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ROZPORZADZENIE MINISTRA ROLNICTWA | ROZWOJU WSI"

z dnia 27 czerwca 2007 r.

w sprawie metodyki postepowania analitycznego w zakresie okreslania zawartosci
sktadnikow pokarmowych i dodatkow paszowych w materiatach paszowych, premiksach,
mieszankach paszowych i paszach leczniczych?

Na podstawie art. 44 pkt 2 ustawy z dnia 22 lipca
2006 r. o paszach (Dz. U. Nr 144, poz. 1045) zarzadza
sie, co nastepuje:

8 1. Metodyka postepowania analitycznego w za-
kresie okreslania zawartosci sktadnikow pokarmo-
wych i dodatkow paszowych w materiatach paszo-
wych, premiksach, mieszankach paszowych i paszach
leczniczych jest okreslona w zatgczniku do rozporza-
dzenia.

§ 2. Traci moc rozporzadzenie Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi z dnia 6 marca 2006 r. w sprawie meto-
dyki postepowania analitycznego w zakresie okresla-
nia zawartosci sktadnikow pokarmowych i dodatkéw
paszowych w materiatach paszowych, premiksach,
mieszankach paszowych i paszach leczniczych (Dz. U.
Nr 54, poz. 389).

8 3. Rozporzadzenie wchodzi w zycie po uptywie
14 dni od dnia ogtoszenia.

Minister Rolnictwa i Rozwoju Wsi: w z. M. Jabtonski

T Minister Rolnictwa i Rozwoju Wsi kieruje dziatem administracji rzadowej — rolnictwo, na podstawie § 1 ust. 2 pkt 1 roz-
porzadzenia Prezesa Rady Ministrow z dnia 18 lipca 2006 r. w sprawie szczegotowego zakresu dziatania Ministra Rolnic-
twa i Rozwoju Wsi (Dz. U. Nr 131, poz. 915 oraz z 2007 r. Nr 38, poz. 244).

2) Przepisy niniejszego rozporzadzenia wdrazajg postanowienia:

— pierwszej dyrektywy Komisji 71/250/EWG z dnia 15 czerwca 1971 r. ustanawiajacej wspolnotowe metody analizy do
celdw urzedowej kontroli pasz (Dz. Urz. WE L 155 z 12.07.1971, str. 13, z pézn. zm.; Dz. Urz. UE Polskie wydanie spe-

cjalne, rozdz. 3, t. 1, str. 237, z p6zn. zm.),

— drugiej dyrektywy Komisji 71/393/EWG z dnia 18 listopada 1971 r. ustanawiajacej wspdlnotowe metody analiz do ce-
I6w urzedowej kontroli pasz (Dz. Urz. WE L 279 z 20.12.1971, str. 7, z p6zn. zm.; Dz. Urz. UE Polskie wydanie specjal-

ne, rozdz. 3, t. 1, str. 277, z pézn. zm.),

— trzeciej dyrektywy Komisji 72/199/EWG z dnia 27 kwietnia 1972 r. ustalajacej wspodlnotowe metody analiz do celéw
urzedowej kontroli pasz (Dz. Urz. WE L 123 z 29.05.1972, str. 6, z p6zn. zm.; Dz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne,

rozdz. 3, t. 1, str. 306, z pdzn. zm.),

— czwartej dyrektywy Komisji 73/46/EWG z dnia 5 grudnia 1972 r. ustanawiajacej wspoélnotowe metody analizy do celéw
urzedowej kontroli pasz (Dz. Urz. WE L 83 z 30.03.1973, str. 21, z pézn. zm.; Dz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne,

rozdz. 3, t. 2, str. 12, z pézn. zm.),

— siédmej dyrektywy Komisji 76/372/EWG z dnia 1 marca 1976 r. ustanawiajacej wspolnotowe metody analizy do celéw
urzedowej kontroli pasz (Dz. Urz. WE L 102 z 15.04.1976, str. 8, z p6zn. zm.; Dz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne,

rozdz. 3, t. 3, str. 28, z pdzn. zm.),
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— o0smej dyrektywy Komisji 78/633/EWG z dnia 15 czerwca 1978 r. ustanawiajgcej wspodlnotowe metody analizy do ce-
I6w urzedowej kontroli pasz (Dz. Urz. WE L 206 z 29.07.1978, str. 43, z p6zn. zm.; Dz. Urz. UE Polskie wydanie specjal-
ne, rozdz. 3, t. 3, str. 250, z pdzn. zm.),

— dziewiatej dyrektywy Komisji 81/715/EWG z dnia 31 lipca 1981 r. ustanawiajgcej wspoélnotowe metody analizy do ce-
I6w urzedowej kontroli pasz (Dz. Urz. WE L 257 z 10.09.1981, str. 38; Dz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3,
t. 5, str. 76),

— dziesigtej dyrektywy Komisji 84/425/EWG z dnia 25 lipca 1984 r. ustanawiajgcej wspodlnotowe metody analizy do ce-
l6w urzedowej kontroli pasz (Dz. Urz. WE L 238 z 06.09.1984, str. 34; Dz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3,
t. 6, str. 111),

— jedenastej dyrektywy Komisji 93/70/EWG z dnia 28 lipca 1993 r. ustanawiajacej wspolnotowe metody analiz do celow
urzedowej kontroli pasz (Dz. Urz. WE L 234 z 17.09.1993, str. 17; Dz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 15,
str. 67),

— dwunastej dyrektywy Komisji 93/117/WE z dnia 17 grudnia 1993 r. ustanawiajacej wspolnotowe metody analizy do ce-
low urzedowej kontroli pasz (Dz. Urz. WE L 329 z 30.12.1993, str. 54; Dz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3,
t. 15, str. 254),

— dyrektywy Komisji 98/64/WE z dnia 3 wrzes$nia 1998 r. ustanawiajgcej wspoélnotowe metody analiz do oznaczenia ami-
nokwasow, surowych olejow i ttuszczow oraz olaquindoksu w paszach i zmieniajgcej dyrektywe 71/393/EWG (Dz. Urz.
WE L 257 z 19.09.1998, str. 14; Dz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 23, str. 433),

— dyrektywy Komisji 1999/27/WE z dnia 20 kwietnia 1999 r. ustanawiajgcej wspdlnotowe metody analiz dotyczacych
oznaczania amprolium, diklazurilu i karbadoksu w paszach oraz zmieniajgcej dyrektywy 71/250/EWG, 73/46/EWG
i uchylajacej dyrektywe 74/203/EWG (Dz. Urz. WE L 118 z 06.05.1999, str. 36, z p6zn. zm.; Dz. Urz. UE Polskie wydanie
specjalne, rozdz. 3, t. 25, str. 235),

— dyrektywy Komisji 1999/76/WE z dnia 23 lipca 1999 r. ustanawiajacej wspoélnotowa metode analizy w celu oznaczania
lasalocidu soli sodowej w paszach (Dz. Urz. WE L 207 z 06.08.1999, str. 13; Dz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne,
rozdz. 3, t. 26, str. 250),

— dyrektywy Komisji 2000/45/WE z dnia 6 lipca 2000 r. ustanawiajacej wspolnotowe metody analizy do celéw oznacza-
nia witaminy A, witaminy E i tryptofanu w paszach (Dz. Urz. WE L 174 z 13.07.2000, str. 32; Dz. Urz. UE Polskie wyda-
nie specjalne, rozdz. 3, t. 30, str. 12),

— dyrektywy Komisji 2002/70/WE z dnia 26 lipca 2002 r. ustanawiajacej wymagania dotyczace oznaczania poziomoéw
dioksyn i dioksynopochodnych polichlorowanych bifenyli (PCB) w paszach (Dz. Urz. WE L 209 z 06.08.2002, str. 15,
z pozn. zm.; Dz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 36, str. 430, z pdzn. zm.),

— dyrektywy Komisji 2003/126/WE z dnia 23 grudnia 2003 r. w sprawie analitycznej metody okreslania sktadnikow po-
chodzenia zwierzecego do celédw urzedowej kontroli pasz (Dz. Urz. UE L 339 z 24.12.2003, str. 78; Dz. Urz. UE Polskie
wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 41, str. 540).
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Zatacznik do rozporzadzenia Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi z dnia 27 czerwca 2007 r. (poz. 1086)
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ROZDZIAL 1

POSTANOWIENIA OGOLNE DOTYCZACE METODYKI POSTEPOWANIA ANALITYCZNEGO
W ZAKRESIE OKRESLANIA ZAWARTOSCI SKEADNIKOW POKARMOWYCH I DODATKOW
PASZOWYCH W MATERIALACH PASZOWYCH, PREMIKSACH, MIESZANKACH PASZOWYCH
I PASZACH LECZNICZYCH

1.1. PRZYGOTOWANIE PROBEK DO BADAN

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

W rozdziale opisano tryb postgpowania przy przygotowaniu do badan probki koricowej, przesylanej do laboratorium
upowaznionego do prowadzenia badan w ramach urzgdowej kontroli pasz, zgodnie z przepisami rozporzadzenia Ministra
Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 14 grudnia 2006 r. w sprawie szczegdtowych warunkéw i sposobu pobierania prébek do
badan oraz postgpowania z prébkami pobranymi w ramach urzgdowej kontroli pasz (Dz. U. z 2007 r. Nr 2, poz. 14).

Probke do badan przygotowuje si¢ tak, aby odwazone ilosci, zgodnie z metodyks postgpowania analitycznego, byly
jednorodne i reprezentatywne w odniesieniu do prébki koncowe;.

2. ZALECANE SRODKI OSTROZNOSCI

Wszystkie konieczne czynnoscei powinny by¢ wykonywane w taki sposob, aby zapobiec zanieczyszczeniu i zmianie sktadu
probki do badan. Rozdrabnianie, mieszanie, przesiewanie powinny by¢ wykonywane mozliwie szybko, przy ograniczonym
dostepie powietrza 1 $wiatla do prébki do badan. Nie powinny by¢ stosowane mtynki i rozdrabniacze, ktére podczas pracy
powoduja nagrzewanie probki do badaf. W przypadku pasz szczegélnie wrazliwych na cieplo zaleca si¢ reczne
rozdrabnianie. Ponadto zastosowany sprzet nie powinien stanowié¢ zrddla zanieczyszczenia pasz mikroelementami.

Jezeli przygotowanie prébki do badan nie moze by¢ przeprowadzone bez znacznych zmian poziomu wilgotnodei prébki
koficowej, poziom jej wilgotno$ci oznacza sie przed i po przygotowaniu prébki do badan, zgodnie z metoda oznaczania
wilgotnoscei, o ktdrej mowa w rozdziale 2, w czg¢sci 2.3.

3. SPOSOB POSTEPOWANIA

Prébka konicowa jest dokladnie mieszana mechanicznie albo r¢eznie, a nastgpnie dzielona na 2 réwne czgéel, a jezeli jest to
wymagane, stosuje sig¢ metodg dzielenia na C¢wiartki. Jedna z uzyskanych czgsci prébki koricowe] umiescié
w odpowiednim, czystym i suchym pojemniku, wyposazonym w hermetyczny korek, a pozostalg lub reprezentatywna czg$é
probki koricowej o masie co najmniej 100 g przygotowad w sposéb opisany ponizej.

3.1. Pasze, ktdre mogg by¢ zmielone

Jezeli w metodyce postepowania analitycznego nie ustalono inaczej, po zmieleniu, jezeli to konieczne, calg probke przesiaé
przez sito o otworach w ksztatcie kwadratéw, o bokach 1 mm, zgodnie z zaleceniem ISO R565. Unikaé nadmiernego
rozdrobnienia.

Przesiang prébke zamiesza¢ i umiesci¢ w odpowiednim, czystym i suchym pojemniku, wyposazonym w hermetyczny korek.
Bezpodrednio przed odwazeniem probki do badan — powtdrnie zamieszad.

3.2. Pasze, ktére mogg by¢ zmielone po wysuszeniu

Jezeli w metodyce postgpowania analitycznego nie ustalono inaczej, wysuszy¢ probke w celu obnizenia poziomu wilgotnosci
od 8 do 12%, zgodnie ze wstgpna procedurg suszenia opisang w metodyce oznaczania wilgotnodci. Nastepnie postgpowad
w sposob okreSlony w ust. 3.1.

3.3. Pasze ptynne lub pétptynne
Prébke umiesci¢ w odpowiednim, czystym i suchym pojemniku, wyposazonym w hermetyczny korek. Bezposrednio przed
odwazeniem probki do badan — doktadnie zamieszad.

3.4. Inne pasze

Prébki, ktére nie moga by¢ przygotowane w jeden z wyzej opisanych sposobdw, powinny by¢ przygotowane w taki sposob,
aby odwazone ilosci wymagane do metodyki postgpowania analitycznego byty jednorodne i reprezentatywne dla prébki
koncowej.

4. PRZECHOWYWANIE PROBEK DO BADAN
Prébki przechowuje si¢ w temperaturze, ktdra nie spowoduje zmiany ich skladu. Przeznaczone do badania witamin lub
substancji probki, ktére sa szczegdlnie wrazliwe na §wiatlo, przechowuje sig w brazowych, szklanych pojemnikach.

1.2. WYTYCZNE DOTYCZACE ODCZYNNIKOW I APARATURY UZYWANEJ W METODYCE
POSTEPOWANIA ANALITYCZNEGO

1.2.1. Jezeli w metodyce postepowania analitycznego nie ustalono inaczej, wszystkie stosowane odezynniki powinny mieé
stopien czysto$ci do analizy. W przypadku oznaczania mikroelementéw czysto$§¢ odczynnikéw sprawdza si¢ przez
wykonywanie $lepej proby. Zaleznie od uzyskanych wynikéw, moze by¢ konieczne dalsze oczyszczanie odczynnikdw.
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1.2.2. Jezeli w metodyce postgpowania analitycznego nie podano konkretnego rozpuszczalnika lub rozciericzalnika,
w przypadku czynnosci wymagajacych przygotowania roztwordw, rozcieficzania, sptukiwania lub przemywania stosowaé
wode. Jako podstawowa przyja¢ zasade, Ze powinna by¢ stosowana woda destylowana lub demineralizowana.
W szczegblnych przypadkach, wymienianych w metodach oznaczania, moga by¢ zalecone specjalne sposoby oczyszczania
wody.

1.2.3. Oprécz aparatury i sprz¢tu wymienionego w metodyce postgpowania analitycznego stosowal aparaturg 1 sprzet,
powszechnie stosowany w laboratorium, poniewaz w metodyce postgpowania analitycznego wymieniono tylko te aparature
i sprzet, ktére wymagaja szczegdlnego zastosowania. Wszystkie urzadzenia powinny by¢ czyste zwlaszcza wtedy, gdy sa
oznaczane bardzo mate ilosci substancji.

1.3. STOSOWANIE METODYKI POSTEPOWANIA ANALITYCZNEGO I WYRAZANIE WYNIKOW

1.3.1. Jedna metoda oznaczania jest zalecana do analizy zawartosci kazdej substancji w paszy. Jezeli moga by¢ zastosowane
inne metody oznaczania tej samej substancji, metoda, z uzyciem ktérej wykonywano oznaczenie, powinna by¢ wymieniona
w sprawozdaniu z badan.

1.3.2. Wynik podany w sprawozdaniu z badari powinien stanowi¢ $rednig wartos¢ co najmniej z 2 oznaczen wykonanych
z oddzielnych czgécei tej samej probki i powinien charakteryzowad si¢ zadowalajaca powtarzalnoécia.

Wynik powinien by¢ wyrazony w sposéb podany w metodyce postgpowania analitycznego, zawiera¢ odpowiednig liczbg cyfr
znaczacych i, jezeli to konieczne, powinien by¢ skorygowany do wilgotnosci prébki konicowej przed przygotowaniem.

1.3.3. W przypadku substancji niepozadanych, o ktérych mowa w rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia
23 stycznia 2007 1. w sprawie dopuszczalnych zawartosci substancji niepozgdanych w paszach (Dz. U. Nr 20, poz. 119),
w tym dioksyn i dioksynopodobnych polichlorowanych bifenyli (PCB), uznaje si¢, ze produkt przeznaczony do zywienia
zwierzat jest niezgodny pod wzglgdem ustalonej zawarto$ci maksymalnej, w przypadku gdy wynik analizy wskazuje na
przekroczenie zawarto$ci maksymalnej z uwzglgdnieniem rozszerzonej niepewno$ci pomiaru i poprawki na stopien odzysku.
Badane stgzenie po uwzglednieniu poprawki i odjeciu rozszerzonej niepewnosci pomiaru stanowi podstawe oceny zgodnosci.
Ma to zastosowanie jedynie w przypadkach, gdy stosowana metoda analizy pozwala na ustalenie warto$ci niepewnoSci
pomiaru 1 stopnia odzysku 1 dlatego nie jest to mozliwe migdzy innymi w przypadku analizy mikroskopowe;.

Stosowana metoda analizy pozwala na ustalenie warto$ci niepewnogci pomiaru i stopnia odzysku. Wynik analizy przedstawia
si¢ w sposdb nastepujacy:

1) jako skorygowany lub nieskorygowany na stopiert odzysku, powinien by¢ wskazany sposob przedstawienia sprawozdania
oraz stopien odzysku;

2) jako x £ U, gdzie x oznacza wynik analizy, a U rozszerzong niepewno$é pomiaru, przy zastosowaniu wspotczynnika
rozszerzenia k=2, ktéry daje wynik w przedziale ufnosci 95%.

ROZDZIAL 2

BADANIE PODSTAWOWYCH SKEADNIKOW POKARMOWYCH

2.1. OZNACZANIE BIALKA OGOLNEGO METODA KJELDAHLA

1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci biatka ogblnego w paszach na podstawie zawartosci azotu oznaczonego metoda
Kjeldahla.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest mineralizowana kwasem siarkowym w obecnosci katalizatora. Kwasny roztwér jest alkalizowany z uzyciem
roztworu wodorotlenku sodu. Amoniak destyluje si¢ i zbiera w znanej iloéci roztworn kwasu siarkowego, ktérego nadmiar
jest miareczkowany mianowanym roztworem wodorotlenku sodu.

3. ODCZYNNIKI 1 ROZTWORY

3.1. Siarczan potasu.

3.2. Katalizator: tlenek miedzi(IT} CuO lub siarczan miedzi(IT) CuSO, - 5SH,O pentahydrat.

3.3. Granulowany cynk.

3.4. Kwas siarkowy, p,,= 1,84 g/ml.

3.5. Kwas siarkowy ¢(1/2 H,S0O, ) = 0,5 mol/l.

3.6. Kwas siarkowy ¢(1/2 H,SO, ) = 0,1 mol/l.

3.7. Czerwien metylowa, wskaZnik:

Rozpuscié 300 mg czerwieni metylowej w 100 ml etanolu, =95 - 96% (V/ V).

3.8. Wodorotlenek sodu (moze by¢ techniczny), roztwér o stezeniu 40 g w 100ml (m/V : 40%).

3.9. Wodorotlenek sodu, roztwér o stezeniu ¢ = 0,25 ml/l.

3.10. Wodorotlenek sodu, roztwor o stgzeniu ¢ = 0,1 mol/l.

3.11. Granulowany pumeks, przemyty kwasem chlorowodorowym i wyprazony.

3.12. Acetanilid (temperatura topnienia = 114°C, N = 10,36%).

3.13. Sacharoza, niezawierajgca azotu.

4. APARATURA 1 SPRZET

Aparatura 1 sprzgt odpowiedni do przeprowadzenia mineralizacji, destylacji i miareczkowania wedlug metody Kjeldahla.
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5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Mineralizacja

Odwazy¢, z dokladnoscia do 0,001 g, 1g prébki i przenie$¢ do kolby aparatu do mineralizacji. Dodaé 15 g siarczanu potasu,
o ktérym mowa w ust. 3.1, odpowiednia ilo$¢ katalizatora, o ktérym mowa w ust. 3.2, czyli od 0,3 do 0,4 g tlenku miedzi(IT)
lub od 0,9 do 1,2 g pentahydratu siarczanu miedzi(IT), 25 ml kwasu siarkowego, o ktérym mowa w ust. 3.4, kilka granul
pumeksu, o ktérym mowa w ust. 3.11, i zamiesza¢. Poczatkowo ogrzewac kolbg ostroznie, w razie konieczno$ci mieszajac
od czasu do czasu, az do zweglenia substancji organicznej i zaniku piany; nastepnie zwigkszy¢ intensywno$¢ ogrzewania az
do trwalego wrzenia roztworu. Ogrzewanie jest wlasciwe, jezeli wrzacy kwas kondensuje na $ciankach kolby. Zapobiegad
miejscowemu przegrzewaniu si¢ materiatu i przylepianiu organicznych czastek do tych miejsc. Od chwili gdy roztwér stanie
si¢ klarowny i przyjmie jasnozielong barwe, kontynuowaé ogrzewanie przez 2 godziny, a nastgpnie pozostawié do
schlodzenia.

5.2. Destylacja

Ostroznie dodaé do kolby ilo$¢ wody wystarczajaca do catkowitego rozpuszczenia siarczanéw. Pozostawi¢ do schlodzenia,
a nastepnie doda¢ kilka granulek cynku, o ktérych mowa w ust. 3.3.

Umiesci¢ w odbieralniku aparatu destylacyjnego odmierzone 25 ml kwasu siarkowego, o ktérym mowa w ust. 3.5 lub
w ust. 3.6, zaleznie od przewidywanej zawarto$ci azotu. Doda¢é kilka kropli wskaznika czerwieni metylowej, o ktérym mowa
w ust. 3.7.

Podligczy¢ kolbg mineralizacyjng do chtodnicy aparatu do destylacji i zanurzyé koniec chtodnicy w cieczy znajdujacej sig¢
w kolbie odbieralnika na glgboko$é co najmniej 1 cm. Przy wykonywaniu tej czynnoséci uwzglednié ust. 8.3. Ostroznie wlaé
100 m] roztworu wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.8, do kolby mineralizacyjnej, nie dopuszczajac do strat
amoniaku. Przy wykonywaniu tej czynno$ci uwzgledni¢ ust. 8.1. Ogrzewal kolbe az do calkowitego oddestylowania
amoniaku.

5.3. Miareczkowanie

Miareczkowaé nadmiar kwasu siarkowego w kolbie odbieralnika roztworem wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.9
lub w ust. 3.10, w zaleznosci od stgzenia zastosowanego kwasu siarkowego, do uzyskania punktu konicowego.

5.4. Slepa préba

W celu potwierdzenia, ze zastosowane odczynniki nie zawieraja azotu, przeprowadzi¢ S$lepa prébe, skladajaca sig
z mineralizacji, destylacji i miareczkowania, stosujgc 1 g sacharozy, o ktérej mowa w ust. 3.13, zamiast probki.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Zawarto$¢ biatka ogélnego obliczy¢ wedlug nastepujacego wzoru:

(V,~V,)xcx 0,014 x 100 x 6,25

m

gdzie:
V, — objetoé¢ w ml wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.9 lub w ust. 3.10, zuzytego do $lepej préby,
V, — objetos¢ w ml wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.9 lub w ust. 3.10, zuzytego do miareczkowania probki,
¢ — stgzenie w mol/l roztworu wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.9 lub w ust. 3.10,
m — masa w g probki.
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Powtarzalno§é
Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczad:

0,2% wartosci bezwzglednej, dla zawarto$ci biatka ogdlnego nizszej niz 20%,

1% najwyzszego wyniku, dla zawartosci biatka ogdlnego od 20 do 40%,

0,4% warto$ci bezwzglednej, dla zawartosci biatka ogdélnego wyzszej niz 40%.
7.2. Doktadno$é¢
Przeprowadzi¢ analiz¢, skladajacg sie¢ z mineralizacji, destylacji i miareczkowania, stosujac od 1,5 do 2 g acetanilidu,
o ktérym mowa w ust. 3.12, w obecnosci 1 g sacharozy, o ktérej mowa w ust. 3.13; 1 g acetanilidu zuzywa 14,80 ml kwasu
siarkowego, o ktérym mowa w ust. 3.5. Stopien odzysku powinien wynosi¢ co najmniej 99%.
8. OBJASNIENIA
8.1. Do oznaczania mozna stosowal prosty sprzet laboratoryjny, urzadzenia pdlautomatyczne lub catkowicie
zautomatyzowane. W przypadku konieczno$ci przeniesienia zastosowanego urzadzenia pomigdzy etapami mineralizacji
i destylacji, czynno$¢ ta powinna by¢ wykonana bez jakichkolwiek strat reagentéw. Jezeli kolba aparatu destylacyjnego nie
jest wyposazona we wkraplacz, dodaé¢ wodorotlenek sodu natychmiast przed podlaczeniem kolby do chlodnicy, pozwalajac,
aby ciecz powoli sptywala po $ciankach.
8.2. Jezeli roztwér przechodzi w postaé stala, ponownie przeprowadzié oznaczanie, stosujac wicksze ilosci kwasu
siarkowego, o ktérym mowa w ust. 3.4, niz podano wyzej.
8.3. W przypadku analizy produktéw o niskiej zawartosci azotu objeto$¢ kwasu siarkowego, o ktérym mowa w ust. 3.6, ktéra
ma zosta¢ dodana do kolby odbieralnika, moze by¢, w miarg potrzeby, zmniejszona do 10 lub 15 ml i uzupetniona wodg do
objetosei 25 ml.
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2.2. OZNACZANIE OGOLNYCH BIALEK ROZPUSZCZONYCH PEPSYNA I KWASEM
CHLOROWODOROWYM

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania frakcji ogdlnych bialek rozpuszczonych, w okre§lonych warunkach, pepsyna

i kwasem chlorowodorowym. Metode stosuje si¢ do analizowania wszystkich pasz.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébke ogrzewa sie przez 48 godzin w temperaturze 40°C w roztworze chlorowodorku pepsyny. Zawiesing filtruje sig,

a nastgpnie oznacza zawarto§é azotu w filtracie, zgodnie z metodg oznaczania biatka ogdlnego.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Kwas chlorowodorowy, d = 1,125,

3.2. Kwas chlorowodorowy 0,075 N.

3.3. Pepsyna o aktywnosci 2 jednostek na mg (U/mg). Aktywnos¢ pepsyny zostala zdefiniowana w metodzie opisanej

w rozdziale 2 w czgéci 2.2.1. i powinna by¢ okre§lona zgodnie z ta metoda.

3.4. Okoto 0,2% (m/V) $wiezo przygotowanego roztworu pepsyny w kwasie chlorowodorowym, o ktérym mowa w ust. 3.2,

o aktywnosci 400 jednostek na 1 1(U/1).

3.5. Emulsja zapobiegajaca spienieniu, proponuje si¢ zastosowac silikon,

3.6. Wszystkie odczynniki i roztwory okre§lone w metodzie oznaczania biatka ogélnego metoda Kjeldahla w rozdziale 2,

w czesei 2.1, w ust. 3.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. LaZnia wodna lub inkubator, nastawione na 40°C + 1°C.

4.2. Kolba Kjeldahla.

4.3. Zestaw do destylacji.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Przygotowanie roztworu

Przy przygotowaniu roztworu uwzglednic ust. 8.2.

Odwazy¢, z doktadno$cig do 1 mg, 2 g prébki i umieséci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 500 ml. Dodaé¢ 450 ml roztworu

pepsyny, o ktérym mowa w ust. 3.4, uprzednio podgrzanego do 40°C i zawarto$¢ wstrzasnaé, aby uniknaé zbrylenia.

Sprawdzi¢, czy pH zawiesiny jest nizsze niz 1,7. Kolbg umiesci¢ w tazni wodnej lub w inkubatorze, o ktérych mowa

w ust. 4.1, 1 pozostawi¢ na 48 godzin. Wstrzasna¢ po 8 godzinach, 24 godzinach i 32 godzinach.

Po uplywie 48 godzin dodaé¢ 15 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.1, i ostudzié¢ do 20°C. Uzupeié do

pelnej objgtosci kolby woda 1 przefiltrowacd.

5.2. Mineralizacja

Odmierzy¢ 250 ml filtratu 1 umiesci¢ w kolbie Kjeldahla. Dodaé 15 g siarczanu potasu, odpowiednia ilo$¢ katalizatora- 0,3

do 0,4 g tlenku miedzi(II} lub 0,9 do 1,2 g pentahydratu siarczanu miedzi(Il), 25 ml kwasu siarkowego p,, = 1,84 g/ml, kilka

granul wyprazonego pumeksu przemytego kwasem chlorowodorowym. Zamieszaé je i doprowadzi¢ do wrzenia. Jezeli

pojawi si¢ piana, dodaé kilka kropli emulsji zapobiegajacej spienieniu. Kontynuowa¢ wrzenie az do niemal catkowitego

odparowania wody. Zmniejszy¢ intensywnos$¢ grzania i ostroznie usungé resztki wody.

Kiedy roztwér stanie si¢ klarowny i bezbarwny lub jasno zielony, w przypadku uzycia katalizatora miedziowego,

kontynuowacé ogrzewanie jeszcze przez godzine, a nastepnie pozostawié do schlodzenia.

5.3. Destylacja i miareczkowanie

Postgpowaé wedtug metody oznaczania biatka ogdlnego metoda Kjeldahla, opisanej w rozdziale 2, w czgsci 2.1, w ust. 5.2

i5.3.

5.4. Slepa préba

Przeprowadzi¢ $lepa probe wedlug tego samego sposobu postepowania, lecz bez prébki analityczne;.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Qdja¢ objetosé kwasu siarkowego uzytego w $lepej probie od objetosci zuzytej przez badang prébke. 1 ml kwasu siarkowego

0,1 N odpowiada 1,4 mg azotu.

Pomnozy¢ iloé¢ uzyskang dla azotu przez wspdtczynnik 6,25. Wyniki przedstawi¢ jako udziat procentowy w prébee.

7. SPRAWDZENIE METODY

7.1. Powtarzalno§é

Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczerh wykonanych dla tej samej prébki nie powinna przekraczac:
0,4 wartos$ci bezwzglednej, dla zawartosci ogdlnych biatek rozpuszezonych pepsyna i kwasem chlorowodorowym do 20%,
2% warto$ci wzglednej, dla zawarto$ci ogélnych biatek rozpuszczonych pepsyna i kwasem chlorowodorowym od 20 do 40%,
0,8 warto$ci bezwzglednej, dla zawartosci ogdlnych biatek rozpuszczonych pepsyna i kwasem chlorowodorowym wyzszej
niz 40%.

8. OBJASNIENIA

8.1. Warto$ci otrzymane ta metoda nie maja bezposredniego zwiazku z przyswajalnoscia in vivo.

8.2. Produkty o zawartosci oleju lub ttuszczu przekraczajacej 10% poddaé odttuszezeniu przez ekstrakcj¢ z uzyciem eteru

naftowego, gdzie temperatura wrzenia wynosi od 40 do 60 °C.
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2.2.1. OZNACZANIE AKTYWNOSCI PEPSYNY

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania aktywnosci pepsyny wykorzystywanej w oznaczaniu frakcji ogdlnych biatek rozpuszczonych,
w okres$lonych warunkach, pepsyna i kwasem chlorowodorowym.

2. OBJASNIENIA

Jednostka pepsyny to taka ilo$¢ tego enzymu, ktéra uwalnia w czasie minuty, w warunkach, w jakich jest przeprowadzana ta
metoda, taka ilo§¢ grup hydroksyarylowych, ktére po zabarwieniu odczynnikiem Folin-Ciocalteu maja ggsto$é optyczng
odpowiadajaca 1 umol tyrozyny zabarwionej z uzyciem tego samego odczynnika.

3. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Hemoglobing traktuje si¢ roztworem pepsyny w kwasie chlorowodorowym. Niezhydrolizowang frakcj¢ biatek straca sig
kwasem trichlorooctowym. Do filtratu dodaje si¢ wodorotlenek sodu i odczynnik Folin-Ciocalteu. Pomiaru absorbancji tego
roztworu dokonuje si¢ przy dtugosci fali 750 nm, a odpowiadajaca mu ilo$¢ tyrozyny odczytuje sie z krzywej kalibracyjne;j.
4. ODCZYNNIKI 1 ROZTWORY

Stosowaé¢ wylacznie odczynniki o znanej czystosci analitycznej i destylowang lub dejonizowana wode lub wode
o réwnowaznej czystosci.

4.1. Kwas chlorowodorowy 0,2 N.

4.2. Kwas chlorowodorowy 0,06 N.

4.3. Kwas chlorowodorowy 0,025 N.

4.4, Roztwér 5% (m/V) kwasu trichlorooctowego.

4.5. Roztwér wodorotlenku sodu 0,5 N.

4.6. Odczynnik Folin-Ciocalteu:

W kolbie okragtodennej ze szlifem o pojemnosci 2 1 umiescié 100 g dwuhydratu wolframianu(VI) sodu (NaZWO4 . 2H20)’

25g dwuhydratu molibdenianu(VI) sodu (Na2M004 : 2H20) i 700 ml wody. Doda¢ 50 ml kwasu fosforowego (d = 1,71)

i 100 ml stezonego kwasu chlorowodorowego (d = 1,19). Kolbe podlaczy¢ do chlodnicy zwrotnej, doprowadzi¢ roztwér do
wrzenia 1 utrzymywac w stanie wrzenia, delikatnie gotujac przez 10 godzin. Pozostawi¢ do schlodzenia, odlaczy¢ chtodnicg
zwrotng, doda¢ 175 g dwuhydratu siarczanu(VI) litu (LiZSO4 : 2H20), 50 ml wody i | ml bromu. Aby usunaé nadmiar bromu,

roztwor gotowac przez 15 minut.

Pozostawi¢ do schlodzenia, nastepnie przelaé¢ roztwor do kolby miarowej o pojemno$ci 1 1. Uzupelni¢ do pelnej objetosci
kolby woda, zamiesza¢ i filtrowaé. Roztwoér nie moze mie¢ zielonkawego zabarwienia. Przed uzyciem 1 objgto$¢ odczynnika
rozcienczyé 2 objetosciami wody.

4.7. Roztwor hemoglobiny

Odwazy¢ hemoglobing, okolo 2 g substratu biatkowego oznaczonego zgodnie z metoda Ansona, ktéra odpowiada 354 mg
azotu”, a nastgpnie umieécié w kolbie o pojemnoéci 200 ml z dopasowanym szlifem. Dodaé kilka ml kwasu
chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 4.2, polaczy¢ kolbg z pompa prézniows i wstrzasa¢ zawarto$¢ az do zupelnego
rozpuszczenia hemoglobiny. Odlaczy¢ pompe i, ciagle wstrzasajac, rozciencza¢ kwasem chlorowodorowym, o ktérym mowa
w ust. 4.2, do uzyskania objetosci 100 ml. Roztwor przygotowaé bezposrednio przed uzyciem.

4.8. Roztwdr wzorcowy tyrozyny

W celu uzyskania podstawowego roztworu wzorcowego w kolbie miarowej o pojemnosei 11 rozpusci¢ 181,2 mg tyrozyny
w rozcienczonym kwasie chlorowodorowym, o ktérym mowa w ust. 4.1, i uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby tym kwasem.
Nastepnie pobraé pipeta 20 ml podstawowego roztworu wzorcowego do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml. Rozcienczyé
zawarto$¢ kwasem chlorowodorowym, o ktérym mowa w ust. 4.1, i uzupetni¢ do pelnej objetosei kolby tym kwasem. 1 ml
tego roztworu zawiera 0,2 umola tyrozyny.

5. APARATURA 1 SPRZET

5.1. Laznia wodna z termostatem umozliwiajacym utrzymanie temperatury 25°C + 0,1°C.

5.2. Spektrometr.

5.3. Chronometr z odczytem co 1 sekundeg.

5.4. Pehametr.

5.5. Szklana bagietka z jednej strony wyciagnigta.

6. SPOSOB POSTEPOWANIA

6.1. Przygotowanie roztworu

Przy przygotowaniu roztworu uwzglednic ust. 8.1.

Rozpusci¢ 150 mg pepsyny w 100 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 4.2. Odpipetowaé 2 ml tego
roztworu do kolby miarowe] o pojemnosci 50 ml i uzupelni¢ do pelnej objgtosci kolby rozcienczonym kwasem
chlorowodorowym, o ktérym mowa w ust. 4.3. Sprawdzone pehametrem pH roztworu powinno wynosi¢ 1,6 = 0,1. Kolbe
zanurzy¢ w tazni wodnej, o ktorej mowa w ust. 5.1.

6.2. Hydroliza

Odpipetowa¢ 5 ml roztworu hemoglobiny, o ktérym mowa w ust. 4.7, do probéwki. Probéwke umiescié w tazni wodne;j,
o ktérej mowa w ust. 5.1, dodaé¢ 1 ml roztworu pepsyny otrzymanego w sposéb okre$lony w ust. 6.1 i wymiesza¢ szklang
bagietka, o ktoérej mowa w ust. 5.5, okolo 10 razy w obydwie strony. Probdwke umiesci¢ w tazni wodnej ustawionej na
25°C % 0,1°C i trzymaé przez 10 minut, liczac od dodania roztworu pepsyny. Temperaturg i czas doktadnie kontrolowad.

" Oznaczy¢ zawartoéé azotu, stosujac pStmikrometode Kjeldahla. Teoretyczna zawarto$é azotu wynosi 17,7%.
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Nastepnie doda¢ 10 ml roztworu kwasu trichlorooctowego, o ktérym mowa w ust. 4.4, uprzednio podgrzanego do
temperatury 25°C, wymieszad i przefiltrowac przez suchy filtr.

6.3. Wywolanie barwy i pomiar gestosci optycznej

Odpipetowaé 5 ml filtratu do kolby Erlenmeyera o pojemnosci 50 ml, doda¢ 10 ml roztworu wodorotlenku sodu, o ktérym
mowa w ust. 4.5, 1 wstrzasajac, doda¢ 3 ml rozcieniczonego odczynnika Folin-Ciocalteu, o ktorym mowa w ust. 4.6. Po
uptywie od 5 do 10 minut zmierzy¢ ggstos¢ optycza roztworu wzgledem wody przy dlugoscei fali 750 nm, uzywajac
spektrometru i 1 cm kuwet.

6.4. Slepa préba

Dla kazdego oznaczania przeprowadzi¢ $lepa probe w nastepujacy sposob.

Odpipetowaé 5 ml roztworu hemoglobiny, o ktérym mowa w ust. 4.7, do probdéwki. Probéwke umiesci¢ w tazni wodnej,
o ktérej mowa w ust. 5.1, doda¢ 10 ml roztworu kwasu trichlorooctowego, o ktérym mowa w ust. 4.4, uprzednio ogrzanego
do temperatury 25°C, wymiesza¢ i doda¢ 1 ml roztworu pepsyny otrzymanego w sposob okreslony w ust. 6.1. Zamieszaé
szklang bagietkg i wstawié probéwke do tazni wodnej, o ktdérej mowa w ust. 5.1, o temperaturze 25°C na 10 minut.
Wymiesza¢ i przefiltrowaé przez suchy filtr. Nastepnie postepowaé w sposob okreslony w ust. 6.3.

6.5. Krzywa kalibracyjna

Do kolb Erlenmeyera o pojemnosci 50 ml odmierzy¢ kolejno 1, 2, 3, 4 1 5 ml podzielnej ilodci roztworu wzorcowego
tyrozyny, o ktérym mowa w ust. 4.8, co odpowiada kolejno 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 i 1 umol tyrozyny. Uzupelni¢ parti¢ roztworem
odniesienia wolnym od tyrozyny. Uzupelni¢ do objetosci 5 ml kwasem chlorowodorowym, o ktérym mowa
w ust. 4.1. Do kazdej kolby dodaé po 10 ml roztworu wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 4.5, i — ciagle wstrzasajac —
po 3 ml rozcieniczonego odczynnika Folin-Ciocalteu, o ktérym mowa w ust. 4.6. Po uplywie od 5 do 10 minut zmierzy¢
gestos¢ optycza roztworu wzgledem wody przy dlugosei fali 750 nm, uzywajac spektrometru i 1 em kuwet. Wykreslié
krzywa kalibracyjng w uktadzie zalezno$ci gestosei optycznej od ilodci tyrozyny.

7. OBLICZANIE WYNIKOW

Z krzywej kalibracyjnej odczyta¢, w pmolach, ilosé¢ tyrozyny, ktéra odpowiada ggstosci optycznej zabarwionego roztworu,
skorygowang o wynik Slepej proby.

Aktywnos¢ pepsyny wyrazong w pmolach tyrozyny, w temperaturze 25°C, na mg i na minutg obliczy¢ wedlug nastgpujacego

WZOoru:
0,32 a
Jednostki w mg (U/mg) =
P
gdzie:

a — ilo$¢ tyrozyny odczytana z krzywej kalibracyjnej w wmol,

P — iloé¢ pepsyny odwazona w mg, dodanaj w ilo$ci, o ktérej mowa w ust. 6.2.

8. OBJASNIENIA

8.1. Tlo$¢ rozpuszczonej pepsyny powinna by¢ tak dobrana, aby podczas ostatecznego pomiaru fotometrycznego otrzymad
natezenie optyczne 0,35 + 0,035.

8.2. 2 jednostki aktywnoS$ci pepsyny na mg otrzymane z uzyciem tej metody odpowiadaja:

3,64 milijednostkom Ansona na mg (umol tyrozyny na mg na minutg 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 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania wilgotnosci pasz. Metody nie stosuje si¢ do badania produktéw mlecznych wystgpujacych jako
materialy paszowe, zwiazkéw mineralnych, mieszanin skladajacych si¢ gléwnie ze zwigzkéw mineralnych, tluszczéw
i olejéw pochodzenia zwierzecego i roslinnego oraz nasion i owocdw roslin oleistych okre$lonych w rozporzadzeniu Rady (WE)
nr 136/66/EWG z dnia 22 wrze$nia 1966 r. w sprawie ustanowienia wspdlnej organizacji rynku olejéw i tluszczdw
(Dz. Urz. WE 172 z 30.09.1966, str. 3025, z p6zn. zm., Dz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t.1, str. 77, z pézn. zm.).

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest suszona w warunkach dostosowanych do wtasciwos$ci pasz. Obnizenie masy jest okreslane przez wazenie. Jezeli
pasze stale zawieraja duze ilosci wilgotnosei, konieczne jest przeprowadzenie wstgpnego suszenia.

3. APARATURA I SPRZET

3.1. Rozdrabniacz wykonany z materialéw niepochianiajacych wilgotnosci, tatwy do czyszczenia, pozwalajacy na szybkie
rozdrobnienie materialu bez nadmiernego ogrzewania, w sposéb ograniczajacy do minimum kontakt z powietrzem,
spelniajagcy wymagania okreslone w ust. 4.1.1 1 ust. 4.1.2, przy czym rozdrabniaczem moze by¢ mlotek, chtodzony wodg
mikrorozdrabniacz, sktadany stozkowy mtynek albo rozdrabniacz wolnoobrotowy lub wyposazony w kolo z¢bate.

3.2. Waga analityczna wazaca z doktadno$cia do 0,5 mg.

3.3. Suche naczynka z nierdzewnego metalu lub szkla z przykrywkami umozliwiajacymi hermetyczne zamknigcie,
o powierzchni roboczej umozliwiajacej réwnomierne rozprowadzenie badanej probki w warstwie 0,3 g/em?.

3.4. Suszarka elektryczna z termostatem (+ 1°C), dobrze wentylowana i pozwalajaca na szybka regulacje temperatury.?)

2'W celu suszenia ziarna zb4z, maki, kasz i maczek stosowaé suszarki, ktére po wstepnym nastawieniu na temperature 131°C powrdca do tej
temperatury w czasie krétszym niz 45 minut, po umieszezeniu w nich maksymalnej liczby prébek do jednoczesnego wysuszenia. Wentylacja
powinna by¢ taka, aby wyniki suszenia maksymalnej liczby prébek pszenicy pospolitej po 2 godzinach nie réznity si¢ wigeej niz o 0,15%
od wynikéw uzyskanych po 4 godzinach suszenia.
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3.5. Termostatowana suszarka préZzniowa zaopatrzona w pompe olejows oraz mechanizm umozliwiajacy nawiew goracego
powietrza lub wprowadzenie czynnika suszacego; proponuje si¢ zastosowaé tlenek wapnia.

3.6. Eksykator z ptytka z grubego perforowanego metalu lub porcelany, zawierajacy efektywny czynnik suszacy.

4. SPOSOB POSTEPOWANIA

Czynnosci opisane w tej cze$ci powinny by¢ wykonywane szybko po otworzeniu opakowania prébki. Analiza powinna
by¢ wykonana co najmniej w 2 powtérzeniach.

4.1. Przygotowanie

4.1.1. Pasze inne niz okre$lone w ust. 4.1.2 i ust. 4.1.3 pobra¢ w ilo$ci co najmniej 50 g. Jezeli to konieczne, rozdrobni¢ lub
podzieli¢ w taki sposéb, aby zapobiec jakimkolwiek zmianom zawartos$ci wilgotnosci, uwzgledniajac ust. 7.

4.1.2. Zboza i kasze

Pobraé co najmniej 50 g probki. Rozdrobnié na czastki, ktére przechodza przez oczka sita o $rednicy 0,5 mm co najmniej
w 50% 1 pozostaja w iloSci nie wyzszej niz 10% na sicie o oczkach o $rednicy 1 mm.

4.1.3. Pasze ciekle lub w postaci pasty, pasze z przewagg olejow lub thuszczéw

Pobraé 25 g prébki, zwazyé z doktadnoscia do 10 mg, doda¢ odpowiednia ilo$¢ bezwodnego piasku odwazonego
z dokiadnoécia do 10 mg, i zmieszaé do uzyskania homogennego produktu.

4.2. Suszenie

4.2.1. Pasze inne niz okreslone w ust. 4.2.2 i ust. 4.2.3

Zwazy¢, z dokladnoscig do 0,5 mg, naczynko z przykrywka, o ktérym mowa w ust. 3.3. Do naczynka odwazyd,
z dokladnoscig do 1 mg, okoto 5 g prébki i réwno rozmiesci¢. Wstawié¢ naczynko bez przykrywki do suszarki podgrzanej do
temperatury 103°C. Aby zapobiec nadmiernemu spadkowi temperatury, umiesci¢ naczynko w suszarce tak szybko, jak to
mozliwe. Suszyé przez 4 godziny od czasu, gdy suszarka ponownie osiggnie temperaturg 103°C. Nalozy¢ przykrywke na
naczynko, wyjaé je z suszarki, pozostawi¢ do schlodzenia w eksykatorze, o ktérym mowa w ust. 3.6, na 30 do 45 minut
i zwazy¢ z dokladnoscia do 1 mg. Pasze z przewazajacym udzialem oleju lub tluszczu suszyé ponownie w suszarce przez
30 minut w temperaturze 130°C. Réznica pomiedzy 2 wazeniami nie powinna przekraczaé 0,1% wilgotnosci.

4.2.2. Zboza, maki, kasze 1 maczki

Zwazy¢, z dokladnosécia do 0,5 mg, naczynko z przykrywka, o ktérym mowa w ust. 3.3. Do naczynka odwazyé,
z doktadnoscia do 1 mg, okoto 5 g rozdrobnionej prébki i réwno rozmiesci¢. Wstawié naczynko bez przykrywki do suszarki
podgrzanej do temperatury 130°C. Aby zapobiec nadmiernemu spadkowi temperatury, umies$ci¢ naczynko w suszarce tak
szybko jak to mozliwe. Suszyé przez 2 godziny od czasu, gdy suszarka ponownie osiagnie temperature 130°C. Natozy¢
przykrywke na naczynko, wyjaé je z suszarki, pozostawi¢ do schtodzenia w eksykatorze, o ktérym mowa w ust. 3.6, na
30 do 45 minut i zwazy¢ z doktadnoscia do 1 mg.

4.2.3. Mieszanki paszowe zawierajace ponad 4% sacharozy lub laktozy: materialy paszowe takie jak chleb $wictojanski,
hydrolizowane produkty zbozowe, stéd jeczmienny, susz buraczany, hydrolizaty rybne i cukrowe, mieszanki z ponad 25%
udzialem soli mineralnych zawierajacych wodg krystalizacyjna.

Zwazy¢, z dokladnosécia do 0,5 mg, naczynko z przykrywka, o ktérym mowa w ust. 3.3. Do naczynka odwazyé,
z doktadno$cig do 1 mg, okoto 5 g prébki i réwno rozmieéci¢. Wstawié¢ naczynko bez przykrywki do suszarki prézniowej,
o ktérej mowa w ust. 3.5, podgrzanej do temperatury od 80 do 85°C. Aby zapobiec nadmiernemu spadkowi temperatury,
umiesci¢ naczynko w suszarce tak szybko, jak to mozliwe. Podwyzszy¢ ci$nienie do 100 Torr i pozostawi¢ w celu
wysuszenia na 4 godziny pod dziataniem tego ci$nienia i tej temperatury, osuszajac powietrze albo stosujac czynnik suszacy,
okoto 300 g na 20 prébek. W drugim przypadku odlaczy¢ pompg prézniows po uzyskaniu odpowiedniego ci$nienia. Czas
suszenia liczy¢ od chwili, gdy suszarka ponownie osiggnie temperatur¢ od 80 do 85°C. Ostroznie zréwnaé cisnienie w
suszarce z ci$nieniem atmosferycznym. Otworzy¢ suszarke, szybko natozy¢ przykrywke na naczynko, wyjaé je z suszarki,
pozostawi¢ do schlodzenia w eksykatorze, o ktérym mowa w ust. 3.6, na 30 do 45 minut i zwazy¢ z doktadnoscia do 1 mg.
Suszy¢ ponownie w suszarce prézniowej przez 30 minut o temperaturze od 80 do 85°C i zwazyé powtdrnie. Réznica
pomigdzy 2 wazeniami nie powinna przekracza¢ 0,1% wilgotnosci.

4.3. Suszenie wstgpne

4.3.1. Pasze inne niz okreslone w ust. 4.3.2

Pasze state 0 wysokim poziomie wilgotnosci, trudne do rozdrabniania, poddaé¢ wstepnemu suszeniu w nastepujacy sposéb:
Odwazy¢ 50 g, z dokladno$cig do 10 mg, nierozdrobnionej prébki — przy czym pasze sprasowane lub zbrylone moga
wymagac wstepnego rozdrobnienia — do odpowiedniego naczynia, w tym na ptytke aluminiowa o wymiarach 20 cm x 12 cm
z obwddka o wysokosei 0,5 cm. Suszy¢ w suszarce o temperaturze od 60 do 70°C, az poziom wilgotno$ci obnizy sig¢ do 8 — 12%.
Wyjaé probke z suszarki, pozostawi¢ bez przykrycia do schlodzenia w laboratorium przez godzing i zwazy¢ z dokladnoécig
do 10 mg. Szybko rozdrobnié, postepujac w sposéb okreslony w ust. 4.1.1, i suszy¢ w sposéb okreslony w ust. 4.2.1 lub
w ust. 4.2.3, w zalezno$ci od rodzaju paszy.

4.3.2. Zboza

Ziarno zb6z o wilgotno$ci wyzszej niz 17% poddaé wstepnemu suszeniu w nastepujacy sposob.

Odwazy¢, z dokltadnoscig do 10 mg, 50 g nierozdrobnionego ziarna do odpowiedniego naczynia, w tym na ptytke
aluminiowa o wymiarach 20 x 12 cm z obwddkg o wysokoéci 0,5 cm. Suszyé w suszarce od 5 do 7 minut
w temperaturze 130°C. Wyjaé probke z suszarki, pozostawié bez przykrycia do schlodzenia w laboratorium przez 2 godziny
i zwazy¢ z dokladnoscia do 10 mg. Szybko rozdrobnié, postepujac w sposob okreslony w ust. 4.1.2, i suszyé w sposéb
okres§lony w ust. 4.2.2.

5. OBLICZANIE WYNIKOW

Wilgotno$é¢ jako udziat procentowy w prébee obliczy¢ wedtug nastepujacych wzordw:

5.1. Suszenie bez wstgpnego podsuszania

(E—m) x 100/E

gdzie:

E — poczatkowa masa w g badanej prébki,

m — masa w g badanej prébki po wysuszeniu.
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5.2. Suszenie z podsuszaniem

[M—m)M/M+E-M]x100/E=100 (1 - Mm/EM")

gdzie:

E — poczatkowa masa w g badanej probki,

M — masa w g badanej prébki po wstepnym podsuszaniu,

M’ — masa w g badanej prébki po rozdrobnieniu,

m — masa w g badanej prébki po wysuszeniu.

6. SPRAWDZENIE METODY

6.1. Powtarzalno$¢é

Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegltych oznaczen wykonanych dla tej samej prébki nie powinna przekraczaé¢ 0,2%
wilgotnosci.

7. OBJASNIENIA

Jezeli rozdrabnianie prébki jest konieczne i wplywa na poziom wilgotno$ci w produkcie, wyniki analizy skltadnikéw
paszowych powinny by¢ skorygowane o poziom wilgotnosci w poczatkowym stanie prébki.

2.4. OZNACZANIE WILGOTNOSCI OLEJOW 1 TLUSZCZOW

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci wody i substancji lotnych w ttuszczach i olejach pochodzenia zwierzecego oraz
ro$linnego.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest suszona w temperaturze 103°C do uzyskania statej masy. Ubytek masy jest okreslany metoda wagowa.

3. APARATURA I SPRZET

3.1. Naczynie z plaskim dnem wykonane z materiatu nierdzewnego, o $rednicy od 8 do 9 cm i wysokosci okoto 3 cm.

3.2. Termometr rtgciowy ze wzmocnionym zbiornikiem i ekspansyjna rurka w gérnym koncu, z podziatka od 80 do 110°C
lub wigcej i o dlugos$ci okoto 10 cm.

3.3. Laznia piaskowa lub elektryczna plyta grzewcza.

3.4. Eksykator zawierajacy efektywny srodek suszacy.

3.5. Waga analityczna.

4. SPOSOB POSTEPOWANIA

Odwazy¢, z doktadno$cia do 1 mg, okolo 20 g homogennej prébki do suchego, zwazonego naczynia, o ktérym mowa
w ust. 3.1, zawierajacego termometr, o ktérym mowa w ust. 3.2. Ogrzewaé na taZni piaskowej lub plycie grzewczej,
o ktérych mowa w ust. 3.3, ciagle mieszajac termometrem, tak aby uzyskaé wzrost temperatury do 90°C w czasie okoto
7 minut.

Zmniejszy¢ ogrzewanie, obserwujac czgstotliwo$é odrywania si¢ pecherzykéw powietrza od dna naczynia. Temperatura nie
moze przekroczy¢ 105°C. Kontynuowaé mieszanie, pocierajac dno naczynia do czasu, az przestang sie tworzy¢ pecherzyki.
W celu catkowitego odparowania wilgotno$ci, ogrzewa¢ prébke kilka razy do temperatury 103°C + 2°C, schtadzajac do 93°C
pomigdzy kolejnymi ogrzewaniami. Nastegpnie schlodzi¢ probkg do temperatury pokojowej w eksykatorze, o ktérym mowa
w ust. 3.4, 1 zwazy¢. Powtarza¢ ogrzewanie, dopdki ubytek masy pomiedzy 2 kolejnymi wazeniami nie bedzie wigkszy niz
2 mg.

Wzrost masy probki po powtérnym ogrizewaniu wskazuje na utlenienie si¢ ttuszezu. W takim przypadku do obliczenia
wyniku wzigé ostatniq masg pro'bki, przed wzrostem jej masy.

5. OBLICZANIE WYNIKOW

Wilgotnosé, jako udziat procentowy w préobee, obliczyé wedlug nastgpujacego wzoru:

M, - M,) x 100/M,

gdzie:

M0 —masa w g badanej prébki,

MI —masa w g naczynia z zawartoécia przed ogrzewaniem,

M2 —masa w g naczynia z zawarto$cig po ogrzewaniu.

Wyniki oznaczania nizsze niz 0,05% zapisa¢, uzywajac okreslenia ,,nizsze niz 0,05%".

6. SPRAWDZENIE METODY

6.1. Powtarzalnos¢.

Réznica wilgotno$ei pomigdzy wynikami 2 réwnoleglych oznaczeit wykonanych dla tej samej prébki nie powinna
przekraczac 0,05 % wartosci bezwzgledne;.

2.5. OZNACZANIE POPIOLU SUROWEGO

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci popiotu surowego w paszach.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Spopielanie probki w temperaturze 550°C i wazenie uzyskanego popiotu.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. 20 % roztwor azotanu amonu, (m/V).
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4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Pyta grzewcza.

4.2. Elektryczny piec muflowy z termostatem.

4.3. Tygle do spalan platynowe lub ze stopu platyny i zlota o zawarto$ci 10 % Pt, 90 % Au, prostokatne o wymiarach
60 x 40 x 25 mm lub okragle o $rednicy 60 — 75 mm i wysokosci 20 — 25 mm.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

Odwazy¢, z doktadnos$cia do 1 mg, okolo 5 g prébki lub 2,5 g w przypadku substancji pecznigjacych, i umiescid
w wyprazonym i wytarowanym tyglu do spalan. Tygiel postawi¢ na plycie grzewczej i ogrzewaé stopniowo az do zweglenia.
Nastepnie wstawi¢ go do pieca o temperaturze ustawionej na 550°C * 5°C. Utrzymywac w tej temperaturze az do uzyskania
popiotu o barwie bialej, jasnoszarej lub jasnoczerwonej, $wiadczacej o niewystgpowaniu czasteczek weglowych. Umiescié
tygiel w desykatorze, pozostawi¢ do schlodzenia i zwazy¢.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Zawarto$¢ popiotu surowego X obliczyé w procentach wedlug nastepujacego wzoru:

X (%) = (a—-b)x 100

gdzie:

a—masa w g tygla z prébka po spaleniu,

b —masa w g tygla,

m — masa w g probki.

7. OBJASNIENTA

7.1. Substancje, ktére trudno si¢ spopielaja, nalezy wstepnie spopiela¢ co najmniej przez 3 godziny, schlodzié,
a nastepnie dodaé do nich — ostroznie, w taki sposéb, aby nie spowodowac strat popiotu i tworzenia si¢ zbrylen — kilka kropli
20% roztworu azotanu amonu. Po wysuszeniu kontynuowaé zweglanie w piecu. Powtarzaé czynno$¢ az do catkowitego
spopielenia.

7.2. W przypadku gdy badane produkty trudno poddaja si¢ postgpowaniu okreslonemu w ust. 7.1, postgpuje sig
W nastepujacy sposob:

Po spopielaniu przez 3 godziny popiét umiesci¢ w cieplej wodzie i przefiltrowad przez maly, bezpopiotowy filtr. Spopieli¢
filtr z zawartoécia w tyglu. Filtrat umiesci¢ w schlodzonym tyglu, odparowaé do sucha, spopieli¢ i zwazy¢.

7.3. W przypadku olejéw i ttuszczéw odwazka powinna wynosié 25 g. Zweglad w tyglu odpowiedniej wielko$ci, przenoszac
plomien na substancj¢ skrawkiem bezpopiotowej bibuly filtracyjnej. Po spaleniu pozostatos¢ zwilzy¢ mala iloécig wody.
Wysuszy¢ i spopiela¢ w sposéb okreslony w ust. 5.

2.6. OZNACZANIE POPIOLU NIEROZPUSZCZALNEGO W KWASIE CHLOROWODOROWYM

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci substancji mineralnych nierozpuszczalnych w kwasie chlorowodorowym w paszach.
W zaleznosci od rodzaju probki stosuje si¢ 2 metody:

1.1. Metoda A — majaca zastosowanie do materialéw paszowych i do wigkszosci mieszanek paszowych.

1.2. Metoda B — majaca zastosowanie do mieszanek paszowych mineralnych, mieszanin oraz do mieszanek paszowych
zawierajgcych substancje nierozpuszczalne w kwasie chlorowodorowym w ilo$ci wyzszej niz 1%, co sprawdza sie, stosujac
wczesniej metode A.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

2.1. Metoda A: prébka jest spopielana, popidt gotowany w kwasie chlorowodorowym, a nierozpuszczalna pozostalosé jest
filtrowana 1 wazona.

2.2. Metoda B: prébka jest traktowana kwasem chlorowodorowym. Roztwor sig filtruje, pozostalosé spopiela i z otrzymanym
popiolem postepuje sie w sposob opisany w metodzie A.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Kwas chlorowodorowy, roztwér 3 N.

3.2. 20% roztwdr kwasu trichlorooctowego w m/V.,

3.3. 1% roztwor w kwasu trichlorooctowego w m/V.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Piyta grzewcza.

4.2. Elektryczny piec muflowy z termostatem.

4.3, Tygle do spalani platynowe lub ze stopu platyny i ztota o zawartos$ci 10% Pt, 90% Au, prostokatne o wymiarach 60 x 40
x 25 mm lub okragle o $rednicy 60 — 75 mm i wysokoéci 20 — 25mm.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Metoda A

Spopieli¢ prébke metodg okre$long w czgéei 2.5 (,,Oznaczanie popiotu surowego”). Popiét uzyskany w wyniku zastosowanej
analizy moze by¢ takze wykorzystany do badania.

Popidt przeniesé do zlewki o pojemnosci od 250 do 400 ml z uzyciem 75 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa
w ust. 3.1. Powoli doprowadzi¢ do wrzenia i gotowac ostroznie przez 15 minut. Przefiltrowaé goracy roztwor przez bibute
bez popiotu i przemywaé pozostato$é goraca woda, az reakcja z kwasem przestanie by¢ widoczna. Filtr z osadem wysuszy¢
i spopieli¢ w uprzednio wytarowanym tyglu w temperaturze nie nizszej niz 550°C i nie wyzszej niz 700°C. Ostudzié
w eksykatorze i zwazyc.
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5.2. Metoda B

Odwazy¢, z doktadnoscig do 1 mg, 5 g prébki i umiesci¢é w zlewce o pojemnosci od 250 do 400 ml. Dodaé kolejno 25 ml
wody i 25 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.1, wymiesza¢ i odczekad, az roztwdr przestanie sie burzy¢.
Doda¢ kolejne 50 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.1. Odczekaé do ulotnienia si¢ gazu, nastgpnie
umiesci¢ zlewke we wrzacej tazni wodnej i trzymacd ja tam przez co najmniej 30 minut, w celu catkowitej hydrolizy skrobi.
Goracy roztwér przefiltrowaé przez bibule bez popiotu i przemy¢ 50 ml goracej wody, uwzgledniajac ust. 7. Filtr z osadem
umiesci¢ w tyglu do spalan, wysuszy¢ i spopiela¢ w temperaturze nie nizszej niz 550°C i nie wyzszej niz 700°C. Popidt
umiesci¢ w zlewce o pojemnosci od 250 do 400 ml z uzyciem 75 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.1,
Powoli doprowadzié do wrzenia i gotowaé ostroznie przez 15 minut. Przefiltrowaé goracy roztwér przez bibule bez popiotu
i przemywaé pozostalo$¢ goraca woda, az reakcja z kwasem przestanie by¢ widoczna. Filtr z osadem wysuszy¢ i spopieli¢
w uprzednio wytarowanym tyglu w temperaturze nie nizszej niz 550°C i nie wyzszej niz 700°C. Ostudzi¢ w eksykatorze
izwazyc.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Mase pozostatoéci obliczy¢, odejmujac tare. Wynik wyrazi¢ jako udziat procentowy w prébee.

7. OBJASNIENIA

Jezeli filtracja ma trudny przebieg, zaleca si¢ powtdrne przeprowadzenie analizy, zastgpujac 50 ml kwasu chlorowodorowego,
o ktérym mowa w ust. 3.1, 50 ml kwasu trichlorooctowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, i przemywajac filtr cieptym
roztworem kwasu trichlorooctowego, o ktérym mowa w ust. 3.3.

2.7. 0ZNACZANIE WEOKNA SUROWEGO

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania w paszach zawartoéei niettuszczowych substancji organicznych, ktdre nie rozpuszczajg si¢ ani
w $rodowisku kwasnym, ani zasadowym i ktére zwyczajowo okre$la si¢ mianem wtokna surowego.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Probke, w razie koniecznosci odtluszczong, gotuje si¢ w roztworach kwasu siarkowego i wodorotlenku potasu
o odpowiednim stezeniu. Pozostalosé jest rozdzielana przez filtracj¢ na filtrze ze szklanego spieku, przemywana, suszona,
wazona i spopielana w temperaturze od 475 do 500 °C. Ubytek masy po spopielaniu odpowiada zawarto$ci widkna surowego
w badanej préobce.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Kwas siarkowy, ¢ = 0,13 mol/l.

3.2. Odczynnik przeciwpieniacy, proponuje sie zastosowaé n-oktanol.

3.3. Material wspomagajacy filtrowanie (Celit 545 lub podobny), wyprazony w temperaturze S00°C przez 4 godziny, przy
uwzglgdnieniu ust. 8.6.

3.4. Aceton.

3.5. Eter naftowy, o temperaturze wrzenia od 40 do 60°C.

3.6. Kwas chlorowodorowy, ¢ = 0,5 mol/l.

3.7. Roztwér wodorotlenku potasu, ¢ = 0,23 mol/l.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Urzadzenie grzewcze do roztwarzania kwasem siatkowym lub roztworem wodorotlenku potasu, wyposazone
w podstawke mocujacy tygiel filtracyjny, o ktéorym mowa w ust. 4.2, i rurke odprowadzajaca z kranem stuzaca do
odprowadzenia cieczy i prézni, ewentualnie ze sprzgzonym powietrzem. Codziennie przed uzyciem podgrzewa sig¢
urzadzenie, przemywajac je wrzacg woda przez 5 minut.

4.2, Szklany tygiel filtracyjny ze spiekiem o porach od 40 do 90 um. Przed pierwszym uzyciem ogrzewaé przez kilka minut
w temperaturze 500°C i schlodzi¢, uwzgledniajac ust. 8.6.

4.3. Cylinder o pojemnosci co najmniej 270 ml z chlodnicg zwrotna, przystosowany do gotowania.

4.4. Suszarka z termostatem.

4.5. Piec muflowy z termostatem.

4.6. Urzadzenie do ekstrakeji sktadajace si¢ z podstawki mocujacej tygiel filtracyjny, o ktérym mowa w ust. 4.2, i rurki
odprowadzajacej z kranem, stuzacej do ujscia cieczy i prézni.

4.7. Pierscienie taczace, stuzace do polaczenia urzadzenia grzewczego, o ktérym mowa w ust. 4.1, z tyglem filtracyjnym,
o ktéorym mowa w ust. 4.2, z cylindrem, o ktérym mowa w ust. 4.3, oraz do dotaczenia urzadzenia ekstrakcyjnego do
ekstrakeji na zimno, o ktérym mowa w ust. 4.6, i tygla.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,001 g, 1 g przygotowanej prébki do tygla, o ktérym mowa w ust. 4.2, uwzgledniajac
informacje okreslone w ust. 8.1- 8.3, 1 dodaé 1 g materiatlu wspomagajacego filtrowanie, o ktérym mowa w ust. 3.3.
Podigczy¢ tygiel, o ktérym mowa w ust. 4.2, do urzadzena grzewczego, o ktérym mowa w ust. 4.1, a nastepnie dotaczyé
cylinder, o ktérym mowa w ust. 4.3, do tygla. Wlaé 150 m] wrzacego kwasu siarkowego, o ktérym mowa w ust. 3.1, do
cylindra polaczonego z tyglem i, w razie potrzeby, dodaé kilka kropli odczynnika przeciwpienigcego, o ktdrym mowa
w ust. 3.2.

Doprowadzi¢ ciecz do wrzenia w czasie 5 + 2 minut 1 gotowac przez 30 minut.

Otworzy¢ kran rurki odprowadzajacej, o ktérej mowa w ust. 4.1, i w warunkach prdzni filtrowaé kwas siarkowy przez tygiel
filtracyjny 1 przemywac pozostato$¢ 3-krotnie 30 ml porcjami wrzacej wody, upewniajac sig, ze pozostalos¢ przefiltrowano
do sucha po kazdym przemyciu.



Dziennik Ustaw Nr 154 — 11276 — Poz. 1086

Zamkna¢ ujscie kranu i wla¢ 150 ml wrzacego roztworu wodorotlenku potasu o ktérym mowa w ust. 3.7, do cylindra
potaczonego z tyglem i doda¢ kilka kropli odczynnika przeciwpienigcego, o ktérym mowa w ust. 3.2. Doprowadzié ciecz do
wrzenia w czasie 5 + 2 minut i gotowaé przez 30 minut. Przefiltrowad i powtdrzy¢ procedurg przemywania wykorzystang
w odniesieniu do kwasu siarkowego.

Po ostatnim przemyciu i wysuszeniu odlgczyé tygiel i jego zawartosé i podlaczy¢ go do urzadzenia do zimnej ekstrakcji,
o ktérym mowa w ust. 4.6. W warunkach prézni przemywaé pozostalo$¢ w tyglu 3 kolejnymi porcjami 25 ml acetonu,
o ktérym mowa w ust. 3.4, upewniajac sig, ze pozostalo§é przefiltrowano do sucha po kazdym przemyciu.

Wysuszy¢ tygiel do stalej masy w suszarce o temperaturze 130°C. Po kazdym suszeniu schlodzi¢ w eksykatorze
i niezwlocznie zwazy¢. Umiescié tygiel w piecu muflowym i spopiela¢ do statej masy w temperaturze od 475 do 500°C przez
co najmniej 30 minut.

Przed wazeniem, po kazdym ogrzewaniu, najpierw schlodzi¢ w piecu, a nastgpnie w eksykatorze.

Przeprowadzi¢ test $lepej proby bez probki. Ubytek masy po spopielaniu nie moze przekracza¢ 4 mg.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Procentowa zawarto$¢ widkna surowego w probee obliczyé wedlug nastgpujacego wzoru:

(b—c)x 100

a

gdzie:
a—masa probki, w g,
b — ubytek masy po spopieleniu, w trakcie oznaczania, w g,
¢ — ubytek masy po spopieleniu w trakcie $lepej proby, w g.
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Powtarzalnoéc¢
Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczenh wykonanych dla tej samej prébki nie powinna przekraczac:

0,3% wartosci bezwzglednej, dla zawartosci widkna surowego nizszej niz 10%,

3% wzglgdem wyzszego wyniku, dla zawartosci widkna surowego réwnej lub wyzszej niz 10%.
8. OBJASNIENTA
8.1. Pasze zawierajace wigcej niz 10% ttuszczu surowego przed oznaczaniem odthuécié eterem naftowym, o ktérym mowa
w ust. 3.5. Podlgczy¢ tygiel filtracyjny, o ktérym mowa w ust. 4.2, wraz z jego zawarto$cia do urzadzenia do zimnej
ekstrakeji, o ktérym mowa w ust. 4.6, zastosowa¢ préznig i przemy¢ pozostato§é 3-krotnie 30 ml porcjami eteru naftowego,
upewniajac sig, ze pozostalo$¢ jest sucha. Podlaczyé tygiel wraz z jego zawarto$cia do urzadzenia grzewczego,
o ktérym mowa w ust. 4.1, i postepowaé w sposob okreslony w ust. 5.
8.2. Pasze zawierajace tluszcze, ktére nie moga by¢ bezposrednio ekstrahowane eterem naftowym, o ktérym mowa
w ust. 3.5, odthi$ci¢, w sposdb okreslony w ust. 8.1, i ponownie odthusci¢ po gotowaniu z kwasem.
Po gotowaniu z kwasem, a nastgpnie przemyciu podtaczy¢ tygiel wraz z jego zawarto$cia do urzadzenia do zimnej ekstrakeji,
o ktérym mowa w ust. 4.6, i przemy¢ 3-krotnie 30 ml porcjami acetonu, a nastgpnie 3-krotnie 30 ml porcjami eteru
naftowego. Przefiltrowaé¢ do sucha w warunkach prézni i postgpowaé w sposéb okreslony w ust. 5, rozpoczynajgc
postgpowanie z wodorotlenkiem potasu.
8.3. Jezeli pasze zawieraja wigcej niz 5% weglandw, wyrazonych jako weglan wapnia, podlaczy¢ tygiel, o ktérym mowa
w ust. 4.2, z odwazong prébka, do urzadzenia grzewczego, o ktérym mowa w ust. 4.1. Przemy¢ probke 3-krotnie 30 ml
porcjami kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.6. Po dodaniu kazdej porcji kwasu pozostawi¢ probke na okoto
minutg przed filtrowaniem. Przemy¢ 30 ml wody i postgpowaé w sposdb okre$lony w ust. 5.
8.4. Jezeli uzywana jest aparatura stojaca, a w szczegéOlnosci kilka tygli jest podlaczonych do jednego urzadzenia
grzewczego, nie wykonywad 2 pojedynczych oznaczen tej samej probki w tej samej partii.
8.5. Jezeli po gotowaniu filtrowanie roztworu kwasowego i zasadowego jest trudne, przepusci¢ spr¢zone powietrze przez
rurke podtaczang do urzadzenia grzewczego i nastgpnie kontynuowad filtrowanie.
8.6. Temperatura spopielania nie powinna by¢ wyzsza niz 500°C, ze wzgledu na wytrzymalos$¢ szklanego tygla. Postepowad
w taki sposéb, aby unikna¢ szoku termicznego podczas ogrzewania i schtadzania.

2.8. OZNACZANIE SUROWEGO OLEJU I TLUSZCZU

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci surowych olejéow i thuszezéw w paszach. Metody nie stosuje si¢ do analizy nasion
i owocdw roélin oleistych okre$lonych w rozporzadzeniu Rady (WE) nr 136/66/EWG z dnia 22 wrzesnia 1966 r. w sprawie
ustanowienia wspdlnej organizacji rynku olejow i thuszezdw.

Zastosowanie 2 sposobéw postepowania opisanych ponizej zalezy od rodzaju i skladu paszy oraz celu prowadzenia
oznaczen.

1.1. Postgpowanie A — Bezpo$rednio ekstrahowane oleje i thuszcze.

Postgpowanie ma zastosowanie do materialéw paszowych pochodzenia roslinnego, z wyjatkiem tych, ktére zostaly objete
zakresem postgpowania B.

1.2. Postgpowanie B — Calkowite surowe oleje 1 thuszcze.

Postgpowanie ma zastosowanie do materialéw paszowych pochodzenia zwierzgcego i wszystkich mieszanek paszowych. Jest
stosowane do wszystkich materiatéw, z ktérych oleje i thuszeze nie mogg by¢ w catoéci wyekstrahowane bez uprzedniej
hydrolizy, a zwlaszcza do glutenu, drozdzy, biatka ziemniaczanego i produktéw poddanych przetwarzaniu,
w szczegblnosci poprzez ekstruzjg, platkowanie lub ogrzewanie.
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1.3. Interpretacja wynikow
We wszystkich przypadkach, w ktoérych wynik otrzymany przy zastosowaniu postgpowania B jest wyzszy od wyniku
otrzymanego przy zastosowaniu postgpowania A, wynik otrzymany przy zastosowaniu postgpowania B nalezy traktowad
jako rzeczywisty.
2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY
2.1. Postgpowanie A
Prébka jest poddawana ekstrakcji eterem naftowym. Roztwor jest odparowywany, a pozostato$¢ jest suszona i wazona.
2.2. Postgpowanie B
Prébka jest ogrzewana kwasem chlorowodorowym. Mieszanina jest ozigbiana i filtrowana. Pozostato$é jest przemywana
1 suszona, a nastgpnie poddawana oznaczaniu przy zastosowaniu postgpowania A.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Eter naftowy o zakresie temperatur wrzenia od 40 do 60°C. Warto$¢ bromowa powinna by¢ nizsza niz 1,
a pozostaloéé po odparowaniu nizsza niz 2 mg/100 ml.
3.2. Siarczan sodu bezwodny.
3.3. Kwas chlorowodorowy, ¢ = 3 mol HCI/L.
3.4. Material wspomagajacy filtracje, proponuje si¢ zastosowa¢ Kieselguhr, Hyflo-supercel.
4. APARATURA 1 SPRZET
4.1. Aparat do ekstrakcji. Jezeli aparat jest wyposazony w syfon, tak jak aparat Soxhleta, predkos$é skraplania powinna
wynosi¢ okoto 10 cykli na godzing. Jezeli aparat nie ma syfonu, woéwczas predkos¢ skraplania powinna wynosi¢ okoto 10 ml
na minutg.
4.2. Gilzy do ekstrakeji, niezawierajace substancji rozpuszczalnych w eterze naftowym, o porowatosci odpowiadajacej
wymaganiom okreslonym w ust. 4.1.
4.3. Suszarka albo suszarka prdzniowa, z mozliwoscig ustawienia temperatury suszenia na 75°C * 3°C, lub suszarka
nawiewna z mozliwo$cig ustawienia temperatury na 100 °C £3°C.
5. SPOSOB POSTEPOWANIA
5.1. Postgpowanie A
Przy postgpowaniu A uwzglednic ust. 8.1.
Odwazy¢, z dokladno$cig do 1 mg, 5 g prdbki, przenies¢ do gilzy ekstrakcyjnej, o ktérej mowa w ust. 4.2, i przykryé
beztluszczowym zwitkiem waty bawetniane;j.
Umiesci¢ gilzg w aparacie do ekstrakcji, o ktérym mowa w ust. 4.1, 1 ekstrahowaé przez 6 godzin eterem naftowym,
o ktérym mowa w ust. 3.1. Zebraé ekstrakt eterowy do suchej, zwazonej kolby zawierajgcej kawatki pumeksu®.
Oddestylowaé rozpuszczalnik. Suszyé pozostalo$é, umieszczajac kolb¢ w suszarce, o ktérej mowa w ust. 4.3,
na 1,5 godziny. Schiodzi¢ w eksykatorze i zwazyé. Suszy¢ ponownie przez 30 minut w celu zapewnienia statej masy olejéow
i thuszezdw, przy czym ubytek masy pomiedzy 2 kolejnymi wazeniami nie powinien przekraczaé 1 mg.
5.2. Postgpowanie B
Przy uwzglednieniu ust. 8.2, odwazyé, z dokladnoscia do 1 mg, 2,5 g prébki, umiesci¢ w zlewce o pojemnosci 400 ml
lub w kolbie stozkowej o pojemnosci 300 ml i doda¢ 100 ml kwasu chlorowodorowego, o ktorym mowa w ust. 3.3,
oraz kawalki pumeksu. Przykry¢ zlewke szkietkiem zegarkowym lub dopasowal kolbg stozkows z chlodnica zwrotna.
Doprowadzi¢ mieszaning do spokojnego wrzenia w matym plomieniu palnika lub na plytce grzewczej i utrzymywaé wrzenie
przez godzing. Nie dopuszczaé do osadzania si¢ produktu na $cianach naczynia.
Schiodzi¢ i doda¢ material wspomagajacy filtracje, o ktérym mowa w ust. 3.4, w ilosci zapobiegajacej jakimkolwiek stratom
oleju i thuszczu podcezas filtracji. Przefiltrowaé przez zwilzony, bezttuszczowy podwdjny filtr papierowy. Przemywad
pozostato$¢ zimng woda do uzyskania obojgtnego filtratu. Sprawdzié, czy filtrat nie zawiera $ladéw olejow lub ttuszezdw.
Ich obecno$¢ wskazuje na konieczno$é przeprowadzenia przed hydroliza ekstrakcji eterem naftowym, przy zastosowaniu
postgpowania A.
Umieséci¢ na szkietku zegarkowym podwojny filtr papierowy z pozostatoécia i suszyé przez 1,5 godziny w suszarce
nawiewnej, o ktérej mowa w ust. 4.3, w temperaturze 100°C £ 3°C.
Umiesci¢ podwojny filtr papierowy zawierajacy suchg pozostato$§é w gilzie ekstrakcyjnej, o ktérej mowa w ust. 4.2,
i przykry¢ bezttuszczowym zwitkiem waty bawetnianej. Umiescié¢ gilze¢ w aparacie do ekstrakeji, o ktérym mowa w ust. 4.1,
i postgpowaé w sposob okreslony w ust. 5.1.
6. WYRAZENIE WYNIKOW
W przypadku postgpowania A i B mas¢ pozostalodci wyrazi¢ jako procent wagowy probki.
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Powtarzalno§é
Réznica pomiedzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej prébki nie powinna przekraczac:

0,2% w warto$ci bezwzglgdnej, dla zawarto$ci oleju i ttuszezu nizszej niz 5%,

4 % wzgledem najwyzszego wyniku, dla zawartoscei oleju i ttuszezu od 5 do 10%,

0,4% w warto$ci bezwzglgdnej, dla zawarto$ci oleju 1 ttuszezu wyzszej niz 10%.
8. OBJASNIENIA
8.1. Jezeli produkty maja wysoka zawarto$¢ olejow 1 tluszczéw, ktére sg trudne do rozdrobnienia lub osiggnigcia
homogennosci badanej prébki, postepowaé w sposéb podany ponizej.
Odwazy¢, z doktadno$cig do 1 mg, 20 g prébki i zmieszaé z co najmniej 10 g bezwodnego siarczanu sodu, o ktérym mowa
w ust. 3.2. Ekstrahowa¢ eterem naftowym, o ktérym mowa w ust. 3.1, w spos6b okres$lony w ust. 5.1. Otrzymany ekstrakt
uzupetnié¢ do objetoéci 500 ml eterem, o ktérym mowa w ust. 3.1, 1 zmiesza¢. Pobra¢ 50 ml roztworu i przenie$¢ do malej,
suchej i zwazonej kolby zawierajacej kawatki pumeksu®. Oddestylowaé rozpuszczalnik. Suszyé¢ pozostalo$é, umieszczajac
kolbg¢ w suszarce, o ktérej mowa w ust. 4.3, na 1,5 godziny. Schiodzi¢ w eksykatorze i zwazyé. Suszy¢ ponownie przez

3 Jezeli thuszez lub olej powinien by¢ poddany dalszym badaniom jakosciowym, pumeks nalezy zastapi¢ kuleczkami szklanymi.
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30 minut w celu zapewnienia stalej masy olejow i thuszczy, przy czym straty masy pomigdzy 2 kolejnymi wazeniami nie
mogg przekraczaé 1 mg.

