki i widm wzorcowych zapisana w punkcie wierzcholka piku
zarejestrowanego na chromatogramie powinna bye taka sama, po uwzglednieniu marginesu okreslonego zdolnoscia
rozdzielcza systemu detekcji; w przypadku detekcji diodowej zdolnosc rozdzielcza miesci sie zazwyczaj w granicach ±2 nm;
2) w zakresie pomiedzy 210 a 320 nm probka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzcholka piku na chromatogramie
nie powinny sie roznic dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej absorbancji; kryterium uwaza sic za
spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punktow rozbieznosc
miedzy dwoma widmami nie jest wieksza niz 15 % absorbancji wzorcowego analitu;
3) w zakresie od 210 do 320 nm widma wartosci rosnacych, szczytowych i malejacych ekstraktu probki nie powinny roznic
sic od siebie dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzglednej; kryterium uwaza sie za spelnione,
jezcli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punktow rozbieznosc miedzy dwoma
widmami nie jest wieksza niz IS % widma wartosci szczytowej.
Jezeli jedno z tych kryteriow nie jest spelnione, obecnosc analitu nie zostanie potwierdzona.
7.2. Powtarzalnosc.
Roznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac:
1) IS % wzgledem wyzszej wartosci dla zawartosci amprolium od 25 do 500 mg/kg,
2) 0,75 mg/kg dla zawartosci amprolium powyzej 500 do 1000 mg/kg,
3) 7,5 % wzgledem wyzszej wartosci dla zawartosci amprolium powyzej 1000 mglkg.
7.3. Odzysk.
W przypadku fortyfikacji (slepej) proby paszy odzysk powinien wynosic co najmniej 90 %.
8. WYNIKI BADAN MI~DZYLABORATORYJNYCH
W ramach wspolpracy kilku laboratoriow przeprowadzono analize trzech pasz dla drobiu (probki 1-3), paszy mineralnej
(probka 4) i premiksu (pr6bka 5). W tabeli 25 podano wyniki przeprowadzonych badari porownawczych,

T b 1 25 W iki b d ' ha e a /vru 1 a an porownawczyc

Pr6bka I
Probka 2 Probka 3 Probka 4 Probka 5

(slepa)

L 14 14 14 14 15

n 56 56 56 56 60

Srednia [mg/kg] - 45,5 188 5 129 25140

s, [mg/kg] - 2,26 3,57 178 550

CV r [%] - 4,95 1,90 3,46 2,20

SR [mglkg] - 2,95 11,8 266 760

CVR [%] - 6,47 6,27 5,19 3,00

Zawartosc
50 200 5000 25000

nominalna rmg/kz1 -
.,
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9.0BJASNIENIA
9.1. Jezeli pr6bka zawiera tiamine, pik tiaminy na chromatogramie ukazuje sie na kr6tko przed pikiem amprolium. W tej
metodzie amprolium i tiamina powinny bye rozdzielone. Jezeli amprolium i tiamina nie zostana rozdzielone w kolumnie,
o kt6rej mowa w ust. 4.1.1, uzytej w tej metodzie, zastapic do 50 % acetonitrylu fazy ruchomej, 0 kt6rej mowa w ust. 3.6,
metanolem.
9.2. Widmo roztworu amprolium: (c = 0,02 mol/I) w kwasie chlorowodorowym (c = 0,1 mol/I) wykazuje maksima przy
246 nm i 262 urn. Absorbancja powinna wyniesc 0,84 przy 246 nm i 0,80 przy 262 nm.
9.3. Ekstrakt zawsze rozciericzyc faza ruchoma, gdyz w przeciwnym razie czas retencji piku amprolium moze sie znacznie
przesunac z uwagi na zmiany sily jonowej.

7.5. OZNACZANIE DIKLAZURILU
((+)-4-chlorofenylo[2,6-dwuchloro-4-(2,3,4,5-tetrahydro-3,5-diokso-l ,2,4-triazyno-2-yl)fenylo]acetonitryl)

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci diklazurilu w paszach i premiksach. Granica wykrywalnosci wynosi 0, I mg/kg,
granica oznaczalnosci 0,5 mg/kg.
2. SPOS6B PRZEPROWADZENIA METODY
Po dodaniu wzorca wewnetrznego pr6bka jest ekstrahowana zakwaszonym metanolem. W przypadku pasz podzielna cz«sc
ekstraktu zostaje oczyszczona na wypelnieniu ekstrakcyjnym fazy stalej. Diklazuril jest eluowany z wypelnienia mieszanina
zakwaszonego metanolu i wody. Po odparowaniu pozostalosc jest rozpuszczana w DMF /woda. W przypadku premiks6w
ekstrakt jest odparowywany, a pozostalosc rozpuszczana w DMF/woda. Zawartosc diklazurilu jest oznaczana w ukladzie
podw6jnego gradientu faz odwr6conych wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z zastosowaniem detektora UV.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Woda do HPLC.
3.2. Octan amonu.
3.3. Kwasny siarczan tetrabutyloamoniowy (TBHS).
3.4. Acetonitryl do HPLC.
3.5. Metanol do HPLC.
3.6. N,N-dwumetyloformamid (DMF).
3.7. Kwas chlorowodorowy, P20 = 1,19 g/m!.
3.8. Substancja wzorcowa: diklazuril II-24 (+)4-ehlorofenylo[2,6-dwuchloro-4-(2,3,4,5-tetrahydro-3,5-diokso-1 ,2,4-triazyno-2-yl)
fenylo]acetonitryl 0 gwarantowanej czystosci, E 771.
3.8. I. Roztw6r wzorcowy podstawowy diklazurilu, 500 ug/ml,
Odwazyc, z dokladnoscia do 0,1 mg, 25 mg substancji wzorcowej diklazurilu, 0 kt6rej mowa w ust. 3.8, do kolby miarowej
o pojemnosci 50 m!. Rozpuscic w DMF, 0 kt6rym mowa w ust. 3.6, uzupelnic do pelnej objetosci kolby tym samym DMF
i zmieszac, Kolbe owinac folia aluminiowa lub uzyc kolby ze szkla oranzowego i przechowywac w lod6wce.
W temperaturze do 4 DC roztw6r jest stabilny przez miesiac.
3.8.2. Roztw6r wzorcowy diklazurilu, 50 ug/ml,
Przeniesc 5,00 ml roztworu wzorcowego podstawowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.8.1, do kolby miarowej 0 pojemnosci
50 ml, uzupelnic do pelnej objetosci kolby DMF, 0 kt6rym mowa w ust. 3.6, i zmieszac, Kolbe owinac folia aluminiowa lub
uzyc kolby ze szkla oranzowego i przechowywac w lod6wce. W temperaturze do 4 DC roztw6r jest stabilny przez miesiac,
3.9. Substancja wzorcowa wewnetrzna: 2,6-dwuchloro-a-(4-chlorofenylo)-4-(4,5dihydro-3,5-diokso-1 ,2,4-triazyno-2(3H)­
-yljc-metylobenzeno-acetouitryl.
3.9.1. Roztw6r wewnetrznego wzorca podstawowego, 500 ug/rnl.
Odwazyc, z dokladnoscia do 0, I mg, 25 mg substancji wzorcowej wewnetrznej, 0 kt6rej mowa w ust. 3.9, do kolby miarowej
o pojemnosci 50 m!. Rozpuscic w DMF, 0 kt6rym mowa w ust. 3.6, uzupelnic do pelnej objetosci kolby tym samym DMF
i zmieszac, Kolbe owinac folia aluminiowa lub uzyc kolby ze szkla oranzowego i przcchowywac w lod6wce.
W temperaturze do 4 DC roztw6r jest stabilny przez miesiac.
3.9.2. Roztw6r wzorca wewnetrznego, 50 ug/ml.
Przeniesc 5,00 ml roztworu wewnetrznego wzorca podstawowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.9.1, do kolby miarowej
o pojemnosci 50 ml, uzupelnic do pelnej objetosci kolby DMF, 0 kt6rym mowa w ust. 3.6, i zmieszac. Kolbe owinac folia
aluminiowa lub uzyc kolby ze szkla oranzowego i przechowywac w lod6wce. W temperaturze do 4 DC roztw6r zachowuje
stabilnosc przez rniesiac.
3.9.3. Roztw6r wzorca wewnetrznego dla premiks6w, p/lOOO mg/ml (p = nominalna zawartosc diklazurilu w premiksie
wmg/kg).
Odwazyc, z dokladnoscia do 0,1 mg, p/IO mg substancji wzorca wewnetrznego do kolby miarowej 0 pojemnosci 100 ml,
rozpuscic w DMF, 0 kt6rym mowa w ust. 3.6, w lazni ultradzwiekowej, uzupelnic do pelnej objetosci kolby tym samym
DMF i zmieszac. Kolbe owinac folia alurniniowa lub uzyc kolby ze szkla oranzowego i przechowywac w lod6wce. Roztw6r
przechowywany w temperaturze 4 DC zachowuje stabilnosc do miesiaca.
3.10. Roztwor kalibracyjny, 2 ug/ml.
Odmierzyc pipeta 2,00 ml roztworu wzorcowego diklazurilu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.8.2, i 2,00 ml roztworu wzorca
wewnetrznego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.9.2, do kolby miarowej 0 pojemnosci 50 m!. Dodac 16 ml DMF, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.6, uzupelnic woda do pelnej objetosci kolby i zmieszac, Roztw6r ten sporzadzac bezposrednio przed uzyciem.
3.11. C 18, wypelnienie ekstrakcyjne fazy stalej; proponuje sie zastosowac Bond Elut, rozmiar: Icc, masa sorbentu: 100 mg.
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3.12. Rozpuszczalnik ekstrakcyjny: zakwaszony metano!.
Odmierzyc pipeta 5,0 ml kwasu chlorowodorowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.7, do I litra metanolu, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.5, i zmieszac,
3.13. Faza ruchoma do HPLC.
3.13.1. Eluent A: octan amonu - roztw6r kwasnego siarczanu tetrabutyloamonu:
Rozpuscic 5 g octanu amonu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2, i 3,4 g TBHS, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3, w litrze wody, 0 kt6rej
mowa w ust. 3.1, i zmieszac.
3.13.2. Eluent B: acetonitryl, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4.
3.13.3. Eluent C: metanol, 0 ktorym mowa w ust. 3.5.
4. APARATURA I SPRZF,:T
4.1. Wstrzasarka mechaniczna.
4.2. Sprzet do HPLC przy potr6jnym gradiencie.
4.2.1. Kolumna do chromatografii cieczowej, Hypersil ODS, wypelnienie 3 urn, 100 mm x 4,6 mm lub rownowazne,
4.2.2. Detektor UV z regulacja dlugosci fali lub detektor diodowy.
4.3. Rotacyjna wyparka prozniowa.
4.4. Filtr membranowy 0,45 urn,
4.5. Rozdzielnik prozni do jednoczesnej prozniowej izolacji.
4.6. Laznia ultradzwiekowa,
5. SPOSOB POSTF,:POWANIA
5.1. Wskaz6wki og6lne.
5.1.1. Slepa pr6ba paszy.
Przeprowadzic analize slepej pr6by paszy w celu sprawdzenia, czy nie zawiera ona ani diklazurilu, ani substancji
interferujacych.
Slepa proba paszy powinna bye podobna do badanej probki, a jej analiza nie powinna potwierdzac obecnosci diklazurilu
i substancji interferujqcych.
5.1.2. Badanie odzysku.
Badanie odzysku przeprowadzic, analizujac slepa probe paszy, fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci diklazurilu,
o wadze zblizonej do tej, kt6ra znajduje sie w pr6bce. Aby fortyfikowac na poziomie I mg/kg, dodac 0, I ml roztworu
wzorcowego podstawowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.8.1, do 50 g slepej pr6by paszy, zmieszac i pozostawic na 10 minut,
kilkakrotnie rnieszajac, przed przejsciem do etapu ekstrakcji, 0 kt6rym mowa w ust. 5.2.
Jezeli nie rnozna przeprowadzic badania slepej pr6by paszy podobnej do badanej pr6bki, 0 kt6rej mowa w ust. 5.1.1, badanie
odzysku rnozna przeprowadzic, stosujac metode dodawania wzorca. W tym przypadku przeznaczona do analizy pr6bkajest
fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci diklazurilu, 0 wadze zblizonej do tej, kt6ra znajduje sie w analizowanej w pr6bce.
Probke te poddaje sie analizie wraz z niefortyfikowana probka, a odzysk moze bye obliczony przez odjecie od masy pr6bki
fortyfikowanej masy pr6bki niefortyfikowanej.
5.2. Ekstrakcja.
5.2.1. Pasze.
Odwazyc, z dokladnoscia do 0,0 I g, okolo 50 g pr6bki. Przeniesc do kolby stozkowej 0 pojemnosci 500 ml, dodac
1,0 ml roztworu wzorca wewnetrznego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.9.2, 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, 0 kt6rym
mowa w ust. 3.12, i zamknac kolbe korkiem. Wstrzasac mieszanine na wstrzasarce, 0 kt6rej mowa w ust. 4.1, przez noc.
Pozostawic na 10 minut do odstania. Przelac 20 ml podzielnej czesci supematantu do odpowiedniego szklanego naczynia
i rozciericzyc 20 ml wody. Przcniesc ten roztw6r na wypelnienie ekstrakcyjne, 0 kt6rym mowa w ust. 3.11, i przepuscic przez
to wypelnienie, stosujac rozdzielnik prozni, 0 kt6rym mowa w ust. 4.5. Przeplukac wypelnienie 25 ml mieszaniny
rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.12, i wody, 65 + 35 (V + V). Odrzucic zebrane frakcje i eluowac
zwiazki, stosujqc 25 ml mieszaniny rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.12, i wody, 80 + 20 (V + V).
Odparowac te frakcje do osuszenia przy zastosowaniu rotacyjnej wyparki prozniowej, 0 kt6rej mowa w ust. 4.3,
w temperaturze 60°C. Rozpuscic sucha pozostalosc w 1,0 m! DMF, 0 kt6rym mowa w ust. 3.6, dodac 1,5 ml wody, 0 kt6rej
mowa w ust. 3.1, i zmieszac, Przefiltrowac przez filtr, 0 ktorym mowa w ust. 4.4. Przystapic do oznaczania HPLC, 0 ktoryrn
mowa w ust. 5.3.
5.2.2. Premiksy.
Odwazyc, z dokladnoscia do 0,00 I g, okolo I g pr6bki. Przeniesc do kolby stozkowej 0 pojemnosci 500 ml, dodac
1,0 ml roztworu wzorca wewnetrznego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.9.3,200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, 0 ktorym
mowa w ust. 3.12, i zamknac kolbe korkiem. Wstrzqsac mieszanine na wsrrzasarce, 0 kt6rej mowa w ust. 4.1, przez noc.
Pozostawic na 10 minut do odstania. Przeniesc podzielna cz~sc 10000/p ml (p = nominalna zawartosc diklazurilu
w premiksie w mg/kg) supematantu do kolby okrqglodcnnej 0 odpowiedniej pojemnosci. Odparowac do osuszenia, pod
obnizonyrn cisnieniern, w temperaturze 60°C, przy uzyciu rotacyjnej wyparki prozniowej, 0 kt6rej mowa w ust. 4.3.
Ponownie rozpuscic sucha pozostalosc w 10,0 ml DMF, 0 kt6rym mowa w ust. 3.6, dodac 15,0 ml wody, 0 kt6rej mowa
w ust. 3.1, i zmieszac, Przystapic do analizy HPLC, 0 kt6rej mowa w ust. 5.3.
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5.3. Oznaczanie HPLC.
5.3.1. Parametry.
Podane nizej parametry oznaczania sa przykladowe.

Kolumna do chromatografi cieczowej, 0 kt6rej mowa
w ust. 4.2.1:

Faza ruchoma, 0 kt6rej mowa w ust. 3.13:

Elucja:

Szybkosc przeplywu:

Dlugosc fali przy detekcji:

Dozowana objetosc:

100 mm x 4,6 mm, Hypersil ODS wypelnienie 3 urn lub
rownowazne

Eluent A, 0 kt6rym mowa w ust. 3.13.1: wodny roztw6r
octanu amonu i kwasnego siarczanu tetrabutyloamoniowego,
Eluent B, 0 kt6rym mowa w ust. 3.13.2: acetonitryl,
Eluent C, 0 kt6rym mowa w ust. 3.13.3: metanol

- gradient liniowy
- warunki poczatkowe: A + B + C = 60 + 20 + 20 (V + V + V)
- po 10 minutach frakcjonowanie przez 30 minut do:

A + B + C = 45 + 20 + 35 (V + V + V)
Plukac eluentem B przez 10 minut.

1,5 - 2 ml/min

280nm

Sprawdzic stabilnosc systemu chromatograficznego, dozujac kilkakrotnie roztw6r kalibracyjny, 0 ktorym mowa w ust. 3.10,
zawierajacy 2,0 ug/ml, az do uzyskania stalych wysokosci piku i czas6w retencji.
Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametr6w gwarantujacych uzyskanie rownowaznych wynik6w.
5.3.2. Roztw6r kalibracyjny.
Zadozowac kilka razy 20 III roztworu kalibracyjnego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.10, i okreslic srednia wysokosc
(powierzchnie) piku diklazurilu i wewnetrzne wzorcowe pik6w.
5.3.3. Roztw6r pr6bki.
Zadozowac kilka razy 20 III roztworu pr6bki, ° kt6rym mowa w ust. 5.2.1 lub ust. 5.2.2, i okreslic srednia wysokosc
(powierzchnie) piku diklazurilu i wewnetrzne wzorcowe pik6w.
6. OBLICZANIE WYNIK6w
6.1. Pasze.
Zawartosc diklazurilu w pr6bce w mg/kg obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:

hd.sx hi,c cd,c X 10 V
w= x -----

hi,s X hd,c m
gdzie:
hd,s - wysokosc (powierzchnia) piku diklazurilu w roztworze pr6bki, °kt6rym mowa w ust. 5.2.1,
his - wysokosc (powierzchnia) piku wzorca wewnetrznego w roztworze pr6bki, °kt6rym mowa w ust. 5.2.1,
h~c - wysokosc (powierzchnia) piku diklazurilu w roztworze kalibracyjnym, °kt6rym mowa w ust. 3.10,
h., - wysokosc (powierzchnia) piku wzorca wewnetrznego w roztworze kalibracyjnym, °kt6rym mowa w ust. 3.10,
bd,C - stezenie w ug/ml diklazurilu w roztworze kalibracyjnym, °kt6rym mowa w ust. 3.10,
m - masa w g pr6bki,
V - objetosc ekstraktu pr6bki zgodna z ust. 5.2.1; proponuje silt zastosowac 2,5 m!.
6.2. Premiksy.
Zawartosc diklazurilu w pr6bce w mg/kg obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:

hd,s x hi,c cd,c x 0,02 V x p
w = x--------

h., X hd,c m
gdzie:
h, c - wysokosc (powierzchnia) piku diklazurilu w roztworze kalibracyjnym, ° kt6rym mowa w ust. 3.10,
h,.~ - wysokosc (powierzchnia) piku wzorca wewnetrznego w roztworze kalibracyjnym, °kt6rym mowa w ust. 3.10,
hd,s - wysokosc (powierzchnia) piku diklazurilu w roztworze pr6bki, °kt6rym mowa w ust. 5.2.2,
hi,s - wysokosc (powierzchnia) piku wzorca wewnetrznego w roztworze pr6bki, °kt6rym mowa w ust. 5.2.2,
cd,c - stezenie diklazurilu w roztworze kalibracyjnym, °kt6rym mowa w ust. 3.10,
m - masa w g probki,
V - objetosc ekstraktu pr6bki zgodna z ust. 5.2.2; proponuje silt zastosowac 25 ml,
p - nominalna zawartosc w mg/kg diklazurilu w premiksie.
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Sprawdzenie tozsamosci.
Tozsamosc analitu moze bye potwierdzona przez kochromatografie lub zastosowanie detektora diodowego, przy uzyciu
kt6rego por6wnuje silt widma ekstraktu pr6bki, ° kt6rym mowa w ust. 5.2.1 lub w ust. 5.2.2, i roztworu kalibracyjnego,
° kt6rym mowa w ust. 3.10.
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7.1.1. Kochromatografia.
Ekstrakt probki, 0 ktorym mowa w ust. 5.2.1 lub w ust. 5.2.2, fortyfikuje sie przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu
kalibracyjnego, 0 ktorym mowa w ust. 3.10. Ilosc dodanego diklazurilu powinna odpowiadac ilosci diklazurilu znajdujacej
sie w ekstrakcie probki.
Powinna zwiekszyc sie tylko wysokosc piku diklazurilu i piku wzorca wewnetrznego, po uwzglednieniu zarowno dodanej
ilosci, jak i stopnia rozciericzenia ekstraktu. Szerokosc piku w polowie jego wysokosci powinna miescic sie w granicach
± 10 % pierwotnej szerokosci piku diklazurilu lub piku wzorca wewnetrznego niefortyfikowanego ekstraktu probki,
7.1.2. Detekcja diodowa.
Wyniki sprawdza sie wedlug nastepujacych kryteriow:
I) dlugosc fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji probki i widm wzorcowych zapisana w punkcie wierzcholka piku
zarejestrowanego na chromatogramie powinna bye taka sarna, po uwzglednieniu marginesu okreslonego zdolnoscia
rozdzielcza systemu detekcji; w przypadku detekcji diodowej zdolnosc rozdzielcza miesci sie zazwyczaj w granicach ±2 nm;
2) w zakresie pomiedzy 230 a 320 nm probka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzcholka piku na chromatogramie
nie powinny sie roznic dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej absorbancji; kryterium uwaza sie za
spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punktow rozbieznosc
miedzy dwoma widmami nie jest wieksza niz 15 % absorbancji wzorcowego analitu;
3) w zakresie od 230 do 320 nm widma wartosci rosnacych, szczytowych i malejacych ekstraktu probki nie powinny roznic
sie od siebie dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzglednej; kryterium uwaza sie za spelnione,
jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punktow rozbieznosc miedzy dwoma
widmami nie jest wieksza niz 15 % widma wartosci szczytowej.
Jezeli jedno z tych kryteriow nie jest spelnione, obecnosc analitu nie zostanie potwierdzona.
7.2. Powtarzalnosc.
Roznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej pr6bki nie powinna przekraczac:
1) 30 % wzgledem wyzszej wartosci dla zawartosci diklazurilu od 0,5 do 2,5 mg/kg,
2) 0,75 mg/kg dla zawartosci diklazurilu powyzej 2,5 do 5 mg/kg,
3) 15 % wzgledem wyzszej wartosci dla zawartosci diklazurilu powyzej 5 mg/kg.
7.3.0dzysk.
W przypadku fortyfikacji slepej proby lub proby paszy odzysk powinien wynosic co najmniej 80 %.
8. WYNIKI BADAl'll MIF;DZYLABORATORYJNYCH
W ramach wspolpracy jedenastu laboratoriow przeprowadzono analize pieciu probek, Byly to probki z dwoch premiksow;
jeden byl wymieszany z glownyrn skladnikiem organicznym (0 100), a drugi z gl6wnym skladnikiem nieorganicznym
(A 100). Zawartosc teoretyczna diklazurilu wynosila 100 mg/kg. Trzy mieszanki pasz dla drobiu zostaly sporzadzone przez
trzech roznych producentow (NL) (Ll/ZIIKI). Teoretyczna zawartosc diklazurilu wynosila I mgikg. Analize kazdej probki
przeprowadzono raz lub dwukrotnie'". W tabeli 26 podano wyniki przeprowadzonych badari porownawczych.

hT b I 26 W iki b d '

L -Itczba Jaboratonow; n -Itczba pojedynczych wartosci; Sr- odchyleme standardowe powtarzalnosci; CVr- wspolczynnik
zmiennosci powtarzalnosci; SR -- odchylenie standardowe odtwarzalnosci; CVR- wspolczynnik zmiennosci odtwarzalnosci
9. OBJASNIENIA
Uprzednio wykazac, ze relacja diklazurilu jest liniowa w zakresie mierzonych stezeri,

a e a {YIlt t a an porownawczvc

Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka Probka 5
A 100 0100 LI ZI Kl

L 11 11 11 11 6

n 19 18 19 19 12

Srednia [mg/kg] 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89

s, [mg/kg] 5,88 7,64 0,15 0,02 0,Q3

CVr[%] 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34

sR[mg/kg] 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12

CVR[%] 7,53 7,38 18,61 0,67 13,65

Zawartosc
100 100 1 I Inominalna [mg/kg]

. /

7.6. OZNACZANIE SOLI SODOWEJ LASALOCIDU METOD1\ WYSOKOSPRAWNEJ
CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

(sol sodowa polieterowego monokarboksylowego kwasu wytwarzanego przez Streptomyces lasaliensis)

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci soli sodowej lasalocidu w paszach i premiksach. Granica wykrywalnosci metody
wynosi 5 mg/kg, granica oznaczalnosci wynosi 30 mg/kg.