Usungé rozpuszezalnik z pozostatoéci po ekstrakeji w gilzie, rozdrobnié pozostato$¢ na | mm czastki, ponownie umiescié
w gilzie, nie dodawa¢ siarczanu sodu.

Umiesci¢ gilzg w aparacie do ekstrakcji, o ktérym mowa w ust. 4.1, 1 ekstrahowaé przez 6 godzin eterem naftowym,
o ktérym mowa w ust. 3.1. Zebraé ekstrakt eterowy do suchej, zwazonej kolby zawierajgcej kawatki pumeksu®.
Oddestylowaé rozpuszczalnik. Suszyé pozostalo$¢, umieszczajac kolbe¢ w suszarce, o ktérej mowa w ust. 4.3,
na 1,5 godziny. Schiodzi¢ w eksykatorze i zwazyé. Suszy¢ ponownie przez 30 minut w celu zapewnienia statej masy olejéow
i thuszczdw, przy czym straty masy pomigdzy 2 kolejnymi wazeniami nie moga przekraczaé 1 mg.

Zawarto$¢ oleju i thuszczu obliczyé w procentach wagowych probki, wedtug nastgpujacego wzoru:

(10a+b)x5
gdzie:
a —masa w g pozostalosci po pierwszej ekstrakcji, podzielnej czgsci ekstraktu,
b —masa w g pozostatosci po drugiej ekstrakeji.
8.2. Dla produktéw o niskiej zawartosci olejow i thuszezow prébke mozna zwigkszyé do 5 g.
8.3. W przypadku karmy dla zwierzat domowych o wysokiej zawarto$ci wody moze wystapic potrzeba zmieszania tej karmy
przed hydroliza i ekstrakcjg z bezwodnym siarczanem sodu, z zastosowaniem postgpowania B.
8.4. W przypadku postepowania B okre§lonego w ust. 5.2 do przemywania pozostatosci po filtracji lepiej uzy¢ wody goracej
zamiast zimnej.
8.5. W przypadku niektdrych pasz czas suszenia wynoszacy 1,5 godziny moze by¢ przedtuzony. Unikaé jednak nadmiernego
suszenia, gdyz moze to prowadzié do zanizania wynikéw. Mozna réwniez stosowaé kuchenki mikrofalowe.
8.6. Jezeli zawarto$¢ surowego oleju lub tluszezu jest wyzsza niz 15%, zaleca sig¢ wstgpna ekstrakcj¢ przed hydroliza,
z zastosowaniem postepowania A, i powtérng ekstrakcje, z zastosowaniem postgpowania B. Postepowanie to zalezy od
rodzaju paszy i oleju lub tluszczu w paszy.

2.9. OZNACZANIE SKROBI METODA POLARYMETRYCZNA

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do polarymertycznego oznaczania zawarto$ci skrobi 1 wysokoczasteczkowych produktéw jej rozkltadu
w paszach, w celu sprawdzenia zgodnosci z dyrektywa Komisji 86/174/EWG z dnia 9 kwietnia 1986 r. okre§lajaca metode
obliczania wartodci energetycznej mieszanek paszowych dla drobiu (Dz. Urz. WE L 130 z 16.05.1986, str. 53; Dz. Urz. UE
Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 7, str. 29) oraz dyrektywa Rady 96/25/WE z dnia 29 kwietnia 1996 r. w sprawie
obrotu materiatami paszowymi, zmieniajaca dyrektywy 70/524/EWG, 74/63/EWG, 82/471/EWG 1 93/74/EWG oraz
uchylajaca dyrektywe 77/101/EWG (Dz. Urz. WE L 125 z 23.05.1996, str. 35, z p6zn. zm.; Dz. Urz. UE Polskie wydanie
specjalne, rozdz. 3, t. 19, str. 96, z pdZn. zm.).

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Metoda skiada si¢ z 2 oznaczen. W 1 oznaczeniu probka jest traktowana na gorgco rozcienczonym kwasem
chlorowodorowym. Po sklarowaniu i przefiltrowaniu mierzy si¢ polarymetrycznie skrgcalno$é optyczng roztworu.

W 2 oznaczeniu prébka jest ekstrahowana 40% etanolem. Po zakwaszeniu filtratu kwasem chlorowodorowym, sklarowaniu
i przefiltrowaniu mierzy si¢ skrecalnosé optyczna, tak jak w | oznaczeniu.

Réznica pomigdzy 2 pomiarami, pomnozona przez znany wspotczynnik, daje zawarto$¢ skrobi w prébee.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Kwas chlorowodorowy, 25% (w/w) d = 1,126 g/ml.

3.2. Kwas chlorowodorowy, (m/V) 1,128%.

Stezenie sprawdzi¢ poprzez miareczkowanie przy uzyciu roztworu wodorotlenku sodu 0,1 mol/l w obecnosci czerwieni
metylowej 0,1% (m/V) w 94% (V/V) etanolu. 10 ml = 30,94 ml NaOH o stgzeniu 0,1 mol/l.

3.3. Roztwor Carreza I:

Rozpuscié w wodzie 21,9 g octanu cynku, Zn(CH;COO), - 2H,0 i 3 g lodowatego kwasu octowego. Uzupetni¢ do objetosci
100 ml woda.

3.4. Roztwér Carreza II:

Rozpuscié w wodzie 10,6 g heksacyjanozelazianu(IT) potasu [K,Fe(CN),] - 3H,0. Uzupetni¢ do objgtosei 100 ml wods.

3.5. Etanol, 40% (V/V), d = 0,948 g/m]l w temperaturze 20°C.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Kolba Erlenmeyera o pojemnosci 250 ml ze szlifem szklanym i chlodnicg zwrotng.

4.2. Polarymetr lub sacharymetr.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Przygotowanie prébki

Rozdrobnié prébke tak, aby przesiewala si¢ przez oczka sita o §rednicy 0,5 mm.

5.2. Oznaczanie catkowitej skrecalno$ci optycznej (P lub S), przy uwzglgdnieniu ust. 7.1.

Odwazy¢, z dokladnosciag do 1 mg, 2,5 g rozdrobnionej prébki i umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 100 ml. Dodaé
25 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, wstrzasna¢ do réwnomiernego rozprowadzenia probki i dodaé
nastgpna porcj¢ 25 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, Kolbg zanurzyé we wrzacej tazni wodnej. Aby
zapobiec aglomeracji, przez 3 minuty nieprzerwanie wstrzgsaé kolbg. Systematycznie uzupetniaé wodg w tazni, ale tak, aby
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woda pozostawala w stanie wrzenia, gdy jest w niej zanurzona kolba. Nie wyjmowa¢ kolby z wody w trakcie wstrzgsania. Po
15 minutach wyjaé kolbg z tazni wodnej, doda¢ 30 ml zimnej wody i natychmiast schtodzi¢ do temperatury 20°C.
Dodac 5 ml roztworu Carreza I, o ktérym mowa w ust. 3.3, 1 wstrzasaé przez minutg. Nastgpnie dodaé 5 ml roztworu Carreza I1,
o ktérym mowa w ust. 3.4, i ponownie wstrzgsa¢ przez minute. Uzupeinié do petnej objetosci kolby woda, zmieszaé
i przefiltrowat. W przypadku gdy filtrat nie jest idealnie klarowny, powtdrzyé oznaczanie z uzyciem wigkszej ilosci
roztworéw Carreza 1 1 11, proponuje si¢ zastosowa¢ 10 ml.
Zmierzy¢ skrecalno$é optyczng roztworu w 200 mm rurce przy zastosowaniu polarymetru lub sacharymetru.
5.3. Oznaczanie skrecalnosci optycznej (P” lub S”) produktéw rozpuszcezonych w 40% etanolu.
Odwazy¢, z dokiadnoscia do 1 mg, 5 g probki, umieéci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 100 ml i dodaé okoto 80 ml
etanolu, o ktéorym mowa w ust. 3.5, uwzgledniajac ust. 7.2. Pozostawié kolbe na godzing w temperaturze pokojowej,
wstrzasajac w tym czasie 6-krotnie kolbg tak, aby probka zostata dobrze zmieszana z etanolem. Uzupetni¢ do pelnej objetosei
kolby etanolem, o ktérym mowa w ust. 3.5, zmiesza¢ i przefiltrowaé. Pobraé pipeta 50 ml filtratu, co jest réwne
2,5 g probki, do kolby Erlenmeyera o pojemnosci 250 ml, doda¢ 2,1 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa
w ust. 3.1, i energicznie wstrzasnaé. Przymocowaé chtodnicg zwrotna do kolby Erlenmeyera i kolbg te zanurzyé we wrzacej
faZzni wodnej. Po 15 minutach wyja¢ kolbe Erlenmeyera z taZni, przenie$¢ zawarto$¢ do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml,
splukujac kolb¢ Erlenmeyera niewielks ilo$cig zimnej wody, i schlodzi¢ do temperatury 20°C. Sklarowaé z uzyciem
roztworéw Carreza I, o ktérym mowa w ust. 3.3, i Carreza II, o ktérym mowa w ust. 3.4, uzupelié do pelnej objgtosci kolby
woda, zmieszal, przefiltrowac i zmierzy¢ skrgcalno$¢ optyczng, w sposob okreslony w drugim i trzecim akapicie ust. 5.2.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Zawarto$¢ skrobi obliczy¢ w procentach wedlug nastgpujacych wzordw:
6.1. Pomiary z uzyciem polarymetru
Zawarto$é skrobi (%) = 2000 (P-P*) / [a]**",
gdzie:
P — calkowita skre¢calno$é optyczna w stopniach katowych,
P’ — skrecalnoéé optyczna w stopniach katowych substancji rozpuszczonych w 40% (V/V) etanolu,
[a]?”, — okre$lona skrecalno$é optyczna czystej skrobi. Umowne wartosci liczbowe przyjete dla wspétczynnika sa
nastepujace:
+ 185,9° : skrobia ryzowa
+ 185,4° : skrobia ziemniaczana
+ 184,6° : skrobia kukurydziana
+ 182,7° : skrobia pszenna
+ 181,5° : skrobia jgczmienna
+ 181,3° : skrobia owsiana
+ 184° : inne typy skrobi i jej mieszaniny w mieszankach paszowych.
6.2. Pomiary z uzyciem sacharymetru
Zawartoé skrobi (%) = 2000 /[a]* x [(2N x 0,665) x (S —$7) /100] — [26,6 N x (S — ") /[t |
gdzie:
S — catkowita skrecalnosé optyczna w stopniach sacharymetru,
S’ — skrecalno$é optyczna w stopniach sacharymetru substancji rozpuszezonych w 40% (V/ V) etanolu,
N — masa w g sacharozy w 100 ml wody ulegajaca skr¢calnoéei optycznej 100 stopni sacharymetrycznych, podczas pomiaru
z uzyciem rurki o dtugosci 200 mm:
16,29 — dla sacharymetréw francuskich,
26 — dla sacharymetréw niemieckich,
20 — dla sacharymetréw polaczonych,
[a]?", — okre$lona skrecalnoéé optyczna czystej skrobi, z uwzglednieniem ust. 6.1.
6.3. Powtarzalnosé
Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczerh wykonanych dla tej samej prébki nie powinna przekraczac:

0,4% w wartosci bezwzglednej, dla zawartosci skrobi nizszej niz 40%, 1

1,1% odpowiednio, dla zawartoéci skrobi réwnej lub wyzszej niz 40%.
7. OBJASNIENIA
7.1. Jezeli probka zawiera wigeej niz 6% weglandéw, w przeliczeniu na weglan wapnia, rozlozy¢ je przy uzyciu odpowiedniej
ilosci rozcieficzonego kwasu siarkowego przed okresleniem catkowitej skrecalnosci optycznej.
7.2. W przypadku produktéw o wysokiej zawartoéci laktozy, takich jak serwatka w proszku lub mleko odttuszczone
w proszku, postgpowac w nastgpujacy sposob.
Po dodaniu 80 ml etanolu, o ktérym mowa w ust. 3.5, przymocowal chiodnice zwrotng do kolby Erlenmeyera i kolbe tg
zanurzy¢ w aZni wodnej o temperaturze 50°C na 30 minut. Pozostawié¢ do schlodzenia i kontynuowaé analiz¢ w sposéb
okreslony w ust. 5.3.
7.3. Nastepujace materiaty paszowe — w przypadku obecnosci w znacznych ilo$ciach w paszy — powoduja interferencje
podczas okreSlania zawarto$ci skrobi metoda polarymetryczng i moga wplywal na otrzymywanie nieprawidtowych
wynikéw:
— produkty z burakéw cukrowych, takie jak wystodki buraczane, melasa buraczana, wystodki buraczane melasowane, wywar
buraczany melasowany,
— miazga (pulpa, wystodki) cytrusowa,
— siemig Iniane, ekspelery z siemienia Inianego, siemi¢ Iniane ekstrahowane,
—nasiona rzepaku, ekspelery z nasion rzepaku, ekstrahowane nasiona rzepaku, tuski nasion rzepaku,
— nasiona stonecznika, ekstrahowane nasiona stonecznika, nasiona stonecznika czgsciowo tuskane, ekstrahowane,
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— ekspelery kopry, kopra ekstrahowana,

—miazga (pulpa) ziemniaczana,

— drozdze odwodnione,

—produkty bogate w inuling, a w szczegdlnosci chipsy i maczka z karczochéw jerozolimskich,
— skwarki.

2.10. OZNACZANIE CUKROW

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci cukréw redukujacych i catkowitej zawartodei cukréw po inwersji, wyrazonych jako
glukoza lub w razie potrzeby jako sacharoza, z zastosowaniem wspétczynnika 0,95. Metode stosuje si¢ do mieszanek
paszowych. Dla innych pasz stosuje si¢ specjalne metody. W razie potrzeby laktoz¢ mierzy si¢ oddzielnie, uwzgledniajac ja
w obliczeniach.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Cukry ekstrahuje si¢ w rozcieficzonym etanolu. Otrzymany roztwér klaruje si¢ roztworami Carreza I i Carreza II. Po
wyeliminowaniu etanolu zawarto$¢ cukréw przed i po inwersji oznacza sig¢ metodg Luff-Schoorla.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Etanol, 40% (V/V), d = 0,948 g/ml przy temperaturze 20°C, obojg¢tny wobec fenoloftaleiny.

3.2. Roztwér Carreza It

Rozpusci¢ w wodzie 21,9 g octanu cynku, Zn(CH,COO), - 2H,0 i 3 g lodowatego kwasu octowego. Uzupetni¢ do objetosci
100 ml wodg.

3.3. Roztwoér Carreza II:

Rozpusci¢ w wodzie 10,6 g heksacyjanozelazianu(IT) potasu K,Fe(CN), - 3H,0. Uzupelni¢ do objetosei 100 ml woda.

3.4. Roztwér 0,1% (m/V) oranzu metylowego.

3.5. Kwas chlorowodorowy 4 N.

3.6. Kwas chlorowodorowy 0,1 N.

3.7. Roztwér wodorotlenku sodu 0,1 N.

3.8. Odczynnik Luft-Schoorla:

Ostroznie mieszajac, dodaé roztwér kwasu cytrynowego, o ktérym mowa w ust. 3.8.2, do roztworu weglanu sodu, o ktérym
mowa w ust. 3.8.3. Nastepnie doda¢ roztwér siarczanu miedzi, o ktérym mowa w ust. 3.8.1, i uzupetni¢ do objgtosci 1 1
woda. Zostawi¢ na noc do osadzenia i przefiltrowaé. Sprawdzi¢ normalnos$é otrzymanego odczynnika (Cu 0,1 N, Na,CO,
2N). pH roztworu powinno wynosi¢ okoto 9,4.

3.8.1. Roztwdr siarczanu miedzi:

Rozpuscid 25 g siarczanu miedzi CuSO4 . SHZO, wolnego od zelaza w 100 ml wody.

3.8.2. Roztwér kwasu cytrynowego:
Rozpuscid 50 g kwasu cytrynowego C(HRO7 . HZO w 50 ml wody.

3.8.3. Roztwor weglanu sodu:

Rozpuscid 143,8 g bezwodnego weglanu sodu w okoto 300 ml cieptej wody. Pozostawi¢ do schiodzenia.

3.9. Roztwor tiosiarczanu(V1) sodu 0,1 N,

3.10. Roztwdr skrobi:

Do 1 1 wrzacej wody dodaé 5 g skrobi rozpuszczonej w 30 ml wody. Gotowa¢ 3 minuty, pozostawi¢ do schlodzenia, a jezeli
to konieczne, doda¢ 10 mg jodku rtgei jako $rodka konserwujacego.

3.11. Kwas siarkowy 6 N.

3.12. 30% (m/V) roztwdér jodku potasu.

3.13. Granulki pumeksu gotowane w kwasie chlorowodorowym, przemyte wodg 1 wysuszone.

3.14. 3-metylobutan-1-ol.

4. APARATURA 1 SPRZET

Mikser lub tumbler: od 35 do 40 obr/min.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Ekstrakcja probki

QOdwazy¢, z doktadnosceia do 1 mg, 2,5 g prébki i umiescié w kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml. Dodaé 200 ml etanolu,
o ktérym mowa w ust. 3.1, zmieszaé w mikserze przez godzing. Dodaé 5 ml roztworu Carreza I, o ktérym mowa w ust. 3.2,
i miesza¢ przez minutg. Dodaé 5 ml roztworu Carreza II, o ktérym mowa w ust. 3.3, i ponownie mieszaé przez minute.
Uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby etanolem, o ktérym mowa w ust. 3.1, homogenizowa¢ 1 przefiltrowac. Pobra¢ 200 ml
filtratu i odparowaé do okolo polowy objetosci w celu usunigeia wickszo$ei etanolu. Przenie$é iloSciowo pozostalo$é po
odparowaniu do kolby miarowej o pojemnosci 200 ml z uzyciem cieplej wody, schtodzi¢, uzupeinié do pelnej objetosci
kolby woda, homogenizowad i, jezeli to konieczne, przefiltrowal. Roztwdr ten bedzie uzyty do oznaczenia zawarto$ci
cukréw redukujacych i, po inwersji, catkowitej zawartoséci cukréow.

5.2. Oznaczanie cukréw redukujacych

Uzywajac pipety, pobraé nie wigeej niz 25 ml roztworu zawierajacego mniej niz 60 mg cukréw redukujacych wyrazonych
jako glukoza. Jezeli to konieczne, uzupetnié do obje¢tosci 25 ml woda destylowang i oznaczyé zawarto$é cukréw
redukujacych metodg Luff-Schoorla. Wynik wyrazi¢ jako procentowg zawarto$¢ glukozy w prébce.
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5.3. Oznaczenie catkowitej zawartosci cukréw po inwersji

Uzywajac pipety, pobraé¢ 50 ml roztworu i przenie$¢ go do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml. Dodaé kilka kropli
roztworu oranzu metylowego, o ktérym mowa w ust. 3.4, i nastepnie, ostroznie mieszajac, dodaé kwas chlorowodorowy,
o ktérym mowa w ust. 3.5, az do zmiany barwy cieczy na czerwona. Doda¢ 15 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym
mowa w ust. 3.6, zanurzy¢ kolbg we wrzacej taZzni wodnej na 30 minut. Szybko schtodzi¢ do temperatury okoto 20°C i dodaé
15 ml roztworu wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.7. Uzupetni¢ kolbe do objetosci 100 ml wodg i homogenizowad.
Pobra¢ nie wigcej niz 25 ml roztworu zawierajagcego mniej niz 60 mg cukréw redukujacych wyrazonych jako glukoza. Jezeli
to konieczne, uzupehi¢ do objetosci 25 ml wodg destylowang i oznaczy¢ zawarto$C cukréw redukujacych metodg Luff-
-Schoorla. Wynik wyrazi¢ jako procentowa zawarto$¢ glukozy lub, jezeli to konieczne, sacharozy, mnozac przez
wspotczynnik 0,95.

5.4. Miareczkowanie metodg Luff-Schoorla

Uzywajac pipety, pobra¢ 25 ml odczynnika Luff-Schoorla, o ktérym mowa w ust. 3.8, i przenie$¢ go do kolby Erlenmayera
o pojemnoécei 300 ml, doda¢ 25 ml klarownego roztworu cukru. Dodaé 2 granulki pumeksu, o ktérych mowa w ust. 3.13,
ogrzewa¢ nad $rednim plomieniem, recznie mieszajac, i doprowadzic ciecz do wrzenia w czasie okoto 2 minut. Natychmiast
postawi¢ kolbg na siatce azbestowej z otworem o $rednicy okolo 6 cm, pod ktérym pali si¢ plomient. Plomiert powinien by¢
tak ustawiony, aby ogrzewane bylo tylko dno kolby. Dopasowaé chiodnice zwrotng do kolby Erlenmayera. Gotowaé
10 minut. Schlodzi¢ natychmiast zimng woda i po okoto 5 minutach miareczkowa¢ w nastgpujacy sposob.

Doda¢ 10 ml roztworu jodku potasu, o ktérym mowa w ust. 3.12, i od razu po tej czynnosci, zachowujac ostrozno$é ze
wzgledu na ryzyko powstania piany, dodac¢ 25 ml kwasu siarkowego, o ktérym mowa w ust. 3.11. Miareczkowaé roztworem
tiosiarczanu(VI) sodu, o ktérym mowa w ust. 3.9, do pojawienia si¢ metnej z6tte] barwy, dodaé wskaznik skrobiowy,
o ktérym mowa w ust. 3.10, i dokonczy¢ miareczkowanie.

Przeprowadzi¢ takie samo miareczkowanie na mieszaninie 25 ml odczynnika Luff-Schoorla, o ktérym mowa w ust. 3.8,
i 25 ml wody, po dodaniu 10 ml roztworu jodku potasu, o ktérym mowa w ust. 3.12, i 25 ml kwasu siarkowego, o ktérym
mowa w ust. 3.11, bez gotowania.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Wykorzystujac tabele 1, okresli¢ ilo$¢ glukozy w mg, ktora odpowiada réznicy migdzy wynikami 2 miareczkowan,
wyrazonych w mg tiosiarczanu(VI) sodu 0,1 N.

Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w prébce.

Tabela 1. Warto$ci dla 25 ml odczynnika Luff-Schoorla,
ml Na,S,0, 0,1 N, 2 minuty ogrzewania, 10 minut wrzenia

Na,S,0, Glukoza, fruktoza, Laktoza Maltoza Na,S,0,
0,1N cukry inwertowane C,;H,,0,, C,;H,,0y, 0,IN
CH ;04
ml mg rdznica mg roznica mg rdznica ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3.9 1
2 4.8 2,4 7.3 3,7 7.8 3,9 2
3 7,2 2,5 11 3,7 11,7 3.9 3
4 9,7 2.5 14,7 3,7 15,6 4 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 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4 9
10 25 2,6 37 3.8 39,5 4 10
11 27,6 2.7 40,8 3.8 435 4 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33 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 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 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4 72,2 43 18
19 50 3 71,7 4 76,5 4.4 19
20 53 3 75,7 4,1 80,9 4.5 20
21 56 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90 4,6 22
23 62,2 88 94,6 23
7. SPOSOB POSTEPOWANIA

7.1. W przypadku pasz bogatych w melasg i innych pasz, ktére nie sg szczegdlnie homogenizowane, odwazy¢ 20 g probki
i umiesci¢ z 500 ml wody w kolbie miarowej o pojemnosci 1 1. Mieszaé przez godzing w mikserze. Sklarowaé odczynnikami
Carreza 1, o ktérych mowa w ust. 3.2, i Carreza 11, o ktérych mowa w ust. 3.3, w sposéb okreslony w ust. 5.1, z uzyciem
4-krotnie wigkszych ilosci kazdego odczynnika. Uzupelini¢ kolbe do objetosci 80% etanolem (V/V).
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Homogenizowaé i przefiltrowaé. Usungé etanol, w sposéb okreslony w ust. 5.1. Jezeli nie ma dekstrynowanej skrobi,
uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby woda destylowana.

7.2. W przypadku melasy i materialéw paszowych bogatych w cukier i prawie wolnych od skrobi, takich jak chleb
$wigtojaniski, suszone krajane buraki éwiklowe, odwazy¢ 5 g probki, umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml,
doda¢ 200 ml wody destylowanej, miesza¢ w mikserze przez godzing lub, jesli to konieczne, diuzej. Roztwdr klarowad
odczynnikami Carreza I, o ktérych mowa w ust. 3.2, i Carreza II, o ktérych mowa w ust. 3.3, w sposdb okreslony w ust. 5.1.
Uzupetni¢ do petnej objetosci kolby zimna woda, homogenizowad i przefiltrowad. Nastgpnie postgpowaé w sposdb okreslony
w ust. 5.3, w celu okre$lenia zawarto$ci cukréw.

8. OBJASNIENTA

8.1. Aby zapobiec powstawaniu piany, dodaje si¢ niezaleznie od objetosei okoto 1 ml 3-metylobutan-1-olu, o ktérym mowa
w ust. 3.14, przed gotowaniem z odczynnikiem Luff-Schoorla.

8.2. Réznica pomiedzy zawarto$cia catkowita cukréw po inwersji, wyrazonych jako glukoza, a zawartoscia cukréw
redukujacych, wyrazonych jako glukoza, pomnozona przez 0,95 daje procentows zawartos¢ sacharozy.

8.3. Aby oznaczy¢ zawarto$¢ cukréw redukujacych, z wylaczeniem laktozy, mozna zastosowaé 2 nastgpujace metody.

8.3.1. Dla szacunkowych obliczen pomnozy¢ zawarto$¢ laktozy oznaczong inng metodg przez 0,675 i uzyskany wynik odjaé
od zawarto$ci cukréw redukujacych.

8.3.2. Aby dokladnie obliczy¢ zawarto$¢ cukréw redukujacych, z wyltaczeniem laktozy, ta sama probka powinna by¢ uzyta do
2 kohfcowych oznaczen. Jedna analize przeprowadza sie na czeSci roztworu otrzymanego w sposob okreslony
w ust. 5.1, druga na czeéci roztworu otrzymanego podczas oznaczania laktozy metoda stuzaca do jej oznaczania (po
fermentacji innych rodzajéw cukrdéw i sklarowaniu).

W obu przypadkach ilo$¢ cukru jest oznaczana metoda Luff-Schoorla i przeliczana na 1 mg glukozy. Jedna warto$¢ jest
odejmowana od drugiej, a réznica jest wyrazana jako udziat procentowy w prébcee.

Przyklad.

2 pobrane objetoséci odpowiadajg prébee o masie probki 250 mg, dla kazdego oznaczenia.

W 1 przypadku 17 ml 0,1 N roztworu tiosiarczanu(VI) sodu odpowiada 44,2 mg zuzytej glukozy, w 2 przypadku 11 ml
odpowiada 27,6 mg glukozy.

Réznica wynosi 16,6 mg glukozy.

Zawarto$¢ cukrow redukujacych (z wyltaczeniem laktozy), w przeliczeniu na glukozg,

WYnosi:

4x 16,6

= 6,64%
10

2.11. OZNACZANIE LAKTOZY

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci laktozy w paszach zawierajgcych ponad 0,5% laktozy.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Cukry sg rozpuszczane w wodzie. Roztwor jest poddawany fermentacji w obecnosci drozdzy Saccharomyces cervevisae,
ktére nie rozkladaja laktozy. Po sklarowaniu i przefiltrowaniu zawartos¢ laktozy w filtracie jest oznaczana metoda Luff-
-Schoorla.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Suspensja drozdzy Saccharomyces cervevisae:

25 g $wiezych drozdzy umiesécic w 100 ml wody. Zawiesing przechowywaé w lodéwcee nie dtuzej niz przez 7 dni od jej
sporzadzenia.

3.2. Roztwér Carreza I:

Rozpusci¢ w wodzie 21,9 g octanu cynku, Zn(CH,COO) , - 2H,0 i 3 g lodowatego kwasu octowego. Uzupelnié¢ kolbg do
objetosei 100 ml woda.

3.3. Roztwér Carreza II:

Rozpusci¢ w wodzie 10,6 g heksacyjanozelazianu(IT) potasu [K,Fe(CN),] - 3H,0. Uzupetni¢ kolbg do objgtosei 100 ml woda.
3.4. Odczynnik Luff-Schoorla:

Ostroznie mieszajac, dodaé roztwdr kwasu cytrynowego, o ktérym mowa w ust. 3.4.2, do roztworu weglanu sodu, o ktérym
mowa w ust. 3.4.3. Nastgpnie dodaé roztwér siarczanu miedzi, o ktérym mowa w ust. 3.4.1, i uzupetnié kolb¢ do obj¢tosei
1 1 wodg. Zostawi¢ na noc do osadzenia i przefiltrowaé. Sprawdzi¢ normalno$¢ otrzymanego odezynnika (Cu 0,1 N, Na,CO, 2 N).
pH roztworu powinno wynosi¢ okoto 9.,4.

3.4.1. Roztwor siarczanu miedzi:

Rozpuscié 25 g siarczanu miedzi CuSO, - SH,O wolnego od Zelaza w 100 ml wody.

3.4.2. Roztwér kwasu cytrynowego:

Rozpusci¢ 50 g kwasu cytrynowego C,H;O, -H,0 w 50 ml wody.

3.4.3. Roztwér weglanu sodu:

Rozpusci¢ 143,8 g bezwodnego weglanu sodu w okoto 300 ml cieplej wody. Pozostawi¢ do schlodzenia.

3.5. Granulki pumeksu gotowane w kwasie chlorowodorowym, przemyte wodg 1 wysuszone.

3.6. 30% roztwdr jodku sodu (m/V).
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3.7. Kwas siarkowy 6 N.

3.8. Roztwor tiosiarczanu sodu 0,1 N.

3.9. Roztwér skrobi:

Do 1 1 wrzacej wody dodac 5 g skrobi rozpuszczonej w 30 ml wody. Gotowaé 3 minuty, pozostawi¢ do schiodzenia, a jezeli
to konieczne, dodaé¢ 10 mg jodku rtgci jako $rodka konserwujacego.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Laznia wodna z termostatem umozliwiajacym utrzymanie temperatury od 38 do 40°C.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

Odwazy¢, z doktadnoscia do 1 mg, 1 g prébki i umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnos$ci 100 ml. Dodaé od 25 do 30 ml
wody. Umiesci¢ kolbg we wrzacej taZni wodnej na 30 minut, a nastgpnie schlodzi¢ do temperatury okoto 35°C. Dodaé 5 ml
zawiesiny drozdzy, o ktérej mowa w ust. 3.1, i homogenizowaé. Pozostawi¢ kolbg na 2 godziny w tazni wodnej
o temperaturze od 38 do 40°C. Schiodzi¢ do temperatury okoto 20°C.

Doda¢ 2,5 ml roztworu Carreza I, o ktérym mowa w ust. 3.2, i miesza¢ przez 30 sekund, nastgpnie doda¢ 2,5 ml roztworu
Carreza 11, o ktéorym mowa w ust. 3.3, i ponownie mieszal przez 30 sekund. Uzupetni¢ kolbg do objgtoéci 100 ml woda,
zmieszac 1 przefiltrowaé. Uzywajac pipety, pobraé nie wigeej niz 25 ml filtratu, ktéry zawiera od 40 do 80 mg laktozy,
i umiesci¢ go w kolbie Erlenmeyera o pojemnosci 300 ml. W miare potrzeby uzupetnié¢ do objetosci 25 ml woda.

W ten sam sposéb przeprowadzié test slepej proby z 5 ml suspensji drozdzowej, o ktérej mowa w ust. 3.1.

Oznaczy¢ zawarto$¢ laktozy wedtug Luff-Schoorla, w nastgpujacy sposéb:

Doda¢ 25 ml odczynnika Luff-Schoorla, o ktérym mowa w ust. 3.4, i dwie granulki pumeksu, o ktérym mowa w ust. 3.5.
Ogrzewad nad $rednim ptomieniem, recznie mieszajac, i doprowadzié ciecz do wrzenia w czasie okoto 2 minut. Natychmiast
postawi¢ kolb¢ Erlenmeyera na siatce azbestowej z otworem o $rednicy okoto 6 ¢cm, pod ktérym pali si¢ ptomieni. Plomiert
powinien by¢ tak ustawiony, aby ogrzewane byto tylko dno kolby Erlenmeyera. Dopasowaé chlodnice zwrotna do kolby
Erlenmeyera. Gotowa¢ 10 minut. Schlodzi¢ natychmiast zimng woda i po okoto 5 minutach miareczkowaé w nastgpujacy
sposoéb:

Doda¢ 10 ml roztworu jodku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.6, i niezwlocznie, zachowujac ostroznoéé ze wzgledu na ryzyko
powstania piany, doda¢ 25 ml kwasu siarkowego, o ktérym mowa w ust. 3.7. Miareczkowaé roztworem tiosiarczanu
sodowego, o ktérym mowa w ust. 3.8, do pojawienia sig¢ metnej zoltej barwy, dodaé kilka kropli wskaznika skrobiowego,
o ktérym mowa w ust. 3.9, i dokonczy¢ miareczkowanie.

Przeprowadzi¢ takie samo miareczkowanie na mieszaninie 25 ml odczynnika Luff-Schoorla, o ktérym mowa w ust. 3.4,
i 25 ml wody, po dodaniu 10 ml roztworu jodku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.6, i 25 ml kwasu siarkowego,
o ktérym mowa w ust. 3.7, bez gotowania.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Wykorzystujac tabelg 1, okre$li¢ ilo§é laktozy w mg, ktéra odpowiada réznicy migdzy wynikami 2 miareczkowan,
wyrazonych w ml roztworu tiosiarczanu sodu 0,1 N.

Wiynik wyrazi¢ jako udzial procentowy bezwodnej laktozy w prébcee.

7. OBJASNIENIA

W przypadku produktéw zawierajacych ponad 40% fermentujacych cukréw dodaé wigeej niz 5 ml zawiesiny drozdzy,
o ktdrej mowa w ust. 3.1.

ROZDZIAL 3

BADANIE AMINOKWASOW

3.1. OZNACZANIE AMINOKWASOW

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci wolnych (syntetycznych i naturalnych) oraz catkowitych (zwigzanych i wolnych
peptydéw) aminokwaséw w paszach z uzyciem analizatora aminokwaséw. Metoda ma zastosowanie do nastepujacych
aminokwaséw: cystyny (cysteiny), metioniny, lizyny, treoniny, alaniny, argininy, kwasu asparaginowego, kwasu
glutaminowego, glicyny, histydyny, izoleucyny, leucyny, fenyloalaniny, proliny, seryny, tyrozyny i waliny.

Metoda nie pozwala odrézni¢ soli aminokwaséw, a takze form D i L aminokwaséw. Nie mozna jej stosowaé do oznaczania
tryptofanu lub hydroksyanalogéw aminokwasow.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

2.1. Wolne aminokwasy

Wolne aminokwasy sa ekstrahowane rozcienczonym kwasem chlorowodorowym. Wyekstrahowane jednoczesnie
makroczasteczki zwigzkéw azotowych sg wytracane kwasem sulfosalicylowym i usuwane przez filtrowanie. Filtrowany
roztwér jest dostosowany do pH 2,20. Aminokwasy sa oddzielane w drodze chromatografii jonowymiennej i oznaczane
z zastosowaniem reakcji z ninhydryng, poprzez fotometryczng detekcje przy 570 nm.

2.2. Aminokwasy calkowite

Wybdr sposobu postgpowania zalezy od oznaczanych aminokwaséw. Cystyng (cysteing) i metioning przed hydroliza poddaé
utlenianiu, odpowiednio do kwasu cysteinowego i sulfonu metioniny. Tyrozyna powinna byé oznaczana w hydrolizatach
prébek niepoddanych utlenieniu. Pozostale aminokwasy wymienione w ust. 1 moga by¢ oznaczane w prébee utlenionej albo
niepoddanej utlenianiu.

Utlenianie jest przeprowadzane w temperaturze 0°C z uzyciem mieszaniny kwasu nadmréwkowego i fenolu. Nadmiar
odczynnika utleniajacego jest rozkladany z uzyciem dwusiarczku sodu. Utleniona albo niepoddana utlenianiu probka jest
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hydrolizowana kwasem chlorowodorowym (¢ = 6 mol/l) przez 23 godziny. Hydrolizat jest dostosowany do pH 2,20.
Aminokwasy sa oddzielane w drodze chromatografii jonowymiennej 1 oznaczane na drodze reakcji z ninhydryna, przez
fotometryczng detekcje przy 570 nm lub w przypadku proliny 440 nm.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

Stosowaé wodg destylowang lub podobnej czystosci o przewodnosci < 10 puS.

3.1. Nadtlenek wodoru, w = 30%.

3.2. Kwas mréwkowy, w = 98 — 100%.

3.3. Fenol.

3.4. Dwusiarczyn sodu.

3.5. Wodorotlenek sodu.

3.6. Kwas 5-sulfosalicylowy dwuhydrat.

3.7. Kwas chlorowodorowy, ggstosé¢ okoto 1,18 g/ml.

3.8. Cytrynian trisodu, dwuhydrat.

3.9. 2,2' Tiodwuetanol (tiodwuglikol).

3.10. Chlorek sodu.

3.11. Ninhydryna.

3.12. Eter naftowy o temperaturze wrzenia 40 — 60°C.

3.13. Norleucyna lub inny zwigzek odpowiedni do stosowania jako wzorzec wewnetrzny.

3.14. Azot gazowy (<10 ppm tlenu).

3.15. 1-oktanol.

3.16. Aminokwasy.

3.16.1. Substancje wzorcowe okre$lone w ust. 1. Czyste zwiazki, niezawierajace wody krystalizacyjnej. Suszy¢ w warunkach
prézni w obecnosei P,O; lub H,SO, przez 7 dni przed uzyciem.

3.16.2. Kwas cysteinowy.

3.16.3. Sulfon metioniny.

3.17. Roztwér wodorotlenku sodu, ¢ = 7,5 mol/l:

Rozpusci¢ 300 g wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.5, w wodzie i uzupelni¢ kolbe do objetosei 1 1 woda.

3.18. Roztwdr wodorotlenku sodu, ¢ = 1 mol/l:

Rozpuscié 40 g wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.5, w wodzie i uzupetnié kolbe do objetosci 1 1 woda.

3.19. Roztwér kwasu mréwkowego i fenolu:

Zmiesza¢ 889 g kwasu mréwkowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, z 111 g wody i dodaé 4,73 g fenolu, o ktérym mowa
w ust. 3.3.

3.20. Mieszanina hydrolizujaca, ¢ = 6 mol HCV/1, zawierajaca 1 g fenolu/l:

Doda¢ 1 g fenolu, o ktérym mowa w ust. 3.3, do 492 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.7, i uzupetnic
kolbg do objetosei 11 woda.

3.21. Mieszanina ekstrakcyjna, ¢ = 0,1 mol HCI/l, zawierajaca 2% tiodwuglikolu:

Pobra¢ 8,2 ml kwasu chlorowodorowego, o ktéorym mowa w ust. 3.7, rozpusci¢ w okoto 900 ml wody, doda¢ 20 ml
tiodwuglikolu, o ktérym mowa w ust. 3.9, i uzupetnié kolbe do objetosci 1 1 woda, nie mieszaé bezposrednio odczynnikdéw
okreslonych w ust. 3.7 1 3.9.

3.22. Kwas 5-sulfosalicylowy, = 6%:

Rozpuscié 60 g kwasu 5-sulfosalicylowego, o ktérym mowa w ust. 3.6, w wodzie i uzupetnic kolbe do objetoscei 11 woda.
3.23. Mieszanina utleniajaca (kwas nadmréwkowy — fenol):

Zmiesza¢ w malej zlewce 0,5 ml nadtlenku wodoru, o ktérym mowa w ust. 3.1, z 4,5 ml roztworu kwasu mréwkowego i
fenolu, o ktérym mowa w ust. 3.19. Inkubowaé¢ w temperaturze od 20 do 30°C przez godzing w celu utworzenia kwasu
nadmréwkowego, nastgpnie schtodzié w lodowej taZni wodnej przez 15 minut przed dodaniem tej mieszaniny do prébki.
Wykonujac powyzsze czynno$ci, unikaé kontaktu ze skéra i nosi¢ odziez ochronna.

3.24. Bufor cytrynianowy, ¢ = 0,2 mol Na* /1, pH 2,20:

Rozpuscié 19,61 g cytrynianu trisodu, o ktérym mowa w ust. 3.8, 5 ml tiodwuglikolu, o ktérym mowa w ust. 3.9, 1 g fenolu,
o ktérym mowa w ust. 3.3, i 16,50 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.7, w okoto 800 ml wody.
Dostosowac pH do 2,20. Uzupehié kolbe do objgtosci 1 1 woda.

3.25. Bufor wymywajacy, przygotowany zgodnie z warunkami stosowanego analizatora, o ktérym mowa w ust. 4.9.

3.26. Odczynnik ninhydrynowy, przygotowany zgodnie z warunkami stosowanego analizatora, o ktérym mowa w ust. 4.9.
3.27. Wzorcowe roztwory aminokwaséw, ktére nalezy przechowywaé w temperaturze nizszej niz 5°C:

3.27.1. Podstawowy wzorcowy roztwor aminokwaséw, o ktérych mowa w ust. 3.16.1, kazdy o stezeniu ¢ = 2,5 umol/ml,
w kwasie chlorowodorowym. Moga by¢ stosowane gotowe wzorce.

3.27.2. Podstawowe wzorcowe roztwory kwasu cysteinowego i sulfonu metioniny, ¢ = 1,25 umol/ml.

Rozpuscié 0,2115 g kwasu cysteinowego, o ktérym mowa w ust. 3.16.2, i 0,2265 g sulfonu metioniny, o ktérym mowa w ust.
3.16.3, w buforze cytrynianowym, o ktérym mowa w ust. 3.24, w kolbie miarowej o pojemnosci 1 1 i uzupenié¢ do pelnej
objetosei kolby buforem cytrynianowym. Przechowywaé w temperaturze nizszej niz 5°C nie dtuzej niz przez 12 miesigey.
Roztworu nie stosuje sig, jezeli podstawowy wzorcowy roztwér, o ktéorym mowa w ust. 3.27.1, zawiera kwas cysteinowy
1 sulfon metioniny.

3.27.3. Podstawowy wzorcowy roztwor wzorca wewngtrznego, proponuje si¢ zastosowac norleucyne, ¢ = 20 pmol/ml.
Rozpusci¢ 0,6560 g norleucyny, o ktdrej mowa w ust. 3.13, w buforze cytrynianowym, o ktérym mowa w ust. 3.24,
w kolbie miarowej 1 uzupetni¢ kolbg do objetosci 250 ml buforem cytrynianowym. Przechowywaé w temperaturze nizszej
niz 5°C nie dhuzej niz przez 6 miesigcy.

3.27.4. Kalibracyjny roztwér wzorca aminokwaséw do uzycia z hydrolizatami, ¢ = 5 nmol/50 pl kwasu cysteinowego
i sulfonu metioniny i ¢ = 10 nmol/50 pl innych aminokwaséw.
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Rozpuscic¢ 2,2 g chlorku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.10, w zlewce o pojemnosci 100 ml z 30 ml buforu cytrynianowego,
o ktérym mowa w ust. 3.24. Doda¢ 4 ml podstawowego roztworu wzorcowego aminokwaséw, o ktérym mowa w ust. 3.27.1,
4 ml podstawowego roztworu wzorcowego kwasu cysteinowego i sulfonu metioniny, o ktérych mowa w ust. 3.27.2, i jezeli
jest stosowany, 0,5 ml podstawowego wzorcowego roztworu wzorca wewnetrznego, o ktérym mowa w ust. 3.27.3.
Dostosowac pH do 2,2 z uzyciem roztworu wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.18.

Przenieéc ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml, uzupeié do pelnej objgtosci kolby buforem cytrynianowym,
o ktérym mowa w ust. 3.24, i zmieszal.

Przechowywadé w temperaturze nizszej niz 5°C nie dhuzej niz przez 3 miesigce.

Przy wykonywaniu powyzszych czynnosci uwzglednié ust. 9.1.

3.27.5. Kalibracyjny roztwér wzorca aminokwasdéw do stosowania z hydrolizatami przygotowanymi w sposéb okreslony
w ust. 5.3.3.1 i do uzycia z ekstraktami, o ktérych mowa w ust. 5.2. Roztwér kalibracyjny przygotowywaé w sposéb
okreslony w ust. 3.27.4, z pominigciem chlorku sodu.

Przechowywadé w temperaturze nizszej niz 5°C nie dhuzej niz przez 3 miesigce.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Kolba okragtodenna o pojemnoéci 100 lub 250 ml z chiodnicg zwrotna.

4.2. Butelka ze szkta borokrzemowego o pojemnosci 100 ml z nakrgtka pokryta guma Iub teflonem, proponuje si¢
zastosowaé Duran, Scott, do stosowania w suszarce.

4.3. Suszarka z silnym nawiewem i mozliwoscig regulacji temperatury z doktadno$cig wigksza niz +2°C.

4.4. Pehametr z pomiarem do 3 miejsc po przecinku.

4.5. Filtr membranowy (0,2 um).

4.6. Wiréwka.

4.7. Obrotowa wyparka prézniowa.

4.8. Mieszadlo magnetyczne lub mechaniczna wytrzasarka.

4.9. Analizator aminokwaséw lub wyposazenie do HPLC z kolumng jonowymienng, przystawka do ninhydryny, post-
kolumnowg derywatyzacjg i detektorem fotometrycznym.

Kolumna jest wypehiona sulfonowang zywica polistyrenowg majacg zdolnoé¢ rozdziatu aminokwaséw od siebie i od innych
skladnikéw reagujacych z ninhydryng. Przeplyw buforu i ninhydryny jest przeprowadzany przez pompy o stabilnosci
przeptywu £0,5% w czasie testowania kalibracyjnych roztworéw, jak i analizy probek.

W niektérych analizatorach aminokwaséw moga by¢ stosowane metody hydrolizy, w ktorych hydrolizat zawiera stgzenie
sodu ¢ = 0,8 mol/l i calg pozostato$§¢ kwasu mréwkowego z etapu utleniania. Inne analizatory nie daja zadowalajacego
rozdziatu niektérych aminokwaséw, jezeli hydrolizat zawiera nadmiar kwasu mréwkowego lub wysokie stezenie jondw
sodowych. W tym przypadku objeto$¢ kwasu jest zmniejszana przez odparowanie do objetosci okoto 5 ml, ktére wykonuje
si¢ po hydrolizie i przed ustaleniem pH. Odparowywanie powinno byé prowadzone w warunkach prézni w temperaturze nie
wyzszej niz 40°C.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Przygotowanie probek

Rozdrobni¢ probke, tak aby przesiewala sig przez oczka sita o Srednicy 0,5 mm. Prdbki o duzej zawartosci wilgotnosci przed
rozdrobnieniem wysuszy¢ albo suchym powietrzem o temperaturze nieprzekraczajacej 50°C, albo przez zamroZenie. Prébki
o wysokiej zawartoéci thiszezu przed rozdrobnieniem poddaje si¢ ekstrakcji eterem naftowym, o ktérym mowa w ust. 3.12.
5.2. Oznaczanie wolnych aminokwaséw w paszach i premiksach

Odwazy¢, z doktadnoscig do 0,2 mg, od 1 do 5 g prébki przygotowanej w sposéb okreSlony w ust. 5.1 do kolby stozkowej
i doda¢ 100 ml mieszaniny ekstrakcyjnej, o ktdrej mowa w ust. 3.21. Wstrzasa¢ mieszaning przez 60 minut, uzywajac
micszadla magnctycznego lub mechaniczne] wytrzgsarki, o ktérych mowa w ust. 4.8. Odstawié¢ do sedymentacji osadu
i pobra¢ pipeta 10 ml supernatantu roztworu do zlewki o objgtoéci 100 ml.

Doda¢, mieszajac, 5 ml roztworu kwasu sulfosalicylowego, o ktérym mowa w ust. 3.22, i kontynuowaé mieszanie z uzyciem
mieszadla magnetycznego przez 5 minut. Przefiltrowad lub odwirowaé supernatant w celu usunigcia osadu. Umiesci¢ 10 ml
otrzymanego roztworu w zlewce o objetosci 100 ml, dostosowaé pH do 2,2 z uzyciem roztworu wodorotlenku sodu,
o ktéorym mowa w ust. 3.18, przenies¢ do wolumetrycznej kolby o odpowiedniej pojemnosci, z uzyciem buforu
cytrynianowego, o ktérym mowa w ust. 3.24, i uzupetnié roztworem buforu cytrynianowego do pelnej objetosci tej kolby.
Jezeli jest stosowany wzorzec wewngtrzny, doda¢ 1 ml podstawowego wzorcowego roztworu wzorca wewngtrznego,
o ktérym mowa w ust. 3.27.3, na kazde 100 ml koncowego roztworu i uzupeini¢ roztworem buforu cytrynianowego,
o ktérym mowa w ust. 3.24, do peinej objetosci kolby, o ktérej mowa w ust. 4.1.

Przeprowadzi¢ rozdzial chromatograficzny w sposéb okre$lony w ust. 5.4.

Jezeli ekstrakty nie bgda oznaczane tego samego dnia, przechowywac je w temperaturze nizszej niz 5°C.

5.3. Oznaczanie calkowitej zawartoéci aminokwaséw

5.3.1. Utlenianie

Odwazy¢, z doktadno$ciag do 0,2 mg, od 0,1 do 1 g prébki przygotowanej w sposdb okre$lony w ust. 5.1 do:

— kolby okraglodennej o pojemnosci 100 ml, o ktérej mowa w ust. 4.1, do hydrolizy otwartej okreslonej w ust. 5.3.2.3 lub

— kolby okraglodennej o pojemnosci 250 ml, o ktérej] mowa w ust. 4.1, jezeli wymagane jest niskie stezenie sodu
w przypadku okre§lonym w ust. 5.3.3.1, lub

— butelki o pojemnosci 100 ml z nakretka, o ktdrych mowa w ust. 4.2, w przypadku hydrolizy zamknigtej okre$lonej
wust. 5.3.2.4.

Odwazona prébka powinna zawieraé okoto 10 mg azotu, a poziom wilgotnoéci nie powinien przekraczaé¢ 100 mg.

Umiesci¢ kolbe lub butelke w lodowej taZni wodnej i ozigbi¢ do temperatury 0°C, doda¢ 5 ml mieszaniny utleniajace;j,
o ktdrej mowa w ust. 3.23, 1 zamieszal, uzywajac szklanej bagietki z wygietym koncem. Uszczelni¢ kolbg lub butelke wraz
z bagietka, stosujagc hermetyczny film, umie$cié wraz z lodowa taznig wodna w loddéwce o temperaturze 0°C
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i pozostawi¢ na 16 godzin. Po 16 godzinach wyjaé z lodéwki i roztozy¢ nadmiar odczynnika utleniajacego przez dodanie
0,84 g dwusiarczynu sodu, o ktérym mowa w ust. 3.4. Nastepnie postepowal w sposéb okreélony w ust. 5.3.2.1.

5.3.2. Hydroliza

5.3.2.1. Hydroliza prébek utlenionych

Do utlenionej probki, przygotowanej w sposdb okre$lony w ust. 5.3.1, dodaé 25 ml mieszaniny hydrolizujacej, o ktérej mowa
w ust. 3.20, zwracajac uwagg, aby zmy¢ pozostatoSci probki przywierajace do bocznych $cianek naczynia i bagietki.
W zaleznosci od sposobu przeprowadzonej hydrolizy postgpowaé w sposob okreslony w ust. 5.3.2.3 lub ust. 5.3.2.4.

5.3.2.2. Hydroliza prébek nieutlenionych

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,2 mg, od 0,1 do 1 g prébki, otrzymanej w sposob okreslony w ust. 5.1, do kolby
okragtodennej o pojemnosci 100 lub 250 ml, o ktérej mowa w ust. 4.1, lub do butelki o pojemnosci 100 ml z nakretka,
o ktérej mowa w ust. 4.2. Odwazona prébka powinna zawiera¢ okoto 10 mg azotu. Ostroznie dodaé¢ 25 ml mieszaniny
hydrolizujacej, o ktérej mowa w ust. 3.20, i zmieszaé z prébkg. Nastgpnie postgpowaé 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, przygotowang w sposdb okreslony w ust. 5.3.2.1 lub ust. 5.3.2.2, dodaé 3 szklane peretki i gotowad,
utrzymujac stan wrzenia ze zwrotem skroplin przez 23 godziny. Po zakornczonej hydrolizie przemy¢ chlodnice od dotu 5 ml
buforu cytrynianowego, o ktérym mowa w ust. 3.24. Odtaczy¢ kolbe i schlodzi¢ w tazni lodowej. Nastepnie postepowaé
w sposob okreslony w ust. 5.3.3.

5.3.2.4. Hydroliza zamknigta

Umiesci¢ butelke zawierajaca mieszaning, przygotowang w sposob okre§lony w ust. 5.3.2.1 lub ust. 5.3.2.2, w suszarce,
o ktérej mowa w ust. 4.3, w temperaturze 110°C. W czasie 1 godziny hydrolizy, aby unikngé gwattownego wzrostu ci$nienia
w wyniku powstawania substancji gazowych i wybuchu, umiesci¢ nakretke na naczyniu. Nie zamykad naczynia korkiem. Po
godzinie dokreci¢ nakretke 1 pozostawi¢ w suszarce, o ktorej mowa w ust. 4.3, przez 23 godziny. Po zakonczeniu hydrolizy
wyjaé butelke z suszarki, ostroznie odkrecié¢ nakretke i umiesci¢ butelke w lodowej tazni wodnej. Pozostawi¢ do schiodzenia.
W zalezno$ci od sposobu dostosowania pH, o ktérym mowa w ust. 5.3.3, przenies$¢ ilosciowo zawartos¢ butelki do zlewki
lub kolby okraglodennej o pojemnoéci 250 ml, stosujac bufor cytrynianowy, o ktérym mowa w ust. 3.24. Nastgpnie
postepowac w sposéb okreslony w ust. 5.3.3.

5.3.3. Dostosowanie pH

W zaleznosci od tolerancji analizatora aminokwaséw, o ktérym mowa w ust. 4.9, na s6d pH dostosowuje si¢ w sposéb
okres§lony w ust. 5.3.3.1 lub ust. 5.3.3.2.

5.3.3.1. Dla systeméw chromatograficznych, o ktérych mowa w ust. 4.9, wymagajacych niskiego stezenia sodu:

Wskazane jest zastosowanie podstawowego wzorcowego roztworu wzorca wewngtrznego, o ktorym mowa w ust. 3.27.3,
gdy analizatory aminokwaséw wymagaja niskiego stezenia sodu, w przypadku gdy nalezy zredukowac objeto$é kwasu.

W tym przypadku dodaé¢ 2 ml podstawowego roztworu wzorca wewngetrznego, o ktdrym mowa w ust. 3.27.3, do hydrolizatu
przed odparowaniem.

Doda¢ 2 krople 1-oktanolu, o ktérym mowa w ust. 3.15, do hydrolizatu otrzymanego w spos6b okreslony w ust. 5.3.2.3 lub
ust. 5.3.2.4.

Stosujac obrotowa wyparke prozniows, o ktérej mowa w ust. 4.7, zmniejszy¢ w warunkach prézni i w temperaturze 40°C
objeto$¢ do 5 — 10 ml. Jezeli objeto$¢ roztworu zostanie przypadkowo zredukowana ponizej 5 ml, hydrolizat wyrzucié
i powtdrzy¢ analize.

Dostosowaé pH do 2,2 z uzyciem roztworu wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.18, i postgpowaé w sposéb
okres§lony w ust. 5.3.4.

5.3.3.2. Dla pozostatych analizatoréw aminokwasdw, o ktérych mowa w ust. 4.9

Pobra¢ hydrolizaty otrzymane w sposéb okre$lony w ust. 5.3.2.3 lub ust. 5.3.2.4 i czgSciowo je zneutralizowaé poprzez
mieszanie, ostroznie dodajac 17 ml roztworu wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.17, zwracajac uwagg, aby
temperatura roztworu nie byla wyzsza niz 40°C.

Dostosowaé pH do 2,2 w temperaturze pokojowej, dodajac roztwor wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.17, a pod
koniec roztwdr wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.18. Nastepnie postepowaé w sposob okreslony w ust. 5.3.4.
5.3.4. Przygotowanie roztworu prébki do analizy chromatograficzne;j

Przenie$¢ iloSciowo hydrolizaty o pH dostosowanym w sposob okreslony w ust. 5.3.3.1 lub ust. 5.3.3.2 z uzyciem buforu
cytrynianowego, o ktérym mowa w ust. 3.24, do kolby miarowej o pojemnosci 200 ml i uzupelié do pelnej objetosci kolby
buforem cytrynianowym, o ktérym mowa w ust. 3.24.

Jezeli wczeéniej nie dodawano wzorca wewngtrznego, dodaé¢ 2 ml podstawowego wzorcowego roztworu wzorca
wewnetrznego, o ktérym mowa w ust. 3.27.3, i uzupetni¢ buforem cytrynianowym, o ktérym mowa w ust. 3.24, do pelnej
objetosci kolby. Doktadnie zmieszaé.

Nastepnie wykonaé analiz¢ chromatograficzna, o ktérej mowa w ust. 5.4.

Jezeli roztwory probek nie bedg analizowane tego samego dnia, przechowywuje sig je w temperaturze nizszej niz 5°C.

5.4. Chromatografia

Przed analizg chromatograficzng doprowadzi¢ ekstrakt, otrzymany w sposob okreslony w ust. 5.2 lub hydrolizat otrzymany
w sposéb okre§lony w ust. 5.3.4 do temperatury pokojowej. Wstrzasna¢ mieszaning i przefiltrowad jej odpowiednig ilo§é
przez filtr membranowy, o ktérym mowa w ust. 4.5. Otrzymany klarowny roztwdr jest przeznaczony do chromatografii
jonowymiennej przy wykorzystaniu analizatora aminokwaséw, o ktérym mowa w ust. 4.9.

Dozowanie wykonuje si¢ r¢cznie lub automatycznie. Na kolumng nanosi si¢ takie same iloéci roztworéw z dokladnoscia
+ 0,5% zaréwno w przypadku analizy wzorcoéw, jak i badanych prébek, z wyjatkiem gdy jest stosowany wzorzec
wewngtrzny, oraz aby stosunek sodu do aminokwasu w roztworze badanej prébki byt podobny jak w roztworze wzorcowym.
Czestosé przeprowadzania kalibracji zalezy od stabilno$ci odczynnika ninhydrynowego i od systemu analitycznego. Wzorzec
lub prébka s3 wymywane buforem cytrynianowym, o ktérym mowa w ust. 3.24, tak aby powierzchnia piku wzorca
odpowiadata od 30 do 200% powierzchni piku badanej probki aminokwasu.
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Analiza chromatograficzna aminokwaséw bedzie réznié si¢ nieznacznie w zaleznosci od typu stosowanego analizatora
i zywicy. Wybrany system powinien mie¢ zdolnos¢ oddzielenia od siebie aminokwaséw oraz od innych substancji dajacych
z ninhydryng reakcje. W badanym zakresie stosowany system chromatograficzny powinien dawaé liniowg odpowiedZ na
zmiany ilo$ci aminokwaséw dodawanych na kolumne.

W czasie analizy chromatograficznej opisany ponizej stosunek doliny do wysokos$ci piku odnosi si¢ do przypadku, gdy jest
analizowany réwnomolowy roztwér oznaczanego aminokwasu. Réwnomolowy roztwér aminokwasu powinien zawieral
co najmniej 30% maksymalnej zawarto$ci kazdego aminokwasu, ktéry mozna aktualnie oznaczy¢ z uzyciem danego
analizatora aminokwasow, o ktérym mowa w ust. 4.9.

Dla oddzielenia treoniny od seryny stosunek doliny do wysokosci piku nizszego z pokrywajacych si¢ aminokwaséw na
chromatografie nie powinien przekracza¢ 2:10, w przypadku gdy oznaczane sa tylko cystyna (cysteina), metionina, treonina
i lizyna, niewystarczajace oddzielenie od sprzgzonych pikéw begdzie ujemnie wplywalo na oznaczenie. Dla wszystkich
innych aminokwaséw rozdzial powinien by¢ lepszy niz 1:10.

System powinien zapewnia¢ oddzielenie lizyny od ,,artefaktéw lizyny” i od ornityny.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Powierzchnig pikéw prébki i wzorca mierzy si¢ dla kazdego pojedynczego aminokwasu, a zawarto$¢ aminokwasu w g/kg
probki jest obliczana wedtug nastepujacego wzoru:

AxExMWxF
= g aminokwasu na kg probki

B x W x 1000

Jezeli jest stosowany wzorzec wewngtrzny, 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 wewngtrznego, roztworu wzorca kalibracyjnego,

MW —masa czasteczkowa oznaczanego aminokwasu,

E — stgzenie wzorca w umol/ml,

W — masa prébki w g przeliczona na masg oryginalnej prébki w przypadku odttuszczania lub podsuszania,

F — hydrolizat ogélem w ml otrzymany w sposéb okres§lony w ust. 5.3.4 lub obliczona ogdlna objeto$¢ w ml rozcieficzonego
ekstraktu.

Cystyna i cysteina sg oznaczane jako kwas cysteinowy w hydrolizatach utlenionej prébki, ale sg obliczane jak cystyna

- C¢H;;N,0,S,, MW 240,30, stosujac MW 120,15 (= 0,5 x 240,30).

Metionina jest oznaczana jako sulfon metioniny w hydrolizatach utlenionej prébki, ale jest obliczana jak metionina, stosujac
MW metioniny: 149,21.

Dodana wolna metionina jest oznaczana po ekstrakcji jako metionina, przy czym dla obliczefi stosowana jest taka sama
warto$¢ MW.

Ogdlng objgtosé rozcieficzonych ekstraktéw (F) w przypadku oznaczania zawarto$ci wolnych aminokwaséw, o ktérym mowa
w ust. 5.2, obliczy¢ wedlug nastgpujacego wzoru:
(10ml+S5Sml) Vml
F=100ml x X
10 ml 10 ml

gdzie:
V — objetosé konicowego ekstraktu.

7. OCENA METODY

Migdzynarodowe badania poréwnawcze metody byly przeprowadzone w 1990 r. z uzyciem 4 pasz, w tym mieszanki
paszowej dla $win, mieszanki paszowej dla brojleréw, koncentratu biatkowego i premiksu. Po odrzuceniu wynikéw
odbiegajacych, Srednie wyniki i odchylenia standardowe sg przedstawione w ponizszej tabeli 2:

Tabela 2. Srednie wielkosci w g/kg

Aminokwas
Materiat badany
treonina cystyna / cysteina metionina lizyna
Mieszanka paszowa dla §win 6,94 3,01 3,27 9,55
n=15 n=17 n=17 n=13
Mieszanka paszowa dla brojleréw 9,31 3,92 5,08 13,93
n=16 n=18 n=18 n=16
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Koncentrat biatkowy 22,32 5,06 12,01 47,74
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 58,42 B 90,21 98,03
n=16 n=16 n=16

n = liczba uczestniczacych laboratoriéw
7.1. Powtarzalnoéc¢

Powtarzalno$¢ wyrazona jako ,,odchylenie standardowe wewnatrz laboratorium” omawianego powyze] poréwnawczego

badania jest przedstawiona w tabeli 3 i 4.

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

Aminokwas
Materiat badany . . L .
treonina cystyna / cysteina metionina lizyna
Mieszanka paszowa dla §win 0,13 0,10 0,11 0,26
n=15 n=17 n=17 n=13
Mieszanka paszowa dla brojleréw 0,20 0,11 0,16 0,28
n=16 n=18 n=18 n=16
Koncentrat biatkowy 0,48 0,13 0,27 0,99
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 1,30 B 2,19 2,06
n=16 n=16 n=16
n = liczba uczestniczacych laboratoriéw
Tabela 4. Wspdlczynnik zmiennosci (%) dla odchylenia standardowego wewnatrz laboratorium (S)
Aminokwas
Materiat badany
treonina cystyna / cysteina metionina lizyna
Mieszanka paszowa dla §wint 1,9 3,3 3,4 2,8
n=15 n=17 n=17 n=13
Mieszanka paszowa dla brojleréw 2,1 2,8 3,1 2,1
n=16 n=18 n=18 n=16
Koncentrat biatkowy 2,7 2,6 22 2.4
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 22 - 2.4 2,1
n=16 n=16 n=16
n = liczba uczestniczacych laboratoriéw
7.2. Odtwarzalno$¢
Wyniki odchylenia standardowego mig¢dzy laboratoriami otrzymane w wyniku przeprowadzenia omawianego powyzej
poréwnawczego badania sg przedstawione w tabeli 5 i 6.
Tabela 5. Odchylenie standardowe migdzy laboratoriami (Sy) w g/kg
Aminokwas
Materiat badany . . L .
treonina cystyna / cysteina metionina lizyna
Mieszanka paszowa dla §win 0,28 0,30 0,23 0,30
n=15 n=17 n=17 n=13
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Mieszanka paszowa dla brojleréw 0,48 0,34 0,55 0,75
n=16 n=18 n=18 n=16

Koncentrat biatkowy 0,85 0,62 1,57 1,24
n=16 n=17 n=17 n=15

Premiks 2,49 B 6,20 6,62
n=16 n=16 n=16

n = liczba uczestniczacych laboratoriéw

Tabela 6. Wspotczynnik zmiennosci (%) dla odchylenia standardowego miedzy laboratoriami (Sg)

Aminokwas
Material badany . . . .
treonina cystyna / cysteina metionina lizyna
Mieszanka paszowa dla §wint 4,1 9,9 7 3,2
n=15 n=17 n=17 n=13
Mieszanka paszowa dla brojleréw 5,2 8,8 10,9 54
n=16 n=18 n=18 n=16
Koncentrat biatkowy 3.8 12,3 13 3
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 43 B 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16

n = liczba uczestniczacych laboratoriéw

8. SPRAWDZENIE METODY

Prawidiowe stosowanie metody weryfikowal przez wykonywanie powtarzalnych oznaczer certyfikowanych materiatéw
odwolawczych, jezeli takie sg dostepne. Zalecana jest takze kalibracja z zastosowaniem certyfikowanych kalibracyjnych
roztworéw aminokwasow.

9. OBJASNIENIA

9.1. Z powodu réznic pomigdzy analizatorami aminokwaséw koncowe stgzenia kalibracyjnych roztworéw aminokwaséw
wzorcowych okre$lonych w ust. 3.27.4 i ust. 3.27.5 oraz hydrolizatu okre§lonego w ust. 5.3.4 traktowac jako przyktadowe.
Zakres liniowej odpowiedzi aparatu powinien zosta¢ sprawdzony dla wszystkich aminokwaséw.

Roztwdr wzorcowy jest rozcieficzany buforem cytrynianowym, tak aby otrzymaé powierzchnig piku o §rednim zasiggu.

9.2. Jezeli do analizy produktéw hydrolizy jest wykorzystywany wysoko sprawny chromatograf cieczowy, zoptymalizowaé
warunki do§wiadczalne analizy zgodnie z zaleceniami producenta.

9.3. Przy stosowaniu tej metody do pasz zawierajacych wiecej niz 1% chlorkéw, w tym koncentraty, mieszanki mineralne,
mieszanki paszowe uzupelniajace, wyniki oznaczania metioniny moga by¢ zanizone i nalezy stosowal specjalne
postgpowanie.

3.2. OZNACZANIE TRYPTOFANU

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawartos$ci catkowitego i wolnego tryptofanu w paszach. Metoda nie wyr6znia form D i L.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

W celu oznaczenia catkowitego tryptofanu prébka jest hydrolizowana w §rodowisku zasadowym z uzyciem nasyconego
roztworu wodorotlenku baru i1 ogrzewana do 110°C przez 20 godzin. Po hydrolizie jest dodawany wzorzec wewnetrzny.

W celu oznaczenia wolnego tryptofanu probka jest ekstrahowana w warunkach lekko kwasnych w obecnoséci wzorca
wewngtrznego.

Tryptofan 1 wzorzec wewngtrzny w hydrolizacie lub w ekstrakcie jest oznaczony metoda HPLC z detekcja fluorescencyjna.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Woda podwdjnie destylowana lub woda o poréwnywalnej jakosci o przewodnictwie < 10 uS/cm.

3.2. Substancja wzorcowa: tryptofan (czysto$¢ / zawarto$¢ > 99% ) suszony w prézni nad pigciotlenkiem fosforu.

3.3. Substancja wzorcowa wewngtrzna: o-metylo-tryptofan (czysto§¢ / zawarto§é > 99%) suszony w prézni nad
pigciotlenkiem fosforu.
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3.4. Wodorotlenek baru, oktahydrat

Nie wystawia¢ Ba(OH), » 8H,0 na nadmierne dzialanie powietrza, aby unikna¢ tworzenia si¢ BaCO, ktéry mégtby utrudniaé
oznaczenie. Uwzglednic ust. 9.3.

3.5. Wodorotlenek sodu.

3.6. Kwas ortofosforowy, w = 85%.

3.7. Kwas chlorowodorowy, p 5, = 1,19 g/ml.

3.8. Metanol do HPLC.

3.9. Eter naftowy o temperaturze wrzenia od 40 do 60°C.

3.10. Roztwdr wodorotlenku sodu, ¢ = 1 mol/l:

Rozpuscié 40 g wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.5, w wodzie i uzupetnié¢ do objetosci 1 1 woda.

3.11. Kwas chlorowodorowy, ¢ = 6 mol/I:

Odmierzy¢ 492 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.7, i uzupetni¢ do objetosci 1 1 woda.

3.12. Kwas chlorowodorowy, ¢ = 1 mol/l:

Odmierzy¢ 82 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.7, i uzupeinié do objetosci 1 1 woda.

3.13. Kwas chlorowodorowy, ¢ = 0,1 mol/l:

Odmierzy¢ 8,2 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.7, i uzupetié¢ do objgtosci 1 1 woda.

3.14. Kwas ortofosforowy, ¢ = 0,5 mol/l:

Odmierzy¢ 34 ml kwasu ortofosforowego, o ktérym mowa w ust. 3.6, i uzupetni¢ do objetosei 1 1 woda.

3.15. Stezony roztwér tryptofanu, o ktérym mowa w ust. 3.2, ¢ = 2,50 umol/ml:

W kolbie miarowej o pojemnosci 500 ml rozpuéci¢ 0,2553 g tryptofanu, o ktérym mowa w ust. 3.2, w kwasie
chlorowodorowym, o ktérym mowa w ust. 3.13, i uzupetnié do petnej objetosci kolby kwasem chlorowodorowym, o ktérym
mowa w ust. 3.13. Przechowywac¢ w temperaturze —18°C nie diuzej niz przez 4 tygodnie.

3.16. Stgzony roztwdr wzorca wewngtrznego, ¢ = 2,50 umol/ml:

W kolbie miarowej o pojemnosci 500 ml rozpusci¢ 0,2728 g a-metylo-tryptofanu, o ktérym mowa w ust. 3.3, w kwasie
chlorowodorowym, o ktérym mowa w ust. 3.13, i uzupetni¢ do pelnej objetosei kolby kwasem chlorowodorowym, o ktérym
mowa w ust. 3.13. Przechowywaé w temperaturze —18°C nie dtuzej niz przez 4 tygodnie.

3.17. Kalibracyjny roztwor wzorcowy tryptofanu i wzorca wewngtrznego:

Odmierzy¢ 2 ml stezonego roztworu tryptofanu, o ktérym mowa w ust. 3.15, i 2 ml stgzonego roztworu wzorca
wewnetrznego (o-metylo-tryptofanu), o ktérym mowa w ust. 3.16. Rozcieniczy¢ woda, o ktérej mowa w ust. 3.1,
i metanolem, o ktérym mowa w ust. 3.8, w przyblizeniu do tej samej objetosci 1 tego samego st¢zenia metanolu (10 — 30%)
jak w koficowym hydrolizacie.

Roztwér przygotowuje si¢ bezposredenio przed uzyciem.

Chroni¢ przed bezposrednim dziataniem $wiatta podczas przygotowywania.

3.18. Kwas octowy.

3.19. 1,1,1-trichloro-2-metylo-2-propanol.

3.20. Etanoloamina > 98%.

3.21. Roztwdér 1 g 1,1,1-trichloro-2-metylo-2-propanolu, o ktérym mowa w ust. 3.19, w 100 ml metanolu, o ktérym mowa
w ust. 3.8.

3.22. Faza ruchoma do HCLP: mieszanina 3 g kwasu octowego, o ktérym mowa w ust. 3.18, 900 ml wody, o ktérej mowa
w ust. 3.1, i 50 ml roztworu, o ktérym mowa w ust. 3.21. Dostosowa¢ pH do 5, stosujac etanoloaming, o ktdrej mowa
w ust. 3.20. Uzupelni¢ do objetosei 1 1 woda.

4. APARATURA I SPRZET

4.1. Wyposazenie HPLC z detektorem spektrofluorometrycznym.

4.2. Kolumna do chromatografii cieczowej, 125 mm x 4 mm, C,;, wypelnienie 3 um lub réwnowazne.

4.3. Pehametr.

4.4. Kolby propylenowe o pojemnosci 125 ml, z szeroka szyjka i wkrecang nakretka.

4.5. Filtr membranowy, 0,45 um.

4.6. Autoklaw, 110 (£2)°C, 1,4 (20,1) bar.

4.7. Wstrzasarka mechaniczna lub mieszadlo magnetyczne.

4.8. Mieszadlo Vortex.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Przygotowanie probek

Rozdrobni¢ probke tak, aby przesiewala sig przez oczka sita o Srednicy 0,5 mm. Prdbki o duzej zawartosci wilgotnosci przed
rozdrobnieniem wysuszy¢ albo na powietrzu w temperaturze nieprzekraczajgcej 50°C, albo przez wymrazanie. Probki
o wysokiej zawartodci thiszezu przed rozdrobnieniem poddaé ekstrakeji eterem naftowym, o ktérym mowa w ust. 3.9.

5.2. Oznaczanie wolnego tryptofanu (ekstrakt)

Odwazy¢, z dokladnoscig do 1 mg, od 1 do 5 g prébki przygotowanej w sposéb okreslony w ust 5.1 do kolby stozkowej.
Doda¢ 100 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.13, i 5 ml stezonego roztworu wzorca wewnetrznego,
o ktérym mowa w ust. 3.16. Wstrzgsa¢ lub miesza¢ przez 60 minut z uzyciem wstrzasarki mechanicznej lub mieszadia
magnetycznego, o ktérych mowa w ust. 4.7. Pozostawié¢ do oddzielenia sie osadu i przenie$é pipeta 10 ml supernatantu
roztworu do zlewki. Doda¢ 5 ml kwasu ortofosforowego, o ktéorym mowa w ust. 3.14. Dostosowaé pH do 3 z uzyciem
roztworu wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.10. Doda¢ takg ilo$¢ metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.8, aby
uzyska¢ stezenie od 10 do 30% metanolu w koricowej objetosci. Przenie$¢ do kolby miarowej o odpowiedniej pojemnosei
i rozcienczy¢ woda do objetosci wiasciwej dla chromatografii, odpowiadajacej objeto$ci kalibracyjnego roztworu
wzorcowego, okres§lonego w ust. 3.17.
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Przefiltrowac kilka ml roztworu przez filtr membranowy 0,45 um, o ktérym mowa w ust. 4.5, przed dozowaniem na kolumng
HPLC. Przeprowadzi¢ chromatografi¢ w sposéb okreslony w ust. 5.4.
Roztwér wzorcowy i ekstrakty chroni¢ przed bezpos$rednim dziataniem $wiatta stonecznego. Jezeli jest niemozliwe
dokonanie analizy ckstraktéw tego samego dnia, ekstrakty przechowywaé w temperaturze 5°C nie dtuzej niz przez 3 dni.
5.3. Oznaczanie catkowitego tryptofanu (hydrolizat)
Odwazy¢, z dokfadnosciag do 0,2 mg, od 0,1 do 1 g prébki, otrzymanej w sposéb okreslony w ust. 5.1, do kolby
propylenowej, o ktérej mowa w ust. 4.4. Odwazona probka powinna zawiera¢ okoto 10 mg azotu. Dodaé 8,4 g oktahydratu
wodorotlenku baru, o ktérym mowa w ust. 3.4, i 10 ml wody. Mieszaé z uzyciem mieszadta Vortex, o ktérym mowa
w ust. 4.8, lub mieszadla magnetycznego, o ktérym mowa w ust. 4.7. Pozostawi¢ ostoniety teflonem magnes w mieszaninie.
Sptukaé $ciany naczynia z uzyciem 4 ml wody. Nalozy¢ nakretke i zamknaé luzno naczynie. Przenie$é kolbe do autoklawu,
o ktérym mowa w ust. 4.6, z wrzacg woda 1 parg 1 utrzymywaé ja w czasie od 30 do 60 minut. Zamkna¢ autoklaw
i autoklawowac¢ w temperaturze 110°C (£2)°C przez 20 godzin.
Przed otwarciem autoklawu obnizy¢ temperaturg nieco ponizej 100°C. W celu uniknigcia krystalizacji Ba(OH), - 8H,0 dodaé
do cieple] mieszaniny 30 ml wody o temperaturze pokojowej. Lagodnie wstrzasa¢ lub mieszaé. Doda¢ 2 ml stgzonego
roztworu wzorca wewnetrznego (o-metylo-tryptofanu), o ktérym mowa w ust. 3.16. Studzié¢ naczynia w tazni wodnej lub
lodowej przez 15 minut.
Nastepnie dodaé¢ 5 ml kwasu ortofosforowego, o ktérym mowa w ust. 3.14. Utrzymujac naczynie w zimnej taZni, zobojetnié
z uzyciem kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.11, mieszajac, i dostosowa¢ pH do 3 z uzyciem kwasu
chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.12. Dodaé ilo$¢ metanolu konieczng do uzyskania st¢zenia od 10 do 30%
metanolu w koficowej objetosci. Przenie$¢ do kolby miarowej o odpowiedniej pojemnosei i rozcienczy¢ woda do objetosei,
koniecznej dla chromatografii, proponuje si¢ zastosowa¢ 100 ml Duran, Scott. Dodanie metanolu nie powinno powodowaé
wytracania.
Przefiltrowa¢ kilka ml roztworu przez filtr membranowy 0,45 um, o ktérym mowa w ust. 4.5, przed dozowaniem na kolumng
HPLC. Przeprowadzi¢ chromatografi¢ w sposdb okreslony w ust. 5.4.
Roztwor wzorcowy i produkty hydrolizy chronié przed bezposrednim dziataniem $wiatla slonecznego. Jezeli jest niemozliwe
dokonanie analizy produktéw hydrolizy tego samego dnia, produkty hydrolizy przechowywac w temperaturze 5°C nie dtuzej
niz przez 3 dni.
5.4. Oznaczanie HPLC
Ponizsze parametry izokratycznej elucji sa przyktadowe. Przy oznaczaniu HPLC uwzglednié ust. 9.1 i ust. 9.2:

Kolumna do chromatografii cieczowej, 125 mm x 4 mm, C,5, wypelnienie 3 um lub réwnowazne

o ktérej mowa w ust. 4.2:

Temperatura kolumny: temperatura pokojowa

Faza ruchoma, o ktérej mowa w ust. 3.22: mieszanina 3 g kwasu octowego, o ktérym mowa w ust.
3.18, 900 ml wody, o ktérej mowa w ust. 3.1, i 50 ml
roztworu, o ktérym mowa w ust. 3.21; dostosowaé pH do 5
z uzyciem etanoloaminy, o ktdrej mowa w ust. 3.20.
Uzupetni¢ do objetosei 1 1 woda, o ktorej mowa w ust. 3.1

Predkos¢ przeplywu: 1 ml/min

Calkowity czas analizy chromatograficzne;j: okoto 34 minuty

Dtugosé fali przy detekgji: wzbudzenie: 280 nm, emisja: 356 nm
Dozowana objgtosé: 20 ul

Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametréw gwarantujgcych uzyskanie rGwnowaznych wynikdw.
6. OBLICZANIE WYNIKOW

AxBxCxDxExMW

= g tryptofanu na 100 g probki
Fx GxHx 10000 x W

gdzie:

A — powierzchnia piku wzorca wewngtrznego, kalibracyjny roztwdr wzorcowy, o ktérym mowa w ust. 3.17,

B — powierzchnia piku tryptofanu, ekstraktu, o ktérym mowa w ust. 5.2, lub hydrolizatu, o ktérym mowa w ust. 5.3,

C - objeto$¢ w ml (2 ml) stezonego roztworu tryptofanu, o ktérym mowa w ust. 3.15, dodanego do roztworu kalibracyjnego,
o ktérym mowa w ust. 3.17,

D — stezenie w umol/ml (= 2,50) steZonego roztworu tryptofanu, o ktérym mowa w ust. 3.15, dodanego do roztworu
kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 3.17,

E - objetos¢ w ml stezonego roztworu wzorca wewngtrznego, o ktdrym mowa w ust. 3.16, dodanego przy ekstrakcji
(= 5 ml), o ktérej mowa w ust. 5.2, lub do hydrolizatu (= 2 ml), o ktérym mowa w ust. 5.3.

F — powierzchnia piku wzorca wewngtrznego, ekstraktu, o ktérym mowa w ust. 5.2, lub hydrolizatu, o ktérym mowa
w ust. 5.3,

G — powierzchnia piku tryptofanu, kalibracyjnego roztworu wzorcowego, o ktérym mowa w ust. 3.17,
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H - objetos¢ w ml stgzonego roztworu wzorca wewngtrznego, o ktérym mowa w ust. 3.16, dodanego do kalibracyjnego
roztworu wzorcowego, o ktérym mowa w ust. 3.17,

W — nawazka prébki w g, skorygowana wzglgdem masy wyjéciowej, jezeli byta podsuszana lub odttuszczana,

MW - cigzar czgsteczkowy tryptofanu (= 204,23).