6) Bardziejszczegoloweinfonnacje dotyczace tej analizymozna znalezcw Dzienniku AOACInternational, tom 77,nr 6, 1994, str. 1359-1361.
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2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Sol sodowa lasalocidu jest ekstrahowana z probki zakwaszonym metanolem i oznaczana metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z faza odwrocona (HPLC) przy wykorzystaniu detektora spektrofluorometrycznego.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Dwuwodorofosforan potasu (K.HZP04) .

3.2. Kwas ortofosforowy, w = 85 %.
3.3. Roztwor kwasu ortofosforowego, (J = 20 %.
Rozciericzyc 23,5 ml kwasu ortofosforowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.2, woda do objetosci 100 m!.
3.4. 6-metylo-2-heptyloamina(1,5-dwumetyloheksyloamina), w = 99 %.
3.5. Metanol do HPLC.
3.6. Kwas chlorowodorowy, P20 = 1,19 g/m!.
3.7. Roztwor buforu fosforanowego, c = 0,01 mol/l,
Rozpuscic 1,36 g KH zP04, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, w 500 ml wody, 0 ktorej mowa w ust. 3.11, dodac 3,5 ml kwasu
ortofosforowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.2, i 10,0 ml 6-metylo-2-heptyloaminy, 0 ktorej mowa w ust. 3.4. Dostosowac pH
do 4,0 przy uzyciu roztworu kwasu ortofosforowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3, i rozciericzyc woda, 0 kt6rej mowa
w ust. 3.11, do objetosci I Iitra.
3.8. Zakwaszony metanol.
Przeniesc 5,0 ml kwasu chlorowodorowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.6, do kolby miarowej 0 pojernnosci I Iitra, uzupelnic do
pelnej objetosci kolby metanolem, 0 ktorym mowa w ust. 3.5, i zmieszac, Roztwor przygotowac bezposrednio przed
uzyciem.
3.9. Faza ruchoma HPLC: mieszanina, w stosunku 5 + 95 (V + V): buforu fosforanowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.7,
i metanolu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.5.
Zmieszac 5 ml roztworu buforu fosforanowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.7, z 95 ml metanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.5.
3.10. Substancja wzorcowa soli sodowej lasalocidu 0 gwarantowanej czystosci, C34Hs30sNa (sol sodowa polieterowego
monokarboksylowego kwasu wytwarzanego przez Streptomyces lasaliensis), E 763.
3.10.1. Podstawowy roztwor wzorcowy soli sodowej lasalocidu, 500 ug/ml,
Zwazyc, z dokladnoscia do 0,1 mg, 50 mg soli sodowej lasalocidu, 0 kt6rej mowa w ust. 3.10, do kolby miarowej
o pojemnosci 100 ml, rozpuscic w zakwaszonym metanolu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.8, uzupelnic do pelnej objetosci kolby
tym samym rozpuszczalnikiem i zmieszac. Roztwor przygotowac bezposrednio przed uzyciem.
3.10.2. Roztwor wzorcowy posredni soli sodowej lasalocidu, 50 ug/ml.
Odpipetowac 10,0 ml podstawowego roztworu wzorcowego soli sodowej lasalocidu, 0 ktorym mowa w ust. 3.10.1, do kolby
miarowej 0 pojemnosci 100 ml, uzupelnic do pelnej objetosci kolby zakwaszonym metanolem, 0 ktorym mowa w ust. 3.8,
i zrnieszac. Roztwor przygotowac bezposrednio przed uzyciern.
3.10.3. Roztwory kalibracyjne.
Do kolb miarowych 0 pojemnosci 50 ml przeniesc 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 i 10,0 ml roztworu wzorcowego posredniego, 0 ktorym
mowa w ust. 3.10.2. Uzupelnic do pelnej objetosci kolb zakwaszonym metanolem, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.8, i zmieszac,
Roztwory te odpowiadaja odpowiednio 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 i 10,0 ug soli sodowej lasalocidu wI ml. Roztwory przygotowac
bezposrednio przed uzyciem.
3.11. Woda do HPLC.
4. AP ARATURA I SPRZF;T
4.1. Laznia ultradzwiekowa lub wibracyjna laznia wodna, z mozliwoscia kontroli temperatury.
4.2. FiItry membranowe, 0,45 urn.
4.3. Zestaw HPLC z systemem dozowania, umozliwiajacy dozowanie 20 ul.
4.3.1. Kolumna do chromatografii cieczowej: 125 mm x 4 mm, faza odwrocona CIS' wypelnienie 5 urn lub rownowazne.
4.3.2. Spektrofluorymetr 0 zmiennej fali, z mozliwoscia ustawienia czulosci - wzbudzenia, emisji.
5. SPOSOB POSTJ<;POWANIA
5.1. Objasnienia.
5.1.1. Slepa proba.
W celu przeprowadzenia badania odzysku, 0 kt6rym mowa w ust. 5.1.2, przeprowadzic analize slepej proby paszy w celu
sprawdzenia, ze badana pasza nie zawiera ani lasalocidu, ani interferujacych substancji. Pasza uzyta do slepej proby powinna
bye podobna do probki paszy badanej i nie powinna zawierac ani lasalocidu sodu, ani interferujacych substancji.
5.1.2. Badanie odzysku.
Badanie odzysku przeprowadzic, analizujac slepa probe paszy fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci soli sodowej
lasalocidu, 0 wadze zblizonej do tej, ktora znajduje silt w probce. Aby fortyfikowac na poziomie 100 mg/kg, dodac 10,0 ml
podstawowego roztworu wzorcowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.10.1, do kolby stozkowej 0 pojemnosci 250 ml i odparowac
roztwor do objetosci okolo 0,5 ml. Dodac 50 g slepej proby paszy, zrnieszac i pozostawic na 10 minut, kilkakrotnie
mieszajac, przed przejsciem do etapu ekstrakcji, 0 ktorym mowa w ust. 5.2.
Jezeli nie mozna przeprowadzic badania slepej proby paszy, 0 ktorej mowa w ust. 5.1.1, ktora jest podobna do badanej
probki, badanie odzysku mozna przeprowadzic, stosujac metode dodawania wzorca. W tym przypadku przeznaczona do
analizy probka jest fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci soli sodowej lasalocidu, 0 wadze zblizonej do tej, ktora
znajduje silt w analizowanej probce, Probke tit poddaje silt analizie wraz z niefortyfikowanq probka, a odzysk moze bye
obliczony przez odjecie od masy pr6bki fortyfikowanej masy pr6bki niefortyfikowanej.
5.2. Ekstrakcja.
5.2.1. Pasze.
Zwazyc, z dokladnoscia do 0,01 g, od 5 g do 10 g probki do wyposazonej w korek kolby stozkowej 0 pojemnosci 250 ml.
Dodac przy uzyciu pipety 100 ml zakwaszonego metanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.8. Zamknac luzno korkiem i zamieszac
w celu rozproszenia. Umiescic kolbe w lazni ultradzwiekowej, 0 ktorej mowa w ust. 4.1, w temperaturze okolo 40 DC na
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125 mm x 4 mm, faza odwrocona C 18, wypelnienie 5 urn Iub
rownowazne

20 minut, nastepnie wyjac i schlodzic do temperatury pokojowej. Pozostawic kolbe na mniej wiecej godzine, dopoki
suspensja nie opadnie, nastepnie przefiltrowac podzielna czesc przez filtr membranowy, 0 ktorym mowa w ust. 4.2, do
odpowiedniego naczynia. Przystapic do oznaczania HPLC, 0 ktorym mowa w ust. 5.3.
5.2.2. Premiksy.
ZwaZyc, z dokladnoscia do 0,001 g, okolo 2 g nierozdrobnionego premiksu do kolby miarowej 0 pojemnosci 250 m!. Dodac
100,0 ml zakwaszonego metanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.8, i zamieszac w celu rozproszenia. Umiescic kolbe z zawartoscia
w lazni ultradzwiekowej, 0 ktorej mowa w ust. 4.1, w temperaturze okolo 40°C na 20 minut, nastepnie wyjac i schlodzic do
temperatury pokojowej. Rozciericzyc do pelnej objetosci kolby zakwaszonym metanolem, 0 ktorym mowa w ust. 3.8,
i dokladnie zmieszac, Pozostawic kolbe na mniej wiecej godzine, dopoki suspensja nie opadnie, nastepnie przefiltrowac
podzieina czesc przez tiltr membranowy, 0 kt6rym mowa w ust. 4.2. Rozciericzyc odpowiednia objerosc klarowncgo tiltratu
przy uzyciu zakwaszonego metanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.8, w celu otrzymania finalnego testowego roztworu
zawierajacego okolo 4 ug/ml soli sodowej lasalocidu. Przystapic do oznaczania HPLC, 0 ktorym mowa w ust. 5.3.
5.3. Oznaczanie HPLC.
5.3.1. Parametry.
Podanc nizej parametry oznaczania sa przykladowe.

Kolumna do chromatografii cieczowej, 0 kt6rej mowa
wust. 4.3.1:

Faza ruchoma, 0 ktorej mowa w ust. 3.9:

Szybkosc przeplywu:

Dlugosc fali przy detekcji:

Dozowana objetosc:

Micszanina, w stosunku 5 + 95 (V + V): buforu fosforanowego,
o ktorym mowa w ust. 3.7, i metanolu, 0 ktoryrn mowa
wust. 3.5

1,2 ml/min

wzbudzenie: 310 nm, emisja: 419 nm

Sprawdzic stabilnosc systemu chromatograficznego, dozujac kilkakrotnie roztwor kalibracyjny, 0 ktorym mowa
w ust. 3.10.3, zawierajacy 4,0 ug/ml, az do uzyskania stalych wysokosci (powierzchni) piku i czasow retencji.
Dopuszczalnc jest zastosowanie innych parametrow gwarantujqcych uzyskanie rownowaznych wynik6w.
5.3.2. Krzywa kalibracyjna.
Zadozowac kilka razy kazdy z roztworow kalibracyjnych, 0 ktorych mowa w ust. 3.10.3, i okreslic srednie wysokosci
(powierzchnie) piku dla kazdego stezenia. Wykreslic krzywa kalibracyjna, odkladajac srednie wysokosci (powierzchnie) piku
na osi rzednych oraz odpowiadajace im stezenia w ug/ml na osi odcietych,
5.3.3. Roztwor probki,
Zadozowac kilka razy ekstrakt probki, 0 ktorym mowa w ust. 5.2.1 lub w ust. 5.2.2, stosujac taka sam'! objetosc jak przy
kalibracyjnych roztworach, i okreslic srednia wysokosc (powierzchnie) piku dla pikow soli sodowej lasalocidu.
6. OBLICZANIE WYNIK6w
Na podstawic sredniej wysokosci (powicrzchni) piku otrzymanej po zadozowaniu roztworu probki, 0 ktorym mowa
w ust. 5.3.3, okreslic stezenie soli sodowej lasalocidu w ug/ml, odnoszac sie do wykresu kalibracyjnego.
6.1. Paszc.
Zawartosc soli sodowej lasalocidu w mg/kg w probce obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:

~x VI
w= ~--~.~--

m
gdzie:
~ - stezenie w ug/ml soli sodowej lasalocidu w roztworze probki, 0 ktorej mowa w ust. 5.2.1,
V I - objetosc w ml ekstraktu probki, 0 ktorej mowa w ust. 5.2.1; proponuje sie zastosowac 100 ml,
m - masa w g probki.
6.2. Premiksy.
Zawartosc soli sodowej lasalocidu w mg/kg w probce obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:

~ x V 2 X f
w= --~--­

m
gdzic:
~ - stezenie w ug/rnl soli sodowej lasalocidu w roztworze probki, 0 ktorej mowa w ust. 5.2.2,
V2 - objetosc w ml ekstraktu probki, 0 ktorej mowa w ust. 5.2.2; proponuje sie zastosowac 250 ml,
f ~ wspolczynnik rozciericzenia zgodny z ust. 5.2.2,
m ~ masa w g probki.
7. SPRAWDZENIE WYNIK6w
7.1. Sprawdzenie tozsamosci.
Metody bazujace na detekcji spektrofluorometrycznej sa mniej podatne na interferencje niz metody z zastosowaniem detekcji
UV. Tozsamosc analitu moze bye potwierdzona przez kochromatografie,
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7.1.1 Kochromatografia.
Ekstrakt probki, 0 ktorym mowa w ust. 5.2.1 lub ust. 5.2.2, jest fortyfikowany przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu
kalibracyjnego, 0 ktorym mowa w ust. 3.10.3. Ilosc dodanej soli sodowej lasalocidu powinna odpowiadac ilosci soli sodowej
lasalocidu w ekstrakcie probki.
Tylko wysokosc piku soli sodowej lasalocidu powinna sic uwidocznic w stopniu zaleznym od ilosci dodanej soli sodowej
lasalocidu i rozciericzenia ekstraktu. Szerokosc piku w polowie wysokosci powinna miescic sie w zakresie ± 10 % ory­
ginalnej szerokosci piku niefortyfikowanego ekstraktu.
7.2. Powtarzalnosc,
Roznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac:
I) 15 % wzgledem wyzszej wartosci dla zawartosci soli sodowej lasalocidu od 30 do 100 mg/kg,
2) 15 mg/kg dla zawartosci soli sodowej lasalocidu powyzej 100 do 200 mg/kg,
3) 7,5 % wzgledem wyzszej wartosci dla zawartosci soli sodowej lasalocidu powyzej 200 mg/kg.
7.3.0dzysk.
W przypadku fortyfikowanej slepej proby paszy lub proby paszy odzysk nie powinien bye nizszy od 80 %. W przypadku
fortyfikowanych probek premiksow odzysk nie powinien bye nizszy od 90 %.
8. WYNIKI BADAl'llMI~DZYLABORATORYJNYCH
W ramach wspolpracy dwunastu laboratoriow" przeprowadzono analize 2 premiksow (probki I i 2) oraz 5 pasz (probki 3-7).
Analize kazdej probki przeprowadzono dwukrotnie. W tabeli 27 podano wyniki przeprowadzonych badan porownawczych.

hT b I 27 W Y b d 'a e a vm I a an porownawczvc

Probka I Probka 2 Probka 3 Probka 4 Probka 5
Probka 6 Probka 7

premiks dla premiks dla sruty dla granulki dla pasza dla
pasza dla pasza dla

drobiu drobiu
kurczat indykow indykow kurczat indykow

A B

L 12 12 12 12 12 12 12

n 23 23 23 23 23 23 23

Srednia
5050 16200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6

[mg/kg]

Sf [mg/kg] 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75

CVf[%] 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 5,37

SR [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49

CVR [%] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70

Zawartosc
nominalna 5000' 16000' 80' 105' 120' 50" 35+
lmz/kal
L - hczba laboratoriow; n - hczba poszczegolnych wynikow; Sf - standardowe odchylenie powtarzalnosci;
SR - standardowe odchylenie odtwarzalnosci wynikow; CV f - odchylenie standardowe zmienne powtarzalnosci;
CVR - odchylenie standardowe zmienne odtwarzalnosci; , zawartosc zadeklarowana przez producenta; + pasza przygotowana
w laboratorium

ROZDZIAL8

BADANIE SUBSTANCJI I MATERIALOW NIEPOZJ\DANYCH I SZKODLIWYCH

8.1. OZNACZANIE AFLATOKSYNY B I METODJ\ JEDNOKIERUNKOWEJ
CHROMATOGRAFII CIENKOWARSTWOWEJ

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci aflatoksyny B 1 w materialach paszowych i paszach. Metody nie mozna stosowac
w obecnosci pulpy cytrusowej. Dolna granica oznaczalnosci metody wynosi 0,01 mg/kg (10 ppb).
Jezeli wystepuja substancje interferujace, konieczne jest powtorzenie oznaczania metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej HPLC.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Probka jest poddawana ekstrakcji chlorofonnem. Ekstrakt jest filtrowany, a jego podzielna czesc poddawana jest
oczyszczaniu przy uzyciu kolumny chromatograficznej na zelu krzemionkowym. Eluat jest odparowywany, a pozostalosc
rozpuszczana ponownie w scisle okreslonej objetosci chlorofonnu lub mieszaniny benzenu i acetonitrylu. Podzielna czesc
tego roztworu jest poddawana chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Jakosc aflatoksyny B1 jest oznaczana poprzez
naswietlanie chromatogramu promieniami UV, albo wizualnie, albo fluorodensytometrycznie, przez porownanie ze znana
iloscia wzorcowej aflatoksyny B 1• Tozsamosc aflatoksyny B1 wyekstrahowanej z paszy powinna bye potwierdzona poprzez
wskazanie metody.