7. SPRAWDZENIE METODY

Powtarzalno$¢

Réznica pomigedzy wynikami 2 réwnoleglych oznaczeri wykonanych dla tej samej prébki nie powinna przekraczaé 10%
wzgledem najwyzszego wyniku.

8. WYNIKI BADAN MIEDZYLABORATORYJNYCH

We Wspdlnocie Europejskiej przeprowadzono badania poréwnawcze, w ktérych 3 probki byly analizowane przez
12 laboratoriéw w celu sprawdzenia metody hydrolizy. Na kazdej probce powtdrzono analizy S-krotnie. Jej wyniki sg
przedstawione w tabeli 7.

Tabela 7. Tabela badan poréwnawczych wykonanych w celu sprawdzenia metody hydrolizy

Prébla 2 Prbka 3
Prébka 1 Pasza dla §win Koncentrat baszowy dl
Pasza dla $win uzupeiniona - paszowy dia
L-tryptofanem swin
L 12 12 12
n 50 55 50
Srednia [g/kg] 2,42 3,40 422
S.[g/kg] 0,05 0,05 0,08
r [g/ke] 0,14 0,14 0,22
CV,[%] 1,9 1,6 1,9
Se [e/ke] 0,15 0,20 0,09
R [g/ke] 0,42 0,56 0,25
CV,[%] 6.3 6 2,2

L — liczba laboratoriéw; n — liczba pojedynczych zachowanych wynikéw eliminujacych wartosci oddalone (wedlug
Cochrana, préba wartoéci oddalonych Dixona); S, — odchylenie standardowe powtarzalnosci; Sp — odchylenie standardowe
odtwarzalnoéci; r — powtarzalno$é wynikdéw; R — odtwarzalno$é wynikéw; CV, —wspdlczynnik zmienno$ci powtarzalnoscei,
CVy — wspélczynnik zmiennosci odtwarzalno$ci.

W kolejnym badaniu poréwnawczym przeprowadzonym we Wspdlnocie Europejskiej 2 probki byty analizowane przez
13 laboratoriéw w celu sprawdzenia metody ekstrakcji wolnego tryptofanu. Na kazdej prébce powtérzono analizg 5-krotnie.

Jej wyniki sg przedstawione w tabeli 8.

Tabela 8. Tabela badan poréwnawczych wykonanych w celu sprawdzenia metody ekstrakeji wolnego tryptofanu

Probka 4 . Prébkas =~
Mieszanka pszenicy i soi Mleszankfi pszenicy i soi (= probka 4)
z dodatkiem tryptofanu (0,457 g/kg)

L 12 12

n 55 60

Srednia [g/kg] 0,391 0,931
S, [g/kg] 0,005 0,012
r [g/kg] 0,014 0,034
CV,[%] 1,34 1,34
S g/kg] 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CVi [%] 4,71 5,11

L — liczba laboratoriéw; n — liczba pojedynczych zachowanych wynikéw eliminujagcych wartoéci oddalone (wedlug
Cochrana, préba wartoéci oddalonych Dixona); S, — odchylenie standardowe powtarzalnosci; Sy — odchylenie standardowe
odtwarzalnosci; r — powtarzalno$¢ wynikdéw; R — odtwarzalnos¢ wynikéw; CV, — wspdlczynnik zmiennoscei powtarzalnoscei;
CV, — wspdtczynnik zmiennodci odtwarzalnoscei.

W kolejnym badaniu poréwnawczym przeprowadzonym we Wspdlnocie Europejskiej 4 probki byty analizowane przez
7 laboratoriéw w celu sprawdzenia metody hydrolizy tryptofanu. Na kazdej probce powtérzono analize 5-krotnie. Jej wyniki
sg przedstawione w tabeli 9.
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Tabela 9. Tabela badan poréwnawczych wykonanych w celu sprawdzenia metody hydrolizy tryptofanu

Prébka 1 Prébka 2 Prébka 3 Prébka 4
Mieszanka paszowa Niskotluszczowa Maczka sojowa Odttuszczone mleko
dla $win maczka rybna (CRM 119) w proszku
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Srednia [g/kg] 2,064 8,801 6,882 5,236
S, [g/kg] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/ke] 0,059 0,283 0,249 0,112
CV.[%] 1,04 1,15 1,30 0,76
Se [/ke] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/ke] 0,087 1,156 0,792 0,619
CV,[%] 1,48 4,69 411 42

L — liczba laboratoriéw; n — liczba pojedynczych zachowanych wynikéw eliminujgcych wartoéci oddalone (wedtug
Cochrana, proba wartoéci oddalonych Dixona); S, — odchylenie standardowe powtarzalnosci; Sy — odchylenie standardowe
odtwarzalnosci; r — powtarzalno$¢ wynikdw; R — odtwarzalnos¢ wynikéw; CV, — wspdlczynnik zmiennoscei powtarzalnoscei;
CV; — wspétczynnik zmiennodci odtwarzalnoscei.

9. OBJASNIENIA
9.1. Lepszy rozdziat tryptofanu i a-metylo-tryptofanu moze nastapi¢ przy uwzglednieniu nastgpujacych parametrow:
Izokratyczna elucja po gradientowym czyszczeniu kolumny:

Kolumna do chromatografii cieczowe;: 125 x 4 mm, C,;, wypelnienie 5 um lub réwnowazne
Temperatura kolumny: 32°C
Faza ruchoma: A: mieszanina, w stosunku 95 + 5 (V+V) : 0,01 mol/l,
KH,PO, i metanolu
B: metanol
Program gradientowy: 0 min 100% A 0% B
15 min 100% A 0%B
17 min 60% A 40% B
19 min 60% A 40% B
21 min 100% A 0% B
33 min 100% A 0%B
Predkos¢ przeplywu: 1,2 ml/min
Calkowity czas analizy chromatograficzne;j: okoto 33 minuty

9.2. Analiza chromatograficzna bgdzie si¢ zmienia¢ w zalezno$ci od typu HPLC i materiatu uzytego do wypetnienia
kolumny. Wybrany system powinien umozliwi¢ uzyskanie oddzielajacej linii bazowej pomigdzy tryptofanem i wzorcem
wewnetrznym. Produkty degradacji powinny zosta¢ dobrze oddzielone od tryptofanu i wzorca wewngtrznego. Hydrolizaty
bez wzorca wewnetrznego powinny by¢ poddane analizie w celu sprawdzenia linii bazowej stosownie do wzorca
wewnetrznego wzgledem zanieczyszezen. Czas analizy powinien by¢ wystarczajaco dlugi dla elucji wszystkich produktow
degradacji, w przeciwnym razie ostatnie eluujgce piki na chromatogramie mogg zakl6cac kolejng analize.

W zakresie badanych st¢zen uktad chromatograficzny powinien zapewnia¢ liniowa odpowiedZ. Liniows odpowiedZ mierzyé
przy stalym (normalnym) stgZeniu wzorca wewngtrznego i zmieniajacych si¢ stgZeniach tryptofanu. Wielko$¢ pikéw
tryptofanu i wzorca wewnetrznego powinna zawiera¢ si¢ w liniowym zakresie ukltadu HPLC z detekejg fluorescencyjna.
Jezeli piki tryptofanu lub wzorca wewnetrznego sg zbyt male lub zbyt duze, analiza powinna by¢ powtdrzona przy
zmienionej wielkosci prébki lub jej objetosci koricowej.

9.3. Wodorotlenek baru

Fakt, ze wodorotlenek baru z czasem jest coraz trudniejszy do rozpuszczenia, wplywa na nieklarowno$¢ roztworu do
oznaczania HPLC, ktéra moze by¢ przyczyng zanizania wynikdéw oznaczania tryptofanu.
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ROZDZIAL 4
BADANIE SKEADNIKOW MINERALNYCH

4.1. OZNACZANIE WAPNIA

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania catkowitej zawarto$ci wapnia w paszach.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Wapn jest spopielany, popidt jest traktowany kwasem chlorowodorowym, a wapii wytracany jako szczawian wapnia. Osad
jest rozpuszczany w kwasie siarkowym i1 miareczkowany kwasem szczawiowym, ktdry powstaje wraz z roztworem
nadmanganianu 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 roztwor szczawianu amonu.

3.6. 30% roztwdr kwasu cytrynowego, (m/V).

3.7. 5% roztwdr chlorku amonu, (m/V).

3.8. 0,04% roztwér zieleni bromokrezolowej, (m/V).

3.9. Roztwér nadmanganianu potasu 0,1 N.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Elektryczny piec muflowy z termostatem i mozliwoscia cyrkulacji powietrza.

4.2. Tygle do spalan platynowe, kwarcowe lub porcelanowe.

4.3. Szklane tygle ze spiekiem o porowatosci G,.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

Odwazy¢, z dokladnosécig do 1 mg, okolo 5 g probki, spopielié w temperaturze 550°C 1 przenies¢ popidt do zlewki
o pojemnosci 250 ml. Doda¢ 40 m] kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.1, 60 ml wody 1 kilka kropli kwasu
azotowego, o ktérym mowa w ust. 3.2. Doprowadzi¢ do wrzenia i utrzymywa w temperaturze wrzenia przez 30 minut.
Schiodzi¢ i przenie$é roztwoér do kolby miarowej o pojemnosci 250 ml. Przeptukad i uzupeinié do pelnej objetosci kolby
woda, homogenizowad i przefiltrowaé. Stosujac pipete, przenie$¢ do zlewki o pojemnosci 250 ml podzielng cze$é roztworu
zawierajgca od 10 do 40 mg wapnia zgodnie z przewidywang jego zawarto$cig. Dodac 1 ml roztworu kwasu cytrynowego, o
ktérym mowa w ust. 3.6, i 5 ml roztworu chlorku amonu, o ktérym mowa w ust. 3.7.

Uzupehié do objetosci okoto 100 ml wodg. Doprowadzi¢ do wrzenia, dodaé od 8 do 10 kropli roztworu zieleni
bromokrezolowej, o ktérym mowa w ust. 3.8, 1 30 ml cieplego roztworu szczawianu amonu, o ktérym mowa w ust. 3.5.
Jezeli pojawi sig osad, rozpusci¢ go, dodajac kilka kropli kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.1.

Zobojetniaé bardzo wolno amoniakiem, o ktérym mowa w ust. 3.4, ciagle mieszajac, do dostosowania pH od 4,4 do 4,6,
co sygnalizowane jest zmiang barwy wskaznika. Umiedci¢ zlewke we wrzacej tazni wodnej i utrzymywacé przez 30 minut do
stracenia osadu. Usunaé zlewke z taZzni wodnej. Pozostawi¢ na godzing do odstania osadu i przefiltrowaé przez szklany
tygiel, o ktérym mowa w ust. 4.3.

Przemywaé woda zlewke i tygiel do calkowitego usunigcia nadmiaru szczawianu amonowego. Nieobecno$é chlorkéw
w wodzie uzywanej do przemycia $wiadczy o tym, ze osad zostal zupehie przemyty.

Osad wytragcony na filtrze rozpuscié w 50 ml goracego kwasu siarkowego, o ktérym mowa w ust. 3.3. Splukaé tygiel goraca
wodg 1 uzupehic filtrat do okoto 100 ml. Podgrza¢ do temperatury od 70 do 80°C i miareczkowad, kroplami, roztworem
nadmanganianu potasu, o ktérym mowa w ust. 3.9, do pojawienia sie rézowego zabarwienia utrzymujacego si¢ co najmniej
przez minutg.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

1 m] 0,1 N nadmanganianu potasu odpowiada 2,004 mg wapnia.

Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w prébce.

7. OBJASNIENIA

7.1. Przy matych zawarto$ciach wapnia postgpowac w nastgpujacy sposob:

Osad szczawianu wapnia przefiltrowaé przez filtr bezpopiotowy. Po przemyciu filtr wysuszyé i spopieli¢ w platynowym
tyglu w temperaturze 550°C. Rozpuscié pozostalos¢ w kilku kroplach kwasu siarkowego, o ktérym mowa w ust. 3.3,
odparowac do sucha, wstawi¢ ponownie do pieca o temperaturze 550°C i po wyjgciu z pieca zwazy¢. Jezeli W jest masg
otrzymanego siarczanu wapnia, to zawarto$¢ wapnia podzielnej czgsei pobranej jako probka stanowi W x 0,2944.

7.2. Jezeli prébka sklada si¢ jedynie z substancji mineralnych, rozpuscié ja w kwasie chlorowodorowym bez uprzedniego
spopiclania. W przypadku produktéw takich jak fosforan (V) wapniowo-glinowy, ktére trudno rozpuszczaja si¢ w kwasie,
przed rozpuszczeniem stopi¢ je w procesie alkalicznym w nastepujacy sposéb:

W tyglu platynowym umiesci¢ analizowang prébke i dokladnie jg zmiesza¢ z mieszaning o masie réwnej 5-krotnej masie
probki, sktadajacej si¢ z réwnych iloéci weglanu potasu i weglanu sodu. Delikatnie ogrzewaé do catkowitego stopienia
mieszaniny. Schtodzi¢ i rozpusci¢ w kwasie chlorowodorowym.

7.3. Jezeli probka zawiera podwyzszong zawarto$¢ magnezu, powtdrnie stracié szczawian wapnia.,
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4.2. OZNACZANIE SODU

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci sodu w paszach.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest spopielana, a popidl rozpuszczany w kwasie chlorowodorowym. Zawarto$¢ sodu w roztworze jest oznaczana
metoda fotometrii ptomieniowej 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 cezu.

3.3. Azotan glinu Al(NO})3 . 9H20.

3.4. Chlorek sodu, bezwodny.

3.5. Czynnik obcigzajacy:

Rozpusci¢ w wodzie 50 g chlorku cezu, o ktérym mowa w ust. 3.2, 1 250 g azotanu glinu, o ktérym mowa w ust. 3.3,
uzupelnié do objetosci 1 | woda i homogenizowaé. Przechowywaé w plastikowej butelce.

3.6. Roztwér wzorcowy sodu:

Rozpuscié w wodzie 2,542 g chlorku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.4, doda¢ 5 ml kwasu chlorowodorowego,
o ktérym mowa w ust. 3.1, uzupetni¢ do obj¢tosci 1 1 wodg i homogenizowal. Przechowywaé w plastikowej butelce.
1 ml tego roztworu zawiera 1 mg sodu.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Tygle do spalan platynowe, kwarcowe lub porcelanowe, z pokrywkami.

4.2. Elektryczny piec muflowy z termostatem.

4.3. Fotometr plomieniowy.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Analiza probki

Odwazy¢, z doktadno$cig do 10 mg, 10 g probki, umiesci¢ w tyglu, o ktérym mowa w ust. 4.1, i spopielaé przez 3 godziny
w temperaturze 450°C. Nie dopusci¢ do zapalenia si¢ probki. Po schtodzeniu przenie$é popiét ilosciowo do kolby miarowej
o pojemnosci 500 ml, uzywajac od 250 do 300 ml wody, a nastgpnie 50 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa
w ust. 3.1. Po ustaniu wydzielania dwutlenku wegla roztwor ogrzaé 1 utrzymywac przez 2 godziny w temperaturze okoto
90°C, od czasu do czasu mieszajac. Po schlodzeniu do temperatury pokojowej uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby woda,
wstrzasnaC i przefiltrowaé. W kolbie miarowej o pojemno$ci 100 ml umiesci¢ podzielng czgsé filtratu zawierajaca nie wigeej
niz 1 mg sodu, doda¢ 10 ml czynnika obcigzajacego, o ktérym mowa w ust. 3.5, uzupetic do petnej objetosci kolby woda
i homogenizowaé. W przypadku wyzszej zawartosci sodu rozcieniczy¢ w odpowiedniej proporcji analizowany roztwér przed
dodaniem czynnika obcigZzajacego. W tabeli 10 podano przyktad dla probki o masie okoto 10 g.

Tabela 10. Przykiad dla prébki o masie okoto 10 g

Zakladana zawarto$¢ sodu w probee Wspélczynnik rozcienczenia Podzielna cz¢$é roztworu, w ml

( % Na)

do 0,1 - 50

powyzej 0,1 do 0,5 - 10

powyzej 0,5 do 1 - 5

powyzej 1 do 5 1:10 10

powyzej 5 do 10 1:10 5

powyzej 10 do 20 1:20 5

Dokonaé pomiaru fotometrycznego przy dtugodci fali 589 nm. Obliczy¢ wynik, korzystajac z krzywej kalibracyjnej.

5.2. Krzywa kalibracyjna

Odmierzy¢ 10 ml roztworu wzorcowego, o ktorym mowa w ust. 3.6, i umieécié w kolbie miarowej o pojemnosei 250 ml.
Uzupehié do peinej objetosci kolby wodag i homogenizowac. W kolbach miarowych o pojemnosci 100 ml odmierzy¢ kolejno
5,10, 15,201 25 ml tego roztworu, co odpowiada 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 i | mg zawarto$ci sodu. Do partii kolb doda¢ dodatkowg
kolb¢ niezawierajaca roztworu wzorcowego. Dodaé do kazdej kolby 10 ml czynnika obcigzajacego, o ktérym mowa
w ust. 3.5, uzupeli¢ do pelnej objetoéci kolby woda i homogenizowaé. Przeprowadzi¢ oznaczenie w sposéb okre§lony
w ust. 5.1. Krzywa kalibracyjna ma przebieg liniowy wzgledem st¢zenia sodu 1 mg w 100 ml roztworu.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w préobce.

7. OBJASNIENTA

7.1. W przypadku produktéw zawierajacych wigeej niz 4% sodu wskazane jest spopielanie substancji przez 2 godziny w
tyglu z pokrywka. Po schlodzeniu dodaé¢ wody, utworzy¢ z popiotu zawiesing, stosujac drucik platynowy, wysuszyé
i ponownie spopielac przez 2 godziny w tyglhu z pokrywka.

7.2. Jezeli probka zawiera wytacznie substancje mineralne, rozpuscic jg bez spopielania.
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4.3. OZNACZANIE POTASU

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci potasu w paszach.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest spopielana, a popidt rozpuszczany w kwasie chlorowodorowym. Zawarto$¢ potasu w roztworze jest oznaczana
metoda fotometrii ptomieniowej w obecnosci chlorku cezu i azotanu glinu. Dodatek tych substancji w duzym stopniu
eliminuje interferencje innych pierwiastkow.

3. ODCZYNNIKI 1 ROZTWORY

3.1. Kwas chlorowodorowy, d = 1,12.

3.2. Chlorek cezu.

3.3. Azotan glinu Al(NO})} . 9H20'

3.4. Chlorek potasu, bezwodny.

3.5. Czynnik obciazajacy:

Rozpusci¢ w wodzie 50 g chlorku cezu, o ktérym mowa w ust. 3.2, 1 250 g azotanu glinu, o ktérym mowa w ust. 3.3,
uzupetni¢ do objetosci 1 1 woda i homogenizowaé. Przechowywaé w plastikowej butelce.

3.6. Roztwér wzorcowy potasu:

Rozpusci¢ w wodzie 1,907 g chlorku potasu, o ktdrym mowa w ust. 3.4, doda¢ 5 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym
mowa w ust. 3.1, uzupetni¢ do objetodci 1 1 woda 1 homogenizowaé. Przechowywaé w plastikowe]j butelce. 1 ml tego
roztworu zawiera 1 mg potasu.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Tygle do spalan platynowe, kwarcowe lub porcelanowe, z pokrywkami.

4.2, Elektryczny piec muflowy z termostatem.

4.3. Fotometr plomieniowy.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Analiza prébki.

Odwazy¢, z doktadno$cig do 10 mg, 10 g probki, umiesci¢ w tyglu, o ktérym mowa w ust. 4.1, i spopielaé przez 3 godziny
w temperaturze 450°C. Po schlodzeniu przenie$¢ popidt ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 500 ml, uzywajac
od 250 do 300 ml wody, a nastgpnie doda¢ 50 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.1. Po catkowitym
ustaniu wydzielania dwutlenku wegla ogrzaé roztwor 1 utrzymywacé przez 2 godziny w temperaturze okoto 90°C, od czasu do
czasu mieszajac. Po schlodzeniu do temperatury pokojowej uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby woda, wstrzasnal
i przefiltrowaé. W kolbie miarowej o pojemnosci 100 ml umiescié podzielng czg$é filtratu zawierajaca nie wigeej niz 1 mg
potasu, dodaé 10 ml czynnika obcigzajacego, o ktérym mowa w ust. 3.5, uzupelni¢ do pelnej objetoéei kolby wodg
i homogenizowaé. W przypadku wyzszej zawartosci potasu rozcienczyé w odpowiedniej proporcji analizowany roztwor
przed dodaniem czynnika obcigzajacego. W tabeli 11 podano przyktad dla prébki o masie okoto 10 g .

Tabela 11. Przyklad dla prébki o masie okoto 10 g

Zakladana zawarto$¢ potasu w probee Wspélczynnik rozcienczenia Podzielna cz¢$é roztworu, w ml

(%K)

do 0,1 - 50

powyzej 0,1 do 0,5 - 10

powyzej 0,5 do 1 - 5

powyzej 1do 5 1:10 10

powyzej 5 do 10 1:10 5

powyzej] 10 do 20 1:20 5

Dokonaé pomiaru fotometrycznego przy diugosci fali 768 nm. Obliczy¢ wynik, korzystajac z krzywej kalibracyjnej.

5.2. Krzywa kalibracyjna.

Odmierzy¢ 10 ml roztworu wzorcowego potasu, o ktérym mowa w ust. 3.6, i umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci
250 ml. Uzupekni¢ do pelnej objgtosci kolby woda i homogenizowad. W kolbach miarowych o pojemnosci 100 ml odmierzyé
kolejno 5, 10, 15, 20 i 25 ml tego roztworu, co odpowiada 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 i | mg zawartosci potasu. Do partii kolb dodaé
dodatkowsg kolbg niezawierajaca roztworu wzorcowego. Do kazdej kolby dodaé 10 ml czynnika obcigzajacego, o ktorym
mowa w ust. 3.5, uzupetni¢ do pelnej objetosei kolby woda i homogenizowad. Przeprowadzi¢ oznaczenie w sposob okreslony
w ust. 5.1. Krzywa kalibracyjna ma przebieg liniowy wzgledem st¢zenia potasu 1 mg na 100 ml roztworu.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Wynik wyrazié jako udziat procentowy w prébee.

7. OBJASNIENIA

Dodawanie czynnika obcigzajacego, o ktéorym mowa w ust. 3.5, w celu wyeliminowania interferencji innych pierwiastkéw
nie zawsze jest konieczne.
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4.4. OZNACZANIE CHLORKOW

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci chloru w chlorkach rozpuszczalnych w wodzie, umownie wyrazanego jako chlorku
sodu w paszach.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Chlorki sg rozpuszczane w wodzie. Jezeli badany produkt zawiera substancje organiczne, roztwor jest klarowany. Po
nieznacznym zakwaszeniu kwasem azotowym chlorki straca si¢ w postaci chlorku srebra przy uzyciu roztworu azotanu
srebra. Nadmiar azotanu srebra jest miareczkowany roztworem tiocyjanianu amonu wedtug metody Volharda.

3. ODCZYNNIKI 1 ROZTWORY

3.1. Roztwér tiocyjanianu amonu, 0,1 N.

3.2. Roztwér 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:

Rozpusci¢ w wodzie 21,9 g octanu cynku, Zn(CH3COO)2 . 2HZO i3 g lodowatego kwasu octowego. Uzupelnié¢ do objetosci

100 ml woda.
3.8. Roztwor Carreza II:
Rozpusci¢ w wodzie 10,6 g heksacyjanozelazianu (II) potasu K4Fe(CN)( . 3H20. Uzupelni¢ do objetosei 100 ml woda.

3.9. Wegiel aktywny, wolny od chlorkéw i nieabsorbujacy chlorkdw.
4. APARATURA 1 SPRZET
4.1. Mikser lub tumbler od 35 do 40 obr/min.
5. SPOSOB POSTEPOWANIA
5.1. Przygotowanie roztworu
Zaleznie od rodzaju probki, przygotowad roztwdr w sposob okreslony w ust. 5.1.1, ust. 5.1.2 lub ust. 5.1.3.
W tym samym czasie przeprowadzi¢ Slepa probg, pomijajac analizowang probke.
5.1.1. Prébki niezawierajace substancji organicznej
Odwazy¢, z doktadnoscia do 1 mg, nie wigcej niz 10 g probki zawierajacej nie wigeej niz 3 g chloru w postaci chlorkéw.
Odwazkg umiesci¢ z 400 ml wody o temperaturze okolo 20°C w kolbie miarowej o pojemnosci 500 ml. Mieszaé przez
30 minut w mikserze, uzupetni¢ do petnej objgtosei kolby, homogenizowaé i przefiltrowad.
5.1.2. Prébki zawierajace substancje organiczne, z wylaczeniem przypadkdéw opisanych w ust. 5.1.3.
Odwazy¢, z dokladnosécia do 1 mg, okolo 5 g probki i wraz z 1 g wegla aktywnego umieéci¢c w kolbie miarowej
o pojemnosci 500 ml. Dodaé 400 ml wody o temperaturze okoto 20°C i 5 ml roztworu Carreza [, o ktorym mowa w ust. 3.7,
wymieszaé i doda¢ 5 ml roztworu Carreza II, o ktérym mowa w ust. 3.8. Miesza¢ przez 30 minut w mikserze, uzupetni¢ do
pelnej objgtosci kolby, homogenizowad i przefiltrowac.
5.1.3. Pasze po obrdbee cieplnej, makuchy Iniane, maczka Iniana, produkty bogate w maczke Iniang i inne produkty bogate
w §luz lub substancje koloidalne, w tym dekstryna skrobii.
Przygotowaé roztwdr w sposob okreslony w ust. 5.1.2, ale nie filtrowaé. Zdekantowad, jezeli jest to konieczne odwirowacd,
pobra¢ 100 ml ptynnego supernatantu i przenies¢ go do kolby miarowej o pojemnosci 200 ml. Zmiesza¢ z acetonem,
o ktérym mowa w ust. 3.6, i uzupeli¢ do pelnej objgtosci kolby tym samym rozpuszczalnikiem, homogenizowaé
i przefiltrowac.
5.2. Miareczkowanie
Z uzyciem pipety przenie$¢ do kolby Erlenmeyera, w zaleznosci od przewidywanej zawartosci chlorku, od 25 do 100 ml
filtratu, otrzymanego w sposéb okreslony w ust. 5.1.1, ust. 5.1.2 lub ust. 5.1.3. Podzielna czg$¢ nie powinna zawieraé wigcej
niz 150 mg chloru. Rozcienczy¢ w razie potrzeby woda do objgtosci nie mniejszej niz 50 ml, doda¢ 5 ml kwasu azotowego,
o ktérym mowa w ust. 3.4, 20 ml nasyconego roztworu, o ktérym mowa w ust. 3.3, i 2 krople roztworu tiocyjanianu amonu,
o ktérym mowa w ust. 3.1, przeniesionego z zastosowaniem biurety wypetnionej do znaku 0. Stosujac biuretg, przeniesé
roztwér azotanu srebra, o ktérym mowa w ust. 3.2, tak aby nadmiar wynidst 5 ml. Dodaé 5 ml eteru dwuetylowego, o ktérym
mowa w ust. 3.5, i mocno wstrzgsa¢ do skoagulowania sie osadu.
Nadmiar azotanu srebra miareczkowaé roztworem tiocyjanianu amonu, o ktérym mowa w ust. 3.1, az do uzyskania
czerwonobrazowego odcienia utrzymujacego si¢ przez minute.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Tlos¢ chlorku (W), wyrazonego jako chlorek sodu, znajdujaca si¢ w filtracie pobranym do miareczkowania obliczy¢ wedlug
nastgpujacego wzoru:

W=5,_845(V,-V,)mg
gdzie:
V, — objgtos¢ w ml dodanego 0,1 N roztworu azotanu srebra,
V, — objgtos¢ w ml uzytego 0,1 N roztworu tiocyjanku amonu do miareczkowania.
Jezeli $lepa préoba wykaze, ze 0,1 N roztwér azotanu srebra zostat zuzyty, odjaé jego objeto$é od objetosci (V, —V,).
7. OBJASNIENIA
7.1. Mozna zastosowac miareczkowanie potencjometryczne.
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7.2. W przypadku produktéw bogatych w oleje i ttuszcze najpierw odttuseic je eterem dwuetylowym lub eterem naftowym.
7.3. W przypadku mgczki rybnej miareczkowanie mozna prowadzi¢ metoda Mohra.

4.5. OZNACZANIE MAGNEZU

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci magnezu w paszach. Metoda powinna by¢ stosowana do oznaczania zawarto$ci
magnezu nizszej niz 5%.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest spopielana i rozpuszczana w rozcienczonym kwasie chlorowodorowym. Jezeli prébka zawiera substancje
nieorganiczne, jest rozpuszczana bezposrednio w rozcienczonym kwasie chlorowodorowym. Roztwér jest rozcienczany,
a zawarto$¢ magnezu oznaczana metoda spektrofotometrii absorpcji atomowej przy 2852 nm przez poréwnanie
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. Roztwor soli strontu (chlorek lub azotan), przy 2,5% strontu (m/V), (76,08 g SrCl2 : 6HZO lub 60,38 g Sr(NO})z).

3.5. Wzorcowy roztwdr magnezu:

Odwazy¢, z dokladnoécia do 1 mg, 1 g magnezu, o ktérym mowa w ust. 3.3, oczyszczonego z powtoki tlenku lub
réwnowazng iloéé (10,143 g) heptahydratu siarczanu magnezu, o ktérym mowa w ust. 3.3. Odwazke¢ umiesci¢ w kolbie
miarowej o pojemnosci 1 1, doda¢ 80 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.1, pozostawi¢ do rozpuszczenia
i uzupetni¢ do pelnej objgtosci wodg. 1ml tego roztworu zawiera 1000 mg magnezu.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Platynowe, kwarcowe lub porcelanowe tygle do spalan.

4.2. Elektryczny piec muflowy z termostatem.

4.3. Spektrofotometr absorpcji atomowe;.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Przygotowanie roztworu prébki

5.1.1. Pasze skladajace si¢ wylgcznie z substancji mineralnych

Odwazy¢, z dokladno$cig do 1 mg, 5 g probki i umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 500 ml zawierajacej od 250 do 300
ml wody. Doda¢ 40 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.1, doprowadzi¢ ciecz do wrzenia
i podtrzymywac¢ stan wrzenia, tagodnie gotujac przez 30 minut. Schlodzié, uzupetni¢ do petnej objetosci woda, zmieszad
i przefiltrowaé przez suchy karbowany filtr do suchej zlewki. Odrzuci¢ pierwsze 30 ml filtratu. W przypadku obecnosci
krzemionki, 5 g prébki potraktowaé od 15 do 30 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, odparowaé do
sucha na taZzni wodnej i umiesci¢ na godzing w suszarce o temperaturze 105°C. Pozostalos¢ potraktowaé 10 ml kwasu
chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.1, 1 przenies¢ do kolby miarowej o pojemnoéci 500 ml z uzyciem cieplej wody.
Pozostawit¢ do schtodzenia i uzupehic¢ do pelnej objetosei kolby wodg. Zmieszaé 1 przefiltrowad przez suchy karbowany filtr
do suchej zlewki. Odrzuci¢ pierwsze 30 ml filtratu.

5.1.2. Pasze sktadajace si¢ gtéwnie z substancji mineralnych

Odwazy¢ 5 g probki, z dokladnoscia do 1 mg, i umiesci¢ w tyglu, spopielaé¢ w piecu muflowym w temperaturze 550°C az do
uzyskania popiotu wolnego od czasteczek weglowych, a nastgpnie schtodzi¢. W celu usunigcia krzemionki dodaé do popiotu
od 15 do 30 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, odparowa¢ do sucha na tazni wodnej i umiesci¢ na
godzing w suszarce o temperaturze 105°C. Pozostato$¢ potraktowad 10 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa
w ust. 3.1, i przenie$¢ do kolby miarowej o pojemnosci 500 ml z uzyciem cieptej wody. Pozostawi¢ do schtodzenia
i uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby wodg. Zmieszaé i przefiltrowad przez suchy karbowany filtr do suchej zlewki. Odrzucié
pierwsze 30 ml filtratu.

5.1.3. Pasze skladajace si¢ gléwnie z substancji organicznych

Odwazy¢, z dokladno$cia do 1 mg, 5 g probki 1 umiescié w tyglu, spopielaé w piecu muflowym w temperaturze 550°C az do
uzyskania popiotu wolnego od czasteczek weglowych. W celu wytracenia nierozpuszezalnej krzemionki popiét potraktowaé
5 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, odparowal do sucha na lazni wodnej i umiesci¢ na godzing
w suszarce o temperaturze 105°C. Popiét potraktowal 5 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.1,
i przenie$¢ do kolby miarowej o pojemnosci 250 ml z uzyciem cieplej wody, doprowadzi¢ do wrzenia, pozostawi¢ do
schtodzenia i uzupetni¢ do pelnej objetodci kolby woda. Zmieszaé i przefiltrowaé przez suchy karbowany filtr do suchej
zlewki. Odrzucié pierwsze 30 ml filtratu.

5.2. Pomiar metodg absorpcji atomowe;)

Rozcienczajac woda roztwdr wzorcowy magnezu, o ktéorym mowa w ust. 3.5, przygotowaé co najmniej 5 roztwordw
odniesienia o wzrastajacych stgzeniach odpowiadajacych optymalnemu zakresowi pomiaru na spektrofotometrze. Do
kazdego roztworu dodaé po 10 ml roztworu soli strontu, o ktérym mowa w ust. 3.4, i uzupetni¢ do objeto$ci 100 ml woda.
Rozcienczy¢ woda jedna podzielng czes$é filtratu otrzymanego w sposdb okre§lony w ust. 5.1.1, ust. 5.1.2 lub ust. 5.1.3, tak
aby otrzymac stezenie magnezu mieszczace si¢ w zakresie stezen roztwor6w odniesienia. Stezenie kwasu chlorowodorowego
tego roztworu nie powinno przekracza¢ 0,4 N. Dodaé 10 ml roztworu soli strontu, o ktérym mowa w ust. 3.4, i nastgpnie
uzupelni¢ do objetosci 1 | wodg. Zmierzy¢ absorpeje roztworu badanego i roztworéw odniesienia przy 285,2 nm.
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6. OBLICZANIE WYNIKOW

Zawarto$¢ magnezu w prébee obliczy¢ przez poréwnanie z roztworami odniesienia. Wynik wyrazi¢ jako udziat procentowy
w prébee.

7. SPRAWDZENIE METODY

Powtarzalno$é

Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczaé
5% warto$ci wzgledne;j.

4.6. OZNACZANIE CALKOWITEJ ZAWARTOSCI FOSFORU METODA FOTOMETRYCZNA

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania catkowitej zawartosci fosforu w paszach. Metoda powinna by¢ stosowana do analizy pasz
o niskiej zawartosci fosforu. W niektérych przypadkach, zwlaszeza w przypadku produktéw bogatych w fosfor, dopuszcza
si¢ stosowanie metody wagowej.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest mineralizowana poprzez suche spalanie, zwlaszcza w przypadku pasz organicznych, lub przez rozpuszczenie
kwasem, zwlaszcza w przypadku zwigzkéw mineralnych i pasz cieklych, a nastgpnie wprowadzona do kwasnego roztworu.
Roztwér jest traktowany odczynnikiem molibdenowanadowym. Gesto$é optyczna utworzonego zoéltego roztworu jest
mierzona w spektrofotometrze przy 430 nm.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. We¢glan wapnia.

3.2. Kwas chlorowodorowy, d = 1,1 (okoto 6 N).

3.3. Kwas azotowy, d = 1,045.

3.4. Kwas azotowy, od d = 1,38 do 1,42.

3.5. Kwas siatkowy, d = 1,84.

3.6. Odczynnik molibdenowanadowy:

Zmiesza¢ 200 ml roztworu heptamolibdenianu amonu, o ktérym mowa w ust. 3.6.1, 200 ml roztworu wanadanu amonu,
o ktérym mowa w ust. 3.6.2, 1 134 ml kwasu azotowego, o ktérym mowa w ust. 3.4, w kolbie miarowej o pojemnoéci 1 L.
Uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby woda.

3.6.1. Roztwor heptamolibdenianu (VI) amonu:

Rozpuscié w goracej wodzie 100 g heptamolibdenianu (VI) amonu (NH4)6Mo7024 . 4H20. Dodaé 10 ml amoniaku

(d =0,91) i uzupetni¢ do objetosci 1 1 woda.

3.6.2. Roztwér wanadanu (V) amonu:

2,35 g wanadanu (V) amonu NH4VO} rozpusci¢ w 400 ml goracej wody. Stale mieszajac, dodawaé powoli 20 ml

rozcienczonego kwasu azotowego, o ktérym mowa w ust. 3.4 (7 ml HNO3 + 13 ml HZO), i uzupetni¢ do objetosei 1 1 woda.

3.7. Roztwér wzorcowy fosforu o stgzeniu 1 mg/ml:
Rozpuscic 4,387 g dwuwodorofosforanu potasu KHZPO4 w wodzie. Uzupetnié do objgtosci 1 1 woda.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Tygle kwarcowe lub porcelanowe.

4.2. Piec muflowy z termostatem nastawianym na temperaturg 550°C.

4.3. Kolba Kjeldahla o pojemnoéci 250 ml.

4.4. Kolby i pipety miarowe.

4.5. Spektrofotometr.

4.6. Probéwki o srednicy 16 mm i pojemnos$ci od 25 do 30 ml z korkiem o $rednicy do 14,5 mm

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Przygotowanie roztworu

W zaleznosci od rodzaju prébki, przygotowaé roztwodr w sposob okreslony w ust. 5.1.1 lub ust. 5.1.2.

5.1.1. Kolejnoé¢ wykonywania czynnosci

Odwazy¢, z doktadnoscia do 1 mg, co najmniej 1 g prébki. Umiesci¢ prébke w kolbie Kjeldahla, doda¢ 20 ml kwasu
siarkowego, o ktérym mowa w ust. 3.5, wstrzasna¢ do catkowitego nasycenia kwasem 1 nie dopuécié do przyklejania czastek
do $cianek kolby, podgrzaé i utrzymywaé w stanie wrzenia przez 10 minut. Nieznacznie schlodzié, doda¢ 2 ml kwasu
azotowego, o ktérym mowa w ust. 3.4, ostroznie podgrzaé, ponownie nieznacznie schtodzi¢ i dodaé nieco wigcej kwasu
azotowego, o ktérym mowa w ust. 3.4, a nastgpnie doprowadzi¢ do wrzenia. Powtarzaé t¢ czynno$¢ az do uzyskania
bezbarwnego roztworu. Schlodzié, dodaé trochg wody, zdekantowac ciecz do kolby miarowej o pojemnosci 500 ml, splukaé
kolbe Kjeldahla goracg woda. Schlodzié, uzupetni¢ do peinej objetosci kolby woda, homogenizowaé i przefiltrowaé.

5.1.2. Prébki zawierajace substancje organiczne, wolne od dwuwodorofosforanu magnezu i wapnia.

Odwazy¢, z doktadno$cig do 1 mg, okoto 2,5 g prébki i umiescié w tyglu. Zmieszaé dokladnie prébke z 1 g weglanu wapnia,
o ktérym mowa w ust. 3.1. Spopiela¢ w piecu w temperaturze 550 £ 5°C do uzyskania popiolu o jasnej lub szarej barwie,
w ktérym dopuszcza sig niewielkie iloSci wegla drzewnego. Przenie$é popidt do zlewki o pojemnosci 250 ml. Dodaé 20 ml
wody 1 kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, az do zaprzestania pienienia sig. Nastgpnie doda¢ 10 ml kwasu
chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.2. Umiesci¢ zlewke na taZni piaskowej i odparowaé do sucha do powstania
nierozpuszczalnej krzemionki. Pozostato§é rozpuécic w 10 ml kwasu azotowego, o ktédrym mowa w ust. 3.3,
i gotowa¢ na lazni piaskowej przez 5 minut, nie doprowadzajac do zupelnego odparowania cieczy. Przenie$é ciecz do kolby
miarowej o pojemnosci 500 ml, sptukujac kilkakrotnie zlewke goraca woda. Pozostawi¢ do schiodzenia, uzupelnié do pelnej
objetosei kolby woda, homogenizowac i przefiltrowac.
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5.2. Wywolanie zabarwienia i ggsto$ci optycznej

Rozcienczy¢ podzielng cze$é filtratu otrzymanego w sposob okreslony w ust. 5.1.1 lub ust. 5.1.2 do uzyskania st¢zenia
fosforu nie wigkszego niz 40 pg/ml. Umiesci¢ 10 ml tego roztworu w probdwcee, o ktoérej mowa w ust. 4.6, i dodaé¢ 10 ml
odczynnika molibdenowanadowego, o ktérym mowa w ust. 3.6. Homogenizowaé i pozostawi¢ co najmniej na 10 minut
w temperaturze 20°C. Zmierzy¢ gesto$é optyczng w spektrofotometrze przy 430 nm w stosunku do roztworu otrzymanego
przez dodanie 10 ml odczynnika molibdenowanadowego, o ktérym mowa w ust. 3.6, do 10 ml wody.

5.3. Krzywa kalibracyjna

Z roztworu wzorcowego fosforu, o ktérym mowa w ust. 3.7, przygotowal roztwory zawierajace odpowiednio 5, 10, 20, 30
i 40 pg fosforu w 1 ml Pobra¢ 10 ml kazdego z tych roztworéw i doda¢ do nich po 10 ml odczynnika
molibdenowanadowego, o ktérym mowa w ust. 3.6. Homogenizowa¢ i pozostawi¢ co najmniej na 10 minut w temperaturze
20°C. Zmierzy¢ ggstosé optyczng w sposdb okreslony w ust. 5.2.

Wykresli¢ krzywa kalibracyjna, odktadajac wartosci gestosci optycznej w stosunku do odpowiadajacym jej ilosci fosforu.

W zakresie stezei od 0 do 40 pg/ml krzywa jest liniowa.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Okresli¢ zawarto$¢ fosforu w badanej probee z zastosowaniem krzywej kalibracyjne;j.

Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w prébce.

7. SPRAWDZENIE METODY

Powtarzalno$¢

Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnoleglych oznaczenn wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczaé 3%
warto$ci wzglednej dla zawarto$ci fosforu nizszej niz 5% 1 0,15% warto$ci bezwzglednej, dla zawartoéei fosforu réwnej lub
wyzszej niz 5%.

4.7. OZNACZANIE WEGLANOW

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci weglandw, umownie wyrazanych jako weglan wapnia, w wigkszo$ci pasz.
W niektérych przypadkach, w szczegdlnosei weglanu zelaza, zastosowac inng metode badawcza.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Weglany rozktada si¢ kwasem chlorowodorowym. Powstaly dwutlenek wegla zbiera si¢ do probdwki miarowej, a jego
objetos¢ jest poréwnywana z objetoscia uwolniong ze znanej ilosci weglanu wapnia w tych samych warunkach.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Kwas chlorowodorowy, d = 1,10.

3.2. Weglan wapnia.

3.3. Kwas siarkowy, okoto 0,1 N, zabarwiony czerwienia metylowa.

4. APARATURA 1 SPRZET

Zestaw Scheiblera-Dietricha (rys. 1) lub podobny.
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Rysunek 1. Aparat Scheiblera-Dietricha do oznaczania CO,. Wymiary podane w mm

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

W zaleznoéci od zawarto$ci weglandw w prébee, zwazy¢ probke o masie:

1) 0,5 g w przypadku produktdéw zawierajacych od 50 do 100% weglanéw, wyrazanych jako weglan wapnia;

2) 1 g w przypadku produktéw zawierajacego od 40 do 50% weglanéw, wyrazanych jako weglan wapnia;

3) 2 do 3 g w przypadku innych produktéw.

Prébke umiesci¢ w specjalnej kolbie aparatu oznaczonej cyfra 4 na rysunku 1 wyposazonej w matg probéwke wykonang
z niettukacego sie szkla zawierajacg 10 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.1, i podtaczyé kolbe do
aparatury. Kran tréjdrozny, oznaczony cyfrg 5 na rysunku 1 ustawi¢ tak, aby rurka oznaczona cyfrg 1 na rysunku 1 byta
podiaczona z wyjsciem. Uzywajac ruchomej rurki, oznaczonej cyfrg 2 na rysunku 1, wypetnionej barwnym kwasem
siarkowym, o ktérym mowa w ust. 3.3, i potaczonej z wykalibrowang rurka, oznaczong cyfra 1 na rysunku 1, doprowadzié¢
poziom cieczy do znaku zero, ktéry wyznaczony jest na podzialce. Przekreci¢ kran, oznaczony cyfra 5 na rysunku 1, tak aby
podiaczy¢ rurke oznaczona cyfra 1 na rysunku 1 z rurkg oznaczong cyfra 3 na rysunku 1, i sprawdzié, czy poziom cieczy
doprowadzony zostal do znaku 0.

Przechylajac kolbg oznaczong cyfra 4 na rysunku 1 powoli wlewaé kwas chlorowodorowy, o ktérym mowa w ust. 3.1, do
probki. Wyrdwnaé cidnienie, obnizajgc rurke, oznaczong cyfra 2 na rysunku 1. Potrzasaé kolba, oznaczong cyfrg 4 na
rysunku 1, dopdki nie ustanie wydzielanie dwutlenku wegla.

Przywrdcié cisnienie, doprowadzajac ciecz w rurce oznaczonej cyfra 1 1 2 na rysunku 1 do tego samego poziomu. Po kilku
minutach, kiedy ustali si¢ objeto$¢ gazu, wykonaé odezyt.

Przeprowadzi¢ test kontrolny w tych samych warunkach z 0,5 g weglanu wapnia, o ktérym mowa w ust. 3.2,
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6. OBLICZANIE WYNIKOW
Zawarto$¢ weglandw podang w g wyraziC jako procentowg zawarto$¢ weglanu wapnia w prébee, wedlug nastepujacego
WZOru:

Vx 100

Tx2W
gdzie:
V —iloé¢ CO, w ml uwolniona z prébki,
T — ilo$¢ CO, w ml uwolniona z 0,5 g CaCO;,
W — masa w g probki.
7. OBJASNIENTA
7.1. Jezeli masa probki jest wigksza niz 2 g, do kolby, oznaczonej cyfra 4 na rysunku 1 wlaé najpierw 15 ml wody
destylowanej i zmieszaé przed rozpoczeciem badania. Do testu kontrolnego zastosowac taka sama objgtosé wody.
7.2. Jezeli objeto$é zastosowanej aparatury rdzni si¢ od objgtosci aparatu Scheiblera-Dietricha, dopasowaé porcje badanej
probki i substancji kontrolnej i obliczy¢ wyniki.

4.8. OZNACZANIE ZELAZA, MIEDZI, MANGANU I CYNKU

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawartoéci zelaza, miedzi, 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 si¢ do roztworu kwasu chlorowodorowego po zniszczeniu ewentualnej substancji organicznej.
Mikroelementy: Zzelazo, miedZ, mangan i cynk sg oznaczane, po odpowiednim rozcieficzeniu, z uzyciem spektrometrii
absorpcji atomowe;j.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

Do przygotowania odczynnikéw 1 roztworéw uzywanych w postepowaniu analitycznym stosuje sie wode wolng od
oznaczanych kationéw, otrzymang w drodze podwdjnej destylacji w destylarce ze szkla borokrzemowego lub kwarcowego
lub w wyniku podwdjnego traktowania na zywicy jonowymienne;.

Stosowa¢ odczynniki czyste do analizy. Niecobecno$¢ oznaczanych pierwiastkéw w stosowanych odczynnikach i roztworach
powinna by¢ sprawdzana poprzez Slepa probg. Odczynnik, jezeli to konieczne, poddaje si¢ oczyszczeniu przed
zastosowaniem.

Zamiast przygotowania wzorcowych roztworéw opisanych ponizej dopuszcza si¢ stosowanie innych dostgpnych
wzorcowych roztworéw, pod warunkiem ze zostaty 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% (V/V), o zawartosci zelaza nizszej niz 1 mg Fe/l i pozostatoéci po odparowaniu
nizszej niz 10 mg (jako siarczanu)/1.

3.5. Kwas siarkowy (d = 1,84).

3.6. Nadtlenek wodoru - okoto 100 objgtosci tlenu; 30% wagowych.

3.7. Roztwér wzorcowy zelaza (1000 pg Fe/ml) przygotowany w nastgpujacy sposéb:

Rozpusci¢ 1 g drutu zelaznego w 200 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, doda¢ 16 ml nadtlenku
wodoru, o ktérym mowa w ust. 3.6, i uzupetni¢ do objetosécei 1 1 woda.

3.7.1. Roboczy roztwér wzorcowy zelaza (100 pg Fe/ml) przygotowany przez rozcienczenie roztworu wzorcowego zelaza,
o ktérym mowa w ust. 3.7, woda w stosunku 1: 9.

3.8. Roztwér wzorcowy miedzi (1000 pg Cu/ml) przygotowany w nastgpujacy sposob:

Rozpusci¢ 1 g sproszkowanej miedzi w 25 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, doda¢ 5 ml nadtlenku
wodoru, o ktérym mowa w ust. 3.6, i uzupetni¢ do objetosécei 1 1 woda.

3.8.1. Roboczy roztwér wzorcowy miedzi (10 pg Cu/ml) przygotowany przez rozciericzenie roztworu wzorcowego miedzi,
o ktérym mowa w ust. 3.8, woda w stosunku 1:9, a nastgpnie przez ponowne rozciericzenie uzyskanego roztworu wodg
w takim samym stosunku.

3.9. Roztwér wzorcowy manganu (1000 pg Mn/ml) przygotowany w nastepujacy sposob:

Rozpuscié 1 g sproszkowanego manganu w 25 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, i uzupetni¢ do
objetosei 11 woda.

3.9.1. Roboczy roztwér wzorcowy manganu (10 pg Mn/ml) przygotowany przez rozcieficzenie roztworu wzorcowego
manganu, o ktérym mowa w ust. 3.9, woda w stosunku 1:9, a nastgpnie przez ponowne rozcieniczenie uzyskanego roztworu
woda w takim samym stosunku.

3.10. Roztwér wzorcowy cynku (1000 pug Zn/ml) przygotowany w nastepujacy sposob:

Rozpuscié 1 g cynku w postaci paska lub listka w 25 m] kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, i uzupetnié do
objetosei 11 woda.
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3.10.1. Roboczy roztwdr wzorcowy cynku (10 pug Zn/ml) przygotowany przez rozcienczenie roztworu wzorcowego cynku,
o ktérym mowa w ust. 3.10, woda w stosunku 1:9, a nastgpnie przez ponowne rozcienczenie uzyskanego roztworu woda
w takim samym stosunku.

3.11. Roztwdr chlorku lantanu przygotowany w nastepujacy sposéb:

Rozpuscié¢ 12 g tlenku lantanu w 150 ml wody, doda¢ 100 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.2,
i uzupelnié¢ do objetosci 1 1 woda.

4. APARATURA I SPRZET

4.1. Piec muflowy z regulacja temperatury i rejestratorem.

4.2. Naczynie szklane z odpornego borokrzemowego szkla; zalecane jest stosowanie sprzgtu wylacznie do oznaczania
mikroelementow.

4.3. Tygle platynowe lub kwarcowe.

4.4. Spektrofotometr absorpcji atomowej o czutosci i precyzji w zakresie prezentowanej metody.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Prébki zawierajace substancj¢ organiczng

5.1.1. Spopielanie i przygotowanie roztworu do analizy

Zielonki swieie lub suszone mogq zawierad duze ilosci krzemionki roslinnej, kiéra moze zawieraé mikroelementy i ktorg
naleiy usungd. Dlatego tei w priypadku analizy takich pasz zastosowad nastepujgce, zmodyfikowane postgpowanie.
Postepowad w sposéb okreslony w ust. 5.1.1.1 do etapu filtrowania. Przemyé 2-krotnie wrzqcq wodg filtr zawierajgcy
nierozpuszczalng pozostatosé i umiescié w platynowym tyglu, o ktérym mowa w ust, 4.3. Spopielaé w piecu muflowym
w temperaturze niiszej niz 550 °C do catkowitego zaniku czgstek wegla. Pozostawié do schiodzenia, dodaé kilka kropli
wody, a nastgpnie od 10 do 15 ml kwasu fluorowodorowego, o ktorym mowa w ust. 3.4, a nastgpnie odparowad do sucha
w temperaturze okoto 150°C. Jeieli krzemionka jest nadal widoczna w pozostatosci, powtérnie rozpuscié¢ pozostatosé
w kilku ml kwasu fluorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.4, i odparowad do sucha. Dodac 5 kropli kwasu siarkowego,
o0 ktorym mowa w ust. 3.5, i ogrzewad ai do zaniku biatych dymow. Po dodaniu 5 ml kwasu chlorowodorowego, o ktorym
mowa w ust. 3.2, i okoto 30 ml wody podgrzac, przefiltrowad roztwor do kolby miarowej o pojemnosci 250 ml i uzupetnié¢
do petnej objetosci kolby wodq tak, aby uzyskaé steienie HCI okolo 0,5 N. Kontynuowaé oznaczanie w sposob okreslony
wust. 5.1.2.

5.1.1.1. Odwazy¢, z dokladnoscia do 0,2 mg, od 5 do 10 g prébki i umiesci¢ w kwarcowym lub platynowym tyglu, o ktoérym
mowa w ust. 4.3, przy czym masg probki, ktéra ma by¢ spopielona, szacuje si¢ na podstawie przyblizonej zawartosci
mikroelementu w paszy, w stosunku do czuloéci stosowanego spektrofotometru. W przypadku pasz ubogich
w mikroelementy moze zaistnie¢ konieczno$¢ rozpoczecia oznaczania od odwazenia od 10 do 20 g prébki i sporzadzenia
roztworu o koncowej objetosci 100 ml, wysuszyé w suszarce o temperaturze 105°C i wstawié tygiel do zimnego pieca
muflowego, o ktérym mowa w ust. 4.1. Zamkna¢ piec, tak aby spopielanie przebiegato bez dostepu powietrza lub tlenu,
i stopniowo podwyzszaé temperaturg do 450 — 475 °C w czasie okoto 90 minut. Utrzymywa¢ t¢ temperature od 4 do 16
godzin, najlepiej przez noc, aby usunaé zwiazki weglowe, nastepnie otworzyé piec i pozostawi¢ do schlodzenia; temperatura
wedtug wskazan pirometru nie powinna by¢ wyzsza niz 475°C.

Przemy¢ tygiel z uzyciem okoto 5 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.1, a do zlewki dodawaé powoli
i ostroznie pozostala cze$¢ kwasu, gdyZz moze zaj$¢ gwaltowna reakcja w wyniku powstania dwutlenku wegla. Dodawaé
kroplami kwas chlorowodorowy, o ktérym mowa w ust. 3.1, mieszajagc do zaniku burzenia si¢ mieszaniny. Odparowaé do
sucha, od czasu do czasu mieszajac szklang bagietka.

Nastepnie doda¢ do pozostatosci 15 ml kwasu chlorowodorowego, o ktéorym mowa w ust. 3.2, a nastepnie okoto 120 ml
wody. Zamiesza¢ szklang bagietka, ktdra powinna pozostaé w zlewce, i przykry¢ zlewke szkietkiem zegarkowym.
Doprowadzi¢ ostroznie do wrzenia i pozostawi¢ w tym stanie az do catkowitego rozpuszczenia rozpuszezalnych czastek
popiotu. Przefiltrowaé przez bezpopiotowy filtr i zebraé filtrat w kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml. Sptukaé zlewke i filtr
z uzyciem 5 ml gorgcego kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, i 2-krotnie wrzacg woda. Uzupetni¢ kolbe
miarowa do pelnej objetosci wodg tak, aby uzyskac stezenie HC1 okoto 0,5 N,

5.1.1.2. Jezeli pozostalo$¢ na filtrze jest czarna (wegiel), wstawic z powrotem do pieca i ponownie spopielaé w temperaturze
od 450 do 475°C. Spopielanie, ktdre wymaga od 3 do 5 godzin, uwaza si¢ za zakonczone, gdy popidél ma barwe biala lub
biatawg. Rozpuscic pozostalo$é w okoto 2 ml kwasu chlorowodorowego, o kiérym mowa w ust. 3.1, odparowa¢ do sucha 1
doda¢ 5 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.2. Podgrzaé, przefiltrowaé roztwdr do kolby miarowej
i uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby woda tak, aby uzyskaé stezenie HCI okoto 0,5 N.

Przy oznaczaniu mikroelementow nalely postepowad tak, aby nie dopuscié¢ do zanieczysiczenia, zwlaszcza cynkiem,
miedziq i Zelazem. Dlatego spriet stosowany podczas priygotowania probki powinien by¢ wolny od zanieczyszczen tymi
metalami.

W celu zmniejszenia ogélnego ryzyka zanieczyszczenia wykonywad oznaczenie w srodowisku wolnym od kurzu, doktadnie
czyszezge wyposazenie [ myjgc nacgynia szklane. Zwlaszcza przy oznaczaniu cynku wystgpuje ryzyko zanieczyszczen,
w szegegolnosci 7 naczynia szklanego, odczynnikow, kurzu.

5.1.2. Spektrofotometryczne oznaczanie

5.1.2.1. Przygotowanie roztworéw do kalibracji

Dla kazdego z oznaczanych mikroelementdéw przygotowad, z roboczych roztworéw wzorcowych okreslonych w ust. 3.7.1,
ust. 3.8.1, ust. 3.9.1 1 ust 3.10.1, roztwory do kalibracji o stgzeniu kwasu chlorowodorowego okoto 0,5 N i — w przypadku
zelaza, manganu i cynku — chlorek lantanu o stgzeniu 0,1% La (m/V). Wybrane st¢Zenia mikroelementéw powinny mieéci¢
si¢ w zakresie czulodci stosowanego spektrofotometru. W tabelach 12 — 15 podano przyktadowy sktad typowych zakresow
stezenn kalibracyjnych roztwordw; w zaleznosci od typu i czuloéci stosowanego spektrofotometru moze zachodzié
konieczno$¢ wyboru innych stezer.
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Tabela 12. Zelazo
ng Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml roboczego roztworu wzorcowego
zelaza, o ktérym mowa w ust. 3.7.1

(1 ml =100 ug Fe) 0 0,5 1 2 3 4 5
+ ml HCI, o ktérym mowa w ust. 3.2 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml roztworu chlorku lantanu, o ktérym mowa w ust. 3.11, i uzupetni¢ do objetosci 100 ml woda

Tabela 13. MiedZ
ng Cu/ml 0 0,1 0,2 04 0,6 0,8 1
ml roboczego roztworu wzorcowego
miedzi, o ktérym mowa w ust. 3.8.1

(1 ml=10 ug Cu) 0 1 2 4 6 8 10
+ ml HCJ, o ktérym mowa w ust. 3.2 8 8 8 8 8 8 8
uzupetni¢ do objetosci 100 ml wodg

Tabela 14. Mangan
ug Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1
ml roboczego roztworu wzorcowego
manganu, o ktérym mowa w ust. 3.9.1

(1 ml =10 ug Mn) 0 1 2 4 6
+ ml HCJ, o ktérym mowa w ust. 3.2 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml roztworu chlorku lantanu, o ktérym mowa w ust. 3.11, i uzupetni¢ do objetosci 100 ml woda

[}
—_
<

Tabela 15. Cynk
ug Zn/ml 0 0,05 0,1 0,2 0.4 0,6 0,8
ml roboczego roztworu wzorcowego
cynku, o ktérym mowa w ust. 3.10.1

(1 ml=10 ug Zn)

0 0,5 1 2 4 6 8
+ ml HCI, o ktérym mowa w ust. 3.2 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml roztworu chlorku lantanu, o ktérym mowa w ust. 3.11, i uzupetié do objgtosci 100 ml wodg
5.1.2.2. Przygotowanie roztworu do analizy
W przypadku oznaczania miedzi moze by¢ wykorzystany roztwdr przygotowany w sposob okreslony w ust. 5.1.1.
W przypadku koniecznosci dostosowania jego stgzenia do zakresu stezen kalibracyjnych roztworéw, pobraé pipeta podzielng
cze$¢ roztworu do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml i uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby kwasem chlorowodorowym,
o ktérym mowa w ust. 3.3.
Przy oznaczaniu Zelaza, manganu i cynku pobraé pipeta podzielng czgéé roztworu przygotowanego w sposob okre§lony
w ust. 5.1.1 do kolby miarowej o pojemnos$ci 100 ml, doda¢ 10 ml roztworu chlorku lantanu, o ktérym mowa w ust. 3.11,
i uzupeié¢ do pelnej objetosci kolby kwasem chlorowodorowym, o ktérym mowa w ust. 3.3. Przy przygotowaniu roztworu
do analizy uwzglednic ust. 8.
5.1.2.3. Slepa préba
Slepa prébe przeprowadzié zgodnie z kolejnoécia wykonywania czynnoéei metody, pomijajac te czynnosci, w ktérych
material probki zostal pominigty.
Nie stosowa¢ roztworu kalibracyjnego ,,0” jako $lepej proby.
5.1.2.4. Pomiar absorpcji atomowej
Zmierzy¢ absorpcjg atomowg kalibracyjnych roztworéw i badanego roztworu z uzyciem utleniajacego ptomienia powietrzno-
-acetylenowego przy nastgpujacych dtugosciach fal:
Fe :248,3 nm,
Cu:324,8 nm,
Mn : 279,5 nm,
Zn :213,8 nm,
Kazdy pomiar przeprowadzi¢ 4-krotnie.
5.2. Pasze mineralne
Jezeli probka paszy nie zawiera substancji organicznych, wezesniejsze spopielanie nie jest konieczne. Postepowaé w sposob
okreslony w ust. 5.1.1.1, poczynajac od akapitu drugiego. Mozna pomina¢ etap odparowania z kwasem fluorowodorowym.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Przy zastosowaniu krzywej kalibracyjnej obliczy¢ zawarto$é oznaczanego mikroelementu w roztworze do analizy i wyrazié
wynik w mg mikroelementu na kg prébki (ppm).
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Powtarzalnoéc¢
Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac:

5 mg/kg wartosci bezwzglednej, dla zawarto$ci mikroelementu nie wyzszej niz 50 mg/kg,

10% wyzszego wyniku, dla zawartoéci mikroelementu wyzszej niz 50 do 100 mg/kg,
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10 mg/kg wartosci bezwzglednej, dla zawarto$ci mikroelementu wyzszej niz 100 do 200 mg/kg,

5% wyzszego wyniku, dla zawarto$ci mikroelementu wyzszej niz 200 mg/ kg.
8. OBJASNIENIA
Obecnos¢ znacznych ilosci fosforandw moze interferowaé przy oznaczaniu zelaza, manganu i cynku. Takie interferencje
powinny by¢ skorygowane przez dodanie chlorku lantanu, o ktérym mowa w ust. 3.11. Jezeli jednak w prdbce stosunek
wagowy Ca + Mg / P > 2, to dodanie roztworu chlorku lantanu, o ktérym mowa w ust. 3.11, do analizowanego roztworu
i kalibracyjnych roztworéw moze by¢ pominigte.

ROZDZIAL 5

BADANIE WITAMIN

5.1. OZNACZANIE WITAMINY A METODA WYSOKOSPRAWNEJ
CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci witaminy A (retinolu) w paszach i premiksach. Metoda pozwala na oznaczenie
witaminy A obejmujacej wszystkie formy alkoholowe trans-retinolu i wszystkie jej izomery cis. Zawarto$¢ witaminy A jest
wyrazana w jednostkach mig¢dzynarodowych (TU) na kg. Jedna TU odpowiada aktywno$ci 0,300 ug wszystkich form
alkoholowych trans-witaminy A lub 0,344 g wszystkich form octanowych frans-witaminy A lub 0,550 pug wszystkich form
palmitynianowych trans-witaminy A.

Granica oznaczalno$ci metody wynosi 2000 TU witaminy A/kg.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest hydrolizowana w etanolowym roztworze wodorotlenku potasu, a witamina A ekstrahowana eterem naftowym.
Rozpuszczalnik jest usuwany przez odparowanie, a pozostato$¢ rozpuszczana w metanolu i, w razie koniecznosci,
rozcienczana do wymaganego stgzenia. Zawartos¢ witaminy A jest oznaczana metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z faza odwrdcona (RP-HPLC) z wykorzystaniem detektora UV lub detektora fluorescencyjnego. Parametry
chromatograficzne zostaly tak dobrane, ze nie zachodzi rozdzial pomiedzy wszystkimi formami alkoholowymi trans-
-witaminy A i jej cis izomerami.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Etanol, 6 = 96%.

3.2. Eter naftowy, zakres wrzenia od 40°C do 60°C.

3.3. Metanol.

3.4. Roztwér wodorotlenku potasu, f =50 g/100 ml.

3.5. Roztwor askorbinianu sodu, f = 10 g/100 ml, z uwzglednieniem ust. 7.7.

3.6. Siarczek sodu, Na,S - x H,O (x = 7-9).

3.6.1. Roztwor siarczku sodu, ¢ = 0,5 mol/l w glicerolu, f = 120 g/1 (dla x = 9), z uwzglednieniem ust. 7.8.

3.7. Roztwér fenoloftaleiny, = 2 g/100 ml w etanolu, o ktérym mowa w ust. 3.1.

3.8. 2-propanol.

3.9. Faza ruchoma do HPLC: mieszanina, w ktérej proponuje si¢ zastosowaé stosunek 980 + 20 (v + v): metanolu, o ktdorym
mowa w ust. 3.3, 1 wody. Doktadny wspdtczynnik zostanie okreslony przez charakterystyke stosowanej kolumny.

3.10. Azot wolny od tlenu.

3.11. Wszystkie formy octanowe mrans-witaminy A, o specjalnej czystodci i certyfikowanej aktywnosci, proponuje si¢
zastosowaé 2,80 x 10° TU/g.

3.11.1. Roztwér podstawowy wszystkich form octanowych trans-witaminy A:

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,1 mg, 50 mg octanu witaminy A, o ktérym mowa w ust. 3.11, do kolby miarowej
o pojemnosci 100 ml. Rozpusci¢ w 2-propanolu, o ktérym mowa w ust. 3.8, i uzupehic tym samym rozpuszczalnikiem do
pelnej objetosci kolby. Nominalne stgzenie tego roztworu wynosi 1400 TU witaminy A w 1 ml. Doktadng zawarto$é
oznaczy¢ w sposdb okreslony w ust. 5.6.3.1.

3.12. Wszystkie formy palmitynianowe-trans-witaminy A, o specjalnej czystosci i certyfikowanej aktywnoéci, proponuje si¢
zastosowaé 1,80 x 10°TU/ g.

3.12.1. Roztwér podstawowy wszystkich form palmitynianowych trans-witaminy A:

Odwazy¢, z doktadnoscig do 0,1 mg, 80 mg palmitynianu witaminy A, o ktérym mowa w ust. 3.12, do kolby miarowej
o pojemnosci 100 ml. Rozpusci¢ w 2-propanolu, o ktérym mowa w ust. 3.8, i uzupeni¢ do pelnej objgtoéei tej kolby tym
samym rozpuszczalnikiem. Nominalne stgZzenie tego roztworu wynosi 1400 TU witaminy A w 1 ml. Doktadng zawarto$é
oznaczy¢ 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 1 SPRZET

4.1. Rotacyjna wyparka prézniowa.

4.2. Szklo laboratoryjne oranzowe.

4.2.1. Kolba plaskodenna lub stozkowa o pojemnosci 500 ml, ze szlifem.

4.2.2. Kolby miarowe o waskich szyjkach o pojemno$ciach 10, 25, 100 i 500 ml, ze szklanymi korkami.

4.2.3. Rozdzielacze stozkowe o pojemnosei 1 1, ze szklanymi korkami.

4.2 4. Kolba gruszkowa o pojemnosci 250 ml, ze szlifem.
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4.3, Chiodnica zwrotna kulkowa o dtugosci ptaszcza 300 mm, z polaczeniami szlifowanymi, z nasadka do podtaczenia gazu.
4.4. Karbowany filtr bibutowy do rozdzielania faz o $rednicy 185 mm, proponuje si¢ zastosowac Schleicher & Schuell 597
HY .

4.5. Wyposazenie HPLC z systemem dozowania.

4.5.1. Kolumna do chromatografii cieczowej, 250 x 4 mm, C,;, wypetnienie 5 lub 10 um lub réwnowazne, przy czym
kryterium poprawnoéci: pojedynczy pik dla wszystkich izomerdw retinolu w warunkach HPLC.

4.5.2. Detektor UV 1ub fluorescencyjny, z mozliwoscia zmiany dtugosci fali.

4.6. Spektrofotometr z kwarcowymi kuwetami o dtugoéci drogi optycznej 10 mm.

4.7. Laznia wodna z mieszadlem magnetycznym.

4.8. Aparat do ekstrakceji (rys. 2) zawierajacy:

4.8.1. Szklany cylinder o pojemnosci 1 1, ze szlifem i korkiem.

4.8.2. Nasadkg szklang ze szlifem z bocznikiem i ruchoma nastawna rurkg przesuwajaca si¢ przez $rodek nasadki. Zaleca sig,
aby nastawna rurka miata zakonczenie w ksztalcie litery U i przeciwlegly otwér skierowany ku gorze, tak aby gorna warstwa
cieczy w cylindrze mogta by¢ przeniesiona do rozdzielacza stozkowego.
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Nasadka szklana (4.8.2)
diugos¢ okoto 45 cm

Cylinder szklany (4.8.1)
(wysokos¢ okolo 48 cm)

=

Ruchoma rurka
——

\Warstwa eteru
naftowego

Warstwa wodna
+
zmydlona pasza

Rysunek 2. Aparat do ekstrakeji, o ktérym mowa w ust. 4.8

Cylinder szklany, o ktérym mowa w ust. 4.8.1, o wysokosci okolo 48 cm

Warstwa eteru naftowego

Warstwa wodna + zmydlona pasza

Nasadka szklana, o ktdrej mowa w ust. 4.8.2, o dlugosci okoto 45 cm

Ruchoma rurka

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

Poniewaz witamina A jest wrazliwa na swiatto (UV) i utlenianie, zaleca sie, aby wszystkie czynnosci byly przeprowadzane
bez dostepu Swiatta, i dlatego naleiy zastosowaé szkto oraniowe lub szkto zabezpieczone folig aluminiowq, oraz bez
dostepu tlenu, i dlatego naleiy ptukal strumieniem azotu. Zaleca sig, aby podczas ekstrakcji powietrze znad cieczy byto
zastgpione azotem. Zapobiegad ;byt wysokiemu cisnieniu, zwalniajgc od czasu do czasu korek.

5.1. Przygotowanie probki

Rozdrobni¢ probke tak, aby przesiewala si¢ przez oczka sita o $rednicy 1 mm, uwazajac, aby podczas rozdrabniania nie
wydzielalo sig cieplo. Aby zapobiec stratom witaminy A, rozdrabnianie powinno by¢ przeprowadzone tuz przed wazeniem
i zmydlaniem.
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5.2. Zmydlanie

W zalezno$ci od zawarto$ci witaminy A zwazy¢, z doktadnoscia do 0,01 g, od 2 do 25 g prébki do kolby ptaskodennej lub
stozkowej, o ktérej mowa w ust. 4.2.1. Dodac kolejno, mieszajac, 130 ml etanolu, o ktérym mowa w ust. 3.1, okoto 100 mg
BHT, o ktérym mowa w ust. 3.13, 2 ml roztworu askorbinianu sodu, o ktérym mowa w ust. 3.5, i 2 ml roztworu siarczku
sodu, o ktérym mowa w ust. 3.6. Zalozy¢ chiodnice, o ktérej mowa w ust. 4.3, na kolbg i umiescié kolbg w tazni wodnej
z mieszadtem magnetycznym, o ktérej mowa w ust. 4.7. Ogrzaé do wrzenia i skraplaé przez 5 minut. Nastgpnie doda¢ 25 ml
roztworu wodorotlenku potasu, o ktérym mowa w ust. 3.4, przez chlodnice, o ktérej mowa w ust. 4.3, i skraplaé przez
25 minut, mieszajac w trakcie powolnego  przeplywu azotu. Nastepnie spluka¢ chiodnice okoto 20 ml wody
i schiodzié zawarto$¢ kolby do temperatury pokojowe;j.

5.3. Ekstrakcja

Przenie$¢, dekantujac, zmydlony roztwdr, ilosciowo splukujac 250 ml wody, do rozdzielacza o pojemnosci 1 1, o ktérym
mowa w ust. 4.2.3, lub do aparatu do ekstrakcji, o ktérym mowa w ust. 4.8. Sptuka¢ kolbg¢ po zmydlaniu kolejno 25 ml
etanolu, o ktérym mowa w ust. 3.1, i 100 ml eteru naftowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, i przenie$é popluczyny do
rozdzielacza lub do zestawu do ekstrakeji, o ktérym mowa w ust. 4.8. Proporcja wody i etanolu w taczonych roztworach
powinna wynosi¢ okoto 2:1. Wstrzasaé energicznie przez 2 minuty i pozostawi¢ w celu wytracenia osadu na 2 minuty.

5.3.1. Ekstrakcja z uzyciem rozdzielacza stozkowego, o ktérym mowa w ust. 4.2.3

Po rozdzielenin warstw, z uwzglednieniem ust. 7.3, przenie$é warstwe eteru naftowego do innego rozdzielacza, o ktérym
mowa w ust. 4.2.3. Powtdrzy¢ ekstrakcje 2-krotnie, uzywajac 100 ml eteru naftowego, o ktérym mowa w ust. 3.2,
i 2-krotnie uzywajagc 50 ml eteru naftowego, o ktérym mowa w ust. 3.2.

Przemy¢ 2-krotnie polaczone ekstrakty w rozdzielaczu stozkowym 100 ml porcjami wody, ostroznie mieszajac, aby zapobiec
powstawaniu zawiesiny, a nastepnie, wielokrotnie wstrzasajac, powtérzy¢ przemywanie kolejnymi 100 ml porcjami wody, az
woda pozostanie bezbarwna po dodaniu roztworu fenoloftaleiny, o ktérym mowa w ust. 3.7. Wystarczy zwykle
4-krotne przemycie. Aby usunaé suspensj¢ wodna, filtrowaé przemyty ekstrakt przez suchy karbowany filtr do rozdzielania
faz, o ktérym mowa w ust. 4.4, do kolby miarowej o pojemnoéci 500 ml, o ktdérej mowa w ust. 4.2.2. Splukaé rozdzielacz
i filtr przy uzyciu 50 ml eteru naftowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, uzupetni¢ eterem naftowym, o ktérym mowa w ust. 3.2,
do pelnej objetosei kolby i dobrze zmieszac.

5.3.2. Ekstrakcja z uzyciem aparatu do ekstrakeji, o ktérym mowa w ust. 4.8

Jezeli warstwy zostang rozdzielone, z uwzglgdnieniem ust. 7.3, zastapi¢ korek szklanego cylindra, o ktérym mowa
w ust. 4.8.1, nasadka szklang ze szlifem, o ktérej mowa w ust. 4.8.2, i ustawi¢ nizszy koniec rurki w ksztalcie litery U, tak
aby znajdowat si¢ tuz ponad granicg rozdziatu faz. Przez aplikacje ci$nienia azotu doplywajacego przez nasadke przeniesé
gbrng warstwg eteru naftowego do rozdzielacza o pojemnosci 1 1, o ktdrym mowa w ust. 4.2.3. Do szklanego cylindra dodaé
100 ml eteru naftowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, zamknaé i dobrze wstrzasnaé. Pozostawié¢ do rozdzielenia sie faz
i przenie$¢ goérng warstwe do rozdzielacza w sposéb opisany powyzej. PowtdrzyC postepowanie ekstrakcyjne, stosujac
kolejna porcje 100 ml eteru naftowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, a nastepnie stosujac 2-krotnie porcje 50 ml eteru
naftowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, a nastgpnie doda¢ warstwy eteru naftowego do rozdzielacza.

Przemy¢ polaczone ekstrakty eteru naftowego w sposéb okre$lony w ust. 5.3.1 i dalej postepowac w sposob tam okreslony.
5.4. Przygotowanie roztworu prébki do HPLC

Pobra¢ pipeta podzielng cze$¢ roztworu eteru naftowego, otrzymanego w sposob okre$lony w ust. 5.3.1 lub ust. 5.3.2, do
kolby gruszkowej, o ktérej mowa w ust. 4.2.4. Odparowal rozpuszczalnik prawie do sucha na rotacyjnej wyparce
prézniowej, o ktérej mowa w ust. 4.1, przy obnizonym ci$nieniu na tazni wodnej w temperaturze nie wyzszej niz 40°C.
Przywrdcic cisnienie atmosferyczne przez wpuszezenie azotu, o ktérym mowa w ust. 3.10, i zdjaé kolbg z rotacyjnej wyparki
prézniowej. Usunaé pozostaly rozpuszezalnik strumieniem azotu, o ktérym mowa w ust. 3.10, i szybko rozpusci¢ pozostatosé
w od 10 do 100 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.3. Stgzenie witaminy A powinno wynosi¢ od 5 [U/ml do 30 TU/ml.
5.5. Oznaczanie HPLC

Witamina A jest rozdzielana na kolumnie z fazg odwrdcong C,g, o ktérej mowa w ust. 4.5.1, a stgzenie jest mierzone
z uzyciem detektora UV (325 nm) lub detektora fluorescencyjnego o czulosci - wzbudzanie: 325 nm, emisja: 475 nm,
o ktérym mowa w ust. 4.5.2.

Zadozowal podzielng czg$¢ roztworu metanolowego, proponuje si¢ zastosowal 20 ul, otrzymanego w sposéb okreslony
w ust. 5.4 1 wymywac¢ faza ruchoma, o ktdrej mowa w ust. 3.9. Obliczy¢ $rednia wysokos¢ (powierzchnig) piku kilku
kolejnych dozowan tego samego roztworu probki i $rednie wysokosci (powierzchnie) pikéw kilku dozowan kalibracyjnych
roztwordw, o ktérym mowa w ust. 5.6.2.