71 The Analyst, nr 120 z 1995 r., SIr. 2175-2180.
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3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
Wszystkie odczynniki powinny miec "czystose do analizy", jezeli nie zaznaczono inaczej.
3.1. Aceton.
3.2. Chloroform, stabilizowany 96 % etanolem w ilosci od 0,5 do 1,0 % (VN).
3.3. N-heksan.
3.4. Metano!'
3.5. Eter dwuetylowy bezwodny, wolny od nadtlenk6w.
3.6. Mieszanina benzenu i acetonitrylu: 98/2 (VN).
3.7. Mieszanina chlorofonnu, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, i metanolu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.4: 97/3 (VN).
3.8. tel krzemionkowy do chromatografii kolumnowej.wielkosc czasteczki od 0,05 do 0,20 mm.
3.9. Wata bawelniana odtluszczona chlorofonnem lub wata szklana.
3.10. Siarczan sodu bezwodny, granulowany.
3.11. Obojetny gaz; proponuje sie zastosowac azot.
3.12. Kwas chlorowodorowy 1 N.
3.13. Kwas siarkowy 50 % (VN).
3.14. Kieselguhr (hyflosupelsel), przemywany kwasem.
3.15. tel krzemionkowy G-HR lub podobny, do TLC.
3.16. Roztwor wzorcowy zawierajacy okolo 0,1 ug aflatoksyny B1 w I ml chlorofonnu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.2, lub
mieszanina benzenu i acetonitrylu, 0 kt6rej mowa w ust. 3.6, przygotowane i sprawdzone w sposob okreslony w ust. 7.
3.17. Roztwor wzorcowy do testow jakosciowych zawierajacy okolo 0,1 ug aflatoksyny B, i B2 w ml chlorofonnu, 0 ktorym
mowa w ust. 3.2, lub mieszanina benzenu i acetonitrylu, 0 ktorej mowa w ust. 3.6. Stezenia aflatoksyn sa przykladowe.
Stezenia te powinny bye tak dobrane, aby otrzymac taka sarna intensywnosc fluorescencji dla obu aflatoksyn.
3.18. Rozpuszczalniki rozwijajace:
3.18.1. Chloroform, 0 ktorym mowa w ust. 3.2/ aceton, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1: 9/1 (VN), zbiomik nienasycony.
3.18.2. Eter dwuetylowy, 0 ktorym mowa w ust. 3.5/ metanol, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.4/ woda: 96/3/1 (VNN), zbiomik
nienasycony.
3.18.3. Eter dwuetylowy, 0 ktorym mowa w ust. 3.5/ metanol, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4 / woda: 94/4,5/1,5 (VNN),
zbiomik nasycony.
3.18.4. Chloroform, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.2 / metanol, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4: 94/6 (VN), zbiomik nasycony.
3.18.5. Chloroform, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.2/ metanol, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.4: 97/3 (VN), zbiomik nasycony.
4. APARATURA I SPRZ~T
4.1. Rozdrabniacz.
4.2. Wstrzasarka lub mieszadlo magnetyczne.
4.3. Karbowany filtr papierowy Schleicher i Schull Nr 588 lub podobny, srednica 24 cm.
4.4. Kolumna szklana do chromatografii 0 srednicy wewnetrznej 22 mm, dlugosci 300 mm, z kurkiem PTFE i zbiomikiem
o pojemnosci 250 m!.
4.5. Rotacyjna wyparka prozniowa z kolba okraglodenna 0 pojemnosci 500 m!'
4.6. Kolba stozkowa, 0 pojemnosci 500 ml, z korkiem szklanym.
4.7. Zestaw do chromatografii cienkowarstwowej.
4.8. Plytki szklane do chromatografii cienkowarstwowej, 200 x 200 mm. Suspensja przygotowana w nastepujacy sposob
zapewnia pokrycie 5 takich plytek:
Umiescic 30 g zelu krzemionkowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.15, w kolbie stozkowej, dodac 60 ml wody, zamknac korkiem
i wstrzasac przez minute, naniesc suspensje na plytki, tak aby uzyskac jednolita warstwe grubosci 0,25 mm, pozostawic na
powietrzu do wysuszenia, a nastepnie przechowywac w eksykatorze zawierajacym zel krzemionkowy. Przed uzyciern
aktywowac plytki przez przetrzymywanie ich przez godzine w suszarce 0 temperaturze 110 "C.
Moga bye stosowane gotowe do uzycia plytki, jezeli daja wyniki podobne do tych uzyskanych na plytkach przygotowanych
w wyzej opisany spos6b.
4.9. Lampa UV 0 dlugosci fali 360 nm. Intensywnosc promieniowania powinna umozliwic, z odleglosci 10 cm, rozroznienie
plamki zawierajacej 1 ng aflatoksyny B, nalozonej na plytke TLC.
4.10. Probowki miarowe 0 pojemnosci 10 ml, z polietylenowymi korkami.
4.11. Spektrofotometr UV.
4.12. Fluorodensytometr (do wyboru).
5. SPOSOB POST~POWANIA
5.1. Przygotowanie probki.
Rozdrobnic probke tak, aby przechodzila przez oczka sita 0 srednicy 1 mm, zgodnie z zaleceniami ISO R 565.
Jezeli probki zawieraja wiecej niz 5 % tluszczow, odtluscic je eterem naftowym 0 temperaturze wrzenia od 40 do 60 "C,
a uzyskane wyniki przedstawic w odniesieniu do masy nieodtluszczonej pr6bki.
5.2. Ekstrakcja.
Umiescic 50 g rozdrobnionej, homogennej probki w kolbie stozkowej, 0 ktorej mowa w ust. 4.6. Dodac 25 g Kieselguhr,
o ktorym mowa w ust. 3.14, 25 ml wody i 250 ml chlorofonnu, 0 ktorym mowa w ust. 3.2. Zamknac kolbe, wstrzasac lub
mieszac przez 30 minut przy uzyciu wstrzasarki lub mieszadla magnetycznego, 0 ktorych mowa w ust. 4.2, i przefiltrowac
przez filtr, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.3. Odrzucic pierwsze 10 ml filtratu, a nastepnie zebrac 50 ml.
5.3. Oczyszczanie na kolumnie.
Umiescic w dolnym koricu szklanej kolumny chromatograficznej, 0 ktorej mowa w ust. 4.4, zwitek waty bawelnianej lub
szklanej, 0 kt6rej mowa w ust. 3.9, napelnic dwie trzecie rurki chlorofonnem, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, i dodac
5 g siarczanu sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.10.
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Sprawdzic, czy gorna powicrzchnia siarczanu sodu jest plaska, nastepnie dodac malymi porcjami 109 zelu krzemionkowcgo,
o kt6rym mowa w ust. 3.8. Lekko mieszac po kazdym dodaniu w celu usuniecia pecherzykow powietrza. Pozostawic na
15 minut, a nastcpnie ostroznie dodac 15 g siarczanu sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.10. Pozwolic, aby poziorn cieczy obnizyl
sie do chwili, az znajdzie sie tuz nad warstwa siarezanu sodu.
Zrnieszac 50 ml ekstraktu zebrancgo w sposob okreslony w ust. 5.2 z 100 ml n-heksanu, 0 ktorym mowa w ust. 3.3,
i przeniesc ilosciowo tc micszanine na kolumne. Pozwolic, aby poziom cieczy obnizyl sie, at znajdzie sie nad warstwa
siarczanu sodu. Popluczyny odrzucic, Nastepnie dodac 100 ml cteru dwuetylowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.5, i znowu
pozwolic, aby poziom cieczy obnizyl sie, az znajdzie sie nad warstwa siarezanu sodu. W ezasie tych czynnosci uwazac, aby
szybkosc przcplywu wynosila od 8 do 12 ml na minute i aby wypeinienie kolumny nie pozostawalo suehe. Odrzucic wyciek.
Nastepnie wymyc kolumnc przy uzyciu 150 ml mieszaniny ehloroformu i metanolu, 0 ktorej mowa w ust. 3.7, i zebrac ealy
eluat.
Odparowac koncowy cluat prawie do sucha w rotaeyjnej wyparce prozniowej, 0 ktorej mowa w ust. 4.5, w temperaturze nie
wyzszej nit 50°C w strumieniu obojctncgo gazu, 0 ktorym mowa w ust. 3.11. Przeniesc ilosciowo pozostalosc, przy uzyciu
chloroformu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2, lub mieszaniny benzenu i acetonitrylu, 0 ktorej mowa w ust. 3.6, do probowki,
o ktorej mowa w ust. 4.1 O. Zatczyc roztwor w strumieniu obojctncgo gazu, 0 ktorym mowa w ust. 3.11, a nastepnie uzupelnic
do objetosci 2 ml chloroformcm, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, lub mieszanina benzenu i acctonitrylu, 0 kt6rej mowa w ust. 3.6.
5.4. Chromatografia cienkowarstwowa.
Naniesc na plytke TLC, 0 ktorej mowa w ust. 4.8, w odleglosci 2 cm od dolnej krawedzi w odstepach eo 2 em, wskazane
ponizej objctosci roztworu wzorcowego i ekstraktu:
I) 10, 15, 20, 30 i 40 ~11 roztworu wzorcowcgo aflatoksyny B], 0 ktorym mowa w ust. 3.16;
2) 10 fJl ekstraktu otrzymanego w spos6b okreslony w ust. 5.3 i, nalozonego w tym samym punkcie, 20 fJI roztworu
wzorcowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3. 16;
3) 10 i 20 fJI ckstraktu otrzymanego w sposob okreslony w ust. 5.3.
Rozwinac chromatogram w ciernnosci, stosujqc jeden z rozpuszczalnikow rozwijajacych, 0 ktorych mowa w ust. 3.18.
Wyb6r rozpuszezalnika powinien bye dokonany wczesniej poprzez nalozenie 25 fJI roztworu wzoreowego do testow
jakosciowych, 0 ktorym mowa w ust. 3.17, na plytke i sprawdzenie, ze aflatoksyna B] i B2 po wywolaniu sa ealkowieie
rozdzielone,
Pozwolic, aby rozpuszczalniki odparowaly w ciernnosci, a nastepnie naswictlic plytke swiatlcm UV, umieszczajac ja
w odleglosci 10 cm od zrodla swiatla, 0 ktorym mowa w ust. 4.9. Plamki aflatoksyny B] charakteryzuja sie niebieska
fluorescencja.
5.5. Oznaczanie ilosciowe.
Oznaczyc zawartosc wizualnic lub przy uzyciu fluorodensytometru, w sposob opisany ponizej,
5.5.1. Pomiar wizualny.
Oznaczyc ilosc aflatoksyny B] w ckstrakeie przez dobranie intensywnosci fluoreseeneji plamek ekstraktu z intensywnoscia
fluoreseeneji plamek roztworu wzoreowego. Interpolowac, jezeli to konieezne. Fluoreseeneja otrzymana przez nalozenie
ekstraktu na roztwor wzorcowy powinna bye bardziej intensywna niz tluoresecneja 10 fJI ekstraktu i nie powinna bye
bardziej widoczna niz jedna plamka. Jczcli intensywnosc fluoreseeneji 10 fJI ekstraktu jest wieksza niz 40 fJI roztworu
wzorcowego, rozciericzyc ekstrakt 10 lub 100 razy chlorofonnem, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2, lub mieszanina benzenu
i acetonitrylu. 0 ktorej mowa w ust. 3.6, przcd ponownym poddaniem go ehromatografii eienkowarstwowej.
5.5.2. Pomiar fluorodensytometryczny.
Zmierzyc intcnsywnosc fluorescencj i plamek aflatoksyny B] w fluorodensytometrze, 0 ktorym mowa w ust. 4.12, 0 czulosci
-- wzbudzenie: 365 run, emisja: 443 nm. Oznaczyc ilosc aflatoksyny B] w plamkach ekstraktu przez porownanie ich
intensywnosci fluorescencji z intensywnoscia fluorescencji plamki wzorcowej aflatoksyny B].
5.6. Potwierdzenie tozsamosci aflatoksyny B].
Porwierdzic tozsamosc aflatoksyny B] w ekstrakcie w sposob opisany ponizej.
5.6.1. Traktowanie kwasem siarkowym.
Rozpylic kwas siarkowy, 0 ktorym mowa w ust. 3.13, na chromatogram otrzymany w sposob okreslony w ust. 5.4. Pod
wplywem naswietlania promieniami UV fluorescencja plamek aflatoksyny B] powinna zmienic barwe z nicbieskiej na zolta.
5.6.2. Dwukierunkowa chromatografia powodujaca tworzenie aflatoksyny B] - hemiacetalu (aflatoksyny B2a) .

Czynnosci opisane poniiej przeprowadza si~ w .\po.wJh okreslony na rys. 3.
5.6.2.1. Nanoszenic roztworow.
Wyciqc dwie proste linie na plytcc, 0 ktorej mowa w ust. 4.8, r6wnoleg1e do dwoch przyleglych bok6w, w odleglosci 6 cm
od kazdego z nich, aby ograniczye migracj~ czola rozpuszczalnika. NaloZye nast~puj,!ce roztwory na plytky, stosuj'lC
kapilarne pipety 1ub mikrostrzykawki:
I) w punkcie A: oczyszc70ny ckstrakt probki otrzymany w spos6b okreslony w ust. 5.3, zawieraj'lcy okolo 2,5 nm
aflatoksyny B];
2) w punkcie B i C: 25 fJl roztworll wzorcowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.16.
5.6.2.2. Rozwiniycie.
Rozwijae chromatogram w kierunku I w ciemnosci, wykorzystujqC rozpuszczalnik rozwijajqcy, 0 ktorym mowa w ust. 3.18.1,
(I cm warstwa w nienasyconym zbiomiku) do chwili, gdy czalo rozpuszczalnika osi'lgnie ograniczajqcq lini~.

Wyj'le plytky ze zbiomika i pozostawie w celu wyschni~cia w ciemnosei, w tempcraturze pokojowej, przez 5 minut.
Nast~pnie rozpylic kwas chlorowodorowy, 0 kt6rym mowa w ust. 3.12, wzdluz pasa 0 wysokosci 2,5 cm pokrywajqcego
punkty A i B (zakreskowane pole na rys. 3), az do sciemnienia, zabezpieczaj'lc pozostalq czyse plytki szklan'l szybkq.
Pozostawie na 10 minut w ciemnosci i wysusrye w strumieniu powietrza w temperaturze otoczenia. Nast~pnie rozwinqe
chromatogram w kierunku II w ciemnosci, stosuj'lC rozpuszczalnik rozwijajqcy, 0 ktorym mowa w liSt. 3.18.1, (I cm warstwa
w nienasyconym zbiomiku) do chwili, gdy czolo rozpuszczalnika osi'lgnie ograniczajqcq linii(. Wyjqe plytky ze zbiomika
i wysuszyc w temperaturze otoczenia.
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dla roztworu w mieszaninie benzenu i acetonitrylu

5.6.2.3. Interpretacja chromatogramu.
Zbadac chromatogram pod lampa UV, 0 kt6rej mowa w ust. 4.9, i sprawdzic, czy pojawily sie:
1) niebieska fluorescencja plamki aflatoksyny B1 pochodzaca z roztworu wzorcowego nalozonego w punkcie C (migracja
w kierunku I);
2) niebieska fluorescencja plamki nieprzereagowanej (z kwasem chlorowodorowym) aflatoksyny B, i intensywniejszej,
niebieskiej fluorescencji plamki aflatoksyny B] - hemiacetalu, pochodzacych z roztworu wzorcowego nalozonego w punkcie B
(migracja w kierunku II);
3) plamki por6wnywalne z tymi opisanymi w pkt 2, pochodzace z ekstraktu pr6bki nalozonego w punkcie A; polozenie tych
plamek zostalo okreslone najpicrw przez odleglosc migracji aflatoksyny B, z punktu A w kierunku I (takiej samej, jakq
przebyl wzorzec nalozony w punkcie C), a nastepnie przez odleglosc migracji z tego punktu w kierunku II aflatoksyny B 1 ­

hemiacctalu (takiej samcj, jaka przebyl wzorzec nalozony w punkcie B); intensywnosci fluorescencji plamek hemiacetalu
pochodzacych z ekstraktu i wzorca nalozonego w punkcie B powinny pasowac do siebie.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
6.1. Na podstawie pomiar6w wizualnych.
Zawartosc w ug/kg aflatoksyny B1 w pr6bce (ppb) obliczyc wed lug nastepujacego wzoru:

SxYxV

WxX
gdzie:
Y i X stanowia odpowiednio objetosci w ul roztworu wzorcowego aflatoksyny B], 0 kt6rym mowa w ust. 3.16, i ekstraktu
o podobnej intensywnosci fluorescencji,
S - stezenie w ug/ml aflatoksyny B b w roztworze wzorcowym, 0 kt6rym mowa w ust. 3.16,
V - koricowa objetosc w ul ekstraktu, uwzgledniajaca konieczne rozciericzenia,
W - masa w g pr6bki, odpowiadajaca objetosci ekstraktu poddanego oczyszczeniu na kolumnie.
6.2. Na podstawie pomiar6w fluorodensytometrycznych.
Zawartosc w ug/kg aflatoksyny B1 w pr6bce obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:

Sx V

WxY
gdzie:
Y .- objetosc w ul ekstraktu naniesionego na plytke (10 lub 20 ul),
S - ilosc w ng aflatoksyny B1 w ekstrakcie naniesionym na plytke (proporcjonalna do pobranej objetosci V), obliczona na
podstawie pomiar6w,
V _. koricowa objetosc w ul ekstraktu, uwzgledniajaca konieczne rozciericzenia,
W - masa w g pr6bki, odpowiadajaca objetosci ekstraktu poddanego oczyszczeniu na kolumnie.
7. PRZYGOTOWANIE I SPRAWDZANIE ROZTWORU WZORCOWEGO, 0 KTORYM MOWA W UST. 3.16
7.1. Oznaczanie stezenia aflatoksyny B I'

Przygotowac roztw6r wzorcowy aflatoksyny B1 w chloroformie, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2, lub w mieszaninie benzenu
i acetonitrylu, 0 kt6rej mowa w ust. 3.6,0 stezeniu od 8 do 10 ug/ml, Okreslic spektrum absorbcji w zakresie od 330 do
370 nm przy uzyciu spektrofotometru, 0 kt6rym mowa w ust. 4.11.
Zmierzyc gestosc optyczna (A) przy 363 nm w przypadku roztworu chlorofonnu lub przy 348 nm w przypadku roztworu
w mieszaninie bcnzenu i acetonitrylu.
Stezenie w ug/ml aflatoksyny B1 roztworu obliczyc wedlug nastepujacych wzor6w:

312 x A x 1000
dla roztworu chlorofonnu

20600

312 x A x 1000

19800
Odpowiednio rozciericzyc, chroniac przed swiatlem dziennym, w celu otrzymania roboczego roztworu wzorcowego
o stezeniu aflatoksyny B1 okolo 0,1 ug/ml. Roztw6r przechowywany w lod6wce w temperaturze 4 °C zachowuje trwalosc
przez 2 tygodnie.
7.2. Badanie czystosci chromatograficznej.
Naniesc na plytke, 0 kt6rej mowa w ust. 4.8, 5 ul roztworu wzorcowego zawierajacego aflatoksyne B], 0 kt6rym mowa
w ust. 7.1, w ilosci od 8 do 10 ug/ml, Rozwinac chromatogram w spos6b okreslony w ust. 5.4. W swietle UV chromatogram
powinicn wykazywac tylko jedna plarnke, a w strefie pierwotnego naniesienia roztworu wzorcowego nie powinny bye
widoczne slady fluorescencji.
8. SPRAWDZENIE METODY
8.1. Powtarzalnosc.
Roznica pomiedzy wynikami dw6ch r6wnoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej pr6bki nie powinna przekraczac:
I) 25 % najwyzszej wartosci dla zawartosci aflatoksyny B j od 10 do 20 ug/kg;
2) 5 ug wartosci bezwzglednej dla zawartosci aflatoksyny B1 powyzej 20 do 50 ug/kg;
3) 10 % najwyzszej wartosci dla zawartosci aflatoksyny B1 powyzej 50 ug/kg.
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9. ODTWARZALNOSC
Odtwarzalnosc wynikow metody bedaca zmiennoscia pomiedzy wynikami badania tej samej probki uzyskanymi przez 2 lub
wiecej laboratoriow powinna wynosic:
I) ± 50 % sredniej wartosci dla zawartosci aflatoksyny B1 od 10 do 20 ug/kg,
2) ± 10 ug/kg wartosci bezwzglednej dla zawartosci aflatoksyny B1 powyzej 20 do 50 ug/kg,
3) ± 20 % sredniej wartosci dla zawartosci aflatoksyny B[ powyzej 50 ug/kg,
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8.2. OZNACZANIE AFLATOKSYNY B) METODJ\ WYSOKOSPRAWNEJ
CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci aflatoksyny B I w paszach, Iacznie z paszami zawierajacymi pulpe cytrusowa. Dolna
granica oznaczalnosci metody wynosi 0,001 mgikg (I ppb).
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Probka jest ekstrahowana chloroformem. Ekstrakt jest filtrowany, a jego podzielna czt<sc jest oczyszczana na Florisilu i C 18•

Koricowy rozdzial i oznaczenie jest prowadzone przy zastosowaniu wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) przy
zastosowaniu odwroconej fazy kolumnowej C18, po ktorej nastepuje derywatyzacja pokolumnowa przy uzyciu jodu wody
jodowej i detekcja fluorescencyjna.
Mikotoksyny sq niezwykle toksycznymi substancjami. Czynnosci z ich uiyciem powinny bye wykonywane pod digestorium.
Szczegolne srodki ostroinosci powinny bye podjete przy czynnosciach z toksynami w suchej postaci, ze wzgledu na ich
wlasciwosci elektrostatyczne powodujqce rozprzestrzenianie sif ich w srodowisku pracy.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Chloroform stabilizowany wagowo od 0,5 do 1,0 % alkoholem etylowym. Uwzglednienic ust. 10.2.
3.2. Metanol do HPLC, do przygotowania roztworu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.6.
3.3. Aceton.
3.4. Acetonitryl do HPLC.
3.5. Rozpuszczalniki eluujace: przygotowac na dzieri przed uzyciem lub usunac powietrze z rozpuszczalnikow, stosujac
ultradzwieki.
3.5.1. Mieszanina acetonu, 0 ktorym mowa w ust. 3.3, i wody, 98 + 2 (V + V).
3.5.2. Mieszanina wody i metanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, 80 + 20 (V + V).
3.5.3. Mieszanina wody i acetonu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.3, 85 + 15 (V + V).
3.6. Faza ruchoma do HPLC.
Mieszanina, w stosunku 130 + 70 + 40 (V + V + V): wody, metanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, i acetonitrylu, 0 ktorym
mowa w ust. 3.4.
Skiadlazy ruchomej rozpuszczalnika moie wymagac dostosowania, zaleinie od charakterystyki uiytej kolumny HPLC.
3.7. Nasycony roztwor jodu:
Dodac 2 g jodu do 400 ml wody. Mieszac co najmniej przez 90 minut i filtrowac przez filtr membranowy, 0 ktorym mowa
w ust. 4.15. W celu przeciwdzialania fotodegradacji chronic nasycony roztwor przed swiatlem,
3.8. Kwas przemyty Celitem 545 lub podobny.
3.9. Wypelnienie Florisil (Waters SEP-PAK) lub podobne.
3.10. Wypelnienie CI8 (Waters SEP-PAK) lub podobne.
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3.11. Obojetny gaz; proponuje sie zastosowac azot.
3.12. Roztwor wzorcowy aflatoksyny B. w chloroformie, stezenie 10 ug/ml,
Sprawdzic stezenie roztworu w nastepujacy sposob: oznaczyc spektrum absorpcji roztworu pomiedzy 330 i 370 nm przy
uzyciu spektrofotometru, 0 ktorym mowa w ust. 4.23, zmierzyc absorbancje (A) w maksimum przy 363 nm. Stezenie
aflatoksyny B, w ug/ml roztworu obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:

312 x A x 1000
---- = 13,991 x A

22300
3.12.1. Wzorcowy roztwor podstawowy aflatoksyny B, w chloroformie.
Przeniesc ilosciowo 2,5 ml roztworu wzorcowego aflatoksyny Bj, 0 ktorym mowa w ust. 3.12, do kolby miarowej
o pojemnosci 50 ml i uzupelnic do pelnej objetosci tej kolby chloroformem, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.1. Przechowywac ten
roztwor w chlodnym miejscu w temperaturze 4 °C w ciemnosci, szczelnie zamkniety i owiniety w folie.
3.13. Aflatoksyna B j , roztwory kalibracyjne do HPLC.
Do przygotowania tyeh roztworow stosowac naczynia szklane myte kwasem, przy uwzglednieniu ust. 4.
3.13.1. Roztwor kalibracyjny 4 ng/ml.
Kolbe miarowa zawierajaca wzorcowy roztwor podstawowy, 0 ktorym mowa w ust. 3.12.1, owinieta w aluminiowa folie
pozostawic przez kilka godzin do osiagniecia temperatury pokojowej. Przeniesc 400 ul roztworu wzorcowego podstawowego
zawierajacego 200 ng aflatoksyny B, do kolby miarowej 0 pojemnosci 50 ml i odparowac roztwor do sucha w strumieniu
obojetnego gazu, 0 ktorym mowa w ust. 3.11. Rozpuscic pozostalosc w okolo 20 ml mieszaniny wody i acetonu, 0 ktorej
mowa w ust. 3.5.3, uzupelnic do pelnej objetosci kolby mieszanina wody i acetonu, dobrze zmieszac,
3.13.2. Roztwor kalibracyjny 3 ng/ml.
Przeniesc ilosciowo 7,5 ml roztworu kalibracyjnego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.13.1, do kolby miarowej 0 pojernnosci 10 ml,
uzupelnic do pelnej objetosci kolby mieszanina wody i acetonu, 0 ktorej mowa w ust. 3.5.3, i dobrze zmieszac,
3.13.3. Roztwor kalibracyjny 2 ng/ml.
Przeniesc ilosciowo 25 ml roztworu kalibracyjnego, 0 ktorym mowa w ust. 3.13.1, do kolby miarowej 0 pojemnosci 50 ml,
uzupelnic do pelnej objetosci kolby mieszanina wody i acetonu, 0 ktorej mowa w ust. 3.5.3, i dobrze zmieszac.
Ten roztwor jest takze wzorcem odniesienia, stosowanym do wielokrotnych wstrzykniec podczas HPLC, 0 ktorej mowa
w ust. 5.5.
3.13.4. Roztwor kalibracyjny I ng/ml.
Przeniesc ilosciowo 2,5 ml roztworu kalibracyjnego, 0 ktorym mowa w ust. 3.13.1, do kolby miarowej 0 pojemnosci 10 ml,
uzupelnic do pelnej objetosci kolby mieszanina wody i acetonu, 0 kt6rej mowa w ust. 3.5.3, i dobrze zmieszac.
3.14. Ampulki zawierajace mieszanine aflatoksyn B j , Bz, G, i Gz 0 stezeniach odpowiednio 1,0, 0,5, 1,0 i 0,5 ug/ml,
w ml chloroformu.
3.14.1. Roztwor testowy do chromatografii.
Przeniesc zawartosc ampulki, 0 ktorej mowa w ust. 3.14, do probowki zamykanej szklanym korkiem lub do naczynka
z nakrerka, Nastepnie przeniesc 40 !-ll tego roztworu do prob6wki, 0 kt6rej mowa w ust. 4.22, oplukanej kwasem, 0 kt6rym
mowa w ust. 3.8. Odparowac chloroform w strumieniu obojetnego gazu, 0 ktorym mowa w ust. 3.11, i powtornie rozpuscic
w 10 ml mieszaniny wody i acetonu, 0 ktorej mowa w ust. 3.5.3.
3.15. Odczynniki do testu potwierdzajacego, 0 ktorym mowa w ust. 6.
3.15.1. Chlorek sodu, roztwor nasycony.
3.15.2. Siarczan sodu bezwodny, granulowany.
4. APARATURA I SPRZF;T
Stosowanie naczyti szklanych, ktore nie byly myte kwasem, do sporzqdzania wodnych roztworow aflatoksyn moie bye
przyczynq zaniionych wynikow. Szczegolnq uwagf zwrocie na nowy sprze: szklany oraz sprzet u~wany, taki jak naczynka
do automatycznego podajnika probek, pipety Pasteura. Sprzft laboratoryjny, ktOry ma kontakt z wodnymi roztworami
aflatoksyn, powinien bye moczony w rozcienczonym kwasie (proponuje sie zastosowac kwas siarkowy 0 steieniu 2 mol/l)
przez kilka godzin, nastepnie dokladnie plukany wodq destylowanq w eelu usuniecia pozostaiosci kwasu (proponuje sif
plukae trzy razy, a nastepnie sprawdzic pH papierkiem), W praktyee, stosowanie tyeh zalecen jest niezbedne w przypadku
uiywania kolb okrqglodennych, 0 ktOrych mowa w ust: 4.4, kolb miarowych, cylindrow miarowych, naczynek lub
probowek stosowanych do roztworow kalibracyjnych i koncowych ekstraktow, zwlaszcza naczynek do automatycznego
podajnika probek i pipet Pasteura, jeieli sq uiywane do przenoszenia roztworow kalibracyjnyeh lub ekstraktow.
4. I. Rozdrabniacz.
4.2. Sito 0 oczkach 0 srednicy I mm, zgodnie z ISO R 565.
4.3. Wstrzasarka mechaniczna.
4.4. Rotacyjna wyparka prozniowa wyposazona w kolbe okraglodenna 0 pojemnosci od 150 do 250 ml.
4.5. Wysokosprawny chromatograf cieczowy, dozownik z petla umozliwiajaca zadozowanie 250 ml, zgodnie z instrukcja
uzytkowania dotyczaca czesciowego lub calkowitego napelniania petli.
4.6. Analityczna kolumna do HPLC: wypelnienie C j 8, 3 urn lub 5 urn.
4.7. Bezpulsacyjna pompa dostarczajaca odczynnikjodowy do derywatyzacji pokolumnowej.
4.8. Zawor Valco 0 zerowej objetosci martwej w ksztaicie litery T, ze stali nierdzewnej (1/16"· 0,75 mm).
4.9. Spirala reakcyjna teflonowa lub ze stali nierdzewnej 0 wymiarach: 3000 x 0,5 mm do 5000 x 0,5 mm, odpowiednich do
polaczenia z kolumnami HPLC 5 urn lub 3 urn,

4.10. Laznia wodna z termostatem umozliwiajacym utrzymanie temperatury 60 °C ± 0, I "C.
4. I I. Detektor fluorescencyjny 0 czulosci - wzbudzenie: 365 nm, emisja: 435 nm, a w przypadku aparatow wyposazonych
w filtry - emisja dlugosci fali jest powyzej 400 nm. Mozliwy poziom oznaczalnosci powinien wynosic co najmniej 0,05 ng
aflatoksyny B j • Wskazana jest mozliwosc uzyskania cisnienia zwrotnego, zwlaszcza przy uZyciu restryktora, spirali
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teflonowej lub ze stali nierdzewnej podlaczonej u wylotu detektora w celu usuniecia pecherzykow powietrza z naczynka
przeplywowego,
4.12. Rejestrator.
4.13. Integrator elektroniczny (opcjonalnie).
4.14. Karbowany filtr bibulowy 0 srednicy porow 24 em, Macherey-Nagel617 1/4 1ub 0 podobnych parametrach.
4.15. Filtr membranowy 0 srednicy porow 0,45 urn, Mi1ipore HAWP04700 lub 0 podobnych parametrach.
4.16. Kolba stozkowa ze szk1anym korkiem 0 pojemnosci 500 ml.
4.17. Kolumna szk1ana 0 srednicy wewnetrznej okolo 1 em, 0 dlugosci okolo 30 cm, wyposazona w koricowke Luera.
4.18. Kurek zamykajacy Luera odpomy na chloroform; proponuje sie zastosowac Bio-rad 7328017, Analytichem A16078,
J.T.Baker 45141ub 0 podobnych parametrach.
4.19. Strzykawka odpoma na dzialanie substancji chemicznych, wyposazona w 10 ml nasadke Luera.
4.20. Strzykawka do HPLC, odpowiednia do zadozowania 250 !AI, przy uwzglednieniu ust. 4.5.
4.21. Mikrostrzykawka 100 !AI do przygotowania rozrworow kalibracyjnych, ktora powinna bye sprawdzona przed uzyciem
w ce1u ustalenia, czy jej dokladnosc miesci sie w przedziale 2 %.
4.22. Kalibrowane probowki z korkiem szklanym 0 pojemnosci 10 ml.
4.23. Spektrofotometr umozliwiajacy pomiary absorbancji w zakresie widma UV.
4.24. Wyposazenie do przeprowadzenia testu sprawdzajacego, 0 ktorym mowa w ust. 6.
4.24.1. Rozdzielacz 0 pojemnosci 100 ml, wyposazony w teflonowy kurek, umyty kwasem.
4.24.2. Blok grzewczy zapewniajacy temperature: od 40 do 50°C.
5. SPOS6B POST~POWANIA
5.1. Przygotowanie probki,
Rozdrobnic probke tak, aby przechodzila przez sito, 0 ktorym mowa w ust. 4.2.
5.2. Badana czesc pr6bki.
Odwazyc 50 g przygotowanej probki do kolby stozkowej, 0 ktorej mowa w ust. 4.16.
5.3. Ekstrakcja.
Do odwazki, 0 ktorej mowa w ust. 5.2, dodac 25 g Celitu, 0 ktorym mowa w ust. 3.8, 250 ml chloroformu, 0 ktoryrn mowa
w ust. 3.1, i 25 ml wody. Zamknac kolbe i wstrzasac przez 30 minut na wstrzasarce mechanicznej, 0 ktorej mowa w ust. 4.3.
Filtrowac przez filtr, 0 ktorym mowa w ust. 4.14. Zebrac 50 ml filtratu. Jezeli konieczne, pobrac podzielna czesc filtratu
i rozciericzyc do 50 ml chloroformem, tak aby stezenie aflatoksyny B 1 nie bylo wyzsze niz 4 ng/ml.
5.4. Oczyszczanic powinno bye prowadzone bez istotnych przerw.
W czasie wykonywania analizy chronic pomieszczenia laboratoryjneprzed dostepem swiatta dzlennego. Moina to uzyskac
poprzez zaloienie na okna foli: pochlaniajqcej promieniowanie UV z rownaczesnym ograniczeniem dostepu swiatla
slonecznego oraz poprzez zaioienie zaslon lub ialu7ji w polqczeniu ze sztucznym swiatiem, dopuszcza sie stosowanie
swiatla jarzeniowego.
Roztwory zawierajqce aflatoksyne powinny bye chronione przed dostepem swiatia poprzez przechowywanie ich
w ciemnosci albo poprzez stosowanie aluminiowych folii:
5.4.1. Oczyszczanie Florisil SEP-PAK.
5.4.1.1. Przygotowanie zestawu wypelnionej kolumny.
Podlaczyc kurek zamykajacy, 0 ktorym mowa w ust. 4.18, do krotszej koricowki mikrokolumny z wype1nieniem Florisil,
o ktorym mowa w ust. 3.9 (rys. 6). Przemyc wypelnienie i usunac srodek pomocniczy, stosujac 10 ml chloroformu, 0 ktorym
mowa w ust. 3.1, i szybko przepuszczajac 8 ml przez kurek zamykajacy, przy uzyciu strzykawki, 0 ktorej mowa w ust. 4.19.
Podlaczyc dluzsza koricowke mikrokolumny z wypelnieniem do kolumny szklanej, 0 ktorej mowa w ust. 4.17, i przepuscic
pozostale 2 ml chloroformu przez wypelnienie do kolumny. Zamknac kurek zamykajacy. Od1llCZYc strzykawke.
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rysunek 6. Zestaw kolumnowy z rnikrokolumna
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5.4.1.2. Oczyszczanie.
Wprowadzic filtrat otrzymany w spos6b okreslony w ust. 5.3 do wypelnionej kolumny i osuszonej grawitacyjnie. Splukac
kolumne przy uzyciu 5 ml chloroformu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, i 20 ml metanolu, 0 ktorym mowa w ust. 3.2. Odrzucic
eluaty. W czasie tych czynnosci nie wolno dopuscic, aby wypelnienie mikrokolumny pozostawalo suche.
Wyrnyc aflatoksyne B, przy uzyciu 40 ml mieszaniny acetonu i wody, 0 ktorej mowa w ust. 3.5.1, i zebrac calosc eluatu do
kolby okraglodennej rotacyjnej wyparki, 0 kt6rej mowa w ust. 4.4. Zatezyc eluat na rotacyjnej wyparce, 0 ktorej mowa
w ust. 4.4, w temperaturze od 40 do 50°C, az do calkowitego oddestylowania acetonu. Po zastosowaniu tego procesu
w kolbie pozostaje okoio 0,5 ml cieczy. Badania wykazaiy, ie dalsze odparowywanie nie jest szkodliwe, a w 0,5 ml
pozostalosci nie wystepujq istotne ilosc: acetonu. Pozostalosci acetonu mogq powodowac straty aflatoksyny B} na
wypelnieniu CIS'

Dodac 1 ml metanolu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.2, poruszac kolba ruchem okreznym w celu rozpuszczenia aflatoksyny B, na
scianach kolby, dodac 4 ml wody i zrnieszac. Odlaczyc i odrzucic wypelnienie. Splukac woda kolumne szklana i przystapic
do etapu oczyszczania wypelnienia C,s'
5.4.2. Oczyszczanie SEP-PAK CIS'
5.4.2.1. Przygotowanie zestawu wypelnionej kolumny.
Podlaczyc kurek zamykaiacy, 0 kt6rym mowa w ust. 4.18, do krotszej koricowki mikrokolumny z wypelnieniem C18,

o ktoryrn mowa w ust. 3.10 (rys. 6). Sprawdzic wypelnienie i usunac srodek pomocniczy, stosujac 10 ml metanolu, 0 ktorym
mowa w ust. 3.2, szybko przepuszczajac przez kurek zamykajacy przy uzyciu strzykawki, 0 ktorej mowa w ust. 4.19.
Pecherzyki powietrza w wypelnieniu Sll widoczne jako jasne punkty na szarym tie. Pobrac 10 ml wody i przepuscic 8 ml
przez wypelnienie, nie dopuszczajac do wprowadzenia powietrza do wypelnienia przy przejsciu od metanolu do wody.
Podlaczyc dluzsza koricowke wypelnienia do kolumny szklanej, 0 ktorej mowa w ust, 4.17, i przepuscic pozostale 2 ml wody
przez wypelnienie w kolumnie. Zarnknac kurek zamykajacy. Odlaczyc strzykawke,
5.4.2.2. Oczyszczanie.
Przeniesc ilosciowo ekstrakt uzyskany w spos6b okreslony w ust. 5.4.1.2 do kolumny szklanej, 0 ktorej mowa w ust. 4.17,
splukujac kolbe dwukrotnie przy uzyciu 5 ml mieszaniny wody i metanolu, 0 ktorej mowa w Ust. 3.5.2, i osuszyc
grawitacyjnie. Podczas tych czynnosci zwrocic uwage, aby wypelnienie kolumny nie pozostawalo suche. Jezeli w poblizu
wypelnienia utworza sie pecherzyki powietrza, przerwac przeplyw i uderzyc w gorny koniec kolumny w celu usuniecia
powietrza, a nastepnie kontynuowac analize. Eluowac przy uzyciu 25 ml mieszaniny wody i metanolu. Odrzucic eluat.
Eluowac aflatoksync B I przy uzyciu 50 ml mieszaniny wody i acetonu, 0 ktorej mowa w ust. 3.5.3, i zebrac calosc eluatu do
kolby miarowej 0 pojemnosci 50 mJ. Uzupelnic woda do pelnej objetosci kolby i zmieszac, Uzyskany roztwor jest stosowany
do chromatografii, 0 ktorej mowa w ust. 5.5.
Filtracja koncowego ekstraktu przed chromatografiq HPLC zwykle nie jest konieczna. Jeieli jednak okaie sif to niezbedne,
nie stosowacfiltrow celulozowych ze wzglfdu na moiliwe straty aflatoksyny Br Moina stosowacfiltry teflonowe.
5.5. Wysokosprawna chromatografia cieczowa.
Sposob polaczenia zestawu jest podany na rys. 7. Pozwolic na ustabilizowanie sie warunkow pracy aparatu.

M
? 9 H I)

rysunek 7. Przeplywowy diagram systemu LC z derywatyzacja pokolumnowa
1. Faza ruchoma
2. Pompa
3. Zawor dozownika
4. Przedkolumna
5. Kolumna analityczna do HPLC
6. Nasycony roztwor jodu
7. Pompa odczynnikowa
8. Lacznik T
9. Termostatowana laznia
10. Spirala reakcyjna
II. Detektor fluorescencyjny
12. Restryktor
13.0dciek
14. Rejestrator lub integrator
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Szybkosci przeplywu lazy ruchomej i odczynnlka przedkolumnowego sq tylko wskainikowe. Parametry te powinny bye
ustalone w zaleinosci od charakterystyki kolumny HPLC.

Przy oznaczaniu aflatoksyny BI sygnal detektora zaleiy od temperatury, dlatego kompensacja powinna bye wykonana dla
dryfu (rys. 8). Dozujqc okreslone ilosci wzorca odniesienia aflatoksyny B1, 0 ktOrym mowa w ust. 3.13.3, w regularnych
odstepach, zwlaszcza co trzecie wstrzykntecie, wartoscipiku aj1atoksyny B1 pomifdzy tymi wzorcami odniesienia mogq bye
skorygowane poprzez usrednienie odpowiedzl, pod warunkiem ie roinice pomledzy kolejnymi odpowiedziami wzorcow
odniesienia sq bardzo male « 10 %). Dlatego dozowania powinny bye prowadzone bez przerw, Jeieli przerwa jest
nieunikniona, ostatnie dozowanie przed przerwq i pierwsze dozowanie po przerwie powinno bye uznawane jako wzorzec
odniesienia, 0 ktorym mowa w ust. 3.13.3. Z uwagi na prostoliniowosc krzywej kalibracyjnej i przechodzenle jej przez
punkt wyjsciowy, zawartosci aflatoksyny BI W ekstraktach probki sq okreslane bezposrednio przez odniesienie do
przyleglych wzorcow.

odpowiedz

srodek przylegajacych wzorc6w
odniesienia jednostki miary

--0 .

-------~,-------0______
I
I
J
I
I czas

I
I

ekstrakt (lub
kalibrant)

ekstrakt (lub
kalibrant)

ekstrakt (lub
kalibrant)

wzorzec
odniesienia

jednostki miary

wzorzec
odniesienia
jednostki

miary

rysunek 8. Kompensacja dryfu przy oznaczaniu aflatoksyny B, poprzez dozowanie wzorca odniesienia, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.13.3, w regulamych odstepach

5.5.1. Ustawianie pompy HPLC.
Ustawic pornpe HPLC, 0 kt6rej mowa w ust. 4.5, na przeplyw 0,5 lub 0,3 ml/min odpowiednio dla 5 urn lub 3 urn kolumny
HPLC,o kt6rej mowa w ust. 4.6, stosujac faze ruchoma, 0 ktorej mowa w ust. 3.6.
5.5.2. Ustawianie pompy pokolumnowej.
Ustawic pompe, 0 ktorej mowa w ust. 4.7, na przeplyw nasyconego, wodnego roztworujodu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.7, od
0,2 do 0,4 ml/min. Uwzglednic ogolna regule: przeplywy okolo 0,4 lub 0,2 ml/min sa zalecane w powiazaniu
z odpowiednimi przeplywami 0,5 i 0,3 ml/min fazy ruchomej, 0 kt6rej mowa w ust. 3.6.
5.5.3. Detektor fluorescencyjny.
Ustawic detektor fluorescencyjny, 0 kt6rym mowa w ust. 4.11, 0 czulosci ~ wzbudzenie: 365 nm, errusja: 435 nm,
a w aparatach wyposazonych w filtry powyzej 400 nm. Ustawic wzmocnienie detektora na takim poziomie, aby wychylenie
pisaka wynosilo 80 % skali dla 1 ng aflatoksyny B j •

5.5.4. Dozownik.
W przypadku wszystkich roztwor6w dozowac 250 ul ilosci, zgodnie z instrukcja obslugi dozownika.
5.5.5. Sprawdzenie chromatograficznego rozdzialu.
Zadozowac roztw6r testowy do chromatografii, 0 kt6rym mowa w ust. 3.14.1. Doliny powinny stanowic mniej niz 5 % sumy
wysokosci piku przyleglych pik6w.
5.5.6. Sprawdzanie stabilnosci ukladu.
Przed kazda seria analiz dozowac kolejno wzorzec odniesienia, 0 kt6rym mowa w ust. 3.13.3, az do uzyskania stalych
powierzchni piku, przy czym piki aflatoksyny B, nie moga sie roznic wiecej niz 6 %. Przeprowadzic niezwlocznie
sprawdzian liniowosci, 0 kt6rym mowa w ust. 5.5.7.
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5.5.7. Sprawdzenie liniowosci.
Dozowac roztwory kalibracyjne aflatoksyny 8}, 0 kt6rych mow a w ust. 3.13.1 - 3.13.4. Za kazdyrn trzccim razern dozowac
wzorzec odniesienia, 0 kt6rym mowa w ust. 3.13.3, w celu korekty dryfu w odpowicdzi, przy czym odpowiedzi piku dla
tego referencyjnego wzorca nie po winny si( roinit wiece] nii 0 10 % II' czasie 90 minut: Skorygowac dryf zgodnie
z wzorem opisanym w ust. 7. Wykres kalibracyjny powinien bye liniowy i przechodzic przcz punkt wyjsciowy w granicaeh
podw6jnego wzorcowego blcdu szacowania Y. Znalezione wartosci nie mega sic rMnie wiecej niz 0 3 % od wartosci
nominalnych. Jezcli tc warunki Sq spelnione, konrynuowac oznaczanie. Jezcli nie, okreslic i skorygowac zrodla rozbicznosci
przed dalszym oznaczaniem.
5.5.8. Oozowanie probek ekstrakt6w.
Dozowac oczyszczone pr6bki ckstrakt6w, 0 kt6rych mowa w ust. 5.4.2.2. Po zadozowaniu kazdych dwoch probek ckstraktu
powtarzac dozowanie wzorca odniesienia, 0 kt6rym mowa w ust. 3.13.3, w szczcgolnosci zgodnic z ponizsza sckwcncja:
wzorzec odniesienia, ekstrakt, ekstrakt, wzorzec odniesienia, ekstrakt, ckstrakt, wzorzec odniesienia.
6. TEST POTWIERDZAJJ\CY
6.1. Dalszy ctap postepowania z ekstraktem, 0 kt6rym mowa w ust. 5.4.2.2.
Dodac 5 ml roztworu chlorku sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.15.1. do koricowego ekstraktu otrzymanego w spos6b okreslony
w ust. 5.4.2.2. Ekstrahowac trzykrotnie, stosujac kazdorazowo po 2 ml chloroformu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, w czasie
minuty, w rozdzielaczu, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.24.1. Nanosic chloroformowe ekstrakty na okolo 1 g warstwc siarczanu
sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.15.2, i zbierac w prob6wce 0 pojernnosci 10m!. Do ekstrakcji zastosowac maly rozdziclaez
o srednicy 4 em, przy czym okolo I g siarczanu sodu nalozyc na zwitek waty.
Przemyc warstwc siarczanu sodu przy uzyciu kilku ml chlorofonnu i zcbrac popluczyny w tej samej probowce tcstowcj.
Odparowac chloroformowy ekstrakt do sucha z tej sarnej prob6wki przy uzyciu bJoku grzewczego. 0 kt6rym mowa
w ust. 4.24.2, i ponownic rozpuscic w ml chloroformu.
6.2. Przygotowanie cienkowarstwowej ehromatografii polaczoncj z derywatyzacja.
Postepowac w sposob okreslony w rozdziale 8 w czesci 8.1, w ust. 5.6.2.
7. OBLICZANIE WY:"IIKOW
Zawartosc aflatoksyny 8 1 w ug/kg w pr6bce obliczyc wed!ug nastepujaccgo wzoru:

m x Vext

VrnxMxVr/Vc

gdzie:
m - ilosc aflatoksyny 8} w ng odpowiadajaca zarejestrowanemu pikowi, obliczona w nastcpujacy sposob:

P (pr6bka)
m = ----------- x 2 r (st)

P (st.) t P (st}
P (pr6bka) powierzchnia piku aflatoksyny 8} dla probki,
P (st.) - powierzchnia piku atlatoksyny 8 1 odpowiadajaca poprzedniernu zadozowaniu wzorca odniesienia. 0 kt6rym mowa
wust. 3.13.3.
P (st.) - powierzchnia piku aflatoksyny 8 1 odpowiadajaca nastepncmu zadozowaniu wzorca odniesicnia, 0 kt6rym mowa
w ust, 3.13.3,
r (st) - ilosc w ng aflatoksyny 8} zadozowana na kolumne z wzorca odniesienia, 0 kt6rym rnowa w ust. 3.13.3,
Vrn objetosc w ml zadozowanego na kolumne ekstraktu pr6bki,
Vext - koricowa objetosc w rnl ekstraktu pr6bki, uwzglcdniajaca wszelkic rozciericzcnia w toku postepowania okresloncgo
w ust. 5.3,
M- masa w g probki,
V f - objetosc w rnl filtratu przenicsiona na wype!nienie Florisil, 0 ktoryrn mowa w ust. 5.4.1.2,
Ve - objetosc w ml chloroformu uzyta do ekstrakcji pr6bki.
Jezeli sposob posrepowania jcsr zgodny z podanyrn, wzor upraszcza sitt do postaci:
zawartosc aflatoksyny 8 I w ug/kg = 20 x m
7.1. Obliczanie wynik6w rnozna prowadzic na podstawie pomiaru wysokosci piku.
8. POWTARZALNOSC
Powtarzalnosc z uwzgl9dnieniem ust. 10.\.
9.0DTWARZAL:"IOS(:
Odtwarzalnosc z uwzglednieniem ust. 10.\.
10. OBJAS:"IIENIA
10.1. Precyzja.
Miedzynarodowc badania miedzylaboratoryjnc'" byly prowadzone na micszankaeh paszowych. Pozwolily one uzyskac dane
o powtarzalnosci i odtwarzalnosci. ktore zamieszczono w tabeli 28. Termin powtarzalnosci (r) jest tutaj stosowany jako
najwiekszy przedzial, w ktorym dwa wyniki oznaczcri aflatoksyny 8 1 wykonane w tej samej probce, w powtarzalnych
warunkach w tym samyrn laboratorium, nie roznia sic z prawdopodobieristwern 95 %. Tcrmin odtwarzalnosci (R) jest
definiowany podobnie w przypadku por6wnania dw6ch roznych laboratoriow. Zgodnie z norma ISO 3534 - 1977. 2J5~)

i decyzja Rady 89/610/EEC (Oz. Urz. WE L 351 z 2.12.1989, str. 39) wartosci r i R podano rowniez w tabeli n
w kategoriach wsp6lczynnik6w zmicnnosci,

8) Egmond, H.P. van. Heisterkarnp, S.II. and Pautsch, W.E. (1991). Food Additives and Contaminants 8. str. 17--29.
9) [SO 35341977.
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Tabela 28. Wyniki badari miedzylaboratoryjnych przeprowadzonych w 15 laboratoriach
Powtarzalnosc (r) i odtwarzalnosc (R) wvrazone iako nronorcie i odoowiednie wsnolczvnniki zmiennosci

Poziom r R CV.n CV D

Jlg/kg % %
8 i 14 14 17 II 18

o cv - wspolczynnik zmiennosci
10.2. Stabilizacja chloroformu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.1.
Charakterystyki absorpcji na Florisilu moga sie zmienic przy stosowaniu stabilizatorow innych niz etano!. Jezeli zalecany
chloroform jest niedostepny, sprawdzic wynik analizy w spos6b okreslony w ust. 10.3.
10.3. Dokladnosc.
Poprawnosc wykonania oznaczenia przy uzyciu niniejszej metody moze bye sprawdzona poprzez wykonywanie
wiclokrotnych pomiar6w certyfikowanego materialu odniesienia. Jezeli taki material nie jest dostepny, metodyka oznaczania
powinna bye zweryfikowana poprzez badanie fortyfikowanej slepej pr6bki paszy. Odchylenie sredniej od wartosci
rzeczywistej, wyrazonej w procentach tej wartosci, powinno zawierac sie w przedziale od -20 do +10 % w stosunku do
rzeczywistej wartosci.

8.3. OZNACZANIE KWASU CYJANOWODOROWEGO

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci kwasu cyjanowodorowego, wystepujacego w postaci wolnej, jak rowniez
w polaczeniu z glukozydami, w paszach, a w szczegolnosci w produktach pochodzacych z nasion Inu, maki manioku
i nickt6rych gatunk6w fasoli.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Po utworzeniu zawiesiny pr6bki w wodzie pod wplywem enzymow uwalnia sie kwas cyjanowodorowy, kt6ry zbierany jest
przez pare destylacyjna, a nastepnie umieszczany w odpowiedniej objetosci zakwaszonego roztworu azotanu srebra.
Powstaly cyjanek srebra oddziela sie na filtrze, a nadmiar azotanu srebra miareczkuje sie roztworem tiocyjanianu amonu.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Zawiesina ze slodkich migdalow. Rozdrobnic 20 wyluskanych slodkich migdal6w i wrzucic do 100 ml wody
o temperaturze od 37 do 40°C. Sprawdzic, czy w zawiesinie nie rna kwasu cyjanowodorowego w ten sposob, ze 10 ml
zawiesiny naniesc na sodowy papierek pikrynowy lub wykonujac slepa probe w spos6b okreslony w ust. 5.
3.2. Roztw6r octanu sodu, 10 % (rn/V), obojetny wobec fenoloftaleiny.
3.3. Emulsja przeciwpieniaca; proponuje sie zastosowac silikon.
3.4. Kwas azotowy, d = 1,4.
3.5. Roztw6r azotanu srebra 0 stezeniu 0,02 N.
3.6. Roztwor tiocyjanianu amonu 0 stezeniu 0,02 N.
3.7. Nasycony roztwor siarczanu zelaza i amonu.
3.8. Amoniak, d = 0,958.
4. APARATURA I SPRZF,:T
4.1. Suszarka z termostatem ustawionym na 38°C.
4.2. Aparatura do destylacji z para wodna, ze skraplaczem.
4.3. Kolby plaskodenne ze szklanymi korkami, 0 pojemnosci llitra.
4.4. Laznia olejowa.
4.5. Biureta z podzialka w zakresie 1120m!.
5. SPOSOB POSTF,:POWANIA
Odwazyc 20 g pr6bki, z dokladnoscia do 5 mg, umiescic w kolbie plaskodennej 0 pojemnosci I litra, dodac kolejno
50 rnl wody i 10 ml zawiesiny ze slodkich migdal6w, 0 kt6rej mowa w ust. 3.1. Zamknac kolbe i umiescic na 16 godzin
w suszarce w temperaturze 38°C. Nastepnie ochlodzic do temperatury pokojowej i dodac 80 ml wody, 10 ml roztworu
octanu sodu, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, i krople emulsji przeciwpieniacej, 0 kt6rej mowa w ust. 3.3.
Pclaczyc kolbe z aparatura do destylacji z para wodna i umiescic w lazni olejowej, ktora uprzednio rozgrzewa sie do
temperatury nieco powyzej 100°C. Oddestylowac od 200 do 300 ml cieczy z para wodna i lagodnie ogrzewac kolbe.
Destylat zebrac w kolbie Erlenmeyera oslonietej od swiatla i zawierajacej 50 ml roztworu azotanu srebra, 0 ktoryrn mowa
w ust. 3.5, i I ml kwasu azotowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4. Upewnic sie, ze koniec chlodnicy jest zanurzony w roztworze
azotanu srebra.
Zawartosc kolby Erlenmeyera przeniesc do kolby miarowej 0 pojernnosci 500 ml i uzupelnic woda do pelnej objetosci kolby,
wyrnieszac i przefiltrowac, Odrzucic 250 ml filtratu i dodac okolo 1 ml roztworu siarczanu zelaza i amonu, 0 kt6rym mowa
w ust. 3.7, a nadmiar azotanu srebra miareczkowac roztworem tiocyjanianu amonu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.6, z biurety
z podzialka w zakresie 1120m!'
Slepa probe przeprowadza sie w ten sam spos6b, uzywajac 10 ml zawiesiny ze slodkich rnigdalow, 0 kt6rej mowa w ust. 3. I,
pomijajac analizowana probke,
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Jezeli slepa proba wykaze, ze roztwor azotanu srebra zostal zuzyty, odjac jego objetosc od objetosci zuzytej przez destylat
z probki, I ml AgN03 0,02 N odpowiada 0,54 mg HCN. Wynik wyrazic w procentach wagowych.
7.0BJASNIENIA
Jezeli probka zawiera znaczne ilosci siarczk6w, a w szczegolnosci w przypadku fasoli, wytraca sic czarny osad siarczku
srebra, kt6ry zostaje na filtrze wraz z osadem cyjanku srebra. Tworzenie sie siarczku srebra powoduje straty roztworu
azotanu srebra 0,02 N i wartosc te nalezy odjac od objetosci uzytej do obliczania zawartosci HCN. Czynnosc te wykonac
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w spos6b opisany ponizej. Pozostaly na filtrze osad potraktowac 50 ml amoniaku, 0 kt6rym mowa w ust. 3.8, w celu
rozpuszczenia cyjanku srebra. Pozostalosc przemyc rozciericzonym amoniakiem i nastepnie oznaczyc w niej zawartosc
srebra. Przeliczyc otrzymana wartosc na ilosc ml roztworu azotanu srebra 0,02 N.
Zawartosc HCN w pr6bce mozna tez oznaczyc, miareczkujac zakwaszony amoniakalny filtrat kwasem azotowym.

8.4. SZACOWANIE AKTYWNOSCI UREAZY W PRODUKTACH SOJOWYCH

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania aktywnosci ureazy w produktach sojowych oraz do wykazania, czy te produkty byly poddawane
obr6bce cieplnej przez wystarczajaco dlugi okres.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Aktywnosc ureazy jest okreslana na podstawie oznaczenia ilosci uwolnionego azotu amonu z roztworu mocznika,
w przeliczeniu na I g produktu na minute, w temperaturze 30°C.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Kwas chlorowodorowy 0,1 N.
3.2. Roztw6r wodorotlenku sodu 0, I N.
3.3. Obciazajacy roztw6r fosforanowy 0,05 M, zawierajacy w I 14,45 g dwuhydratu wodorofosforanu dwusodu (Na

2HP04
. 2HP)

i 3,40 g dwuwodorofosforanu potasu (KHlO/
3.4. Obciazajacy roztw6r mocznika, swiezo przygotowany, zawierajacy 30,0 g mocznika w I I obciazajacego roztworu
fosforanowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3, przy pH od 6,9 do 7,0.
4. APARATURA I SPRZ~T
4.1. Aparatura do miareczkowania potencjometrycznego lub pehametr 0 wysokiej czulosci (0,02 pH), z mieszadlem
magnetycznym.
4.2. Laznia wodna z termostatem umozliwiajacym utrzymanie temperatury 30°C.
4.3. Prob6wki ze szlifowanymi korkami 0 wymiarach ISO x 18 mm.
5. SPOSOB POST~POWANIA
Rozdrobnic okolo 109 pr6bki tak, aby przesiewala sie przez oczka sita 0 srednicy 0,2 mm. Mozna w tym celu uzyc mlynka
do kawy. Odwazyc 0,2 g rozdrobnionej pr6bki, z dokladnoscia do I mg, i umiescic w prob6wce ze szlifowanym korkiem,
nastepnie dodac 10 ml obciazajacego roztworu mocznika, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4. Natychmiast zamknac korkiem
i wstrzasnac energicznie. Probowke umiescic w lazni wodnej nastawionej na 30°C i utrzymywac w niej przez 30 minut.
Natychmiast dodac 10 ml kwasu chlorowodorowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, szybko schlodzic do temperatury 20°C
i przeniesc ilosciowo zawartosc prob6wki do naczynia do miareczkowania, przemywajac dwukrotnie woda w ilosci po 5 m\.
Stosujac elektrode szklana, 0 kt6rej mowa w ust. 4.1, natychmiast miareczkowac elektrometrycznie roztworem wodorotlenku
sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2, do uzyskania pH 4,7.
Przeprowadzic test slepej pr6by w nastepujacy spos6b: szybko umiescic 0,2 g pr6bki, odwazonej z dokladnoscia do I mg,
w prob6wce ze szlifowanym korkiem, dodac 10 ml kwasu chlorowodorowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, a nastepnie
10 ml obciazajacego roztworu moczuika, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4. Szybko schlodzic probowke w lazni lodowej
i pozostawic na 30 minut. Przeniesc zawartosc prob6wki do naczynia do miareczkowania, uzywajac roztworu wodorotlenku
sodu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2, do uzyskania pH 4,7.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Aktywnosc ureazy obliczyc wedlug nastepujacego wzoru:
mgN 1,4 (b - a)

w temperaturze 30°C = ----
g x min 30 x E

gdzie:
a - objetosc w ml roztworu 0,1 N wodorotlenku sodu zuzytego w pr6bce,
b - objetosc w ml roztworu 0, I N wodorotlenku sodu zuzytego w slepej pr6bie,
E - masa w g pr6bki.
7. OBJASNfENIA
7.1. Metoda jest odpowiednia do oznaczania aktywnosci ureazy do I mg N/g/min w temperaturze 30°C. W przypadku
produkt6w 0 wiekszej aktywnosci ureazy zmniejszyc mase pr6bki do 50 mg.
7.2. Produkty zawierajace wiecej niz 10 % tluszczu surowego powinny bye najpierw odtluszczone na zimno.

8.5. OZNACZANIE GOSSYPOLU

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci wolnego gossypolu, calkowitego gossypolu i chemicznie zwiazanych substancji
w nasionach bawelny, w makuchach, w maczce z nasion bawelny i w mieszankach paszowych zawierajacych te substancje
w ilosci ponad 20 ppm.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Gossypol ekstrahuje sie w obecnosci 3-aminopropan-I-olu lub mieszaniny propan-Z-olu i heksanu w przypadku oznaczania
wolnego gossypolu lub dwumetyloformamidem w przypadku oznaczenia calkowitego gossypolu. Gossypol reagujac
z anilina, tworzy gossypol-dianiline, kt6rej gestosc optyczna mierzona jest przy 440 nm.
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3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Mieszanina l-propan-2-ol-heksanu:
Zmieszac 60 czesci objetosciowych propan-2-olu z 40 czesciami objetosciowymi n-heksanu.
3.2. Rozpuszczalnik A:
Umiescic w kolbie 0 pojemnosci I litra okolo 500 ml mieszaniny propan-2-ol-heksanu, 0 ktorej mowa w ust. 3.1, 2 ml
3-aminopropan-I-olu, 8 ml lodowatego kwasu octowego i 50 ml wody. Uzupelnic do pelnej objetosci kolby mieszanina
propan-2-o1-heksanu, 0 ktorej mowa w ust. 3.1. Odczynnik jest stabilny przez tydzieri,
3.3. Rozpuszczalnik B:
Odpipetowac 2 ml 3-aminopropan-l-olu i 10 ml lodowatego kwasu octowego do kolby miarowej 0 pojemnosci 100 m!.
Schlodzic do temperatury pokojowej i uzupelnic do pelnej objetosci kolby N,N-dwumetyloformamidem. Odczynnik jest
stabilny przez tydzieri,
3.4. Anilina:
Jezeli gestosc optyczna slepej proby przekracza 0,022, przedestylowac aniline nad proszkiem cynku, odrzucajac pierwsze
i ostatnie lO % frakcji destylatu. Schlodzic i przechowywac w brazowej butelce zamknietej korkiem. Odczynnik mozna
przechowywac przez kilka miesiecy.
3.5. Roztwor A wzorcowego gossypolu:
27,9 mg octanu gossypolu umiescic w kolbie miarowej 0 pojemnosci 250 m!. Rozpuscic i uzupelnic zawartosc kolby do
pelnej objetosci kolby rozpuszczalnikiem A, 0 ktorym mowa w ust. 3.2. Odpipetowac 50 ml tego roztworu do kolby
miarowej 0 pojemnosci 250 ml i uzupelnic rozpuszczalnikiem A do pelnej objetosci kolby. Stezenie gossypolu w tym
roztworze wynosi 0,02 mg/m!. Przed uzyciem pozostawic na godzine w temperaturze pokojowej.
3.6. Roztwor B wzorcowego gossypolu:
27,9 mg octanu gossypolu umiescic w kolbie miarowej 0 pojemnosci 50 m!. Rozpuscic i uzupelnic do pelnej objetosci kolby
rozpuszczalnikiem B, 0 ktorym mowa w ust. 3.3. Stezenie gossypolu w tym roztworze wynosi 0,5 mg/m!.
Wzorcowe roztwory gossypolu A i B nadaja sie do uzycia przez 24 godziny, jezeli sa chronione przed swiatlem,
4. AP ARATURA I SPRZF;T
4.1. Mikser lub tumbler: okolo 35 obr/min.
4.2. Spektrofotometr.
5. SPOSOB POSTF;POWANIA
5.1. Analiza probki.
Masa probki pobrana do analizy zalezy od przewidywanej zawartosci gossypolu w probce, Zalecana jest praca na malych
ilosciach proby i stosunkowo duzej ilosci filtratu po to, aby otrzyrnac wystarczajaca ilosc gossypolu do precyzyjnego
oznaczenia fotometrycznego. W przypadku oznaczania wolnego gossypolu w nasionach bawelny, w makuchach i maczce
z nasion bawelny masa probki do analizy nie powinna przekraczac I g. W przypadku mieszanek paszowych moze wynosic
do 5 g. W wiekszosci przypadkow wystarczajace jest 10 ml podzielnej czesci filtratu. Powinien on zawierac od 50 do 100 ug
gossypolu. Jezeli oznaczamy calkowity gossypol, ilosc badanej probki powinna wynosic od 0,5 do 5 g, wowczas 2 ml
podzielnej czesci filtratu bedzie zawierac od 40 do 200 ug gossypolu. Analize przeprowadzac w temperaturze pokojowej, za
ktora uwaza sie temperature okolo 20°C.
5.2. Oznaczanie wolnego gossypolu.
Umiescic probke w kolbie ze szlifowana szyjka 0 pojemnosci 250 m!. Dno kolby pokryc pokruszonym szklem. Przy uzyciu
pipety dodac 50 ml rozpuszczalnika A, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.2, zamknac kolbe korkiem i mieszac przez godzine
w mikserze. Filtrowac przez suchy filtr, a filtrat zebrac do malej kolby ze szlifowana szyjka, Podczas filtracji przykryc lejek
szkielkiem zegarkowym. Odmierzyc pipeta dwie identyczne podzielne czesci filtratu zawierajace od 50 do 100 ug gossypolu
i umiescic w dwoch kolbach miarowych 0 pojemnosci 25 ml (A i B). Jezeli to konieczne, uzupelnic zawartosc kolby do
10 ml rozpuszczalnikiem A, 0 ktorym mowa w ust. 3.2. Nastepnie uzupelnic zawartosc kolby (A) do pelnej objetosci kolby
mieszanina propan-2-ol-heksanu, 0 ktorej mowa w ust. 3.1. Roztwor ten bedzie uzyty jako roztwor odniesienia wzglcdem
pomiaru roztworu probki, Odpipetowac po 10 ml rozpuszczalnika A, 0 ktorym mowa w ust. 3.2, do dwoch kolb miarowych
o pojemnosci 25 ml (C i D). Zawartosc kolby C uzupelnic do peinej objetosci kolby mieszanina propan-2-ol-heksanu,
o ktorej mowa w ust. 3.1. Roztwor ten bedzie uzywany jako roztwor odniesienia wzgledem pomiaru roztworu slepej proby,
Dodac po 2 ml aniliny, 0 ktorej mowa w ust. 3.4, do kazdej z kolb (D) i (B). Ogrzewac na wrzacej lazni przez 30 minut, do
wywolania reakcji barwnej. Schlodzic do temperatury pokojowej, uzupelnic do pelnej objetosci kolby mieszanina
propan-z-ol-heksanu, 0 ktorej mowa w ust. 3.1, homogenizowac i odstawic na godzine.
Oznaczyc gestosc optyczna roztworu slepej proby (D), uzywajac odpowiedniego roztworu (C) jako roztworu odniesienia,
oraz gestosc optyczna roztworu probki (B) przez porownanie z odpowiednim roztworem (A), jako roztworem odniesienia
w spektrofotometrze przy 440 nm, stosujac I em szklane kuwety.
Od odpowiadajacej gestosci optycznej wartosci roztworu probki odjac wartosc gestosci optycznej roztworu slepej proby,
Przy uzyciu tej roznicy obliczyc zawartosc wolnego gossypolu w sposob okreslony w ust. 6.
5.3. Oznaczanie calkowitego gossypolu.
Probke zawierajaca od 1 do 5 mg gossypolu umiescic w kolbie miarowej 0 pojemnosci 50 ml i dodac 10 ml rozpuszczalnika B,
o ktorym mowa w ust. 3.3. W tym samym czasie przygotowac slepa probe, umieszczajac 10 ml rozpuszczalnika B, 0 ktorym
mowa w ust. 3.3, w nastepnej kolbie miarowej 0 pojemnosci 50 m!. Ogrzewac obie kolby przez 30 minut na wrzacej lazni
wodnej. Nastepnie schlodzic do temperatury pokojowej i uzupelnic do pelnej objetosci kolby mieszanina propan-2-ol-heksanu,
o ktorej mowa w ust. 3.1. Homogenizowac i odstawic na 10 do 15 minut. Nastepnie filtrowac, a filtrat zebrac do kolb ze
szlifowana szyjka, Odpipetowac po 2 ml filtratu probki do kazdej z dwu 25 ml kolb miarowych. Uzupelnic zawartosc kolby
o pojemnosci 25 ml do pelnej jej objetosci mieszanina propan-Z-ol-heksanu, 0 ktorej mowa w ust. 3.1. Roztwory te beda
uzywane jako roztwory odniesienia.
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Dodac po 2 ml aniliny, 0 ktorej mowa w ust. 3.4, do dwu nastepnych kolb miarowych. Ogrzewac obie kolby przez 30 minut
na wrzacej laini wodnej do wywo!ania reakcji barwnej. Schlodzic do temperatury pokojowej, uzupelnic do objetosci 25 ml
mieszanina propan-2-ol-heksanu, 0 ktorej mowa w ust. 3.1, homogenizowac i pozostawic na godzine.
Oznaczyc gestosc optyczna tak jak dla wolnego gossypolu, 0 ktoryrn mowa w ust. 5.2. Przy uzyciu tej wartosci obliczyc
zawartosc ca!kowitego gossypolu w sposob okreslony w ust. 6.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Wyniki moga bye obliczone na podstawie okreslonej gestosci optycznej, 0 ktorej mowa w ust. 6.1, lub na podstawie
odniesienia do krzywej kalibracyjnej, 0 ktorej mowa w ust, 6.2.
6.1. Wyniki obliczane na podstawie okreslonej gestosci optycznej.
W podanych warunkach okreslone gestosci optyczne sa nastepujace:

wolny gossypol
1%

E - -- =625
1 ern

1%
ca!kowity gossypol E ----- = 600

Icm
Zawartosc wolnego lub ca!kowitego gossypolu w probce jest okreslona wed!ug nastepujacego wzoru:

gossypol % =
Ex 1250

1%
E -- --x P x a

Icm
gdzie:
E skorygowana gestosc optyczna okreslona w ust. 5.2,
P - masa w g probki,
a podzielna czesc filtratu w ml.
6.2. Wyniki obliczane na podstawie krzywej kalibracyjnej.
6.2.1. Wolny gossypol.
Przygotowac dwie partie po 5 kolb miarowych 0 pojemnosci 25 ml. Do kazdej partii kolb wprowadzic pipeta odpowiednio
2,0, 4,0, 6,0, 8,0 i 10,0 ml roztworu A wzorcowego gossypolu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.5. Uzupelnic do objetosci 10 ml
rozpuszczalnikiem A, 0 ktorym mowa w ust. 3.2. Uzupelnic kazda partie kolba miarowa 0 pojemnosci 25 ml zawierajaca
jedynie 10 ml rozpuszczalnika A, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.2, bedaca kolba slepej proby.
Uzupelnic do objetosci 25 ml kolby w pierwszej partii, stanowiacej partie odniesienia, wlaczajac kolbe slepej proby,
micszanina l-propan-2-ol-heksanu, 0 kt6rej mowa w ust. 3.1.
Dodac po 2 ml aniliny, 0 ktorej mowa w ust. 3.4, do kazdej kolby drugiej partii, stanowiacej partie wzorcowa, wlaczajac
kolbe slepej proby. Ogrzewac przez 30 minut na wrzacej lazni wodnej do wywo!ania reakcji barwnej. Schlodzic do
temperatury pokojowej, uzupelnic do pc!nej objetosci kolby mieszanina l-propan-2-ol-heksanu, 0 ktorej mowa w ust. 3.1,
homogenizowac i odstawic na godzine.
Oznaczyc w sposob okreslony w ust. 5.2 gestosc optyczna roztworow w partii wzorcowej przez porownanie
z odpowiadajacyrni im roztworami w partii odniesienia. Wykreslic krzywa kalibracyjna, nanoszac gestosci optyczne
wzgledem ilosci gossypolu w ug.
6.2.2. Ca!kowity gossypol.
Przygotowac 6 kolb miarowych 0 pojemnosci 50 ml. Do pierwszej kolby dodac 10 ml rozpuszczalnika B, 0 ktoryrn mowa
w ust. 3.3, a do pozosta!ych odpowiednio 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 i 10,0 ml roztworu B wzorcowego gossypolu, 0 ktorym mowa
W ust. 3.6. Kazda kolbc uzupelnic do objetosci 10 ml rozpuszczalnikiern B, 0 ktorym mowa w ust, 3.3. Ogrzewac przez
30 minut na wrzacej lazni wodnej. Schlodzic do temperatury pokojowej, uzupelnic do pe!nej objetosci kolby mieszanina
l-propan-J-ol-hcksanu, 0 ktorej mowa w ust. 3.1, i wymieszac.
Do kazdej z dwoch partii po 6 kolb miarowych 0 pojernnosci 25 ml wprowadzic po 2 ml wyzej wspomnianych roztworow,
Szesc kolb pierwszej partii, stanowiacych partie odniesienia, uzupelnic do objetosci 25 ml mieszanina l-propan-z-ol-heksanu,
o ktorej mowa w ust. 3. I.
Do kazdej kolby drugiej partii, stanowiacej partie wzorcowa, dodac po 2 ml aniliny, 0 ktorej mowa w ust. 3.4. Ogrzewac
przez 30 minut na wrzacej lazni wodncj. Schlodzic do temperatury pokojowej, uzupelnic do pe!nej objetosci kolby
mieszanina l-propan-z-ol-heksanu, 0 ktorej mowa w ust. 3.1, homogenizowac i odstawic na godzine,
Oznaczyc w sposob okreslony w ust. 5.2 gestosc optyczna roztworow w partii wzorcowej przez porownanie
z odpowiadajacymi im roztworami w partii odniesienia. Wykreslic krzywa kalibracyjna, nanoszac gestosci optyczne
wzgledern ilosci gossypolu w ug.
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Powtarzalnosc,
Roznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac:
I) 15 % w wartosci wzglednej dla zawartosci gossypolu ponizej 500 ppm,
2) 75 ppm w wartosci bezwzglednej dla zawartosci gossypolu powyzej 500 do 750 ppm,
3) 10 % w wartosci wzglednej dla zawartosci gossypolu powyzej 750 ppm.
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8.6. WYTYCZNE DOTYCZ1\CE MIKROSKOPOWEJ IDENTYFIKACJII OZNACZANIA
SKLADNIK6w POCHODZENIA ZWIERZF;CEGO

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci skladnikow pochodzenia zwierzecego, za ktore uwaza silt produkty pozyskane
podczas przetwarzania tusz lub czesci tusz ssakow, drobiu i ryb, w paszach przy zastosowaniu badania mikroskopowego.
Dodatkowo, w celu zwiekszenia wykrywalnosci lub aby okreslic pochodzenie pewnych rodzajow skladnikow pochodzenia
zwierzecego, mozna przeprowadzic inne badanie, stosujac metody altematywne. W przypadku badania zawartosci
specyficznych skladnikow pochodzenia zwierzecego, takich jak badania zawartosci plazmy lub kosci w loju, mozna ponadto
zastosowac postepowanie, 0 ktorym mowa w ust. 9.
2. CZULOSt
Metoda moga bye wykrywane bardzo male ilosci, ponizej 0, I %, skladnikow pochodzenia zwierzecego zaleznie od rodzaju
tych skladnikow w paszach.
3. SPOS6B PRZEPROWADZENIA METODY
Do badari wykorzystywana jest reprezentatywna probka, ktora podlega odpowiedniemu przygotowaniu. Metoda rna
zastosowanie do pasz 0 wilgotnosci do 14 %. Pasza 0 wilgotnosci powyzej 14 % powinna bye przed obrobka wysuszona
(zageszczona). Pasze lub materialy paszowe, takie jak t1uszcze i oleje wymagaja okreslonej obrobki, 0 ktorej mowa ust. 9.
Skladniki pochodzenia zwierzecego sa identyfikowane na podstawie typowych, mikroskopowo identyfikowalnych cech
charakterystycznych, zwlaszcza wlokien miesniowych i innych czastek tkanki miesnej, chrzastki, kosci, rogow, wlosow,
szczeciny, krwi, pior, skorup jaj, osci ryb, lusek. Identyfikacji poddac zarowno frakcje sitowa, 0 ktorej mowa w ust. 6.1, jak
i zageszczony osad, 0 ktorym mowa w ust. 6.2.
4. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
4.1. Odczynniki zanurzeniowe.
4.1.1. Hydrat chloralu (roztwor wodny, 60 % InN).
4.1.2. Lug (NaOH 2,5 %, mN lub KOH 2,5 %, InN) do badania frakcji sitowych.
4.1.3. Olej parafinowy lub gliceryna 0 lepkosci od 68 do 81 do badania osadu.
4.2. Odczynniki chemiczne do plukania.
4.2.1. Alkohol, 96 %.
4.2.2. Aceton.
4.3. Odczynnik zageszczajacy,
4.3.1. Czterochloroetylen 0 gestosci 1,62.
4.4. Odczynniki barwiace.
4.4.1. Roztwor jodu w jodku potasu:
Rozpuscic 2 g jodku potasu w 100 ml wody i dodac I g jodu, czesto wstrzasajac.
4.4.2. Czerwieri alizarynowa, ktora uzyskuje silt poprzez rozciericzenie 2,5 mllM kwasu chlorowodorowego w 100 ml wody
i dodanie 200 mg czerwieni alizarynowej.
4.4.3. Odczynnik cystynowy (2 g octanu olowiu, 10 g NaOH/lOO ml HP).
4.4.4. Roztwor jodu w jodku potasu rozpuszczony w 70 % etanolu.
4.5. Odczynnik bielacy.
4.5.1. Handlowy roztwor podchlorynu sodowego bedacy 9,6 % aktywnym chlorem.
5. APARATURA I SPRZF;T
5.1. Waga analityczna wazaca z dokladnoscia do 0,01 g, a w przypadku badania zageszczonego osadu wazaca

z dokladnoscia do 0,001 g.
5.2. Sprzet do rozdrabniania, mlynek lub mozdzierz, szczegolnie w przypadku paszy zawierajacej powyzej 15 % tluszczu.
5.3. Sito 0 oczkach w ksztalcie kwadratu i szerokosci 0,50 mm.
5.4. Rozdzielacz lub zlewka osadowa ze stozkowym dnem.
5.5. Mikroskop stereoskopowy (powiekszenie minimum 40 x).
5.6. Mikroskop optyczny (powiekszenie minimum 400 x), swiatlo przechodzace lub spolaryzowane.
5.7. Standardowe szklo laboratoryjne.
Caly sprzet szklany powinien bye starannie umyty. Rozdzielacze i szklo wymagaja mycia w zmywarce. Sita czysci silt przy
uzyciu szczotki 0 twardym wlosiu.
6. SPOS6B POSTF;POWANIA
Granulowane pasze mega bye wstepnie przesiane, jezeli obie frakcje Sllanalizowane jako oddzielna pr6bka.
Obrobce poddac co najmniej 50 g probki, starannie zmielonej, przy zastosowaniu sprzetu do rozdrabniania, 0 ktorym mowa
w ust. 5.2, jezeli to konieczne, aby uzyskac odpowiednie rozdrobnienie. Ze zmielonego materialu pobrac dwie
reprezentatywne probki, kazda 0 masie co najmniej 5 g, jedna do badania frakcji sitowej, 0 ktorej mowa w ust. 6.1, a druga
do badania zageszczonego osadu, 0 ktorym mowa w ust. 6.2. Dodatkowo, aby ulatwic identyfikacje, mozna zastosowac
barwienie odczynnikami barwiacymi, 0 ktorych mowa w ust. 6.3.
Aby wykazac charakter bialek zwierzecych i pochodzenie czasteczek, mozna zastosowac system Aries.
6.1. Identyfikacja skladnikow pochodzenia zwierzecego we frakcjach sitowych.
Przesiac przez sito, 0 ktorym mowa w ust. 5.3, co najmniej 5 g probki w celu otrzymania dwoch frakcji.
Frakcje sitowa lub reprezentatywna jej czesc, zawierajaca duze czastki, rozsypac rownomiernie na odpowiednim podlozu
i przegladac systematycznie pod mikroskopem stereoskopowym, 0 ktorym mowa w ust. 5.5, stosujac rozne powiekszenia,
poszukujac skladnikow pochodzenia zwierzecego.
Preparaty wykonane z frakcji sitowej drobnej przegladac systematycznie pod mikroskopem optycznym, 0 ktoryrn mowa
w ust. 5.6, stosujac rozne powiekszenia, poszukujac skladnikow pochodzenia zwierzecego,
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6.2. Identyfikacja skladnik6w pochodzenia zwierzecego w zageszczonym osadzie.
Odwazyc co najmniej 5 g probki, z dokladnoscia do 0,01 g, przeniesc do rozdzie1acza lub zlewki osadowej 0 stozkowym
dnie, dodac co najmniej 50 ml czterochloroetylenu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.3.1. Mieszanine wielokrotnie wstrzasac lub
mieszac, Jezeli jest stosowany zamkniety rozdzielacz, osad pozostawic co najrnniej na 3 minuty przed oddzieleniem osadu.
Powtorzyc wytrzasanie i pozostawic osad co najmniej na 3 minuty. Osad powinien oddzielic sie ponownie. Jezeli stosuje sie
zlewke otwarta, osad powinien bye pozostawiony co najmniej na 5 minut, zanim sie oddzieli.
Caly uzyskany osad wysuszyc i nastepnie zwazyc, z dokladnoscia do 0,001 g. Wazenie jest konieczne tylko w przypadku
ilosciowego oznaczania. Jezeli osad zawiera wiele duzych czastek, moze bye przesiany przez sito, 0 kt6rym mowa w ust. 5.3,
w dwoch frakcjach. Zbadac wysuszony osad na obecnosc skladnik6w kostnych pod mikroskopem stereoskopowym, 0 kt6rym
mowa w ust. 5.5, i mikroskopem optycznym, 0 kt6rym mowa w ust. 5.6.
6.3. Stosowanie odczynnik6w zanurzeniowych i barwiacych,
Identyfikacja mikroskopowa skladnik6w pochodzenia zwierzecego moze bye wspomagana przez zastosowanie specjalnych
srodkow zanurzeniowych i odczynnikow do barwienia.

Hydrat chloralu, 0 ktoryrn mowa w ust. 4.1.1:

Lug, 0 kt6rym mowa w ust. 4.1.2:

Ostroznie ogrzewajac, mozna zobaczyc wyrazniej struktury
kom6rkowe, poniewaz ziama skrobi zeluja i niepozadana zawartosc
kom6rek zostaje usunieta.

WodorotIenek sodu albo wodorotIenek potasu oczyszcza material
paszowy, wspornagajac wykrycie wl6kien miesniowych, wlos6w
i innych keratynowych struktur.

OIej parafinowy
wust. 4.1.3:

gliceryna, 0 ktorych mowa Skladniki kostne moga bye dobrze zidentyfikowane, gdyz
wiekszosc lakun wypelnia sie powietrzem i sa widoczne jako czame
otwory 0 rozmiarach od 5 do 15 urn.

Roztw6r jodu w jodku potasu, 0 kt6rym mowa
w ust. 4.4.1:

Roztwor czerwieni alizarynowej, 0 kt6rej mowa
w ust. 4.4.2:

Odczynnik cystynowy, 0 kt6rym mowa w ust. 4.4.3:

Stosowany do wykrywania zawartosci skrobi (kolor niebiesko­
fioletowy) i bialka (kolor zoltopomaranczowy). Roztwory mozna
rozciericzyc, jezeli to konieczne.

Czerwonorozowe zabarwienie kosci, osci ryb i lusek. Przed
wysuszeniem, 0 kt6rym mowa w ust. 6.2, caly osad przeniesc do
szklanej prob6wki i przeplukac dwukrotnie okolo 5 ml alkoholu,
o kt6rym mowa w ust. 4.2.1. Za kazdym razem stosowac
wytrzasarke typu Vortex, pozostawic rozpuszczalnik przez minute
do osadzenia osadu i nastepnie go odlac, Przed zastosowaniem tego
odczynnika osad wybielic przez dodanie co najmniej 1 ml roztworu
podchlorynu sodowego, 0 kt6rym mowa w ust. 4.5.1. Pozwolic na
przebieg reakcji przez 10 minut. Probowke napelnic woda, osad
powinien osadzac sie przez od 2 do 3 minut, a wode
z zawieszonymi czasteczkami wylac, Osad przeplukac dwukrotnie
okolo 10 ml wody. Zastosowac wirowanie, pozwolic na osadzenie
sie osadu i za kazdym razem wylac wode, Dodac od 2 do 10 lub
wiecej kropli w zaleznosci od ilosci pozostalego roztworu czerwieni
alizarynowej. Mieszanine wytrzasac i pozwolic na przebieg reakcji
przez kilka sekund. Zabarwiony osad przeplukac dwukrotnie okolo
5 ml alkoholu, 0 kt6rym mowa w ust. 4.2. I, a nastepnie raz
acetonem, 0 kt6rym mowa w ust. 4.2.2. Za kazdym razem stosowac
wirowanie, doprowadzic do osadzania sie rozpuszczalnika przez
minute i wylac go. Osad jest w6wczas gotowy do wysuszenia.

Po ostroznym ogrzewaniu skladniki zawierajace cystyne, zwlaszcza
wlosy i piora, przybieraja czarnobrazowa barwe.

6.4. Badanie paszy na obecnosc maczki rybnej.
Zbadac pod mikroskopem optycznym co najmniej 1 preparat z frakcji sitowej drobnej i z frakcji osadu, 0 kt6rym mowa
w ust. 6.1 i ust. 6.2. Jezeli na etykiecie jest informacja, ze w skladzie jest maczka rybna lub gdy istnieje podejrzenie
wystepowania maczki rybnej lub zostala ona wykryta w badaniu wstepnym, zbadac dodatkowo co najmniej 2 preparaty
z drobnej frakcji sitowej i caly osad.
7. OBLICZANIE WYNIKOW
W przypadku przeprowadzania oceny ilosciowej skladnik6w pochodzenia zwierzecego postepowac w sposob
ponizej opisany.
Obliczenia ilosciowe moga bye przeprowadzane tylko w przypadku, jezeli skladniki pochodzenia zwierzecego zawieraja
fragmenty kostne.
Fragmenty kostne ladowych gatunk6w zwierzat stalocieplnych (ssak6w i ptak6w) mozna odroznic od roznych typow osci
rybich na podstawie wystepowania typowych lakun. Proporcje skladnik6w pochodzenia zwierzecego w materiale probki
szacuje sie, biorac pod uwage:
I) oszacowana proporcje (% wagowy) fragment6w kosci w zageszczonym osadzie;
2) proporcje kosci (% wagowy) w skladnikach pochodzenia zwierzecego,
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Szacowania skladnikow pochodzenia zwierzecego w materiale probki dokonac z wykorzystaniem co najmniej trzech
preparatow, jezeli to mozliwe, zawierajacych co najmniej 5 pol kazdy. W mieszankach paszowych zageszczony osad zawiera
zwykle nie tylko fragmenty kosci zwierzat Iadowych i fragmenty osci ryb, ale takze inne drobiny 0 specyficznym ciezarze
wlasciwym, w szczegolnosci zwiazki mineralne, piasek, fragmenty zdrewnialych roslin,
7.1. Oszacowanie procentowej zawartosci fragmentow kosci oraz fragmentow osci i lusek ryb.