Podane nizej parametry oznaczania sg przyktadowe.
Kolumna do chromatografii cieczowej, o ktérej mowa 250 x 4 mm, C,,, wypelnienie 5 lub 10 um lub réwnowazne

wust. 4.5.1:

Faza ruchoma, o ktdrej mowa w ust. 3.9: mieszanina, w krérej proponuje sie zastosowac stosunek 980
+ 20 (v + v): metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.3,
i wody

Predkos¢ przeplywu: 1 —2 ml/min

Detektor, o ktérym mowa w ust. 4.5.2: detektor fluorescencyjny - wzbudzenie: 325 nm, emisja: 475

nm, lub detektor UV - 325 nm
Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametréw gwarantujgcych uzyskanie rGwnowaznych wynikdw.
5.6. Kalibracja
5.6.1. Przygotowanie roboczych roztworéw wzorcowych
Pobraé pipeta 20 ml podstawowego roztworu octanowej witaminy A, o ktérym mowa w ust. 3.11.1, lub 20 ml podstawowego
roztworu palmitynianowej witaminy A, o ktérym mowa w ust. 3.12.1, do kolby ptaskodennej lub stozkowej, o ktorej mowa
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w ust. 4.2.1, i hydrolizowaé, w sposoéb okre§lony w ust. 5.2, lecz bez dodawania BHT. Nastepnie ekstrahowad eterem
naftowym, o ktérym mowa w ust. 3.2, w sposéb okre§lony w ust. 5.3 i uzupetnié do objetosci 500 ml eterem naftowym,
o ktéorym mowa w ust. 3.2. Odparowaé prawie do sucha 100 ml tego ekstraktu na rotacyjnej wyparce prézniowej,
z uwzglednieniem ust. 5.4, usungé pozostaly rozpuszezalnik strumieniem azotu, o ktérym mowa w ust. 3.10, i ponownie
rozpu$ci¢ pozostalo§¢ w 10 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.3. Nominalne stezenie tego roztworu wynosi 560 TU
witaminy A na 1ml. Oznaczy¢ doktadng zawarto$¢ ekstraktu w sposéb okreslony w ust. 5.6.3.3. Roboczy roztwdr wzorcowy
przygotowa¢ bezposrednio przed uzyciem.
Przenie$¢ pipeta 2 ml tego roboczego roztworu wzorcowego do kolby miarowej o pojemno$ei 20 ml, uzupenié¢ metanolem,
o ktérym mowa w ust. 3.3, do pelnej objetosci kolby i zmiesza¢. Nominalne stgzenie tego rozcienczonego roboczego
roztworu wzorcowego wynosi 56 IU witaminy A na 1 ml.
5.6.2. Przygotowanie kalibracyjnych roztwordw i krzywej kalibracyjnej
Przenie$¢ 1, 2, 51 10 ml rozcieficzonego roboczego roztworu wzorcowego do partii kolb miarowych o pojemnosei 20 ml,
uzupetnié¢ do pelnej objgtodci kolb metanolem, o ktérym mowa w ust. 3.3, i zmieszaé. Nominalne st¢zenia tych roztwordw
wynoszg 2,8, 5,6, 14128 IU witaminy A na 1ml.
Zadozowaé kilka razy 20 ul kazdego z roztwordw Kkalibracyjnych i okresli¢ Srednie wysokoéci (powierzchnie) piku.
Wykorzystujac $rednie wysokosci (powierzchnie) piku, wykreslic krzywa kalibracyjng, uwzglgdniajac wyniki kontroli UV,
o ktoérych mowa w ust. 5.6.3.3.
5.6.3. Standaryzacja UV wzorcowych roztworéw
5.6.3.1. Roztwér podstawowy octanowej witaminy A
Pobraé pipeta 2 ml roztworu podstawowego octanowej witaminy A, o ktérym mowa w ust. 3.11.1, do kolby miarowej
o pojemno$ci 50 ml, o ktdrej mowa w ust. 4.2.2, i uzupetni¢ do petnej objgtoéci kolby 2-propanolem, o ktérym mowa
w ust. 3.8. Nominalne st¢Zenie tego roztworu wynosi 56 TU witaminy A na 1 ml. Pobraé pipeta 3 ml tego rozcieiczonego
roztworu octanowej witaminy A do kolby miarowej o pojemnosci 25 ml i uzupetié¢ do pelnej objetosci kolby 2-propanolem,
o ktérym mowa w ust. 3.8. Nominalne stgZzenie tego roztworu wynosi 6,72 TU witaminy A na ml. Zmierzy¢é spektrum UV
tego roztworu wzgledem 2-propanolu, o ktérym mowa w ust. 3.8, w spektrofotometrze, o ktérym mowa
w ust. 4.6, pomigdzy 300 a 400 nm. Maksimum wygasniecia powinno znajdowac si¢ pomigdzy 325 a 327 nm.
Obliczenie zawartoécei witaminy A:
TU witaminy A/lml =E,, x 19

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

1 cm
5.6.3.2. Roztwdr podstawowy palmitynianowej witaminy A
Pobra¢ pipets 2 ml roztworu podstawowego palmitynianowej witaminy A, o ktdrym mowa w ust. 3.12.1, do kolby miarowe;j
o pojemnosci 50 ml, o ktérej mowa w ust. 4.2.2, i uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby 2-propanolem, o ktérym mowa
w ust. 3.8. Nominalne stgzenie tego roztworu wynosi 56 TU witaminy A na 1 ml. Pobra¢ pipeta 3 ml tego rozcieticzonego
roztworu palmitynianowej witaminy A do kolby miarowej o pojemnosci 25 ml i uzupelnié do pelnej objetosci kolby
2-propanolem, o ktérym mowa w ust. 3.8. Nominalne st¢Zenie tego roztworu wynosi 6,72 TU witaminy A na 1ml. Zmierzy¢
spektrum UV tego roztworu wzglgdem 2-propanolu, o ktérym mowa w ust. 3.8, w spektrofotometrze, o ktérym mowa
w ust. 4.6, pomigdzy 300 a 400 nm. Maksimum wygasnigcia powinno znajdowa¢ sig pomigdzy 325 a 327 nm.
Obliczenie zawarto$ci witaminy A:
TU witaminy A/1ml = E;,; x 19

1%
(E —— dla palmitynianowej witaminy A = 957 przy 326 nm w 2-propanolu)

1 cm
5.6.3.3. Robocze roztwory wzorcowe witaminy A
Pobraé pipeta 3 ml nierozcieiczonego roboczego roztworu wzorcowego witaminy A, przygotowanego w sposob okreslony
w ust. 5.6.1, do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml, o ktérej mowa w ust. 4.2.2, i uzupetni¢ 2-propanolem, o ktérym mowa
w ust. 3.8, do pelnej objetosci kolby. Pobrad pipeta 5 ml tego roztworu do kolby miarowej o pojemnosci 25 ml i uzupetnié
do pelnej objgtosci kolby 2-propanolem, o ktérym mowa w ust. 3.8. Nominalne stgzenie tego roztworu wynosi 6,72 TU
witaminy A na Iml. Zmierzyé spektrum UV tego roztworu wzgledem 2-propanolu, o ktérym mowa w ust. 3.8,
w spektrofotometrze, o ktérym mowa w ust. 4.6, pomiedzy 300 a 400 nm. Maksimum wygasnigcia powinno znajdowaé sig
pomigdzy 325 a 327 nm.
Obliczenie zawartoéei witaminy A:
TU witaminy A/m] = E;,5 x 18,3

1%

(E —— dla alkoholowej witaminy A = 1821 przy 325 nm w 2-propanolu)
1 cm

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) pikéw witaminy A roztworu probki okresli¢ stezenie roztworu probki
w IU/ml, odnoszac si¢ do wykresu kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 5.6.2.
Zawarto$¢ witaminy A w TU/kg prébki obliczy¢ wedtug nastepujacego wzoru:

500x B x V,x 1000
W= [TU /kg]
V,xm
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gdzie:

B — stezenie w IU/ml witaminy A w roztworze prébki, o ktérym mowa w ust. 5.4,

V- obj¢tos¢ w ml roztworu probki, o ktérym mowa w ust. 5.4,

V,— obj¢tos¢ w ml pobranej podzielnej czgéci z roztworu probki, o ktérym mowa w ust. 5.4,

m — masa w g prébki.

7. OBJASNIENTA

7.1. W przypadku prébek o niskim stgzeniu witaminy A jest wskazane potaczenie ekstraktéw eteru naftowego 2 zmydlanych
nawazek o wadze 25 g kazda, w jeden roztwoér probki przeznaczony do oznaczania HPLC.

7.2. Prébka pobrana do analizy nie powinna zawiera¢ wigcej niz 2 g thuszczu.

7.3. Jezeli nie dochodzi do rozdzielenia faz, dodaé okoto 10 ml etanolu, o ktérym mowa w ust. 3.1, aby rozbi¢ emulsje.

7.4. W przypadku oleju z watroby dorsza i innych czystych tluszezéw zaleca sie przedluzenie czasu zmydlania do
od 45 do 60 minut.

7.5. Zamiast BHT moze by¢ uzyty hydrochinon.

7.6. Przy zastosowaniu zwyklej kolumny jest mozliwe oddzielenie izomeréw retinolu.

7.7. Zamiast roztworu askorbinianu sodu mozna zastosowa¢ okoto 150 mg kwasu askorbinowego.

7.8. Zamiast roztworu siarczku sodu mozna zastosowac okoto 50 mg EDTA.

8. SPRAWDZENIE METODY

8.1. Powtarzalno§¢

Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczaé

15% wzgledem wyzszego wyniku.

9. WYNIKI BADAN MIEDZYLABORATORYJNYCH

Wryniki badafi migdzylaboratoryjnych przeprowadzonych przez grupe roboczag do spraw pasz Verband Deutscher
Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA). W tabeli 16 podano wyniki tych badan.

Tabela 16. Wyniki badani poréwnawczych

Premiks Pasza z Mieszanka Pasza biatkowa Prosieta
premiksem paszowa
mineralna
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
Srednia [TU/kg] 17,02 x 10° 1,21 x 10° 537100 151 800 18 070
S, [TU/kg] 0,51 x 10° 0,039 x 10° 22 080 12 280 682
r [TU/kg] 1,43 x 10° 0,109 x 10° 61824 34 384 1910
CV, [%] 3 35 4,1 8,1 3,8
Sg [TU/kg] 1,36 x 10° 0,069 x 10° 46 300 23 060 3614
R [TU/kg] 3,81 x 10° 0,193 x 10° 129 640 64 568 10119
CV,[%] 8 6,2 8,6 15 20

L — liczba laboratoriéw; n — liczba pojedynczych warto$ci; S, — odchylenie standardowe dla powtarzalnoéci; Sy — odchylenie
standardowe odtwarzalnosdci; r — powtarzalno$¢ wynikéw; R — odtwarzalnos¢ wynikéw; CV, — wspélezynnik zmiennosci
powtarzalnos$ci; CVy — wspdlczynnik zmienno$ci odtwarzalnosci.

5.2. OZNACZANIE WITAMINY E METODA WYSOKOSPRAWNEJ
CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci witaminy E w paszach i premiksach. Zawarto$¢ witaminy E jest wyrazana w mg
octanu DL-a-tokoferolu na kg. 1 mg octanu DL-a-tokoferolu odpowiada 0,91 mg DL-a-tokoferolu (witamina E).

Granica oznaczalno$ci metody wynosi 2 mg witaminy E/kg.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest hydrolizowana etanolowym roztworem wodorotlenku potasu, a witamina E jest ekstrahowana eterem naftowym.
Rozpuszczalnik jest usuwany przez odparowanie, a pozostato$¢ rozpuszczana w metanolu i, w razie koniecznosci,
rozcienczana do wymaganego stgzenia. Zawarto$¢ witaminy E jest oznaczana metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z faza odwrdécona (RP-HPLC) przy wykorzystaniu detektora UV lub detektora fluorescencyjnego.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Etanol, ¢ = 96%.

3.2. Eter naftowy, zakres wrzenia od 40 do 60°C.

3.3. Metanol.

3.4. Roztwér wodorotlenku potasu, 3 = 50 g/100 ml.

3.5. Roztwdr askorbinianu sodu, = 10 g/100 ml, z uwzglednieniem ust. 7.7.

3.6. Siarczek sodu, Na,S - x H,O (x = 7-9).

3.6.1. Roztwor siarczku sodu, ¢ = 0,5 mol/l w glicerolu, p = 120 g/1 (dla x = 9) z uwzglednieniem ust. 7.8.

3.7. Roztwér fenoloftaleiny, = 2 g/100 ml w etanolu, o ktérym mowa w ust. 3.1.

3.8. Faza ruchoma do HPLC: mieszanina, w ktdrej proponuje si¢ zastosowaé stosunek 980 + 20 (v + v): metanolu, o ktoérym
mowa w ust. 3.3, i wody. Doktadny wspétczynnik jest okre§lony przez charakterystyke stosowanej kolumny.

3.9. Azot wolny od tlenu.
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3.10. Octan DL-a-tokoferolu o specjalnej czystosci i certyfikowanej aktywnosci.

3.10.1. Roztwér podstawowy octanu DL-a-tokoferolu:

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,1 mg, 100 mg octanu DL-a-tokoferolu, o ktérym mowa w ust. 3.10, do kolby miarowej
o pojemnosci 100 ml. Rozpusci¢ w etanolu, o ktérym mowa w ust. 3.1, i uzupetni¢ do peinej objgtosci kolby tym samym
rozpuszczalnikiem. 1 ml tego roztworu zawiera 1 mg octanu DL-a-tokoferolu. W przypadku kontroli UV uwzglednié
ust. 5.6.1.3, natomiast w przypadku stabilizacji uwzglednic ust. 7.4.

3.11. DL-a-tokoferol o specjalnej czystoscei i certyfikowanej aktywnoscei.

3.11.1. Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,1 mg, 100 mg DL-a-tokoferolu, o ktérym mowa w ust. 3.10, do kolby miarowej
o pojemnosci 100 ml. Rozpusci¢ w etanolu, o ktérym mowa w ust. 3.1, 1 uzupelni¢ do pelnej objgtosci kolby tym samym
rozpuszczalnikiem. 1 ml tego roztworu zawiera | mg DL-a-tokoferolu. W przypadku kontroli UV uwzglgdnié 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. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Rotacyjna wyparka prézniowa.

4.2. Szklo laboratoryjne oranzowe.

4.2.1. Kolba ptaskodenna lub stozkowa o pojemnoéci 500 ml, ze szlifem.

4.2.2. Kolby miarowe o waskich szyjkach o pojemno$ciach 10, 25, 100 i 500 ml, ze szklanymi korkami.

4.2.3. Rozdzielacze stozkowe o pojemnosci 1 1, ze szklanymi korkami.

4.2.4. Kolba gruszkowa o pojemnoéci 250 ml, ze szlifem.

4.3, Chiodnica zwrotna kulkowa o dtugosci ptaszcza 300 mm, z polaczeniami szlifowanymi, z nasadka do podlaczenia gazu.
4.4. Karbowany filtr bibutowy do rozdzielania faz o $rednicy 185 mm; proponuje si¢ zastosowaé Schleicher & Schuell 597
HY %.

4.5. Wyposazenie HPLC z systemem dozowania.

4.5.1. Kolumna do chromatografii cieczowej, 250 x 4 mm, C, wypetnienie 5 lub 10 um lub réwnowazne.

4.5.2 Detektor UV lub fluorescencyjny, z mozliwoscig zmiany dtugosci fali.

4.6. Spektrofotometr z kwarcowymi kuwetami o dtugoéei drogi optycznej 10 mm.

4.7. LaZnia wodna z mieszadlem magnetycznym.

4.8. Aparat do ekstrakceji (rys. 2) zawierajacy:

4.8.1. Cylinder szklany o pojemnosci 1 1, ze szlifem i korkiem.

4.8.2. Nasadkg szklang ze szlifem z bocznikiem i ruchoma nastawna rurkg przesuwajaca si¢ przez $rodek nasadki. Zaleca sig,
aby nastawna rurka miata zakonczenie w ksztalcie litery U i przeciwlegly otwér skierowany ku gorze, tak aby gorna warstwa
cieczy w cylindrze mogta by¢ przeniesiona do rozdzielacza stozkowego.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

Poniewaz witamina E jest wrazliwa na $wiatto (UV) i utlenianie, zaleca sig, aby wszystkie czynnosci byly przeprowadzane
bez dostgpu Swiatta, i dlatego naleiy zastosowaé szkto oraniowe lub szkto zabezpieczone foliq aluminiowg, oraz bez
dostepu tlenu, i dlatego naleiy plukaé strumieniem azotu. Zaleca sig, aby podczas ekstrakcji powietrze znad cieczy byto
zastgpione azotem. Zapobiegad ;byt wysokiemu cisnieniu, zwalniajgc od czasu do czasu korek.

5.1. Przygotowanie probki

Rozdrobni¢ probke tak, aby przesiewala si¢ przez oczka sita o $rednicy 1 mm, uwazajac, aby podczas rozdrabniania nie
wydzielalo si¢ cieplo. Aby zapobiec stratom witaminy E, rozdrabnianie powinno by¢ przeprowadzone tuz przed wazeniem
i zmydlaniem.

5.2. Zmydlanie

W zalezno$ci od zawartosci witaminy E odwazy¢, z doktadnoscig do 0,01 g, od 2 do 25 g prébki do kolby ptaskodennej lub
stozkowej, o ktérej mowa w ust. 4.2.1. Doda¢é kolejno, mieszajac, 130 ml etanolu, o ktérym mowa w ust. 3.1, okoto 100 mg
BHT, o ktérym mowa w ust. 3.12, 2 ml roztworu askorbinianu sodu, o ktérym mowa w ust. 3.5, i 2 ml roztworu siarczku
sodu, o ktérym mowa w ust. 3.6.1. Zatozy¢ chlodnice, o ktérej mowa w ust. 4.3, na kolbe i umiesci¢ kolbe na tazni wodnej,
o ktérej mowa w ust. 4.7. Ogrza¢ do wrzenia i skraplaé przez 5 minut. Nastepnie dodaé 25 ml roztworu wodorotlenku potasu,
o ktérym mowa w ust. 3.4, przez chlodnicg, o ktérej mowa w ust. 4.3, 1 skrapla¢ przez 25 minut, mieszajac pod powolnym
przeplywem azotu. Nastepnie sptukaé chlodnicg okoto 20 ml wody i schtodzié zawarto$¢ kolby do temperatury pokojowe;.
5.3. Ekstrakcja

Przenie$¢, dekantujgc, zmydlony roztwor, ilosciowo sptukujac 250 ml wody, do rozdzielacza, o ktérym mowa w ust. 4.2.3,
lub do aparatu do ekstrakeji, o ktérym mowa w ust. 4.8. Sptukac kolbg po zmydlaniu kolejno 25 ml etanolu, o ktérym mowa
w ust. 3.1, 1 100 ml eteru naftowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, i przenie$¢ poptuczyny do rozdzielacza lub do aparatu do
ekstrakcji. Proporcja wody i etanolu w laczonych roztworach powinna wynosi¢ okolo 2:1. Wstrzgsal energicznie przez
2 minuty i pozostawi¢ na 2 minuty.

5.3.1. Ekstrakcja przy uzyciu rozdzielacza stozkowego, o ktérym mowa w ust. 4.2.3

Po rozdzieleniu warstw, przy uwzglednienieniu ust. 7.3, przenie$¢ warstwe eteru naftowego do innego rozdzielacza, o ktérym
mowa w ust. 4.2.3. Powtdrzy¢ ekstrakcje 2-krotnie, uzywajac 100 ml eteru naftowego, o ktérym mowa w ust. 3.2,
i uzywajac 2-krotnie 50 ml eteru naftowego, o ktdrym mowa w ust. 3.2.

Przemy¢ 2-krotnie polaczone ekstrakty w rozdzielaczu stozkowym 100 ml porcjami wody, ostroznie mieszajac, aby zapobiec
powstawaniu zawiesiny, a nastepnie powtdrzy¢ przemywanie kolejnymi 100 ml porcjami wody, az woda pozostanie
bezbarwna po dodaniu roztworu fenoloftaleiny, o ktérym mowa w ust. 3.7. Wystarczy zwykle 4-krotne przemycie. Aby
usungé suspensj¢ wodna, filtrowaé przemyty ekstrakt przez suchy karbowany filtr do rozdzielania faz, o ktérym mowa
w ust. 4.4, do kolby miarowej o pojemnosci 500 ml, o ktérej mowa w ust. 4.2.2. Sptukaé rozdzielacz przy uzyciu 50 ml eteru
naftowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, uzupelnié¢ do pelnej objetosei kolby eterem naftowym, o ktérym mowa w ust. 3.2,
i dobrze zmieszad.
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5.3.2. Ekstrakcja przy uzyciu aparatu do ekstrakcji, o ktérym mowa w ust. 4.8
Jezeli warstwy zostang rozdzielone, przy uwzglednieniu ust. 7.3, zastgpi¢ korek szklanego cylindra, o ktérym mowa
w ust. 4.8.1, nasadkg szklang ze szlifem, o ktérej mowa w ust. 4.8.2, i ustawic¢ nizszy koniec rurki w ksztatcie litery U
tak, aby znajdowal si¢ tuz ponad granica rozdzialu faz. Przez aplikacj¢ ci$nienia azotu doptywajacego przez nasadke
przenies¢ gorng warstwe eteru naftowego do rozdzielacza, o ktérym mowa w ust. 4.2.3. Do szklanego cylindra doda¢ 100 ml
eteru naftowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, zamkna¢ i dobrze wstrzasnaé. Pozostawi¢ do rozdzielenia si¢ faz i przeniesé
gbrng warstwe do rozdzielacza w sposdb opisany powyzej. Powtdrzy¢ postgpowanie ekstrakcyjne stosujac kolejna porcje
100 ml eteru naftowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, a nastgpnie stosujac 2-krotnie porcjg 50 ml eteru naftowego, o ktérym
mowa w ust. 3.2, a nastepnie dodaé warstwy eteru naftowego.
Przemy¢ polaczone ekstrakty eteru naftowego, w sposGb okreSlony w ust. 5.3.1 i postgpowal w sposdb okreslony
w ust. 5.3.1.
5.4. Przygotowanie roztworu probki do HPLC
Pobraé pipeta cze$C eteru naftowego roztworu, otrzymanego w sposéb okreslony w ust. 5.3.1 lub ust. 5.3.2, do kolby,
o ktérej mowa w ust. 4.2.4. Odparowaé rozpuszczalnik prawie do sucha na rotacyjnej wyparce prézniowej, o ktérej mowa
w ust. 4.1, przy obnizonym ci$nieniu na lazni wodnej w temperaturze nie wyzszej niz 40°C. Przywrécié ciénienie
atmosferyczne przez wpuszczenie azotu, o ktérym mowa w ust. 3.9, i zdjaé kolbe z rotacyjnej wyparki proézniowej. Usungé
pozostaly rozpuszczalnik strumieniem azotu, o ktérym mowa w ust. 3.9, 1 szybko rozpusci¢ pozostato$¢ w od 10 do 100 ml
metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.3. Stezenie DL-a-tokoferolu wynosito od 5 do 30 pg/ml.
5.5. Oznaczanie HPLC
Witamina E jest rozdzielana na kolumnie z fazg odwrdcong Cq, o ktérej mowa w ust. 4.5.1, a stgZenie jest mierzone przy
uzyciu detektora UV (292 nm), o ktérym mowa w ust. 4.5.2, lub detektora fluorescencyjnego o czulosci - wzbudzanie: 295
nm, emisja: 330 nm, o ktérym mowa w ust. 4.5.2.
Zadozowad podzielng cze$¢ roztworu metanolowego, proponuje sie zastosowaé 20 ul roztworu, otrzymanego w sposob
okreslony w ust. 5.4 i wymywac fazg ruchoma, o ktdrej mowa w ust. 3.8. Obliczy¢ $rednie wysokosci (powierzchnie) pikéw
kilku kolejnych dozowan tego samego roztworu probki i $rednie wysokosci (powierzchnie) pikéw kilku dozowan
kalibracyjnych roztwordw, o ktérych mowa w ust. 5.6.2.
Warunki HPLC
Podane nizej parametry oznaczania sg przykladowe.

Kolumna do chromatografii cieczowe;j, 250 x 4 mm, C,4, wypetnienie 5 lub 10 um lub réwnowazne

o ktérej mowa w ust. 4.5.1:

Faza ruchoma, o ktdrej mowa w ust. 3.8: Mieszanina, w ktérej proponuje si¢ zastosowaé stosunek 980
+ 20 (v + v): metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.3, i wody

Predko$é przeptywu: 1 —2 ml/min

Detektor, o ktérym mowa w ust. 4.5.2: Detektor tfluorescencyjny - wzbudzenie: 295 nm, emisja:
330 nm, lub detektor UV - 292 nm

Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametréw gwarantujgcych uzyskanie rGwnowaznych wynikdw.
5.6. Kalibracja (octan DL-a-tokoferolu lub DL-u-tokoferol)
5.6.1. Wzorzec octanu DL-a-tokoferolu
5.6.1.1. Przygotowanie roboczego roztworu wzorcowego
Pobra¢ pipeta 25 ml podstawowego roztworu octanu DL-a-tokoferolu, o ktérym mowa w ust. 3.10.1, do kolby ptaskodennej
lub stozkowej, o ktorej mowa w ust. 4.2.1, i hydrolizowaé, w sposéb okre$lony w ust. 5.2. Nastepnie ekstrahowaé eterem
naftowym, o ktérym mowa w ust. 3.2, w sposéb okre$lony w ust. 5.3 i uzupethié¢ do pelnej objetosei kolby 500 ml eterem
naftowym, o ktérym mowa w ust. 3.2. Odparowa¢ prawie do sucha 25 ml tego ekstraktu na rotacyjnej wyparce prézniowej,
przy uwzglednieniu ust. 5.4, usunaé pozostaty rozpuszezalnik strumieniem azotu, o ktérym mowa w ust. 3.9, i ponownie
rozpusci¢ pozostato$¢ w 25 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.3. Nominalne stgzenie tego roztworu wynosi 45,5 pug DL-
a-tokoferolu na Iml, co odpowiada 50 pg octanu DL-oa-tokoferolu na 1 ml. Roztwér wzorcowy roboczy przygotowuje si¢
bezposrednio przed uzyciem.
5.6.1.2. Przygotowanie kalibracyjnych roztworéw i krzywej kalibracyjne;j
Przenie$¢ 1, 2, 4 i 10 ml roboczego roztworu wzorcowego do kolb miarowych o pojemnosci 20 ml, uzupetié do petnej
objetosci kolby metanolem, o ktérym mowa w ust. 3.3, i zmiesza¢. Nominalne stezenia tych roztworéw wynosza 2,5, 5, 10 i
25 pug na 1ml octanu DL-ci-tokoferolu, co odpowiada 2,28, 4,55, 9,101 22,8 ug na 1ml DL-a-tokoferolu.
Zadozowac kilka razy 20 pl kazdego roztworu kalibracyjnego i okresli¢ srednie wysokos$ci (powierzchnie) pikow.
Wykorzystujac srednie wysokosci (powierzchnie) pikéw, wykreslié krzywa kalibracyjna.
5.6.1.3. Standaryzacja UV roztworu podstawowego octanu DL-a-tokoferolu, o ktérym mowa w ust. 3.10.1
Rozcienczy¢ 5 ml roztworu podstawowego octanu DL-a-tokoferolu, o ktérym mowa w ust. 3.10.1, w 25 ml etanolu
i zmierzy¢ spektrum UV tego roztworu wzglgdem etanolu, o ktérym mowa w ust. 3.1, w spektrofotometrze, o ktérym mowa
w ust. 4.6, pomiedzy 250 nm i 320 nm.
Maksimum absorpcji powinno wystapié przy 284 nm:

1%
E—— =436 przy 284 nm w etanolu

1 cm
Przy tym rozcienczeniu warto$§¢ wygasnigcia powinna wynosi¢ od 0,84 do 0,88.
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5.6.2. Wzorzec DL-a-tokoferolu
5.6.2.1. Przygotowanie roboczego roztworua wWzorcowego
Pobraé pipeta 2 ml podstawowego roztworu wzorcowego DL-a-tokoferolu, o ktérym mowa w ust. 3.11.1, do kolby miarowej
o pojemnosci 50 ml, rozpusei¢ w metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.3, i uzupehi¢ do pelnej objetosci kolby metanolem.
Nominalne stgzenie tego roztworu wynosi 40 ng DL-a-tokoferolu na 1 ml, co odpowiada 44 pg octanu DL-a-tokoferolu
na 1 ml. Wzorcowy roztwor roboczy przygotowuje sie bezposrednio przed uzyciem.
5.6.2.2. Przygotowanie kalibracyjnych roztworéw i krzywej kalibracyjne;j
Przenie$¢ 1, 2, 4 1 10 ml roboczego roztworu wzorcowego do kolb miarowych o pojemnosci 20 ml, uzupetni¢ do pelnej
objetosei kolb metanolem, o ktérym mowa w ust. 3.3, i zmieszal. Nominalne stgzenia tych roztworéw wynosza 2, 4, 8
i 20 ng/ml DL-a-tokoferolu, czyli 2,20, 4,40, 8,79 i 22 ug/ml octanu DL-a-tokoferolu.
Zadozowal kilka razy 20 ul kazdego roztworu kalibracyjnego i okre§li¢ $rednie wysokodci (powierzchnie) pikéw.
Wykorzystujac §rednie wysokoéci (powierzchnie) pikéw, wykresli¢ krzywa kalibracyjna.
5.6.2.3. Standaryzacja UV roztworu podstawowego DL-a-tokoferolu, o ktérym mowa w ust. 3.11.1
Rozcienczy¢ 2 ml roztworu podstawowego DL-a-tokoferolu, o ktérym mowa w ust. 3.11.1, w 25 ml etanolu i zmierzy¢
spektrum UV tego roztworu wzglgdem etanolu, o ktérym mowa w ust. 3.1, w spektrofotometrze, o ktérym mowa w ust. 4.6,
pomigdzy 250 1 320 nm.
Maksimum absorpcji powinno wystapié przy 292 nm.
1%
E——— =758 przy 292 nm w etanolu
1 cm
Przy tym rozcieficzeniu warto$¢ wygasnigcia powinna wynosic 0,6.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) pikéw witaminy E roztworu probki okresli¢ stezenie roztworu probki
w ug/ml, obliczonej jako octan DL-a-tokoferolu, z krzywej wzorcowej, o ktérej mowa w ust. 5.6.1.2 lub ust. 5.6.2.2.
Zawarto$¢ witaminy E w mg/kg probki obliczy¢ wedtug nastepujacego wzoru:
S00xBxV,
W= [mg/kg]
V,xm

gdzie:

B — stezenie w ng/ml witaminy E w roztworze probki, o ktdrej mowa w ust. 5.4,

V- obj¢tos¢ w ml roztworu probki, o ktérym mowa w ust. 5.4,

V,— objetos¢ w ml podzielnej pobranej czesci z roztworu probki, o ktérym mowa w ust. 5.4,

m — masa w g probki.

7. OBJASNIENIA

7.1. W przypadku prébek o niskim steZzeniu witaminy E jest wskazane polaczenie ekstraktéw eteru naftowego
z 2 zmydlonych nawazek o wadze 25 g kazda w jeden roztwdr prébki przeznaczony do oznaczania HPLC.

7.2. Prébka pobrana do analizy nie powinna zawiera¢ wigcej niz 2 g thuszczu.

7.3. Jezeli nie dochodzi do rozdzielenia faz, dodaé okoto 10 ml etanolu, o ktérym mowa w ust. 3.1, aby usunaé emulsje.

7.4. Po pomiarze spektrofotometrycznym roztworu octanu DL-c-tokoferolu lub DL-a-tokoferolu, wykonanym odpowiednio
w sposob okre$lony w ust. 5.6.1.3 lub ust. 5.6.2.3, doda¢ 10 mg BHT, o ktérym mowa w ust. 3.12, do roztworu, o ktérym
mowa w ust. 3.10.1 Tub ust. 3.11.1, i roztwér przechowywaé w lodowee nie dtuzej niz przez 4 tygodnie.

7.5. Zamiast BHT moze by¢ uzyty hydrochinon.

7.6. Przy zastosowaniu zwyklej kolumny jest mozliwe oddzielenie a-, -, y- 1 6-tokoferolu.

7.7. Zamiast roztworu askorbinianu sodu mozna zastosowaé okoto 150 mg kwasu askorbinowego.

7.8. Zamiast roztworu siarczku sodu mozna zastosowac okoto 50 mg EDTA.

8. SPRAWDZENIE METODY

8.1. Powtarzalnoéc¢

Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczaé

15% wzgledem wyzszego wyniku.,

9. WYNIKI BADAN MIEDZYLABORATORYJNYCH

Wyniki bada migdzylaboratoryjnych przeprowadzonych przez grupg robocza do spraw pasz Verband Deutscher
Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA). W tabeli 17 podano wyniki tych badan.

Tabela 17. Wyniki badan poréwnawczych

. Pasza z Mieszanka Pasza .
Premiksy . paszowa . Prosigta
premiksem . biatkowa
mineralna

L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
Srednia [mg/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
S, [mg/kg] 384 45,3 25,2 13 2,3
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CV.[%] 2,2 3.8 2,7 4,1 3.8
S [mg/kg] 830 65 55,5 18,9 7.8
R [mg/kg] 2324 182 155.4 52,9 21,8
CVi [%] 4.8 5,5 6 6 12,7
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L — liczba laboratoriéw; n — liczba pojedynczych wartosci; S, — odchylenie standardowe powtarzalnosci; Si. — odchylenie
standardowe odtwarzalno$ci; r — powtarzalnos¢ wynikéw; R — odtwarzalno$¢ wynikéw; CV, — wspdtezynnik zmiennosci
powtarzalno$ci; CV, — wspdtczynnik zmiennosei odtwarzalno$ci

ROZDZIAEL 6
BADANIE STYMULATOROW WZROSTU

6.1. OZNACZANIE WIRGINIAMYCYNY METODA DYFUZJI W ZELU AGAROWYM

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci wirginiamycyny w paszach i premiksach. Dolna granica oznaczalnoéci metody
wynosi 2 mg/kg (2 ppm ).

1 mg wirginiamycyny odpowiada 1000 jednostek angielskich.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest ekstrahowana metanolowym roztworem Tween 80. Ekstrakt dekantuje sie¢ lub odwirowuje i rozcieficza.
Aktywno$¢ antybiotyczna ekstraktu jest oznaczana przez pomiar dyfuzji wirginiamycyny w podlozu agarowym
zaszczepionym Micrococcus luteus. Dyfuzja objawia si¢ tworzeniem stref zahamowania mikroorganizmu. Srednica tych stref
jest wprost proporcjonalna do logarytmu stgzenia w antybiotyku w zakresie stosowanych stgzen antybiotyku.

3. MIKROORGANIZM: Micrococcus luteus ATCC 9341 (NCTC 8340, NCIB 8553)

3.1. Utrzymanie kultury macierzystej

Szczepié Micrococcus luteus na skosy agarowe podioza do hodowli mikroorganizméw, o ktérym mowa w ust. 4.1.
Inkubowaé przez 24 godziny w temperaturze 30°C. Przechowywaé kulture bakteryjng w lodéwce w temperaturze 4°C
i przeszczepiaé na nowe skosy agarowe co 14 dni.

3.2. Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej

Zebra¢ kulturg macierzystg ze §wiezo przygotowanego skosu agarowego, o ktdrym mowa w ust. 3.1, przy uzyciu od 2
do 3 ml roztworu chlorku sodu, o ktérym mowa w ust. 4.3. Uzyskana suspensja szczepi¢ 250 ml podloza do hodowli
mikroorganizméw, o ktérym mowa w ust. 4.1, umieszczonego w kolbie Roux i inkubowal od 18 do 20 godzin
w temperaturze 30°C. Zebra¢ hodowle i umiesci¢ w 25 ml roztworu chlorku sodu, o ktérym mowa w ust. 4.3, 1 zmieszad.
Rozcienczy¢ suspensje w stosunku 1:10 roztworem chlorku sodu, o ktérym mowa w ust. 4.3. Transmisja Swiatla przez
suspensjg, mierzona przy 650 nm w 1 ¢cm naczynku w stosunku do roztworu chlorku sodu, o ktérym mowa w ust. 4.3,
powinna wynosi¢ okoto 75%. Suspensja moze by¢é przechowywana przez 7 dni w temperaturze okoto 4°C.

Moga by¢ zastosowane inne metody, jezeli pozwalaja uzyskaé zawiesing bakteryjng o podobnym sktadzie.

4. PODEOZA T ODCZYNNIKI

4.1. Podloza do hodowli mikroorganizmdw i ich analiza

Pepton migsa 6g

Trypton 4g

Ekstrakt drozdzowy 3g

Ekstrakt migsny I,5g

Glukoza lg

Agar 10do20 g

Woda 11

pH 6,5 (po sterylizacji)

Moga by¢ zastosowane inne dostepne podioza o podobnym skiadzie, dajace takie same wyniki.
4.2. Bufor fosforanowy, pH 6
Wodorofosforan dwupotasu K,HPO, -2 g
Dwuwodorofosforan potasu KH,PO, -8 g
Woda dol1l
4.3, 0,8% roztwdr chlorku sodu, (m/V):
Rozpuscié 8 g chlorku sodu w wodzie i rozciericzy¢ do objetosei 1 1. Sterylizowad.
4.4. Metanol.
4.5. Mieszanina buforu fosforanowego, o ktérym mowa w ust. 4.2, i metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.4: 80/20 (V/V).
4.6. Tween 80, metanolowy roztwoér 0,5% (m/V):
Rozpuscié 5 g Tween 80 w metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.4, i rozcieficzyé metanolem do objetosci 1 1.
4.7. Substancja wzorcowa: wirginiamycyna o znanej aktywnosci.
5. ROZTWORY WZORCOWE
Rozpusci¢ dokladnie odwazong ilo$¢ substancji wzorcowej, o ktérej mowa w ust. 4.7, w metanolu, o ktérym mowa
w ust. 4.4, i rozcienczy¢ metanolem, o ktérym mowa w ust. 4.4, do uzyskania roztworu podstawowego zawierajacego
1000 pg wirginiamycyny w 1 ml.
Roztwor przechowywany w zamknigtej kolbie w temperaturze 4°C zachowuje stabilno$¢ do 5 dni.
Z tego podstawowego roztworu przygotowad, metoda kolejnych rozciericzen przy uzyciu mieszaniny, o ktérej mowa
w ust. 4.5, nastgpujace roztwory:
Sg 1 pg/ml
S, 0,5 pug/ml



Dziennik Ustaw Nr 154 — 11315 — Poz. 1086

S, 0,25 pg/ml

S, 0,125 pg/ml.
6. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTU I ROZTWOROW DO OZNACZANIA
6.1. Ekstrakcja
6.1.1. Produkty o zawarto$ci wirginiamycyny do 100 mg/kg
Odwazy¢ 50 g prébki, dodaé 200 ml roztworu, o ktérym mowa w ust. 4.6, 1 wstrzgsa¢ przez 30 minut. Pozostawi¢ w celu
osadzenia lub odwirowaé, pobra¢ 20 ml supernatantu roztworu i odparowaé do okoto 5 ml w wyparce rotacyjnej
w temperaturze nieprzekraczajacej 40°C. Rozcienczy¢ pozostalo$§¢ w mieszaninie, o ktérej mowa w ust. 4.5, aby otrzymaé
oczekiwang zawarto$é wirginiamycyny 1 pg/ml (= Uy).
6.1.2. Produkty o zawarto$ci wirginiamycyny wyzszej niz 100 mg/kg
Odwazy¢ probke o masie nie wigkszej niz 10 g i zawierajacej od 1 do 50 mg wirginiamycyny, dodaé¢ 100 ml roztworu,
o ktérym mowa w ust. 4.6, 1 wstrzgsa¢ przez 30 minut. Pozostawi¢ w celu osadzenia lub odwirowad, nastepnie rozciericzy¢
supernatant roztworu mieszanina, o ktorej mowa w ust. 4.5, aby otrzymaé oczekiwang zawarto$¢ wirginiamycyny 1 pg/ml (= Uy).
6.2. Roztwory do oznaczania
Z roztworu U, przygotowac roztwér U, ktérego oczekiwana zawartos¢ wynosi 0,5 pug/ml, U,, ktérego oczekiwana zawartosé
wynosi 0,25 pg/ml, U, ktérego oczekiwana zawarto$é wynosi 0,125 pg/ml metoda kolejnych rozcieficzen (1 + 1) z uzyciem
mieszaniny, o ktorej mowa w ust. 4.5.
7. SPOSOB POSTEPOWANIA
7.1. Szczepienie analizowanego podloza
Szczepié podtoze do hodowli mikroorganizméw, o ktérym mowa w ust. 4.1, zawiesing bakteryjna, o ktérej mowa
w ust. 3.2, w temeraturze okoto 50°C. Uwzgledniajac wstgpne proby przeszezepu na plytki z analizowanym podlozem,
o ktérym mowa w ust. 4.1, okres$li¢ wymagana ilo$¢ bakteryjnej zawiesiny, przy ktdrej wystepuja najwigksze i wyrazne
strefy zahamowania dla r6znych stezen wirginiamycyny.
7.2. Przygotowanie ptytek
Dyfuzja w agarze jest prowadzona na ptytkach przy 4 stgzeniach wzorcowych roztworéw (Sg, S., S,, S,)) i 4 stezeniach
analizowanych roztworéw (U, U,, U,, U)). Te 4 stgzenia ekstraktu i wzorca powinny by¢ umieszczone na kazdej plytce.
W tym celu wybra¢ plytki o takich rozmiarach, aby mozna bylo w podlozu agaru zrobi¢ 8 wglgbien o $rednicy od 10
do 13 mm i o odleglosci pomiedzy $rodkami wglebien nie mniejszej niz 30 mm. Badania moga by¢ prowadzone na szklanych
plytkach z umieszczonym na ich gdérnej powierzchni aluminiowym lub plastikowym pierécieniem o $rednicy 200 mm
i wysokos$ci 20 mm.
Rozla¢ na plytki taka ilo$¢ podloza, o ktdrym mowa w ust. 4.1, zaszczepionego w sposéb okreslony w ust. 7.1, aby otrzymacd
warstwg o grubosci okolo 2 mm, co odpowiada 60 ml wylanym na plytke o érednicy 200 mm. Pozostawié
W pozycji poziomej, a nastgpnie zrobi¢ wglebienia i umies$ci¢ w nich objgtosei analizowanych i wzorcowych roztwordw,
od 0,10 do 0,15 ml na wglebienie, odpowiednio do $rednicy. Aplikowaé kazde stezenie co najmniej 4-krotnie, tak aby kazde
oznaczenie odpowiadalo pomiarowi 32 stref zahamowania.
7.3. Inkubacja
Plytki inkubowa¢ od 16 do 18 godzin w temperaturze 30°C £ 2°C.
8. OBLICZANIE WYNIKOW
Zmierzy¢ $rednice stref zahamowania z doktadnoscia do 0,1 mm. Nanie$¢ §rednig warto$é pomiaréw dla kazdego st¢zenia na
papier o skali péllogarytmicznej, pokazujac zalezno$é logarytmu stgzen od sSrednicy stref zahamowania. Wykresli¢ linie
o najlepszej zgodnosci zaréwno dla roztworu wzorcowego, jak i ekstraktu; proponuje si¢ zastosowal nastgpujacy przyklad:
Wyznaczy¢ punkt o ,,najlepszej zgodno$ci” dla najnizszego poziomu wzorcowego (SL) wedlug nastepujacego wzoru:

7S8,+48,+5,-25

(a) SL =

10
Wyznaczy¢ punkt o ,,najlepszej zgodnosci” dla najwyzszego poziomu wzorcowego (SH) wedlug nastgpujacego wzoru:
7S8,+48S,+8S,-28,

(b) SH =
10

Podobnie obliczy¢ punkty o ,,najlepszej zgodnosci” dla najnizszego poziomu ekstraktu (UL) oraz dla najwyzszego poziomu
ekstraktu (UH), zastgpujac w powyzszych wzorach S, S,, S,, S;przez U,, U,, U,, Us.

Nanieéé obliczone wartoéci SL i SH na ten sam papier i polaczyé je, uzyskujac linie o ,,najlepszej zgodnosci” dla roztworu
wzorcowego. Podobnie nanie$¢ wartosci UL i UH i polaczyé je, uzyskujac linig dla ekstraktu.

W przypadku braku interferencji linie powinny by¢ réwnolegte. W praktyce linie moga byé uznane za réwnolegte, jezeli
warto$ci (SH-SL) i (UH-UL) nie réznia si¢ wigcej niz o 10% od ich $redniej wartosci.

Jezeli linie nie spetniajg warunku réwnolegtosci, woéwczas w obliczeniach mozna pomina¢ albo U, 1 S, albo Ui S; . Do
obliczenia warto$ci SL, SH, UL i UH mozna zastosowaé alternatywne wzory, dajace alternatywne linie o ,,najlepszej

zgodnodci”:
58,+2S,-8, 58,+2S,-S,
(@ySL=—— b —
6 6
55,428, S, 58,42S,-S,
®)ySsH=— b — "~

6 6
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i podobnie dla UL i UH. Zadowalajace sg takie same kryteria réwnolegtosci, jakie zastosowano powyzej. W kofAcowym
sprawozdaniu z badan odnotowad, ze wyniki obliczono na podstawie 3 pozioméw.

Jezeli linie speliaja warunek réwnoleglosci, obliczy¢ logarytm wzglednej aktywnosci (log A) wedlug jednego
z nastepujacych wzoréw, w zaleznosci od liczby pozioméw, wedtug ktérych oceniano réwnoleglosé:

Dla 4 poziomdéw

(U, +U,+ U, +Ug— 8, - S, — S, — Sg) x 0,602

(c)log A =
Uy + Ug+S,+5,-U,-U,-8§,-8,

Dla 3 pozioméw
(U, +U,+U, -8, — S, S,)x 0,401

(d) log A =
U,+8S,-U,-5§,
lub
. U,+U,+U;-S,-S,—Sg) x 0,401
(d)log A =

UX + SS - UZ - SZ
Aktywno$¢ ekstraktu probki = aktywno$¢ odpowiedniego wzorca x aktywno$¢ wzgledna.
Ug=S;x A

Jezeli wzglgdna aktywno$¢ nie miesci si¢ w przedziale od 0,5 do 2, powtdrzy¢ oznaczanie, wprowadzajac odpowiednig
korekte stezenia ekstraktu lub, jezeli nie jest to mozliwe, dostosowujac stezenia wzorcowych roztwordw. Jezeli wzgledna
aktywno$¢ nadal nie mieéci si¢ w wymaganym przedziale, to uzyskane wyniki nalezy traktowal jako przyblizone
i odnotowaé ten fakt w koncowym sprawozdaniu z badan.
Jezeli linie zostang uznane za niespelniajace warunku réwnoleglosei, powtérzy¢ oznaczenie. Jezeli warunek réwnoleglosci
nadal nie jest spelniany, oznaczenie uznaje si¢ za niezadowalajace.
Wynik wyrazi¢ w mg wirginiamycyny na kg paszy.
9. SPRAWDZENIE METODY
9.1. Powtarzalno$é
Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczenh wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac:

2 mg/kg w wartosci bezwzglednej, dla zawarto$ci wirginiamycyny do 10 mg/kg,

20% wzglgdem warto$ci najwyzszej, dla zawarto$ci wirginiamycyny powyzej 10 do 25 mg/kg,

5 mg/kg w wartosci bezwzglednej, dla zawartosci wirginiamycyny powyzej 25 do 50 mg/kg,

10% wzgledem warto$ci najwyzszej, dla zawarto§ci wirginiamycyny powyzej 50 mg/kg.

6.2. OZNACZANIE ZN-BACYTRACYNY METODA DYFUZJI W ZELU AGAROWYM

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawartoéci Zn-bacytracyny w paszach i premiksach. Dolna granica oznaczalnoéci metody
wynosi 5 mg/kg (5 ppm).

1 mg Zn-bacytracyny paszowej odpowiada 42 migdzynarodowym jednostkom (i.u.).

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest poddawana ekstrakcji przy pH 2 przy uzyciu mieszaniny metanolu, wody, kwasu chlorowodorowego i roztworu
siarczku sodu. Dodanie siarczku sodu stuzy do stracania rozpuszczalnych soli miedzi, ktére moga interferowal przy
oznaczaniu. Ekstrakt jest dostosowywany do pH 6,5, stezony, jezeli to konieczne, i rozcienczany. Aktywno$¢ antybiotyczna
ekstraktu jest oznaczana przez pomiar dyfuzji Zn-bacytracyny w podlozu agarowym zaszczepionym Micrococcus luteus
(flavus). Dyfuzja objawia sig¢ tworzeniem stref zahamowania mikroorganizmu. Srednica tych stref jest wprost proporcjonalna
do logarytmu st¢zenia antybiotyku, w zakresie stosowanych stgZen antybiotyku.

3. MIKROORGANIZM: Micrococcus luteus (FLAVUS) ATCC 10240

3.1. Utrzymanie kultury macierzystej

Szczepié Micrococcus luteus (flavus) na skosy agarowe podtoza do hodowli mikroorganizméw, o ktérym mowa w ust. 4.1.
Inkubowaé przez 24 godziny w temperaturze 30°C. Przechowywac kulture bakteryjng w lodédwce w temperaturze 4°C
i przeszczepiaé na nowe skosy agarowe co 14 dni.

3.2. Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej

Zebra¢ kulture macierzysta ze Swiezo przygotowanego skosu agarowego, o ktorym mowa w ust. 3.1, z uzyciem od 2
do 3 ml roztworu chlorku sodu, o ktérym mowa w ust. 4.3. Uzyskang suspensja szczepi¢ 250 ml podtoza do hodowli
mikroorganizméw, o ktérym mowa w ust. 4.1, umieszczonego w kolbie Roux i inkubowal od 18 do 20 godzin
w temperaturze 30°C. Zebraé¢ hodowlg i umiesci¢ w 25 ml roztworu chlorku sodu, o ktérym mowa w ust. 4.3, i zmieszad.
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Rozcienczy¢ suspensje w stosunku 1:10 roztworem chlorku sodu, o ktérym mowa w ust. 4.3. Transmisja Swiatla przez
suspensjg, mierzona przy 650 nm w 1 c¢cm naczynku w stosunku do roztworu chlorku sodu, o ktérym mowa w ust. 4.3,
powinna wynosi¢ okoto 75%. Suspensja moze by¢ przechowywana przez 7 dni w temperaturze okoto 4°C.

Moga by¢ zastosowane inne metody, jezeli pozwalaja uzyskaé zawiesing bakteryjng o podobnym sktadzie.

4. PODLOZA 1 ODCZYNNIKI

4.1. Podtoza do hodowli mikroorganizmdéw

Pepton migsa 6g

Trypton 4¢g

Ekstrakt drozdzowy 3g

Ekstrakt migsny I,5g

Glukoza lg

Agar 10do20 g

Woda 11

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

Moga by¢ zastosowane inne dostepne podioza o podobnym skiadzie, dajace takie same wyniki.
4.2. Analiza podloza

Trypton 10g

Ekstrakt drozdzowy 3g

Ekstrakt migsny I,5g

Glukoza lg

Agar 10do20¢g

Tween 80 1 ml

Woda 11

pH 6,5 (po sterylizacji).

Moga by¢ zastosowane inne dostepne podtoza o podobnym skiadzie, dajace takie same wyniki.

4.3, Roztwoér chlorku sodu, 0,8% (m/V):

Rozpuscic 8 g chlorku sodu w wodzie 1 rozcienczy¢ do objgtosei 1 1. Sterylizowac.

4.4. Mieszanina: metanolu, wody 1 kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 4.6: 80/17,5/2,5 (V/V/V).
4.5. Bufor fosforanowy, pH 6,5

Wodorofosforan dwupotasu K,HPO, 22,15¢g
Dwuwodorofosforan potasu  KH,PO, 2785¢g
Woda do 1 000 ml

4.6. Kwas chlorowodorowy (d = od 1,18 do 1,19).
4.7. Kwas chlorowodorowy, 0,1 M.
4.8. Roztwér wodorotlenku sodu (1 M).
4.9. Roztwor siarczku sodu, w przyblizeniu 0,5 M.
4.10. Roztwér purpury bromokrezolowej, 0,04% (m/V):
Rozpuscic¢ 0,1 g purpury bromokrezolowej w 18,5 ml 0,01M roztworu wodorotlenku sodu. Uzupetni¢ do objetosci 2,5 1 wodg
i zmieszad.
4.11. Substancja wzorcowa: Zn-bacytracyna o znanej aktywnosci (i.u.).
5. ROZTWORY WZORCOWE
Odwazy¢ taka ilo$¢ wzorca Zn-bacytracyny, o ktérym mowa w ust. 4.11, ktéra odpowiada 1050 i.u. zgodnie z podang
aktywno$cia. Dodaé¢ 5 ml 0,1 M kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 4.7, i pozostawi¢ na 15 minut. Dodaé
30 ml wody, dostosowaé do pH 4,5 z uzyciem okoto 4 ml buforu fosforanowego, o ktérym mowa w ust. 4.5, uzupetni¢ do
objetoscei 50 ml wodag 1 dobrze zmieszaé (1 ml =21 i.u.).
Z tego roztworu przygotowad, metoda kolejnych rozcienczen przy uzyciu buforu fosforanowego, o ktérym mowa w ust. 4.5,
nastgpujace roztwory:

Sy 042  iu/ml

S, 021 iu/ml

S, 0,105 iu. /ml

S, 0,0525 iu/ml
6. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTU I ROZTWOROW DO OZNACZANIA
6.1. Ekstrakcja
6.1.1. Premiksy i materialy paszowe pochodzenia mineralnego
Odwazy¢ od 2 do 5 g probki, dodaé¢ 29 ml mieszaniny, o ktdrej mowa w ust. 4.4, 1 ml roztworu siarczku sodu, o ktérym
mowa w ust. 4.9, 1 krétko wstrzasnaé. Sprawdzié, czy pH wynosi okolo 2. Wstrzasa¢ przez 10 minut, dodaé¢ 30 ml buforu
fosforanowego, o ktérym mowa w ust. 4.5, ponownie wstrzasa¢ przez 15 minut i odwirowaé. Pobraé odpowiednig ilo$¢
supernatantu roztworu i dostosowa¢ pH do 6,5 przy uzyciu roztworu wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 4.8,
sprawdzajac przy uzyciu pehametru lub wobec roztworu purpury bromokrezolowej, o ktérym mowa w ust. 4.10, jako
wskaznika. Rozcieficzy¢ buforem fosforanowym, o ktérym mowa w ust. 4.5, aby otrzymaé oczekiwang zawarto$¢
Zn-bacytracyny 0,42 i.u./ml (= Uy ).
6.1.2. Koncentraty biatkowe
Odwazy¢ probke o masie 10 g, dodaé¢ 49 ml mieszaniny, o ktérej mowa w ust. 4.4, 1 ml roztworu siarczku sodu, o ktérym
mowa w ust. 4.9, i krétko wstrzgsaé. Sprawdzié, czy pH wynosi okoto 2. Wstrzasaé przez 10 minut. Doda¢ 50 ml buforu
fosforanowego, o ktérym mowa w ust. 4.5, wstrzgsaé przez 15 minut i odwirowa¢. Pobra¢ odpowiednig ilos¢ supernatantu
roztworu i dostosowa¢ pH do 6,5 przy uzyciu roztworu wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 4.8, sprawdzajac
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z uzyciem pehametru lub wobec roztworu purpury bromokrezolowej, o ktérym mowa w ust. 4.10, jako wskaznika.

Qdparowa¢ do polowy objetosci w wyparce rotacyjnej w temperaturze nie wyzszej niz 35°C.

Rozcieniczy¢ buforem fosforanowym, o ktérym mowa w ust. 4.5, aby otrzymaé oczekiwang zawarto$¢ Zn-bacytracyny 0,42

Lu./ml (= Uy).

6.1.3. Pozostale pasze

Odwazy¢ 10 g probki, a jezeli oczekiwana zawarto$§é Zn-bacytracyny wynosi 5 mg/kg, odwazyé 20 g probki. Dodaé

mieszaning skladajgcg si¢ z 24 ml mieszaniny, o ktérej mowa w ust. 4.4, i 1 ml roztworu siarczku sodu, o ktérym mowa

w ust. 4.9, 1 homogenizowaé przez 10 minut. Dodaé 25 ml buforu fosforanowego, o ktérym mowa w ust. 4.5, wstrzgsaé przez

15 minut i odwirowaé. Pobra¢ 20 ml supernatantu roztworu i dostosowaé pH do 6,5 z uzyciem roztworu wodorotlenku sodu,

o ktérym mowa w ust. 4.8, sprawdzajac przy uzyciu pehametru lub roztworu purpury bromokrezolowej, o ktérym mowa

w ust. 4,10, jako wskaznika. Odparowad do objetoéci okoto 4 ml w wyparce rotacyjnej w temperaturze nie wyzszej niz 35°C.

Rozcienczy¢ pozostato$¢ buforem fosforanowym, o ktérym mowa w ust. 4.5, aby otrzymaé oczekiwang zawarto$é

Zn-bacytracyny 0,42 i.u./ml (= Uy).

6.2. Roztwory do oznaczenia

Z roztworu Uy przygotowaé roztwoér: U,, ktérego oczekiwana zawartos¢ wynosi 0,21 iu./ml, U,, ktérego oczekiwana

zawarto$¢ wynosi 0,105 iu./ml, U,, ktérego oczekiwana zawartos¢ wynosi 0,0525 i.u./ml, metoda kolejnych rozcieticzen

(1 + 1) przy uzyciu buforu fosforanowego, o ktdrym mowa w ust. 4.5.

7. SPOSOB POSTEPOWANIA

7.1. Szczepienie analizowanego podloza

Analizowane podloze, o ktérym mowa w ust. 4.2, szczepi¢ zawiesing bakteryjna, o ktérej mowa w ust. 3.2, w temperaturze

okoto 50°C. Poprzez wstgpne proby przeszcezepu na plytki z analizowanym podtozem, o ktérym mowa w ust. 4.2, okresli¢

wymagang ilo$¢ bakteryjnej zawiesiny, przy ktorej wystepuja najwigksze i wyraZne strefy zahamowania dla réznych stgzent

Zn-bacytracyny.

7.2. Przygotowanie ptytek

Dyfuzja w agarze jest prowadzona na ptytkach przy 4 st¢zeniach wzorcowych roztwordw (S, S,, S,, S)) i 4 stezeniach

badanych roztworéw (Ug, U,, U,, U)). 4 stgzenia ekstraktu i wzorca powinny by¢ umieszczone na kazdej plytce. W tym celu

wybraé plytki o takich rozmiarach, aby mozna bylo w podlozu agaru zrobi¢ 8 wglgbienn o $rednicy od 10 do 13 mm

i 0 odleglosci pomigdzy srodkami wglebien nie mniejszej niz 30 mm. Badania moga by¢ prowadzone na szklanych ptytkach

z umieszczonym na ich gdérnej powierzchnii aluminiowym lub plastikowym pierscieniem o $rednicy 200 mm i1 wysokosci

20 mm.

Rozlaé na plytki takg ilo$¢ podtoza, o ktérym mowa w ust. 4.2, zaszczepionego w sposdb okreslony w ust. 7.1, aby otrzymad

warstwg o grubosci okoto 2 mm, co odpowiada 60 ml na plytk¢ o $rednicy 200 mm. Pozostawi¢ w pozycji poziome;j,

a nastgpnie zrobi¢ wglgbienia 1 umiesci¢ w nich objetosci analizowanych 1 wzorcowych roztworéw, od 0,10 do 0,15 ml na

wglegbienie, odpowiednio do $rednicy. Aplikowalé kazde stgzenie co najmniej 4-krotnie, tak aby kazde oznaczenie

odpowiadalo pomiarowi 32 stref zahamowania.

7.3. Inkubacja

Plytki inkubowa¢ od 16 do 18 godzin w temperaturze 30°C £ 2°C.

8. OBLICZANIE WYNIKOW

Zmierzy¢ $rednice stref zahamowania z doktadnoscia do 0,1 mm. Nanie$¢ §rednig warto$é pomiaréw dla kazdego st¢zenia na

papier o skali péllogarytmicznej, pokazujac zalezno$é logarytmu stgzen od sSrednicy stref zahamowania. Wykresli¢ linie

o0 ,,najlepszej zgodnosci” zaréwno dla roztworu wzorcowego, jak 1 ekstraktu; proponuje si¢ zastosowaé nastgpujacy przyklad:

Wyznaczy¢ punkt o ,,najlepszej zgodno$ci” dla najnizszego poziomu wzorcowego (SL) wedlug nastepujacego wzoru:
78,+4S,+8,-2S;

(a) SL =

10
Wyznaczy¢ punkt o ,,najlepszej zgodnosci” dla najwyzszego poziomu wzorcowego (SH) wedlug nastgpujacego wzoru:
7S8,+48S,+8S,-28,

(b)y SH =
10

Podobnie obliczy¢ punkty o ,,najlepszej zgodnosci” dla najnizszego poziomu ekstraktu (UL) oraz dla najwyzszego poziomu

ekstraktu (UH), zastgpujac w powyzszych wzorach S, S,, S,, Sgprzez U, U,, U,, U,.

Nanie$¢ obliczone wartoéci SL i SH na ten sam papier i polaczy¢ je, uzyskujac linig o ,,najlepszej zgodno$ci” dla roztworu

wzorcowego. Podobnie nanie$¢ wartosci UL i UH i polaczyé je, uzyskujac linig dla ekstraktu.

W przypadku braku interferencji linie powinny by¢ réwnolegte. W praktyce linie moga byé uznane za réwnolegte, jezeli

warto$ci (SH-SL) i (UH-UL) nie réznia si¢ wigcej niz o 10% od ich $redniej wartosci.

Jezeli linie nie spetniajg warunku réwnolegtosci, woéwczas w obliczeniach mozna pomina¢ albo U, 1 S, albo Ui S; . Do

obliczenia warto$ci SL, SH, UL i UH mozna zastosowaé alternatywne wzory, dajace alternatywne linie o ,,najlepszej

zgodnosci™:

58,+28,-8S, 58,+28,- S,
() SL= lub
6 6
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58,+28,-5, 58,+28,-5,
(b’) SH= lub
6 6
i podobnie dla UL i UH. Zadowalajace sa takie same kryteria réwnolegtosci, jakie zastosowano powyzej. W koficowym
sprawozdaniu z badan odnotowac, ze wyniki obliczono na podstawie 3 pozioméw, wedtug ktérych oceniano réwnolegtosé.

Jezeli linie spelniaja warunek réwnoleglosci, obliczy¢ logarytm wzglednej aktywnosci (log A) wedlug jednego
z nastepujacych wzoréw, w zaleznosci od liczby pozioméw, wedtug ktérych oceniano réwnoleglosé:

Dla 4 pozioméw
U, +U,+ U, +Ug - S, -8, - S, — S¢) x 0,602

(c)logA =
U,+ Ug+S,+8,-U,-U,-§,-85,
Dla 3 pozioméw
U, +U,+U,-S,-8,-S,) x 0,401

(dylog A =
U,+S,-U, -5,
lub
. U, +U,+Ug—8S,-8S,—S¢) x 0,401
(d)log A =

Ug+5-U, -5,
Aktywno$¢ ekstraktu probki = aktywno$¢ odpowiedniego wzorca x aktywno$¢ wzgledna.
Ug=54x A

Jezeli wzglgdna aktywno$¢ nie miesci si¢ w przedziale od 0,5 do 2, powtdrzy¢ oznaczenie, wprowadzajac odpowiednia
korekte stezenia ekstraktu lub, jezeli nie jest to mozliwe, dostosowujgc stezenia wzorcowych roztworéw. Jezeli wzglgdna
aktywno$¢ nadal nie mie$ci si¢ w wymaganym przedziale, to uzyskane wyniki nalezy traktowal jako przyblizone
i odnotowad ten fakt w koncowym sprawozdaniu z badan.
Jezeli linie uznane zostang za niespeiniajace warunku réwnolegtosci, powtorzyé oznaczenie. Jezeli warunek réwnoleglosci
nadal nie jest spelniany, oznaczenie uznaje si¢ za niezadowalajace.
Wynik wyrazi¢ w mg Zn-bacytracyny na kg paszy.
9. SPRAWDZENIE METODY
9.1. Powtarzalno$¢
Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej prébki nie powinna przekraczac:

2 mg/kg w wartoéci bezwzglednej, dla zawartoéci Zn-bacytracyny do 10 mg/kg,

20% wzgledem warto$ci najwyzszej, dla zawartosci Zn-bacytracyny powyzej 10 do 25 mg/kg,

5 mg/kg w warto$ci bezwzglednej, dla zawarto$ci Zn-bacytracyny powyzej 25 do 50 mg/kg,

10% wzgledem wartosci najwyzszej, dla zawarto$ci Zn-bacytracyny powyzej 50 mg/kg.

6.3. OZNACZANIE FLAWOFOSFOLIPOLU METODA DYFUZJI W ZELU AGAROWYM

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stluzy do oznaczania zawartosci flawofosfolipolu w paszach, koncentratach i premiksach. Dolna granica
oznaczalnosci metody wynosi 1 mg/kg (1 ppm).

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest ekstrahowana rozcieniczonym metanolem poprzez ogrzewanie pod chiodnicg zwrotng. Po odwirowaniu ekstrakt
zostaje oczyszczony, jezeli jest to konieczne, poprzez traktowanie zywicami jonowymiennymi i rozcienczenie. Jego
aktywno$¢ antybiotyczna jest oznaczana przez pomiar dyfuzji flawofosfolipolu w zaszczepionym podiozu agarowym
Staphylococcus aureus. Dyfuzja jest widoczna poprzez tworzenie postaci stref zahamowania mikroorganizmu. Srednica tych
stref jest wprost proporcjonalna do logarytmu stgZenia antybiotyku w zakresie stosowanych stezen antybiotyku.

3. MIKROORGANIZM: Staphylococcus aureus ATCC 6538 P

3.1. Utrzymanie kultury macierzystej

Szcezepi¢ Staphylococcus aureus na skosy agarowe podloza do hodowli mikroorganizméw, o ktérym mowa w ust. 4.1.
Inkubowac przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Przechowywa¢ kulturg bakteryjng w lodéwce w temperaturze okoto 4°C
i przeszczepiaé na nowe skosy agarowe raz w miesigcu.

3.2. Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej

Odstawi¢ 2 probdwki zawierajace kulturg macierzysta, o ktorej mowa w ust. 3.1, i przeszczepiad je raz na 7 dni. Inkubowad
przez 24 godziny w temperaturze 37°C i przechowywaé w lodéwce w temperaturze okolto 4°C. Na 24 godziny przed
oznaczaniem przenies¢ te¢ hodowle do 2 lub 4 probéwek zawierajacych skosy podioza do hodowli mikroorganizméw,
o ktérym mowa w ust. 4.1. Inkubowaé od 16 do 18 godzin w temperaturze 37°C. Przechowywaé suspensj¢ hodowli
w roztworze chlorku sodu, o ktérym mowa w ust. 4.3. Transmisja $wiatta suspensji mierzona przy 578 nm w 1 cm naczynku
w stosunku do roztworu chlorku sodu, o ktérym mowa w ust. 4.3, powinna wynosi¢ okoto 40%.

Moga by¢ zastosowane inne metody, jezeli pozwalajg uzyskaé zawiesing bakteryjng o podobnym sktadzie.
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4, PODLOZA 1 ODCZYNNIKI
4.1. Podloze do hodowli mikroorganizméw:

Pepton migsa 6g

Trypton 4g

Ekstrakt drozdzowy 3g

Ekstrakt migsny I,5g

Glukoza lg

Agar 15g

Woda 11

pH 6,5 (po sterylizacji).

Moga by¢ zastosowane inne dostepne podloza o podobnym sktadzie, 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 migsa 6g

Ekstrakt drozdzowy 3g

Ekstrakt migsny 1,5g

Agar 10g

Woda 11

pH 6,5 (po sterylizacji).

Moga by¢ zastosowane inne dostepne podloza o 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:
Sporzadzi¢ w sposob okreslony w ust. 4.1, z dodatkiem 2 g emulsji silikonowej zapobiegajacej pienieniu; proponuje si¢
zastosowa¢ SE2 z Wacker Chemic Gm bH Monachium.
4.3. Roztwor chlorku sodu, 0,4% (m/V):
Rozpuscic¢ 4 g chlorku sodu w wodzie i rozcieficzy¢ do objetosci 1 I; poddac sterylizacji.
4.4. Metanol, czysty.
4.5. Metanol, 50% (V/V):
Rozcienczy¢ 500 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.4, z uzyciem wody o objetoéci 500 ml.
4.6. Metanol, 80% (V/V):
Rozcienczy¢ 800 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.4, z uzyciem wody o objetoéci 200 ml.
4.7. Tristhydroksymetylo)aminometan.
4.8. Roztwor metanolowego chlorku potasu 1,5% (m/V):
Rozcienczy¢ 1,5 g chlorku potasu w 20 ml wody, uzupehi¢ metanolem, o ktérym mowa w ust. 4.4, do objgtodcei 100 ml.
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 1 x 2, 50 do 100 mesh, forma chlorkowa (kat. Serva Nr 41010) lub podobna. Przed uzyciem utrzymywacé od 14 do 16
godzin w 80% metanolu, o ktérym 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 o znanej aktywnoSci.
5. APARATURA I SPRZET
5.1. Kolumna chromatograficzna o $rednicy wewnetrznej 9 mm, dlugosci od 150 do 200 mm, zakoficzona kranem na
wezszym, dolnym koricu i szlifem szklanym umozliwiajacym podtaczenie wkraplacza, o ktérym mowa w ust. 5.2, w gérnym
koticu.
5.2. Wkraplacz o pojemnosci 250 ml, z kranem i szlifem szklanym.
5.3. Kolba stozkowa o pojemnosci 250 ml ze szlifem szklanym.
5.4. Chlodnica zwrotna ze szlifem szklanym.
6. ROZTWORY WZORCOWE
Rozpuscié substancje wzorcows, o ktérej mowa w ust. 4.14, w 50% metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.5, i rozciericzy¢,
uzyskujac roztwor podstawowy zawierajacy 100 pg flawofosfolipolu w 1 ml. Roztwdr przechowywany w zamknigtej kolbie
w temperaturze 4°C zachowuje stabilno$¢ do 2 miesigcy.
Z roztworu podstawowego przygotowaé metodg kolejnych rozcieiczeri 50% metanolem, o ktéorym mowa w ust. 4.5,
nastgpujace roztwory:
S 0,2  pug/ml
S, 0,1 pug/ml
S, 0,05 pg/ml
S, 0,025 ug/ml.
7. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTU
7.1. Ekstrakcja
7.1.1. Koncentraty, premiksy 1 materialy paszowe pochodzenia mineralnego
Odwazy¢ od 2 do 5 g prébki i dodaé okoto 150 mg kwasu askorbinowego, o ktérym mowa w ust. 4.13. Homogenizowad
z 150 ml 50% metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.5, w kolbie stozkowej, o ktdrej mowa w ust. 5.3, i dostowaé pH do 8,1 —
8,2, z uzyciem okoto 400 mg tris(hydroksymetylo)aminometanu, o ktérym mowa w ust. 4.7. Sprawdzi¢ pH papierkiem
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wskaznikowym, o ktérym mowa w ust. 4.12. Pozostawi¢ na 15 minut, nastgpnie ponownie dostosowaé pH do 8,1 — 8,2 przy

uzyciu tris(hydroksymetylo)aminometanu, o ktérym mowa w ust. 4.7, i gotowa¢ przez 10 minut pod chlodnica zwrotna,

o ktérej mowa w ust. 5.4, stale mieszajac. Pozostawi¢ do schtodzenia, odwirowaé mieszaning i zdekantowad ekstrakt.

7.1.2. Pozostale pasze

Odwazy¢ od 5 do 30 g prébki zawierajacej co najmniej 30 pg flawofosfolipolu. Homogenizowac ze 150 ml 50% metanolu,

o ktérym mowa w ust. 4.5, w kolbie stozkowej, o ktérej mowa w ust. 5.3, i dostosowaé pH do 8,1 — 8,2, z uzyciem okoto

400 mg tris(thydroksymetylo)aminometanu, o ktérym mowa w ust. 4.7. Sprawdzi¢ pH papierkiem wskaznikowym, o ktérym

mowa w ust. 4.12. Pozostawi¢ na 15 minut, nastgpnic ponownie dostosowaé pH do 8,1 — 82 z uzyciem

tristhydroksymetylo)aminometanu, o ktérym mowa w ust. 4.7, i gotowaé przez 10 minut pod chtodnicg zwrotna, o ktérej

mowa w ust. 5.4, stale wstrzasajac. Pozostawi¢ do schlodzenia, odwirowa¢ mieszaning i zdekantowaé ekstrakt.

7.2. Oczyszczanie, ktére moze by¢ pominigte w przypadku analizy koncentratéw, premikséw i materialéw paszowych

pochodzenia mineralnego

Zmiesza¢ 110 ml ekstraktu z 11 g wymiennika kationowego, o ktérym mowa w ust. 4.9, gotowad przez minutg pod chtodnicy

zwrotng, o ktérej mowa w ust. 5.4, stale mieszajgc. Oddzieli¢ wymiennik kationowy przez odwirowanie lub filtrowanie.

Zmiesza¢ 100 ml ekstraktu ze 150 ml metanolu, o ktérym mowa w wust. 4.4, i roztwor przechowywaé

od 12 do 15 godzin w temperaturze 4°C. Odfiltrowa¢ klaczkowatg masg po ostygnigciu.

Umiesci¢ zwitek waty szklanej, o ktérym mowa w ust. 4.11, na dole kolumny chromatograficznej, o ktérej mowa w ust. 5.1,

umie$ci¢ w kolumnie 5 ml wymiennika anionowego, o ktérym mowa w ust. 4.10, i przemy¢ kolumneg, stosujgc 100 ml 80%

metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.6. Przy uzyciu wkraplacza, o ktérym mowa w ust. 5.2, nanie$¢ na kolumng filtrat

o objetosci co najmniej 100 ml, zawierajacy okoto 16 ng flawofosfolipolu, przy czym 200 ml dla 30 g prébki paszy przy

1 ppm. Przed wprowadzeniem na kolumng, jezeli to konieczne, rozcienczy¢ filtrat 80% metanolem, o ktérym mowa

w ust. 4.6, w celu otrzymania oczekiwanej zawarto$ci flawomycyny 16 pg/100 ml. Dostosowaé wielkos¢ przeptywu

na okoto 2 ml na minutg. Odrzuci¢ eluent. Nastepnie przemywaé kolumng 50 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.6,

i ponownie odrzucié eluent.

Eluowaé flawofosfolipol roztworem chlorku potasu metanolowego, o ktérym mowa w ust. 4.8, utrzymujac przeplyw

na okolo 2 ml na minut¢. Zebra¢ 50 ml eluentu w kolbie miarowej, doda¢ 30 ml wody i1 zmiesza. Zawarto$¢

flawofosfolipolu w tym roztworze powinna wynosi¢ 0,2 pg/ml (= Uy).

7.3. Roztwory do oznaczania

Gdy etap oczyszczania zostal pominigty, rozcienczy¢ otrzymany ekstrakt w sposdb okreslony w ust. 7.1.1, z uzyciem

metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.5, aby otrzymac oczekiwang zawartos¢ flawofosfolipolu 0,2 pg/ml (= Uy).

Z roztworu Uy przygotowaé: roztwor U, ktérego oczekiwana zawarto$¢é wynosi 0,1 pg/ml, roztwér U, ktérego oczekiwana

zawarto$§¢ wynosi 0,05 pg/ml, i roztwdr U,, ktérego oczekiwana zawarto$é wynosi 0,025 ug/ml, metoda kolejnych

rozcienczen (1 + 1) przy uzyciu metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.5.

8. SPOSOB POSTEPOWANIA

8.1. Szczepienie podloza

Szczepié warstwe do posiewn, o ktdrej mowa w ust. 4.2.2, zawiesing bakteryjna, o ktérej mowa w ust. 3.2, w temperaturze

okoto 50°C. Poprzez wstepne proby przeszezepu na plytki z analizowanym podtozem, o ktdrym mowa w ust. 4.2.2, okresli¢

wymagang ilo$¢ bakteryjnej zawiesiny, przy ktorej wystepuja najwigksze i wyraZne strefy zahamowania dla réznych stgzent

flawofosfolipolu (okoto 30 ml/l).

8.2. Przygotowanie przeszczepu na plytki

Dyfuzja w agarze jest prowadzona na ptytkach przy 4 stg¢zeniach wzorcowych roztwordw (Sg, S, S,, S)) 1 4 st¢zeniach

analizowanych podtozy (Ug, U,, U,, U)). Te 4 stezenia ekstraktu i wzorca powinny by¢ umieszczone na kazdej ptytce. W tym

celu wybra¢ plytki o takich rozmiarach, aby mozna byto w podiozu agaru zrobi¢ 8 wglebien o $rednicy od 10 do 13 mm

i 0 odleglosci pomigdzy srodkami wglebien nie mniejszej niz 30 mm. Badania moga by¢ prowadzone na szklanych ptytkach

Z umieszczonym na ich gérnej powierzchnii aluminiowym lub plastikowym pierscieniem o $rednicy 200 mm i wysoko$ci

20 mm.

Rozlaé¢ na plytki takg ilo$¢ podioza, o ktérym mowa w ust. 4.2.1, aby otrzymaé warstwe o grubosci okoto 1,5 mm,

co odpowiada 45 ml na plytk¢ o Srednicy 200 mm. Pozostawi¢ w pozycji poziomej, a nastgpnie nanies¢ gorng warstwe

podloza, o ktérym mowa w ust. 4.2.2, szczepiona w sposob okreslony w ust. 8.1, aby uzyskaé warstwg o grubosci 1 mm,

co odpowiada 30 ml na ptytke o $rednicy 200 ml. Ponownie pozostawié w pozycji poziomej, zrobi¢ wglebienia i umieécié

w nich objetosci analizowanych i wzorcowych roztwordw, od 0,10 do 0,15 ml na wglebienie, odpowiednio do $rednicy.

Aplikowa¢ kazde stgzenie co najmniej 4-krotnie, tak aby kazde oznaczenie odpowiadato pomiarowi 32 stref zahamowania.

8.3. Inkubacja

Plytki inkubowa¢ od 16 do 18 godzin w temperaturze od 28 do 30°C.

9. OBLICZANIE WYNIKOW

Zmierzy¢ $rednice stref zahamowania z doktadnoscia do 0,1 mm. Nanie$¢ §rednig warto§é pomiaréw dla kazdego st¢zenia na

papier o skali péllogarytmicznej, pokazujac zalezno$é logarytmu stgzen od sSrednicy stref zahamowania. Wykresli¢ linie

o ,,najlepszej zgodnosci” zaréwno dla roztworu wzorcowego, jak 1 ekstraktu; proponuje si¢ zastosowaé nastgpujacy przyklad:

Wyznaczy¢ punkt o ,,najlepszej zgodnosci” dla najnizszego poziomu wzorcowego (SL) wedlug nastepujacego wzoru:
7S,+48,+S5,-2S;

(a) SL =
10
Wyznaczy¢ punkt o ,,najlepszej zgodnosci” dla najwyzszego poziomu wzorcowego (SH) wedlug nastgpujacego wzoru:
7S8,+48S,+S8,-28,
(by SH =

10
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Podobnie obliczy¢ punkty o ,,najlepszej zgodnosci” dla najnizszego poziomu ekstraktu (UL) oraz dla najwyzszego poziomu
ekstraktu (UH), zastgpujac w powyzszych wzorach S, S,, S,, Sgprzez U, U,, U,, U,.

Nanie$¢ obliczone wartoéci SL i SH na ten sam papier i polaczy¢ je, uzyskujac linig o ,,najlepszej zgodno$ci” dla roztworu
wzorcowego. Podobnie nanie$¢ wartoéci UL i UH i potaczy¢ je, uzyskujac linig dla ekstraktu.

W przypadku braku interferencji linie powinny by¢ réwnoleglte. W praktyce linie mogg by¢ uznane za réwnolegle, jezeli
warto$ci (SH-SL) i (UH-UL) nie rdznig sig wigcej niz o 10% od ich $redniej warto$ci.

Jezeli linie nie spetniajg warunku réwnolegtosci, woéwczas w obliczeniach mozna pomina¢ albo U, 1 S, albo Uz i Sg . Do
obliczenia warto$ci SI, SH, UL i UH mozna zastosowaé alternatywne wzory, dajace alternatywne linie o ,,najlepszej

zgodnodci”:
58,428, S, 58,428, S,
(") SL= lub
6 6
55,428, S, 58,42S,-S,
»ySH=———————————— up ——
6 6

i podobnie dla UL i UH. Zadowalajace sg takie same kryteria réwnolegtosci, jakie zastosowano powyzej. W kofdcowym
sprawozdaniu z badan odnotowac, ze wyniki obliczono na podstawie 3 pozioméw, wedtug ktérych oceniano réwnolegtosé.

Jezeli linie spelniajg warunek rdwnolegtosci, obliczy¢ logarytm wzglednej aktywno$ci (log A), wedlug jednego
Z nastgpujacych wzoréw:
Dla 4 poziomdéw

1 (U, +U, + U, +Ug— S, — S, — S, — Sg) x 0,602
(c)log A =

U,+ Ug+S,+8,-U,-U,-8S,-8,
Dla 3 pozioméw

(U, +U,+U,—8,—S,— S x 0,401

(d) log A =
U,+S,-U,-8§,
Iub
U,+U,+U;-S,-8S,-S5) x 0,401
(d)log A =

Ug+S4—U, -8,
Aktywnosé rzeczywista = aktywno$¢ przypuszezalna x aktywnos$é wzgledna.
Ug=S5:x A

Jezeli linie nie spelniajg warunku réwnolegloéci, powtdrzy¢ oznaczenie. Jezeli warunek réwnoleglosci nie jest nadal
spetniany, obliczy¢ logarytm wzglednej aktywnosci (log A) wedlug wzoru (¢). Otrzymany w ten sposéb wynik uwazaé za
przyblizony i odnotowa¢ ten fakt w koicowym sprawozdaniu.
10. SPRAWDZENIE METODY
10.1. Powtarzalno$é
Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac:

0,5 mg/kg w warto$ciach bezwzglgdnych, dla zawartosci flawofosfolipolu od 1 do 2 mg/kg,

25% wzgledem najwyzszej wartosci dla zawartosei flawofosfolipolu powyzej 2 do 10 mg/kg,

20% wzgledem najwyzszej wartosci dla zawartoéci flawofosfolipolu powyzej 10 do 25 mg/kg,

5 mg/kg w warto$ciach bezwzglednych, dla zawartosci flawofosfolipolu powyzej 25 do 50 mg/kg,

10% wzgledem najwyzszej wartosei dla zawartosci flawofosfolipolu powyzej 50 mg/kg.

6.4. 0ZNACZANIE SPIRAMYCYNY METODA DYFUZJI W ZELU AGAROWYM

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci spiramycyny w paszach i premiksach. Dolna granica oznaczalnoéci metody wynosi
1 mg/kg (1 ppm). 1 mg spiramycyny odpowiada 3200 mi¢dzynarodowym jednostkom (IU).

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Metoda polega na ekstrakcji probki przy uzyciu mieszaniny metanolu i roztworu buforu fosforanowo-wodorowgglanowego
o pH 8. Ekstrakt jest dekantowany lub odwirowywany, a nastgpnie rozcienczany. Aktywnos¢ antybiotyczna ekstraktu jest
oznaczana przez pomiar dyfuzji spiramycyny w podlozu agaru zaszczepionym Micrococcus luteus. Dyfuzja objawia si¢
tworzeniem stref zahamowania mikroorganizmu. Srednica tych stref jest wprost proporcjonalna do logarytmu stezenia
antybiotyku w zakresie stosowanych stezen antybiotyku.
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3. MIKROORGANIZM: Micrococcus luteus ATCC 9341 (NCTC 8340, NCIB 8553)

3.1. Utrzymanie kultury macierzystej

Szczepi¢ Micrococcus luteus na skosy agarowe podloza do hodowli mikroorganizméw, o ktéorym mowa w ust. 4.1.
Inkubowac przez 24 godziny w temperaturze 30°C. Przechowywad kulturg bakteryjng w lodéwce w temperaturze okoto 4°C
i przeszczepiaé na nowe skosy agarowe co 14 dni.

3.2. Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej

Zebra¢ kultur¢ macierzysta ze $wiezo przygotowanego skosu agarowego, o ktéorym mowa w ust. 3.1, z uzyciem
od 2 do 3 ml roztworu chlorku sodu, o ktérym mowa w ust. 4.3. Uzyskang suspensja szczepi¢ 250 ml podloza do hodowli
mikroorganizméw, o ktérym mowa w ust. 4.1, umieszczonego w kolbie Roux i inkubowal od 18 do 20 godzin
w temperaturze 30°C. Zebra¢ hodowl¢ i umiesci¢ w 25 ml roztworu chlorku sodu, o ktérym mowa w ust. 4.3, 1 zmieszad.
Rozcienczy¢ suspensje w stosunku 1:10 roztworem chlorku sodu, o ktéorym mowa w ust. 4.3, Transmisja Swiatla przez
suspensjg, mierzona przy 650 nm w 1 c¢cm naczynku w stosunku do roztworu chlorku sodu, o ktérym mowa w ust. 4.3,
powinna wynosi¢ okoto 75%. Suspensja moze by¢ przechowywana przez 7 dni w temperaturze okoto 4°C.