Sxc
% zawartosc fragmentow kosci zwierzat ladowych = ----­

W
Sxd

% zawartosc fragmentow osci i lusek ryb = -------
W

gdzie:
S - masa w mg osadu,
c - wspolczynnik korekcyjny (%) dla szacowanej czesci kosci zwierzat ladowych w osadzie,
d - wspolczynnik korekcyjny (%) dla szacowanej czesci osci i lusek ryb w osadzie,
W - masa w mg materialu probki sluzacej do wytworzenia osadu.
7.2. Szacowanie zawartosci skladnikow pochodzenia zwierzecego.
Proporcja kosci w produktach zwierzecych moze znacznie sie zmieniac, Zawartosc kosci w przypadku maczek kostnych
wynosi od 50 do 60 %, a w przypadku rnaczek miesnych od 20 do 30 %. W przypadku maczek rybnych zawartosci osci
i Iusek zmieniaja sie, w zaleznosci od kategorii i pochodzcnia maczki rybncj, i wynosza zwyklc od 10 do 20 %.
Jezeli rodzaj maczki zwierzecej obecnej w probce jest znany, mozliwe jest szacunkowe okrcslenic zawartosci:

Sxc
szacunkowa zawartosc skladnikow produktow pochodzacych od zwierzat ladowych (%) = ----- - x 100

Wx f
Sxd

szacunkowa zawartosc skladnikow produktow rybnych (%) = ----- - - x 100
Wx f

gdzie:
S - masa w mg osadu,
c - wspolczynnik korekcyjny (%) dla szacowanej czesci kosci zwierzat ladowych w osadzie,
d - wspolczynnik korekcyjny (%) dla szacowanej czesci osci ryb i lusek w osadzie,
f - wspolczynnik korekcyjny (%) dla proporcji kosci w skladnikach pochodzenia zwierzecego w badanej probce,
W - masa w mg materialu probki sluzacej do wytworzenia osadu.
8. WYRAZANIE WYNIKOW
Sprawozdanie powinno zawierac co najmnicj informacje 0 wystepowaniu skladnikow pochodzenia zwierzecego ze zwierzat
ladowych i z maczki rybnej. Informacje sformulowac w podany nizej sposob:
8.1. W odnicsieniu do wystepowaniua skladnikow pochodzacych ze zwierzat ladowych:
I) nie stwierdzono, przy uzyciu mikroskopu, w badanej pr6bce zadnych skladnik6w pochodzacych ze zwierzat ladowych
albo
2) stwierdzono, przy uzyciu mikroskopu, w badanej probce skladniki pochodzace ze zwierzat ladowych.
8.2. W odniesieniu do wystepowania maczki rybnej:
1) nie stwierdzono, przy uzyciu mikroskopu, w badanej probce zadnych skladnik6w pochodzacych z maczki rybnej
albo:
2) stwierdzono, przy uzyciu mikroskopu, w badanej probce skladniki pochodzace z maczki rybnej.
W przypadku gdy zostanie stwierdzonc wystepowanie skladnikow pochodzacych z ryb lub ze zwierzat ladowych,
w sprawozdaniu z badan, jezeli to konieczne, wskazac oszacowana ilosc znalezionych skladnikow (x %. < 0, I %, 0,1-0,5 %,
0,5-5 % lub > 5 %), dalsza specyfikacje typu zwierzecia Iadowego, jezeli to jest mozliwe, oraz zidentyfikowane skladniki
zwierzece, w tym wlokna miesniowe, chrzastka, kosci, rogi, siersc, szczecina, piora, krew, skorupy jaj, osci ryb, luski.
W przypadku gdy szacuje sie ilosc skladnik6w zwierzecych, wymienic zastosowany wspolczynnik korekcyjny f
W przypadku gdy zidentyfikowane sa skladniki kostne zwierzat ladowych, w sprawozdaniu umiescic dodatkowa informacje
o nastepujacej tresci: "Nie mozna wykluczyc, ze powyzsze skladniki pochodza od ssakow". Dodatkowa informacja nie jest
konieczna w przypadku, gdy fragmenty kostne zwierzat ladowych zostaly wyszczegolnione jako fragmenty kosci drobiu lub
ssakow.
9. PROCEDURA W PRZYPADKU ANALIZY TLUSZCZU LUB OLEJU
W celu dokonania analizy tluszczu lub oleju mozna zastosowac nastepujaca procedure:
Jezeli tluszcz wystepuje w postaci stalej, ogrzewac, zwlaszcza w kuchence mikrofalowej, az do uzyskania postaci plynnej.
Przy uzyciu pipety przeniesc 40 ml t1uszczu z dna probki do prob6wki wirowkowej. Wirowac przez 10 minut przy
4 000 obr/min.
Jezeli tluszcz jest zestalony po odwirowaniu, ogrzac, go jeszcze raz, zwlaszcza uzywajac kuchenki mikrofalowej, az do
uzyskania postaci plynnej. Ponownic wirowac przez 5 minut przy 4 000 obr/min.
Przy uzyciu malej lyzki lub lopatki laboratoryjnej przenicsc polowe zdekantowanych zanieczyszczen na plytke Petriego lub
na szkielko mikroskopowe w celu dokonania mikroskopowej identyfikacji ewentualnej zawartosci skladnikow pochodzenia
zwierzecego, takich jak wlokna miesniowe, piora, fragmenty kostnc. Jako srodek zanurzeniowy stosowany w badaniach
mikroskopowych zaleca sie olej parafinowy lub gliceryne.
Pozostale zanieczyszczenia poddac sedymentacji w sposob okreslony w ust. 6.2.
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8.7. OZNACZANIE LOTNYCH ZWIJ\ZKOW AZOTOWYCH

A. METODA MIKRODYFUZYJNA

Poz. 389

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania w paszach zawartosci lotnych zwiazkow azotowych w przeliczeniu na amoniak.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Pr6bka jest ekstrahowana woda, a uzyskany roztw6r klarowany i filtrowany. Lotne zasady azotowe sa oddzielane metoda
mikrodyfuzji przy uzyciu roztworu weglanu potasu, zbierane w roztworze kwasu bomego i miareczkowane kwasem
siarkowym.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Kwas tr6jchlorooctowy, roztw6r 20 % (roN).
3.2. Wskaznik:
Rozpuscic 33 mg zieleni bromokrezolowej i 65 mg czerwieni metylowej w 100 ml alkoholu etylowego 0 stezeniu od 95 do
96 % (mN).
3.3. Kwas borowy, roztw6r:
W kolbie miarowej 0 pojemnosci I litra rozpuscic 10 g kwasu bomego w 200 ml etanolu 0 stezeniu 95 - 96 % (m/V)
i 700 ml wody. Dodac 10 ml wskaznika, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2. Zamieszac i, jezeli to konieczne, doprowadzic barwe
roztworu do jasnoczerwonej przez dodanie roztworu wodorotlenku sodu. I ml tego roztworu bedzie pochlanial maksymalnie
300 ~gNH3.

3.4. Weglan potasu, roztw6r nasycony:
Rozpuscic 10 g weglanu potasu w 100 ml wrzacej wody. Schlodzic i przefiltrowac,
3.5. Kwas siarkowy 0 stezeniu 0,02 N.
4.APARATURAISPRZ~T

4.1. Mikser lub tumbler: od 35 do 40 obr/min.
4.2. Naczynko Conwaya, szklane lub plastikowe (rys. 9).
4.3. Mikrobiureta ze skala 1/100 ml.
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5. SPOS6B POST~POWANIA

Odwazyc 10 g pr6bki, z dokladnoscia do I mg, do kolby miarowej 0 pojemnosci 200 ml i dodac 100 ml wody. Miksowac
w mikserze przez 30 minut. Dodac 50 ml roztworu kwasu tr6jchlorooctowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, uzupelnic woda do
pelnej objetosci kolby, energicznie wstrzasnac i przefiltrowac przez karbowany filtr. Dodac przy uzyciu pipety I ml roztworu
kwasu borowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.3, do srodkowej czesci naczynka Conwaya i I ml filtratu pr6bki na obrzeze
naczynka. Przykryc czesciowo nasmarowana przykrywka, Dodac kroplami I ml nasyconego roztworu weglanu potasu,
o kt6rym mowa w ust. 3.4, na obrzeze naczynka i szybko zamknac pokrywka, tak aby naczynko bylo hermetyczne. Obracac
ostroznie naczynkiem w plaszczyznie poziomej, aby doprowadzic do zmieszania dw6ch odczynnik6w. Inkubowac przez co
najrnniej 4 godziny w temperaturze pokojowej lub godzine w temperaturze 40 "C. Miareczkowac lotne zasady
zaabsorbowane w kwasie bomym, stosujac roztw6r kwasu siarkowego, 0 kt6rym mowa w ust. 3.5, przy uzyciu mikrobiurety,
o kt6rej mowa w ust. 4.3. Slepa probe przeprowadzic w ten sam spos6b.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
I ml H

2S04
0 stezeniu 0,02 N odpowiada 0,34 mg amoniaku. Przedstawic wynik w procentach wagowych.

7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Powtarzalnosc.
Roznica pomiedzy wynikami dw6ch r6wnoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej pr6bki nie powinna przekraczac:
I) 10 % wartosci wzglednej dla zawartosci amoniaku ponizej 1,0 %;
2) 0,1 % wartosci bezwzglednej dla zawartosci amoniaku r6wnej lub wyzszej niz 1,0 %.
8. OBJASNIENIA
Jezeli zawartosc amoniaku w pr6bce przekracza 0,6 %, rozciericzyc filtrat.

B. METODA DESTYLACYJNA

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci lotnych zwiazkow azotowych, w przeliczeniu na amoniak, w maczkach rybnych
niezawierajacych mocznika. Metoda rna zastosowanie dla zawartosci amoniaku mniejszej niz 0,25 %.
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2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Probka jest ekstrahowana woda, a uzyskany roztwor klarowany i filtrowany. Lotne zasady azotowe sa oddzielane w punkcie
wrzenia poprzez dodanie tlenku magnezu i zbierane w okreslonej ilosci kwasu siarkowego, ktorego nadmiar jest
miareczkowany przy uzyciu roztworu wodorotlenku sodu.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Kwas trojchlorooctowy, roztwor 20 % (m/V).
3.2. TJenek magnezu.
3.3. Emulsja zapobiegajaca spienieniu; proponuje sie zastosowac silikon.
3.4. Kwas siarkowy, roztwor 0,1 N.
3.5. Wodorotlenek sodu, roztwor 0,1 N.
3.6. Czerwieri metylowa, roztwor 0,3 % (m/V) w alkoholu etylowym 95 - 96 % (VN).
4.APARATURAISPRZ~T

4.1. Mikser lub tumbler: od 35 do 40 obr/min.
4.2. Aparat do destylacji typu Kjeldahla.
5. SPOSOB POST~POWANIA
Odwazyc 109 probki, z dokladnoscia do I mg, do kolby miarowej 0 pojemnosci 200 ml i dodac 100 ml wody. Miksowac
w mikserze przez 30 minut. Dodac 50 ml roztworu kwasu trojchlorooctowego, 0 ktorym mowa w ust. 3.1, uzupelnic do
pelnej objetosci kolby woda, energicznie wstrzasnac i filtrowac przez karbowany filtr. Pobrac taka ilosc klarownego filtratu,
ktora odpowiada spodziewanej zawartosci lotnych zwiazkow azotowych, co zwykle odpowiada objetosci 100 m!.
Rozciericzyc do 200 ml, dodac 2 g tlenku magnezu, ° kt6rym mowa w ust. 3.2, i kilka kropli emulsji zapobiegajacej
spienieniu, 0 ktorej mowa w ust. 3.3. Roztwor powinien wykazywac alkalicznosc wobec papierka lakmusowego,
w przeciwnym razie dodac nieco tlenku magnezu, 0 kt6rym mowa w ust. 3.2. Destylowac okolo 150 ml roztworu waparacie
Kjeldahla i zebrac destylat w kolbie Erlenmeyera zawierajacej od 25 do 50 ml kwasu siarkowego, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.4.
W czasie destylacji chronic roztw6r przed przegrzaniem. Gotowac roztwor kwasu siarkowego przez 2 minuty, schlodzic
i odmiareczkowac nadmiar kwasu wodorotlenkiem sodu, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.5, w obecnosci czerwieni metylowej,
o ktorej mowa w ust. 3.6. Slepa probe przeprowadzic w ten sam spos6b.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
I ml H SO 0 stezeniu 0, I N odpowiada 1,7 mg amoniaku. Wynik podac w procentach wagowych probki.

2 4

7. SPRAWDZENIE METODY
7. I. Powtarzalnosc.
Roznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczeri, wykonanych dla tej samej probki, nie powinna przekraczac
10 % wartosci wzglednej,

8.8. OZNACZANIE POZIOMOW DIOKSYN I DIOKSYNOPODOBNYCH PCB

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania w paszach zawartosci dioksyn (polichlorowanych dibenzo-p-dioksyn (PCDD) i polichlorowanych
dibenzofuranow (PCDF» oraz dioksynopodobnych polichlorowanych bifenyli (PCB).
2. MONITOROWANIE OBECNOSCI DIOKSYN
Monitorowanie obecnosci dioksyn w paszach wykonuje sie przy zastosowaniu strategii uwzgledniajacej zastosowanie
metody skriningowej (przesiewowej) w celu wyselekcjonowania pr6bek zawierajacych dioksyny i dioksynopodobne PCB na
poziomie od 30 % do 40 % nizszyrn lub wyzszym od poziomu zainteresowania. Stezenia dioksyn w tych probkach, ktore
zawieraja znaczace ich poziomy, powinny zostac oznaczone lub potwierdzone przy zastosowaniu metody dostarczajacej
pe/nej lub uzupelniajacej informacji, pozwalajacej na identyfikacje i kwantyfikacje dioksyn oraz dioksynopodobnych PCB na
poziomie zainteresowania.
Metody skriningowe (przesiewowe) sluza do wykrywania wystepowania dioksyn i dioksynopodobnych PCB na poziomie
zainteresowania. Metody te S'l wydajne, pozwalaja na analize duzej liczby probek i sa stosowane do oddzielenia wielu probek
potencjalnie pozytywnych. S~ tak zaprojektowane, aby ogranicza/y liczbe wynikow fa/szywie negatywnych.
Metody potwierdzajace S'l metodami dostarczajacymi pe/nej lub uzupelniajacej informacji, pozwalaja na identyfikacje
i kwantyfikacje dioksyn oraz dioksynopodobnych PCB na poziomie zainteresowania.
3. OBJASNIENIA
Ze wzgledu na wystepowanie zlozonych mieszanin roznych kongenerow dioksyn w probkach srodowiskowych
i biologicznych (wlaczajac w to probki pasz), w celu u/atwienia oceny ryzyka wprowadzono pojecie tzw. wspolczynnikow
rownowazncj toksycznosci - TEF (Toxicity Equivalency Factors). Wsp61czynniki te zosta/y opracowane w celu wyrazenia
stezcri w postaci rownowaznikow toksycznosci - TEQ (Toxicity Equivalent) wobec 2,3,7,8-TCDD w przypadku mieszanin
PCDD i PCDF majacych podstawniki w pozycjach 2,3,7,8, a ostatnio takze niektorych PCB majacych podstawnik chloru
w pozycjach non-orto i mono-orto, ktore maja podobna do dioksyn aktywnosc, przy uwzglednieniu tabeli 29.
W celu obliczenia ca/kowitego stezenia zwiazkow dioksynopodobnych, wyrazonego w wartosci TEQ, stezenia
poszczeg61nych kongenerow oznaczonych w danej probce mnozy sie przez ich TEF, a nastepnie sumuje.
Koncepcja "gomej granicy" (upperbound) wymaga, aby wk/ad do TEQ kazdego nieoznaczonego ilosciowo kongeneru
stanowi/a jego granica oznaczenia ilosciowego,
Koncepcja "dolnej granicy" (lowerbound) wymaga, aby wk/ad do TEQ kazdego nieoznaczonego ilosciowo kongeneru
stanowi/o zero.
Koncepcja "sredniej granicy" (mediumbound) wymaga, aby wk/ad do TEQ kazdego nieoznaczonego ilosciowo kongeneru
stanowi/a porowa granicy oznaczania ilosciowego.
Akceptowalnym limitem kwantyfikacji poszczegolnego kongeneru jest stezenie analitu w ekstrakcie probki, ktore wywo/uje
instrumentalna reakcje na impuls dla dw6ch roznych jon6w, rejestrowana przy wsp6/czynniku SIN (sygnal/szum)
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w stosunku 3: I dla sygna/u mniej wrazliwcgo i przy spelnieniu podstawowych wymagari, takich jak czas retencji oraz
stosunck izotopow, zgodnie z proccdura oznaczania, 0 ktorej mowa w ust. 8.7.
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Tabel~~~<Jl-J<jilJl)~)1<.~Il.2J.J0dobnych(PCB) ~ .. _

_________~_Jl1_g_en_e_r~ I~artoseTEF

Dibenzo-p-dloksyny (PCDD)

T tetra (cztero): Pe - penta (piecio); Hx - heksa (szescio); Hp - hepta (siedmio): 0 - octa (osmio): COO- chlorodibenzo­
-p-dioksyna: COl' chlorodibenzofuran; CB - chlorobifenyl

4. WYMAGANIA W ZAKRESIE SPOSOBU POBIERANIA I PRZYGOTOWA~IA PROBEK DO ANALIZY
Pr6bki przeznaczone do oznaczenia zawartosci poziom6w dioksyn (PCOD/PCDF) oraz dioksynopodobnych
polichlorowanych bifcnyli (PCB) w paszach, przy uwzglednieniu tabeli 29, pobicra sic zgodnie z przepisami rozporzadzenia
Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 17 czerwca 2004 r. w sprawie szczegolowych warunkow i sposobu pobierania
probck srodkow zywicnia zwierzat i pasz leczniczych do badari oraz postepowania z pobranymi pr6bkami w ramach kontroli
urzedowej (Oz. U. Nr 15S, pOL 1654). Stosowac wymagania ilosciowc w stosunku do kontroh substancji lub produkt6w
jednolicie rozmicszczonych w paszy, 0 ktorych mowa w § I pkt I, § 4 ust. 1- 2 i 5, § 6 ust. I i 3 oraz § 8 ust. 1-2 tego
rozporzqdzcnia. Uzyskanc w ten spos6b probki ogolne uwaza sie za reprezentatywne dla partii lub jcj wydzielonej czesci,
z ktorych pochodza. Zgodnosc partii lub jej wydzielonej czesci z dopuszczalna zawartoscia okreslona w rozporzadzeniu
Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 28 czerwca 2004 r. w sprawie dopuszczalnych zawartosci substancji
nicpozadanych w paszach (Oz. U. Nr 162, poz. 1704 oraz z 2005 r. Nr 151, poz. 1267) ustala sic na podstawie zawartosci
stwierdzonych w pr6bkach laboratoryjnych.
Przy przygorowaniu pr6bck do analizy oprocz zasad podanych w rozdziale I zalacznika przcstrzega sie nastepujacych
wytycznych:
I) probki powinny bye przechowywane i transportowane w pojcmnikach:

a) szklanych,
b) aluminiowych,
c) polipropylenowych,
d) polietylcnowych:

2) pojemnik na probki powinicn bye wolny od py/k6w papieru;
3) szk/o laboratoryjne powinno bye wyplukane rozpuszczalnikami wczesniej zbadanymi na obecnosc dioksyn;
4) wykonac analizc probki odczynnikowej obejmujaca przeprowadzenie pe/nej procedury analitycznej z wylaczeniem probki;
5) masa probki uzytcj do ekstrakcji powinna bye odpowiednia do wyrnagan czulosci metody.
5. ZGODNOSC PARTII LUB JEJ WYDZIELONEJ CZF;SCI ZE SPECYFlKACJJ\
Jezcli wynik pojedynczej anahzy nie przekracza dopuszczalnej zawartosci okreslonej w rozporzqdzeniu Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi z dnia 28 czerwca 2004 r. w sprawie dopuszczalnych zawartosci substancji niepozadanych w paszach,
uwzglcdniajac przy tym niepewnosc porniaru, badana partie uznaje sic za spelniajaca wymagania okreslone w tym
rozporzadzeniu.
Jezcli wynik analizy potwierdzony druga analiza i obhczony jako srednia co najmniej dwoch oddzielnych pomiar6w
przekracza dopuszczalnq zawartosc okreslona w tym rozporzadzeniu, uwzgledniajac przy tym niepewnosc pomiaru, badana
partie uznajc si~ za niespclniajaca wymagari wzgledern dopuszczalnych zawartosci substancji nicpozadanych w paszy.
Niepcwnosc pomiaru moze bye uwzgledniona przy zastosowaniu jednego z nastepujacych sposobow:
1) obliczajac nicpcwnosc rozszerzona przy uzyciu wsp6kzynnika rozszerzenia 2, ktory daje dokladnosc wyniku na poziomie
95 %;
2) ustalajac wartosc graniczna (cco) zgodnie z decyzja Komisji 2002/657/WE z dnia 14 sierpnia 2002 r. wykonujaca
dyrekrywe Rady 96/23/WE dotyczaca wynik6w metod analitycznych i ich interpretacji (Oz. Urz, WE L 221 z 17.08.2002,
str. 8) przypadek substancji z ustalona dopuszczalna wartoscia graniczna, 0 ktorym mowa w pkt 3.1.2.5. zalacznika.
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Niniejsze zasady interpretacji odnosza sic do wyniku analizy uzyskanego z probki przeznaczonej do urzedowej kontroli. Nie
wplywaja one na prawo paristw czlonkowskich do stosowania zasad krajowych w odniesieniu do analiz do celow obrony lub
arbitrazu, 0 ktorych mowa wart. 44 ust. 10 i art. 44a ustawy z dnia 23 sierpnia 200 I r. 0 srodkach zywienia zwierzat.
6. WYMAGANIA DOTYCZJ\CE LABORATORlOW WYKONUJJ\CYCH BADANIA
I) Laboratorium powinno wykazac mozliwosci wykonawcze metody na poziomie zainteresowania, na przyklad 0,5-, I­
i 2-krotny poziom zainteresowania wraz z akceptowalna wartoscia wsp61czynnika zmiennosci obliczonego dla wielokrotnych
powtorzeri analizy. Szczegoly kryteriow akceptacji procedury analitycznej okreslono w ust. 7.
2) Granica oznaczalnosci metody potwierdzajacej powinna wynosic okolo 1/5 poziomu zainteresowania, aby gwarantowac,
ze akceptowalny wsp6lczynnik zmiennosci znajdzie sie w zakresie danego poziomu zainteresowania.
3) W ramach wewnatrzlaboratoryjnej kontroli jakosci probki odczynnikowe i wzbogacone lub probki kontrolne, a zwlaszcza
certyfikowane materialy odniesienia, jezeli takie materialy sa dostepne, powinny bye regulamie analizowane.
4) Potwierdzeniem bieglosci laboratorium w zakresie danych analiz sa pozytywne wyniki uzyskiwane w miedzylaboratoryjnych
badaniach bieglosci, Jednakze pozytywne wyniki uzyskane w badaniach miedzylaboratoryjnych, w tym w badaniach probek
gleby lub osadow dennych, nie musza jednoczesnie oznaczac podobnej kompetencji w analizie zywnosci lub pasz, ktore
zawieraja nizsze poziomy skazeri, Dlatego obowiazkowe jest stale uczestnictwo w miedzylaboratoryjnych badaniach bieglosci
w zakresie oznaczania dioksyn i PCB 0 wlasciwosciach dioksynopodobnych w odpowiednich probkach srodkow spozywczych
lub pasz.
5) Laboratoria powinny posiadac akredytacje udzielona przez Polskie Centrum Akredytacji, zgodnie z wymaganiami normy
PN EN ISO/IEC 17025:2001.
7. WYMAGANIA DOTYCZJ\CE PROCEDUR ANALITYCZNYCH
7.1. Wysoka czulosc i niska granica wykrywalnosci.
Metody oznaczania PCDD i PCDF powinny umozliwiac ich wykrywanie na poziomie pikogramow TEQ (l 0-12 g) ze wzgledu
na bardzo duza toksycznosc niektorych zwiazkow, PCB wystepuja w wyzszych stezeniach niz PCDD i PCDF. Dla
wiekszosci kongenerow PCB wystarczajaca jest czulosc rzedu nanogramow (l0-9 g). W przypadku oznaczania bardziej
toksycznych dioksynopodobnych PCB kongenerow (w szczegolnosci non-orto podstawione kongenery) niezbedne jest
stosowanie metod 0 czulosci takiej samej jak dla PCDD i PCDF.
7.2. Wysoka selektywnosc (specyficznosc).
W przypadku analizy PCDD, PCDF i dioksynopodobnych PCB niezbedne jest ich odroznienie od wielu wspolekstrahujacych
i ewentualnie interferujacych substancji wystepujacych w stezeniach do kilku wielkosci wyzszych od analizowanych
zwiazkow. Stosowane metody chromatografii gazowej z wykorzystaniem detektora masowego (GCIMS) powinny umozliwic
rozroznienie kongenerow toksycznych, a w szczegolnosci siedemnastu 2,3,7,8-podstawionych kongenerow PCDD i PCDF
oraz PCB, od pozostalych kongenerow. Testy biologiczne powinny oznaczyc selektywnie TEQ jako sume PCDD, PCDF
i dioksynopodobnych PCB.
7.3. Wysoka dokladnosc (poprawnosc i precyzja).
Oznaczenie powinno dostarczyc wiarygodnego oszacowania stezenia analitu w probce. Wysoka dokladnosc pomiaru
oznaczajaca stopieri zgodnosci miedzy wynikiem badania a przyjeta wartoscia odniesienia jest warunkiem unikniecia
odrzucenia wyniku analizy probki na podstawie slabej wiarygodnosci oszacowanej wartosci TEQ. Dokladnosc
charakteryzuja Z czynniki:
I) poprawnosc rozumiana jako roznica miedzy srednia wartoscia stezenia analitu zmierzona w materiale certyfikowanym
a deklarowana, certyfikowana wartoscia, wyrazona jako jej odsetek;
2) precyzja wyrazana liczbowo jako wartosc odchylenia standardowego w warunkach powtarzalnosci i odtwarzalnosci oraz
okreslajaca stopieri zgodnosci miedzy wynikami uzyskanymi przy wielokrotnym wykorzystaniu procedury badawczej.
Metody skriningowe (przesiewowe) moga obejmowac testy biologiczne oraz metody GCIMS. Metody potwierdzajace
wykorzystuja metody wysokorozdzie1czej chromatografii gazowej sprzezonej z wysokorozdzielcza spektrometria mas
(HRGCIHRMS). Przy oznaczaniu sumarycznej wartosci TEQ powinny bye spelnione kryteria podane w tabeli 30.

Tabela 30. Krvteria do oznaczania sumarvcznej wartosci TEO

Metody skriningowe (przesiewowe) Metody potwierdzajace

Czestosc wynikow falszywie
<1%

negatywnych

Poprawnosc od -20 % do +20 %

Wspolczynnik zmiennosci, cv <30% < 15%

8. WYMAGANIA DLA METOD GC/MS W METODACH SKRlNINGOWYCH (PRZESIEWOWYCH) LUB
POTWIERDZAJJ\CYCH
8.1. W celu zwalidowania procedury analitycznej wzorce wewnetrzne 2,3,7,8-chloropodstawionych PCDDIF znakowane
izotopem wegla l3Coraz wzorce wewnetrzne dioksynopodobne znakowane izotopem wegla l3C,jezeli ta grupa zwiqzkow rna
bye oznaczana, dodawac na wstepnych etapach metody, w szczegolnosci przed ekstrakcja. Dodac co najmniej I kongener dla
kazdego szeregu homologicznego, od tetra- do oktachloro PCDDIF, oraz co najmniej I kongener dla kazdego szeregu
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homologicznego dioksynopodobnych PCB, jezeli ta grupa zwiazkow rna bye oznaczana, altematywnie co najmniej
I kongener na kazdy jon masowy wykorzystywany przez spektrometr do selektywnego monitorowania PCDDIF i PCB.
Dla metod potwierdzajacych zaleca sie przede wszystkim stosowac wszystkie siedcmnascic 2,3,7,8-podstawionych
wewnetrznych wzorc6w PCDDIF znakowanych izotopem wegla l3C oraz wszystkie dwanascie dioksynopodobnych PCB
znakowanych izotopem wegla 13C, jezeli ta grupa zwiazkow rna bye oznaczana. Wykorzystujac odpowiednie roztwory
wzorcowe, oznaczyc rowniez wzgledne wsp61czynniki odpowiedzi dla tych kongener6w, dla kt6rych nie zastosowano
analog6w znakowanych izotopem wegla BC.
8.2. Przed procedura ekstrakcji, w przypadku pasz pochodzenia roslinnego oraz pasz pochodzenia zwierzecego 0 zawartosci
tluszczu ponizej 10 %, obowiazkowe jest dodanie wzorc6w wewnetrznych, W przypadku pasz pochodzenia zwierzecego
o zawartosci tluszczu powyzej 10 % wzorce wewnetrzne moga bye dodane zar6wno przed, jak i po ekstrakcji tluszczu,
Wydajnosc procedury ekstrakcji tluszczu, w zaleznosci od etapu, na kt6rym dodaje sie wzorce wewnetrzne, a takze od tego,
czy wyniki sa wyrazane na jednostke masy produktu czy tluszczu, poddac walidacji.
8.3. Przed analiza GC/MS dodac do pr6bki I lub 2 wzorce odzysku.
8.4. Sprawdzenie odzysku jest niezbedne, Odzysk dla poszczeg61nych wzorc6w wewnetrznych w metodach
potwierdzajacych powinien zawierac sie w granicach od 60 do 120 %. Dopuszczalne sa nizsze lub wyzsze wartosci odzysku
dla poszczeg61nych kongener6w, w szczegolnosci dla niekt6rych hepta- i oktachlorodibenzo-p-dioksyn i furan6w, jezeli ich
udzial w sumarycznej wartosci rownowaznika toksycznosci TEQ nie przekracza 10 % TEQ (tylko dla PCDDIF).
W przypadku metod skriningowych (przesiewowych) odzysk moze zawierac sic w granicach od 30 do 140 %.
8.5. Rozdzielenie dioksyn od interferujacych chlorowanych zwiazkow, takichjak dioksynopodobne PCB czy polichlorowane
difenyloetery, mozna osiagnac przez zastosowanie odpowiednich technik chromatograficznych przede wszystkim
wykorzystujacych Florisil, tlenek glinu lub kolumny weglowe.
8.6. Sprawnosc rozdzielania izomer6w przy chromatografii gazowej powinna bye wystarczajqca ponizej 25 % nakladania sie
pik6w 1,2,3,4,7,8-HxCDF i 1,2,3,6,7,8-HxCDF.
8.7.0znaczanie powinno bye wykonywane zgodnie z metoda EPA 1613, korekta B: w celu oznaczenia tetra- do
oktachlorowanych dioksyn i furan6w zastosowac metode rozciericzcn izotopowych HRGCIHRMS lub irma,
o rownowaznych parametrach.
8.8. Dla pasz 0 zawartosci dioksyn r6wnej lub wyzszej niz dopuszczalna ich zawartosc, roznica miedzy wynikami
obliczonymi zgodnie z koncepcja "g6mej i dolnej granicy" oznaczalnosci nie powinna przekraczac 20 %. W przypadku pasz
o zawartosci dioksyn nizszej od dopuszczalnej ich zawartosci roznica ta moze zawierac sie w granicach od 25 do 40 %.
9. SKRININGOWE (PRZESIEWOWE) METODY ANALIZY
W ramach metod skriningowych (przesiewowych) rozroznia sie klasyczne metody wstepne oraz analize ilosciowa.
9.1. Klasyczne metody wstepne, W tych metodach por6wnuje sie wartosc sygnalu uzyskanego w badanej pr6bce z wartoscia
sygnalu uzyskanego w pr6bce referencyjnej zawierajacej analit na poziomie zainteresowania. Pr6bki, dla kt6rych wartosc
sygnalu jest mniejsza od wartosci sygnalu pr6bki referencyjnej, uznaje sie za ujemne, natomiast pr6bki, dla kt6rych wartosc
sygnalu jest wieksza od wartosci sygnalu pr6bki referencyjnej, uznaje sie za potencjalnie pozytywne. Dla metod wstepnych
przyjmuje sie nastepujace wymagania:
9.1.1. W kazdej partii badanych pr6bek powinna znalezc sie pr6bka odczynnikowa i referencyjna, ktore ekstrahuje sie i bada
w tym samym czasie, wykorzystujac te same procedury analityczne. Wartosc sygnalu uzyskanego w pr6bce referencyjnej
powinna bye wyraznie wieksza od wartosci sygnalu uzyskanego w pr6bce odczynnikowej.
9.1.2. W celu wykazania sprawnosci metody na poziomie zainteresowania w badaniach kontrolnych zbadac dodatkowe
pr6bki referencyjne zawierajace 50 i 200 % poziomu zainteresowania analitu.
9.1.3. W przypadku badania innych matryc wykazac, ze stosowane pr6bki referencyjne sa odpowiednie. Mozna to osiagnac
przez wlaczenie pr6bek, dla kt6rych przy uzyciu metody HRGCIHRMS wykazano, ze rownowaznik toksycznosci TEQ jest
zblizony do pr6bki referencyjnej lub odczynnikowej, wzbogaconej na tym samym poziomie.
9.1.4. Badanie powtarzalnosci pozwalajacej na uzyskanie informacji 0 odchyleniu standardowym w obrebie jednej partii
pr6bek jest szczeg61nie istotne w przypadku, gdy w testach biologicznych niernozliwe jest zastosowanie wzorc6w
wewnetrznych. Wartosc wsp61czynnika zrniennosci nie moze przekraczac 30 %.
9.1.5. W przypadku test6w biologicznych zdefiniowac badane zwiazki, mozliwe interferencje oraz najwyzsza dopuszczalna
wielkosc sygnalu pr6bki odczynnikowej.
9.2. Analiza ilosciowa wymaga uzycia serii rozciericzonych wzorcowych roztwor6w, dwu- lub trzystopniowego procesu
oczyszczania pr6bek oraz oznaczania pr6bek odczynnikowych i wzbogaconych w celu kontroli odzysku. Wyniki moga bye
wyrazone jako rownowaznik toksycznosci (TEQ) przy zalozeniu, ze wszystkie zwiazki dajace odpowiedz detektora wnosza
sw6j udzial do sumarycznego TEQ. Mozna to osiagnac przez zastosowanie TCDD lub mieszaniny wzorc6w dioksyn lub
furan6w do sporzadzenia krzywej wzorcowej umozliwiajacej obliczenie poziomu TEQ w ekstrakcie oraz w pr6bce; wynik
jest korygowany 0 wartosc TEQ uzyskana w wyniku analizy pr6bki odczynnikowej, uwzgledniajaca obecnosc
zanieczyszczeri w rozpuszczalnikach i uzytych odczynnikach, oraz odzysk obliczony na podstawie wartosci TEQ oznaczonej
w pr6bce kontroli jakosciowej w zakresie limitu zainteresowania. Cz«se obserwowanych strat odzysku jest spowodowana
oddzialywaniem matrycy lub roznicami miedzy wartosciami wsp6lczynnik6w toksycznosci (TEF) wykorzystywanymi
w testach biologicznych oraz oficjalnymi wartosciami TEF przyjetymi przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO).
10. OG6LNE WYMAGANIA, JAKIE POWINNY SPEI:,NIAC SKRININGOWE (PRZESIEWOWE) METODY
ANALIZY
10.1. Do badari skriningowych (przesiewowych) mozna stosowac metody GC/MS oraz testy biologiczne. Przestrzegac
wymagari dla metod GC/MS okreslonych w ust. 8. Wymagania dla biologicznych test6w kom6rkowych okreslono w ust. II,
a dla zestaw6w do test6w biologicznych w ust. 12.
10.2. Niezbedne jest podanie informacji 0 liczbie wynik6w falszywie dodatnich i wynik6w falszywie ujemnych, ponizej
i powyzej maksymalnego, dopuszczalnego poziomu, uzyskanych w duzych seriach pr6bek w por6wnaniu z wartosciami TEQ
uzyskanymi przy zastosowaniu metod potwierdzajacych. Rzeczywista czestosc wystepowania wynik6w falszywie ujemnych
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nie powinna przekraczac I %. Czestosc uzyskiwania wynikow falszywie dodatnich powinna bye na tyle niska, aby mozna
bylo wykorzystac zalety metod skriningowych.
10.3. Wyniki pozytywne zawsze potwierdzac przy zastosowaniu analizy potwierdzajacej HRGCIHRMS. Oprocz tego od 2
do 10 % probek ujemnych potwierdzac technikq HRGCIHRMS. Powinna bye znana korelacja pomiedzy biotestem a metoda
HRGC/HRMS.
11. SZCZEGOLOWE WYMAGANIA, JAKIE POWINNY SPELNIAC BIOLOGICZNE TESTY KOMORKOWE
11.1. W czasie wykonywania testow biologicznych w kazdej serii powinno silt uwzglednic zestaw referencyjnych stezeri
TCDD lub mieszaniny dioksyn i furanow (pelna krzywa dawka-efekt, R2 > 0,95). Dla celow badari skriningowych
(przesiewowych) mozna zastosowac rozszerzona krzywa wzorcowa dla probek zawierajacych niskie poziomy analitu.
11.2. Do oceny sprawnosci testu biologicznego powinny sluzyc wyniki badania referencyjnego stezenia TCDD (okolo trzy­
krotna granica oznaczalnosci) nanoszone na karty kontrolne w stalych odstepach czasu. Altematywnie mozna zastosowac
wzgledna odpowiedz probki referencyjnej w porownaniu do krzywej kalibracyjnej TCDD, poniewaz odpowiedz komorkowa
moze zalezec od wielu czynnikow,
11.3. Dla kazdego rodzaju materialu referencyjnego powinny bye prowadzone i sprawdzane karty kontrolne jakosci (QC chart)
w celu zapewnienia, zc wyniki sa zgodne z deklarowanymi wytycznymi.
11.4. Przy oznaczeniach ilosciowych zwracac uwage, aby zastosowane rozciericzenie probki miescilo silt w zakresie
liniowym krzywej kalibracji. Probki, ktorych sygnal przekracza liniowy zakres krzywej kalibracji, rozciericzyc i ponownie
oznaczyc. Zaleca silt jednoczesne badanie co najmniej trzech rozciericzeri,
11.5. Procentowe odchylenie standardowe nie powinno bye wieksze niz 15 % dla trzykrotnej analizy kazdego rozciericzenia
probki oraz nie moze przekraczac 30 % dla wynikow uzyskanych w trzech niezaleznych eksperymentach.
11.6. Granice wykrywalnosci mozna ustalic jako 3-krotne odchylenie standardowe probki odczynnikowej lub sygnalu tla,
Irma metoda jest wykorzystanie sygnalu wyzszcgo od t1a (pieciokrotna wartosc probki odczynnikowej) wyznaczonego na
podstawie krzywej kalibracji przygotowanej tego same go dnia.
Granice oznaczalnosci mozna ustalic jako 5-6-krotnll wartosc odchylenia standardowego probki odczynnikowej lub sygnalu
tla lub zastosowac sygnal powyzej tla (dziesieciokrotna wartosc probki odczynnikowej) wyznaczony na podstawie krzywej
kalibracji przygotowanej tego samego dnia.
12. SZCZEGOLOWE WYMAGANIA, JAKIE POWINNY SPELNIAC TESTY BIOLOGICZNE10

)

12.1. Przestrzcgac dostarczonych przez producenta instrukcji przygotowania probek i ich analizy.
12.2. Zestawy do testow biologicznych nie rnoga bye wykorzystywane po uplywie daty waznosci,
12.3. Nie wolno uzywac materialow lub skladnikow przeznaczonych do wykorzystania w innych zestawach.
12.4. Zestawy do testow biologicznych powinny bye przechowywane oraz uzywane do badari w temperaturze podanej
w instrukcji.
12.5. W przypadku testow immunologicznych granice wykrywalnosci okresla silt jako sume sredniej i trzykrotnego
odchylenia standardowego obliczonego na podstawie wynikow 10 analiz probek odczynnikowych podzielona przez
wspolczynnik nachylenia krzywej wzorcowej wyznaczonej rownaniem regresji liniowej.
12.6. Stosowac wzorce referencyjne w celu kontroli, czy ich odpowiedz miesci silt w akceptowanym zakresie.
13. PRZEDSTAWIANIE WYNIKOW
Wyniki analiz zawartosci dioksan i dioksynopodobnych PCB powinny bye przedstawione w sprawozdaniu z badari, ktore
powinno zawierac:
I) jezeli pozwala na to zastosowana procedura analityczna, poziomy poszczegolnych kongenerow PCDDIF i PCB ~ wyniki

analiz powinny bye przedstawione zgodnie z gorna, dolna i srednia granica ich wkladu do TEQ, w celu dostarczenia
w sprawozdaniu z badari jak najwiekszej ilosci informacji, a tym samym umozliwiajac interpretacje uzyskanych
wynikow w zaleznosci od okreslonych wymagari;

2) informacje 0 zawartosci lipidow w probce oraz 0 zastosowanej metodzie ich ekstrakcji.
Informacje na temat odzysku wszystkich zastosowanych wzorcow wewnetrznych powinny bye dostepne w przypadku, gdy
wartosci odzysku wykraczaja poza granice okreslone w ust. 8, w razie przekroczenia dopuszczalnej zawartosci lub w innych
przypadkach.

ROZDZIAl. 9

BADANIE NIEBIAl.KOWYCH ZWIJ\ZK6w AZOTOWYCH

OZNACZANIE MOCZNlKA

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda sluzy do oznaczania zawartosci mocznika w paszach.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
Probka ze srodkiem klarujacym tworzy w wodzie zawiesine. Suspensjajest filtrowana.
Zawartosc mocznika w filtracie jest oznaczana po dodaniu 4-dwumetyloaminobenzaldehydu (4-DMAB) poprzez pomiar
gestosci optycznej przy dlugosci fali 420 nm.

10) Dotychczas nie rna informacji 0 dostepnych w handlu zestawach do testow biologicznych charakteryzujacych silt dostateczna czuloscia
i wiarygodnoscia, kt6re umozliwialyby ich wykorzystywanie w skriningowych (przesiewowych) badaniach obecnosci okreslonych
poziorn6w dioksyn w pr6bkach srodkow spozywczych i paszy.
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3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Roztwor 4-dwumetyloaminobezaldehydu:
Rozpuscic 1,6 g czystego 4-DMAB w 100 m1 96 % etano1u i dodac 10 ml kwasu ch1orowodorowego (d = 1,19). Trwalosc
tego odczynnika wynosi maksymalnie 2 tygodnie.
3.2. Roztwor Carreza I:
Rozpuscic w wodzie 21,9 g octanu cynkowego Zn(CH3COO)z . 2HzO i 3 g lodowatego kwasu octowego. Uzupelnic do
objetosci I !itra woda.
3.3. Roztwor Carreza II:
Rozpuscic w wodzie 10,6 g zelazocyjanku potasowego K4Fe(CN)6 . 3HzO. Uzupelnic do objetosci I litra woda.
3.4. Aktywny wegiel nieabsorbujacy mocznika (sprawdzony).
3.5. Roztwor 0,1 % (roN) mocznika.
4. APARATURA I SPRZF;T
4.1. Mikser lub tumbler: od 35 do 40 obr/min.
4.2. Probowki: 160 x 16 mm ze szklanymi, szlifowanymi korkami.
4.3. Spektrofotometr.
5. SPOSOB POSTF;POWANIA
5.1. Analiza probki.
Odwazyc 2 g probki, z dokladnoscia do 1 mg, i umiescic razem z Lg aktywnego wegla, 0 kt6rym mowa w ust. 3.4, w kolbie
miarowej 0 pojemnosci 500 m!. Dodac 400 ml wody i po 5 ml roztworu Carreza I, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.2, i Carreza II,
o kt6rym mowa w ust. 3.3. Mieszac przez 30 minut w mikserze, 0 ktorym mowa w ust. 4.1. Uzupelnic do pelnej objetosci
kolby woda, wstrzasnac i przefiltrowac.
Do probowek, 0 kt6rych mowa w ust. 4.2, przeniesc po 5 m1 przezroczystego, bezbarwnego filtratu, dodac 5 ml roztworu
4-DMAB,o ktorym mowa w ust. 3.1, i zamieszac, Wstawic probowki do lazni wodnej ustawionej na temperature 20°C.
Po 15 minutach zmierzyc gestosc optyczna roztworu probki spektrofotometrem, przy dlugosci fali 420 nm. Pomiar wykonac
wzgledem slepej proby odczynnikowej.
5.2. Krzywa ka!ibracyjna.
Do kolb miarowych 0 pojemnosci 100 ml nalac 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 i 10,0 ml roztworu mocznika, 0 ktoryrn mowa w ust. 3.5,
i uzupelnic do pelnej objetosci kolb woda. Odlac 5 ml kazdego z roztworow, dodac do kazdej probowki po 5 ml roztworu
4-DMAB, 0 kt6rym mowa w ust. 3.1, wymieszac i zmierzyc gestosc optyczna w podany wyzej spos6b, porownujac
z roztworem kontrolnym zawierajacym 5 mI4-DMAB i 5 ml wody wolnej od mocznika. Wykreslic krzywa kalibracyjna.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Na podstawie krzywej kalibracyjnej oznaczyc zawartosc mocznika w probce, Wynik wyrazic jako udzial procentowy
w probce.
7. OBJASNIENIA
7.1. W przypadku gdy zawartosc mocznika przekracza 3 %, zmniejszyc mase probki do I g lub rozciericzyc pierwotny
roztwor tak, aby w 500 ml nie znajdowalo sie wiecej niz 50 mg mocznika.
7.2. W przypadku nizszej zawartosci mocznika zwiekszac mase probki do czasu, az filtrat stanie sic przezroczysty
j bezbarwny.
7.3. Jezeli probka zawiera proste zwiazki azotowe, takie jak aminokwasy, gestosc optyczna mierzyc przy dlugosci fali
435 nm.