Moga by¢ zastosowane inne metody, jezeli pozwalaja uzyskaé zawiesing bakteryjna o podobnym skladzie.

4. PODEOZA T ODCZYNNIKI
4.1. Podtoze do hodowli mikroorganizmdow:
Pepton migsa 6g
Trypton 4¢g
Ekstrakt drozdzowy 3g
Ekstrakt migsny 1,5g
Glukoza lg
Agar 10do20 g
Woda 11
pH 6,5 do 6,6 (po sterylizacji).

Moga by¢ zastosowane inne dostepne podloza o podobnym skladzie, dajace takie same wyniki.
4.2. Analiza podloza:

Trypton 5g

Ekstrakt drozdzowy 4g

Ekstrakt migsny 3g

Agar 10do20 g

Woda 11

pH 8 (po sterylizacji).

Moga by¢ zastosowane inne dostepne podtoza o podobnym skiadzie, dajace takie same wyniki.
4.3. Roztwoér chlorku sodu, 0,8% (m/V).

Rozpuscié 8 g chlorku sodu w wodzie i rozcienczy¢ do objetosci 1 1. Sterylizowad.

4.4. Bufor fosforanowo-weglanowy, pH 8:

Wodorofosforan dwupotasu K,HPO, 16,7 g
Dwuwodorofosforan potasu KH,PO, 0,5g
Wodorowgglan sodu NaHCO, 20¢g
Woda doll

4.5. Mieszanina: metanolu i buforu fosforanowo-weglanowego, o ktérym mowa w ust. 4.4, w stosunku 50/50 (V/V).

4.6. Substancja wzorcowa: spiramycyna o znanej aktywnos$ci (IU).

5. ROZTWORY WZORCOWE

Rozpuscic¢ substancj¢ wzorcows, o ktdrej mowa w ust. 4.6, w mieszaninie, o ktérej mowa w ust. 4.5, 1 rozcieficzy¢ tg sama
mieszaning, aby uzyskal roztwdr podstawowy zawierajacy 1000 IU spiramycyny w 1 ml. Roztwér przechowywany
w zamknigtej kolbie w temperaturze 4°C zachowuje stabilno$é do 5 dni.

Z tego roztworu przygotowaé, metoda kolejnych rozcieficzen przy uzyciu mieszaniny, o ktérej mowa w ust. 4.5, nastepujace
rozZtwory:

S; 11U/ ml

S, 0,5 TU/ml

S, 0,25 TU/ml

S, 0,125 TU/ ml

6. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTU I ROZTWOROW DO OZNACZANIA

6.1. Ekstrakcja

Odwazy¢ 20 g probki w przypadku pasz i od 1 do 20 g w przypadku premikséw. Doda¢ 100 ml mieszaniny, o ktérej mowa
w ust. 4.5, 1 wstrzasaé przez 30 minut. Odwirowa lub zdekantowal i rozcieficzyé roztwdr supernatantu z uzyciem
mieszaniny, o ktérej mowa w ust. 4.5, aby otrzymac oczekiwang zawarto$¢ spiramycyny 1 TU/ ml (= Uy).

W przypadku spodziewanych zawartoéci spiramycyny nizszych niz 2,5 mg/kg paszy przeprowadzi¢ ekstrakcje w nastgpujacy
sposéb: Odwazy¢ 20 g probki. Dodaé 100 ml mieszaniny, o ktérej mowa w ust. 4.5, i wstrzasaé przez 30 minut. Wirowac
przez kilka minut, pobra¢ 50 ml supernatantu i odparowaé do objetosci okolo 4 ml w wyparce rotacyjnej w temperaturze nie
wyzszej niz 40°C. Rozcienczyé pozostato§é mieszaning, o ktérej mowa w ust. 4.5, aby otrzymaé oczekiwang zawarto$é
spiramycyny 1 U/ ml (= Uy).

6.2. Roztwory do badan

Z roztworu Uy przygotowac : roztwor U, ktérego oczekiwana zawarto$¢ wynosi 0,5 TU/ ml, roztwér U,, ktérego oczekiwana
zawarto$¢ wynosi 0,25 TU/ ml, i roztwér U,, ktérego oczekiwana zawarto$¢ wynosi 0,125 TU/ ml, metods kolejnych
rozcienczen (1 + 1) przy uzyciu mieszaniny, o ktérej mowa w ust. 4.5.
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7. SPOSOB POSTEPOWANIA

7.1. Szczepienie analizowanego podloza

Szczepi¢ podloze do hodowli mikroorganizméw, o ktérym mowa w ust. 4.2, zawiesing bakteryjna, o ktérej mowa

w ust. 3.2, w temperaturze okoto 50°C. Uwzgledniajac wstgpne proby przeszczepu na plytki z analizowanym podlozem,

o ktérym mowa w ust. 4.1, okre$li¢ wymagang ilo§¢ bakteryjnej zawiesiny, przy ktérej wystepuja najwigksze i wyrazne

strefy zahamowania dla r6znych stezen spiramycyny.

7.2. Przygotowanie ptytek

Dyfuzja w agarze jest prowadzona na ptytkach przy 4 st¢zeniach wzorcowych roztwordw (S, S,, S,, S)) i 4 stezeniach

analizowanych roztworéw (U,, U,, U,, U)). Te 4 stgzenia ekstraktu i wzorca powinny by¢ umieszczone na kazdej ptytce.

W tym celu wybraé plytki o takich rozmiarach, aby mozna byto w podlozu agaru zrobi¢ 8 wglebien o $rednicy od 10

do 13 mm i o odlegtosci pomigdzy Srodkami wglebien nie mniejszej niz 30 mm. Badania moga by¢ prowadzone na szklanych

plytkach z umieszczonym na ich gérnej powierzchni aluminiowym lub plastikowym pierScieniem o $rednicy 200 mm

i wysokos$ci 20 mm.

Rozlaé na plytki takg ilo§¢ podioza, o ktérym mowa w ust. 4.2, zaszczepionego w sposéb okre§lony w ust. 7.1,

aby otrzymaé warstwg o grubosci okoto 2 mm, co odpowiada 60 ml na ptytke o Srednicy 200 mm. Pozostawi¢ w pozycji

poziomej, a nastgpnie zrobi¢ wglebienia 1 umieéci¢ w nich objgtosci analizowanych i wzorcowych roztworéw, od 0,10 do

0,15 ml na wglebienie, odpowiednio do érednicy. Aplikowaé kazde steZenie co najmniej 4-krotnie, tak aby kazde oznaczenie

odpowiadalo pomiarowi 32 stref zahamowania.

7.3. Inkubacja

Plytki inkubowa¢ od 16 do 18 godzin w temperaturze 30°C £ 2°C.

8. OBLICZANIE WYNIKOW

Zmierzy¢ $rednice stref zahamowania z doktadnoscia do 0,1 mm. Nanie$¢ $rednig warto$¢ pomiaréw dla kazdego stezenia

na papier o skali pétlogarytmicznej, pokazujac zalezno$é logarytmu stezen od $rednicy stref zahamowania. Wykresli¢ linie

o0 ,,najlepszej zgodnosci” zaréwno dla roztworu wzorcowego jak i ekstraktu, proponuje sie zastosowaé nastepujacy przyklad.

Wyznaczy¢ punkt o ,,najlepszej zgodno$ci” dla najnizszego poziomu wzorcowego (SL) wedlug nastepujacego wzoru:
7S8,+48,+85,-25

(a) SL =
10
Wyznaczy¢ punkt o ,,najlepszej zgodnosci” dla najwyzszego poziomu wzorcowego (SH) wedlug nastgpujacego wzoru:
7S8,+48S,+S,-28,
(by SH =

10

Podobnie obliczy¢ punkty o ,,najlepszej zgodnosci” dla najnizszego poziomu ekstraktu (UL) oraz dla najwyzszego poziomu
ekstraktu (UH), zastgpujac w powyzszych wzorach S, S,, S,, Sgprzez U, U,, U,, U,.

Nanies$¢ obliczone wartosci SL i SH na ten sam papier i polaczy¢ je uzyskujac linig o ,,najlepszej zgodnosci” dla roztworu
wzorcowego. Podobnie nanie$¢ wartosci UL 1 UH i polaczy¢ je uzyskujac linig dla ekstraktu.

W przypadku braku interferencji linie powinny by¢ réwnolegte. W praktyce linie moga byé uznane za réwnolegte, jezeli
wartoéci (SH-SL) i (UH-UL) nie réznia si¢ wigcej niz o 10% od ich $redniej wartosci.

Jezeli linie nie spetniajg warunku réwnolegtosci, woéwczas w obliczeniach mozna pomina¢ albo U, 1 S, albo Ui S; . Do
obliczenia warto$ci SL, SH, UL i UH mozna zastosowaé alternatywne wzory, dajace alternatywne linie o ,,najlepszej

zgodnosci™:
58,428,-S, 58,428, S,
(a’) SL = Jub
6 6
58,428,-S, 58,4+2S,-S,
(b*) SH= ub
6 6

i podobnie dla UL i UH. Zadowalajace sa takie same kryteria réwnolegtosci, jakie zastosowano powyzej. W koficowym
sprawozdaniu z badan odnotowad, ze wyniki obliczono na podstawie 3 pozioméw, wedtug ktérych oceniono réwnoleglosé.

Jezeli linie spelniaja warunek réwnoleglosci, obliczy¢ logarytm wzglednej aktywnosci (log A) wedlug jednego
z nastepujacych wzoréw, w zaleznosci od liczby poziomdéw, wedtug ktdrych oceniono réwnoleglosé:

Dla 4 poziomdéw

1 (U, + U, + U, + Ug— S, — S, — S, — Sg) x 0,602
(c)log A =

U,+ Ug+S,+8,-U,-U,-8S,-8,
Dla 3 pozioméw

. (U, +U, +U,-8,—S,—S,) x 0,401
(d) log A =

U, +S,-U, -8,
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lub
. U, +U,+Uy—S,-S,—Sg) x 0,401
(d)log A =

Ug+8-1U, -5,
Aktywno$¢ rzeczywista = aktywno$¢ przypuszczalna x aktywno$¢ wzgledna.
Ug=5x A

Jezeli wzglgdna aktywno$¢ nie miesci si¢ w przedziale od 0,5 do 2, powtdrzy¢ oznaczanie, wprowadzajac odpowiednig
korekte stezenia ekstraktu lub, jezeli nie jest to mozliwe, dostosowujgc stezenia wzorcowych roztworéw. Jezeli wzglgdna
aktywno$¢ nadal nie mieéci si¢ w wymaganym przedziale, to uzyskane wyniki nalezy traktowal jako przyblizone
i odnotowaé ten fakt w koncowym sprawozdaniu z badan.
Jezeli linie zostang uznane za niespelniajace warunku réwnolegtosei, powtérzy¢ oznaczenie. Jezeli warunek réwnoleglosci
nadal nie jest spelniany, oznaczenie uznaje si¢ za niezadowalajace.
Wynik wyrazi¢ w mg spiramycyny na kg paszy.
9. SPRAWDZENIE METODY
9.1. Powtarzalno$é
Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczenh wykonanych dla tej samej prébki nie powinna przekraczac:

2 mg/kg w warto$ciach bezwzglednych, dla zawartosci spiramycyny do 10 mg/kg,

20% wzgledem najwyzszej wartosci, dla zawartosci spiramycyny powyzej 10 do 25 mg/kg,

5 mg/kg w warto$ciach bezwzglednych, dla zawartosci spiramycyny powyzej 25 do 50 mg/kg,

10% wzgledem warto$ci najwyzszej, dla zawarto$ei spiramycyny powyzej 50 mg/kg.

6.5. OZNACZANIE AWOPARCYNY METODA DYFUZJI W ZELU AGAROWYM

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci awoparcyny w paszach i premiksach. Dolna granica oznaczalno$ci metody wynosi
2 mg/kg (2 ppm). Obecnos¢ antybiotykéw polieterowych moze interferowaé przy oznaczaniu.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Metoda polega na ekstrakcji awoparcyny przy uzyciu mieszaniny acetonu, wody i kwasu chlorowodorowego. Aktywnosé
antybiotyczna ekstraktu jest oznaczana przez pomiar dyfuzji awoparcyny w podiozu agaru zaszczepionym Bacillus subtilis.
Dyfuzja objawia si¢ 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)

3.1. Utrzymanie kultury macierzystej

Szczepi¢ Bacillus subtilis na skosy agarowe podloza do hodowli mikroorganizméw, o ktérym mowa w ust. 4.1. Inkubowaé
przez noc w temperaturze 30°C. Przechowywac¢ kulture bakteryjng w lodéwce w temperaturze okolo 4°C i przeszczepiaé na
nowe skosy agarowe raz w miesigcu.

3.2. Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej

Zebra¢ kulture macierzysta ze $wiezo przygotowanego skosu agarowego, o ktérym mowa w ust. 3.1, przy uzyciu
od 2 do 3 ml sterylnej wody. Uzyskang suspensja szczepi¢ 300 ml podloza do hodowli mikroorganizméw, o ktérym mowa
w ust. 4.1, umieszczonego w kolbie Roux i inkubowaé od 3 do 5 dni w temperaturze 30°C. Zebra¢ hodowlg 15 ml etanolu,
o ktérym mowa w ust. 4.2, po uprzednim sprawdzeniu pod mikroskopem i zmieszaé. Suspensja moze byé przechowywana
co najmniej przez 5 miesigcy w temperaturze okoto 4°C.

Moga by¢ zastosowane inne metody, jezeli pozwalaja uzyskaé zawiesing bakteryjng o podobnym sktadzie.

4. PODEOZA T ODCZYNNIKI
4.1. Podtoze do hodowli mikroorganizméw:
Pepton migsa 6g
Trypton 4g
Ekstrakt drozdzowy 3g
Ekstrakt migsny I,5g
Glukoza lg
Agar I5g
Woda 11
pH 6,5 (po sterylizacji).

Moga by¢ zastosowane inne dostepne podloza o podobnym skladzie, dajace takie same wyniki.
4.2. Etanol 20% (V/V):

Rozcienczy¢ 200 ml etanolu w wodzie o objetosci 800 ml.

4.3. Kwas chlorowodorowy (d=o0d 1,18 do 1,19).

4.4. Roztwér wodorotlenku sodu, 2 M.

4.5. Bufor fosforanowy, 0,1 M:

Dwuwodorofosforan potasu KH2P04 136 ¢

Woda do 1 000 ml
pH dostosowac do 4,5
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4.6. Mieszanina: acetonu, wody i kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 4.3, w stosunku 65/32,5/2,5 (V/V/V).
4.7. Substancja wzorcowa: awoparcyna o znanej aktywnosci.

5. ROZTWORY WZORCOWE

Rozpusci¢ w buforze fosforanowym, o ktérym mowa w ust. 4.5, 10 mg substancji wzorcowej, o ktérym mowa w ust. 4.7,
a nastepnie rozciencza¢ tym buforem tak, aby otrzymaé roztwoér podstawowy zawierajacy 100 pg awoparcyny w 1 ml,
Roztwér przechowywany w zamknigtej kolbie, w loddwcee, w temperaturze 4°C zachowuje stabilnoéé do 7 dni.

5.1. Dla premikséw

Z roztworu podstawowego przygotowad, metodg kolejnych rozcienczen przy uzyciu buforu fosforanowego, o ktérym mowa
w ust. 4.5, nastgpujace roztwory:

S8 4 ug/ml

S4 2 ug/ml

S 1 pg/ml

s; 0,5 ng/ml
5.2. Dla pasz

Z roztworu podstawowego przygotowad, metodg kolejnych rozcienczen przy uzyciu buforu fosforanowego, o ktérym mowa
w ust. 4.5, nast¢gpujace roztwory:

S8 2 ug/ml
S4 1 pg/ml
S2 0,5 ug/ml
S1 0,25 ug/ml

6. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTU I ROZTWOROW DO OZNACZANIA

6.1. Premiksy

Odwazy¢, z doktadnoscig do 10 mg, taka ilo$¢ probki, w ktérej znajduje si¢ od 10 do 100 mg awoparcyny. Probke umiescié
w kolbie miarowej o pojemno$ci 100 ml zawierajacej 60 ml mieszaniny, o ktérej mowa w ust. 4.6, a nastepnie mieszaé
i wstrzgsa¢ przez 15 minut z zastosowaniem wstrzgsarki mechanicznej. Sprawdzi¢ pH i jezeli to konieczne dostosowaé je
do 2, przy uzyciu kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 4.3. Uzupelni¢ kolbe do pelnej objgtoéci mieszaning,
o ktérej mowa w ust. 4.6, i zmieszal. Przefiltrowal porcje przez odpowiedni filtr; proponuje si¢ zastosowa¢ filtr Whatman
nr 1, odrzucajac pierwsze 5 ml filtratu. Pobra¢ podzielng cze$¢ prébki i dostosowaé pH do 4,5 przy uzyciu roztworu
wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 4.4. Rozcieficzy¢ roztwér buforem, o ktérym mowa w ust. 4.5, aby otrzymaé
oczekiwane st¢zenie awoparcyny 4 ug/ml (= Uy).

Z tego roztworu przygotowac: roztwor U,, ktérego oczekiwana zawarto$¢ wynosi 2 pg/ml, roztwér U,, ktérego oczekiwana
zawarto$§¢ wynosi 1 pg/ml, i roztwér U,, ktérego oczekiwana zawarto$¢ wynosi 0,5 pg/ml, metodg kolejnych rozcieniczen
(1 + 1) przy uzyciu buforu fosforanowego, o ktérym mowa w ust. 4.5.

6.2. Pasze

Odwazy¢ prébke o masie 50 g i wstrzgsaé przez 30 minut ze 100 ml mieszaniny, o ktérej mowa w ust. 4.6, przy zastosowaniu
wstrzasarki mechanicznej. Sklarowaé ekstrakt przez odwirowanie, uzywajac zakorkowanych probéwek. Nastepnie pobraé
podzielng cze$¢ sklarowanego ekstraktu i dostosowaé pH do 4,5 przy uzyciu roztworu wodorotlenku sodu, o ktérym mowa
w ust. 4.4. Rozcieniczy¢ t¢ podzielng czgé¢ buforem, o ktérym mowa w ust. 4.5, aby otrzymaé oczekiwang warto$¢ Us.
Uwzglednié tabelg 18.

Z tego roztworu przygotowac roztwor: U,, ktérego oczekiwana zawartos¢ wynosi 1 pg/ml, U,, ktérego oczekiwana zawartos$é
wynosi 0,5 pg/ml, U,, ktérego oczekiwana zawarto$¢ wynosi 0,25 ug/ml, metoda kolejnych rozcienczen (1 + 1) buforem,
o ktérym mowa w ust. 4.5.

Tabela 18. Przyklad dla roztworu U,

Poz. 1086

Przewidywany poziom

awoparcyny, mg/kg 5 7,5 10 15 20 40
Masa prébki, g (0,1 g) 50 50 50 50 50 50
Objeto$¢ w ml mieszaniny, o ktérej mowa 100 100 100 100 100 100
w ust. 4.6

Objetos¢ w ml sklarownego ekstraktu 20 15 20 15 20 10
Koticowa objeto§é w ml U, 25 25 50 50 100 100
Oczekiwane stezenie w pg/ml U, 2 okoto 2 2 okoto 2 2 2

7. SPOSOB POSTEPOWANIA

7.1. Szczepienie analizowanego podloza

Szczepi¢ podloze do hodowali mikroorganizméw, o ktérym mowa w ust. 4.1, zawiesing bakteryjna, o ktérej mowa
w ust. 3.2, w temeraturze od 50 do 60°C. Uwzglgdniajac wstgpne proby przeszczepu na plytki z analizowanym podlozem,
o ktérym mowa w ust. 4.1, okre$li¢ wymagang ilo§¢ bakteryjnej zawiesiny, przy ktérej wystepuja najwigksze i wyrazne
strefy zahamowania dla réznych stgZen awoparcyny.

7.2. Przygotowanie ptytek

Dyfuzja w agarze jest prowadzona na ptytkach przy 4 st¢zeniach wzorcowych roztwordw (Sg, S,, S,, S)) i 4 stezeniach
analizowanych roztworéw (U,, U,, U,, U)). Te 4 stezenia ekstraktu i wzorca powinny by¢ umieszczone na kazdej plytce.
W tym celu wybraé plytki o takich rozmiarach, aby mozna byto w podlozu agaru zrobi¢ 8 wglebien o $rednicy od 10
do 13 mm i o odleglosci pomiedzy $rodkami wglebien nie mniejszej niz 30 mm. Badania moga by¢ prowadzone na szklanych
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plytkach z umieszczonym na ich gérnej powierzchni aluminiowym lub plastikowym pierScieniem o $rednicy 200 mm

i wysokos$ci 20 mm.

Rozlaé na plytki takg ilo$¢ podtoza, o ktérym mowa w ust. 4.1, zaszczepionego w sposdb okreslony w ust. 7.1, aby otrzymad

warstwg o grubosei okolo 2 mm, co odpowiada 60 ml na plytkg o $rednicy 200 mm. Pozostawi¢ w pozycji poziomej, a

nastgpnie zrobi¢ wglgbienia 1 umieéci¢ w nich objgtoéei analizowanych i wzorcowych roztwordw, od 0,10 do 0,15 ml na

wglegbienie, odpowiednio do $rednicy. Aplikowaé kazde stgzenie co najmniej 4-krotnie, tak aby kazde oznaczenie

odpowiadato pomiarowi 32 stref zahamowania.

7.3. Inkubacja

Plytki inkubowac¢ od 16 do 18 godzin w temperaturze 30°C.

8. OBLICZANIE WYNIKOW

Zmierzy¢ $rednice stref zahamowania z doktadnoscia do 0,1 mm. Nanie$¢ §rednig warto$é pomiaréw dla kazdego st¢zenia na

papier o skali péllogarytmicznej, pokazujac zalezno$é logarytmu stgzen od sSrednicy stref zahamowania. Wykresli¢ linie

o0 ,,najlepszej zgodnosci” zaréwno dla roztworu wzorcowego, jak 1 ekstraktu; proponuje si¢ zastosowaé nastgpujacy przyklad:

Wyznaczy¢ punkt o ,,najlepszej zgodnosci” dla najnizszego poziomu wzorcowego (SL) wedlug nastepujacego wzoru:
7S,+48,+S5,-2S;

(a) SL =

10
Wyznaczy¢ punkt o ,,najlepszej zgodnosci” dla najwyzszego poziomu wzorcowego (SH) wedlug nastgpujacego wzoru:
78,+48,+S8,-2S,

(b) SH =
10

Podobnie obliczy¢ punkty o ,,najlepszej zgodno$ci” dla najnizszego poziomu ekstraktu (UL) oraz dla najwyzszego poziomu
ekstraktu (UH), zastgpujac w powyzszych wzorach S,, S,, S,, S¢przez U,, U,, U,, U,.

Nanies$¢ obliczone warto$ci SL i SH na ten sam papier i polaczy¢ je, uzyskujac linig o ,,najlepszej zgodnosci” dla roztworu
wzorcowego. Podobnie nanie$é wartoéci UL 1 UH i polaczy¢ je, uzyskujac linig o ,,najlepszej zgodnosci” dla ekstraktu.

W przypadku braku interferencji linie powinny by¢ réwnolegte. W praktyce linie moga byé uznane za réwnolegte, jezeli
warto$ci (SH-SL) i (UH-UL) nie réznia si¢ wigcej niz o 10% od ich $redniej wartosci.

Jezeli linie nie spetniajg warunku réwnolegtosci, woéwczas w obliczeniach mozna pomina¢ albo U, 1 S, albo Ui S; . Do
obliczenia warto$ci SL, SH, UL i UH mozna zastosowaé alternatywne wzory, dajace alternatywne linie o ,,najlepszej

zgodnodci”:
58,428, 5, 58,428, S,
() SL= Tub
6 6
585,428, S, 58,425, S,
®)ysH=—— @ — "
6 6

i podobnie dla UL i UH. Zadowalajace sa takie same kryteria réwnolegtosci, jakie zastosowano powyzej. W koficowym
sprawozdaniu z badan odnotowac, ze wyniki obliczono na podstawie 3 pozioméw, wedtug ktérych oceniano réwnolegtosé.

Jezeli linie spelniaja warunek réwnoleglosci, obliczy¢ logarytm wzglednej aktywnosci (log A) wedlug jednego
z nastegpujacych wzoréw:

Dla 4 pozioméw

(U+U +U +U -S -S —S —S)x0,602
1 2 4 & 1 2 4 8

{(c)logA=
U+U+S+S -U-U-S -8S
e T T T

Dla 3 poziomdéw

(U +U +U ~S =8 —S )x 0401

(d)log A=
U+S-U-S§
b 4 T4 1 T
u
U +U +U0 -S -S -S)x0,401
P T T
(d)log A=

Us * Sx B Uz B Sz
Aktywnosé rzeczywista = aktywno$¢ przypuszezalna x aktywnos$é wzgledna.
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Jezeli wzglgdna aktywno$¢ nie miesci si¢ w przedziale od 0,5 do 2, powtdrzy¢ oznaczenie, wprowadzajac odpowiednig
korekte stezenia ekstraktéw lub, jezeli nie jest to mozliwe, wzorcowych roztwordw. Jezeli wzglgdna aktywnos¢ nadal nie
miedci si¢ w wymaganym przedziale, to uzyskane wyniki nalezy traktowal jako przyblizone i odnotowaé ten fakt
w koncowym sprawozdaniu z badan.
Jezeli linie zostang uznane za niespelniajace warunku réwnolegtosei, powtérzy¢ oznaczenie. Jezeli warunek réwnoleglosci
nadal nie jest spelniany, oznaczenie uznaje si¢ za niezadowalajace.
9. SPRAWDZENIE METODY
9.1. Powtarzalno$¢
Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczenh wykonanych dla tej samej prébki nie powinna przekraczac:

2 mg/kg w wartoéci bezwzglednej, dla zawarto$ci awoparcyny od 2 do 10 mg/kg,

20% wzgledem najwyzszej warto$ci, dla zawarto$ci awoparcyny powyzej 10 do 25 mg/kg,

5 mg/kg w warto$ci bezwzglednej, dla zawartosci awoparcyny powyzej 25 do 50 mg/kg,

10% wzgledem najwyzszej wartoéci, dla zawartos$ci awoparcyny powyzej 50 mg/kg.

6.6. OZNACZANIE SOLI SODOWEJ MONENZYNY METODA DYFUZJI W ZELU AGAROWYM

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci soli sodowej monenzyny w paszach i premiksach. Dolna granica oznaczalnosci
metody wynosi 10 mg/kg (10 ppm). 1 mg soli sodowej monenzyny odpowiada 1000 UK jednostek.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Metoda polega na ekstrakcji probki 90% metanolem. Nastgpnie, w zalezno$ci od zawarto$ci monenzyny w prébee, ekstrakt
poddaé odpowiedniemu postgpowaniu. Aktywno$¢ antybiotyczna jest oznaczana przez pomiar dyfuzji monenzyny sodowej
w podiozu agaru w osrodku agarowym zaszczepionym Bacillus subtilis. Dyfuzja objawia sie tworzeniem stref zahamowania
mikroorganizmu. Srednica tych stref jest wprost proporcjonalna do logarytmu stgZenia antybiotyku w zakresie stosowanych
stezen antybiotyku. Czulo$¢ tej metody zmniejszaja jony sodu.

3. MIKROORGANIZM: Bacillus subtilis ATCC 6633 (NCIB 8054)

3.1. Utrzymanie kultury macierzystej

Szczepié Bacillus subtilis na skosy agarowe podioza do hodowli mikroorganizméw, o ktérym mowa w ust. 4.1. Inkubowad
przez noc w temperaturze 30°C. Przechowywa¢ kulture bakteryjna w lodéwce w temperaturze okoto 4°C i przeszczepiaé na
nowe skosy agarowe raz w miesiacu.

3.2. Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej

Zebraé kulturg macierzysta ze §wiezo przygotowanego agaru, o ktérym mowa w ust. 3.1, przy uzyciu od 2 do 3 ml sterylnej
wody. Uzyskang suspensjg szczepi¢ 300 ml podioza do hodowli mikroorganizméw, o ktéorym mowa w ust. 4.1,
umieszczonego w kolbie Roux i inkubowaé¢ od 3 do 5 dni w temperaturze 30°C. Po uprzednim sprawdzeniu pod
mikroskopem zebra¢ hodowlg 15 ml etanolu, o ktérym mowa w ust. 4.3, i zmieszaé. Suspensja ta moze by¢ przechowywana
co najmniej przez 5 miesigcy w temperaturze okoto 4°C.

Moga by¢ zastosowane inne metody, jezeli pozwalaja uzyskaé zawiesing bakteryjng o podobnym sktadzie.

4. PODEOZA T ODCZYNNIKI

4.1. Podtoze do hodowli mikroorganizméw:

Trypton 10g

Ekstrakt drozdzowy 3g

Ekstrakt migsny 1.5¢g

Glukoza lg

Agar 10-20g

Woda 11

pH 6,5 (po sterylizacji).

Moga by¢ zastosowane inne dostepne podloza o podobnym skladzie, dajace takie same wyniki.
4.2. Analizowane podloze:

Glukoza lg

Ekstrakt drozdzowy 25¢g
Wodorofosforan dwupotasowy KZHPO4 0,69 g
Dwuwodorofosforan potasowy KH2PO4 045¢g

Agar 10-20g

Woda 11

pH 6 (po sterylizacji).

4.3. Etanol 20% (V/V):

Rozcienczy¢ 200 ml etanolu woda o objgtosci 800 ml.

4.4. Metanol, bezwodny.

4.5. Metanol 90% (V/V):

900 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.4, rozcieficzy¢ woda o objgtosci 100 ml.

4.6. Metanol 50% (V/V):

500 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.4, rozcienczy¢ woda o objgtosci 500 ml.

4.7. Tlenek glinu, granulat (alcoa F, 20 mesh; aktywowany glin UG1: F. Lancaster & Co. lub podobne).

4.8. Substancja wzorcowa: s6l sodowa monenzyny o znanej aktywnosci, proponuje si¢ zastosowaé t¢ z International
Laboratory for Biological Standards, Central Veterinary Laboratory, Weybridge, UK-Surrey KT 15 3 NB.
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5. APARATURA I SPRZET
5.1. Rotacyjna wyparka prézniowa z okragtodenng kolba o pojemnosci 250 ml.
5.2. Szklana kolumna chromatograficzna o $rednicy wewngtrznej 25 mm, dlugosci 400 mm, otwartym koricu o $rednicy
2 mm.
5.3. Szklana kolumna chromatograficzna o $rednicy wewngtrznej 11 mm, dhugoéci okoto 300 mm, otwartym koticu
o $rednicy 2 mm.
6. ROZTWORY WZORCOWE
Rozpuscid takg ilo$é substancji wzorcowej, o ktérej mowa w ust. 4.8, w metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.4, aby otrzymac
roztwor podstawowy zawierajgcy 800 pg monenzyny w 1 ml. Roztwér przechowywany w zamknigtej kolbie w temperaturze
4°C zachowuje stabilno$¢ do 14 dni.
Z roztworu podstawowego przygotowac, metoda kolejnych rozeieficzen metanolem, o ktérym mowa w ust. 4.6, nastepujace
roztwory:

S8 8 ug/ml

S4 4 ng/ml
S 2 ug/ml
S1 1 pg/ml

7. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTU

7.1. Ekstrakcja

7.1.1. Premiksy

Odwazy¢ 2 g prébki, doda¢ 100 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.5, zhomogenizowa¢ i wirowaé przez kilka minut.
Roztwér supernatantu rozcieniczy¢ 50% metanolem, tak aby uzyskaé zawarto$¢ monenzyny 8 pg/ml (= Uy).

7.1.2. Pasze zawierajace 50 1 wigce] ppm monenzyny

QOdwazy¢ probke o masie od 10 do 20 g, dodaé¢ 100 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.5, homogenizowaé przez 15 minut
1 odstawié.

Waski koniec kolumny, o ktérej mowa w ust. 5.2, zatka¢ watg bawelniang i dodaé tlenek glinu, o ktérym mowa w ust. 4.7,
delikatnie dozujac, az kolumna napelni si¢ do wysoko$ci 75 — 80 mm.

Dekantowal ekstrakt na kolumnie tlenku glinu i zebraé filtrat. 30 ml filtratu rozcieficzyé woda do objetosci 50 ml.
Przeprowadzi¢ nastgpne rozcieficzenie metanolem, o ktérym mowa w ust. 4.6, tak aby otrzymad oczekiwang zawarto$¢
monenzyny 8 ug/ml (=Uy).

7.1.3. Pasze zawierajace od 10 ppm do poniZzej 50 ppm monenzyny

Odwazy¢ probke o masie od 10 do 20 g, doda¢ 100 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.5, homogenizowaé przez
15 minut. Wirowaé w celu sklarowania.

W przypadku prébki zawierajacej 20 ppm monenzyny pobraé¢ 40 ml supernatantu cieczy. W przypadku prébki zawierajacej
10 ppm, pobra¢ 80 ml i odparowaé do wysuszenia na rotacyjnej wyparce prézniowej, o ktérej mowa w ust. 5.1,
w temperaturze nie wyzszej niz 40°C. Pozostatos¢ rozpusci¢ w 10 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.5.

Waski koniec kolumny, o ktérej mowa w ust. 5.3, zatkaé bawetniang watg i dodac tlenek glinu, o ktérym mowa w ust. 4.7,
delikatnie dozujac, az kolumna napetni si¢ do wysoko$ci 75 — 80 mm.

Dekantowad pozostalo$¢ roztworu metanolowego na kolumnie tlenku glinu i zebraé filtrat. Przemy¢ kolumng 10 ml
metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.5, i roztwér pochodzacy z przemycia potaczy¢ z filtratem.

Roztwodr odparowac do sucha na rotacyjnej wyparce prézniowej, o ktérej mowa w ust. 5.1, w temperaturze nie wyzszej niz
40°C. Pozostato$é rozpusci¢ w 10 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.4, i uzupetni¢ woda do objetosci 20 ml. Roztwér
odwirowywaé przy 4000 obr./min c¢o najmniej przez 5 minut. Nastepne rozcienczenie sporzadzi¢ przy uzyciu metanolu,
o ktérym mowa w ust. 4.6, tak aby otrzymac oczekiwang zawarto$¢ monenzyny 8 ug/ml (=Uy).

7.2. Roztwory badane

Z roztworu Uy, poprzez odpowiednie rozcienczenia (1+1) przy uzyciu 50% metanolu, przygotowaé roztwér: U,, ktérego
oczekiwana zawarto$¢ wynosi 4 pg/ml, U,, ktérego oczekiwana zawarto$§¢ wynosi 2 pg/ml, U,, ktérego oczekiwana
zawarto$¢ wynosi 1 pg/ml.

8. SPOSOB POSTEPOWANIA

8.1. Szczepienie analizowanego podloza

Szczepié podloze do hodowli mikroorganizméw, o ktérym mowa w ust. 4.2, zawiesing bakteryjna, o ktérej mowa
w ust. 3.2, w temeraturze od 50 do 60°C. Uwzglgdniajac wstgpne proby przeszczepu na plytki z analizowanym podlozem,
o ktérym mowa w ust. 4.2, okres$li¢ wymagana ilo$¢ bakteryjnej zawiesiny, przy ktdrej wystepuja najwigcksze i wyrazne
strefy zahamowania dla réznych stgzen wirginiamycyny.

8.2. Przygotowanie ptytek

Dyfuzja w agarze jest prowadzona na ptytkach przy 4 stgzeniach wzorcowych roztworéw (Sg, S., S,, S)) i 4 stezeniach
analizowanych roztworéw (U, U,, U,, U)). Te 4 stgzenia ekstraktu i wzorca powinny by¢ umieszczone na kazdej plytce.
W tym celu wybra¢ plytki o takich rozmiarach, aby mozna bylo w podlozu agaru zrobi¢ 8 wglgbien o $rednicy od 10
do 13 mm i o odlegtosci pomigdzy Srodkami wglebien nie mniejszej niz 30 mm. Badania moga by¢ prowadzone na szklanych
plytkach z umieszczonym na ich gdérnej powierzchnii aluminiowym Iub plastikowym pierécieniem o $rednicy 200 mm
i wysoko$ci 20 mm.

Rozlaé na plytki takg ilo$¢ podtoza, o ktérym mowa w ust. 4.2, zaszczepionego w sposdb okreslony w ust. 8.1, aby otrzymad
warstwe o grubo$ci okolo 2 mm, co odpowiada 60 ml na plytkg o srednicy 200 mm. Pozostawi¢ w pozycji poziome;j,
a nastgpnie zrobi¢ wglgbienia 1 umiesci¢ w nich objetosci analizowanych 1 wzorcowych roztworéw, od 0,10 do 0,15 ml na
wglebienie, odpowiednio do S$rednicy. Aplikowaé kazde stezenie co najmniej 4-krotnie, tak aby kazde oznaczenie
odpowiadalo pomiarowi 32 stref zahamowania.
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8.3. Inkubacja

Plytki inkubowaé 18 godzin w temperaturze od 35 do 37°C.

9. OBLICZANIE WYNIKOW

Zmierzy¢ $rednicg stref zahamowania z doktadnoscia do 0,1 mm. Nanie$¢ srednig warto$¢ pomiaréw dla kazdego steZenia na

papier o skali péllogarytmicznej, pokazujac zalezno$é logarytmu stgzen od sSrednicy stref zahamowania. Wykresli¢ linie

0 ,,najlepszej zgodno$ci” zaréwno dla roztworu wzorcowego, jak i ekstraktu; proponuje si¢ zastosowaé nastepujacy przyklad:

Wyznaczy¢ punkt o ,,najlepszej zgodno$ci” dla najnizszego poziomu wzorcowego (SL) wedlug nastepujacego wzoru:
7S8,+48,+8,-28;

(a) SL =
10
Wyznaczy¢ punkt o ,,najlepszej zgodnosci” dla najwyzszego poziomu wzorcowego (SH) wedlug nastepujacego wzoru:
7S8,+4S,+S,-28,
(b) SH =

10

Podobnie obliczy¢ punkty o ,.najlepszej zgodnosci” dla najnizszego poziomu ekstraktu (UL) oraz dla najwyzszego poziomu
ekstraktu (UH), zastgpujac w powyzszych wzorach S,, S,, S,, S¢przez U,, U,, U,, Us.

Nanies$¢ obliczone warto$ci SL i SH na ten sam papier i polaczy¢ je, uzyskujac linig o ,,najlepszej zgodnosci” dla roztworu
wzorcowego. Podobnie nanie$¢ wartosci UL 1 UH i potaczy¢ je, uzyskujac linig o ,,najlepszej zgodnosci” dla ekstraktu.

W przypadku braku interferencji linie powinny by¢ réwnoleglte. W praktyce linie mogg by¢ uznane za réwnolegle, jezeli
warto$ci (SH-SL) i (UH-UL) nie réznia si¢ wigcej niz o 10% od ich $redniej wartosci.

Jezeli linie nie spetniajg warunku réwnolegtosci, woéwczas w obliczeniach mozna pomingé albo U, i S, albo U i S; . Do
obliczenia warto$ci SL, SH, UL i UH mozna zastosowaé alternatywne wzory, uzyskujac alternatywne linie o ,,najlepszej

zgodnosci™:
5S,+28S,-8, 58,428, S,
(@ysSL=——— b ——m———
6 6
58,428, 8, 58,+285,-5,
®ySH=— "~ qgp — "
6 6

i podobnie dla UL i UH. Zadowalajace sa takie same kryteria réwnolegtosci, jakie zastosowano powyzej. W koficowym
sprawozdaniu z badan odnotowac, ze wyniki obliczono na podstawie 3 pozioméw, wedtug ktérych oceniano réwnolegtosé.

Jezeli linie spelniaja warunek réwnolegloéei, obliczy¢ logarytm wzglednej aktywnosci (log A) wedlug jednego
z nastegpujacych wzoréw:

Dla 4 pozioméw

(U+U +U+U -S -S S ~S)x0,602
1 2 4 & 1 2 4 8

(c)log A —
U+U+S+S -U-U-8S -8
4 8 4 g 1 2 1 T2

Dla 3 poziomdéw

(U+U +U -S-S -S)x0,401
1 2 4 1 2 4

(d)log A=
U+S-U -8
4 4 1 1
lub
(U2+U4+U87Ssz4fSS)XO,401
(d)log A=

U+S-U-S§
8 8 2 2
Aktywno$¢ rzeczywista = aktywnos¢ przypuszczalna x aktywnos¢ wzgledna.

Jezeli wzgledna aktywno$¢ nie miesci si¢ w przedziale od 0,5 do 2, powtdérzy¢ oznaczenie, wprowadzajac odpowiednig
korekte stezen ekstraktu lub, jezeli nie jest to mozliwe, wzorcowych roztwordw. Jezeli wzglgdna aktywno$¢ nadal nie miesci
si¢ w wymaganym przedziale, to uzyskane wyniki nalezy traktowac jako przyblizone i odnotowaé ten fakt w koncowym
sprawozdaniu z badan.
Jezeli proste uznane zostana za niespelniajace warunku réwnoleglosci, powtdrzyé oznaczenie. Jezeli warunek réwnoleglosci
nadal nie jest spelniany, oznaczenie uznaje si¢ za niezadowalajace.
10. SPRAWDZENIE METODY
10.1. Powtarzalno$é
Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac:

20% wzgledem najwyzszego wyniku, dla zawartoéci soli sodowej monenzyny od 10 do 25 mg/kg,

5 mg/kg w warto$ci 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.
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6.7. OZNACZANIE TYLOZYNY METODA DYFUZJ1 W ZELU AGAROWYM

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczenia zawarto$ci tylozyny w paszach, koncentratach i premiksach, przy zawarto$ci wyzszej niz
2 ppm.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest traktowana roztworem buforu fosforanowego o pH 8, wczesniej ogrzanym do temperatury 80°C, a nastepnie
ekstrahowana metanolem. Po odwirowaniu ekstrakt zostaje rozcienczony. Aktywno$¢ antybiotyczna jest oznaczana przez
pomiar dyfuzji tylozyny w podlozu agarowym zaszczepionym Sarcina lutea. Dyfuzja objawia si¢ tworzeniem stref
zahamowania mikroorganizmu. Srednica tych stref zahamowania jest wprost proporcjonalna do logarytmu stezenia
antybiotyku.

3. MIKROORGANIZM: Sarcina lutea ATTC nr 9341

3.1. Utrzymanie kultury macierzystej

Szczepi¢ Sarcina lutea na skosy agarowe podtoza do hodowli mikroorganizméw, o ktérym mowa w ust. 4.1. Dostosowaé pH
do 7. Inkubowa¢é przez noc w temperaturze okoto 35°C. Przechowywaé kulturg bakteryjng w lodéwee i przeszezepiaé na
nowe skosy agarowe raz w miesiacu.

3.2. Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej

Zebraé kulture macierzysta ze $wiezo przygotowanego skosu agarowego, o ktérym mowa w ust. 3.1, przy uzyciu od 2
do 3 ml roztworu soli fizjologicznej, o ktérej mowa w ust. 4.4. Uzyskana suspensja szczepi¢ 250 ml podloza do hodowli
mikroorganizméw, o ktérym mowa w ust. 4.1, umieszczonego w kolbie Roux, dostosowanej do pH 7. Inkubowaé
24 godziny w temperaturze 35°C. Zebraé hodowlg i umieéci¢ w 25 ml roztworu soli fizjologicznej, o ktérej mowa w ust. 4.4.
Homogenizowac i rozcienczy¢ suspensjg tak, aby transmisja $wiatla przez suspensjg, mierzona przy 650 nm, wynosita okoto
75%.

Suspensja przechowywana w lodéwce zachowuje trwato$¢ przez 7 dni.

Poprzez wstegpne proby przeszezepu na plytki z analizowanym podlozem, o ktérym mowa w ust. 4.1, okresli¢é wymagana
ilo$¢ inokulatu, przy ktérej wystepuja najwigksze i wyrazne strefy zahamowania dla réznych stezen tylozyny. Podloze do
hodowli mikroorganizméw szczepi¢ w temperaturze od 48 do 50 °C.

4. PODLOZE 1 ODCZYNNIKI

4.1.  Podloze podstawowe:
Glukoza lg
Pepton trypsynowy 10g
Ekstrakt migsny 1.5¢g
Ekstrakt drozdzowy 3g
Agar - w zaleznoSci od jakosci 10 do20 g
Woda destylowana do 1 000 ml

Bezpodrednio przed uzyciem — pH podtoza dostosowaé do 7, co jest konieczne do utrzymania szczepu macierzystego
i suspensji bakteryjnej, a w przypadku oznaczania — pH dostosowac do 8.

Moga by¢ zastosowane inne dostepne podloza o podobnym skladzie, dajace takie same wyniki.

42.  Roztwoér buforu fosforanowego, pH 8:

Dwuwodorofosforan potasu KH,PO, 0,523 g

Wodorofosforan dwupotasu K,HPO, 16,730 g

Woda destylowana do 1 000 ml
4.3, Roztw6r buforu fosforanowego, pH 7:

Dwuwodorofosforan potasu KH,PO, 5,5¢g

Wodorofosforan dwupotasu K,HPO, 13,6g

Woda destylowana do 1 000 ml

4.4.  Sterylny roztwér soli fizjologicznej.

4.5.  Czysty metanol.

4.6.  40% (v/v) metanol.

4.7.  Mieszanina roztworu buforu fosforanowego, o ktérym mowa w ust. 4.2, i czystego metanolu, w stosunku
objetosciowym 60:40.

4.8.  Substancja wzorcowa: tylozyna o znanej aktywnosci.

5. ROZTWORY WZORCOWE

Substancje wzorcows, o ktérej mowa w ust. 4.8, suszy¢ przez 3 godziny w piecu prézniowym (5 mm stupa rtgci)
w temperaturze 60°C. Nastgpnie odwazy¢ do kolby miarowej 10-50 mg tej substancji, rozpusci¢ w 5 ml metanolu, o ktérym
mowa w ust. 4.5, 1 rozciericzy¢ roztworem buforu fosforanowego, o ktérym mowa w ust. 4.3, aby otrzymaé roztwor
podstawowy tylozyny o stezenin 1 000 ug w 1ml.

Z otrzymanego roztworu podstawowego przygotowaé roztwdr wzorcowy roboczy S, zawierajacy 2 pg tylozyny w lml,
rozcienczajac mieszaning, o ktérej mowa w ust. 4.7.
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Nastepnie z tego roztworu przygotowad, metoda kolejnych rozcieficzen (1+1), przy uzyciu mieszaniny, o ktérej mowa
w ust. 4.7, nastgpujace stezenia:

S, 1 pg/ml
S, 0,5 ug/ml
S, 0,25 ug/ml

6. EKSTRAKCJA

W przypadku koncentratu przygotowaé probke o wadze 10 g, a w przypadku premiksu lub paszy o wadze 20 g. Dodaé 60 ml
roztworu buforu fosforanowego, o ktérym mowa w ust. 4.2, wezesniej ogrzanego do temperatury 80 °C i homogenizowad
przez 2 minuty, uzywajac kuchennego miksera lub urzadzenia o podobnym dziataniu.

Pozostawi¢ na 10 minut, doda¢ 40 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.5, i homogenizowa¢ przez 5 minut. Ekstrakt
odwirowa¢ i rozcienczy¢ podzielng cze$¢ mieszaning, o ktdrej mowa w ust. 4.7, aby otrzymad stgzenie tylozyny wynoszace
okoto 2 pg w 1ml (=Uy). Nastepnie przygotowaé stezenia U,, U, i U, metoda kolejnych rozcienczen (1+1) z uzyciem
mieszaniny, o ktorej mowa w ust. 4.7.

W przypadku stgzeri nizszych niz 10 ppm odparowal ekstrakt do sucha na wyparce rotacyjnej w temperaturze 35 °C,
a nastepnie pozostato$¢ rozpusci¢ w metanolu, o ktérym mowa w ust. 4.6.

7. SPOSOB POSTEPOWANIA

7.1. Szczepienie podloza do hodowli mikroorganizméw

Szczepié podloze, o ktérym mowa w ust. 4.1, o pH = 8 zawiesing bakteryjna, o ktdrej mowa w ust. 3.2, w temperaturze od
48 do 50 °C.

7.2. Przygotowanie ptytek

Dyfuzja w agarze jest prowadzona na ptytkach przy 4 stgzeniach wzorcowych roztworéw (Sg, S, S,, S)) 1 4 stezeniach
ekstraktu (Us, U, U, U)). Te 4 steZenia ekstraktu i wzorca powinny byé umieszczone na kazdej plytce. W tym celu wybrad
plytki o takich rozmiarach, aby mozna byto w podiozu agaru zrobi¢ 8 weglgbien o srednicy od 10 do 13 mm. Obliczy¢ iloéé
szczepionego podioza, o ktérym mowa w ust. 7.1, potrzebnego do jednolitego pokrycia tacki warstwg o grubosci okoto
2 mm. Badania moga by¢ prowadzone na szklanych ptytkach z umieszczonym na ich gérnej powierzchnii aluminiowym lub
plastikowym pierscieniem o $rednicy 200 mm i wysoko$ci 20 mm.

Do kazdego wglebienia odpipetowaé odmierzone objgtosci roztworu antybiotyku, od 0,10 do 0,15 ml na wglebienie,
odpowiednio do $rednicy. Aplikowaé kazde stgzenie co najmniej 4-krotnie, tak aby kazde oznaczenie odpowiadato
pomiarowi 32 stref zahamowania.

7.3. Inkubacja

Plytki inkubowa¢ przez noc w temperaturze od 35 do 37°C.

8. OBLICZANIE WYNIKOW

Zmierzy¢ $érednicg stref zahamowania, najlepiej metoda rzutowania. Nanie$é $rednie warto$ci na papier o skali
poétlogarytmicznej, zaznaczajac zalezno$¢ stezenia logarytmu i odpowiadajaca mu $rednice stref zahamowania. Wyznaczy¢
linie dla roztworu wzorcowego i dla ekstraktu. Linie nie powinny w zadnym punkcie przecinaé si¢ ze soba, lecz przebiegaé
réwnolegle.

Logarytm aktywno$ci wzglgdnej obliczy¢ wedtug nastgpujacego wzoru:

(UHU, + U, + Uy —S, - S, — S, — S,) x 0,602

U, + Ug+ S, +S,-U,-U,— S, - S,

Aktywno$¢ rzeczywista = aktywnos¢ przypuszezalna x aktywnos¢ wzgledna

9. SPRAWDZENIE METODY

Powtarzalno$¢

Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczaé 10%
w wartosci wzgledne;j.

6.8. OZNACZANIE KARBADOKSU

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawartoéci karbadoksu (metylo 3-(2-chinoksalinylometyleno)pikrynian N' N*-dwutlenek)
w paszach, premiksach i preparatach. Granica wykrywalnosci wynosi 1 mg/kg, a granica oznaczalnoéci wynosi 10 mg/kg.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest réwnowazona woda i poddawana ekstrakcji przy uzyciu mieszaniny metanolu i acetonitrylu. W przypadku pasz
podzielna cze$¢ przefiltrowanego ekstraktu zostaje oczyszczona na kolumnie z tlenkiem glinu. W przypadku premikséw
i preparatow podzielna czg$¢ przefiltrowanego ekstraktu zostaje rozcieniczona do odpowiedniego st¢zenia wodg, metanolem
i acetonitrylem. Zawarto$¢ karbadoksu oznacza si¢ metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej w ukladze faz
odwréconych (HPLC) przy uzyciu detektora UV.



Dziennik Ustaw Nr 154 — 11333 — Poz. 1086

3. ODCZYNNIKI 1 ROZTWORY

3.1. Metanol.

3.2. Acetonitryl, do HPLC.

3.3. Kwas octowy, w = 100%.

3.4. Tlenek glinu: obojetny, stopien aktywnosci 1.

3.5. Metanol — acetonitryl 1 + 1 (v +v).

Zmiesza¢ 500 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.1, z 500 ml acetonitrylu, o ktérym mowa w ust. 3.2.

3.6. Kwas octowy, c = 10%.

Rozcienczy¢ 10 ml kwasu octowego, o ktdrym mowa w ust. 3.3, woda do objgtosci 100 ml.

3.7. Octan sodu, CH;COONa.

3.8. Woda do HPLC.

3.9. Roztwoér buforu octanowego, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6.

Rozpuscié 0,82 g octanu sodu, o ktérym mowa w ust. 3.7, w 700 ml wody, o ktérej mowa w ust. 3.8, i dostosowaé pH do 6
kwasem octowym, o ktérym mowa w ust. 3.6. Przenies¢ do kolby miarowej o pojemnosci 1 1, uzupetni¢ do pelnej objetosci
kolby woda, o ktdrej mowa w ust. 3.8, 1 zmieszac.

3.10. Faza ruchoma do HPLC.

Zmiesza¢ 825 ml roztworu buforu octanowego, o ktérym mowa w ust. 3.9, i 175 ml acetonitrylu, o ktérym mowa w ust. 3.2.
Przefiltrowad przez filtr membranowy, o ktérym mowa w ust. 4.5, i odgazowaé roztwdr, w szczegdlno$ci przy zastosowaniu
tazni ultradZzwigkowej przez 10 minut.

3.11. Substancja wzorcowa:

Czysty karbadoks: metylo 3-(2-chinoksalinylometyleno)pikrynian N', N*-dwutlenek, E 850.

3.11.1. Roztwér wzorcowy podstawowy karbadoksu, 100 pg/ml, przy uwzglednieniu ust. 5.

Odwazy¢, z dokladnoscia do 0,1 mg, 25 mg substancji wzorcowej, o ktérej mowa w ust. 3.11, do kolby miarowej
o pojemnosci 250 ml. Rozpusci¢ w mieszaninie metanolu i acetonitrylu, o ktérej mowa w ust. 3.5, na tazni ultradzwigkowej,
o ktérej mowa w ust. 4.7. Po zastosowaniu ultradZwickdéw doprowadzié roztwér do temperatury pokojowej, uzupetni¢ do
pelnej objetosci kolby mieszaning metanolu i acetonitrylu, o ktérej mowa w ust. 3.5, i zmieszaé. Kolbe owinaé folig
aluminiowg lub zastosowaé ciemne szklane naczynie laboratoryjne i przechowywaé w lodéwce. Roztwdr w temperaturze
do 4°C zachowuje stabilno$¢ do miesiaca.

3.11.2. Roztwory kalibracyjne.

Przenie$¢ 2, 5, 10 1 20 ml roztworu wzorcowego podstawowego karbadoksu, o ktérym mowa w ust. 3.11.1, do partii kolb
miarowych o pojemnoéci 100 ml. Dodaé 30 ml wody, uzupetnié mieszaning metanolu i acetonitrylu, o ktdrej mowa
w ust. 3.5, do pelnej objetosei kolb i zmieszaé. Kolbe owingé folig aluminiows. Roztwory te odpowiadaja odpowiednio 2, 5,
10 1 20 pg/ml karbadoksu. Roztwory kalibracyjne sporzadza si¢ bezposrednio przed uzyciem.

Do oznaczenia karbadoksu w paszach zawierajgcych mniej nii 10 mg/kg — sporzqdza sig roztwory kalibracyjne o stgZeniu
nizszym niz 2 ng/ml.

3.12. Mieszanina wody 1 mieszanina metanolu z acetonitrylem, o ktérej mowa w ust. 3.5, w stosunku 300 + 700 (v + v):
Zmiesza¢ 300 ml wody z 700 m] mieszaniny metanolu i acetonitrylu, o ktérej mowa w ust. 3.5.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Wstrzasarka laboratoryjna lub mieszadto magnetyczne.

4.2. Filtr szklany, Whatman GF/A lub podobny.

4.3. Szklana kolumna o dilugoéci od 300 do 400 mm, wewngtrznej $rednicy okoto 10 mm, ze spiekiem szklanym oraz
zaworem odplywowym.

Dopuszcza si¢ uiycie szklanej kolumny 7 kurkiem lub ze Scigtym koricem i w takim przypadku w dolnym kovicu umieszcza
si¢ zwitek waty szklanej, ubity szklanym pretem.

4.4, Sprz¢t do HPLC z systemem do dozowania umozliwiajacym dozowanie 20 ul.

4.4.1. Kolumna do chromatografii cieczowej o wymiarach 300 x 4 mm, C,y, wypelnienie 10 um lub réwnowazne.

4.4.2. Detektor UV z regulacjg dtugosci fal lub detektor diodowy pracujacy w zakresie do 225 do 400 nm.

4.5. Filtr membranowy, 0,22 pm.

4.6. Filtr membranowy, 0,45 um.

4.7. Laznia ultradzwickowa.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

Poniewaz karbadoks jest wrailiwy na Swiatto, zaleca si¢, aby wszystkie czynnosci byly przeprowadzane priy ograniczonym
dostepie Swiatta lub 7 zastosowaniem szkta oraniowego lub szkla zabezpieczonego folig aluminiowq.

5.1. Wskazéwki ogdlne

5.1.1. Slepa préba paszy

Do badania odzysku przeprowadzi¢ analiz¢ Slepej proby paszy w celu sprawdzenia, czy nie zawiera ona karbadoksu
1 substancji interferujacych.

Slepa préba paszy powinna by¢ podebna do badanej probki, a jej analiza nie powinna potwierdzal obecnosci karbadoksu
i substancji interferujqcych.

5.1.2. Badanie odzysku

Badanie odzysku przeprowadzié, analizujac $lepa probe paszy, o ktérej mowa w ust. 5.1.1, fortyfikowang przez dodanie
znanej ilosci karbadoksu, o wadze zblizonej do tej, ktdra znajduje si¢ w probee. Aby fortyfikowaé na poziomie 50 mg/kg,
doda¢ 5 ml roztworu wzorcowego podstawowego karbadoksu, o ktéorym mowa w ust. 3.11.1, do kolby stozkowej
o pojemnoéci 200 ml. Odparowaé roztwér w strumieniu azotu do objetosci okoto 0,5 ml. Dodaé 10 g $lepej proby paszy,
zmieszac i pozostawi¢ na 10 minut przed przejéciem do etapu ekstrakcji, o ktérym mowa w ust. 5.2.

Jezeli nie mozna przeprowadzi¢ badania $lepej proby paszy podobnej do badanej prébki, uwzgledniajac ust. 5.1.1, badanie
odzysku mozna przeprowadzié, stosujac metodg dodawania wzorca. W tym przypadku przeznaczona do analizy prébka jest
fortyfikowana przez dodanie znanej iloci karbadoksu, o wadze zblizonej do tej, ktdra znajduje sie¢ w analizowanej probee.
Prébke te poddaje si¢ analizie wraz z niefortyfikowana probka, a odzysk moze byé obliczony przez odjecie od probki
fortyfikowanej masy probki niefortyfikowane;.
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5.2. Ekstrakcja

5.2.1. Pasze

QOdwazy¢, z doktadnoécig do 0,01 g, okoto 10 g prébki i przenies¢ do kolby stozkowej o pojemnosci 200 ml. Dodaé 15 ml
wody, zmieszac i réwnowazy¢ przez 5 minut. Dodaé 35 ml mieszaniny metanolu i acetonitrylu, o ktdrej mowa w ust. 3.5,
zamkna¢ korkiem i wstrzasa¢ przez 30 minut z zastosowaniem wstrzasarki lub mieszadla magnetycznego, o ktérych mowa
w ust. 4.1. Przefiltrowaé roztwér przez filtr szklany, o ktéorym mowa w ust. 4.2. Roztwdr zachowuje si¢ do etapu
oczyszczania, o ktérym mowa w ust. 5.3.

5.2.2. Premiksy o zawarto$ci od 0,1 do 2% karbadoksu

Odwazy¢, z dokladno$cig do 0,01 g, okoto 1 g niezmielonej prébki i przeniesé do kolby stozkowej o pojemnosci 200 ml.
Doda¢ 15 ml wody, zmiesza¢ i rbwnowazy¢ przez 5 minut. Dodaé 35 ml mieszaniny metanolu 1 acetonitrylu, o ktérej mowa
w ust. 3.5, zamkna¢ korkiem i wstrzgsa¢ przez 30 minut z uzyciem wstrzasarki lub mieszadla magnetycznego, o ktérych
mowa w ust. 4.1. Przefiltrowac ten roztwor przez filtr szklany, o ktérym mowa w ust. 4.2. Pipeta przenie$¢ podzielng czg$é
filtratu do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml. Dodac 15 ml wody, uzupelni¢ do peinej objetosci kolby mieszaning metanolu
z acetonitrylem, o ktérej mowa w ust. 3.5, i zmieszal. Stezenie karbadoksu w roztworze koficowym powinno wynies¢ okoto
10 ug/ml. Podzielng czgéé roztworu przefiltrowaé przez filtr, o ktérym mowa w ust. 4.6. Przystapi¢ do oznaczania HPLC,
o ktérym mowa w ust. 5.4.

5.2.3. Preparaty o zawarto$ci karbadoksu wyzszej niz 2%

Qdwazy¢, z dokladnos$cia do 0,001 g, okoto 0,2 g niezmielonej prébki i przenie$¢ do kolby stozkowej o pojemnosci 250 ml.
Doda¢ 45 ml wody, zmieszaé i réwnowazyé przez 5 minut. Dodaé 105 ml mieszaniny metanolu z acetonitrylem, o ktérej
mowa w ust. 3.5, zamkna¢ korkiem i homogenizowac. Poddaé probke dziataniu ultradzwickéw przez 15 minut, a nastgpnie
wstrzasaé z zastosowaniem wstrzgsarki lub mieszadla magnetycznego, o ktérych mowa w ust. 4.1, przez 15 minut.
Przefiltrowaé roztwér przez filtr szklany, o ktérym mowa w ust. 4.2. Rozciericzy¢ podzielng czg$é filtratu mieszaning wody
i mieszaning metanolu z acetonitrylem, o ktérej mowa w ust. 3.12, aby uzyskaé ostateczne stezenie karbadoksu od 10
do 15 pg/ml; w przypadku preparatéw 10%, wspolczynnik rozcieniczania wynosi 10. Podzielng czg$é przefiltrowaé przez
filtr, o ktérym mowa w ust. 4.6. Przystapi¢ do analizy HPLC, o ktérej mowa w ust. 5.4.

5.3. Oczyszczanie

5.3.1. Przygotowanie kolumny tlenku glinu

Odwazy¢ 4 g tlenku glinu, o ktérym mowa w ust. 3.4, i przenies¢ do szklanej kolumny, o ktérej mowa w ust. 4.3.

5.3.2. Czyszczenie probki

Umiesci¢ 15 ml odfiltrowanego ekstraktu, o ktérym mowa w ust. 5.2.1, w kolumnie z tlenkiem glinu i usuna¢ pierwsze 2 ml
eluentu. Nastgpnie zebraé kolejne 5 ml i przefiltrowaé podzielng czgé¢ przez filtr, o ktérym mowa w ust. 4.6. Przystapi¢ do
oznaczania HPLC, o ktérym mowa w ust. 5.4.

5.4. Oznaczanie HPLC

5.4.1. Parametry

Podane nizej parametry oznaczania sg przykladowe.

Kolumna do chromatografii cieczowej, 300 x 4 mm, C,4, wypelnienie 10 um lub réwnowazne
o ktérej mowa w ust. 4.4.1:

Faza ruchoma, o ktérej mowa w ust. 3.10: Mieszanina, w stosunku 825 + 175 (v + v): buforu
octanowego, o ktérym mowa w ust. 3.9, i acetonitrylu,
o ktérym mowa w ust. 3.2

Predkosé przeptywu: 1,5 — 2 ml/min
Dtugo$¢ fali przy detekcji: 365 nm
Dozowana objetosé: 20 ul

Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametréw gwarantujgcych uzyskanie réwnowaznych wynikéw.

Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilka razy roztwér kalibracyjny, o ktérym mowa w ust. 3.11.2,
zawierajacy 5 png/ml, az do uzyskania statych wysokosci (powierzchni) piku i czaséw retencji.

5.4.2. Krzywa kalibracyjna

Zadozowa( kilka razy kazdy z wzorcowych roztwordéw, o ktérych mowa w ust. 3.11.2, i okresli¢ wysoko$ci (powierzchnie)
piku dla kazdego stezenia. Wykre$li¢ krzywa kalibracyjna, odkladajac $rednie wysokosci (powierzchnie) pikéw
kalibracyjnych roztwordw na osi rz¢dnych oraz odpowiadajace im stgzenia w pg/ml na osi odcigtych.

5.4.3. Roztwor probki

Zadozowal kilka razy ekstrakt probki otrzymany dla pasz, o ktérych mowa w ust. 5.2.1, dla premikséw, o ktérych mowa
w ust. 5.2.2, oraz dla preparatéw, o ktérych mowa ust. 5.2.3, 1 okre$li¢ $rednig wysoko$é (powierzchnig) piku dla pikéw
karbadoksu.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) pikéw karbadoksu roztworu prébki, okresli¢ stezenie roztworu probki
w pg/ml odnoszac si¢ do wykresu kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 5.4.2.
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6.1. Pasze
Zawarto$¢ karbadoksu w prébee, wyrazona w mg/kg, obliczyé wedtug nastgpujacego wzoru:
dxV,
w= ——[mg/kg]
m
gdzie:

8 — stgzenie w pg/ml karbadoksu w ekstrakcie probki, o ktérym mowa w ust. 5.3.2,
V, — objeto$¢ w ml ekstraktu, w przypadku pasz, proponuje sie zastosowac 50 ml,
m — masa w g probki.
6.2. Premiksy i preparaty
Zawarto$¢ karbadoksu w probee, wyrazong w mg/kg, obliczyé wedtug nastepujacego wzoru:

dxV,xf
w= ————[mg/kg]

m

gdzie:
d — stezenie w pg/ml karbadoksu w ekstrakcie probki, o ktérym mowa w ust. 5.2.2 lub w ust. 5.2.3,
V, — objgtos¢ ekstraktu w ml, 50 ml w przypadku premikséw lub 150 ml w przypadku preparatow,
f — wspdtezynnik rozcieniczenia zgodny z ust. 5.2.2 w przypadku premikséw lub zgodny z ust. 5.2.3 w przypadku preparatéw,
m — masa w g prébki.
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Sprawdzenie tozsamosci
Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografi¢ lub zastosowanie detektora diodowego, przy uzyciu
ktérego poréwnuje sig widma ekstraktu probki i roztworu kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 3.11.2, zawierajacego
10 pg/ml karbadoksu.
7.1.1. Kochromatografia
Ekstraky prébki fortyfikuje si¢ przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 3.11.2.
Tlo$¢ dodanego karbadoksu powinna odpowiadad ilosci karbadoksu w ekstrakcie probki.
Powinna zwiekszy¢ si¢ tylko wysokosé piku karbadoksu po uwzglednieniu zaréwno dodanej ilosci, jak i stopnia rozciefczenia
ekstraktu. Szeroko$¢ piku w potowie jego wysokosci powinna miescic sig w granicach +10% pierwotnej szerokosci.
7.1.2. Detekcja diodowa
Wiyniki ocenia si¢ wedtug nastepujacych kryteriow:
1) dlugo$¢ fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji probki i widm wzorcowych zapisana w punkcie wierzchotka piku
zarejestrowanego na chromatogramie powinna by¢ taka sama, po uwzglednieniu marginesu okreslonego zdolnoscia
rozdzielcza systemu detekcji; w przypadku detekcji diodowej zdolno$é rozdzielcza miescei si¢ zazwyczaj w granicach +2 nm;
2) w zakresie pomiedzy 225 a 400 nm prébka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzchotka piku na chromatogramie
nie powinny si¢ rézni¢ dla tych cze¢éei widma w zakresie od 10 do 100% wzglednej absorbancji; kryterium uwaza si¢ za
spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne warto$ci i w ramach Zadnego z obserwowanych punktéw rozbieznosé
migdzy 2 widmami nie jest wyzsza niz 15% absorbancji wzorcowego analitu;
3) w zakresie od 225 do 400 nm widma warto$ci rosnacych, szczytowych i malejacych ekstraktu prébki nie powinny rézni¢
si¢ od siebie dla tych czgsci widma w zakresie od 10 do 100% absorbancji wzglednej; kryterium uwaza si¢ za spetnione,
jezeli wystgpuja te same maksymalne warto$ci i w ramach zadnego z obserwowanych punktéw rozbieznos¢ miedzy
2 widmami nie jest wyzsza niz 15% widma wartoéci szczytowej.
Jezeli jedno z tych kryteriéw nie jest spetnione, obecnos$¢ analitu nie jest potwierdzona.
7.2. Powtarzalno§é
Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej prébki nie powinna przekraczaé
15% najwyzszego wyniku, dla zawarto$ci karbadoksu réwnej lub wyzszej niz 10 mg/kg.
7.3. Odzysk
W przypadku fortyfikacji §lepej proby paszy lub préby paszy odzysk powinien wynosi¢ co najmniej 90%.

8. WYNIKI BADAN MIEDZYLABORATORYJNYCH

W ramach wspdlpracy 8 laboratoriéw przeprowadzono analize 6 probek pasz, 4 premikséw i 3 preparatéw. Analize kazdej
prébki przeprowadzono 2-krotnie”. W tabeli 19 i 20 podano wyniki przeprowadzonych badari pordwnawczych.

Tabela 19. Wyniki badai poréwnawczych dla pasz

Prébka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4 Prébka 5 Probka 6
L 8 8 8 8 8 8
n 15 14 15 15 15 15
Srednia (mg/kg) 50 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
S, (mg/kg) 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
CV.(%) 5,8 5,6 2,9 3,1 3,2 473
Sg(mg/kg) 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CVi (%) 7,8 8,7 4.6 5,2 4.8 49
Zawarto$é 50 50 50 50 50 50
nominalna
(mg/kg)

) Bardziej szczegbtowe informacie dotyczace tej analizy mozna znalez¢ w Dzienniku AOAC International, Tom 71, 1988, s. 484 - 490.
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Tabela 20. Wyniki badai poréwnawczych dla premikséw i preparatéw

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
(mg/kg)
S, 0,37 0,28 0,28 0,44 4,1 5,1 7,7
CV (%) 4,2 3 3 5 4,3 52 7.4
Sg(mg/kg) 0,37 0,28 0,40 0,55 5.4 6.4 7,7
CV; (%) 4,2 3 4,3 6,3 5,7 6,5 7.4
Zawarto$§¢é 10 10 10 10 100 100 100
nominalna
(mg/kg)

L — liczba laboratoriéw; n — liczba pojedynczych warto$ci; S, — odchylenie standardowe powtarzalnoscei; CV,— wspdtczynnik
zmienno$ci powtarzalnosci; S, — odchylenie standardowe odtwarzalno$ci; CVy — wspdtczynnik zmiennosci odtwarzalno$ei.

6.9. OZNACZANIE OLAQUINDOKSU

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci olaquindoksu (2-[N-2'-(hydroksyetyl)karbamoil]-3-metylochinoksalino-N',N*-
dioksyd) w paszach. Dolna granica oznaczalno$ci metody wynosi 5 mg/kg.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest ekstrahowana mieszaning wody i metanolu. Zawarto$¢ olaquindoksu jest oznaczana metodg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) z faza odwrdcona przy uzyciu detektora UV.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Metanol.

3.2. Metanol do HPLC.

3.3. Woda do HPLC.

3.4. Faza ruchoma do HPLC:

Mieszanina wody, o ktdrej mowa w ust. 3.3, i metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.2, w stosunku 900 + 100 (V + V).

3.5. Substancja wzorcowa: czysty olaquindoks (2-[N-2'-(hydroksyetyl)karbamoil]-3-metylochinoksalino-N',N*-dioksyd,
E 851).

3.5.1. Roztwér wzorcowy podstawowy olaquindoksu, 250 pg/ml.

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,1 mg, 50 mg olaquindoksu, o ktérym mowa w ust. 3.5, do kolby miarowej o pojemnosci
200 ml i doda¢ okoto 190 ml wody. Nastgpnie umiesci¢ kolbg w tazni ultradzwigkowej, o ktérej mowa w ust. 4.1,
na 20 minut. Po zastosowaniu ultradzwigk6w roztwér doprowadzi¢ do temperatury pokojowej, uzupehnié do petnej objetosci
kolby wodg i1 zmieszaé. Przykry¢ kolbg¢ folia aluminiowa i1 przechowywaé w lodéwce. Roztwér powinien byé
przygotowywany raz w miesigcu.

3.5.2. Roztwér wzorcowy posredni olaquindoksu, 25 pg/ml.

Przenie$¢ 10 ml roztworu wzorcowego podstawowego, o ktérym mowa w ust. 3.5.1, do kolby miarowej o pojemnosci
100 ml, uzupetnié do pelnej objetosci kolby fazg ruchoma, o ktérej mowa w ust. 3.4, i zmieszaé. Przykryé kolbe folig
aluminiowa. Roztwér powinien by¢ przygotowywany codziennie.

3.5.3. Roztwory kalibracyjne.

Do kolb miarowych o pojemno$ci 50 ml przenie$é¢ 1, 2, 5, 10, 15 i 20 ml roztworu wzorcowego posredniego, o ktérym mowa
w ust. 3.5.2. Uzupetnié do pelnej objetosei kolb fazg ruchoma, o ktérej mowa w ust. 3.4, i zmieszal. Przykry¢ kolbe folig
aluminiowa. Roztwory te odpowiadaja odpowiednio 0,5, 1, 2,5, 5, 7,5, i 10 pg olaquindoksu/ml. Roztwory powinny by¢
przygotowywane codziennie.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Laznia ultradzwickowa.

4.2. Wstrzgsarka mechaniczna.

4.3. Aparat do HPLC z detektorem o zmiennej dtugosci fali lub detektorem diodowym.

4.3.1. Kolumna do chromatografii cieczowej o wymiarach 250 x 4 mm, C,y, wypelnienie 10 um lub réwnowazne.

4.4. Filtr membranowy, 0,45 um.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

Poniewai olaquindoks jest wrailiwy na Swiatto, zaleca sie, aby wszystkie czynnosci byly przeprowadzane przy
ograniczonym dostgpie $Swiatla lub z zastosowaniem szkta oraniowego.

5.1. Wskazéwki ogdlne

5.1.1. Podda¢ analizie §lepg probe paszy w celu potwierdzenia braku olaquindoksu i substancji interferujacych.

5.1.2. Badanie odzysku przeprowadzi¢, analizujac $lepa probe paszy fortyfikowang przez dodanie znanej iloéci olaquindoksu,
o wadze zblizonej do tej, ktéra znajduje si¢ w probce. Aby fortyfikowaé na poziomie 50 mg/kg, przenies¢ 10 ml roztworu
wzorcowego podstawowego, o ktérym mowa w ust. 3.5.1, do kolby stozkowej o pojemno$ci 250 ml i odparowaé roztwoér do




Dziennik Ustaw Nr 154 — 11337 — Poz. 1086

okoto 0,5 ml. Dodaé 50 g $lepej proby paszy, dokladnie zmieszaé i pozostawi¢ na 10 minut, kilkakrotnie mieszajac przed
przej$ciem do etapu ekstrakcji, o ktdrym mowa w ust. 5.2.
Slepa préba paszy powinna by¢ podobna do badanej probki, a jej analiza nie powinna potwierdzaé obecnosci
olaquindoksu.
5.2. Ekstrakcja
Qdwazy¢, z dokladnoscia 0,01 g, okoto 50 g probki. Przenie$é do kolby stozkowej o pojemnoscei 1 1, dodaé 100 ml metanolu,
o ktérym mowa w ust. 3.1, i umiesci¢ kolbe na 5 minut w tazni ultradZzwigkowej, o ktérej mowa w ust. 4.1. Dodaé 410 ml
wody 1 pozostawi¢ w laZzni ultradZwigkowej na 15 minut. Wyjaé kolbe z tazni i wstrzasaé nig przez 30 minut z uzyciem
wstrzasarki mechanicznej, o ktérej mowa w ust. 4.2, nastgpnie przefiltrowaé przez pofaldowany filtr. Przenies¢ 10 ml filtratu
do kolby miarowej o pojemnosci 20 ml, uzupetni¢ do petnej objgtosci kolby woda i zmieszal. Przefiltrowaé podzielng czg$é
przez filtr membranowy, o ktérym mowa w ust. 4.4, przy uwzglednieniu ust. 9. Przystapi¢ do oznaczania HPLC,
o ktérym mowa w ust. 5.3.
5.3. Oznaczanie HPLC
5.3.1. Parametry
Podane nizej parametry oznaczania sa przyktadowe.

Kolumna chromatograficzna, o ktérej mowa w ust. 4.3.1: 250 x 4 mm, C,,, wypelnieniel 0 pm lub réwnowazne

Faza ruchoma, o ktdrej mowa w ust. 3.4: mieszanina, w stosunku 900 + 100 (v + v): wody, o ktérej
mowa w ust. 3.3, 1 metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.2

Predkos¢ przeplywu: 1,5 — 2 ml/min
Dlugos¢ fali przy detekcji: 380 nm
Dozowana objetosé: 20 ul — 100 pl

Sprawdzi¢ stabilno$é¢ systemu chromatograficznego, dozujgc kilkakrotnie roztwor kalibracyjny, o ktérym mowa w ust. 3.5.3,
zawierajacy 2,5 ug/ml, az do uzyskania stalych wysokos$ci piku i czaséw retencji.

Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametréw gwarantujgcych uzyskanie rGwnowaznych wynikdw.

5.3.2. Krzywa kalibracyjna

Zadozowa¢é kilka razy kazdy z roztwordw Kalibracyjnych, o ktoérych mowa w ust. 3.5.3, i okreli¢ $rednie wysokosci
(powierzchnie) piku dla kazdego stezenia. Wykresli¢ krzywa kalibracyjng, odktadajac $rednie wysokosci (powierzchnie)
pikéw roztwordw kalibracyjnych na osi rz¢dnych oraz odpowiadajace im stgzenia w plg/ml na osi odcigtych.

5.3.3. Roztwor probki

Zadozowa¢ kilka razy ekstrakt probki, o ktérym mowa w ust. 5.2, stosujac taka sama objgtos¢ jak przy kalibracyjnych
roztworach, i okresli¢ $rednig wysokos¢ (powierzchnig) piku dla pikéw olaquindoksu.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) pikéw olaquindoksu roztworu prébki okresli¢ stezenie roztworu probki
w pg/ml, odnoszac si¢ do wykresu kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 5.3.2.

Zawarto$¢ olaquindoksu w probee w mg/kg obliczy¢ wedlug nastepujacego wzoru:

cx 1000

W=
m

gdzie:
¢ — stezenie w ug/ml olaquindoksu w ekstrakcie prébki, o ktérym mowa w ust. 5.2,
m — masa w g probki, o ktérej mowa w ust. 5.2.
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Sprawdzenie tozsamosci
Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografie lub zastosowanie detektora diodowego, przy uzyciu
ktérego poréwnuje sig widma ekstraktu probki, o ktérym mowa w ust. 5.2, 1 roztworu kalibracyjnego, o ktérym mowa
w ust. 3.5.3, zawierajacego 5 ng/ml olaquidoksu.
7.1.1. Kochromatografia
Ekstrakt prébki, o ktérym mowa w ust. 5.2, fortyfikuje si¢ przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu kalibracyjnego,
o ktérym mowa w ust. 3.5.3. Tloé¢ dodanego olaquindoksu powinna odpowiadac ilosci olaquindoksu w ekstrakcie probki.
Powinna zwigkszy¢ sig tylko wysokosé¢ piku olaquindoksu po uwzglgdnieniu zaréwno dodanej ilosci, jak i rozciericzenia
ekstraktu. Szeroko$¢ piku w polowie jego wysokosci powinna mieséciC si¢ w granicach £10% pierwotnej szerokosei piku
niefortyfikowanego ekstraktu prébki.
7.1.2. Detekcja diodowa
Wiyniki ocenia sig¢ wedlug nastepujacych kryteriéw:
1) dlugosé¢ fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji probki i widm wzorcowych zapisana w punkcie wierzchotka piku
zarejestrowanego na chromatogramie powinna by¢ taka sama, po uwzglednieniu marginesu okreslonego zdolnoscia
rozdzielczg systemu detekeji; w przypadku detekcji diodowej zdolnosé rozdzielcza miesci sie zazwyczaj w granicach £2 nm;
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2) w zakresie pomigdzy 220 a 400 nm prébka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzchotka piku na chromatogramie
nie powinny si¢ rézni¢ dla tych cze$ci widma w zakresie od 10 do 100% wzglednej absorbancji; kryterium uwaza si¢ za
spetnione, jezeli wystgpuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punktéw, rozbieznosé
miedzy 2 widmami nie jest wigksza niz 15% absorbancji wzorcowego analitu;

3) w zakresie od 220 do 400 nm widma wartosci rosnacych, szczytowych i malejacych ekstraktu prébki nie powinny réznié
si¢ od siebie dla tych czgsci widma w zakresie od 10 do 100% absorbancji wzglednej; kryterium uwaza si¢ za spetnione,
jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punktdéw, rozbieznos¢ miedzy 2
widmami nie jest wieksza niz 15% widma wartosci szczytowe;.

Jezeli jedno z tych kryteridéw nie jest spelnione, obecno$¢ analitu nie jest potwierdzona.

7.2. Powtarzalnoé¢

Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczefh wykonanych dla tej samej prébki nie powinna przekraczaé 15%
najwyzszego wyniku, dla zawartosci olaquindoksu od 10 do 200 mg/kg.

7.3. Odzysk

Odzysk olaquindoksu dodanego do $lepej proby paszy nie moze by¢ nizszy niz 90%.

8. WYNIKI BADAN MIEDZYLABORATORYJNYCH

W ramach wspétpracy 13 laboratoriéw, przeprowadzono analizg 4 probek. Byly to prébki pobrane z paszy dla prosiat, w tym
jedna §lepa préba. W tabeli 21 podano wyniki przeprowadzonych badan poréwnawczych.

Tabela 21. Wyniki badan poréwnawczych

Prébka 1 Prébka 2 Probka 3 Préobka 4

L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
Srednia (mg/kg) — 14,6 48 95,4
S, (mg/kg) — 0,82 2,05 6,36
Sg (mg/kg) - 1,62 4,28 8,42
CV. (%) - 5,6 43 6,7
CV; (%) - 11,1 8,9 8.8
Nominalna zawarto$¢ B 15 50 100
(mg/kg)

Odzysk (%) - 97,3 96 95,4

L — liczba laboratoriéw; n — liczba pojedynczych warto$ci; S, — odchylenie standardowe powtarzalnosci; Sy — odchylenie
standardowe odtwarzalnos$ci wynikéw; CV, — wspdtezynnik zmienno$ci powtarzalnosci; CVy, — wspdlczynnik zmiennosci
odtwarzalnoéci.

9. OBJASNIENIA

Metoda nie byla sprawdzana dla pasz zawierajacych wigeej niz 100 mg/kg olaquindoksu, zaklada si¢ jednak otrzymanie
zadowalajacych wynikéw poprzez zmniejszenie odwazki analitycznej lub rozcieniczenie ekstraktu, o ktérym mowa w ust. 5.2,
w celu otrzymania steZenia w zakresie krzywej kalibracyjnej, o ktérym mowa w ust. 5.3.2.

ROZDZIAL. 7
BADANIE KOKCYDIOSTATYKOW I INNYCH PRODUKTOW LECZNICZYCH
7.1. OZNACZANIE METYLOBENZOQUATU

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci metylobenzoquatu (7-benzyloksy-6-butylo-3-metoksykarbonylo-4-chinolon)

w paszach. Dolna granica oznaczalno$ci metody wynosi 1 mg/kg.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Metylobenzoquat ekstrahuje sig z prébki metanolowym roztworem kwasu metanosulfonowego. Ekstrakt oczyszcza sig
dwuchlorometanem metodg chromatografii jonowymiennej, a nastgpnie ponownie dwuchlorometanem. Zawartosé
metylobenzoquatu jest oznaczana metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwrdcong faza (HPLC) z uzyciem
detektora UV.

3. ODCZYNNIKI 1 ROZTWORY

3.1. Dwuchlorometan.

3.2. Metanol do HPLC.

3.3. Faza ruchoma HPLC:

Mieszanina metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.2, i wody do HPLC, w stosunku 75 + 25 (v+v).

Przefiltrowad przez filtr, o ktérym mowa w ust. 4.5, i odgazowad roztwér, w szczegdlnoscei przy zastosowaniu ultradZzwickdw
przez 10 minut.

3.4. Roztwér kwasu metanosulfonowego, s=2%.

Rozcienczy¢ 20 ml kwasu metanosulfonowego metanolem, o ktérym mowa w ust. 3.2, do objgtosci 1 L.

3.5. Roztwoér kwasu chlorowodorowego, s=10%

Rozcienczy¢ 100 ml kwasu chlorowodorowego (p 5, = 1,18 g/ml) wodg do objetosci 1 1.
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3.6. Zywica kationowowymienna Amberlit CG-120 (Na), 100 do 200 oczek.

Zywice czebciowo przygotowywuje sie przed uzyciem, sporzadzajac zawiesing ze 100 g zywicy i 500 ml roztworu kwasu
chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.5, i ogrzewa na plycie grzewczej do wrzenia, ciggle mieszajac. Pozostawié do
schtodzenia i zdekantowaé kwasem. Przefiltrowaé w warunkach prézni na filtrze z bibuty. Zywice przemy¢ 2-krotnie 500 ml
porcjami wody, a nastepnie 250 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.2. Zywice przemy¢ ponownie 250 ml metanolu
i wysuszy¢, przepuszczajac powietrze przez warstwe zywicy na filtrze. Wysuszona zZywicg przechowywaé w zakorkowanej
butelce.

3.7. Substancja wzorcowa: czysty metylobenzoquat (7-benzyloksy-6-butylo-3-metoksykarbonylo-4-chinolon)

3.7.1. Roztwér wzorcowy podstawowy metylobenzoquatu, 500 pg/ml.

Odwazy¢, z doktadnoseig do 0,1 mg, 50 mg substancji wzorcowej, o ktérej mowa w ust. 3.7, rozpusci¢ w roztworze kwasu
metanosulfonowego, o ktérym mowa w ust. 3.4, w kolbie miarowej o pojemnosci 100 ml, uzupelié¢ do pelnej objetosci
kolby kwasem i zmieszac.

3.7.2. Rozwér wzorcowy posredni metylobenzoquatu, 50 pg/ml.

Do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml przenie$¢ 5 ml podstawowego roztworu wzorcowego metylobenzoquatu, o ktérym
mowa w ust. 3.7.1, uzupenié¢ do pelnej objetosei kolby metanolem, o ktérym mowa w ust. 3.2, 1 zmieszac.

3.7.3. Roztwory wzorcowe do kalibracji.

Do kolb miarowych o pojemnosci 25 ml przenie$¢ kolejno 1, 2, 3, 4 i 5 ml roztworu wzorcowego posredniego
metylobenzoquatu, o ktérym mowa w ust. 3.7.2. Uzupelnié¢ do petnej objetosci kolb faza ruchoma, o ktérej mowa w ust. 3.3,
i zmiesza¢. Roztwory te maja odpowiednio stezenia 2, 4, 6, 8 i 10 pg/ml metylobenzoquatu. Roztwory te przygotowad
bezposrednio przed uzyciem

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Wstrzasarka laboratoryjna.

4.2. Prézniowa wyparka rotacyjna.

4.3. Kolumna szklana (250 mm x 15 mm) z kranem i zbiornikiem o pojemnosci okoto 200 ml.

4.4. Sprzgt do HPLC z detektorem UV o zmiennej dtugoscei fali miarowej lub z detektorem diodowym.

4.4.1. Kolumna do chromatografii cieczowej: 300 x 4 mm, C,,, wypetnienie 10 um lub réwnowazne.

4.5. Filtry membranowe, 0,22 um.

4.6. Filtry membranowe, 0,45 um.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Wskazéwki ogdlne

5.1.1. Poddaé analizie $lepg probe paszy w celu sprawdzenia, czy nie zawiera ona metylobenzoquatu i substancji
interferujacych.

5.1.2. Przeprowadzi¢ badanie odzysku, analizujac Slepa prébe paszy fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci
metylobenzoquatu, o wadze zblizonej do tej, ktéra znajduje si¢ w analizowanej prébce. Aby fortyfikowaé na poziomie
15 mg/kg, doda¢ 600 ul roztworu wzorcowego podstawowego, o ktérym mowa w ust. 3.7.1, do 20 g §lepej proby paszy,
zmieszad i odczekad 10 minut do rozpoczecia ekstrakgeji, o ktérej mowa w ust. 5.2.

Slepa préba paszy powinna by¢ podobna do badanej probki, a jej analiza nie powinna potwierdzaé obecnosci
metylobenzoquatu.

5.2. Ekstrakcja

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,01 g, okoto 20 g przygotowanej préby i umiesci¢ w kolbie stozkowej o pojemnosei 250 ml.
Doda¢ 100 ml roztworu kwasu metanosulfonowego, o ktérym mowa w ust. 3.4, 1 wstrzgsa¢ mechanicznie przy zastosowaniu
wstrzasarki, o ktérej mowa w ust. 4.1, przez 30 minut. Roztwér filtrowaé przez filtr z bibuly 1 zachowa¢ filtrat do rozdziatu
w uktadzie ciecz — ciecz, o ktérym mowa w ust. 5.3.

5.3. Rozdzial w ukladzie ciecz — ciecz

Do rozdzielacza o pojemnosci 500 ml zawierajacego 100 ml roztworu kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.5,
wprowadzi¢ 25 ml otrzymanego wczeéniej filtratu, o ktdrym mowa w ust. 5.2. Doda¢ 100 ml dwuchlorometanu, o ktérym
mowa w ust. 3.1, i wstrzasa¢ przez minute. Pozostawi¢ do rozdzielenia si¢ warstw, a nastgpnie dolng warstwe
(dwuchlorometanowa) spuéci¢ do kolby okraglodennej o pojemnoséci 500 ml. Powtdrzyé ekstrakcje fazy wodnej, dodajac
2 porcje 40 ml dwuchlorometanu, i potaczy¢ je z pierwszym ekstraktem w kolbie okraglodennej. Odparowal ekstrakt
dwuchlorometanu do sucha na prézniowej wyparce rotacyjnej, o ktérej mowa w ust. 4.2, przy zmniejszonym ci$nieniu
w temperaturze 40°C. Pozostato$¢ rozpusci¢ w 20 do 25 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.2, zamkna¢ kolbe i zachowaé
catosé¢ ekstraktu do chromatografii jonowymiennej, o ktérej mowa w ust. 5.4.

5.4. Chromatografia jonowymienna

5.4.1. Przygotowanie kolumny kationowowymiennej

Dolny koniec kolumny, o ktérej mowa w ust. 4.3, zatka¢ zwitkiem waty szklanej. Przygotowal zawiesing 5 g zywicy
kationitowowymiennej, o ktdrej mowa w ust. 3.6, i 50 ml roztworu kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.5.
Wlaé jg do kolumny i pozostawi¢ do ustabilizowania si¢. Zla¢ nadmiar kwasu znad powierzchni zywicy i przemywad
kolumne woda do obojetnego odczynu wycieku wobec lakmusu. Przenie$é 50 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.2,
do kolumny i pozwoli¢, aby przesaczyt si¢ do powierzchni zywicy.

5.4.2. Chromatografia kolumnowa

Filtrat uzyskany w sposéb, o ktérym mowa w ust. 5.3, przenies¢ ostroznie pipeta do kolumny. Kolbe okraglodenng przemy¢
2 porcjami od 5 do 10 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.2, a nastgpnie roztwér z przemycia nanies¢ na kolumne.
Poczekaé az ekstrakt dojdzie do powierzchni zywicy, nastepnie przemy¢ kolumng 50 ml metanolu, tak aby predkosé
wzbierania ekstraktu nie byta wyzsza niz 5 ml na minutg. Wyciek odrzuci¢. Metylobenzoquat wymy¢ z kolumny przy uzyciu
150 ml roztworu kwasu metanosulfonowego, o ktdrym mowa w ust. 3.4, i zebraé eluent w kolbie stozkowej o pojemnosci
250 ml.

5.5. Rozdzial w ukladzie ciecz — ciecz
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Eluent otrzymany w sposéb okreslony w ust. 5.4.2, przenie$¢ do rozdzielacza o pojemnosci 1 1. Przemy¢ kolbg stozkows od
5 do 10 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.2, i roztwdr po przemyciu dolaczy¢ do zawartosci rozdzielacza. Doda¢ 300 ml
roztworu kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.5, i 130 ml dwuchlorometanu, o ktérym mowa w ust. 3.1.
Wstrzasaé przez minutg i pozostawi¢ do rozdzielenia faz. Dolng warstwe (dwuchlorometan) przenie$é¢ do kolby
okragtodennej o pojemnosci 500 ml. Powtérzy¢ ekstrakcje fazy wodnej nastgpnymi 2 porcjami 70 ml dwuchlorometanu
i ekstrakty dotaczy¢ do zawartosci pierwszej kolby okraglodenne;.
Ekstrakt dwuchlorometanu odparowaé do sucha na prdzniowej wyparce rotacyjnej, o ktorej] mowa w ust. 4.2, przy
zmniejszonym ciénieniu w temperaturze 40°C. Pozostalo$é rozpusci¢ w kolbie zawierajacej okoto 5 ml metanolu, o ktérym
mowa w ust. 3.2, i roztwér przenieéé ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosei 10 ml. Przemyé 2 razy kolbe okragtodenna
nastepnymi 2 porcjami od 1 do 2 ml metanolu, a nastepnie przenie$¢ do kolby miarowej. Uzupetnié do pelnej objetosci kolby
metanolem 1 zmiesza. Podzielna czg$¢ jest filtrowana przez filtr membranowy, o ktérym mowa w ust. 4.6. Roztwor
zachowa¢ do oznaczania HPLC, o ktérym mowa w ust. 5.6.
5.6. Oznaczanie HPLC
5.6.1. Parametry
Podane nizej parametry oznaczania sg przykladowe.

Kolumna do chromatografii cieczowej, 300 x 4 mm, C,,, wypelnienie 10 pm lub réwnowazne

o ktérej mowa w ust. 4.4.1:

Faza ruchoma do HPLC: mieszanina, w stosunku 75 + 25 (V+V). metanolu,
o ktérym mowa w ust. 3.2, i wody do HPLC

Predkos¢ przeplywu: od 1 do 1,5 ml/min
Dtlugosci fali przy detekcji: 265 nm
Dozowana objetosé: od 20 do 50 ul

Sprawdzi¢ stabilno$¢ uktadu chromatograficznego, dozujac kilkakrotnie roztwér wzorcowy do kalibracji, o ktérym mowa
w ust. 3.7.3, zawierajacy 4 ng/ml, az do ustalenia statych wysokosci (powierzchni) piku i czaséw retencji.
Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametréw gwarantujgcych uzyskanie rGwnowaznych wynikdw.
5.6.2. Krzywa kalibracyjna
Zadozowa¢ kilka razy kazdy z kalibracyjnych roztwordw, o ktérych mowa w ust. 3.7.3, i okresli¢ wysokosci (powierzchnie)
piku dla kazdego stgzenia. Wykresli¢ krzywa kalibracyjna, odkladajac Srednie wysokosci (powierzchnie) pikéw
kalibracyjnych roztwordw na osi rz¢dnych oraz odpowiadajace im stgzenia w pg/ml na osi odcigtych.
5.6.3. Badany roztwor probki
Zadozowa¢ kilka razy ekstrakt probki, o ktérym mowa w ust. 5.5, stosujac taka sama objeto$é jak przy roztworach
kalibracyjnych, i wyznaczy¢ $rednig wysoko$¢ (powierzchnig) piku metylobenzoquatu.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) pikéw metylobenzoquatu roztworu préobki okreslié stgzenie roztworu probki
w pg/ml, odnoszac si¢ do wykresu kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 5.6.2.
Zawarto$¢ metylobenzoquatu w (mg/kg) w prébee obliczy¢ wedlug nastgpujacego wzoru:

c x 200
W=

m

gdzie:
¢ — stezenie w pg/ml metylobenzoquatu w roztworze prébki,
m — masa w g badanej prébki.
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Sprawdzanie tozsamosci
Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografie lub zastosowanie detektora diodowego, przy uzyciu
ktérego poréwnuje sie widma ekstraktu prébki i roztworu kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 3.7.3, zawierajacego
10 pg/ml metylobenzoquatu.
7.1.1. Kochromatografia
Ekstrakt préobki jest fortyfikowany przez dodanie odpowiedniej ilodci posredniego roztworu wzorcowego, o ktérym mowa
w ust. 3.7.2. Tloé¢ dodanego metylobenzoquatu powinna by¢ podobna do ilo$ci metylobenzoquatu w ekstrakcie probki.
Powinna zwigkszy¢ sig¢ tylko wysokos¢ piku metylobenzoquatu, po uwzglednieniu zaréwno dodanej ilosci, jak
i rozcienczenia ekstraktu. Szeroko$¢ piku w polowie jego wysokosci nie powinna przekraczaé okoto 10% pierwotnej
szeroko$ci.
7.1.2. Detekcja diodowa
Wiyniki sprawdza si¢ wedlug nastgpujacych kryteriow:
1) dlugosé¢ fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji probki i widm wzorcowych zapisana w punkcie wierzchotka piku
zarejestrowanego na chromatogramie powinna by¢ taka sama, po uwzglednieniu marginesu okreslonego zdolnoscig
rozdzielczg systemu detekcji; w przypadku detekcji diodowej zdolnos¢ rozdzielcza miesci sie zazwyczaj w granicach 2 nm;
2) w zakresie od 220 do 350 nm prébka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzchotka piku na chromatogramie nie
powinny si¢ rézni¢ dla tych cze¢dci widma w zakresie od 10 do 100% wzglednej absorbancji; kryterium uwaza si¢ za
spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne warto$ci i w ramach Zadnego z obserwowanych punktéw rozbieznosé
migdzy 2 widmami nie jest wigksza niz 15% absorbancji wzorcowego analitu;
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3) w zakresie od 220 do 350 nm widma wartosci rosnacych, szczytowych i malejacych ekstraktu probki nie powinny roéznié
si¢ od siebie dla tych czg¢éci widma w zakresie od 10 do 100% absorbancji wzglednej; kryterium uwaza si¢ za spetnione,
jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punktéw rozbiezno$¢ miedzy
2 widmami nie jest wigksza niz 15% widma wartosci szczytowej.

Jezeli jedno z tych kryteriéw nie jest spelnione, obecno$¢ analitu nie jest potwierdzona.

7.2. Powtarzalno$c¢

Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczaé 10%
wzgledem wyzszego wyniku, dla zawarto$ci metylobenzoquatu od 4 do 20 mg/kg.

7.3. Odzysk

W przypadku fortyfikowanej §lepej proby odzysk nie powinien by¢ mniejszy niz 90%.

8. WYNIKI BADAN MIEDZYLABORATORYJNYCH

W ramach wspélpracy 10 laboratoriéw przeprowadzono analize 5 probek. Analizg kazdej probki przeprowadzono 2-krotnie.
W tabeli 22 podano wyniki przeprowadzonych badan poréwnawczych.

Tabela 22. Wyniki badan poréwnawczych

Slepa préba Maczka 1 Granulat 1 Maczka 2 Granulat 2
$rednia (mg/ke) nw. 4,50 4,50 8,90 8,70
S, (mg/kg) - 0,30 0,20 0,60 0,50
CV, (%) - 6,70 4,40 6,70 5,70
Sk (mg/kg) - 0,40 0,50 0,90 1
CVi (%) - 8,90 11,10 10,10 11,50
Odzysk (%) - 92 93 92 89

nw. — nie wykryto; S, — odchylenie standardowe powtarzalno$ci; CV, — wspdlczynnik zmiennosci powtarzalnosei;
Sg — odchylenie standardowe odtwarzalno$ci; CV, — wspdiczynnik zmiennosci odtwarzalnosci

7.2. OZNACZANIE HALOFUGINONU

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci halofuginonu (dI-trans-7-bromo-6-chloro-3-[3-(3-hydroksy-2-piperydylo)acetonylo]-
chinazoliny-4-(3H)-1 bromowodorek) w paszach. Dolna granica oznaczalno$ci wynosi 1 mg/kg.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Po potraktowaniu gorgca woda halofuginon ekstrahuje si¢ w postaci wolnej zasady w octanie etylowym, a nastgpnie
rozdziela jako chlorowodorek w wodnym roztworze kwasu. Ekstrakt jest oczyszczany z wykorzystaniem chromatografii
jonowymiennej. Zawarto$¢ halofuginonu okre$la si¢ metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej w ukladze faz
odwréconych (HPLC) przy uzyciu detektora UV.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Acetonitryl do HPLC.

3.2. Zywica Amberlite XAD-2.

3.3. Octan amonu.

3.4. Octan etyl.

3.5. Lodowaty kwas octowy.

3.6. Substancja wzorcowa halofuginonu (dl-trans-7-bromo-6-chloro-3-[3-(3-hydroksy-2-piperydylo)acetonylo]-chinazoliny-
4-(3H)-1 bromowodorek, E 764).

3.6.1. Roztwoér wzorcowy podstawowy halofuginonu, 100 pg/ml:

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,1 mg, 50 mg halofuginonu, o ktérym mowa w ust. 3.6, do kolby miarowej o pojemnosci
500 ml, rozpusci¢ w roztworze buforu octanu amonu, o ktérym mowa w ust. 3.18, uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby
roztworem buforu i zmiesza¢. Roztwdr zachowuje stabilno$¢ do 3 tygodni, jezeli jest przechowywany bez dostgpu $wiatla
w temperaturze 5°C.

3.6.2. Roztwory kalibracyjne.

Do partii kolb miarowych o pojemno$ci 100 ml przenie$¢ kolejno 1, 2 3, 4, 1 6 ml roztworu wzorcowego podstawowego
halofuginonu, o ktérym mowa w ust. 3.6.1. Uzupelni¢ do pelnej objetosci kolb faza ruchoma, o ktérej mowa
w ust. 3.21, i zmiesza¢. Roztwory te odpowiadaja odpowiednio 1, 2, 3, 4 i 6 ug/ml halofuginonu. Roztwory te przygotowaé
bezposrednio przed uzyciem.

3.7. Kwas chlorowodorowy (p ,, = okoto 1,16 g/ml).

3.8. Metanol.

3.9. Azotan srebra.

3.10. Askorbinian sodu.

3.11. Weglan sodu.
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3.12. Chlorek sodu.

3.13. EDTA (etylenodwuaminoczterooctowy kwas, s6l dwusodowa).

3.14. Woda do HPLC.

3.15. Roztwér weglanu sodu, V =10 g/100 ml.

3.16. Roztwdr chlorku sodu nasyconego weglanem sodu, V = 5g/100 ml.

Rozpusci¢ 50 g weglanu sodu, o ktérym mowa w ust. 3.11, w wodzie, rozcienczy¢ do objgtosci 1 11 doda¢ chlorek sodu,
o ktérym mowa w ust. 3.12, az do otrzymania roztworu nasyconego.

3.17. Kwas chlorowodorowy, stgzenie okoto 0,1 mol/l.

Rozcienczy¢ 10 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.7, woda do objetosci 1 1.

3.18. Roztwdr buforu octanu amonu, okoto 0,25 mol/l.

Rozpusci¢ 19,3 g octanu amonu, o ktérym mowa w ust. 3.3, i 30 ml kwasu octowego, o ktdrym mowa w ust. 3.5, w wodzie,
o ktérej mowa w ust. 3.14, i rozcienczy¢ do objgtosci 1 1.

3.19. Przygotowanie zywicy Amberlit XAD-2.

Zywice, o ktérej mowa w ust. 3.2, przemywaé odpowiednig ilodcia wody az do zaniku wszystkich jonéw chlorku,
co sprawdza sig roztworem azotanu srebra, o ktérym mowa w ust. 3.20, w odrzucane] fazie wodnej. Nastepnie przemyé
zywicg 50 m] metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.8, odrzuci¢ metanol i przechowywaé Zywicg w $wiezym metanolu.

3.20. Roztwér azotanu srebra okolo 0,1 mol/l.

Rozpuscié 0,17 g azotanu srebra, o ktérym mowa w ust. 3.9, w 10 ml wody.

3.21. Faza ruchoma do HPLC.

Zmiesza¢ 500 ml acetonitrylu, o ktérym mowa w ust. 3.1, z 300 ml roztworu buforu octanu amonu, o ktérym mowa
w ust. 3.18, 1 1200 ml wody, o ktérej mowa w ust. 3.14. Przy uzyciu kwasu octowego, o ktérym mowa w ust. 3.5,
dostosowaé pH do 4,3. Przefiltrowac przez filtr membranowy, o ktérym mowa w ust. 4.8, a nastgpnie odgazowaé roztwér,
w szczegllnosei przy zastosowaniu tazni ultradZzwickowej przez 10 minut. Roztwdr zachowuje stabilno$¢ do miesigea, jezeli
jest przechowywany w zamknigtym naczyniu, bez dostgpu $wiatla.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1, LaZnia ultradZzwigkowa.

4.2. Rotacyjna wyparka warstewkowa.

4.3. Wirdwka.

4.4. Wyposazenie do HPLC z detektorem UV o zmiennej dtugosci fali lub z detektorem diodowym.

4.4.1. Kolumna do chromatografii cieczowej o wymiarach 300 x 4 mm, C,,, wypelnienie 10 um lub réwnowazne.

4.5. Kolumna szklana o wymiarach 300 x 10 mm z kranem i filtrem ze spiekanego szkta.

4.6. Filtry z wléknem szklanym o $rednicy 150 mm.

4.7. Filtry membranowe 0,45 pm.

4.8. Filtry membranowe 0,22 pm.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

Halofuginon w formie wolnej zasady jest niestabilny w roztworach zasadowych i octanu etylowego. Nie powinien
pozostawaé w octanie etylu dtuzej nii przez 30 minut.

5.1. Wskazéwki ogdlne.

5.1.1. Slepa, probe paszy przeanalizowaé w celu sprawdzenia, czy nie zawiera ona halofuginonu i innych substancji
interferujacych.

5.1.2. Badanie odzysku przeprowadzi¢, analizujac $lepa probe paszy fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci halofuginonu,
o wadze zblizonej do tej, ktora znajduje si¢ w prébee. Aby fortyfikowaé na poziomie 3 mg/kg, dodaé¢ 300 ml podstawowego
roztworu wzorcowego halofuginonu, o ktérym mowa w ust. 3.6.1, do 10 g $lepej préby paszy, zmieszaé i pozostawié
na 10 minut przed przejéciem do etapu ekstrakcji, o ktérym mowa w ust. 5.2.

Slepa préba paszy powinna by¢ podobna do badanej probki, a jej analiza nie powinna potwierdzaé obecnosci
halofuginonu.

5.2. Ekstrakcja

Odwazy¢, z dokladno$cig do 0,1 g, 10 g przygotowanej probki i umiesci¢ w probdwee wirdwkowej o pojemnosci 200 ml.
Doda¢ 0,5 g askorbinianu sodu, o ktérym mowa w ust. 3.10, 0,5 g EDTA, o ktérym mowa w ust. 3.13, 20 ml wody
i zmiesza¢. Probéwke umiesci¢ na 5 minut w taZni wodnej o temperaturze 80°C. Po schiodzeniu do temperatury pokojowe;j
doda¢ 20 ml roztworu weglanu sodu, o ktérym mowa w ust. 3.15, i zmiesza¢. Niezwlocznie doda¢ 100 ml octanu etylowego,
o ktérym mowa w ust. 3.4, i rgcznie, energicznie wstrzgsa¢ przez 15 sekund. Nastgpnie umiescié probéwke w tazni
ultradzwigkowej, o ktérej mowa w ust. 4.1, na 3 minuty i odkorkowaé. Wirowa¢ przez 2 minuty i zdekantowaé fazg¢ octanu
etylowego przez filtr, o ktérym mowa w ust. 4.6, do rozdzielacza o pojemnosci 500 ml. Powtdrzy¢ ekstrakcje tej probki
druga porcjg 100 ml octanu etylowego. Przemywal polaczone ekstrakty przez minutg 50 ml roztworu chlorku sodu
nasyconego weglanem sodu, o ktérym mowa w ust. 3.16, i odrzuci¢ warstwe wodna.

Warstwe organiczng ekstrahowaé przez minutg 50 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.17. Dolng
kwasowg warstwe spusci¢ do rozdzielacza o pojemnosci 250 ml. Przez 1,5 minuty powtarzaé ekstrakcje warstwy organicznej
przy uzyciu kolejnej ilosci 50 m1 kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.17, i potaczy¢ z ekstraktem uzyskanym
z pierwszego procesu. Przemy¢ polaczone ekstrakty kwasu, wirujac z 10 ml octanu etylowego, o ktorym mowa w ust. 3.4,
przez okoto 10 sekund.

Warstwe wodng przenie$¢ iloSciowo do kolby okraglodennej o pojemnosci 250 ml i odrzucié warstwe organiczng.
Znajdujacy si¢ jeszcze w roztworze kwasu octan etylowy odparowaé na rotacyjnej wyparce warstewkowej, o ktérej mowa
w ust. 4.2. Temperatura wody w laZni nie powinna przekracza¢ 40°C. Pozostaly octan etylu zostanie usunigty w prozni
o ci$nieniu okoto 25 mbar i temperaturze 38°C, w czasie 5 minut.

5.3. Oczyszczanie

5.3.1. Przygotowanie kolumny z Amberlitem
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Dla kazdej probki ekstraktu przygotowal kolumne XAD-2. Przygotowany Amberlit o masie 10 g, o ktérym mowa
w ust. 3.19, umieéci¢ w szklanej kolumnie, o ktérej mowa w ust. 4.5, z metanolem, o ktérym mowa w ust. 3.8. Wprowadzi¢
maly zwitek szklanej waty w gdormg czgs$¢ podloza zywicy. Wydrenowaé metanol z kolumny, a nastgpnie przemy¢ zywice
100 ml wody, zatrzymujac proces, gdy ciecz dosiggnie goérnej czgéci powierzchni zywicy. Pozostawi¢ kolumne do
ustabilizowania na 10 minut przed uzyciem. Nie dopusci¢ do osuszenia kolumny.
5.3.2. Oczyszczanie probki
Ekstrakt uzyskany w w sposdb okre§lony w ust. 5.2 przenie$é iloSciowo na gbrng powierzchni¢ kolumny z Amberlitem
przygotowanej w sposob okreslony w ust. 5.3.1 i eluowaé, odrzucajac eluent. Predko$¢ elucji nie powinna przekraczaé
20 ml/min. Przemy¢ kolbg okragtodenng 20 ml kwasu chlorowodorowego, o ktdrym mowa w ust. 3.17. Uzy¢ tego kwasu do
przemycia kolumny z zywica. Usunaé pozostatoéci roztworu kwasu strumieniem powietrza, Wylaé poptuczyny. Dodaé
100 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.8, na kolumne i pozostawi¢ od 5 do 10 ml w celu wymycia, zebraé eluent
w kolbe okraglodenna o pojemnosci 250 ml. Pozostawié pozostaly metanol na 10 minut w celu ustabilizowania z zywica,
a nastepnie kontynuowac elucjg, ktorej predko$¢ nie powinna przekracza¢ 20 ml/min, zbierajac eluent do tej samej kolby
okragtodennej. Odparowad metanol na rotacyjnej wyparce, o ktdrej mowa w ust. 4.2, przy czym temperatura wody w lazni
nie powinna by¢ wyzsza niz 40°C. Za pomocg fazy ruchomej, o ktérej mowa w ust. 3.21, przenies¢ ilodciowo pozostatosé do
kolby miarowej o pojemnosci 10 ml. Uzupetnié do petnej objgtoéci kolby faza ruchomg i zmieszaé. Podzielna czg$¢ jest
filtrowana przez filtr membranowy, o ktérym mowa w ust. 4.7. Roztwoér zastosowaé do oznaczania HPLC, o ktérym mowa
w ust. 5.4.
5.4. Oznaczanie HPLC
5.4.1. Parametry
Podane nizej parametry oznaczania s przykladowe.

Kolumna do chromatografii cieczowej, o ktérej mowa 300 x 4 mm, C,,, wypelnienie 10 um lub réwnowazne

wust. 4.4.1:

Faza ruchoma do HPLC, o ktérej mowa w ust. 3.21: Zmiesza¢ 500 ml acetonitrylu, o ktérym mowa w ust. 3.1,
z 300 ml buforowego octanu amonu, o ktérym mowa w ust.
3.18, 1 1200 ml wody.
Przy uzyciu kwasu octowego, o ktérym mowa w ust. 3.5,
dostosowac pH do 4,3. Filtrowad przez filtr, o ktérym mowa
w ust. 4.8, a nastepnie odgazowac roztwdr, w szczegdlnosci
przy zastosowaniu tazni ultradzwigkowej przez 10 minut

Predkosé przeptywu: od 1,5 do 2 ml/min

Dtugosé fali przy detekgji: 243 nm

Dozowana objgtosé¢ od 40 do 100 pul

Sprawdzié stabilno$¢ ukladu chromatograficznego, dozujac kilka razy roztwdr kalibracyjny, o ktérym mowa w ust. 3.6.2,
o stezeniu 3 pg/ml, az do uzyskania statych wysokosci (powierzchni) piku i czaséw retencji.

Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametréw gwarantujacych uzyskanie rdwnowaznych wynikéw.

5.4.2. Krzywa kalibracyjna

Zadozowa¢ kilka razy kazdy z roztworéw kalibracyjnych, o ktérych mowa w ust. 3.6.2, i okresli¢ wysokosci (powierzchnie)
piku dla kazdego stezenia. Wykresli¢ krzywg kalibracjna, odkladajac $rednie wysokodci (powierzchnie) pikdw roztwordw
kalibracyjnych na osi rz¢dnych i1 odpowiadajace im stgzenia w ug/ml na osi odcigtych.

5.4.3. Roztwor probki

Zadozowa¢ kilka razy ekstrakt probki, o ktérym mowa w ust. 5.3.2, stosujgc taka sama objeto$¢ jak przy kalibracyjnych
roztworach, i okresli¢ $rednig wysokos¢ (powierzchnig) pikéw halofuginonu.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Na podstawie $redniej wysoko$ci (powierzchni) pikéw halofuginonu roztworu probki okresli¢ steZenie roztworu probki
w pg/ml, odnoszac sie do wykresu kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 5.4.2.

Zawarto$¢ halofuginonu w mg/kg w prébee obliczyé wedlug nastepujacego wzoru:

w=cx 10/m

gdzie:

¢ — stgzenie w pg/ml halofuginonu w roztworze prébki, odczytane z wykresu kalibracyjnego,

m — masa w g odwazki prébki.

7. SPRAWDZENIE METODY

7.1. Sprawdzanie tozsamoéci

Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografie lub zastosowanie detektora diodowego, przy uzyciu
ktérego poréwnuje si¢ widma ekstraktu prébki i roztworu kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 3.6.2, zawierajacego
6 png/ml.

7.1.1. Kochromatografia

Ekstrakt probki jest fortyfikowany przez dodanie odpowiedniej ilodci roztworu kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 3.6.2.
Tlos¢ dodanego halofuginonu powinna by¢ podobna do tej w ekstrakcie prébki.

Powinna zwigkszy¢ sig tylko wysoko$¢ piku halofuginonu, po uwzglgdnieniu zaréwno dodanej ilosci, jak i rozcienczenia
ekstraktu. Szeroko$¢ piku w polowie jego wysokoéci powinna mieéci¢ si¢ w granicach + 10% pierwotnej szerokoéci.

7.1.2. Detekcja diodowa
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Wiyniki sprawdza si¢ wedlug nastgpujacych kryteriow:

1) dlugosé¢ fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji probki i widm wzorcowych zapisana w punkcie wierzchotka piku
zarejestrowanego na chromatogramie powinna byé taka sama, po uwzglednieniu marginesu okreslonego zdolno$cig
rozdzielczg systemu detekcji; w przypadku detekcji diodowej zdolnos¢ rozdzielcza miesci sie zazwyczaj w granicach 2 nm;
2) w zakresie od 225 do 300 nm prébka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzchotka piku na chromatogramie nie
powinny si¢ 16zni¢ dla tych czg¢dci widma w zakresie od 10 do 100% lub wzglednej absorbancji; kryterium uwaza si¢ za
spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne warto$ci i w ramach Zadnego z obserwowanych punktéw rozbieznosé
migdzy 2 widmami nie jest wigksza niz 15% absorbancji wzorcowego analitu;

3) w zakresie od 225 do 300 nm widma warto$ci rosnacych, szczytowych i malejacych ekstraktu prébki nie powinny rézni¢
si¢ od siebie dla tych czgsci widma w zakresie od 10 do 100% absorbancji wzglednej; kryterium uwaza si¢ za spetnione,
jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punktéw, rozbieznos¢ miedzy 2
widmami nie jest wieksza niz 15% widma wartosci szczytowe;.

Jezeli jedno z tych kryteriéw nie jest speinione, obecnosé analitu nie zostanie potwierdzona.

7.2. Powtarzalno§é

Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczaé
0,5 mg/kg, dla zawarto$ci halofuginonu do 3 mg/kg.

7.3. Odzysk

W przypadku fortyfikowanej §lepej proby odzysk nie powinien by¢ mniejszy niz 80%.

8. WYNIKI BADAN MIEDZYLABORATORYJNYCH
W ramach wspélpracy 8 laboratoriéw przeprowadzono analiz¢® 3 probek. W tabeli 23 podano wyniki przeprowadzonych

badan poréwnawczych.

Tabela 23. Wyniki badani poréwnawczych.,

Prébka A ($lepa) Prébka B (maczka) Prébka C (granulki)
przy odbiorze przy odbiorze po 2 miesigcach przy odbiorze po 2 miesigcach
Srednia (mg/kg) n.w. 2,80 2,42 2,89 2,45
Sg - 0,45 043 0,40 0,42
CV¢ (%) - 16 18 14 17
odzysk (%) - 86 74 88 75

n.w. — nie wykryto; S; — odchylenie standardowe powtarzalnosci; CVy — wspdtczynnik zmiennosci.

7.3. OZNACZANIE ROBENIDYNY

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawartos$ci robenidyny (chlorowodorek 1,3-bis[(4-chlorobenzylideno)amino]guanidyny)

w paszach. Dolna granica oznaczalnosci metody wynosi 5 mg/kg.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébke poddaje si¢ ekstrakcji zakwaszonym metanolem. Ekstrakt osusza sig, a podzielng czgs¢ oczyszcza na kolumnie
z tlenkiem glinu. Robenidyng z kolumny wymywa si¢ metanolem, zatgza i uzupetnia do odpowiedniej objgtosci fazg
ruchoma. Robenidyng oznacza si¢ metoda chromatografii cieczowej (HPLC) z odwréconymi fazami przy uzyciu detektora
UVv.

3. ODCZYNNIKI 1 ROZTWORY

3.1. Metanol.

3.2. Zakwaszony metanol:

W kolbie miarowej o pojemnosci 500 ml umiesci¢ 4 ml kwasu chlorowodorowego (p ,, = 1,18 g/ml), uzupetni¢ do petnej
objetosei kolby metanolem, o ktérym mowa w ust. 3.1, 1 zmieszaé. Roztwor przygotowuje si¢ bezposrednio przed uzyciem.
3.3. Acetonitryl do HPLC.

3.4. Sito molekularne:

Typ 3A, granulki 8-12 mesh (granulki z glinokrzemianu krystalicznego 1,6 — 2,5 mm, $rednica poréw 0,3 mm).

3.5. Tlenek glinu 1 stopnia aktywno$ci kwasowej do chromatografii:

100 g tlenku glinu umiesci¢ w naczyniu i dodaé¢ 2 ml wody. Naczynie zakorkowac 1 wstrzasa¢ przez okolo 20 minut.
Przechowywa¢ w dobrze zamknigtym naczyniu.

3.6. Roztwér dwuwodorofosforanu potasu (KH,PO,), ¢ = 0,25 mol/1:

3,40 g KH,PO, rozpusci¢ w wodzie w kolbie miarowej o pojemnosci 1 1, uzupetnié do petnej objetosci kolby i zmieszad.

3.7. Roztwér wodorofosforanu dwusodu, ¢ = 0,025 mol/l:

3,55 g bezwodnego lub 4,45 g dwuhydratu, lub 8,95 g dekahydratu wodorofosforanu dwusodu rozpusci¢ w wodzie do HPLC
w kolbie miarowej o pojemnosci 1 1, uzupenié¢ do petnej objgtosci kolby woda do HPLC i zmieszad.

3.8. Faza ruchoma do HPLC.

Zmiesza¢ razem: 650 ml acetonitrylu, o ktérym mowa w ust. 3.3, 250 ml wody do HPLC, 50 ml roztworu KH,PO,, o ktérym
mowa w ust. 3.6, 50 ml roztworu wodorofosforanu dwusodu, o ktérym mowa w ust. 3.7. Filtrowad przez filtr, o ktérym
mowa w ust. 4.6, i odgazowad roztwor, w szczegdlnosci przy zastosowaniu ultradZwigkowéw przez 10 minut.

YThe Analyst 108 z 1983 r., str. 1252-1256.
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3.9. Substancja wzorcowa.

Czysta robenidyna: chlorowodorek 1,3-bis[(4-chlorobenzylideno)amino]chlorowodorku guanidyny, E 750.

3.9.1. Roztwér wzorcowy podstawowy robenidyny: 300 pg/ml:

Odwazy¢, z doktadno$cia do 0,1 mg, 30 mg substancji wzorcowej robenidyny, o ktérej mowa w ust. 3.9. Rozpuscic
w zakwaszonym metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.2, w kolbie miarowej o pojemnosci 100 ml, uzupetnié do pelnej
objetosei kolby tym rozpuszczalnikiem i zmieszaé. Kolbg owing¢ folig aluminiowa 1 przechowywaé w ciemnym miejscu.
3.9.2. Roztwér wzorcowy posredni robenidyny: 12 pg/ml.

10 ml roztworu wzorcowego podstawowego robenidyny, o ktérym mowa w ust. 3.9.1, przenies¢ do kolby miarowej
o pojemnosci 250 ml, uzupenié do pelnej objetoécei kolby fazg ruchoma, o ktérej mowa w ust. 3.8, i zmieszaé. Kolbg owinaé
folig aluminiowsg i przechowywaé w ciemnym miejscu.

3.9.3. Roztwory kalibracyjne.

Do kolb miarowych o pojemnosci 50 ml przenie$é¢ kolejno 5, 10, 15, 20 i 25 ml roztworu wzorcowego posredniego
robenidyny, o ktérym mowa w ust. 3.9.2. Uzupeini¢ do pelnej objetosci kolb faza ruchoma, o ktérej mowa w ust. 3.8,
i zmiesza¢. Roztworom tym odpowiada kolejno 1,2, 2.4, 3,6, 4,8, 6 Lg/ml robenidyny. Roztwory przygotowad bezposrednio
przed uzyciem.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Kolumna szklana.

Przygotowa¢ kolumng ze szkta oranzowego o Srednicy wewngtrznej od 10 do 15 mm i dlugosci 250 mm, wyposazong
w kran i zbiorniczek o pojemno$ci okoto 150 ml.

4.2. Wstrzasarka laboratoryjna.

4.3. Rotacyjna wyparka warstwowa.

4.4, Wyposazenie do HPLC z detektorem UV lub diodowym pracujacym w zakresie od 250 do 400 mm.

4.4.1. Kolumna do chromatografii cieczowej o wymiarach 300 x 4 mm, C,y, wypelnienie 10 um lub réwnowazne.

4.5. Filtr szklany (Whatman GF/A Tub podobny).

4.6. Filtry membranowe, 0,22 um.

4.7. Filtry membranowe, 0,45 um.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

Poniewaz robenidyna jest wrailiwa na $wiatto, zaleca sig, aby wszystkie czynnosci byly przeprowadzane bez dostepu
Swiatta, 7 zastosowaniem szkta oraniowego.

5.1. Wskazéwki ogdlne

5.1.1. Slepa préba paszy powinna by¢ przebadana w celu sprawdzenia, czy nie zawiera robenidyny i innych substancji
interferujacych.

5.1.2. Przeprowadzi¢ badanie odzysku, analizujac Slepa prébe paszy, o ktoérej mowa w ust. 5.1.1, fortyfikowanej przez
dodanie znanej iloéci robenidyny, o wadze zblizonej do tej, ktéra znajduje si¢ w analizowanej prébee. Aby fortyfikowaé na
poziomie 60 mg/kg, przenie$¢ 3 ml roztworu wzorcowego podstawowego robenidyny, o ktdrym mowa w ust. 3.9.1, do kolby
stozkowej o pojemnosci 250 ml. Odparowaé roztwér w strumieniu azotu do okoto 0,5 ml. Dodaé 15 g Slepej préby paszy,
starannie zmieszac i pozostawi¢ na 10 minut przed przejsciem do etapu ekstrakcji, o ktérym mowa w ust. 5.2.

Slepa préba paszy powinna byé podobna do badanej probki, a jej analiza nie powinna potwierdzaé obecnosci robenidyny.
5.2. Ekstrakcja

Odwazy¢, z dokladnosdcia do 0,01 g, 15 g wczesnie] przygotowanej probki. Odwazke umiescié w kolbie stozkowej
o pojemnosci 250 ml i dodaé¢ 100 ml zakwaszonego metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.2, zakorkowal i wstrzgsaé przez
godzing na wytrzasarce, o ktérej mowa w ust. 4.2. Roztwor filtrowaé przez filtr szklany, o ktérym mowa w ust. 4.5, a filtrat
zebraé¢ do kolby stozkowej o pojemnosci 150 ml. Dodaé¢ 7,5 g sita molekularnego, o ktérym mowa w ust. 3.4, zamknaé
i wstrzasa¢ przez 5 minut. Natychmiast filtrowaé przez filtr szklany. Roztwér poddaé oczyszczaniu, w sposéb okre§lony
w ust. 5.3.

5.3. Oczyszczanie

5.3.1. Przygotowanie kolumny z tlenkiem glinu.

Umiesci¢ w dolnym koncu szklanej kolumny chromatograficznej, o ktérej mowa w ust. 4.1, zwitek szklanej waty i wbi¢ ja,
uzywajac szklanego precika. Odwazy¢ 11 g tlenku glinu, o ktérym mowa w ust. 3.5, i przenie$é go do kolumny. Czynno$¢ te
wykonywaé tak, aby ograniczy¢ do minimum dziatanie powietrza atmosferycznego. Delikatnie postukaé w napetniong
kolumng od strony dna w celu osadzenia tlenku glinu.

5.3.2. Oczyszczanie probki

Uzywajac pipety, przenie$¢ do kolumny 5 ml ekstraktu prébki otrzymanego w sposob okre§lony w ust. 5.2, Zakonczenie
pipety przytozy¢ blisko do $cianki kolumny i pozwolié, aby roztwor zostat wehtonigty przez tlenek glinu. Wymy¢ robenidyne
z kolumny przy uzyciu 100 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.1, przy predkosci przeptywu od 2 do 3 ml na minute,
a eluent zebra¢ do kolby okragtodennej o pojemnoéci 250 ml. Na rotacyjnej wyparce, o ktdrej mowa w ust. 4.3, odparowad
roztwér metanolu do sucha, przy pomniejszonym ci$nieniu w temperaturze 40°C. Pozostato$é ponownie rozpuscié¢ w od 3 do
4 ml fazy ruchomej, o ktdrej mowa w ust. 3.8, i przenies¢ ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml. Kolbe przemy¢
kilkakrotnie od 1 do 2 ml porcjami fazy ruchomej, a popluczyny wlaé do kolby miarowej. Uzupelni¢ do pelnej objetosci
kolby tym samym rozpuszczalnikiem i zmieszaé. Podzielna czg$é jest filtrowana przez filtr, o ktérym mowa w ust. 4.7.
Roztwor zastosowac do oznaczania HPLC, o ktérym mowa w ust. 5.4.

5.4. Oznaczanie HPLC
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5.4.1. Parametry

Podane nizej parametry oznaczania sg przykladowe.
Kolumna do chromatografii cieczowe;j, 300 x 4 mm, C,q, wypelnienie 10 pym lub réwnowazne
o ktérej mowa w ust. 4.4.1:

Faza ruchoma do HPLC, o ktérej mowa w ust. 3.8: Zmiesza¢: 650 ml acetonitrylu, o ktérym mowa w ust. 3.3,
250 ml wody czystej do HPLC, 50 ml roztworu KH,PO,,
0 ktéorym mowa w ust. 3.6, 50 ml roztworu wodorofosforanu
dwusodu, o ktérym mowa w ust. 3.7. Filtrowaé przez filtr,
o ktéorym mowa w ust. 4.6, 1 odgazowaé roztwdr,
w szczegbInosci przy zastosowaniu ultradzwigkéw przez 10 minut

Predkos¢ przeplywu: 1,5 do 2 ml/min
Dlugosci fali przy detekcji: 317 nm
Dozowana objetosé: 20 do 50 ul

Sprawdzié stabilno$¢ ukladu chromatograficznego, dozujac kilka razy roztwor kalibracyjny, o ktérym mowa w ust. 3.9.3,
zawierajacy 3,6 ug/ml, az do uzyskania stalych wysokos$ci piku i czaséw retencji.

Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametréw gwarantujacych uzyskanie réwnowaznych wynikéw.

5.4.2. Krzywa kalibracyjna

Zadozowa¢ kilka razy kazdy z kalibracyjnych roztwordw, o ktérych mowa w ust. 3.9.3, i okresli¢ wysokosci (powierzchnie)
piku dla kazdego stezenia. Wykre$li¢ krzywa kalibracyjna, odkladajac $rednie wysokosci (powierzchnie) pikéw
kalibracyjnych roztworéw na osi rzednych i odpowiadajace im stgzenia w pug/ml na osi odcigtych.

5.4.3. Roztwor probki

Zadozowa¢ kilka razy ekstrakt probki, o ktérym mowa w ust. 5.3.2, stosujac taka sama objgto$¢ jak przy roztworach
kalibracyjnych, i okredli¢ $rednig wysoko$¢ (powierzchnig) piku dla pikéw robenidyny.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Na podstawie $redniej wysoko$ci (powierzchni) pikéw robenidyny roztworu préobki okreslié stgzenie roztworu probki
w pg/ml, odnoszac sie do wykresu kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 5.4.2.

Zawarto$¢ robenidyny (w mg/kg) w prébee obliczyé wedtug nastepujacego wzoru:

¢ x 200

m

gdzie:

¢ — stgzenie w pg/ml robenidyny w roztworze probki odczytane z wykresu,

m — masa w g badanej prébki.

7. SPRAWDZENIE METODY

7.1. Sprawdzanie tozsamoéci

Tozsamoé¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografi¢ lub zastosowanie detektora diodowego, z uzyciem
ktérego pordwnuje si¢ widma ekstraktu prébki i roztworu kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 3.9.3, zawierajacego 6 ug/ml.
7.1.1. Kochromatografia

Ekstrakt probki jest fortyfikowany przez dodanie odpowiedniej ilo$ci roztworu kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 3.9.3.
Tlo$¢ dodanej robenidyny powinna byé poréwnywalna do iloéci robenidyny w ekstrakcie probki.

Powinna zwiekszy¢ sie tylko wysoko$¢ piku robenidyny, po uwzglednieniu zaréwno dodanej ilosci, jak i rozciericzenia
ekstraktu. Szeroko$¢ piku w polowie jego wysokoéci powinna mieéci¢ si¢ w granicach = 10% pierwotnej szerokoéci.

7.1.2. Detekcja diodowa

Wiyniki sprawdza si¢ wedlug nastgpujacych kryteriow:

1) dlugosé¢ fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji probki i widm wzorcowych zapisana w punkcie wierzchotka piku
zarejestrowanego na chromatogramie powinna byé taka sama, po uwzglednieniu marginesu okre§lonego zdolnoscig
rozdzielcza systemu detekcji; w przypadku detekcji diodowej zdolno$é rozdzielcza miesci si¢ zazwyczaj w granicach 2 nm;
2) w zakresie od 250 do 400 nm prébka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzchotka piku na chromatogramie nie
powinny si¢ rézni¢ dla tych czgéci widma w zakresie od 10 do 100% wzglednej absorbancji; kryterium uwaza si¢ za
spetnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartoéci i w ramach zadnego z obserwowanych punktéw rozbieznosé
miedzy 2 widmami nie jest wigksza niz 15% absorbancji wzorcowego analitu;

3) w zakresie od 250 do 400 nm widma wartosci rosnacych, szczytowych i malejacych ekstraktu prébki nie powinny réznié
si¢ od siebie dla tych czgsci widma w zakresie od 10 do 100% absorbancji wzglednej; kryterium uwaza si¢ za spetnione,
jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punktéw rozbiezno$¢ miedzy
2 widmami nie jest wigksza niz 15% widma warto$ci szczytowe;.

Jezeli jedno z tych kryteridéw nie jest spelnione, obecno$¢ analitu nie jest potwierdzona.

7.2. Powtarzalnoé¢

Réznica pomigdzy wynikami 2 rdéwnolegtych oznaczefi wykonanych dla tej samej prébki nie powinna przekraczad
10% najwyzszego wyniku, dla zawarto$ci robenidyny powyzej 15 mg/kg.

7.3. Odzysk

W przypadku fortyfikowanej §lepej proby paszy odzysk nie powinien by¢ mniejszy niz 85%.
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8. WYNIKI BADAN MIEDZYLABORATORYJNYCH

W ramach wspdtpracy 12 laboratoriéw przeprowadzono analiz¢ 4 probek paszy dla drobiu i krdlikéw, w postaci maczki lub
granulatu. Analiz¢ kazdej probki przeprowadzono 2-krotnie. W tabeli 24 podano wyniki przeprowadzonych badan
poréwnawczych.

Tabela 24. Wyniki badan poréwnawczych

— 11347 — Poz. 1086

Pasza dla drobiu Pasza dla krélikéw
maczka granulat maczka granulat
Srednia (mg/kg) 27 27,99 43,6 40,1
S, (mg/kg) 1,46 1,26 1,44 1,66
CV, (%) 54 4,5 33 4,1
Sy (mg/kg) 436 3,36 4,61 3,91
CVy (%) 16,1 12 10,6 9,7
Odzysk (%) 90 93,3 87,2 80,2

S, — odchylenie standardowe powtarzalno$ci; CV, — wspolczynnik zmiennosci powtarzalnosci; Sy — odchylenie standardowe
odtwarzalnosci; CVy — wspdtczynnik zmienno$ci odtwarzalnosci.

7.4. OZNACZANIE AMPROLIUM METODA WYSOKOSPRAWNEJ
CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci amprolium (chlorowodorek chlorku 1-[(4-amino-2-propylopirymidyno-5-yl)metyl]-
2-metylo-pirydyny) w paszach i premiksach. Granica wykrywalno$ci wynosi 1 mg/kg, granica oznaczalno$ci wynosi
25 mg/kg.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest ekstrahowana mieszaning metanolu i wody. Po rozcienczeniu faza ruchomg i filtrowaniu przez filtr membranowy
zawarto$¢ amprolium jest oznaczana metoda kationowo wymienng wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC przy
wykorzystaniu detektora UV.

3. ODCZYNNIKI 1 ROZTWORY

3.1. Metanol.

3.2. Acetonitryl do HPLC.

3.3. Woda do HPLC.

3.4. Roztwér dwuwodorofosforanu sodu, ¢ = 0,1 mol/l.

Rozpusci¢ 13,80 g monohydratu dwuwodorofosforanu sodu w wodzie, o ktérej mowa w ust. 3.3, w kolbie miarowej
o pojemnosci 1 1, uzupetié do pelnej objgtosci kolby wodg 1 zmieszad.

3.5. Roztwor nadchloranu sodu, ¢ = 1,6 mol/l.

Rozpuscié 224,74 g monohydratu nadchloranu sodu w wodzie, o ktdrej mowa w ust. 3.3, w kolbie miarowej o pojemnosci
1 1, uzupetni¢ do petnej objetosci kolby woda i zmieszad.

3.6. Faza ruchoma do HPLC, przy uwzglednieniu ust. 9.1.

Mieszanina, w stosunku 450 + 450 + 100 (v + v + v): acetonitrylu, o ktérym mowa w ust. 3.2, roztworu dwuwodorofosforanu
sodu, o ktérym mowa w ust. 3.4, oraz roztworu nadchloranu sodu, o ktérym mowa w ust. 3.5. Przed uzyciem przefiltrowad
przez filtr, o ktérym mowa w ust. 4.3, i odgazowaé roztwér, w szczegdlnosci przy zastosowaniu tazni ultradzwickowej co
najmniej przez 15 minut.

3.7. Substancja wzorcowa:

Czyste amprolium, chlorowodorek chlorku 1-[(4-amino-2-propylopirymidyno-5-yl)metyl]-2-metylo-pirydyny, E 750, przy
uwzgednieniu ust. 9.2.

3.7.1. Roztwér wzorcowy podstawowy amprolium, 500 pg/ ml.

Odwazy¢, z doktadnoscig do 0,1 mg, 50 mg amprolium, o ktérym mowa w ust. 3.7, do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml,
rozpusci¢ w 80 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.1, i umiesci¢ kolb¢ na 10 minut w tazni ultradzwigkowej, o ktérej
mowa w ust. 4.4, Nastepnie doprowadzié roztwér do temperatury pokojowej, uzupeinié do pelnej objetosci kolby woda
i zmieszaé. Roztwdr przechowywany w temperaturze 4°C zachowuje stabilno$é nie dtuzej niz miesigc.

3.7.2. Posredni wzorcowy roztwdr amprolium, 50 pg/ml.

Przenie$¢ pipeta 5 ml roztworu wzorcowego podstawowego, o ktérym mowa w ust. 3.7.1, do kolby miarowej o pojemnosci
50 ml, uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby roztworem do ekstrakeji, o ktérym mowa w ust. 3.8, i zmieszaé. Roztwér
przechowywany w temperaturze 4°C zachowuje stabilno$¢ nie dtuzej niz miesiac.

3.7.3. Roztwory kalibracyjne.

Przenie$¢ 0,5, 1 1 2 ml podredniego wzorcowego roztworu, o ktérym mowa w ust. 3.7.2, do partii kolb miarowych
o pojemnosci 50 ml. Uzupetni¢ do pelnej objetosci kolb fazg ruchoma, o ktérej mowa w ust. 3.6, i zmiesza. Roztwory
odpowiadaja odpowiednio 0,5, 1 1 2 pg/ml amprolium. Roztwory sporzadzi¢ bezposrednio przed uzyciem.
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3.8. Rozpuszczalnik ekstrakcyjny
Mieszanina metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.1, i wody, w stosunku 2 + 1 (v +v).
4. APARATURA 1 SPRZET
4.1. Zestaw do HPLC z dozownikiem umozliwiajacym dozowanie 100 ul cieczy.
4.1.1. Kolumna do chromatografii cieczowej o wymiarach 125 x 4 mm, z Nucleosil 10 SA, wypetnienie 10 pm lub
réwnowazne.
4.1.2. Detektor UV z regulacjg dtugosci fal lub detektor diodowy.
4.2. Filtr membranowy, PTFE, 0,45 um.
4.3. Filtr membranowy, 0,22 um.
4.4. Laznia ultradzwickowa.
4.5. Wstrzasarka mechaniczna lub mieszadto magnetyczne.
5. SPOSOB POSTEPOWANIA
5.1. Wskazéwki ogdlne
5.1.1. Slepa préba paszy
W celu zbadania odzysku, o ktérym mowa w ust. 5.1.2, przeprowadzi¢ analizg §lepej proby paszy, aby sprawdzié, ze nie
zawiera ona amprolium i substancji interferujacych.
Slepa proba paszy powinna byé podobna do badanej probki, a jej analiza nie powinna potwierdzaé obecnosci amprolium
i substancji interferujqcych.
5.1.2. Badanie odzysku
Badanie odzysku przeprowadzi¢, analizujgc $lepg probg paszy fortyfikowang przez dodanie znanej ilosci amprolium, o wadze
zblizonej do tej, ktéra znajduje sie w analizowanej prébce. Aby fortyfikowac na poziomie 100 mg/kg, dodaé¢ 10 ml roztworu
wzorcowego podstawowego, o ktérym mowa w ust. 3.7.1, do kolby stozkowej o pojemnosci 250 ml i odparowaé roztwér do
objetosei okoto 0,5 ml. Dodac 50 g slepej préby paszy, zmiesza¢ i pozostawi¢ na 10 minut, mieszajac kilkakrotnie przed
przej$ciem do etapu ekstrakcji, o ktdrym mowa w ust. 5.2.
Jezeli nie mozna przeprowadzi¢ badania slepej préby paszy podobnej do badanej prébki, o ktérej mowa w ust. 5.1.1, badanie
odzysku mozna przeprowadzié, stosujac metodg dodawania wzorca. W tym przypadku przeznaczona do analizy prébka jest
fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci amprolium, o wadze zblizonej do tej, ktéra znajduje sie¢ w analizowanej probee.
Prébke te poddaje si¢ analizie wraz z niefortyfikowana probka, a odzysk moze byé obliczony przez odjecie od probki
fortyfikowanej masy probki niefortyfikowane;.
5.2. Ekstrakcja
5.2.1. Premiksy o zawartoéci ponizej 1% amprolium i pasze
Odwazy¢, z doktadno$cig do 0,01 g, od 5 do 40 g prébki, w zaleznosci od zawartos$ci amprolium, do kolby stozkowej
o pojemnosci 500 ml i doda¢ 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, o ktérym mowa w ust. 3.8. Umiescié kolbg w tazni
ultradzwigkowej, o ktérej mowa w ust. 4.4, na 15 minut. Wyjaé kolbg z tazni i wstrzasaé nig przez godzing na wstrzasarce
lub mieszadle magnetycznym, o ktérych mowa w ust. 4.5. Rozcieficzyé podzielng cze$é ekstraktu fazg ruchoma, o ktérej
mowa w ust. 3.6, do zawartosci amprolium od 0,5 do 2 pg/ml i zmieszaé, uwzgledniajac ust. 9.3. Przefiltrowaé od 5 do 10 ml
rozcienczonego roztworu przez filir membranowy, o ktérym mowa w ust. 4.2. Przystapi¢ do oznaczania HPLC,
o ktérym mowa w ust. 5.3.
5.2.2. Premiksy o zawartoéci od 1% amprolium
Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,001 g, od 1 do 4 g premiksu, w zaleznosci od zawartosci amprolium, do kolby stozkowej
o pojemnosci 500 ml, doda¢ 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, o ktérym mowa w ust. 3.8. Umiescié kolbe w tazni
ultradZzwigkowej, o ktérej mowa w ust. 4.4, na 15 minut. Wyjac kolbg z tazni 1 wstrzgsaé nia przez godzing na wstrzasarce
lub mieszadle magnetycznym, o ktérych mowa w ust. 4.5. Rozcienczy¢ podzielng czgsé ekstraktu faza ruchoma, o ktérej
mowa w ust. 3.6, do zawarto$ci amprolium od 0,5 do 2 ug/ml i zmieszal. Przefiltrowaé od 5 do 10 ml rozcieticzonego
roztworu przez filtr, o ktérym mowa w ust. 4.2. Przystapi¢ do oznaczania HPLC, o ktérym mowa w ust. 5.3.
5.3. Oznaczanie HPLC
5.3.1. Parametry
Podane nizej parametry oznaczania sg przykladowe.

Kolumna do chromatografii cieczowej, o ktorej 125 x 4 mm, wymienny kation

mowa w ust. 4.1.1: Nucleosil 10 SA, wypelnienie 10 um lub réwnowazne

Faza ruchoma, o ktdrej mowa w ust. 3.6: Mieszanina: w stosunku 450 + 450 + 100 (v + v + v): acetonitrylu,
o ktéorym mowa w ust. 3.2, roztworu dwuwodorofosforanu sodu,
o ktérym mowa w ust. 3.4, i roztworu nadchloranu sodu, o ktérym
mowa w ust. 3.5

Predkosé przeptywu: 0,7 — 1 ml/min
Dtugosé fali przy detekgji: 264 nm
Dozowana objgtosé: 100 pl

Sprawdzié stabilno$¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilkakrotnie roztwor kalibracyjny, o ktérym mowa w ust. 3.7.3,
zawierajacy 1 png/ml, az do uzyskania statych wysoko$ci piku i czaséw retencji.
Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametréw gwarantujacych uzyskanie réwnowaznych wynikéw.
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5.3.2. Krzywa kalibracyjna

Zadozowa¢ kilka razy kazdy z kalibracyjnych roztworéw, o ktérych mowa w ust. 3.7.3, 1 okredli¢ $rednie wysokosci
(powierzchnie) piku dla kazdego stgzenia. Wykreélié krzywa kalibracyjna, odktadajac $rednie wysokosci (powierzchnie)
pikéw roztworéw kalibracyjnych na osi rzgdnych i odpowiadajace im stezenia w ng/ml na osi odcigtych.

5.3.3. Roztwor probki

Zadozowa¢ kilka razy ekstrakt probki, o ktérym mowa w ust. 5.2, stosujac taka sama objetoé¢ jak przy kalibracyjnych
roztworach, i okresli¢ $rednig wysokos¢ (powierzchnig) piku dla pikéw amprolium.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) pikéw amprolium roztworu probki okreslié stezenie roztworu probki
w ng/ml, odnoszac si¢ do wykresu kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 5.3.2.

Zawarto$¢ amprolium w mg/kg probki obliczy¢ wedlug nastepujacego wzoru:

Vxoxf
w=——"——[mg/kg]
m
gdzie:
V — objeto§¢ w ml rozpuszczalnika  ekstrakcyjnego, o ktdrym mowa w  ust. 3.8; zgodnie

zust. 5.2 proponuje si¢ zastosowacé 200 ml,

§ — stezenie w pg/ml amprolium w ekstrakcie probki, o ktérym mowa w ust. 5.2,

f— wspdlczynnik rozcienczania zgodny z ust. 5.2,

m — masa w g probki.

7. SPRAWDZENIE METODY

7.1. Sprawdzenie tozsamoéci

Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografic lub zastosowanie detektora diodowego, przy uzyciu
ktérego poréwnuje si¢ widma ekstraktu prébki, o ktérym mowa w ust. 5.2, i roztworu kalibracyjnego, o ktérym mowa
w ust. 3.7.3, zawierajacego 2 pg/ml.

7.1.1. Kochromatografia

Ekstrakt probki, o ktérym mowa w ust. 5.2, fortyfikuje sig¢ przez dodanie odpowiedniej iloSci roztworu kalibracyjnego,
o ktérym mowa w ust. 3.7.3. Tlos¢ dodanego amprolium powinna odpowiadaé iloéci amprolium znajdujacego sig
w ekstrakcie probki.

Powinna zwiekszy¢ sie tylko wysoko$¢ piku amprolium, po uwzglednieniu zaréwno dodanej ilosci, jak i rozciedczenia
ekstraktu. Szeroko$¢ piku w polowie jego wysokosci powinna mieéci¢ si¢ w granicach = 10% pierwotnej szerokosci piku
amprolium niefortyfikowanego ekstraktu prébki.

7.1.2. Detekcja diodowa

Wyniki sprawdza si¢ wedlug nastgpujacych kryteriow:

1) dlugosé fali odpowiadajaca maksymalnej absorpeji probki 1 widm wzorcowych zapisana w punkcie wierzchotka piku
zarejestrowanego na chromatogramie powinna byé¢ taka sama, po uwzglgdnieniu marginesu okreslonego zdolnoscig
rozdzielczg systemu detekcji; w przypadku detekeji diodowej zdolnos¢ rozdzielcza miesci sie zazwyczaj w granicach £2 nm;
2) w zakresie od 210 do 320 nm prébka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzchotka piku na chromatogramie nie
powinny si¢ rozni¢ dla tych czgSci widma w zakresie od 10 do 100% wzglednej absorbancji; kryterium uwaza si¢ za
spetnione, jezeli wystgpuja te same maksymalne warto$ci i w ramach Zadnego z obserwowanych punktéw rozbieznosé
migdzy 2 widmami nie jest wigksza niz 15% absorbancji wzorcowego analitu;

3) w zakresie od 210 do 320 nm widma wartosci rosnacych, szczytowych i malejacych ekstraktu prébki nie powinny réznié
si¢ od siebie dla tych czg¢éci widma w zakresie od 10 do 100% absorbancji wzglednej; kryterium uwaza si¢ za spetnione,
jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach Zadnego z obserwowanych punktéw rozbiezno$¢ miedzy
2 widmami nie jest wieksza niz 15% widma wartoéci szczytowe;.

Jezeli jedno z tych kryteriéw nie jest spelnione, obecnos¢ analitu nie jest potwierdzona.

7.2. Powtarzalno§é

Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczerh wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac:

1} 15% wzgledem wyzszej wartoéei, dla zawartodci amprolium od 25 do 500 mg/kg;

2) 0,75 mg/ kg, dla zawartos$ci amprolium powyzej 500 do 1000 mg/kg;

3) 7.5% wzgledem wyzszej wartosci, dla zawarto$ci amprolium powyzej 1000 mg/kg.

7.3. Odzysk

W przypadku fortyfikacji (§lepej) proby paszy odzysk powinien wynosi¢ co najmniej 90%.

8. WYNIKI BADAN MIEDZYLABORATORYJNYCH

W ramach wspétpracy kilku laboratoriéw przeprowadzono analize 3 pasz dla drobiu (prébki 1-3), paszy mineralnej (probka
4) i premiksu (prébka 5). W tabeli 25 podano wyniki przeprowadzonych badad poréwnawczych.

Tabela 25. Wyniki badaii poréwnawczych

Prébka 1 Prébka 2 Prébka 3 Prébka 4 Prébka 5
($lepa)

L 14 14 14 14 15

n 56 56 56 56 60
Srednia [mg/kg] - 45,5 188 5129 25 140
S, [mg/kg] - 2,26 3,57 178 550
CV, [%] - 4,95 1,90 3,46 2,20
Sg [mg/kg] - 2,95 11,8 266 760
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CV, [%] - 6.47 6,27 5,19 3
Zawartos¢ y 50 200 5000 25 000
nominalna [mg/kg]

L — liczba laboratoriéw; n — liczba pojedynczych oznaczen; S, - odchylenie standardowe powtarzalnoéei; CV, — wspélezynnik
zmienno$ci powtarzalnosci; Si — odchylenie standardowe odtwarzalno$ci; CVy — wspélezynnik zmiennoscei odtwarzalnoscei.

9. OBJASNIENIA

9.1. Jezeli prébka zawiera tiaming, pik tiaminy na chromatogramie ukazuje si¢ na krétko przed pikiem amprolium. W tej
metodzie amprolium i tiamina powinny by¢ rozdzielone. Jezeli amprolium i tiamina nie zostang rozdzielone w kolumnie,
o ktérej mowa w ust. 4.1.1, uzytej w tej metodzie, zastapi¢ do 50% acetonitrylu fazy ruchomej, o ktérej mowa w ust. 3.6,
metanolem.

9.2. Widmo roztworu amprolium: (¢ = 0,02 mol/l) w kwasie chlorowodorowym (¢ = 0,1 mol/l) wykazuje maksima przy
246 nm i 262 nm. Absorbancja powinna wynies¢ 0,84 przy 246 nm i 0,80 przy 262 nm.

9.3. Ekstrakt zawsze rozcieficzy¢ fazg ruchoma, gdyZ w przeciwnym razie czas retencji piku amprolium moze si¢ znacznie
przesunaé, z uwagi na zmiany sity jonowe;.

7.5. 0OZNACZANIE DIKLAZURILU

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci diklazurilu ((+)-4-chlorofenylo[2,6-dwuchloro-4-(2,3,4,5-tetrahydro-3,5-diokso-
1,2,4-triazyno-2-yl)fenylolacetonitryl) w paszach i premiksach. Granica wykrywalnosci wynosi 0,1 mg/kg, granica
oznaczalno$ci 0,5 mg/kg.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Po dodaniu wzorca wewnetrznego prébka jest ekstrahowana zakwaszonym metanolem. W przypadku pasz podzielna czes$¢
ekstraktu zostaje oczyszczona na wypetnieniu ekstrakcyjnym fazy statej. Diklazuril jest eluowany z wypelnienia mieszaning
zakwaszonego metanolu i wody. Po odparowaniu pozostalos¢ jest rozpuszczana w DMF/woda. W przypadku premikséw
ekstrakt jest odparowywany, a pozostalo$¢ rozpuszczana w DMF/woda. Zawarto$¢ diklazurilu jest oznaczana w ukladzie
podwdjnego gradientu faz odwrdconych wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z zastosowaniem detektora UV.
3. ODCZYNNIKI 1 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, p,, = 1,19 g/ml.

3.8. Substancja wzorcowa: diklazuril II-24 (+)-4-chlorofenylo[2,6-dwuchloro-4-(2,3,4,5-tetrahydro-3,5-diokso-1,2.4-
triazyno-2-yl) fenylo]acetonitryl o gwarantowanej czystosci, E 771.

3.8.1. Roztwér wzorcowy podstawowy diklazurilu, 500 pg/ml.

Odwazy¢, z doktadno$cig do 0,1 mg, 25 mg substancji wzorcowej diklazurilu, o ktérej mowa w ust. 3.8, do kolby miarowej
o pojemno$ci 50 ml. Rozpuéci¢ w DMF, o ktérym mowa w ust. 3.6, uzupeini¢ do petnej objgtosei kolby tym samym DMF
i zmiesza¢. Kolb¢ owina¢ folig aluminiowa lub uzy¢ kolby ze szkla oranzowego i przechowywaé w loddwce.
W temperaturze do 4°C roztwdr zachowuje stabilno$¢ do miesigca.

3.8.2. Roztwoér wzorcowy diklazurilu, 50 pg/ml.

Przenie$¢ 5 ml roztworu wzorcowego podstawowego, o ktérym mowa w ust. 3.8.1, do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml,
uzupelni¢ do petnej objetosei kolby DMF, o ktérym mowa w ust. 3.6, i zmieszaé. Kolbg owina¢ folig aluminiowa lub uzyé
kolby ze szkta oranzowego i przechowywac w lodéwce. W temperaturze do 4°C roztwdr zachowuje stabilno$é do miesiaca.
3.9. Substancja wzorcowa wewnetrzna: 2,6-dwuchloro-o-(4-chlorofenylo)-4-(4,5dihydro-3,5-diokso-1,2,4-triazyno-2(3H)-
yha-metylobenzeno-acetonitryl.

3.9.1. Roztwor wewngtrznego wzorca podstawowego, 500 pg/ml.

Odwazy¢, z doktadnosciag do 0,1 mg, 25 mg substancji wzorcowej wewnetrznej, o ktérej mowa w ust. 3.9, do kolby miarowej
o pojemnodci 50 ml. Rozpuéci¢ w DMF, o ktérym mowa w ust. 3.6, uzupeini¢ do petnej objgtosei kolby tym samym DMF
i zmiesza¢. Kolb¢ owina¢ folig aluminiowa lub uzy¢ kolby ze szkla oranzowego i przechowywaé w loddwce.
W temperaturze do 4°C roztwdr zachowuje stabilno$¢ nie dtuzej niz miesigc.

3.9.2. Roztwér wzorca wewngtrznego, 50 pg/ml.

Przenie$¢ 5 ml roztworu wewnetrznego wzorca podstawowego, o ktérym mowa w ust. 3.9.1, do kolby miarowej
o pojemnosci 50 ml, uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby DMF, o ktérym mowa w ust. 3.6, i zmieszaé. Kolbe owingé folig
aluminiowa lub uzy¢ kolby ze szkla oranzowego i przechowywac w lodéwee. W temperaturze do 4°C roztwér zachowuje
stabilno$¢ nie dluzej niz miesiac.

3.9.3. Roztwér wzorca wewnetrznego dla premikséw, p/1000 mg/ml (p = nominalna zawarto$¢ diklazurilu w premiksie
w mg/kg).

Odwazy¢, z doktadnoscig do 0,1 mg, p/10 mg substancji wzorca wewngtrznego do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml,
rozpusci¢c w DMF, o ktérym mowa w ust. 3.6, w lazni ultradZwigkowej, uzupelni¢ do pelnej objetosei kolby tym samym
DMF i zmiesza¢. Kolbg owing¢ folig aluminiowsg lub uzy¢ kolby ze szkta oranzowego i przechowywaé w lodéwce. Roztwor
przechowywany w temperaturze 4°C zachowuje stabilno$¢ do miesigca.
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3.10. Roztwor kalibracyjny, 2 pg/ml.

Odmierzy¢ pipeta 2 ml roztworu wzorcowego diklazurilu, o ktérym mowa w ust. 3.8.2, i 2 ml roztworu wzorca
wewngtrznego, o ktérym mowa w ust. 3.9.2, do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml. Dodaé 16 ml DMF, o ktérym mowa
w ust. 3.6, uzupehié do petnej objetosci kolby woda i zmieszal. Roztwér sporzadzad bezposrednio przed uzyciem.

3.11. Cy;, wypetnienie ekstrakcyjne fazy stalej; proponuje si¢ zastosowa¢ Bond Elut, rozmiar: 1 cc, masa sorbentu: 100 mg.
3.12. Rozpuszczalnik ekstrakcyjny: zakwaszony metanol.

Odmierzy¢ pipeta 5 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.7, do 1 1 metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.5,
i zmieszad.

3.13. Faza ruchoma do HPLC.

3.13.1. Eluent A: octan amonu — roztwdr kwasnego siarczanu tetrabutyloamonu:

Rozpusci¢ 5 g octanu amonu, o ktérym mowa w ust. 3.2, 1 3,4 g TBHS, o ktérym mowa w ust. 3.3, w 1 1 wody, o ktérej
mowa w ust. 3.1, 1 zmieszaé.

3.13.2. Eluent B: acetonitryl, o ktérym mowa w ust. 3.4,

3.13.3. Eluent C: metanol, o ktérym mowa w ust. 3.5.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Wstrzgsarka mechaniczna.

4.2. Sprzgt do HPLC przy potrdjnym gradiencie.

4.2.1. Kolumna do chromatografii cieczowej, Hypersil ODS, wypelnienie 3 um, 100 x 4,6 mm lub réwnowazne.

4.2.2. Detektor UV z regulacjg dtugosci fali lub detektor diodowy.

4.3. Rotacyjna wyparka prézniowa.

4.4. Filtr membranowy 0,45 um.

4.5. Rozdzielnik prézni do jednoczesnej prozniowej izolaci.

4.6. Laznia ultradZzwigkowa.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Wskazéwki ogdlne

5.1.1. Slepa préba paszy

Przeprowadzi¢ analizg $lepej proby paszy w celu sprawdzenia, czy nie zawiera ona diklazurilu i substancji interferujacych.
Slepa préba paszy powinna by podobna do badanej probki, a jej analiza nie powinna potwierdzaé obecnosci diklazurilu
i substancji interferujqcych.

5.1.2. Badanie odzysku

Badanie odzysku przeprowadzi¢, analizujac $lepa probg paszy, fortyfikowang przez dodanie znanej ilosci diklazurilu,
o wadze zblizonej do tej, ktéra znajduje si¢ w probee. Aby fortyfikowaé na poziomie 1 mg/kg, doda¢ 0,1 ml roztworu
wzorcowego podstawowego, o ktérym mowa w ust. 3.8.1, do 50 g §lepej proby paszy, zmieszal i pozostawic¢ na 10 minut,
kilkakrotnie mieszajgc, przed przejéciem do etapu ekstrakcji, o ktérym mowa w ust. 5.2.

Jezeli nie mozna przeprowadzi¢ badania $lepej proby paszy podobnej do badanej probki, o ktérej mowa w ust. 5.1.1, badanie
odzysku mozna przeprowadzi¢, stosujac metode dodawania wzorca. W tym przypadku przeznaczona do analizy probka jest
fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci diklazurilu, o wadze zblizonej do tej, ktéra znajduje si¢ w analizowanej probce.
Prébke te poddaje si¢ analizie wraz z niefortyfikowang prébka, a odzysk moze by¢ obliczony przez odjgcie od prébki
fortyfikowanej masy probki niefortyfikowane;.

5.2. Ekstrakcja

5.2.1. Pasze

QOdwazy¢, z doktadnosciag do 0,01 g, okolo 50 g prébki. Przenies¢ do kolby stozkowe] o pojemnosci 500 ml, doda¢ 1 ml
roztworu wzorca wewngtrznego, o ktérym mowa w ust. 3.9.2, 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, o ktérym mowa
w ust. 3.12, i zamkna¢ kolbg korkiem. Wstrzasa¢ mieszaning na wstrzasarce, o ktdrej mowa w ust. 4.1, przez noc. Pozostawié
na 10 minut do odstania. Przela¢ 20 ml podzielnej czeéci supernatantu do odpowiedniego szklanego naczynia i rozcienczyé
20 ml wody. Przenie$¢ ten roztwér na wypelnienie ekstrakcyjne, o ktérym mowa w ust. 3.11, i przepuscié¢ przez to
wypehienie, stosujac rozdzielnik prézni, o ktérym mowa w ust. 4.5. Przeptuka¢ wypelnienie 25 ml mieszaniny
rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, o ktérym mowa w ust. 3.12, i wody, 65 + 35 (V + V). Odrzuci¢ zebrane frakcje i eluowad
zwiazkKi, stosujac 25 ml mieszaniny rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, o ktérym mowa w ust. 3.12, i wody, 80 + 20 (V + V).
Odparowaé t¢ frakcje do osuszenia przy zastosowaniu rotacyjnej wyparki prézniowej, o ktorej] mowa w ust. 4.3,
w temperaturze 60°C. Rozpusci¢ suchg pozostato$¢ w 1 ml DMF, o ktérym mowa w ust. 3.6, doda¢ 1,5 ml wody, o ktérej
mowa w ust. 3.1, 1 zmieszaé. Przefiltrowaé przez filtr, o ktérym mowa w ust. 4.4. Przystapi¢ do oznaczania HPLC, o ktérym
mowa w ust. 5.3.

5.2.2. Premiksy

QOdwazy¢, z doktadnosciag do 0,001 g, okoto 1 g prébki. Przenies¢ do kolby stozkowe] o pojemnosci 500 ml, doda¢ 1 ml
roztworu wzorca wewngtrznego, o ktérym mowa w ust. 3.9.3, 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, o ktérym mowa
w ust. 3.12, i zamkna¢ kolbg korkiem. Wstrzasa¢ mieszaning na wstrzasarce, o ktdrej mowa w ust. 4.1, przez noc. Pozostawié
na 10 minut do odstania. Przenie$¢ podzielng cz¢s¢ 10000/p ml (p = nominalna zawarto$¢ diklazurilu w premiksie w mg/kg)
supernatantu do kolby okraglodennej o odpowiedniej pojemnoéci. Odparowaé do osuszenia, pod obnizonym ci$nieniem,
w temperaturze 60°C przy uzyciu rotacyjnej wyparki prézniowej, o ktérej mowa w ust. 4.3. Ponownie rozpusci¢ suchg
pozostato$¢ w 10 ml DMF, o ktérym mowa w ust. 3.6, dodaé¢ 15 ml wody, o ktérej mowa w ust. 3.1, i zmieszal. Przystgpié
do analizy HPLC, o ktérej mowa w ust. 5.3.

5.3. Oznaczanie HPLC
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5.3.1. Parametry
Podane nizej parametry oznaczania sg przykladowe.

Kolumna do chromatografi cieczowe;, 100 x 4,6 mm, Hypersil ODS wypelnienie 3 um lub
o ktérej mowa w ust. 4.2.1: réwnowazne
Faza ruchoma, o ktérej mowa w ust. 3.13: Eluent A, o ktérym mowa w ust. 3.13.1: wodny roztwér

octanu amonu i kwasnego siarczanu tetrabutyloamoniowego
Eluent B, o ktérym mowa w ust. 3.13.2: acetonitryl
Eluent C, o ktérym mowa w ust. 3.13.3: metanol

Elucja: — 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+tv+v)
Ptukaé eluentem B przez 10 minut

Predko$é przeplywu: 1,5 — 2 ml/min
Dlugos¢ fali przy detekcji: 280 nm
Dozowana obj¢tosé: 20 ul

Sprawdzié stabilno$¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilkakrotnie roztwér kalibracyjny, o ktérym mowa w ust. 3.10,
zawierajacy 2 pug/ml, az do uzyskania stalych wysokoéci piku i czaséw retencji.

Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametréw gwarantujgcych uzyskanie réwnowaznych wynikdw.

5.3.2. Roztwoér kalibracyjny

Zadozowaé kilka razy 20 pl roztworu kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 3.10, i okresli¢ $rednig wysokos$é
(powierzchnig) piku diklazurilu i wewngtrzne wzorcowe pikéw.

5.3.3. Roztwor probki

Zadozowa( kilka razy 20 ul roztworu prébki, o ktérym mowa w ust. 5.2.1 lub ust. 5.2.2, i okresli¢ $rednig wysokosé
(powierzchnig) piku diklazurilu i wewngtrzne wzorcowe pikow.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

6.1. Pasze

Zawarto$¢ diklazurilu w prébce w (mg/kg) obliczy¢ wedtug nastepujacego wzoru:
hy, xhy, Sy x 10V

w= X [mg/kg]
h;, x hy, m

gdzie:

hy, — wysoko$¢ (powierzchnia) piku diklazurilu w roztworze prébki, o ktérym mowa w ust. 5.2.1,
h;, — wysoko$¢ (powierzchnia) piku wzorca wewnetrznego w roztworze prébki, o ktérym mowa w ust. 5.2.1,
h, . — wysoko$¢ (powierzchnia) piku diklazurilu w roztworze kalibracyjnym, o ktérym mowa w ust. 3.10,
h; . — wysokos$¢ (powierzchnia) piku wzorca wewngtrznego w roztworze kalibracyjnym, o ktérym mowa w ust. 3.10,
34, — stezenie w ug/ml diklazurilu w roztworze kalibracyjnym, o ktérym mowa w ust. 3.10,
m — masa w g probki,
V — objetosé ekstraktu prébki zgodna z ust. 5.2.1; proponuje sig zastosowac 2,5 ml.
6.2. Premiksy
Zawarto$¢ diklazurilu w prébce w mg/kg obliczy¢ wedlug nastepujacego wzoru:
hy, x hy, 84.%x0,02Vxp
W= X [mg/kg]
h;, x hy, m

gdzie:

h, . — wysokos¢ (powierzchnia) piku diklazurilu w roztworze kalibracyjnym, o ktérym mowa w ust. 3.10,

h;. — wysoko$¢ (powierzchnia) piku wzorca wewngtrznego w roztworze kalibracyjnym, o ktérym mowa w ust. 3.10,

hy, — wysoko$¢ (powierzchnia) piku diklazurilu w roztworze probki, o ktérym mowa w ust. 5.2.2,

h; , — wysokos¢ (powierzchnia) piku wzorca wewnetrznego w roztworze probki, o ktérym mowa w ust. 5.2.2,

34, — stezenie diklazurilu w roztworze kalibracyjnym, o ktérym mowa w ust. 3.10,

m — masa w g probki,

V — objetoéé ekstraktu probki zgodna z ust. 5.2.2, proponuje si¢ zastosowac 25 ml,

p — nominalna zawarto$¢ w mg/kg diklazurilu w premiksie.

7. SPRAWDZENIE METODY

7.1. Sprawdzenie tozsamosci

Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografie lub zastosowanie detektora diodowego, przy uzyciu
ktérego poréwnuje si¢ widma ekstraktu prébki, o ktérym mowa w ust. 5.2.1 lub w ust. 5.2.2, i roztworu kalibracyjnego,
o ktérym mowa w ust. 3.10.

7.1.1. Kochromatografia

Ekstrakt probki, o ktérym mowa w ust. 5.2.1 lub ust. 5.2.2, fortyfikuje si¢ przez dodanie odpowiedniej iloéci roztworu
kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 3.10. Tlos¢ dodanego diklazurilu powinna odpowiada¢ ilosci diklazurilu znajdujace;j
si¢ w ekstrakcie probki.

Powinna zwigkszy¢ si¢ tylko wysoko$¢ piku diklazurilu i piku wzorca wewngtrznego, po uwzglednieniu zaréwno dodanej
ilodci, jak i stopnia rozcieniczenia ekstraktu. Szeroko$é piku w potowie jego wysokos$ci powinna miesci¢ sie w granicach
+ 10% pierwotnej szerokoséci piku diklazurilu lub piku wzorca wewngtrznego niefortyfikowanego ekstraktu prébki.
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7.1.2. Detekcja diodowa

Wiyniki sprawdza si¢ wedlug nastgpujacych kryteriow:

1) dlugo$¢ fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji probki i widm wzorcowych zapisana w punkcie wierzchotka piku
zarejestrowanego na chromatogramie powinna byé taka sama, po uwzglednieniu marginesu okreslonego zdolnocig
rozdzielcza systemu detekcji; w przypadku detekcji diodowej zdolno$¢ rozdzielcza miescei si¢ zazwyczaj w granicach +2 nm;
2) w zakresie od 230 do 320 nm prébka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzchotka piku na chromatogramie nie
powinny si¢ rézni¢ dla tych cze¢dci widma w zakresie od 10 do 100% wzglednej absorbancji; kryterium uwaza si¢ za
spetnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartoéci i w ramach zadnego z obserwowanych punktéw rozbieznosé
migdzy 2 widmami nie jest wigksza niz 15% absorbancji wzorcowego analitu;

3) w zakresie od 230 do 320 nm widma wartos$ci rosnacych, szczytowych i malejacych ekstraktu prébki nie powinny réznié
si¢ od siebie dla tych czgsci widma w zakresie od 10 do 100% absorbancji wzglednej; kryterium uwaza si¢ za spetnione,
jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punktéw rozbiezno$¢ miedzy
2 widmami nie jest wigksza niz 15% widma wartosci szczytowej.

Jezeli jedno z tych kryteriéw nie jest speinione, obecnosé analitu nie zostanie potwierdzona.

7.2. Powtarzalno$c¢

Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac:

1) 30% wzgledem wyzszej warto$ci, dla zawartosci diklazurilu od 0,5 do 2,5 mg/kg;

2) 0,75 mg/kg, dla zawarto$ci diklazurilu powyzej 2,5 do 5 mg/kg;

3) 15% wzgledem wyzszej wartosci, dla zawarto$ci diklazurilu powyzej 5 mg/kg.

7.3. Odzysk

W przypadku fortyfikacji §lepej proby lub proby paszy odzysk powinien wynosi¢ co najmniej 80%.

8. WYNIKI BADAN MIEDZYLABORATORYJNYCH

W ramach wspélpracy 11 laboratoribw przeprowadzono analize 5 probek. Byly to probki z 2 premikséw; jeden byt
wymieszany z gtéwnym sktadnikiem organicznym (O 100), a drugi z gtéwnym sktadnikiem nicorganicznym (A 100).
Zawarto$¢ teoretyczna diklazurilu wynosita 100 mg/kg, 3 mieszanki pasz dla drobiu zostaly sporzadzone przez 3 réznych
producentéw (NL) (L1/Z21/K1). Teoretyczna zawartos¢ diklazurilu wynosita 1 mg/kg. Analize kazdej prébki przeprowadzono
raz lub 2-krotnie.” W tabeli 26 podano wyniki przeprowadzonych badan poréwnawczych.

Tabela 26. Wyniki badan poréwnawczych

Poz. 1086

Probka 1 Prébka 2 Prébka 3 Prébka Prébka 5
A 100 0 100 L1 Z1 K1
L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Srednia 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
CV,(%) 583 7,38 17,32 1,92 334
Sg (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CV; (%) 7,53 7,38 18,61 0,67 13,65
Zawarto$é
nominalna 100 100 1 1 1
(mg/kg)

L — liczba laboratoriéw; n — liczba pojedynczych wartosci; S, — odchylenie standardowe powtarzalnoéci; CV,— wspélczynnik
zmienno$ci powtarzalno$ci; S — odchylenie standardowe odtwarzalnosci; CV, — wspdtezynnik zmienno$ci odtwarzalnosei.
9. OBJASNIENIA

Uprzednio wykazaé, Ze relacja diklazurilu jest liniowa w zakresie mierzonych stgzen.

7.6. OZNACZANIE SOLI SODOWEJ LASALOCIDU METODA WYSOKOSPRAWNEJ
CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawartoéci soli sodowej lasalocidu (sél sodowa polieterowego monokarboksylowego kwasu
wytwarzanego przez Streptomyces lasaliensis) w paszach i premiksach. Granica wykrywalno$ci metody wynosi 5 mg/kg,
granica oznaczalno$ci wynosi 30 mg/kg.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

S61 sodowa lasalocidu jest ekstrahowana z prébki zakwaszonym metanolem i oznaczana metodg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z faza odwrécong (HPLC) przy wykorzystaniu detektora spektrofluorometrycznego.

3. ODCZYNNIKI 1 ROZTWORY

3.1. Dwuwodorofosforan potasu (KH,PO,).

3.2. Kwas ortofosforowy, w = 85 %.

3.3. Roztwér kwasu ortofosforowego, 6 = 20 %.

Rozcienczy¢ 23,5 ml kwasu ortofosforowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, woda do objetosci 100 ml.

3.4. 6-metylo-2-heptyloamina(1,5-dwumetyloheksyloamina), w = 99 %.

% Bardziej szczegblowe informacje dotyczace tej analizy mozna znalezé w Dzienniku AOAC International, Tom 77, nr 6, 1994, 5. 1359 -
1361.
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3.5. Metanol do HPLC.

3.6. Kwas chlorowodorowy, p,, = 1,19 g/ml.

3.7. Roztwér buforu fosforanowego, ¢ = 0,01 mol/l.

Rozpuscié 1,36 g KH,PO,, o ktérym mowa w ust. 3.1, w 500 ml wody, o ktérej mowa w ust. 3.11, dodaé 3,5 ml kwasu
ortofosforowego, o ktérym mowa w ust. 3.2, i 10 ml 6-metylo-2-heptyloaminy, o ktérej mowa w ust. 3.4. Dostosowaé pH
do 4 przy uzyciu roztworu kwasu ortofosforowego, o ktérym mowa w ust. 3.3, i rozcienczy¢ woda, o ktérej mowa
w ust. 3.11, do objgtosci 1 1.

3.8. Zakwaszony metanol.

Przenie$¢ 5 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.6, do kolby miarowej o pojemnosci 1 1, uzupetni¢ do
pelnej objetosci kolby metanolem, o ktérym mowa w ust. 3.5, 1 zmieszaé. Roztwdr przygotowaé bezposrednio przed
uzyciem.

3.9. Faza ruchoma HPLC: mieszanina, w stosunku 5 + 95 (v+v): roztworu buforu fosforanowego, o ktérym mowa w ust. 3.7,
i metanoly, o ktérym mowa w ust. 3.5.

Zmiesza¢ 5 ml roztworu buforu fosforanowego, o ktérym mowa w ust. 3.7, z 95 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.5.
3.10. Substancja wzorcowa soli sodowej lasalocidu o gwarantowanej czysto$ci, C;,H;;O4Na (s6l sodowa polieterowego
monokarboksylowego kwasu wytwarzanego przez Streptomyces lasaliensis), E 763.

3.10.1. Podstawowy roztwor wzorcowy soli sodowe;j lasalocidu, 500 pg/ml.

Zwazy¢, z dokladnoscia do 0,1 mg, 50 mg soli sodowej lasalocidu, o ktérej mowa w ust. 3.10, do kolby miarowej
o pojemnosci 100 ml, rozpusci¢ w zakwaszonym metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.8, uzupehic¢ do petnej objetosci kolby
tym samym rozpuszczalnikiem i zmieszaé. Roztwér przygotowaé bezposrednio przed uzyciem.

3.10.2. Roztwér wzorcowy posredni soli sodowej lasalocidu, 50 pg/ml.

Odpipetowaé 10 ml podstawowego roztworu wzorcowego soli sodowej lasalocidu, o ktérym mowa w ust. 3.10.1, do kolby
miarowej o pojemnosci 100 ml, uzupeié do pelnej objgtoscei kolby zakwaszonym metanolem, o ktérym mowa w ust. 3.8,
i zmieszaé. Roztwdr przygotowad bezposrednio przed uzyciem.

3.10.3. Roztwory kalibracyjne.

Do kolb miarowych o pojemnosci 50 ml przenies¢ 1, 2, 4, 5 i 10 ml roztworu wzorcowego posredniego, o ktérym mowa
w ust. 3.10.2. Uzupetni¢ do pelnej objgtosci kolb zakwaszonym metanolem, o ktérym mowa w ust. 3.8, i zmiesza¢. Roztwory
te odpowiadajg odpowiednio 1, 2, 4, 51 10 pg soli sodowej lasalocidu w 1 ml. Roztwory przygotowaé bezposrednio przed
uzyciem.,

3.11. Woda do HPLC.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Laznia ultradZzwigkowa lub wibracyjna taZnia wodna, z mozliwoécig kontroli temperatury.

4.2, Filtry membranowe, 0,45 um.

4.3. Zestaw HPLC z systemem dozowania, umozliwiajacy dozowanie 20 ul.

4.3.1. Kolumna do chromatografii cieczowej: 125 x 4 mm, faza odwrécona C i, wypehienie 5 um lub réwnowazne.

4.3.2. Spelgtrofluorymetr o zmiennej fali, z mozliwoscig ustawienia czutosci — wzbudzenia, emisji.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Objasnienia

5.1.1. Slepa préba

W celu przeprowadzenia badania odzysku, o ktdrym mowa w ust. 5.1.2, przeprowadzi¢ analiz¢ $lepej proby paszy w celu
sprawdzenia, czy badana pasza nie zawiera lasalocidu i substancji interferujacych. Pasza uzyta do $lepej préby powinna byé
podobna do prébki paszy badanej i nie powinna zawiera¢ lasalocidu sodu i interferujacych substancji.

5.1.2. Badanie odzysku

Badanie odzysku przeprowadzié, analizujac $lepa probe paszy fortyfikowang przez dodanie znanej iloci soli sodowej
lasalocidu, o wadze zblizonej do tej, ktéra znajduje sig¢ w probee. Aby fortyfikowaé na poziomie 100 mg/kg, dodaé 10 ml
podstawowego roztworu wzorcowego, o ktérym mowa w ust. 3.10.1, do kolby stozkowej o pojemnosci 250 ml i odparowac
roztwor do objetosci okoto 0,5 ml. Dodaé 50 g Slepej proby paszy, zmieszal i pozostawi¢ na 10 minut, a nastepnie
kilkakrotnie zamiesza¢ i przej$¢ do etapu ekstrakcji, o ktérym mowa w ust. 5.2.

Jezeli nie mozna przeprowadzié badania §lepej proby paszy, o ktdrej mowa w ust. 5.1.1, ktéra jest podobna do badanej
probki, badanie odzysku mozna przeprowadzié, stosujac metod¢ dodawania wzorca. W tym przypadku przeznaczona do
analizy probka jest fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci soli sodowej lasalocidu, o wadze zblizonej do tej, ktéra
znajduje si¢ w analizowanej prébce. Probke t¢ poddaje si¢ analizie wraz z niefortyfikowang prébka, a odzysk moze byé
obliczony przez odjecie od probki fortyfikowanej masy probki niefortyfikowane;).

5.2. Ekstrakcja

5.2.1. Pasze

Zwazy¢, z dokladno$cia do 0,01 g, od 5 do 10 g prébki do wyposazonej w korek kolby stozkowej o pojemnosei 250 ml,
Doda¢ przy uzyciu pipety 100 ml zakwaszonego metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.8. Zamknaé luzno korkiem i zamieszac
w celu rozproszenia. Umiesci¢ kolbe w tazni ultradZzwiekowej, o ktérej mowa w ust. 4.1, w temperaturze okoto 40°C
na 20 minut, nastgpnie wyjac i schlodzi¢ do temperatury pokojowej. Pozostawi¢ kolbe na okoto godzing, dopdki suspensja
nie opadnie, nastgpnie przefiltrowaé podzielng czgéé przez filtr membranowy, o ktérym mowa w ust. 4.2, do odpowiedniego
naczynia. Przystapi¢ do oznaczania HPLC, o ktérym mowa w ust. 5.3.

5.2.2. Premiksy

Odwazy¢, z dokladno$cig do 0,001 g, okoto 2 g nierozdrobnionego premiksu do kolby miarowej o pojemnosei 250 ml. Dodaé
100 ml zakwaszonego metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.8, i zamiesza¢ w celu rozproszenia. Umiescié kolbg z zawartoscia
w taZni ultradZzwigkowej, o ktdrej mowa w ust. 4.1, w temperaturze okoto 40°C na 20 minut, nastgpnie wyjaé i schtodzi¢ do
temperatury pokojowej. Rozcieficzyé do petnej objgtosei kolby zakwaszonym metanolem, o ktérym mowa w ust. 3.8,
i doktadnie zmieszaé. Pozostawié kolbg na okoto godzing, dopdki suspensja nie opadnie, nastgpnie przefiltrowaé podzielng
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czg$¢ przez filtr membranowy, o ktérym mowa w ust. 4.2. Rozcienczy¢ odpowiednig objgtosé klarownego filtratu przy
uzyciu zakwaszonego metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.8, w celu otrzymania finalnego testowego roztworu zawierajacego
okoto 4 ng/ml soli sodowej lasalocidu. Przystapi¢ do oznaczania HPLC, o ktérym mowa w ust. 5.3.

5.3. Oznaczanie HPLC

5.3.1. Parametry

Podane nizej parametry oznaczania sg przykladowe.

Kolumna do chromatografii cieczowej, 125 x 4 mm, faza odwrécona C,,, wypelnienie 5 um lub
o ktérej mowa w ust. 4.3.1: réwnowazne
Faza ruchoma, o ktdrej mowa w ust. 3.9: Mieszanina, w stosunku 5 + 95 (v+v): roztworu buforu

fosforanowego, o ktérym mowa w ust. 3.7, i metanolu,
o ktérym mowa w ust. 3.5

Predkos¢ przeplywu: 1,2 ml/min
Dlugos¢ fali przy detekcji: wzbudzenie: 310 nm, emisja: 419 nm
Dozowana objgtosé: 20 ul

Sprawdzi¢ stabilnos$é systemu chromatograficznego, dozujac kilkakrotnie roztwér kalibracyjny, o ktérym mowa w ust. 3.10.3,
zawierajacy 4 pg/ml, az do uzyskania stalych wysokoéci (powierzchni) piku i czaséw retencji.

Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametréw gwarantujgcych uzyskanie rGwnowaznych wynikdw.

5.3.2. Krzywa kalibracyjna

Zadozowal kilka razy kazdy z kalibracyjnych roztwordw, o ktérych mowa w ust. 3.10.3, i okreéli¢ $rednie wysoko$ci
(powierzchnie) piku dla kazdego stezenia. Wykresli¢ krzywa kalibracyjna, odktadajac $rednie wysokos$ci (powierzchnie) piku
na osi rz¢dnych oraz odpowiadajace im stgzenia w pg/ml na osi odcigtych.

5.3.3. Roztwor probki

Zadozowa¢ kilka razy ekstrakt probki, o ktérym mowa w ust. 5.2.1 lub ust. 5.2.2, stosujac taka samg objg¢tosé jak przy
kalibracyjnych roztworach, i okre$li¢ srednia wysoko$¢ (powierzchnie) piku dla pikéw soli sodowej lasalocidu.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) piku otrzymanej po zadozowaniu roztworu probki, o ktérym mowa
w ust. 5.3.3, okresli¢ stezenie soli sodowej lasalocidu w ug/ml, odnoszac sie do wykresu kalibracyjnego.

6.1. Pasze
Zawarto$¢ soli sodowej lasalocidu, w mg/kg, w prébee obliczy¢ wedtug nastepujacego wzoru:
BxV,
w= ——— [mg/kg]
m
gdzie:

B — stgzenie w pg/ml soli sodowej lasalocidu w roztworze probki, o ktérej mowa w ust. 5.2.1,
V,- objetos¢ w ml ekstraktu probki, o ktérej mowa w ust. 5.2.1; proponuje sig zastosowaé 100 ml,
m — masa w g probki.
6.2. Premiksy
Zawarto$¢ soli sodowej lasalocidu, w mg/ kg, w probee obliczy¢ wedlug nastepujacego wzoru:

PxV,xf
w= ——— [mg/kg]

m

gdzie:
B — stezenie w pg/ml soli sodowej lasalocidu w roztworze prébki, o ktérej mowa w ust. 5.2.2,
V,— objetos¢ w ml ekstraktu probki, o ktdrej mowa w ust. 5.2.2; proponuje si¢ zastosowaé 250 ml,
f — wspotezynnik rozciericzenia zgodny z ust. 5.2.2,
m — masa w g probki.
7. SPRAWDZENIE WYNIKOW
7.1. Sprawdzenie tozsamosci
Metody bazujace na detekcji spektrofluorometrycznej sa mniej podatne na interferencje niz metody z zastosowaniem detekcji
UV. Tozsamo$¢ analitu moze byé potwierdzona przez kochromatografie.
7.1.1 Kochromatografia
Ekstrakt probki, o ktérym mowa w ust. 5.2.1 lub ust. 5.2.2, jest fortyfikowany przez dodanie odpowiedniej iloéci roztworu
kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 3.10.3. Tlo$¢ dodanej soli sodowej lasalocidu powinna odpowiadad ilosci soli sodowej
lasalocidu w ekstrakcie probki.
Tylko wysoko$¢ piku soli sodowej lasalocidu powinna si¢ uwidoczni¢ w stopniu zaleznym od ilosci dodanej soli sodowej
lasalocidu i rozcieficzenia ekstraktu. Szeroko$¢ piku w potowie wysoko$ci powinna miescié si¢ w zakresie + 10% oryginalnej
szeroko$ci piku niefortyfikowanego ekstraktu.
7.2. Powtarzalno§é
Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczenh wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac:
1) 15% wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci soli sodowej lasalocidu od 30 do 100 mg/kg;
2) 15 mg/kg, dla zawarto$ci soli sodowej lasalocidu powyzej 100 do 200 mg/kg;
3) 7,5% wzgledem wyzszej warto$ci, dla zawartosci soli sodowej lasalocidu powyzej 200 mg/ kg.
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7.3. Odzysk

W przypadku fortyfikowanej Slepej proby paszy lub proby paszy odzysk nie powinien by¢ nizszy niz 80%. W przypadku
fortyfikowanych prébek premikséw odzysk nie powinien by¢ nizszy niz 90%.

8. WYNIKI BADAN MIEDZYLABORATORYJNYCH

W ramach wspdlpracy 12 laboratoridw” przeprowadzono analizg 2 premiksow (probki 11 2) oraz 5 pasz (prébki 3-7).
Analizg kazdej prébki przeprowadzono 2-krotnie. W tabeli 27 podano wyniki przeprowadzonych badai poréwnawczych.
Tabela 27. Wyniki badai poréwnawczych

Prébka 1 Prébka 2 Probka 3 Prébka 4 Prébka 5 Prébka 6 Prébka 7
premiks dla | premiks dla $ruty dla granulki dla pasza dla pasza dla pasza dla
kurczat indykéw indykéw kurczat indykéw drobiu drobiu
A B
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Srednia 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 483 32,6
(mg/kg)
S, (mg/kg) 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
CV_ (%) 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4 5,37
Sg (mg/kg) 286 883 3,85 7,32 5,29 347 3.49
CV; (%) 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Zawarto§¢é
nominalna 5000 16 000" 80 105° 120° 50" 35"
(mg/kg)
L - liczba laboratoriéw; n — liczba poszczegdlnych wynikéw; S, — standardowe odchylenie powtarzalnoécei,
Sy — standardowe odchylenie odtwarzalnosci wynikéw; CV,. — odchylenie standardowe zmienne powtarzalnosci;

- - [
CV; — odchylenie standardowe zmienne odtwarzalno$ci; * zawarto$¢ zadeklarowana przez producenta; * pasza przygotowana
w laboratorium.

ROZDZIAL 8
BADANIE SUBSTANCJI I MATERIALOW NIEPOZADANYCH I SZKODLIWYCH

8.1. OZNACZANIE AFLATOKSYNY B, METODA JEDNOKIERUNKOWEJ CHROMATOGRAFII
CIENKOWARSTWOWEJ

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawartoéci aflatoksyny B, w materiatach paszowych i paszach. Metody nie mozna stosowaé
w obecnosci pulpy cytrusowej. Dolna granica oznaczalno$ci metody wynosi 0,01 mg/ kg (10 ppb).

Jezeli wystgpuja substancje interferujace, konieczne jest powtdrzenie oznaczania metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej HPLC.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest poddawana ekstrakcji chloroformem. Ekstrakt jest filtrowany, a jego podzielna czgsé jest poddawana
oczyszezaniu przy uzyciu kolumny chromatograficznej na zelu krzemionkowym. Eluent jest odparowywany, a pozostato$é
ponownie rozpuszczana w §ci§le okre§lonej objgtosci chloroformu lub mieszaniny benzenu i acetonitrylu. Podzielna czg$é
tego roztworu jest poddawana chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Jako§é aflatoksyny B, jest oznaczana poprzez
na$wietlanie chromatogramu promieniami UV, wizualnie albo fluorodensytometrycznie, przez poréwnanie ze znang iloscia
wzorcowe] aflatoksyny B,. Tozsamo$¢ aflatoksyny B, wyekstrahowanej z paszy powinna by¢ potwierdzona poprzez
wskazanie metody.

3. ODCZYNNIKI 1 ROZTWORY

Wszystkie odczynniki powinny mieé ,,czysto$é do analizy”, jezeli nie zaznaczono inaczej.

3.1. Aceton.

3.2. Chloroform stabilizowany 96% etanolem w iloéci od 0,5 do 1% (V/V) .

3.3. N-heksan.

3.4. Metanol.

3.5. Eter dwuetylowy bezwodny, wolny od nadtlenkéw.

3.6. Mieszanina benzenu i acetonitrylu: 98/2 (V/V).

3.7. Mieszanina chloroformu, o ktérym mowa w ust. 3.2, i metanolu, o ktdrym mowa w ust. 3.4: 97/3 (V/V).

3.8. Zel krzemionkowy do chromatografii kolumnowej, wielko$¢ czasteczki od 0,05 do 0,20 mm.

3.9. Wata bawelniana odttuszczona chloroformem lub wata szklana.

3.10. Siarczan sodu bezwodny, granulowany.

3.11. Obojetny gaz; proponuje si¢ zastosowac azot.

" The Analyst nr 120 z 1995 r., str. 2175-2180.
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3.12. Kwas chlorowodorowy 1 N.

3.13. Kwas siarkowy 50% (V/V).

3.14. Kieselguhr (hyflosupelsel), przemywany kwasem.

3.15. Zel krzemionkowy G-HR Iub podobny, do TLC.

3.16. Roztwdr wzorcowy zawierajacy okoto 0,1 pg aflatoksyny B; w 1 ml chloroformu, o ktérym mowa w ust. 3.2, lub
mieszanina benzenu i acetonitrylu, o ktérej mowa w ust. 3.6, przygotowane i sprawdzone w sposob okreslony w ust. 7.

3.17. Roztwdr wzorcowy do testow jakosciowych zawierajacy okoto 0,1 ug aflatoksyny B, i B, w ml chloroformu, o ktérym
mowa w ust. 3.2, lub mieszanina benzenu i acetonitrylu, o ktérej mowa w ust. 3.6. Stezenia aflatoksyn sg przykiadowe.
Stezenia te powinny by¢ tak dobrane, aby otrzymad takg samg intensywno$¢ fluorescencji dla obu aflatoksyn.

3.18. Rozpuszczalniki rozwijajace:

3.18.1. Chloroform, o ktérym mowa w ust. 3.2/aceton, o ktérym mowa w ust. 3.1: 9/1 (V/V), zbiornik nienasycony.

3.18.2. Eter dwuetylowy, o ktérym mowa w ust. 3.5/metanol, o ktérym mowa w ust. 3.4/woda: 96/3/1 (V/V/V), zbiornik
nienasycony.

3.18.3. Eter dwuetylowy, o ktérym mowa w ust. 3.5/metanol, o ktérym mowa w ust. 3.4/woda: 94/4,5/1,5 (V/V/V), zbiornik
nasycony.

3.18.4. Chloroform, o ktérym mowa w ust. 3.2/metanol, o ktérym mowa w ust. 3.4 : 94/6 (V/V), zbiornik nasycony.

3.18.5. Chloroform, o ktérym mowa w ust. 3.2/metanol, o ktérym mowa w ust. 3.4 : 97/3 (V/V), zbiornik nasycony.

4. APARATURA 1 SPRZET

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 o §rednicy wewngtrznej 22 mm, dtugoéci 300 mm, z kurkiem PTFE i zbiornikiem
0 pojemnosci 250 ml.

4.5. Rotacyjna wyparka prézniowa z kolba okraglodenng o pojemnosei 500 ml.

4.6. Kolba stozkowa o 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 sposéb,
zapewnia pokrycie 5 takich plytek:

Umiesci¢ 30 g zelu krzemionkowego, o ktérym mowa w ust. 3.15, w kolbie stozkowej, doda¢ 60 ml wody, zamkna¢ korkiem
i wstrzgsaé przez minute, nanie$é suspensje na plytki, tak aby uzyskaé jednolita warstwe grubosci 0,25 mm, pozostawi¢ na
powietrzu do wysuszenia, a nastgpnie przechowywaé w eksykatorze zawierajacym zel krzemionkowy. Przed uzyciem
aktywowac plytki przez przetrzymywanie ich przez godzing w suszarce o temperaturze 110°C.

Moga by¢ stosowane gotowe do uzycia plytki, jezeli daja wyniki podobne do tych uzyskanych na ptytkach przygotowanych
W wyzej opisany sposob.

4.9. Lampa UV o dlugosci fali 360 nm. Intensywno$¢ promieniowania powinna umozliwi¢ rozréznienie, z odlegtosci 10 cm,
plamki zawierajacej 1 ng aflatoksyny B, natoZzonej na ptytke TLC.

4.10. Probdéwki miarowe o pojemnoscei 10 ml, z polietylenowymi korkami.

4.11. Spektrofotometr UV.

4.12. Fluorodensytometr (do wyboru).

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Przygotowanie prébki

Rozdrobnié prébke tak, aby przechodzita przez oczka sita o §rednicy 1 mm, zgodnie z zaleceniami ISO R 565.

Jezeli probki zawieraja wigcej niz 5% thuszezéw, odthusei¢ je eterem naftowym o temperaturze wrzenia od 40 do 60°C,
a uzyskane wyniki przedstawi¢ w odniesieniu do masy nieodtluszczonej probki.

5.2. Ekstrakcja

Umiesci¢ 50 g rozdrobnionej, homogennej prébki w kolbie stozkowej, o ktérej mowa w ust. 4.6. Doda¢ 25 g Kieselguhr,
o ktérym mowa w ust. 3.14, 25 ml wody i 250 ml chloroformu, o ktérym mowa w ust. 3.2. Zamkna¢ kolbe, wstrzasaé lub
mieszaé przez 30 minut przy uzyciu wstrzagsarki lub mieszadla magnetycznego, o ktérych mowa w ust. 4.2, i przefiltrowaé
przez filtr, o ktérym mowa w ust. 4.3. Odrzuci¢ pierwsze 10 ml filtratu, a nastgpnie zebra¢ 50 ml.

5.3. Oczyszczanie na kolumnie

Umie$ci¢ w dolnym koricu szklanej kolumny chromatograficznej, o ktérej mowa w ust. 4.4, zwitek bawetnianej lub szklanej
waty, o ktorej] mowa w ust. 3.9, napelni¢ rurki chloroformem, o ktérym mowa w ust. 3.2, i dodaé 5 g siarczanu sodu,
o ktérym mowa w ust. 3.10.

Sprawdzié, czy gbérna powierzchnia siarczanu sodu jest ptaska, nastgpnie dodaé matymi porcjami 10 g zelu krzemionkowego,
o ktérym mowa w ust. 3.8. Lekko miesza¢ po kazdym dodaniu w celu usunigcia pgcherzykdéw powietrza. Pozostawié
na 15 minut, a nastgpnie ostroznie doda¢ 15 g siarczanu sodu, o ktérym mowa w ust. 3.10. Pozwolié, aby poziom cieczy
obnizyl si¢, az znajdzie si¢ tuz nad warstwa siarczanu sodu.

Zmiesza¢ 50 ml ekstraktu zebranego w sposdb okre§lony w ust. 5.2 z 100 ml n-heksanu, o ktérym mowa w ust. 3.3,
i przenie$¢ ilo$ciowo t¢ mieszaning na kolumng. Pozwoli¢, aby poziom cieczy obnizyl sig, az znajdzie si¢ nad warstwg
siarczanu sodu. Popluczyny odrzucié¢. Nastgpnie dodaé¢ 100 ml eteru dwuetylowego, o ktérym mowa w ust. 3.5, i znowu
pozwoli¢, aby poziom cieczy obnizyt sig, az znajdzie si¢ nad warstwa siarczanu sodu. W czasie tych czynnosci uwazaé, aby
predkodé przeptywu wynosita od 8 do 12 ml na minutg i aby wypetnienie kolumny nie pozostawalo suche. Odrzuci¢ wyciek.
Nastepnie wymy¢ kolumne przy uzyciu 150 ml mieszaniny chloroformu i metanolu, o ktérej mowa w ust. 3.7, i zebraé caty
eluent.
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Odparowa¢ korficowy eluent prawie do sucha w rotacyjnej wyparce prézniowej, o ktdrej mowa w ust. 4.5, w temperaturze nie
wyzszej niz 50°C w strumieniu obojg¢tnego gazu, o ktérym mowa w ust. 3.11. Przenies$¢ iloSciowo pozostatoéé, z uzyciem
chloroformu, o ktérym mowa w ust. 3.2, lub mieszaniny benzenu i acetonitrylu, o ktérej mowa w ust. 3.6, do proboéwki,
o ktérej mowa w ust. 4.10. Zatezy¢ roztwor w strumieniu obojetnego gazu, o ktérym mowa w ust. 3.11, a nastepnie uzupetnic
do objetosci 2 ml chloroformem, o ktérym mowa w ust. 3.2, lub mieszaning benzenu i acetonitrylu, o ktdrej] mowa
w ust. 3.6.

5.4. Chromatografia cienkowarstwowa

Nanieé¢ na plytke¢ TLC, o ktdrej mowa w ust. 4.8, w odlegtoéci 2 cm od dolnej krawedzi w odstgpach co 2 cm, wskazane
ponizej objgtoéei roztworu wzorcowego i ekstraktu:

1) 10, 15, 20, 30 i 40 pl roztworu wzorcowego aflatoksyny B, o ktérym mowa w ust. 3.16;

2) 10 pl ekstraktu otrzymanego w sposéb okreslony w ust. 5.3 i, nalozonego w tym samym punkcie, 20 pl roztworu
wzorcowego, o ktérym mowa w ust. 3.16;

3) 101 20 pl ekstraktu otrzymanego w sposdb okreslony w ust. 5.3.

Rozwing¢ chromatogram w ciemnosci, stosujac jeden z rozpuszczalnikéw rozwijajacych, o ktérych mowa w ust. 3.18.
Wybér rozpuszczalnika powinien by¢ dokonany wczeSniej poprzez nalozenie 25 ul roztworu wzorcowego do testéw
jakosciowych, o ktérym mowa w ust. 3.17, na ptytke i sprawdzenie, ze aflatoksyna B, i B, po wywotaniu sg catkowicie
rozdzielone.

Pozwolié, aby rozpuszczalniki odparowaly w ciemnosci, a nastgpnie naswietli¢ plytke $wiattem UV, umieszczajac ja
w odlegtosci 10 cm od Zrédla Swiatta, o ktéorym mowa w ust. 4.9. Plamki aflatoksyny B, charakteryzuja si¢ niebieskg
fluorescencja.

5.5. Oznaczanie ilociowe

Oznaczy¢ zawarto$¢ wizualnie lub przy uzyciu fluorodensytometru, w sposéb opisany ponize;.

5.5.1. Pomiar wizualny

Oznaczy¢ iloé¢ aflatoksyny B, w ekstrakcie przez dobranie intensywnosci fluorescencji plamek ekstraktu z intensywnoscia
fluorescencji plamek roztworu wzorcowego. Interpolowaé, jezeli to konieczne. Fluorescencja otrzymana przez nalozenie
ekstraktu na roztwdr wzorcowy powinna byé bardziej intensywna niz fluorescencja 10 pl ekstraktu i nie powinna by¢
bardziej widoczna niz jako jedna plamka. Jezeli intensywno$¢ fluorescencji 10 pl ekstraktu jest wigksza niz 40 ul roztworu
wzorcowego, rozcienczy¢ ekstrakt 10 lub 100 razy chloroformem, o ktérym mowa w ust. 3.2, lub mieszaning benzenu
i acetonitrylu, o ktérej mowa w ust. 3.6, przed ponownym poddaniem go chromatografii cienkowarstwowe;j.

5.5.2. Pomiar fluorodenzytometryczny

Zmierzy¢ intensywno$¢ fluorescencji plamek aflatoksyny B, w fluorodensytometrze, o ktérym mowa w ust. 4.12, o czuto$ci
— wzbudzenie: 365 nm, emisja: 443 nm. Oznaczy¢ ilo$¢ aflatoksyny B, w plamkach ekstraktu przez pordéwnanie ich
intensywnosci fluorescencji z intensywnoscig fluorescencji plamki wzorcowej aflatoksyny B;.

5.6. Potwierdzenie tozsamosci aflatoksyny B,

Potwierdzi¢ tozsamosc¢ aflatoksyny B, w ekstrakcie w sposob opisany ponize;j.

5.6.1. Traktowanie kwasem siarkowym

Rozpyli¢ kwas siarkowy, o ktdrym mowa w ust. 3.13, na chromatogram otrzymany w sposéb okre§lony w ust. 5.4. Pod
wplywem nas$wietlania promieniami UV fluorescencja plamek aflatoksyny B, powinna zmienié barwg z niebieskiej na z6ltg.
5.6.2. Dwukierunkowa chromatografia powodujaca tworzenie aflatoksyny B, — hemiacetalu (aflatoksyny B,,).

Czynnosci opisane ponizej przeprowadza si¢ w sposéb przedstawiony na rys.3.

5.6.2.1. Nanoszenie roztworéw

Wyciaé 2 proste linie na plytce, o ktdrej] mowa w ust. 4.8, réwnolegle do 2 przylegtych bokéw, w odlegtoéci 6 cm od
kazdego z nich, aby ograniczy¢ migracj¢ czola rozpuszczalnika. Nalozy¢ nastepujace roztwory na plytke, stosujac kapilarne
pipety lub mikrostrzykawki:

1) w punkcie A: oczyszczony ekstrakt probki otrzymany w sposoéb okreslony w ust. 5.3, zawierajacy okoto 2,5 nm
aflatoksyny B;;

2) w punkcie B i C: 25 ul wzorcowego roztworu, o ktérym mowa w ust. 3.16.

5.6.2.2. Rozwinigcie

Rozwija¢ chromatogram w kierunku I w ciemno$ci, wykorzystujac rozpuszczalnik rozwijajacy, o ktérym mowa
w ust. 3.18.1 (1 cm warstwa w nienasyconym zbiorniku), az czoto rozpuszczalnika osiggnie ograniczajgca linig.

Wyjaé plytke ze zbiornika i pozostawi¢ w celu wyschnigcia w ciemnosei, w temperaturze pokojowej, przez 5 minut.
Nastepnie rozpyli¢ kwas chlorowodorowy, o ktdrym mowa w ust. 3.12, wzdluz pasa o wysokosci 2,5 cm, pokrywajgcego
punkty A i B (zakreskowane pole na rys. 3), az do §ciemnienia, zabezpieczajac pozostatg czg$é plytki szklang szybka.
Pozostawi¢ na 10 minut w ciemnosci i wysuszy¢ w strumieniu powietrza w temperaturze otoczenia. Nastepnie rozwinaé
chromatogram w kierunku II w ciemnosci, stosujac rozpuszczalnik rozwijajacy, o ktérym mowa w ust. 3.18.1 (1 cm warstwa
w nienasyconym zbiorniku), az czolo rozpuszczalnika osiagnie ograniczajaca linig. Wyjaé plytke ze zbiornika
i wysuszy¢ w temperaturze otoczenia.

5.6.2.3. Interpretacja chromatogramu

Zbada¢ chromatogram pod lampg UV, o ktérej mowa w ust. 4.9, i sprawdzié, czy pojawily sig:

1) niebieska fluorescencja plamki aflatoksyny B, 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 natozonego w punkcie
B (migracja w kierunku II);

3) plamki poréwnywalne z plamkami, o ktérych mowa w pkt 2, pochodzace z ekstraktu probki natozonego w punkcie A;
potozenie tych plamek zostato okreslone najpierw przez odlegto$¢ migracji aflatoksyny B, z punktu A w kierunku I (takiej
samej, jaka przebyt wzorzec natozony w punkcie C), a nastgpnie przez odleglo$é migracji z tego punktu w kierunku 1T
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aflatoksyny B, — hemiacetalu (takiej samej, jakg przebyl wzorzec natozony w punkcie B); intensywnoéci fluorescencji
plamek hemiacetalu pochodzacych z ekstraktu i wzorca natozonego w punkcie B powinny pasowaé do siebie.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

6.1. Na podstawie pomiaréw wizualnych

Zawarto$¢ w pg/kg aflatoksyny B, w prébee (ppb) obliczyé wedlug nastgpujacego wzoru:

SxYxV
Wx X

gdzie:
Y i X stanowia odpowiednio objetosci w pl roztworu wzorcowego aflatoksyny B, o ktérym mowa w ust. 3.16, i ekstraktu
o podobnej intensywnosci fluorescenc;ji,
S — stezenie w pg/ml aflatoksyny B,, w roztworze wzorcowym, o ktérym mowa w ust. 3.16,
V — koricowa objgtos¢ w pl ekstraktu, uwzgledniajaca konieczne rozcienczenia,
W — masa w g prébki, odpowiadajaca objgtosci ekstraktu poddanego oczyszczeniu na kolumnie.
6.2. Na podstawie pomiaréw fluorodensytometrycznych
Zawarto$¢ w pg/kg aflatoksyny B, w probee, obliczy¢ wedtug nastepujacego wzoru:
SxV

wWxY
gdzie:
Y - objgtoéé w pl ekstraktu naniesionego na ptytke (10 lub 20 ul),
S — iloé¢ w ng aflatoksyny B, w ekstrakcie naniesionym na ptytke (proporcjonalna do pobranej objgtosci Y), obliczona na
podstawie pomiaréw,
V — koricowa objgtos¢ w pl ekstraktu, uwzgledniajaca konieczne rozcienczenia,
W — masa w g prébki, odpowiadajaca objgtosci ekstraktu poddanego oczyszczeniu na kolumnie.
7. PRZYGOTOWANIE I SPRAWDZANIE ROZTWORU WZORCOWEGO, O KTORYM MOWA W UST. 3.16
7.1. Oznaczanie st¢zenia aflatoksyny B,
Przygotowaé roztwér wzorcowy aflatoksyny B, w chloroformie, o ktérym mowa w ust. 3.2, lub w mieszaninie benzenu
i acetonitrylu, o ktérej mowa w ust. 3.6, o stezeniu od 8 do 10 pg/ml. Okresli¢ spektrum absorbcji w zakresie od 330
do 370 nm przy uzyciu spektrofotometru, o ktérym mowa w ust. 4.11.
Zmierzy¢ gesto$é optyczng (A) przy 363 nm w przypadku roztworu chloroformu lub przy 348 nm w przypadku roztworu
W mieszaninie benzenu i acetonitrylu.
Stezenie w pg/ml aflatoksyny B, roztworu obliczy¢ wedlug nastgpujacych wzoréw:

312 x A x 1000

dla roztworu chloroformu
20600

312 x A x 1000
dla roztworu w mieszaninie benzenu i acetonitrylu

19800
Odpowiednio rozcienczy¢, chronige przed $wiattem stonecznym, w celu otrzymania roboczego roztworu wzorcowego
o stezeniu aflatoksyny B, okoto 0,1 pg/ml. Roztwdr przechowywany w lodéwee w temperaturze 4°C zachowuje trwato$é
przez 14 dni.
7.2. Badanie czysto$ci chromatograficznej
Nanie$¢ na plytke, o ktérej mowa w ust. 4.8, 5 ul roztworu wzorcowego zawierajacego aflatoksyng B, o ktérej mowa
w ust. 7.1, w ilodci od 8 do 10 pg/ml. Rozwing¢ chromatogram w spos6b okre$lony w ust. 5.4. W §wietle UV chromatogram
powinien wykazywac tylko jedng plamke, a w strefie pierwotnego naniesienia roztworu wzorcowego nie powinny byé
widoczne $lady fluorescencji.
8. SPRAWDZENIE METODY
Powtarzalno$¢
Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczerh wykonanych dla tej samej prébki nie powinna przekraczac:
1) 25% najwyzszej wartoéci, dla zawartoéci aflatoksyny B, od 10 do 20 pg/ke;
2) 5 pg warto$ci bezwzglednej, dla zawartosci aflatoksyny B, powyzej 20 do 50 pg/kg;
3) 10% najwyzszej wartoéci, dla zawartosci aflatoksyny B, powyzej 50 pg/kg.
9. ODTWARZALNOSC
Odtwarzalno$¢ wynikéw metody bedgca zmienno$cia pomiedzy wynikami badania tej samej probki uzyskanymi przez 2 lub
wigcej laboratoridéw, powinna wynosic:
1) = 50% $redniej wartodci, dla zawartoéci aflatoksyny B, od 10 do 20 pg/kg;
2) + 10 pg/ kg wartosci bezwzglgdnej, dla zawarto$cei aflatoksyny B, powyzej 20 do 50 pg/kg;
3) £ 20% éredniej wartosci, dla zawartoéci aflatoksyny B, powyzej 50 pg/kg.
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8.2. OZNACZANIE AFLATOKSYNY B, METODA WYSOKOSPRAWNEJ
CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda shuzy do oznaczania zawartosci aflatoksyny B, w paszach, tacznie z paszami zawierajagcymi pulpe cytrusowg. Dolna
granica oznaczalnosci metody wynosi 0,001 mg/kg (1 ppb).

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest ekstrahowana chloroformem. Ekstrakt jest filtrowany, a jego podzielna czg$¢ jest oczyszczana na Florisilu 1 Cpq.
Koficowy rozdziat i oznaczenie sg prowadzone z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
z zastosowaniem odwréconej fazy kolumnowej C,q, po ktérej nastepuje derywatyzacja pokolumnowa przy uzyciu jodu wody
jodowej 1 fluoroscencyjna detekcja.

Mikotoksyny sq niezwykle toksycznymi substancjami. Czynnosci z ich uzyciem powinny by¢ wykonywane pod digestorium.
Szczegdlne Srodki ostroinosci powinny by¢ podjete przy czynnosciach z toksynami w suchej postaci, ze wigledu na ich
wlasciwosci elektrostatyczne wplywajgce na ich rozprzestrzenianie si¢ w srodowisku pracy.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Chloroform stabilizowany wagowo od 0,5 do 1% alkoholem etylowym. Uwzglednié ust. 10.2.

3.2. Metanol do HPLC do przygotowania roztworu, o ktérym mowa w ust. 3.6.

3.3. Aceton.

3.4. Acetonitryl do HPLC.

3.5. Rozpuszczalniki eluujace: przygotowal na dzien przed uzyciem lub usungé powietrze z rozpuszczalnikow, stosujac
ultradZwigki.

3.5.1. Mieszanina acetonu, o ktérym mowa w ust. 3.3, i wody, 98 + 2 (V + V).

3.5.2. Mieszanina wody i metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.2, 80 +20 (V+V ).

3.5.3. Mieszanina wody i acetonu, o ktérym mowa wust. 3.3, 85+ 15 (V+ V).

3.6. Faza ruchoma do HPLC.

Mieszanina, w stosunku 130 + 70 + 40 (V + V + V): wody, metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.2, i acetonitrylu, o ktérym
mowa w ust. 3.4,

Skiad fazy ruchomej rozpuszczalnika moze wymagac dostosowania, zaleinie od charakterystyki uiytej kolumny HPLC.
3.7. Nasycony roztwor jodu:

Doda¢ 2 g jodu do 400 ml wody. Mieszaé¢ co najmniej przez 90 minut i filtrowaé przez filtr membranowy, o ktérym mowa
w ust. 4.15. W celu przeciwdzialania fotodegradacji chroni¢ nasycony roztwér przed $wiatlem.

3.8. Kwas przemyty Celitem 545 Iub podobny.

3.9. Wypelnienie Florisil (Waters SEP-PAK) lub podobne.

3.10. Wypelnienie C, (Waters SEP-PAK) lub podobne.
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3.11. Obojetny gaz; proponuje si¢ zastosowac azot.

3.12. Roztwér wzorcowy aflatoksyny B, w chloroformie, stezenie 10 pg/ml. Sprawdzié st¢Zenie roztworu w nastepujacy
sposéb: oznaczy¢ spektrum absorpeji roztworu pomigdzy 330 i 370 nm z uzyciem spektrofotometru, o ktérym mowa
w ust. 4.23, zmierzy¢ absorbancje (A) w maksimum przy 363 nm. Stgzenie aflatoksyny B, w pg/ml roztworu obliczyé
wedlug nastgpujacego wzoru:

312 x Ax 1000
=13991x A
22300

3.12.1. Wzorcowy roztwor podstawowy aflatoksyny B, w chloroformie.

Przenie$¢ iloSciowo 2,5 ml roztworu wzorcowego aflatoksyny B,, o ktéorym mowa w ust. 3.12, do kolby miarowej
o pojemnosci 50 ml i uzupeinié do pelnej objetosci kolby chloroformem, o ktérym mowa w ust. 3.1, Roztwor przechowywad
w chtodnym miejscu, w temperaturze 4°C, w ciemnosci, szczelnie zamknigty 1 owiniety w folig.

3.13. Aflatoksyna B, , roztwory kalibracyjne do HPLC.

Do przygotowania roztworéw stosowaé naczynia szklane myte kwasem, priy uwzglednieniu ust. 4.

3.13.1. Roztwdr kalibracyjny 4 ng/ ml.

Kolbg miarowg zawierajaca wzorcowy roztwor podstawowy, o ktérym mowa w ust. 3.12.1, owinigta w aluminiowa folig
pozostawic przez kilka godzin do osiggniecia temperatury pokojowej. Przeniesé 400 ul roztworu wzorcowego podstawowego
zawierajacego 200 ng aflatoksyny B, do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml i odparowaé roztwér do sucha w strumieniu
obojetnego gazu, o ktérym mowa w ust. 3.11.

Rozpuscié pozostalo$é w okoto 20 ml mieszaniny wody i acetonu, o ktérej mowa w ust. 3.5.3, uzupetni¢ do petnej objetosci
kolby mieszaning wody i acetonu, i dobrze zmieszac.

3.13.2. Roztwdr kalibracyjny 3 ng/ml.

Przenie$¢ ilosciowo 7,5 ml roztworu kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 3.13.1, do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml,
uzupelni¢ do pelnej objgtoécei kolby mieszaning wody i acetonu, o ktérej mowa w ust. 3.5.3, i dobrze zmieszad.

3.13.3. Roztwdr kalibracyjny 2 ng/ml.

Przenie$¢ ilosciowo 25 ml roztworu kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 3.13.1, do kolby miarowej o pojemnosei 50 ml,
uzupetnié do pelnej objetosci kolby mieszaning wody i acetonu, o ktdrej mowa w ust. 3.5.3, 1 dobrze zmieszac.

Roztwér jest takze wzorcem odniesienia, stosowanym do wielokrotnych wstrzyknie¢ podczas HPLC, o ktérej mowa
w ust. 5.5.

3.13.4. Roztwdr kalibracyjny 1 ng/ml.

Przenieéc¢ ilosciowo 2,5 ml roztworu kalibracyjnego, o ktérym mowa w ust. 3.13.1, do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml,
uzupelni¢ do pelnej objgtoécei kolby mieszaning wody i acetonu, o ktérej mowa w ust. 3.5.3, i dobrze zmieszad.

3.14. Ampulki zawierajace mieszaning aflatoksyn B,, B,, G, i G, o stezeniach odpowiednio 1, 0,5, 1 i 0,5 pg/ml,
w 1 ml chloroformu.

3.14.1. Roztwér testowy do chromatografii.

Przenie§¢ zawarto$¢ ampulki, o ktoérej mowa w ust. 3.14, do probdéwki zamykanej szklanym korkiem lub do naczynka
z nakretka. Nastgpnie przenies¢ 40 pl tego roztworu do probéwki, o ktdrej mowa w ust. 4.22, oplukanej kwasem, o ktérym
mowa w ust. 3.8. Odparowac chloroform w strumieniu obojetnego gazu, o ktérym mowa w ust. 3.11, i powtdrnie rozpuseic
w 10 ml mieszaniny wody i acetonu, o ktérej mowa w ust. 3.5.3.

3.15.0dczynniki do potwierdzajacego testu, o ktérym mowa w ust. 6.

3.15.1. Chlorek sodu, roztwdr nasycony.

3.15.2. Siarczan sodu bezwodny, granulowany.

4. APARATURA 1 SPRZET

Stosowanie naczyn szklanych, ktore nie byly myte kwasem, do sporzqdzania wodnych roztworow aflatoksyn moze byé
przyczyng zanionych wynikow. Szczegolng uwage wrocié na nowy sprzet szklany ovaz spriet uiywany, taki jak naczynka
do automatycznego podajnika probek, pipety Pasteura. Sprzet laboratoryjny, ktory ma kontakt 7 wodnymi roztworami
aflatoksyn, powinien byé moczony w rozciericzonym kwasie; proponuje si¢ zastosowad kwas siarkowy o steeniu 2 mol/l,
przez kilka godzin, nastgpnie doktadnie ptukany destylowang wodq w celu usunigcia pozostatosci kwasu; proponuje si¢
ptukaé 3 razy, a nastgpnie sprawdzi¢ pH papierkiem. W praktyce stosowanie tych zalecen jest konieczne w priypadku
uiywania kolb okrqgtodennych, o ktorych mowa w ust. 4.4, kolb miarowych, cylindréw miarowych, naczynek lub
probéwek stosowanych do kalibracyjnych roztworéw i koricowych ekstraktéw, zwlaszcza naczynek do automatycznego
podajnika prébek i pipet Pasteura, jeieli sq uiywane do prienoszenia kalibracyjnych rvoztworow lub ekstraktow.

4.1. Rozdrabniacz.

4.2. Sito o oczkach o $rednicy 1 mm, zgodnie z ISO R 565.

4.3. Mechaniczna wstrzasarka.

4.4, Rotacyjna wyparka prézniowa, wyposazona w kolbe okragtodenng o pojemnosci od 150 do 250 ml.

4.5, Wysokosprawny chromatograf cieczowy, dozownik z petla umozliwiajaca zadozowanie 250 ml, zgodnie z instrukcjg
uzytkowania dotyczaca czgSciowego lub catkowitego napelniania petli.

4.6. Analityczna kolumna do HPLC: wypetnienie C,4, 3 Iub 5 um.

4.7. Bezpulsacyjna pompa dostarczajaca odczynnik jodowy do derywatyzacji pokolumnowe;j.

4.8. Zawér Valco o zerowej objetoéci martwej w ksztalcie litery T, ze stali nierdzewnej (1/16" - 0,75mm).

4.9. Spirala reakcyjna tetlonowa lub ze stali nierdzewnej o wymiarach: 3000 x 0,5 mm do 5000 x 0,5 mm, odpowiednich do
polaczenia z kolumnami HPLC 5 lub 3 um.

4.10. Laznia wodna z termostatem umozliwiajgcym utrzymanie temperatury 60 °C + 0,1°C.
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4.11. Detektor fluorescencyjny o czutoéci — wzbudzenie: 365 nm, emisja: 435 nm, a w przypadku aparatéw wyposazonych
w filtry — emisja dtugosci fali jest powyzej 400 nm. Mozliwy poziom oznaczalnosci powinien wynosi¢ co najmniej 0,05 ng
aflatoksyny B,. Wskazana jest mozliwo$é uzyskania ci$nienia zwrotnego, zwlaszcza przy uzyciu restryktora, spirali
teflonowej lub ze stali nierdzewnej podlaczonej u wylotu detektora w celu usunigcia pecherzykdw powietrza z naczynka
przeplywowego.

4.12. Rejestrator.

4.13. Elektroniczny integrator (opcjonalnie).

4.14. Karbowany filtr bibutowy o $rednicy poréw 24 cm, Macherey-Nagel 617 1/4 lub o podobnych parametrach.

4.15. Filtr membranowy o $rednicy poréw 0,45 pm, Milipore HAWP04700 lub o podobnych parametrach.

4.16. Kolba stozkowa ze szklanym korkiem o pojemnosci 500 ml.

4.17. Kolumna szklana o $rednicy wewnetrznej okolo 1 ¢cm, o dlugoéci okoto 30 cm, wyposazona w kofic6wke Luera.

4.18. Kurek zamykajacy Luera odporny na chloroform, proponuje si¢ zastosowa¢ Bio-rad 7328017, Analytichem Al 6078,
J.T.Baker 4514 lub o podobnych parametrach.

4.19. Strzykawka odporna na dzialanie substancji chemicznych, wyposazona w 10 ml nasadke¢ Luera.

4.20. Strzykawka do HPLC, odpowiednia do zadozowania 250 pl, przy uwzglgdnieniu ust. 4.5.

4.21. Mikrostrzykawka 100 ul do przygotowania kalibracyjnych roztworéw, ktéra powinna by¢ sprawdzona przed uzyciem
w celu ustalenia, czy jej doktadno$é miesci si¢ w przedziale 2%.

4.22. Kalibrowane probowki z korkiem szklanym o pojemnosci 10 ml.

4.23. Spektrofotometr, umozliwiajacy pomiary absorbancji w zakresie widma UV.

4.24. Wyposazenie do przeprowadzenia testu sprawdzajacego, o ktérym mowa w ust. 6.

4.24.1. Rozdzielacz o pojemnosci 100 ml, wyposazony w teflonowy kurek, umyty kwasem.

4.24.2. Blok grzewczy, zapewniajacy temperaturg od 40 do 50 °C.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Przygotowanie probki.

Rozdrobnié prébke tak, aby przechodzita przez sito, o ktérym mowa w ust. 4.2.

5.2. Badana cze$¢ probki.

Odwazy¢ 50 g przygotowanej probki do kolby stozkowej, o ktorej mowa w ust. 4.16.

5.3. Ekstrakcja

Do odwazki, o ktdrej mowa w ust. 5.2, dodac 25 g Celitu, o ktérym mowa w ust. 3.8, 250 ml chloroformu, o ktérym mowa
w ust. 3.1, 1 25 ml wody. Zamkna¢ kolbe i wstrzgsac przez 30 minut na mechanicznej wstrzasarce, o ktérej mowa w ust. 4.3.
Filtrowa¢ przez filtr, o ktérym mowa w ust. 4.14. Zebra¢ 50 ml filtratu. Jezeli to konieczne, pobraé podzielng czesé filtratu
i rozcienczy¢ do 50 ml chloroformem tak, aby stezenie aflatoksyny B, nie bylo wyzsze niz 4 ng/ml.

5.4. Oczyszczanie powinno by¢ prowadzone bez istotnych przerw.

W czasie wykonywania analizy chronié pomieszczenia laboratoryjne przed Swiattem stonecznym. Moina to uzyskaé
poprzez zatoienie na okna folii pochlaniajacej promieniowanie UV 7 réwnoczesnym ograniczeniem dostgpu Swiatlta
stonecznego oraz poprzez zatoZenie zaston lub aluzji w potqczeniu ze sztucznym oswietleniem; dopuszcza si¢ stosowanie
Swiatta jarzeniowego.

Roztwory zawierajgce aflatoksyne powinny by¢ chronione przed Swiattem, 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.

Podigczy¢ kurek zamykajacy, o ktérym mowa w ust. 4.18, do krétszej koficéwki mikrokolumny z wypetnieniem Florisil,
o ktérym mowa w ust. 3.9 (rys. 6). Przemy¢ wypelnienie i usung¢ $rodek pomocniczy, stosujac 10 ml chloroformu, o ktérym
mowa w ust. 3.1, i szybko przepuszczajac 8 ml przez kurek zamykajacy, przy uzyciu strzykawki, o ktérej mowa w ust. 4.19.
Podtaczy¢ dluzsza koricowke mikrokolumny z wypelnieniem do szklanej kolumny, o ktérej mowa w ust. 4.17, 1 przepuscic¢
pozostale 2 ml chloroformu przez wypelnienie do kolumny. Zamkna¢ kurek zamykajacy. Odlaczy¢ strzykawke.
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5.4.1.2. Oczyszczanie

Wprowadzi¢ filtrat otrzymany w sposdb okre$lony w ust. 5.3 do wypelnionej kolumny i osuszonej grawitacyjnie. Splukaé
kolumng z uzyciem 5 ml chloroformu, o ktérym mowa w ust. 3.1, i 20 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.2. Odrzuci¢
eluenty. W czasie tych czynnosci nie wolno dopuscic, aby wypelnienie mikrokolumny pozostawalo suche.

Wymy¢ aflatoksyng B, z uzyciem 40 ml mieszaniny acetonu i wody, o ktérej mowa w ust. 3.5.1, i zebra¢ catkos¢ eluentu do
kolby okraglodennej rotacyjnej wyparki, o ktérej mowa w ust. 4.4. Zatgzy¢ eluent na rotacyjnej wyparce, o 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 okoto 0,5 ml cieczy. Badania wykazaly, fe dalsze odparowywanie nie jest szkodliwe, a w 0,5 ml pozostatosci nie
wystegpujq istotne ilosci acetonu. Pozostatosci acetonu mogg powodowadé straty aflatoksyny B, na wypetnieniu C,,.

Doda¢ 1 ml metanolu, o ktérym mowa w ust. 3.2, porusza¢ kolba ruchem okrgznym w celu rozpuszczenia aflatoksyny B, na
$cianach kolby, doda¢ 4 ml wody i zmieszaé. Odtaczy¢ i odrzucié wypetnienie. Sptukaé woda kolumng szklang i przystgpi¢
do etapu oczyszczania wypetnienia Cg.

5.4.2. Oczyszczanie SEP-PAK C,,.

5.4.2.1. Przygotowanie zestawu wypelnionej kolumny.

Podigczy¢ kurek zamykajacy, o ktdrym mowa w ust. 4.18, do krétszej koncéwki mikrokolumny z wypetnieniem Cg,
o ktérym mowa w ust. 3.10 (rys. 6). Sprawdzi¢ wypelnienie i usunaé srodek pomocniczy, stosujac 10 ml metanolu, o ktérym
mowa w ust. 3.2, szybko przepuszczajac przez kurek zamykajacy z uzyciem strzykawki, o ktérej mowa w ust. 4.19.
Pecherzyki powietrza w wypelnieniu sg widoczne jako jasne punkty na szarym tle. Pobra¢ 10 ml wody i przepuscié¢ 8 ml
przez wypehienie, nie dopuszczajac do wprowadzenia powietrza do wypelnienia przy przejéciu od metanolu do wody.
Podigczy¢ diuzsza konicdwke wypetnienia do kolumny szklanej, o ktérej mowa w ust. 4.17, i przepusci¢ pozostate 2 ml wody
przez wypehienie w kolumnie. Zamkna¢ kurek zamykajacy. Odlaczy¢ strzykawke.

5.4.2.2. Oczyszczanie

Przenie$¢ ilosciowo ekstrakt uzyskany w sposéb okreslony w ust. 5.4.1.2 do kolumny szklanej, o ktérej mowa w ust. 4.17,
splukujac kolbe 2-krotnie z uzyciem 5 ml mieszaniny wody i metanolu, o ktérej mowa w ust. 3.5.2, i osuszy¢ grawitacyjnie.
Podczas tych czynnoéci zwréci¢ uwage, aby wypetnienie kolumny nie pozostawato suche. Jezeli w poblizu wypetnienia
utworzg si¢ pecherzyki powietrza, przerwaé przeptyw i uderzyé w gérny koniec kolumny w celu usunigcia powietrza, a
nastgpnie kontynuowaé analiz¢. Eluowaé z uzyciem 25 ml mieszaniny wody 1 metanolu. Odrzuci¢ eluent. Eluowaé
aflatoksyng B, z uzyciem 50 ml mieszaniny wody i acetonu, o ktérej mowa w ust. 3.5.3, i zebraé catos¢ eluentu do kolby
miarowej o pojemnosci 50 ml. Uzupeni¢ woda do pelnej objetosci kolby i zmiesza¢. Uzyskany roztwér jest stosowany do
chromatografii, o ktérej mowa w ust. 5.5.

Filtracja koricowego ekstraktu przed chromatografiq HPLC zwykle nie jest konieczna. Jeieli jednak okaZe sig¢ to
konieczne, nie stosowa( filtréw celulozowych ze wigledu na moiliwe straty aflatoksyny B, Moina stosowal filtry
teflonowe.

5.5. Wysokosprawna chromatografia cieczowa.

Sposéb polaczenia zestawu jest podany na rys. 7. Pozwoli¢ na ustabilizowanie si¢ warunkdw pracy aparatu.
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Predkosci przeptywu fazy ruchomej i odczynnika przedkolumnowego sq tylko wskainikowe. Parametry te powinny byé
ustalone w zaleinosci od charakterystyki kolumny HPLC.

Przy oznaczaniu aflatoksyny B, sygnat detektora zaleiy od temperatury, dlatego kompensacja powinna byé wykonana dla
dryfu (rys. 8). Dozujgc okreslone ilosci wzorca odniesienia aflatoksyny B,, o ktérym mowa w ust. 3.13.3, w regularnych
odstgpach czasu, zwlaszcza co 3. wstrzyknigcie, wartosci piku aflatoksyny B, pomiedzy tymi wzorcami odniesienia mogq
by¢ skorygowane poprzez usrednienie odpowiedzi, pod warunkiem Ze roinice pomigdzy kolejnymi odpowiedziami wzorcéw
odniesienia sq bardzo mate (< 10%). Dlatego dozowania powinny by¢ prowadzone bez prierw. Jeieli przerwa jest
nieunikniona, ostatnie dozowanie przed przerwq i pierwsze dozowanie po przerwie powinno byé uznawane za wzorzec
odniesienia, o ktérym mowa w ust. 3.13.3. Z uwagi na prostoliniowos¢ krzywej kalibracyjnej i przechodzenie jej przez
punkt wyjsciowy, zawartosci aflatoksyny B, w ekstraktach probki sq okreslane bezposrednio przer odniesienie do
przylegtych wzorcow.

odpowiedz
$rodek przylegajacych wzorcéw
odniesienia jednostki miary
|
|
I
|
| czas
|
|
. ) . —— .
WZOIZec ckstrakt lub ekstrakt lub wWzorzec ekstrakt lub
odniesienia kalibrant kalibrant odniesienia kalibrant
jednostki jednostki
miary miary

Rysunek 8. Kompensacja dryfu przy oznaczaniu aflatoksyny B, poprzez dozowanie wzorca odniesienia, o ktérym mowa
w ust. 3.13.3, w regularnych odst¢pach czasu

5.5.1. Ustawianie pompy HPLC

Ustawi¢ pompe HPLC, o ktérej mowa w ust. 4.5, na przeptyw 0,5 lub 0,3 ml/min odpowiednio dla 5 lub 3 um kolumny
HPLC, o ktérej mowa w ust. 4.6, stosujac faze ruchoma, o ktérej mowa w ust. 3.6.

5.5.2. Ustawianie pompy pokolumnowej

Ustawi¢ pompg, o ktérej mowa w ust. 4.7, na przeplyw nasyconego, wodnego roztworu jodu, o ktérym mowa w ust. 3.7, od
0,2 do 0,4 ml/min. Uwzgledni¢ ogdlng regule: przeptywy okoto 04 lub 0,2 ml/min sg zalecane w powigzaniu
z odpowiednimi przeptywami 0,5 1 0,3 ml/min fazy ruchomej, o ktérej mowa w ust. 3.6.

5.5.3. Detektor fluorescencyjny

Ustawi¢ detektor fluorescencyjny, o ktéorym mowa w ust. 4.11, o czulo$ci — wzbudzenie: 365 nm, emisja: 435 nm,
a w aparatach wyposazonych w filtry powyzej 400 nm. Ustawi¢ wzmocnienie detektora na takim poziomie, aby wychylenie
pisaka wynosilo 80% skali dla 1 ng aflatoksyny B,.

5.5.4. Dozownik

W przypadku wszystkich roztworéw dozowaé 250 pl ilosci, zgodnie z instrukcja obstugi dozownika.

5.5.5. Sprawdzenie chromatograficznego rozdziatu

Zadozowad roztwér testowy do chromatografii, o ktérym mowa w ust. 3.14.1. Doliny powinny stanowi¢ mniej niz 5% sumy
wysokosci piku przylegtych pikdw.



Dziennik Ustaw Nr 154 — 11367 — Poz. 1086

5.5.6. Sprawdzanie stabilnos$ci uktadu

Przed kazda serig analiz dozowaé kolejno wzorzec odniesienia, o ktérym mowa w ust. 3.13.3, az do uzyskania statych
powierzchni piku, przy czym piki aflatoksyny B, nie mogg si¢ rézni¢ wigeej niz o 6%. Przeprowadzié niezwlocznie
sprawdzian liniowoSci, o ktérym mowa w ust. 5.5.7.

5.5.7. Sprawdzenie liniowosci

Dozowa¢é roztwory kalibracyjne aflatoksyny B,, o ktérych mowa w ust. 3.13.1 — 3.13.4. Za kazdym 3. razem dozowaé
wzorzec odniesienia, o ktérym mowa w ust. 3.13.3, w celu korekty dryfu w odpowiedzi, przy czym odpowiedzi piku dla
tego referencyjnego wzorca nie powinny sie rézni¢ wiecej niz o 10% w czasie 90 minut. Skorygowaé dryf zgodnie ze
wzorem opisanym w ust. 7. Wykres kalibracyjny powinien by¢ liniowy i przechodzi¢ przez punkt wyjsciowy w granicach
podwdjnego wzorcowego blgdu szacowania Y. Znalezione warto$ci nie mogg si¢ rézni¢ wigeej niz o 3% od wartosci
nominalnych. Jezeli te warunki sg spelnione, kontynuowaé oznaczanie. Jezeli nie, okresli¢ 1 skorygowaé Zrodta rozbieznosei
przed dalszym oznaczaniem.

5.5.8. Dozowanie prébek ekstraktow

Dozowaé oczyszczone probki ekstraktow, o ktérych mowa w ust. 5.4.2.2. Po zadozowaniu kazdych 2 probek ekstraktu,
powtarza¢ dozowanie wzorca odniesienia, o ktérym mowa w ust. 3.13.3, w szczegdlno$ci zgodnie z ponizszg sekwencja:
wzorzec odniesienia, ekstrakt, ekstrakt, wzorzec odniesienia, ekstrakt, ekstrakt, wzorzec odniesienia.

6. TEST POTWIERDZAJACY

6.1. Dalszy etap postgpowania z ekstraktem, o ktérym mowa w ust. 5.4.2.2

Doda¢ 5 ml roztworu chlorku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.15.1, do koricowego ekstraktu otrzymanego w sposéb okreslony
w ust. 5.4.2.2. Ekstrahowa¢ 3-krotnie, stosujgc kazdorazowo po 2 ml chloroformu, o ktérym mowa w ust. 3.1, w czasie
minuty, w rozdzielaczu, o ktérym mowa w ust. 4.24.1. Nanosi¢ chloroformowe ekstrakty na okolo 1-gramowa warstwe
siarczanu sodu, o ktérym mowa w ust. 3.15.2, i zbiera¢ w probéwce o pojemnosci 10 ml. Do ekstrakcji zastosowaé maty
rozdzielacz o Srednicy 4 cm, przy czym okolo 1 g siarczanu sodu natozy¢ na zwitek waty.

Przemy¢ warstwe siarczanu sodu z uzyciem kilku ml chloroformu i zebraé poptuczyny w tej samej testowej probéwce.
Odparowa¢ chloroformowy ekstrakt do sucha z tej samej probdéwki z uzyciem bloku grzewczego, o ktérym mowa
w ust. 4.24.2, 1 ponownie rozpusci¢ w ml chloroformu.

6.2. Przygotowanie cienkowarstwowej chromatografii potaczonej z derywatyzacjg

Postgpowaé w sposéb okreslony w rozdziale 8, w czgsci 8.1, w ust. 5.6.2.

7. OBLICZANIE WYNIKOW
Zawarto$¢ aflatoksyny B, w ug/ kg w prébee obliczy¢ wedtug nastepujacego wzoru:
mxV,,
zawarto$¢ aflatoksyny B, w pg/ kg =
V. xMxV,/V,

gdzie:
m - ilo¢ aflatoksyny B, w ng odpowiadajaca zarejestrowanemu pikowi, obliczona w nastgpujacy sposob:

P (prébka)

m= x 21 (st)
P (st)) + P (sty)

P (prébka) - powierzchnia piku aflatoksyny B, dla prébki,
P (st,) — powierzchnia piku aflatoksyny B, odpowiadajaca poprzedniemu zadozowaniu wzorca odniesienia, o ktérym mowa
w ust. 3.13.3,
P (st,) - powierzchnia piku aflatoksyny B, odpowiadajgca nastgpnemu zadozowaniu wzorca odniesienia, o ktérym mowa
w ust. 3.13.3,
1 (st) - ilo§¢ w ng aflatoksyny B, zadozowana na kolumng z wzorca odniesienia, o ktérym mowa w ust. 3.13.3,
V., - objetos¢ w ml zadozowanego na kolumng ekstraktu probiki,
V.. - koricowa objetosé w ml ekstraktu probki, uwzgledniajaca wszelkie rozcieficzenia w toku postgpowania okre$lonego
w ust. 5.3,
M - masa w g probki,
V, - objetos¢ w ml filtratu przeniesiona na wypelnienie Florisil, o ktdrej mowa w ust. 5.4.1.2,
V. - objetoséé w ml chloroformu uzyta do ekstrakeji prébki.
Jezeli sposdb postgpowania jest zgodny z podanym, wzor upraszcza si¢ do postaci:
zawarto§¢ aflatoksyny B, w pug/ kg =20 x m
7.1. Obliczanie wynikéw mozna prowadzi¢ na podstawie pomiaru wysoko$ci piku.
8. POWTARZALNOSC
Powtarzalno$¢ z uwzglednieniem ust. 10.1.
9. ODTWARZALNOSC
Odtwarzalno$¢ z uwzglednieniem ust. 10.1.
10. OBJASNIENIA
10.1. Precyzja
Miedzynarodowe badania migdzylaboratoryjne® byly prowadzone na mieszankach paszowych. Pozwolily one uzyskaé dane
o powtarzalnodci i odtwarzalno$ci, ktore podano w tabeli 28. Termin powtarzalno$ci (r) w tym przypadku jest stosowany
jako najwigkszy przedzial, w ktérym 2 wyniki oznaczen aflatoksyny B, wykonane w tej samej prébce, w powtarzalnych
warunkach w tym samym laboratorium, nie réznia si¢ z prawdopodobiedistwem 95%. Termin odtwarzalnoéci (R) jest

¥ Egmond, H.P. van, Heisterkamp, S.H. and Paulsch, W.E. (1991). Food Additives and Contaminants 8, str. 17-29.
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definiowany podobnie, w przypadku poréwnywania 2 réznych laboratoriéw. Zgodnie z norma ISO 3534 wartosci r i R
réwniez podano w tabeli 28 w kategoriach wspdiczynnikéw zmiennosci.

Tabela 28. Wyniki badan migdzylaboratoryjnych, przeprowadzonych w 15 laboratoriach.
Powtarzalno$é (r) i odtwarzalno$¢ (R) wyrazone jako proporcje i odpowiednie wspéiczynniki zmiennosci

Poziom T R CV.*) CVg
ug/ kg % %
8il4 1,4 1,7 11 18

*} CV — wspolczynnik zmiennosci

10.2. Stabilizacja chloroformu, o ktérym mowa w ust. 3.1

Charakterystyki absorpcji na Florisilu moga si¢ zmienié przy stosowaniu stabilizatoréw innych niz etanol. Jezeli zalecany
chloroform jest niedostgpny, sprawdzi¢ wynik analizy w sposéb okre§lony w ust. 10.3.

10.3. Doktadno$é

Poprawnos$¢ wykonania oznaczenia z uzyciem niniejszej metody moze by¢ sprawdzona poprzez wykonywanie wielokrotnych
pomiardéw certyfikowanego materialu odniesienia. Jezeli taki material nie jest dostgpny, metodyka oznaczania powinna by¢
zweryfikowana poprzez badanie fortyfikowanej $lepej probki paszy. Odchylenie $redniej od warto$ci rzeczywistej,
wyrazonej w procentach tej warto$ci, powinno zawieraé si¢ w przedziale od —20 do +10% w stosunku do rzeczywistej
warto$ci.

8.3. OZNACZANIE KWASU CYJANOWODOROWEGO

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawartoSci kwasu cyjanowodorowego, wystepujacego w postaci wolnej, jak rowniez
w polaczeniu z glukozydami, w paszach, a w szczegblnosci pochodzacego z nasion Inu, maki maniokowej i niektérych
gatunkdw fasoli,

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Po utworzeniu zawiesiny probki w wodzie, pod wptywem enzymdéw uwalnia si¢ kwas cyjanowodorowy, ktdry jest zbierany
przez par¢ destylacyjna, a nastgpnie umieszczany w odpowiedniej objgtodci zakwaszonego roztworu azotanu srebra. Cyjanek
srebra wyodregbnia si¢ w wyniku filtracji, a nadmiar azotanu srebra miareczkuje si¢ roztworem tiocyjanianu amonu.

3. ODCZYNNIKI 1 ROZTWORY

3.1. Zawiesina ze slodkich migdatéw. Rozdrobni¢ 20 wytuskanych stodkich migdatéw i wrzuci¢ do 100 ml wody
o temperaturze od 37 do 40°C. Sprawdzi¢, czy w 10 ml zawiesiny nie ma kwasu cyjanowodorowego, stosujac w tym celu
sodowy papierek pikrynowy lub wykonujac $lepa probe, w sposéb okre§lony w ostatnim akapicie ust. 5.

3.2. Roztwdr octanu sodu, 10% (m/V), obojgtny wobec fenoloftaleiny.

3.3. Emulsja przeciwpienigca, proponuje si¢ zastosowac silikon.

3.4. Kwas azotowy, d = 1,4,

3.5. Roztwér azotanu srebra o stgzeniu 0,02 N.

3.6. Roztwor tiocyjanianu amonu o stezeniu 0,02 N,

3.7. Nasycony roztwor siarczanu zelazowo-amonowego.

3.8. Amoniak, d = 0,958.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Suszarka z termostatem ustawionym na 38°C.

4.2. Aparatura do destylacji z parag wodna, ze skraplaczem.

4.3. Kolby plaskodenne o pojemnosci 1 1, ze szklanymi korkami.

4.4. Laznia olejowa.

4.5. Biureta z podziatka w zakresie 1/20 ml.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

Odwazy¢, z doktadno$cia do 5 mg, 20 g prébki i umiesci¢ w kolbie ptaskodennej o pojemnosci 1 1, dodaé kolejno 50 ml
wody i 10 ml zawiesiny ze stodkich migdatéw, o ktdrej mowa w ust. 3.1. Zamknaé kolbe i umiescié na 16 godzin w suszarce
w temperaturze 38°C. Nastepnie schiodzi¢ do temperatury pokojowej i dodaé 80 ml wody, 10 ml roztworu octanu sodu,
o ktérym mowa w ust. 3.2, i kroplg emulsji przeciwpieniacej, o ktérej mowa w ust. 3.3.

Polaczyé kolbe z aparaturg do destylacji z para wodng i umiescié w tazni olejowej, ktéra uprzednio rozgrzewa si¢ do
temperatury nieco powyzej 100°C. Destylowaé od 200 do 300 ml cieczy, przepuszczajac duzy strumien pary przez kolbe,
i delikatnie podgrzewaé lazni¢ olejowa. Destylat zebra¢ w kolbie Erlenmeyera ostonigtej od Swiatta 1 zawierajacej 50 ml
roztworu azotanu srebra, o ktérym mowa w ust. 3.5, i 1 ml kwasu azotowego, o ktérym mowa w ust. 3.4. Upewni¢ sig,
ze koniec chlodnicy jest zanurzony w roztworze azotanu srebra.

Zawarto$¢ kolby Erlenmeyera przenie$é do kolby miarowej o pojemnosei 500 ml i uzupetni¢ do petnej objetosci kolby woda,
wymieszaé i przefiltrowaé. Odrzuci¢ 250 ml filtratu i doda¢ okoto 1 ml roztworu siarczanu zelazowo-amonowego, o ktdrym
mowa w ust. 3.7, a nadmiar azotanu srebra miareczkowaé roztworem tiocyjanianu amonu, o ktérym mowa w ust. 3.6,
z biurety z podziatka w zakresie 1/20 ml.

Slepa prébe przeprowadza sie, jezeli to konieczne, w ten sam sposéb, uzywajac 10 ml zawiesiny stodkich migdatéw, o ktérej
mowa w ust. 3.1, pomijajgc analizowang prébke.
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6. OBLICZANIE WYNIKOW

Jezeli §lepa proba wykaze, ze 0,02 N roztwdr azotanu srebra zostal zuzyty, odjaé jego objetosé od objgtosdei zuzytej przez
destylat z prébki. 1 ml AgNO; 0,02 N odpowiada 0,54 mg HCN. Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w prébee.

7. OBJASNIENTA

Jezeli prébka zawiera znaczne ilosci siarczkéw, a w szczeg6lnosci w przypadku fasoli, wytraca si¢ czarny osad siarczku
srebra, ktdry jest filtrowany wraz z osadem cyjanku srebra. Tworzenie sig tego osadu powoduje straty roztworu azotanu
srebra 0,02 N, ktdrego objetos¢ nalezy odja¢ od objetosci uzytej do obliczania zawarto$ci HCN. Czynnos$¢ te wykonad
W sposob opisany ponize;j.

Pozostaty na filtrze osad potraktowa¢ 50 ml amoniaku, o ktérym mowa w ust. 3.8, w celu rozpuszczenia cyjanku srebra.
Pozostalos¢ przeptukaé w rozcieniczonym amoniaku i nastgpnie oznaczy¢ w niej zawartos¢ srebra. Przeliczyé otrzymanag
warto$¢ na ilo$¢ ml roztworu azotanu srebra 0,02 N.

Zawarto$¢ HCN w prébee mozna tez oznaczy¢, miareczkujac zakwaszony amoniakalny filtrat kwasem azotowym.

8.4. SZACOWANIE AKTYWNOSCI UREAZY W PRODUKTACH SOJOWYCH

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania aktywno$ci ureazy w produktach sojowych oraz do wykazania, czy te produkty byly
poddawane obrdbee cieplnej przez wystarczajaco diugi okres.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Aktywno$¢ ureazy jest okre§lana na podstawie oznaczenia ilosci uwolnionego azotu amonu z roztworu mocznika,
w przeliczeniu na 1 g produktu na minutg, w temperaturze 30°C.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Kwas chlorowodorowy 0,1 N.

3.2. Roztwér wodorotlenku sodu 0,1 N.

3.3. Obciazajgcy roztwér fosforanowy 0,05 M, zawierajacy w 1 1 4,45 g dwuhydratu wodorofosforanu dwusodu
(NaZHPO4 . 2H20) 13,40 g dwuwodorofosforanu potasu (KI{2P04).

3.4. Obcigzajacy roztwdr mocznika, §wiezo przygotowany, zawierajacy 30 g mocznika w 1 1 obcigzajacego roztworu
fosforanowego, o ktérym mowa w ust. 3.3, przy pH od 6,9 do 7.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Aparatura do miareczkowania potencjometrycznego lub pehametr o wysokiej czutosei (0,02 pH), z mieszadlem magnetycznym.
4.2. Laznia wodna z termostatem umozliwiajacym utrzymanie temperatury 30°C.

4.3. Probéwki ze szlifowanymi korkami o wymiarach 150 x 18 mm.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

Rozdrobnié okoto 10 g prébki tak, aby przesiewala si¢ przez oczka sita o $rednicy 0,2 mm. Mozna w tym celu uzy¢ mtynka
do kawy. Odwazy¢, z doktadnoscig do 1 mg, 0,2 g rozdrobnionej prébki i umiescié w probdwee ze szlifowanym korkiem,
nastgpnie doda¢ 10 ml obcigzajacego roztworu mocznika, o ktérym mowa w ust. 3.4. Natychmiast zamknaé korkiem
i wstrzasnaé energicznie. Probdéwke umiesci¢ w tazni wodnej nastawionej na 30°C i utrzymywaé w niej przez 30 minut.
Natychmiast doda¢ 10 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.1, szybko schtodzi¢ do temperatury 20°C
i przeniesé ilodciowo zawarto$¢ probdwki do naczynia do miareczkowania, przemywajac 2-krotnie 5 ml wody. Natychmiast
miareczkowac elektrometrycznie roztworem wodorotlenku sodu, o ktérym mowa w ust. 3.2, do uzyskania pH 4,7.
Przeprowadzi¢ test §lepej préby w nastepujacy sposdb: szybko umiesci¢ 0,2 g probki, odwazonej z doktadnoscia do 1 mg,
w probdéwce ze szlifowanym korkiem, doda¢ 10 ml kwasu chlorowodorowego, o ktérym mowa w ust. 3.1, a nastgpnie 10 ml
obcigzajacego roztworu mocznika, o ktdrym mowa w ust. 3.4. Szybko schlodzi¢ probéwke w tazni lodowej i pozostawi¢ na
30 minut. Przenie$¢ zawarto$¢ probéwki do naczynia do miareczkowania, uzywajac roztworu wodorotlenku sodu, o ktérym
mowa w ust. 3.2, do uzyskania pH 4,7.

6. OBLICZANIE WYNIKOW
Aktywno$¢ ureazy obliczy¢ wedlug nastepujacego wzoru:
mg N 1,4(b-a)
w temperaturze 30°C =
g X min 30xE
gdzie:

a — objeto$¢ w ml roztworu 0,1 N wodorotlenku sodu zuzytego w prébcee,

b — objetos¢ w ml roztworu 0,1 N wodorotlenku sodu zuzytego w §lepej prébie,

E — masa w g probki.

7. OBJASNIENIA

7.1. Metoda jest odpowiednia do oznaczania aktywnos$ci ureazy do 1 mg N/g/min w temperaturze 30°C. W przypadku
produktéw o wigkszej aktywno$ci ureazy zmniejszy¢ mase¢ probki do 50 mg.

7.2. Produkty zawierajgce wigeej niz 10% ttuszezu surowego powinny by¢ najpierw odttuszczone na zimno.

8.5. OZNACZANIE GOSSYPOLU

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci wolnego gossypolu, catkowitego gossypolu i chemicznie zwigzanych substancji
w nasionach bawelny, w makuchach, w maczce z nasion bawelny 1 w mieszankach paszowych zawierajacych te substancje
w iloéci ponad 20 ppm.
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2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Gossypol ekstrahuje sig¢ w obecnoéei 3-aminopropan-1-olu lub mieszaniny propan-2-olu i heksanu w przypadku oznaczania
wolnego gossypolu lub dwumetyloformamidem w przypadku oznaczenia catkowitego gossypolu. Gossypol, reagujac
z aniling, tworzy gossypol-dianiling, ktérej gesto$é optyczna mierzona jest przy 440 nm.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Mieszanina 1-propan-2-ol-heksanu:

Zmieszac 60 czgéci objgtosciowych propan-2-olu z 40 czgéciami objgtosciowymi n-heksanu.

3.2. Rozpuszczalnik A:

Umiesci¢ w kolbie o pojemnosci 1 1 okoto 500 ml mieszaniny propan-2-ol-heksanu, o ktérej mowa w ust. 3.1, 2 ml
3-aminopropan-1-olu, 8 ml lodowatego kwasu octowego i 50 ml wody. Uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby mieszaning
propan-2-ol-heksanu, o ktérej mowa w ust. 3.1. Odczynnik zachowuje stabilno$é do 7 dni.

3.3. Rozpuszczalnik B:

Odpipetowa¢ 2 ml 3-aminopropan-1-olu i 10 ml lodowatego kwasu octowego do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml.
Schiodzi¢ do temperatury pokojowej i uzupeli¢ do pelnej objetosci kolby N,N-dwumetyloformamidem. Odczynnik
zachowuje stabilnos¢ do 7 dni.

3.4. Anilina:

Jezeli gestosé optyczna $lepej proby przekracza 0,022, przedestylowaé aniling nad proszkiem cynku, odrzucajac pierwsze
i ostatnie 10% frakeji destylatu. Schlodzi¢ i przechowywaé w brazowej butelce zamknigtej korkiem. Odczynnik mozna
przechowywacé przez kilka miesigey.

3.5. Roztwér A wzorcowego gossypolu:

27,9 mg octanu gossypolu umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml. Rozpuseid i uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby
rozpuszczalnikiem A, o ktérym mowa w ust. 3.2. Odpipetowac 50 ml tego roztworu do kolby miarowej o pojemnosci 250 ml
i uzupeié¢ do pelnej objgtosci kolby rozpuszezalnikiem A. Stezenie gossypolu w tym roztworze wynosi 0,02 mg/ml. Przed
uzyciem pozostawi¢ na godzing w temperaturze pokojowej.

3.6. Roztwér B wzorcowego gossypolu:

27,9 mg octanu gossypolu umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 50 ml. Rozpuscié i uzupetnié¢ do peinej objetosci kolby
rozpuszczalnikiem B, o ktérym mowa w ust. 3.3. Stezenie gossypolu w tym roztworze wynosi 0,5 mg/ml.

Wzorcowe roztwory gossypolu A i B nadajg si¢ do uzycia przez 24 godziny, jezeli sa chronione przed §wiatlem.

4. APARATURA I SPRZET

4.1. Mikser lub tumbler: okoto 35 obr/min.

4.2, Spektrofotometr.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Analiza probki

Masa probki pobrana do analizy zalezy od przewidywanej zawarto$ci gossypolu w préobee. Zalecana jest praca na matych
ilodciach préby i stosunkowo duzej ilodci filtratu po to, aby otrzymad wystarczajaca ilo§é gossypolu do precyzyjnego
oznaczenia fotometrycznego. W przypadku oznaczania wolnego gossypolu w nasionach bawelny, w makuchach i maczce
z nasion bawelny masa prébki do analizy nie powinna przekraczaé 1 g. W przypadku mieszanek paszowych moze wynosi¢
do 5 g. W wigkszo$ci przypadkéw wystarczajace jest 10 ml podzielnej czescei filtratu. Powinien on zawiera¢ od 50 do 100 pg
gossypolu. Jezeli oznaczamy calkowity gossypol, ilo§¢ badanej prébki powinna wynosi¢ od 0,5 do 5 g, wéwczas 2 ml
podzielnej czgsci filtratu bedzie zawiera¢ od 40 do 200 pg gossypolu. Analize przeprowadza¢ w temperaturze pokojowej,
za ktdrg uwaza si¢ temperaturg okoto 20°C.

5.2. Oznaczanie wolnego gossypolu

Umiesci¢ probke w kolbie ze szlifowang szyjka o pojemnosci 250 ml. Dno kolby pokry¢ pokruszonym szktem. Przy uzyciu
pipety doda¢ 50 ml rozpuszczalnika A, o ktérym mowa w ust. 3.2, zamknaé kolb¢ korkiem 1 mieszaé przez godzing
w mikserze. Filtrowaé przez suchy filtr, a filtrat zebra¢ do malej kolby ze szlifowang szyjka. Podczas filtracji przykry¢ lejek
szkietkiem zegarkowym. Odmierzy¢ pipeta 2 identyczne podzielne czesei filtratu zawierajace od 50 do 100 ug gossypolu
i umieéci¢ w 2 kolbach miarowych o pojemnosci 25 ml (A i B). Jezeli to konieczne, uzupehié zawarto$¢ kolby do 10 ml
rozpuszczalnikiem A, o ktérym mowa w ust. 3.2. Nastepnie uzupehnié zawarto$é kolby (A) do pelnej objetosci kolby
mieszaning propan-2-ol-heksan, o ktérej mowa w ust. 3.1. Roztwdr ten bedzie uzyty jako roztwér odniesienia wzgledem
pomiaru roztworu prébki. Odpipetowaé po 10 ml rozpuszczalnika A, o ktérym mowa w ust. 3.2, do 2 kolb miarowych
o pojemnosci 25 ml (C i D). Zawarto$¢ kolby C uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby mieszaning propan-2-ol-heksanu,
o ktérej mowa w ust. 3.1. Roztwor ten bedzie uzywany jako roztwor odniesienia wzgledem pomiaru roztworu $lepej proby.
Doda¢ po 2 ml aniliny, o ktérej mowa w ust. 3.4, do kazdej z kolb (D) i (B). Ogrzewa¢ na wrzacej tazni przez 30 minut, do
wywolania reakcji barwnej. Schiodzi¢ do temperatury pokojowej, uzupemié do petnej objetosci kolby mieszaning 1-propan-
2-ol-heksanu, o ktérej mowa w ust. 3.1, homogenizowac i odstawié na godzine.

Oznaczy¢ gesto$¢ optyczng roztworu Slepej proby (D), uzywajac odpowiedniego roztworu (C) jako roztworu odniesienia,
oraz gestosé optyczna roztworu prébki (B) przez poréwnanie z odpowiednim roztworem (A), jako roztworem odniesienia
w spektrofotometrze przy 440 nm, stosujac 1-centymetrowe szklane kuwety.

Od odpowiadajacej gestodci optycznej wartosci roztworu probki odjaé warto$é gesto$ci optycznej roztworu $lepej préby.
Z uzyciem tej roéznicy obliczy¢ zawarto$¢ wolnego gossypolu, w sposob okreslony w ust. 6.

5.3. Oznaczanie catkowitego gossypolu

Prébke zawierajaca od 1 do 5 mg gossypolu umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 50 ml i dodaé 10 ml rozpuszczalnika
B, o ktérym mowa w ust. 3.3. W tym samym czasie przygotowaé §lepa prébe, umieszczajac 10 ml rozpuszczalnika B,
o ktorym mowa w ust. 3.3, w nastepnej kolbie miarowej o pojemnosci 50 ml. Ogrzewaé obie kolby przez 30 minut na
wrzacej tazni wodnej. Nastgpnie schtodzi¢ do temperatury pokojowej i uzupetni¢ do petnej objgtoéei kolby mieszaning
1-propan-2-ol-heksanu, o ktérej mowa w ust. 3.1. Homogenizowaé i odstawi¢ na 10 do 15 minut. Nastepnie filtrowac,
a filtrat zebra¢ do kolb ze szlifowang szyjka.
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Odpipetowaé po 2 ml filtratu prébki do kazdej z dwu 25 ml kolb miarowych. Uzupelni¢ zawarto$é kolby o pojemnosci 25 ml
do pelnej jej objetosci mieszaning 1-propan-2-ol-heksanu, o ktdrej] mowa w ust. 3.1. Roztwory te beda uzywane jako
roztwory odniesienia.

Doda¢ po 2 ml aniliny, o ktérej mowa w ust. 3.4, do 2 nastgpnych kolb miarowych. Ogrzewad obie kolby przez 30 minut na
wrzace] tazni wodnej do wywolania reakcji barwnej. Schlodzi¢ do temperatury pokojowej, uzupetni¢ do objetosci 25 ml
mieszaning 1-propan-2-ol-heksanu, o ktérej mowa w ust. 3.1, homogenizowac¢ i odstawi¢ na godzing.

Oznaczy¢ gestosC optyczng, tak jak dla wolnego gossypolu, o ktérym mowa w ust. 5.2. Uzywajac tej wartosci, obliczy¢
zawarto$¢ catkowitego gossypolu, w sposéb okre§lony w ust. 6.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Wryniki mogg by¢ obliczone na podstawie okre$lonej gestosci optycznej, o ktérej] mowa w ust. 6.1, lub na podstawie
odniesienia do krzywej kalibracyjnej, o ktdrej mowa w ust. 6.2.

6.1. Wyniki obliczane na podstawie okres$lonej gestosci optyczne;.

W podanych warunkach okreslone ggstosci optyczne sg nastgpujace:

1%

Wolny gossypol E—— =625
1 cm
1%

Calkowity gossypol E ——— =600
1 cm

Zawarto$¢ wolnego lub catkowitego gossypolu w probee jest okre§lona wediug nastepujacego wzoru:

E x 1250
Gossypol % =
1%
E Xpxa
I cm
gdzie:

E — skorygowana gestos$¢ optyczna okreslona w ust. 5.2,

p —masa w g prébki,

a —podzielna czg$¢ filtratu w ml.

6.2. Wyniki obliczane na podstawie krzywej kalibracyjnej

6.2.1. Wolny gossypol

Przygotowaé 2 partie po 5 kolb miarowych o pojemnosci 25 ml. Do kazdej partii kolb wprowadzi¢ pipeta odpowiednio 2, 4,
6, 8 1 10 ml roztworu A wzorcowego gossypolu, o ktérym mowa w ust. 3.5. Uzupelni¢ do objgtosci 10 ml rozpuszczalnikiem
A, o ktérym mowa w ust. 3.2. Uzupehié kazdg parti¢ kolbg miarowa o pojemnosci 25 ml zawierajaca jedynie 10 ml
rozpuszczalnika A, o ktérym mowa w ust. 3.2, bedacg kolba Slepej proby.

Uzupehié do objetosci 25 ml kolby w 1 partii, stanowiacej partie odniesienia, wilaczajac kolbe $lepej préby, mieszaning
1-propan-2-ol-heksanu, o ktérej mowa w ust. 3.1.

Doda¢ po 2 ml aniliny, o ktérej mowa w ust. 3.4, do kazdej kolby 2 partii, stanowiacej partic wzorcowa, wlaczajac kolbe
slepej proby. Ogrzewaé przez 30 minut na wrzgcej tazni wodnej do wywolania reakeji barwnej. Schiodzi¢ do temperatury
pokojowej, uzupeli¢ do pelnej objetosci kolby mieszaning [-propan-2-ol-heksanu, o ktérej mowa w ust. 3.1,
homogenizowa¢ i odstawi¢ na godzing.

Oznaczy¢ w sposéb okre§lony w ust. 5.2 gesto$¢ optycznag roztwordw w partii wzorcowej przez poréwnanie
z odpowiadajgcymi im roztworami w partii odniesienia. Wykresli¢ krzywa kalibracyjna, nanoszac gestoéci optyczne
wzgledem ilodci gossypolu w g,

6.2.2. Catkowity gossypol

Przygotowa¢ 6 kolb miarowych o pojemnosci 50 ml. Do 1 kolby doda¢ 10 ml rozpuszczalnika B, o ktérym mowa
w ust. 3.3, a do pozostatych odpowiednio 2, 4, 6, 8 i 10 ml roztworu B wzorcowego gossypolu, o ktérym mowa w ust. 3.6.
Kazdg kolbg uzupetnié¢ do objgtosci 10 ml rozpuszczalnikiem B, o ktérym mowa w ust. 3.3. Ogrzewaé przez 30 minut na
wrzacej tazni wodnej. Schlodzi¢ do temperatury pokojowej, uzupeli¢ do petnej objgtosci kolby mieszaning 1-propan-2-ol-
heksanu, o ktdrej mowa w ust. 3.1, i zmieszad.

Do kazdej z 2 partii po 6 kolb miarowych o pojemnoéci 25 ml wprowadzié po 2 ml wyzej wspomnianych roztworéw. 6 kolb pierwszej
partii, stanowigcych parti¢ odniesienia, uzupeic do objetosci 25 ml mieszaning 1-propan-2-ol-heksanu, o ktérej mowa w ust. 3.1.

Do kazdej kolby 2 partii, stanowiacej parti¢ wzorcows, doda¢ po 2 ml aniliny, o ktdrej] mowa w ust. 3.4. Ogrzewaé przez
30 minut na wrzacej tazni wodnej. Schtodzié¢ do temperatury pokojowej, uzupetni¢ do petnej objetosei kolby mieszaning
1-propan-2-ol-heksanu, o ktérej mowa w ust. 3.1, homogenizowac i odstawi¢ na godzing.

Oznaczy¢ w sposéb okreslony w ust. 5.2 gestos¢ optyczng roztwordw w partii wzorcowej przez porOwnanie
z odpowiadajacymi im roztworami w partii odniesienia. Wykre§li¢ krzywa kalibracyjna, nanoszac gesto$ci optyczne
wzglgdem ilosci gossypolu w pg.

7. SPRAWDZENIE METODY

7.1. Powtarzalnoéc¢

Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegltych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczac:

1) 15% w wartosci wzglednej, dla zawarto$ci gossypolu do 500 ppm;

2) 75 ppm w warto$ci 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 DOTYCZACE MIKROSKOPOWEJ IDENTYFIKACJI I OZNACZANIA
SKEADNIKOW POCHODZENIA ZWIERZECEGO

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawartoéci skladnikéw pochodzenia zwierzecego, za ktdre uwaza si¢ produkty pozyskane
podczas przetwarzania tusz lub cze$ci tusz ssakéw, drobiu i ryb, w paszach z zastosowaniem badania mikroskopowego.
Dodatkowo w celu zwigkszenia wykrywalnosci lub aby okresli¢ pochodzenie pewnych rodzajow sktadnikéw pochodzenia
zwierzgcego mozna przeprowadzié inne badanie, stosujac metody alternatywne. W przypadku badania zawarto$ci
specyficznych sktadnikéw pochodzenia zwierzgcego, takich jak badania zawartosci plazmy lub koéci w toju, mozna ponadto
zastosowad postepowanie, o ktérym mowa w ust. 9.

2. CZULOSC

Metoda moga by¢ wykrywane bardzo mate ilo$ci, ponizej 0,1%, skiadnikéw pochodzenia zwierzgcego zaleznie od rodzaju
tych skladnikéw w paszach.

3. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Do badan jest wykorzystywana reprezentatywna probka, ktéra podlega odpowiedniemu przygotowaniu. Metoda ma
zastosowanie do paszy o wilgotnosci do 14%. Pasza o wilgotnodci wyzszej niz 14% powinna by¢ przed obrobka wysuszona
(zaggszczona). Pasze lub materialy paszowe takie jak thiszeze i oleje wymagajg okreslonej obrébki, o ktdrej mowa w ust. 9.
Skiadniki pochodzenia zwierzecego sa identyfikowane na podstawie typowych, mikroskopowo identytikowalnych cech
charakterystycznych, zwlaszcza widkien migéniowych i innych czastek tkanki migsnej, chrzastki, kosci, rogéw, wloséw,
szczeciny, krwi, pidr, skorup jaj, oSci ryb, tusek. Identyfikacji poddaé zaréwno frakcje sitows, o ktdrej mowa w ust. 6.1,
jak i zaggszcezony osad, o ktérym mowa w ust. 6.2.

4. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

4.1. Odczynniki zanurzeniowe.

4.1.1. Hydrat chloralu (roztwér wodny, 60% m/V) .

4.1.2. Lug (NaOH 2,5%, m/V lub KOH 2,5%, m/V) do badania frakc;ji sitowych.

4.1.3. Olgj parafinowy lub gliceryna o lepkos$ci od 68 do 81 do badania osadu.

4.2. Odczynniki chemiczne do ptukania.

4.2.1. Alkohol, 96%.

4.2.2. Aceton.

4.3. Odczynnik zageszczajacy.

4.3.1. Czterochloroetylen o 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 dodaé 1 g jodu, czgsto wstrzgsajac.

4.4.2. Czerwien alizarynowa, ktérg uzyskuje sie poprzez rozcieficzenie 2,5 ml 1M kwasu chlorowodorowego w 100 ml wody
i dodanie 200 mg czerwieni alizarynowe;.

4.4.3. Odczynnik cystynowy (2 g octanu otowiu, 10 g NaOH/100 ml H,O).

4.4.4. Roztwér jodu w jodku potasu rozpuszczony w 70% etanolu.

4.5. Odczynnik biclacy.

4.5.1. Handlowy roztwér podchlorynu sodowego bedacy 9,6% aktywnym chlorem,

5. APARATURA I SPRZET

5.1. Waga analityczna wazgca z doktadnodcia do 0,01 g, a w przypadku badania zaggszczonego osadu wazaca
z dokiadnosécia do 0,001 g.

5.2. Sprzgt do rozdrabniania, mtynek lub mozdzierz, szczegblnie w przypadku paszy zawierajacej wigeej niz 15% ttuszczu.
5.3. Sito o otworach w ksztalcie kwadratéw, o bokach 0,50 mm.

5.4. Rozdzielacz lub zlewka osadowa ze stozkowym dnem.

5.5. Mikroskop stereoskopowy (powigkszenie minimum 40 x).

5.6. Mikroskop optyczny (powiekszenie minimum 400 x), $wiatto przechodzace lub spolaryzowane,

5.7. Standardowe szklo laboratoryjne.

Caly sprzet szklany powinien by¢é starannie umyty. Rozdzielacze i szklo wymagaja mycia w zmywarce. Sita czysSci si¢
z uzyciem szczotki o twardym wlosiu.

6. SPOSOB POSTEPOWANIA

Granulowane pasze moga by¢ wstgpnie przesiane, jezeli obie frakcje sa analizowane jako oddzielna probka.

Obrébee poddaé co najmniej 50 g prébki, starannie zmielonej, z zastosowaniem sprzetu do rozdrabniania, o ktérym mowa
w ust. 5.2, jezeli to konieczne, aby uzyska¢ odpowiednie rozdrobnienie. Ze zmielonego materiatu pobra¢ 2 reprezentatywne
probki, kazda o masie co najmniej 5 g, jedna do badania frakcji sitowej, o ktdrej mowa w ust. 6.1, a druga do badania
zageszezonego osadu, o ktérym mowa w ust. 6.2. Dodatkowo, aby utatwié¢ identyfikacje, mozna zastosowaé barwienie
odczynnikami barwigcymi, o ktérych mowa w ust. 6.3.

Aby wykazaé charakter bialek zwierzgeych i pochodzenie czasteczek, mozna zastosowaé system Aries.

6.1. Identyfikacja sktadnikéw pochodzenia zwierzgcego we frakcjach sitowych

Przesiaé przez sito, o ktérym mowa w ust. 5.3, co najmniej 5 g probki w celu otrzymania 2 frakcji.

Frakcjg sitowg lub reprezentatywna jej czg$é, zawierajaca duze czastki rozsypaé réwnomiernie na odpowiednim podlozu
i przeglada¢ systematycznie pod mikroskopem stereoskopowym, o ktérym mowa w ust. 5.5, stosujac rézne powigkszenia,
poszukujac sktadnikéw pochodzenia zwierzecego.
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Preparaty wykonane z frakcji sitowej drobnej przegladal systematycznie pod mikroskopem optycznym, o ktérym mowa
w ust. 5.6, stosujac r6Zzne powiekszenia, poszukujac sktadnikéw pochodzenia zwierzecego.

6.2. Identyfikacja sktadnikéw pochodzenia zwierzgcego w zaggszczonym osadzie

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,01 g, co najmniej 5 g probki, przenies¢ do rozdzielacza lub zlewki osadowej o stozkowym
dnie, doda¢ co najmniej 50 ml czterochloroetylenu, o ktérym mowa w ust. 4.3.1. Mieszaning wielokrotnie wstrzasa¢ lub
mieszad.

Jezeli jest stosowany zamkniety rozdzielacz, osad pozostawi¢ co najmniej na 3 minuty przed oddzieleniem osadu. Powtdrzyé
wytrzgsanie i pozostawic¢ osad co najmniej na 3 minuty. Osad powinien oddzieli¢ si¢ ponownie.

Jezeli stosuje sie zlewke otwarta, osad powinien by¢ pozostawiony ¢o najmniej na 5 minut, zanim si¢ oddzieli.

Caly uzyskany osad wysuszy¢ 1 nastgpnie zwazy¢, z doktadno$cia do 0,001 g. Wazenie jest konieczne tylko w przypadku
ilosciowego oznaczania. Jezeli osad zawiera wiele duzych czastek, moze by¢ przesiany przez sito, o ktorym mowa w ust. 5.3,
w 2 frakcjach. Zbada¢ wysuszony osad na obecno$é sktadnikéw kostnych pod mikroskopem stereoskopowym, o ktdrym
mowa w ust. 5.5, i mikroskopem optycznym, o ktérym mowa w ust. 5.6.

6.3. Stosowanie odczynnikéw zanurzeniowych i barwigcych
Identyfikacja mikroskopowa skiadnikéw pochodzenia zwierzgcego moze by¢ wspomagana przez zastosowanie specjalnych
$rodkéw zanurzeniowych i odczynnikéw do barwienia.

Hydrat chloralu, o ktérym mowa w ust. 4.1.1: Ostroznie ogrzewajac, mozna zobaczy¢ wyrazniej struktury
komérkowe, poniewaz ziarna skrobi zeluja i niepozadana zawarto$¢
komérek zostaje usunigta.

Eug, o ktérym mowa w ust. 4.1.2: Wodorotlenek sodu albo wodorotlenek potasu oczyszcza materiat
paszowy, wspomagajagc wykrycie widkien mig$niowych, wlosow
1 innych keratynowych struktur.

Olej parafinowy i gliceryna, o ktérych mowa Sktadniki kostne moga by¢ dobrze zidentyfikowane, gdyz
w ust. 4.1.3: wigkszo$¢ lakun wypetnia si¢ powietrzem i sg widoczne jako czarne
otwory o rozmiarach od 5 do 15 pum.

Roztwér jodu w jodku potasu, o ktérym mowa Stosowany do wykrywania zawartosci skrobi (kolor niebiesko-
w ust. 4.4.1: fioletowy) i biatka (kolor zéltopomaranczowy). Roztwory mozna
rozcienczy¢, jezeli to konieczne.

Roztwér czerwieni alizarynowej, o ktérej mowa Czerwonordzowe zabarwienie koéci, o$ci ryb i tusek. Przed

w ust. 4.4.2: wysuszeniem, o ktéorym mowa w ust. 6.2, caly osad przenies¢ do
szklanej probéwki i przeplukaé 2-krotnie okoto 5 ml alkoholu,
o ktorym mowa w ust. 4.2.1. Za kazdym razem stosowal
wytrzasarke typu Vortex, pozostawi¢ rozpuszczalnik przez minute
do osadzenia osadu i nastgpnie go odlal. Przed zastosowaniem tego
odczynnika osad wybieli¢ przez dodanie co najmniej 1 ml roztworu
podchlorynu sodowego, o ktérym mowa w ust. 4.5.1. Pozwoli¢ na
przebieg reakeji przez 10 minut. Probéwke napetni¢ woda, osad
powinien osadzaé si¢ od 2 do 3 minut, a wod¢ z zawieszonymi
czasteczkami wylaé. Osad przeptukaé 2-krotnie okoto 10 ml wody.
Zastosowal wirowanie, pozwoli¢ na osadzenie si¢ osadu i za
kazdym razem wyla¢ wodg. Dodaé od 2 do 10 lub wigcej kropli w
zalezno$ci od iloéci pozostatego roztworu czerwieni alizarynowe;j.
Mieszaning wytrzasa¢ i pozwoli¢ na przebieg reakcji przez kilka
sekund. Zabarwiony osad przeptuka¢ 2-krotnie okolo 5 ml
alkoholu, o ktérym mowa w ust. 4.2.1, a nastepnie raz acetonem,
o ktérym mowa w ust. 4.2.2. Za kazdym razem stosowad
wirowanie, doprowadzi¢ do osadzania si¢ rozpuszczalnika przez
minutg i wylaé go. Osad jest wowczas gotowy do wysuszenia.

Qdczynnik cystynowy, o ktérym mowa w ust. 4.4.3:  Po ostroznym ogrzewaniu skiadniki zawierajace cystyneg, zwlaszcza
wlosy i pidra, przybieraja czarnobrazowg barwe.

6.4. Badanie paszy na obecno$¢ maczki rybnej

Zbada¢ pod mikroskopem optycznym co najmniej 1 preparat z frakcji sitowej drobnej i z frakeji osadu, o ktérych mowa

w ust. 6.1 1ust. 6.2.

Jezeli na etykiecie jest informacja, ze w skladzie jest maczka rybna lub gdy istnieje podejrzenie wystgpowania maczki rybnej

lub zostala ona wykryta w badaniu wstgpnym, zbadaé dodatkowo co najmniej 2 preparaty z drobnej frakcji sitowej i caty

osad.
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7. OBLICZANIE WYNIKOW
W przypadku przeprowadzania oceny ilosciowe] sktadnikéw pochodzenia zwierzecego postgpowaé w sposéb opisany ponizej.

Obliczenia ilosciowe mogg byé przeprowadzane tylko w przypadku, gdy sktadniki pochodzenia zwierzecego zawieraja
fragmenty kostne.

Fragmenty kostne ladowych gatunkdéw zwierzat statocieplnych (ssakéw i ptakéw) mozna odrézni¢ od réznych typdw oéci
rybich na podstawie wystepowania typowych lakun. Proporcj¢ skladnikéw pochodzenia zwierzecego w materiale probki
szacuje si¢, biorac pod uwagg:

1) oszacowang proporcje (% wagowy) fragmentdw kosci w zageszczonym osadzie;

2) proporcje kosci (% wagowy) w sktadnikach pochodzenia zwierzgcego.

Szacowania sktadnikéw pochodzenia zwierzecego w materiale probki dokonaé z wykorzystaniem co najmniej 3 preparatow,
jezeli to mozliwe, zawierajacych co najmniej 5 pdl kazdy. W mieszankach paszowych zaggszczony osad zawiera zwykle nie
tylko fragmenty kosci zwierzat ladowych i fragmenty oSci ryb, ale takZze inne drobiny o specyficznym cigzarze wlasciwym,
w szczegdlnodei zwiazki mineralne, piasek, fragmenty zdrewniatych roélin.

7.1. Oszacowanie procentowej zawarto$ci fragmentéw koéci oraz fragmentdw oéci i tusek ryb

Sxc
% zawarto$¢ fragmentdw kosci zwierzat ladowych =
w
Sxd
% zawarto$¢ fragmentow oéci i tusek ryb =
w

gdzie:

S — masa w mg osadu,

¢ — wspolezynnik korekeyjny (%) dla szacowanej czgéci kosci zwierzat ladowych w osadzie,

d — wspdlczynnik korekeyjny (%) dla szacowanej czgéci oéci i tusek ryb w osadzie,

W — masa w mg materialu probki stuzacej do wytworzenia osadu.

7.2. Szacowanie zawarto$ci sktadnikéw pochodzenia zwierzgcego

Proporcja koéci w produktach zwierzecych moze znacznie si¢ zmienia¢. Zawarto$é kosci w przypadku maczek kostnych
wynosi od 50 do 60%, a w przypadku maczek migsnych od 20 do 30%. W przypadku maczek rybnych zawartosci oéci i tusek
zmieniaja si¢ w zaleznoéci od kategorii i pochodzenia maczki rybnej i wynosza zwykle od 10 do 20%.

Jezeli rodzaj maczki zwierzgeej obecnej w prdbcee jest znany, mozliwe jest szacunkowe okreslenie zawartosci:

Sxc
Szacunkowa zawarto$¢ sktadnikéw produktéw pochodzacych od zwierzat ladowych (%) =——— x 100
Wxf
Sxd
Szacunkowa zawarto$¢ sktadnikéw produktéw rybnych (%) =———x 100
Wxf

gdzie:

S — masa w mg osadu,

¢ — wspolezynnik korekeyjny (%) dla szacowanej czgéci kosci zwierzat ladowych w osadzie,

d — wspdlczynnik korekeyjny (%) dla szacowanej czgéei oéci ryb i tusek w osadzie,

f— wspdtczynnik korekeyjny (%) dla proporcji koéci w sktadnikach pochodzenia zwierzgcego w badanej prébee,

W — masa w mg materiatu prébki stuzacej do wytworzenia osadu.

8. WYRAZANIE WYNIKOW

Sprawozdanie powinno zawiera¢ co najmniej informacje o wystgpowaniu sktadnikéw pochodzenia zwierzecego ze zwierzat
ladowych i z maczki rybnej. Informacje sformutowaé w podany nizej sposob:

8.1. W odniesieniu do wystgpowania sktadnikéw pochodzacych ze zwierzat ladowych:

1) nie stwierdzono, z uzyciem mikroskopu, w badanej prébee Zadnych sktadnikéw pochodzacych ze zwierzat ladowych

albo

2) stwierdzono, z uzyciem mikroskopu, w badanej prébcee skladniki pochodzace ze zwierzat ladowych.

8.2. W odniesieniu do wystgpowania maczki rybnej:

1) nie stwierdzono, z uzyciem mikroskopu, w badanej prébee Zzadnych sktadnikéw pochodzacych z maczki rybnej

albo

2) stwierdzono, z uzyciem mikroskopu, w badanej prébee skladniki pochodzace z maczki rybne;j.

W przypadku gdy zostanie stwierdzone wystgpowanie sktadnikéw pochodzacych z ryb lub ze zwierzat ladowych,
w sprawozdaniu z badan, jezeli to konieczne, wskaza¢ oszacowang ilo$¢ znalezionych skladnikow (x%, < 0,1%, 0,1-0,5%,
0,5-5% lub >5%), dalsza specyfikacj¢ typu zwierzgcia ladowego, jezeli to jest mozliwe, oraz zidentyfikowane sktadniki
zwierzece, w tym widkna mie$niowe, chrzastke, kosci, rogi, sier$¢, szezecing, pidra, krew, skorupy jaj, osci ryb, tuski.

Jezeli szacuje sig 1lo$¢ skladnikéw zwierzecych, wymieni¢ zastosowany wspotczynnik korekeyjny f.

Jezeli sa zidentyfikowane skladniki kostne zwierzat ladowych, w sprawozdaniu umieéci¢ dodatkowa informacjg
o nastepujacej tresei:

,»Nie mozna wykluczyé, ze powyzsze skladniki pochodzg od ssakéw”™.

Dodatkowa informacja nie jest konieczna w przypadku, gdy fragmenty kostne zwierzat ladowych zostaty wyszczegdlnione
jako fragmenty ko$ci drobiu lub ssakéw.
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9. PROCEDURA W PRZYPADKU ANALIZY TLUSZCZU LUB OLEJU

W celu dokonania analizy ttuszczu lub oleju mozna zastosowaé nastepujaca procedure.

Jezeli thuszez wystgpuje w postaci stalej, ogrzewad, zwlaszcza w kuchence mikrofalowej, az do uzyskania postaci ptynne;.
Pipeta przeniesé¢ 40 ml ttuszczu z dna probki do probéwki wiréwkowe;j.

Wirowa¢ przez 10 minut przy 4 000 obr./min.

Jezeli tluszez jest zestalony po odwirowaniu, ogrzaé go jeszcze raz, zwlaszcza uzywajac kuchenki mikrofalowej, az do
uzyskania postaci ptynnej. Ponownie wirowaé przez 5 minut przy 4 000 obr./min.

Malg tyzka lub lopatka laboratoryjna przenies¢ polowg zdekantowanych zanieczyszczen na plytkg Petriego lub na szkietko
mikroskopowe w celu dokonania mikroskopowej identyfikacji ewentualnej zawartosci sktadnikéw pochodzenia zwierzgcego,
takich jak wtdkna migéniowe, pidra, fragmenty kostne. Jako §rodek zanurzeniowy stosowany w badaniach mikroskopowych
zaleca si¢ olej paratinowy lub gliceryng.

Pozostale zanieczyszczenia poddaé sedymentacji w sposob okreslony w ust. 6.2.

8.7. 0ZNACZANIE LOTNYCH ZWIAZKOW AZOTOWYCH

A. METODA MIKRODYFUZYJNA

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania w paszach zawartosci lotnych zwigzkéw azotowych, w przeliczeniu na amoniak.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest ekstrahowana woda, a uzyskany roztwor — klarowany 1 filtrowany. Lotne zasady azotowe sg oddzielane metoda
mikrodyfuzji z uzyciem roztworu weglanu potasu, zbierane w roztworze kwasu bornego i miareczkowane kwasem
siarkowym.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Kwas tréjchlorooctowy, roztwdr 20% (m/V).

3.2. Wskaznik:

Rozpuscié 33 mg zieleni bromokrezolowej i 65 mg czerwieni metylowej w 100 ml alkoholu etylowego o stezeniu od 95 do
96% (m/V).

3.3. Kwas borowy, roztwor:

W kolbie miarowej o pojemnoéci 1 | rozpusci¢ 10 g kwasu bornego w 200 ml etanolu o stgzeniu od 95 do 96% (m/V)
i 700 ml wody. Doda¢ 10 ml wskaznika, o ktérym mowa w ust. 3.2. Zamiesza¢ i, jezeli to konieczne, doprowadzié barwe
roztworu do jasnoczerwonej przez dodanie roztworu wodorotlenku sodu. 1 ml tego roztworu bedzie pochtaniat maksymalnie
300 ug NH}.

3.4. Weglan potasu, roztwor nasycony:

Rozpuscié 10 g weglanu potasu w 100 ml wrzacej wody. Schtodzié i przefiltrowad.

3.5. Kwas siarkowy o stezeniu 0,02 N.

4. APARATURA I SPRZET

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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Rysunek 9. Naczynko Conwaya
skala 1:1
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5. SPOSOB POSTEPOWANIA

Odwazy¢, z doktadnoseig do 1 mg, 10 g prébki do kolby miarowej o pojemnosci 200 ml i dodaé¢ 100 ml wody. Miksowaé
w mikserze przez 30 minut. Doda¢ 50 ml roztworu kwasu tréjchlorooctowego, o ktérym mowa w ust. 3.1, uzupehié do
pelnej objetosci kolby woda, energicznie wstrzasnaé i przefiltrowaé przez karbowany filtr. Dodaé z uzyciem pipety 1 ml
roztworu kwasu borowego, o ktérym mowa w ust. 3.3, do $§rodkowej czgsci naczynka Conwaya i 1 ml filtratu prébki na
obrzeze naczynka. Przykry¢ czeSciowo nasmarowana przykrywka. Dodaé kroplami 1 ml nasyconego roztworu weglanu
potasu, o ktérym mowa w ust. 3.4, na obrzeze naczynka i szybko zamknaé pokrywka, tak aby naczynko byto hermetyczne.
Obracac ostroznie naczynkiem w plaszczyZnie poziomej, aby doprowadzié do zmieszania 2 odczynnikéw. Inkubowaé przez
co najmniej 4 godziny w temperaturze pokojowej lub godzing w temperaturze 40°C. Miareczkowaé lotne zasady
zaabsorbowane w kwasie bornym, stosujac roztwor kwasu siarkowego, o ktérym mowa w ust. 3.5, z uzyciem mikrobiurety,
o ktérej mowa w ust. 4.3. Slepg probe przeprowadzié w ten sam sposéb.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

1 ml Hsz4 o stezeniu 0,02 N odpowiada 0,34 mg amoniaku. Przedstawi¢ wynik w procentach wagowych.

7. SPRAWDZENIE METODY

Powtarzalno$¢

Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnolegtych oznaczenh wykonanych dla tej samej prébki nie powinna przekraczac:
1) 10% wartosci wzglednej, dla zawarto$ci amoniaku ponizej 1%;

2) 0,1% warto$ci bezwzglednej, dla zawarto$ci amoniaku réwnej lub wyzszej niz 1%.

8. OBJASNIENIA

Jezeli zawarto$¢ amoniaku w probee przekracza 0,6%, rozcienczy¢ filtrat.

B. METODA DESTYLACYJNA

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci lotnych zwigzkéw azotowych, w przeliczeniu na amoniak, w maczkach rybnych
niezawierajacych mocznika. Metoda ma zastosowanie dla zawarto$ci amoniaku nizszej niz 0,25%.
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2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka jest ekstrahowana woda, a uzyskany roztwér klarowany i filtrowany. Lotne zasady azotowe sg oddzielane w punkcie
wrzenia poprzez dodanie tlenku magnezu i zbierane w okreSlonej iloéci kwasu siarkowego, ktoérego nadmiar jest
miareczkowany z uzyciem roztworu wodorotlenku sodu.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Kwas trgjchlorooctowy, roztwér 20% (m/V).

3.2. Tlenek magnezu.

3.3. Emulsja zapobiegajaca spienieniu, proponuje sie zastosowac silikon,

3.4. Kwas siarkowy, roztwér 0,1 N.

3.5. Wodorotlenek sodu, roztwér 0,1 N.

3.6. Czerwien metylowa, roztwor 0,3% (m/V) w alkoholu etylowym 95 — 96% (V/V).

4. APARATURA I SPRZET

4.1. Mikser lub tumbler: od 35 do 40 obr/min.

4.2. Aparat do destylacji typu Kjeldahla.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

Odwazy¢, z doktadnosceig do 1 mg, 10 g prébki do kolby miarowej o pojemnosci 200 ml i dodaé¢ 100 ml wody. Miksowaé
w mikserze przez 30 minut. Dodaé¢ 50 ml roztworu kwasu tréjchlorooctowego, o ktérym mowa w ust. 3.1, uzupenié¢ do
pelnej objetosci kolby woda, energicznie wstrzasnad i filtrowaé przez karbowany filtr. Pobrad taka ilo$¢ klarownego filtratu,
ktéra odpowiada spodziewanej zawartosci lotnych zwigzkéw azotowych, co zwykle odpowiada objetosci 100 ml.
Rozcienczy¢ do 200 ml, doda¢ 2 g tlenku magnezu, o ktérym mowa w ust. 3.2, i kilka kropli emulsji zapobiegajacej
spienieniu, o ktdrej mowa w ust. 3.3. Roztwdr powinien wykazywaé alkaliczno$§¢ wobec papierka lakmusowego,
w przeciwnym razie dodaé nieco tlenku magnezu, o ktérym mowa w ust. 3.2. Destylowa¢ okolo 150 ml roztworu w aparacie
Kjeldahla i zebra¢ destylat w kolbie Erlenmeyera zawierajacej od 25 do 50 ml roztworu kwasu siarkowego, o ktérym mowa
w ust. 3.4. W czasie destylacji chronié¢ roztwér przed przegrzaniem. Gotowaé roztwédr kwasu siarkowego przez 2 minuty,
schtodzi¢ i odmiareczkowaé nadmiar kwasu wodorotlenkiem sodu, o ktérym mowa w ust. 3.5, w obecnosci czerwieni
metylowej, o ktérej mowa w ust. 3.6. Slepa probe przeprowadzi¢ w ten sam sposéb.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

1 ml Hsz4 o stezeniu 0,1 N odpowiada 1,7 mg amoniaku. Wynik poda¢ w procentach wagowych prébki.

7. SPRAWDZENIE METODY

Powtarzalno$é

Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnoleglych oznaczeni, wykonanych dla tej samej prébki, nie powinna przekraczaé 10%
wartos$ci wzgledne;j.

8.8. OZNACZANIE DIOKSYN I DIOKSYNOPODOBNYCH PCB

1. METODY POBIERANIA PROBEK I INTERPRETACJA WYNIKOW

1.1. CEL 1 ZAKRES

Prébki przeznaczone do urzedowej kontroli poziomu zawartosci dioksyn (PCDD/PCDF) oraz dioksynopodobnych (PCB)
w paszach, z uwzglgdnieniem tabeli 29, pobiera si¢ zgodnie z przepisami rozporzadzenia Ministra Rolnictwa 1 Rozwoju Wsi
z dnia 14 grudnia 2006 r. w sprawie szczegdtowych warunkdw i sposobu pobierania probek do badan oraz postepowania
z prébkami pobranymi w ramach urzedowej kontroli pasz. Stosowa¢ wymagania ilo§ciowe w stosunku do kontroli substancji
lub produktéw jednolicie rozmieszczonych w paszy, o ktérych mowa w § 4 ust. 1,215, § 6 ust. 3 i § 8 tego rozporzadzenia.
Uzyskane w ten sposéb prébki ogdlne uwaza si¢ za reprezentatywne dla partii lub podpartii, z ktérych pochodzg. Zgodno$é
partii lub podpartii z dopuszczalng zawartoscig okre$lona w rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia
23 stycznia 2007 r. w sprawie dopuszczalnych zawarto$ci substancji niepozadanych w paszach ustala si¢ na podstawie
zawarto$ci stwierdzonych w prébkach laboratoryjnych.

Tabela 29. Tabela TEF - toksycznych czynnikdéw roéwnowaznosei dla dioksyn, furanéw i dioksynopodobnych (PCB)

Kongener Warto$¢ TEF Kongener Wartoé¢ TEF
Dibenzo-p-dioksyny (PCDD) ,, Dioksynopodobne” PCB: Non-orto PCB + Mono-orto PCB
2,3,7,8-TCDD 1 Non-orto PCB
1,2,3,7,8-PeCDD 1 PCB 77 0,0001
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 169 0,01
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01
OCDD 0,0001
Dibenzofurany (PCDF) Mono-orto PCB
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,0001
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05 PCB 114 0,0005
2,3,4,7,8-PeCDF 0,5 PCB 118 0,0001
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 123 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 156 0,0005
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 157 0,0005
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00001
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1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,0001
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0001

Uzyte skréty oznaczaja: T — tetra (cztero); Pe — penta (pigcio); Hx — hexa (szeScio); Hp — hepta (siedmio); O — octa (0o$mio);
CDD - chlorodibenzo-p-dioksyna; CDF — chlorodibenzofuran; CB — chlorobifenyl.

1.2. ZGODNOSC PARTII LUB PODPARTII Z WYMAGANIAMI OKRESLONYMI W ROZPORZADZENIU
MINISTRA ROLNICTWA TROZWOJU WSI Z DNIA 23 STYCZNIA 2007 R. W SPRAWIE DOPUSZCZALNYCH
ZAWARTOSCI SUBSTANCJI NIEPOZADANYCH W PASZACH

Jezeli wynik pojedynczej analizy nie przekracza dopuszczalnej zawarto$ci okreslonej w rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi z dnia 23 stycznia 2007 r. w sprawie dopuszczalnych zawarto$ci substancji niepozadanych w paszach,
z uwzglgdnieniem przy tym niepewno$ci pomiaru, badang parti¢ uznaje si¢ za spelniajaca wymagania okre$lone w tym
rozporzadzeniu.

Jezeli wynik analizy potwierdzony 2. analizg i obliczony jako $rednia co najmniej 2 oddzielnych oznaczeri przekracza
dopuszczalng zawarto$¢ okreslona w tym rozporzadzeniu, z uwzglednieniem przy tym niepewno$ci pomiaru, badang partig
uznaje si¢ za niespelniajaca wymagan w zakresie dopuszczalnych zawartoéei substancji niepozadanych w paszy.

Niepewno$¢ pomiaru uwzglednia sie z zastosowaniem jednego z nastepujacych sposobow:

1) obliczajac niepewnos¢ rozszerzona z uzyciem wspdlczynnika rozszerzenia 2, ktdra okresla poziom zaufania na poziomie
okoto 95%;

2) ustalajac decyzyjng warto$é graniczng (CCa) zgodnie z decyzja Komisji 2002/657/WE z dnia 14 sierpnia 2002 r.
wykonujaca dyrektywe Rady 96/23/WE dotyczaca wynikéw metod analitycznych i ich interpretacji (Dz. Urz. WE L 221 z
17.08.2002, str. 8, z pdzn. zm.; Dz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 3, t. 36, str. 493, z pdézn. zm.) — przypadek
substancji z ustalong dopuszczalng warto$cig graniczna, o ktérym mowa w pkt 3.1.2.5 zalgcznika do tej decyzji Komisji.

Niniejsze zasady interpretacji odnosza si¢ do wyniku analizy uzyskanego z probki przeznaczonej do urzgdowej kontroli.

2. PRZYGOTOWANIE PROBEK T WYMAGANIA DOTYCZACE METOD ANALIZ WYKORZYSTYWANYCH
W URZEDOWEJ KONTROLI DIOKSYN (PCDD/PCDF) I DIOKSYNOPODOBNYCH PCB

2.1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY
Metoda stuzy do oznaczania zawartosci dioksyn polichlorowanych dibenzo-p-dioksyn (PCDD) i polichlorowanych
dibenzofuranéw (PCDF) oraz dioksynopodobnych polichlorowanych bifenyli (PCB) w paszach.

Monitorowanie obecno$ci dioksyn w paszach mozna wykonaé¢ przy zastosowaniu metody skriningowej w celu
wyselekcjonowania tych prébek, ktére zawierajg dioksyny i dioksynopodobne PCB na poziomie od 30 do 40% nizszym lub
WyzsZym niz poziom zainteresowania. Stgzenia dioksyn w tych probkach, ktére zawieraja znaczace ich poziomy, powinny
zosta¢ oznaczone lub potwierdzone z zastosowaniem metody potwierdzajace;.

Metody skriningowe shiza do wykrywania obecnosci dioksyn i dioksynopodobnych PCB na poziomie zainteresowania.
Metody te maja zdolno$¢ zwiazang z wysoka wydajnos$cia probek i sg stosowane do oddzielenia wielu prébek potencjalnie
pozytywnych. Sa tak zaprojektowane, aby ograniczaly liczbg wynikéw fatszywie negatywnych.

Metody potwierdzajace sa metodami dostarczajacymi pelnej lub uzupehniajace) informacji, pozwalajacej na jednoznaczng
identyfikacjg¢ 1 kwantyfikacje dioksyn oraz dioksynopodobnych PCB na poziomie zainteresowania.

2.2. POSTANOWIENIA OGOLNE

Ze wzgledu na fakt, Zze probki $rodowiskowe i biologiczne, wlaczajac w to probki pasz, zazwyczaj zawieraja zloZone
mieszaniny réznych kongeneréw dioksyn, w celu ulatwienia oceny ryzyka, wprowadzono pojecie ,,wspdlezynnikéw
réwnowaznej toksycznosei - TEF (Toxicity Equivalency Factors)”. Wspdtezynniki te zostaly opracowane w celu wyrazenia
stezen mieszanin posiadajacych podstawniki chloru w pozycjach 2,3,7,8- PCDD i PCDF, a ostatnio takze niektérych PCB
posiadajacych podstawnik chloru w pozycjach non-orto i mono-orto, ktére posiadaja podobng do dioksyn aktywnos$é w
postaci réwnowaznikéw toksyczno$ci - TEQ (Toxicity Equivalent) o 2,3,7,8-TCDD, z uwzglednieniem tabeli 29.

Stezenia poszczegdlnych substancji w prébee sa mnozone przez ich TEF, a nastgpnie warto$ci te s sumowane w celu
obliczenia catkowitego stgzenia zwigzkoéw dioksynopodobnych, wyrazonego w wartoéci TEQ.

Koncepcja gémej granicy (upperbound) wymaga podania granicy oznaczalno$ci danego kongeneru do obliczenia TEQ,
w przypadku stwierdzenia zawarto$ci tego kongeneru ponizej granicy oznaczalno$ci.

Koncepcja  dolnej granicy (lowerbound) wymaga podania zerowej zawarto$ci danego kongeneru do obliczenia TEQ,
w przypadku stwierdzenia zawartodci tego kongeneru ponizej granicy oznaczalnosci.
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Koncepcja $redniej granicy (mediumbound) wymaga podania zawarto$ci réwnej polowie granicy oznaczalnosci danego
kongeneru do obliczenia TEQ, w przypadku stwierdzenia zawartosci tego kongeneru ponizej granicy oznaczalno$ci.

Akceptowalng granica oznaczalno$ci danego kongeneru jest stgzenie analitu w ekstrakcie probki, ktére wywoluje
instrumentalng reakcj¢ na impuls dla 2 réznych jonéw, rejestrowang przy wspdtczynniku S/N (sygnal/szum) w stosunku 3:1
dla sygnalu mniej wrazliwego 1 przy spelnieniu podstawowych wymagan, takich jak czas retencji oraz stosunek izotopow,
zgodnie z procedurg oznaczania metoda EPA 1613, korekta B.

2.3. WYMAGANIA JAKOSCIOWE, JAKIE POWINNY BYC SPEENIONE PRZY PRZYGOTOWANIU PROBEK
DO ANALIZY

Przy przygotowaniu prébek do analizy, oprécz wymagan okreSlonych w rozdziale 1 zalacznika, przestrzega sig
nastgpujgcych wymagan:

1) prébki powinny by¢ przechowywane i transportowane w pojemnikach:

a) szklanych,

b) aluminiowych,

c¢) polipropylenowych,

d) polietylenowych;

2) pojemnik na prébki powinien by¢ wolny od pytkéw papieru,

3) szklo laboratoryjne powinno by¢ wyptukane rozpuszczalnikami, wezeéniej zbadanymi na obecno$¢ dioksyn;

4) wykona¢ analizg $lepej proby, obejmujaca przeprowadzenie pelnej procedury analitycznej z wylaczeniem probki;

5) masa probki uzytej do ekstrakcji powinna by¢ dostosowana do czuloéci metody.

2.4. WYMAGANIA, JAKIE POWINNY SPEENIAC LABORATORIA WYKONUJACE BADANIA

1) laboratorium powinno wykaza¢ mozliwoéci wykonawcze metody na poziomie zainteresowania, na przyktad 0,5, 1
i 2-krotny poziom zainteresowania wraz z akceptowalna warto$cia wspolczynnika zmiennosci obliczonego dla wielokrotnych
powtdrzen analizy; kryteria akceptacji procedury analitycznej sg okre$lone w ust. 2.5;

2) limit kwantyfikacji metody potwierdzajacej powinien wynosi¢ okoto 1/5 poziomu zainteresowania, aby gwarantowac,
ze akceptowalne wspodlczynniki zmienno$ci znajda si¢ w zakresie danego poziomu zainteresowania,

3) w ramach wewnatrzlaboratoryjnej kontroli jakoéci $lepe préby i spiking eksperymenty lub analizy prébek kontrolnych
(a zwlaszcza certyfikowanych materialéw odniesienia, jezeli takie materialy sa dostgpne) powinny by¢ regularnie
analizowane;

4) potwierdzeniem bieglodci laboratorium w zakresic danych analiz sa pozytywne wyniki uzyskiwane w
mig¢dzylaboratoryjnych badaniach biegtosci. Jednakze pozytywne wyniki uzyskane w badaniach migdzylaboratoryjnych,
w tym w badaniach prébek gleby lub osadéw dennych, nie oznaczaja jednoczeénie podobnej kompetencji w analizie zywnosci lub
pasz, ktdre zawieraja nizsze poziomy skazen. Dlatego obowiazkowe jest stale uczestnictwo w migdzylaboratoryjnych badaniach
biegloéci w zakresie oznaczania dioksyn i PCB o wiasciwosciach dioksynopodobnych w odpowiednich prébkach $rodkéw
spozywczych lub pasz;

5) laboratoria powinny posiada¢ akredytacj¢ udzielong przez Polskie Centrum Akredytacji, zgodnie z wymaganiami normy
PN EN ISO/IEC 17025:2001.

2.5. WYMAGANIA, JAKIE POWINNY SPEENIAC PROCEDURY ANALITYCZNE STOSOWANE PRZY
OZNACZANIU DIOKSYN I DIOKSYNOPODOBNYCH PCB

2.5.1. Wysoka czuto$¢ i niska granica wykrywalnosci.

Tloéci PCDD i PCDF powinny by¢ wykrywane na poziomie pikograméw TEQ (1072 g) ze wzgledu na bardzo duzg
toksycznos¢ niektdrych zwigzkéw. PCB wystgpuja w wyzszych steZeniach niz PCDD i PCDF. Dla wigkszos$ci kongeneréw
PCB za wystarczajacg uznaje sie czuto$¢ rzedu nanograméw (10° g). Jednakze w przypadku oznaczania bardziej
toksycznych dioksynopodobnych PCB kongeneréw (w szczegdlnosei non-orto podstawionych kontenerdw), powinna byé
uzyskana taka sama czuto$¢, jak dla PCDD i PCDF.

2.5.2. Wysoka selektywnos$¢ (specyficznosé).

Konieczne jest odréznienie PCDD, PCDF i dioksynopodobnych PCB od wielu wspdlekstrahujacych i ewentualnie
interferujacych substancji wystepujacych w st¢zeniach do kilku wielkoéci wyzszych od analizowanych zwigzkéw. Przy
stosowaniu metody chromatografii gazowej z wykorzystaniem detektora masowego (GC/MS) konieczne jest odréznienie
kongeneréw toksycznych, a w szczegdlnosci siedemnastu 2,3,7,8-substituted kongeneréw PCDD i PCDF oraz PCB, od
pozostaltych kongenerdéw. Testy biologiczne powinny oznaczyC wartosci TEQ selektywnie jako sume PCDD, PCDF
1 dioksynopodobnych PCB.

2.5.3. Wysoka doktadno$¢ (poprawnos$é i precyzja).

Oznaczenie powinno dostarczy¢ wiarygodnego oszacowania stgZenia analitu w probce. Wysoka dokladno$é pomiaru
oznaczajaca stopien zgodnos$ci migdzy wynikiem badania a przyjeta wartodcia odniesienia jest warunkiem uniknigcia
odrzucenia wyniku analizy prébki na podstawie stabej wiarygodnoéci oszacowanej wartoci TEQ. Dokladnosé
charakteryzuja 2 czynniki:

1) prawdziwo$¢ rozumiana jako réznica migdzy Srednig wartoScig analitu zmierzong w materiale certyfikowanym
a deklarowanag, certyfikowang wartoscig, wyrazong jako jej odsetek;

2) precyzja, zazwyczaj obliczana jako standardowe odchylenie obejmujace powtarzalnoéé i odtwarzalno$é, wskazuje na
stopien zgodno$ci migdzy wynikami uzyskanymi przy wielokrotnym wykorzystaniu procedury badawczej w okreslonych
warunkach.
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Metody skriningowe moga obejmowaé testy biologiczne oraz metody GC/MS. Metody potwierdzajace to metody
wysokorozdzielcze) chromatografii gazowej sprz¢zonej z wysokorozdzieleza spektometria masowa (HRGC/HRMS). Przy
oznaczaniu sumarycznej warto$ci TEQ powinny byé spetnione kryteria podane w tabeli 30.

Tabela 30. Kryteria dla oznaczania sumarycznej warto$ci TEQ

Metody skriningowe (przesiewowe) Metody potwierdzajace
Czesto$¢ wynikéw fatszywie <1%
negatywnych
Prawdziwosé 0d-20%do+20%
Wspdlczynnik zmiennosci, CV <30% <15%

2.6. WYMAGANIA DLA METOD GC/MS, W METODACH SKRININGOWYCH LUB POTWIERDZAJACYCH
2.6.1. W celu zwalidowania procedury analitycznej wzorce wewngetrzne 2,3,7,8-chloropodstawionych PCDD/F znakowane
izotopem wegla ’C, oraz wzorce wewnetrzne dioksynopodobnych PCB, znakowane izotopem wegla °C, jezeli
dioksynopodobne PCB maja by¢ oznaczone, dodawaé na wstepnych etapach metody, w szczegdlnosci przed ekstrakcja.
Doda¢ co najmniej 1 kongener dla kazdej grupy homologicznej, od tetra- do oktachloro PCDD/F oraz co najmnigj
1 kongener dla kazdej grupy homologicznej dioksynopodobnych PCB, jezeli dioksynopodobne PCB maja byé oznaczone.
Alternatywnie co najmniej 1 kongener na kazdy wybrany jon masy spektrometrycznej, rejestrujacy funkcje stuzacg do
monitorowania PCDD/F i dioksynopodobnych PCB.

Dla metod potwierdzajacych pierwszefistwo zastosowania maja wszystkie siedemnadcie 2,3,7,8-podstawione wzorce
wewnetrznych PCDD/F znakowane izotopem wegla '*C oraz wszystkie dwanascie wzorce wewnetrzne dioksynopodobne
PCB znakowane izotopem wegla "*C, jezeli dioksynopodobne PCB maja byé oznaczone.

Wzgledne wspdlezynniki odpowiedzi (relative response factors) nalezy oznaczyé dla tych kongeneréw, dla ktérych nie
zastosowano analogéw znakowanych izotopem wegla "*C poprzez odpowiedni roztwér kalibracyjny.

2.6.2. Przed procedura ekstrakceji w przypadku pasz pochodzenia rolinnego i zwierzgcego o zawartosci ttuszezu ponizej 10%
nalezy dodaé wzorce wewngtrzne. W przypadku pasz pochodzenia zwierzgcego o zawartoéci ttuszczu powyzej 10 % wzorce
wewngetrzne mogg by¢ dodane zaréwno przed, jak i po ekstrakeji tluszezu. Nalezy przeprowadzi¢ walidacje skutecznosei
ekstrakeji, w zaleznosci od etapu, na ktérym dodaje si¢ wzorce wewngtrzne, a takze od tego, czy wyniki sa wyrazane na
jednostke masy produktu czy thiszczu.

2.6.3. Przed analiza GC/MS doda¢ do prébki 1 lub 2 wzorce odzysku.

2.6.4. Konieczne jest sprawdzenie odzysku. Odzysk dla poszczegdlnych wzorcéw wewngtrznych w metodach
potwierdzajacych powinien zawieraé si¢ w granicach od 60 do 120 %. Dopuszczalne s nizsze lub wyzsze wartoéci odzysku
dla poszczegdlnych kongenerdw, w szczegdlnoéei dla niektdrych hepta- i oktachlorodibenzo-p-dioksyn i dibenzofuranéw,
jezeli ich udziat w TEQ nie przekracza 10 % catkowitego TEQ (tylko na podstawie PCDD/F). W przypadku metod
skriningowych odzysk moze zawieraé si¢ w granicach od 30 do 140 %.

2.6.5. Rozdzielenie dioksyn od interferujacych chlorowanych zwiazkéw, takich jak dioksynopodobne PCB czy
polichlorowane difenyloetery, mozna osiggnaC przez zastosowanie odpowiednich technik chromatograficznych; proponuje
si¢ zastosowac florisil, tlenek glinu lub kolumne weglows.

2.6.6. Ponizej 25 % nakladania si¢ pikéw pomiedzy 1,2,3,4,7,8-HxCDF i 1,2,3,6,7,8-HxCDF wystepuje skutecznosé
rozdzielania izomeréw przy chromatografii gazowe;.

2.6.7. Oznaczanie powinno by¢ wykonywane zgodnie z metoda EPA 1613, korekta B: tetra- poprzez oktachlorowane
dioksyny i furany zastosowac¢ rozcienczenie izotopowe HRGC/HRMS lub inne o réwnowaznych parametrach.

2.6.8. Dla pasz o zawartosci dioksyn réwnej lub wyzZszej niz dopuszczalna ich zawarto$¢ réznica migdzy wynikami
obliczonymi zgodnie z koncepcja gdmej i dolnej granicy oznaczalno$ci nie powinna przekracza¢ 20 %. W przypadku pasz
o zawarto$ci dioksyn nizszej od dopuszczalnej ich zawartodci roznica ta moze zawierac si¢ w granicach od 25 do 40 %.

2.7. SKRININGOWE METODY ANALIZY

2.7.1. WPROWADZENIE
W ramach metody skriningowej rozréznia si¢ podejscie skriningowe 1 ilosciowe.
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2.7.1.1. Podejscie skriningowe

W przypadku podejscia skriningowego poréwnuje si¢ wartos¢ sygnatu uzyskanego w badanej prébce z wartoscia sygnatu
uzyskanego w probee referencyjnej zawierajacej analit na poziomie zainteresowania. Probki, dla ktdrych warto$é sygnatu jest
nizsza niz warto$¢ sygnati prébki referencyjnej, uznaje si¢ za negatywne, natomiast prébki, dla ktérych warto$é sygnatu jest
wyzsza niz warto$¢ sygnatu prébki referencyjnej, uznaje sig za potencjalnie pozytywne.

Wymagania:

— w kazdej partii badanych prébek powinna znaleZé sig probka §lepa i referencyjna, ktére ekstrahuje sig i bada w tym samym
czasie, wykorzystujac te same procedury analityczne. Warto$¢ sygnatu uzyskanego w prdbce referencyjnej powinna by¢
wyraznie wyzsza niz warto$¢ sygnatu uzyskanego w probee Slepej,

— aby wykazaé, ze badanie zostalo wykonane na poziomie zainteresowania w badaniach kontrolnych zbadaé dodatkowe
prébki referencyjne zawierajace 0,5 i 2-krotny poziom zainteresowania analitu,

— w przypadku badania innych matryc wykazal, Ze stosowane probki referencyjne sa odpowiednie. Mozna tego dokonaé
przez wlaczenie prébek, dla ktdrych z uzyciem metody HRGC/HRMS wykazano, Ze réwnowaznik toksycznosci TEQ jest
zblizony do prébki referencyjnej lub $lepej, wzbogaconej na tym samym poziomie,

— badanie powtarzalnoéci pozwalajacej na uzyskanie informacji o odchyleniu standardowym w obrebie jednej partii probek
jest szczegdlnie istotne, w przypadku gdy w testach biologicznych jest niemozliwe zastosowanie wzorcéw wewngtrznych.
Warto$¢ wspdlczynnika zmienno$ci nie powinna by¢ wyzsza niz 30 %,

— w przypadku testéw biologicznych zdefiniowa¢ badane zwiazki, mozliwe interferencje oraz najwyzsza dopuszczalng
wielko$¢ sygnatu probki lepe;j.

2.7.1.2. Podejscie iloSciowe

Analiza ilo$ciowa wymaga uzycia serii wzorcowych rozcieniczen, dwu- lub trzystopniowego procesu oczyszczania,
pomiaréw oraz zerowych i odzyskowych kontroli. Wyniki mogg by¢ wyrazone jako réwnowaznik toksycznosci (TEQ), tym
samym zakladajac, ze zwiazki odpowiedzialne za sygnat odpowiadaja regule TEQ. Mozna tego dokonaé przez zastosowanic
TCDD (lub mieszaniny wzorcéw dioksyn lub furanéw) do sporzadzenia krzywej kalibracyjnej umozliwiajacej obliczenie
poziomu TEQ w ekstrakcie oraz w probee; wynik jest korygowany o warto$¢ TEQ uzyskanej w wyniku analizy probki slepej
(do obliczenia zanieczyszczen z zastosowanych rozpuszczalnikéw 1 uzytych odczynnikéw) oraz odzysk (obliczony
z wartosci TEQ oznaczonej w jako$ciowe] probee kontrolnej w zakresie limitu zainteresowania). Czg$¢ obserwowanych strat
odzysku jest spowodowana oddzialywaniem matrycy lub réznicami migdzy wartodciami wspdtczynnikéw toksycznosei
(TEF) wykorzystywanymi w testach biologicznych oraz oficjalnymi wartoéciami TEF przyjetymi przez Swiatows
Organizacj¢ Zdrowia (WHO).

2.7.2. OGOLNE WYMAGANIA, JAKIE POWINNY SPEENIAC SKRININGOWE METODY ANALIZY

— do badan skriningowych mozna stosowaé metody GC/MS oraz testy biologiczne (bioassays). Przestrzega¢ wymagan dla
metod GC/MS, okreslonych w ust. 2.6. Wymagania dla biologicznych testéw komoérkowych (cell-based bioassays) sa
okreglone w ust. 2.7.3, a dla zestawdw do testéw biologicznych (kit-based bioassays) w ust. 2.7.4,

— konieczne jest podanie informacji o liczbie wynikéw fatszywie pozytywnych 1 wynikéw falszywie negatywnych, ponizej 1
powyzej maksymalnego dopuszczalnego poziomu, uzyskanych w duzych seriach prébek w poréwnaniu do zawartosci TEQ
ustalone] z zastosowaniem potwierdzajace] metody analizy. Rzeczywista czesto$é wystgpowania wynikéw falszywie
negatywnych nie powinna przekracza¢ 1 %. Czgsto$é uzyskiwania wynikéw falszywie pozytywnych powinna by¢ na tyle
niska, aby mozna bylo wykorzysta¢ zalety metod skriningowych,

— wyniki pozytywne zawsze potwierdzaé z zastosowaniem potwierdzajacej metody analizy (HRGC/HRMS). Ponadto prébki
z szerokim zakresem TEQ potwierdza¢é HRGC/HRMS (od 2 do 10 % prébek negatywnych). Do wynikéw dotacza si¢
informacj¢ na temat korelacji pomig¢dzy biotestem (bioassay) a wynikami HRGC / HRMS.

2.7.3. SZCZEGOELOWE WYMAGANIA, JAKIE POWINNY SPEENIAC BIOLOGICZNE TESTY KOMORKOWE

— w czasie wykonywania testow biologicznych (bioassays) przeprowadzenie kazdego testu wymaga referencyjnych stezen
TCDD lub mieszaniny dioksyn i furanéw (petna dawka- krzywa reakcji z R? > 0,95). Dla celéw badan skriningowych
mozna zastosowac rozszerzong krzywa niskiego poziomu dla analizy prébek niskopoziomowych,

— do oceny sprawnosci testu biologicznego (bioassays) powinny by¢ stosowane referencyjne stgzenia TCDD (okolo 3-krotna
granica oznaczalno$ci) nanoszone na karty kontrolne w statych odstgpach czasu. Alternatywnie mozna zastosowaé wzgledna
odpowiedz prébki referencyjnej w poréwnaniu do linii krzywej kalibracyjnej TCDD, poniewaz odpowiedZ komérkowa moze
zaleze¢ od wielu czynnikdw,

— dla kazdego rodzaju materialu referencyjnego powinny by¢ prowadzone i sprawdzane wykresy kontroli jakosci (QC chart)
w celu zapewnienia, ze wyniki sa zgodne z deklarowanymi wytycznymi,
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— przy obliczeniach iloSciowych zwracal uwagg, aby zastosowane rozcieficzenie probki miescilo si¢ w zakresie liniowym
krzywej kalibracji. Prébki, ktérych sygnat przekracza liniowy zakres krzywej kalibracji, rozcienczyé i ponownie poddad
oznaczeniu. W czasie oznaczania zaleca si¢ przeprowadzenie co najmniej 3 lub wigcej rozciericzen,

— procentowe odchylenie standardowe nie powinno by¢ wyzsze niz 15 % w 3-krotnym oznaczaniu dla kazdego rozcieficzenia
probek i nie moze by¢ wyzsze niz 30 % dla wynikdéw uzyskanych w 3 niezaleznych eksperymentach,

— granicg¢ wykrywalnoéci mozna ustali¢ jako 3-krotne odchylenie standardowe rozpuszczalnika zerowego lub sygnalu tla.
Innym podejéciem jest wykorzystanie sygnalu wyzszego od tla, gdzie wskaznik indukcji jest 5-krotno$cia rozpuszczalnika
zerowego, wyznaczonego na podstawie krzywej kalibracji przygotowanej tego samego dnia.

Granice oznaczalno$ci mozna ustali¢ jako 5-6-krotng warto$é odchylenia standardowego rozpuszczalnika zerowego lub
sygnatu tta lub zastosowaé sygnal powyzej tla, gdzie wskaZnik indukcji jest 10-krotnodcig rozpuszczalnika zerowego,
wyznaczony na podstawie krzywej kalibracji przygotowanej tego samego dnia.

2.7.4. SZCZEGOEOWE WYMAGANIA, JAKIE POWINNY SPEENIAC TESTY BIOLOGICZNE?

— przestrzega¢ dostarczonych przez producenta instrukcji przygotowania prébek i sposobu przeprowadzenia ich analizy,

— zestawy do testow (test kits) nie mogg by¢ wykorzystywane po uptywie daty waznosci,

— nie uzywa¢ materialéw lub sktadnikdéw przeznaczonych do wykorzystania w innych zestawach (kits),

— zestawy do testow (test kits) powinny byé przechowywane oraz uzywane do badai w temperaturze podanej w instrukcji,

—w przypadku testéw immunologicznych granicg wykrywalno$ci okresla si¢ jako sumg $redniej i 3-krotnego odchylenia

standardowego obliczonego na podstawie wynikéw 10 analiz zerowych podzielong przez wspdtczynnik nachylenia krzywej

wzorcowe] wyznaczonej wedlug réwnania regresji liniowe;,

— stosowa¢ wzorce referencyjne w celu kontroli, czy ich odpowiedZ miesci sie w akceptowanym zakresie.

2.8. PRZEDSTAWIANIE WYNIKOW

Wiyniki analiz zawarto$ci dioksyn i dioksynopodobnych PCB przedstawia si¢ w sprawozdaniu z badan, ktére powinno

zawieraé:

1) poziomy poszczegdlnych kongeneréw PCDD/F i PCB; wyniki analiz powinny by¢ przedstawione zgodnie z gérng
granicg , dolng granica i $rednig granica, w celu dostarczenia w sprawozdaniu z badan jak najwigkszej ilodci informacji,
a tym samym umozliwiajac interpretacj¢ uzyskanych wynikéw w zaleznosci od okreslonych wymagar - jezeli pozwala
na to zastosowana procedura analityczna;
2) informacjg o zawartos$ci lipidéw w prdbcee oraz o zastosowanej metodzie ich ekstrakeji.

Informacje na temat odzysku wszystkich zastosowanych wzorcéw wewnetrznych dolacza sig do sprawozdania, jezeli

warto$ci odzysku wykraczaja poza granice okreSlone w ust. 2.6, w razie przekroczenia dopuszczalnej zawartoéci lub

w innych przypadkach.

ROZDZIAL. 9
BADANIE NIEBIALKOWYCH ZWIAZKOW AZOTOWYCH

OZNACZANIE MOCZNIKA

1. CEL 1 ZAKRES STOSOWANIA METODY

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci mocznika w paszach.

2. SPOSOB PRZEPROWADZENIA METODY

Prébka ze $rodkiem klarujacym tworzy w wodzie zawiesing. Suspensja jest filtrowana.

Zawarto$¢ mocznika w filtracie jest oznaczana po dodaniu 4-dwumetyloaminobenzaldehydu (4-DMAB) poprzez pomiar
gestosci optycznej przy diugosci fali 420 nm.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Roztwér 4-dwumetyloaminobezaldehydu:

Rozpuscié 1,6 g czystego 4-DMAB w 100 ml 96% etanolu i doda¢ 10 ml kwasu chlorowodorowego (d = 1,19). Trwato§é
tego odczynnika wynosi nie wigcej niz 14 dni.

3.2. Roztwér Carreza I:

Rozpusci¢ w wodzie 21,9 g octanu cynkowego Zn(CH,COO), - 2H,0 i 3 g lodowatego kwasu octowego. Uzupetni¢ do
objetosci 100 ml woda.

3.3. Roztwor Carreza II:

Rozpuscié w wodzie 10,6 g Zelazocyjanku potasowego K,Fe(CN), - 3H,0. Uzupetnié do objgtosci 100 ml woda.

3.4. Aktywny wegiel nieabsorbujacy mocznika (sprawdzony).

3.5. Roztwér 0,1% (m/V) mocznika.

4. APARATURA 1 SPRZET

4.1. Mikser lub tumbler: od 35 do 40 obr./min.

4.2. Probéwki: 160 x 16 mm ze szklanymi, szlifowanymi korkami.

4.3. Spektrofotometr.

? Dotychczas nie ma informacji o dostepnych w handlu zestawach do testéw biologicznych charakteryzujacych sig
dostateczng czuto$cig 1 wiarygodnoscia, ktére umozliwiatlyby ich wykorzystywanie w skriningowych (przesiewowych)
badaniach obecnos$ci okre$lonych pozioméw dioksyn w prébkach §rodkéw spozywezych i paszy.
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5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Analiza prébki

Odwazy¢, z doktadnoscig do 1 mg, 2 g prébki i umiesci¢ razem z 1 g aktywnego wegla, o ktérym mowa w ust. 3.4, w kolbie
miarowej o pojemnosci 500 ml. Doda¢ 400 ml wody i po 5 ml roztworu Carreza I, o ktérym mowa w ust. 3.2, i Carreza II,
o ktérym mowa w ust. 3.3, Miesza¢ przez 30 minut w mikserze, o ktérym mowa w ust. 4.1. Uzupetni¢ do pelnej objetosci
kolby woda, wstrzgsnad i przefiltrowad.

Do probéwek, o ktérych mowa w ust. 4.2, przenie$¢ po 5 ml przezroczystego, bezbarwnego filtratu, doda¢ 5 ml roztworu
4-dwumetyloaminobezaldehydu, o ktérym mowa w ust. 3.1, i zamieszaé. Wstawi¢ probéwki do tazni wodnej ustawionej na
temperaturg 20°C. Po 15 minutach zmierzy¢ gesto$é optyczna roztworu probki spektrofotometrem, przy dlugosci fali 420 nm.
Pomiar wykonaé wzgledem $lepej préby odczynnikowe;.

5.2. Krzywa kalibracyjna

Do kolb miarowych o pojemno$ci 100 ml nalaé 1, 2, 4, 5 i 10 ml roztworu mocznika, o ktérym mowa w ust. 3.5, i uzupetnié
do pelnej objetosci kolb woda. Odla¢ 5 ml kazdego z roztworéw, dodaé do kazdej probéwki po 5 ml roztworu
4-dwumetyloaminobezaldehydu, o ktérym mowa w ust. 3.1, wymieszaé i zmierzy¢ gesto$¢ optyczng w sposédb, o ktérym
mowa w ust. 5.1, poréwnujac z roztworem kontrolnym zawierajacym 5 ml 4-dwumetyloaminobezaldehydu i 5 ml wody
wolnej od mocznika. Wykresli¢ krzywa kalibracyjna.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Na podstawie krzywej kalibracyjnej oznaczy¢ zawarto$¢ mocznika w prébee.

Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w prébee.

7. OBJASNIENTA

7.1. W przypadku gdy zawarto$¢ mocznika jest wyzsza niz 3%, zmniejszy¢ masg probki do 1 g lub rozcieficzy¢ pierwotny
roztwdér tak, aby w 500 ml nie znajdowato si¢ wigcej niz 50 mg mocznika.

7.2. W przypadku niskiej zawarto§ci mocznika zwigkszaé masg prébki tak, aby filtrat pozostal przezroczysty
i bezbarwny.

7.3. Jezeli probka zawiera proste zwiazki azotowe, takie jak aminokwasy, gesto$¢ optyczng mierzy¢ przy dtugosei fali 435 nm.



